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Pressure-dependent chemical shifts in the R3 domain of talin show that it is 

thermodynamically poised for binding to either vinculin or RIAM 

 

Nicola J. Baxter,1 Thomas Zacharchenko,2,3 Igor L. Barsukov,2 and Mike P. Williamson1,4,* 

���'�H�S�D�U�W�P�H�Q�W���R�I���0�R�O�H�F�X�O�D�U���%�L�R�O�R�J�\���D�Q�G���%�L�R�W�H�F�K�Q�R�O�R�J�\�����8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�\���R�I���6�K�H�I�I�L�H�O�G�����6�K�H�I�I�L�H�O�G���6������

���7�1�����8�Q�L�W�H�G���.�L�Q�J�G�R�P 

���6�F�K�R�R�O���R�I���%�L�R�O�R�J�L�F�D�O���6�F�L�H�Q�F�H�V�����8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�\���R�I���/�L�Y�H�U�S�R�R�O�����&�U�R�Z�Q���6�W�U�H�H�W�����/�L�Y�H�U�S�R�R�O���/���������=�%����

�8�Q�L�W�H�G���.�L�Q�J�G�R�P 

3Current address: School of Biology, University of Leeds, Leeds LS2 9JT, United Kingdom 
4Lead contact 

��&�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�H�Q�F�H�����P���Z�L�O�O�L�D�P�V�R�Q�#�V�K�H�I�I�L�H�O�G���D�F���X�N�����0���3���:������ 

 

�6�8�0�0�$�5�<���� 

�7�D�O�L�Q�� �P�H�G�L�D�W�H�V�� �D�W�W�D�F�K�P�H�Q�W�� �R�I�� �W�K�H�� �F�H�O�O�� �W�R�� �W�K�H�� �H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U�� �P�D�W�U�L�[���� �,�W�� �L�V�� �W�D�U�J�H�W�H�G�� �E�\�� �W�K�H�� �5�D�S����

�H�I�I�H�F�W�R�U�� �5�,�$�0�� �W�R�� �I�R�F�D�O�� �D�G�K�H�V�L�R�Q�� �V�L�W�H�V���� �D�Q�G�� �V�X�E�V�H�T�X�H�Q�W�O�\���X�Q�G�H�U�J�R�H�V�� �I�R�U�F�H���L�Q�G�X�F�H�G��

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �R�S�H�Q�L�Q�J�� �W�R�� �U�H�F�U�X�L�W�� �W�K�H�� �D�F�W�L�Q���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�Q�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q���� �7�K�H�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O��

�V�Z�L�W�F�K���L�Q�Y�R�O�Y�H�V���W�K�H���W�D�O�L�Q���5�����G�R�P�D�L�Q�����Z�K�L�F�K���E�L�Q�G�V���5�,�$�0���Z�K�H�Q���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���Z�K�H�Q���R�S�H�Q����

�+�H�U�H�����Z�H���D�S�S�O�\���S�U�H�V�V�X�U�H���W�R���5�����D�Q�G���P�H�D�V�X�U�H�����+���������1���D�Q�G�������&���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V�����Z�K�L�F�K��

�D�U�H���I�L�W�W�H�G���X�V�L�Q�J���D���V�L�P�S�O�H���P�R�G�H�O�����D�Q�G���L�Q�G�L�F�D�W�H���W�K�D�W���5�����L�V���R�Q�O�\�����������F�O�R�V�H�G�����W�K�H���F�O�R�V�H�G���I�R�U�P���L�V���D��

�I�R�X�U���K�H�O�L�[���E�X�Q�G�O�H�����Z�K�L�O�H���L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���V�W�D�W�H���K�H�O�L�[�������L�V���W�Z�L�V�W�H�G���R�X�W�����6�W�U�L�N�L�Q�J�O�\�����D���P�X�W�D�Q�W���R�I���5�����W�K�D�W��

�E�L�Q�G�V���5�,�$�0���Z�L�W�K���D�Q���D�I�I�L�Q�L�W�\���V�L�P�L�O�D�U���W�R���Z�L�O�G���W�\�S�H���E�X�W���P�R�U�H���Z�H�D�N�O�\���W�R���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���L�V���V�K�R�Z�Q���W�R���E�H������������

�N�-���P�R�O�������P�R�U�H���V�W�D�E�O�H���Z�K�H�Q���F�O�R�V�H�G�����7�K�H�V�H���U�H�V�X�O�W�V���G�H�P�R�Q�V�W�U�D�W�H���W�K�D�W���5�����L�V���W�K�H�U�P�R�G�\�Q�D�P�L�F�D�O�O�\��

�S�R�L�V�H�G���W�R���E�L�Q�G���H�L�W�K�H�U���5�,�$�0���R�U���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����D�Q�G���W�K�X�V���F�R�Q�V�W�L�W�X�W�H�V���D���J�R�R�G���P�H�F�K�D�Q�R�V�H�Q�V�L�W�L�Y�H���V�Z�L�W�F�K�� 

 

mailto:m.williamson@sheffield.ac.uk


2 

 

�.�(�<�:�2�5�'�6���K�\�G�U�R�V�W�D�W�L�F���S�U�H�V�V�X�U�H�����F�H�O�O���D�G�K�H�V�L�R�Q�����W�D�O�L�Q�����I�R�F�D�O���D�G�K�H�V�L�R�Q���F�R�P�S�O�H�[�����Y�L�Q�F�X�O�L�Q����

�V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H���G�H�F�R�P�S�R�V�L�W�L�R�Q�����F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W



 

 

3 

�,�1�7�5�2�'�8�&�7�,�2�1 1 

�7�K�H���D�G�K�H�V�L�R�Q���R�I���F�H�O�O�V���W�R���W�K�H���H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U���P�D�W�U�L�[���X�V�X�D�O�O�\���P�D�N�H�V���X�V�H���R�I���W�K�H���F�H�O�O���V�X�U�I�D�F�H���U�H�F�H�S�W�R�U�V���N�Q�R�Z�Q��2 

�D�V���L�Q�W�H�J�U�L�Q�V�����7�K�H���L�Q�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U���W�D�L�O���R�I���D�Q���D�F�W�L�Y�D�W�H�G���L�Q�W�H�J�U�L�Q���I�R�U�P�V���S�D�U�W���R�I���D���F�R�P�S�O�H�[���W�K�D�W���O�L�Q�N�V���W�K�H���U�H�F�H�S�W�R�U�V��3 

�W�R�� �W�K�H�� �D�F�W�L�Q�� �F�\�W�R�V�N�H�O�H�W�R�Q���� �D�Q�G�� �W�K�X�V�� �H�Q�D�E�O�H�V�� �F�R�P�P�X�Q�L�F�D�W�L�R�Q�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �H�[�W�U�D�F�H�O�O�X�O�D�U�� �O�L�J�D�Q�G�V�� �D�Q�G�� �W�K�H��4 

�F�\�W�R�V�N�H�O�H�W�R�Q���� �7�K�H�� �D�V�V�H�P�E�O�\�� �R�I�� �W�K�L�V�� �F�R�P�S�O�H�[�� �L�V�� �W�L�J�K�W�O�\�� �U�H�J�X�O�D�W�H�G���� �D�Q�G�� �U�H�T�X�L�U�H�V�� �D�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �S�U�R�W�H�L�Q�V����5 

�L�Q�F�O�X�G�L�Q�J���W�D�O�L�Q���� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q���D�Q�G���W�K�H���5�D�S�����*�7�3���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�Q�J���D�G�D�S�W�R�U���P�R�O�H�F�X�O�H�����5�,�$�0�������7�D�O�L�Q���L�V���D���O�D�U�J�H������������6 

�U�H�V�L�G�X�H���S�U�R�W�H�L�Q�����F�R�Q�V�L�V�W�L�Q�J���R�I���D���K�H�D�G���W�K�D�W���E�L�Q�G�V���W�R���L�Q�W�H�J�U�L�Q�V���D�Q�G���W�R���S�K�R�V�S�K�R�O�L�S�L�G�V�����D�Q�G���D���O�R�Q�J���U�R�G���O�L�N�H���W�D�L�O��7 

�W�K�D�W���E�L�Q�G�V���W�R���)���D�F�W�L�Q���D�Q�G���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����&�D�O�G�H�U�Z�R�R�G���H�W���D�O���������������������7�D�O�L�Q���L�V���U�H�F�U�X�L�W�H�G���W�R���W�K�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���E�\���5�,�$�0��8 

�D�Q�G�� �V�X�E�V�H�T�X�H�Q�W�O�\�� �X�Q�G�H�U�J�R�H�V�� �D�� �I�R�U�F�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �F�K�D�Q�J�H�� �W�K�D�W�� �H�[�S�R�V�H�V�� �F�U�\�S�W�L�F�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q��9 

�E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H�V�����9�L�Q�F�X�O�L�Q���U�H�F�U�X�L�W�P�H�Q�W���E�\���W�D�O�L�Q���U�H�L�Q�I�R�U�F�H�V���W�K�H���F�R�Q�Q�H�F�W�L�R�Q���W�R���W�K�H���D�F�W�L�Q���F�\�W�R�V�N�H�O�H�W�R�Q�����F�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Q�J��10 

�D���I�R�U�F�H���V�H�Q�V�L�Q�J���P�H�F�K�D�Q�L�V�P���W�K�D�W���U�H�J�X�O�D�W�H�V���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���R�I���W�K�H���I�R�F�D�O���D�G�K�H�V�L�R�Q���F�R�P�S�O�H�[�����7�K�H���N�H�\���H�O�H�P�H�Q�W���R�I��11 

�W�K�H���I�R�U�F�H���V�H�Q�V�R�U���L�Q���W�K�H���W�D�O�L�Q���U�R�G���L�V���W�K�H���5�����G�R�P�D�L�Q�����Z�K�L�F�K���E�L�Q�G�V���E�R�W�K���5�,�$�0���D�Q�G���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����$�W�K�H�U�W�R�Q���H�W���D�O������12 

���������������7�K�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���R�I���5�����Z�L�W�K���5�,�$�0���D�Q�G���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���L�V���P�X�W�X�D�O�O�\���H�[�F�O�X�V�L�Y�H�����Z�L�W�K���5�,�$�0���E�L�Q�G�L�Q�J���W�R���W�K�H���F�O�R�V�H�G��13 

�I�R�U�P���R�I���5�������Z�K�L�O�H���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���L�Q�W�H�U�D�F�W�V���Z�L�W�K���W�K�H���R�S�H�Q���I�R�U�P�����)�L�O�O�L�Q�J�K�D�P���H�W���D�O���������������������7�K�L�V���R�S�H�Q�L�Q�J���R�F�F�X�U�V���D�V��14 

�D���U�H�V�X�O�W���R�I���P�H�F�K�D�Q�L�F�D�O���V�W�U�H�W�F�K�L�Q�J�����G�H�O���5�L�R���H�W���D�O�������������������<�D�R���H�W���D�O���������������������O�H�D�G�L�Q�J���W�R���W�K�H���G�L�V�S�O�D�F�H�P�H�Q�W���R�I��15 

�5�,�$�0�� �E�\�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q�� ���*�R�X�O�W�� �H�W�� �D�O������ �������������� �7�K�H�� �5���� �G�R�P�D�L�Q���L�V�� �O�R�F�D�W�H�G�� �L�Q�� �D�� �F�R�P�S�D�F�W�� �U�H�J�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �W�D�O�L�Q�� �U�R�G��16 

�I�R�U�P�H�G�� �E�\�� �W�K�U�H�H�� �V�H�T�X�H�Q�W�L�D�O�� �I�R�X�U���K�H�O�L�[�� �E�X�Q�G�O�H�� �G�R�P�D�L�Q�V�� �5�����5���� �W�K�D�W�� �D�U�H�� �S�D�U�W�L�F�X�O�D�U�O�\�� �V�X�V�F�H�S�W�L�E�O�H�� �W�R��17 

�P�H�F�K�D�Q�L�F�D�O���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J�����<�D�Q���H�W���D�O���������������������5�����K�D�V���W�K�H���O�R�Z�H�V�W���V�W�D�E�L�O�L�W�\���R�I���W�K�H���W�K�U�H�H���D�Q�G���Z�D�V���R�E�V�H�U�Y�H�G���W�R���I�R�O�G��18 

�D�Q�G�� �X�Q�I�R�O�G�� �U�H�Y�H�U�V�L�E�O�\�� �R�Q�� �D�� �V�X�E���V�H�F�R�Q�G�� �W�L�P�H�V�F�D�O�H�� �D�W�� ���� �S�1�� �D�S�S�O�L�H�G�� �I�R�U�F�H���� �Z�L�W�K�L�Q�� �W�K�H�� �U�D�Q�J�H�� �R�I�� �D�� �V�L�Q�J�O�H��19 

�D�F�W�R�P�\�R�V�L�Q���F�R�Q�W�U�D�F�W�L�R�Q�����<�D�Q���H�W���D�O�������������������<�D�R���H�W���D�O�������������������<�D�R���H�W���D�O���������������������7�K�H�V�H���R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V���K�D�Y�H��20 

�O�H�G�� �W�R�� �D�� �P�R�G�H�O�� ���$�W�K�H�U�W�R�Q�� �H�W�� �D�O������ ������������ �&�D�O�G�H�U�Z�R�R�G�� �H�W�� �D�O������ �������������<�D�R�� �H�W�� �D�O������ ������������ �Z�K�L�F�K�� �S�U�R�S�R�V�H�V�� �W�K�D�W��21 

�5�,�$�0���L�Q�L�W�L�D�O�O�\���E�L�Q�G�V���W�R���D�Q�G���U�H�F�U�X�L�W�V���W�D�O�L�Q�����E�X�W���W�K�D�W���D���I�R�U�F�H���L�Q�G�X�F�H�G���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O���F�K�D�Q�J�H���L�Q���W�D�O�L�Q�����F�D�X�V�H�G��22 

�E�\���W�K�H���I�O�R�Z���R�I���D�F�W�L�Q���I�L�O�D�P�H�Q�W�V���S�D�V�W���W�K�H���W�D�O�L�Q���F�R�P�S�O�H�[�����R�S�H�Q�V���X�S���W�K�H���5�����G�R�P�D�L�Q�����Z�H�D�N�H�Q�L�Q�J���W�K�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q��23 

�Z�L�W�K���5�,�$�0���D�Q�G���S�H�U�P�L�W�W�L�Q�J���D�Q���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q���Z�L�W�K���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����7�K�H���Q�H�Z�O�\���I�R�U�P�H�G���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���F�R�P�S�O�H�[���W�K�H�Q���V�W�D�E�L�O�L�]�H�V��24 

�W�K�H���I�R�F�D�O���D�G�K�H�V�L�R�Q�V���E�\���V�W�U�H�Q�J�W�K�H�Q�L�Q�J���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V���Z�L�W�K���D�F�W�L�Q�����)�L�J�X�U�H�������� 25 



 

 

4 

�7�K�H�� �I�R�X�U���K�H�O�L�[�� �E�X�Q�G�O�H�� �W�K�D�W�� �F�R�P�S�U�L�V�H�V�� �W�K�H�� �5���� �G�R�P�D�L�Q�� �R�I�� �W�D�O�L�Q�� �L�V�� �K�H�O�G�� �W�R�J�H�W�K�H�U�� �E�\�� �K�\�G�U�R�S�K�R�E�L�F��26 

�L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V�����7�K�H���K�\�G�U�R�S�K�R�E�L�F���L�Q�W�H�U�L�R�U���L�Q�F�O�X�G�H�V���D���µ�W�K�U�H�R�Q�L�Q�H���E�H�O�W�¶���F�R�P�S�R�V�H�G���R�I���I�R�X�U���W�K�U�H�R�Q�L�Q�H���U�H�V�L�G�X�H�V����27 

�R�Q�H���I�U�R�P���H�D�F�K���K�H�O�L�[���L�Q���W�K�H���E�X�Q�G�O�H�����W�K�D�W���U�H�G�X�F�H�V���W�K�H���V�W�D�E�L�O�L�W�\���R�I���W�K�H���G�R�P�D�L�Q�����)�L�O�O�L�Q�J�K�D�P���H�W���D�O���������������������:�H��28 

�S�U�H�Y�L�R�X�V�O�\���F�R�Q�V�W�U�X�F�W�H�G���D���T�X�D�G�U�X�S�O�H���P�X�W�D�Q�W���R�I���5�������U�H�I�H�U�U�H�G���W�R���D�V���5�����,�9�9�,�����L�Q���Z�K�L�F�K���W�K�H�V�H���I�R�X�U���W�K�U�H�R�Q�L�Q�H��29 

�U�H�V�L�G�X�H�V���Z�H�U�H���U�H�S�O�D�F�H�G���E�\���K�\�G�U�R�S�K�R�E�L�F���U�H�V�L�G�X�H�V�����7�������,���7�������9���7�������9���7�������,�������*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������7�K�L�V��30 

�P�X�W�D�Q�W���L�V���P�R�U�H���U�H�V�L�V�W�D�Q�W���W�R���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���E�\���E�R�W�K���P�H�F�K�D�Q�L�F�D�O���I�R�U�F�H�����<�D�R���H�W���D�O�������������������D�Q�G���W�K�H�U�P�D�O���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J��31 

���*�R�X�O�W�� �H�W�� �D�O������ �������������� �D�Q�G�� �E�L�Q�G�V�� �P�X�F�K���P�R�U�H�� �Z�H�D�N�O�\�� �W�R�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q�� �W�K�D�Q�� �5������ �F�R�Q�V�L�V�W�H�Q�W���Z�L�W�K�� �W�K�H�� �F�R�X�S�O�L�Q�J���R�I��32 

�X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���W�R���S�U�R�G�X�F�W�L�Y�H���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���E�L�Q�G�L�Q�J�����)�L�J�X�U�H���������� 33 

�7�K�H�U�H���L�V���W�K�X�V���D�P�S�O�H���H�Y�L�G�H�Q�F�H���W�K�D�W���W�K�H���D�F�W�L�Y�L�W�\�� �R�I�� �5���� �D�V���D���P�H�F�K�D�Q�R�V�H�Q�V�L�W�L�Y�H���V�Z�L�W�F�K���L�V���G�X�H���W�R���D��34 

�U�H�Y�H�U�V�L�E�O�H�� �R�S�H�Q�L�Q�J�� �R�I�� �W�K�H�� �I�R�X�U���K�H�O�L�[�� �E�X�Q�G�O�H���� �6�W�U�X�F�W�X�U�D�O�� �F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �R�S�H�Q�� �V�W�D�W�H�� �K�D�V�� �V�R�� �I�D�U��35 

�U�H�P�D�L�Q�H�G���F�K�D�O�O�H�Q�J�L�Q�J�����+�H�U�H�����Z�H���X�V�H���K�L�J�K���S�U�H�V�V�X�U�H���D�V���D���W�R�R�O���W�R���D�O�O�R�Z���X�V���W�R���F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�H���W�K�H���H�Q�H�U�J�H�W�L�F�V��36 

�D�Q�G���V�W�U�X�F�W�X�U�H�V���R�I���W�K�H���W�Z�R���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V�� 37 

�+�L�J�K�� �K�\�G�U�R�V�W�D�W�L�F�� �S�U�H�V�V�X�U�H�� �K�D�V�� �S�U�R�Y�H�G�� �W�R�� �E�H�� �D�Q�� �H�I�I�H�F�W�L�Y�H�� �Z�D�\�� �W�R�� �U�H�Y�H�D�O�� �D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H�� �S�U�R�W�H�L�Q��38 

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V���W�K�D�W���D�U�H���F�O�R�V�H���L�Q���H�Q�H�U�J�\���W�R���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H�����L�H���O�R�Z���O�\�L�Q�J���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�V�������$�N�D�V�D�N�D����������������39 

���������������(�O�H�Y�D�W�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H���O�H�D�G�V���W�R���D���J�H�Q�H�U�D�O���F�R�P�S�U�H�V�V�L�R�Q���R�I���W�K�H���S�U�R�W�H�L�Q�����Z�K�L�F�K���W�R���D���J�R�R�G���D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�L�R�Q��40 

�L�V���D���O�L�Q�H�D�U���H�I�I�H�F�W�����1�0�5���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���Z�L�W�K���S�U�H�V�V�X�U�H���D�U�H���W�K�H�U�H�I�R�U�H���R�I�W�H�Q���O�L�Q�H�D�U�� ���.�L�W�D�K�D�U�D���H�W���D�O������41 

�������������� �+�R�Z�H�Y�H�U���� �S�U�H�V�V�X�U�H�� �D�O�V�R�� �V�W�D�E�L�O�L�]�H�V�� �D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �V�W�D�W�H�V�� �Z�L�W�K�� �O�R�Z�H�U�� �S�D�U�W�L�D�O�� �P�R�O�D�U��42 

�Y�R�O�X�P�H�V���� �6�X�F�K�� �V�W�D�W�H�V�� �E�H�F�R�P�H�� �L�Q�F�U�H�D�V�L�Q�J�O�\�� �S�R�S�X�O�D�W�H�G�� �D�V�� �S�U�H�V�V�X�U�H�� �L�Q�F�U�H�D�V�H�V���� �O�H�D�G�L�Q�J�� �W�R�� �Q�R�Q���O�L�Q�H�D�U��43 

�F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���L�Q���W�K�H���Y�L�F�L�Q�L�W�\���R�I���W�K�H���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O���F�K�D�Q�J�H�����%�H�F�D�X�V�H���I�R�O�G�H�G���S�U�R�W�H�L�Q�V���D�O�Z�D�\�V���F�R�Q�W�D�L�Q��44 

�V�P�D�O�O�� �F�D�Y�L�W�L�H�V�� �D�Q�G�� �S�D�F�N�L�Q�J�� �G�H�I�H�F�W�V���� �W�K�H�\�� �D�O�Z�D�\�V�� �K�D�Y�H�� �D�� �O�D�U�J�H�U�� �S�D�U�W�L�D�O�� �P�R�O�D�U�� �Y�R�O�X�P�H�� �W�K�D�Q�� �X�Q�I�R�O�G�H�G��45 

�S�U�R�W�H�L�Q�V�����D�Q�G���W�K�H�U�H�I�R�U�H���S�U�H�V�V�X�U�H���O�H�D�G�V���W�R���O�R�F�D�O�����D�Q�G���X�O�W�L�P�D�W�H�O�\���W�R���J�O�R�E�D�O�����X�Q�I�R�O�G�L�Q�J�� ���5�R�F�K�H���H�W���D�O��������������������46 

�7�K�H�� �O�R�Z���H�Q�H�U�J�\�� �H�[�F�L�W�H�G�� �V�W�D�W�H�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V�� �U�H�Y�H�D�O�H�G�� �L�Q�� �W�K�L�V�� �Z�D�\�� �F�D�Q�� �E�H�� �I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O�O�\�� �L�P�S�R�U�W�D�Q�W���� �I�R�U��47 

�H�[�D�P�S�O�H�����D���O�R�F�D�O�O�\���X�Q�I�R�O�G�H�G���I�R�U�P���R�I���X�E�L�T�X�L�W�L�Q���K�D�V���E�H�H�Q���L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G���D�V���W�K�H���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���V�H�H�Q���Z�K�H�Q���X�E�L�T�X�L�W�L�Q��48 

�E�L�Q�G�V�� �W�R�� �W�K�H�� �(���� �X�E�L�T�X�L�W�L�Q���F�R�Q�M�X�J�D�W�L�Q�J�� �H�Q�]�\�P�H�� ���.�L�W�D�]�D�Z�D�� �H�W�� �D�O������ �������������� �:�H�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �D�S�S�O�L�H�G�� �H�O�H�Y�D�W�H�G��49 

�K�\�G�U�R�V�W�D�W�L�F���S�U�H�V�V�X�U�H�V���X�S���W�R�����������N�E�D�U�������������0�3�D�����W�R���W�K�H���5�����G�R�P�D�L�Q���R�I���W�D�O�L�Q���W�R���F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�H���W�K�H���H�T�X�L�O�L�E�U�L�X�P��50 



 

 

5 

�E�H�W�Z�H�H�Q���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���R�S�H�Q���I�R�U�P�V�����P�D�N�L�Q�J���W�K�H���D�V�V�X�P�S�W�L�R�Q���W�K�D�W���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���S�U�R�G�X�F�H�G���E�\���K�L�J�K���S�U�H�V�V�X�U�H��51 

�L�V���O�L�N�H�O�\���W�R���E�H���V�L�P�L�O�D�U���W�R���W�K�H���V�W�D�W�H���S�U�R�G�X�F�H�G���E�\���P�H�F�K�D�Q�L�F�D�O���I�R�U�F�H�� 52 

