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ABSTRACT 
 
T r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  p l a y  a  c r u c i a l  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
b o t h  b a s a l  a n d  d i f f e r e n t i a l  g e n e  e x p r e s s i o n ,  i n t e r a c t i n g  w i t h  
sp e c i f i c  t a r g e t  s e q u e n c e s ,  t h e r e b y  a c t i v a t i n g  o r  r e p r e s s i n g  
t r a n sc r i p t i o n .  T h e  F O X  f a m i l y  o f  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s ,  
c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  m o d i f i e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  
D N A  b i n d i n g  d o m a i n ,  t h e  f o r k h e a d  d o m a i n  ( F H D ) ,  a r e  k e y  i n  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  p a t h w a y s  a s so c i a t e d  w i t h  e m b r y o g e n e s i s  a n d  
d e v e l o p m e n t .  O n e  su c h  m e m b e r ,  F O X P 2  h a s  b e e n  d i r e c t l y  
a s so c i a t e d  w i t h  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n .  M u t a t i o n s ,  sp e c i f i c a l l y  
w i t h i n  t h e  F H D ,  h a v e  b e e n  d i r e c t l y  l i n k e d  t o  v e r b a l  d y sp r a x i a  
a n d  c a n c e r ,  a s  w e l l  a s  h y p o t h e s i z e d  l i n k s  b e t w e e n  a b n o r m a l  
F O X P 2  f u n c t i o n  a n d  a u t i sm  a n d  sc h i z o p h r e n i a .  I t  i s  p o s s i b l e  
t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  F O X P 2  c o u l d  b e  r e g u l a t e d  b y  t h e  p r e se n c e  
o f  sm a l l  m o l e c u l e s ,  sp e c i f i c a l l y  d o p a m i n e .  V a r i o u s  s t u d i e s  h a v e  
su g g e st e d  l i n k s  b e t w e e n  d o p a m i n e r g i c  p a t h w a y s  a n d  F O X P 2  
a c t i v i t y .  F o r  e x a m p l e ,  i t  h a s  b e e n  p r o p o se d  t h a t  F O X P 2  d o w n  
r e g u l a t e s  c e l l u l a r  d o p a m i n e  l e v e l s ,  a s  w e l l  a s  a f f e c t s  t h e  
m o r p h o l o g i e s  o f  t a r g e t  n e u r o n s  o f  d o p a m i n e r g i c  p a t h w a y s .   T h e  
p o t e n t i a l  f o r  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r  t o  d i r e c t l y  i n t e r a c t  w i t h  
F O X P 2 ,  sp e c i f i c a l l y  t h e  F H D ,  t h e r e b y  m o d u l a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  
t h e  p r o t e i n ,  sp e c i f i c a l l y  w i t h  r e g a r d  t o  D N A  b i n d i n g ,  h a d  n o t  
y e t  b e e n  i n v e st i g a t e d .  F O X P 2  F H D  w a s  o v e r e x p r e s s e d ,  p u r i f i e d  
a n d  s t r u c t u r a l l y  a n d  f u n c t i o n a l l y  c h a r a c t e r i se d ,  b e f o r e  
i n v e st i g a t i n g  w h e t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a t  
p h y si o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n s  ( 3 5  M ) ,  a s  w e l l  a s  i n  e x c e ss  ( 1 0 0  
M ) ,  a f f e c t e d  t h e  se c o n d a r y  o r  t e r t i a r y  s t r u c t u r e .  T h e  e f f e c t  o f  
t h e  p r e se n c e  o f  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r  o n  D N A  b i n d i n g  w a s  t h e n  
i n v e st i g a t e d ,  a n d  t h e  K D  w a s  d e t e r m i n e d .  M o l e c u l a r  d o c k i n g  
w a s  u s e d  t o  i n v e st i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
t h e  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  t h e  F H D  a n d  v a r i o u s  
r e a c t i v e  p r o d u c t s  o f  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n  ( n a m e l y  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  d o p a m i n e c h r o m e )  i n  
s i l i c o .  T h e  i n v e st i g a t i o n  r e v e a l e d  a  p o t e n t i a l  n o n - c a n o n i c a l  
b i n d i n g  p o c k e t  l o c a t e d  t o w a r d s  t h e  C - t e r m i n u s  o f  t h e  F O X P 2  
F H D ,  h o w e v e r ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  a  p r o d u c t  o f  d o p a m i n e  
a u t o x i d a t i o n ,  su c h  a s  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  w a s  m o r e  l i k e l y  t o  
b i n d  t h e  p o c k e t  t h a n  d o p a m i n e  i t s e l f .   S p e c t r o s c o p i c  
i n v e st i g a t i o n  r e v e a l e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  d i d  n o t  
a l t e r  t h e  f o l d  o r  c o n f o r m a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n ,  w h i l e  
f l u o r e sc e n c e  a n i so t r o p y  su g g e s t e d  t h a t  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r  
d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  t h e  D N A  b i n d i n g  a f f i n i t y ,  h o w e v e r  a  
s l i g h t  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  a f f i n i t y  w a s  o b se r v e d  w i t h  
i n c r e a si n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d o p a m i n e  ( a  K D  o f  0 , 7 8 4M  w a s  
o b s e r v e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  d o p a m i n e ,  w h i l e  t h e  K D  o b t a i n e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  3 5  M  d o p a m i n e  w a s  f o u n d  t o  b e  1 , 0 7 4  M ,  a n d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 0  M  d o p a m i n e ,  t h e  K D  o b t a i n e d  w a s  1 , 4 0  
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M ) .  S u p p o r t e d  b y  i n  s i l i c o  o b s e r v a t i o n s ,  i t  w a s  h y p o t h e si z e d  
t h a t  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  d o p a m i n e  i t s e l f  d i r e c t l y  r e g u l a t e s  t h e  
a c t i v i t y  o f  F O X P 2  v i a  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  F H D ,  h o w e v e r  i t  i s  
p o ss i b l e  t h a t  a  p r o d u c t  o f  sp o n t a n e o u s  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n  
m a y  p l a y  a  r o l e  i n  r e g u l a t i n g  F O X P 2  a c t i v i t y  p h y si o l o g i c a l l y .    
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1.  INTRODUCTION  
 
1 . 1 .  R e g u l a t i o n  o f  T r a n s cr i p t i on  a n d  T h e  R ol e  o f  
T r a n s cr i p t i o n  F a ct or s    
 
1 . 1 . 1 .  R e g u l a t i o n  o f  T r a n sc r i p t i o n   
 
T r a n s c r i p t i o n  a c t s  a s  t h e  p i v o t a l  f i r s t  s t e p  i n  g e n e  e x p r e s s i o n .  
B r o a d l y  sp e a k i n g ,  t h i s  p r o c e ss  r e su l t s  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n  
i n i t i a l  m R N A  t r a n sc r i p t ,  t h e  p r e - m R N A ,  f r o m  D N A  ( L a t c h m a n ,  
1 9 9 3 ) .  F o l l o w i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h i s  t r a n s c r i p t ,  v a r i o u s  
p o st t r a n s c r i p t i o n a l  p r o c e ss e s  i n c l u d i n g  m R N A  sp l i c i n g ,  
t r a n sl a t i o n  a n d  p o st t r a n sl a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n s  f a c i l i t a t e  t h e  
f o r m a t i o n  o f  f u n c t i o n a l  p r o t e i n s  f r o m  s t r u c t u r a l  g e n e s  
( L a t c h m a n ,  1 9 9 3 ) .  S p e c i f i c i t y  a n d  t i g h t  r e g u l a t i o n  o f  g e n e  
t r a n sc r i p t i o n  i s  c r u c i a l ,  a s  i t  p l a y s  a  k e y  r o l e  i n  o r c h e st r a t i n g  
c e l l u l a r  f u n c t i o n ,  a l l o w i n g  f o r  c e l l s  t o  r e sp o n d  t o  b o t h  i n n a t e  
a n d  e x t e r n a l  s t i m u l i  ( Y i l m a z  a n d  G r o t e w o l d ,  2 0 1 0 ) ,  a n d  a l l o w s  
f o r  a  d e f i n e d  a n d  u n i q u e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  t o  b e  
e s t a b l i sh e d  w i t h i n  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s ,  t h e r e b y  f a c i l i t a t i n g  
sp e c i a l i s a t i o n  o f  d i f f e r e n t  t i s su e s  ( L a t c h m a n ,  1 9 9 3 ) .  
 
I n  t h e  c a s e  o f  b o t h  b a s a l  a n d  d i f f e r e n t i a l  g e n e  e x p r e s s i o n ,  
r e g u l a t i o n  o n  a  t r a n s c r i p t i o n a l  l e v e l  i s  l a r g e l y  f a c i l i t a t e d  b y  
i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a  g r o u p  o f  r e g u l a t o r y  p r o t e i n s ,  k n o w n  a s  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  ( T F s)  a n d  sp e c i f i c  r e g u l a t o r y  D N A  r e g i o n s  
( L e l l i  e t  a l . ,  2 0 1 3 ,  O n g  a n d  C o r e s ,  2 0 1 1 ,  S p i t z  a n d  F u r l o n g ,  
2 0 1 2 ) .  T h e se  D N A  r e g i o n s ,  k n o w n  a s  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  
b i n d i n g  s i t e s  c o n t a i n  sp e c i f i c  m o t i f s ,  sh o r t  D N A  s e q u e n c e s  t h a t  
T F s  p r e f e r e n t i a l l y  b i n d .  M o t i f s  r e c o g n i s e d  b y  T F s  a r e  u su a l l y  
sm a l l  ( 6 - 1 2  b a s e  p a i r s )  a n d  t y p i c a l l y  t h e  r e g u l a t o r y  r e g i o n s  o f  
a  g e n e  m a y  c o n t a i n  m u l t i p l e  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e s  f o r  v a r i o u s  
T F s  ( W u n d e r l i c h  a n d  M i r n y ,  2 0 0 9 ) .  M a n y  T F s  a l so  f o r m  d i m e r s ,  
t r i m e r s ,  h i g h e r  o r d e r  s t r u c t u r e s  o r  r e q u i r e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  
o t h e r  T F s  i n  o r d e r  t o  b e  a c t i v a t e d .  C o o p e r a t i v i t y  a n d  sy n e r g y  
b e t w e e n  T F s  i s  t h e r e f o r e  e s s e n t i a l  f o r  e f f e c t i v e  r e g u l a t i o n  o f  
g e n e  e x p r e s s i o n ,  a n d  g l o b a l  g e n e  r e g u l a t o r y  n e t w o r k s  a r e  
h i g h l y  c o n s e r v e d  ( W u n d e r l i c h  a n d  M i r n y ,  2 0 0 9 ,  R e i t e r  e t  a l . ,  
2 0 1 7 ) .   
 
I n  o r d e r  f o r  t h e  t r a n sc r i p t i o n  o f  a  s p e c i f i c  g e n e  t o  p r o c e e d ,  i t  
i s  e s se n t i a l  t h a t  t h e  p r e t r a n sc r i p t i o n  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  f o r m s  
o n  t h e  c o r r e sp o n d i n g  t r a n sc r i p t i o n  st a r t  s i t e  ( T S S )  o f  t h e  
p r o m o t e r  r e g i o n  o f  t h a t  g e n e  ( L u se ,  2 0 1 3 ) .  T h i s  l a r g e  
m u l t i c o m p o n e n t  c o m p l e x  i s  c o m p o s e d  o f  R N A  p o l y m e r a se  I I  
( R N A  p o l  I I ) ,  a s  w e l l  a s  g e n e r a l  a n d  sp e c i f i c  t r a n sc r i p t i o n  
f a c t o r s  a n d  c o f a c t o r s  ( L u se ,  2 0 1 3 ) .   U l t i m a t e l y ,  T F s  f u n c t i o n  b y  
p r o m o t i n g  o r  i n h i b i t i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  p r e t r a n sc r i p t i o n  
i n i t i a t i o n  c o m p l e x ,  a n d  t h u s  i n f l u e n c i n g  t h e  i n i t i a t i o n  o f  
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t r a n sc r i p t i o n  ( L a t c h m a n ,  1 9 9 3 ) .  I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  D N A  a n d  
a  T F  a l o n e  a r e  o f t e n  n o t  su f f i c i e n t  t o  i n f l u e n c e  t h e  f o r m a t i o n  o f  
t h e  p r e t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  c o m p l e x .   T F s  a r e ,  t h e r e f o r e ,  
o f t e n  m o d u l a r  p r o t e i n s ,  c o m p o s e d  o f  m u l t i p l e  d o m a i n s  w i t h  
v a r y i n g  f u n c t i o n s ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  t h e s e  p r o t e i n s  t o  i n t e r a c t  
w i t h  D N A ,  a s  w e l l  a s  w i t h  o t h e r  p r o t e i n s ,  su c h  a s  R N A  p o l  I I  
( L a m b e r t  e t  a l . ,  2 0 1 8 ,  P t a sh n e ,  1 9 9 8 ,  M i t c h e l l  a n d  T j i a n ,  1 9 8 9 ) .  
T h i s  i s  d e p i c t e d  b e l o w  ( f i g u r e  1 . 1 ) .   S i n c e  T F s  a c t  
p r e d o m i n a n t l y  a s  a c t i v a t o r s  o f  t r a n s c r i p t i o n ,  f o l l o w i n g  a  D N A  
b i n d i n g  e v e n t ,  p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s  m a y  r e c r u i t  o t h e r  
f a c t o r s ,  o r  f a c i l i t a t e  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s ,  t o  e i t h e r  t h e  D N A  
o r  o t h e r  p r o t e i n s ,  t h e r e b y  p r o m o t i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  
p r e t r a n s c r i p t i o n  i n i t i a t i o n  c o m p l e x .  T h e  b i n d i n g  e v e n t  i t se l f  
b e t w e e n  t h e  D N A  a n d  t h e  a c t i v a t o r  m a y  a l so  a l t e r  t h e  
c o n f o r m a t i o n  o f  a  T F  t h a t  i s  a l r e a d y  b o u n d  ( R o b e r t s ,  2 0 0 0 ) .   
 

 
 
F i g u r e  1 . 1 :  T h e  c o m p o s i t i o n  o f  a  p r o t o t y p i c a l  T F  T F s  a r e  t y p i c a l l y  
c o m p o s e d  o f  m o r e  t h a n  o n e  f u n c t i o n a l  d o m a i n .  T h e  D N A  b i n d i n g  d o m a i n  
( l i g h t  b l u e )  r e c o g n i s e s ,  a n d  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  t a r g e t  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  
b i n d i n g  s i t e  ( d a r k  b l u e ) ,  w h i l e  t h e  e f f e c t o r  d o m a i n  o r  d o m a i n s  ( r e d )  m a y  
i n t e r a c t  w i t h  o t h e r  p r o t e i n s  o r  a  s p e c i f i c  l i g a n d ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  t h e  T F  
t o  r e g u l a t e  t r a n s c r i p t i o n  o r  f a c i l i t a t i n g  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  
t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  i t s e l f .   

 
A l t h o u g h  l e s s  c o m m o n ,  T F s  c a n  a l so  a c t  a s  r e p r e s so r s  o f  
t r a n sc r i p t i o n ,  a n d  i n  so m e  c a se s ,  T F s  c a n  a c t  a s  b o t h  a c t i v a t o r s  
a n d  r e p r e s so r s  o f  t r a n sc r i p t i o n a l  a c t i v i t y .  T h i s  i s  sp a t i a l l y  a n d  
t e m p o r a l l y  d e f i n e d  ( S h a r r o c k s ,  2 0 0 1 ;  L a m b e r t  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .  
D i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n ,  r e g u l a t e d  t h r o u g h  m o l e c u l a r  
m e c h a n i sm s i n c l u d i n g  p o st - t r a n sl a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n ,  D N A  
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a c c e ss i b i l i t y  a n d  D N A  m o d i f i c a t i o n ,  f a c i l i t a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  a  u n i q u e  e x p r e s s i o n  p r o f i l e  w i t h i n  d i f f e r e n t  t i ssu e  t y p e s ,  
d u r i n g  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t ,  o r  a t  d i f f e r e n t  p o i n t s  
w i t h i n  c e l l  c y c l e  ( A l o n ,  2 0 0 7 ;  M e n g  a n d  A l o n ,  2 0 0 3 ;  S i m o n  e t  
a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  c o - l o c a l i sa t i o n  o f  d i st i n c t i v e  p r o t e i n s  w i t h i n  
t h e s e  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s ,  o r  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  m a y  r e su l t  i n  
t h e  c o n v e r s i o n  o f  a n  a c t i v a t o r  i n t o  a  r e p r e s so r .  F o r  e x a m p l e ,  
T b x 2 4  ( T - b o x 2 4 )  i s  a  m e m b e r  o f  t h e  T - b o x  f a m i l y  o f  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s .  T - b o x  p r o t e i n s  p l a y  a  c r u c i a l  r o l e  i n  
so m i t e  se g m e n t a t i o n  i n  v e r t e b r a t e s .    T b x 2 4  a c t s  p r e d o m i n a n t l y  
a s  a n  a c t i v a t o r  o f  t r a n s c r i p t i o n a l  a c t i v i t y ,  h o w e v e r ,  w h e n  
a s so c i a t e d  w i t h  R i p p l y 1 ,  t h e  T F  h a s  b e e n  sh o w n  t o  r e p r e s s  
t r a n sc r i p t i o n a l  a c t i v i t y  t h r o u g h  t h e  r e c r u i t m e n t  o f  t h e  g l o b a l  
c o r e p r e s so r  G r o u c h o / T r a n sd u c i n - L i k e  E n h a n c e r  o f  S p l i t .  T h e  
c o n v e r s i o n  o f  t h e  T F  f r o m  a n  a c t i v a t o r  t o  r e p r e s so r  i s  t h e r e f o r e  
d e p e n d e n t  o n  c o o r d i n a t e d  c o l o c a l i s a t i o n .    
 
G e n e r a l l y ,  r e p r e s so r s  i n t e r r u p t  t h e  f o r m a t i o n  o r  a c t i v a t i o n  o f  
t h e  p r e t r a n sc r i p t i o n  i n i t i a t i o n  c o m p l e x .  T h e se  T F s  m a y  a c t  b y  
b l o c k i n g  a n  e s s e n t i a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t w o  o r  m o r e  
a c t i v a t i n g  f a c t o r s ,  b y  i n t e r a c t i n g  w i t h  a c t i v a t o r  e f f e c t o r  
d o m a i n s ,  o r  m a y  c o m p e t i t i v e l y  b l o c k  t h e  b i n d i n g  o f  a n  
a c t i v a t i n g  f a c t o r  t o  t h e  p r e t r a n sc r i p t i o n  i n i t i a t i o n  c o m p l e x  
( L e v i n e  a n d  M a n l y ,  1 9 8 9 ,  G o o d b u r n ,  1 9 9 0 ) .  R e p r e s so r s  h a v e  
a l so  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  a c t i v a t o r s  i n  so l u t i o n ,  
t h e r e b y  p r e v e n t i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  D N A  b i n d i n g  
d o m a i n  o f  t h e  a c t i v a t o r  a n d  t h e  c o r r e sp o n d i n g  t r a n s c r i p t i o n  
f a c t o r  b i n d i n g  s i t e  ( G o o d b u r n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  A  p h e n o m e n o n  
k n o w n  a s  q u e n c h i n g  h a s  a l so  b e e n  r e p o r t e d ,  w h e r e b y  t h e  
r e p r e s so r  b i n d s  D N A  a t  a  s i t e  a d j a c e n t  t o  a  b o u n d  a c t i v a t o r  a n d  
m a s k s  t h e  a c t i v i t y  o f  i t s  a c t i v a t i o n  d o m a i n  t h r o u g h  st r u c t u r a l  
c h a n g e s  t o  t h e  D N A  ( K e l e h e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .   
 
T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  T F s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  h i g h l y  c o o r d i n a t e d ,  
e s s e n t i a l  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  i s  h i g h l i g h t e d  i n  t h a t  a  t h i r d  o f  
d e v e l o p m e n t a l  d i so r d e r s  a r i se  f r o m ,  o r  a r e  r e l a t e d  t o ,  
d y s f u n c t i o n a l  T F  a c t i v i t y  ( B o y a d j i e v  a n d  J a b s ,  2 0 0 0 ) ,  a n d  t h e r e  
i s  e v i d e n c e  t o  su g g e st  t h a t  T F s  a r e  o v e r r e p r e se n t e d  a m o n g  
o n c o g e n e s  ( F u r n e y ,  2 0 0 6 ) .   
 
1 . 1 . 2 .  C l a s s i f i c a t i o n  o f  T F s  
 
T h e r e  a r e  se v e r a l  d i f f e r e n t  m e t h o d s  b y  w h i c h  t r a n s c r i p t i o n  
f a c t o r s  h a v e  b e e n  c l a s s e d .  T r a d i t i o n a l l y ,  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  
h a v e  b e e n  o r g a n i s e d  i n t o  d i f f e r e n t  g r o u p s  o r  f a m i l i e s  b a s e d  o n  
t h e  s e q u e n c e  a n d  s t r u c t u r e  o f  t h e  a s so c i a t e d  D N A  b i n d i n g  
d o m a i n  ( W e i r a u c h  a n d  H u g h e s ,  2 0 1 1 ) .  I n  2 0 1 3 ,  W i n g e n d e r  e t  a l .  
d e s c r i b e d  a  sy st e m  o f  c l a s s i f i c a t i o n ,  k n o w n  a s  T F C l a s s  f o r  t h e  
1 5 5 8  i d e n t i f i e d  h u m a n  T F s ,  w h e r e i n  t h e  p r o t e i n s  w e r e  d i v i d e d  
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i n t o  su p e r c l a s se s  b a s e d  o n  g e n e r a l  t o p o l o g y ,  c l a ss e s  b a se d  o n  
t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  D N A  b i n d i n g  d o m a i n ,  f a m i l i e s  b y  f u n c t i o n a l  
s i m i l a r i t i e s ,  a n d  su b f a m i l i e s  b a se d  o n  s i m i l a r i t i e s  i n  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  b i n d i n g  s i t e s .  
 
T h e r e  a r e  4  p r e d o m i n a n t  m o t i f s  a s s o c i a t e d  w i t h  D N A - b i n d i n g  
d o m a i n s  a m o n g st  t h e  a n n o t a t e d  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s ,  n a m e l y ,  
t h e  z i n c  f i n g e r ,  t h e  l e u c i n e  z i p p e r  t y p e ,  t h e  h e l i x - l o o p - h e l i x  
( H L H )  a n d  t h e  h e l i x - t u r n - h e l i x  ( H T H ) .    
 
1 . 1 . 3 .  T h e  Z i n c  F i n g e r  
 
F i r st  i d e n t i f i e d  i n  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  T F I I I A  f o u n d  i n  X e n o p u s  
l a e v i s ,  t h e  z i n c  f i n g e r  m o t i f  i s  c h a r a c t e r i se d  b y  t h e  p r e se n c e  o f  
1  o r  m o r e  z i n c  i o n s ,  c o o r d i n a t e d  b y  4  su r r o u n d i n g  c y st e i n e  
a n d / o r  h i st i d i n e  r e s i d u e s .  A s  m u c h  a s  2 % o f  t h e  h u m a n  g e n o m e  
h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  e n c o d e  z i n c  f i n g e r  d o m a i n s  ( L a n d e r  e t  a l . ,  
2 0 0 1 ) .  O u t  o f  t h e  4 0  z i n c  f i n g e r  t y p e s  i d e n t i f i e d  ( U n i p r o t ,  
2 0 1 9 ) ,  t h e  C 2 H 2  t y p e  i s  t h e  m o st  c o m m o n ,  a n d  w a s  t h e  f i r st  t o  
b e  c h a r a c t e r i se d  ( f i g u r e  1 . 2 ) .  T h e  z i n c  f i n g e r  d o m a i n  r e c o g n i se s  
a n d  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  D N A  m a j o r  g r o o v e ,  p r e d o m i n a n t l y  
t h r o u g h  h y d r o g e n  b o n d i n g  ( Kl u g ,  2 0 1 0 ) .  T r a d i t i o n a l l y ,  p r o t e i n s  
c o n t a i n  m o r e  t h a n  o n e  z i n c  f i n g e r  d o m a i n ,  l i n k e d  t o g e t h e r  i n  a  
l i n e a r ,  t a n d e m  m a n n e r .  S i n c e  z i n c  f i n g e r s  a r e  r e l a t i v e l y  sm a l l ,  
a  s i n g l e  z i n c  f i n g e r  w i l l  g e n e r a l l y  r e c o g n i s e  a n d  i n t e r a c t  w i t h  
3 - 4  b p s  o f  D N A  ( Kl u g ,  2 0 1 0 ) .  P r o t e i n s  c o n t a i n i n g  m u l t i p l e  z i n c  
f i n g e r  d o m a i n s  c a n  t h e r e f o r e  r e c o g n i s e  a n d  i n t e r a c t  w i t h  
v a r y i n g  l e n g t h s  o f  D N A  ( Kl u g ,  2 0 1 0 ) .   
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F i g u r e  1 . 2 :  A  s i n g l e  C 2 H 2  t y p e  z i n c  f i n g e r  ( P D B :  1 Z N F )  T h i s  D N A  
b i n d i n g  d o m a i n  i s  c o m p o s e d  o f  r o u g h l y  2 5 - 3 0  a m i n o  a c i d s ,  a n d  i s  
c h a r a c t e r i s e d  b y  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  m o t i f  c o n t a i n i n g  a n  i n n e r  
h y d r o p h o b i c  c o r e  ( y e l l o w )  ( g e n e r a l l y  c o m p o s e d  o f  t y r o s i n e ,  
p h e n y l a l a n i n e  a n d  l e u c i n e ) ,  a s  w e l l  a s  2  h i s t i d i n e  r e s i d u e s  a n d  2  c y s t e i n e  
r e s i d u e s  t h a t  c o o r d i n a t e  a  s i n g l e  z i n c  i o n  i n  a  t e t r a h e d r a l  a r r a y  ( M i l l e r  
e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  I m a g e  w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  
S y s t e m ,  v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r öd i n g e r ,  L L C .  

 
 
1 . 1 . 4 .  T h e  L e u c i n e  Z i p p e r   
 
T h e  l e u c i n e  z i p p e r  s t r u c t u r a l  m o t i f  i s  c o m p o s e d  o f  a  s i n g l e  
e x t e n d e d  a l p h a  h e l i x ,  r o u g h l y  3 0  a m i n o  a c i d s  i n  l e n g t h ,  w i t h  
l e u c i n e  r e s i d u e s  r e p e a t i n g  a t  r o u g h l y  e v e r y  7 t h  p o s i t i o n  a t  t h e  
C - t e r m i n u s .  W i t h  r e g a r d  t o  e u k a r y o t i c  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s ,  
d i m e r i s a t i o n  i s  e s s e n t i a l  f o r  f u n c t i o n  a n d  t h e  l e u c i n e  z i p p e r  i s  
f l a n k e d  a t  t h e  N - t e r m i n u s  b y  a  b a s i c  r e g i o n ,  r o u g h l y  2 5  a m i n o  
a c i d s  i n  l e n g t h  ( O ’ S h e a  e t  a l . ,  1 9 9 1 ) .  T h i s  s t r u c t u r e  i s  r e f e r r e d  
t o  a s  t h e  b a s i c  l e u c i n e  z i p p e r .  T h e  C - t e r m i n u s ,  c o n t a i n i n g  t h e  
l e u c i n e  z i p p e r ,  f a c i l i t a t e s  d i m e r i sa t i o n ,  w h i c h  i s  e s s e n t i a l  f o r  
t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  D N A  b i n d i n g  d o m a i n  a t  t h e  b a s i c  N - t e r m i n a  
( f i g u r e  1 . 3 )  A l b e r ,  1 9 9 2 ) .  O n c e  d i m e r i sa t i o n  h a s  o c c u r r e d ,  t h e  
b a s i c  r e g i o n  i n t e r a c t s  w i t h  sh o r t  ( a r o u n d  8  b a se  p a i r s )  
p a l i n d r o m i c  se q u e n c e s .   
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F i g u r e  1 . 3 :  B a s i c  l e u c i n e  z i p p e r  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  ( P A P 1 )  b o u n d  t o  
D N A  ( P D B : 1 G D 2 )  T h e  l e u c i n e  z i p p e r  r e g i o n  i s  r e p r e s e n t e d  w i t h i n  t h e  
b o x ,  w h i l e  t h e  b a s i c  r e g i o n  i s  i l l u s t r a t e d  i n t e r a c t i n g  w i t h  o p p o s i t e  s i d e s  
o f  t h e  m a j o r  g r o o v e  o f  D N A  i n  a  s c i s s o r - l i k e  f a s h i o n .  T w o  l e u c i n e  z i p p e r  
d o m a i n s  w r a p  a r o u n d  e a c h  o t h e r  t o  f o r m  a  p a r a l l e l  d i m e r i c  c o i l e d  c o i l  
w i t h  a  s l i g h t  l e f t  h a n d  t w i s t  ( A l b e r ,  1 9 9 2 ) .  T h e  s i d e  c h a i n s  o f  l e u c i n e  
r e s i d u e s  w i t h i n  a d j a c e n t  p o l y p e p t i d e s  i n t e r a c t  v i a  n o n - p o l a r  
i n t e r a c t i o n s  t o  f o r m  a  h y d r o p h o b i c  c o r e  t h a t  s t a b i l i s e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  
t h e  d i m e r .  I m a g e  w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y s t e m ,  
v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r öd i n g e r ,  L L C .  
 

 
1 . 1 . 5 .  T h e  H e l i x - L o o p - H e l i x  M o t i f  
 
T h i s  D N A  b i n d i n g  m o t i f  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  1 2 5  h u m a n  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  ( L e d e n t  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  T h e  h e l i x - l o o p - h e l i x  
m o t i f ,  r o u g h l y  6 0 - 1 0 0  a m i n o  a c i d s  i n  l e n g t h  ( J i n d r i c h  a n d  
D e g a n ,  2 0 1 6 ) ,  i s  c o m p o s e d  o f  t w o  h i g h l y  c o n s e r v e d  a m p h i p a t h i c  
a l p h a  h e l i c e s ,  se p a r a t e d  b y  a  r a n d o m  l o o p  r e g i o n  o f  v a r i a b l e  
l e n g t h  a n d  se q u e n c e  ( M a s sa r i  a n d  M u r r e ,  2 0 0 0 ) .  L i k e  t h e  
l e u c i n e  z i p p e r ,  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  h e l i x - l o o p - h e l i x  m o t i f  i s  
l a r g e l y  d e p e n d e n t  o n  h o m o  a n d  h e t e r o d i m e r i s a t i o n .  I n  f a c t ,  
h i g h e r  s e l e c t i v i t y  i s  d i sp l a y e d  i n  d i m e r i s a t i o n  t h a n  i n  s e q u e n c e  
sp e c i f i c i t y  ( M a s s a r i  a n d  M u r r e ,  2 0 0 0 ) .  D i m e r i s a t i o n  o c c u r s  
t h r o u g h  t h e  f a c e s  o f  t h e  a l p h a  h e l i c e s ,  a n d  r e su l t s  i n  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a  l e f t - h a n d e d ,  4 - h e l i x  b u n d l e  ( f i g u r e  1 . 4 ) .   
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F i g u r e  1 . 4 :  H e l i x - l o o p - h e l i x  h e t e r o d i m e r  ( T r a n s c r i p t i o n  F a c t o r  E 2 -
a l p h a  ( E 4 7 ) / N e u r o g e n i c  D i f f e r e n t i a t i o n  f a c t o r  1 ( N e u r o D 1 ) )  b o u n d  t o  
D N A  ( P D B :  2 Q L 2 )  T h e  h e l i x - l o o p - h e l i x  m o t i f s  a s s o c i a t e d  w i t h  E 4 7  a n d  
N e u r o D 1  a r e  c o l o u r e d  c y a n  a n d  d a r k  b l u e  r e s p e c t i v e l y .  T h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  H L H  m o t i f  a n d  D N A  i s  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  i n s e r t i o n  o f  b a s i c  
a m i n o  a c i d s  w i t h i n  H 1  o f  e a c h  m o n o m e r  i n t o  t h e  m a j o r  g r o v e  o f  D N A ,  
w h i l e  t h e  l o o p  r e g i o n  a l l o w s  f o r  i n c r e a s e d  s t a b i l i s a t i o n  b y  i n t e r a c t i n g  
w i t h  t h e  D N A  b a c k b o n e  ( M a s s a r i  a n d  M u r r e ,  2 0 0 0 ) .  I m a g e  w a s  g e n e r a t e d  
u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y s t e m ,  v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r öd i n g e r ,  
L L C .  
 
 

 
1 . 1 . 6 .  T h e  H e l i x - T u r n - H e l i x  M o t i f  
 
T h e  h e l i x - t u r n - h e l i x  m o t i f  w a s  f i r st  i d e n t i f i e d  i n  i n  1 9 8 1  i n  
t r a n sc r i p t i o n  r e g u l a t o r y  p r o t e i n s  f r o m  b o t h  b a c t e r i o p h a g e  λ  
a n d  E .  c o l i  ( A n d e r so n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  M c k a y  a n d  S t e i t z ,  1 9 8 1 ;  P a b o  
a n d  L e w i s ,  1 9 8 2 ) .  T h e  h e l i x - t u r n - h e l i x  m o t i f ,  i n  i t s  s i m p l e st  
f o r m ,  i s  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  c o m p o se d  o f  3  a l p h a  h e l i c e s ,  l i n k e d  
b y  r a n d o m  c o i l s  i n  a  p a r t i a l l y  o p e n  c o n f i g u r a t i o n  ( f i g u r e  1 . 5  
( A ) ) .  T h e  t h r e e  a l p h a  h e l i c e s  ( H 1 ,  H 2 ,  H 3 )  a l l o w  f o r  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  st a b l e  h y d r o p h o b i c  c o r e ,  a n d  
t h e  p r i n c i p l e  p r o t e i n - D N A  i n t e r a c t i o n  i s  f a c i l i t a t e d  b y  H 3  ( t h e  
r e c o g n i t i o n  h e l i x ) ,  w h i c h  b i n d s  t h e  m a j o r  g r o o v e  o f  D N A  
( A r a v i n d  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   

 
T h e  st r u c t u r a l  a r c h i t e c t u r e  o f  t h i s  m o t i f  h a s  f a v o u r e d  t h e  
a d d i t i o n  o f  m a n y  d i f f e r e n t  e x t e n si o n s  a n d  m o d i f i c a t i o n s  t o  t h e  
s i m p l e  t r i - h e l i c a l  b u n d l e  i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  1 . 5  ( A ) ,  r e su l t i n g  
i n  a  l a r g e  a m o u n t  o f  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  d i v e r s i t y  
( A r a v i n d  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  sh a l l o w  c l e f t  b e t w e e n  
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H 1  a n d  H 3  h a s  f a v o u r e d  t h e  a d d i t i o n  o f  v a r i o u s  e l e m e n t s ,  w h i c h  
p a c k  i n  v i a  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s  ( A r a v i n d  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   T h e  
l o o p  b e t w e e n  H 1  a n d  H 2  h a s  a l so  b e e n  o b s e r v e d  t o  sh o w  a  l a r g e  
d e g r e e  o f  v a r i a b i l i t y ,  a n d  m u l t i p l e  d i v e r s e  N -  a n d  C - t e r m i n u s  
e x t e n si o n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  E x t e n si o n s  t o  t h e  c o r e  b u n d l e  
u su a l l y  r e su l t  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  m o r e  c l o se d  c o n f o r m a t i o n  
( A r a v i n d  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   
 
S o m e  e x a m p l e s  o f  m o d i f i e d  v e r s i o n s  o f  t h e  h e l i x - t u r n - h e l i x  
i n c l u d e  t h e  t e t r a h e l i c a l  b u n d l e  t y p e  ( c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  a n  N - t e r m i n u s  h e l i x  t o  t h e  t r i h e l i c a l  b u n d l e ) ,  t h e  
r i b b o n  h e l i x - t u r n - h e l i x  f a m i l y  ( o b l i g a t e  d i m e r s ,  d e f i n e d  b y  t h e  
p r e s e n c e  o f  a  s i n g l e  s t r a n d  a t  t h e  N - t e r m i n u s  t h r o u g h  w h i c h  
d i m e r i s a t i o n  o c c u r s ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  t r i h e l i c a l  b u n d l e )  a n d  
t h e  w i n g e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  ( A r a v i n d  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   
 
T h e  w i n g e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  i s  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e st  i n  t h i s  
s t u d y ,  a n d  i s  c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  ‘ w i n g ’  
e x t e n si o n  t o  t h e  t r i - h e l i c a l  b u n d l e .  T h e  w i n g  i s  c o m p r i s e d  o f  a  
2 - st r a n d e d  β - sh e e t  ( f i g u r e  1 . 5  ( B ) )  ( B r e n n a n ,  1 9 9 3 ) ,  a n d  
p r o v i d e s  a n  a d d i t i o n a l  i n t e r f a c e  f o r  D N A  i n t e r a c t i o n s ,  
sp e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  m i n o r  g r o o v e ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  f o r  
i n c r e a se d  s t a b i l i t y  a n d  sp e c i f i c i t y  r e g a r d i n g  D N A  b i n d i n g  
( B r e n n a n ,  1 9 9 3 ) .  T h i s  m o d i f i e d  m o t i f  w a s  n a m e d  b a se d  o n  t h e  
f o l d i n g  o f  t h e  l o o p  st r u c t u r e s  a t  t h e  C - t e r m i n u s  f l a n k i n g  t h e  
b e t a  sh e e t ,  a p p e a r i n g  a l m o s t  w i n g - l i k e  ( f i g u r e  1 . 6 ) .  
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F i g u r e  1 . 5 :  S c h e m a t i c  I l l u s t r a t i n g  t h e  H e l i x - T u r n - H e l i x  M o t i f   
( A )  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i n g  t h e  s i m p l e s t  h e l i x - t u r n - h e l i x  d o m a i n .  T h e  
h e l i x - t u r n - h e l i x  m o t i f  i s  c o m p o s e d  o f  a  t r i h e l i c a l  b u n d l e ,  c o m p o s e d  o f  3  
a l p h a  h e l i c e s .  W h e n  H 3  ( p i n k )  i s  p o s i t i o n e d  i n  f r o n t ,  t h e  d o m a i n  f o r m s  a  
t r i a n g u l a r  s h a p e ,  w i t h  a  c h a r a c t e r i s t i c  s h a r p  t u r n  b e t w e e n  H 3  a n d  H 2 .   
 ( B )  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i n g  t h e  w i n g e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  d o m a i n .  T h e  
w i n g e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  d o m a i n  i n c l u d e s  t h e  c o r e  h e l i x - t u r n - h e l i x  
e l e m e n t s  ( i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  1 . 5  ( A ) ,  a s  w e l l  a s  a  2 - s t r a n d e d  b e t a  s h e e t  
e x t e n s i o n  a t  t h e  C - t e r m i n u s  ( y e l l o w ) .   
 

 
F i g u r e  1 . 6 :  T h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  w i n g e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  
m o t i f  a n d  D N A ,  a s  i l l u s t r a t e d  b y  F O X A 3  ( P D B :  1 V T N )  H 3  ( g r e e n )  
i n t e r a c t s  d i r e c t l y  w i t h  t h e  m a j o r  g r o o v e  o f  D N A ,  w h i l e  t h e  ‘ w i n g ’ ,  ( y e l l o w  
a n d  o r a n g e )  a i d s  i n  s t a b i l i s a t i o n ,  a n d  s p e c i f i c i t y  ( C l a r k  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .   
I m a g e  w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y s t e m ,  v e r s i o n  
1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r öd i n g e r ,  L L C  

A B 
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T F s  t h a t  u t i l i se  t h e  w i n g e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  f o r  D N A  b i n d i n g  
i n c l u d e  t h e  f o r k h e a d  b o x  ( F O X ) ,  E 2 6  t r a n sf o r m a t i o n - sp e c i f i c  
( E t s ) ( D o n a l d so n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) ,  i n t e r f e r o n - r e g u l a t o r y  f a c t o r  
( I R F ) ( F u r u i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) ,  r e g u l a t o r y  f a c t o r  b i n d i n g  t o  t h e  X - b o x  
( R F X ) ( G a j i w a l a  e t  a l . ,  2 0 0 0 )  a n d  h e a t  sh o c k  f a c t o r  
( H S F ) ( L i t t l e f i e l d  e t  a l . ,  1 9 9 9 )  su p e r  f a m i l i e s .  T h e  w i n g e d  h e l i x -
t u r n - h e l i x  m o t i f  a s so c i a t e d  w i t h  e a c h  o f  t h e se  su p e r  f a m i l i e s  
d i f f e r s  i n  t o p o l o g y  a n d  sp e c i f i c  a r r a n g e m e n t  o f  h e l i c e s ,  l o o p s  
a n d  b e t a  s t r a n d s  ( A r a v i n d  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   
 
T h i s  s t u d y  w i l l  f o c u s  sp e c i f i c a l l y  o n  t h e  w i n g e d  h e l i x - t u r n - h e l i x  
m o t i f  a sso c i a t e d  w i t h  F O X  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  k n o w n  a s  t h e  
f o r k h e a d  d o m a i n  ( F H D )  ( H u g h e s ,  2 0 1 1 ) .  T h i s  d o m a i n  i s  d e f i n e d  
b y  t h e  p r e se n c e  o f  3  N - t e r m i n u s  a l p h a  h e l i c e s ,  a  3 - st r a n d  
a n t i p a r a l l e l  b e t a  h a i r p i n  e l e m e n t  a n d  2  l o o p  st r u c t u r e s  l o c a t e d  
t o w a r d s  t h e  C - t e r m i n u s  ( W e i g e l  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  A n  a d d i t i o n a l  
h e l i x ,  H 4 ,  i s  so m e t i m e s  l o c a t e d  b e t w e e n  H 2  a n d  H 3 .   
 
1 . 2 .  F O X  T r a n s cr i p t i o n  F a c t or s  a n d  F O X P 2  
   
1 . 2 . 1 .  F O X  F a m i l y  o f  T r a n sc r i p t i o n  F a c t o r s   
 
T h e  F O X  f a m i l y  i s  a  g r o u p  o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  t h a t  d i sp l a y  
se q u e n c e  h o m o l o g y  t o  a  c a n o n i c a l  D N A  b i n d i n g  d o m a i n ,  t h e  F H D  
( L e h m a n n  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  F i r st  i d e n t i f i e d  i n  D r o s o p h i l a  
m e l a n o g a s t e r  ( W e i g e l  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) ,  t h i s  d o m a i n  i s  
a p p r o x i m a t e l y  8 0  t o  1 0 0  a m i n o  a c i d s  i n  l e n g t h .  A s  p r e v i o u sl y  
d i sc u ss e d ,  t h e  F H D  i s  a  m o d i f i e d  v e r s i o n  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  
D N A  b i n d i n g  H T H  m o t i f ,  n a m e l y  t h e  w i n g e d  h e l i x  m o t i f ,  a n d  
t a k e s  o n  a  b u t t e r f l y - l i k e  a p p e a r a n c e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  
‘ w i n g s ’  ( f i g u r e  1 . 7 ) .  
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F i g u r e  1 . 7 :  T h e  c h a r a c t e r i s t i c  F H D  a s s o c i a t e d  w i t h  F O X  t r a n s c r i p t i o n  
f a c t o r s  ( F O X A 3 ) ( P D B :  1 V T N ) .  T h e  b e t a  s h e e t  ( S 1 ,  S 2  d e p i c t e d  i n  y e l l o w  
a n d  o r a n g e )  c o n n e c t s  t h e  b u n d l e  o f  a l p h a  h e l i c e s  t o  t w o  l o o p  s t r u c t u r e s ,  
t h e  ‘ w i n g s ’  ( d e p i c t e d  i n  o r a n g e ) .  A s  c l e a r l y  i l l u s t r a t e d  b y  t h e  F O X A 3  
f o r k h e a d  d o m a i n ,  t h i s  g i v e s  r i s e  t o  t h e  b u t t e r f l y - l i k e  a p p e a r a n c e  ( C l a r k  
e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .  H 3  ( y e l l o w ) ,  t h e  D N A  r e c o g n i t i o n  h e l i x ,  i n t e r a c t s  d i r e c t l y  
w i t h  t h e  m a j o r  g r o o v e .  I m a g e  w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  
G r a p h i c s  S y s t e m ,  v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r ö d i n g e r ,  L L C .  
 

O v e r a l l ,  1 9  F O X  c l a d e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  a n d  a r e  c l a s s i f i e d  
a s  F O X  m e m b e r s  A  t o  S ,  b a se d  o n  s e q u e n c e  s i m i l a r i t i e s  w i t h i n  
t h e  F H D  ( L a r r o u x  e t  a l . ,  2 0 0 8 ,  K a e st n e r  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  D u e  t o  t h e  
h i g h  d e g r e e  o f  s e q u e n c e  d i v e r g e n c e  o u t s i d e  t h e  F H D ,  
p h y l o g e n i c  i n f e r e n c e s  a r e  m a d e  b a s e d  so l e l y  o n  t h i s  d o m a i n  
( B e n a y o u n  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  F O X  p r o t e i n s  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  i n  
f u n c t i o n ,  b i n d i n g  p a r t n e r s  a n d  sp a t i a l  a n d  t e m p o r a l  
d i st r i b u t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  ( H a n n e n h a l l i  a n d  Ka e st e r ,  2 0 0 9 ) .  
5 0  F O X  g e n e s ,  a s  w e l l  a s  2  p se u d o g e n e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  
w i t h i n  t h e  h u m a n  g e n o m e ,  4 4  o f  w h i c h  h a v e  a  c l o s e l y  r e l a t e d  
m u r i n e  o r t h o l o g  ( J a c k so n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .   
 
T h e  F O X  p r o t e i n  f a m i l y  a r e  e v o l u t i o n a r i l y  c o n se r v e d ,  a n d  p l a y  
v i t a l  r o l e s  i n  m a n y  p r o c e s se s  a s so c i a t e d  w i t h  e m b r y o g e n e si s  
a n d  d e v e l o p m e n t  ( C a r l s so n  a n d  M a h l a p u u ,  2 0 0 2 ;  K a u f m a n n  a n d  
Kn o c h e l ,  1 9 9 6 ) .  T h e y  a l so  f u n c t i o n  t h r o u g h o u t  a d u l t  l i f e .  S o m e  
p r o c e s s e s  r e g u l a t e d  b y  t h e s e  p r o t e i n s  i n c l u d e  g a st r u l a t i o n  a n d  
m e t a b o l i sm  ( S h i h  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  Ka e st n e r  e t  a l . ,  1 9 9 9 ;  S h e n  e t  a l . ,  
2 0 0 1 ) ,  a s  w e l l  a s  c e l l  c y c l e  c o n t r o l ,  t i s su e  sp e c i a l i s a t i o n  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  ( C a r l s so n  a n d  M a h l a p u u ,  2 0 0 2 ) .  M a n y  o f  t h e  F O X  
g e n e s  a r e  e x p r e s se d  i n  b o t h  m a t u r e  a n d  d e v e l o p i n g  b r a i n  
t i s su e .  A l t h o u g h  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  p o t e n t i a l  f u n c t i o n s  o f  
t h e s e  p r o t e i n s  i n  n e u r o d e v e l o p m e n t ,  sp a t i a l  a n d  t e m p o r a l  
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e x p r e s s i o n  p a t t e r n s ,  a s  w e l l  a s  g a i n  a n d  l o ss  o f  f u n c t i o n  m o d e l s  
i n  m i c e  h a v e  i l l u st r a t e d  s i g n i f i c a n t  a sso c i a t i o n s  b e t w e e n  
sp e c i f i c  F O X  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  a n d  n e u r a l  p a t t e r n i n g  
( K a e st n e r  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
 
1 . 2 . 2 .  F O X  T r a n sc r i p t i o n  F a c t o r s  a n d  N e u r o d e v e l o p m e n t   
 
I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  F O X  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  a r e  
i m p l i c a t e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m u l t i p l e  d i v e r s e  n e u r o l o g i c a l  
p a t h w a y s  a n d  b r a i n  r e g i o n s  d u r i n g  e m b r y o g e n e si s  ( Ka e st n e r  e t  
a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h e s e  p r o t e i n s  f u n c t i o n  b o t h  i n d e p e n d e n t l y  a n d  
sy n e r g i st i c a l l y  t o  r e g u l a t e  g e n e  e x p r e s s i o n  a n d  s i g n a l  
t r a n sd u c t i o n  r e l a t e d  t o  n o d a l  s i g n a l i n g ,  n e u r a l  p a t t e r n i n g ,  c e l l  
f a t e  d e t e r m i n a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  w i t h i n  t h e  d e v e l o p i n g  
b r a i n .  
 
F O X J 1 ,  f o r  e x a m p l e ,  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  l e f t - r i g h t  a sy m m e t r y  w i t h i n  t h e  b r a i n  ( C h e n  e t  
a l . ,  1 9 9 8 ) ,  w h i l e  F O X A 1  i s  k n o w n  t o  i n d u c e  n e u r a l  
d i f f e r e n t i a t i o n ,  a n d  f o r m a t i o n  o f  t h e  n e u r a l  t u b e  ( R u i z  e t  a l . ,  
1 9 9 3 ;  S a sa k i  a n d  H o g a n ,  1 9 9 3 ) .  T h e  f u n c t i o n  o f  F O X A 1  i s  
r e g u l a t e d  b y  F O X H 1  ( a s  w e l l  a s  r e t i n o i c  a c i d )  ( H o o d l e s s  e t  a l . ,  
2 0 0 1 ;  J a c o b  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  E x p r e s s i o n  o f  F O X B 1  h a s  b e e n  
i d e n t i f i e d  w i t h i n  t h e  m i d b r a i n ,  sp i n a l  c h o r d  i n t e r n e u r o n s  a n d  
h y p o t h a l a m u s ,  a n d  m u r i n e  m o d e l s  s u g g e st  t h a t  t h i s  p r o t e i n  i s  
e s s e n t i a l  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  sp a t i a l  w o r k i n g  m e m o r y  ( A n g  
e t  a l . ,  1 9 9 3 ;  J o h n s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ,  K a e s t n e r  a n d  S c h u t z ,  1 9 9 6 ,  
L a b o sk y  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  A m o n g st  o t h e r  f u n c t i o n s ,  F O X D 1  i s  
a s so c i a t e d  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  v i su a l  sy st e m ,  a n d  i s  
e s s e n t i a l  i n  o p t i c  c h i a sm  f o r m a t i o n  ( M a r c u s  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  
F O X G 1  i s  a l so  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  
s t r u c t u r e ,  a s  w e l l  a s  t h e  t e l e n c e p h a l o n  ( P r a t t  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  N u l l  
F O X G 1  m u t a n t s  a r e  r e p o r t e d  t o  d i e  a t  b i r t h ,  d u e  t o  i n c o m p l e t e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  t w o  c e r e b r a l  h e m i sp h e r e s  ( P r a t t  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .  M e m b e r s  o f  t h e  F O X O  f a m i l y  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  
r e sp o n d  t o  i n su l i n  a n d  n e u r o t r o p h i n  s i g n a l i n g  w i t h i n  t h e  
d e v e l o p i n g  b r a i n ,  r e g u l a t i n g  n e u r a l  su r v i v a l  a n d  c e l l  d e a t h ,  a s  
w e l l  a s  f u n c t i o n i n g  i n  n e u r o p r o t e c t i o n  ( Z h e n g  e t  a l . ,  2 0 0 2 ,  
L i n s e m a n  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .    
 
T h e  F O X P  su b f a m i l y  i s  o f  p a r t i c u l a r  i n t e r e st  i n  t h i s  
i n v e st i g a t i o n .  T h i s  su b f a m i l y ,  c o m p r i se d  o f  4  m e m b e r s ,  n a m e l y ,  
F O X P 1 ,  F O X P 2 ,  F O X P 3  a n d  F O X P 4 ,  i s  l a r g e l y  i m p l i c a t e d  i n  
e m b r y o n i c  d e v e l o p m e n t  ( C h i u  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) ,  i m m u n e  d i so r d e r s  
( J a c k so n  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) ,  c a r c i n o g e n e s i s  ( U v a  e t  a l . ,  2 0 1 5 )  a n d  
a n g i o g e n e si s  ( M y a t t  a n d  L a m ,  2 0 0 7 ,  C a r v a l h o  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  
F O X P 1  i s  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  B  c e l l s  ( P a t z e l t  e t  
a l . ,  2 0 1 8 ) ,  w h i l e  F O X P 4  m e d i a t e s  T  c e l l  d e v e l o p m e n t  ( T e u f e l  e t  
a l . ,  2 0 0 3 ) .  F O X P 3  h a s  b e e n  l i n k e d  t o  c r i t i c a l  i n v o l v e m e n t  i n  t h e  
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f u n c t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T  c e l l s ,  e sp e c i a l l y  r e l a t i n g  t o  
c a n c e r  p r o g r e s s i o n  ( W u  e t  a l . ,  2 0 0 6 ,  L u  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .   
 
T h e  f o c u s  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  i s  F O X P 2 .  A m o n g st  o t h e r  
f u n c t i o n s ,  t h i s  p r o t e i n  i s  a s so c i a t e d  w i t h  sp e e c h  a c q u i s i t i o n ,  
a n d  i s  a b u n d a n t l y  e x p r e ss e d  w i t h i n  d i st i n c t  r e g i o n s  o f  t h e  
d e v e l o p i n g  b r a i n  ( F e r l a n d  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  L a i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  
T a k a h a sh i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  T a k a h a sh i  e t  a l . ,  2 0 0 8 ,  T e r a m i t su  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ) .   
 
