[bookmark: _GoBack]Suppementary File 1: List of pre-protein sequences used. 
	Protein name
	Sequence*

	pSpyXLX
(wt)†
	MRKLTALFVASTLALGAANLAHAADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDKVKAEAQIAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAEADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDKVKAEAQIAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAEGSGVSGWRLFKKISGSGADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDKVKAEAQIAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAEGSGENLYFQGHHHHHH

	pSpyR→Q
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIQEIMKGQQDQMKQPPLEEQQAMHDIIASDTFDKVKAEAQIAKMEEQQKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKQLTEQPAAKGKMPATAE

	pSpyK→Q
	ADTTTAAPADAKPMMHHQGKFGPHQDMMFQDLNLTDAQKQQIREIMQGQRDQMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDQVKAEAQIAQMEEQRKANMLAHMETQNQIYNILTPEQKQQFNANFEKRLTERPAAQGKMPATAE

	pSpyR→K
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIKEIMKGQKDQMKKPPLEEKKAMHDIIASDTFDKVKAEAQIAKMEEQKKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKKLTEKPAAKGKMPATAE

	pSpyK→R
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFRDLNLTDAQKQQIREIMRGQRDQMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDRVRAEAQIARMEEQRKANMLAHMETQNRIYNILTPEQKRQFNANFERRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpyQ→K
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHKDMMFKDLNLTDAKKQKIREIMKGQRDKMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDKVKAEAKIAKMEEKRKANMLAHMETKNKIYNILTPEQKKKFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpyQ→R
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHRDMMFKDLNLTDARKQRIREIMKGQRDRMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDKVKAEARIAKMEERRKANMLAHMETRNKIYNILTPEQKKRFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpyE→Q
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIRQIMKGQRDQMKRPPLEQRRAMHDIIASDTFDKVKAQAQIAKMEQQRKANMLAHMQTQNKIYNILTPQQKKQFNANFQKRLTQRPAAKGKMPATAE

	pSpyQ→E
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHEDMMFKDLNLTDAEKQEIREIMKGQRDEMKRPPLEERRAMHDIIASDTFDKVKAEAEIAKMEEERKANMLAHMETENKIYNILTPEQKKEFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpyL→A
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDANATDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPAEERRAMHDIIASDTFDKVKAEAQIAKMEEQRKANMAAHMETQNKIYNIATPEQKKQFNANFEKRATERPAAKGKMPATAE

	pSpyA→L
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDLQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDIILSDTFDKVKAELQIAKMEEQRKLNMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNLNFEKRLTERPALKGKMPATLE

	pSpyI→T
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQTRETMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDTTASDTFDKVKAEAQTAKMEEQRKANMLAHMETQNKTYNTLTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpyT→V
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLVDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDIIASDVFDKVKAEAQIAKMEEQRKANMLAHMEVQNKIYNILVPEQKKQFNANFEKRLVERPAAKGKMPAVAE

	pSpy∆h1
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPIDDRRGVHDIIASDTFDKVKAEAQIAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpy∆h2
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPIDDRRGVHDIIASDTFDKVKGDVQIAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpy∆h3
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPIDDRRGVHDIIASDTFDKVKGDVQIAKMEEQRKANVIGHVDTQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpy∆φ1
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDQQASDTFDKVKAEAQIAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpy∆φ2
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDQQASDTFDKNKAEAQQAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpy∆φ3
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKFGPHQDMMFKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDQQASDTFDKNKAEAQQAKMEEQRKANMLAHMETQNKQYNQLTPEQKKQFNANFEKRLTERPAAKGKMPATAE

	pSpyF→W
	ADTTTAAPADAKPMMHHKGKWGPHQDMMWKDLNLTDAQKQQIREIMKGQRDQMKRPPLEERRAMHDIIASDTWDKVKAEAQIAKMEEQRKANMLAHMETQNKIYNILTPEQKKQWNANWEKRLTERPAAKGKMPATAE


*for XLX variants, only the middle (altered) sequence is shown.
†colour scheme: SS, constant mSpy, variable mSpy, linker, Pep86, TEV site and his tag.

