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1 Introduction  

1.1 Background on Protein-Protein Interactions 
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1.2 Protein-Protein Interactions Must be Stronger t han Protein-
Solvent Interactions for Affinity 
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1.3 Hotspots 
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1.4 The Interaction Between MBP and the Synthetic A nkyrin 
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1.5 Computational Design of Protein-Protein Interac tions 
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1.6 High-Throughput Protein Engineering for the Ana lysis of 
PPIs 
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2 Thermodynamic Analysis of Ligand-Induced Changes 
in Protein Thermal Unfolding Applied to High-
Throughput Determination of Ligand Affinities with 
Extrinsic Fluorescent Dyes 
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2.1 Thermodynamic Analysis of Thermal Shift Data 
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2.2 Ligand-induced Shifts of Protein Stability 
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2.3 Heat Capacity of Unfolding 

 ��	�������
�&��-��-�������������
�����
�	���&� �- ./� i j�( � j�k 5������$������������

��������	��8���������������������������$������
��
�� � � ���	�
����$���
��
���-��

�
�����
�	���� �( � �LF1&�FG�G2M&��-��-�����-�������
�����������������	����������
�� ����


������	�����������������������
��������5������		���
���
��
	������ ���-���������������: � � �

$�����;�����-��-�
����$���
���
�� �( � ������	�&������	����	���������������������-��������

�-��
����$�	����-�����
�����
�	���&� � )�l ( � 5��*���
���	����-��������-���������	�-����
�

����������
���-��	�������	�������������-����
��������	�������	&� � )�l ( � ���������
�����
��

�������-�����-�����	������������������=���	�!�: �( � ;��
��������-�����-�����	����������

��������=����	�!R��: � ( �>
P ;5��(-��	������������������ �( � ���	� � ( �>

P �����-�����-�����
��

���	����: �( � ;5�������	����	�����-����
����-�������-��$�����
�� � )�l ( � ���
�
���
�������
�

�-��������
��
����
������
��	���������	�:����05E;5�

�

��������	!��B���������������
��
��/ � � �#���������������������������$�������� ���	�	�&6�
�
��������"	��%���
�������������������#
��
��
�������
.����������� ������
��#�����������$�

���������.�/ � � .���
�
���
�����
�������
���
���6��.�������������������������������
��
���������������
�����/ � � � �� / � � � �  � / � � ���  � � ! ��� � � "	��2���������
��������������������/ � � �

��������
���
����� �����������".�����/ � � � �
�����������������
����� �
����������������".�
/ � � � � ��
����������".�����/ � � � � � ��
����������"	 �



�

0D�

�
���.������&��-��������������	����	�����
�� � )�l ( � ����������
�����
���������

���-�����
��� �- ./� ��
���-����
���
�����:=��
�!;��
�����������-���
��� � P- ./� ���
���-�������	�

�
��	��
���:=���
�!R�;&����	�������	�����

� )�l ( � M� � / �O�DUVVN� ��

0
�>T

� T � �P�YZ[[
3 *�( �

) � �- ./� 	 � � � � �>
f.) 
 , ��

� � 0
�P�YZ[[

� T ��P� YZ[[
3M� ( �

)
>

P � � P- ./� 	� � � � �>
f.) 
 N�� � � � 050<�

*-���� � ( �
)

>
P �������
��
����.���������.�����
��-�����-�����
�����
�	����
 ���-��

�����	��
��	��
����8����
����	����"��
��-�� � �>
f.) �:�������5�05E;5��(-�����-�����
�����	����

����

�( �
) � �( �

) � � ( �
)

>
P � � � � � � � � � 050F�

��	��-��-�������������
�����	�����

�- ./� � �- ./� � � P- ./� �� � � � � � � � 050G�

�����������&��-��	����	�����
�� � P( � �
��� � � ��
�����������
�������	��
���������
������

�����
�����������-���
��� � - ./�>
P 5�����������$���� � - ./�>

P ����������������	���
���-����6��
���-��

��
�����LG0M����������������	��-��� � - ./� a �- ./�>
P 5�

2.4 Monitoring protein folding with Sypro Orange 

'���
�)������:');�: #$;�������������
�����������
�����
��������	����LGDM��-�������

-��-����������$���
��-������$��
�����5��')����
����������� ����
������������:79�;��8-������

���
����
�$�����������&����
��������������������	����	��� ��:����05B;&���	���������������-��

���������
��	�������	���
����5�



�

0C�

�

��������	=�����
���������������
�������������� ;=!�!>*���"�
���*�3�($� �
�B���������
����
����
������	� C���"��
������
��
��������
�������������� ���,*+�	�� D����"�
%����������������������
���
���������������
���������������
������
�.�� 
��������6�
����
�� ����������#����%����:A%?�������".������������6�A5(B.��
���� �����6�A5�.�
��������
���������6��
����������3�
������������$��������3� �*	*
=E%"���
#� ��
��
�
������
�.�
�����������	 �

������������
������-������	���������
���
���
��	����')&��-
�� ��������������-�����
���-��

�		���
��
�������	�
��	��������������-
�������������05<5�

�

��������	&��:3�������������������������
��5<8� ��� "������
�����
��������������
������������ ������ "�����������
��������
���
����� �
��������".�����������������
��
������� *	,��5�����
��6��
���������".�
������������� 
	;�5�����6������������" 	��?���
���������������������������������
���*�3�($��
�B�����	 �



�

0E�

�

��������	>��D�����������$�
����������������
������
���������� ���
������
���
����#����
(B� � "��
�#��������������
�������� ��������
#������������������
��������� �����
������������������
��
	,+�1���"	� � "�������������$�
��������������
������
�������
�����������������0����
��������3��������
�����������������$� "� 	�������?".��

�������0�
�
#�� �����".���������.��������

���	��@
����������������$�
�������# 
���������
���
�������������������������
��������������$	� � "�������������$����������
�����������
��
����
�	��%����$����������������
���������������#������������
�������������� #����
�
�������.����#������
�����������

�������0��
�����������������
����3� ����
���
��������� �����"	�@
����������������
���$�
�����
��������������� ��$.��
���������#����
�������������������������������������
���$�����
��������	 �



�

0B�

(-���
�����������
������������8-����������
�
����	&��
��� �����	�����������79�����-�

������������:����05F�;5��(-���	������������������-��������������� ��	������������
���
�����

���������
��LB0M���	�����$�����������������
��
��')����-��- ��	�������	���
�����LB2M5��7
��

A �&�������	��-����-�����
�	������������
�����.�������$��� �����:����05F ;���	��-����������

��$�����������������������	������������������-�����-�����
�	� 	����������-��-����
������	�

����-��������	
�����	���
������
�����������
������
��:�� ��05F�;5��(-���
��������

������������	����	���������-�������������
���
���-��������� �������
������-����
���

�����������������������������������
������
��	����-
�
�-�� ���&��
������������-��-��

������������	����	�����
��')����
�������������
��	������� ����
�$�����:���5�05B;5�����

�����������������������&�-
��$��&�����$�����������������
��� �
��������
��	���"��

������������
��������
����
��-���
�����������
������������ �����5��9$����
&���������
���
��

��$����������������
�������������
��-������
���-��	�����	&����� ������
���
�����
�����&��-��

�-�������������	
�����	���
������
�����������������
����$ �	����')��
���
��	���
�����

������-���������������$���������
��������
����
��	����-
�
� -�������-�������-�$�������

����������	����$�
����5�

*�������-����
�����������
��������������-����
�������&����� ��������	���$�	��������

�8�
�������5��(-�������
��-��������	�
���-�����������-����-������� ���
���������
�������

�.�����������-�
��-��-���
�����������
������������������ �5��������������$������
��-����

�
���
���-��	��������-���
�����������
������
�����������-������ ����������
������.����������

����-�������$���	�������������5��(-�������
��-����������� �����
� �������������������
��



�

0<�

�
�������$����5��(-���-
����
��������������������-���8������	 �� � $�������	���������
	����

��������������
�5��(-���
�������-
����
�������������������	� ���	����
���-����$�����������
��

�-��������5�

����-������	�������$
���-���
���������8�
������������������ �������-���8�����������

	���������:���5�05G;���	�	����
��-���
��������������������	����	 �����
��	���79�����

�
�$����:���5�05B;5�(
������6����
�����	���������
��
��A �&�'=&��� 	�
 ���
���
��	����-�

')&������������8�
��������������
�&� m!"n &��
�	���������-���
���������
�����������
��

���������: � � ;���	����
������&� o&��
�	���������-��������������
�����������: � 
 ;5��(-��

���
����������������
����
�������	���������
���
���
��	���� -�')�����-���:��
���.����
��

052;��

�	�
 � o�	�
 � m! "n 	� � �	�

 � � � � � � � 05D1�

����������.����
���0521���	�0522��

�C

� 
� #o *

"�H �
+

I J , �	�
	� � �	�

 ' � #m!"n 	� � �	�

 *
"�H �

+

I J �	�
 � p, ' � � 05D2�

9.����
��05D2�:���-��.����
���05G���	�0522;�������������
���$�����	 ���$���$��	����

:����-���������8�
���	�	����������
�����
(���
�����������;�� 
�
������ �( �
) &���	� � � �:����

����
�����������������
���
���	�����;5��
�����������$������ ��
��8�����������	����������$���

����������05G5��=
����-������-��-�$������
�� p&�� � �	�$��������
���-����������$�����
���-��

	���$���$����
��-���������
���-���
���������-��������
�� � � �:����05G�;5�



�

0F�

�

��������	'��:3�
������������������
����������������#�������������� ?.<"�����
�3����������� �.A"��������������	�� � "�(�������
��� ������
���	,*"�
����������������
 � � ),�,�-.� � )
.� � )*.� #)*	*
="�������������������������
��/ � � � 
**�0���1�
��.�
��������6��**�
0���1�
�.������������6�!*�0���1�
�.��
���������"	� � "�2������������������������� ������
��
�	,
"�#��������������������������?	� � "�:3�������������������������
��5<8� 
����
�������"������
�������
���	,
� �
��������6� � � )!
+�.�/ � � �)

=�0���1�
�.� #)*	*;
"	�� � "�
:3�������������������������
��(@� 
�����������"	������
�������
���	,
� �
��������6�
� � )!;+�.�/ � � �)'!�0���1�
�.� #)*	
*,"	��A����#����
������������*�3�(B	��@
����������������
#���������������������������������������$��
���������������� � � ������������
���
������
��������
���
���	 �



�

0G�

2.5 Rate of Temperature Change 
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2.6 SO Concentration Effects 
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2.7 Experimental Case Studies: Maltose Binding Prot ein and 
Staphylococcal Nuclease 
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2.9 Materials and Methods 

2.9.1 Protein Purifications 
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2.9.2 Protein Sequences for SO Ligand Studies 
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2.9.3 Derivation of the Stoichiometric Binding Free  Energy Equation 
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2.9.4 Monitoring of Protein Unfolding and Ligand Bi nding with Sypro 
Orange 
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3 Quantitation of Protein-Protein Interactions by 
Thermal Stability Shift Analysis 
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3.1 The Temperature Dependence of K d 
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3.2 Ligand-Induced Shifts in Stability for Protein- Protein 
Interactions 
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3.3 Determination of T m Values 
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3.4 Determination of PPI Affinities 
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3.5 Experimental Case Study: Maltose Binding Protei n and a 
Synthetic Ankyrin Repeat Protein 
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3.6 Sypro Orange Concentration-Dependent Effects 
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3.7 Discussion 
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3.8 Materials and Methods 