�$�S�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���R�I���H�O�H�Y�D�W�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H���X�V�X�D�O�O�\���O�H�D�G�V���W�R���O�L�Q�H�D�U���R�U���V�P�R�R�W�K�O�\���F�X�U�Y�H�G���S�O�R�W�V���R�I���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W��53 

�Y�V�� �S�U�H�V�V�X�U�H���� �7�K�H�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �R�I�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �1�0�5�� �F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �P�R�V�W�� �F�R�P�P�R�Q�O�\��54 

�S�U�R�F�H�H�G�V���E�\���I�L�W�W�L�Q�J�������1���+�6�4�&���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���W�R���D���T�X�D�G�U�D�W�L�F���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�����G = �D�������E�S�������F�S�������Z�K�H�U�H��55 

�S�� �L�V�� �S�U�H�V�V�X�U�H�� ���$�N�D�V�D�N�D���� ������������ �.�L�W�D�K�D�U�D�� �H�W�� �D�O������ �������������� �7�K�H�� �O�L�Q�H�D�U�� �W�H�U�P���E�� �L�V�� �U�H�O�D�W�H�G�� �W�R�� �K�\�G�U�R�J�H�Q�� �E�R�Q�G��56 

�V�W�U�H�Q�J�W�K���D�Q�G���R�W�K�H�U���O�R�F�D�O���J�H�R�P�H�W�U�L�F�D�O���H�I�I�H�F�W�V�����D�Q�G���L�V���R�I�W�H�Q���G�L�I�I�L�F�X�O�W���W�R���L�Q�W�H�U�S�U�H�W�����%�\���F�R�Q�W�U�D�V�W�����W�K�H���Q�R�Q���O�L�Q�H�D�U��57 

�F�R�P�S�R�Q�H�Q�W���F�� �D�U�L�V�H�V�� �I�U�R�P�� �W�K�H�� �H�T�X�L�O�L�E�U�L�X�P�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �W�K�H�� �Q�D�W�L�Y�H�� �J�U�R�X�Q�G�� �V�W�D�W�H�� �D�Q�G�� �D�Q�� �H�[�F�L�W�H�G�� �V�W�D�W�H���� �D�Q�G��58 

�W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �W�H�Q�G�V�� �W�R�� �U�H�S�R�U�W�� �R�Q�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �W�U�D�Q�V�L�W�L�R�Q�� �W�R�� �H�[�F�L�W�H�G�� �V�W�D�W�H�V���� �I�R�U�� �H�[�D�P�S�O�H��59 

�D�U�R�X�Q�G���F�D�Y�L�W�L�H�V�����D�Q�G���L�V���P�X�F�K���P�R�U�H���X�V�H�I�X�O���D�Q�G���S�U�R�W�H�L�Q���V�S�H�F�L�I�L�F�����.�L�W�D�]�D�Z�D���H�W���D�O���������������������+�R�Z�H�Y�H�U�����D�O�W�K�R�X�J�K��60 

�D���T�X�D�G�U�D�W�L�F���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���L�V���D���F�R�Q�Y�H�Q�L�H�Q�W���I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O���I�R�U�P�����L�W���F�D�Q�Q�R�W���E�H���U�H�O�D�W�H�G���L�Q���D�Q�\���V�L�P�S�O�H���Z�D�\���W�R���S�K�\�V�L�F�D�O��61 

�S�K�H�Q�R�P�H�Q�D���� �D�Q�G�� �W�K�H�� �W�H�U�P�V���E���D�Q�G���F�� �K�D�Y�H�� �Q�R�� �V�L�P�S�O�H�� �S�K�\�V�L�F�D�O�� �P�H�D�Q�L�Q�J���� �:�H�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �S�U�R�S�R�V�H���D�� �P�R�U�H��62 

�S�K�\�V�L�F�D�O�O�\���P�H�D�Q�L�Q�J�I�X�O���H�T�X�D�W�L�R�Q�� 63 

�3�U�H�V�V�X�U�H���F�D�X�V�H�V���D���F�K�D�Q�J�H���L�Q���W�K�H���I�U�H�H���H�Q�H�U�J�\���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H���E�H�W�Z�H�H�Q���W�Z�R���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V�����:�H���W�K�H�U�H�I�R�U�H��64 

�H�[�S�H�F�W���W�K�H���V�W�D�W�H�V���W�R���E�H���S�R�S�X�O�D�W�H�G���D�F�F�R�U�G�L�Q�J���W�R���D���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���%�R�O�W�]�P�D�Q�Q���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� 65 

 �2�6���2�5 L �A�T�L �@F�:�¿�) E �L�¿�8�;
�4�6W �A [1] 66 

�:�H�� �D�V�V�X�P�H�� �W�K�D�W�� �5���� �F�D�Q�� �H�[�L�V�W�� �L�Q�� �W�Z�R�� �V�W�D�W�H�V���������D�Q�G������ ���J�U�R�X�Q�G�� �V�W�D�W�H�� �D�Q�G�� �H�[�F�L�W�H�G�� �V�W�D�W�H���� �U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�O�\������67 

�S�R�S�X�O�D�W�H�G�� �L�Q�� �D�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �Z�D�\�� �D�V�� �D�E�R�Y�H���� �(�D�F�K�� �R�I�� �W�K�H�V�H�� �V�W�D�W�H�V�� �F�D�Q�� �D�O�V�R�� �X�Q�G�H�U�J�R���D�� �O�L�Q�H�D�U��68 

�S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�R�P�S�U�H�V�V�L�R�Q���� �J�L�Y�L�Q�J�� �U�L�V�H�� �W�R�� �D�� �O�L�Q�H�D�U�� �F�K�D�Q�J�H�� �L�Q�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W���� �:�H�� �F�D�Q�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H��69 

�P�R�G�H�O���W�K�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���G in a more physically meaningful way �D�V�� 70 

 �Ü L
k�� �-

�, �>�ã�¿���-o�>k�� �.
�, �>�ã�¿���. o�Ø�ë�ã�@�?�>�¿�À�>�ã�¿�Ï�?

�Ë�ÍW �A

�5�>�Ø�ë�ã�@�?�>�¿�À�>�ã�¿�Ï�?
�Ë�ÍW �A

 [2] 71 

�Z�K�H�U�H���G1�����D�Q�G���G2�����D�U�H���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���R�I���I�R�U�P�V�������D�Q�G�������D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����'�G1���D�Q�G���'�G2���D�U�H���W�K�H���O�L�Q�H�D�U��72 

�S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �L�Q�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�����S�� �L�V�� �W�K�H�� �S�U�H�V�V�X�U�H�����' G is the difference in free energy 73 



 

 

6 

�E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���W�Z�R���V�W�D�W�H�V���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����D�Q�G���' V is the change in volume between the two states. 74 

�7�K�L�V���H�T�X�D�W�L�R�Q���P�D�N�H�V���V�R�P�H���D�V�V�X�P�S�W�L�R�Q�V�����Z�K�L�F�K���D�U�H���G�L�V�F�X�V�V�H�G���L�Q���6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�\���0�D�W�H�U�L�D�O�� 75 

�7�K�L�V���P�R�U�H���F�R�P�S�O�H�[���D�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���L�V���P�R�U�H���G�L�I�I�L�F�X�O�W���W�R���I�L�W���W�K�D�Q���W�K�H��76 

�V�W�D�Q�G�D�U�G���T�X�D�G�U�D�W�L�F���D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�L�R�Q�����E�H�F�D�X�V�H���L�W���K�D�V���R�Q�H���P�R�U�H���Y�D�U�L�D�E�O�H�����:�H���W�K�H�U�H�I�R�U�H���X�V�H�G���V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H��77 

�G�H�F�R�P�S�R�V�L�W�L�R�Q�����6�9�'�����W�R���K�H�O�S���D�Q�D�O�\�]�H���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���� �6�9�'�� �L�V���D���Z�H�O�O���H�V�W�D�E�O�L�V�K�H�G���V�W�D�W�L�V�W�L�F�D�O��78 

�W�H�F�K�Q�L�T�X�H�� �I�R�U�� �U�H�G�X�F�L�Q�J�� �W�K�H�� �G�L�P�H�Q�V�L�R�Q�D�O�L�W�\�� �R�I�� �I�L�W�W�L�Q�J�� �S�U�R�E�O�H�P�V�� �E�\�� �L�G�H�Q�W�L�I�\�L�Q�J�� �W�K�H�� �P�L�Q�L�P�X�P�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I��79 

�F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V���Q�H�H�G�H�G���W�R���J�H�Q�H�U�D�W�H���W�K�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���G�D�W�D���S�D�W�W�H�U�Q�V�����,�Q���W�K�H���S�U�R�F�H�V�V�����L�W���F�D�Q���D�O�V�R���E�H���X�V�H�G���W�R��80 

�L�G�H�Q�W�L�I�\���D�Q�G���U�H�P�R�Y�H���Q�R�Q���F�R�U�U�H�O�D�W�H�G���Q�R�L�V�H�����W�K�X�V���G�U�D�P�D�W�L�F�D�O�O�\���U�H�G�X�F�L�Q�J���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���U�D�Q�G�R�P���Q�R�L�V�H���L�Q���W�K�H��81 

�G�D�W�D���� �7�K�L�V�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �V�K�R�Z�H�G�� �W�K�D�W�� �I�L�W�W�L�Q�J�� �R�I�� �W�K�H�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V�� �R�Q�O�\�� �U�H�T�X�L�U�H�V�� �I�R�X�U��82 

�F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V�����G�H�V�S�L�W�H���W�K�H���F�R�P�S�O�H�[�L�W�\���R�I���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V�����7�K�H���I�R�X�U���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V���D�U�H���L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G��83 

�D�V���W�K�R�V�H���U�H�T�X�L�U�H�G���E�\���(�T�����������Q�D�P�H�O�\���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����D���F�R�P�S�U�H�V�V�H�G���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H����84 

�D�Q���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�����Z�K�R�V�H���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q���L�Q�F�U�H�D�V�H�V���Z�L�W�K���S�U�H�V�V�X�U�H�����D�Q�G���D���F�R�P�S�U�H�V�V�H�G���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���� 85 

�7�K�H���K�L�J�K���T�X�D�O�L�W�\���R�I���W�K�H���µ�Q�R�L�V�H���I�U�H�H�¶���G�D�W�D���D�O�O�R�Z�H�G���X�V���W�R���I�L�W���(�T���������J�O�R�E�D�O�O�\�����S�U�R�G�X�F�L�Q�J���W�K�H���U�H�V�X�O�W���W�K�D�W��86 

�L�Q�� �W�K�H�� �Z�L�O�G���W�\�S�H�� �5���� �W�K�H���I�U�H�H�� �H�Q�H�U�J�\�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �W�K�H���J�U�R�X�Q�G�� �D�Q�G�� �H�[�F�L�W�H�G�� �V�W�D�W�H�V�� �L�V�� �Y�H�U�\�� �F�O�R�V�H�� �W�R��87 

�]�H�U�R�����L�H���5�����L�V�����������F�O�R�V�H�G���D�Q�G�����������R�S�H�Q���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����7�K�H���Q�D�W�X�U�H���R�I���W�K�H���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O���F�K�D�Q�J�H��88 

�F�D�Q�� �E�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G�� �E�\�� �D�Q�D�O�\�]�L�Q�J�� �W�K�H�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V�����G1�R�� �D�Q�G���G2�R���� �D�Q�G�� �W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�� �L�Q�� �W�K�H�� �S�U�H�V�V�X�U�H��89 

�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���J�U�D�G�L�H�Q�W�V�����'�G1���� �'�G2�����R�Q���D���S�H�U���U�H�V�L�G�X�H���E�D�V�L�V�����7�K�H���P�D�L�Q���F�K�D�Q�J�H���L�V���O�R�F�D�O�L�]�H�G���W�R���K�H�O�L�[���������Z�K�L�F�K���L�V��90 

�S�D�U�W���R�I���W�K�H���I�R�X�U���K�H�O�L�[���E�X�Q�G�O�H���L�Q���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H�����F�O�R�V�H�G���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�������E�X�W���Z�K�L�F�K���E�H�F�R�P�H�V���W�Z�L�V�W�H�G���R�X�W���L�Q��91 

�W�K�H�� �H�[�F�L�W�H�G�� �V�W�D�W�H�� ���R�S�H�Q�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q������ �W�K�H�U�H�E�\�� �H�[�S�O�D�L�Q�L�Q�J�� �W�K�H�� �H�I�I�H�F�W�� �R�I�� �V�K�H�D�U�� �I�R�U�F�H�� �R�Q�� �P�R�G�X�O�D�W�L�Q�J�� �W�K�H��92 

�D�Y�D�L�O�D�E�L�O�L�W�\���R�I���E�L�Q�G�L�Q�J���V�X�U�I�D�F�H�V�����)�L�Q�D�O�O�\�����D���V�L�P�L�O�D�U���D�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���5�����,�9�9�,���V�K�R�Z�H�G���W�K�D�W���L�Q���W�K�L�V���P�X�W�D�Q�W���W�K�H���J�U�R�X�Q�G��93 

�V�W�D�W�H�� �L�V�� ���������� �N�-�� �P�R�O������ �P�R�U�H�� �V�W�D�E�O�H�� �W�K�D�Q�� �W�K�H�� �H�[�F�L�W�H�G�� �V�W�D�W�H���� �L�P�S�O�\�L�Q�J���W�K�D�W�� �W�K�H�� �P�X�W�D�Q�W���D�F�F�H�V�V�H�V���W�K�H�� �R�S�H�Q��94 

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���O�H�V�V���U�H�D�G�L�O�\���W�K�D�Q���5�������D�Q�G���H�[�S�O�D�L�Q�L�Q�J���L�W�V���O�R�Z�H�U���D�I�I�L�Q�L�W�\���I�R�U���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����7�K�H�V�H���U�H�V�X�O�W�V���V�K�R�Z���W�K�D�W��95 

�5���� �L�V�� �G�H�O�L�F�D�W�H�O�\�� �S�R�L�V�H�G�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �R�S�H�Q�� �D�Q�G�� �F�O�R�V�H�G�� �V�W�D�W�H�V���� �D�Q�G�� �L�V�� �W�K�X�V�� �Z�H�O�O�� �S�O�D�F�H�G�� �W�R�� �D�F�W�� �D�V�� �D��96 

�P�H�F�K�D�Q�R�V�H�Q�V�L�W�L�Y�H���V�Z�L�W�F�K�����D�E�O�H���W�R���H�[�F�K�D�Q�J�H���H�D�V�L�O�\���E�H�W�Z�H�H�Q���E�L�Q�G�L�Q�J���5�,�$�0���L�Q���W�K�H���F�O�R�V�H�G���V�W�D�W�H���R�U���Y�L�Q�F�X�O�L�Q��97 

�L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���V�W�D�W�H���L�Q���U�H�V�S�R�Q�V�H���W�R���D�S�S�U�R�S�U�L�D�W�H���V�W�L�P�X�O�L�� 98 

 99 



 

 

7 

�5�(�6�8�/�7�6 100 

�%�D�F�N�E�R�Q�H���D�V�V�L�J�Q�P�H�Q�W�V���D�Q�G���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V�� 101 

�7�K�H���1�0�5���V�S�H�F�W�U�D���R�I���5�����D�Q�G���5�����,�9�9�,���D�U�H���V�L�P�L�O�D�U�����)�L�J�X�U�H���6���������7�K�H���V�L�J�Q�D�O�V���R�I���5�����,�9�9�,���Z�H�U�H���D�V�V�L�J�Q�H�G���X�V�L�Q�J��102 

�V�W�D�Q�G�D�U�G���W�K�U�H�H���G�L�P�H�Q�V�L�R�Q�D�O�������'���� �K�H�W�H�U�R�Q�X�F�O�H�D�U���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V���� �%�D�F�N�E�R�Q�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���R�I���5�����,�9�9�,�� �D�U�H��103 

�Y�H�U�\�� �V�L�P�L�O�D�U�� �W�R�� �W�K�R�V�H�� �R�I�� �Z�L�O�G���W�\�S�H�� �5������ �H�[�F�H�S�W�� �L�Q�� �W�K�H�� �L�P�P�H�G�L�D�W�H�� �O�R�F�D�W�L�R�Q�V�� �R�I�� �W�K�H�� �P�X�W�D�W�L�R�Q�V���� �V�W�U�R�Q�J�O�\��104 

�V�X�J�J�H�V�W�L�Q�J���W�K�D�W���W�K�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H���R�I���5�����,�9�9�,���L�V���Y�H�U�\���V�L�P�L�O�D�U���W�R���W�K�D�W���R�I���5�������)�L�J�X�U�H���6�����������'�������1���+�6�4�&���V�S�H�F�W�U�D��105 

�R�I���E�R�W�K���5�����D�Q�G���5�����,�9�9�,���D�W���Y�D�U�L�D�E�O�H���S�U�H�V�V�X�U�H�V���X�S���W�R�����������N�E�D�U���V�K�R�Z���H�[�W�H�Q�V�L�Y�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���G�X�H��106 

�W�R���S�U�H�V�V�X�U�H�����)�L�J�X�U�H���������� �6�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���R�I���W�K�L�V���P�D�J�Q�L�W�X�G�H���D�U�H���F�R�P�P�R�Q�� ���.�L�W�D�K�D�U�D���H�W���D�O������ �������������� �D�Q�G���D�V���L�V��107 

�Q�R�U�P�D�O�O�\���R�E�V�H�U�Y�H�G�����P�R�V�W���1���D�Q�G���+�1���Q�X�F�O�H�L���P�R�Y�H���W�R���K�L�J�K�H�U���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H���I�U�H�T�X�H�Q�F�L�H�V���D�W���H�O�H�Y�D�W�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H����108 

�)�R�U���P�R�V�W���D�P�L�G�H���J�U�R�X�S�V�����F�R�P�S�U�H�V�V�L�R�Q���U�H�V�X�O�W�V���L�Q���D�Q���L�Q�F�U�H�D�V�H�G���S�R�O�D�U�L�]�D�W�L�R�Q���R�I���W�K�H���+���1���E�R�Q�G�����F�D�X�V�L�Q�J���W�K�H��109 

�F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V�� �R�I�� �+�1�� �D�Q�G�� �1�� �W�R�� �P�R�Y�H�� �W�R�� �K�L�J�K�H�U�� �I�U�H�T�X�H�Q�F�L�H�V���D�V�� �W�K�H�� �D�P�L�G�H�� �S�U�R�W�R�Q�� �E�H�F�R�P�H�V�� �P�R�U�H��110 

�G�H�V�K�L�H�O�G�H�G���D�Q�G���W�K�H���D�P�L�G�H���Q�L�W�U�R�J�H�Q���E�H�F�R�P�H�V���P�R�U�H���V�K�L�H�O�G�H�G�����,�Q���P�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�V�����W�K�H���P�D�M�R�U�L�W�\���R�I���U�H�V�L�G�X�H�V��111 

�V�K�R�Z�� �D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�� �O�L�Q�H�D�U�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� �F�K�D�Q�J�H�V���� �Z�K�L�O�V�W�� �D�� �I�H�Z�� �U�H�V�L�G�X�H�V�� �K�D�Y�H��112 

�F�X�U�Y�H�G���T�X�D�G�U�D�W�L�F���V�K�D�S�H�V�����+�R�Z�H�Y�H�U���K�H�U�H�����V�R�P�H���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H�V���K�D�Y�H���Y�H�U�\���X�Q�X�V�X�D�O���F�X�U�Y�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H���W�L�W�U�D�W�L�R�Q��113 

�G�D�W�D�� ���)�L�J�X�U�H�� ���� �L�Q�V�H�W������ �L�Q�G�L�F�D�W�L�Q�J�� �D�Q�� �X�Q�X�V�X�D�O�O�\�� �V�W�U�R�Q�J�� �S�U�H�V�V�X�U�H�� �G�H�S�H�Q�G�H�Q�F�H���� �S�D�U�W�L�F�X�O�D�U�O�\�� �L�Q�� �5������ �7�K�H��114 

�F�X�U�Y�D�W�X�U�H���V�W�U�R�Q�J�O�\���V�X�J�J�H�V�W�V���W�K�D�W���D�Q���D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���L�V���S�U�H�V�H�Q�W���Z�L�W�K���D���K�L�J�K���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�����6�L�Q�F�H���L�W���L�V��115 

�Z�L�G�H�O�\�� �D�J�U�H�H�G�� �W�K�D�W�� �5���� �L�V�� �L�Q�� �H�T�X�L�O�L�E�U�L�X�P�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �F�O�R�V�H�G���D�Q�G�� �R�S�H�Q�� �V�W�D�W�H�V���� �Z�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�\�� �W�K�L�V�� �D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H��116 

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���D�V���W�K�H���R�S�H�Q���V�W�D�W�H�����7�K�H���5�����W�D�O�L�Q���G�R�P�D�L�Q���W�K�X�V���S�U�R�Y�L�G�H�V���D�Q���L�Q�W�H�U�H�V�W�L�Q�J���W�H�V�W���F�D�V�H���I�R�U���D�Q�D�O�\�V�L�V��117 

�R�I���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���G�D�W�D�����&�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���D�W���Y�D�U�L�D�E�O�H���S�U�H�V�V�X�U�H���Z�H�U�H���D�O�V�R���P�H�D�V�X�U�H�G���I�R�U���&�.�����&�����D�Q�G���&�
��118 

�Q�X�F�O�H�L���� �X�V�L�Q�J�� ���'�� �+�1���&�2���&�$�&�%�� �D�Q�G�� ���'�� �+�1�&�2�� �V�S�H�F�W�U�D���� �0�R�V�W�� �Q�X�F�O�H�L�� �Z�H�U�H�� �L�Q�� �I�D�V�W�� �H�[�F�K�D�Q�J�H�� �D�W�� �D�O�O��119 

�S�U�H�V�V�X�U�H�V�����D�O�W�K�R�X�J�K���D���I�H�Z���&�.���D�Q�G���&�����Q�X�F�O�H�L���E�U�R�D�G�H�Q�H�G���D�W���K�L�J�K�H�U���S�U�H�V�V�X�U�H�V�����/�D�U�J�H���V�F�D�O�H���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O��120 

�H�[�F�K�D�Q�J�H���W�\�S�L�F�D�O�O�\���V�O�R�Z�V���D�W���K�L�J�K���S�U�H�V�V�X�U�H�V�� ���:�L�O�O�L�D�P�V�R�Q�������������������L�P�S�O�\�L�Q�J���W�K�D�W���W�K�L�V���E�U�R�D�G�H�Q�L�Q�J���L�V���G�X�H���W�R��121 

�S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �H�[�F�K�D�Q�J�H���� �7�K�L�V�� �U�H�V�X�O�W�� �L�P�S�O�L�H�V�� �D���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �H�[�F�K�D�Q�J�H�� �U�D�W�H�� �R�I��122 

�D�U�R�X�Q�G�����������������V�������D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����F�R�Q�V�L�V�W�H�Q�W���Z�L�W�K���D���O�D�U�J�H���V�F�D�O�H���K�L�Q�J�H���E�H�Q�G�L�Q�J�� 123 

�$�V���D���I�L�U�V�W���V�W�H�S�����W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�V���S�U�H�V�V�X�U�H���G�D�W�D���Z�H�U�H���I�L�W�W�H�G���W�R���D���T�X�D�G�U�D�W�L�F���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�����I�R�O�O�R�Z�L�Q�J��124 

�F�R�P�P�R�Q���S�U�D�F�W�L�F�H�����.�L�W�D�K�D�U�D���H�W���D�O���������������������1�H�L�W�K�H�U���5�����Q�R�U���5�����,�9�9�,���J�D�Y�H���D���J�R�R�G���I�L�W���W�R���W�K�H���G�D�W�D�����Z�L�W�K���D���O�D�U�J�H��125 



 

 

8 

�Q�X�P�E�H�U���R�I���E�R�W�K���D�P�L�G�H���S�U�R�W�R�Q���D�Q�G���Q�L�W�U�R�J�H�Q���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���J�L�Y�L�Q�J���D���S�R�R�U���I�L�W�����)�L�J�X�U�H���6���������0�D�S�S�L�Q�J���W�K�H�V�H��126 

�U�H�V�L�G�X�H�V���R�Q�W�R���W�K�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H���J�D�Y�H���Q�R���S�H�U�F�H�S�W�L�E�O�H���S�D�W�W�H�U�Q�����)�L�J�X�U�H���6���$�������:�H���D�O�V�R���W�U�L�H�G���I�L�W�W�L�Q�J���W�K�H���G�D�W�D���W�R���D��127 