1 . 2 . 3 .  F O X P 2  a n d  P r e n a t a l  N e u r o d e v e l o p m e n t  ( S p e c i f i c a l l y  
L a n g u a g e  A c q u i s i t i o n )   
 
T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  F O X P 2  i n  n e u r o d e v e l o p m e n t ,  sp e c i f i c a l l y  
c o n c e r n i n g  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n ,  w a s  f i r st  i d e n t i f i e d  w h e n  
t r a c i n g  t h e  g e n e t i c  l i n e a g e  o f  t h e  KE  f a m i l y .  F i f t e e n  m e m b e r s  o f  
t h i s  f a m i l y  d i sp l a y e d  d i f f i c u l t y  i n  sp e e c h  a r t i c u l a t i o n .  G e n e t i c  
s t u d i e s  r e v e a l e d  a  s i g n i f i c a n t  h e t e r o z y g o u s  a r g i n i n e - t o -
h i st i d i n e  m i s s e n se  m u t a t i o n  w i t h i n  t h e  F O X P 2  f o r k h e a d  d o m a i n  
o f  t h e s e  i n d i v i d u a l s  ( F i sh e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  L a i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  T h e  
R 5 5 3 H  m u t a t i o n  l e a d  t o  d i sr u p t i o n s  i n  n u c l e a r  l o c a l i s a t i o n  
s i g n a l s ,  a s  w e l l  a s  i n h i b i t i o n  o f  D N A - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s .  T h i s  
l e a d  t o  h a p l o i n su f f i c i e n c y  i n  a f f e c t e d  i n d i v i d u a l s  ( L a i  e t  a l . ,  
2 0 0 1 ) .  T o  d a t e ,  n o  l i v i n g  h u m a n  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  w i t h  a  
h o m o z y g o u s  F O X P 2  R 5 3 3 H  m u t a t i o n ;  h o w e v e r ,  m u r i n e  st u d i e s  
su g g e st  t h a t  h o m o z y g o u s  m u t a t i o n s  a sso c i a t e d  w i t h  t h e  F H D  
r e su l t s  i n  i m m a t u r e  c e r e b r a l  d e v e l o p m e n t  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  
F O X P 2  a g g r e g a t e s ,  l e a d i n g  t o  m o t o r  i m p a i r m e n t ,  a n d  d e a t h  
w i t h i n  3  t o  4  w e e k s  a f t e r  b i r t h  ( S h u  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   
 
A  F O X P 2  p o i n t  m u t a t i o n  ( R 3 2 8 X )  w a s  l a t e r  i d e n t i f i e d  w i t h i n  a n  
i n d i v i d u a l  o u t s i d e  t h e  KE  l i n e a g e ,  r e f e r r e d  t o  a s  C S ,  w h o  w a s  
s i m i l a r l y  a f f e c t e d  b y  o r o f a c i a l  d y sp r a x i a  ( M a c D e m o r t  e t  a l . ,  
2 0 0 5 ) .  T h e s e  f i n d i n g s  a l l o w e d  F O X P 2  t o  b e  i d e n t i f i e d  a s  t h e  
f i r st  g e n e t i c  f a c t o r  a f f e c t i n g  sp e c i f i c  sp e e c h  a n d  l a n g u a g e  
r e l a t e d  d i so r d e r s .   
 
L a n g u a g e  a c q u i s i t i o n  i s  a  h i g h l y  c o m p l e x  p h e n o m e n o n  a n d  i s  
d e p e n d e n t  o n  i n n a t e  n e u r a l  m e c h a n i sm s ( t h a t  a r e  e st a b l i sh e d  
g e n e t i c a l l y ) ,  a s  w e l l  a s  e x t e r n a l  s t i m u l i .  L i n g u i st s  d e f i n e  
l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n  t o  e n c o m p a s s  sp e a k i n g ,  s i n g i n g  a n d  
l a n g u a g e  c o m p r e h e n si o n  ( F r i e d e r i c i ,  2 0 1 1 ) .  T h e  p r o c e s s  o f  
sp e e c h  a c q u i s i t i o n  b e g i n s  p r e n a t a l l y ,  a n d  c o n t i n u e s  t h r o u g h o u t  
c h i l d h o o d .  A  s t u d y  p e r f o r m e d  i n  2 0 0 6  h i g h l i g h t e d  t h a t  m o u t h  
m o v e m e n t s  a s so c i a t e d  w i t h  e a r l y  o r a l ,  l i n g u a l  a n d  m o t o r  
a b i l i t i e s  b e g a n  a t  a r o u n d  t h e  1 5 t h  w e e k  o f  d e v e l o p m e n t  ( M i l l e r  
e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A n o t h e r  s t u d y  h i g h l i g h t e d  t h a t  b y  t h e  3 0 t h  w e e k  
o f  g e st a t i o n ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  f o e t u se s  r e sp o n d  t o  p a r t i c u l a r  
a u d i t o r y  s t i m u l u s  w i t h  sp e c i f i c  l i p  m o v e m e n t s ,  su g g e st i n g  a  
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h i g h  l e v e l  o f  b r a i n  d e v e l o p m e n t  i n  r e l a t i o n  t o  l a n g u a g e  
a c q u i s i t i o n  ( R e i s s l a n d  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  F O X P 2 ,  a s  w e l l  a s  o t h e r  
m e m b e r s  o f  t h e  F O X P  su b f a m i l y ,  i s  e x p r e s s e d  d i f f e r e n t i a l l y  i n  a  
v a r i e t y  o f  c e n t r a l  n e r v o u s  sy st e m  st r u c t u r e s ,  i n c l u d i n g  t h e  
s t r i a t u m ,  t h a l a m u s ,  c e r e b e l l u m ,  sp i n a l  c o r d  a n d  c e r e b r a l  c o r t e x  
( T a k a h a sh i  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  T h e r e  i s  a  sp i k e  i n  t h e  e x p r e ss i o n  o f  
F O X P 2  sp e c i f i c a l l y  a t  w e e k  1 5  a n d  2 2  o f  d e v e l o p m e n t  
( T e r a m i t su  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  F O X P 2  w i t h i n  t h e  
d e v e l o p i n g  b r a i n  i s  g e n e r a l l y  w i d e sp r e a d ,  h o w e v e r  m a n y  a r e a s  
a s so c i a t e d  w i t h  h i g h  e x p r e s s i o n  l e v e l s  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  
a p p e a r  t o  b e  l i n k e d  t o  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  
F O X P 2  i s  d e v e l o p m e n t a l l y  r e g u l a t e d ,  a n d  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  
t h a t  t h e  r e l a t i v e  l e v e l s  o f  t h i s  p r o t e i n  i n  a d u l t  b r a i n  t i ssu e  a r e  
l o w  ( L a i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
 
1 . 2 . 4 .  F O X P 2  F u n c t i o n  
 
T h e  f u n c t i o n s  o f  F O X P 2  e x t e n d  b e y o n d  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n .  
T h i s  p r o t e i n  i s  a sso c i a t e d  w i t h  t h e  sp e c i a l i s a t i o n  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  v a r i o u s  t i ssu e s  d u r i n g  d e v e l o p m e n t ,  a s  w e l l  
a s  m o r p h o g e n e si s .   M u t a t i o n s  i n  F O X P 2  h a v e  b e e n  l i n k e d  t o  a  
v a r i e t y  o f  d i se a se s  i n c l u d i n g  a u t i sm  ( G o n g  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) ,  
sc h i z o p h r e n i a  ( T o l o sa  e t  a l . ,  2 0 1 0 ;  S p a n i e l  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) ,  i n f a n t  
o n se t  e p i l e p sy ,  d y s l e x i a  a n d  m e n t a l  r e t a r d a t i o n  ( G r o sz e r  e t  a l ,  
2 0 0 8 ) .   
 
F O X P 2  a c t s  p r e d o m i n a n t l y  a s  a  r e p r e s so r ,  b u t  a l so  a s  a n  
a c t i v a t o r  o f  t r a n sc r i p t i o n a l  a c t i v i t y ,  b y  r e c o g n i s i n g ,  a n d  
b i n d i n g  d i r e c t l y  t o  sp e c i f i c  D N A  s e q u e n c e s  o r  p r o m o t e r  r e g i o n s ,  
su c h  a s  t h e  S V 4 0  p r o m o t e r  r e g i o n  ( W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  F O X P 2  
h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  a  v a r i e t y  o f  g e n e  t a r g e t s  
i n c l u d i n g  c o n t a c t i n - a so c i a t e d  p r o t e i n  1  ( C N T P - 1 )  ( L i  e t  a l . ,  
2 0 0 4 ;  S o l l i s  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) ,  d i sr u p t e d  i n  sc h i z o p h r e n i a  1  ( D I S C 1 )  
( W a l k e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  t h y r o i d  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  1  ( N KX 2 -
1 )  ( Z h o u  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) ,  a n d  i s  k n o w n  t o  a sso c i a t e  w i t h  o t h e r  
p r o t e i n s  i n c l u d i n g  o t h e r  m e m b e r s  o f  t h e  F O X P  su b f a m i l y  ( L i  e t  
a l . ,  2 0 0 4 ) ,  a s  w e l l  a s  C - t e r m i n a l  b i n d i n g  p r o t e i n  1  ( C t B P 1 )  a n d  
T B R 1  ( D e r i z i o t i s  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  F O X P 2  
a n d  t h e s e  b i n d i n g  p a r t n e r s ,  a s  w e l l  a s  sp e c i f i c  p o s t t r a n sl a t i o n a l  
m o d i f i c a t i o n s ,  i n f l u e n c e s  w h e t h e r  t r a n sc r i p t i o n  i s  r e p r e ss e d  o r  
a c t i v a t e d .  F O X P 2  i s  a l so  a s so c i a t e d  w i t h  m u l t i p l e  s i g n a l  
t r a n sd u c t i o n  p a t h w a y s .   
 
1 . 2 . 5 .  F O X P 2  S t r u c t u r e   
 
I n  a d d i t i o n  t o  d i f f e r e n c e s  i n  p o st t r a n sl a t i o n a l  m o d i f i c a t i o n ,  a s  
w e l l  a s  t h e  d e f i n e d  sp a t i a l  a n d  t e m p o r a l  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f  
e a c h  su b f a m i l y ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  se q u e n c e  d i v e r g e n c e  o u t s i d e  t h e  
F H D  c o n t r i b u t e s  t o  f a c i l i t a t i n g  f u n c t i o n s  t h a t  a r e  sp e c i f i c  t o  
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e a c h  su b f a m i l y  ( G o l so n  a n d  Ka e s t n e r ,  2 0 1 6 ) .  T h e  F O X P  
su b f a m i l y  i s  n o t a b l y  d i v e r g e n t  f r o m  o t h e r  F O X  f a m i l i e s  w i t h  
r e f e r e n c e  t o  t h e  o v e r a l l  d o m a i n  c o m p o si t i o n ,  a s  w e l l  a s  t h e  F H D  
i t s e l f  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .   
 
U n l i k e  o t h e r  F O X  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s ,  m e m b e r s  o f  t h e  F O X P  
su b f a m i l y  a r e  sh o w n  t o  h a v e  b o t h  a  z i n c  f i n g e r  a n d  l e u c i n e  
z i p p e r  m o t i f  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  F H D  ( L i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  A  g l u t a m i n e  
r i c h  r e g i o n  h a s  a l so  b e e n  i d e n t i f i e d  w i t h i n  F O X P 1 / 2 / 4  ( L i  e t  a l . ,  
2 0 0 4 )  ( f i g u r e  1 . 8 ) .   
 
E a c h  o f  t h e se  m o t i f s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  o v e r a l l  f u n c t i o n  o f  
F O X P 2 .  T h e  l e u c i n e  z i p p e r  i s  r e p o r t e d  t o  e n h a n c e  D N A  b i n d i n g  
a f f i n i t y  a n d  sp e c i f i c i t y ,  a s  w e l l  a s  f a c i l i t a t e  b o t h  h o m o t y p i c  a n d  
h e t e r o t y p i c  d i m e r i s a t i o n  ( L i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  H a u b e r m a n n  e t  a l . ,  
2 0 1 9 ) ,  w h i l e  t h e  C 2 H 2 - t y p e  z i n c  f i n g e r  i s  r e p o r t e d  t o  b e  
a s so c i a t e d  w i t h  sp e c i f i c  p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s ,  b u t  o n l y  
w h e n  t h e  l e u c i n e  z i p p e r  i s  p r e s e n t  ( H a u b e r m a n n  e t  a l . ,  2 0 1 9 ) .  
P o l y g l u t a m i n e  r e g i o n s  a r e  u su a l l y  a s so c i a t e d  w i t h  p r o t e i n -
p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s  v i a  t h e  f o r m a t i o n  o f  c o i l e d  c o i l  d o m a i n s  
( C h a m b e r l a i n  e t  a l . ,  1 9 9 4 ;  F l u m a r a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) ,  h o w e v e r  t h e  
e x a c t  f u n c t i o n  o f  t h i s  r e g i o n  i n  F O X P 2  h a s  n o t  y e t  b e e n  
i n v e st i g a t e d .  T h e  p o l y g l u t a m i n e  r e g i o n  i s  c o m p o s e d  o f  4 0  
u n i n t e r r u p t e d  r e p e a t i n g  g l u t a m i n e  r e s i d u e s  ( B u t l a n d  e t  a l . ,  
2 0 0 7 ) ,  a n d  i t  h a s  b e e n  h y p o t h e s i s e d  t h a t  t h e  p r e se n c e  o f  t h i s  
r e g i o n ,  a s  w e l l  a s  t h e  z i n c  f i n g e r ,  f a c i l i t a t e  t h e  r e p r e s s i v e  
f u n c t i o n  o f  F O X P 2  ( L i  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
 
 
 

 
 
F i g u r e  1 . 8 :  S c h e m a t i c  o f  t h e  m o t i f s  a n d  d o m a i n s  a s s o c i a t e d  w i t h  
F O X P 2  A s  i l l u s t r a t e d ,  F O X P 2  i s  a  m o d u l a r  p r o t e i n ,  7 1 5  a m i n o  a c i d s  i n  
l e n g t h ,  a n d  c o m p o s e d  o f  a  g l u t a m i n e  r i c h  r e g i o n  ( r e d ) ,  a  C 2 H 2  t y p e  z i n c  
f i n g e r  ( o r a n g e ) ,  l e u c i n e  z i p p e r  ( y e l l o w )  a n d  f o r k h e a d  d o m a i n  s e p a r a t e d  
b y  m u l t i p l e  u n s t r u c t u r e d  r e g i o n s .  
 

T h e  m a j o r  f u n c t i o n  o f  t h e  F H D ,  a s  p r e v i o u sl y  d i sc u ss e d ,  i s  
d i r e c t  D N A  i n t e r a c t i o n .  T h e  F H D  i s  a l so  a s so c i a t e d  w i t h  
h o m o t y p i c  p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s ,  sp e c i f i c a l l y  t h e  
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f o r m a t i o n  o f  d o m a i n  sw a p  d i m e r s  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  
B a n d u k w a l a  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .   
 
T h e  F O X P 2  F H D  w i l l  b e  t h e  f o c u s  o f  t h i s  i n v e st i g a t i o n .  O n  a  
s t r u c t u r a l  l e v e l ,  t h e r e  a r e  n o t a b l e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
w i n g s  o f  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  t h o s e  o f  o t h e r  c o n v e n t i o n a l  F O X  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  ( su c h  a s  F O X A 1 ) .  I n  c o n v e n t i o n a l  F O X  
p r o t e i n s ,  a  5 - 7  a m i n o  a c i d  i n s e r t i o n  j o i n s  S 3  a n d  S 2 ,  t h e r e b y  
f o r m i n g  w i n g  1  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I n  F O X P 2  h o w e v e r ,  t h i s  
r e g i o n  i s  t r u n c a t e d ,  r e su l t i n g  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  t y p e  1  t u r n  
( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I n  m e m b e r s  o f  t h e  F O X P  su b f a m i l y ,  w i n g  
2 ,  c o n v e n t i o n a l l y  a  l o o p  st r u c t u r e ,  i s  r e p l a c e d  b y  a n  a l p h a  h e l i x ,  
H 5 .  W h e n  b o u n d  t o  D N A ,  t h i s  h e l i x  r u n s  a t o p  H 1 ,  t e r m i n a t i n g  a t  
t h e  D N A  p h o sp h a t e  b a c k b o n e ,  t h e r e b y  m a k i n g  f e w e r  c o n t a c t s  
w i t h  D N A  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n v e n t i o n a l  l o o p .   
 
 

1 . 2 . 6  I n t e r a c t i o n  B e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  D N A  

 
I so l a t e d  F O X P 2  F H D  h a s  b e e n  f o u n d  t o  i n t e r a c t  w i t h  a  b r o a d  
r a n g e  o f  se q u e n c e s  ( W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  V e r n e s  e t  a l . ,  2 0 0 7 ,  
S p i t e r i  e t  a l . ,  2 0 0 7 ,  N e l so n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ,  W e b b e r  e t  a l . ,  2 0 1 7 )  i n  
a  s p e c i f i c  m a n n e r ,  w i t h  v a r y i n g  a f f i n i t i e s  a n d  o f f - r a t e s  ( W e b b e r  
e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  s i t e s  o f  v a r y i n g  a f f i n i t i e s  
t h r o u g h o u t  t h e  g e n o m e  m a y  p r o m o t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  T F  
w i t h i n  sp e c i f i c  r e g i o n s  o f  t h e  n u c l e u s ,  a n d  m a y  f a c i l i t a t e  
r e g u l a t i o n  t h r o u g h  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  a v a i l a b l e  l o c a t i o n -
sp e c i f i c  b i n d i n g  p a r t n e r s  ( W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  T h e  b i n d i n g  o f  
F O X P 2  t o  l o w  o r  m o d e r a t e  a f f i n i t y  b i n d i n g  s i t e s  w a s  
h y p o t h e s i s e d  t o  f a c i l i t a t e  sc a n n i n g  t o  l o c a t e  f u n c t i o n a l  b i n d i n g  
s i t e s ,  w h i l e  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  s i t e s  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  
a s so c i a t e d  w i t h  a c t i v a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  ( W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 )   
 
T h e  e x a c t  m e c h a n i sm s  b y  w h i c h  F O X P 2  F H D  i n t e r a c t s  w i t h  
d i f f e r e n t  D N A  se q u e n c e s  w a s  f o u n d  t o  v a r y ,  d e p e n d i n g  o n  
b i n d i n g  a f f i n i t y  ( W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  G e n e r a l l y  sp e a k i n g ,  T F s  a r e  
l a r g e l y  f l e x i b l e ,  a n d  st a b i l i t y  i s  i n c r e a s e d  w i t h  a n  i n c r e a s e d  
n u m b e r  o f  sp e c i f i c  D N A  c o n t a c t s .  I n  t h e  c a s e  o f  t h e  F O X P 2  F H D ,  
h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  i n t e r a c t i o n s  w e r e  f o u n d  t o  l e a d  t o  a n  
i n c r e a se  i n  t h e  d e g r e e  o f  s e c o n d a r y  st r u c t u r e ,  i n c r e a se d  
r i g i d i t y  v i a  sp e c i f i c  D N A  c o n t a c t s ,  a s  w e l l  a s  a  l a r g e r  d e g r e e  o f  
t e r t i a r y  s t r u c t u r a l  r e a r r a n g e m e n t  a s  c o m p a r e d  t o  l o w  a f f i n i t y  
i n t e r a c t i o n s  ( W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .   
 
S t r o u d  e t  a l .  so l v e d  a  c r y st a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  F O X P 2  F H D  b o u n d  
t o  D N A  i n  2 0 0 6 .  T h e  s t r u c t u r e  r e v e a l e d  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
t h e  F H D  a n d  a  r e l a t i v e l y  l o w  b i n d i n g  a f f i n i t y  s e q u e n c e ,  r e f e r r e d  
t o  a s  t h e  W a n g  se q u e n c e  ( W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  W e b b e r  e t  a l . ,  
2 0 1 7 ) .  W i t h i n  t h i s  s t r u c t u r e ,  t h e  F H D  w a s  f o u n d  t o  sp e c i f i c a l l y  
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i n t e r a c t  w i t h  t h e  c o g n a t e  se q u e n c e  5 ’ - C A A A T T - 3 ’  ( S t r o u d  e t  a l . ,  
2 0 0 6 )  a s  b o t h  m o n o m e r  a n d  d o m a i n  sw a p  d i m e r .  I t  w a s  a l so  
o b s e r v e d  t h a t  t h e  F O X P 2  F H D  w a s  c a p a b l e  o f  l o o p i n g  D N A  b y  
b i n d i n g  t w o  i n d i v i d u a l  s t r a n d s  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  e x a c t  
f u n c t i o n  o f  t h i s  r e m a i n s  u n k n o w n .   
 
 
A s  p r e v i o u sl y  d i sc u s s e d ,  t h e  D N A  i n t e r a c t i o n  i s  f a c i l i t a t e d  b y  
i n s e r t i o n  o f  H 3 ,  t h e  r e c o g n i t i o n  h e l i x ,  i n t o  t h e  m a j o r  g r o o v e  o f  
D N A .  T h i s  c a n  b e  c l e a r l y  o b s e r v e d  w i t h i n  t h e  c r y s t a l  s t r u c t u r e  
( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ( f i g u r e  1 . 9 ) .   T h e  i n t e r a c t i o n  i s  s t a b i l i se d  
b y  r e s i d u e s  a s so c i a t e d  w i t h  H 1 ,  H 2  a n d  S 3 ,  w h i c h  i n t e r a c t  w i t h  
b o t h  t h e  su g a r  p h o s p h a t e  b a c k b o n e  o f  D N A ,  a s  w e l l  a s  H 3  i t s e l f ,  
t h e r e b y  w e d g i n g  t h e  r e c o g n i t i o n  h e l i x  d e e p e r  i n t o  t h e  m a j o r  
g r o o v e  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  

 
 
 

F i g u r e  1 . 9 :  I m a g e  I l l u s t r a t i n g  t h e  I n t e r a c t i o n  B e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  
a n d  t h e  W a n g  S e q u e n c e  ( P D B :  2 A 0 7 )  H 3  ( l i g h t  g r e e n )  i s  w e d g e d  i n t o  
t h e  m a j o r  g r o o v e .  T h e  p r i m a r y  r e s i d u e s  a s s o c i a t e d  w i t h  D N A  r e c o g n i t i o n  
a r e  A s n 5 5 0 ,  H i s 5 5 4  a n d  A r g 5 5 3 ,  w h i c h  i n t e r a c t  s p e c i f i c a l l y  w i t h  A d e 1 0 ,  
T h y 1 0 ’  a n d  T h y 1 1 ’  r e s p e c t i v e l y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  W a n g  s e q u e n c e .   I m a g e  
w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y s t e m ,  v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  
S c h r öd i n g e r ,  L L C .  

 
R e g a r d i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  W a n g  s e q u e n c e  a n d  t h e  
F O X P 2  F H D ,  A sn 5 5 0  i s  r e p o r t e d  t o  f o r m  a  b i d e n a t e  h y d r o g e n  
b o n d  w i t h  A d e 1 0 ,  w h i l e  H i s5 5 4  a n d  A r g 5 5 3  i n t e r a c t  w i t h  T h y 1 0 ’  
a n d  T h y 1 1 ’ ,  v i a  t h e  f o r m a t i o n  o f  e i t h e r  w a t e r  m e d i a t e d  o r  d i r e c t  
h y d r o g e n  b o n d s  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  M a i n  c h a i n  a t o m s ,  a s  w e l l  
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a s  s i d e  c h a i n s  a s so c i a t e d  w i t h  A r g 5 5 3 ,  H i s5 5 4 ,  S e r 5 5 7 ,  a n d  
L e u 5 5 8  i n t e r a c t  w i t h  t h e  D N A  e x t e n si v e l y  t h r o u g h  v a n  d e r  
W a a l s  c o n t a c t s .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  i s  r i c h  i n  v a n  
d e r  W a a l s  f o r c e s ,  r a t h e r  t h a n  h y d r o g e n  b o n d s ,  o r  sp e c i f i c  b a s e  
p a i r  c o n t a c t s .  T h e  p r e d o m i n a n c e  i n  n o n - sp e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  
su p p o r t s  t h e  o b se r v a t i o n  t h a t  t h i s  p r o t e i n  i n t e r a c t s  w i t h  
v a r i o u s  t a r g e t  s e q u e n c e s  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .   
 
I n  c o m p a r i so n  t o  t h e  W a n g  s e q u e n c e ,  t h e  F O X P 2  F H D  w a s  
c o m p u t a t i o n a l l y  p r e d i c t e d  t o  m a k e  m o r e  sp e c i f i c  c o n t a c t s  w i t h  
t h e  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  N e l so n  s e q u e n c e  ( 5 ’ - T G T T T A C - 3 ’ )  
( N e l so n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ,  W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  A sn 5 5 0  w a s  p r e d i c t e d  
t o  i n t e r a c t  w i t h  G u a 1 3 ,  w h i l e  H i s5 5 4  w a s  f o u n d  t o  b e  l i k e l y  t o  
i n t e r a c t  w i t h  T h y 1 1 ,  A d e 1 5  a n d  A d e 1 6  ( W e b b e r  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  
A r g 5 0 4 ,  T y r 5 3 1 ,  L y s5 4 9 ,  H i s5 5 9  a n d  A r g 5 8 3  w e r e  p r e d i c t e d  t o  
f a c i l i t a t e  b a c k b o n e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  D N A  ( W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .   
 
S i n c e  a l l  F O X  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  a r e  a s so c i a t e d  w i t h  a  
s i m i l a r ,  h i g h l y  c o n se r v e d  D N A  b i n d i n g  d o m a i n ,  t h e y  t e n d  t o  
i n t e r a c t  w i t h  s i m i l a r  c o g n a t e  D N A  se q u e n c e s  ( w i t h  d i f f e r e n t  
a f f i n i t i e s) ( G o l so n  a n d  Ka e st n e r ,  2 0 1 6 ) .  U n i q u e  s t r u c t u r a l  
f e a t u r e s  w i t h i n  e a c h  F O X  su b f a m i l y  a r e  l i k e l y  t o  f a c i l i t a t e  
sp e c i f i c i t y  a n d  a f f i n i t y  i n  D N A  b i n d i n g  ( M o r r i s  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .   
 
A  r e g i o n  w i t h i n  t h e  F O X P 2  F H D  l o c a t e d  b e t w e e n  H 2  a n d  H 3 ,  
r e f e r r e d  t o  a s  t h e  h i n g e  l o o p ,  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  c r u c i a l  i n  
r e g u l a t i n g  t h e  sp e c i f i c i t y  a n d  f u n c t i o n  o f  m e m b e r s  o f  t h e  F O X P  
su b f a m i l y  ( M o r r i s  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  h i g h l y  
v a r i a b l e  w i n g  e l e m e n t ,  t h e  h i n g e  l o o p  r e g i o n  h a s  b e e n  
p r e v i o u sl y  r e p o r t e d  t o  p l a y  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  sp e c i f i c i t y  
o f  F O X  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  a l t e r i n g  t h e  d e p t h  o f  m a j o r  g r o o v e  
i n s e r t i o n ,  a s  w e l l  a s  f a c i l i t a t i n g  n o v e l  b a c k b o n e  i n t e r a c t i o n s ,  
e s s e n t i a l  i n  f i n e  t u n i n g  t h e  p r o t e i n - D N A  i n t e r a c t i o n  ( O v e r d i e r  
e t  a l . ,  1 9 9 4 ,  P i e r r o u  e t  a l . ,  1 9 9 9 ,  M a r sd e n  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .   
 
T h e  h i n g e  l o o p  r e g i o n  a s so c i a t e d  w i t h  m e m b e r s  o f  t h e  F O X P  
su b f a m i l y  i s  u n i q u e  i n  c o m p a r i so n  t o  o t h e r  F O X  T F s .  W i t h i n  t h e  
o t h e r  F O X  T F s ,  t h i s  r e g i o n  c o n t a i n s  a  h i g h l y  c o n s e r v e d  
se q u e n c e ,  F P Y F .  A n  a l a n i n e  r e s i d u e ,  h o w e v e r ,  r e p l a c e s  t h e  
c o n s e r v e d  p r o l i n e  a t  p o si t i o n  5 3 9  w i t h i n  m e m b e r s  o f  t h e  F O X P  
su b f a m i l y  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h i s  su b st i t u t i o n  r e d u c e s  t h e  
o v e r a l l  l o c a l  s t e r i c  h i n d r a n c e  a n d  i n c r e a s e s  t h e  f l e x i b i l i t y  o f  
t h e  r e g i o n ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  f o r  a n  i n c r e a s e d  n u m b e r  o f  
c o n t a c t s  w i t h  t h e  D N A  b a c k b o n e  ( M o r r i s  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) ,  a s  w e l l  
a s  f a c i l i t a t i n g  d o m a i n  sw a p p i n g ,  a  f u n c t i o n  u n i q u e  t o  m e m b e r s  
o f  t h e  F O X P  su b f a m i l y  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  E x p e r i m e n t a l l y ,  a n  
A 5 3 9 P  su b s t i t u t i o n  i n  F O X P 2  F H D  h a s  b e e n  sh o w n  t o  a b o l i sh  
t h e  a b i l i t y  o f  t h e  p r o t e i n  t o  f o r m  d o m a i n  sw a p  d i m e r s  ( S t r o u d  
e t  a l . ,  2 0 0 6 ,  C h u  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .   
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D o m a i n  sw a p p i n g  d e sc r i b e s  t h e  p h e n o m e n o n  w h e r e b y  t w o  o r  
m o r e  m o n o m e r s  e x c h a n g e  i d e n t i c a l  e l e m e n t s ,  t h e r e b y  
f a c i l i t a t i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  d i m e r s  o r  m u l t i m e r i c  p r o t e i n s  
( B e n n e t t e  e t  a l . ,  1 9 9 4 ,  L u i  a n d  E i s e n b u r g ,  2 0 0 2 ) .  T h e  e x a c t  
m e c h a n i sm  b y  w h i c h  t h i s  o c c u r s  d i f f e r s  b e t w e e n  p r o t e i n s ,  
h o w e v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f l e x i b l e  l o o p  a d j a c e n t  t o  t h e  
sw a p p e d  r e g i o n s  i s  c r i t i c a l .  I n  t h e  c a s e  o f  t h e  F O X P 2  F H D ,  
d i m e r i s a t i o n  o c c u r s  v i a  t h e  e x c h a n g e  o f  H 3 ,  H 4 ,  a s  w e l l  a s  S 2  
a n d  S 3  v i a  t h e  e x t e n s i o n  o f  H 2  i n t o  t h e  f l e x i b l e  h i n g e  l o o p  
( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ( f i g u r e  1 . 1 0 ) .  W h i l e  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  
d o m a i n  r e m a i n s  u n c h a n g e d ,  H 4  a n d  H 2  m e r g e  ( S t r o u d  e t  a l . ,  
2 0 0 6 ) .  A  h i g h l y  c o n se r v e d  s e m i  c i r c l e  a r c h  i s  f o r m e d ,  t h e r e b y  
r e su l t i n g  i n  b u r i a l  o f  so l v e n t  a c c e ss i b l e  su r f a c e  a r e a ,  
sp e c i f i c a l l y  v a r i o u s  h y d r o p h o b i c  r e s i d u e s  p r e s e n t  o n  t h e  
su r f a c e  o f  t h e  m o n o m e r  a n d  t h u s  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  
h y d r o p h o b i c  c o r e  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  
h y d r o p h o b i c  c o r e  s t a b i l i se s  t h e  d i m e r ,  a n d  o v e r a l l  r e d u c e s  t h e  
n u m b e r  o f  c o n t a c t s  w i t h  t h e  D N A  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .   
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F i g u r e  1 . 1 0 :  I m a g e  c o m p a r i n g  t h e  s t r u c t u r a l  a r c h i t e c t u r e  o f  
m o n o m e r i c  a n d  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  ( P D B :  2 A 0 7 )  A s  i l l u s t r a t e d ,  d o m a i n  
s w a p p i n g  c r e a t e s  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  s e m i - c i r c l e  a r c h ,  w i t h  p s e u d o  2 - f o l d  
s y m m e t r y .  T h e  c o n v e x  s u r f a c e  o f  t h e  a r c h  i s  c o m p o s e d  o f  H 2 / H 4  ( g r e e n )  
a n d  H 3  ( y e l l o w ) ,  w h i l e  t h e  c o n c a v e  s u r f a c e  i s  c o m p o s e d  o f  H 5  ( r e d )  a n d  
H 1  ( b l u e ) .  A l a 5 3 9  i s  i l l u s t r a t e d  i n  b l a c k .  I m a g e  w a s  g e n e r a t e d  u s i n g  
P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y s t e m ,  v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r öd i n g e r ,  L L C .  
  

Monomeric FOXP2 FHD 

Dimeric FOXP2 FHD 
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I t  h a s  b e e n  h y p o t h e si se d  t h a t  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  d o m a i n  sw a p  
d i m e r  p l a y s  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  
t r a n sc r i p t i o n a l  p r o c e s s e s  c o n t r o l l e d  b y  F O X P 2  ( M o r r i s  e t  a l . ,  
2 0 1 8 ) .  I t  h a s  b e e n  sh o w n  i n  v i v o ,  t h r o u g h  a  l u c i f e r a s e  a ss a y ,  
t h a t  a b o l i sh i n g  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  F O X P 2  F H D  t o  f o r m  d o m a i n  
sw a p  d i m e r s  d o e s  n o t  c o m p l e t e l y  i n h i b i t  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  
p r o t e i n ,  b u t  r a t h e r  r e d u c e s  t h e  t r a n sc r i p t i o n a l  a c t i v i t y ,  t h e r e b y  
su g g e st i n g  t h a t  d o m a i n  sw a p  d i m e r i sa t i o n  i s  n o t  e s s e n t i a l  f o r  
f u n c t i o n ,  b u t  r a t h e r  e n h a n c e s  i t ,  p e r h a p s  t h r o u g h  se l e c t i o n  o f  
b i n d i n g  p a r t n e r s  ( M o r r i s  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .   T h e  e x a c t  p h y si o l o g i c a l  
f u n c t i o n  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  d o m a i n  sw a p  d i m e r ,  h o w e v e r ,  
r e m a i n s  u n k n o w n .   
 
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  i m p o r t a n c e  o f  A 5 3 9  i n  d o m a i n  sw a p  
d i m e r i s a t i o n ,  t h i s  r e s i d u e ,  a n d  t h u s  t h e  h i n g e  l o o p  r e g i o n ,  h a s  
b e e n  sh o w n  t o  b e  c r i t i c a l  i n  f i n e - t u n i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  
sp e c i f i c a l l y  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  D N A  ( M o r r i s  e t  a l . ,  
2 0 1 8 ) .  M o r r i s  e t  a l .  p e r f o r m e d  a  s t u d y  i n  2 0 1 8  c o m p a r i n g  t h e  
d y n a m i c s  a n d  m e c h a n i sm  o f  D N A  b i n d i n g  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  
w i l d - t y p e  F O X P 2  F H D ,  w i t h  t h a t  o f  t h e  A 5 3 9 P  m u t a n t .  T h e  st u d y  
r e v e a l e d  t h a t  t h e  i n c r e a se d  f l e x i b i l i t y  o f  t h e  h i n g e  l o o p  i n  w i l d  
t y p e  F O X P 2  f a c i l i t a t e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  m o r e  o p e n  
c o n f i g u r a t i o n ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  f o r  a n  i n c r e a se d  n u m b e r  o f  
e l e c t r o st a t i c  a n d  i o n i c  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e  D N A ,  i n  
c o m p a r i so n  t o  t h e  m u t a n t ,  a n d  t h u s  h i g h e r  a f f i n i t y  b i n d i n g  
( M o r r i s  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .  O v e r a l l ,  i t  w a s  h i g h l i g h t e d  t h a t  t h e  F O X P 2  
F H D  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  D N A  m a j o r  g r o o v e  sh a l l o w l y ,  a n d  
p r e d o m i n a n t l y  t h r o u g h  n o n - sp e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  ( M o r r i s  e t  a l . ,  
2 0 1 8 ) .   
 
O v e r a l l ,  i n v e st i g a t i n g  t h e  D N A  b i n d i n g  m e c h a n i sm  a s so c i a t e d  
w i t h  F O X P 2  F H D ,  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  s t u d y i n g  t h e  g l o b a l  
s t r u c t u r e  o f  t h i s  d o m a i n ,  h i g h l i g h t s  t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  i s  f u n d a m e n t a l l y  se n si t i v e  t o  p e r h a p s  sm a l l  
s t r u c t u r a l  o r  e l e c t r o n i c  c h a n g e s .  T h e se  c h a n g e s  c a n  b e  i n d u c e d  
b y  i n n a t e  m u t a t i o n s  o r ,  i n  v i v o ,  c o u l d  b e  t h e  p r o d u c t  o f  
i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  T F  a n d  t h e  su r r o u n d i n g  e n v i r o n m e n t .  
I t  i s  t h e r e f o r e  e v i d e n t  t h a t  i n  o r d e r  t o  f u l l y  u n d e r st a n d  t h e  
g l o b a l  m e c h a n i sm  a n d  p h y si o l o g i c a l  f u n c t i o n ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  
a s s e s s  h o w  c o - l o c a l i s e d  c o m p o u n d s  o r  m o l e c u l e s  m a y  a f f e c t  t h e  
o v e r a l l  f u n c t i o n  o f  t h e  T F .  I n  o t h e r  w o r d s ,  t h e  sp a t i a l  a n d  
t e m p o r a l  d i st r i b u t i o n  o f  c o - l o c a l i s e d  m o l e c u l e s  m a y  c o n t r i b u t e  
t o  r e g u l a t i o n  o f  f u n c t i o n .  S i n c e  F O X P 2  i s  l a r g e l y  e x p r e s se d  
w i t h i n  n e u r a l  t i ssu e  ( G r o z s e r  e t  a l . ,  2 0 0 8 ,  S a k a g u c h i  e t  a l . ,  
2 0 1 0 ) ,  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  n e u r o t r a n sm i t t e r s  m a y  
p l a y  a  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  f u n c t i o n  o f  t h i s  m o l e c u l e .   
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1 . 3 .  D op a m i n e  
 
1 . 3 . 1 .  S i g n a l i n g  M o l e c u l e s   
 
S i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  a r e  d e f i n e d  a s  a  l a r g e l y  v a r i e d  g r o u p  o f  
m o l e c u l e s  t h a t  f u n c t i o n  a s  l i g a n d s ,  i n t e r a c t i n g  w i t h  sp e c i f i c  
r e c e p t o r s  e x p r e ss e d  b y  t a r g e t  c e l l s ,  t h e r e b y  r e g u l a t i n g  c e l l u l a r  
p r o c e s s e s  b y  t r a n sm i t t i n g  i n f o r m a t i o n  b e t w e e n  l o c a t i o n s  
( M i l l e r  a n d  D a v i d so n ,  2 0 1 3 ) .  S i g n a l s  m a y  a c t  l o c a l l y  o r  o v e r  
l o n g  d i st a n c e s ,  f a c i l i t a t i n g  c o m m u n i c a t i o n  b e t w e e n  
n e i g h b o u r i n g  c e l l s  ( M i l l e r  a n d  D a v i d so n ,  2 0 1 3 ) .  
 
G e n e r a l l y  sp e a k i n g ,  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e s  c a n  b e  g r o u p e d  b a se d  
o n  t h e i r  c h e m i c a l  n a t u r e ,  a s  w e l l  a s  m e c h a n i sm  o f  a c t i o n  ( M i l l e r  
a n d  D a v i d so n ,  2 0 1 3 ) .  T h e  m a j o r  g r o u p s  i n c l u d e  t h e  s t e r o i d  
h o r m o n e s ,  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r s ,  t h e  p e p t i d e  h o r m o n e s  a n d  
g r o w t h  f a c t o r s ,  t h e  p l a n t  h o r m o n e s ,  a n d  c a r b o n  
m o n o x i d e / n i t r i c  o x i d e  ( M i l l e r  a n d  D a v i d so n ,  2 0 1 3 ) .   
 
T h i s  i n v e s t i g a t i o n  w i l l  f o c u s  o n  t h e  e f f e c t  o f  t h e  p r e se n c e  o f  a  
n e u r o t r a n sm i t t e r ,  d o p a m i n e ,  o n  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  F O X P 2  F H D  
t o  D N A ,  a s  w e l l  a s  t h e  o v e r a l l  s t r u c t u r a l  e f f e c t s  t h e  p r e s e n c e  o f  
d o p a m i n e  m a y  h a v e  o n  t h e  F O X P 2  F H D .  S i n c e  F O X P 2  i s  
r e c o g n i se d  a s  t h e  ‘ l a n g u a g e  g e n e ’  ( L a i  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) ,  t h i s  
e x a m i n a t i o n  m a y  p r o v i d e  so m e  i n s i g h t  r e g a r d i n g  t h e  p o t e n t i a l  
c o n t r i b u t i o n  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  m o l e c u l e  m a y  h a v e  o n  
sp e e c h  a c q u i s i t i o n .   
 
1 . 3 . 2 .  N e u r o t r a n sm i t t e r s  
 
B r o a d l y  sp e a k i n g ,  n e u r o t r a n sm i t t e r s  a r e  m o l e c u l e s  t h a t  a r e  
a s so c i a t e d  w i t h  s i g n a l  t r a n sd u c t i o n .  N e u r o t r a n sm i t t e r s  a r e  
r e l e a s e d  a t  t h e  p r e sy n a p t i c  a x o n a l  m e m b r a n e  o f  a  n e u r o n  i n t o  
t h e  s y n a p t i c  c l e f t ,  a n d  b i n d  t o  r e c e p t o r s  l o c a t e d  w i t h i n  
p o st s y n a p t i c  n e u r o n ,  t h e r e b y  e l i c i t i n g  a  b i o c h e m i c a l  r e sp o n se ,  
o f t e n  d e p o l a r i s a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  ( R i z o  e t  a l . ,  
2 0 1 8 ) .  
 
I n  o r d e r  f o r  a  sm a l l  m o l e c u l e  t o  b e  c l a ss i f i e d  a s  a  
n e u r o t r a n sm i t t e r ,  i t  m u st  d i sp l a y  f i v e  k e y  c h a r a c t e r i s t i c s .  
F i r st l y ,  i t  m u st  b e  s y n t h e s i s e d  w i t h i n ,  a n d  r e l e a s e d  f r o m ,  a  
p r e s y n a p t i c  n e u r o n  c o n t a i n i n g  b o t h  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r  a n d  
t h e  a p p r o p r i a t e  e n z y m e s  r e q u i r e d  f o r  sy n t h e si s .  T h e  r e l e a se d  
m o l e c u l e  m u st  b e  c h e m i c a l l y  o r  p h a r m a c o l o g i c a l l y  i d e n t i f i a b l e ,  
a n d  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  a c t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e  m u s t  b e  b l o c k e d  i n  
a  d o s e  d e p e n d e n t  m a n n e r  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  c o m p e t i t i v e  
a n t a g o n i s t s  ( R i z o  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .  T h e r e  m u st  a l so  b e  a c t i v e  
m e c h a n i sm s i n  p l a c e  b y  w h i c h  t h e  b i o l o g i c a l  e f f e c t  o f  t h e  
n e u r o t r a n sm i t t e r  a r e  t e r m i n a t e d ,  f o r  e x a m p l e ,  r e u p t a k e ,  
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t r a n sp o r t  o r  c h e m i c a l  i n a c t i v a t i o n .  F i n a l l y ,  t h e  b i o l o g i c a l  
e f f e c t s  p r o d u c e d  b y  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  s i g n a l l i n g  
m o l e c u l e  a n d  t h e  p o st sy n a p t i c  n e u r o n  m u st  b e  r e p r o d u c i b l e  
( R i z o  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .   
 
I n  2 0 1 3 ,  S q u i r e  e t  a l .  d e sc r i b e  t h r e e  m a j o r  c l a s s i f i c a t i o n s  o f  
n e u r o t r a n sm i t t e r s ,  n a m e l y  c l a ss i c  n e u r o t r a n sm i t t e r s ,  w h i c h  
a r e  l a r g e l y  a m i n o  a c i d  d e r i v e d  ( i n c l u d i n g  t h e  m o n o a m i n e s) ,  
n o n - c l a s s i c a l  n e u r o t r a n sm i t t e r s  t h a t  a r e  n e u r o p e p t i d e s  ( su c h  
a s  s e c r e t i n ,  o x y t o c i n  a n d  d y n o r p h i n ) ,  a n d  u n c o n v e n t i o n a l  
n e u r o t r a n sm i t t e r s  ( f o r  e x a m p l e  n i t r i c  o x i d e  a n d  
e n d o c a n n a b i n o i d s) .   
 
D o p a m i n e  i s  c l a s s i f i e d  a s  a  c l a s s i c  n e u r o t r a n sm i t t e r ,  
sp e c i f i c a l l y  a  b i o g e n i c  a m i n e ,  a n d  i s  t y r o s i n e  d e r i v e d  
( c a t e c h o l a m i n e ) .  T h e  p r o c e s s  b y  w h i c h  d o p a m i n e  i s  sy n t h e si s e d  
i n  t h e  b r a i n ,  sp e c i f i c a l l y  w i t h i n  d o p a m i n e r g i c  n e u r o n s ,  i s  
i l l u st r a t e d  b e l o w  ( f i g u r e  1 . 1 1 ) .        
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F i g u r e  1 . 1 1 :  I m a g e  i l l u s t r a t i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  d o p a m i n e  f r o m  
t y r o s i n e  ( I m a g e  a d a p t e d  f r o m  C o o p e r ,  2 0 0 1 ) .  A s  i l l u s t r a t e d ,  d o p a m i n e  i s  
s y n t h e s i s e d  f r o m  t y r o s i n e  v i a  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n  i n i t i a l  D O P A  
i n t e r m e d i a t e .  T h e  s y n t h e s i s  o f  D O P A  b y  t y r o s i n e  h y d r o x y l a s e  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  t o  b e  t h e  r a t e - l i m i t i n g  s t e p  o f  t h i s  r e a c t i o n  ( C o o p e r ,  2 0 0 1 ) .   

 
 
1 . 3 . 3 .  D o p a m i n e  S t r u c t u r e  a n d  F u n c t i o n    
 
D o p a m i n e  i s  a  p l a n a r  m o l e c u l e  c o m p o se d  o f  a  s i n g l e  b e n z e n e  
r i n g ,  t w o  h y d r o x y l  s i d e  c h a i n s  a n d  a n  a m i n e  g r o u p  ( a t t a c h e d  
v i a  a n  e t h y l  c h a i n )  ( f i g u r e  1 . 1 2 ) .  T h e  m o l e c u l e  h a s  a  m o l e c u l a r  
w e i g h t  o f  1 5 3 . 1 8 1  g / m o l  ( P u b c h e m  C o m p o u n d  D a t a b a s e )  a n d  
w h e n  p r o t o n a t e d  i s  f r e e l y  so l u b l e  i n  w a t e r ,  w i t h  a  r e p o r t e d  
so l u b i l i t y  o f  6 0 0 g / L  a t  2 5  ° C  ( P u b c h e m  C o m p o u n d  D a t a b a se ) .  
D o p a m i n e  t h e r e f o r e  a c t s  a s  a n  o r g a n i c  b a s e .  T h i s  m o l e c u l e  i s  
a l so  h i g h l y  se n si t i v e  t o  o x i d a t i o n ,  a n d  i s  m o st  s t a b l e  u n d e r  
a c i d i c  c o n d i t i o n s  ( O ’ N e i l ,  2 0 0 6 ) .   
 

Tetrahydrobiopterin 
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F i g u r e  1 . 1 2 :  T h e  C h e m i c a l  S t r u c t u r e  o f  F u l l y  P r o t o n a t e d  D o p a m i n e  
D o p a m i n e  c o n t a i n s  2  h y d r o x y l  g r o u p s  a n d  a n  a m i n e  g r o u p ,  j o i n e d  t o  a  
b e n z e n e  r i n g  v i a  a n  e t h y l  c h a i n .  D o p a m i n e  h a s  3  h y d r o g e n  b o n d  d o n o r  
s i t e s ,  a n d  3  a c c e p t o r  s i t e s  ( P u b c h e m  C o m p o u n d  D a t a b a s e ) .  T h e  p H  a t  
w h i c h  i o n i s a t i o n  o c c u r s  w i t h  r e g a r d  t o  e a c h  f u n c t i o n a l  g r o u p  i s  a l s o  
i n d i c a t e d  ( P u b c h e m  C o m p o u n d  D a t a b a s e ) .   

 
D o p a m i n e  sp e c i f i c a l l y  r e g u l a t e s  n e u r o p l a st i c i t y  ( B a z z a r i  a n d  
P a r r i ,  2 0 1 9 ) ,  a n d  f u n c t i o n s  b y  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  G - c o u p l e d  
d o p a m i n e  r e c e p t o r s ,  n a m e l y  D 1 ,  D 2 ,  D 3 ,  D 4 ,  o r  D 5  ( M i s s a l e  e t  
a l . ,  1 9 9 8 ) .  S y n t h e si s  o c c u r s  w i t h i n  d o p a m i n e r g i c  n e u r o n s ,  
m a i n l y  w i t h i n  t h e  c e r e b r a l  c o r t e x  a n d  su b c o r t i c a l  l a y e r s  o f  t h e  
b r a i n .  T h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  su g g e st  t h a t  so m e  d o p a m i n e r g i c  
r e g i o n s  a r e  a sso c i a t e d  w i t h  h i g h  l e v e l s  o f  F O X P 2  e x p r e ss i o n  
( H a e sl e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  
 
F o r  e x a m p l e ,  o n e  st u d y  i n v e st i g a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  p a t t e r n s  o f  
F O X P 2  w i t h i n  t h e  b r a i n  o f  Z e b r a  F i n c h e s  su g g e st e d  p r o m i n e n t  
F O X P 2  e x p r e s s i o n  w i t h i n  t h e  d o p a m i n e r g i c  m i d b r a i n  r e g i o n  
t h a t  p r o j e c t s  i n t o  t h e  b a s a l  g a n g l i a ,  s u b st a n t i a  n i g r a  a n d  d o r s a l  
t h a l a m u s ( H a e sl e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  I t  h a s  a l so  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  
F O X P 2  i s  e x p r e s se d  i n  s t r i a t a l  p r o j e c t i o n  n e u r o n s .  T h e s e  
n e u r o n s  d i sp l a y  e v i d e n c e  o f  d o p a m i n e r g i c  i n n e r v a t i o n  i n  t h a t  
D 1  r e c e p t o r s  ( S n y d e r  e t  a l . ,  1 9 9 8 )  a s  w e l l  a s  e n z y m e s  
a s so c i a t e d  w i t h  t h e  sy n t h e si s  o f  b i o g e n i c  a m i n e s  a r e  e x p r e ss e d  
( H a e sl e r  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .   
 
D o p a m i n e  i s  f u n c t i o n a l l y  a s so c i a t e d  w i t h  c o g n i t i o n ,  m o v e m e n t  
a n d  r e g u l a t i o n  o f  h o r m o n e  r e l e a s e ,  s p e c i f i c a l l y  a c t i n g  t h r o u g h  
f o u r  m a j o r  d e f i n e d  c i r c u i t s  w i t h i n  t h e  b r a i n ,  t h e  n i g r o st r i a t a l  
p a t h w a y ,  t h e  m e so l i m b i c  p a t h w a y ,  t h e  m e so c o r t i c o l  p a t h w a y  
a n d  t h e  t u b e r o i n f u n d i b a r  p a t h w a y  ( C h r i t i n e  a n d  A m i n o f f ,  2 0 0 4 ,  
B j o r k l u n d  a n d  D u n n e t t ,  2 0 0 7 ,  P a u l u s  a n d  S c h o m b u r g ,  2 0 0 6 ,  
B e n - J o n a t h a n  a n d  H n a s k o ,  2 0 0 1 ) .  T h e  n i g r o st r i a t a l  p a t h w a y  
f u n c t i o n s  i n  p u r p o se f u l  m o v e m e n t ,  m o t o r  c o n t r o l  a n d  

pKa= 8,71 

pKa= 10,9 

pKa= 13,7 
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m o t i v a t e d  b e h a v i o u r  ( H a b e r ,  2 0 1 4 ,  L e d o n n e  a n d  M e r c u r i ,  
2 0 1 7 ) ,  w h i l e  t h e  m e so l i m b i c  p a t h w a y  i s  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  
p l e a su r e  a n d  r e w a r d  c e n t r e  ( A d i n o f f ,  2 0 0 4 ) .  T h e  m e s o c o r t i c o l  
p a t h w a y  f u n c t i o n s  i n  r e g u l a t i n g  c o g n i t i o n  a n d  w o r k i n g  m e m o r y  
( L e d o n n e  a n d  M e r c u r i ,  2 0 1 7 ) ,  w h i l e  t h e  t u b e r o i n f u n d i b a r  
p a t h w a y  i s  p r e d o m i n a n t l y  a s so c i a t e d  w i t h  r e g u l a t i o n  o f  
p r o l a c t i n  r e l e a se  ( L e d o n n e  a n d  M e r c u r i ,  2 0 1 7 )  
 
D o p a m i n e  i s  l i k e l y  a sso c i a t e d  w i t h  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n ,  
e sp e c i a l l y  w i t h  r e f e r e n c e  t o  t h e  n i g r o st r i a t a l  p a t h w a y  a n d  
m e so c o r t i c o l  p a t h w a y .  I t  i s  a l so  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  
d o p a m i n e r g i c  m o d u l a t i o n s  a s so c i a t e d  w i t h  c o r t i c o - b a s a l  
g a n g l i a  c i r c u i t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  v i t a l  i n  so n g  l e a r n i n g  
i n  b i r d s ,  a n d  t h i s  p r o c e s s  i s  t h o u g h t  t o  b e  s i m i l a r  t o  c e r t a i n  
a sp e c t s  o f  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n  i n  h u m a n s  ( H a r a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  
I t  w a s  a l so  n o t e d  t h a t  l o w e r  l e v e l s  o f  d o p a m i n e  a r e  l i n k e d  t o  a n  
i n c r e a se d  e f f i c i e n c y  i n  p r o c e s s i n g  l a n g u a g e  a n d  sp e e c h  ( E n a r d  
e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  
 
1 . 3 . 4 .  A u t o x i d a t i o n  a n d  N e u r o m e l a n i n   
 
D o p a m i n e  i s  se n si t i v e  t o  o x i d a t i o n  u n d e r  a l k a l i n e  c o n d i t i o n s ,  
a n d  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h i s  m o l e c u l e  u n d e r g o e s  
sp o n t a n e o u s ,  n o n - e n z y m a t i c  a u t o x i d a t i o n  w i t h i n  t h e  b r a i n ,  
sp e c i f i c a l l y  w i t h i n  t h e  c y t o p l a sm  o f  n e u r o n s  a s so c i a t e d  w i t h  
t h e  su b st a n t i a  n i g r a ,  b u t  a l so  w i t h i n  t h e  l o c u s  c o e r u l e u s  a n d  
c e r e b r a l  m e n i n g e s  ( Z h a n g  a n d  D r y h u r st ,  1 9 9 3 ) .  T h e  
a u t o x i d a t i o n  o f  d o p a m i n e  r e su l t s  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  v a r i o u s  
r e a c t i v e ,  a n d  i n  so m e  c a s e s ,  c y t o t o x i c  i n t e r m e d i a t e s ,  a n d  
u l t i m a t e l y  n e u r o m e l a n i n  ( Z h a n g  a n d  D r y h u r st ,  1 9 9 3 ) .  T h i s  
p r o c e s s  i s  i l l u st r a t e d  b e l o w  ( f i g u r e  1 . 1 3 ) .   
 