3.8.1 Genetic Constructs 
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GCAGTGAATTCCGGTCACGCTTGGGACTGCCATAGGCTGGCCCGGTGATGCCGGCCACGATGCGTCCGGCG

TAGAGGATCGAGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCT

AGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACC 
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TGAAAGGGCGATATCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAA

GCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAG

GGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGAGCGACTCCCACGGCACGTTGGCAAGCTCGAAGCTTTC

AGC 
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ATGAAACATCATCATCATCATCACGGTGGCAACGATTTAGGTCGGAAATTATTAGAAGCCGCGCGTGCAGGTCAGGACGATGAAGTACG
TATTCTCATGGCCAATGGTGCAGATGTCAATGCCGCGGACAACACAGGGACCACCCCGCTGCACCTGGCAGCTTACTCAGGTCATCTGG
AAATCGTTGAAGTGCTTCTCAAACATGGTGCCGATGTAGACGCCAGTGACGTATTTGGCTATACGCCATTGCACTTAGCGGCCTATTGG
GGCCATTTAGAGATTGTGGAAGTGTTACTCAAAAACGGTGCCGATGTGAACGCGATGGATAGTGACGGCATGACGCCACTGCATTTAGC
GGCAAAGTGGGGTTACCTGGAAATCGTAGAAGTGCTCCTGAAACACGGTGCGGATGTAAACGCACAGGATAAATTTGGCAAGACCGCAT
TTGACATTTCTATTGATAACGGCAACGAAGATCTGGCAGAAATTCTGCAAAAATTGAATGGTGGTAGTGATTATAAAGATGATGATGAT
AAATAA 
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ATGAAACATCATCATCATCATCACGGGGGTAATAAAACTGAAGAAGGTAAACTGGTAATATGGATAAATGGTGATAAAGGTTATAATGG
ACTAGCAGAAGTAGGTAAAAAATTCGAGAAGGACACCGGCATCAAAGTGACCGTAGAACATCCGGACAAACTGGAGGAGAAATTCCCAC
AAGTAGCAGCAACTGGCGACGGTCCTGACATCATATTCTGGGCACATGATCGCTTCGGCGGATACGCACAATCTGGCTTACTGGCAGAA
ATTACCCCGGACAAAGCCTTCCAGGATAAACTGTACCCGTTCACATGGGACGCAGTGAGATACAACGGCAAACTGATCGCCTATCCAAT
CGCAGTTGAAGCGCTGTCCCTGATCTACAACAAAGACCTGCTGCCTAATCCGCCGAAAACGTGGGAAGAAATTCCGGCCCTGGATAAAG
AGCTGAAAGCGAAAGGCAAATCCGCGCTGATGTTCAACCTTCAGGAACCGTACTTCACGTGGCCACTTATTGCAGCAGATGGCGGATAC
GCATTCAAGTACGAGAACGGCAAGTACGACATCAAAGACGTCGGAGTAGACAACGCAGGTGCAAAAGCTGGCTTAACCTTCCTGGTGGA
CCTGATCAAAAACAAGCACATGAACGCCGATACCGATTACAGCATCGCAGAAGCCGCATTCAACAAAGGCGAAACCGCCATGACCATTA
ATGGACCATGGGCCTGGAGCAACATAGACACCAGCAAAGTCAACTATGGCGTAACCGTACTGCCAACCTTCAAAGGCCAACCGAGCAAA
CCATTCGTAGGCGTACTGTCAGCAGGTATTAACGCAGCAAGCCCGAACAAAGAACTGGCCAAAGAGTTCCTCGAGAACTACCTGCTTAC
AGATGAAGGCCTTGAAGCCGTGAACAAAGATAAACCGCTGGGTGCAGTAGCGCTGAAATCCTACGAAGAAGAACTGGCGAAAGATCCGC
GTATTGCAGCAACCATGGAAAACGCGCAGAAAGGCGAAATCATGCCGAACATTCCACAGATGTCCGCATTCTGGTACGCAGTTCGCACC
GCCGTTATTAATGCAGCATCAGGTCGCCAGACAGTAGATGAAGCCCTGAAAGATGCACAGACTGGTAGTGGTGGTACACCAGGAAGACC
AGCAGCAAAACTGAACGGTGGCTCTTATCCATACGATGTACCTGATTATGCATAA 
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3.8.2 96-Well Protein Purification from Autoinducin g Cultures 
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4 A Completely in-vitro  ELISA Assay for Protein-Protein 
Interactions 
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4.2 Detection of Transient Interactions 
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4.3 A Mathematical Model of Binding And Stoichiomet ry 
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4.4 Experimental Case Study: Maltose Binding Protei n and a 
Synthetic Ankyrin Repeat Protein 
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4.4.1 Assay Optimization for Wild-Type MBP and Off7 
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4.4.2 Alanine Scan of the Off7/MBP Interface
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Alanine Scan of the Off7/MBP Interface  
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4.5 Discussion 
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4.6 Materials and Methods 