�F�X�E�L�F���H�T�X�D�W�L�R�Q�����W�K�L�V���E�H�L�Q�J���W�K�H���P�R�V�W���R�E�Y�L�R�X�V���S�U�R�J�U�H�V�V�L�R�Q���I�U�R�P���D���T�X�D�G�U�D�W�L�F�����D�V���L�W���L�Q�F�O�X�G�H�V���W�K�H���Q�H�[�W���W�H�U�P���R�I��128 

�W�K�H�� �7�D�\�O�R�U�� �H�[�S�D�Q�V�L�R�Q���� �7�K�H�� �I�L�W�� �Z�D�V�� �P�X�F�K�� �E�H�W�W�H�U���� �E�X�W�� �W�K�H�U�H�� �U�H�P�D�L�Q�H�G�� �D�� �V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �S�H�D�N�V��129 

�V�\�V�W�H�P�D�W�L�F�D�O�O�\�� �Q�R�W�� �I�L�W�W�L�Q�J�� �Z�H�O�O�� ���)�L�J�X�U�H�� �6�������� �W�K�D�W�� �D�J�D�L�Q�� �V�K�R�Z�H�G�� �Q�R�� �R�E�Y�L�R�X�V�� �S�D�W�W�H�U�Q�� �R�I�� �G�L�V�W�U�L�E�X�W�L�R�Q�� �Z�K�H�Q��130 

�P�D�S�S�H�G���R�Q�W�R���W�K�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H���R�I���W�K�H���S�U�R�W�H�L�Q�� 131 

�7�K�H�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V�� �Z�H�U�H�� �S�U�R�F�H�V�V�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �6�9�'�� �L�Q�� �R�U�G�H�U�� �W�R�� �U�H�G�X�F�H�� �W�K�H��132 

�D�P�R�X�Q�W���R�I���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���Q�R�L�V�H���L�Q���W�K�H���S�H�D�N���S�R�V�L�W�L�R�Q�V�������7�K�H���U�H�V�X�O�W�L�Q�J���V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H�V���D�U�H���S�O�R�W�W�H�G���L�Q���)�L�J�X�U�H��133 

���$���I�R�U���W�K�H���F�R�P�E�L�Q�H�G���I�L�W�W�L�Q�J���R�I���W�K�H���E�D�F�N�E�R�Q�H���D�P�L�G�H���1�+���D�Q�G���1���V�L�J�Q�D�O�V���R�I���5�������2�W�K�H�U���G�D�W�D���D�U�H���V�L�P�L�O�D�U�����,�W���L�V��134 

�F�O�H�D�U���W�K�D�W���W�K�H���I�L�U�V�W���W�K�U�H�H���V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H�V���F�R�Q�W�U�L�E�X�W�H���W�R���W�K�H���V�S�U�H�D�G���R�I���G�D�W�D�����E�X�W���L�W���L�V���Q�R�W���R�E�Y�L�R�X�V���Z�K�H�W�K�H�U���W�K�H��135 

�I�R�X�U�W�K���L�V���D�O�V�R���Q�H�H�G�H�G�����,�Q���R�W�K�H�U���Z�R�U�G�V�����D�W���O�H�D�V�W���W�K�U�H�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V���D�U�H���Q�H�H�G�H�G���I�R�U���D�G�H�T�X�D�W�H��136 

�J�O�R�E�D�O���I�L�W�W�L�Q�J���R�I���W�K�H���G�D�W�D�����,�Q�V�S�H�F�W�L�R�Q���R�I���W�K�H���D�F�W�X�D�O���G�D�W�D���V�K�R�Z�V���W�K�D�W���P�R�V�W���U�H�V�L�G�X�H�V���D�U�H���L�Q�G�H�H�G���I�L�W�W�H�G���Z�H�O�O���E�\��137 

�R�Q�O�\���W�K�U�H�H���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V�����L�Q���R�W�K�H�U���Z�R�U�G�V�����W�K�H�\���I�L�W���Z�H�O�O���W�R���D���T�X�D�G�U�D�W�L�F���H�T�X�D�W�L�R�Q�������E�X�W���W�K�D�W���D���V�P�D�O�O���J�U�R�X�S���D�U�H��138 

�Q�R�W�����H�J�� �)�������� �L�Q�� �)�L�J�X�U�H���6�������� �2�Q�H�� �V�K�R�X�O�G�� �D�O�V�R�� �E�H�� �D�E�O�H�� �W�R���W�H�O�O�� �K�R�Z�� �P�D�Q�\�� �F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V�� �D�U�H�� �Q�H�F�H�V�V�D�U�\�� �E�\��139 

�O�R�R�N�L�Q�J�� �D�W�� �W�K�H���Y�L�� �Y�H�F�W�R�U�V�� ���$�U�D�L�� �H�W�� �D�O������ ������������ �+�H�Q�U�\�� �D�Q�G�� �+�R�I�U�L�F�K�W�H�U���� �������������� �H�V�V�H�Q�W�L�D�O�� �F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V�� �V�K�R�X�O�G��140 

�K�D�Y�H���Y�H�F�W�R�U�V���Z�L�W�K���V�P�R�R�W�K���V�K�D�S�H���D�Q�G���K�L�J�K���D�X�W�R�F�R�U�U�H�O�D�W�L�R�Q�����7�K�H���I�L�U�V�W���I�L�Y�H���Y�H�F�W�R�U�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���L�Q���)�L�J�X�U�H�����%����141 

�D�J�D�L�Q���L�Q�G�L�F�D�W�L�Q�J���W�K�D�W���W�K�H���I�L�U�V�W���W�K�U�H�H���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V���D�U�H���F�O�H�D�U�O�\���Q�H�H�G�H�G�����E�X�W���Q�R�W���G�H�I�L�Q�L�Q�J���F�O�H�D�U�O�\���Z�K�H�W�K�H�U���W�K�H��142 

�I�R�X�U�W�K���L�V���D�O�V�R���Q�H�F�H�V�V�D�U�\�����7�K�H���G�D�W�D���V�X�J�J�H�V�W���W�K�D�W���Q�R���P�R�U�H���W�K�D�Q���I�R�X�U���D�U�H���Q�H�H�G�H�G�� 143 

�:�H���K�D�Y�H���D�O�U�H�D�G�\���V�H�H�Q�����)�L�J�X�U�H�V���6�����D�Q�G���6�������W�K�D�W���P�D�Q�\���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H�V���G�R���Q�R�W���I�L�W���Z�H�O�O���W�R���D���T�X�D�G�U�D�W�L�F��144 

�H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�����Z�K�L�F�K���K�D�V���W�K�U�H�H���Y�D�U�L�D�E�O�H�V�����E�X�W���P�R�V�W���I�L�W���U�H�D�V�R�Q�D�E�O�\���Z�H�O�O���W�R���D���F�X�E�L�F���H�T�X�D�W�L�R�Q���Z�L�W�K���I�R�X�U���Y�D�U�L�D�E�O�H�V����145 

�2�X�U���S�U�R�S�R�V�H�G���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���H�T�X�D�W�L�R�Q�����(�T�����������K�D�V���I�R�X�U���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V�����:�H���W�K�H�U�H�I�R�U�H���V�H�W���D�O�O���V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H�V��146 

�Z�L�W�K���U�D�Q�N���K�L�J�K�H�U���W�K�D�Q�������W�R���]�H�U�R���D�Q�G���U�H���F�D�O�F�X�O�D�W�H�G���D���K�L�J�K���T�X�D�O�L�W�\���µ�Q�R�L�V�H���I�U�H�H�¶���G�D�W�D���V�H�W���'�¶�� 147 

 148 

�)�L�W�W�L�Q�J���R�I���5�����F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���W�R���(�T������ 149 

�7�K�H���F�R�O�X�P�Q���Y�H�F�W�R�U�V���R�I�� �8�¶���U�H�S�U�H�V�H�Q�W���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���R�I�� �H�D�F�K���V�S�H�F�L�H�V���S�U�H�V�H�Q�W���� �E�X�W���Q�R�W���L�Q���D���Z�D�\�� �W�K�D�W��150 

�Q�R�U�P�D�O�O�\���D�O�O�R�Z�V���W�K�H���V�K�L�I�W�V���W�R���E�H���H�[�W�U�D�F�W�H�G�����,�N�H�G�D���H�W���D�O���������������������,�W���L�V���W�K�X�V���F�R�P�P�R�Q���S�U�D�F�W�L�F�H���W�R���W�D�N�H���W�K�H���G�D�W�D��151 



 

 

9 

�I�U�R�P�� �W�K�H�� �6�9�'�� �D�Q�D�O�\�V�L�V���� �D�Q�G�� �J�R�� �R�Q�� �W�R�� �I�L�W�� �W�K�L�V�� �µ�Q�R�L�V�H���I�U�H�H�¶���G�D�W�D�� �W�R�� �S�K�\�V�L�F�D�O�O�\�� �U�H�D�V�R�Q�D�E�O�H�� �P�R�G�H�O�V�� �L�Q�� �D��152 

�F�R�Q�Y�H�Q�W�L�R�Q�D�O���Z�D�\�����+�H�Q�U�\���D�Q�G���+�R�I�U�L�F�K�W�H�U�������������������(�T���������F�R�Q�W�D�L�Q�V���W�Z�R���J�O�R�E�D�O���Y�D�U�L�D�E�O�H�V�����' G, the difference 153 

�L�Q���I�U�H�H���H�Q�H�U�J�\���E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H���D�Q�G���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�����D�Q�G���' V, the difference in volume between 154 

�W�K�H�V�H�� �W�Z�R�� �V�W�D�W�H�V���� �W�R�J�H�W�K�H�U�� �Z�L�W�K�� �I�R�X�U�� �U�H�V�R�Q�D�Q�F�H���V�S�H�F�L�I�L�F���Y�D�U�L�D�E�O�H�V�� ���G1�������'�G1�����G2������ �D�Q�G���'�G2���� �G�L�V�F�X�V�V�H�G�� �L�Q��155 

�G�H�W�D�L�O���E�H�O�R�Z�������:�H���I�L�U�V�W���R�E�W�D�L�Q�H�G���I�L�W�V���I�R�U���W�K�H���J�O�R�E�D�O���Y�D�U�L�D�E�O�H�V���' G and �' V, usin�J���W�K�H���Q�X�F�O�H�L���P�R�V�W���V�H�Q�V�L�W�L�Y�H���W�R��156 

�S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q���F�K�D�Q�J�H�V�����L�H���W�K�H���+�1�����1���D�Q�G���&�¶���Q�X�F�O�H�L���W�K�D�W���J�D�Y�H���W�K�H���O�D�U�J�H�V�W���F2���Y�D�O�X�H�V���Z�K�H�Q��157 

�D�� �T�X�D�G�U�D�W�L�F�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �Z�D�V�� �I�L�W�W�H�G�� �W�R�� �W�K�H�� �µ�Q�R�L�V�H���I�U�H�H�¶���F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� �Y�V�� �S�U�H�V�V�X�U�H�� �G�D�W�D�� ���)�L�J�X�U�H�� �6��������158 

�6�L�P�X�O�W�D�Q�H�R�X�V���I�L�W�W�L�Q�J���W�R���(�T���������I�R�U���W�K�H�V�H���Q�X�F�O�H�L���U�H�V�X�O�W�H�G���L�Q���D���U�R�E�X�V�W���J�O�R�E�D�O���I�L�W���I�R�U���' G and �' V of -1.6 �r 27 J 159 

�P�R�O�������D�Q�G���������������r 0.53 kJ mol�������N�E�D�U�������U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�O�\�����H�T�X�L�Y�D�O�H�Q�W���W�R���D���Y�R�O�X�P�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H���R�I�������������P�O���P�R�O���������7�K�H��160 

�Y�R�O�X�P�H�� �F�K�D�Q�J�H�� �I�D�O�O�V�� �L�Q�W�R�� �W�K�H�� �P�L�G�G�O�H�� �R�I�� �W�K�H�� �W�\�S�L�F�D�O�� �U�D�Q�J�H�� ���.�L�W�D�K�D�U�D�� �H�W�� �D�O������ �������������� �E�X�W�� �W�K�H�� �I�U�H�H�� �H�Q�H�U�J�\��161 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H���L�V���Y�H�U�\�� �V�P�D�O�O�����D�Q�G���L�P�S�O�L�H�V���W�K�D�W���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H�����F�O�R�V�H�G���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���� �D�Q�G���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H��162 

���R�S�H�Q���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����K�D�Y�H���H�V�V�H�Q�W�L�D�O�O�\���H�T�X�D�O���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�V���D�W�������E�D�U�����7�K�L�V���L�V���D�Q���X�Q�X�V�X�D�O���D�Q�G���Y�H�U�\���V�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W��163 

�U�H�V�X�O�W�����E�H�F�D�X�V�H���Q�R�U�P�D�O�O�\���W�K�H���K�L�J�K���S�U�H�V�V�X�U�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���L�V���S�R�S�X�O�D�W�H�G���W�R���R�Q�O�\���D���I�H�Z���S�H�U�F�H�Q�W���D�W���D�P�E�L�H�Q�W��164 

�S�U�H�V�V�X�U�H���� �,�Q�� �W�K�L�V�� �Z�R�U�N���� �Z�H�� �K�D�Y�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G�� �D�Q�� �R�S�H�Q�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���I�R�U�� �5������ �D�Q�G�� �P�H�D�V�X�U�H�G�� �L�W�V�� �S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q����165 

�7�K�H���O�D�U�J�H���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q���R�I���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���S�U�R�Y�L�G�H�V���D���J�R�R�G���H�[�S�O�D�Q�D�W�L�R�Q���I�R�U���W�K�H���X�Q�X�V�X�D�O�O�\���F�X�U�Y�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H��166 

�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V�� 167 

�' G and �' V were then fixed, and the data for all nuclei were fitted to obtain the four resonance-168 

�V�S�H�F�L�I�L�F���Y�D�U�L�D�E�O�H�V�����G1�������'�G1�����G2�������D�Q�G���'�G2�����G�L�V�F�X�V�V�H�G���L�Q���G�H�W�D�L�O���E�H�O�R�Z�������7�K�L�V���L�V���H�I�I�H�F�W�L�Y�H�O�\���W�K�H���V�D�P�H���Q�X�P�E�H�U��169 

�R�I�� �Y�D�U�L�D�E�O�H�V�� �D�V�� �X�V�H�G�� �I�R�U�� �I�L�W�W�L�Q�J�� �D�J�D�L�Q�V�W�� �D�� �F�X�E�L�F�� �H�T�X�D�W�L�R�Q���� �:�K�H�U�H�D�V�� �I�L�W�W�L�Q�J�� �W�R�� �D�� �F�X�E�L�F�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �J�L�Y�H�V��170 

�S�D�W�W�H�U�Q�V���R�I���U�H�V�L�G�X�D�O�V���W�K�D�W���F�O�H�D�U�O�\���L�Q�G�L�F�D�W�H���V�\�V�W�H�P�D�W�L�F���H�U�U�R�U�V�����)�L�J�X�U�H���6���������I�L�W�W�L�Q�J���W�R���(�T���������J�L�Y�H�V���D�O�P�R�V�W���Q�R��171 

�U�H�V�L�G�X�D�O�� �H�U�U�R�U�V���� �7�K�H�� �O�D�U�J�H�V�W�� �L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O�� �G�H�Y�L�D�W�L�R�Q�� �Z�D�V�� ������������ �S�S�P���� �D�Q�G�� �W�K�H�� �R�Y�H�U�D�O�O�� �U�R�R�W���P�H�D�Q���V�T�X�D�U�H��172 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�� �D�Q�G���F�D�O�F�X�O�D�W�H�G���G�D�W�D�� �Z�D�V�� ���������������r 0.0045 ppm. It is remarkable that 173 

�V�X�F�K���X�Q�X�V�X�D�O���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���S�D�W�W�H�U�Q�V���F�D�Q���E�H���I�L�W�W�H�G���V�R���Z�H�O�O���E�\���W�K�L�V���V�L�P�S�O�H���H�T�X�D�W�L�R�Q�����)�L�J�X�U�H�����������7�K�H���I�D�F�W���W�K�D�W��174 

�W�K�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���V�K�L�I�W�V���F�D�Q���E�H���I�L�W�W�H�G���V�R���Z�H�O�O���E�\���(�T���������L�V���Q�R�W���F�R�Q�F�O�X�V�L�Y�H���S�U�R�R�I���W�K�D�W���5�����P�X�V�W���E�H���I�R�O�O�R�Z�L�Q�J��175 

�W�K�H���%�R�O�W�]�P�D�Q�Q���G�L�V�W�U�L�E�X�W�L�R�Q���G�H�V�F�U�L�E�H�G���E�\���(�T�����������E�X�W���G�R�H�V���L�P�S�O�\���W�K�D�W���(�T���������L�V���D���J�R�R�G���P�R�G�H�O���I�R�U���W�K�H���V�\�V�W�H�P����176 



 

 

10 

�%�H�F�D�X�V�H���(�T���������G�H�V�F�U�L�E�H�V���W�K�H���V�L�P�S�O�H�V�W���S�R�V�V�L�E�O�H���P�R�G�H�O���F�R�P�S�U�L�V�L�Q�J���W�K�H���O�H�D�V�W���Q�X�P�E�H�U���R�I���I�L�W�W�H�G���Y�D�U�L�D�E�O�H�V���W�K�D�W��177 

�L�V���F�R�P�S�D�W�L�E�O�H���Z�L�W�K���W�K�H���G�D�W�D�����Z�H���G�L�G���Q�R�W���W�H�V�W���R�W�K�H�U���P�R�U�H���F�R�P�S�O�H�[���P�R�G�H�O�V�� 178 

 179 

�6�W�U�X�F�W�X�U�H���R�I���5�����R�S�H�Q���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���I�U�R�P���I�L�W�W�H�G���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�D�O�X�H�V 180 

�)�R�U�� �H�D�F�K�� �Q�X�F�O�H�X�V���� �I�L�W�W�L�Q�J�� �W�R�� �(�T���� ���� �U�H�W�X�U�Q�V�� �I�R�X�U�� �Y�D�U�L�D�E�O�H�V�����G1������ �W�K�H�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� �R�I�� �W�K�H�� �J�U�R�X�Q�G�� �V�W�D�W�H�� �D�W��181 

�D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����'�G1�����W�K�H���O�L�Q�H�D�U���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H���R�I���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H�����G2�������W�K�H��182 

�F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���R�I���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����D�Q�G���'�G2�����W�K�H���O�L�Q�H�D�U���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�K�H�P�L�F�D�O��183 

�V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H���R�I���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�����7�K�L�V���U�H�S�U�H�V�H�Q�W�V���D���P�D�M�R�U���L�Q�F�U�H�D�V�H���L�Q���L�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���F�R�Q�W�H�Q�W���F�R�P�S�D�U�H�G���W�R��184 

�W�K�H���V�W�D�Q�G�D�U�G���I�L�W�W�L�Q�J���S�U�R�F�H�G�X�U�H���X�V�L�Q�J���D���T�X�D�G�U�D�W�L�F���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�����E�H�F�D�X�V�H���W�K�H���G1�����D�Q�G���G2�����I�L�W�W�H�G���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W��185 

�Y�D�O�X�H�V���S�U�R�Y�L�G�H���G�H�W�D�L�O�H�G���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O���L�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���D�E�R�X�W���W�K�H���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���R�S�H�Q���I�R�U�P�V�����6�L�J�Q�L�I�L�F�D�Q�W�O�\�����W�K�H�V�H���D�U�H��186 

�W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���R�I���H�D�F�K���I�R�U�P���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����D�Q�G���F�D�Q���W�K�H�U�H�I�R�U�H���E�H���L�Q�W�H�U�S�U�H�W�H�G���Z�L�W�K�R�X�W���W�K�H���Q�H�H�G��187 

�W�R���W�D�N�H���L�Q�W�R���D�F�F�R�X�Q�W���W�K�H���H�I�I�H�F�W�V���R�I���S�U�H�V�V�X�U�H���R�Q���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V�����:�L�O�W�R�Q���H�W���D�O���������������������&�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���D�U�H��188 

�S�R�Z�H�U�I�X�O���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O���F�R�Q�V�W�U�D�L�Q�W�V�����D�V���L�Q�G�L�F�D�W�H�G���E�\���W�K�H���V�X�F�F�H�V�V���R�I���S�U�R�J�U�D�P�V���V�X�F�K���D�V���&�6���5�2�6�(�7�7�$�����6�K�H�Q���H�W��189 

�D�O���������������������7�K�H���G1�����D�Q�G���G2�����F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�D�O�X�H�V���I�R�U���+�1�����1�����&�D, C�E�����D�Q�G���&�¶���Q�X�F�O�H�L���Z�H�U�H���X�V�H�G���D�V���L�Q�S�X�W���W�R��190 

�7�$�/�2�6���1�����6�K�H�Q�� �D�Q�G�� �%�D�[���� �������������� �Z�K�L�F�K�� �V�K�R�Z�V�� �W�K�D�W�� �W�K�H�� �F�O�R�V�H�G�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �L�V�� �F�R�Q�V�L�V�W�H�Q�W�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �1�0�5��191 

�V�W�U�X�F�W�X�U�H�������/���$�������*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������D�Q�G���F�R�P�S�U�L�V�H�V���D���I�R�X�U���K�H�O�L�[���E�X�Q�G�O�H���Z�L�W�K���U�D�Q�G�R�P���F�R�L�O���W�H�U�P�L�Q�L�����)�L�J�X�U�H��192 

���������7�K�H���R�S�H�Q���V�W�U�X�F�W�X�U�H���K�D�V���D�O�O���I�R�X�U���D-helices remaining intact with only minor conformational differences 193 

�Z�L�W�K�L�Q���W�K�H���D-helices compared to the closed structure. There are some differences in the loops between 194 

�W�K�H���D-helices, particularly between helices 1 and 2. However, th�H�� �7�$�/�2�6���1�� �S�U�H�G�L�F�W�L�R�Q�V�� �D�U�H�� �O�H�D�V�W��195 

�F�R�Q�I�L�G�H�Q�W�� �L�Q�� �W�K�H�� �O�R�R�S�V���� �D�Q�G�� �L�W�� �L�V�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �Q�R�W�� �S�R�V�V�L�E�O�H���W�R�� �F�D�O�F�X�O�D�W�H�� �D�� �G�H�W�D�L�O�H�G�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�� �I�R�U�� �W�K�H�� �R�S�H�Q��196 

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���X�V�L�Q�J���7�$�/�2�6���1���D�O�R�Q�H�� 197 

�:�H���W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �F�R�Q�V�L�G�H�U�� �Z�K�D�W�� �L�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �F�D�Q�� �E�H�� �R�E�W�D�L�Q�H�G���I�U�R�P���W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� �L�Q�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W��198 

�E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���R�S�H�Q���I�R�U�P�V�����'�G = �G1������ �G2���������2�I���W�K�H�V�H�����G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���I�R�U���&�D �D�Q�G���&�����D�U�H���W�K�H���V�L�P�S�O�H�V�W��199 

�W�R���L�Q�W�H�U�S�U�H�W���E�H�F�D�X�V�H���W�K�H�\���G�H�S�H�Q�G���P�D�L�Q�O�\���R�Q���E�D�F�N�E�R�Q�H���G�L�K�H�G�U�D�O���D�Q�J�O�H�V�����D�Q�G���W�R���V�R�P�H���H�[�W�H�Q�W���R�Q���V�L�G�H�F�K�D�L�Q��200 

�G�L�K�H�G�U�D�O���D�Q�J�O�H�V���D�Q�G���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G�L�Q�J���W�R���W�K�H���E�D�F�N�E�R�Q�H�����,�Z�D�G�D�W�H���H�W���D�O���������������������Z�K�H�U�H�D�V���+�1�����1���D�Q�G���&�
���D�U�H��201 



 

 

11 

�D�O�V�R���V�W�U�R�Q�J�O�\���D�I�I�H�F�W�H�G���E�\���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G�L�Q�J���W�R���W�K�H���D�P�L�G�H���J�U�R�X�S���D�V���D���Z�K�R�O�H�����7�K�H���O�D�U�J�H�V�W���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���L�Q���&�D 202 

�D�Q�G���&�����F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V�����)�L�J�X�U�H���������D�U�H���P�D�L�Q�O�\���I�R�X�Q�G���I�R�U���U�H�V�L�G�X�H�V���L�Q���K�H�O�L�[���������W�R�J�H�W�K�H�U���Z�L�W�K���W�K�R�V�H���D�W���W�K�H���1��203 