I n  v i v o ,  d o p a m i n e ,  s t o r e d  w i t h i n  t h e  sy n a p t i c  v e s i c l e ,  i s  
p r o t e c t e d  f r o m  a u t o x i d a t i o n  b y  t h e  l o w  p H  o f  t h e  su r r o u n d i n g  
e n v i r o n m e n t  ( S u l z e r  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  W h e n  r e l e a s e d  i n t o  t h e  
c y t o p l a sm ,  so m e  d e g r e e  o f  a u t o x i d a t i o n  i s  i n e v i t a b l e .  D o p a m i n e  
i s ,  h o w e v e r ,  so m e w h a t  p r o t e c t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  
a n t i o x i d a n t s ,  sp e c i f i c a l l y  a sc o r b i c  a c i d  ( S u l z e r  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
V a r i o u s  c e l l u l a r  d e t o x i f i c a t i o n  m e c h a n i sm s a r e  a l so  e x p l o i t e d  
i n  p r e v e n t i n g  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  h i g h l y  r e a c t i v e  c o m p o u n d s ,  
i n c l u d i n g  e n z y m a t i c a l l y  d r i v e n  i n t r a m o l e c u l a r  r e a r r a n g e m e n t s  
t o  f o r m  m o r e  s t a b l e  c o m p o u n d s  ( R o s e n g r e n  e t  a l . ,  1 9 9 6 ,  S o l a n o  
e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  R e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  v a r i o u s  
d e t o x i f i c a t i o n  e n z y m e s  ( su c h  a s  G S T s)  a l so  a i d  i n  r e d u c i n g  t h e  
a c c u m u l a t i o n  o f  r e a c t i v e  i n t e r m e d i a t e s  b y  a c t i n g  a s  
n u c l e o p h i l e s  ( S o l a n o  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .   
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F i g u r e  1 . 1 3 : I m a g e  i l l u s t r a t i n g  t h e  a u t o x i d a t i o n  o f  d o p a m i n e  t o  f o r m  
n e u r o m e l a n i n  ( I m a g e  a d a p t e d  f r o m  Z a n g m e i s t e r  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  D o p a m i n e  
f i r s t  r e a c t s  w i t h  o x y g e n  t o  f o r m  d o p a m i n e q u i n o n e ,  a s  w e l l  a s  s u p e r o x i d e  
a n i o n .  D o p a m i n e q u i n o n e  t h e n  c y c l i s e s  t o  f o r m  l e u c o d o p a m i n e c h r o m e ,  
w h i c h  t h e n  u n d e r g o e s  o x i d a t i o n  t o  f o r m  d o p a m i n e c h r o m e .  
D o p a m i n e c h r o m e  i s  r e a r r a n g e d  t o  f o r m  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  w h i c h  
f u r t h e r  o x i d i s e s  t o  f o r m  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e .  T h e s e  t w o  c o m p o u n d s  
t o g e t h e r  c a n  p o l y m e r i s e  t o  g i v e  r i s e  t o  p o l y d o p a m i n e ,  w h i c h  f a c i l i t a t e s  
t h e  f o r m a t i o n  o f  n e u r o m e l a n i n  ( M u n o z  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  T h i s  r e p r e s e n t s  o n e  
o f  m a n y  h y p o t h e s i s e d  p a t h s  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  n e u r o m e l a n i n .  

 
T h e  e x a c t  c o m p o si t i o n  o f  n e u r o m e l a n i n  i s  u n k n o w n ,  a n d  t h e  
s t r u c t u r e  i s  n o t  w e l l  c h a r a c t e r i s e d  d u e  t o  t h e  n u m e r o u s  
d i f f e r e n t  c o m b i n a t i o n s  o f  v a r i o u s  p r e c u r so r s ,  a s  w e l l  a s  
m u l t i p l e  o x i d a t i o n  p a t h w a y s  ( S o l a n o  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  T h i s  b l a c k  
p r e c i p i t a n t  a p p e a r s  t o  f o r m  r a n d o m l y  a n d  n o n - e n z y m a t i c a l l y ,  
b u t  i t  h a s  b e e n  h y p o t h e si s e d  t h a t  i t  i s  c o m p o se d  o f  a  c y st e i n e  
a n d  p h e o m e l a n i n  c o r e ,  su r r o u n d e d  b y  e u m e l a n i n .  N e u r o m e l a n i n  
i s  c o m p o s e d  p r e d o m i n a n t l y  o f  p o l y d o p a m i n e ,  h o w e v e r  i t  h a s  
a l so  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n c o r p o r a t e  u p  t o  2 5 % c y st e i n e  i n  t h e  
f o r m  o f  b e n z o t h i a z i n e ,  u p  t o  2 1 % c y s - d o p a m i n e  u n i t s  a n d  u p  t o  
6 % D O P A  ( W a k a m a t su  e t  a l . ,  2 0 0 3 ,  H a i n i n g ,  2 0 1 7 ) .  
N e u r o m e l a n i n  a l so  s e q u e s t s  a n d  c h e l a t e s  m e t a l  i o n s  
( Ko r y t o w sk i  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) ,  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  d r u g s ,  o r g a n i c  
a m i n e s  a n d  l i p i d s  ( B u sh  e t  a l . ,  2 0 0 6 ,  H a i n i n g ,  2 0 1 7 ) .   
 
T h e  e x a c t  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n  f o r  n e u r o m e l a n i n  h a s  n o t  y e t  
b e e n  i d e n t i f i e d  ( H a i n i n g ,  2 0 1 7 ) ,  h o w e v e r  t h e  p r e se n c e  o f  t h i s  
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p o l y m e r  r e su l t s  i n  t h e  p i g m e n t a t i o n  a n d  d a r k e n i n g  o f  v a r i o u s  
r e g i o n s  o f  t h e  b r a i n .  L o s s  o f  p i g m e n t a t i o n  h a s  b e e n  d i r e c t l y  
a s so c i a t e d  w i t h  t h e  p r o g r e ss i o n  o f  P a r k i n so n ’ s  d i se a se  ( H i r sc h  
e t  a l . ,  1 9 8 8 ,  J e n n e r  e t  a l . ,  1 9 9 2 ,  K a s t n e r  e t  a l . ,  1 9 9 2 ,  K a r l s so n  
a n d  L i n d q u i s t ,  2 0 1 3 ) .  O n e  h y p o t h e si s  su g g e st s  t h a t  
n e u r o m e l a n i n  f a c i l i t a t e s  s t o r a g e  a n d  r e l e a s e  o f  e x c e ss  
d o p a m i n e  w i t h i n  t h e  c y t o p l a sm ;  a n o t h e r  p o s s i b l e  p h y si o l o g i c a l  
f u n c t i o n  o f  n e u r o m e l a n i n  i s  n e u r o p r o t e c t i o n  ( K a r l s so n  a n d  
L i n d q u i st ,  2 0 1 3 ) ,  t h e  sc a v e n g i n g  o f  f r e e  r a d i c a l s .  S o m e  
sc i e n t i s t s  a r g u e  t h a t  n e u r o m e l a n i n  h a s  n o  p h y si o l o g i c a l  
f u n c t i o n ,  a n d  t h a t  i t  i s  j u s t  a  p r o d u c t  o f  a g i n g  a s  i t  i s  a b s e n t  a t  
b i r t h ,  a n d  a c c u m u l a t e s  t h r o u g h o u t  a d u l t  l i f e  ( H a i n i n g  a n d  
A c h a t - M e n d e s ,  2 0 1 7 ) .  O n e  a t t r a c t i v e  h y p o t h e si s  su g g e st s  t h a t  
t h e  f u n c t i o n  o f  n e u r o m e l a n i n  i s  s i m p l y  t o  p r e v e n t  t h e  
a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  h i g h l y  r e a c t i v e  a n d  t o x i c  q u i n o n e s ,  
s p e c i f i c a l l y  o - q u i n o n e s  t h a t  f o r m  a s  a  r e su l t  o f  d o p a m i n e  
o x i d a t i o n  w i t h i n  n e u r a l  t i s su e  ( R i l e y ,  1 9 9 2 ,  W i l c z o k  e t  a l . ,  
1 9 9 8 ,  H i r sc h  e t  a l . ,  1 9 9 1 ,  B u st a m a n t e  e t  a l . ,  1 9 9 3 ,  Z u c c a  e t  a l . ,  
2 0 1 7 ) .   
 
O - q u i n o n e s  a r e  k n o w n  t o  b e  p a r t i c u l a r l y  h a r m f u l  a n d  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  t o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e g e n e r a t i o n  o f  d o p a m i n e r g i c  
n e u r o n s  ( S o l a n o  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  a s  w e l l  a s  b e i n g  l i n k e d  t o  
a p o p t o si s  ( O f f e n  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  Q u i n o n e s  a n d  se m i q u i n o n e s  a r e  
a l so  k n o w n  t o  r e a c t  sp o n t a n e o u sl y  w i t h  b i o m o l e c u l e s ,  
sp e c i f i c a l l y  t h r o u g h  t h e  n u c l e o p h i l l i c  a t t a c k  o f  a m i n o  a n d  t h i o l  
g r o u p s  a sso c i a t e d  w i t h  a m i n o  a c i d s  ( B e r l e t t  a n d  S t a d m a n ,  
1 9 9 7 ) .  B i n d i n g  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  t o  p r o t e i n s  m a y  r e su l t  i n  
c h a n g e s  t o  m e t a b o l i c  p a t h w a y s  v i a  i n a c t i v a t i o n  o f  e n z y m e s ,  o r  
m a y  p r o m o t e  d e n a t u r a t i o n  o r  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  n o n -
e n z y m a t i c  p r o t e i n s  ( G r a h a m ,  1 9 7 8 ,  M a t t a m a l  e t  a l . ,  1 9 9 5 ,  P r o t a ,  
1 9 9 8 ) .  T h r e e  m o n o m e r i c  q u i n o n e s  a r e  g e n e r a t e d  w i t h i n  t h e  
d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n  p a t h w a y ;  n a m e l y  d o p a m i n e q u i n o n e ,  
d o p a m i n e c h r o m e  a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e .  T h e s e  c o m p o u n d s  
h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  t o  b e  p a r t i c u l a r l y  c y t o t o x i c  ( H a i n i n g  a n d  
A c h a t - M e n d e s ,  2 0 1 7 ) .   
 
I t  i s  c h a l l e n g i n g  t o  s t u d y  t h e  i so l a t e d  r o l e ,  o r  n e u r o l o g i c a l  
e f f e c t ,  o f  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  a  s i n g l e  a u t o x i d a t i o n  c o m p o u n d  
b a s e d  o n  a  g l o b a l l y  o b se r v e d  n e u r o d e g e n r a t i o n ,  i n  v i t r o  a n d  i n  
v i v o .   T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  
c o m p o u n d  a t  a  p a r t i c u l a r  t i m e  p o i n t  i s  t h e  p r o d u c t  o f  m u l t i p l e  
i n t e r c o n n e c t e d  r e a c t i o n s  ( B i sa g l i a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  a n d  d u e  t o  t h e  
r a p i d  a n d  sp o n t a n e o u s  i n t r a m o l e c u l a r  r e a r r a n g e m e n t s  t h a t  a r e  
c o n st a n t l y  o c c u r r i n g .  T h e r e  i s ,  t h e r e f o r e ,  c o n f l i c t i n g  
i n f o r m a t i o n  p r e s e n t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  r e g a r d i n g  w h i c h  o f  t h e  
a u t o x i d a t i o n  c o m p o u n d s  a r e  t h e  m o s t  r e a c t i v e  o r  h a r m f u l ,  a n d  
i n  so m e  c a s e s ,  p r o p o s e d  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a  sp e c i f i c  
a u t o x i d a t i o n  c o m p o u n d  a n d  p r o t e i n  o f  i n t e r e st ,  o r  sp e c i f i c  
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p a t h w a y ,  h a v e  b e e n  c h a l l e n g e d  ( B i s a g l i a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .   A n o t h e r  
l i m i t a t i o n  i n  s t u d y i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  i so l a t e d  a u t o x i d a t i o n  
p r o d u c t s  l i e s  i n  t h a t  a  c o m p o u n d  m a y  r e a c t  w i t h  a  p r o t e i n  i n  
o n e  f o r m ,  b u t  m a y  b e  c o n v e r t e d  t o  a n o t h e r  t h r o u g h  i n t e r a c t i o n  
w i t h  t h e  p r o t e i n  i t se l f  ( B i sa g l i a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ,  B r u n i n g  e t  a l . ,  
2 0 1 9 ) .   
 
S o m e  st u d i e s  su g g e st  t h a t  d o p a m i n e q u i n o n e  i s  t h e  m o s t  
r e a c t i v e  o f  t h e  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s  ( P a r i s  e t  a l . ,  
2 0 1 0 ) .  T h i s  q u i n o n e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b i n d  a n d  i n a c t i v a t e  
v a r i o u s  p r o t e i n s  i n c l u d i n g  m i t o c h o n d r i a l  g l u t a t h i o n e  
p e r o x i d a s e  ( H a u s e r  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) ,  h e a t  sh o c k  p r o t e i n  6 0  ( Z h a n g  
e t  a l . ,  2 0 1 8 ) ,  d o p a m i n e  t r a n sp o r t e r  ( W h i t e h e a d  e t  a l . ,  2 0 0 1 )  
a n d  p a r k i n  E 3  l y g a s e  ( L a V o i e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) ,  t h e r e b y  r e su l t i n g  i n  
n e u r o t o x i c i t y  a n d  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  i m p a i r m e n t .  
D o p a m i n e q u i n o n e  h a s  a l so  b e e n  h y p o t h e s i s e d  t o  p r o m o t e  
f o r m a t i o n  o f  n e u r o t o x i c  a l p h a - s y n u c l e i n  o l i g o m e r s ,  t h e r e b y  
su g g e st i n g  a  p o t e n t i a l  r o l e  i n  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  P a r k i n so n ’ s  
d i se a s e  ( L a V o i e  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   O w i n g  t o  i t s  r e l a t i v e  r e a c t i v i t y ,  
t h i s  c o m p o u n d  i s  h i g h l y  u n st a b l e  a t  p h y si o l o g i c a l  p H  
( d o p a m i n e q u i n o n e  i s  s t a b l e  a t  a  p H  o f  2 )  ( Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) ,  
a n d  t h u s  f o l l o w i n g  i t s  g e n e r a t i o n ,  t h e  c o m p o u n d  a l m o st  
i n st a n t l y  c y c l i s e s  t o  f o r m  l e u c o d o p a m i n e c h r o m e  ( T se  e t  a l . ,  
1 9 7 6 ) .  T h i s  i s  f o l l o w e d  b y  r a p i d  o x i d a t i o n  t o  g i v e  r i s e  t o  
d o p a m i n e c h r o m e  ( P a r i s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .   
 
D o p a m i n e c h r o m e ,  a l so  r e f e r r e d  t o  a s  a n t i c h r o m e  ( P u b C h e m ) ,  i s  
h y p o t h e s i s e d  t o  b e  t h e  m o st  s t a b l e  o f  t h e  o - q u i n o n e s  p r o d u c e d  
i n  t h e  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n  p a t h w a y  ( P a r i s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ,  Z h a n g  
e t  a l . ,  2 0 1 8 ) .  T h i s  q u i n o n e  h a s  i n d e e d  b e e n  f o u n d  t o  b i n d  
p r o t e i n s  i n  v i v o  a n d  v i t r o ,  a n d  t o  i n d u c e  p r o t o so m a l  ( Z a f a r  e t  
a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  m i t o c h o n d r i a l  ( v a n  L a a r  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  d y s f u n c t i o n  
v i a  t h e  f o r m a t i o n  o f  a d d u c t s  w i t h  a s so c i a t e d  p r o t e i n s ,  a s  w e l l  
a s  c o n t r i b u t e  t o  o x i d a t i v e  s t r e s s  ( P u sp i t a  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  
D o p a m i n e c h r o m e  h a s  b e e n  f o u n d  t o  d i sr u p t  p r o t e i n s  a s so c i a t e d  
w i t h  t h e  c y t o sk e l e t o n  ( P a r i s  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) ,  a n d ,  m u c h  l i k e  
d o p a m i n e q u i n o n e  h a s  h y p o t h e si s e d  t o  p r o m o t e  t h e  f o r m a t i o n  
o f  n e u r o t o x i c  a l p h a - s y n u c l e i n  o l i g o m e r s  ( C o n w a y  e t  a l . ,  2 0 0 1 ,  
N o r r i s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  I n t e r e st i n g l y ,  a  r a t  s t u d y  p e r f o r m e d  b y  
D i a z - V e i l z  e t  a l .  i n  2 0 0 2  f o u n d  t h a t  t h e  u n i l a t e r a l  i n j e c t i o n  o f  
d o p a m i n e c h r o m e  i n t o  t h e  su b s t a n t i a  n i g r a  o f  t h e  b r a i n  r e su l t e d  
i n  i m p a i r m e n t  o f  m o t o r  a n d  c o g n i t i v e  b e h a v i o r s .   
 
S o m e  st u d i e s  a r g u e  t h a t  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  i s  i n  f a c t  t h e  m o st  
r e a c t i v e  a n d  c y t o t o x i c  o f  t h e  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s  ( B i s a g l i a  e t  
a l . ,  2 0 0 7 ,  B i s a g l i a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  T h i s  h a s  b e e n  p a r t i a l l y  
a t t r i b u t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  t h i s  c o m p o u n d  d o e s  n o t  a c c u m u l a t e  
w i t h i n  so l u t i o n ,  a n d  u p o n  f o r m a t i o n  u n d e r g o e s  a  r a p i d  a u t o -
c o n d e n sa t i o n  r e a c t i o n ,  r e a c t i n g  w i t h  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  t o  
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f o r m  a  b l a c k  p r e c i p i t a n t  ( B i s a g l i a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  5 , 6 -
i n d o l e q u n i o n e  w a s  sh o w n  t o  i n t e r a c t  w i t h  a l p h a - s y n u c l e i n  i n  
m o r e  s i g n i f i c a n t  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  
r e sp e c t  t o  t h e  o t h e r  q u i n o n e s  ( B i s a g l i a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  a n d  i t  h a s  
b e e n  h y p o t h e si se d  t h a t  p e r h a p s  so m e  c l a i m s r e g a r d i n g  
o b s e r v e d  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  d o p a m i n e c h r o m e  a n d  p r o t e i n s  
m a y  a c t u a l l y  b e  m i s i n t e r p r e t e d ,  p o t e n t i a l l y  su g g e st i n g  a n  
i n t e r a c t i o n  i n v o l v i n g  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  ( t h r o u g h  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a n  a d d u c t )  o r  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  d u e  t o  
sp o n t a n e o u s  r e a r r a n g e m e n t s  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  
d o p a m i n e c h r o m e  t o  so l u t i o n  ( B i s a g l i a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  T h i s  c l a i m  
w a s  b a s e d  o n  a  s t u d y  w h e r e b y  d o p a m i n e c h r o m e  a n d  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  w e r e  r e a c t e d  w i t h  N A D H  a n d  G S H ,  a n d  i t  w a s  
o b s e r v e d  t h a t  t h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e s e  m o l e c u l e s  a n d  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  w a s  s i g n i f i c a n t l y  f a v o u r e d  o v e r  t h a t  w i t h  
d o p a m i n e c h r o m e  ( B i sa g l i a  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .   
 
D e sp i t e  a  l a c k  o f  c l a r i t y  r e g a r d i n g  t h e  r e l a t i v e  r e a c t i v i t y  a n d  
c y t o t o x i c i t y  o f  e a c h  o f  t h e  i so l a t e d  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s ,  i t  i s  
e v i d e n t  t h a t  t h e  o v e r a l l  p r o c e s s  o f  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n  i s  
g l o b a l l y  h a r m f u l  t o  n e u r a l  t i ssu e ,  a n d  t h a t  t h e  p r e se n c e  o f  t h e s e  
c o m p o u n d s  h a s  t h e  c a p a c i t y  t o  a f f e c t  p r o t e i n  f u n c t i o n .   
 
 
1 . 4 .  T h e  P ot e n t i a l  f or  D op a m i n e  t o  A f f e ct  t h e  F u n ct i on  o f  
F O X P 2  
 
T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  F O X P 2  e x p r e ss i o n  w i t h i n  t h e  d e v e l o p i n g  
b r a i n  a l l o w s  f o r  a  p o t e n t i a l  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  a n d  d o p a m i n e .  D o p a m i n e  i s  s y n t h e si s e d  i n  
m u l t i p l e  b r a i n  r e g i o n s  d i sp l a y i n g  F O X P 2  e x p r e ss i o n  ( C o  e t  a l . ,  
2 0 2 0 ,  v a n  R h i j i n  e t  a l . ,  2 0 1 8 ,  E n a r d  e t  a l . ,  2 0 0 9 ,  R a g h a n t i  e t  a l . ,  
2 0 1 6 ) .  F o r  e x a m p l e ,  d o p a m i n e  i s  p r e s e n t  i n  t h e  b a s a l  g a n g l i a  
d u r i n g  p r e n a t a l  d e v e l o p m e n t  ( H a b e r ,  2 0 1 4 ) .  T h i s  r e g i o n  h a s  
b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  p a r t i c u l a r l y  h i g h  F O X P 2  e x p r e s s i o n  
( T a k a h a sh i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .   
 
M u l t i p l e  l i n k s  h a v e  a l r e a d y  b e e n  i d e n t i f i e d  b e t w e e n  F O X P 2  a n d  
d o p a m i n e  r e g u l a t e d  c i r c u i t s .  F o r  e x a m p l e ,  a  s t u d y  p e r f o r m e d  
b y  E n a r d  e t  a l .  i n  2 0 0 9 ,  h i g h l i g h t e d  t h a t  F O X P 2  d o w n  r e g u l a t e s  
c e l l u l a r  d o p a m i n e  l e v e l s ,  a s  w e l l  a s  e f f e c t s  t h e  m o r p h o l o g i e s  
a s so c i a t e d  w i t h  m e d i u m  sp i n y  n e u r o n s -  a  v e r y  c o m m o n  t a r g e t  
o f  d o p a m i n e r g i c  n e u r o n s .  A n o t h e r  s t u d y  p e r f o r m e d  b y  M u r u g a n  
e t  a l .  i n  2 0 1 3  r e p o r t e d  t h a t  d o p a m i n e  c o u l d  i n f l u e n c e  h o w  f a st  
b a s a l  g a n g l i a  s i g n a l s  w e r e  p r o p a g a t e d  i n  b i r d s  e x p r e ss i n g  
n o r m a l ,  b u t  n o t  m u t a t e d  F O X P 2 .  A l t h o u g h  t h e se ,  a n d  o t h e r  
s t u d i e s  h a v e  h i g h l i g h t e d  m u t a n t  F O X P 2  d i sr u p t i n g  
d o p a m i n e r g i c  p a t h w a y s ,  t h e  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  
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t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  a n d  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e  h a s  n o t  y e t  b e e n  
i n v e st i g a t e d .   
 
S i n c e  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  l a c k  sp e c i f i c  b i n d i n g  p o c k e t s ,  i t  i s  
d i f f i c u l t  t o  p r e d i c t  w h e t h e r  d o p a m i n e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  b i n d  
t o  t h e  F O X P 2 - F H D  i t s e l f ,  t h e r e b y  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r i n g  i t s  
s t r u c t u r e ,  a n d  i f  t h a t  w e r e  t h e  c a se ,  w h e r e  e x a c t l y  t h e  sm a l l  
m o l e c u l e  w o u l d  b i n d .  I t  i s  a l so  p o s s i b l e  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  
t h i s  m o l e c u l e  a t  sp e c i f i c  p h y si o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  
c o n c e n t r a t i o n s  m a y  d i sr u p t  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  
F H D  a n d  D N A ,  b y  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  D N A ,  o r  w i t h  t h e  p r o t e i n -
D N A  c o m p l e x .  T h i s  s t u d y  w i l l  t h e r e f o r e  f o c u s  o n  f i r st l y  
i n v e st i g a t i n g  w h e t h e r  d o p a m i n e  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  F O X P 2  F H D ,  
t h e r e b y  g i v i n g  r i s e  t o  s i g n i f i c a n t  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  t h a t  
m a y  a f f e c t  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  p r o t e i n ,  a n d  s e c o n d l y  i n v e st i g a t e  
w h e t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a f f e c t s  t h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  i t s  c o g n a t e  b i n d i n g  se q u e n c e .   
 
1 . 4 . 1 .  T h e  P o t e n t i a l  f o r  a  D i r e c t  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  
F H D  a n d  D o p a m i n e   
 
I t  i s  n o t  u n c o m m o n  f o r  sm a l l  m o l e c u l e s  t o  i n t e r a c t  w i t h  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s .  T h e  m o st  w e l l  k n o w n  e x a m p l e  o f  t h e  
r e l e v a n c e  o f  v a r i o u s  l i g a n d s  m o d u l a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  T F s  c a n  
b e  s e e n  i n  t h e  n u c l e a r  h o r m o n e  r e c e p t o r  ( N H R )  f a m i l y  o f  T F s  
( G r o o v e  a n d  W a l h o u t ,  2 0 0 8 ) .  T h e  N H R  f a m i l y ,  i n c l u d i n g ,  
a m o n g st  o t h e r s ,  t h e  a n d r o g e n  r e c e p t o r ,  o e s t r o g e n  r e c e p t o r ,  
p e r o x i so m e  p r o l i f e r a t o r  a c t i v a t e d  r e c e p t o r s  a n d  r e t i n o i c  a c i d  
r e c e p t o r  b e c o m e  p o t e n t  a c t i v a t o r s  o f  t r a n sc r i p t i o n  u p o n  
n a t u r a l  l i g a n d  b i n d i n g  ( S m i t h  a n d  O ’ M a l l e y ,  2 0 0 4 ) .  M a n y  o f  
t h e s e  T F s  h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  i n t e r a c t  w i t h  m o r e  t h a n  o n e  
l i g a n d  o f  b o t h  e n d o g e n o u s  a n d  e x o g e n o u s  o r i g i n s  ( S m i t h  a n d  
O ’ M a l l e y ,  2 0 0 4 ) .  I n t e r e st i n g l y ,  d e sp i t e  b e i n g  r e l a t i v e l y  w e l l  
s t u d i e d ,  m a n y  m e m b e r s  o f  t h e  N H R  f a m i l y  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  
“ o r p h a n ”  r e c e p t o r s  a s  t h e i r  c o r r e sp o n d i n g  l i g a n d s  h a v e  n o t  y e t  
b e e n  i d e n t i f i e d  ( G r o o v e  a n d  W a l h o u t ,  2 0 0 8 ) .  T h i s  h i g h l i g h t s  t h e  
g a p  i n  t h e  c u r r e n t  k n o w l e d g e  b a s e  r e g a r d i n g  t h e  f u l l  e x t e n t  o f  
t h e  r o l e  o f  l i g a n d s  i n  r e g u l a t i o n  o f  t r a n sc r i p t i o n .   
 
T h e r e  h a v e  b e e n  r e p o r t s  o f  sm a l l  m o l e c u l e s ,  sp e c i f i c a l l y  
i n h i b i t o r s ,  b i n d i n g  o t h e r  F O X  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ,  i n c l u d i n g  
F O X M 1  ( G o r m a l l y  e t  a l . ,  2 0 1 4 )  a n d  F O X O 1  ( N a g a sh i m a  e t  a l . ,  
2 0 1 0 ) .   A l t h o u g h  t h e  e x a c t  b i n d i n g  m e c h a n i sm  w a s  n o t  e l u d e d ,  
t h e  F O X M 1  i n h i b i t o r ,  F D I - 6  ( f i g u r e  1 . 1 4 ) ,  w a s  f o u n d  t o  i n t e r a c t  
d i r e c t l y  a n d  sp e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  F H D ,  t h e r e b y  d i sp l a c i n g  D N A  
b i n d i n g  ( G o r m a l l y  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .  T h i s  su g g e st s  a  p o t e n t i a l  r o l e  
f o r  sm a l l  m o l e c u l e s  i n  t h e  r e g u l a t i o n  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  F O X  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  t h r o u g h  d i r e c t  i n t e r a c t i o n .   
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F i g u r e  1 . 1 4 :  F D I - 6  ( i n h i b i t o r  o f  F O X M 1  F H D )  ( N C G C 0 0 0 9 9 3 7 4 )  
3 - a m i n o - N - ( 4 - f l u o r o p h e n y l ) - 6 - ( t h i o p h e n - 2 - y l ) - 4 -
( t r i f l u o r o m e t h y l ) t h i e n o [ 2 , 3 - b ] p y r i d i n e - 2 - c a r b o x a m i d e  T F A  i s  
i l l u s t r a t e d .   

 
1 . 4 . 2 .  T h e  P o t e n t i a l  f o r  t h e  P r e se n c e  o f  d o p a m i n e  t o  d i sr u p t  
D N A  b i n d i n g   
 
G e n e r a l l y  sp e a k i n g ,  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  D N A  d o u b l e  h e l i x  
a n d  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  a r e  d e p e n d e n t  o n  a  v a r i e t y  o f  f a c t o r s  
i n c l u d i n g  t h e  p h y si c a l  sh a p e  o f  t h e  D N A  i t se l f ,  a s  w e l l  a s  
c h e m i c a l  c o m p l e m e n t a r i t y  b e t w e e n  t h e  s e q u e n c e  o f  
n i t r o g e n o u s  b a s e s  a n d  a m i n o  a c i d s  ( R o h s  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  T h e  
p o si t i o n  o f  t h e  a l p h a - c a r b o n  a t o m s i n  t h e  p o l y p e p t i d e  c h a i n ,  a s  
w e l l  a s  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s i d e  c h a i n s  a sso c i a t e d  w i t h  t h e  
t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  a l so  p l a y  a  r o l e  i n  D N A  r e c o g n i t i o n  a n d  
b i n d i n g  ( P a b o  a n d  N e k l u d o v a ,  2 0 0 0 ) .  T h e  i n t e r a c t i o n  i s  
m e d i a t e d  b y  e i t h e r  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  o r  h y d r o g e n  b o n d i n g .  
V a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  a r e  u su a l l y  a sso c i a t e d  w i t h  i n c r e a si n g  t h e  
s t a b i l i t y  o f  t h e  p r o t e i n - D N A  c o m p l e x ,  w h i l e  h y d r o g e n  b o n d s  a r e  
a s so c i a t e d  w i t h  m o r e  sp e c i f i c  i n t e r a c t i o n s  ( M i r n y ,  2 0 0 2 ) .  
W a t e r  m o l e c u l e s  m a y  a l so  b e  a s so c i a t e d  w i t h  m e d i a t i n g  
h y d r o g e n  b o n d s .  A d e n i n e  u su a l l y  f o r m s h y d r o g e n  b o n d s  w i t h  
l y s i n e  a n d  a r g i n i n e ,  w h i l e  g l u t a m i n e  a n d  a sp a r a g i n e  i n t e r a c t  
w i t h  g u a n i n e  ( M a n d e l - G u t f r e u n d  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  H y d r o g e n  b o n d s  
m a y  a l so  f o r m  b e t w e e n  c y t o s i n e  a n d  g l u t a m a t e  o r  a sp a r t a t e ,  
h o w e v e r  t h i s  i n t e r a c t i o n  i s  l e s s  c o m m o n  ( L u sc o m b e  e t  a l . ,  
2 0 0 1 ) .  
 
N u m e r o u s  st u d i e s  h a v e  su g g e st e d  t h a t  v a r i o u s  s m a l l  m o l e c u l e s ,  
i n c l u d i n g  d o p a m i n e  ( L i u  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  b i n d  
d i r e c t l y  ( a n d  n o n - c o v a l e n t l y )  t o  t h e  D N A  d o u b l e  h e l i x .  S m a l l  
m o l e c u l e s  m a y  i n t e r a c t  w i t h  e i t h e r  t h e  m a j o r  o r  m i n o r  g r o o v e  
( m o r e  c o m m o n l y  t h e  m i n o r  g r o o v e ) ,  m a y  i n t e r c a l a t e  b e t w e e n  
n i t r o g e n o u s  b a s e s ,  m a y  b i n d  a  s i n g l e  s t r a n d  o f  t h e  D N A ,  o r  
d i sp l a y  a  f o r m  o f  m u l t i - m o d a l  b i n d i n g .  D o p a m i n e  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  t o  b i n d  D N A  w h e n  e i t h e r  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r  o r  D N A  
i s  p r e se n t  i n  e x c e s s  ( L i u  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  D u e  t o  t h e  p o si t i v e  c h a r g e  
o f  d o p a m i n e ,  a n d  o v e r a l l  n e g a t i v e  c h a r g e  o f  D N A ,  t h e  
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i n t e r a c t i o n  w a s  h y p o t h e si s e d  t o  b e  l a r g e l y  a  r e su l t  o f  
e l e c t r o st a t i c  f o r c e s ,  h o w e v e r  i t  w a s  a l so  t h o u g h t  t h a t  t h e  p l a n a r  
n a t u r e  o f  t h e  sm a l l  m o l e c u l e  m a y  f a c i l i t a t e  a  d e g r e e  o f  h y d r o g e n  
b o n d i n g  a n d  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  D N A  c o r e  ( L i u  e t  
a l . ,  2 0 0 2 ) .  T h e  sp e c i f i c i t y  o f  t h i s  i n t e r a c t i o n  h a s ,  h o w e v e r ,  n o t  
b e e n  i n v e st i g a t e d .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a n  e l e c t r o st a t i c  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d o p a m i n e  a n d  t a r g e t  s e q u e n c e s  o f  F O X P 2  
c o u l d  a l t e r  t h e  a f f i n i t y  o r  b i n d i n g  c a p a c i t y  b e t w e e n  t h e  F H D  
a n d  D N A .   
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1 . 5 .  S i g n i f i ca n ce  o f  R e s e a r ch   
 
T h e  d i sc o v e r y  o f  F O X P 2  a s  a  ‘ l a n g u a g e  g e n e ’  i s  s t i l l  r e l a t i v e l y  
n e w ,  a n d  t h e r e  i s  a  l a c k  o f  b o t h  st r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  
i n f o r m a t i o n  su r r o u n d i n g  t h i s  p r o t e i n ,  e sp e c i a l l y  c o n c e r n i n g  
p r e n a t a l  n e u r a l  d e v e l o p m e n t .  
 
V e r b a l  d y sp r a x i a ,  t h e  d i s e a s e  m o st  s t r o n g l y  a n d  s i g n i f i c a n t l y  
a s so c i a t e d  w i t h  F O X P 2 ,  c a n n o t  p r e s e n t l y  b e  c u r e d ,  a n d  
c o n si d e r a b l y  a f f e c t s  t h e  l i v e s  o f  t h o se  a f f e c t e d  b y  i t .  T h e  
c u r r e n t  ‘ t r e a t m e n t ’  a v a i l a b l e ,  u su a l l y  p e r f o r m e d  b y  a  sp e e c h  
t h e r a p i st ,  i s  i n t e n si v e ,  t i m e  c o n su m i n g  a n d  m u st  b e  
p e r so n a l i s e d .  E v e n  w i t h  r e g u l a r  d i r e c t  t h e r a p y ,  o b s e r v a b l e  
p r o g r e s s  i n  p a t i e n t s  i s  s l o w ,  a n d  i n  so m e  c a se s ,  i m p a i r m e n t  i s  
so  s e v e r e  t h a t  f u n c t i o n a l  c o m m u n i c a t i o n  m a y  n o t  b e  p o s s i b l e  a t  
a l l .  T h e  o v e r a l l  g o a l  o f  c u r r e n t  t r e a t m e n t  i s  t o  m a x i m i s e  t h e  
a b i l i t y  t o  c o m m u n i c a t e  a t  e a c h  st a g e  o f  t h e  d i se a se ,  r a t h e r  t h a n  
r e v e r s a l  o f  t h e  d e c l i n e  ( D u f f y ,  2 0 1 3 ) .   I n v e st i g a t i n g  a n d  f u l l y  
u n d e r st a n d i n g  t h e  r o l e  o f  F O X P 2  i n  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n  m a y  
a l l o w  f o r  p o t e n t i a l  m o l e c u l a r - l e v e l  t r e a t m e n t s  t o  b e  d e v e l o p e d .  
S i m i l a r  h o l d s  t r u e  a s  f o r  o t h e r  d i s e a se s  a s so c i a t e d  w i t h  v e r b a l  
a t a x i a ,  i n c l u d i n g  a u t i sm ,  w h i c h  a f f e c t s  1  i n  1 6 0  c h i l d r e n  
w o r l d w i d e  ( W H O ,  2 0 1 7 ) ,  a n d  sc h i z o p h r e n i a ,  a f f e c t i n g  2 1  
m i l l i o n  p e o p l e  w o r l d w i d e  ( W H O ,  2 0 1 6 ) .  U n d e r st a n d i n g  t h e  
m o l e c u l a r  m e c h a n i sm s  b e h i n d  t h e s e  d i s e a s e s  m a y  f a c i l i t a t e  
r a t i o n a l  d r u g  d e si g n  i n  t h e  f u t u r e .  
 
T h e  e f f e c t  o f  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r  m a y  h a v e  a n  o r g a n i s a t i o n a l  
a n d  f l u c t u a t i n g  e f f e c t  o n  l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n  d u r i n g  p r e n a t a l  
d e v e l o p m e n t  ( B e c k e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  T h e r e  i s ,  h o w e v e r ,  c u r r e n t l y  
n o  e v i d e n c e  t o  c l e a r l y  su g g e st  t h a t  t h i s  i s  t h e  c a se .  O n e  m a j o r  
l i m i t a t i o n  i s  t h e  r e l a t i v e l y  l o w  s e n s i t i v i t y  o f  t e c h n i q u e s  t h a t  
a r e  p r e se n t l y  a v a i l a b l e  i n  e t h i c a l l y  i n v e st i g a t i n g  p r e n a t a l  
n e u r a l  p a t t e r n i n g .  A n o t h e r  c h a l l e n g e  i n  s t u d y i n g  l a n g u a g e  
a c q u i s i t i o n  i n  i t s  e n t i r e t y  i s  t h e  e n o r m o u s  n u m b e r  o f  a sso c i a t e d  
a n d  o v e r l a p p i n g  p a t h w a y s ,  i n  a d d i t i o n  t o  l a r g e  g a p s  i n  
i n f o r m a t i o n .  I n v e s t i g a t i n g  a n  i n t e r a c t i o n  i n  v i v o  m a y  a l so  r e su l t  
i n  v a r i a t i o n  b e t w e e n  su b j e c t s  ( d u e  t o  i n n a t e  g e n e t i c  
d i f f e r e n c e s)  a n d  t h u s  i n c o n si st e n t  r e su l t s .  T h i s  i n v e st i g a t i o n  
w i l l  f o c u s  o n  t h e  sp e c i f i c  n e u r o t r a n sm i t t e r - F O X P 2  F H D - D N A  
i n t e r a c t i o n ;  t h e r e b y  a l l o w i n g  t h e s e  c h a l l e n g e s  t o  b e  so m e w h a t  
o v e r c o m e .  S i n c e  e x p e r i m e n t a t i o n  w i l l  b e  d o n e  i n  i so l a t i o n ,  
i n t e r f e r e n c e  f r o m  o v e r l a p p i n g  p a t h w a y s  w i l l  b e  e l i m i n a t e d ,  
t h e r e b y  p o t e n t i a l l y  a l l o w i n g  a  s i n g l e  g a p  i n  k n o w l e d g e  t o  b e  
f i l l e d .  T h i s  w i l l  a l l o w  c l e a r  p i c t u r e  o f  h o w  d o p a m i n e  m a y  a f f e c t  
t h e  i n t e r a c t i o n  t o  b e  d e t e r m i n e d .  A l t h o u g h  t h i s  a p p r o a c h  o n l y  
p r o v i d e s  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  a  s i n g l e  i n t e r a c t i o n ,  s t u d y i n g  
m u l t i p l e  d i f f e r e n t  i n t e r a c t i o n s  i n  i so l a t i o n  a n d  t h e n  i n t e g r a t i n g  
t h e  i n f o r m a t i o n  w i l l  a l l o w  f o r  a n  o v e r a l l  u n d e r st a n d i n g  o f  
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l a n g u a g e  a c q u i s i t i o n  t o  b e  d e t e r m i n e d  o v e r  t i m e .  I t  i s ,  h o w e v e r ,  
i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  i n t e r a c t i o n s  o b s e r v e d  i n  v i t r o  a r e  l i k e l y  
r e p r e s e n t a t i v e  o n l y  o f  p r e l i m i n a r y  st u d i e s ,  a n d  f u r t h e r  
i n v e st i g a t i o n  i n  v i v o  w o u l d  b e  r e q u i r e d  t o  c o n f i r m  t h e  
s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  o b s e r v a t i o n s .   
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1 . 6 .  A i m s  a n d  O b j e c t i v e s   
 
1 . 6 . 1 .  A i m   
T h e  a i m  o f  t h i s  e x p e r i m e n t  i s  t o  d e t e r m i n e  t h e  s t r u c t u r a l  a n d  
f u n c t i o n a l  e f f e c t  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  a  n e u r o t r a n s m i t t e r ,  
d o p a m i n e ,  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F HD  a n d  a  
r e c o g n i s e d  c o g n a t e  b i n d i n g  s e q u e n c e ,  t h e  N e l s o n  s e q u e n c e  ( 5 ’ -
T G T T T A C - 3 ’ )   
 
1 . 6 . 2 .  O b j e c t i v e s  

  T o  su c c e s sf u l l y  o v e r e x p r e s s  a n d  p u r i f y  t h e  W T  F O X P 2  F H D  
v i a  h e t e r o l o g o u s  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  ( w i t h i n  
a n  E .  c o l i  h o st ) .    

  T o  sp e c t r o sc o p i c a l l y  c h a r a c t e r i se  t h e  o v e r e x p r e s se d  
p r o d u c t ,  t h e r e b y  e n su r i n g  t h a t  t h e  p r o t e i n  i s  n a t i v e l y  
f o l d e d .   

  T o  f u n c t i o n a l l y  c h a r a c t e r i s e  t h e  o v e r e x p r e s s e d  p r o d u c t  
  T o  i n v e st i g a t e  w h e t h e r  t h e  p r e se n c e  o f  d o p a m i n e  a t  

p h y si o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n s ,  a s  w e l l  a s  i n  e x c e ss  h a s  a  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  se c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  
o f  t h e  F O X P 2  F H D .   

  T o  i n v e st i g a t e  w h e t h e r  t h e  p r e se n c e  o f  d o p a m i n e  a t  
p h y si o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n s ,  a s  w e l l  a s  i n  e x c e ss  h a s  a  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  a b i l i t y  o f  F O X P 2  F H D  t o  b i n d  t h e  
c o g n a t e  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  s e q u e n c e ,  t h e  N e l so n  
se q u e n c e .   

  T o  i n v e st i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  
p r o d u c t s  o f  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n  t o  b i n d  t h e  F O X P 2  F H D  
i n  s i l i c o  t h r o u g h  m o l e c u l a r  d o c k i n g .    
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2. METHODS AND MATERIALS  
 
2 . 1 .  O v e r e x p r e s s i o n  a n d  P u r i f i ca t i on   
 
2 . 1 . 1 .  T r a n sf o r m a t i o n   
W h e n  s t u d y i n g  t h e  s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  a  sp e c i f i c  p r o t e i n  
i n  v i t r o ,  t h e r e  i s  o f t e n  a n  e x p e r i m e n t a l  d e m a n d  f o r  l a r g e  
a m o u n t s  o f  p u r e  p r o t e i n .   I t  i s  t h e r e f o r e  i m p o r t a n t  t o  d e s i g n  a  
sy st e m  o f  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  w h e r e b y  h i g h  y i e l d s  c a n  b e  
o b t a i n e d .  H e t e r o l o g o u s  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  f a c i l i t a t e s  t h i s ,  i n  
t h a t  t h e  g e n e  o f  i n t e r e st  i s  c l o n e d  i n t o  a  h o st  o r g a n i sm  a n d  c a n  
b e  o v e r e x p r e s s e d .  I n  t h i s  c a se ,  a n  E s c h e r i c h i a  c o l i  ( E .  c o l i )  h o s t  
w a s  e x p l o i t e d ,  h o w e v e r  a l t e r n a t i v e  h e t e r o l o g o u s  e x p r e s s i o n  
sy st e m s  i n c l u d e  y e a st  o r  p l a n t  c e l l s  ( D e m a i n  a n d  V a i sh n a v ,  
2 0 0 9 ,  A d r i o  a n d  D e m a i n ,  2 0 1 0 ) .  C l o n i n g  i s  a c h i e v e d  b y  
t r a n sf o r m i n g  t h e  h o s t  w i t h  a  v e c t o r  t h a t  h a s  b e e n  d e s i g n e d  t o  
c o n t a i n  t h e  g e n e  o f  i n t e r e st ,  a s  w e l l  a s  v a r i o u s  r e g u l a t o r y  
r e g i o n s ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  f o r  o v e r e x p r e s s i o n  t o  b e  c o n t r o l l e d  
( M a k r i d e s ,  1 9 9 6 ) .   
 
T h e  p E T - 1 1 a  v e c t o r  ( G e n sS c r i p t ,  U S A )  w a s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  t o  
o v e r e x p r e s s  t h e  F O X P 2  F H D .  T h e  p l a sm i d  c o n st r u c t  i s  
i l l u st r a t e d  b e l o w  ( f i g u r e  2 . 1 ) .  
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F i g u r e  2 . 1 :  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i n g  t h e  p l a s m i d  c o n s t r u c t  o f  p E T 1 1 a .  
P r o m o t e r  r e g i o n s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  y e l l o w ,  w h i l e  t h e  r e g i o n s  s h o w n  i n  
o r a n g e  r e p r e s e n t  s e q u e n c e s  e n c o d i n g  s p e c i f i c  p r o t e i n  p r o d u c t s .  D u e  t o  
t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  m u l t i p l e  c l o n i n g  s i t e  ( M C S ) ( r e d  a r r o w )  d o w n s t r e a m  
o f  t h e  T 7  p r o m o t e r  r e g i o n  ( y e l l o w  a r r o w ) ,  o v e r e x p r e s s i o n  o f  t h e  i n s e r t  
i s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  a c t i v i t y  o f  b a c t e r i o p h a g e  T 7  R N A  p o l y m e r a s e .  T h e  
l a c  o p e r o n ,  i n c l u d i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  l a c 1  a n d  p r o m o t e r ,  a s  w e l l  a s  t h e  
L a c  o p e r a t o r  r e g i o n  ( p u r p l e )  l o c a t e d  d o w n s t r e a m  o f  t h e  T 7  p r o m o t e r  
a l l o w s  f o r  o v e r e x p r e s s i o n  t o  b e  t i g h t l y  c o n t r o l l e d .   ( I m a g e  g e n e r a t e d  
w i t h  G e n S m a r t  D e s i g n )   

 
T h e  l a c 1  r e g i o n  e n c o d e s  t h e  L a c  r e p r e s so r .  T h i s  p r o t e i n  b i n d s  
t h e  L a c  o p e r a t o r ,  a n d  i n h i b i t s  t r a n sc r i p t i o n  b y  b l o c k i n g  t h e  
a c t i v i t y  o f  T 7  p o l y m e r a s e .  T r a n s c r i p t i o n  c a n  b e  a c t i v a t e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  i so p r o y l t h i o g a l a c t o p y r a n o si d e  ( I P T G ) ,  a  g a l a c t o s e  
a n a l o g  t h a t  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  l a c  r e p r e s so r ,  t h e r e b y  a l t e r i n g  
i t s  c o n f o r m a t i o n  a n d  i n h i b i t i n g  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  l a c  
o p e r a t o r  a n d  a l l o w i n g  R N A  p o l y m e r a s e  t o  b i n d  a n d  
t r a n sc r i p t i o n  t o  p r o c e e d  ( M a r b a c h  a n d  B e t t e n b r o c k ,  2 0 1 2 ) .  
 
S e l e c t i o n  o f  o n l y  t r a n sf o r m e d  E .  c o l i  c e l l s  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  
c o n f e r r i n g  a n t i b i o t i c  r e s i st a n c e .  T h e  A m p R  r e g i o n  e n c o d e s  β -
l a c t a m a se .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  t h i s  e n z y m e  f a c i l i t a t e s  sp e c i f i c  
a n t i b i o t i c  r e s i st a n c e  i n  b a c t e r i a ,  a s  i t  c a t a l y z e s  t h e  h y d r o l y s i s  
o f  t h e  β - l a c t a m  r i n g  a sso c i a t e d  w i t h  p e n i c i l l i n ,  t h e r e b y  
i n a c t i v a t i n g  t h e  a c t i o n  o f  t h e  a n t i b i o t i c  ( A b r a h a m  a n d  C h a i n ,  
1 9 4 0 ) .   
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F o r  t h e  o v e r e x p r e s s i o n  o f  F O X P 2  F H D ,  t h e  f o l l o w i n g  i n se r t  w a s  
c l o n e d  i n t o  t h e  M C S  o f  t h e  p E T 1 1 a  v e c t o r  ( f i g u r e  2 . 2 ) .  W h e n  
d e si g n i n g  t h e  i n s e r t ,  t h e  n u c l e i c  a c i d  s e q u e n c e  f o r  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  t h i s  p r o t e i n  w a s  c o d o n  o p t i m i s e d  ( G e n s c r i p t ) .  
C o d o n  o p t i m i s a t i o n  i s  e s s e n t i a l  i n  h e t e r o l o g o u s  p r o t e i n  
e x p r e s s i o n  a s  d i f f e r e n t  o r g a n i sm s t e n d  t o  d i sp l a y  b i a s  t o w a r d s  
c e r t a i n  c o d o n s  o v e r  o t h e r s  e n c o d i n g  t h e  s a m e  a m i n o  a c i d .  I n  
t h i s  s t u d y ,  a  b a c t e r i a l  h o s t  w a s  u t i l i se d  i n  o v e r e x p r e s s i n g  a  
h u m a n  p r o t e i n .  S e l e c t i n g  c o d o n s  t h a t  a r e  p r e f e r e n t i a l l y  u t i l i se d  
b y  b a c t e r i a  c a n  t h e r e f o r e  i n c r e a s e  t h e  c h a n c e  o f  e x p r e s s i o n  
su c c e ss  ( B u r g e s s - B r o w n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .     
 

F i g u r e  2 . 2 :  S c h e m a t i c  i l l u s t r a t i n g  t h e  r e g i o n s  u p s t r e a m  t h e  F O X P 2  
F H D  c o d o n - o p t i m i s e d  s e q u e n c e  c l o n e d  i n t o  t h e  M C S  o f  t h e  p E T 1 1 a  
v e c t o r  T h e  i n s e r t  i n c l u d e s  a n  N - t e r m i n u s  h i s t i d i n e  t a g  ( p u r p l e )  t o  a i d  i n  
a f f i n i t y  p u r i f i c a t i o n ,  a s  w e l l  a s  a  t h r o m b i n  r e c o g n i t i o n  s e q u e n c e  ( r e d )  t o  
a l l o w  f o r  r e m o v a l  o f  t h e  H i s t a g .  T h e  s p e c i f i c  c l e a v a g e  s i t e  i s  d e p i c t e d  b y  
a  d o t t e d  l i n e .  T h e  d a r k  b l u e  r e g i o n  r e p r e s e n t s  t h e  T 7  p h a g e  g e n e  1 0  
l e a d e r .  T h i s  s e q u e n c e  a c t s  a s  a  r i b o s o m a l  b i n d i n g  s i t e ,  a n d  f u n c t i o n s  t o  
e n h a n c e  e x p r e s s i o n  o f  f o r e i g n  g e n e s  w i t h i n  a n  E  c o l i  h o s t  ( O l i n s  e t  a l . ,  
1 9 8 8 ) .    