4.6.1 Genetic Constructs 
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4.6.2 Assay Protocol 
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5 Analysis of a Small, High-Affinity Synthetic Inte rface 

��
�������
��������������
�����������������
���������
�
 ��������������LC&�EM5��

'���������&�������������	���
���
����������������-����������
 ������	�����-�������������

�-����
$�����
�����
��
����������&�-��-������������������� �
���������������������
���L2D�

01&�00&�0D&�0G&�D2&�20C�20<M5��������������
�
�����������������
��&����� ����������
�������
�����

�����������:����;����������
��-�	�
�-
���&�������
������ &���	�-�	�
�����
�	����

�
��������
���LCF�E2M5���������������������
�����������-�������� �������
������	�������-��-���

�
����6�	�����������-��������������������������������������� 
�-����
���
����������&��-������

�-�������������	����
����	�����-����������	
��
��L2D&�00M5��(-� ��
�����6���
��
�����

�������������
�3-
���
��4����	�����������
���-�����
	����
 ����
��������������&��-��-����

	���������	��-�
��-
����-���������������-��-������������� �	���������
��������������������

	��������
�����LE0M5��9��
	����
��������������������-
���
��� -������������
�����
������

�
���.������5��7����&����������������������-�$��-��-�������� ��L0F&�0GM5��'��
�	&�����������

���������
���
������
��������-���������&�	������������������� �	��
����	��
��-���������������

����
�����	�������$
�$�����
��
��-
���
��L2<&�2F&�00M5��(-��	&���- ����
����-���	�������

��������	��
����	����-
���
���L22M5��#�	������	����
���-������� ����������-������	��
��-��

�
�����
��
��-
���
�������-����
�������������
�����	����
 ��
������&�������������
������������

�����������&�	������
���
$��������������LGM�
���-��	���
$ ����
���-������������-���	�������

�����L22&�20M5�



�

G2�

!��������-�����
�������
��-
���
����������&��-��������������� �
���������	����

	5��

�
���
��&����	�����	��8�����������������
���
���������� �
��������������L2D&�00M&����	��
�

����
��	��������
���
���-��������������
���-��-���������� �8���	�	&����������-�	��
����

�������
������
����	��L0DM&���	�����-��-����
����$�	���������- 
�
�
�����L0C�0BM5��

�
���
������	�������������������
����������������-��-����$� ��������������
����$���$��

����������
����������	�����������L0<M5�����������������-�$���� �������-
���
����-��-�����

�������	����
�����������������	����	����	
�����&����-���� -��-�����	�������������

�

������$����L20FM5��(-����

������$���&���	���	����-���� &���	����
���������
�������
���

����������-���-
���
���������$
�$��-��-�����������&�����	�� ��������
�������
�
����
�

������������
���������6��������$�������5������-���$���&�-
���
�� ������
������	�
����
�
��

�
�������	�����
���������

������$�&�����������	�������� ����-��������������	�
��������-��

�
����85��������-���������������&����������
������-����-����� �����������	�-
���
������

�������	��
�����
�����$
����������-���
����8��-���
���-���
�$ ���	����������
�����-�

�������5��7
����������&���
���
����8��
�����
����-�	�
����� 
�	��
��	������	�����
���

����-���
����8�������$���
��
�$�������������
�������	�
������� �
��������	���$��
������

L20GM5������-����
	��&����������������������
�������"����
��-���
 �����
��
��-
���
��5�

�����������
����-�����������
����������-��-�������������������� �
���	�����-��

���������
��������������
������	������
�����:A �;���	������ �-����������$
�$�	���"�����

���������
�����:)��<;�LD1M5��98������������	����������
��
��-
 ���
�����.�������	����������
��


����
����
������������������	�����-������������������
������ ������5��*�����	��������



�

G0�

����	����������������������	��
����$���$������������������
�� �����
�����-�������

����	�����.�������-������:
��C�G�����	���;���������	����� �������������	��
�������
����

	������L2D1M5��*�����	��-����-�����������
���	���
��	����������-
�� �
���
������	�
����

���
�������	������
�-�������	����
��)��<���	���-����	����
�� A �5��'���������
��
��

���
��������-��-�������������-
����-������������-�	�
�����
� 	����
����-���������������

����������
�����	���5��)�-�������	��������-��-
���
�����
 �	
��
���
��������
����$���$��

�����������5���
��$��&�����	��������-������������
����	� ��-���-
���
���
�������

�
����$���$����������������	�$�	������
�&�����
�������
���� �-�
�-���&���������������	�

���-�	�����������.������5���		���
�����&���������������-���� ����
�������������	�������	��
�

����������������-�������������
������� ����� �
��������-�	�
�����
�	��
��-������������

-����	������	����
��
�������������
������
���������5��(
��� -������-��-��-����	������	�

���
����&��-�������	����
������-�	�
�����
�	��������
�"��- �����������������������������	�

�
��	�����-������$��������
���
���-�	�
��������6����5��������� ��
���-����
�����	��������

����������������
���
���������-
����-��&����-
��-�����&��-� ���
������������������
����
�-���

�����������$
�$�	�����5�

*���������������������-��-���-
���
���������
�
����
���"�
��������� �����
����

�
������	�
��
��������������	����������-���������������-�� ����	�����	���
�������5��(-���

������	�����
��	�������
�-�������������
�����-����
�����������5��( -������	������������-��

������������
�����������-����-����	���	����-�����
������	 �����-���
��������-
���
���L0DM�

���
	���
�-������
���6������
����5�



�

GD�

5.1 Results 
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5.3 Materials and Methods 

5.3.1 Mutant construction and protein expression 
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5.3.2 Mutant sequences 

%�����!	
��5�����
������B��&15<8����������������
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� ���$������0�����������

��� �
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MBP gene name MBP Mutations Off7 gene name Off7 Mutations binding? 
(see fig. 5.5) 

MBP.21.14114.0.o  D197M,K200W, 
N201A Off7.21.14114.0.o F79G,Y81A,D110R, 

D112Q,M114Q no 

MBP.21.14114.0.a  D197E,K200W, 
V196Y Off7.21.14114.0.a F79G,Y81K,D110R, 

D112Q,M114Q no 

MBP.16.12720.0.o  K200Y,N201W Off7.16.12720.0.o F79G,Y81A,D110R, 
D112Q,M114Q 

yes 
“S16” 