�W�H�U�P�L�Q�D�O���H�Q�G���R�I���K�H�O�L�[�������D�Q�G���L�Q���W�K�H���W�X�U�Q���E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H�P�����Z�K�L�O�V�W���V�P�D�O�O�H�U���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���D�U�H���Q�R�W�H�G���I�R�U���U�H�V�L�G�X�H�V���L�Q��204 

�K�H�O�L�F�H�V�������D�Q�G���������7�K�L�V���G�L�V�W�U�L�E�X�W�L�R�Q���R�I���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���V�X�J�J�H�V�W�V���W�K�D�W���L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���I�R�U�P�����K�H�O�L�[�������K�D�V��205 

�G�H�W�D�F�K�H�G���I�U�R�P���W�K�H���U�H�V�W���R�I���W�K�H���E�X�Q�G�O�H�����Z�K�H�U�H���L�W�V���P�D�L�Q���F�R�Q�W�D�F�W���L�Q���W�K�H���F�O�R�V�H�G���I�R�U�P���L�V���Z�L�W�K���W�K�H���1���W�H�U�P�L�Q�D�O���H�Q�G��206 

�R�I���K�H�O�L�[���������)�L�J�X�U�H�����������7�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���R�I���W�K�H���R�S�H�Q���I�R�U�P���G�R���Q�R�W���D�O�O�R�Z���X�V���W�R���F�D�O�F�X�O�D�W�H���W�K�H���D�Q�J�O�H���E�H�W�Z�H�H�Q��207 

�K�H�O�L�F�H�V�������D�Q�G���������+�1���D�Q�G���1���V�K�L�I�W�V�����)�L�J�X�U�H���6���$�����%�����V�X�S�S�R�U�W���W�K�L�V���F�R�Q�F�O�X�V�L�R�Q�����Z�K�L�O�H���W�K�H���&�
���V�K�L�I�W�V���D�U�H���V�L�P�L�O�D�U��208 

�E�X�W���O�H�V�V���X�V�H�I�X�O�����)�L�J�X�U�H���6���&�������&�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���I�R�U���W�K�H���U�D�Q�G�R�P���F�R�L�O���U�H�J�L�R�Q���D�W���W�K�H���1���W�H�U�P�L�Q�X�V���D�U�H��209 

�Y�H�U�\���V�P�D�O�O���L�Q���D�O�O���F�D�V�H�V�����V�K�R�Z�L�Q�J���W�K�D�W���W�K�H�U�H���L�V���Q�R���F�K�D�Q�J�H���W�R���W�K�H���U�D�Q�G�R�P���F�R�L�O���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����Z�K�L�F�K���S�U�R�Y�L�G�H�V���D��210 

�X�V�H�I�X�O���L�Q�W�H�U�Q�D�O���F�R�Q�W�U�R�O���I�R�U���W�K�H���T�X�D�O�L�W�\���R�I���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���D�Q�D�O�\�V�L�V�� 211 

�:�H���K�D�Y�H���D�O�V�R���D�Q�D�O�\�]�H�G���W�K�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���L�Q���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���J�U�D�G�L�H�Q�W�V���E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���F�O�R�V�H�G���D�Q�G��212 

�R�S�H�Q���I�R�U�P�V�����' gradient = �'�G1���� �'�G2�������)�L�J�X�U�H�V�������D�Q�G���6���������7�K�H���J�U�D�G�L�H�Q�W���U�H�S�R�U�W�V���R�Q���K�R�Z���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���R�I��213 

�W�K�H���Q�X�F�O�H�X�V���D�O�W�H�U�V���Z�L�W�K���L�Q�F�U�H�D�V�L�Q�J���S�U�H�V�V�X�U�H���� �D�Q�G���L�V���D���P�H�D�V�X�U�H���R�I�� �O�R�F�D�O���F�R�P�S�U�H�V�V�L�E�L�O�L�W�\�� ���.�L�W�D�K�D�U�D���H�W���D�O������214 

���������������' gradient values can therefore highlight regions where the compressibility has changed between 215 

�W�K�H���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���R�S�H�Q���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V�����&�R�P�S�U�H�V�V�L�E�L�O�L�W�\���L�V���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G���W�R���D���O�D�U�J�H���H�[�W�H�Q�W���E�\���V�X�U�I�D�F�H���H�[�S�R�V�X�U�H����216 

�Z�L�W�K�� �O�D�U�J�H�� �Q�H�J�D�W�L�Y�H���' gradient values indicating regions where the open structure (state 2) is more 217 

�F�R�P�S�U�H�V�V�L�E�O�H�����Z�K�L�F�K���L�Q���J�H�Q�H�U�D�O���P�H�D�Q�V���P�R�U�H���V�R�O�Y�H�Q�W���H�[�S�R�V�H�G�������(�[�D�P�L�Q�D�W�L�R�Q���R�I���' gradient values for C�.��218 

�D�Q�G���&�������)�L�J���6�����&���D�Q�G���'�����V�K�R�Z�V���W�K�D�W���K�H�O�L�F�H�V�������D�Q�G�������K�D�Y�H���W�K�H���O�D�U�J�H�V�W���F�K�D�Q�J�H�V�����E�H�F�R�P�L�Q�J���J�H�Q�H�U�D�O�O�\���P�R�U�H��219 

�H�[�S�R�V�H�G���L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���V�W�D�W�H�� 220 

�7�K�H�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V�� �R�I�� �D�P�L�G�H�� �S�U�R�W�R�Q�V�� �D�U�H�� �V�W�U�R�Q�J�O�\�� �D�I�I�H�F�W�H�G�� �E�\�� �K�\�G�U�R�J�H�Q�� �E�R�Q�G�L�Q�J�� ���:�L�O�O�L�D�P�V�R�Q����221 

�������������� �7�K�H���' gradient values therefore provide insights into hydrogen bonding in the open form. To 222 

�L�Q�W�H�U�S�U�H�W���W�K�H���' gradient values, it is helpful to consider temperature-dependent shift gradients of amide 223 

�S�U�R�W�R�Q�V�����$�O�W�K�R�X�J�K�� �L�Q�� �J�H�Q�H�U�D�O�� �Q�R�Q���K�\�G�U�R�J�H�Q�� �E�R�Q�G�H�G�� �+�1�� �K�D�Y�H�� �P�R�U�H�� �Q�H�J�D�W�L�Y�H�� �J�U�D�G�L�H�Q�W�V�� �W�K�D�Q�� �K�\�G�U�R�J�H�Q��224 

�E�R�Q�G�H�G���+�1�����%�D�[�W�H�U���D�Q�G���:�L�O�O�L�D�P�V�R�Q�������������������V�W�U�R�Q�J�O�\���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G�H�G���+�1���K�D�Y�H���D���P�R�U�H���Q�H�J�D�W�L�Y�H���J�U�D�G�L�H�Q�W��225 

�W�K�D�Q���Z�H�D�N�O�\���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G�H�G���+�1�����E�H�F�D�X�V�H���W�K�H�V�H���S�U�R�W�R�Q�V���D�U�H���K�L�J�K�O�\���G�H�V�K�L�H�O�G�H�G���E�\���W�K�H���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G��226 

�D�Q�G���D�U�H���W�K�H�U�H�I�R�U�H���P�R�V�W���D�I�I�H�F�W�H�G���E�\���V�P�D�O�O���F�K�D�Q�J�H�V���L�Q���E�R�Q�G���O�H�Q�J�W�K�����7�R�P�O�L�Q�V�R�Q���D�Q�G���:�L�O�O�L�D�P�V�R�Q�������������������,�Q��227 



 

 

12 

�W�K�H���V�D�P�H���Z�D�\�����D�P�L�G�H���S�U�R�W�R�Q�V���L�Q���V�W�U�R�Q�J���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G�V���K�D�Y�H���O�D�U�J�H�U���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���V�K�L�I�W���J�U�D�G�L�H�Q�W�V��228 

�W�K�D�Q���W�K�R�V�H���L�Q���Z�H�D�N���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G�V�����&�R�Q�V�H�T�X�H�Q�W�O�\�����S�R�V�L�W�L�Y�H���+�1���' gradient values indicat�H���D�P�L�G�H���S�U�R�W�R�Q�V��229 

�W�K�D�W�� �K�D�Y�H�� �V�K�R�U�W�� �K�\�G�U�R�J�H�Q�� �E�R�Q�G�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �F�O�R�V�H�G�� �I�R�U�P���� �Z�K�L�O�H���Q�H�J�D�W�L�Y�H���' gradient values indicate amide 230 

�S�U�R�W�R�Q�V���Z�L�W�K���V�K�R�U�W�H�U���K�\�G�U�R�J�H�Q���E�R�Q�G�V���L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���I�R�U�P�����7�K�H���' gradient values are shown in Figure 7A. 231 

�7�K�U�R�X�J�K�R�X�W���W�K�H���S�U�R�W�H�L�Q�����E�X�W���S�D�U�W�L�F�X�O�D�U�O�\���L�Q���K�H�O�L�F�H�V�������D�Q�G���������W�K�H���O�D�U�J�H���Q�H�J�D�W�L�Y�H���' gradients tend to be on 232 

�W�K�H���R�X�W�H�U���I�D�F�H�V���R�I���K�H�O�L�F�H�V���Z�K�L�O�H���O�D�U�J�H���S�R�V�L�W�L�Y�H���' gradients tend to be on the inner faces. The closed NMR 233 

�V�W�U�X�F�W�X�U�H���L�V���F�R�P�S�R�V�H�G���R�I���I�R�X�U���Q�R�W�L�F�H�D�E�O�\���F�X�U�Y�H�G���D-helices, and the data therefore indicat�H���W�K�D�W���I�R�O�O�R�Z�L�Q�J��234 

�W�K�H���W�Z�L�V�W�L�Q�J���R�X�W���R�I���K�H�O�L�[�������I�U�R�P���W�K�H���E�X�Q�G�O�H�����W�K�L�V���K�H�O�L�[���E�H�F�R�P�H�V���V�W�U�D�L�J�K�W�H�U���D�V���D���F�R�Q�V�H�T�X�H�Q�F�H���R�I���E�H�L�Q�J���I�X�O�O�\��235 

�V�R�O�Y�D�W�H�G���E�\���E�X�O�N���V�R�O�Y�H�Q�W���L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���V�W�D�W�H�����7�K�H���O�R�V�V���R�I���K�H�O�L�[�������I�U�R�P���W�K�H���E�X�Q�G�O�H���W�K�H�Q���D�O�O�R�Z�V���W�K�H���U�H�P�D�L�Q�L�Q�J��236 

�W�K�U�H�H���K�H�O�L�F�H�V���W�R���E�H�F�R�P�H���V�R�P�H�Z�K�D�W���V�W�U�D�L�J�K�W�H�U���D�V���W�K�H���S�U�R�W�H�L�Q���L�V���V�R�O�Y�D�W�H�G���G�L�I�I�H�U�H�Q�W�O�\���� 237 

 238 

�)�L�W�W�L�Q�J���R�I���5�����,�9�9�,���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���W�R���(�T������ 239 

�'�D�W�D���I�R�U���5�����,�9�9�,���Z�H�U�H���I�L�W�W�H�G���L�Q���D���V�L�P�L�O�D�U���Z�D�\���W�R���W�K�D�W���G�H�V�F�U�L�E�H�G���I�R�U���5�������D�O�W�K�R�X�J�K���L�Q���W�K�L�V���F�D�V�H���X�V�L�Q�J���R�Q�O�\���+�1��240 

�D�Q�G�� �1�� �V�K�L�I�W�V���� �E�H�F�D�X�V�H���W�K�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �Z�D�V�������1�� �O�D�E�H�O�O�H�G�����$�V���I�R�U�� �5������ �I�L�W�W�L�Q�J���W�K�H�� �G�D�W�D�� �W�R�� �D���T�X�D�G�U�D�W�L�F�� �H�T�X�D�W�L�R�Q��241 

�J�L�Y�H�V�� �D�� �S�R�R�U�� �I�L�W�� ���)�L�J�X�U�H�� �6���%������ �+�R�Z�H�Y�H�U���� �W�K�H�� �G�D�W�D�� �D�J�D�L�Q�� �I�L�W�W�H�G�� �Z�H�O�O�� �W�R�� �W�K�H�� �I�R�X�U���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�� �P�R�G�H�O�� �(�T���� ����242 

���P�D�[�L�P�X�P���G�H�Y�L�D�W�L�R�Q��� ���������������S�S�P�����R�Y�H�U�D�O�O���U�R�R�W���P�H�D�Q���V�T�X�D�U�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H��� �����������������“�����������������S�S�P�������E�X�W���Z�L�W�K��243 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�W���J�O�R�E�D�O���S�D�U�D�P�H�W�H�U�V�����' G = 0.84 kJ mol�������D�Q�G���' V = ��3.98 kJ mol�������N�E�D�U�������������������P�O���P�R�O�����������7�K�X�V�����W�K�H��244 

�I�U�H�H���H�Q�H�U�J�\���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H���L�V���O�D�U�J�H�U���I�R�U���5�����,�9�9�,�����D�O�W�K�R�X�J�K���V�W�L�O�O���V�P�D�O�O�����I�R�U���H�[�D�P�S�O�H�����F�R�P�S�D�U�H�����������N�-���P�R�O�������I�R�U��245 

�X�E�L�T�X�L�W�L�Q�����.�L�W�D�K�D�U�D���H�W���D�O�������������������D�Q�G���������N�-���P�R�O�������I�R�U���K�D�P�V�W�H�U���S�U�L�R�Q�����.�X�Z�D�W�D���H�W���D�O�����������������������D�Q�G���L�P�S�O�L�H�V���D��246 

�S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q���R�I���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���R�I�����������D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����7�K�H���K�L�J�K�H�U���H�Q�H�U�J�\���R�I���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���U�H�O�D�W�L�Y�H��247 

�W�R���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H���H�[�S�O�D�L�Q�V���Z�K�\���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���D�U�H���P�R�U�H���W�\�S�L�F�D�O���D�Q�G���O�H�V�V���G�U�D�P�D�W�L�F�D�O�O�\���F�X�U�Y�H�G��248 

�Z�K�H�Q���F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���5�������Z�K�L�O�H���W�K�H���V�P�D�O�O�H�U���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q���H�[�S�O�D�L�Q�V���Z�K�\���5�����,�9�9�,���E�L�Q�G�V���P�R�U�H���Z�H�D�N�O�\���W�R���Y�L�Q�F�X�O�L�Q����249 

�7�K�H���Y�R�O�X�P�H���F�K�D�Q�J�H���I�R�U���5�����,�9�9�,���L�V���O�D�U�J�H�U���W�K�D�Q���I�R�U���5�������S�U�H�V�X�P�D�E�O�\���D�V���D���F�R�Q�V�H�T�X�H�Q�F�H���R�I���D���O�D�U�J�H�U���S�D�U�W�L�D�O��250 

�P�R�O�D�U���Y�R�O�X�P�H�����D���O�D�U�J�H�U���Y�R�O�X�P�H���R�I���S�D�F�N�L�Q�J���G�H�I�H�F�W�V�����L�Q���W�K�H���F�O�R�V�H�G���V�W�D�W�H���R�I���W�K�H���P�X�W�D�Q�W���5�����,�9�9�,�� 251 

�$�� �G�H�W�D�L�O�H�G�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �R�I�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �I�R�U�� �5�����,�9�9�,�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �6�9�'��252 

�S�U�R�F�H�G�X�U�H���J�D�Y�H���V�L�P�L�O�D�U���U�H�V�X�O�W�V���W�R���W�K�R�V�H���R�E�W�D�L�Q�H�G���I�R�U���5�������)�L�J�X�U�H���6���������7�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�����'�G = 253 



 

 

13 

�G1�R���±���G2�R�����E�H�W�Z�H�H�Q���J�U�R�X�Q�G���D�Q�G���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�V���I�R�O�O�R�Z�H�G���D���V�L�P�L�O�D�U���S�D�W�W�H�U�Q���W�R���W�K�H���5�����G�D�W�D�����Z�L�W�K���W�K�H���O�D�U�J�H�V�W��254 

�F�K�D�Q�J�H�V�� �I�R�X�Q�G�� �L�Q�� �K�H�O�L�F�H�V�� ���� �D�Q�G�� ���� ���)�L�J�X�U�H�� �6�������� �7�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� �L�Q�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �J�U�D�G�L�H�Q�W�V��255 

���' gradient = �'�G1���� �'�G2���� ���)�L�J�X�U�H�� �6������ �D�O�V�R�� �V�K�R�Z�� �D�� �V�L�P�L�O�D�U�� �S�U�R�I�L�O�H�� ���)�L�J�X�U�H�� �������� �L�P�S�O�\�L�Q�J�� �D�Q�� �D�Q�D�O�R�J�R�X�V��256 

�V�W�U�D�L�J�K�W�H�Q�L�Q�J�� �R�X�W�� �R�I�� �K�H�O�L�F�H�V�� �L�Q�� �W�K�H�� �R�S�H�Q�� �V�W�D�W�H�� �R�I�� �5�����,�9�9�,���� �:�H�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �F�R�Q�F�O�X�G�H�� �W�K�D�W�� �W�K�H�� �S�U�L�P�D�U�\��257 

�P�H�F�K�D�Q�L�V�P���U�H�V�X�O�W�L�Q�J���L�Q���W�K�H���I�D�V�W���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O���H�[�F�K�D�Q�J�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���D�W���D�O�O���S�U�H�V�V�X�U�H�V���L�Q���V�R�O�X�W�L�R�Q���E�H�W�Z�H�H�Q��258 

�W�K�H���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���R�S�H�Q���V�W�D�W�H�V���I�R�U���E�R�W�K���5�����D�Q�G���5�����,�9�9�,���L�V���W�K�H���W�Z�L�V�W�L�Q�J���R�X�W���R�I���K�H�O�L�[�������I�U�R�P���W�K�H���I�R�X�U���K�H�O�L�[���E�X�Q�G�O�H��259 

�G�R�P�D�L�Q���� �I�R�O�O�R�Z�H�G�� �E�\�� �V�R�O�Y�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�L�V�� �K�H�O�L�[�� �W�R�J�H�W�K�H�U���Z�L�W�K�� �D�� �V�X�E�W�O�H�� �F�K�D�Q�J�H�� �L�Q�� �S�D�F�N�L�Q�J�� �R�I�� �W�K�H�� �U�H�P�D�L�Q�L�Q�J��260 

�W�K�U�H�H���K�H�O�L�[���E�X�Q�G�O�H�� 261 

 262 

�'�,�6�&�8�6�6�,�2�1 263 

�$�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �S�X�E�O�L�F�D�W�L�R�Q�V�� �K�D�Y�H�� �G�H�P�R�Q�V�W�U�D�W�H�G�� �W�K�H�� �X�V�H�� �R�I�� �K�L�J�K�� �S�U�H�V�V�X�U�H�� �1�0�5�� �V�S�H�F�W�U�R�V�F�R�S�\�� �W�R�� �U�H�Y�H�D�O��264 

�G�H�W�D�L�O�V�� �R�I�� �K�L�J�K�H�U�� �H�Q�H�U�J�\�� �F�R�Q�I�R�U�P�H�U�V�� �W�K�D�W�� �D�U�H�� �L�Q�� �I�D�V�W�� �H�[�F�K�D�Q�J�H�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �J�U�R�X�Q�G�� �V�W�D�W�H�� ���$�N�D�V�D�N�D���� ������������265 

�.�D�O�E�L�W�]�H�U�� �H�W�� �D�O������ ������������ �.�L�W�D�K�D�U�D�� �H�W�� �D�O������ �������������� �6�X�F�K�� �G�D�W�D�� �D�U�H�� �L�P�S�R�V�V�L�E�O�H�� �W�R�� �F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�H�� �E�\�� �1�0�5��266 

�D�S�S�U�R�D�F�K�H�V���X�Q�G�H�U���Q�R�U�P�D�O���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���V�L�Q�F�H���V�L�J�Q�D�O�V���D�U�H���D�Y�H�U�D�J�H�G���L�Q���W�K�L�V���H�[�F�K�D�Q�J�H���U�H�J�L�P�H�����,�Q���W�K�L�V���Z�R�U�N����267 

�Z�H���K�D�Y�H���L�Q�W�U�R�G�X�F�H�G���W�Z�R���P�H�W�K�R�G�V���W�K�D�W���V�K�R�X�O�G���S�U�R�Y�H���J�H�Q�H�U�D�O�O�\���X�V�H�I�X�O���W�R���V�X�F�K���D�Q�D�O�\�V�H�V�����7�K�H���I�L�U�V�W���L�V���W�R���P�D�N�H��268 

�X�V�H���R�I���V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H���G�H�F�R�P�S�R�V�L�W�L�R�Q�����6�9�'�������$�O�W�K�R�X�J�K���6�9�'���K�D�V���E�H�H�Q���D�S�S�O�L�H�G���W�R���1�0�5���G�D�W�D���E�H�I�R�U�H�����$�U�D�L��269 

�H�W���D�O�������������������-�D�X�P�R�W���H�W���D�O�������������������0�D�W�V�X�X�U�D���H�W���D�O�������������������6�D�N�X�U�D�L���D�Q�G���*�R�W�R�������������������L�W�V���X�V�H���K�D�V���E�H�H�Q���O�L�P�L�W�H�G����270 

�7�Z�R���L�P�S�R�U�W�D�Q�W���D�S�S�O�L�F�D�W�L�R�Q�V���R�I���6�9�'���D�U�H���W�R���G�H�W�H�U�P�L�Q�H���W�K�H���Q�X�P�E�H�U���R�I���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V���U�H�T�X�L�U�H�G���W�R���I�L�W���W�K�H���G�D�W�D����271 

�D�Q�G�� �W�K�H�Q�� �W�R�� �E�D�F�N���F�D�O�F�X�O�D�W�H�� �D�� �G�D�W�D�V�H�W�� �Z�L�W�K�� �J�U�H�D�W�O�\�� �U�H�G�X�F�H�G�� �Q�R�L�V�H�� �E�\�� �]�H�U�R�L�Q�J�� �H�Y�H�U�\�W�K�L�Q�J�� �D�S�D�U�W�� �I�U�R�P�� �W�K�H��272 

�U�H�T�X�L�U�H�G���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V�����W�K�X�V���S�U�R�Y�L�G�L�Q�J���D���P�X�F�K���P�R�U�H���V�H�F�X�U�H���E�D�V�L�V���I�R�U���I�L�W�W�L�Q�J�����6�9�'���D�Q�D�O�\�V�L�V���F�D�Q���E�H���F�D�U�U�L�H�G��273 

�R�X�W�� �X�V�L�Q�J�� �W�K�H�� �Z�L�G�H�O�\�� �D�Y�D�L�O�D�E�O�H�� �0�D�W�O�D�E�• , which makes it straightforward to do (Supplementary 274 

�,�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���� 275 

�6�H�F�R�Q�G�����Z�H���I�L�W�W�H�G���W�K�H���G�D�W�D���W�R���D�Q���H�T�X�D�W�L�R�Q�����(�T�������������Z�K�L�F�K���P�R�G�H�O�V���W�K�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W��276 

�F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� �X�V�L�Q�J���W�Z�R�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �V�W�D�W�H�V�� �Z�K�R�V�H�� �S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�V�� �G�H�S�H�Q�G�� �R�Q�� �S�U�H�V�V�X�U�H���� �D�Q�G���I�R�U���Z�K�L�F�K��277 

�E�R�W�K���V�W�D�W�H�V���F�D�Q���D�O�V�R���X�Q�G�H�U�J�R���D���O�L�Q�H�D�U���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�R�P�S�U�H�V�V�L�R�Q�����7�K�H���G�D�W�D���I�L�W�W�H�G���U�H�P�D�U�N�D�E�O�\���Z�H�O�O��278 

�W�R���W�K�L�V���H�T�X�D�W�L�R�Q�����D�Q�G���W�K�H���I�L�W�W�L�Q�J���\�L�H�O�G�H�G���S�D�U�D�P�H�W�H�U�V���W�K�D�W���U�H�Y�H�D�O���P�X�F�K���P�R�U�H���D�E�R�X�W���W�K�H���X�Q�G�H�U�O�\�L�Q�J���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O��279 



 

 

14 

�F�K�D�Q�J�H�V���W�K�D�Q�� �Z�K�H�Q���I�L�W�W�L�Q�J���W�R�� �D���T�X�D�G�U�D�W�L�F�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���� �,�Q�� �S�D�U�W�L�F�X�O�D�U���� �Z�H�� �V�K�R�Z�H�G�� �W�K�D�W�� �Z�H�� �F�D�Q�� �D�F�F�X�U�D�W�H�O�\��280 