 
C o m p e t e n t  T 7  E .  c o l i  c e l l s  ( 5 0  μ L )  ( N e w  E n g l a n d  B i o l a b s ,  U S A )  
w a s  t h a w e d  o n  i c e ,  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  2  μ L  o f  t h e  v e c t o r  
c o n t a i n i n g  t h e  F O X P 2  F H D  i n s e r t  ( so l u b i l i s e d  i n  m i l l i Q  w a t e r ,  
a r o u n d  5 0  n g ) .   T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  o n  i c e  f o r  3 0  
m i n u t e s ,  b e f o r e  h e a t  sh o c k i n g  t h e  c e l l s  a t  4 2  ° C  f o r  1 0  s e c o n d s ,  
t h e r e b y  d e s t a b i l i s i n g  t h e  m e m b r a n e  a n d  f a c i l i t a t i n g  t h e  e n t r y  
o f  D N A  ( C h e n  a n d  D u b n a u ,  2 0 0 4 ) .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  p l a c e d  o n  
i c e  f o r  5  m i n u t e s ,  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  9 5 0  μ L  o f  S O C  m e d i a  
( S u p e r  O p t i m a l  b r o t h  w i t h  C a t a b o l i t e  r e p r e s s i o n ,  c o m p o s e d  o f  
2 % w / v  t r y p t o n e ,  0 . 5 % w / v  y e a st  e x t r a c t ,  1 0  m M  N a C l ,  2 . 5  m M  
KC l ,  1 0  m M  M g C l 2  a n d  2 0  m M  g l u c o se ) .   T h e  c e l l s  w e r e  g r o w n  a t  
3 7  ° C  f o r  6 0  m i n u t e s  w i t h  v i g o r o u s  sh a k i n g  ( 2 5 0  r p m ) ,  b e f o r e  
p l a t i n g  o n  a g a r  c o n t a i n i n g  0 . 1  m g / m L  a m p i c i l l i n  ( M e l f o r d ,  U K ) .  
T h e  p l a t e s  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7  ° C  a n d  s i n g l e ,  i so l a t e d  
c o l o n i e s  w e r e  se l e c t e d .  E a c h  c o l o n y  w a s  g r o w n  f o r  1 6  h o u r s  i n  
L y so g e n y  b r o t h  ( L B )  ( c o m p o se d  o f  1 % w / v  t r y p t o n e ,  0 . 5 %  w / v  
y e a s t  e x t r a c t  a n d  1 % N a C l )  w i t h  0 . 1  m g / m L  a m p i c i l l i n .  G l y c e r o l  
s t o c k s  w e r e  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  8 0 % g l y c e r o l  ( 8 0 % v / v  
g l y c e r o l ,  2 0 %  v / v  d i st i l l e d  w a t e r )  w i t h  t h e  c u l t u r e  i n  a  1 : 1  r a t i o  
a n d  f l a sh  f r o z e n ,  b e f o r e  s t o r i n g  a t  - 8 0  ° C .   
 
T h e  v e c t o r  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  l e f t o v e r  c u l t u r e  u s i n g  t h e  
G e n e J e t  p l a sm i d  m i n i p r e p  k i t  ( T h e r m o f i sh e r  S c i e n t i f i c ,  E U )  a s  
p e r  m a n u a l ,  a n d  s e n t  f o r  s e q u e n c i n g  w i t h  I n q u a b a  B i o t e c h  
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( R S A ) ,  a s  t o  e n su r e  t h a t  t h e  t r a n sf o r m a t i o n  w a s  su c c e s sf u l ,  a n d  
t h e r e  w e r e  n o  m u t a t i o n s  i n t r o d u c e d  i n  t h e  i n s e r t .  
 
2 . 1 . 2 .  P r o t e i n  E x p r e s s i o n   
 
T h e  p r o t o c o l  f o r  o v e r e x p r e ss i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  W T  F O X P 2  
F H D  h a d  b e e n  o p t i m i s e d  w i t h i n  o u r  l a b  ( B l a n e  a n d  F a n u c c h i ,  
2 0 1 5 ) .  E x p r e ss i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  t r i a l s  w e r e  t h e r e f o r e  n o t  
r e q u i r e d .   
 
T h e  T 7  g l y c e r o l  s t o c k s  w e r e  u s e d  t o  p r e p a r e  a n  i n i t i a l  o v e r n i g h t  
c u l t u r e  b y  p e r f o r m i n g  a  1 0 0 0 - f o l d  d i l u t i o n  w i t h  f r e sh l y  
a u t o c l a v e d  2 X Y T  m e d i a  ( 1 . 6 % w / v  t r y p t o n e ,  1 %  w / v  y e a s t  
e x t r a c t ,  0 . 5 %  w / v  N a C l )  c o n t a i n i n g  0 . 1  m g / m L  a m p i c i l l i n .  T h e  
a n t i b i o t i c  w a s  a d d e d  t o  f a c i l i t a t e  t h e  g r o w t h  o f  o n l y  
su c c e ss f u l l y  t r a n s f o r m e d  c e l l s .  T h e  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  f o r  
1 6  h o u r s  a t  3 7  ° C ,  w i t h  v i g o r o u s  sh a k i n g  ( 2 3 0  r p m )  t o  a l l o w  f o r  
a e r a t i o n  a n d  b a c t e r i a l  g r o w t h .  T h i s  i n i t i a l  o v e r n i g h t  c u l t u r e  
w a s  u se d  t o  i n o c u l a t e  a  l a r g e r  v o l u m e  ( r o u g h l y  6  L )  o f  f r e sh l y  
a u t o c l a v e d  2 X Y T  m e d i a  ( 1  i n  5 0  d i l u t i o n ) ,  c o n t a i n i n g  0 . 1  m g / m L  
a m p i c i l l i n .  T h i s  s e c o n d a r y  c u l t u r e  w a s  g r o w n  a t  3 7  ° C  w i t h  
v i g o r o u s  sh a k i n g  u n t i l  a n  O D 6 0 0  o f  0 . 6 - 0 . 8  w a s  o b s e r v e d  
( t y p i c a l l y  a r o u n d  2  h o u r s) .  T h e  c e l l s  w e r e  c o l d  sh o c k e d  a t  4  ° C  
f o r  1 0  m i n u t e s ,  b e f o r e  i n d u c i n g  o v e r e x p r e s s i o n  w i t h  t h e  
a d d i t i o n  o f  0 . 6  m M  I P T G .   T h e  t e m p e r a t u r e  w a s  r e d u c e d  t o  2 0  
° C ,  a n d  t h e  c u l t u r e  w a s  g r o w n  f o r  a  f u r t h e r  2 2  h o u r s .  T h e  c e l l s  
w e r e  t h e n  h a r v e st e d  v i a  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  2 0  m i n u t e s  a t   
5 0 0 0  x  g  a t  4  ° C .  T h e  su p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d ,  a n d  p e l l e t  w a s  
r e su sp e n d e d  i n  I M A C  e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s - H C l ,  3 0  
m M  I m i d a z o l e ,  5 0 0  m M  N a C l ,  p H  7 . 5 ) .   R e su sp e n d e d  c e l l  l y s a t e s  
w e r e  st o r e d  a t  - 2 0  ° C  u n t i l  r e q u i r e d  f o r  p u r i f i c a t i o n .   
 
T h e  r e su sp e n d e d  c e l l  l y s a t e s  w e r e  t h a w e d  c o m p l e t e l y  b y  
r o t a t i o n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  1  m g / m L  c h i c k e n  e g g  
l y so z y m e  ( S i g m a - a l d r i c h ,  U S A )  w a s  a d d e d .  T h e  f o r m a t i o n  o f  i c e  
c r y s t a l s  w h e n  f r e e z i n g  t h e  l y sa t e  a i d s  i n  d i sr u p t i n g  t h e  c e l l  
m e m b r a n e s  ( J o h n so n  a n d  H e c t ,  1 9 9 4 ) ,  w h i l e  t h e  a d d i t i o n  o f  
l y so z y m e  f a c i l i t a t e s  c h e m i c a l  c e l l  l y s i s .  T h e  c e l l s  w e r e  f u r t h e r  
l y s e d  v i a  m u l t i p l e  r o u n d s  o f  so n i c a t i o n  ( S o n i c a  Q 5 5 )  a t  6 0 %  
p o w e r ,  a l t e r n a t i n g  so n i c a t i o n  f o r  3 0  s e c o n d s ,  w i t h  3 0  s e c o n d s  
r e st  o n  i c e  t o  p r e v e n t  p r o t e i n  d e g r a d a t i o n  d u e  t o  i n c r e a si n g  
t e m p e r a t u r e .  T h e  so n i c a t i o n  p r o c e ss  a l so  d i sr u p t s  i n t e r a c t i o n s  
b e t w e e n  t h e  o v e r e x p r e s s e d  p r o d u c t  a n d  c o n t a m i n a t i n g  D N A .  
D N a s e  I  ( M e r c k ,  G e r m a n y )  ( 0 . 0 1  m g / m L )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  
l y s a t e  t o  f u r t h e r  r e d u c e  D N A  c o n t a m i n a t i o n .  A f t e r  i n c u b a t i o n  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  r o u g h l y  2 0  m i n u t e s ,  t h e  l y s a t e  w a s  
c e n t r i f u g e d  a t  2 3  0 0 0  x  g  f o r  2 5  m i n u t e s  a t  4  ° C ,  a n d  t h e  
su p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d .   
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2 . 1 . 3 .  I m m o b i l i s e d  M e t a l  I o n  A f f i n i t y  C h r o m a t o g r a p h y  ( I M A C )  
 
I M A C  f a c i l i t a t e s  t h e  i so l a t i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  a  t a g g e d  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  o f  i n t e r e st  f r o m  a  h e t e r o g e n e o u s  m i x t u r e  
o f  b a c t e r i a l  p r o t e i n s  ( f o l l o w i n g  o v e r e x p r e ss i o n ) .  T h e  
se p a r a t i o n  i s  b a s e d  o n  a f f i n i t y ,  sp e c i f i c a l l y  t h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  t h e  e l e c t r o n  d o n a t i n g  p o l y h i st i d i n e  t a g  ( f u s e d  t o  t h e  
p r o t e i n )  a n d  t h e  s t a t i o n a r y  p h a se ,  c h e l a t e d  m e t a l  i o n s  ( i n  t h i s  
c a se ,  sp e c i f i c a l l y  N i 2 + )  i m m o b i l i se d  o n  t h e  m a t r i x  o f  t h e  c o l u m n  
( P o r a t h  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  T h e  m e t a l  i o n s  a r e  i m m o b i l i s e d  t h r o u g h  
t h e  u s e  o f  a  su p p o r t  m o l e c u l e .  I n  t h i s  c a s e ,  n i t r i l o t r i a c e t i c  a c i d  
( N T A )  w a s  u s e d .  W h e n  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  t r a v e l s  t h r o u g h  
t h e  c o l u m n ,  i t  i s  r e t a i n e d ,  a n d  c a n  b e  e l u t e d  b y  i n c r e a si n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  i m i d a z o l e  ( a s  t h i s  m o l e c u l e  c o m p e t e s  f o r  t h e  
h i st a g  b i n d i n g  s i t e  o n  t h e  c o l u m n ) ( B o r n h o r st  a n d  F a l k e ,  2 0 0 0 ) .   
 
I M A C  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  G E - h e a l t h c a r e  ( S w e d e n )  5  m L  
H i s t r a p ®  c o l u m n  ( c h a r g e d  w i t h  n i c k e l  su l f a t e  a s  p e r  
m a n u f a c t u r e r s  i n s t r u c t i o n s) ,  a n d  f a st  p r o t e i n  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y  ( F P L C )  ( w i t h  t h e  A KT A  P u r e  C h r o m a t o g r a p h y  
S y st e m ) .  A l l  I M A C  st e p s  w e r e  p e r f o r m e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  5  
m L / m i n .  T h e  n i c k e l - N T A  c o l u m n  w a s  f i r st  e q u i l i b r a t e d  w i t h  1 0  
c o l u m n  v o l u m e s  o f  e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r ,  b e f o r e  l o a d i n g  t h e  
c o l l e c t e d  su p e r n a t a n t  c o n t a i n i n g  t h e  H i s - t a g g e d  o v e r e x p r e s s e d  
p r o t e i n .  T o  r e m o v e  D N A  b o u n d  t o  t h e  i m m o b i l i s e d  F O X P 2  F H D ,  
a s  w e l l  a s  t o  r e d u c e  n o n - sp e c i f i c  i n t e r a c t i o n s ,  t h e  c o l u m n  w a s  
w a sh e d  w i t h  5  c o l u m n  v o l u m e s  o f  s a l t  w a sh  b u f f e r  ( 1 0  m M  T r i s -
H C l ,  3 0  m M  i m i d a z o l e ,  1 . 5  M  N a C l ,  p H  7 . 5 ) .  A f t e r  e q u i l i b r a t i n g  
t h e  c o l u m n ,  F O X P 2  F H D  w a s  e l u t e d  v i a  a  s i n g l e  s t e p  e l u t i o n  w i t h  
a n  i n c r e a s e d  i m i d a z o l e  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 0  m M  T r i s - H C l ,  3 0 0  m M  
i m i d a z o l e ,  5 0 0  m M  N a C l ,  p H  7 . 5 ) .    
 
2 . 1 . 4 .  S i z e  E x c l u s i o n  C h r o m a t o g r a p h y  ( S E C )   
S E C  i s  u s e d  a s  a  p o l i sh i n g  st e p  i n  p u r i f i c a t i o n ,  e n su r i n g  t h a t  t h e  
p r o t e i n  o f  i n t e r e st  i s  a t  m a x i m u m  p u r i t y .  S E C  a l so  f a c i l i t a t e s  
se p a r a t i o n  o f  d i f f e r e n t  o l i g o m e r i c  s t a t e s  o f  t h e  p r o t e i n  c o l u m n  
( L a t h e  a n d  R u t h v e n ,  1 9 5 5 ) .  I n  t h i s  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e ,  
se p a r a t i o n  i s  b a s e d  o n  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  h y d r o d y n a m i c  r a d i u s  
o f  m o l e c u l e s  t r a v e l l i n g  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  ( L a t h e  a n d  R u t h v e n ,  
1 9 5 5 ) .  T h e  c o l u m n  i s  p a c k e d  w i t h  a  p o r u s  m a t r i x ,  w h i c h  a c t s  a s  
t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .  M o l e c u l e s  t h a t  a r e  l a r g e r  t h a n  t h e  p o r e s  
a r e  u n a b l e  t o  b e  r e t a i n e d ,  a n d  t r a v e l  t h r o u g h  t h e  c o l u m n  w i t h  
t h e  m o b i l e  p h a se .  S m a l l e r  m o l e c u l e s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e i r  
r e l a t i v e  s i z e ,  w i l l  d i f f u s e  i n t o  t h e  p o r e s  a t  v a r y i n g  d e g r e e s .  T h e  
sm a l l e st  m o l e c u l e s  w i l l  t h u s  e l u t e  l a st  ( M o l d o v e n e a n u  a n d  
D a v i d ,  2 0 1 3 ) .   
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A  s e p h a d e x  S 7 5  1 6 / 6 0  S E C  c o l u m n  ( G E  H e a l t h c a r e ,  S w e d e n )  w a s  
e q u i l i b r a t e d  w i t h  1  c o l u m n  v o l u m e  ( 1 2 0  m L )  o f  I M A C  
e q u i l i b r a t i o n  b u f f e r ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 2  m l / m i n .   F r a c t i o n s  
c o l l e c t e d  f r o m  I M A C  c o n t a i n i n g  F O X P 2  F H D  ( i d e n t i f i e d  b y  S D S -
P A G E )  w e r e  c o n c e n t r a t e d  t o  ± 2  m L .  A l l  a g g r e g a t i o n  w a s  
r e m o v e d  f r o m  t h e  s a m p l e  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 3  0 0 0  x  g  f o r  1 0  
m i n u t e s  a t  4  ° C ,  b e f o r e  l o a d i n g  o n t o  t h e  e q u i l i b r a t e d  c o l u m n .  
T h e  f l o w  r a t e  w a s  s e t  a t  1  m L / m i n  f o r  1 2 0  m i n u t e s .   T h i s  
p r o t o c o l  w a s  r e p e a t e d  w i t h  t h e  G E  h e a l t h c a r e  s t a n d a r d s ,  
t h e r e b y  a l l o w i n g  f o r  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  e l u e n t  t o  b e  
d e t e r m i n e d .   
   
2 . 2 .  P u r i t y  A s s e s s m e n t ,  C o n ce n t r a t i o n  D e t e r m i n a t i on  a n d  
S t r u ct u r a l  C h a r a c t e r i s a t i o n   
 
2 . 2 . 1 .  T r i c i n e  S o d i u m  D o d e c y l  S u l f a t e  P o l y a c r y l a m i d e  G e l  
E l e c t r o p h o r e si s  ( S D S - P A G E )   
 
S D S - P A G E  i s  a n  a n a l y t i c a l  t e c h n i q u e  t h a t  e x p l o i t s  t h e  m i g r a t i o n  
o f  c h a r g e d  b i o m o l e c u l e s  t h r o u g h  a  p o r u s  g e l  w i t h i n  a n  e l e c t r i c  
f i e l d .  U n d e r  n a t i v e  c o n d i t i o n s ,  t h e  r a t e  a t  w h i c h  a  m o l e c u l e  
m i g r a t e s  i s  d e p e n d e n t  o n  i t s  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y ,  a  
f u n c t i o n  o f  t h e  s i z e ,  sh a p e  a n d  n e t  c h a r g e  ( L a e m m l i ,  1 9 7 0 ) .   
 
W i t h  r e g a r d  t o  P A G E ,  t h e  p o r u s  g e l  m a t r i x  i s  c o m p o s e d  o f  a  
t h r e e - d i m e n si o n a l  c r o s s - l i n k e d  n e t w o r k  o f  a c r y l a m i d e  a n d  
N , N ’ - m e t h y l e n e - b i s - a c r y l a m i d e .   T h e  p o r e  s i z e  c a n  b e  
m a n i p u l a t e d  b y  a l t e r i n g  t h e  r a t i o  o f  t h e s e  t w o  c o m p o n e n t s .  
P o l y a c r y l a m i d e  g e l s  a r e  f a v o u r e d  o v e r  a g a r o s e  g e l s  d u e  t o  t h e  
sm a l l e r  p o r e  s i z e ,  a n d  t h u s  i n c r e a s e d  s e n si t i v i t y  f o r  t h e  
se p a r a t i o n  o f  sm a l l  m o l e c u l e s  ( S v a st i  a n d  P a n i j p a n ,  1 9 9 7 ) .   
 
A f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  S D S ,  t h e  r a t e  a t  w h i c h  b i o m o l e c u l e s  
m i g r a t e  t h r o u g h  t h e  g e l  i s  e x c l u s i v e l y  d e p e n d e n t  o n  s i z e .  S D S  
i s  a  d e n a t u r a n t  a n d  a n i o n i c  d e t e r g e n t  t h a t  e l i m i n a t e s  t h e  
f a c t o r s  o f  n e t  c h a r g e  a n d  m o l e c u l a r  sh a p e  ( R e y n o l d s  a n d  
T sn f o r d ,  1 9 7 0 ) .  T h e  t r e a t m e n t  o f  b i o m o l e c u l e s  w i t h  S D S  r e su l t s  
i n  l i n e a r i s a t i o n ,  a n d  o v e r a l l ,  a  c o n st a n t  c h a r g e  t o  m a s s  r a t i o  i s  
e s t a b l i sh e d  ( R e y n o l d s  a n d  T sn f o r d ,  1 9 7 0 ) .   S D S  i s  c o m p o s e d  o f  
a  1 2 - c a r b o n  h y d r o p h o b i c  t a i l  t h a t  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  p r o t e i n ,  
d i sr u p t i n g  n o n - c o v a l e n t  b o n d s ,  w h i l e  t h e  h y d r o p h i l i c  su l f a t e -
b a s e d  h e a d  i n t e r a c t s  w i t h  t h e  so l v e n t ,  a n d  i m p a r t s  t h e  n e g a t i v e  
n e t  c h a r g e  ( S v a st i  a n d  P a n i j p a n ,  1 9 9 7 ) .   
 
S m a l l e r  m o l e c u l e s  w i l l  m i g r a t e  r a p i d l y  t h r o u g h  t h e  g e l ,  w h i l e  
l a r g e r  m o l e c u l e s  a r e  r e t a r d e d  b y  t h e  p o r e s  a n d  t h u s  m i g r a t e  
m o r e  s l o w l y .  B y  r u n n i n g  s a m p l e s  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  
m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r  ( c o m p o se d  o f  p r o t e i n  e x t r a c t s  o f  
k n o w n  w e i g h t s ) ,  t h e  s i z e  o f  a  s a m p l e  c a n  b e  e st i m a t e d  b a se d  o n  
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t h e  d i s t a n c e  o f  m i g r a t i o n  w i t h i n  a  se t  p e r i o d  o f  t i m e  ( S v a s t i  a n d  
P a n i j p a n ,  1 9 9 7 .  P r o t e i n s  a r e  v i su a l i se d  o n  t h e  g e l  b y  s t a i n i n g  
w i t h  c o o m a s si e  b r i l l i a n t  b l u e  d y e .  U n d e r  a c i d i c  c o n d i t i o n s ,  t h e  
n e g a t i v e l y  c h a r g e d  su l f o n i c  a c i d  g r o u p s  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  d y e  
i n t e r a c t  w i t h  p o si t i v e l y  c h a r g e d  a m i n o  a c i d s ,  p r e d o m i n a n t l y  
a r g i n i n e  ( B r a d f o r d ,  1 9 7 6 ;  C h i a l  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .   
 
I n  t h i s  i n v e st i g a t i o n ,  t h e  t r i c i n e  g e l  e l e c t r o p h o r e si s  p r o t o c o l  
p u b l i sh e d  b y  S c h ä g g e r  ( 2 0 0 6 )  w a s  f o l l o w e d .  I n  c o m p a r i so n  t o  
g l y c i n e  g e l  e l e c t r o p h o r e si s  ( L a e m m l i ,  1 9 7 0 ) ,  t h i s  p r o t o c o l  
a l l o w s f o r  a  h i g h e r  r e so l u t i o n  se p a r a t i o n  a n d  f a c i l i t a t e s  t h e  
v i su a l i sa t i o n  o f  p r o t e i n s  sm a l l e r  t h a n  2 0  k D a  ( S c h ä g g e r ,  2 0 0 6 ) .  
T h e  p r o t o c o l  d e v e l o p e d  b y  L a e m l l i ,  a s  w e l l  a s  t h a t  d e s i g n e d  b y  
S c h ä g g e r ,  e x p l o i t  a  d i s c o n t i n u o u s  b u f f e r i n g  sy st e m  t o  f a c i l i t a t e  
se p a r a t i o n .  T h i s  m e a n s  t h a t  p r o t e i n s  m i g r a t e  t h r o u g h  t w o  
se p a r a t e  g e l  l a y e r s ,  a  s t a c k i n g  l a y e r  ( p H  6 . 8 )  a n d  a  s e p a r a t i n g  
l a y e r  ( p H  8 . 8 ) .  T h e  f u n c t i o n  o f  t h e  s t a c k i n g  l a y e r  i s  t o  a l l o w  
p r o t e i n s  t o  b e  s t a c k e d  i n t o  a  t i g h t  b a n d  b e f o r e  se p a r a t i o n .  T h i s  
f a c i l i t a t e s  i m p r o v e d  r e so l u t i o n ,  a n d  c o m p l e t e  se p a r a t i o n .  T h e  
p o r e s  o f  t h e  s t a c k i n g  g e l  a r e  sm a l l e r  t h a n  t h o s e  a s so c i a t e d  w i t h  
t h e  s e p a r a t i n g  g e l ,  a n d  st a c k i n g  i s  l a r g e l y  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  
p r e s e n c e  o f  t w o  i o n s  d i f f e r i n g  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y .  W i t h  
r e f e r e n c e  t o  t h e  p r o t o c o l  d e v e l o p e d  b y  L a e m m l i ,  t h e  i o n s  a r e  
g l y c i n e  a n d  c h l o r i d e .  A t  p H  6 . 8 ,  c h l o r i d e  i s  n e g a t i v e l y  c h a r g e d ,  
r e l a t i v e l y  sm a l l  a n d  m i g r a t e s  q u i c k l y  t h r o u g h  t h e  g e l ,  m o r e  
r a p i d l y  t h a n  t h e  p r o t e i n  sa m p l e ,  a c t i n g  a s  a  l e a d i n g  i o n .  G l y c i n e  
e x i st s  a s  a  z w i t t e r i o n  a t  t h i s  p H ,  a n d  t h u s  m i g r a t e s  m o r e  s l o w l y  
t h a n  t h e  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  p r o t e i n  s a m p l e ,  t h e r e b y  a c t i n g  a s  a  
t r a i l i n g  i o n .  A  n a r r o w  b u t  s t e e p  v o l t a g e  g r a d i e n t  i s  t h e r e f o r e  
c r e a t e d .  T h e  p r o t e i n  s a m p l e  i s  c o n c e n t r a t e d  w i t h i n  t h i s  z o n e  
a n d  st a c k s .  W h e n  t h e  s a m p l e  r e a c h e s  t h e  se p a r a t i n g  g e l ,  t h e  p H  
i n c r e a se s  r e su l t i n g  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  g l y c i n a t e  a n i o n s .  T h e  
n e g a t i v e l y  c h a r g e d  g l y c i n e  m o l e c u l e s  m i g r a t e  r a p i d l y  t h r o u g h  
t h e  s e p a r a t i n g  g e l ,  t h e r e b y  r e su l t i n g  i n  t h e  d e p o si t i o n  o f  t h e  
sa m p l e  a s  sh a r p  b a n d  a t  t h e  r e so l v i n g  l a y e r .  T h i s  c o n c e p t  
a p p l i e s  t o  t r i c i n e  g e l  e l e c t r o p h o r e si s .  T h e  i n c r e a s e d  r e so l u t i o n  
i n  se p a r a t i o n  o f  sm a l l  m o l e c u l e s  b y  t r i c i n e  g e l  e l e c t r o p h o r e si s  
l i e s  i n  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p Ka ,  a n d  t h u s  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  
o f  t r i c i n e  a n d  g l y c i n e .  T h e  p Ka  o f  t r i c i n e  i s  8 , 1 5 ,  w h i l e  t h a t  o f  
g l y c i n e  i s  9 , 6 .  T h i s  m e a n s  t h a t  t h e  u se  o f  t r i c i n e  a s  a  t r a i l i n g  
i o n  r e su l t s  i n  a  s t e e p e r  v o l t a g e  g r a d i e n t  a n d  t h u s  t h e  d e p o si t i o n  
o f  a  sh a r p e r  p r o t e i n  b a n d  a t  t h e  r e so l v i n g  l a y e r .    
 
O n e  c a n n o t ,  h o w e v e r ,  r e l y  so l e l y  o n  t h i s  t e c h n i q u e  t o  d e t e r m i n e  
w h e t h e r  t h e  p r o t e i n  o f  i n t e r e s t  h a s  b e e n  su c c e s sf u l l y  
o v e r e x p r e s s e d  a n d  p u r i f i e d .  T h i s  t e c h n i q u e  i s  i n d i c a t i v e  o n l y  
o f  t h e  s i z e  o f  t h e  p r o t e i n ,  a n d  n o t  t h e  p r i m a r y  st r u c t u r e  o r  f o l d .  
I t  i s  t h e r e f o r e  i m p o r t a n t  t o  e m p l o y  f u r t h e r  c h a r a c t e r i s a t i o n  
t e c h n i q u e s  t o  c o n f i r m  t h e  i d e n t i t y  o f  t h e  p r o t e i n .   
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S D S  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  5 0  μ L  o f  e a c h  
f r a c t i o n / s a m p l e  ( c o l l e c t e d  f r o m  v a r i o u s  p u r i f i c a t i o n  st e p s)  
w i t h  1 6  μ L  o f  r e d u c i n g  s a m p l e  b u f f e r  ( 1 5 0  m M  T r i s - H C l ,  1 2 %  
w / v  S D S ,  6 %  w / v  β - m e r c a p t o e t h a n o l ,  3 0 % w / v  g l y c e r o l ,  0 . 0 0 5 %  
c o o m a s si e  b l u e  G 2 5 0 ,  p H  7 . 5 )  t o  c h e m i c a l l y  d e n a t u r e  t h e  
p r o t e i n s .  C o o m a s si e  G 2 5 0  w a s  i n c l u d e d  i n  t h e  r e d u c i n g  s a m p l e  
b u f f e r  t o  a c t  a s  a  t r a c k i n g  d y e .  S a m p l e s  w e r e  t h e n  b o i l e d  a t  9 5  
° C  f o r  5  m i n u t e s  t o  a i d  i n  p r o t e i n  d e n a t u r a t i o n  a n d  r e d u c e  
d e g r a d a t i o n  ( G r a b sk i  a n d  B u r g e ss ,  2 0 0 1 ) ,  b e f o r e  b r i e f l y  
v o r t e x i n g .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  a  c o u p l e  o f  
se c o n d s  a t  m a x i m u m  sp e e d  t o  r e m o v e  i n so l u b l e  m a t t e r  w i t h i n  
t h e  sa m p l e  ( G r a b s k i  a n d  B u r g e s s ,  2 0 0 1 ) ,  a n d  so n i c a t i o n  a t  5 0 %  
f o r  3  s e c o n d s .  T h i s  w a s  t o  e n su r e  t h a t  s a m p l e s  w e r e  c o m p l e t e l y  
d e n a t u r e d  a n d  c o m b i n e d  w i t h i n  e a c h  t u b e .  T h e  s a m p l e s  w e r e  
r e so l v e d  o n  a  1 0 % d i sc o n t i n u o u s  g e l  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .   
 
T h e  g e l  w a s  c a st  u s i n g  t h e  B i o R a d  m i n i p r o t e a n  e l e c t r o p h o r e si s  
sy st e m ,  a n d  w a s  p r e p a r e d  u s i n g  a n  a c r y l a m i d e / b i s - a c r y l a m i d e  
st o c k  o f  4 9 . 5 % T /  3 % C ,  a s  w e l l  a s  g e l  b u f f e r  ( 3 M  T r i s ,  1 M  H C l ,  
0 . 3 % S D S ,  p H  8 . 4 5 ) .  T h e  p r e p a r e d  sa m p l e s  w e r e  r u n  a l o n g si d e  
t h e  S D S - P A G E  r u l e r  l o w  r a n g e  u n s t a i n e d  p r o t e i n  l a d d e r  1 0 0 - 3 . 4  
k D a  ( T h e r m o  F i sh e r  S c i e n t i f i c ,  E U ) ,  i n i t i a l l y  a t  4 5  V  u n t i l  t h e  
b a n d s  h a d  m i g r a t e d  t h r o u g h  t h e  s t a c k i n g  g e l ,  a n d  t h e n  a t  1 6 0  V  
f o r  r o u g h l y  9 0  m i n u t e s .  T h e  a n o d e  b u f f e r  w a s  c o m p o s e d  o f  1  M  
T r i s  a t  p H  8 . 9  ( a d j u s t e d  w i t h  H C l ) ,  w h i l e  t h e  c a t h o d e  b u f f e r  w a s  
c o m p r i se d  o f  1  M  T r i s ,  1  M  t r i c i n e ,  1 % S D S  a t  a p p r o x i m a t e l y  p H  
8 . 2 5  ( n o t  a d j u s t e d  w i t h  H C l ) .  F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e si s ,  t h e  g e l  
w a s  s t a i n e d  o v e r n i g h t  w i t h  c o o m a s si e  G 2 5 0 ,  f o l l o w e d  b y  
d e s t a i n i n g  w i t h  1 0 %  a c e t i c  a c i d ,  5 0 % m e t h a n o l  a n d  4 0 %  
d i st i l l e d  w a t e r .  T h e  g e l  w a s  a n a l y se d  u s i n g  t h e  B i o R a d  G e l  D o c  
v i e w i n g  s y st e m .   
 
2 . 2 . 2 .  U V - v i s  A b so r p t i o n  S p e c t r o sc o p y  
 
A b so r p t i o n  s p e c t r o sc o p y  i s  b a s e d  o n  t h e  p r i n c i p l e  t h a t  
a b so r b a n c e  o f  l i g h t  b y  a  p a r t i c u l a r  c o m p o u n d  i s  q u a n t a l  a n d  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  sp e c i f i c  e l e c t r o n i c  a r r a n g e m e n t  o f  t h e  
m o l e c u l e  i n  i t s  g r o u n d  st a t e  ( B u r n s ,  1 9 9 3 ) .  T h e  e n e r g y  
p r o v i d e d ,  i n  t h e  f o r m  o f  a  sp e c i f i c  w a v e l e n g t h  o f  l i g h t  
i r r a d i a t e d  o n t o  t h e  su b s t a n c e ,  sh o u l d  b e  e q u a l  t o  t h e  a m o u n t  o f  
e n e r g y  r e q u i r e d  f o r  a n  e l e c t r o n  t r a n si t i o n  t o  a n  o r b i t a l  o f  
h i g h e r  e n e r g y ,  a n  a n t i b o n d i n g  o r b i t a l  ( B u r n s ,  1 9 9 3 ) .   
T h e r e f o r e ,  sp e c i f i c  c o m p o u n d s  w i l l  a b so r b  p r e d i c t a b l y  a t  
sp e c i f i c  w a v e l e n g t h s  u n d e r  d e f i n e d  c o n d i t i o n s .  T h e  a r o m a t i c  
a m i n o  a c i d s ,  p e p t i d e  b o n d ,  a n d  t o  a  sm a l l  d e g r e e ,  d i su l f i d e  
b o n d s ,  f o u n d  i n  p r o t e i n s  a b so r b  l i g h t  w i t h i n  t h e  U V - v i s  
sp e c t r u m  ( 2 0 0 - 7 0 0  n m ) ( P r a sa d  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  T y r o si n e ,  a n d  
p r e d o m i n a n t l y  t r y p t o p h a n  a b so r b  st r o n g l y ,  w i t h  a n  a b so r p t i o n  
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m a x i m u m  o b se r v e d  a t  2 8 0  n m  ( W e t l a u f e r ,  1 9 6 2 ) .  A  se c o n d  
a b so r b a n c e  m a x i m u m  i s  g e n e r a l l y  o b s e r v e d  a t  2 0 5  n m ,  
c o r r e sp o n d i n g  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p e p t i d e  b o n d  ( G o l d f a r b  e t  
a l ,  1 9 5 1 )  
 
A b so r p t i o n  sp e c t r o s c o p y  i s  a  p o p u l a r  t e c h n i q u e  e x p l o i t e d  i n  
m o l e c u l a r  b i o l o g y  a s  i t  a l l o w s  f o r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  
p a r t i c u l a r  c h r o m o p h o r e  ( a b so r b i n g  sp e c i e s )  i n  so l u t i o n  t o  b e  
d e t e r m i n e d .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  p r o t e i n  s a m p l e  i n  so l u t i o n  
c a n  b e  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  ( M c N a u g h t  a n d  
W i l k i n so n ,  2 0 0 6 ) .  T h i s  p r i n c i p l e  r e l a t e s  t h e  a b so r p t i o n  o f  l i g h t  
t o  t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e  m a t e r i a l  t h r o u g h  w h i c h  i t  p a s se s ,  a s  
w e l l  a s ,  i n  t h e  c a se  o f  d e t e r m i n i n g  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  
p r i m a r y  st r u c t u r e  ( t h r o u g h  t h e  m o l a r  a b so r p t i v i t y  c o n st a n t ,  
t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ) .  T h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  d e sc r i b e s  
t h a t  t h e  o b se r v e d  a b so r b a n c e  o f  m o n o c h r o m a t i c  r a d i a t i o n  
w i t h i n  a  h o m o g e n o u s  i so t r o p i c  m e d i u m  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  
p a t h  l e n g t h ,  a s  w e l l  a s  c o n c e n t r a t i o n .   O r ,  s i m p l y  i t  i s  e x p r e s se d  
a s  f o l l o w s:  
 

A =  C . ι .ε 
W h e r e  A  d e n o t e s  t h e  o b se r v e d  a b so r b a n c e  a t  2 8 0  n m  ( A / U ) ,  C  

r e p r e s e n t s  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  ( M ) ;  ε  d e n o t e s  t h e  e x t i n c t i o n  
c o e f f i c i e n t  ( t h a t  c a n  b e  c a l c u l a t e d  a s  r e p r e se n t e d  b e l o w ) ( M - 1  

c m - 1 )  a n d  ι  sy m b o l i s e s  t h e  p a t h  l e n g t h  ( c m ) .    

 

ε p r o t e i n =  ( n u m b e r  of  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  x  ε 
t r y p t op h a n )  +  ( n u m b e r  o f  t y r os i n e  r e s i d u e s  x  ε t y r os i n e )  +  

( n u m b e r  of  cy s t e i n e  r e s i d u e s  x  ε  c y s t e i n e )  

W h e r e  ε p r ot e i n  r e p r e s e n t s  t h e  t h e o r e t i c a l  e x t i n c t i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  t h e  p r o t e i n  a t  2 8 0  n m  i n  w a t e r  ( M - 1  c m - 1 )  w h e n  
t h e  c a l c u l a t i o n  i s  p e r f o r m e d  u si n g  t h e  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t s  
c o r r e sp o n d i n g  t o  e a c h  a m i n o  a c i d  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  
u n d e r  t h o s e  s a m e  c o n d i t i o n s  ( P e r k i n s ,  1 9 8 6 ) .   
 
S i n c e  t h i s  c o n st a n t  i s  c a l c u l a t e d  b a s e d  o n  t h e  a m i n o  a c i d  
c o m p o si t i o n  o f  a  p r o t e i n ,  i t  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  a n  i n t r i n s i c  
p r o p e r t y  o f  t h a t  p r o t e i n ,  a n d  i s  i n d i c a t i v e  o f  h o w  s t r o n g l y  t h e  
c o m p o u n d  a b so r b s  l i g h t  a t  a  sp e c i f i c  w a v e l e n g t h .  I n  t h i s  
e x p e r i m e n t ,  t h e  t h e o r e t i c a l  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  f o r  t h e  F O X P 2  
F H D  a t  2 8 0  n m  i n  w a t e r  ( G i l l  a n d  v o n  H i p p e l ,  1 9 8 9 )  w a s  
c a l c u l a t e d  u s i n g  E X P A S Y  P r o t P a r a m  ( G a st e i g e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  
w a s  f o u n d  t o  b e  2 2 4 6 0  M - 1  c m - 1 .    
 
A b so r b a n c e  sp e c t r o s c o p y  a l so  a l l o w s  f o r  t h e  p u r i t y  o f  a  s a m p l e  
t o  b e  a ss e s se d .  T h e  h e t e r o c y c l i c  r i n g s  a s so c i a t e d  w i t h  D N A  
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n u c l e o t i d e s  a c t  a s  a  c h r o m o p h o r e ,  e x h i b i t i n g  a n  a b so r p t i o n  
m a x i m u m  a t  2 6 0  n m  ( G r e e n st e i n ,  1 9 4 4 ) ,  t h u s  D N A  
c o n t a m i n a t i o n  w i t h i n  t h e  sa m p l e  c a n  b e  d e t e c t e d ,  sp e c i f i c a l l y  
b y  m e a su r i n g  t h e  r a t i o  o f  A 2 8 0 / A 2 6 0 .  B y  r e a d i n g  t h e  
a b so r b a n c e  o f  a  p r o t e i n  s a m p l e  a t  3 4 0  n m ,  i t  c a n  b e  a sc e r t a i n e d  
w h e t h e r  t h e r e  i s  a  l a r g e  a m o u n t  o f  a g g r e g a t i o n  p r e s e n t .  
M e a su r i n g  w a v e l e n g t h s  a b o v e  3 4 0  n m  c a n  b e  i n d i c a t i v e  o f  l i g h t  
sc a t t e r i n g  ( B i r d s a l l  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .   
 
F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p u r e  F O X P 2  F H D  w e r e  p o o l e d  t o g e t h e r  a n d  
d i a l y se d  a g a i n st  H E P E S  st o r a g e  b u f f e r  ( 1 0  m M  H E P E S ,  1 0 0  m M  
N a C l ,  p H  7 . 5 ) .  T h e  p r o t e i n  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 3  0 0 0  x  g  
f o r  1 0  m i n u t e s  t o  r e m o v e  a n y  a g g r e g a t i o n  b e f o r e  o b t a i n i n g  a n  
a b so r p t i o n  sp e c t r u m  b e t w e e n  2 5 0  a n d  3 5 0  n m .  A  J A S C O  V 6 3 0  
U V / V I S  a b so r b a n c e  sp e c t r o p h o t o m e t e r  w a s  u se d  f o r  a l l  
m e a su r e m e n t s .  A b so r b a n c e  r e a d i n g s  w e r e  t a k e n  i n  t r i p l i c a t e  a t  
2 8 0  n m ,  2 6 0  n m  a n d  3 4 0  n m  u si n g  f i v e  se r i a l  d i l u t i o n s  o f  
p r o t e i n .  A f t e r  su b t r a c t i n g  t h e  r e a d i n g s  a t  3 4 0  n m  f r o m  t h o se  a t  
2 8 0  n m  f o r  e a c h  s a m p l e ,  l i n e a r  r e g r e ss i o n  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  
t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  t h e  u n d i l u t e d  s a m p l e .  S u b t r a c t i n g  t h e  r e a d i n g  a t  3 4 0  n m  
a c t e d  a s  a  m e a n s  b y  w h i c h  t h e  sp e c t r u m  c o u l d  b e  ‘ z e r o e d ’  a s  t h e  
sa m p l e  sh o u l d  b e  f r e e  o f  a g g r e g a t e s ,  a n d  t h u s  a  s i g n a l  sh o u l d  
n o t  b e  o b s e r v e d  a t  t h i s  w a v e l e n g t h .  T h e  A 2 8 0 / A 2 6 0  r a t i o  w a s  
a l so  d e t e r m i n e d .   
 
2 . 2 . 3 .  F O X P 2  F H D  L i g a n d  P r e p a r a t i o n  
 
S i n c e  t h e  f o c u s  o f  t h i s  i n v e st i g a t i o n  w a s  e x p l o r i n g  a  p o t e n t i a l  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e ,  a n d  t h e  
p o t e n t i a l  e f f e c t  t h i s  m a y  h a v e  o n  D N A  b i n d i n g  a f f i n i t y ,  t h e  
l i g a n d s  u se d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  d o p a m i n e  a n d  D N A .  L i g a n d  
st o c k s  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e sc r i b e d  f o r  a l l  su b s e q u e n t  
e x p e r i m e n t s  a s  r e q u i r e d .  
 
D o p a m i n e  s t o c k s  w e r e  p r e p a r e d  b y  so l u b i l i s i n g  d o p a m i n e  
h y d r o c h l o r i d e  ( S i g m a - A l d r i c h ,  S o u t h  A f r i c a )  i n  M i l l i Q  w a t e r .  
O w i n g  t o  t h e  r a p i d  r a t e  o f  d o p a m i n e  o x i d a t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  
o f  a sc o r b i c  a c i d  ( Z h a n g  a n d  D r y h u r st ,  1 9 9 3 )  ( S u l z e r  e t  a l . ,  
2 0 0 0 ) ,  s t o c k s  w e r e  p r e p a r e d  b e f o r e  e a c h  e x p e r i m e n t  t o  r e d u c e  
t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e  r e a c t i v e  o x i d a t i o n  i n t e r m e d i a t e s  i n  
so l u t i o n .   
 
T h e  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  
d o p a m i n e  w a s  i n v e st i g a t e d  a t  t w o  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  
t h r o u g h o u t  t h i s  s t u d y ,  o n e  o f  w h i c h  w a s  se l e c t e d  t o  m i m i c  t h e  
p h y si o l o g i c a l  d o p a m i n e  c o n c e n t r a t i o n  w i t h i n  t h e  b r a i n ,  w h i l e  
t h e  o t h e r  w a s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  e x c e s s .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
d o p a m i n e  i n  v i v o  i s  c o n st a n t l y  f l u c t u a t i n g ,  a n d  d i f f e r s  
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s i g n i f i c a n t l y  b e t w e e n  d i f f e r e n t  r e g i o n s  o f  t h e  b r a i n .  I t  h a s ,  
h o w e v e r ,  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  w i t h i n  t h e  b a s a l  g a n g l i a ,  a  r e g i o n  
o f  t h e  b r a i n  d i sp l a y i n g  p a r t i c u l a r l y  h i g h  d o p a m i n e  l e v e l s ,  t h a t  
t h e  d o p a m i n e  c o n c e n t r a t i o n  o sc i l l a t e s  a r o u n d  3 5  μ M  ( M e f f o r d  
e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  F O X P 2  i s  a l so  e x p r e s s e d  w i t h i n  t h i s  r e g i o n  o f  t h e  
b r a i n  ( H a e sl e r  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  e f f e c t  o f  d o p a m i n e  o n  t h e  
s t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n  
w a s  t h e r e f o r e  i n v e st i g a t e d  f o r  p h y si o l o g i c a l  r e l e v a n c e .  3 5  μ M  
i s  a  r e l a t i v e l y  h i g h  p h y si o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e ,  so  
e x c e ss  w a s  r e p r e s e n t e d  b y  1 0 0  μ M .  A l t h o u g h  i n  l i g a n d  st u d i e s ,  
e x c e ss  i s  g e n e r a l l y  c o n s i d e r e d  2 5 - 1 0 0  f o l d  ( M o t i e j u n a s  a n d  
W a d e ,  2 0 0 7 )  i n c r e a si n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e  a b o v e  
a r o u n d  3 0 0  μ M  w a s  f o u n d ,  i n  t h i s  i n v e st i g a t i o n ,  t o  r e su l t  i n  
r a p i d  f o r m a t i o n  o f  n e u r o m e l a n i n  w i t h i n  t h e  s a m p l e .   
 
I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  F O X P 2  F H D  r e c o g n i se s  a n d  b i n d s  t h e  
se q u e n c e  5 ’ - A G G T G T T T A C T T T C A T A G - 3 ’  w i t h  h i g h  a f f i n i t y  
( N e l so n ,  2 0 1 3 )  ( W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  T h i s  s e q u e n c e  w a s  u se d  i n  
a l l  i n v e st i g a t i o n s  su r r o u n d i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  
F O X P 2  F H D ,  d o p a m i n e  a n d  D N A ,  a s  w e l l  a s  s t u d i e s  i n v o l v i n g  
o n l y  F O X P 2  F H D  a n d  D N A .   
 
U n l a b e l l e d ,  a s  w e l l  a s  5 ’  R O X  ( 6 - c a r b o x y l - x - r h o d a m i n e )  l a b e l e d  
l y o p h i l i se d  D N A  w a s  o b t a i n e d  f r o m  I n t e g r a t e d  D N A  
T e c h n o l o g i e s -  W h i t e sc i  S c i e n t i f i c ,  S o u t h  A f r i c a ,  a n d  w a s  
p r e p a r e d  b y  d i l u t i o n  w i t h  m i l l i Q  w a t e r .   
 
2 . 2 . 4 .  F a r - U V  C i r c u l a r  D i c h r o i sm  S p e c t r o p o l a r i m e t r y   
 
M a n y  b i o m o l e c u l e s  a r e  a s y m m e t r i c  a n d  a r e  t h u s  o p t i c a l l y  
a c t i v e .  O p t i c a l l y  a c t i v e  m o l e c u l e s  d i sp l a y  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
e x t e n t  o f  a b so r b a n c e  o f  l e f t  a n d  r i g h t - h a n d e d  c i r c u l a r l y  
p o l a r i s e d  l i g h t .  T h i s  p h e n o m e n o n  i s  e x p l o i t e d  i n  C D  ( M i s c so n a i  
e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .   
 
O w i n g  t o  t h e  c h i r a l i t y  o f  p o l y p e p t i d e s ,  a s  w e l l  t h e  a r o m a t i c  
a m i n o  a c i d s ,  C D  c a n  b e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  b o t h  t h e  s e c o n d a r y  
a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  a  p r o t e i n .  E x p o si n g  a  p r o t e i n  t o  
m o n o c h r o m a t i c  c i r c u l a r l y  p o l a r i s e d  l i g h t  b e t w e e n  1 8 0  n m  a n d  
2 6 0  n m  ( F a r - U V )  a l l o w s f o r  t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  a  p r o t e i n  
t o  b e  s t u d i e d ,  a s  t h e  m a j o r  c o n t r i b u t i o n  t o  o b se r v e d  e n e r g y  
( a sso c i a t e d  w i t h  e l e c t r o n i c  t r a n si t i o n s)  w i t h i n  t h i s  w a v e l e n g t h  
r a n g e  i s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  p e p t i d e  b a c k b o n e .  I n  c o n t r a st ,  t h e  
w a v e l e n g t h  r a n g e  b e t w e e n  2 6 0  n m  a n d  3 5 0  n m  ( n e a r - U V )  c a n  
b e  u se d  t o  p r o b e  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  a  p r o t e i n  u s i n g  t h e  
a r o m a t i c  a m i n o  a c i d s  a s  c h r o m o p h o re s  ( G r e e n f i e l d ,  2 0 0 6 ) .   
 
I n  t h i s  s t u d y ,  C D  w a s  u s e d  o n l y  t o  i n v e st i g a t e  t h e  s e c o n d a r y  
st r u c t u r e  o f  t h e  o v e r e x p r e s s e d  F O X P 2  F H D  i n  t h e  p r e se n c e  a n d  
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a b s e n c e  o f  d o p a m i n e .  G e n e r a l l y  s p e a k i n g ,  n a t i v e l y  f o l d e d  
p o l y p e p t i d e  c h a i n s  c o n t a i n  a  r e g u l a r  a n d  r e p e a t i n g  s e q u e n c e  o f  
a m i d e  g r o u p s  ( H o l z w a r t h  a n d  D o t y ,  1 9 6 5 ) .  T h e se  a m i d e  g r o u p s  
f o r m  v a r i o u s  a r r a n g e m e n t s ,  d i c t a t e d  b y  t h e  p r o t e i n  b a c k b o n e  
c o n f o r m a t i o n .  T h e  g e o m e t r i c  r e l a t i o n sh i p  b e t w e e n  a m i d e  
g r o u p s  i n  v a r i o u s  s e c o n d a r y  st r u c t u r a l  e l e m e n t s  d e t e r m i n e s  
t h e  C D  sp e c t r u m  a s so c i a t e d  w i t h  a  s p e c i f i c  p r o t e i n .  R e g a r d i n g  
α - h e l i c e s  a n d  β - sh e e t s  sp e c i f i c a l l y ,  su c c e s s i v e  a m i d e  g r o u p s  
a r e  o r i e n t a t e d  i d e n t i c a l l y  a l o n g  t h e  c h a i n .  T h i s  a l l o w s t h e s e  
s t r u c t u r a l  e l e m e n t s  t o  d i s p l a y  c h a r a c t e r i st i c  C D  p a t t e r n s .  
G e n e r a l l y  sp e a k i n g ,  c h a r a c t e r i st i c a l l y ,  i n  p r o t e i n s  r i c h  i n  α -
h e l i c e s ,  a  p o si t i v e  b a n d  i s  o b se r v e d  a t  1 9 2  n m ,  w h i l e  n e g a t i v e  
b a n d s  a r e  u su a l l y  d e t e c t e d  a t  2 0 8  n m ,  a s  w e l l  a s  2 2 2  n m  g r o u p s  
( H o l z w a r t h  a n d  D o t y ,  1 9 6 5 ) .  A  p o si t i v e  b a n d  i s  o b s e r v e d  a t  
a r o u n d  2 1 5  n m ,  a n d  a  n e g a t i v e  b a n d  i s  c h a r a c t e r i st i c  a t  1 9 8  n m  
i n  p r o t e i n s  c o m p o se d  p r e d o m i n a n t l y  o f  β - sh e e t s  ( G r e e n f i e l d  
a n d  F a sm a n ,  1 9 6 9 ) .    
 
T h e  p u r i f i e d  F O X P 2  F H D  w a s  d i a l y s e d  a g a i n st  C D  b u f f e r  ( 1 0  m M  
H E P E S ,  5 0  m M  N a 2 S O 4  p H  7 . 5 ) .   C h l o r i d e  i o n s  a b so r b  U V  l i g h t  
m a x i m a l l y  a t  1 8 0  n m ,  so  b u f f e r  e x c h a n g e  w a s  i m p e r a t i v e  i n  
p r e v e n t i n g  n o i se  ( M i l e s  a n d  W a l l a c e ,  2 0 1 6 ) .  S a m p l e s  w e r e  
d i l u t e d  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  u M  w i t h  M i l l i Q  w a t e r  a f t e r  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 3 0 0 0  x  g  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  C D  sp e c t r u m  f o r  
t h e  p r o t e i n  w a s  o b t a i n e d  b e t w e e n  1 9 0  n m  a n d  2 6 0  n m  u si n g  a  
J A S C O  J - 1 5 0 0  w i t h  a  b a n d w i d t h  o f  1  n m  a n d  a  sc a n n i n g  sp e e d  o f  
1 0 0  n m / s  a t  2 0  ° C .  S a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t r i p l i c a t e ,  a n d  1 0  
a c c u m u l a t i o n s  w e r e  m e a su r e d  f o r  e a c h  s a m p l e .  T h e  h i g h -
t e n si o n  v o l t a g e  ( H T V )  w a s  o b se r v e d ,  a n d  m e a su r e m e n t s  
d i sp l a y i n g  h i g h  H T V  w e r e  d i sc a r d e d .  T h i s  p r o t o c o l  w a s  t h e n  
r e p e a t e d  i n  t h e  p r e se n c e  o f  3 5  μ M  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  1 0 0  μ M  
d o p a m i n e .  
 