MBP.32.11255.0.o  K140F,K202Y Off7.32.D11255.0.o R23Q,Y56R yes 
“S32” 
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MBP gene name MBP Mutations Off7 gene name Off7 Mutations 
MBP.17.8470.7.ov  N201W,H203V Off7.17.8470.7.o Y81F,Y89R,L119F,K122S,W123Q 
MBP.17.8470.7.oy  N201W,H203Y Off7.17.8470.7.a Y81F,Y89R,L119F,K122Q, W123Q 
MBP.29.12304.0.of  N201R,H203V Off7.29.12304.0.o Y89W,K122A 
MBP.31.17645.0.oy  N201Y,H203Y Off7.31.17645.0.o Y89R,Y81L 
MBP.27.14790.0.ov  N201R,H203V Off7.27.14790.0.o Y81L,Y89F,D110A,L119Y 
MBP.27.14790.0.of  N201R,H203F Off7.27.14790.0.o Y81L,Y89F,D110A,L119Y  
MBP.21.16176.0.ov  N201Y,H203V Off7.21.16176.0.o Y81L,Y89G,L119R 
MBP.21.16176.0.of  N201Y,H203F Off7.21.16176.0.a Y81Q,Y89S,L119R 
MBP.27.14790.9.ol  N201R,H203L Off7.27.14790.9.o Y81L,Y89F,D110A,L119Y 
MBP.27.14790.9.of  N201R,H203F Off7.27.14790.9.a Y81Q,Y89F,L119Y 
MBP.32.16070.0.ov  N201R,H203V Off7.32.16070.0.o Y81L,L119M,K122S,W123Q 
MBP.32.16070.0.of  N201R,H203F Off7.32.16070.0.a K122S,W123Q 
MBP.32.16070.0.ov  N201R,H203V Off7.32.16070.0.b K122E,W123Q 
MBP.31.17645.4.ov  D197L,N201Y,H203V Off7.31.17645.4.o Y81L,Y89R,W123F  
MBP.31.17645.4.oe  D197L,N201Y,H203E Off7.31.17645.4.a Y81F,Y89R,L119Q 
MBP.31.17645.4.of  D197L,N201Y,H203F Off7.31.17645.4.a Y81F,Y89R,L119Q  
MBP.31.17645.4.oy  D197L,N201Y,H203Y Off7.31.17645.4.a Y81F,Y89R,L119Q 
MBP.8.2410.0.ov  N201K,H203V Off7.8.2410.0.o Y81L,Y89W,L119F,W123Q 
MBP.8.2410.0.oy  N201K,H203Y Off7.8.2410.0.a Y89W,K122E,W123Q 
MBP.32.413.0.ov  N201K,H203V Off7.32.413.0.o Y81L,L119F,K122S,W123Q 
MBP.32.413.0.ov  N201K,H203V Off7.32.413.0.a Y81L,L119Q,K122Q,W123Q 
MBP.10.670.0.of  N201K,H203F Off7.10.670.0.o Y81L,H85S,Y89F,M114L,L1 19Y 
MBP.10.670.0.ov  N201K,H203V Off7.10.670.0.o Y81L,H85S,Y89F,M114L,L119Y 
MBP.10.670.0.av  D197W,N201K,H203V Off7.10.670.0.a Y81L,H85S,Y89F,M1 14E,L119Y 
MBP.10.670.0.af  D197W,N201K,H203F Off7.10.248.0.o Y81L,H85S,M114L,L119Y,W123Q 
MBP.10.1.0.o  D136S,H203R Off7.10.1.0.o Y89D,W90E,W123Y 
MBP.10.1.0.a  H203R Off7.10.1.0.o Y89D,W90E,W123Y 
MBP.10.1.0.a  H203R Off7.10.3.0.o Y89D,W90M,W123Y 
MBP.10.1.0.a  H203R Off7.10.3.0.a Y89D,W90Q,W123Y 
MBP.10.2.0.o  N201W,H203R Off7.10.2.0.o Y89L,W90E,W123Y 
MBP.10.2.0.a  D136S,N201W,H203R Off7.10.2.0.o Y89L,W90E,W123Y 
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MBP.c5.1: K137R,D197W,K200R,N201W,K202N 