�T�X�D�Q�W�L�I�\���W�K�H���U�H�O�D�W�L�Y�H���I�U�H�H���H�Q�H�U�J�L�H�V���R�I���W�K�H���W�Z�R���V�W�D�W�H�V���D�Q�G���W�K�H�L�U���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�V�����'�H�V�S�L�W�H���W�K�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���F�K�H�P�L�F�D�O��281 

�V�K�L�I�W�V���E�H�L�Q�J���D���S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q���Z�H�L�J�K�W�H�G���D�Y�H�U�D�J�H���R�I���W�K�H���W�Z�R���V�W�D�W�H�V�����V�R���W�K�D�W���Q�H�L�W�K�H�U���W�K�H���S�X�U�H���F�O�R�V�H�G���Q�R�U���R�S�H�Q��282 

�V�W�D�W�H���F�D�Q���E�H���R�E�V�H�U�Y�H�G���G�L�U�H�F�W�O�\�����W�K�H���G�H�U�L�Y�H�G���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�D�O�X�H�V���I�R�U���W�K�H���F�O�R�V�H�G�����G1�R�����D�Q�G���R�S�H�Q�����G2�R�����I�R�U�P�V��283 

�F�D�Q�� �E�H�� �X�V�H�G�� �V�W�U�D�L�J�K�W�I�R�U�Z�D�U�G�O�\�� �W�R�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�� �W�K�H�� �V�W�U�X�F�W�X�U�H�V�� �R�I�� �W�K�H�V�H�� �W�Z�R�� �V�W�D�W�H�V�� �D�Q�G�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W��284 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� ���G1�R�� �±���G2�R���� �K�L�J�K�O�L�J�K�W�� �Z�K�H�U�H�� �V�W�U�X�F�W�X�U�D�O�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� �D�U�H�� �O�R�F�D�W�H�G���� �,�Q�� �D�G�G�L�W�L�R�Q���� �W�K�H�� �J�U�D�G�L�H�Q�W��285 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�����'�G1���� �'�G2�����L�Q�G�L�F�D�W�H���W�K�H���U�H�J�L�R�Q�V���Z�K�H�U�H���V�R�O�Y�H�Q�W���H�[�S�R�V�X�U�H���F�K�D�Q�J�H�V���R�Q���S�U�H�V�V�X�U�H���S�H�U�W�X�U�E�D�W�L�R�Q����286 

�7�K�L�V���L�V���O�L�N�H�O�\���W�R���E�H���D���J�H�Q�H�U�D�O���U�H�V�X�O�W�����$�Q���D�O�W�H�U�Q�D�W�L�Y�H���D�S�S�U�R�D�F�K���Z�D�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G���U�H�F�H�Q�W�O�\�����(�U�O�D�F�K���H�W���D�O��������������������287 

�Z�K�L�F�K�� �S�U�R�Y�L�G�H�V�� �H�V�W�L�P�D�W�H�V�� �R�I�� �W�K�H�� �U�D�W�L�R�� �R�I�� �W�K�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�� �L�Q���F�R�P�S�U�H�V�V�L�E�L�O�L�W�\�� �I�D�F�W�R�U�V�� �D�Q�G�� �S�D�U�W�L�D�O�� �P�R�O�D�U��288 

�Y�R�O�X�P�H�V�����)�R�U���P�R�U�H���O�L�Q�H�D�U���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���V�K�L�I�W�V�����W�K�D�W���D�S�S�U�R�D�F�K���P�D�\���S�U�R�Y�H���P�R�U�H���W�U�D�F�W�D�E�O�H�� 289 

�,�W���L�V���L�P�S�R�U�W�D�Q�W���W�R���H�P�S�K�D�V�L�]�H���W�K�D�W���W�K�H���K�L�J�K���K�\�G�U�R�V�W�D�W�L�F���S�U�H�V�V�X�U�H���X�V�H�G���K�H�U�H���L�V���D���W�R�R�O���W�R���D�O�O�R�Z���X�V���W�R��290 

�F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�H���W�K�H���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���R�S�H�Q���V�W�D�W�H�V�����,�W���L�V���Q�R�W���L�Q�W�H�Q�G�H�G���D�V���D���P�L�P�L�F���R�I���W�K�H���I�R�U�F�H���D�S�S�O�L�H�G���L�Q���Y�L�Y�R�����D�Q�G��291 

�K�H�Q�F�H�� �L�V�� �D�� �J�H�Q�H�U�D�O�� �W�H�F�K�Q�L�T�X�H�� �I�R�U�� �F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�L�Q�J�� �D�Q�\�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O�� �F�K�D�Q�J�H�� �L�Q�� �S�U�R�W�H�L�Q�V���� �:�H�� �K�D�Y�H��292 

�G�H�V�F�U�L�E�H�G���W�Z�R���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V���R�I���5�������W�K�D�W���D�U�H���S�R�S�X�O�D�W�H�G���D�O�P�R�V�W���H�T�X�D�O�O�\���X�Q�G�H�U���R�X�U���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V�����D�Q�G���Z�K�L�F�K��293 

�H�[�F�K�D�Q�J�H���U�D�S�L�G�O�\���R�Q���W�K�H���1�0�5���W�L�P�H�V�F�D�O�H�����7�K�H���D�S�S�O�L�F�D�W�L�R�Q���R�I���I�R�U�F�H���D�O�V�R���L�Q�G�X�F�H�V���D���F�K�D�Q�J�H���E�H�W�Z�H�H�Q���W�Z�R��294 

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V�����Z�L�W�K���D���U�D�S�L�G���W�U�D�Q�V�L�W�L�R�Q�����:�H���S�U�R�S�R�V�H���W�K�D�W���W�K�H���W�Z�R���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V���W�K�D�W���D�U�H���V�H�H�Q���E�\���S�U�H�V�V�X�U�H��295 

�D�Q�G�� �W�K�H�� �W�Z�R�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V�� �V�H�H�Q�� �Z�L�W�K�� �I�R�U�F�H�� �D�U�H�� �W�K�H�� �V�D�P�H���� �7�K�L�V�� �S�U�R�S�R�V�D�O�� �L�V�� �V�W�U�R�Q�J�O�\�� �V�X�S�S�R�U�W�H�G�� �E�\�� �W�K�H��296 

�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q���W�K�D�W���W�K�H���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O���F�K�D�Q�J�H���I�U�R�P���F�O�R�V�H�G���W�R���R�S�H�Q���L�V���W�K�H���V�D�P�H���X�Q�G�H�U���E�R�W�K���F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V���� �D�V��297 

�G�L�V�F�X�V�V�H�G���E�H�O�R�Z�����3�U�H�V�V�X�U�H���L�Q�G�X�F�H�V���R�S�H�Q�L�Q�J���R�Q�O�\���R�I���K�H�O�L�[���������O�L�N�H�O�\���I�R�O�O�R�Z�H�G���E�\���W�K�H���R�W�K�H�U���W�K�U�H�H�������Z�K�H�U�H�D�V��298 

�I�R�U�F�H�� �L�Q�G�X�F�H�V�� �R�S�H�Q�L�Q�J�� �R�I�� �D�O�O�� �I�R�X�U�� �K�H�O�L�F�H�V���� �3�U�H�V�V�X�U�H�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �U�H�S�U�R�G�X�F�H�V�� �R�Q�O�\�� �W�K�H�� �I�L�U�V�W�� �V�W�D�J�H�� �L�Q�� �W�K�H��299 

�X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���L�Q�G�X�F�H�G���E�\���I�R�U�F�H�����D�Q�G���W�K�H�U�H�E�\���V�X�J�J�H�V�W�V���W�K�H���O�L�N�H�O�\���S�D�W�K�Z�D�\���I�R�U���W�K�H���I�R�U�F�H���L�Q�G�X�F�H�G���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���� 300 

�7�K�L�V���D�Q�D�O�\�V�L�V���Z�D�V���F�D�U�U�L�H�G���R�X�W���R�Q���Z�L�O�G���W�\�S�H���D�Q�G���P�X�W�D�Q�W���I�R�U�P�V���R�I���W�K�H���5�����G�R�P�D�L�Q���R�I���W�D�O�L�Q�����:�H���V�K�R�Z�H�G��301 

�W�K�D�W�� �Z�L�O�G�� �W�\�S�H�� �5���� �L�V�� �L�Q�� �H�T�X�L�O�L�E�U�L�X�P�� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �W�Z�R�� �I�R�U�P�V���� �H�D�F�K�� �R�I�� �Z�K�L�F�K�� �L�V�� �S�R�S�X�O�D�W�H�G�� �������� �D�W�� �D�P�E�L�H�Q�W��302 

�S�U�H�V�V�X�U�H�����6�W�D�W�H���������J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H�����K�D�V���K�L�J�K�H�U���S�D�U�W�L�D�O���P�R�O�D�U���Y�R�O�X�P�H���D�Q�G���L�V���L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G���D�V���W�K�H���I�X�O�O�\���I�R�O�G�H�G���I�R�U�P��303 

�R�I���W�K�H���I�R�X�U���K�H�O�L�[���E�X�Q�G�O�H���G�R�P�D�L�Q�����D�V���F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�H�G���S�U�H�Y�L�R�X�V�O�\���E�\���1�0�5�����*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������6�W�D�W�H���������H�[�F�L�W�H�G��304 

�V�W�D�W�H�����K�D�V���D���V�P�D�O�O�H�U���Y�R�O�X�P�H���D�Q�G���L�V���D���O�R�F�D�O�O�\���X�Q�I�R�O�G�H�G���V�W�D�W�H�����7�K�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H���L�Q���Y�R�O�X�P�H���L�V���������P�O���P�R�O���������Z�K�L�F�K��305 



 

 

15 

�L�V���D���W�\�S�L�F�D�O���Y�D�O�X�H���I�R�U���O�R�F�D�O���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���E�X�W���L�V���V�P�D�O�O���I�R�U���F�R�P�S�O�H�W�H���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���R�I���W�K�H���H�Q�W�L�U�H���G�R�P�D�L�Q�����5�R�\�H�U������������������306 

�7�$�/�2�6���1���V�K�R�Z�V���W�K�D�W���D�O�O���I�R�X�U���K�H�O�L�F�H�V���D�U�H���V�W�L�O�O���S�U�H�V�H�Q�W�����7�K�H���Q�D�W�X�U�H���R�I���W�K�H���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O���F�K�D�Q�J�H���L�V���V�K�R�Z�Q���P�R�V�W��307 

�F�O�H�D�U�O�\���E�\���D�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���W�K�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H���L�Q���&�D �D�Q�G���&�����F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V�����G1�R���±���G2�R�����E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���W�Z�R���V�W�D�W�H�V�����Z�K�L�F�K��308 

�L�Q�G�L�F�D�W�H�V���W�K�D�W���K�H�O�L�[�������L�V���W�Z�L�V�W�H�G���R�X�W���I�U�R�P���W�K�H���U�H�V�W���R�I���W�K�H���S�U�R�W�H�L�Q�����3�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���H�[�F�K�D�Q�J�H���E�U�R�D�G�H�Q�L�Q�J��309 

�L�P�S�O�L�H�V���D���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O���H�[�F�K�D�Q�J�H���U�D�W�H���R�I���D�U�R�X�Q�G�����������������V���������F�R�Q�V�L�V�W�H�Q�W���Z�L�W�K���D���K�L�Q�J�H���P�R�W�L�R�Q���R�I���W�K�L�V���W�\�S�H����310 

�$�Q�D�O�\�V�L�V�� �R�I�� �J�U�D�G�L�H�Q�W�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� ���'�G1���� �'�G2���� �L�Q�G�L�F�D�W�H�V�� �W�K�D�W�� �D�O�O�� �K�H�O�L�F�H�V���� �E�X�W�� �S�D�U�W�L�F�X�O�D�U�O�\�� �K�H�O�L�F�H�V�� ���� �D�Q�G�� ������311 

�E�H�F�R�P�H���P�R�U�H���O�L�Q�H�D�U�����O�H�V�V���F�X�U�Y�H�G�����L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���V�W�D�W�H�����5�����,�9�9�,���K�D�V���V�L�P�L�O�D�U���V�W�U�X�F�W�X�U�D�O���F�K�D�Q�J�H�V�����E�X�W���K�D�V���D��312 

�O�D�U�J�H�U���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H���L�Q���I�U�H�H���H�Q�H�U�J�\���E�H�W�Z�H�H�Q���F�O�R�V�H�G���D�Q�G���R�S�H�Q���V�W�D�W�H�V�� 313 

�3�U�H�Y�L�R�X�V���V�W�X�G�L�H�V���K�D�Y�H���V�K�R�Z�Q���W�K�D�W���5�,�$�0���E�L�Q�G�V���W�R���D�Q���H�[�S�R�V�H�G���V�X�U�I�D�F�H���F�R�P�S�R�V�H�G���I�U�R�P���K�H�O�L�F�H�V������314 

�D�Q�G�������R�I���5�������)�L�J�X�U�H�����$�������U�H�T�X�L�U�L�Q�J���Y�H�U�\���O�L�W�W�O�H���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O���F�K�D�Q�J�H���L�Q���5�������*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������,�Q���F�R�Q�W�U�D�V�W����315 

�Y�L�Q�F�X�O�L�Q���E�L�Q�G�V���W�R���W�K�H���V�D�P�H���W�Z�R���K�H�O�L�F�H�V�����E�X�W���P�D�L�Q�O�\���W�R���U�H�V�L�G�X�H�V���R�Q���W�K�H���R�S�S�R�V�L�W�H���I�D�F�H�����Z�K�L�F�K���D�U�H���E�X�U�L�H�G���L�Q��316 

�W�K�H���L�Q�W�D�F�W���G�R�P�D�L�Q�����)�L�J�X�U�H�����%�������*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������%�L�Q�G�L�Q�J���R�I���5�,�$�0���D�Q�G���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���W�R���5�����L�V���P�X�W�X�D�O�O�\���H�[�F�O�X�V�L�Y�H��317 

���*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������,�Q���D�J�U�H�H�P�H�Q�W���Z�L�W�K���W�K�L�V�����L�W���K�D�V���E�H�H�Q���V�K�R�Z�Q���W�K�D�W���E�L�Q�G�L�Q�J���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���U�H�T�X�L�U�H�V���W�K�H���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J��318 

�R�I���5�������*�R�X�O�W���H�W���D�O�������������������5�R�E�H�U�W�V���D�Q�G���&�U�L�W�F�K�O�H�\�������������������,�Q�G�H�H�G�����D���F�U�\�V�W�D�O���V�W�U�X�F�W�X�U�H���R�I���W�K�H���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���K�H�D�G��319 

�E�R�X�Q�G���W�R���K�H�O�L�[�������R�I���5�����V�K�R�Z�V���W�K�D�W���W�K�H���V�L�Q�J�O�H���W�D�O�L�Q���K�H�O�L�[���I�L�W�V���L�Q�W�R���D���J�U�R�R�Y�H���R�Q���W�K�H���V�X�U�I�D�F�H���R�I���W�K�H���Y�L�Q�F�X�O�L�Q��320 

�K�H�D�G���� �L�Q���D���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���W�K�D�W���Z�R�X�O�G���U�H�T�X�L�U�H���F�R�P�S�O�H�W�H���V�H�S�D�U�D�W�L�R�Q���R�I���K�H�O�L�[�� �����I�U�R�P���W�K�H���U�H�V�W���R�I���W�K�H���G�R�P�D�L�Q��321 

���)�L�O�O�L�Q�J�K�D�P���H�W���D�O���������������������0�R�U�H�R�Y�H�U�����W�K�H�U�H���L�V���H�Y�L�G�H�Q�F�H���W�K�D�W���K�H�O�L�F�H�V�������D�Q�G�������R�I���5�����F�R�P�S�R�V�H���L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W��322 

�E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H�V���I�R�U���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����V�K�R�Z�Q���E�\���D�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���E�L�Q�G�L�Q�J���D�V�V�D�\�V���W�R���W�D�O�L�Q���V�\�Q�W�K�H�W�L�F���S�H�S�W�L�G�H�V�����*�L�Q�J�U�D�V��323 

�H�W�� �D�O������ �������������� �D�Q�G�� �E�\�� �J�H�O�� �I�L�O�W�U�D�W�L�R�Q�� �V�K�R�Z�L�Q�J�� �I�R�U�P�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �D�� �������� �F�R�P�S�O�H�[�� ���*�R�X�O�W�� �H�W�� �D�O������ �������������� �7�K�H�� �R�S�H�Q��324 

�V�W�U�X�F�W�X�U�H���F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�H�G���K�H�U�H���K�D�V���W�K�H���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���V�L�W�H���R�Q���K�H�O�L�[�������H�[�S�R�V�H�G�����E�X�W���Q�R�W���Z�H�O�O���H�Q�R�X�J�K���W�R���I�L�W���Q�H�D�W�O�\���L�Q�W�R��325 

�W�K�H���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���J�U�R�R�Y�H���� �)�L�Q�D�O�O�\���� �Z�H���Q�R�W�H���W�K�D�W���S�X�O�O�L�Q�J���R�Q���D�Q���5�����5���� �F�R�Q�V�W�U�X�F�W���X�V�L�Q�J���P�D�J�Q�H�W�L�F���W�Z�H�H�]�H�U�V���Z�D�V��326 

�L�Q�W�H�U�S�U�H�W�H�G���W�R���V�K�R�Z���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���R�I���5�����D�W���D���I�R�U�F�H���R�I���D�E�R�X�W�������S�1�����V�L�P�L�O�D�U���W�R���W�K�H���I�R�U�F�H���H�[�S�H�F�W�H�G���I�U�R�P���D���V�L�Q�J�O�H��327 

�D�F�W�R�P�\�R�V�L�Q�� �F�R�Q�W�U�D�F�W�L�R�Q������ �F�K�D�U�D�F�W�H�U�L�]�H�G�� �E�\�� �D�Q�� �H�[�W�H�Q�V�L�R�Q�� �R�I���D�E�R�X�W�� ������ �Q�P�� ���<�D�Q�� �H�W�� �D�O������ ������������ �<�D�R�� �H�W�� �D�O������328 

���������������7�K�L�V���G�L�V�W�D�Q�F�H���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�V���D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\���W�R���W�K�H���O�H�Q�J�W�K���R�I���5�����Z�K�H�Q���W�K�H���I�R�X�U���K�H�O�L�F�H�V���D�U�H���R�S�H�Q�H�G��329 

�R�X�W���F�R�P�S�O�H�W�H�O�\�����Z�K�L�O�V�W���U�H�W�D�L�Q�L�Q�J���W�K�H�L�U���K�H�O�L�F�L�W�\�����,�Q���V�X�P�P�D�U�\�����D���U�D�Q�J�H���R�I���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V���V�X�J�J�H�V�W���W�K�D�W���5�����X�Q�I�R�O�G�V��330 

�L�Q�W�R���W�K�H���I�R�X�U���L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O���K�H�O�L�F�H�V���Z�K�H�Q���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�Q�J���I�X�O�O�\���Z�L�W�K���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����\�H�W���W�K�H���U�H�V�X�O�W�V���S�U�H�V�H�Q�W�H�G���K�H�U�H���V�K�R�Z��331 



 

 

16 

�R�Q�O�\�� �W�K�H���R�S�H�Q�L�Q�J���R�X�W���R�I���K�H�O�L�[�� ������ �Z�K�L�F�K���V�H�U�Y�H�V���W�R���H�[�S�R�V�H���K�H�O�L�[�� ���� �\�H�W���Q�R�W���U�H�Q�G�H�U���L�W���I�X�O�O�\�� �D�E�O�H���W�R���E�L�Q�G�����:�H��332 

�W�K�H�U�H�I�R�U�H���S�U�R�S�R�V�H���W�K�D�W���W�K�H���X�Q�I�R�O�G�L�Q�J���R�I���5�����D�Q�G���L�W�V���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V���Z�L�W�K���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���S�U�R�F�H�H�G���L�Q���D���V�W�H�S�Z�L�V�H���P�D�Q�Q�H�U��333 

���)�L�J�X�U�H�� ���&������ �5�,�$�0�� �E�L�Q�G�L�Q�J�� �W�R�� �I�R�O�G�H�G�� �5���� �L�V�� �U�H�Y�H�U�V�L�E�O�H���� �I�R�U�F�H�� �S�X�O�O�V�� �K�H�O�L�[�� ���� �R�X�W�� �I�U�R�P�� �W�K�H�� �E�X�Q�G�O�H���� �Z�K�L�F�K��334 

�H�[�S�R�V�H�V���W�K�H���E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H���R�Q���K�H�O�L�[�������I�R�U���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����D�Q�G���W�K�X�V���D�O�O�R�Z�V���K�H�O�L�[�������W�R���L�Q�W�H�U�D�F�W���Z�L�W�K���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����%�L�Q�G�L�Q�J��335 

�R�I���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���I�X�U�W�K�H�U���R�S�H�Q�V���R�X�W���W�K�H���G�R�P�D�L�Q�����D�Q�G���H�[�S�R�V�H�V���K�H�O�L�[���������+�H�O�L�[�������L�V���O�L�N�H�O�\���W�R���E�H���D���V�W�U�R�Q�J�H�U���E�L�Q�G�L�Q�J��336 

�V�L�W�H���I�R�U���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���W�K�D�Q���K�H�O�L�[���������D�V���L�W���L�V���R�Q�H���R�I���W�K�H���W�K�U�H�H���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H�V���R�Q���W�D�O�L�Q���L�G�H�Q�W�L�I�L�H�G���L�Q���W�K�H���R�U�L�J�L�Q�D�O��337 

�V�F�U�H�H�Q�����%�D�V�V���H�W���D�O���������������������%�L�Q�G�L�Q�J���R�I���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���W�R���K�H�O�L�[�������F�R�P�S�O�H�W�H�O�\���R�S�H�Q�V���R�X�W���W�K�H���G�R�P�D�L�Q�����7�K�L�V���V�W�H�S�Z�L�V�H��338 

�P�R�G�H�� �R�I�� �D�F�W�L�R�Q�� �D�O�O�R�Z�V�� �I�R�U�� �J�U�D�G�X�D�W�H�G�� �F�R�Q�Y�H�U�V�L�R�Q�� �I�U�R�P�� �5�,�$�0���E�R�X�Q�G�� �W�R�� �I�X�O�O�\�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q���E�R�X�Q�G�� �5������ �D�Q�G��339 

�S�U�R�Y�L�G�H�V���V�F�R�S�H���I�R�U���P�R�G�X�O�D�W�L�R�Q���R�I���W�K�H���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�R�Q�V���D�V���U�H�T�X�L�U�H�G���E�\���W�K�H���E�L�R�O�R�J�L�F�D�O���F�R�Q�W�H�[�W�� 340 

�7�K�L�V�� �V�W�H�S�Z�L�V�H�� �P�R�G�H�O�� �D�J�U�H�H�V�� �Z�H�O�O�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�� �H�Q�H�U�J�H�W�L�F�V�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�� �L�Q�� �W�K�L�V�� �V�W�X�G�\���� �7�K�H�� �S�U�H�Y�L�R�X�V��341 

�R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V���X�V�L�Q�J���P�D�J�Q�H�W�L�F���W�Z�H�H�]�H�U�V�����<�D�R���H�W���D�O�������������������K�D�Y�H���V�K�R�Z�Q���W�K�D�W���I�R�O�G�H�G���D�Q�G���X�Q�I�R�O�G�H�G���I�R�U�P�V���R�I��342 

�5�����5���� �D�U�H�� �D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\�� �H�T�X�D�O�O�\�� �S�R�S�X�O�D�W�H�G�� �D�W�� �D�� �V�W�U�H�W�F�K�L�Q�J�� �I�R�U�F�H�� �R�I�� ���� �S�1���� �Z�K�H�U�H�D�V�� �W�K�H�� �U�H�V�X�O�W�V�� �K�H�U�H��343 

�V�X�J�J�H�V�W���W�K�D�W���W�K�H���R�S�H�Q���D�Q�G���F�O�R�V�H�G���I�R�U�P�V���R�I�� �5���� �D�U�H���H�T�X�D�O�O�\�� �S�R�S�X�O�D�W�H�G���L�Q���W�K�H���D�E�V�H�Q�F�H���R�I�� �D�Q�\�� �V�W�U�H�W�F�K�L�Q�J��344 

�I�R�U�F�H���� �0�R�U�H�R�Y�H�U���� �L�W�� �Z�D�V�� �V�K�R�Z�Q�� �H�D�U�O�L�H�U�� ���*�R�X�O�W�� �H�W�� �D�O������ ������������ �W�K�D�W�� �5�����,�9�9�,�� �E�L�Q�G�V�� �Y�H�U�\�� �Z�H�D�N�O�\�� �W�R�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q����345 