T h e  d a t a  w a s  n o r m a l i s e d  b y  c o n v e r t i n g  t h e  e l l i p t i c i t y  
m e a su r e m e n t s ,  θ  ( m . d e g ) ,  r e p r e s e n t i n g  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  
l e f t  a n d  r i g h t - h a n d e d  c i r c u l a r l y  p o l a r i z e d  l i g h t  a b so r p t i o n ,  t o  
m e a n  r e s i d u e  e l l i p t i c i t y  ( θ M R E )  ( d e g . c m 2 . d m o l - 1 )  u s i n g  t h e  
f o l l o w i n g  e q u a t i o n :   
 
 
 

θ M R E  =  𝛉 (𝐦.𝐝𝐞𝐠)𝒙 𝟏𝟎𝟎

𝒄 (𝑴)𝒙 𝒏 𝒙 𝒍 (𝒎𝒎)
 

 
W h e r e  c  r e f e r s  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n ,  n  r e f e r s  t o  
t h e  n u m b e r  o f  p e p t i d e  b o n d s  a n d  l  r e f e r s  t o  t h e  p a t h  l e n g t h .  I n  
t h i s  c a se ,  a  p a t h  l e n g t h  o f  2  m m  w a s  u se d .   
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2 . 2 . 5 .  I n t r i n s i c  T r y p t o p h a n  F l u o r e sc e n c e   
 
L u m i n e s c e n c e  i s  b r o a d l y  d e f i n e d  a s  t h e  e m i s s i o n  o f  l i g h t  f r o m  
a  su b st a n c e  a s  a n  e l e c t r o n  r e t u r n s  t o  t h e  g r o u n d  st a t e  f r o m  a n  
e l e c t r o n i c a l l y  e x c i t e d  s t a t e  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  G e n e r a l l y ,  t h e  
e x c i t e d  st a t e  f o l l o w s  t h e  a b so r p t i o n  o f  a  sp e c i f i c  a m o u n t  o f  
e n e r g y .  T h e r e  a r e  t w o  t y p e s  o f  l u m i n e s c e n c e ,  f l u o r e sc e n c e  a n d  
p h o sp h o r e s c e n c e .  T h e  d i s t i n c t i o n  i s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  n a t u r e  
o f  t h e  e x c i t e d  st a t e  o f  t h e  su b st a n c e  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .   
 
F l u o r e sc e n c e  o c c u r s  w h e n  a n  e l e c t r o n  i s  e x c i t e d  w i t h i n  a  
su b st a n c e  i n  t h e  s i n g l e t  s t a t e .  I n  o t h e r  w o r d s ,  w h e n  t h e  
e l e c t r o n  i s  e x c i t e d ,  i t  i s  s t i l l  p a i r e d  w i t h  t h e  e l e c t r o n  i n  t h e  
g r o u n d  st a t e ,  i n  t h a t  t h e  t w o  e l e c t r o n s  h a v e  o p p o si t e  sp i n .  T h e  
r e t u r n  t o  t h e  g r o u n d  st a t e ,  w i t h  t h e  r e l e a se  o f  e n e r g y ,  i s  
t h e r e f o r e  r a p i d  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  P h o sp h o r e sc e n c e ,  o n  t h e  
o t h e r  h a n d ,  o c c u r s  w h e n  a n  e l e c t r o n  i s  e x c i t e d  f r o m  t h e  t r i p l e t  
s t a t e  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  I n  t h i s  c a se ,  t h e  e x c i t e d  e l e c t r o n  h a s  
t h e  s a m e  sp i n  a s  t h e  e l e c t r o n  i n  t h e  g r o u n d  st a t e .  T r a n si t i o n s  
b a c k  t o  t h e  g r o u n d  st a t e  a r e  t h e r e f o r e  f o r b i d d e n ,  a n d  e m i ss i o n s  
a r e  t h u s  s l o w .  P h o sp h o r e s c e n c e  g e n e r a l l y  d o e s  n o t  o c c u r  i n  
f l u i d  so l u t i o n s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  h o w e v e r  f l u o r e sc e n c e  i s  
e x p l o i t e d  i n  p r o t e i n  b i o c h e m i st r y  i n  p e r f o r m i n g  b o t h  st r u c t u r a l  
a n d  f u n c t i o n a l  i n v e st i g a t i o n s  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  T h e  J a b l o n sk i  
d i a g r a m  i l l u st r a t e d  b e l o w  p r o v i d e s  a  m o r e  d e t a i l e d  e x p l a n a t i o n  
f o r  t h e  p h e n o m e n o n  o f  f l u o r e sc e n c e  ( f i g u r e  2 . 3 )  
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F i g u r e  2 . 3 :  A  s i m p l i f i e d  J a b l o n s k i  d i a g r a m  r e p r e s e n t i n g  t h e  s i n g l e t  
e x c i t e d  s t a t e .  B r o a d l y  s p e a k i n g ,  a  s p e c i f i c  a m o u n t  o f  e n e r g y  i s  a b s o r b e d  
b y  a  f l u o r o p h o r e  ( r e p r e s e n t e d  b y  t h e  p u r p l e  a r r o w ) .  T h i s  f a c i l i t a t e s  t h e  
e x c i t a t i o n  o f  a n  e l e c t r o n  f r o m  t h e  g r o u n d  s t a t e  ( S 0 )  t o  a n  e x c i t e d  
e l e c t r o n i c  s t a t e  ( S 1  o r  S 2 ) .  A s  t h e  e l e c t r o n  f a l l s  b a c k  t o  t h e  g r o u n d  s t a t e ,  
e n e r g y  i s  e m i t t e d  i n  t h e  f o r m  o f  f l u o r e s c e n c e  ( r e p r e s e n t e d  b y  t h e  g r e e n  
a r r o w ) .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  e n e r g y  o f  e m i s s i o n  i s  l e s s  t h a n  t h e  e n e r g y  
i n i t i a l l y  a b s o r b e d  b y  t h e  f l u o r o p h o r e .  T h i s  c a n  b e  s o m e w h a t  e x p l a i n e d  
b y  i n t e r n a l  c o n v e r s i o n  ( r e p r e s e n t e d  b y  t h e  r e d  d o t t e d  a r r o w ) ,  a s  w e l l  a s  
l o s s  o f  e n e r g y  t o  t h e  s o l v e n t .  F o l l o w i n g  e x c i t a t i o n ,  t h e  e l e c t r o n  r e l a x e s  
t o  t h e  l o w e s t  v i b r a t i o n a l  l e v e l  o f  t h e  e x c i t e d  e l e c t r o n i c  s t a t e ,  r e s u l t i n g  
i n  t h e  l o s s  o f  e n e r g y .  T h i s  m e a n s  t h a t  e m i s s i o n  o c c u r s  a t  t h e r m a l  
e q u i l i b r i u m .  E n e r g y  c a n  a l s o  b e  l o s t  i f  t h e  e l e c t r o n  r e t u r n s  t o  a  h i g h e r  
v i b r a t i o n a l  l e v e l  w i t h i n  t h e  g r o u n d  s t a t e  f o l l o w i n g  e m i s s i o n ,  a n d  t h e r m a l  
e q u i l i b r i u m  i s  o n c e  a g a i n  r e a c h e d  d u e  t o  t h e  l o s s  o f  h e a t  e n e r g y .   
 

T y p i c a l l y  a r o m a t i c  c o m p o u n d s  d i sp l a y  f l u o r e s c e n c e  d u e  t o  t h e  
p r e s e n c e  o f  a n  e v e n  n u m b e r  o f  e l e c t r o n s  i n  t h e  π  o r b i t a l ,  
t h e r e b y  a l l o w i n g  f o r  e l e c t r o n  p a i r i n g  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  W i t h  
r e g a r d  t o  p r o t e i n s ,  t h e  a r o m a t i c  r e s i d u e s ,  p r e d o m i n a n t l y  
t y r o si n e  a n d  t r y p t o p h a n ,  d i sp l a y  f l u o r e sc e n t  p r o p e r t i e s .  S i n c e  
b o t h  t y r o s i n e  a n d  t r y p t o p h a n  a r e  e x c i t e d  a t  2 8 0  n m ,  t h i s  
w a v e l e n g t h  i s  o f t e n  u s e d  i n  p r o t e i n  s t u d i e s .  T h e  e m i s s i o n  
sp e c t r u m  i s  h o w e v e r  d o m i n a t e d  b y  t r y p t o p h a n .  T h i s  i s  p a r t i a l l y  
d u e  t o  e n e r g y  t r a n sf e r  f r o m  t h e  t y r o si n e  t o  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  
w i t h i n  t h e  p r o t e i n .  T r y p t o p h a n ,  h o w e v e r ,  c a n  b e  e x c l u s i v e l y  
e x c i t e d  a t  2 9 5  n m  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  T h e  e m i s s i o n  sp e c t r u m  f o r  
t r y p t o p h a n  c a n  b e  o b s e r v e d  b e t w e e n  a r o u n d  3 1 0  a n d  3 5 0  n m ,  
d e p e n d i n g  o n  t h e  p o l a r i t y  o f  t h e  su r r o u n d i n g  
m i c r o e n v i r o n m e n t  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .   
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T h e  s e n si t i v i t y  o f  t r y p t o p h a n ,  sp e c i f i c a l l y  t h e  i n d o l e  g r o u p ,  t o  
t h e  p o l a r i t y  o f  t h e  su r r o u n d i n g  m i c r o e n v i r o n m e n t  c a n  b e  
e x p l o i t e d  i n  p r o b i n g  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  a  p r o t e i n  
( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  W h e n  a  t r y p t o p h a n  r e s i d u e  i s  e x p o s e d  t o  a  
p o l a r  e n v i r o n m e n t ,  t h e  r e s i d u e  i s  l i k e l y  so l v e n t  e x p o s e d ,  a n d  
t h e  e m i s s i o n  m a x i m u m  i s  o b se r v e d  a t  l o n g e r  w a v e l e n g t h s .  I n  
o t h e r  w o r d s ,  a  b a t h o c h r o m i c ,  o r  r e d  sh i f t  o c c u r s .  W h e n  t h e  
r e s i d u e  i s  b u r i e d  w i t h i n  t h e  p r o t e i n ,  a n d  t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  
i s  u su a l l y  l e ss  p o l a r ,  a  b l u e  o r  h y p so c h r o m i c  sh i f t  i s  o b s e r v e d  
( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .   T h i s  p h e n o m e n o n  c a n  b e  p a r t i a l l y  e x p l a i n e d  
b y  st a b i l i sa t i o n  o f  t h e  e x c i t e d  s t a t e  b y  a  p o l a r  e n v i r o n m e n t .  T h e  
e x c i t e d  st a t e  o f  a  f l u o r o p h o r e  h a s  a  l a r g e r  d i p o l e  m o m e n t  t h a n  
t h e  g r o u n d  st a t e .  P o l a r  so l v e n t  m o l e c u l e s  r e o r i e n t a t e  a n d  r e l a x  
a r o u n d  t h e  e x c i t e d  f l u o r o p h o r e ,  r e s u l t i n g  i n  s t a b i l i s a t i o n  a n d  
a n  o v e r a l l  l o w e r i n g  o f  t h e  e n e r g y  o f  t h e  e x c i t e d  s t a t e  ( L a k o w i c z ,  
2 0 0 6 ) .  T h i s  r e su l t s  i n  a  l o w e r  e n e r g y  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n .   
 
S a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t r i p l i c a t e  c o n t a i n i n g  2  μ M  F O X P 2  
F H D  i n  H E P E S  st o r a g e  b u f f e r .  A  J A S C O  F P - 6 3 0 0  
sp e c t r o f l u o r o m e t e r  w a s  u se d  t o  e x c i t e  sa m p l e s  a t  b o t h  2 8 0  n m ,  
a s  w e l l  a s  2 9 5  n m  w i t h  a  b a n d w i d t h  o f  5  n m  a n d  2 . 5  n m  
r e sp e c t i v e l y ,  a t  2 0  ° C .  T h e  e m i s s i o n  s p e c t r a  w e r e  r e a d  b e t w e e n  
2 8 0  n m  a n d  4 5 0  n m  w i t h  a  sc a n n i n g  s p e e d  o f  5 0 0  n m / m i n .  T h i s  
p r o t o c o l  w a s  t h e n  r e p e a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3 5  μ M  d o p a m i n e ,  
a s  w e l l  a s  1 0 0  μ M  d o p a m i n e .  
 
 
2 . 3 .  In v e s t i g a t i n g  t h e  F O X P 2  F H D - D o p a m i n e - D N A  
i n t e r a ct i on   
 
2 . 3 . 1 .  E l e c t r o p h o r e t i c  M o b i l i t y  S h i f t  A s s a y  ( E M S A )  
 
T h e  E M S A  i s  a  t e c h n i q u e  t h a t  e x p l o i t s  t h e  u s e  o f  n a t i v e  g e l  
e l e c t r o p h o r e si s  t o  i n v e st i g a t e  e i t h e r  a  p r o t e i n ,  o r  s e q u e n c e  
d e p e n d e n t ,  sp e c i f i c  b i n d i n g  i n t e r a c t i o n .  T h e  r a t e  a t  w h i c h  n o n -
d e n a t u r e d  b i o m o l e c u l e s  m i g r a t e  t h r o u g h  t h e  g e l  m a t r i x  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y ,  a n d  t h u s  i s  p a r t i a l l y  
d e p e n d e n t  o n  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  sh a p e  o f  t h e  m o l e c u l e .  
S i n c e  u n b o u n d  D N A  h a s  a  h i g h e r  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  t h a n  
t h e  p r o t e i n - D N A  c o m p l e x ,  f r a g m e n t s  o f  f r e e  D N A  a r e  r e a d i l y  
se p a r a t e d  f r o m  t h o se  t h a t  a r e  a s so c i a t e d  w i t h  p r o t e i n  ( G a r n e r  
a n d  R e v z i n ,  1 9 8 1 ) .   
 
I f  b i n d i n g  o c c u r s ,  t h e  o v e r a l l  d i s t a n c e  t r a v e l l e d  b y  t h e  D N A -
p r o t e i n  c o m p l e x  i s  r e d u c e d  i n  c o m p a r i so n  t o  t h e  f r e e  D N A .  T h i s  
i s  r e f e r r e d  t o  a s  a n  e l e c t r o p h o r e t i c  sh i f t .  A n  i n c r e a se  i n  t h e  
n u m b e r  o r  s i z e  o f  m o l e c u l e s  b o u n d  t o  f r e e  D N A  w i l l  r e su l t  i n  a  
g r e a t e r  sh i f t  r e l a t i v e  t o  f r e e  D N A .  S i n c e  t h e  F O X P 2  F H D  i s  
c a p a b l e  o f  i n d e p e n d e n t  b i n d i n g  t o  t h e  c o g n a t e  D N A  b i n d i n g  
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se q u e n c e ,  t h e  N e l so n  se q u e n c e ,  t h i s  a s s a y  c a n  b e  u s e d  t o  
c o n f i r m  t h a t  t h e  o v e r e x p r e ss e d  p r o t e i n  i s  n a t i v e l y  f o l d e d  a n d  
f u n c t i o n a l .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
d o p a m i n e ,  t h i s  a s s a y  c a n  p r o v i d e  a n  i n d i c a t i o n  a s  t o  w h e t h e r  
t h e  p r e s e n c e  o f  t h i s  s i g n a l l i n g  m o l e c u l e  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t s  t h e  
a b i l i t y  o f  t h e  F O X P 2  F H D  t o  i n t e r a c t  w i t h  i t s  h i g h  a f f i n i t y  
b i n d i n g  D N A  t a r g e t .   
 
T h i s  t e c h n i q u e  h o w e v e r  d o e s  n o t  p r o v i d e  h i g h - r e so l u t i o n  d a t a ,  
d u e  t o  r a p i d  d i s so c i a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n - D N A  c o m p l e x  w i t h i n  t h e  
g e l  ( a s  t h e  c o m p l e x  i s  n o t  a t  c h e m i c a l  e q u i l i b r i u m  w i t h i n  t h e  
g e l ) ,  a s  w e l l  a s  b a n d  sm e a r i n g  ( F r i e d  a n d  L u i ,  1 9 9 4 ,  F r i e d  a n d  
B r o m b e r g ,  1 9 9 7 ) .  A l t h o u g h  i t  i s  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  k i n e t i c  
p a r a m e t e r s  su c h  a s  t h e  d i sso c i a t i o n  c o n st a n t  ( K D )  u s i n g  t h e  
E M S A ,  o t h e r  t e c h n i q u e s ,  su c h  a s  I T C  a n d  f l u o r e sc e n c e  
a n i so t r o p y ,  a r e  m o r e  a c c u r a t e  a n d  a r e  t h u s  f a v o u r e d .   T h i s  
t e c h n i q u e  i s  p r e d o m i n a n t l y  u s e d  t o  i n d i c a t e  w h e t h e r  o r  n o t  
c o m p l e x  f o r m a t i o n  o c c u r s .   
 
S a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  ( a t  1 3 0 0 0  x  g  f o r  
1 0  m i n u t e s  a t  4  ° C )  o f  t h e  p u r i f i e d  F O X P 2  F H D  ( i n  H E P E S  
st o r a g e  b u f f e r )  t o  r e m o v e  a g g r e g a t e s .  T h e  p r o t e i n  w a s  t h e n  
c o m b i n e d  a t  i n c r e a si n g  c o n c e n t r a t i o n s  ( b e t w e e n  0  μ M  a n d  2 5  
μ M )  w i t h  0 . 5  μ M  N e l so n  D N A ,  a s  w e l l  a s  b i n d i n g  b u f f e r  ( 1 0  m M  
H E P E S ,  1 0 0  m M  K C l ,  1  m M  E D T A ,  1  m M  M g C l 2 ,  0 . 1  m g / m L  B S A  
( b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ) ,  1 0 % v / v  g l y c e r o l ,  p H  7 . 5  i n  M i l i Q  
w a t e r ) .  S a m p l e s  w e r e  p l a c e d  a t  4  ° C  o n  i c e  f o r  3 0  m i n u t e s ,  
t h e r e b y  a l l o w i n g  b i n d i n g  t o  o c c u r  a n d  e q u i l i b r i u m  t o  b e  
r e a c h e d .  T B E  r u n n i n g  b u f f e r  ( 8 9  m M  T r i s ,  8 9  m M  b o r i c  a c i d ,  2  
m M  E D T A ,  p H  8 . 3 ) ,  a n d  a  1 0 % p o l y a c r y l a m i d e  g e l  ( c o n t a i n i n g  
2 0 % t r i e t h y l e n e  g l y c o l  a n d  p r e p a r e d  w i t h  T B E  b u f f e r )  w e r e  a l s o  
c o o l e d  t o  4  ° C .  E l e c t r o p h o r e si s  w a s  p e r f o r m e d  f o r  9 0  m i n u t e s  
a t  1 2 0  V  a t  4  ° C .  T h e  g e l  w a s  t h e n  st a i n e d  w i t h  a  1 : 1 0 0 0 0  
d i l u t i o n  o f  S Y B R ®  G o l d  ( I n v i t r o g e n ,  U S A )  i n  T B E  b u f f e r  f o r  5  
m i n u t e s ,  b e f o r e  v i su a l i sa t i o n  u s i n g  t h e  B i o R a d  G e l  D o c  v i e w i n g  
sy st e m .   
 
A f t e r  d e t e r m i n i n g  t h e  r a t i o  o f  D N A : p r o t e i n  a t  w h i c h  c o m p l e x  
f o r m a t i o n  o c c u r s ,  t h e  a s s a y  w a s  r e p e a t e d  u s i n g  a  c o n st a n t  r a t i o  
o f  1 : 5  D N A : P r o t e i n  i n  e a c h  l a n e .  I n c r e a si n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
d o p a m i n e  ( b e t w e e n  0  μ M  a n d  2 0 0  μ M ) ,  w e r e  i n c l u d e d  i n  e a c h  
l a n e ,  a l o n g si d e  t h e  f r e e  D N A .   
 
 
2 . 3 . 2 .  F l u o r e s c e n c e  A n i so t r o p y   
 
W i t h i n  a n  i so t r o p i c  so l u t i o n ,  f l u o r o p h o r e s  i n  t h e  g r o u n d  st a t e  
a r e  r a n d o m l y  o r i e n t a t e d ,  a n d  p r e f e r e n t i a l l y  a b so r b  p o l a r i s e d  
l i g h t  w i t h i n  a  sp e c i f i c  p l a n e  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  T h e  o r i e n t a t i o n  
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o f  t h e  e x c i t e d  p o p u l a t i o n  i s  t h e r e f o r e  n o t  r a n d o m ,  a s  m a x i m u m  
a b so r p t i o n  o c c u r s  w h e n  t h e  a x i s  o f  t h e  d i p o l e  m o m e n t  o f  t h e  
f l u o r o p h o r e  l i e s  p a r a l l e l  t o  t h e  e l e c t r i c  v e c t o r  o f  t h e  i n c o m i n g  
e x c i t a t i o n  r a d i a t i o n  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .   
 
E m i ss i o n s  f o l l o w i n g  e x c i t a t i o n  a r e  a l so  p o l a r i s e d ;  h o w e v e r  t h e  
e x c i t a t i o n  a n d  e m i ss i o n  d i p o l e s  a r e  n o t  p a r a l l e l .  T h e r e  i s ,  
t h e r e f o r e ,  p a r t i a l  d e p o l a r i s a t i o n  o f  e m i ss i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  
e x c i t a t i o n  p l a n e .  T h i s  i s  r e f e r r e d  t o  a s  i n t r i n s i c  d e p o l a r i z a t i o n  
( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  S i n c e  m o l e c u l e s  a r e  se n si t i v e  t o  r o t a t i o n a l  
d i f f u s i o n ,  f u r t h e r  d e p o l a r i s a t i o n  c a n  o c c u r  d u e  t o  r o t a t i o n  o f  
t h e  m o l e c u l e  w i t h i n  t h e  l i f e t i m e  o f  t h e  e x c i t e d  st a t e .  T h i s  i s  
r e f e r r e d  t o  a s  e x t r i n s i c  d e p o l a r i s a t i o n .  S m a l l e r  m o l e c u l e s  t e n d  
t o  h a v e  i n c r e a se d  m o b i l i t y ,  a n d  t h u s  g e n e r a l l y  r e o r i e n t a t e  m o r e  
r a p i d l y  t h a n  l a r g e r  m o l e c u l e s  w i t h i n  t h e  l i f e t i m e  o f  t h e  e x c i t e d  
st a t e  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .   
 
T h e  e x t e n t  o f  d e p o l a r i s a t i o n ,  o r  t h e  r e l a t i v e  a n g l e  b e t w e e n  t h e  
a b so r b e d  a n d  e m i t t e d  p o l a r i se d  r a d i a t i o n ,  i s  d e f i n e d  i n  t e r m s  
o f  a n i so t r o p y ,  a n d  c a n  b e  d e sc r i b e d  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  
e q u a t i o n :  
 

A = ( I I I - I ⊥ ) / ( I I I +2GI ⊥ )  

 

Wher e  A r ep r es e nt s  a n iso t r o p y,  I I I   a n d  I ⊥  r e p r e s e n t  t h e  o b s e r v e d  

e m i s s i o n  i n t e n si t y  p a r a l l e l  a n d  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  e x c i t a t i o n  

r a d i a t i o n ,  r e sp e c t i v e l y .  T h e  e x p r e s s i o n  ( I I I +2GI ⊥ )  d e sc r i b e s  

t h e  t o t a l  i n t e n si t y ,  a n d  t h u s  a n i so t r o p y  i s  n o r m a l i s e d ,  a n d  
i n d e p e n d e n t  o f  t h e  t o t a l  f l u o r e s c e n c e  i n t e n si t y  o f  t h e  s a m p l e  
( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  G  d e sc r i b e s  t h e  G  f a c t o r  o f  t h e  i n st r u m e n t .  I t  
i s  t h e r e f o r e  e v i d e n t  t h a t  A  i s  h i g h  w h e n  t h e  d e g r e e  o f  
d e p o l a r i sa t i o n  i s  l o w .   
 
A n i so t r o p y  c a n  b e  u se d  a s  a  b a s i s  f o r  s t u d y i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  
m a c r o m o l e c u l a r  c o m p l e x e s  i n  so l u t i o n ,  sp e c i f i c a l l y ,  i n  t h i s  
c a se ,  t h e  a sso c i a t i o n  b e t w e e n  a  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  a n d  D N A .  
A l t h o u g h  t h i s  t e c h n i q u e  d o e s  n o t  p r o v i d e  i n s i g h t s  r e g a r d i n g  t h e  
i n t r i n s i c  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  t h a t  o c c u r  u p o n  a s so c i a t i o n ,  t h e  
b i n d i n g  p a r a m e t e r s  su c h  a s  t h e  K D  c a n  b e  o b t a i n e d .  
 
W h e n  p e r f o r m i n g  a n  a n i so t r o p y  e x p e r i m e n t ,  t h e  
o l i g o n u c l e o t i d e  i s  u su a l l y  l a b e l e d  w i t h  a  f l u o r e sc e n t  t a g .  W h e n  
a  p r o t e i n - D N A  c o m p l e x  f o r m s ,  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  o v e r a l l  
m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  sp e c i f i c  v o l u m e  o f  t h e  f l u o r e s c e n t l y  
l a b e l e d  m o l e c u l e .  S i n c e  m o l e c u l a r  s i z e  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  
r o t a t i o n a l  c o r r e l a t i o n  t i m e ,  a  c h a n g e  i n  a n i so t r o p y  c a n  b e  
o b s e r v e d .  A n  i n c r e a s e  i n  a n i s o t r o p y  i s  a sso c i a t e d  w i t h  a n  
i n c r e a se  i n  m o l e c u l a r  s i z e ,  so  t h e  m a x i m u m  a n i so t r o p y  c a n  b e  
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o b s e r v e d  w h e n  a l l  m o l e c u l e s  i n  so l u t i o n  a r e  b o u n d  ( G i j sv e r s ,  
N i sh i g a k i  a n d  S a n c h e z - P u i g ,  2 0 1 6 ) .  
 
S a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  t r i p l i c a t e  b y  i n c u b a t i n g  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  F O X P 2  F H D  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  
f r o m  0  u M  t o  5  u M  p r o t e i n )    i n  H E P E S  st o r a g e  b u f f e r  w i t h  2  n M  
6 - c a r b o x y l - x - r h o d a m i n e  ( R O X )  5 ’ -  l a b e l e d  N e l so n  D N A  
( I n t e g r a t e d  D N A  t e c h n o l o g i e s - W h i t e sc i  S c i e n t i f i c ,  S o u t h  
A f r i c a ) .  B e f o r e  u se ,  t h e  p u r i f i e d  F O X P 2  F H D  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
1 3 0 0 0  x  g  f o r  1 0  m i n u t e s .  
 
T h e  a n i so t r o p y  o f  e a c h  sa m p l e  w a s  m e a su r e d  i n  t r i p l i c a t e  u s i n g  
t h e  P e r k i n E l m e r  L S - 5 0 B  sp e c t r o f l u o r o m e t e r  f i t t e d  w i t h  a n  
a n i so t r o p y  f i l t e r ,  w i t h  t h e  e x c i t a t i o n  a n d  e m i ss i o n  w a v e l e n g t h s  
se t  t o  5 8 0  n m  a n d  6 0 5  n m  r e sp e c t i v e l y .  T h e  b a n d w i d t h  f o r  b o t h  
e x c i t a t i o n  a n d  e m i s s i o n  w a s  s e t  t o  5  n m ,  a n d  t h e  i n t e g r a t i o n  
t i m e  w a s  3  s e c o n d s .  T e n  a c c u m u l a t i o n s  o f  e a c h  s a m p l e  w e r e  
t a k e n .   T h e  r e l a t i v e  a n i so t r o p y  f o r  e a c h  sa m p l e  w a s  t h e n  
p l o t t e d  a g a i n st  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  a n d  f i t t e d  u s i n g  
S i g m a P l o t  1 2 . 0  t o  a  s i n g l e  s i t e  b i n d i n g  m o d e l .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  
w i t h  sa m p l e s  t h a t  i n c l u d e d  e i t h e r  3 5  u M  o r  1 0 0  u M d o p a m i n e .  
T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  d i f f e r e n c e s  i n  K D  w e r e  a n a l y s e d  a n d  
c o m p a r e d  u s i n g  t h e  s t u d e n t  t - t e st ,  p e r f o r m e d  u si n g   
S i g m a P l o t  1 2 . 0 .  
 
2 . 4 .  M o l e cu l a r  D ock i n g   
 
M o l e c u l a r  d o c k i n g  i s  a  c o m p u t a t i o n a l  m e t h o d  b y  w h i c h  t h e  
p r e d o m i n a n t  b i n d i n g  m o d e l  b e t w e e n  a  l i g a n d  a n d  p r o t e i n  w i t h  
a  k n o w n  3 D  st r u c t u r e  c a n  b e  p r e d i c t e d  ( M c C o n k e y  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  
G e n e r a l l y ,  t h i s  t e c h n i q u e  i s  e x p l o i t e d  i n  a t o m i c  l e v e l  
i n v e st i g a t i o n s  t o  p r e d i c t  t h e  b e h a v i o r  o f  a  sm a l l  m o l e c u l e  
w i t h i n  t h e  b i n d i n g  s i t e  o f  a  p r o t e i n .  M o l e c u l a r  d o c k i n g  c a n  b e  
u se d  t o  p e r f o r m  v i r t u a l  sc r e e n i n g s  o f  l a r g e  l i b r a r i e s  o f  l i g a n d s  
o r  t o  p r o p o se  s t r u c t u r a l  h y p o t h e si s e s  r e g a r d i n g  h o w  l i g a n d s  
b i n d  o r  i n h i b i t  a  sp e c i f i c  t a r g e t  ( M o i t e ss i e r  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .   
 
M o l e c u l a r  d o c k i n g  i s  a c h i e v e d  t h r o u g h  t w o  i n t e r r e l a t e d  st e p s .  
T h e  f i r st  i s  p r e d i c t i o n  o f  l i g a n d  p o si t i o n ,  o r i e n t a t i o n  a n d  
c o n f o r m a t i o n  r e l a t i v e  t o  t h e  p r o t e i n  o f  i n t e r e st ,  w h i l e  t h e  
se c o n d  i s  p r e d i c t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  
p r e d i c t e d  p o si t i o n s  t o  b e  r a n k e d  a g a i n st  e a c h  o t h e r .  T h e se  
s t e p s  a r e  a c h i e v e d  t h r o u g h  v a r i o u s  s a m p l i n g  a n d  s c o r i n g  
a l g o r i t h m s  ( M e n g  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .   
 
S i n c e  t h e r e  a r e  6  d e g r e e s  o f  r o t a t i o n a l  a n d  t r a n sl a t i o n a l  
f r e e d o m ,  a s  w e l l  a s  t h e  c o n f o r m a t i o n a l  d e g r e e s  o f  f r e e d o m  
a s so c i a t e d  w i t h  b o t h  l i g a n d  a n d  p r o t e i n  ( M e n g  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) ,  
t h e r e  a r e  a  l a r g e  n u m b e r  o f  p o ss i b l e  b i n d i n g  m o d e s .  I t  w o u l d  
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b e  t o o  c o m p u t a t i o n a l l y  e x p e n s i v e  t o  g e n e r a t e  e v e r y  p o s s i b l e  
c o n f o r m a t i o n  a s so c i a t e d  w i t h  a  p r o t e i n - l i g a n d  c o m p l e x ,  t h u s  
v a r i o u s  s a m p l i n g  a l g o r i t h m s a r e  w i d e l y  u se d  i n  m o l e c u l a r  
d o c k i n g  su c h  a s  m a t c h i n g  a l g o r i t h m s a n d  i n c r e m e n t a l  
c o n st r u c t i o n  b a se d  a l g o r i t h m s  ( M e n g  e t  a l . ,  2 0 1 1 )  .   
 
T h e  s c o r i n g  f u n c t i o n  o f  m o l e c u l a r  d o c k i n g  p r o g r a m s f a c i l i t a t e  
t h e  c a l c u l a t i o n  o f  b i n d i n g  a f f i n i t y  b a s e d  o n  a  n u m b e r  o f  
e s t i m a t e s ,  s i m p l i f i c a t i o n s  a n d  a ssu m p t i o n s .  S c o r i n g  f u n c t i o n s  
a r e  b a s e d  o n  t h e  f o r c e  f i e l d ,  a  d e f i n e d  s e t  o f  p a r a m e t e r s  a n d  
f u n c t i o n s  t h a t  a l l o w  f o r  t h e  p r e d i c t i o n  o f  e n e r g i e s  a sso c i a t e d  
w i t h  sp e c i f i c  c o o r d i n a t e s  o f  t h e  s y st e m  ( K i t c h e n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  
D i f f e r e n t  p r o g r a m s u t i l i s e  d i f f e r e n t  f o r c e  f i e l d s ,  n a m e l y  
c l a ss i c a l ,  e m p i r i c a l  o r  k n o w l e d g e  b a se d  f o r c e  f i e l d s .  C l a ss i c a l  
f o r c e  f i e l d s  e st i m a t e  t h e  b i n d i n g  e n e r g y  b y  c a l c u l a t i n g  t h e  su m  
o f  e l e c t r o st a t i c  f o r c e s  a n d  v a n  d e r  W a a l s  i n t e r a c t i o n s  ( Ko l l m a n ,  
1 9 9 3 ) .  T h e  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  a r e  d e f i n e d  b y  t h e  L e n n a r d -
J o n e s  p o t e n t i a l  f u n c t i o n ,  w h i l e  t h e  c o n t r i b u t i o n  o f  c h a r g e -
c h a r g e  b a s e d  i n t e r a c t i o n s  i s  c a l c u l a t e d  b y  t h e  d i st a n c e  
d e p e n d e n t  d i e l e c t r i c  f u n c t i o n .   E m p i r i c a l  f o r c e  f i e l d s  a r e  
c a l c u l a t e d  b a s e d  o n  c o n t r i b u t i o n s  f r o m  h y d r o g e n  b o n d i n g ,  i o n i c  
a n d  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s ,  a n d  e n t r o p y  ( B o h m ,  1 9 9 8 ) .  E a c h  
o f  t h e s e  c o m p o n e n t s  i s  m u l t i p l i e d  b y  a  sp e c i f i c  c o e f f i c i e n t  t o  
c r e a t e  a  w e i g h t i n g .  T h e se  c o m p o n e n t s  a r e  c a l c u l a t e d  b y  u s i n g  
r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  f r o m  l i g a n d - p r o t e i n  c o m p l e x e s  w i t h  k n o w n  
b i n d i n g  a f f i n i t y .  Kn o w l e d g e  b a s e d  f o r c e  f i e l d s  e x p l o i t  
s t a t i s t i c a l  a n a l y s i s  o f  k n o w n  p r o t e i n - l i g a n d  c o m p l e x e s  ( F e h e r  
e t  a . l . ,  2 0 0 3 ) .  A t o m i c  c o n t a c t  f r e q u e n c i e s  a r e  o b t a i n e d ,  a n d  
m o r e  f r e q u e n t  i n t e r a c t i o n s  a r e  t a k e n  t o  b e  m o r e  f a v o r a b l e .  T h e  
n u m b e r  o f  f a v o r a b l e  a n d  r e p u l s i v e  i n t e r a c t i o n s  d i c t a t e s  t h e  
f i n a l  sc o r e .  S o m e  m o l e c u l a r  d o c k i n g  p r o g r a m s u se  c o n s e n su s  
sc o r i n g .  C o n s e n su s  s c o r i n g  c o m b i n e s  a  v a r i e t y  o f  s c o r e s  
o b t a i n e d  f r o m  d i f f e r e n t  f o r c e  f i e l d  a l g o r i t h m s ,  t h e r e b y  
i m p r o v i n g  t h e  o v e r a l l  p r e d i c t i o n  ( G o h l k e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .   
 
I n  t h i s  s t u d y ,  t w o  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  d o c k i n g  p r o g r a m s w e r e  
u se d  t o  i n v e st i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
e i t h e r  m o n o m e r i c  o r  d i m e r i c  F O X P 2  a n d  d o p a m i n e ,  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  o r  d o p a m i n e c h r o m e ,  
n a m e l y  P y R x  V i r t u a l  S c r e e n i n g  S o f t w a r e  ( D a l l a k y a n  a n d  O l so n ,  
2 0 1 5 )  a n d  M a e st r o  1 1 , 2 ,  S c h r o d i n g e r  ( S c h r o d i n g e r  S u i t e ,  L C C ,  
N Y ,  2 0 1 7 ) .   
 
W i t h  r e f e r e n c e  t o  b o t h  t h e  b l i n d  d o c k i n g ,  a n d  s i t e  t a r g e t e d  
d o c k i n g  i n v e st i g a t i o n s ,  t h e  3 D  s t r u c t u r e s  f o r  d o p a m i n e  
( P u b C h e m  i d e n t i f i e r :  C T 1 0 0 0 5 ) ,  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  ( P u b C h e m  
i d e n t i f i e r :  1 1 4 6 8 3 ) ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  ( P u b C h e m  i d e n t i f i e r :  
4 4 0 7 2 8 )  a n d  d o p a m i n e c h r o m e  ( P u b C h e m  i d e n t i f i e r :  1 7 0 2 6 2 )  
w e r e  r e t r i e v e d  i n  S D F  f o r m a t .  T h e  c r y s t a l  s t r u c t u r e  f o r  t h e  
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F O X P 2  F H D  w a s  r e t r i e v e d  o f f  P D B  ( 2 A 0 7 ) ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  
T h e  s t r u c t u r e  w a s  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  S w i s s - P D B  v i e w e r ,  a n d  t h e  
m o n o m e r i c  a n d  d i m e r i c  s t r u c t u r e s  w e r e  s e p a r a t e d  a n d  sa v e d  
se p a r a t e l y  i n  t h e  a b s e n c e  o f  D N A .     
 
P y r x  ( D a l l a k y a n  a n d  O l so n ,  2 0 1 5 )  w a s  u s e d  t o  p e r f o r m  b l i n d  
d o c k i n g  s t u d i e s .  T h i s  v i r t u a l  sc r e e n i n g  t o o l  r u n s  m u l t i p l e  o p e n  
so u r c e  p r o g r a m s t o  f a c i l i t a t e  d o c k i n g  s t u d i e s .  A u t o d o c k 4  
( M o r r i s  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  a n d  A u t o D o c k  V i n a  ( T r o t t  a n d  O l so n ,  2 0 0 9 )  
w e r e  u s e d  a s  t h e  d o c k i n g  so f t w a r e ,  w h i l e  A u t o D o c k T o o l s  
( M o r r i s  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  w a s  u s e d  t o  g e n e r a t e  t h e  i n p u t  f i l e s .  
P y t h o n  i s  t h e  p r o g r a m m i n g  l a n g u a g e ,  a n d  w x P y t h o n  f a c i l i t a t e s  
c r o ss - p l a t f o r m  g r a p h i c a l  u se r  i n t e r f a c e  ( G U I ) .  O p a l  T o o l k i t  
a l l o w s d o c k i n g  st u d i e s  t o  b e  p e r f o r m e d  r e m o t e l y  t h r o u g h  w e b  
se r v i c e s ,  w h i l e  m a t p l o t l i b  ( H u n t e r ,  2 0 0 7 )  i s  u s e d  f o r  2 D  
p l o t t i n g .  O p e n  B a b e l  i s  u s e d  t o  i m p o r t  S D F  f i l e s ,  r e m o v e  s a l t s  
a n d  f o r  e n e r g y  m i n i m i z a t i o n .  T h e  m o n o m e r  st r u c t u r e  w a s  
u p l o a d e d  i n  P D B  f o r m a t  t o  A u t o D o c k  a f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  
h y d r o g e n  m o l e c u l e s ,  e n e r g y  m i n i m i sa t i o n  a n d  p r e p a r a t i o n  
u s i n g  A u t o D o c k T o o l s .  T h e  f o u r  l i g a n d  S D F  f i l e s  w e r e  i m p o r t e d  
t o  A u t o D o c k  u s i n g  O p e n B a b e l .  A f t e r  se l e c t i n g  t h e  u n i v e r s a l  
f o r c e  f i e l d  ( U F F )  ( R a p p e  e t  a l . ,  1 9 9 2 )  a n d  c o n j u g a t e  g r a d i e n t  
m e t h o d ,  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n  o f  t h e  l i g a n d s  w a s  p e r f o r m e d .  T h e  
e n t i r e  p r o t e i n  su r f a c e  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  se a r c h  sp a c e ,  a n d  t h e  
d o c k i n g  w i z a r d  w a s  u s e d  t o  f a c i l i t a t e  t h e  sc o r i n g  p r o c e ss  w i t h  
r e f e r e n c e  t o  e a c h  l i g a n d .  T h e  p o se s  d i s p l a y i n g  t h e  m o st  
n e g a t i v e  sc o r e s  w i t h  r e sp e c t  t o  e a c h  l i g a n d  w e r e  se l e c t e d  a n d  
v i su a l i se d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y st e m ,  v e r s i o n  
1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h röd i n g e r ,  L L C .  T h i s  p r o c e s s  w a s  r e p e a t e d  w i t h  
d i m e r i c  F O X P 2  F H D .   

 
W i t h  r e g a r d  t o  t h e  s i t e  t a r g e t e d  d o c k i n g  s t u d i e s ,  M a e st r o  1 1 . 2 ,  
S c h röd i n g e r  ( S c h röd i n g e r  S u i t e ,  L C C ,  N Y ,  2 0 1 7 )  w a s u se d .  T h e  
c r y s t a l  s t r u c t u r e  o f  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  w a s  i m p o r t e d  i n  P D B  
f o r m a t  a n d  t h e  P r o t e i n - P r e p  W i z a r d  ( S c h r o d i n g e r  R e l e a s e  
2 0 1 7 - 3 ,  S a st r y  e t  a l . ,  2 0 1 3 )  w a s  u s e d  f o r  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n .   
T h e  O P L S 3  f o r c e  f i e l d  ( H a r d e r  e t  a l . ,  2 0 1 6 )  w a s  s e l e c t e d  b e f o r e  
i m p o r t i n g  t h e  d o p a m i n e  st r u c t u r e  i n  S D F  f o r m a t .  T h e  L i g P r e p  
( S c h r o d i n g e r  R e l e a se  2 0 1 7 - 3 ,  F a r i d  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  t o o l  w a s  u se d  
f o r  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n  o f  t h e  l i g a n d .  S i t e M a p  ( S c h r o d i n g e r  
R e l e a se  2 0 1 7 - 3 , H a l g r e n  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  w a s  u s e d  t o  i d e n t i f y  
p o t e n t i a l  b i n d i n g  p o c k e t s  w i t h i n  t h e  p r o t e i n .  T h e  i d e n t i f i e d  
p o t e n t i a l  b i n d i n g  p o c k e t  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  s e a r c h  sp a c e  a n d  
t h e  I n d u c e d F i t  ( S c h r o d i n g e r  R e l e a s e  2 0 1 7 - 3 ,  F a r i d  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  
d o c k i n g  t o o l  w a s  u se d  t o  b e g i n  t h e  sc o r i n g  p r o c e s s ,  t h e r e b y  
g e n e r a t i n g  2 0  d i f f e r e n t  p o se s .  T h e  b e s t  p o se  g e n e r a t e d  b y  t h e  
p r o g r a m  w a s  s e l e c t e d  a n d  v i su a l i s e d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  
G r a p h i c s  S y st e m ,  v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r öd i n g e r ,  L L C .  T h i s  
p r o c e s s  w a s  t h e n  r e p e a t e d  w i t h  e a c h  o f  t h e  d o p a m i n e  
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a u t o x i d a t i o n  l i g a n d s ,  a n d  t h e n  w i t h  t h e  s t r u c t u r e  o f  d i m e r i c  
F O X P 2  F H D .   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 71 

3.  RESULTS  
 
F o l l o w i n g  su c c e s sf u l  o v e r e x p r e ss i o n  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  
F O X P 2  F H D ,  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  st r u c t u r a l l y  
c h a r a c t e r i s e d  b y  sp e c t r o sc o p i c  m e t h o d s ,  sp e c i f i c a l l y  U V - V i s  
a b so r b a n c e ,  C D  a n d  f l u o r e sc e n c e  sp e c t r o sc o p y .  T h e  F O X P 2  F H D  
w a s  t h e n  f u n c t i o n a l l y  c h a r a c t e r i s e d  t h r o u g h  t h e  E M S A ,  b e f o r e  
i n v e st i g a t i n g  w h e t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a f f e c t e d  t h e  
s t r u c t u r e  o r  D N A  b i n d i n g  f u n c t i o n  o f  t h e  p r o t e i n .  C D  a n d  
i n t r i n s i c  t r y p t o p h a n  f l u o r e sc e n c e  w e r e  e x p l o i t e d  i n  o b se r v i n g  
w h e t h e r  t h e  p r e se n c e  o f  3 5  μ M  o r  1 0 0  μ M  d o p a m i n e  
s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  t h e  s e c o n d a r y  o r  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  
p r o t e i n .  T h e  E M S A ,  a s  w e l l  a s  f l u o r e s c e n c e  a n i so t r o p y  w e r e  
u t i l i se d  i n  i n v e st i g a t i n g  w h e t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  
s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  
F H D  a n d  a  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  t a r g e t  se q u e n c e .  M o l e c u l a r  
d o c k i n g  w a s  t h e n  u s e d  t o  i n v e st i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a n  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  
v a r i o u s  p r o d u c t s  o f  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n .   
 
3 . 1 .  O v e r e x p r e s s i o n  a n d  P u r i f i ca t i on   
 
 
R e c o m b i n a n t  F O X P 2  F H D  w a s  o v e r e x p r e s s e d  w i t h i n  T 7  E .  c o l i  
c e l l s ,  t r a n sf o r m e d  w i t h  t h e  p E T - 1 1 a  v e c t o r .  T h e  so l u b l e  
f r a c t i o n  w a s  c o l l e c t e d  t h r o u g h  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  
i n c o r p o r a t i o n  o f  a n  N - t e r m i n u s  H i st a g  w i t h i n  t h e  F O X P 2  F H D  
c o n st r u c t  a l l o w e d  f o r  I M A C  t o  b e  u se d  i n  t h e  f i r st  s t e p  o f  
p u r i f i c a t i o n .  T h e  e l u t i o n  p r o f i l e  i s  i l l u st r a t e d  i n  f i g u r e  3 . 1 ( A ) .   
 
F r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  p u r i f i e d  o v e r e x p r e ss e d  W T  F O X P 2  F H D  
w e r e  c o n c e n t r a t e d  b e f o r e  p e r f o r m i n g  S E C .  S E C  w a s  u s e d  a s  a  
p o l i sh i n g  p u r i f i c a t i o n  st e p ,  a l l o w i n g  f o r  a n y  c o n t a m i n a t i o n  
( d u e  t o  n o n - sp e c i f i c  e l e c t r o st a t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  
b a c t e r i a l  p r o t e i n s  a n d  t h e  I M A C  c o l u m n )  t o  b e  se p a r a t e d  f r o m  
t h e  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n .  T h e  e l u t i o n  p r o f i l e  f o r  t h e  c o l l e c t e d  
f r a c t i o n s ,  a s  w e l l  a s  s t a n d a r d s  i s  i l l u st r a t e d  i n  f i g u r e  3 . 1 ( D )  
a n d  ( B )  r e sp e c t i v e l y .  T h e  r e t e n t i o n  t i m e  o f  t h e  s t a n d a r d s  w a s  
u se d  t o  c o n st r u c t  a  s t a n d a r d  c u r v e ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  t h e  
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  F O X P 2  F H D  e l u e n t  t o  b e  c a l c u l a t e d ,  a s  
i l l u st r a t e d  i n  f i g u r e  3 . 1 ( C ) .    
 
F r a c t i o n s  c o l l e c t e d  f r o m  b o t h  I M A C  a n d  S E C  w e r e  r u n  o n  a  1 0 %  
t r i c i n e  S D S - P A G E  g e l  ( f i g u r e  3 . 1 ( E ) ) ,  su c h  t h a t  t h e  f r a c t i o n s  
c o n t a i n i n g  r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  c o u l d  b e  i d e n t i f i e d  a n d  p u r i t y  
o f  t h e  s a m p l e s  c o u l d  b e  a s se s se d .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  
o v e r e x p r e s s e d  p r o t e i n  w a s  c a l c u l a t e d  b y  p l o t t i n g  a  s t a n d a r d  
c u r v e  ( f i g u r e  3 . 1 ( F ) ) .   
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F i g u r e  3 . 1  P u r i f i c a t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  ( A )  I M A C  p u r i f i c a t i o n  o f   

F i g u r e  3 . 1 :  P u r i f i c a t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  ( A )  I M A C  p u r i f i c a t i o n  o f  
F O X P 2  F H D  ( B )  S E C  e l u t i o n  o f  b l u e  d e x t r a n  a n d  s t a n d a r d s  ( M w  o f  
s t a n d a r d s  i n d i c a t e d  i n  k D a )  ( C )  S t a n d a r d  c u r v e  r e p r e s e n t i n g  t h e  l i n e a r  
r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  M w  o f  s t a n d a r d s  a n d  t h e  V e / V 0  ( D )  P r e p a r a t i v e  
S E C  o f  F O X P 2  F H D  ( E )  T r i c i n e  S D S - P A G E  o f  F O X P 2  F H D  p u r i f i c a t i o n  
f r a c t i o n s .  L a n e  1  c o n t a i n s  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r ,  l a n e  2  c o n t a i n s  
t h e  p e l l e t  a n d  l a n e  3  c o n t a i n s  t h e  I M A C  f l o w  t h r o u g h .  L a n e  4  r e p r e s e n t s  
t h e  I M A C  c o n t a m i n a t i o n  s h o u l d e r ,  l a n e  5  c o n t a i n s  t h e  F O X P 2  f r a c t i o n  
c o l l e c t e d  f r o m  I M A C  a n d  l a n e  6  c o n t a i n s  t h e  p u r i f i e d  f r a c t i o n  c o l l e c t e d  
f r o m  S E C .  ( F )  S t a n d a r d  c u r v e  i l l u s t r a t i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  
r e t e n t i o n  f a c t o r  o n  t h e  S D S - P A G E  g e l  a n d  l o g  ( M w ) .  
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W i t h  r e g a r d  t o  t h e  I M A C  p u r i f i c a t i o n  p r o f i l e  ( f i g u r e  3 . 1 ( A ) ) ,  
t h e r e  i s  a  b r o a d  p e a k  i n  a b so r b a n c e  ( b l u e )  b e t w e e n  0  a n d  1 5  
m i n u t e s .  T h i s  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  e l u t i o n  o f  f l o w - t h r o u g h ,  
i n c l u d i n g  t h e  m a j o r i t y  o f  b a c t e r i a l  c e l l u l a r  p r o t e i n s  a n d  
c o n t a m i n a n t s  ( f i g u r e  3 . 1 ( D ) ,  l a n e  3 ) .  T h e  se c o n d ,  sh a r p e r ,  p e a k  
i n  a b so r b a n c e  i s  r e p r e se n t a t i v e  o f  e l u t i o n  o f  t h e  t a g g e d  F O X P 2  
F H D  w i t h  3 0 0  m M  i m i d a z o l e  ( f i g u r e  3 . 1 ( D ) ,  l a n e  5 ) .  T h e  sm a l l ,  
b r o a d  sh o u l d e r  f o l l o w i n g  t h e  e l u t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  i s  
d e s c r i p t i v e  o f  t h e  h i g h  i m i d a z o l e  b u f f e r  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  
d e t e c t o r .  T h e  e l u e n t  p e a k  h a s  a  sm a l l  sh o u l d e r  t h a t  e l u t e d  a t  
a r o u n d  4 0  m i n u t e s .  T h i s  sh o u l d e r  c o n t a i n s  c o n t a m i n a n t s ,  a s  
w e l l  a s  t h e  p u r i f i e d  F O X P 2  F H D  ( f i g u r e  3 . 1 ( D ) ,  l a n e  4 )  T h e  
b r o a d  p e a k  i n  c o n d u c t a n c e  ( r e d )  b e t w e e n  2 0  a n d  3 0  m i n u t e s  i s  
r e p r e s e n t a t i v e  o f  a  sa l t  w a sh  w i t h  1  M  N a C l .  T h e  s a l t  w a sh  a i d s  
i n  d i sr u p t i n g  e l e c t r o st a t i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  t a g g e d  
r e c o m b i n a n t  T F  a n d  D N A ,  a s  w e l l  a s  a i d s  i n  r e m o v i n g  
c o n t a m i n a n t s  i n t e r a c t i n g  n o n - sp e c i f i c a l l y  w i t h  t h e  I M A C  
c o l u m n .  I n sp e c t i o n  o f  f i g u r e  3 . 1  ( D )  su g g e st s  t h a t  a l t h o u g h  t h e  
r e c o m b i n a n t  p r o t e i n  w a s  f o u n d  t o  b e  r e l a t i v e l y  p u r e  f o l l o w i n g  
I M A C ,  a  f e w  f a i n t  c o n t a m i n a t i n g  b a n d s  c a n  b e  o b s e r v e d  w i t h i n  
l a n e  5 .  T h e  m o st  s i g n i f i c a n t  c o n t a m i n a t i n g  b a n d  a p p e a r s  t o  b e  
a r o u n d  1 8  k D a .    
 
S E C  w a s  p e r f o r m e d  t o  r e m o v e  t h e  f a i n t  c o n t a m i n a t i n g  b a n d s  
o b s e r v e d  i n  f i g u r e  3 . 1  ( D ) ,  l a n e  5  ( sp e c i f i c a l l y  t h a t  o b se r v e d  a t  
r o u g h l y  2 0  k D a ) .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h i s  p o l i sh i n g  s t e p  w a s  
su c c e ss f u l .  O n l y  a  s i n g l e  b a n d  i s  p r e s e n t  i n  l a n e  6 ,  a t  a  M w  
c o r r e sp o n d i n g  t o  t h a t  o f  t h e  F O X P 2  F H D ,  t h e r e b y  su g g e st i n g  t h e  
sa m p l e  i s  f r e e  f r o m  c o n t a m i n a t i n g  p r o t e i n s .   
 