off7.c5.1: T48Q,D77S,F79W,Y81H,L86M,D110Q,D112W 
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ATGAAACATCATCATCATCATCACGGGGGTAATAAAACTGAAGAAGGTAAACTGGTAATATGGATAAATGGTGATAAAGGTTATAATGG
ACTAGCAGAAGTAGGTAAAAAATTCGAGAAGGACACCGGCATCAAAGTGACCGTAGAACATCCGGACAAACTGGAGGAGAAATTCCCAC
AAGTAGCAGCAACTGGCGACGGTCCTGACATCATATTCTGGGCACATGATCGCTTCGGCGGATACGCACAATCTGGCTTACTGGCAGAA
ATTACCCCGGACAAAGCCTTCCAGGATAAACTGTACCCGTTCACATGGGACGCAGTGAGATACAACGGCAAACTGATCGCCTATCCAAT
CGCAGTTGAAGCGCTGTCCCTGATCTACAACAAAGACCTGCTGCCTAATCCGCCGAAAACGTGGGAAGAAATTCCGGCCCTGGATCGCG
AGCTGAAAGCGAAAGGCAAATCCGCGCTGATGTTCAACCTTCAGGAACCGTACTTCACGTGGCCACTTATTGCAGCAGATGGCGGATAC
GCATTCAAGTACGAGAACGGCAAGTACGACATCAAAGACGTCGGAGTAGACAACGCAGGTGCAAAAGCTGGCTTAACCTTCCTGGTGTG
GCTGATCCGCTGGAACCACATGAACGCCGATACCGATTACAGCATCGCAGAAGCCGCATTCAACAAAGGCGAAACCGCCATGACCATTA
ATGGACCATGGGCCTGGAGCAACATAGACACCAGCAAAGTCAACTATGGCGTAACCGTACTGCCAACCTTCAAAGGCCAACCGAGCAAA
CCATTCGTAGGCGTACTGTCAGCAGGTATTAACGCAGCAAGCCCGAACAAAGAACTGGCCAAAGAGTTCCTCGAGAACTACCTGCTTAC
AGATGAAGGCCTTGAAGCCGTGAACAAAGATAAACCGCTGGGTGCAGTAGCGCTGAAATCCTACGAAGAAGAACTGGCGAAAGATCCGC
GTATTGCAGCAACCATGGAAAACGCGCAGAAAGGCGAAATCATGCCGAACATTCCACAGATGTCCGCATTCTGGTACGCAGTTCGCACC
GCCGTTATTAATGCAGCATCAGGTCGCCAGACAGTAGATGAAGCCCTGAAAGATGCACAGACTGGTAGTGGTGGTACACCAGGAAGACC
AGCAGCAAAACTGAACGGTGGCTCTTATCCATACGATGTACCTGATTATGCATAA 

�

)��<5�E52��

ATGAAACATCATCATCATCATCACGGTGGCAACGATTTAGGTCGGAAATTATTAGAAGCCGCGCGTGCAGGTCAGGACGATGAAGTACG
TATTCTCATGGCCAATGGTGCAGATGTCAATGCCGCGGACAACACAGGGCAGACCCCGCTGCACCTGGCAGCTTACTCAGGTCATCTGG
AAATCGTTGAAGTGCTTCTCAAACATGGTGCCGATGTAGACGCCAGTAGCGTATGGGGCCATACGCCATTGCACATGGCGGCCTATTGG
GGCCATTTAGAGATTGTGGAAGTGTTACTCAAAAACGGTGCCGATGTGAACGCGATGCAGAGTTGGGGCATGACGCCACTGCATTTAGC
GGCAAAGTGGGGTTACCTGGAAATCGTAGAAGTGCTCCTGAAACACGGTGCGGATGTAAACGCACAGGATAAATTTGGCAAGACCGCAT
TTGACATTTCTATTGATAACGGCAACGAAGATCTGGCAGAAATTCTGCAAAAATTGAATGGTGGTAGTGATTATAAAGATGATGATGAT
AAATAA 
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5.3.3 Protein-protein interaction assays 
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5.3.4 Computational sequence redesign 
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5.3.5 Structural bioinformatics searches for Tyr-Hi s-(Asp,Glu) triads 
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