�V�X�J�J�H�V�W�L�Q�J�� �D�� �O�R�Z�H�U�� �S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�� �R�I�� �W�K�H�� �R�S�H�Q�� �V�W�D�W�H�� �W�K�D�Q���R�E�V�H�U�Y�H�G�� �K�H�U�H���� �%�R�W�K�� �W�K�H�V�H�� �R�E�V�H�U�Y�D�W�L�R�Q�V�� �D�U�H��346 

�U�H�F�R�Q�F�L�O�H�G���E�\���Q�R�W�L�Q�J���W�K�D�W���R�X�U���F�R�Q�F�O�X�V�L�R�Q�V���U�H�O�D�W�H���W�R���W�K�H���L�Q�L�W�L�D�O���R�S�H�Q�L�Q�J���R�X�W���R�I���K�H�O�L�[���������D�Q�G���Q�R�W���W�R���F�R�P�S�O�H�W�H��347 

�R�S�H�Q�L�Q�J���R�I���W�K�H���Z�K�R�O�H���G�R�P�D�L�Q�����Z�K�L�F�K���U�H�T�X�L�U�H�V���D���J�U�H�D�W�H�U���L�Q�S�X�W���R�I���I�U�H�H���H�Q�H�U�J�\�� 348 

�2�X�U�� �G�D�W�D�� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �L�Q�G�L�F�D�W�H�� �W�K�D�W�� �L�Q�� �W�K�H�� �L�V�R�O�D�W�H�G�� �5���� �G�R�P�D�L�Q�� ���D�V�� �V�W�X�G�L�H�G�� �K�H�U�H������ �W�K�H�� �H�T�X�L�O�L�E�U�L�X�P��349 

�E�H�W�Z�H�H�Q�� �R�S�H�Q�� �D�Q�G�� �F�O�R�V�H�G�� �F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�V�� �L�V�� �G�H�O�L�F�D�W�H�O�\�� �S�R�L�V�H�G�� �W�R�� �D�O�O�R�Z�� �H�Q�Y�L�U�R�Q�P�H�Q�W�D�O�� �F�R�Q�G�L�W�L�R�Q�V�� �W�K�H��350 

�P�D�[�L�P�X�P���R�S�S�R�U�W�X�Q�L�W�\���W�R���D�O�W�H�U���W�K�H���H�T�X�L�O�L�E�U�L�X�P���S�R�V�L�W�L�R�Q���V�R���D�V���W�R���V�W�L�P�X�O�D�W�H���F�O�R�V�X�U�H�����D�Q�G���W�K�H�U�H�I�R�U�H���E�L�Q�G�L�Q�J��351 

�W�R���5�,�$�0�����R�U���R�S�H�Q�L�Q�J�����D�Q�G���W�K�H�U�H�I�R�U�H���E�L�Q�G�L�Q�J���W�R���Y�L�Q�F�X�O�L�Q�������,�Q���S�D�U�W�L�F�X�O�D�U�����L�W���L�V���H�[�S�H�F�W�H�G���W�K�D�W���P�H�F�K�D�Q�L�F�D�O���I�R�U�F�H��352 

�R�Q�� �W�K�H�� �G�R�P�D�L�Q�� �O�H�D�G�V�� �W�R�� �W�K�H�� �V�W�H�S�Z�L�V�H�� �R�S�H�Q�L�Q�J�� �R�X�W�� �R�I�� �W�K�H�� �G�R�P�D�L�Q�� �Z�L�W�K�� �V�X�E�V�H�T�X�H�Q�W�� �E�L�Q�G�L�Q�J�� �W�R�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q��353 

���)�L�J�X�U�H�� ������ ���&�D�O�G�H�U�Z�R�R�G�� �H�W�� �D�O������ �������������� �7�K�L�V�� �E�H�K�D�Y�L�R�U���Z�R�X�O�G�� �D�O�O�R�Z�� �W�K�H�� �5���� �G�R�P�D�L�Q�� �W�R�� �D�F�W�� �D�V�� �D��354 

�P�H�F�K�D�Q�R�V�H�Q�V�L�W�L�Y�H���V�Z�L�W�F�K�����D�O�W�H�U�L�Q�J���W�D�O�L�Q���I�U�R�P���D�Q���L�Q�L�W�L�D�O���P�R�G�H���R�I���U�H�F�U�X�L�W�P�H�Q�W���E�\���5�,�$�0���W�R���W�K�H���L�Q�W�H�J�U�L�Q���W�D�L�O�V����355 

�W�R���D���I�X�Q�F�W�L�R�Q�D�O���U�R�O�H���R�I���U�H�F�U�X�L�W�L�Q�J���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���W�R���W�K�H���I�R�F�D�O���D�G�K�H�V�L�R�Q���F�R�P�S�O�H�[�H�V�� 356 

 357 



 

 

17 

�$�X�W�K�R�U���&�R�Q�W�U�L�E�X�W�L�R�Q�V 358 

�1�-�%�����7�=���D�Q�G���0�3�:���G�L�G���W�K�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�V�����1�-�%�����,�/�%���D�Q�G���0�3�:���Z�U�R�W�H���W�K�H���P�D�Q�X�V�F�U�L�S�W�����$�O�O���D�X�W�K�R�U�V���K�D�Y�H���J�L�Y�H�Q��359 

�D�S�S�U�R�Y�D�O���W�R���W�K�H���I�L�Q�D�O���Y�H�U�V�L�R�Q���R�I���W�K�H���P�D�Q�X�V�F�U�L�S�W�� 360 

 361 

�$�F�N�Q�R�Z�O�H�G�J�H�P�H�Q�W�V 362 

�:�H���W�K�D�Q�N���3�H�U���/�L�Q�F�R�O�Q�����&�K�D�O�P�H�U�V���8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�\�����6�Z�H�G�H�Q�����I�R�U���D�G�Y�L�F�H���R�Q���6�9�'�����:�H���W�K�D�Q�N���%�%�6�5�&���I�R�U���I�X�Q�G�L�Q�J��363 

���%�%���-�������������������W�R���1�-�%���� 364 

 365 

�6�X�S�S�O�H�P�H�Q�W�D�O���,�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q 366 

�)�L�J�X�U�H�V���6�����6�������7�D�E�O�H���6�����Z�L�W�K���'�R�F�X�P�H�Q�W���6�������D���M�X�V�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���R�I���(�T�X�D�W�L�R�Q�������� 367 

�&�R�P�S�U�H�V�V�H�G���I�L�O�H���'�D�W�D�B�6�����W�D�U���]�L�S�����)�L�W�W�H�G���G�D�W�D���G10, �G20, �'�G1 �D�Q�G �'�G2 �I�R�U���H�D�F�K���Q�X�F�O�H�X�V�����U�H�O�D�W�H�G���W�R���)�L�J�X�U�H�V��������368 

�������������6�������6�������6�������6�������6�������D�Q�G���6������ 369 

�7�K�L�V�� �I�L�O�H�� �J�L�Y�H�V�� �W�K�H�� �I�L�W�W�H�G�� �Y�D�O�X�H�V�� �W�R�J�H�W�K�H�U�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�L�U���D�V�V�R�F�L�D�W�H�G�� �H�U�U�R�U�V�� �D�Q�G�� �W�K�H�� �R�Y�H�U�D�O�O���F2�� �H�U�U�R�U�V���� �,�W�� �D�O�V�R��370 

�F�R�Q�W�D�L�Q�V���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V�����E�R�W�K���R�U�L�J�L�Q�D�O���G�D�W�D���D�Q�G���S�R�V�W���6�9�'���� 371 

 372 

References 373 

Akasaka, K. (2003). Exploring the entire conformational space of proteins by high-pressure NMR. Pure 374 

Applied Chem 75, 927-936. 375 

Akasaka, K. (2006). Probing conformational fluctuation of proteins by pressure perturbation. Chem Rev 376 

106, 1814-1835. 377 

Arai, M., Ferreon, J.C., and Wright, P.E. (2012). Quantitative analysis of multisite protein-ligand 378 

interactions by NMR: Binding of intrinsically disordered p53 transactivation subdomains with the TAZ2 379 

domain of CBP. J Am Chem Soc 134, 3792-3803. 380 



 

 

18 

Atherton, P., Stutchbury, B., Wang, D.-Y., Jethwa, D., Tsang, R., Meiler-Rodriguez, E., Wang, P., Bate, 381 

N., Zent, R., Barsukov, I.L., et al. (2015). Vinculin controls talin engagement with the actomyosin 382 

machinery. Nature Comms 6, 10038-10038. 383 

Bass, M.D., Smith, B.J., Prigent, S.A., and Critchley, D.R. (1999). Talin contains three similar vinculin-384 

binding sites predicted to form an amphipathic helix. Biochem J 341, 257-263. 385 

Baxter, N.J., and Williamson, M.P. (1997). Temperature dependence of 1H chemical shifts in proteins. J 386 

Biomol NMR 9, 359-369. 387 

Calderwood, D.A., Campbell, I.D., and Critchley, D.R. (2013). Talins and kindlins: partners in integrin-388 

mediated adhesion. Nature Rev Mol Cell Biol 14, 503-517. 389 

del Rio, A., Perez-Jimenez, R., Liu, R., Roca-Cusachs, P., Fernandez, J.M., and Sheetz, M.P. (2009). 390 

Stretching single talin rod molecules activates vinculin binding. Science 323, 638-641. 391 

Erlach, M., Koehler, J., Moeser, B., Horinek, D., Kremer, W., and Kalbitzer, H.R. (2014). Relationship 392 

between nonlinear pressure-induced chemical shift changes and thermodynamic parameters. J Phys 393 

Chem B 118, 5681-5690. 394 

Fillingham, I., Gingras, A.R., Papagrigoriou, E., Patel, B., Emsley, J., Critchley, D.R., Roberts, G.C.K., 395 

and Barsukov, I.L. (2005). A vinculin binding domain from the talin rod unfolds to form a complex with 396 

the vinculin head. Structure 13, 65-74. 397 

Gingras, A.R., Ziegler, W.H., Frank, R., Barsukov, I.L., Roberts, G.C.K., Critchley, D.R., and Emsley, J. 398 

(2005). Mapping and consensus sequence identification for multiple vinculin binding sites within the 399 

talin rod. J Biol Chem 280, 37217-37224. 400 



 

 

19 

Goult, B.T., Bate, N., Anthis, N.J., Wegener, K.L., Gingras, A.R., Patel, B., Barsukov, I.L., Campbell, 401 

I.D., Roberts, G.C.K., and Critchley, D.R. (2009). The structure of an interdomain complex that 402 

regulates talin activity. J Biol Chem 284, 15097-15106. 403 

Goult, B.T., Zacharchenko, T., Bate, N., Tsang, R., Hey, F., Gingras, A.R., Elliott, P.R., Roberts, 404 

G.C.K., Ballestrem, C., Critchley, D.R., et al. (2013). RIAM and vinculin binding to talin are mutually 405 

exclusive and regulate adhesion assembly and turnover. J Biol Chem 288, 8238-8249. 406 

Henry, E.R., and Hofrichter, J. (1992). Singular value decomposition: Applications to analysis of 407 

experimental data. Methods Enzymol 210, 129-192. 408 

Ikeda, K., Yamaguchi, T., Fukunaga, S., Hoshino, M., and Matsuzaki, K. (2011). Mechanism of amyloid 409 

�E-protein aggregation mediated by GM1 ganglioside clusters. Biochemistry 50, 6433-6440. 410 

Iwadate, M., Asakura, T., and Williamson, M.P. (1999). C�D and C�E carbon-13 chemical shifts in 411 

proteins from an empirical database. J Biomol NMR 13, 199-211. 412 

Jaumot, J., Marchan, V., Gargallo, R., Grandas, A., and Tauler, R. (2004). Multivariate curve resolution 413 

applied to the analysis and resolution of two-dimensional 1H, 15N NMR reaction spectra. Anal Chem 76, 414 

7094-7101. 415 

Kalbitzer, H.R., Rosnizeck, I.C., Munte, C.E., Narayanan, S.P., Kropf, V., and Spoerner, M. (2013). 416 

Intrinsic allosteric inhibition of signaling proteins by targeting rare interaction states detected by high-417 

pressure NMR spectroscopy. Angewandte Chemie Int Ed 52, 14242-14246. 418 

Kitahara, R., Hata, K., Li, H., Williamson, M.P., and Akasaka, K. (2013). Pressure-induced chemical 419 

shifts as probes for conformational fluctuations in proteins. Progr Nucl Magn Reson Spectrosc 71, 35-420 

58. 421 



 

 

20 

Kitahara, R., Yokoyama, S., and Akasaka, K. (2005). NMR snapshots of a fluctuating protein structure: 422 

Ubiquitin at 30 bar-3 kbar. J Mol Biol 347, 277-285. 423 

Kitazawa, S., Kameda, T., Kumo, A., Yagi-Utsumi, M., Baxter, N.J., Kato, K., Williamson, M.P., and 424 

Kitahara, R. (2014). Close identity between alternatively folded state N2 of ubiquitin and the 425 

conformation of the protein bound to the ubiquitin-activating enzyme. Biochemistry 53, 447-449. 426 

Klapholz, B., Herbert, S.L., Wellmann, J., Johnson, R., Parsons, M., and Brown, N.H. (2015). 427 

Alternative mechanisms for talin to mediate integrin function. Current Biol 25, 847-857. 428 

Kuwata, K., Li, H., Yamada, H., Legname, G., Prusiner, S.B., Akasaka, K., and James, T.L. (2002). 429 

Locally disordered conformer of the hamster prion protein: A crucial intermediate to PrPSc? 430 

Biochemistry 41, 12277-12283. 431 

Matsuura, H., Shimotakahara, S., Sakuma, C., Tashiro, M., Shindo, H., Mochizuki, K., Yamagishi, A., 432 

Kojima, M., and Takahashi, K. (2004). Thermal unfolding of ribonuclease T1 studied by 433 

multidimensional NMR spectroscopy. Biol Chem 385, 1157-1164. 434 

Noble, B., and Daniel, J.W. (1988). Applied linear algebra, 3rd edn (London: Prentice-Hall International). 435 

Roberts, G.C.K., and Critchley, D.R. (2009). Structural and biophysical properties of the integrin-436 

associated cytoskeletal protein talin. Biophys Rev 1, 61-69. 437 

Roche, J., Caro, J.A., Norberto, D.R., Barthe, P., Roumestand, C., Schlessman, J.L., Garcia, A.E., 438 

Garcia-Moreno E, B., and Royer, C.A. (2012). Cavities determine the pressure unfolding of proteins. 439 

Proc Natl Acad Sci USA 109, 6945-6950. 440 

Royer, C.A. (2002). Revisiting volume changes in pressure-induced protein unfolding. Biochim Biophys 441 

Acta: Protein Structure Mol Enzymol 1595, 201-209. 442 



 

 

21 

Sakurai, K., and Goto, Y. (2007). Principal component analysis of the pH-dependent conformational 443 

transitions of bovine beta-lactoglobulin monitored by heteronuclear NMR. Proc Natl Acad Sci USA 104, 444 

15346-15351. 445 

Shen, Y., and Bax, A. (2013). Protein backbone and sidechain torsion angles predicted from NMR 446 

chemical shifts using artificial neural networks. J Biomol NMR 56, 227-241. 447 

Shen, Y., Lange, O., Delaglio, F., Rossi, P., Aramini, J.M., Liu, G.H., Eletsky, A., Wu, Y.B., Singarapu, 448 

K.K., Lemak, A., et al. (2008). Consistent blind protein structure generation from NMR chemical shift 449 

data. Proc Natl Acad Sci USA 105, 4685-4690. 450 

Tomlinson, J.H., and Williamson, M.P. (2012). Amide temperature coefficients in the protein G B1 451 

domain. J Biomol NMR 52, 57-64. 452 

�8�U�E�D�X�H�U���� �-���/������ �(�K�U�K�D�U�G�W���� �0���5������ �%�L�H�E�H�U���� �5���-������ �)�O�\�Q�Q���� �3���)������ �D�Q�G�� �:�D�Q�G�����$���-���� ���������������� �+�L�J�K���U�H�V�R�O�X�W�L�R�Q�� �W�U�L�S�O�H��453 

�U�H�V�R�Q�D�Q�F�H���1�0�5���V�S�H�F�W�U�R�V�F�R�S�\���R�I���D���Q�R�Y�H�O���F�D�O�P�R�G�X�O�L�Q���S�H�S�W�L�G�H���F�R�P�S�O�H�[���D�W���N�L�O�R�E�D�U���S�U�H�V�V�X�U�H�V�����-���$�P���&�K�H�P��454 

�6�R�F������������������������������������ 455 

Williamson, M.P. (2013). Using chemical shift perturbation to characterise ligand binding. Progr Nuclear 456 

Magn Reson Spectrosc 73, 1-16. 457 

Williamson, M.P. (2015). Pressure-dependent conformation and fluctuation in folded protein molecules. 458 

In High pressure bioscience, K. Akasaka, and H. Matsuki, eds. (Dordrecht: Springer), pp. 109-127. 459 

Wilton, D.J., Kitahara, R., Akasaka, K., and Williamson, M.P. (2009). Pressure-dependent 13C chemical 460 

shifts in proteins: origins and applications. J Biomol NMR 44, 25-33. 461 

Yan, J., Yao, M., Goult, B.T., and Sheetz, M.P. (2015). Talin dependent mechanosensitivity of cell focal 462 

adhesions. Cell Mol Bioeng 8, 151-159. 463 

Yao, M., Goult, B.T., Chen, H., Cong, P., Sheetz, M.P., and Yan, J. (2014). Mechanical activation of 464 

vinculin binding to talin locks talin in an unfolded conformation. Scientific Reports 4, 4610. 465 



 

 

22 

Yao, M., Goult, B.T., Klapholz, B., Hu, X., Toseland, C.P., Guo, Y., Cong, P., Sheetz, M.P., and Yan, J. 466 

(2016). The mechanical response of talin. Nature Comms 7, 11966. 467 

 468 

Figures 469 

 470 

�)�L�J�X�U�H���������0�R�G�H�O���I�R�U���W�K�H���U�R�O�H���R�I���W�D�O�L�Q���L�Q���W�K�H���I�R�U�P�D�W�L�R�Q���R�I���I�R�F�D�O���D�G�K�H�V�L�R�Q���F�R�P�S�O�H�[�H�V���� 471 

�7�D�O�L�Q���L�V���D���O�R�Q�J���U�R�G���O�L�N�H���S�U�R�W�H�L�Q�����2�Q�H���H�Q�G���F�R�Q�W�D�L�Q�V���D�Q���L�Q�W�H�J�U�L�Q���E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H�����,�%�6�����Z�K�L�O�H���W�K�H���R�W�K�H�U���F�R�Q�W�D�L�Q�V��472 

�D�Q���D�F�W�L�Q���E�L�Q�G�L�Q�J���G�R�P�D�L�Q�����$�%�'�������$�W���U�H�V�W�����5�,�$�0���E�L�Q�G�V���W�R���W�K�H���F�O�R�V�H�G���5�����G�R�P�D�L�Q���R�I���W�D�O�L�Q���D�Q�G�� �D�Q�F�K�R�U�V���L�W���W�R��473 

�W�K�H���F�H�O�O���P�H�P�E�U�D�Q�H�����:�K�H�Q���D�F�W�L�Q���I�L�O�D�P�H�Q�W�V���D�U�H���S�X�O�O�H�G�����W�K�H���5�����G�R�P�D�L�Q���X�Q�G�H�U�J�R�H�V���D���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�D�O���F�K�D�Q�J�H��474 

�Z�K�L�F�K���F�D�X�V�H�V���5�,�$�0���W�R���G�L�V�V�R�F�L�D�W�H���D�Q�G���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���W�R���E�L�Q�G�����9�L�Q�F�X�O�L�Q���D�W�W�D�F�K�H�V���W�D�O�L�Q���W�R���W�K�H���D�F�W�L�Q���F�\�W�R�V�N�H�O�H�W�R�Q��475 

�D�Q�G���W�K�H�U�H�E�\���V�W�D�E�L�O�L�]�H�V���W�K�H���I�R�F�D�O���D�G�K�H�V�L�R�Q���F�R�P�S�O�H�[�����)�L�J�X�U�H���D�G�D�S�W�H�G���I�U�R�P���.�O�D�S�K�R�O�]���H�W���D�O������������������ 476 



 

 

23 

 477 



 

 

24 

�)�L�J�X�U�H���������������1���+�6�4�&���V�S�H�F�W�U�D���R�I���5�����D�Q�G���5�����,�9�9�,���D�F�T�X�L�U�H�G���D�W���S�U�H�V�V�X�U�H�V���I�U�R�P�������E�D�U�����U�H�G�����W�R�����������N�E�D�U��478 

���Y�L�R�O�H�W������ 479 

���$�����5�����D�Q�G�����%�����5�����,�9�9�,�����7�K�H���L�Q�V�H�W�V���V�K�R�Z���W�K�H���S�U�H�V�V�X�U�H���L�Q�G�X�F�H�G���F�K�D�Q�J�H�V���L�Q���E�D�F�N�E�R�Q�H���D�P�L�G�H���S�H�D�N���S�R�V�L�W�L�R�Q��480 

�I�R�U���*���������D�Q�G���'�����������S�R�V�L�W�L�R�Q�H�G���D�W���W�K�H���1���W�H�U�P�L�Q�D�O���H�Q�G���R�I���K�H�O�L�[���������D�Q�G���9���������Z�K�L�F�K���L�V���O�R�F�D�W�H�G���D�W���W�K�H���F�H�Q�W�H�U��481 

�R�I���K�H�O�L�[�����������7�K�H�V�H���U�H�V�L�G�X�H�V���W�R�J�H�W�K�H�U���Z�L�W�K���R�W�K�H�U�V���V�K�R�Z���G�U�D�P�D�W�L�F���F�X�U�Y�D�W�X�U�H���I�R�U���5�������Z�K�H�U�H�D�V���W�K�H�L�U���E�H�K�D�Y�L�R�U��482 

�L�V���O�H�V�V���F�X�U�Y�H�G���I�R�U���5�����,�9�9�,���� �)�R�U���D���G�L�U�H�F�W���F�R�P�S�D�U�L�V�R�Q���R�I�� �V�S�H�F�W�U�D���R�I�� �5���� �D�Q�G���5�����,�9�9�,���� �V�H�H���)�L�J�X�U�H���6������ �)�R�U��483 

�F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���D�Q�G���W�K�H�L�U���O�R�F�D�W�L�R�Q�V���R�Q���W�K�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����V�H�H���)�L�J�X�U�H���6���� 484 

 485 



 

 

25 

�)�L�J�X�U�H�����������$�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���6�9�'���I�L�W�W�L�Q�J������ 486 

���$�������3�O�R�W���R�I���O�R�J���Vi�����Y�V�����L���I�R�U���W�K�H���6�9�'���F�R�P�E�L�Q�H�G���D�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���E�D�F�N�E�R�Q�H���D�P�L�G�H���+�1���D�Q�G���1���R�E�V�H�U�Y�H�G���F�K�H�P�L�F�D�O��487 

�V�K�L�I�W���Y�V�����S�U�H�V�V�X�U�H���G�D�W�D���I�R�U���5���������7�K�H���Y�D�O�X�H���R�I���V11���L�V�������������%�������3�O�R�W���R�I���W�K�H���I�L�U�V�W�������R�I���W�K�H���H�O�H�Y�H�Q���F�R�O�X�P�Q���Y�H�F�W�R�U�V��488 

�R�I���9�������9�H�F�W�R�U�V�������W�R�������D�U�H���L�Q�G�L�F�D�W�H�G���E�\���F�L�U�F�O�H�V���D�Q�G���O�L�Q�H�V���F�R�O�R�U�H�G���E�O�D�F�N�����E�O�X�H�����P�D�J�H�Q�W�D���D�Q�G���U�H�G�����U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�O�\��489 

�D�Q�G�� �Y�H�F�W�R�U�� ���� �L�V�� �V�K�R�Z�Q�� �D�V�� �F�\�D�Q�� �F�L�U�F�O�H�V���� �)�R�U�� �I�L�W�W�L�Q�J�� �W�R�� �P�R�U�H�� �V�L�P�S�O�H�� �T�X�D�G�U�D�W�L�F�� �D�Q�G�� �F�X�E�L�F�� �H�T�X�D�W�L�R�Q�V���� �D�Q�G��490 