T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  f o r  p e a k s  e l u t e d  f r o m  t h e  S E C  c o l u m n  
( f i g u r e  3 . 1  ( F ) )  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  st a n d a r d s  ( f i g u r e  3 . 1  
( B ) ) ,  a n d  c o n st r u c t i n g  a  s t a n d a r d  c u r v e  ( f i g u r e  3 . 1  ( C ) ) .  B l u e  
d e x t r a n  ( f i g u r e  3 . 1  ( B ) )  e l u t e d  a t  4 6 , 6  m L .  T h i s  i s  i n d i c a t i v e  o f  
t h e  v o i d  v o l u m e  o f  t h e  c o l u m n .  T h e  st a n d a r d s  i n c l u d e d  
c o n a l b u m i n  ( 7 5  k D a ,  e l u t e d  a t  5 5 , 6  m L ) ,  o v a l b u m i n  ( 4 4  k D a ,  
e l u t e d  a t  6 2  m L ) ,  c a r b o n i c  a n h y d r a s e  ( 2 9  k D a ,  e l u t e d  a t  7 0 , 2  
m L ) ,  r i b o n u c l e a se  A  ( 1 3 . 7  k D a ,  e l u t e d  a t  8 1  m L )  a n d  a p r o t i n i n  
( 6 . 5  k D a ,  e l u t e d  a t  9 4  m L ) .  A s  i l l u st r a t e d  i n  f i g u r e  3 . 1  ( E ) ,  t h e  
m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  t h r e e  p e a k s  w e r e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  
e q u a t i o n  y = 1 , 2 7 5 8 x + 3 , 3 7 3 2  ( R 2 = 0 , 9 7 ) .  T h e  f i r st  p e a k ,  o b s e r v e d  
b e t w e e n  4 2  a n d  4 5  m L .  B a se d  o n  o b s e r v a t i o n s  o f  t h e  e l u t i o n  o f  
b l u e  d e x t r a n ,  i t  w a s  h y p o t h e si s e d  t h a t  t h i s  p e a k  c o r r e sp o n d e d  
t o  e l u t i o n  o f  t h e  v o i d  v o l u m e .  T h e  se p h a d e x  S 7 5  c a n  r e so l v e  
p r o t e i n s  b e t w e e n  t h e  s i z e  o f  3  a n d  7 0  k D a  ( G E  H e a l t h c a r e  L i f e  
S c i e n c e s) .  I t  i s  t h e r e f o r e  l i k e l y  t h a t  t h i s  p e a k  c o r r e sp o n d e d  t o  
t h e  e l u t i o n  o f  c o n t a m i n a n t s  w i t h i n  t h e  I M A C  sa m p l e  l a r g e r  t h a n  
7 0  k D a .  C o n t a m i n a n t s  t h a t  a r e  l a r g e r  t h a n  7 0  k D a ,  w i t h  r e g a r d  
t o  t h i s  c o l u m n ,  w i l l  e l u t e  w i t h i n  t h e  v o i d  v o l u m e ,  a s  t h e s e  
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m o l e c u l e s  w i l l  n o t  b e  r e t a i n e d  w i t h i n  t h e  r e s i n ,  b u t  r a t h e r  f l o w  
st r a i g h t  t h r o u g h  t h e  c o l u m n .  T h e  s e c o n d  p e a k  a t  6 6 , 5  m L  w a s  
c a l c u l a t e d  t o  c o r r e sp o n d  t o  t h e  M w  3 1 , 6  k D a ,  w h i l e  t h e  p e a k  
e l u t e d  a t  7 8 , 6  m L  w a s  c a l c u l a t e d  t o  r e p r e s e n t  t h e  e l u t i o n  o f  a  
m o l e c u l e  o f  1 5 , 8  k D a .  I n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  r e su l t s  o b s e r v e d  
f r o m  S D S - P A G E  ( f i g u r e  3 . 1  E ) ,  t h e  p e a k  e l u t i n g  a t  7 8 , 6  m L  w a s  
f o u n d  t o  c o n t a i n  t h e  F O X P 2  F H D .  S i n c e  t h e  p e a k  e l u t i n g  a t  6 6 , 5  
m L  w a s  f o u n d  t o  b e  d o u b l e  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h a t  e l u t e d  
a t  7 8 , 6  m L ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h i s  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  e l u t i o n  o f  
d i m e r i c  F O X P 2  F H D .  I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  o v e r e x p r e s se d  
F O X P 2  F H D  r e m a i n s  m o n o m e r i c  a t  c o n c e n t r a t i o n s  b e l o w  3 0 0  μ M  
( M o r r i s  a n d  F a n u c c h i ,  2 0 1 6 ) .  T h e  e l u t i o n  o f  a  d i m e r  p e a k  o n  t h e  
S E C  p r o f i l e  i s  l i k e l y  d u e  t o  c o n c e n t r a t i n g  t h e  p r o t e i n  w i t h i n  a  
sm a l l  v o l u m e  o f  b u f f e r  ( 2  m L ) .  I n  p e r f o r m i n g  su c c e s sf u l  
p r e p a r a t i v e  S E C ,  p r e p a r i n g  a  sm a l l  c o n c e n t r a t e d  s a m p l e  i s  k e y  
f o r  g o o d  r e so l u t i o n .  I t  c a n  t h e r e f o r e  b e  a s su m e d  t h a t  w h e n  
p e r f o r m i n g  su b se q u e n t  e x p e r i m e n t s  a t  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  
c o n c e n t r a t i o n s ,  o n l y  m o n o m e r i c  p r o t e i n  w i l l  b e  p r e s e n t .  
E v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  w o u l d  n o t  b e  
p r e s e n t  o n  t h e  S D S - P A G E  g e l  a s  t h i s  t e c h n i q u e  i s  p e r f o r m e d  
u n d e r  d e n a t u r i n g  c o n d i t i o n s ,  a n d  t h u s  w o u l d  r e su l t  i n  l o s s  o f  
q u a t e r n a r y  st r u c t u r e .   
 
F i g u r e  3 . 1 ( D )  su g g e st s  t h a t  t h e  r e c o m b i n a n t  o v e r e x p r e s s i o n  
a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  w a s  su c c e s sf u l .  T h i s  i s  
e v i d e n t  i n  t h a t  t h i c k  d a r k  b a n d s ,  f r e e  f r o m  c o n t a m i n a t i o n ,  w e r e  
o b s e r v e d  o n  t h e  t r i c i n e  g e l  a t  a  M w  c o r r e sp o n d i n g  t o  t h a t  o f  t h e  
F O X P 2  F H D .  T h e  M w  o f  t h e  o v e r e x p r e ss e d  b a n d  w a s  c a l c u l a t e d ,  
b a s e d  o n  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  ( f i g u r e  3 . 1  ( E ) )  t o  b e  1 2 , 3  k D a .  
T h i s  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  e q u a t i o n  y = - 0 , 6 4 3 7 + 1 , 6 4 8 1  ( R 2  

= 0 , 9 9 ) .  T h e  c a l c u l a t e d  M w  i s  v e r y  c l o se  t o  t h e  e x p e c t e d  s i z e  o f  
t h e  F O X P 2  F H D ,  1 2 ,  9 7  k D a  ( a s  p r e d i c t e d  b y  E x p a sy  P r o t P a r a m )  
( G a st e i g e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .   
 
A l t h o u g h  t h e  c a l c u l a t e d  M w  o f  1 5 , 8  i s  l a r g e r  t h a n  t h e  p r e d i c t e d  
M w  o f  t h e  F O X P 2  F H D  ( 1 2 , 9 7  k D a ) ( G a s t e i g e r  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  i t  i s  
e v i d e n t  t h a t  t h e  b l u e  d e x t r a n ,  a n d  t h u s  v o i d  v o l u m e ,  e l u t e d  2 - 3  
m i n u t e s  l a t e r  i n  f i g u r e  3 . 1  ( B )  c o m p a r e d  t o  t h a t  i n  f i g u r e  3 . 1  
( F ) .  T h i s  w o u l d  m e a n  t h a t  t h e  c a l c u l a t e d  s i z e  o f  t h e  F O X P 2  F H D  
m i g h t  b e  o v e r e st i m a t e d .   
 
O v e r a l l ,  w i t h  r e f e r e n c e  t o  f i g u r e  3 . 1 ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  
o v e r e x p r e s s e d  p r o t e i n  c o r r e sp o n d e d  t o  t h e  p r e d i c t e d  s i z e  o f  
t h e  F O X P 2  F H D .  A l t h o u g h  t h e  s i z e ,  a n d  p o t e n t i a l l y  i d e n t i t y  o f  
t h e  o v e r e x p r e s s e d  p r o d u c t  w a s  c o n f i r m e d  t h r o u g h  S D S - P A G E ,  
t h e  o b se r v a t i o n s  c o u l d  n o t  c o n f i r m  t h a t  t h e  p r o t e i n  w a s  
n a t i v e l y  f o l d e d .  A g g r e g a t e d ,  m i s f o l d e d  o r  d e n a t u r e d  p r o t e i n  
w o u l d  h a v e  t h e  s a m e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a s  t h e  f o l d e d  p r o d u c t  
v i su a l i se d  u s i n g  S D S - P A G E .  A  s p e c t r o sc o p i c  i n v e st i g a t i o n ,  a s  
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w e l l  a s  c o n f i r m i n g  t h e  f u n c t i o n a l i t y  o f  t h e  p r o t e i n  w a s  
t h e r e f o r e  r e q u i r e d  b e f o r e  a s s e s s i n g  t h e  e f f e c t  o f  d o p a m i n e  o n  
t h e  s t r u c t u r e  o r  f u n c t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D .   
 
3 . 2 .  S p e ct r o s c op i c  S t r u c t u r a l  I n v e s t i g a t i o n  a n d  F u n ct i o n a l  
C h a r a ct e r i s a t i on   
 
F o l l o w i n g  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  p u r i f i e d  s a m p l e  t o  r e m o v e  
a g g r e g a t i o n ,  t h e  p r o t e i n  s a m p l e  w a s  a s s e s s e d  i n  t e r m s o f  p u r i t y  
a n d  c o n c e n t r a t i o n  u s i n g  a b so r b a n c e  sp e c t r o sc o p y ,  su c h  t h a t  
su b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  c o u l d  b e  r e l i a b l y  p e r f o r m e d .  T h e  
a b so r b a n c e  sp e c t r u m  w a s  m e a su r e d  b e t w e e n  2 5 0  a n d  3 5 0  n m  
( f i g u r e  3 . 2  ( A ) ) .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  o v e r e x p r e ss e d  
p r o t e i n  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w ,  a n d  t h e  
a b so r b a n c e  a t  2 6 0  n m  w a s  o b s e r v e d  i n  o r d e r  t o  e n su r e  t h a t  t h e  
p r o t e i n  s t o c k  w a s  f r e e  f r o m  D N A  c o n t a m i n a t i o n ,  w h i l e  t h e  
o b s e r v a t i o n  o f  t h e  a b so r b a n c e  a t  3 4 0  n m  p r o v i d e d  i n s i g h t s  
r e g a r d i n g  t h e  p r e se n c e  o f  a g g r e g a t e s  i n  t h e  s t o c k .   
 
W h e n  i n v e s t i g a t i n g  t h e  n a t i v e  f o l d  o f  t h e  p r o t e i n ,  t h e  p r i m a r y ,  
se c o n d a r y ,  t e r t i a r y  a n d  q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e  sh o u l d  b e  
c o n si d e r e d  ( R e h m a n  a n d  B o t e l h o ,  2 0 1 9 ) .  I n v e st i g a t i n g  t h e  
se c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e c o m b i n a n t  p r o d u c t  
w i l l  b o t h  r e i n f o r c e  t h e  i d e a  t h a t  t h e  c o r r e c t  p r o t e i n  h a s  b e e n  
o v e r e x p r e s s e d  a n d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p r o t e i n  i s  so l u b l e  a n d  
e x i st s  w i t h i n  i t s  n a t i v e  c o n f o r m a t i o n .  T h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  
se c o n d a r y  st r u c t u r e  w a s  i n v e st i g a t e d  b y  m e a su r i n g  t h e  C D  
sp e c t r u m  o f  t h e  p u r i f i e d  F O X P 2  F H D  b e t w e e n  2 0 0  n m  a n d  2 5 0  
n m  ( f i g u r e  3 . 2  ( B ) ) ,  w h i l e  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  
o v e r e x p r e s s e d  p r o d u c t  w a s  i n v e st i g a t e d  u s i n g  i n t r i n s i c  
t r y p t o p h a n  f l u o r e sc e n c e .  E x c i t a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  a t  2 8 0  n m ,  
a n d  e m i s s i o n  w a s  r e a d  b e t w e e n  2 9 5  a n d  4 5 0  n m .  F o r  
c o m p a r i so n ,  t h e  o v e r e x p r e s s e d  p r o d u c t  w a s  t h e r m a l l y  
u n f o l d e d ,  a n d  t h e  f l u o r e sc e n c e  sp e c t r u m  w a s  r e a d  b e t w e e n  2 9 0  
a n d  4 5 0  n m  w i t h  e x c i t a t i o n  a t  2 8 0  n m  ( f i g u r e  3 . 2  ( C ) ) .   
 
 
T h e  a c t i v i t y  o f  t h e  o v e r e x p r e s se d  p r o d u c t  w a s  t h e n  
i n v e st i g a t e d .  S i n c e  s t r u c t u r e  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  f u n c t i o n ,  t h e  
o b s e r v a t i o n  t h a t  a  p r o t e i n  i s  f u l l y  f u n c t i o n a l  c a n  b e  i n d i c a t i v e  
o f  n a t i v e  f o l d .  F u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i s a t i o n  a l so  f u r t h e r  
r e i n f o r c e s  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  o v e r e x p r e ss e d  p r o d u c t ,  
s i n c e  p r o t e i n s  h a v e  sp e c i f i c  p h y s i o l o g i c a l  f u n c t i o n s .  T h e  
sp e c i f i c  p h y si o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r s  i s  
d e p e n d e n t  o n  t h e  a b i l i t y  t o  b i n d  D N A ,  sp e c i f i c a l l y  c o g n a t e  
t a r g e t  s e q u e n c e s .  S i n c e  t h e  F O X P 2  F H D  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  
b i n d  t h e  N e l so n  se q u e n c e  w i t h  h i g h  a f f i n i t y  ( N e l so n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ,  
W e b b  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) ,  a n  E M S A  w a s  u s e d  t o  f u n c t i o n a l l y  
c h a r a c t e r i s e  t h e  o v e r e x p r e ss e d  p r o d u c t  ( F i g u r e  3 . 2  ( D ) ) .  T h e  



 76 

r a t i o  o f  D N A : p r o t e i n  a t  w h i c h  b i n d i n g  o c c u r s  w a s  a l so  
d e t e r m i n e d .   
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F i g u r e  3 . 2 :  S t r u c t u r a l  a n d  F u n c t i o n a l  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  F O X P 2  
F H D  ( A )  U V - V i s  A b s o r b a n c e  s p e c t r u m  o f  t h e  F O X P 2  F H D  ( B )  C D  s p e c t r u m  
o f  1 0  μ M  F O X P 2  F H D  a t  2 0  ° C .  T h e  H T V  w a s  f o u n d  t o  b e  4 5 1  V  a t  2 0 0  n m  
( s u p p l e m e n t a r y  f i g u r e  6 . 1 ) .  O b s e r v a t i o n s  b e l o w  t h i s  w a v e l e n g t h  w e r e  
d i s r e g a r d e d  ( C )  I n t r i n s i c  f l u o r e s c e n c e  s p e c t r u m  o f  2  μ M  f o l d e d  a n d  
t h e r m a l l y  u n f o l d e d  F O X P 2  F H D  w i t h  e x c i t a t i o n  a t  2 8 0  n m  ( D )  E M S A  
i l l u s t r a t i n g  c o m p l e x  f o r m a t i o n  a t  i n c r e a s i n g  r a t i o s  o f  p r o t e i n : D N A  w i t h  
a  D N A  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 , 5  μ M .  T h e  r e d u c t i o n  i n  e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y  
a t  D N A : p r o t e i n  r a t i o s  f r o m  1 : 5  i n d i c a t e s  D N A  b i n d i n g .  
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F i g u r e  3 . 2  ( A )  i l l u st r a t e s  a  b r o a d  p e a k  a t  2 8 0  n m ,  a s  w e l l  a s  a  
sh o u l d e r  a t  2 9 5  n m .  T h e  p e a k  a t  2 8 0  n m  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  
a b so r p t i o n  b y  t h e  a r o m a t i c  r e s i d u e s ,  p r e d o m i n a n t l y  t y r o si n e  
a n d  t r y p t o p h a n ,  w h i l e  t h e  sh o u l d e r  i s  e x c l u s i v e l y  a  r e su l t  o f  
a b so r b a n c e  b y  t r y p t o p h a n .  T h e  a v e r a g e  A 2 8 0 :  2 6 0  w a s  f o u n d  t o  
b e  1 , 6 5 .  T h i s  su g g e st s  n e g l i g i b l e  D N A  c o n t a m i n a t i o n .  D u e  t o  t h e  
sc a t t e r i n g  o f  l i g h t ,  a b so r b a n c e  a t  3 4 0  n m  i s  g e n e r a l l y  
a s so c i a t e d  w i t h  a g g r e g a t i o n .  I n  t h i s  c a se ,  t h e  l a c k  o f  a  v i s i b l e  
a b so r b a n c e  s i g n a l  a t  3 4 0  n m  su g g e st s  t h a t  t h e  s t o c k  i s  f r e e  o f  
a g g r e g a t e s .    
 
T h e  s e c o n d a r y  st r u c t u r e  o f  a  p r o t e i n  a r i s e s  d u e  t o  t h e  
i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  a t o m s o f  t h e  p o l y p e p t i d e  b a c k b o n e ,  
t h e r e b y  f o r m i n g  c h a r a c t e r i st i c  f o l d s  a n d  c o i l s .  T h e s e  f o l d s  a n d  
c o i l s ,  b e t a  sh e e t s  a n d  a l p h a  h e l i c e s  r e sp e c t i v e l y ,  c o n t r i b u t e  t o  
t h e  o v e r a l l  c h a r a c t e r i s t i c  sh a p e  o f  t h e  p r o t e i n  ( R e h a m  a n d  
B o t e l h o ,  2 0 1 9 ) .  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  se c o n d a r y  st r u c t u r e  o f  
a n  o v e r e x p r e ss e d  p r o t e i n  i s  t h e r e f o r e  i m p o r t a n t  i n  d e t e r m i n i n g  
w h e t h e r  t h e  m o l e c u l e  e x i s t s  i n  i t s  n a t i v e  c o n f o r m a t i o n .  
A l t h o u g h  C D  o b se r v a t i o n s  b e l o w  2 0 0  n m  a r e  b e n e f i c i a l  i n  
i n v e st i g a t i n g  t h e  s e c o n d a r y  st r u c t u r e  ( f o r  e x a m p l e ,  w i t h  r e g a r d  
t o  a l p h a  h e l i c a l  p r o t e i n s ,  a  p e a k  i s  g e n e r a l l y  o b s e r v e d  a t  1 9 2  
n m ,  C o r r e a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) ,  c e r t a i n  c u v e t t e s ,  a s  w e l l  a s  b u f f e r  
c o m p o n e n t s ,  a b so r b  c i r c u l a r l y  p o l a r i s e d  l i g h t  a t  w a v e l e n g t h s  
b e l o w  2 0 0  n m ,  t h u s  c a u si n g  n o i sy  a n d  u n r e l i a b l e  o b se r v a t i o n s .  
B a s e d  o n  t h e  c r y st a l  s t r u c t u r e  so l v e d  b y  S t r o u d  e t  a l .  i n  2 0 0 6 ,  
t h e  F O X P 2  F H D  i s  p r e d o m i n a n t l y  a l p h a  h e l i c a l  i n  s t r u c t u r e .  I t  
i s  t h e r e f o r e  e x p e c t e d  t h a t  a  t r o u g h  b e  o b s e r v e d  a t  b o t h  2 0 8  a n d  
2 2 2  n m  ( C o r r e a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  F i g u r e  3 . 2  ( B )  i l l u st r a t e s  t h e  
p r e s e n c e  o f  a  c l e a r  t r o u g h  a t  2 0 8  n m ,  a s  w e l l  a s  a t  2 2 2  n m .  T h i s  
i s  i n d i c a t i v e  o f  n a t i v e l y  f o l d e d  F O X P 2  F H D .  T h e  o b se r v e d  
sp e c t r u m  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  b o t h  t h e  c r y st a l  s t r u c t u r e ,  a s  
w e l l  a s  o t h e r  p u b l i sh e d  w o r k  i l l u st r a t i n g  t h e  se c o n d a r y  
st r u c t u r e  o f  t h i s  p r o t e i n  ( B l a n e  a n d  F a n u c c h i ,  2 0 1 5 ,  M o r r i s  a n d  
F a n u c c h i ,  2 0 1 6 ) .   
 
T h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  i s  d e p e n d e n t  o n  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  
s i d e  c h a i n s  o f  a m i n o  a c i d s .  T h e  c h e m i c a l  a n d  p h y si c a l  
p r o p e r t i e s  o f  a m i n o  a c i d  s i d e  c h a i n s  e s s e n t i a l l y  d i c t a t e  t h e  
t e r t i a r y  f o l d  o f  t h e  p r o t e i n ,  su c h  t h a t  n o n - p o l a r  r e s i d u e s  
c l u st e r  a t  t h e  c o r e  o f  t h e  p r o t e i n  v i a  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s ,  
b u r i e d  f r o m  t h e  h y d r o p h i l i c  e n v i r o n m e n t  ( C o o p e r ,  2 0 0 0 ) .  
H y d r o g e n  b o n d s ,  i o n i c  i n t e r a c t i o n s  a n d  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s  
b e t w e e n  p o l a r  s i d e  c h a i n s  o n  t h e  su r f a c e  o f  t h e  p r o t e i n  
c o n t r i b u t e  t o  f a c i l i t a t i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  u n i q u e  sh a p e ,  a n d  
t h e r e b y ,  c o n t r i b u t e  t o  t h e  f u n c t i o n  o f  a  sp e c i f i c  p r o t e i n  
( C o o p e r ,  2 0 0 0 ) .  E x c i t a t i o n  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  2 8 0  n m  e x c i t e s  
b o t h  t y r o si n e  a n d  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s ,  w h i l e  e x c i t a t i o n  a t  2 9 5  
n m  e x c i t e s  e x c l u s i v e l y  t r y p t o p h a n  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  A s  e v i d e n t  
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i n  f i g u r e  3 . 2  ( C ) ,  f l u o r e sc e n c e  o f  n a t i v e l y  f o l d e d  F O X P 2  F H D  
w i t h  e x c i t a t i o n  a t  2 8 0  n m  r e su l t e d  i n  a  b r o a d  e m i s s i o n  p e a k  
b e t w e e n  r o u g h l y  3 2 0  a n d  3 4 5  n m .  T h e  e m i s s i o n  sp e c t r u m  
c o r r e sp o n d i n g  t o  t h e  t h e r m a l l y  u n f o l d e d  p r o t e i n  d i sp l a y e d  a  
r e d  sh i f t ,  a n d  a n  o v e r a l l  c h a n g e  i n  t h e  sh a p e  o f  t h e  p e a k .   
 
I t  i s  e v i d e n t l y  e s se n t i a l  t o  i n v e st i g a t e  t h e  sp a t i a l  a r r a n g e m e n t ,  
a n d  d i st r i b u t i o n  o f  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  w i t h i n  t h e  p r o t e i n  o f  
i n t e r e s t  w h e n  e x p l o i t i n g  i n t r i n s i c  f l u o r e sc e n c e  i n  p r o b i n g  
p r o t e i n  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  ( f i g u r e  3 . 3 ) .   
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F i g u r e  3 . 3  M o l e c u l a r  S u r f a c e  o f  F O X P 2  F H D  H i g h l i g h t i n g  L o c a t i o n  a n d  
S o l v e n t  E x p o s u r e  o f  T r y p t o p h a n  R e s i d u e s  ( P D B :  2 A 0 7 )  ( A )  M o l e c u l a r  
s u r f a c e  o f  F O X P 2  F H D  h i g h l i g h t i n g  t h e  l o c a t i o n  o f  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  
r e l a t i v e  t o  e a c h  o t h e r  ( B )  R i b b o n  s t r u c t u r e  o f  F O X P 2  F H D  h i g h l i g h t i n g  
l o c a t i o n  o f  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  r e l a t i v e  t o  p r o t e i n  s t r u c t u r e  ( C )  
M o l e c u l a r  s u r f a c e  o f  F O X P 2  F H D  h i g h l i g h t i n g  t h e  s o l v e n t  e x p o s u r e  o f  
T r p 5 4 8  ( D )  M o l e c u l a r  s u r f a c e  o f  F O X P 2  F H D  h i g h l i g h t i n g  t h e  s o l v e n t  
e x p o s u r e  o f  T r p 5 7 3  ( E )  M o l e c u l a r  s u r f a c e  a r e a  o f  F O X P 2  F H D  h i g h l i g h t i n g  
t h e  s o l v e n t  e x p o s u r e  o f  T r p 5 3 3   

 
 
A s i l l u st r a t e d  i n  f i g u r e  3 . 3  ( A ) ,  F O X P 2  F H D  h a s  3  t r y p t o p h a n  
r e s i d u e s  ( T r p 5 5 3 ,  T r p 5 7 3  a n d  T r p 5 4 8 ) ,  l o c a t e d  w i t h i n  H 2 ,  H 3  
a n d  S 3  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I n sp e c t i o n  o f  f i g u r e  3 . 3  o v e r a l l  
su g g e st s  t h a t  W 5 4 8  i s  l e s s  so l v e n t  e x p o s e d  t h a n  W 5 7 4  a n d  
W 5 3 3 .  W h e n  a n a l y s i n g  t h e  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  sp e c t r a  i n  
f i g u r e  3 . 2  ( C )  a n d  ( D ) ,  w i t h  t h i s  o b s e r v a t i o n  i n  m i n d ,  i t  i s  
e v i d e n t  t h a t  t h e  o v e r e x p r e s se d  F O X P 2  F H D  i s  b o t h  n a t i v e l y  
f o l d e d  a n d  h a s  b e e n  c o r r e c t l y  i d e n t i f i e d .  T h e  e m i ss i o n  
m a x i m u m  c o r r e sp o n d i n g  t o  t h e  f o l d e d  F O X P 2  F H D  e x c i t e d  a t  
b o t h  2 8 0  n m ,  a s  w e l l  a s  2 9 5  n m ,  i l l u st r a t e s  b o t h  a  p e a k  a n d  
sh o u l d e r .  T h i s  i s  c h a r a c t e r i st i c  o f  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  i s  i n  

C D E 

A B 
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a g r e e m e n t  w i t h  o t h e r  p u b l i sh e d  st u d i e s  ( B l a n e  a n d  F a n u c c h i ,  
2 0 1 5 ,  M o r r i s  a n d  F a n u c c h i ,  2 0 1 6 ) .  S i n c e  t r y p t o p h a n  
f l u o r e sc e n c e  e m i ss i o n s  a r e  s e n si t i v e  t o  t h e  su r r o u n d i n g  
m i c r o e n v i r o n m e n t ,  a n d  r e d  sh i f t s  a r e  g e n e r a l l y  a s so c i a t e d  w i t h  
i n c r e a se d  so l v e n t  e x p o su r e ,  a  d i f f e r e n c e  i n  e m i ss i o n  m a x i m u m  
c o r r e sp o n d i n g  t o  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  w i t h  v a r y i n g  so l v e n t  
e x p o su r e  i s  e x p e c t e d  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .   T h i s  i s  f u r t h e r  
su p p o r t e d  b y  t h e  sp e c t r a  c o r r e sp o n d i n g  t o  t h e r m a l l y  u n f o l d e d  
F O X P 2  F H D .  U n f o l d i n g  o f  t h e  p r o t e i n  r e su l t s  i n  i n c r e a s e d  
so l v e n t  e x p o su r e  d u e  t o  d e st a b i l i s a t i o n  o f  t h e  h y d r o p h o b i c  
c o r e ,  a n d  t h u s  a  r e d  sh i f t  i n  e m i s s i o n  i s  o b s e r v e d .  T h e  o v e r a l l  
sh a p e  o f  t h e  c h a r a c t e r i st i c  F O X P 2  F H D  e m i s s i o n  m a x i m u m  i s  
a l so  a b o l i sh e d  i n  u n f o l d i n g ,  l i k e l y  d u e  t o  c h a n g e s  i n  r e l a t i v e  
t r y p t o p h a n  so l v e n t  e x p o su r e .   
 
I n  c o m b i n a t i o n  w i t h  sp e c t r o s c o p i c  o b se r v a t i o n s ,  t h e  E M S A ,  
o b s e r v e d  i n  f i g u r e  3 . 2  ( D ) ,  su g g e st s  t h a t  n o t  o n l y  w a s  t h e  
p r o t e i n  n a t i v e l y  f o l d e d  a n d  f r e e  o f  a g g r e g a t i o n ,  b u t  a l so  
c a p a b l e  o f  b i n d i n g  t h e  h i g h  a f f i n i t y  t a r g e t  se q u e n c e ,  t h e  N e l so n  
se q u e n c e .  S i n c e  D N A  i s  l a b e l e d  w i t h  S y b r  g o l d ,  a n  
e l e c t r o p h o r e t i c  sh i f t ,  i n d i c a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  f a i n t  
se c o n d  b a n d ,  o r  sm e a r ,  w i t h i n  e a c h  l a n e  f r o m  a  m i n i m u m  D N A :  
p r o t e i n  r a t i o  o f  1 : 5  i s  i n d i c a t i v e  o f  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  A s  
p r o t e i n  a n d  D N A  i n t e r a c t ,  t h e  o v e r a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  
c o m p l e x  i n c r e a s e s ,  a n d  t h u s  t h e  c o m p l e x  i s  r e t a r d e d  b y  t h e  g e l  
m a t r i x  a n d  m i g r a t e s  s l o w e r  t h a n  t h e  f r e e  D N A .  T h e  o b s e r v a t i o n  
t h a t  c o m p l e x  f o r m a t i o n  o c c u r s  a t  v a r i o u s  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n s  a g a i n  c o n f i r m s  t h a t  t h e  F O X P 2  F H D  i s  c o r r e c t l y  
f o l d e d ,  s i n c e  c o r r e c t  f o l d  i s  r e q u i r e d  f o r  p r o t e i n  f u n c t i o n .   
 
A f t e r  c o n f i r m i n g  t h e  s t r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n  i n t e g r i t y  o f  t h e  
p r o t e i n ,  t h e  d i r e c t  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  
d o p a m i n e  c o u l d  b e  i n v e st i g a t e d .  T h e  st r u c t u r a l  a n d  f u n c t i o n a l  
c h a r a c t e r i s a t i o n  e n su r e d  t h a t  a n y  s i g n i f i c a n t  o b s e r v a t i o n s  
m a d e  i n  su b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  w e r e  t h e  r e su l t  o f  t h e  
p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e ,  r a t h e r  t h a n  m i sf o l d e d  o r  i m p u r e  p r o t e i n  
s t o c k s .  I n v e st i g a t i n g  a n y  p o t e n t i a l  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  t o  t h e  
F O X P 2  F H D  t h a t  o c c u r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  c o u l d  b e  
i n d i c a t i v e  o f  a n  i n t e r a c t i o n ,  d u e  t o  t h e  p r o t e i n  c o n f o r m a t i o n a l  
c h a n g e s  t h a t  m a y  b e  i n d u c e d  u p o n  b i n d i n g .  S i n c e  s t r u c t u r e  i s  
d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  f u n c t i o n ,  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  t h a t  o c c u r  u p o n  
e x p o su r e  t o  d o p a m i n e  c o u l d  su g g e st  t h e  p o t e n t i a l  f o r  t h e  
f u n c t i o n  o f  F O X P 2 ,  s p e c i f i c a l l y  D N A  b i n d i n g ,  t o  b e  a l t e r e d .    
 
3 . 3 .  In v e s t i g a t i n g  t h e  F O X P 2  F H D - D op a m i n e  i n t e r a ct i on  
 
T h e  d i r e c t  e f f e c t  o f  d o p a m i n e  o n  t h e  F O X P 2  F H D  w a s  
i n v e st i g a t e d  b y  e x a m i n i n g  w h e t h e r  t h e  s e c o n d a r y  o r  t e r t i a r y  
s t r u c t u r e  o f  t h e  p r o t e i n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  i n  t h e  
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p r e s e n c e  o f  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r .  T h i s  w a s  p e r f o r m e d  a t  b o t h  
a  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  c o n c e n t r a t i o n  ( 3 5  μ M ) ,  a s  w e l l  a s  i n  
e x c e ss  ( 1 0 0  μ M ) .   
 
C D  w a s  p e r f o r m e d  t o  i n v e st i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  
d o p a m i n e  o n  t h e  s e c o n d a r y  st r u c t u r e  o f  t h e  F O X P 2  F H D .  T h e  
sp e c t r a  w e r e  m e a su r e d  b e t w e e n  2 0 0  a n d  2 5 0  n m  ( f i g u r e  3 . 4  
( A ) ) .  
 
T h e  e f f e c t  o f  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r  o n  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  
t h e  p r o t e i n  w a s  t h e n  i n v e st i g a t e d  u s i n g  i n t r i n s i c  t r y p t o p h a n  
f l u o r e sc e n c e .  T h e  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  w a s  s e t  a t  2 9 5  n m ,  
su c h  t h a t  e x c l u s i v e l y  t r y p t o p h a n  r e s i d u e s  w e r e  e x c i t e d .  S h i f t s  
i n  e m i s s i o n  a r e  t h e r e f o r e  i n d i c a t i v e  o f  c h a n g e s  i n  t h e  
m i c r o e n v i r o n m e n t  su r r o u n d i n g  o n l y  t h e  t r y p t o p h a n  p r o b e s ,  
r a t h e r  t h a n  a l l  a r o m a t i c  r e s i d u e s .  T h e  e m i s s i o n  sp e c t r a  f o r  
F O X P 2  i n  t h e  a b s e n c e  o f  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
d o p a m i n e  w e r e  r e c o r d e d  b e t w e e n  2 9 0  a n d  5 4 0  n m  ( f i g u r e  3 . 4  
( B ) ) .    
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F i g u r e  3 . 4 :  S t r u c t u r a l  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  i n  t h e  
a b s e n c e  a n d  p r e s e n c e  o f  3 5  μ M  a n d  1 0 0  μ M  d o p a m i n e  ( A )  C D  s p e c t r a  
o f  1 0  μ M  F O X P 2  F H D  m e a s u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a t  2 0  ° C .  T h e  
s p e c t r a  o v e r l a y  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  a f f e c t  
t h e  s e c o n d a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  p r o t e i n  ( B )  I n t r i n s i c  t r y p t o p h a n  
f l u o r e s c e n c e  s p e c t r a  o f  2  μ M  F O X P 2  F H D  m e a s u r e d  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  
a b s e n c e  o f  d o p a m i n e  a t  2 0  ° C .  

 
W i t h  r e f e r e n c e  t o  f i g u r e  3 . 4  ( A ) ,  t h e  C D  sp e c t r a  su g g e st  t h a t  t h e  
p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a t  b o t h  t h e  p h y si o l o g i c a l  c o n c e n t r a t i o n ,  
a s  w e l l  a s  i n  e x c e s s ,  h a s  n e g l i g i b l e  e f f e c t  o n  t h e  o v e r a l l  
se c o n d a r y  st r u c t u r e  o f  t h e  F O X P 2  F H D .  T h e  p r o t e i n  a p p e a r s  t o  
r e m a i n  p r e d o m i n a n t l y  a l p h a  h e l i c a l  ( a s  i n d i c a t e d  b y  t h e  c l e a r  
t r o u g h s  p r e s e n t  a t  b o t h  2 0 8  a n d  2 2 2  n m ) ,  a n d  n a t i v e l y  f o l d e d  
i n  t h e  p r e se n c e  o f  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r .  T h i s  o b se r v a t i o n  n o t  
o n l y  su g g e st s  t h e  l a c k  o f  a  s i g n i f i c a n t  d i sr u p t i o n  i n  t h e  
se c o n d a r y  s t r u c t u r a l  e l e m e n t s  o f  t h e  p r o t e i n  d u e  t o  a  b i n d i n g  
e v e n t ,  b u t  a l so  i m p l i e s  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a t  3 5  μ M  
a n d  1 0 0  μ M  i s  n o t  t o x i c  o r  d e n a t u r i n g  t o  t h e  r e c o m b i n a n t  
p r o t e i n  i n  so l u t i o n ,  t h e r e b y  su g g e st i n g  t h a t  t h e s e  
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a p p r o p r i a t e  t o  u se  su b s e q u e n t l y  i n  
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i n v e st i g a t i n g  t h e  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  
a n d  D N A  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r .  I t  i s  e v i d e n t  
t h a t  t h e  r e l a t i v e  H T ( V )  r e a d i n g  a t  a  sp e c i f i c  w a v e l e n g t h  
i n c r e a se s  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e  i n c r e a se s .  T h i s  
su g g e st s  t h a t  t h i s  m o l e c u l e  a b so r b s  c i r c u l a r l y  p o l a r i se d  l i g h t .  
S i n c e  t h e  H T ( V )  r e a d i n g  a t  2 0 0  n m  f o r  1 0 0  μ M  d o p a m i n e  w a s  
a p p r o a c h i n g  7 0 0  V  ( su p p l e m e n t a r y  f i g u r e  6 . 2 ) ,  t h e  d a t a  p o i n t s  
a t  w a v e l e n g t h s  l o w e r  t h a n  2 0 0  n m  w e r e  d i sc a r d e d .  T h e  
a b so r b a n c e  o f  l i g h t  b y  d o p a m i n e  i s  v i su a l l y  e v i d e n t  i n  t h a t  t h e  
d a t a  b e c o m e s  v i s i b l y  n o i s i e r  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e  
i n c r e a se s .  
 
W i t h  r e g a r d  t o  t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r a l  i n v e st i g a t i o n ,  d e sp i t e  
e x c i t a t i o n  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  2 9 5  n m ,  t h e  p r e se n c e  o f  3  p r o b e s  
w i t h i n  d i f f e r e n t  r e g i o n s  o f  t h e  p r o t e i n  ( f i g u r e  3 . 4 )  p r o v i d e s  a  
r e l a t i v e  g l o b a l  v i e w  o f  t h e  e f f e c t  o f  a  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n  o n  
t h e  t e r t i a r y  s t r u c t u r e  o f  t h e  p r o t e i n .  I t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  
e x c i t e  t h e  F O X P 2  F H D  a t  2 8 0  n m  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e ,  
a s  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r ,  s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  t o  t y r o si n e ,  i s  
e x c i t e d  a t  2 7 9  n m  ( W a n g  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  a n d  d o m i n a t e d  t h e  
e m i s s i o n  sp e c t r u m .   
 
T h e  f l u o r e s c e n c e  e m i s s i o n  sp e c t r u m  ( f i g u r e  3 . 4  ( B ) )  
c o r r e sp o n d i n g  t o  F O X P 2  F H D  i n  t h e  a b s e n c e  o f  d o p a m i n e  ( b l u e ) ,  
o v e r l a y s  a l m o s t  p e r f e c t l y  w i t h  t h a t  o f  t h e  p r o t e i n  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  3 5  μ M  d o p a m i n e  ( p u r p l e )  ( a f t e r  a d j u s t i n g  f o r  t h e  
i n n e r  f i l t e r  e f f e c t ) ,  d e sp i t e  sm a l l  d i f f e r e n c e s  i n  f l u o r e sc e n c e  
i n t e n si t y .  T h i s  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  sm a l l  d i f f e r e n c e s  i n  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .   
 
T h e  e m i ss i o n  sp e c t r u m  o f  F O X P 2  F H D  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 0  μ M  
d o p a m i n e  ( g r e e n ) ,  h o w e v e r ,  a p p e a r s  t o  d i f f e r  q u i t e  
s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h e  o t h e r  t w o  sp e c t r a .  T h e  o v e r a l l  
f l u o r e sc e n c e  i n t e n si t y  a p p e a r s  t o  b e  q u e n c h e d ,  a n d  t h e r e  i s  
l a r g e  p e a k  a t  2 9 5  n m ,  r e p r e se n t i n g  a  l a r g e r  p r o p o r t i o n  o f  
R a l e i g h  S c a t t e r i n g .  I t  i s  i n e v i t a b l e  t h a t  e v e n  w i t h  a  f r e sh  s t o c k  
o f  d o p a m i n e ,  a u t o x i d a t i o n  w i l l  b e g i n  t o  o c c u r .  T h e  o b s e r v a t i o n s  
c o u l d ,  t h e r e f o r e ,  b e  a t t r i b u t e d  t o  a  h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  
r e a c t i v e  o x i d i se d  d o p a m i n e  sp e c i e s  i n  so l u t i o n .  I n t e r m e d i a t e s  
su c h  a s  d o p a m i n e c h r o m e ,  f o r  e x a m p l e ,  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  
i n c r e a se  a g g r e g a t i o n  p r o p e n si t y  i n  p r o t e i n s  a s so c i a t e d  w i t h  P D .  
I t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  t h e r e  i s  a n  i n c r e a se  i n  a g g r e g a t e d  
p r o t e i n  i n  t h e  so l u t i o n ,  t h e r e b y  r e su l t i n g  i n  a n  i n c r e a se  i n  t h e  
sc a t t e r i n g  o f  l i g h t ,  a n d  t h u s  l a r g e r  p e a k  o b s e r v e d  a t  2 9 5  n m .  
T h i s  w o u l d  a l so  a c c o u n t  f o r  t h e  r e d u c e d  f l u o r e s c e n c e  i n t e n si t y  
o b s e r v e d .  T h e  i n c r e a s e  i n  p r o t e i n  a g g r e g a t i o n  w o u l d  r e d u c e  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  so l u b l e  p r o t e i n ,  a n d  t h u s  f l u o r e s c e n t  s i g n a l .   
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L a k o w i c s  d e sc r i b e s  a  p h e n o m e n o n  w h e r e b y  f l u o r o p h o r e s  c a n  
f o r m  n o n - f l u o r e sc e n t  c o m p l e x e s  w i t h  o t h e r  m o l e c u l e s  i n  
so l u t i o n  ( q u e n c h e r s) .  T h i s  c a n  o c c u r  i n  e i t h e r  t h e  g r o u n d  o r  
e x c i t e d  st a t e ,  t h e r e b y  r e su l t i n g  i n  a  d e c r e a se  i n  a b so r p t i o n  o r  
e m i s s i o n .  I n t e r e st i n g l y ,  i t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  w h e n  
t y r o si n e  i s  e x c i t e d ,  t h e  p K a  d r o p s  t o  r o u g h l y  4 ,  u su a l l y  
r e su l t i n g  i n  i o n i sa t i o n  ( L a k o w i c z ,  2 0 0 6 ) .  T h e  i o n i s e d  m o l e c u l e  
i s  r e p o r t e d  t o  b e  f a r  m o r e  r e a c t i v e ,  a n d  m o r e  l i k e l y  t o  q u e n c h  
o t h e r  f l u o r e s c e n t  p r o b e s  i n  so l u t i o n .  A l t h o u g h  d o p a m i n e  i s  n o t  
e x c i t e d  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  2 9 5  n m ,  t h e  p K a  o f  d o p a m i n e  i s  h a s  
b e e n  h y p o t h e si se d  t o  b e  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  ( A r m s t r o n g  
a n d  B a r l o w ,  1 9 7 6 ) .  I n c r e a s e d  d o p a m i n e  c o n c e n t r a t i o n s  h a v e  
b e e n  r e p o r t e d  t o  l o w e r  t h e  p K a  ( A r m st r o n g  a n d  B a r l o w ,  1 9 7 6 ) .  
S i n c e  d o p a m i n e  i s  t y r o si n e  d e r i v e d ,  i t  c a n  b e  h y p o t h e si s e d  t h a t  
p e r h a p s  t h e  i o n i s a t i o n  o f  d o p a m i n e  t o o  c o u l d  r e su l t  i n  
i n c r e a se d  r e a c t i v i t y  a n d  t h u s  w h e n  d o p a m i n e  i s  a t  a  
c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0 0  μ M ,  p e r h a p s  t h e r e  i s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
p r o p e n si t y  t o  f o r m  n o n - f l u o r e s c e n t  c o m p l e x e s  a n d  t h u s  
s i g n i f i c a n t  q u e n c h i n g  i s  o b s e r v e d .   
 
T h e r e  d o e s  n o t ,  h o w e v e r ,  a p p e a r  t o  b e  a  s i g n i f i c a n t  b l u e  o r  r e d  
sh i f t  w h e n  t h e  F O X P 2  F H D  i s  e x p o se d  t o  d o p a m i n e .  T h i s  
su g g e st s  t h a t  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e r e  a r e  c h a n g e s  i n  t h e  
m i c r o e n v i r o n m e n t  su r r o u n d i n g  t h e  f l u o r e s c e n t  p r o b e s .  A  
b i n d i n g  e v e n t  w o u l d  r e su l t  i n  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  ( d u e  t o  
i n d u c e d  f i t  l i g a n d  b i n d i n g ) ,  o r  d i r e c t  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  
d o p a m i n e  a n d  t h e  r e g i o n  su r r o u n d i n g  t h e  p r o b e .   
 
I t  i s  t h e r e f o r e  c l e a r ,  b a s e d  o n  t h e  o b s e r v a t i o n s  i l l u st r a t e d  i n  
f i g u r e  3 . 4 ,  t h e r e  i s  n o t  su f f i c i e n t  e v i d e n c e  t o  su g g e st  a  d i r e c t  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e .   
 
T h i s  d o e s  n o t ,  h o w e v e r ,  m e a n  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  
w i l l  n o t  a f f e c t  D N A  b i n d i n g  i n  v i v o .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  
p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  c o u l d  i n t e r a c t  w i t h  t h e  p r o t e i n - D N A  
c o m p l e x ,  o r  i n t e r a c t  w i t h  D N A ,  su c h  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  F O X P 2  
c o u l d  b e  e n h a n c e d  o r  i n h i b i t e d .   
 
3 . 4 .  In v e s t i g a t i n g  t h e  F O X P 2  F H D - D o p a m i n e - D N A  
i n t e r a ct i on   
 
U l t i m a t e l y ,  t h e  f u n c t i o n  o f  F O X P 2  i s  t o  i n t e r a c t  w i t h  D N A ,  
t h e r e b y  f a c i l i t a t i n g  r e g u l a t i o n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n ,  sp e c i f i c a l l y  
v i a  t h e  F H D .  I n v e st i g a t i n g  w h e t h e r  t h e  p r e se n c e  o f  d o p a m i n e  
a f f e c t s  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  w o u l d  t h e r e f o r e  i n v o l v e  
i n v e st i g a t i n g  w h e t h e r  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  F O X P 2  F H D  t o  b i n d  D N A  
i s  a f f e c t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e .  T h e  N e l so n  s e q u e n c e  
( 5 ’ - T G T T T A C - 3 )  w a s u s e d  a s  t h e  b i n d i n g  t a r g e t  d u e  t o  t h e  
r e p o r t e d  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g .   
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D u e  t o  i t s  l o w  r e so l u t i o n ,  t h e  E M S A  w a s  u s e d  p r i m a r i l y  t o  
i n v e st i g a t e  w h e t h e r  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  w o u l d  
s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t  o r  e n h a n c e  c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  t h e  
F O X P 2  F H D  a n d  D N A .  T h e  r a t i o  o f  D N A :  p r o t e i n  a t  w h i c h  b i n d i n g  
o c c u r r e d  w a s  c o n f i r m e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  d o p a m i n e  ( f i g u r e  3 . 2  
( D ) )  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  1 : 5 .  T h i s  r a t i o  w a s  u se d  i n  t h e  
i n v e st i g a t i o n  a s  t o  w h e t h e r  t h e  p r e se n c e  o f  d o p a m i n e  w o u l d  
a f f e c t  t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y  o f  t h e  t r a n sc r i p t i o n  f a c t o r  f o r  D N A  
( f i g u r e  3 . 5  ( A ) ) .  T h e  m i n i m u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  p r o t e i n  
r e q u i r e d  f o r  e v i d e n t  D N A  b i n d i n g  i n  a n  E M S A  w a s  s e l e c t e d  
b a s e d  o n  f i g u r e  3 . 2  ( D ) .  I n c r e a si n g  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a n d  D N A  r e su l t e d  i n  t h e  b l a c k e n i n g  
o f  sa m p l e s  o v e r  t i m e ,  i n d i c a t i n g  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r a t e  a t  w h i c h  
n e u r o m e l a n i n  f o r m e d  w i t h i n  s a m p l e s ,  t h e r e b y  i n d i c a t i n g  a n  
i n c r e a se  i n  t h e  r a t e  o f  a u t o x i d a t i o n  o f  t h e  n e u r o t r a n sm i t t e r .   
 
S i n c e  E M S A s a r e  a  r e l a t i v e l y  l o w - r e so l u t i o n  m e t h o d  b y  w h i c h  
b i n d i n g  a f f i n i t y  c a n  b e  i n v e st i g a t e d ,  t h e  e f f e c t  t h a t  t h e  p r e se n c e  
o f  d o p a m i n e  h a s  o n  t h e  K D  o f  b i n d i n g  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  
a n d  D N A  w a s i n v e st i g a t e d  u s i n g  f l u o r e sc e n c e  a n i so t r o p y .  
N e l so n  D N A ,  l a b e l e d  w i t h  a  R O X  t a g ,  w a s  u s e d  a s  a  f l u o r e s c e n t  
p r o b e  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  S a m p l e s  w e r e  t h e r e f o r e  e x c i t e d  a t  
5 8 0  n m  ( t h e  e x c i t a t i o n  w a v e l e n g t h  o f  R O X )  w h i l e  e m i s s i o n  w a s  
r e a d  a t  6 0 5  n m .  T h e  r e l a t i v e  a n i so t r o p y  w a s  m e a su r e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  3 5  μ M  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  1 0 0  μ M  d o p a m i n e  
( f i g u r e  3 . 5  ( B ) ) .   
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F i g u r e  3 . 5 :  E v a l u a t i o n  o f  t h e  E f f e c t  o f  t h e  P r e s e n c e  o f  D o p a m i n e  o n  
t h e  D N A  B i n d i n g  F u n c t i o n  o f  F O X P 2  F H D  ( A )  E M S A  i l l u s t r a t i n g  
c o m p l e x  f o r m a t i o n  b e t w e e n  2 , 5  μ M  F O X P 2  F H D  a n d  0 , 5  μ M  N e l s o n  D N A  
( r a t i o  o f  1 : 5 )  i n  t h e  a b s e n c e  a n d  p r e s e n c e  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
d o p a m i n e   ( B )  R e l a t i v e  a n i s o t r o p y  o b s e r v e d  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  R O X - l a b e l e d  D N A  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  d o p a m i n e .   

 
W i t h  r e f e r e n c e  t o  f i g u r e  3 . 5  ( A ) ,  a n  e l e c t r o p h o r e t i c  sh i f t  
a p p e a r s  t o  o c c u r  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d o p a m i n e  e v i d e n c e d  
b y  t h e  p r e se n c e  o f  a  sm e a r ,  a n d  f a i n t  se c o n d  b a n d  i n  a d d i t i o n  
t o  t h a t  r e p r e s e n t i n g  f r e e  D N A  i n  e a c h  l a n e .  T h e  sm e a r i n g  m a d e  
i t  d i f f i c u l t  t o  d i sc e r n  w h e t h e r  t h e r e  i s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  
i n  b i n d i n g  a f f i n i t y  a s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e  i n c r e a se s .  
T h i s  o c c u r s  d u e  t o  r a p i d  a s so c i a t i o n  a n d  d i s so c i a t i o n  o f  t h e  
c o m p l e x  a s  t h e  T F  a n d  D N A  e x i st  w i t h i n  c h e m i c a l  e q u i l i b r i u m  
w i t h i n  t h e  g e l  ( H e l l m a n  a n d  F r i e d ,  2 0 0 7 ) .  S i n c e  a n  
e l e c t r o p h o r e t i c  sh i f t  a p p e a r s  t o  o c c u r  a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
d o p a m i n e  b e t w e e n  1 0  a n d  2 0 0  μ M ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  
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p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  a t  t h e se  c o n c e n t r a t i o n s  d o e s  n o t  
c o m p l e t e l y  i n h i b i t  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  
D N A .   
 
Through fluorescence anisotropy performed in  triplicate (figure 3.5  
(B)), the K D  for the interaction in the absence of dopamine was found 
to be 0,7835 μM (blue), with a standard error of 0,0562, while the 
KD  for the interaction in the presence of  35 μM dopamine was found 
to be 1,0736 μM (purple).  The standard error was found to be 0,09 82.  
In the presence of 100 μM dopamine, the K D  was found to be 1,4040 
μM (purple), with a standard error of 0,0821. T h e  o b s e r v e d  K D  i n  
t h e  a b s e n c e  o f  d o p a m i n e  w a s  f o u n d  t o  b e  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  
p r e v i o u sl y  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  f o r  F O X P 2  F H D  D N A  
b i n d i n g ,  sp e c i f i c a l l y  0 , 8 9 2  μ M  ( M o r r i s  a n d  F a n u c c h i ,  2 0 1 6 ) .  
 
T h e  st u d e n t  t - t e st  w a s  u se d  t o  i n v e st i g a t e  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  
o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  i n  K D .    
 
T h e  st u d e n t  t - t e s t  i s  a  p a r a m e t r i c  h y p o t h e s i s  t e st ,  u s e d  t o  
e s t a b l i sh  w h e t h e r  o b s e r v e d  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t w o  sa m p l e s  
o c c u r r e d  b y  c h a n c e ,  a n d  t h u s  w h e t h e r  t h e  d i f f e r e n c e s  a r e  
s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a n d  r e p r o d u c i b l e .  S i n c e  t h e  t - t e st  i s  a  
p a r a m e t r i c  t e s t ,  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  d a t a  t o  f o l l o w  a  n o r m a l  
d i st r i b u t i o n  m u st  b e  sa t i s f i e d  ( Ki m ,  2 0 1 5 ) .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  
t h i s  r e q u i r e m e n t  w a s  sa t i s f i e d .  A l l  3  e x p e r i m e n t s  p a s s e d  t h e  
S h a p i r o - W i l k  t e st  f o r  n o r m a l i t y  a t  5 % s i g n i f i c a n c e .  
 