�O�R�F�D�W�L�R�Q�V���R�I���S�R�R�U�O�\���I�L�W�W�L�Q�J���U�H�V�L�G�X�H�V�����V�H�H���)�L�J�X�U�H�V���6�����D�Q�G���6�������)�R�U���W�K�H���H�T�X�L�Y�D�O�H�Q�W���D�Q�D�O�\�V�L�V���R�I���6�9�'���I�L�W�W�L�Q�J���I�R�U��491 

�5�����,�9�9�,���V�H�H���)�L�J�X�U�H���6���� 492 

 493 

�)�L�J�X�U�H�����������(�[�D�P�S�O�H�V���R�I���µ�Q�R�L�V�H���I�U�H�H�¶���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�V�����S�U�H�V�V�X�U�H���G�D�W�D���I�R�U���5�������� 494 

�$�O�O���F�X�U�Y�H�V���D�U�H���U�H�V�F�D�O�H�G���W�R���D���P�D�[�L�P�X�P���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H���R�I���������������W�R���L�O�O�X�V�W�U�D�W�H���W�K�H���Y�D�U�L�D�E�O�H���U�H�V�S�R�Q�V�H��495 

�R�I���V�S�H�F�L�I�L�F���Q�X�F�O�H�L���W�R���L�Q�F�U�H�D�V�L�Q�J���S�U�H�V�V�X�U�H�������(�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���G�D�W�D���D�U�H���L�Q�G�L�F�D�W�H�G���E�\���F�L�U�F�O�H�V�����D�Q�G���W�K�H���I�L�W�V���W�R���(�T��������496 

���I�L�W�W�H�G���Z�L�W�K���D���J�O�R�E�D�O���' G and �' V and resona�Q�F�H���V�S�H�F�L�I�L�F���G1�R�����G2�R�����'�G1���D�Q�G���'�G2���S�D�U�D�P�H�W�H�U�V�����D�U�H���V�K�R�Z�Q���E�\��497 

�O�L�Q�H�V�����)���������+�1�����E�O�D�F�N�������9���������1�����E�O�X�H�������,���������1�����J�U�H�H�Q�������5���������&�¶�����U�H�G�������7���������&�¶�����P�D�J�H�Q�W�D�����D�Q�G���$���������&�¶��498 

���F�\�D�Q���� 499 



 

 

26 

 500 

�)�L�J�X�U�H���������7�$�/�2�6���1���S�U�H�G�L�F�W�L�R�Q�V���I�R�U���E�D�F�N�E�R�Q�H���G�L�K�H�G�U�D�O���D�Q�J�O�H�V�� 501 



 

 

27 

���$�����I and (B) �\  �G�L�K�H�G�U�D�O���D�Q�J�O�H�V���R�I���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H�����F�O�R�V�H�G���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����E�O�X�H���F�L�U�F�O�H�V�����D�Q�G���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G��502 

�V�W�D�W�H�����R�S�H�Q���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���� �U�H�G���F�L�U�F�O�H�V�������F�R�P�S�D�U�H�G���W�R���W�K�H���������O�R�Z�H�V�W���H�Q�H�U�J�\�� �P�H�P�E�H�U�V���R�I�� �W�K�H�����/���$���1�0�5��503 

�V�W�U�X�F�W�X�U�D�O���H�Q�V�H�P�E�O�H�����E�O�D�F�N���F�L�U�F�O�H�V���������7�K�H���I�R�X�U���D-helices are indicated. 504 



 

 

28 

 505 



 

 

29 

�)�L�J�X�U�H�����������'�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���L�Q���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�����' �G = �G1�R���±���G2�R�����E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����F�O�R�V�H�G��506 

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����D�Q�G���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H���V�W�U�X�F�W�X�U�H�����R�S�H�Q���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����R�I���5���� 507 

���$�����&�D nuclei and (B) C�E nuclei.  The bars indicate relative chemical shift changes from �Gobs���I�R�U���G1�R�����J�U�R�X�Q�G��508 

�V�W�D�W�H�����E�O�D�F�N�����D�Q�G���G2�R�����H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�����U�H�G�������7�K�H���I�R�X�U���D-helices are indicated.���)�R�U���F�R�U�U�H�V�S�R�Q�G�L�Q�J���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V��509 

�L�Q���+�1�����1���D�Q�G���&�¶�����V�H�H���)�L�J�X�U�H���6�������D�Q�G���I�R�U���W�K�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���I�R�U���5�����,�9�9�,�����V�H�H���)�L�J�X�U�H���6���� 510 

 511 

�)�L�J�X�U�H�� ����� � � ��'�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� �L�Q�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� ���' �G = �G1�R�� �±���G2�R���� �E�H�W�Z�H�H�Q�� �W�K�H�� �J�U�R�X�Q�G�� �V�W�D�W�H�� ���F�O�R�V�H�G��512 

�F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����D�Q�G���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�����R�S�H�Q���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����R�I���5���� 513 

�'�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���D�U�H���V�K�R�Z�Q���R�Q���W�K�H���O�R�Z�H�V�W���H�Q�H�U�J�\���1�0�5���V�W�U�X�F�W�X�U�H�������7�K�H���G�L�V�R�U�G�H�U�H�G���1���W�H�U�P�L�Q�X�V���L�V���Q�R�W���V�K�R�Z�Q��514 

�D�Q�G���W�K�H���F�D�U�W�R�R�Q���G�H�S�L�F�W�L�R�Q�V���F�R�P�S�U�L�V�H���U�H�V�L�G�X�H�V���$�������� �W�R���.�������������7�K�H���1���� �D�Q�G���&���W�H�U�P�L�Q�L���D�U�H���L�Q�G�L�F�D�W�H�G���D�Q�G��515 

�K�H�O�L�F�H�V�� �D�U�H�� �Q�X�P�E�H�U�H�G���� �� ���$���� ���'�G values for C�D nuclei (colored backbone and spheres) and C�E nuclei 516 



 

 

30 

���V�S�K�H�U�H�V���R�Q���V�L�G�H�F�K�D�L�Q���V�W�L�F�N�V�����Z�L�W�K���S�R�V�L�W�L�Y�H���Y�D�O�X�H�V���L�Q���E�O�X�H���D�Q�G���Q�H�J�D�W�L�Y�H���Y�D�O�X�H�V���L�Q���U�H�G�������2�Q�O�\���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���!��517 

�����V�W�D�Q�G�D�U�G���G�H�Y�L�D�W�L�R�Q���D�U�H���L�Q�G�L�F�D�W�H�G�����Z�L�W�K���O�D�U�J�H���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�����!�������V�W�D�Q�G�D�U�G���G�H�Y�L�D�W�L�R�Q�V�����L�Q���G�H�H�S�H�U���F�R�O�R�U�V���D�Q�G��518 

�O�D�U�J�H�U���V�S�K�H�U�H�V���������%�������6�D�P�H���D�V���S�D�Q�H�O�����$�����H�[�F�H�S�W���W�K�D�W���5�����L�V���U�R�W�D�W�H�G���������R���D�E�R�X�W���D���Y�H�U�W�L�F�D�O���D�[�L�V�� 519 

 520 

�)�L�J�X�U�H�� ����� � � ��'�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� �L�Q�� �S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �J�U�D�G�L�H�Q�W�V�� ���' gradient = �' �G1�� �±���' �G2�����I�R�U�� �+�1�� �Q�X�F�O�H�L��521 

�E�H�W�Z�H�H�Q���W�K�H���J�U�R�X�Q�G���V�W�D�W�H�����F�O�R�V�H�G���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q�����D�Q�G���W�K�H���H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�����R�S�H�Q���F�R�Q�I�R�U�P�D�W�L�R�Q���� 522 

���$�����5�����D�Q�G�����%�����5�����,�9�9�,�����V�K�R�Z�Q���R�Q���W�K�H���O�R�Z�H�V�W���H�Q�H�U�J�\���1�0�5���V�W�U�X�F�W�X�U�H�������7�K�H���G�L�V�R�U�G�H�U�H�G���1���W�H�U�P�L�Q�X�V���L�V���Q�R�W��523 

�V�K�R�Z�Q���D�Q�G���W�K�H���F�D�U�W�R�R�Q���G�H�S�L�F�W�L�R�Q�V���F�R�P�S�U�L�V�H���U�H�V�L�G�X�H�V���$���������W�R���.�������������7�K�H���1�����D�Q�G���&���W�H�U�P�L�Q�L���D�U�H���L�Q�G�L�F�D�W�H�G��524 

�D�Q�G���K�H�O�L�F�H�V���D�U�H���Q�X�P�E�H�U�H�G�������' gradient values > 1 standard deviation a�U�H���V�K�R�Z�Q���Z�L�W�K���S�R�V�L�W�L�Y�H���Y�D�O�X�H�V���L�Q��525 



 

 

31 

�E�O�X�H�� �D�Q�G�� �Q�H�J�D�W�L�Y�H�� �Y�D�O�X�H�V�� �L�Q�� �U�H�G���� �Z�L�W�K�� �O�D�U�J�H�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V�� ���!�� ���� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �G�H�Y�L�D�W�L�R�Q�V���� �L�Q�G�L�F�D�W�H�G�� �D�V�� �G�H�H�S�H�U��526 

�F�R�O�R�U�V�����)�R�U���D���J�U�D�S�K�L�F�D�O���Y�L�H�Z���R�I���W�K�H���J�U�D�G�L�H�Q�W���Y�D�O�X�H�V���I�R�U���5�����D�Q�G���5�����,�9�9�,���U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�O�\�����V�H�H���)�L�J�X�U�H�V���6�����D�Q�G��527 

�6���� 528 

 529 

�)�L�J�X�U�H�����������3�U�R�S�R�V�H�G���P�R�G�H���R�I���D�F�W�L�R�Q���R�I���W�D�O�L�Q���G�R�P�D�L�Q���5������ 530 

���$�����%�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H���R�Q���5�����I�R�U���5�,�$�0���L�Q���W�K�H���F�O�R�V�H�G���V�W�D�W�H�������%�����%�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H���R�Q���5�����I�R�U���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���L�Q���W�K�H���R�S�H�Q���V�W�D�W�H����531 

���&�����,�Q���W�K�H���X�Q�D�F�W�L�Y�D�W�H�G���I�X�O�O���O�H�Q�J�W�K���S�U�R�W�H�L�Q�����5�����L�V���F�O�R�V�H�G�����D�Q�G���K�H�O�L�F�H�V�������D�Q�G�������I�R�U�P���D���E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H���I�R�U���5�,�$�0����532 

�Z�K�L�F�K�� �L�V�� �D�E�O�H�� �W�R�� �E�L�Q�G�� �U�H�Y�H�U�V�L�E�O�\�� �W�R�� �W�K�H�� �F�O�R�V�H�G�� �G�R�P�D�L�Q���� �)�R�U�F�H���� �S�U�R�Y�L�G�H�G�� �E�\�� �P�R�Y�H�P�H�Q�W�� �R�I�� �W�K�H�� �D�F�W�L�Q��533 

�F�\�W�R�V�N�H�O�H�W�R�Q���U�H�O�D�W�L�Y�H���W�R���W�D�O�L�Q�����S�X�O�O�V���K�H�O�L�[�������R�X�W���I�U�R�P���W�K�H���E�X�Q�G�O�H�����H�[�S�R�V�L�Q�J���W�K�H���E�L�Q�G�L�Q�J���V�L�W�H���R�Q���K�H�O�L�[�������I�R�U��534 

�Y�L�Q�F�X�O�L�Q�����7�K�L�V���H�Q�D�E�O�H�V���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���W�R���E�L�Q�G�����I�X�U�W�K�H�U���R�S�H�Q�L�Q�J���R�X�W���W�K�H���E�X�Q�G�O�H�����Z�K�L�F�K���W�K�H�Q���H�[�S�R�V�H�V���K�H�O�L�[���������I�R�U�P�L�Q�J��535 

�D�� �V�H�F�R�Q�G�� �Y�L�Q�F�X�O�L�Q�� �E�L�Q�G�L�Q�J�� �V�L�W�H�� �D�Q�G�� �O�H�D�G�L�Q�J�� �W�R�� �F�R�P�S�O�H�W�H�� �R�S�H�Q�L�Q�J�� �R�I�� �D�O�O�� �I�R�X�U�� �K�H�O�L�F�H�V�����7�K�H�� �,�9�9�,�� �P�X�W�D�W�L�R�Q��536 

�V�W�D�E�L�O�L�]�H�V���W�K�H���F�O�R�V�H�G���V�W�D�W�H���D�Q�G���G�L�V�I�D�Y�R�U�V���Y�L�Q�F�X�O�L�Q���E�L�Q�G�L�Q�J�� 537 



 

 

32 

 538 

 539 

�6�7�$�5�Ì  METHODS 540 

�'�H�W�D�L�O�H�G���P�H�W�K�R�G�V���D�U�H���S�U�R�Y�L�G�H�G���L�Q���W�K�H���R�Q�O�L�Q�H���Y�H�U�V�L�R�Q���R�I���W�K�L�V���S�D�S�H�U���D�Q�G���L�Q�F�O�X�G�H���W�K�H���I�R�O�O�R�Z�L�Q�J�� 541 

�.�H�\���U�H�V�R�X�U�F�H�V���W�D�E�O�H 542 

�&�R�Q�W�D�F�W���I�R�U���U�H�D�J�H�Q�W���D�Q�G���U�H�V�R�X�U�F�H���V�K�D�U�L�Q�J 543 

�0�H�W�K�R�G�V���G�H�W�D�L�O�V 544 

 �(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���D�Q�G���S�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���R�I���S�U�R�W�H�L�Q 545 

�+�L�J�K���S�U�H�V�V�X�U�H���1�0�5 546 

�'�D�W�D���D�Q�D�O�\�V�L�V 547 

�'�D�W�D���D�Q�G���V�R�I�W�Z�D�U�H���D�Y�D�L�O�D�E�L�O�L�W�\ 548 

 549 

ABBREVIATIONS 550 

�5�������G�R�P�D�L�Q���5�����R�I���W�D�O�L�Q�����5�����,�9�9�,�����7�������,���7�������9���7�������9���7�������,���P�X�W�D�W�L�R�Q���R�I���5�������5�,�$�0�����5�D�S�����*�7�3���L�Q�W�H�U�D�F�W�L�Q�J��551 

�D�G�D�S�W�R�U���P�R�O�H�F�X�O�H�����6�9�'�����V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H���G�H�F�R�P�S�R�V�L�W�L�R�Q 552 

 553 

STAR�Ì  METHODS 554 

KEY RESOURCES TABLE 555 

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER 
Bacterial and Virus Strains  
    E. coli BL21 STAR (DE3) Thermo Fisher Cat #C601003 

Chemicals, Peptides, and Recombinant Proteins 

    15NH4Cl Sigma Aldrich Cat # 299251 
    13C6-glucose Sigma Aldrich Cat # 389374 
    TEV protease Recombinant-In house N/A 
    Hi-Trap QFF GE-healthcare Cat #17-5053-01 
    TCEP Sigma Aldrich Cat # C4706 
    TSP Sigma Aldrich Cat # 269913 

Deposited Data 



 

 

33 

    R3-IVVI assignments BioMagResBank 26880 

Experimental Models: Recombinant DNA   

    pET151/D-TOPO plasmid Goult et al. 2013  

Software and Algorithms 

    SVD Matlab  
    TALOS-N Shen & Bax, 2013 https://spin.niddk.nih

.gov/bax/software/T
ALOS-N/ 

 556 

Method details 557 

�(�[�S�U�H�V�V�L�R�Q���D�Q�G���S�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���R�I���S�U�R�W�H�L�Q 558 

�:�L�O�G���W�\�S�H���P�R�X�V�H���W�D�O�L�Q���I�U�D�J�P�H�Q�W���5�������U�H�V�L�G�X�H�V���������������������D�Q�G���5�����,�9�9�,���P�X�W�D�Q�W�����7�������,���7�������9���7�������9���7�������,����559 

�Z�H�U�H�� �S�U�H�Y�L�R�X�V�O�\�� �F�O�R�Q�H�G�� �L�Q�W�R�� �S�(�7���������'���7�2�3�2�� �H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�� �Y�H�F�W�R�U�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q������ �H�Q�F�R�G�L�Q�J�� �D�Q�� �1���W�H�U�P�L�Q�D�O��560 

�K�H�[�D���K�L�V�W�L�G�L�Q�H���W�D�J�����*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������5�H�F�R�P�E�L�Q�D�Q�W���S�U�R�W�H�L�Q�V���Z�H�U�H���H�[�S�U�H�V�V�H�G���D�Q�G���S�X�U�L�I�L�H�G���D�V���G�H�V�F�U�L�E�H�G��561 

�S�U�H�Y�L�R�X�V�O�\�����*�R�X�O�W���H�W���D�O���������������������%�U�L�H�I�O�\�����S�U�R�W�H�L�Q���Z�D�V���S�U�R�G�X�F�H�G���L�Q���(�����F�R�O�L���V�W�U�D�L�Q���%�/�������6�7�$�5�����'�(�������F�X�O�W�X�U�H�G��562 

�L�Q���/�%���R�U�����[�0�����P�L�Q�L�P�D�O���P�H�G�L�X�P���F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�������J���/�������1�+���&�O���D�Q�G�������J���/���J�O�X�F�R�V�H���R�U�������J���/�������&�����J�O�X�F�R�V�H�����&�H�O�O�V��563 

�Z�H�U�H���J�U�R�Z�Q���D�W�������R�&���W�R���D�Q���2�'������ ���R�I�������������F�R�R�O�H�G���W�R�������R�&���D�Q�G���L�Q�G�X�F�H�G���X�V�L�Q�J�����������P�0���,�3�7�*���I�R�U���������K�R�X�U�V����564 

�+�L�V���W�D�J�J�H�G���S�U�R�W�H�L�Q���Z�D�V���S�X�U�L�I�L�H�G���E�\���Q�L�F�N�H�O���D�I�I�L�Q�L�W�\���F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�\���I�R�O�O�R�Z�L�Q�J���V�W�D�Q�G�D�U�G���S�U�R�W�R�F�R�O���D�Q�G���W�K�H���W�D�J��565 

�Z�D�V���U�H�P�R�Y�H�G���E�\���F�O�H�D�Y�D�J�H���Z�L�W�K���7�(�9���S�U�R�W�H�D�V�H�����I�R�O�O�R�Z�H�G���E�\���W�K�H���U�H�Y�H�U�V�H���S�X�U�L�I�L�F�D�W�L�R�Q�����3�U�R�W�H�L�Q���Z�D�V���I�X�U�W�K�H�U��566 

�S�X�U�L�I�L�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �D�Q�L�R�Q�� �H�[�F�K�D�Q�J�H�� �F�K�U�R�P�D�W�R�J�U�D�S�K�\�� �X�V�L�Q�J�� �D�� ���� �P�O�� �+�L���7�U�D�S�� �4�)�)�� �F�R�O�X�P�Q�� ���*�(�� �+�H�D�O�W�K�F�D�U�H������567 

�3�U�R�W�H�L�Q�� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�V�� �Z�H�U�H�� �G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�� �X�V�L�Q�J�� �D�E�V�R�U�E�D�Q�F�H�� �D�W�� �������� �Q�P�� �D�Q�G�� �F�D�O�F�X�O�D�W�H�G�� �H�[�W�L�Q�F�W�L�R�Q��568 

�F�R�H�I�I�L�F�L�H�Q�W�V�� 569 

 570 

�+�L�J�K���S�U�H�V�V�X�U�H���1�0�5 571 

�6�D�P�S�O�H�V�������������Pl) contained 1 mM R3 or R3-IVVI and were dissolved in 20 mM sodium phosphate pH 572 

�������������������P�0���1�D�&�O�������������P�0���7�&�(�3���L�Q�������������+���2�����������+���2���D�Q�G���S�O�D�F�H�G���L�Q���D���F�H�U�D�P�L�F���W�X�E�H���F�R�Q�Q�H�F�W�H�G���W�R���D��573 

�K�L�J�K���S�U�H�V�V�X�U�H���S�X�P�S�����'�D�H�G�D�O�X�V���,�Q�Q�R�Y�D�W�L�R�Q�V�������8�U�E�D�X�H�U���H�W���D�O���������������������6�S�H�F�W�U�D���Z�H�U�H���R�E�W�D�L�Q�H�G���D�W�����������.���R�Q��574 

�D�Q�����������0�+�]���%�U�X�N�H�U���$�Y�D�Q�F�H���,���V�S�H�F�W�U�R�P�H�W�H�U���H�T�X�L�S�S�H�G���Z�L�W�K���D���U�R�R�P���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H���S�U�R�E�H�����5�������R�U���R�Q���D����������575 

�0�+�]���%�U�X�N�H�U���'�5�;���V�S�H�F�W�U�R�P�H�W�H�U���I�L�W�W�H�G���Z�L�W�K���D���F�U�\�R�S�U�R�E�H�����5�����,�9�9�,�������D�W���U�H�J�X�O�D�U�O�\���V�S�D�F�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H�V���X�S���W�R����������576 



 

 

34 

�N�E�D�U�����)�R�U���5���������'�������1���+�6�4�&�������'���+�1���&�2���&�$�&�%���D�Q�G�����'���+�1�&�2���V�S�H�F�W�U�D���Z�H�U�H���D�F�T�X�L�U�H�G���H�Y�H�U�\�����������E�D�U���I�U�R�P��577 

�����E�D�U���W�R�����������N�E�D�U�����Z�K�L�O�H���I�R�U���5�����,�9�9�,�������'�������1���+�6�4�&���V�S�H�F�W�U�D���Z�H�U�H���D�F�T�X�L�U�H�G���H�Y�H�U�\�����������E�D�U���I�U�R�P�������E�D�U���W�R��578 

�����������N�E�D�U�����3�U�R�W�R�Q���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���Z�H�U�H���U�H�I�H�U�H�Q�F�H�G���W�R�������W�U�L�P�H�W�K�\�O�V�L�O�\�O�����������������������+�������S�U�R�S�L�R�Q�D�W�H�����7�6�3�����6�L�J�P�D��579 

�$�O�G�U�L�F�K���� �D�W�� �������� �S�S�P���������1�� �D�Q�G�������&�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V�� �Z�H�U�H�� �F�D�O�F�X�O�D�W�H�G�� �U�H�O�D�W�L�Y�H�� �W�R�� �7�6�3�� �E�\�� �X�V�H�� �R�I�� �W�K�H��580 

�J�\�U�R�P�D�J�Q�H�W�L�F�� �U�D�W�L�R�V�� �R�I�������1���������&�� �D�Q�G�����+�� �Q�X�F�O�H�L�� ���J(�����1�������J(���+���� � �� ������������������������ �D�Q�G���J(�����&�����J(���+���� � ��581 

�����������������������������3�H�D�N�V���Z�H�U�H���S�L�F�N�H�G���X�V�L�Q�J���)�H�O�L�[�����)�H�O�L�[���1�0�5���,�Q�F�������6�D�Q���'�L�H�J�R�����&�$�����D�Q�G���H�[�S�R�U�W�H�G���W�R���W�H�[�W���I�L�O�H�V����582 

�5�����E�D�F�N�E�R�Q�H���D�V�V�L�J�Q�P�H�Q�W�V���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H���Z�H�U�H���W�D�N�H�Q���I�U�R�P���*�R�X�O�W���H�W���D�O�����������������D�Q�G���Z�H�U�H���F�R�Q�I�L�U�P�H�G��583 

�X�V�L�Q�J�����'���+�1�&�$�&�%�������'���+�1�&�2���D�Q�G�����'���+�1���&�$���&�2���V�S�H�F�W�U�D���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�����%�D�F�N�E�R�Q�H���D�V�V�L�J�Q�P�H�Q�W�V��584 

�I�R�U���5�����,�9�9�,���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H���Z�H�U�H���R�E�W�D�L�Q�H�G���X�V�L�Q�J���V�W�D�Q�G�D�U�G���W�U�L�S�O�H���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H���P�H�W�K�R�G�V���D�Q�G���K�D�Y�H���E�H�H�Q��585 

�G�H�S�R�V�L�W�H�G���L�Q���%�L�R�0�D�J�5�H�V�%�D�Q�N�����K�W�W�S�������Z�Z�Z���E�P�U�E���Z�L�V�F���H�G�X�������X�Q�G�H�U���W�K�H���%�0�5�%���D�F�F�H�V�V�L�R�Q���F�R�G�H�������������� 586 