T h e  r e su l t s  f o r  t h e  t - t e st  a r e  d e s c r i b e d  i n  t e r m s o f  a  t - sc o r e .  
T h e  t - sc o r e  r e p r e s e n t s  t h e  r a t i o  o f  t h e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  2  
g r o u p s  t o  t h e  d i f f e r e n c e  w i t h i n  t h e  g r o u p s ,  a n d  c a n  b e  
d e s c r i b e d  b y  t h e  e q u a t i o n  b e l o w :  
 

 
 

W h e r e  t  r e p r e se n t s  t h e  t - sc o r e ,  X  r e p r e s e n t s  t h e  m e a n ,  S  
sy m b o l i z e s  t h e  v a r i a n c e  a n d  n  i n d i c a t e s  t h e  sa m p l e  s i z e .  T h e  
su b sc r i p t s  1  a n d  2  a r e  i n d i c a t i v e  o f  t h e  t w o  d i f f e r e n t  d a t a  s e t s  
( Ki m ,  2 0 1 5 ) .   
 
T h e  sm a l l e r  t h e  t - sc o r e ,  t h e  m o r e  s i m i l a r i t y  t h e r e  i s  b e t w e e n  
t h e  g r o u p s ,  w h i l e  a  l a r g e r  t - sc o r e  i s  i n d i c a t i v e  o f  g r e a t e r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  g r o u p s .  E v e r y  t - sc o r e  h a s  a n  a s so c i a t e d  p -
v a l u e .  T h e  p - v a l u e  i s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  p r o b a b i l i t y  t h a t  t h e  
r e su l t s  f r o m  t h e  s a m p l e  o c c u r r e d  b y  c h a n c e .  L o w e r  p - v a l u e s ,  
t h e r e f o r e ,  r e p r e se n t  m o r e  r e p r o d u c i b l e  d a t a .  T h e  p - v a l u e  
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r e p r e s e n t s  a  p e r c e n t a g e  o f  1 0 0 % a n d  i s  e x p r e ss e d  a s  a  d e c i m a l  
( Ki m ,  2 0 1 5 ) .   
 
T h e  st a t i s t i c a l  su m m a r y  f o r  t h e  2 - t a i l  t - t e s t  c o m p a r i n g  t h e  
o b s e r v e d  K D  v a l u e s  o b t a i n e d  i s  su m m a r i s e d  b e l o w  ( t a b l e  1 ) .   
T h e  n u l l  h y p o t h e si s  w h e n  p e r f o r m i n g  a  t - t e st  i s  t h a t  t h e r e  i s  n o  
o b s e r v a b l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  g r o u p s .  
 
T a b l e  1 :  R e su l t s  o f  s t u d e n t  t - t e st   
 

E x p e r i m e n t s  c o m p a r e d  K D  ( μ M )  t - sc o r e  p - v a l u e  
0 μ M   

 
35 μ M  

d o p a m i n e  
0,7835 and 

1 , 0 7 3 6   
0,653 0,523 

3 5  μ M  
d o p a m i n e  

1 0 0  μ M  
d o p a m i n e  

0,7835 a n d  
1 , 4 0 4 0   

1,160 0,263 

0 μ M  
d o p a m i n e  

100 μ M  
d o p a m i n e  

1 , 0 7 3 6  
a n d  

1 , 4 0 4 0  

0,498 0,625 

 
 
I t  i s  e v i d e n t  t h a t  w i t h  r e g a r d  t o  a l l  3  c o m p a r i so n s ,  a n d  a t  a  9 5 %  
c o n f i d e n c e  i n t e r v a l ,  t h e r e  i s  n o t  su f f i c i e n t  v a r i a t i o n  b e t w e e n  
t h e  g r o u p s  t o  su g g e s t  t h a t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  o b se r v e d  b i n d i n g  
a f f i n i t y  i s  n o t  d u e  t o  c h a n c e  a n d  r a n d o m  sa m p l i n g ,  a n d  t h e  n u l l  
h y p o t h e s i s  c a n n o t  b e  r e j e c t e d .  D i f f e r e n c e s  i n  K D  a r e  t h e r e f o r e  
n o t  f o u n d  t o  b e  s i g n i f i c a n t .   
 
T h i s  i s  e v i d e n t  t h r o u g h  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  p - v a l u e s .  W i t h  
r e g a r d  t o  a l l  3  c o m p a r i so n s ,  t h e  p - v a l u e s  a r e  g r e a t e r  t h a n  0 , 0 5 ,  
a n d  r e p r e se n t  a  h i g h  p r o b a b i l i t y  o f  v a r i a t i o n  o c c u r r i n g  b y  
c h a n c e  ( 5 2 , 3  % w i t h  r e g a r d  t o  t h e  c o m p a r i so n  b e t w e e n  0 μ M  a n d  
3 5  μ M  d o p a m i n e ,  2 6 , 3  % c o r r e sp o n d i n g  t o  t h e  c o m p a r i so n  
b e t w e e n  0 μ M  a n d  1 0 0  μ M  d o p a m i n e ,  a n d  6 2 , 5 % w i t h  r e f e r e n c e  
t o  t h e  c o m p a r i so n  b e t w e e n  35 μ M  a n d  1 0 0  μ M  d o p a m i n e ) .   
 
I t  i s ,  h o w e v e r ,  e v i d e n t  t h a t  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a  t r e n d  o f  a  
sm a l l ,  s t a t i s t i c a l l y  n o n - s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  a f f i n i t y  
b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  t h e  N e l so n  s e q u e n c e  a s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e  i n c r e a s e s .   
 
T o  i n v e s t i g a t e  t h e  l i k e l i h o o d  o f  t y p e  I I  e r r o r  ( f a i l i n g  t o  r e j e c t  
t h e  n u l l  h y p o t h e si s  w h e n  t h e r e  i s  i n  f a c t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  g r o u p s) ,  t h e  p o w e r  o f  p e r f o r m e d  2 - t a i l  t e st  w a s  
u t i l i se d  ( w i t h  a l p h a = 0 , 0 5 ) .  T h i s  t e st  c o m b i n e s  f a c t o r s  su c h  a s  
sa m p l e  s i z e ,  e f f e c t  s i z e  a n d  s i g n i f i c a n c e  t o  s t a t i s t i c a l l y  
r e p r e s e n t  t h e  p o s s i b i l i t y  a  f a l s e  n e g a t i v e .  T h e  h i g h e r  t h e  
s t a t i s t i c a l  p o w e r  st a t i s t i c ,  t h e  l o w e r  t h e  l i k e l i h o o d  o f  a  t y p e  I I  
e r r o r .  P o w e r  st a t i s t i c s  a r e  r e p o r t e d  a s  d e c i m a l s  t o  r e p r e se n t  a  
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p e r c e n t a g e  o f  1 0 0 %.  G e n e r a l l y ,  t h e  d e si r e d  p o w e r  st a t i s t i c  i s  
0 , 8  ( o r  8 0 %)  ( U t t l e y ,  2 0 1 9 ) .   
 
T h e  p o w e r  st a t i s t i c s  f o r  t h i s  s t u d y  a t  a l p h a = 0 , 0 5  w e r e  f o u n d  t o  
b e  0 , 0 9 4  w h e n  c o m p a r i n g  t h e  K D  a t  0  μ M  a n d  3 5  μ M  d o p a m i n e ,  
a s  w e l l  a s  w h e n  c o m p a r i n g  t h e  K D  a t  0  μ M  a n d  1 0 0  μ M  d o p a m i n e .  
W h e n  c o m p a r i n g  t h e  K D  a t  3 5  μ M  a n d  1 0 0  μ M  d o p a m i n e  t h e  
p o w e r  st a t i s t i c  w a s  f o u n d  t o  b e  0 , 0 7 6 .  T h e se  sc o r e s  a r e  
s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  t h a n  t h e  d e si r e d  sc o r e  o f  0 , 8 .  T h i s  su g g e st s  
t h a t  a l t h o u g h  t h e  t - t e st  d i d  n o t  f i n d  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  K D  t o  b e  
s i g n i f i c a n t ,  t h e r e  i s  a  h i g h  c h a n c e  t h a t  t h i s  c o u l d  b e  d u e  t o  t y p e  
I I  e r r o r .  T h e  l o w  p o w e r  sc o r e  i s  l i k e l y  t h e  r e su l t  o f  t h e  sm a l l  
sa m p l e  s i z e  ( U t t l e y ,  2 0 1 9 ) .   
 
A l t h o u g h ,  t h e o r e t i c a l l y  s t a t i s t i c a l l y  i n s i g n i f i c a n t ,  t h e  
o b s e r v a t i o n  t h a t  t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y  o f  t h e  F O X P 2  F H D  f o r  D N A  
d e c r e a se d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  i n c r e a si n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
d o p a m i n e  su g g e st s  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  c o u l d  
p o t e n t i a l l y  s t i l l  h a v e  a n  e f f e c t  o n  t h e  o v e r a l l  c e l l u l a r  f u n c t i o n  
o f  t h e  F O X P 2  F H D  w i t h o u t  c a u si n g  d e t e c t a b l e  d i sr u p t i o n  t o  t h e  
se c o n d a r y  o r  t e r t i a r y  s t r u c t u r e ,  o r  s i g n i f i c a n t l y  d i sr u p t i n g  t h e  
D N A  b i n d i n g  f u n c t i o n .  O n e  su c h  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  c o u l d  b e  
t h a t  d o p a m i n e  i t s e l f  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  s t r u c t u r e  o r  f u n c t i o n  o f  
t h e  F O X P 2  F H D ,  h o w e v e r  t h e  p r e s e n c e  o f  a  d o p a m i n e  
a u t o x i d a t i o n  i n t e r m e d i a t e  m a y .  T h e  o b se r v e d  sm a l l  
s t a t i s t i c a l l y  n o n - s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  a f f i n i t y  
su p p o r t s  t h i s  h y p o t h e si s  i n  t h a t  i t  i s  i n e v i t a b l e  t h a t  t h e s e  
c o m p o u n d s  w o u l d  b e g i n  t o  a c c u m u l a t e  i n  t h e  s a m p l e  o v e r  t i m e  
w h i l e  p e r f o r m i n g  t h e  e x p e r i m e n t ,  t h e r e b y  p o t e n t i a l l y  r e d u c i n g  
t h e  o b s e r v e d  b i n d i n g  a f f i n i t y .  S i n c e  p r e c a u t i o n s  w e r e  t a k e n  t o  
m i n i m i s e  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h e s e  r e a c t i v e  c o m p o u n d s  
( i n c l u d i n g  p r e p a r i n g  d o p a m i n e  st o c k s  f r e sh ,  k e e p i n g  t h e m  o n  
i c e  a n d  e n su r i n g  s a m p l e s  w e r e  u se d  w i t h i n  5  m i n u t e s  a f t e r  
m i x i n g ) ,  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s  
w o u l d  t h e o r e t i c a l l y  b e  l o w  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
d o p a m i n e .  C o m p o u n d s  t h a t  f o r m e d  a s  a  r e su l t  o f  a u t o x i d a t i o n  
w o u l d  a l so  e x i st  i n  r a n d o m  p r o p o r t i o n s  a n d  c o n c e n t r a t i o n s  
w i t h i n  t h e  s a m p l e .       
 
I t  i s  c h a l l e n g i n g  t o  t e st  t h i s  h y p o t h e s i s  i n  v i t r o ,  a s  
i n t e r m e d i a t e s  i n c l u d i n g  d o p a m i n e c h r o m e ,  d o p a m i n e q u i n o n e  
a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a r e  h i g h l y  u n st a b l e  a n d  r e a c t i v e .  I t  
w o u l d  t h e r e f o r e  b e  d i f f i c u l t  t o  t r a p  a  s i n g l e  i n t e r m e d i a t e  a n d  
a n a l y s e  t h e  e f f e c t  o f  i t s  p r e s e n c e  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
t h e  F O X P 2  F H D  a n d  D N A ,  o r  o n  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  p r o t e i n  
i t s e l f .  S t u d i e s  w e r e  t h e r e f o r e  p e r f o r m e d  i n  s i l i c o  t o  i n v e s t i g a t e  
t h e  p o t e n t i a l  f o r  sp e c i f i c  a u t o x i d a t i o n  i n t e r m e d i a t e s  t o  i n t e r a c t  
w i t h  t h e  F O X P 2  F H D .  
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3 . 5 .  I n  s i l i c o  s t u d i e s   
 
M o l e c u l a r  d o c k i n g  w a s  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a n  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  
b e t w e e n  t h e  p r o t e i n  a n d  3  p r o d u c t s  o f  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n ,  
sp e c i f i c a l l y  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  
d o p a m i n e c h r o m e .  T h e s e  c o m p o u n d s  w e r e  s e l e c t e d  b a se d  o n  
p r e v i o u s  s t u d i e s  h i g h l i g h t i n g  t h e i r  p o t e n t i a l  t o  a f f e c t  t h e  
f u n c t i o n  o f  v a r i o u s  p r o t e i n s  i n  v i t r o  a n d  v i v o  ( S e g u r a - A g u i l a r ,  
2 0 1 9 ,  G r a h a m ,  1 9 7 8 ,  M a t t a m a l  e t  a l . ,  1 9 9 5 ,  P r o t a ,  1 9 9 8 ,  
H a u se r  e t  a l . ,  2 0 1 3 ,  Z h a n g  e t  a l . ,  2 0 1 8 ,  W h i t e h e a d  e t  a l . ,  2 0 0 1 ,  
L a V o i e  e t  a l . ,  2 0 0 5 m  Z a f a r  e t  a l . ,  2 0 0 6 ,  v a n  L a a r  e t  a l . ,  2 0 0 9 ,  
P u sp i t a  e t  a l . ,  2 0 1 7 ,  C o n w a y  e t  a l . ,  2 0 0 1 ,  N o r r i s  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) . 

T h e  p o t e n t i a l  f o r  t h e s e  c o m p o u n d s ,  h o w e v e r ,  t o  i n t e r a c t  
sp e c i f i c a l l y  w i t h  F O X P 2  h a d  n o t  y e t  b e e n  i n v e st i g a t e d .  D e sp i t e  
n u m e r o u s  r e p o r t s  o f  d o p a m i n e q u i n o n e  a f f e c t i n g  t h e  f u n c t i o n  
o f  v a r i o u s  p r o t e i n s ,  k i n e t i c  s t u d i e s  h a v e  su g g e st e d  t h a t  t h e  
r a t e  a t  w h i c h  t h e  c o m p o u n d  u n d e r g o e s  i n t r a m o l e c u l a r  
c y c l i sa t i o n  i s  t o o  r a p i d  t o  a l l o w  f o r  t h e  m a j o r i t y  o f  
i n t e r a c t i o n s  w i t h  su r r o u n d i n g  b i o m o l e c u l e s  t o  o c c u r  ( T se  e t  
a l . ,  1 9 7 6 ,  B i sa g l i a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I t  i s  t h e r e f o r e  u n l i k e l y  t h a t  
t h i s  c o m p o u n d  w o u l d  i n t e r a c t  w i t h  t h e  F O X P 2  F H D ,  a n d  t h u s  
t h i s  r e a c t i v e  c o m p o u n d  w a s  o m i t t e d  f r o m  t h i s  s t u d y .   

 
T h e  g o a l  o f  d o c k i n g  i s  t o  a t t e m p t  t o  p r e d i c t  t h e  p o si t i o n ,  a s  w e l l  
a s  o r i e n t a t i o n  o f  a  l i g a n d  w h e n  b o u n d  t o  a  p r o t e i n  o f  i n t e r e st .  
B l i n d ,  a s  w e l l  a s  f o c u se d ,  s i t e  t a r g e t e d  d o c k i n g  w e r e  u s e d  t o  
i n v e st i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  
a n d  l i g a n d s .   
 
B l i n d  d o c k i n g  r e f e r s  t o  t h e  p r o c e s s  b y  w h i c h  a  l i g a n d  i s  d o c k e d  
t o  t h e  e n t i r e  su r f a c e  o f  a  p r o t e i n .  T h i s  i s  u su a l l y  p e r f o r m e d  
w h e n  i n  s i l i c o  st u d i e s  a r e  i m p l e m e n t e d  w i t h  n o  p r i o r  k n o w l e d g e  
o f  a  sp e c i f i c  b i n d i n g  p o c k e t  o r  s i t e  w i t h i n  a  p r o t e i n  o f  i n t e r e st .  
S i n c e  n o  c a n o n i c a l  b i n d i n g  s i t e  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  w i t h  r e g a r d  
t o  t h e  F O X P 2  F H D ,  n o r  h a v e  sp e c i f i c  l i g a n d  i n t e r a c t i o n s  y e t  
b e e n  i d e n t i f i e d ,  b l i n d  d o c k i n g  a l l o w e d  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e s  
t o  b e  i d e n t i f i e d .   
 
P y R x  w a s  u s e d  t o  p e r f o r m  t h e  b l i n d i n g  d o c k i n g  st u d i e s .  T h e  
F O X P 2  F H D  m o n o m e r ,  a s  w e l l  a s  d i m e r ,  w e r e  d o c k e d  w i t h  
d o p a m i n e ,  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  
d o p a m i n e c h r o m e  a f t e r  p r e p a r a t i o n  w i t h  A u t o d o c k  T o o l s .  T h e  
b e st  p o s e  ( t h a t  w h i c h  sc o r e s  h i g h e st  w i t h  r e g a r d  t o  
t h e r m o d y n a m i c  a n d  st e r i c  f a v o u r a b i l i t y )  ( o u t  o f  9 )  f o r  e a c h  
l i g a n d  w a s  s e l e c t e d  b a s e d  o n  t h e  P y R x  sc o r i n g  t o o l  a n d  f r e e  
e n e r g i e s ,  a n d  t h e  r e su l t s  a r e  su m m a r i s e d  b e l o w  ( t a b l e  2 ) .  
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T a b l e  2 :  F r e e  e n e r g i e s  ( Δ G )  a s so c i a t e d  w i t h  b e st  p o s e s  f o r  t h e  
b l i n d  d o c k i n g  o f  d o p a m i n e ,  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  a n d  d o p a m i n e c h r o m e  w i t h  m o n o m e r i c  a n d  
d i m e r i c  F O X P 2  F H D  g e n e r a t e d  b y  P y R x  

 
Δ G  ( k c a l / m o l )  

 D o p a m i n e  5 , 6 -
d i h y d r o x y  
i n d o l e  

5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  

D o p a m i n e c h r o m e  

M o n o m e r i c  
F O X P 2  F H D  

- 4 , 7  - 5 , 2  - 5 , 2  - 5 , 1  

D i m e r i c  
F O X P 2  F H D  

- 5 , 2  - 5 , 3  - 5 , 4  - 5 , 3  

 
 
T h e  Δ G  v a l u e  i s  r e p r e se n t a t i v e  o f  a  c o m b i n a t i o n  o f  e st i m a t e s  o f  
t h e  v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s ,  h y d r o g e n  b o n d s ,  a n d  e l e c t r o st a t i c  a n d  
h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n s ,  a n d  t h u s  i s  i l l u st r a t i v e  o f  t h e  t o t a l  
e s t i m a t e d  e n e r g y  o f  i n t e r m o l e c u l a r  f o r c e s  d r i v i n g  a  b i n d i n g  
e v e n t .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  Δ G  w i t h  
r e g a r d  t o  P y R x  r e l i e s  o n  se v e r a l  a p p r o x i m a t i o n s  a n d  t h u s  t h e  
r e p o r t e d  b i n d i n g  f r e e  e n e r g i e s  sh o u l d  n o t  b e  v i e w e d  a s  a n  
a c c u r a t e  r e p o r t  o f  t h e  e n e r g y  o f  b i n d i n g  i n  v i v o ,  b u t  r a t h e r  a c t  
a s  a  m e a n s  b y  w h i c h  r e su l t s  c a n  b e  c o m p a r e d .   
 
S i n c e  a  l o w e r  Δ G  s c o r e  i s  i n d i c a t i v e  o f  a  h i g h e r  b i n d i n g  a f f i n i t y ,  
i t  i s  e v i d e n t  t h a t  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  
a r e  p r e d i c t e d  t o  b i n d  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  w i t h  h i g h e r  
a f f i n i t y  t h a n  d o p a m i n e c h r o m e  a n d  d o p a m i n e .  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  i s  p r e d i c t e d  t o  b i n d  t h e  d i m e r  w i t h  t h e  h i g h e st  
a f f i n i t y ,  w h i l e  d o p a m i n e  i s  p r e d i c t e d  t o  b i n d  w i t h  t h e  l o w e s t .  
T h e  Δ G  sc o r e s  o v e r a l l  su g g e st  t h a t  t h e  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s  
a r e  m o r e  l i k e l y  t o  b i n d  t h e  p r o t e i n  t h a n  d o p a m i n e .  T h e  
p r e d i c t e d  b i n d i n g  l o c a t i o n  a n d  p o si t i o n s  w e r e  v i su a l i se d  u s i n g  
P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y st e m ,  v e r s i o n  1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h r öd i n g e r ,  
L L C  ( f i g u r e  3 . 6 ) .  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 92 

   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F i g u r e  3 . 6 :  B i n d i n g  P r e d i c t i o n s  b y  P y R x  f o r  M o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  
a n d  D o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  i t s  A u t o x i d a t i o n  P r o d u c t s .  P r e d i c t e d  H  b o n d s  
a r e  i l l u s t r a t e d  b y  d o t t e d  b l u e  l i n e s  ( A )  G l o b a l  v i e w  o f  m o n o m e r i c  F O X P 2  
F H D  w i t h  a l l  l i g a n d s  b o u n d  i n  p r e d i c t e d  p o s i t i o n s  ( B )  P r e d i c t e d  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e  ( b l u e )  ( C )  
P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e  ( p u r p l e )  ( D )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  
F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  ( p i n k )  ( E )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e c h r o m e  ( c y a n )  
 

 A 

B C 

D E 
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I t  i s  e v i d e n t  t h a t  a l l  4  l i g a n d s  sh a r e  a  s i m i l a r  p r e d i c t e d  b i n d i n g  
s i t e .  T h i s  b i n d i n g  s i t e  i s  l o c a t e d  t o w a r d s  t h e  C - t e r m i n u s  o f  t h e  
p r o t e i n ,  a n d  c o n t a c t s  a r e  m a d e  p r e d o m i n a n t l y  w i t h  a m i n o  a c i d s  
a s so c i a t e d  w i t h  H 5 .  T h e  k e y  r e s i d u e s  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  
p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n s  a p p e a r  t o  b e  A r g 5 8 4  a n d  G l u 5 7 9 .  T h e se  
r e s i d u e s  a r e  p r e d i c t e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  a l l  4  l i g a n d s  b y  
f a c i l i t a t i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  n u m b e r  o f  h y d r o g e n  b o n d s  t h u s  
a i d i n g  i n  s t a b i l i sa t i o n .   
 
V i su a l i s a t i o n  o f  t h e  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  r e s i d u e s  
a s so c i a t e d  w i t h  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  
t h e  a u t o x i d a t i o n  i n t e r m e d i a t e s  a r e  i l l u st r a t e d  b e l o w  ( f i g u r e  
3 . 7 ) .  T h e  p h y si o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  t h e  d o m a i n  sw a p  d i m e r  st i l l  
r e m a i n s  u n k n o w n .  I t  i s  t h e r e f o r e  o f  v a l u e  t o  i n v e st i g a t e  
w h e t h e r  t h e s e  sm a l l  m o l e c u l e s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  i n t e r a c t  
w i t h  t h e  F O X P 2  F H D  i n  t h i s  f o r m ,  a s  i t  m a y  r e v e a l  v a l u a b l e  
i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  f u n c t i o n  i n  v i v o .   
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F i g u r e  3 . 7 :  B i n d i n g  P r e d i c t i o n s  b y  P y R x  f o r  D i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  
D o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  i t s  A u t o x i d a t i o n  P r o d u c t s .  P r e d i c t e d  H  b o n d s  a r e  
i l l u s t r a t e d  b y  d o t t e d  b l u e  l i n e s  ( A )  G l o b a l  v i e w  o f  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  
w i t h  a l l  l i g a n d s  b o u n d  i n  p r e d i c t e d  p o s i t i o n s .  T w o  d i f f e r e n t  b i n d i n g  s i t e s  
w e r e  i d e n t i f i e d  ( B )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  
a n d  d o p a m i n e  ( b l u e )  ( C )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  
F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  ( p u r p l e )  ( D )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  ( p i n k )  ( E )  P r e d i c t e d  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e c h r o m e  ( c y a n ) .  
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I t  i s  e v i d e n t  t h a t  d o p a m i n e  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  sh a r e  a  
p r e d i c t e d  b i n d i n g  s i t e ,  w h i l e  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  
d o p a m i n e c h r o m e  a r e  b o u n d  w i t h i n  a  s i m i l a r  r e g i o n .  S i n c e  
d o p a m i n e  i s  s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  t o  i t s  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s ,  i t  
i s  n o t  u n e x p e c t e d  f o r  a  s i m i l a r  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e  t o  b e  
i d e n t i f i e d  w i t h i n  b o t h  m o n o m e r  a n d  d i m e r  r e g a r d i n g  a l l  f o u r  
l i g a n d s .  W i t h  r e g a r d  t o  t h e  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e  f o r  d o p a m i n e  
a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  t h e  k e y  r e s i d u e s  i n  s t a b i l i z i n g  t h e  
i n t e r a c t i o n  a r e  p r e d i c t e d  t o  b e  P h e 5 4 1  a n d  A r g 5 4 3 ,  w h i l e  
T h r 5 3 7  a p p e a r s  t o  b e  l a r g e l y  a s so c i a t e d  w i t h  s t a b i l i sa t i o n  o f  
5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  d o p a m i n e c h r o m e .   

 
A f t e r  p e r f o r m i n g  b l i n d  d o c k i n g ,  a  m o r e  d i r e c t e d  a p p r o a c h  w a s  
u se d  t o  i n v e st i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  
F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e  ( a n d  i t s  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s ) .  
S c h r o d i n g e r ’ s  M a e st r o  1 1 . 2  w a s  u se d  t o  p e r f o r m  s i t e  t a r g e t e d  
d o c k i n g .  A f t e r  e n e r g y  m i n i m i s a t i o n ,  S i t e m a p  a l g o r i t h m  w a s  
u se d  t o  i d e n t i f y  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e s  w i t h i n  b o t h  m o n o m e r i c  
a n d  d i m e r i c  F O X P 2  F H D .  T h i s  a l g o r i t h m  i s  sp e c i f i c a l l y  d e s i g n e d  
t o  l o c a t e  r e g i o n s  w i t h i n  t h e  p r o t e i n  t h a t  a r e  r i c h  i n  h y d r o g e n  
b o n d  d o n o r s  a n d  a c c e p t o r s ,  o r  su i t a b l e  t o  a c c o m m o d a t e  r i n g  
s t r u c t u r e s  a n d  h y d r o p h o b i c  g r o u p s ,  o r  b o t h .  A f t e r  e n e r g y  
m i n i m i s a t i o n  a n d  p r e p a r a t i o n  t h r o u g h  L i g P r e p ,  d o p a m i n e ,  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  d o p a m i n e c h r o m e  w e r e  
d o c k e d  t o  t h e  i d e n t i f i e d  p o t e n t i a l  b i n d i n g  r e g i o n s  u s i n g  t h e  
S c h r o d i n g e r  I n d u c e d  F i t  p r o t o c o l .  T h e  b e st  p o s e s  ( o u t  o f  1 2 )  
w e r e  se l e c t e d  f o r  e a c h  l i g a n d  p r e d o m i n a n t l y  b a s e d  o n  t h e  
o b s e r v e d  E - m o d e l  sc o r e s .  T h e  r e su l t s  a r e  i l l u st r a t e d  b e l o w  
( t a b l e  3 ) .  
 
T a b l e  3 :  G l i d e sc o r e s  ( G - s c o r e s )  a n d  E - m o d e l  g l i d e  s c o r e s  ( E -
m o d e l )  a sso c i a t e d  w i t h  b e s t  p o s e s  f o r  t h e  b l i n d  d o c k i n g  o f  
d o p a m i n e ,  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  
d o p a m i n e c h r o m e  w i t h  m o n o m e r i c  a n d  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  
g e n e r a t e d  b y  S c h r o d i n g e r   
 

 D o p a m i n e  5 , 6 -
d i h y d r o x y
i n d o l e  

5 , 6 -
i n d o l e  
q u i n o n e  

D o p a m i n e
c h r o m e  

S c o r e  t y p e  
( k c a l / m o l )  

M o n o m e r i c  
F O X P 2  F H D   

- 6 , 1 4  - 6 , 4 9  - 5 , 6 9  - 5 , 7 2  G - s c o r e  
- 3 8 , 9 9  - 4 5 , 9 5  - 3 7 , 2 9  - 3 6 , 4 1  E - m o d e l  

D i m e r i c  
F O X P 2  F H D  

- 5 , 2 6 2  - 5 , 7 0  - 4 , 7 3  - 4 , 5 1  G - s c o r e  

- 3 1 , 9 9  - 3 2 , 4 0  - 2 9 , 8 7  - 2 7 , 4 2  E - m o d e l  
 

 
T h e  G - s c o r e  r e p r e se n t s  t h e  l i g a n d  f r e e  b i n d i n g  e n e r g y .   M u c h  
l i k e  t h e  Δ G  sc o r e  ( u s e d  b y  P y R x  t o  d e sc r i b e  f r e e  e n e r g y  o f  
b i n d i n g ) ,  t h e  G - s c o r e  sh o u l d  n o t  b e  t a k e n  a s  a n  i n d i c a t i o n  o f  
f r e e  b i n d i n g  e n e r g y  i n  v i v o ,  b u t  r a t h e r  a c t  a s  a  sc o r e  b y  w h i c h  
d i f f e r e n t  l i g a n d s  o r  p o se s  c a n  b e  r a n k e d  a g a i n st  e a c h  o t h e r .  T h e  
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G - sc o r e  i s  c a l c u l a t e d  b a se d  o n  a  c o m b i n a t i o n  o f  f a c t o r s ,  
i n c l u d i n g  t h e  a p p r o x i m a t e d  e l e c t r o st a t i c  a n d  v a n  d e r  W a a l s  
c o n t r i b u t i o n s ,  a s  w e l l  a s  o t h e r  f a c t o r s  k n o w n  t o  i n f l u e n c e  
l i g a n d  b i n d i n g .  T h e  m o r e  n e g a t i v e  t h e  o b s e r v e d  G - sc o r e ,  t h e  
m o r e  t i g h t l y  a  l i g a n d  i s  p r e d i c t e d  t o  b i n d .  I t  i s  t h e r e f o r e  
e v i d e n t  t h a t  b a se d  o n  t h e  G - s c o r e ,  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  i s  
p r e d i c t e d  t o  b i n d  t h e  F O X P 2  F H D  w i t h  t h e  h i g h e s t  a f f i n i t y ,  
w h i l e  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  w a s  p r e d i c t e d  t o  b i n d  t h e  l e a st  t i g h t l y .  
5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  w a s  a l so  p r e d i c t e d  t o  d i s p l a y  t h e  h i g h e st  
b i n d i n g  a f f i n i t y  f o r  t h e  F O X P 2  d i m e r ,  w h i l e  d o p a m i n e c h r o m e  
a p p e a r e d  t o  b e  t h e  l e a st  l i k e l y  t o  b i n d .   
 
T h e  E - m o d e l  sc o r e  i s  c a l c u l a t e d  s i m i l a r l y  t o  t h e  G - sc o r e ;  
h o w e v e r ,  t h e  w e i g h t i n g  t o w a r d s  f o r c e  f i e l d  c o m p o n e n t s  
( n a m e l y  t h e  e l e c t r o s t a t i c  a n d  v a n  d e r  W a a l s  e n e r g i e s)  i s  
s i g n i f i c a n t l y  l a r g e r .  F o r  t h i s  r e a so n ,  i t  p r o v i d e s  a  m e a n s  b y  
w h i c h  d i f f e r e n t  p o se s  c o r r e sp o n d i n g  t o  t h e  sa m e  l i g a n d  c a n  b e  
r a n k e d  a n d  t h e  b e st  s e l e c t e d .   
 
T h e  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  m o n o m e r i c  ( f i g u r e  3 . 8 )  a n d  
d i m e r i c  F O X P 2  F H D  ( f i g u r e  3 . 9 )  a n d  t h e  4  l i g a n d s  w e r e  
v i su a l i se d  u s i n g  P y M o l  M o l e c u l a r  G r a p h i c s  S y st e m ,  v e r s i o n  
1 . 7 . 4 . 5 ,  S c h röd i n g e r ,  L L C , ,  a s  w e l l  a s  t h e  g e n e r a t e d  2 D  l i g a n d  
i n t e r a c t i o n  d i a g r a m s  ( su p p l e m e n t a r y  i n f o r m a t i o n  f i g u r e  6 . 3 )  
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F i g u r e  3 . 8 :  T a r g e t e d  B i n d i n g  P r e d i c t i o n s  b y  S c h röd i n g e r  S u i t e  f o r  
M o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  D o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  i t s  A u t o x i d a t i o n  
P r o d u c t s .  ( A )  G l o b a l  v i e w  o f  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  w i t h  a l l  l i g a n d s  
b o u n d  i n  p r e d i c t e d  p o s i t i o n s  ( B )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e  ( b l u e )  ( C )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  ( p u r p l e )  ( D )  
P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  ( p i n k )  ( E )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  
F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e c h r o m e  ( c y a n ) .  
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F i g u r e  3 . 9 :  T a r g e t e d  B i n d i n g  f o r  P r e d i c t i o n s  b y  S c h röd i n g e r  S u i t e  f o r  
D i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  D o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  i t s  A u t o x i d a t i o n  
P r o d u c t s .  ( A )  G l o b a l  v i e w  o f  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  w i t h  a l l  l i g a n d s  b o u n d  
i n  p r e d i c t e d  p o s i t i o n s  ( B )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  
F H D  a n d  d i m e r i c  ( b l u e )  ( C )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  
F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  ( p u r p l e )  ( D )  P r e d i c t e d  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  ( p i n k )  ( E )  P r e d i c t e d  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e c h r o m e  ( c y a n ) .  
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I t  i s  e v i d e n t  t h a t ,  w i t h  r e f e r e n c e  t o  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  
( f i g u r e  3 . 8 ) ,  S i t e m a p  i d e n t i f i e d  a  s i n g l e  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e  
l o c a t e d  t o w a r d s  t h e  C - t e r m i n u s  o f  t h e  p r o t e i n ,  a n d  a l l  4  l i g a n d s  
w e r e  f o u n d  t o  m a k e  c o n t a c t s  w i t h  r e s i d u e s  a sso c i a t e d  w i t h  H 5 .  
W i t h  r e g a r d  t o  d o p a m i n e  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  t h e  k e y  
r e s i d u e s  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  p o t e n t i a l  i n t e r a c t i o n  w e r e  f o u n d  
t o  b e  A r g 5 8 4 ,  G l u 5 7 7  a n d  H i s5 5 9 ,  w h i l e  L y s5 8 2 ,  L y s5 6 0  a n d  
C y s5 6 1  w e r e  l a r g e l y  a s so c i a t e d  w i t h  t h e  b i n d i n g  o f  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  a n d  d o p a m i n e c h r o m e .    
 
T h e  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e  i d e n t i f i e d  w i t h i n  t h e  F O X P 2  F H D  
d i m e r  ( f i g u r e  3 . 9 )  a p p e a r e d  t o  b e  l e ss  d e f i n e d  a n d  l a r g e r  t h a n  
t h e  m o n o m e r  b i n d i n g  s i t e ,  a s  t h e  l i g a n d s  a p p e a r e d  t o  m a k e  
n u m e r o u s  c o n t a c t s  l o c a t e d  b e t w e e n  t h e  t w o  H 1  r e g i o n s ,  a s  w e l l  
a s  w i t h  r e s i d u e s  a s so c i a t e d  w i t h  H 5 .  T h e  G - sc o r e s  a sso c i a t e d  
w i t h  t h e  d i m e r  a p p e a r  t o  b e  o v e r a l l  l o w e r  t h a n  t h o s e  a sso c i a t e d  
w i t h  l i g a n d - m o n o m e r  i n t e r a c t i o n s .  T h i s  c o u l d  b e  a t t r i b u t e d  t o  
t h e  o v e r a l l  r e d u c t i o n  i n  t h e  n u m b e r  o f  h y d r o g e n  b o n d s  
( su p p l e m e n t a r y  i n f o r m a t i o n  f i g u r e  6 . 3 ) .    
 
I n t e r e st i n g l y ,  i n t e g r a t i n g  t h e  r e su l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  b l i n d  
d o c k i n g  st u d i e s ,  a s  w e l l  t h e  s i t e  t a r g e t e d  d o c k i n g  i n v e st i g a t i o n  
su g g e st s  t h a t ,  w i t h  r e g a r d  t o  m o n o m e r i c  F O X P 2 ,  a  c o n s i st e n t  
b i n d i n g  ‘ p o c k e t ’  i s  i d e n t i f i e d .  W i t h  r e f e r e n c e  t o  t h e  b l i n d  
d o c k i n g  st u d y ,  a l l  f o u r  l i g a n d s  a p p e a r e d  t o  b i n d  i n  a  s i m i l a r  
c o n f o r m a t i o n ,  p r e d o m i n a n t l y  i n t e r a c t i n g  w i t h  A r g 5 8 4  a n d  
G l u 5 7 9  ( f i g u r e  3 . 6 ) .  T h e s e  r e s i d u e s  a r e  s i m i l a r l y  f o u n d  t o  
i n t e r a c t  w i t h  d o p a m i n e  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  i n  t h e  s i t e  
t a r g e t e d  d o c k i n g  ( f i g u r e  3 . 8 ) .  A l t h o u g h  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  a n d  
d o p a m i n e c h r o m e  w e r e  n o t  f o u n d  t o  i n t e r a c t  sp e c i f i c a l l y  w i t h  
A r g 5 8 4  a n d  G l u 5 7 9 ,  b u t  r a t h e r  L y s5 8 2 ,  L y s5 6 0  a n d  C y s5 6 1 ,  t h i s  
i n t e r a c t i o n  o c c u r r e d  a t  a  s i m i l a r  l o c a t i o n  w i t h i n  t h e  m o n o m e r i c  
p r o t e i n .  I t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h i s  r e g i o n  p r o v i d e s  su f f i c i e n t  
h y d r o g e n  b o n d  d o n o r  a n d  a c c e p t o r  g r o u p s  t o  f a c i l i t a t e  l i g a n d  
b i n d i n g ,  a s  w e l l  a s  sa t i s f i e s  t h e  sp a t i a l  a n d  e l e c t r o st a t i c  
r e q u i r e m e n t s  t o  a c c o m m o d a t e  a r o m a t i c  r i n g s .  B e c a u s e  t h i s  
‘ b i n d i n g  p o c k e t ’  w a s  i d e n t i f i e d  n u m e r o u s  t i m e s  t h r o u g h  
m o l e c u l a r  d o c k i n g ,  i t  c a n  b e  h y p o t h e si se d  t h a t  i f  d o p a m i n e  o r  
o n e  o f  i t s  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s  d o e s  i n  f a c t  i n t e r a c t  w i t h  t h e  
F O X P 2  F H D ,  t h i s  w o u l d  l i k e l y  b e  t h e  l o c a t i o n .   
 
R e g a r d i n g  t h e  i n t e g r a t e d  r e su l t s  f o r  d o c k i n g  st u d i e s  r e l a t i n g  t o  
d i m e r i c  F O X P 2  F H D ,  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a  d e g r e e  o f  r a n d o m n e s s  
i n  t h e  l o c a t i o n  o f  l i g a n d  b i n d i n g .  T h e r e  i s  n o  s i n g l e  b i n d i n g  
p o c k e t ,  s i t e  o r  sp e c i f i c  c o m b i n a t i o n  o f  r e s i d u e s  t h a t  
c o n si st e n t l y  a p p e a r s  b e t w e e n  st u d i e s .  S i n c e  a l l  l i g a n d s  u n d e r  
i n v e st i g a t i o n  a r e  s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r ,  t h i s  m a y  su g g e st  a  l o w e r  
d e g r e e  o f  sp e c i f i c i t y  i n  b i n d i n g  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  d i m e r ,  
d e sp i t e  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  a  m o r e  n e g a t i v e  Δ G  v a l u e  i n  b l i n d  
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d o c k i n g  st u d i e s  w h e n  c o m p a r e d  t o  t h o se  a s so c i a t e d  w i t h  
m o n o m e r - l i g a n d  i n t e r a c t i o n s .  Q u i n o n e s  a r e  k n o w n  t o  b e  
p a r t i c u l a r l y  r e a c t i v e  c o m p o u n d s ,  a n d  a r e  k n o w n  t o  b i n d  
p r o m i sc u o u sl y  ( S o l a n o  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I t  i s  t h e r e f o r e  i m p o r t a n t  
t o  b e  s k e p t i c a l  o f  o b s e r v a t i o n s  t h a t  a p p e a r  t o  b e  v e r y  n o n -
sp e c i f i c  w h e n  a t t e m p t i n g  t o  i n v e st i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a  
f u n c t i o n a l  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a n  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t  o f  
d o p a m i n e  a n d  t h e  F O X P 2  F H D  u si n g  m o l e c u l a r  d o c k i n g  m e t h o d s .  
T h e  d i m e r i sa t i o n  o f  F O X P 2  F H D  r e su l t s  i n  b u r i a l  o f  a  n u m b e r  o f  
a r o m a t i c  r e s i d u e s ,  t h e r e b y  g i v i n g  r i s e  t o  a  h y d r o p h o b i c  d i m e r  
c o r e  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h i s  c o u l d  p o ss i b l y  i n c r e a se  t h e  
p o t e n t i a l  t o  a c c o m m o d a t e  r i n g  s t r u c t u r e s ,  a n d  t h e  o v e r a l l  
r e d u c t i o n  i n  a c c e s s i b l e  su r f a c e  a r e a  i n  d i m e r i s a t i o n  m a y  
f a c i l i t a t e  t h e  f o r m a t i o n  o f  n e w  p o t e n t i a l  b i n d i n g  p o c k e t s ,  
a l l o w i n g  f o r  a n  i n c r e a se  i n  t h e  n u m b e r  o f  n o n - sp e c i f i c  b i n d i n g  
e v e n t s .   
 
I t  c a n ,  t h e r e f o r e ,  b e  h y p o t h e si s e d  t h a t  a  sp e c i f i c  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  o n e  o f  t h e  l i g a n d s  a n d  t h e  F O X P 2  F H D  i s  m o r e  l i k e l y  t o  
o c c u r  w h e n  t h e  p r o t e i n  e x i st s  i n  m o n o m e r i c  r a t h e r  t h a n  i n  
d i m e r i c  c o n f o r m a t i o n .   
 
W i t h  r e g a r d  t o  c o m p a r i n g  t h e  a p p r o x i m a t e d  f r e e  e n e r g i e s  o f  
b i n d i n g  r e l a t e d  sp e c i f i c a l l y  t o  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  i n  t h e  
b l i n d  a n d  s i t e  d i r e c t e d  e x p e r i m e n t s ,  t h e  c o n s i st e n t  o b se r v a t i o n  
i s  t h a t  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  a p p e a r s  t o  b i n d  w i t h  t h e  h i g h e st  
a f f i n i t y .  T h e  b i n d i n g  f r e e  e n e r g i e s  a r e  h o w e v e r  n o t  l a r g e l y  
d i f f e r e n t  f r o m  e a c h  o t h e r .    
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4.  DISCUSSION  
  
O v e r a l l ,  t h e  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t a t i o n  su g g e st e d  t h a t  i t  i s  
u n l i k e l y  t h a t  d o p a m i n e  i n t e r a c t s  d i r e c t l y  w i t h  t h e  F O X P 2  F H D ,  
n o r  i s  i t  l i k e l y  t h a t  d o p a m i n e  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t s  t h e  D N A  
b i n d i n g  a f f i n i t y .  T h e  o n l y  o b s e r v e d  i n d i c a t i o n  o f  t h e  p o t e n t i a l  
f o r  a n  i n t e r a c t i o n  w a s  t h e  sm a l l  s t a t i s t i c a l l y  n o n - s i g n i f i c a n t  
r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  a f f i n i t y  o b se r v e d  t h r o u g h  f l u o r e s c e n c e  
a n i so t r o p y  ( f i g u r e  3 . 4  ( B ) ) .   
 
A l t h o u g h  e x p e r i m e n t s  i n  v i t r o  a i m  t o  m i m i c  p h y si o l o g i c a l  
c o n d i t i o n s ,  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  c o n si d e r  t h e  f a c t  t h a t  t h e  
e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s  d e sc r i b e d  a b o v e  h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  
u n d e r  c o n d i t i o n s  t h a t  a r e ,  i n  a  se n s e ,  t h e r m o d y n a m i c a l l y  i d e a l .  
I n  o t h e r  w o r d s ,  d i l u t e  so l u t i o n s  c o n t a i n i n g  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  i so l a t e d  m a c r o m o l e c u l e s  a n d  m o d e r a t e  s a l t  ( Ku z n e t so v a  e t  
a l . ,  2 0 1 4 ) .  I n  c o n t r a st  t o  t h i s ,  t h e  i n t r a c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  i s  
a n  i n c r e d i b l y  c o m p l e x ,  c r o w d e d ,  h e t e r o g e n e o u s  m i l i e u ,  w i t h  
l i m i t e d  a v a i l a b l e  w a t e r  a n d  u n o c c u p i e d  sp a c e .  T h e  c e l l u l a r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  b i o m o l e c u l e s  i s  8 0 - 4 0 0  m g / m L  ( Z i m m e r m a n ,  
1 9 9 1 ) ,  a n d  t h e  v o l u m e  o c c u p a n c y  c a n  r a n g e  b e t w e e n  5  a n d  4 0 %  
( E l l i s  a n d  M i n t o n ,  2 0 0 3 ) .  T h e  b e h a v i o u r  o f  so m e  m o l e c u l e s  i n  a  
c r o w d e d  e n v i r o n m e n t  m a y  d i f f e r  f r o m  t h a t  o b se r v e d  i n  
so l u t i o n .  T h i s  i s  k n o w n  a s  m a c r o m o l e c u l a r  c r o w d i n g  a n d  i s  
p a r t i a l l y  d u e  t o  t h e  p h e n o m e n o n  o f  e x c l u d e d  v o l u m e ,  w h e r e b y  
a  r e a c t i o n  m i g h t  d i f f e r  i n  v i v o  d u e  t o  sp a t i a l  r e st r a i n t s  o r  s t e r i c  
h i n d r a n c e  c r e a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  ‘ c r o w d e r ’  m o l e c u l e s  
( M i n t o n ,  1 9 9 7 ,  M i n t o n ,  2 0 0 0 ,  R a l st o n ,  2 0 0 5 ) .  I n  o t h e r  w o r d s ,  
t h e  a v a i l a b l e  v o l u m e  i s  r e d u c e d  a n d  i n t e r a c t i o n s  w i t h  
su r r o u n d i n g  m o l e c u l e s  a r e  u n a v o i d a b l e  ( Ku z n e t so v a ,  2 0 1 4 ) .   
 
A  c r o w d e d  so l u t i o n  r e su l t s  i n  l i m i t e d  sp a c e ,  w h i c h  m e a n s  t h a t  
t h e r e  i s  a  g e n e r a l  d e c r e a se  i n  t h e  r a n d o m n e s s  o f  d i s t r i b u t i o n  o f  
m o l e c u l e s .  T h i s  r e su l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  e n t r o p y  o f  so l u t i o n ,  
w h i c h  g i v e s  r i s e  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  f r e e  e n e r g y ,  a n d  t h u s  a n  
i n c r e a se  i n  t h e r m o d y n a m i c  a c t i v i t y  d u e  t o  t h e  d r i v e  o f  a  s y st e m  
t o  i n c r e a s e  t h e  e n t r o p y  ( R a l st o n ,  2 0 0 5 ) .  M a c r o m o l e c u l a r  
c r o w d i n g ,  t h e r e f o r e ,  h a s  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  o n  t h e  s t a b i l i t y ,  
r e a c t i v i t y  a n d  st r u c t u r a l  p r o p e r t i e s  o f  v a r i o u s  b i o m o l e c u l e s ,  
sp e c i f i c a l l y  p r o t e i n s ,  a n d  i t  i s  i m p o r t a n t  t o  c o n si d e r  t h i s  w h e n  
a n a l y s i n g  o b s e r v a t i o n s  m a d e  w i t h i n  t h e  l a b o r a t o r y  ( M i n t o n ,  
2 0 0 0 ,  R a l st o n ,  2 0 0 5 ) .   
 
T h i s  i n v e st i g a t i o n  f o c u se d  o n  i n v e st i g a t i n g  t h e  e f f e c t  o f  a  sm a l l  
m o l e c u l e  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a  p r o t e i n  a n d  n u c l e i c  a c i d .  
T h e  l i t e r a t u r e  su g g e st s  t h a t  d e p e n d i n g  o n  t h e  c h e m i c a l  n a t u r e  
o f  a l l  m o l e c u l e s  i n v o l v e d ,  m a c r o m o l e c u l a r  c r o w d i n g  c a n  r e d u c e  
t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y  b e t w e e n  a  l i g a n d  a n d  t a r g e t ,  d u e  t o  w e a k  
a t t r a c t i v e  i n t e r a c t i o n s  w i t h  c r o w d i n g  a g e n t s  ( A u m i l l e r  e t  a l . ,  
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2 0 1 4 ) .  I t  h a s  a l so  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  m a c r o m o l e c u l a r  c r o w d i n g  
h a s  p r o n o u n c e d  e f f e c t s  o n  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  D N A  b i n d i n g  
p r o t e i n s  a n d  n u c l e i c  a c i d ,  a n d  t h a t  t h e  f a st e st  k i n e t i c s  o f  
se q u e n c e  r e c o g n i t i o n  a n d  b i n d i n g  i s  a c h i e v e d  a t  p h y si o l o g i c a l  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  c r o w d e r s  ( D e y  a n d  B h a t t a c h e r j e e ,  2 0 1 8 ) .  T h i s  
h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e  i d e a  t h a t  f r e q u e n t  c o l l i s i o n s  b e t w e e n  
t h e  p r o t e i n  a n d  su r r o u n d i n g  m o l e c u l e s  a i d  i n  o r i e n t a t i n g  t h e  
p r o t e i n  t h e r e b y  f a c i l i t a t i n g  sp e c i f i c  c o m p l e x  f o r m a t i o n .  T h e  
c o n st a n t  c o l l i s i o n s  a r e  a l so  t h o u g h t  t o  a i d  t h e  p r o t e i n  i n  
“ h o p p i n g  o n ”  D N A ,  t h e r e b y  a l l o w i n g  f o r  r a p i d  t a r g e t  s e q u e n c e  
sc r e e n i n g  ( D e y  a n d  B h a t t a c h e r j e e ,  2 0 1 8 ) .  I t  i s  t h e r e f o r e  e v i d e n t  
t h a t  s i n c e  t h e  p r e s e n c e  o f  c r o w d e r  m o l e c u l e s  h a s  a  s i g n i f i c a n t  
e f f e c t  o n  t h e  a s so c i a t i o n  st a t e ,  a s  w e l l  a s  c h e m i c a l  e q u i l i b r i u m ,  
i t  c a n  b e  t h o u g h t  t h a t  a l t h o u g h  t h e  o b s e r v a t i o n s  h e r e  su g g e st s  
t h a t  t h e r e  i s  n o  o b s e r v e d  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d o p a m i n e  a n d  
F O X P 2 ,  i t  i s  p o ss i b l e  t h a t  t h i s  d o e s  n o t  h o l d  t r u e  
p h y si o l o g i c a l l y ,  e sp e c i a l l y  w i t h  r e g a r d  t o  o b s e r v a t i o n s  
su r r o u n d i n g  t h e  D N A  b i n d i n g  a f f i n i t y .   
 
I n  s i l i c o  o b se r v a t i o n s  a p p e a r  t o  su g g e st  t h a t  w i t h  r e g a r d  t o  
m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D ,  a  sm a l l  n o n - c a n o n i c a l  l i g a n d - b i n d i n g  
p o c k e t  m a y  e x i s t  t o w a r d s  t h e  C - t e r m i n u s  o f  t h e  p r o t e i n ,  
su r r o u n d i n g  L y s5 6 8 - A r g 5 8 4  ( i n c l u d i n g  r e s i d u e s  a s so c i a t e d  
H 5 ) .   
 
A  r e c e n t  s t u d y ,  a n d  c r y st a l  s t r u c t u r e ,  p u b l i sh e d  b y  B r u n i n g  e t  
a l .  i n  2 0 1 9  i l l u st r a t e d  t h a t  t h e  a c t i v i t y  o f  a  T F ,  N U R R 1 ,  w a s  
m o d u l a t e d  b y  a  c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n  w i t h  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  
w i t h i n  a  n o n - c a n o n i c a l  l i g a n d - b i n d i n g  p o c k e t .  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e  w a s  r e p o r t e d  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  T F  v i a  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a n  a d d u c t  f r o m  a  c y st e i n e  r e s i d u e  b e t w e e n  h e l i c e s ,  
r e su l t i n g  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  b o u n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e .  T h e  
f o r m a t i o n  o f  t h i s  a d d u c t  w a s  h y p o t h e si s e d  t o  a f f e c t  D N A  
b i n d i n g  o r  h o m o  a n d  h e t e r o d i m e r i sa t i o n .  T h e  b i n d i n g  p o c k e t  o f  
N U R R 1  c o n t a i n i n g  b o u n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  i s  i l l u s t r a t e d  b e l o w  
( f i g u r e  4 . 1 ) .   
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F i g u r e  4 . 1 :  5 , 6 - d i h y d r o x y q u i n o n e  b o u n d  t o  N U R R 1  a s  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  ( P D B :  6 D D A )  5 , 6 - d i h y d r o x y q u i n o n e  b i n d s  N U R R 1  v i a  t h e  
f o r m a t i o n  o f  a n  a d d u c t  w i t h  C y s 5 6 6 .  T h e  i n t e r a c t i o n  i s  s t a b i l i s e d  v i a  t h e  
f o r m a t i o n  o f  h y d r o g e n  b o n d s  b e t w e e n  t h e  q u i n o n e  a n d  A r g 5 1 5 ,  a s  w e l l  
a s  G l u 4 4 5 .  C a t i o n - π  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  i n d o l e  a n d  N H  g r o u p  o f  5 , 6 -
i n d o l e q u i n o n e  a n d  A r g 5 1 5  a n d / o r  A r g 5 6 3  w e r e  h y p o t h e s i s e d  t o  s t a b i l i s e  
t h e  i n t e r a c t i o n .   
 

T h e  r e s i d u e s  a c t i n g  a s  h y d r o g e n  b o n d  d o n o r s  a n d  a c c e p t o r s  
w i t h i n  t h e  b i n d i n g  p o c k e t  a s so c i a t e d  w i t h  N U R R 1  c l o s e l y  
r e s e m b l e  t h o s e  i d e n t i f i e d  w i t h i n  t h e  p o t e n t i a l  F O X P 2  F H D  
l i g a n d  b i n d i n g  p o c k e t  i d e n t i f i e d  t h r o u g h  t h e  i n  s i l i c o  s t u d i e s  
p r e s e n t e d  i n  t h i s  i n v e st i g a t i o n .  A l t h o u g h  c o n si st e n t l y ,  t h e  i n  
s i l i c o  o b s e r v a t i o n s  su g g e st e d  t h a t  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  w a s  t h e  
m o st  l i k e l y  o f  t h e  f o u r  i n t e r m e d i a t e s  t o  b i n d  t h e  m o n o m e r i c  
F O X P 2  F H D ,  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a p p r o x i m a t e d  f r e e  l i g a n d  
b i n d i n g  e n e r g i e s  w e r e  n o t  l a r g e .  T h e  d o c k i n g ,  h o w e v e r ,  d o e s  
n o t  a c c o u n t  f o r  t h e  p o ss i b i l i t y  o f  c o v a l e n t  i n t e r a c t i o n  t h r o u g h  
a d d u c t  f o r m a t i o n .   T h e  p r e s e n c e  o f  a  c y st e i n e  r e s i d u e  w i t h i n  
t h e  p r e d i c t e d  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  l i g a n d - b i n d i n g  s i t e  
i n d i c a t e s  t h a t  a n  i n t e r a c t i o n  s i m i l a r  t o  t h a t  o b se r v e d  i n  N U R R 1  
w i t h  r e g a r d  t o  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  m a y  st i l l  b e  p o s s i b l e ,  
d e sp i t e  t h e  l a c k  o f  c l e a r  e v i d e n c e  t h r o u g h  m o l e c u l a r  d o c k i n g .  
F u r t h e r  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  e x p e r i m e n t a t i o n  w o u l d  b e  r e q u i r e d  
t o  i n v e s t i g a t e  f u r t h e r  w h e t h e r  t h i s  b i n d i n g  s i t e  i s  t r u l y  v a l i d ,  
a n d  w h e t h e r  t h e  p r e se n c e  o f  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  sp e c i f i c a l l y  
w o u l d  a l t e r  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D .   
 
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  d o p a m i n e  a u t o x i d i s e s  r a p i d l y  i n  
so l u t i o n  ( t h e  r e p o r t e d  t 1 / 2  a t  p H  7 . 4  i n  so l u t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  
4 . 9 5  m i n u t e s) ( U m e k  e t  a l . ,  2 0 1 8 ) ,  so  a l t h o u g h  d o p a m i n e  s t o c k s  
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w e r e  f r e sh l y  p r e p a r e d  f o r  e a c h  e x p e r i m e n t ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  
t h e s e  s t o c k s  b e g a n  t o  o x i d i se  t h r o u g h o u t  e x p e r i m e n t a l  
p r o c e d u r e s ,  a n d  t h u s  l i k e l y  c o n t a i n e d  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
v a r i o u s  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s ,  i n c l u d i n g  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e .  
I t  w a s  a l so  o b s e r v e d  t h a t  o v e r  t i m e ,  a  b l a c k  p r e c i p i t a n t  w o u l d  
f o r m  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  F O X P 2 ,  su g g e st i n g  c o m p l e t e  
a u t o x i d a t i o n  o f  d o p a m i n e  i n  t h e  p r e se n c e  o f  p r o t e i n  i f  l e f t  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  e x t e n d e d  p e r i o d s  o f  t i m e .  I n  v i v o  
d o p a m i n e  i s  p r o t e c t e d  f r o m  a u t o x i d a t i o n  b y  t h e  p r e se n c e  o f  
a s c o r b i c  a c i d  ( N e a l  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  h o w e v e r  t h i s  c o m p o u n d  c o u l d  
n o t  b e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  e x p e r i m e n t s  d u e  t o  i t s  p r o p e n si t y  t o  
i n t e r a c t  n o n - sp e c i f i c a l l y  w i t h  D N A  ( L u i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .   
 
I t  i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  
F H D  a n d  a  p r o d u c t  o f  d o p a m i n e  a u t o x i d a t i o n ,  p e r h a p s  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e ,  g a v e  r i s e  t o  t h e  sm a l l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
o b s e r v e d  K D  v a l u e s  a t  i n c r e a si n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d o p a m i n e .  
A l t h o u g h  a c c o r d i n g  t o  t h e  s t u d e n t  t - t e s t  t h e s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  
n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t ,  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  b i n d i n g  
a f f i n i t y  d e c r e a se s  s l i g h t l y  w i t h  i n c r e a si n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  
d o p a m i n e .  I f  t h e  h y p o t h e si s  h o l d s  t r u e  t h a t  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e  o r  o n e  o f  t h e  o t h e r  p r o d u c t s  o f  a u t o x i d a t i o n  
h a s  t h e  c a p a c i t y  t o  b i n d  t h e  F O X P 2  F H D  w i t h i n  t h e  s i t e  
i d e n t i f i e d  t h r o u g h  m o l e c u l a r  d o c k i n g ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  
b i n d i n g  e v e n t  o c c u r s  w i t h i n  t h e  r e g i o n  a s so c i a t e d  w i t h  W 2 .  
W i t h  r e g a r d  t o  F O X P 2 ,  H 5  i s  r e p o r t e d  t o  i n f l u e n c e  t h e  
sp e c i f i c i t y  a n d  a f f i n i t y  o f  b i n d i n g ,  h o w e v e r  t h i s  w i n g  m a k e s  
l i m i t e d  c o n t a c t s  w i t h  t h e  D N A  ( S t r o u d  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  I t  i s  
t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  a n  i n t e r a c t i o n  w i t h  5 , 6 - d i h y d r o x y i n o l e  
h a s  a  sm a l l  b u t  n o t  i n s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  D N A  b i n d i n g .  I t  i s  
h o w e v e r ,  a l so  p o ss i b l e ,  t h a t  t h e  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s  i n  so l u t i o n  w a s  t o o  l o w  t o  sh o w  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t .   
 
T h e  l a c k  o f  c l e a r  e v i d e n c e  f o r  t h i s  p o t e n t i a l  b i n d i n g  e v e n t  i n  
t h e  C D  a n d  i n t r i n s i c  t r y p t o p h a n  f l u o r e s c e n c e  i n v e s t i g a t i o n s  c a n  
p e r h a p s  b e  a t t r i b u t e d  t o  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p r o d u c t s  o f  
a u t o x i d a t i o n  r e l a t i v e  t o  d o p a m i n e ,  a s  w e l l  a s  t o  t h e  l o c a t i o n  o f  
t h e  p o t e n t i a l  b i n d i n g  s i t e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  a n  i n t e r a c t i o n  
o c c u r r i n g  a t  t h e  C - t e r m i n u s  o f  t h e  p r o t e i n  d o e s  n o t  c a u s e  g l o b a l  
s t r u c t u r a l  d i sr u p t i o n ,  a n d  t h u s  t h e  C D  sp e c t r u m  w o u l d  n o t  b e  
v i s i s b l y  a f f e c t e d .  I n  f a c t ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  i n  8 5 % o f  
l i g a n d - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n s ,  g l o b a l  c h a n g e s  t o  t h e  p r o t e i n  
b a c k b o n e  a r e  n e g l i g i b l e ,  a n d  g e n e r a l l y  o n l y  3  o r  l e s s  s i d e  c h a i n s  
u n d e r g o  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e s  ( N a j m a n o v i c h  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  I t  
i s  t h e r e f o r e  e v i d e n t  t h a t  d u e  t o  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e ,  
t h e  p o l a r i t y  o f  t h e  m i c r o e n v i r o n m e n t  su r r o u n d i n g  a l l  i n t r i n s i c  
p r o b e s  w o u l d  n o t  b e  a l t e r e d .  I t  c a n  t h e r e f o r e  b e  f u r t h e r  
h y p o t h e s i s e d  t h a t  p e r h a p s  p h y si o l o g i c a l l y ,  t h e  p o t e n t i a l  
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i n t e r a c t i o n  i s  n o t  a sso c i a t e d  w i t h  r e g u l a t i o n  o f  D N A ,  b u t  r a t h e r  
r e g u l a t i o n  o f  l o c a l i s a t i o n  o f  F O X P 2 .   
 
T w o  n u c l e a r  l o c a l i s a t i o n  s i g n a l s  i d e n t i f i e d  f o r  F O X P 2  a r e  
l o c a t e d  w i t h i n  t h e  F H D ,  n a m e l y  N L S 1 :  ( 4 7 6 R R R H S 4 8 0 )  a n d  N L S 2 :  
( 5 8 2 KR R S Q K 5 8 7 )  ( M i z u t a n i  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  b o t h  
s i g n a l s  i s  d e sc r i b e d  t o  b e  e ss e n t i a l  i n  t r a n sl o c a t i o n  o f  F O X P 2  
i n t o  t h e  n u c l e u s  ( M i z u t a n i  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  I f  t h e  h y p o t h e si s  h o l d s  
t r u e  i n  t h a t  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  b i n d  t h e  
F H D ,  i t  i s  p o ss i b l e  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e  w i t h i n  
t h e  c y t o p l a sm  m a y  b e  a sso c i a t e d  w i t h  r e g u l a t i n g  t h e  
t r a n sl o c a t i o n  o f  F O X P 2  i n t o  t h e  n u c l e u s .  T h e  b i n d i n g  o f  5 , 6 -
d i h y d r o x y i n d o l e  i s  l i k e l y  t o  d i sr u p t  N L S 2  d u e  t o  t h e  r e c u r r i n g  
h y p o t h e s i s e d  i n t e r a c t i o n  w i t h  A r g 5 8 4 .  T h i s  m a y  i n  t u r n  
r e g u l a t e  t h e  l e v e l s  o f  F O X P 2  w i t h i n  t h e  n u c l e u s ,  t h e r e b y  
m o d u l a t i n g  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  T F  i n  a  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  
m a n n e r ,  r a t h e r  t h a n  a f f e c t i n g  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  T F  t o  i n t e r a c t  
w i t h  t h e  D N A  d i r e c t l y .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  e x c e s s  F O X P 2  l o c a l i s e d  
i n  t h e  c y t o p l a sm  i s  se q u e st e d  w i t h i n  n e u r o m e l a n i n ,  a s  i t  h a s  
b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h i s  p o l y m e r  c o n t a i n s  u n i t s  o f  q u i n o n e  
b o u n d  p r o t e i n  ( H a i n i n g ,  2 0 1 7 ) .    
 
A l t h o u g h  t h e  o b s e r v a t i o n s  m a d e  i n  t h i s  s t u d y  d i d  n o t  
c o n c l u s i v e l y  p r o v i d e  a n  a n sw e r  t o  t h e  q u e st i o n  o f  w h e t h e r  o r  
n o t  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  a f f e c t  t h e  
D N A  b i n d i n g  f u n c t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D ,  t h e  o b s e r v a t i o n s  m a d e  
h e r e  h a v e  b r o u g h t  t o  l i g h t  t h e  p o t e n t i a l  f o r  m a n y  n e w  
h y p o t h e s i s e s  a n d  i d e a s  t o  b e  d e v e l o p e d  su r r o u n d i n g  t h e  
r e g u l a t i o n  o f  F O X P 2  i n  v i v o ,  sp e c i f i c a l l y  w i t h  r e g a r d  t o  
d o p a m i n e  a n d  i t s  a u t o x i d a t i o n  p r o d u c t s .  P r e v i o u s  s t u d i e s  
f o c u s e d  o n  i n v e st i g a t i n g  t h e  p o t e n t i a l  l i n k s  b e t w e e n  F O X P 2  a n d  
d o p a m i n e  h a v e  p r e d o m i n a n t l y  i n v e st i g a t e d  t h e  e f f e c t  o f  m u t a n t  
o r  r e d u c e d  l e v e l s  F O X P 2  o n  d o p a m i n e r g i c  c i r c u i t s  ( C o  e t  a l . ,  
2 0 2 0 ,  v a n  R h i j i n  e t  a l . ,  2 0 1 8 ,  E n a r d  e t  a l . ,  2 0 0 9 ,  R a g h a n t i  e t  a l . ,  
2 0 1 6 ) .   T h i s  s t u d y  b e g i n s  t o  e x p l o r e  t h e  q u e st i o n  o f  w h e t h e r  
a l t e r a t i o n s  i n  c e l l u l a r  d o p a m i n e  l e v e l s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l  t o  
a f f e c t  t h e  f u n c t i o n  o f  F O X P 2  i n  v i v o .   
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Conclusions  
 
I n  c o n c l u s i o n  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  t h e  i n  v i t r o  i n v e st i g a t i o n  
su g g e st e d  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  d o p a m i n e  d o e s  n o t  o b s e r v a b l y  
a f f e c t  t h e  s t r u c t u r e  o r  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D ,  h o w e v e r ,  
a  sm a l l  s t a t i s t i c a l l y  n o n - s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  b i n d i n g  
a f f i n i t y  w a s  o b s e r v e d  t h r o u g h  f l u o r e s c e n c e  a n i so t r o p y  a s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  d o p a m i n e  i n c r e a se d .  A  p o t e n t i a l  l i g a n d -
b i n d i n g  s i t e  w i t h i n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  w a s  i d e n t i f i e d  
t h r o u g h  i n  s i l i c o  s t u d i e s ,  sp e c i f i c a l l y  t h r o u g h  b o t h  b l i n d  a n d  
s i t e  t a r g e t e d  d o c k i n g .  T h i s  s i t e  w a s  l o c a t e d  t o w a r d s  t h e  C -
t e r m i n u s  o f  t h e  p r o t e i n  a n d  i s  c o m p r i se d  o f  r e s i d u e s  a s so c i a t e d  
w i t h  W 2 .  D o p a m i n e ,  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e ,  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  
a n d  d o p a m i n e c h r o m e  w e r e  f o u n d  t o  b i n d  t h i s  s i t e  w i t h  v a r y i n g  
a f f i n i t i e s .  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  w a s  c o n si st e n t l y  f o u n d  t o  b i n d  
w i t h  t h e  h i g h e s t  a f f i n i t y  i n  b o t h  b l i n d  a n d  t a r g e t e d  d o c k i n g ,  a n d  
i t  w a s  h y p o t h e si s e d  t h a t  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  t h i s  c o m p o u n d  i n  
so l u t i o n ,  t h r o u g h  t h e  a u t o x i d a t i o n  o f  d o p a m i n e ,  g a v e  r i se  t o  t h e  
s l i g h t  r e d u c t i o n  i n  t h e  b i n d i n g  a f f i n i t y  b e t w e e n  t h e  F O X P 2  F H D  
a n d  d o p a m i n e  o b se r v e d  i n  f l u o r e s c e n c e  a n i so t r o p y .  I t  w a s  t h e n  
f u r t h e r  h y p o t h e si s e d  t h a t  t h e  f u n c t i o n  o f  l i g a n d - F O X P 2  F H D  
i n t e r a c t i o n  w a s  n o t  a s so c i a t e d  w i t h  D N A  b i n d i n g ,  b u t  r a t h e r  
w i t h  c e l l u l a r  l o c a l i sa t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  d u e  t o  t h e  l o c a t i o n  o f  
t h e  i d e n t i f i e d  b i n d i n g  s i t e .  F u r t h e r  i n v e st i g a t i o n s  b o t h  i n  v i t r o  
a n d  i n  v i v o  a r e ,  h o w e v e r ,  r e q u i r e d  t o  c o n f i r m  t h e s e  c l a i m s .  
C o m p a r a t i v e  i n  s i l i c o  s t u d i e s  w i t h  p r e v i o u sl y  i d e n t i f i e d  p r o t e i n  
t a r g e t s  m a y  p r o v i d e  i n s i g h t s  r e g a r d i n g  t h e  sp e c i f i c i t y  o f  t h i s  
i n t e r a c t i o n ,  w h i l e  i n v e st i g a t i n g  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a si n g  
d o p a m i n e  c o n c e n t r a t i o n s  o n  F O X P 2  a c t i v i t y  w i t h i n  c e l l  c u l t u r e  
m a y  p r o v i d e  so m e  e v i d e n c e  t o  su b st a n t i a t e  t h e  h y p o t h e si s .  
M a s s  sp e c t r o sc o p y ,  o r  p r o t e i n  c r y st a l l o g r a p h y  w o u l d  a l so  b e  
b e n e f i c i a l  i n  i n v e st i g a t i n g  t h e  p o t e n t i a l  f o r  c o v a l e n t  
m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  p r o t e i n .   
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d i s r u p t i o n  o f  a c t i n ,  a l p h a - ,  a n d  b e t a - t u b u l i n  c y t o s k e l e t o n  n e t w o r k s  i n  
s u b s t a n t i a - n i g r a - d e r i v e d  c e l l  l i n e .  N e u r o t o x i c  R e s e a r c h  1 8 ,  8 2 −  9 2  
 
P a t z e l t ,  T . ,  K e p p l e r ,  S . J . ,  G o r k a ,  O . ,  T h o e n e ,  S . ,  W a r t e w i g ,  T . ,  R e t h ,  M . ,  
F o r s t e r ,  I . ,  L a n g ,  R . ,  B u c h n e r ,  M . ,  R u l a n d ,  J .  ( 2 0 1 8 )  F o x p 1  c o n t r o l s  
m a t u r e  B  c e l l  s u r v i v a l  a n d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  f o l l i c u l a r  a n d  B - 1  B  c e l l s .  
P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  U  S  A  1 1 5 ,  3 1 2 0 – 3 1 2 5  
 
P a u l u s ,  W . ,  S c h o m b u r g ,  E . D .  ( 2 0 0 6 )  D o p a m i n e  a n d  t h e  s p i n a l  c o r d  i n  
r e s t l e s s  l e g  s y n d r o m e :  d o e s  t h e  s p i n a l  c o r d  p h y s i o l o g y  r e v e a l  a  b a s i s  f o r  
a u g m e n t a t i o n .  S l e e p  M e d i c i n e  R e v i e w s  1 0 ,  1 8 5 -  1 9 6  
 
P e r k i n s ,  S . J .  ( 1 9 8 6 )  P r o t e i n  v o l u m e s  a n d  h y d r a t i o n  e f f e c t s .  T h e  
c a l c u l a t i o n s  o f  p a r t i a l  s p e c i f i c  v o l u m e s ,  n e u t r o n  s c a t t e r i n g  m a t c h p o i n t s  
a n d  2 8 0 - n m  a b s o r p t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  p r o t e i n s  a n d  g l y c o p r o t e i n s  f r o m  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  B i o c h e m i s t r y  1 5 7 ,  1 6 9 – 1 8 0  
 
P o r a t h ,  J . ,  C a r l s s o n ,  J . ,  O l s s o n ,  I . ,  B e l f r a g e ,  G .  ( 1 9 7 5 )  M e t a l  c h e l a t e  
a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y ,  a  n e w  a p p r o a c h  t o  p r o t e i n  
f r a c t i o n a t i o n .  N a t u r e  2 5 8 ,  5 9 8 ,  5 9 9  

P r a s a d ,  S . ,  M a n d a l ,  I . ,  S i n g h ,  S . ,  P a u l ,  A . ,  M a n d a l ,  B . ,  V e n k a t r a m a n i ,  R . ,   
S w a m i n a t h a n ,  R .  ( 2 0 1 7 )  N e a r  U V - V i s i b l e  e l e c t r o n i c  a b s o r p t i o n  
o r i g i n a t i n g  f r o m  c h a r g e d  a m i n o  a c i d s  i n  a  m o n o m e r i c  p r o t e i n .  C h e m i c a l  
s c i e n c e ,  8 ,  5 4 1 6 – 5 4 3 3 .  d o i : 1 0 . 1 0 3 9 / c 7 s c 0 0 8 8 0 e  
 
P r a t t ,  T . ,  T i a n ,  N . M . ,  S i m p s o n ,  T . I ,  M a s o n ,  J . O . ,  P r i c e ,  D . J .  ( 2 0 0 4 )  T h e  
w i n g e d  h e l i x  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  f o x g 1  f a c i l i t a t e s  r e t i n a l  g a n g l i o n  c e l l  
a x o n  c r o s s i n g  o f  t h e  v e n t r a l  m i d l i n e  i n  t h e  m o u s e .  D e v e l o p m e n t  1 3 1 ,  
3 7 7 3 –  3 7 8 4  
 
P r o t a ,  G .  ( 1 9 8 8 )  P r o g r e s s  i n  t h e  c h e m i s t r y  o f  m e l a n i n s  a n d  r e l a t e d  
m e t a b o l i t e s .  M e d i c a l  R e s e a r c h  R e v i e w s  8 ,  5 2 5 - 5 5 6  
 
P r o t a ,  G .  ( 1 9 9 2 )  M e l a n i n  a n d  M e l a n o g e n e s i s  ( A c a d e m i c  P r e s s ,  S a n  
D i e g o ,  C a l i f o r n i a ) .  
 
P r o t a ,  G . ,  D ' I s c h i a ,  M .   N a p o l i t a n o ,  A .  ( 1 9 9 8 ) .  T h e  c h e m i s t r y  o f  m e l a n i n  
a n d  r e l a t e d  m e t a b o l i t e s  ( C h a p t e r  2 4 ) .  T h e  p i g m e n t a r y  s y s t e m .  O x f o r d  
U n i v .  P r e s s ,  p p .  3 0 7 - 3 3 2 .  
 
P u s p i t a ,  L . ,  C h u n g ,  S .  Y . ,  S h i m ,  J .  W .  ( 2 0 1 7 )  O x i d a t i v e  s t r e s s  a n d  c e l l u l a r  
p a t h o l o g i e s  i n  P a r k i n s o n ’ s  d i s e a s e .  M o l e c u l a r  B r a i n  1 0 ,  5 3  
 
R a g h a n t i ,  M . A . ,  E d l e r ,  M . K . ,  S t e p h e n s o n ,  A . R . ,  W i l s o n ,  L . J . ,  H o p k i n s ,  

W . D . ,  E l y ,  J . J .  E r w i n ,  J . M . ,  J a c o b s ,  B . ,  H o f ,  P . R . ,  S h e r w o o d ,  C . C .  ( 2 0 1 6 ) .  

H u m a n - s p e c i f i c  i n c r e a s e  i n  d o p a m i n e r g i c  i n n e r v a t i o n  i n  a  s t r i a t a l  

r e g i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  s p e e c h  a n d  l a n g u a g e :  a  c o m p a r a t i v e  a n a l y s i s  o f  

t h e  p r i m a t e  b a s a l  g a n g l i a .  J o u r n a l  o f  C o m p a r a t i v e  N e u r o l o g y  5 2 4 ,  2 1 1 7 -

2 1 2 9    

R a p p e ,  A .  K . ,  C a s e w i t s ,  C .  J . ,  C o l w e l l ,  K .  S . ,  G o d d a r d ,  W .  A .  I I I  S k i d d ,  W .  
M .  ( 1 9 9 2 )  U F F ,  a  f u l l  p e r i o d i c  t a b l e  f o r c e  f i e l d  f o r  m o l e c u l a r  m e c h a n i c s  
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a n d  m o l e c u l a r  d y n a m i c s  s i m u l a t i o n s .  J o u r n a l  o f  t h e  A m e r i c a n  C h e m i c a l  
S o c i e t y  1 4 ,  1 0 0 2 4 - 1 0 0 3 9  
 
R e y n o l d s ,  J .  A . ,  T a n f o r d ,  C .  ( 1 9 7 0 ) .  B i n d i n g  o f  d o d e c y l  s u l f a t e  t o  
p r o t e i n s  a t  h i g h  b i n d i n g  r a t i o s .  P o s s i b l e  i m p l i c a t i o n s  f o r  t h e  s t a t e  o f  
p r o t e i n s  i n  b i o l o g i c a l  m e m b r a n e s .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  
o f  S c i e n c e s  o f  t h e  U n i t e d  S t a t e s  o f  A m e r i c a  6 6 ,  1 0 0 2 – 1 0 0 7 .  
h t t p s : / / d o i . o r g / 1 0 . 1 0 7 3 / p n a s . 6 6 . 3 . 1 0 0 2  
 
R i l e y ,  P . A .  ( 1 9 9 2 )  M a t e r i a  m e l a n i c a :  F u r t h e r  D a r k  T h o u g h t s .  P i g m e n t  
C e l l  R e s e a r c h  5 ,  1 0 1 - 1 0 6  
 
R i z o ,  J .  ( 2 0 1 8 )  M e c h a n i s m  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r  r e l e a s e  c o m i n g  i n t o  
f o c u s .  P r o t e i n  S c i e n c e  2 7 ,  1 3 6 4 - 1 3 9 1  
 
R o b e r t s ,  S . G . E .  ( 2 0 0 0 )  M e c h a n i s m s  o f  a c t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n  a c t i v a t i o n  
a n d  r e p r e s s i o n  d o m a i n s .  C e l l u l a r  a n d  M o l e c u l a r  L i f e  S c i e n c e s ,  5 7 ,  1 1 4 9 –
1 1 6 0  

R o h s ,  R . ,  W e s t ,  S .  M .  S o s i n s k y ,  A . ,  L i u ,  P . ,  M a n n ,  R . S . ,  H o n i g ,  B .  ( 2 0 0 9 ) .  
T h e  r o l e  o f  D N A  s h a p e  i n  p r o t e i n – D N A  r e c o g n i t i o n .  N a t u r e  4 6 1 ,  1 2 4 8 -
1 2 5 3  
 
R u i z ,  A .  A l t a b a ,  I . ,  P r e z i o s o ,  V . R . ,  D a r n e l l ,  J . E . ,  J e s s e l l ,  T . M .  ( 1 9 9 3 )  
S e q u e n t i a l  e x p r e s s i o n  o f  h n f - 3  b e t a  a n d  h n f - 3  a l p h a  b y  e m b r y o n i c  
o r g a n i z i n g  c e n t e r s :  t h e  d o r s a l  l i p / n o d e ,  n o t o c h o r d  a n d  f l o o r  p l a t e .  
M e c h a n i s m s  o f  D e v e l o p m e n t  4 4 ,  9 1 –  1 0 8  
 
S a k a g u c h i ,  S . ,  M i y a r a ,  M . ,  C o s t a n t i n o ,  C .  M .  a n d  H a f l e r ,  D .  A .  ( 2 0 1 0 )  
F O X P 3  +  r e g u l a t o r y  T  c e l l s  i n  t h e  h u m a n  i m m u n e  s y s t e m .  N a t u r e  
R e v i e w s  I m m u n o l o g y  

S a s a k i ,  H . ,  H o g a n ,  B . L .  ( 1 9 9 3 )  D i f f e r e n t i a l  e x p r e s s i o n  o f  m u l t i p l e  f o r k  
h e a d  r e l a t e d  g e n e s  d u r i n g  g a s t r u l a t i o n  a n d  a x i a l  p a t t e r n  f o r m a t i o n  i n  t h e  
m o u s e  e m b r y o .  D e v e l o p m e n t  1 1 8 ,  4 7 – 5 9  

S a s t r y ,  G . M . ,  A d z h i g i r e y ,  M . ,  D a y ,  T . ,  A n n a b h i m o j u ,  R . ,  S h e r m a n ,  W . ,  

( 2 0 1 3 )  P r o t e i n  a n d  l i g a n d  p r e p a r a t i o n :  P a r a m e t e r s ,  p r o t o c o l s ,  a n d  

i n f l u e n c e  o n  v i r t u a l  s c r e e n i n g  e n r i c h m e n t s .  J o u r n a l  o f  C o m p u t e r - A i d e d  

M o l e c u l a r  D e s i g n  2 7 ,  2 2 1 - 2 3 4  

S c h u l s t e r ,  M . ,  B e r n i e ,  A .  M . ,  R a m a s a m y ,  R .  ( 2 0 1 6 ) .  T h e  r o l e  o f  e s t r a d i o l  
i n  m a l e  r e p r o d u c t i v e  f u n c t i o n .  A s i a n  J o u r n a l  o f  A n d r o l o g y ,  1 8 ,  4 3 5 – 4 4 0 .   
S e e m a n ,  M . V .  ( 1 9 9 6 )  T h e  r o l e  o f  e s t r o g e n  i n  s c h i z o p h r e n i a .  J o u r n a l  o f  
P s y c h i a t r y  a n d  N e u r o s c i e n c e  2 1 ,  1 2 3 - 7  
 
S h a r r o c k s ,  A . D .  ( 2 0 0 1 )  T h e  E T S - d o m a i n  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  f a m i l y .  
N a t u r e  r e v i e w s .  M o l e c u l a r  c e l l  b i o l o g y ,  2 ,  8 2 7 – 8 3 7 .  

S h e n ,  W . ,  S c e a r c e ,  L . M . ,  B r e s t e l l i ,  J . E . ,  S u n d ,  N . J . ,  K a e s t n e r ,  K . H .  ( 2 0 0 1 )  
F o x a 3  ( h e p a t o c y t e  n u c l e a r  f a c t o r  3 g a m m a )  i s  r e q u i r e d  f o r  t h e  r e g u l a t i o n  
o f  h e p a t i c  g l u t 2  e x p r e s s i o n  a n d  m a i n t e n a n c e  o f  g l u c o s e  h o m e o s t a s i s  
d u r i n g  a  p r o l o n g e d  f a s t .  J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 7 6 ,  4 2 8 1 2 -
4 2 8 1 7  
 
S h i h ,  D . Q . ,  N a v a s ,  M . A . ,  K u w a j i m a ,  S . ,  D u n c a n ,  S . A .  S t o f f e l ,  M .  ( 1 9 9 9 )  
I m p a i r e d  g l u c o s e  h o m e o s t a s i s  a n d  n e o n a t a l  m o r t a l i t y  i n  h e p a t o c y t e  
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n u c l e a r  f a c t o r  3 a p h a - d e f i c i e n t  m i c e .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  
o f  S c i e n c e s  9 6 ,  1 0 1 5 2 - 1 9 1 5 7  
 
S h u ,  W . ,  C h o ,  J . Y . ,  J i a n g ,  Y . ,   W e i s z ,  D . ,  E l d e r ,  G . A . ,  S c h m e i d l e r ,  J . ,  D e  
G a s p e r i ,  R . ,  S o s a ,  M . A . ,  R a b i d o u ,  D . ,  S a n t u c c i ,  A . C . ,  P e r i ,  D . ,  M o r r i s e y ,  E . ,   
B u x b a u m ,  J . D .  ( 2 0 0 5 )  A l t e r e d  u l t r a s o n i c  v o c a l i z a t i o n  i n  m i c e  w i t h  a  
d i s r u p t i o n  i n  F O X P 2  g e n e .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  
U S A  1 0 2 ,  9 6 4 3 - 9 6 4 8  
 
S i m o n ,  I . ,  B a r n e t t ,  J . ,  H a n n e t t ,  N . ,  H a r b i s o n ,  C .  T . ,  R i n a l d ,  N .  J . ,  V o l k e r t ,  
T .  L . ,  W y r i c k ,  J .  J . ,  Z e i t l i n g e r ,  J . ,  G i f f o r d ,  D .  K . ,  J a a k k o l a ,  T .  S . ,  Y o u n g ,  R .  
A .  ( 2 0 0 1 )  S e r i a l  r e g u l a t i o n  o f  t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t o r s  i n  t h e  y e a s t  
c e l l  c y c l e .  C e l l  1 0 6 ,  6 9 7 – 7 0 8  
 
S m i t h ,  C . L . ,  O  M a l l e y ,  B . W  ( 2 0 0 4 )  C o r e g u l a t o r  f u n c t i o n :  a  k e y  t o  
u n d e r s t a n d i n g  t i s s u e  s p e c i f i c i t y  o f  s e l e c t i v e  r e c e p t o r  m o d u l a t o r s .  
E n d o c r i n o l o g y  R e v i e w s   2 5 ,  4 5 - 7 1  
 
S o l a n o ,  F . ,  H e a r i n g ,  V .  J . ,  G a r c í a - B o r r ó n ,  J .  C .  ( 1 9 9 9 ) .  N e u r o t o x i c i t y  d u e  
t o  o - Q u i n o n e s :  N e u r o m e l a n i n  f o r m a t i o n  a n d  p o s s i b l e  m e c h a n i s m s  f o r  o -
Q u i n o n e  d e t o x i f i c a t i o n .  N e u r o t o x i c i t y  R e s e a r c h  1 ,  1 5 3 – 1 6 9 .  
d o i : 1 0 . 1 0 0 7 / b f 0 3 0 3 3 2 8 7  
 

S o l l i s  E . ,  G r a h a m  S . A . ,  V i n o  A . ,  F r o e h l i c h  H . ,  V r e e b u r g  M . , D i m i t r o p o u l o u  

D . ,  G i l i s s e n  C . ,  P f u n d t  R . ,  R a p p o l d  G . A . ,  B r u n n e r  H . G . ,  D e r i z i o t i s  

P . ,  F i s h e r  S . E .  ( 2 0 1 6 )  I d e n t i f i c a t i o n  a n d  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  
d e  n o v o  F O X P 1  v a r i a n t s  p r o v i d e s  n o v e l  i n s i g h t s  i n t o  t h e  e t i o l o g y  o f  
n e u r o d e v e l o p m e n t a l  d i s o r d e r . H u m a n  M o l e c u l a r  G e n e t i c s  2 5 ,  5 4 6 - 5 5 7  
 
S p a n i e l ,  F .  J .  H o r a c e k ,  J .  T i n t e r a ,  I .  I b r a h i m ,  T .  N o v a k ,  J .  C e r m a k ,  M .  
K l i r o v a ,  C .  H o s c h l  ( 2 0 1 1 ) .  G e n e t i c  v a r i a t i o n  i n  F O X P 2  a l t e r s  g r e y  m a t t e r  
c o n c e n t r a t i o n s  i n  s c h i z o p h r e n i a  p a t i e n t s .  N e u r o s c i e n c e  L e t t e r s  4 9 3 ,  1 3 1 -
1 3 5  
 
S p i t e r i ,  E . ,  K o n o p k a ,  G . ,  C o p p o l a ,  G .  ( 2 0 0 7 )  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  
t r a n s c r i p t i o n a l  t a r g e t s  o f  F O X P 2 ,  a  g e n e  l i n k e d  t o  s p e e c h  a n d  l a n g u a g e ,  
i n  d e v e l o p i n g  h u m a n  b r a i n .  A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  H u m a n  G e n e t i c s  8 1 ,  
1 1 4 4 - 1 1 5 7   
 
S p i t e r i ,  E . ,  K o n o p k a ,  G . ,  C o p p o l a ,  G . ,  B o m a r ,  J . ,  O l d h a m ,  M . ,  O u ,  J . ,  V e r n e s ,  
S . C . ,  F i s h e r ,  S . E . ,  R e n ,  B . ,  G e s c h w i n d ,  D . H .  ( 2 0 0 7 ) .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  
t r a n s c r i p t i o n a l  t a r g e t s  o f  F O X P 2 ,  a  g e n e  l i n k e d  t o  s p e e c h  a n d  l a n g u a g e ,  
i n  d e v e l o p i n g  h u m a n  b r a i n .  A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  H u m a n  G e n e t i c s  8 ,  
1 1 1 4 4 – 1 1 5 7  
 
S p i t z ,  F . ,  F u r l o n g ,  E . E .  ( 2 0 1 2 )  T r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s :  f r o m  e n h a n c e r  
b i n d i n g  t o  d e v e l o p m e n t a l  c o n t r o l .  N a t u r e  R e v i e w   G e n e t i c s 1 3 ,  6 1 3 - 2 6  
 
S t r o u d ,  J . C . ,  W u ,  Y . ,  B a t e s ,  D . L . ,  H a n ,  A . ,  N o w i c k ,  K . ,  P a a b o ,  S . ,  T o n g ,  H . ,  
C h e n ,  L .  ( 2 0 0 6 )  S t r u c t u r e  o f  t h e  f o r k h e a d  d o m a i n  o f  F O X P 2  b o u n d  t o  D N A .  
S t r u c t u r e  1 4 ,  1 5 9 - 1 6 6  
 
S v a s t i ,  J . ,  P a n i j p a n ,  B .  ( 1 9 7 7 ) .  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  A  
s i m p l e  e x p l a n a t i o n  o f  w h y  i t  w o r k s .  J o u r n a l  o f  C h e m i c a l  E d u c a t i o n  5 4 ,  
5 6 0 .  d o i : 1 0 . 1 0 2 1 / e d 0 5 4 p 5 6 0   
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T a k a h a s h i ,  H . ,  T a k a h a s h i ,  K . ,  L i u ,  F . C .  ( 2 0 0 9 )  F O X P  g e n e s ,  n e u r a l  
d e v e l o p m e n t ,  s p e e c h  a n d  l a n g u a g e  d i s o r d e r s .  M a d a m e  C u r i e  B i o s c i e n c e  
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T e i c h m a n n ,  M . ,  D u m a y - O d e l o t ,  H .  F r i b o u r g ,  S .  ( 2 0 1 2 )  S t r u c t u r a l  a n d  
f u n c t i o n a l  a s p e c t s  o f  w i n g e d - h e l i x  d o m a i n s  a t  t h e  c o r e  o f  t r a n s c r i p t i o n  
i n i t i a t i o n  c o m p l e x e s ,  T r a n s c r i p t i o n  3 ,  2 - 7 ,  d o i :  1 0 . 4 1 6 1 / t r n s . 3 . 1 . 1 8 9 1 7  
 
T e r a m i t s u  I . ,  K u d o ,  L . C . ,  L o n d o n ,  S . E . ,  G e s c h w i n d ,  D . H . ,  W h i t e ,  S . A .  ( 2 0 0 4 )  
P a r a l l e l  F o x P 1  a n d  F o x P 2  e x p r e s s i o n  i n  s o n g b i r d  a n d  h u m a n  b r a i n  
p r e d i c t s  f u n c t i o n a l  i n t e r a c t i o n .  J o u r n a l  o f  N e u r o s c i e n c e  2 4 ,  3 1 5 2 – 3 1 6 3  
 
T e u f e l ,  A . ,  W o n g ,  E . A . ,  M u k h o p a d h y a y ,  M . ,  M a l i k ,  N . ,  W e s t p h a l ,  H .  ( 2 0 0 3 )  
F o x P 4 ,  a  n o v e l  f o r k h e a d  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r .  B i o c h i m i c a  B i o p h y s i c a  
A c t a .  1 6 2 7 ,  4 7 – 5 2  
 
T o l o s a ,  A . ,  J .  S a n j u a n ,  A .  M .  D a g n a l l ,  M .  D .  M o l t o ,  N .  H e r r e r o ,  d e  F r u t o s ,  
R .  ( 2 0 1 0 ) .  F O X P 2  g e n e  a n d  l a n g u a g e  i m p a i r m e n t  i n  s c h i z o p h r e n i a :  
a s s o c i a t i o n  a n d  e p i g e n e t i c  s t u d i e s .  B M C  M e d i c a l  G e n e t i c s  1 1 ,  1 1 4  
 
 
T r o t t ,  O . ,  O l s o n ,  A . J .  ( 2 0 0 9 )  A u t o D o c k  V i n a :  I m p r o v i n g  t h e  s p e e d  a n d  
a c c u r a c y  o f  d o c k i n g  w i t h  a  n e w  s c o r i n g  f u n c t i o n ,  e f f i c i e n t  o p t i m i z a t i o n ,  
a n d  m u l t i t h r e a d i n g .  J o u r n a l  o f  C o m p u t a t i o n a l  C h e m i s t r y  3 1 ,  4 5 5 - 4 6 1  
 

T s e ,  D . C . ,  M c C r e e r y ,  R . L . ,  A d a m s ,  R . N .  ( 1 9 7 6 )  P o t e n t i a l  o x i d a t i v e  

p a t h w a y s  o f  b r a i n  c a t e c h o l a m i n e s .  J o u r n a l  o f  M e d i c i n a l  C h e m i s t r y  

1 9 ,  3 7 - 4 0  
 

U t t l e y ,  J .  ( 2 0 1 9 )  P o w e r  a n a l y s i s ,  s a m p l e  s i z e ,  a n d  a s s e s s m e n t  o f  
s t a t i s t i c a l  a s s u m p t i o n s — i m p r o v i n g  t h e  e v i d e n t i a l  v a l u e  o f  l i g h t i n g  

r e s e a r c h .  L E U K O S  1 5 : 2 - 3 ,  1 4 3 -

1 6 2 ,  D O I : 1 0 . 1 0 8 0 / 1 5 5 0 2 7 2 4 . 2 0 1 8 . 1 5 3 3 8 5 1  
 
U v a ,  V . ,  S f o n d r i n i ,  L . ,  T r i u l z i ,  T . ,  C a s a l i n i ,  P . ,  T a g l i a b u e ,  E . ,  B a l s a r i ,  A .  
( 2 0 1 5 )  F O X P 3  e x p r e s s i o n  i n  t u m o r  c e l l s  a n d  i t s  r o l e  i n  c a n c e r  
p r o g r e s s i o n .  A t l a s  o f  G e n e t i c s  C y t o g e n e t i c s  O n c o l o g y  a n d  H a e m a t o l o g y  
1 9 ,  2 3 4 – 9  
 
V a n  L a a r ,  V .  S . ,  M i s h i z e n ,  A .  J . ,  C a s c i o ,  M . ,  H a s t i n g s ,  T .  G .  ( 2 0 0 9 )  
P r o t e o m i c  i d e n t i f i c a t i o n  o f  d o p a m i n e - c o n j u g a t e d  p r o t e i n s  f r o m  i s o l a t e d  
r a t  b r a i n  m i t o c h o n d r i a  a n d  S H - S Y 5 Y  c e l l s .  N e u r o b i o l o g y  o f  D i s e a s e  3 4 ,  
4 8 7 − 5 0 0  
 
V a n  R h i j i n ,  J . R . ,  F i s h e r ,  S . E . ,  V e n e s ,  S . C . ,  N a d i f  K a s r i ,  N .  ( 2 0 1 8 )  F o x p 2  
l o s s  o f  f u n c t i o n  i n c r e a s e s  s t r i a t a l  d i r e c t  p a t h w a y  i n h i b i t i o n  v i a  
i n c r e a s e d  G A B A  r e l e a s e .  B r a i n  S t r u c t u r e  a n d  F u n c t i o n  2 2 3 ,  4 2 1 1 1 - 4 2 2 6 .  
d o i :  1 0 . 1 0 0 7 / s 0 0 4 2 9 - 0 1 8 - 1 7 4 6 - 6  
 
V e r n e s ,  S . ,  S p i t e r i ,  E . ,  N i c o d ,  J .  ( 2 0 0 7 )  H i g h t h r o u g h p u t  a n a l y s i s  o f  
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m u t a t e d  i n  s p e e c h  a n d  l a n g u a g e  d i s o r d e r s .  A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  H u m a n  
G e n e t i c s  8 1 ,  1 2 3 2 - 1 2 5 0   

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7023/
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W a l k e r ,  R . M . ,  H i l l ,  A . E . ,  N e w m a n ,  A . C . ,  H a m i l t o n ,  G . ,  T o r r a n c e ,  H . S . ,  
A n d e r s o n ,  S . M . ,  O g a w a ,  F . ,  D e r i z i o t i ,  P . ,  N i c o d ,  J . ,  V e r n e s ,  S . C . ,  F i s h e r ,  
S . E . ,  T h o m s o n ,  P . A . ,  P o r t e o u s ,  D . J . ,  E v a n s ,  K . L .  ( 2 0 1 2 )  T h e  D I S C 1  
p r o m o t o e r :  c h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  b y  F O X P 2 .  H u m a n  M o l e c u l a r  
G e n e t i c s  1 3 ,  2 8 6 2 - 2 8 7 2  
 
W a n g ,  B . ,  L i n ,  D . ,  L i ,  C . ,  T u c k e r ,  P .  ( 2 0 0 3 )  M u l t i p l e  d o m a i n s  d e f i n e  t h e  
e x p r e s s i o n  a n d  r e g u l a t o r y  p r o p e r t i e s  o f  F o x P 1  f o r k h e a d  t r a n s c r i p t i o n a l  
r e p r e s s o r s .  J o u r n a l  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 7 8 ,  2 4 2 5 9 - 2 4 2 6 8  
 

W a n g ,  H .  Y . ,  S u n ,  Y . ,  T a n g ,  B .  ( 2 0 0 2 )  S t u d y  o n  t h e  f l u o r e s c e n t  p r o p e r t y  

o f  d o p a m i n e  a n d  d e t e r m i n a t i o n  o f  d o p a m i n e  b y  f l u o r i m e t r y .  T a l a n t a  5 7 ,  

8 9 9 - 9 0 7  

 
W a n g ,  H . U . ,  S u n ,  Y . ,  T a n g ,  B .  ( 2 0 0 2 )  S t u d y  o n  f l u o r e s c e n c e  p r o p e r t y  o f  
d o p a m i n e  a n d  d e t e r m i n a t i o n  o f  d o p a m i n e  b y  f l u o r i m e t r y .  T a l a n t a ,  5 7 ,  
8 9 9 - 9 0 7  
 
W a n g ,  J . ,  L u ,  J . ,  G u ,  G . ,  a n d  L i u ,  Y .  ( 2 0 1 1 )  I n  v i t r o  D N A - b i n d i n g  p r o f i l e  
o f  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s :  m e t h o d s  a n d  n e w  i n s i g h t s .  J o u r n a l  o f  
E n d o c r i n o l o g y  2 1 0 ,  1 5 2 7  
 
W e b b ,  H . ,  S t e e b ,  O . ,  B l a n e ,  A . ,  R o t h e r h a m ,  L . ,  A r o n ,  S . ,  M a c h a n i c k ,  P . ,  D i r r ,  
H . ,  F a n u c c h i ,  S .  ( 2 0 1 7 )  T h e  F O X P 2  f o r k h e a d  d o m a i n  b i n d s  t o  a  v a r i e t y  o f  

D N A  s e q u e n c e s  w i t h  d i f f e r e n t  r a t e s  a n d  a f f i n i t i e s ,  T h e  J o u r n a l  o f  
B i o c h e m i s t r y  1 6 2 ,  4 5 - 5 4   
 
W e i g e l ,  D . ,  J a c k l e ,  H .  ( 1 9 9 0 )  T h e  f o r k h e a d  d o m a i n ,  a  n o v e l  D N A - b i n d i n g  
m o t i f  o f  e u k a r y o t i c  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s ?  C e l l  6 3 ,  4 4 5 - 4 5 6  
 
W e i g e l ,  D . ,  J u r g e n s ,  G . ,  K u t t n e r ,  F . ,  S e i f e r t ,  E . ,  J a c k l e ,  H .  ( 1 9 8 9 )  T h e  
h o m e o t i c  g e n e  f o r k h e a d  e n c o d e s  a  n u c l e a r  p r o t e i n  a n d  i s  e x p r e s s e d  i n  
t h e  t e r m i n a l  r e g i o n s  o f  t h e  D r o s o p h i l a  e m b r y o .  C e l l  5 7 ,  6 4 5 - 6 5 8  
 
W e t l a u f e r ,  D . B .  ( 1 9 6 2 )  U l t r a v i o l e t  s p e c t r a  o f  p r o t e i n s  a n d  a m i n o  a c i d s .  
A d v a n c e s  i n  P r o t e i n  C h e m i s t r y  1 7 .  3 0 3 - 3 9 1  
 
W h a l e n ,  R . E . ,  O l s e n ,  K . L  ( 1 9 8 1 ) .  R o l e  o f  a r o m a t i z a t i o n  i n  s e x u a l  
d i f f e r e n t i a t i o n :  e f f e c t s  o f  p r e n a t a l  A T D  t r e a t m e n t  a n d  n e o n a t a l  
c a s t r a t i o n .  H o r m o n e s  a n d  B e h a v i o r ,  1 0 7 - 2 2 .  
 
W i l c z o k ,  T . ,  S t e p i e n ,  K . ,  D z i e r z e g a - L e c z n a r ,  A . ,  Z a j d e l ,  A .  W i l z o k ,  A .  
( 1 9 9 8 )  M o d e l  n e u r o m e l a n i n  a s  a n t i o x i d a t i v e a g e n t s  d u r i n g  l i p i d  
p e r o x i d a t i o n .  I N A B I S ' 9 8  I n t e r n e t  W o r l d  C o n g r e s s ,  N e u r o s c i e n c e  
S e c t i o n .  
 
W i n g e n d e r ,  E . ,  S c h o e p s ,  T . ,  D o n i t z ,  J .  ( 2 0 1 3 )  T F C l a s s :  a n  e x p a n d a b l e  
h i e r a r c h i c a l  c l a s s i f i c a t i o n  o f  h u m a n  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s .  N u c l e i c  A c i d s  
R e s e a r c h  4 1 ,  1 6 5 – 7 0 .  
 
W u ,  Y . ,  B o r d e ,  M . ,  H e i s s m e y e r ,  V . ,  F e u e r e r ,  M . ,  L a p a n ,  A . D . ,  S t r o u d ,  J . C . ,  
B a t e s ,  D . L . ,  G u o ,  L . ,  H a n ,  A . ,  Z i e g l e r ,  S . F . ,  M a t h i a s ,  D . ,  B e n o i s t ,  C . ,  C h e n ,  
L . ,  R a o ,  A .  ( 2 0 0 6 ) .  F O X P 3  c o n t r o l s  r e g u l a t o r y  T  c e l l  f u n c t i o n  t h r o u g h  
c o o p e r a t i o n  w i t h  N F A T .  C e l l  1 2 6 ,  3 7 5 – 8 7  
 
Y i l m a z ,  A . ,  G r o t e w o l d ,  E .  ( 2 0 1 0 )  C o m p o n e n t s  a n d  m e c h a n i s m s  o f  
r e g u l a t i o n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n .  M e t h o d s  i n  M o l e c u l a r  B i o l o g y  6 7 4 ,  2 3 - 3 2  
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Y o u n g ,  C . L . ,  B r i t t o n ,  Z . T . ,  R o b i n s o n ,  A . S .  ( 2 0 1 2 )  R e c o m b i n a n t  p r o t e i n  
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6.  SUPPLEMENTARY INFORMATION  
 

 
F i g u r e  6 . 1 :  G r a p h  I l l u s t r a t i n g  t h e  R e l a t i o n s h i p  B e t w e e n  W a v e l e n g t h  
a n d  H i g h  T e n s i o n  V o l t a g e  C o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  O b t a i n e d  C D  
S p e c t r u m  f o r  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  ( f i g u r e  3 . 2  b )  

 
 

 
F i g u r e  6 . 2 :  G r a p h  I l l u s t r a t i n g  t h e  R e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  W a v e l e n g t h  
a n d  H i g h  T e n s i o n  V o l t a g e  C o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  O b t a i n e d  C D  
S p e c t r u m  f o r  C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  t h e  F O X P 2  F H D  i n  t h e  A b s e n c e  a n d  
P r e s e n c e  o f  D o p a m i n e  ( f i g u r e  3 . 4  ( A ) )  T h e  s p e c t r u m  c o r r e s p o n d i n g  t o  
t h e  a b s e n c e  o f  d o p a m i n e  i s  r e p r e s e n t e d  i n  b l u e ,  w h i l e  t h e  s p e c t r a  
o b t a i n e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  3 5  μ M  d o p a m i n e  a n d  1 0 0  μ M  d o p a m i n e  a r e  
i l l u s t r a t e d  i n  p u r p l e  a n d  g r e e n  r e s p e c t i v e l y  
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F i g u r e  6 . 3 . 1 :  L i g a n d  D i a g r a m s  g e n e r a t e d  b y  S c h röd i n g e r  i l l u s t r a t i n g  
t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  l i g a n d s .  P u r p l e  
a r r o w s  i n d i c a t e  p r e d i c t e d  H - b o n d s  ( A )  P r e d i c t e d  k e y  r e s i d u e s  a n d  
b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  
a n d  d o p a m i n e  ( B )  P r e d i c t e d  k e y  r e s i d u e s  a n d  b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  
( C )  P r e d i c t e d  k e y  r e s i d u e s  a n d  b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  ( D )  P r e d i c t e d  
k e y  r e s i d u e s  a n d  b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  
m o n o m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e c h r o m e .   
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F i g u r e  6 . 3 . 2 :  L i g a n d  D i a g r a m s  g e n e r a t e d  b y  S c h röd i n g e r  i l l u s t r a t i n g  
t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  l i g a n d s .  P u r p l e  
a r r o w s  i n d i c a t e  p r e d i c t e d  H - b o n d s  ( A )  P r e d i c t e d  k e y  r e s i d u e s  a n d  
b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  
d o p a m i n e  ( B )  P r e d i c t e d  k e y  r e s i d u e s  a n d  b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - d i h y d r o x y i n d o l e  ( C )  
P r e d i c t e d  k e y  r e s i d u e s  a n d  b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n t e r a c t i o n  
b e t w e e n  d i m e r i c  F O X P 2  F H D  a n d  5 , 6 - i n d o l e q u i n o n e  ( D )  P r e d i c t e d  k e y  
r e s i d u e s  a n d  b o n d s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  d i m e r i c  
F O X P 2  F H D  a n d  d o p a m i n e c h r o m e .  
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