 587 

�'�D�W�D���D�Q�D�O�\�V�L�V 588 

�6�9�'���Z�D�V���F�D�U�U�L�H�G���R�X�W���X�V�L�Q�J���0�D�W�O�D�E�• . SVD is a well-estab�O�L�V�K�H�G���W�H�F�K�Q�L�T�X�H���I�R�U���I�D�F�W�R�U�L�]�L�Q�J���P�D�W�U�L�F�H�V�����U�H�O�D�W�H�G��589 

�W�R���S�U�L�Q�F�L�S�D�O���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W���D�Q�D�O�\�V�L�V�����D�Q�G���L�V���X�V�H�G���H�[�W�H�Q�V�L�Y�H�O�\���L�Q���V�L�J�Q�D�O���S�U�R�F�H�V�V�L�Q�J���D�Q�G���V�W�D�W�L�V�W�L�F�V�����+�H�Q�U�\���D�Q�G��590 

�+�R�I�U�L�F�K�W�H�U���� ������������ �1�R�E�O�H�� �D�Q�G�� �'�D�Q�L�H�O���� �������������� �,�W�� �L�V�� �U�H�S�R�U�W�H�G�� �W�R�� �E�H�� �W�K�H�� �O�H�D�V�W�� �E�L�D�V�H�G�� �Z�D�\�� �R�I�� �H�[�W�U�D�F�W�L�Q�J�� �W�K�H��591 

�P�H�D�Q�L�Q�J�I�X�O�� �G�D�W�D�� �I�U�R�P�� �D�Q�� �R�U�L�J�L�Q�D�O�� �R�Y�H�U�G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G�� �V�H�W�� �F�R�Q�W�D�L�Q�L�Q�J�� �H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�� �Q�R�L�V�H�� ���+�H�Q�U�\�� �D�Q�G��592 

�+�R�I�U�L�F�K�W�H�U�������������������$�Q�\���U�H�D�O���S���u �T���P�D�W�U�L�[���'���F�D�Q���E�H���I�D�F�W�R�U�L�]�H�G���D�V 593 

 D = UWVT  594 

�Z�K�H�U�H���8���L�V���D���S���u �S���X�Q�L�W�D�U�\���P�D�W�U�L�[�����9���L�V���D���T���u �T���X�Q�L�W�D�U�\���P�D�W�U�L�[���D�Q�G���9�7���L�V���L�W�V���W�U�D�Q�V�S�R�V�H�����D�Q�G���:���L�V���D���S���u �T��595 

�G�L�D�J�R�Q�D�O���P�D�W�U�L�[�����Z�K�R�V�H���G�L�D�J�R�Q�D�O���H�O�H�P�H�Q�W�V���Vi���D�U�H���U�H�D�O���D�Q�G���Q�R�Q���Q�H�J�D�W�L�Y�H�����7�K�H���Vi���D�U�H���F�D�O�O�H�G���W�K�H���V�L�Q�J�X�O�D�U��596 

�Y�D�O�X�H�V���R�I���'�����D�Q�G���D�U�H���Q�R�U�P�D�O�O�\���S�U�H�V�H�Q�W�H�G���L�Q���G�H�V�F�H�Q�G�L�Q�J���Q�X�P�H�U�L�F�D�O���Y�D�O�X�H�����7�K�H���Q�X�P�E�H�U���Q���R�I���Q�R�Q���]�H�U�R���Vi��597 

�G�H�I�L�Q�H�V�� �W�K�H�� �U�D�Q�N�� �R�I�� �W�K�H�� �P�D�W�U�L�[���� �L�H�� �W�K�H�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�� �F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V�� ���K�H�U�H���� �W�K�H�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I��598 

�L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���P�R�O�H�F�X�O�D�U���V�S�H�F�L�H�V���Z�K�R�V�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W�V���D�U�H���U�H�T�X�L�U�H�G���L�Q���R�U�G�H�U���W�R���I�L�W���W�K�H���G�D�W�D�������,�Q���S�U�D�F�W�L�F�H����599 

�R�Q�O�\���D���I�H�Z���R�I���W�K�H���Vi���K�D�Y�H���O�D�U�J�H���Y�D�O�X�H�V�����Z�L�W�K���W�K�H���U�H�P�D�L�Q�G�H�U���K�D�Y�L�Q�J���Y�D�O�X�H�V���Z�K�L�F�K���D�U�H���V�P�D�O�O���E�X�W���Q�R�W���H�[�D�F�W�O�\��600 

�]�H�U�R�����V�L�Q�F�H���W�K�H�\���D�U�L�V�H���I�U�R�P���X�Q�F�R�U�U�H�O�D�W�H�G���Q�R�L�V�H���L�Q���W�K�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���G�D�W�D�����,�W���L�V���W�K�H�U�H�I�R�U�H���S�R�V�V�L�E�O�H���W�R���V�H�W���D�O�O��601 



 

 

35 

�W�K�H���U�D�Q�G�R�P�O�\���Q�H�D�U���]�H�U�R���Vi���W�R���]�H�U�R�����O�H�D�Y�L�Q�J���D���U�H�G�X�F�H�G���:�¶���D�V���D���Q���u �Q���G�L�D�J�R�Q�D�O���P�D�W�U�L�[�����D�Q�G���D�W���W�K�H���V�D�P�H���W�L�P�H��602 

�U�H�G�X�F�H���8���D�Q�G���9���W�R���R�Q�O�\���Q���F�R�O�X�P�Q�V�����7�K�H���U�H�V�X�O�W�L�Q�J���'�¶���P�D�W�U�L�[�����F�D�O�F�X�O�D�W�H�G���I�U�R�P���'�¶��� ���8�¶�:�¶�9�¶�7���L�V���W�K�X�V���D���µ�Q�R�L�V�H��603 

�I�U�H�H�¶���Y�H�U�V�L�R�Q���R�I���'�����L�Q���Z�K�L�F�K���R�Q�O�\���F�R�U�U�H�O�D�W�H�G���Q�R�L�V�H���U�H�P�D�L�Q�V�����6�9�'���L�V���W�K�H�U�H�I�R�U�H���Y�H�U�\���X�V�H�I�X�O�����I�R�U�����D�����G�H�U�L�Y�L�Q�J��604 

�W�K�H���U�D�Q�N���R�I�� �'���� �L�H���W�K�H���P�L�Q�L�P�X�P���Q�X�P�E�H�U���R�I�� �L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V���U�H�T�X�L�U�H�G���W�R���J�H�Q�H�U�D�W�H���W�K�H���F�K�H�P�L�F�D�O��605 

�V�K�L�I�W�� �F�K�D�Q�J�H�V�� �R�E�V�H�U�Y�H�G���� �D�Q�G�� ���E���� �U�H�P�R�Y�L�Q�J�� �P�R�V�W�� �R�I�� �W�K�H�� �Q�R�L�V�H�� �I�U�R�P�� �W�K�H�� �G�D�W�D���� �W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �L�P�S�U�R�Y�L�Q�J��606 

�V�X�E�V�H�T�X�H�Q�W���I�L�W�W�L�Q�J���R�I���W�K�H���G�D�W�D�� 607 

�7�K�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���G�D�W�D���V�H�W���Z�D�V���I�D�F�W�R�U�L�]�H�G���W�R���\�L�H�O�G���W�K�H���8�����:���D�Q�G���9���P�D�W�U�L�F�H�V�����7�K�L�V���D�Q�D�O�\�V�L�V���Z�D�V��608 

�F�D�U�U�L�H�G�� �R�X�W�� �V�H�S�D�U�D�W�H�O�\�� �I�R�U�� �D�P�L�G�H�� �S�U�R�W�R�Q�� �D�Q�G�� �D�P�L�G�H�� �Q�L�W�U�R�J�H�Q�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V���� �D�Q�G�� �D�O�V�R�� �I�R�U�� �E�R�W�K�� �V�H�W�V��609 

�F�R�P�E�L�Q�H�G�����7�K�H���I�L�W�W�L�Q�J���Z�D�V���R�I���V�L�P�L�O�D�U���T�X�D�O�L�W�\���I�R�U���D�O�O���W�K�U�H�H���V�H�W�V�����D�V���Z�H�U�H���W�K�H���U�H�V�X�O�W�V�����D�Q�G���W�K�H�U�H�I�R�U�H���Z�H���U�H�S�R�U�W��610 

�W�K�H�� �X�V�H�� �R�I�� �F�R�P�E�L�Q�H�G�� �+�1�� �D�Q�G�� �1�� �V�K�L�I�W�V���� �E�H�F�D�X�V�H���D�� �J�O�R�E�D�O�� �D�Q�D�O�\�V�L�V�� �R�I�� �D�O�O�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� �Y�D�O�X�H�V�� �W�R�J�H�W�K�H�U��611 

�V�K�R�X�O�G���S�U�R�Y�L�G�H���W�K�H���P�R�V�W���U�R�E�X�V�W���I�L�W�W�L�Q�J�����$�U�D�L���H�W���D�O���������������������,�Q���S�D�U�W�L�F�X�O�D�U�����W�K�H���Q�R�L�V�H���R�Q���H�D�F�K���L�Q�G�L�Y�L�G�X�D�O���S�R�L�Q�W��612 

�L�V���U�H�G�X�F�H�G���L�Q���D�Q���L�G�H�D�O���F�D�V�H���E�\���S�T�������������Z�K�L�F�K���K�H�U�H���L�V���D�S�S�U�R�[�L�P�D�W�H�O�\���D���I�D�F�W�R�U���R�I���������Z�K�H�Q���F�R�P�E�L�Q�L�Q�J�����+���D�Q�G��613 

�����1���V�K�L�I�W�V���W�R�J�H�W�K�H�U�����+�H�Q�U�\���D�Q�G���+�R�I�U�L�F�K�W�H�U�������������������7�K�H���U�D�Z���G�D�W�D���'���F�R�Q�V�L�V�W�H�G���R�I���V�H�S�D�U�D�W�H���O�L�V�W�V���R�I���E�D�F�N�E�R�Q�H��614 

���+�1���������1���������&�.���������&�������D�Q�G�������&�
���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���I�R�U���5�������D�Q�G���E�D�F�N�E�R�Q�H�����+�1���D�Q�G�������1���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W��615 

�F�K�D�Q�J�H�V�� �I�R�U�� �5�����,�9�9�,�� �D�W�� �H�D�F�K�� �S�U�H�V�V�X�U�H���� �$�Q�D�O�\�V�L�V�� �R�I�� �W�K�H�������&�.���������&���� �D�Q�G�������&�
�� �V�K�L�I�W�V�� �Z�D�V�� �F�D�U�U�L�H�G�� �R�X�W��616 

�L�Q�G�H�S�H�Q�G�H�Q�W�O�\���� �E�H�F�D�X�V�H�� �W�K�H�� �Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �U�H�V�L�G�X�H�V�� �Z�L�W�K�� �X�V�D�E�O�H�� �Q�R�Q���R�Y�H�U�O�D�S�S�H�G�� �V�L�J�Q�D�O�V�� �Z�D�V�� �G�L�I�I�H�U�H�Q�W�� �I�R�U��617 

�H�D�F�K���J�U�R�X�S�����5�D�W�K�H�U���W�K�D�Q���X�V�L�Q�J���D�E�V�R�O�X�W�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�D�O�X�H�V�����W�K�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O���G�D�W�D���Z�H�U�H���D�O�O���L�Q�S�X�W���D�V��618 

�F�K�D�Q�J�H�V���L�Q���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���I�U�R�P���W�K�H���L�Q�L�W�L�D�O���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�D�O�X�H���� �6�9�'�� �I�L�W�W�L�Q�J���R�I�� �D�E�V�R�O�X�W�H���V�K�L�I�W�V���J�H�Q�H�U�D�W�H�V��619 

�R�Q�H�� �Y�H�U�\�� �O�D�U�J�H�� �V�L�Q�J�X�O�D�U�� �Y�D�O�X�H�� ���U�H�I�O�H�F�W�L�Q�J�� �W�K�H�� �V�W�D�U�W�L�Q�J�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�� �Y�D�O�X�H�V���� �W�R�J�H�W�K�H�U�� �Z�L�W�K�� �R�W�K�H�U�� �P�X�F�K��620 

�V�P�D�O�O�H�U���R�Q�H�V���� �Z�K�H�U�H�D�V���I�L�W�W�L�Q�J���R�I�� �F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���J�H�Q�H�U�D�W�H�V���V�L�Q�J�X�O�D�U���Y�D�O�X�H�V���R�I�� �D���P�R�U�H���V�L�P�L�O�D�U��621 

�V�L�]�H�����6�X�E�V�H�T�X�H�Q�W���O�H�D�V�W���V�T�X�D�U�H�V���I�L�W�W�L�Q�J���L�V���W�K�H�Q���P�R�U�H���U�R�E�X�V�W�����+�H�Q�U�\���D�Q�G���+�R�I�U�L�F�K�W�H�U���������������� 622 

�3�H�D�N�V�� �W�K�D�W�� �V�K�R�Z�H�G�� �H�Y�L�G�H�Q�F�H�� �R�I�� �L�Q�W�H�U�P�H�G�L�D�W�H�� �H�[�F�K�D�Q�J�H�� �E�U�R�D�G�H�Q�L�Q�J�� �L�Q�� �W�K�H�� ���'�� �+�1���&�2���&�$�&�%��623 

�V�S�H�F�W�U�D�����&�D preceding T802, D803, I805,V808, E810, F813 and S814, and C�E preceding L806, V808, 624 

�7�����������(���������D�Q�G���)�������������W�R�J�H�W�K�H�U���Z�L�W�K���D���V�P�D�O�O���Q�X�P�E�H�U���R�I���S�H�D�N�V���Z�L�W�K���Y�H�U�\���V�P�D�O�O���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V����625 

�Z�H�U�H���U�H�P�R�Y�H�G���I�U�R�P���W�K�H���D�Q�D�O�\�V�L�V�����)�R�O�O�R�Z�L�Q�J���W�K�H���6�9�'�����D�O�O���F�R�P�S�R�Q�H�Q�W�V���R�I���8�����:���D�Q�G���9���D�E�R�Y�H���U�D�Q�N�������Z�H�U�H��626 

�V�H�W���W�R���]�H�U�R���D�Q�G���X�V�H�G���W�R���F�D�O�F�X�O�D�W�H���W�K�H���µ�Q�R�L�V�H���I�U�H�H�¶���G�D�W�D�V�H�W���'�¶�����7�K�H�V�H���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V���Z�H�U�H���U�H�V�F�D�O�H�G��627 



 

 

36 

�W�R���K�D�Y�H���W�K�H���V�D�P�H���P�D�[�L�P�X�P���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�����W�R���D�Y�R�L�G���E�L�D�V�L�Q�J���W�K�H���I�L�W�W�L�Q�J���E�\���D���I�H�Z���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H�V���Z�L�W�K���Y�H�U�\���O�D�U�J�H��628 

�F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V�����7�K�H���U�H�V�F�D�O�H�G���V�K�L�I�W�V���Z�H�U�H���I�L�W�W�H�G���W�R���(�T���������X�V�L�Q�J���D���/�H�Y�H�Q�E�H�U�J���0�D�U�T�X�D�U�G�W���Q�R�Q���O�L�Q�H�D�U��629 

�O�H�D�V�W���V�T�X�D�U�H�V���D�O�J�R�U�L�W�K�P�����*�O�R�E�D�O���' G and �' V values (together with resonance-specific �G1�������G2�������'�G1���D�Q�G���'�G2��630 

�S�D�U�D�P�H�W�H�U�V�����Z�H�U�H���I�L�U�V�W���R�E�W�D�L�Q�H�G���E�\���I�L�W�W�L�Q�J���W�R���(�T�X�D�W�L�R�Q�������X�V�L�Q�J���D���V�X�E�V�H�W���R�I���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H�V���Z�K�L�F�K���K�D�G���W�K�H���P�R�V�W��631 

�F�X�U�Y�H�G���S�U�H�V�V�X�U�H���G�H�S�H�Q�G�H�Q�W���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V�����E�D�V�H�G���R�Q���W�K�H���Y�D�O�X�H���R�I���F2���Z�K�H�Q���I�L�W�W�L�Q�J���W�K�H���G�D�W�D���W�R���D��632 

�T�X�D�G�U�D�W�L�F���H�[�S�U�H�V�V�L�R�Q�����7�K�H���H�U�U�R�U���L�Q���W�K�H���I�L�W�W�H�G���' G and �' V values was estimated by using different residues 633 

�D�Q�G���Q�X�F�O�H�L���I�R�U���W�K�H���I�L�W�W�L�Q�J�����D�Q�G���D�O�V�R���E�\���F�D�U�U�\�L�Q�J���R�X�W���D���0�R�Q�W�H���&�D�U�O�R���W�\�S�H���V�H�D�U�F�K�����Y�D�U�\�L�Q�J���' G and �' V and 634 

�F�D�O�F�X�O�D�W�L�Q�J���W�K�H���J�R�R�G�Q�H�V�V���R�I���I�L�W���R�I���W�K�H���G�D�W�D�����2�Q�F�H���U�H�O�L�D�E�O�H���Y�D�O�X�H�V���R�I���' G and �' V had b�H�H�Q���R�E�W�D�L�Q�H�G���I�R�U���W�K�L�V��635 

�V�X�E�V�H�W���R�I���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H�V�����W�K�H���Y�D�O�X�H�V���Z�H�U�H���I�L�[�H�G�����D�Q�G���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H���V�S�H�F�L�I�L�F���G1�������G2�������'�G1���D�Q�G���'�G2���Z�H�U�H���F�D�O�F�X�O�D�W�H�G��636 

�I�R�U���D�O�O���R�W�K�H�U���U�H�V�R�Q�D�Q�F�H�V�����D�I�W�H�U���Z�K�L�F�K���W�K�H���G�D�W�D���Z�H�U�H���U�H�V�F�D�O�H�G���W�R���W�K�H���R�U�L�J�L�Q�D�O���Y�D�O�X�H�V���I�R�U���V�X�E�V�H�T�X�H�Q�W���D�Q�D�O�\�V�L�V����637 

�'�X�U�L�Q�J���W�K�H���I�L�W�W�L�Q�J���I�R�U���5�������L�W���Z�D�V���R�E�V�H�U�Y�H�G���W�K�D�W���W�K�H���Y�D�O�X�H�V���I�R�U���G1�����D�Q�G���G2�����Z�H�U�H���L�Q���H�Y�H�U�\���F�D�V�H���D�O�P�R�V�W���H�[�D�F�W�O�\��638 

�R�I�� �W�K�H�� �V�D�P�H�� �P�D�J�Q�L�W�X�G�H�� �E�X�W�� �R�I�� �R�S�S�R�V�L�W�H�� �V�L�J�Q���� �7�K�L�V�� �L�V�� �D�� �F�R�Q�V�H�T�X�H�Q�F�H�� �R�I�� �I�L�W�W�L�Q�J�� �W�K�H�� �F�K�H�P�L�F�D�O�� �V�K�L�I�W�V�� �D�V��639 

�G�L�I�I�H�U�H�Q�F�H�V���I�U�R�P���W�K�H���V�W�D�U�W�L�Q�J���Y�D�O�X�H�����D�Q�G���R�I���W�K�H���Y�H�U�\���V�P�D�O�O���D�E�V�R�O�X�W�H���Y�D�O�X�H���R�I���' G for R3 (ie close to 50% 640 

�S�R�S�X�O�D�W�L�R�Q�V���R�I���W�K�H���W�Z�R���V�W�D�W�H�V���D�W���D�P�E�L�H�Q�W���S�U�H�V�V�X�U�H�������,�Q���R�U�G�H�U���W�R���R�E�W�D�L�Q���P�R�U�H���U�R�E�X�V�W���I�L�W�V�����G1�����D�Q�G���G2�����Z�H�U�H��641 

�W�K�H�U�H�I�R�U�H�� �U�H�V�W�U�D�L�Q�H�G���W�R�� �E�H�� �H�T�X�D�O�� �L�Q���P�D�J�Q�L�W�X�G�H�� �E�X�W�� �R�I���R�S�S�R�V�L�W�H�� �V�L�J�Q�� ���I�R�U�� �5���� �R�Q�O�\������ �W�K�H�U�H�E�\�� �U�H�G�X�F�L�Q�J�� �W�K�H��642 

�Q�X�P�E�H�U�� �R�I�� �I�L�W�W�H�G�� �S�D�U�D�P�H�W�H�U�V�� �E�\�� �R�Q�H���� �%�D�F�N�E�R�Q�H�� �G�L�K�H�G�U�D�O�� �D�Q�J�O�H�V�� �Z�H�U�H�� �F�D�O�F�X�O�D�W�H�G�� �I�R�U�� �W�K�H�� �J�U�R�X�Q�G�� �D�Q�G��643 

�H�[�F�L�W�H�G���V�W�D�W�H�V���X�V�L�Q�J���7�$�/�2�6���1�����6�K�H�Q���D�Q�G���%�D�[�������������������X�V�L�Q�J���F�K�H�P�L�F�D�O���V�K�L�I�W���Y�D�O�X�H�V���I�R�U���+�1�����1�����&�D, C�E, and 644 

�&�¶���Q�X�F�O�H�L���R�E�W�D�L�Q�H�G���I�U�R�P���G1�R���D�Q�G���G2�R�����U�H�V�S�H�F�W�L�Y�H�O�\�� 645 

 646 

�$���W�\�S�L�F�D�O���0�D�W�O�D�E�•  script for carrying out SVD analysis is as follows: 647 

�D���Œ�Œ���v�P�����š�Z���������š�����]�v�š�}�������u���š�Œ�]�Æ���v���Œ�}�Á�•�����Ç���u�����}�o�µ�u�v�•�U���Á�Z���Œ�����v���]�•���š�Z�����v�µ�u�����Œ���}�(���‰�����l�•�����v�����u���]�•���š�Z�����v�µ�u�����Œ���}�(��648 

�š�]�š�Œ���š�]�}�v���‰�}�]�v�š�•�U�����v�����]�u�‰�}�Œ�š���]�š�X���&�}�Œ���í�ñ�E�r�,�^�Y���������š���U���š�Z�����o�]�•�š�����}�v�š���]�v�•�����}�š�Z���,�����v�����E���•�Z�]�(�š�•�E 649 

���A�����š���V 650 

�€�µ�U�•�U�À�•�A�•�À���~���U�ì�•�V 651 

�À�•�u���o�o�A�À�~�W�U�í�W�ð�•�V 652 



 

 

37 

�•�•�u���o�o�A�•�~�í�W�ð�U�í�W�ð�•�V 653 

�µ�•�u���o�o�A�µ�~�W�U�í�W�ð�•�V 654 

�š���u�‰�A�•�•�u���o�o�Ž�À�•�u���o�o�–�V 655 

�v�}�]�•���o���•�•�A�µ�•�u���o�o�Ž�š���u�‰�V 656 

���A�v�}�]�•���o���•�•�–�V 657 

Contact for reagent and resource sharing 658 

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by 659 

the Lead Contact, Mike Williamson (m.williamson@sheffield.ac.uk). 660 

 661 

�6�8�3�3�/�(�0�(�1�7�$�/���,�1�)�2�5�0�$�7�,�2�1 662 

�)�L�J�X�U�H�V���6�����6�������7�D�E�O�H���6�����Z�L�W�K���'�R�F�X�P�H�Q�W���6�������D���M�X�V�W�L�I�L�F�D�W�L�R�Q���R�I���(�T�X�D�W�L�R�Q�������� 663 

�&�R�P�S�U�H�V�V�H�G���I�L�O�H���'�D�W�D�B�6�����W�D�U���]�L�S�����)�L�W�W�H�G���G�D�W�D���G10, �G20, �'�G1 �D�Q�G �'�G2 �I�R�U���H�D�F�K���Q�X�F�O�H�X�V�����U�H�O�D�W�H�G���W�R���)�L�J�X�U�H�V��������664 

�������������6�������6�������6�������6�������6�������D�Q�G���6������ 665 

�7�K�L�V�� �I�L�O�H�� �J�L�Y�H�V�� �W�K�H�� �I�L�W�W�H�G�� �Y�D�O�X�H�V�� �W�R�J�H�W�K�H�U�� �Z�L�W�K�� �W�K�H�L�U���D�V�V�R�F�L�D�W�H�G�� �H�U�U�R�U�V�� �D�Q�G�� �W�K�H�� �R�Y�H�U�D�O�O���F2�� �H�U�U�R�U�V���� �,�W�� �D�O�V�R��666 

�F�R�Q�W�D�L�Q�V���V�K�L�I�W���F�K�D�Q�J�H�V�����E�R�W�K���R�U�L�J�L�Q�D�O���G�D�W�D���D�Q�G���S�R�V�W���6�9�'���� 667 

 668 


