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Figure S‐1.  Synthetic His‐tag‐proSET gene.  The His tag‐proSET gene consists of three distinct sequences: 
the  His tag, the pro‐peptide sequence (12 AA), and the mature SET sequence.  The asterisk indicates the 
site for cleavage by chymotrypsin.
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Figure S‐2. Electrospray mass spectrum of rSET. rSET was dissolved in 0.1% formic acid/50% acetonitrile
and introduced into a QStar quadrupole/time‐of‐flight mass spectrometer (Applied Biosystem‐MDS 
Sciex, Foster City, CA) equipped with a nano‐electrospray ion source at a flow rate of 5 μL/min. 
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IVGGEDANVQ  DHPFTVALVT  PDGQQFCGGT  LAAPNKVVTA  AHCTVGSQPA DINVVSGRTV   MSSNEGTVSK 
                                         

 K1    DK1              DK2  K2
 
VTNVWVHPEY QDAAKGFDVS  VLTLEAPVKE  APIELAKADD  AGYAPDTAAT  ILGWGNTSEG  GQQADHLQKA   

 
K3 DK3  K4      DK4    K5  DK5        DK6  K6 DK7   DK8 

 
TVPVNSDDTC   KQAYGEYTPD AMVCAGVPEG GVDTCQGDSG GPMVVNNKLI  GVTSWGEGCA  RPGKPGVYAR  
       

K7  DK9    K8   DK10   K9 
 
VGAYYDVLME QINAGAVSAR 

DK11  DK11 

Figure S‐3. Peptides identified by LC‐MS/MS. The observed peptides are underlines with red (Lys‐C 
tid ) bl (L C/A N tid ) li L C tid d L C/A N tidpeptides) or blue (Lys‐C/Asp‐N peptides) lines.  Lys‐C peptides and Lys‐C/Asp‐N peptides are 

referred to as K and KD peptides, respectively, and numbered from the N‐terminus to the C‐
terminus.  The coverage of the rSET amino acid sequence was 95% by LC‐MS/MS analysis.
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Table S‐1. Peptides analyzed.
       Molecular Mass

Peptide Name Peptide Sequence Position Observed Calculated

K1 IVGGEDANVQDHPFTVALVTPDGQQFCGGTLAAPNK   1‐36 3723.76 3723.81
K2 VVTAAHCTVGSQPADINVVSGRTVMSSNEGTVSK 37‐70 3457.64 3457.69
K3 VTNVWVHPEYQDAAK 71‐85 1755 82 1755 86K3 VTNVWVHPEYQDAAK 71 85 1755.82 1755.86
K4 GFDVSVLTLEAPVK 86‐99 1473.78 1473.81
K5 EAPIELAK 100‐107 869.47 869.49
K6 ADDAGYAPDTAATILGWGNTSEGGQQADHLQK  108‐139 3257.45 3257.49
K7 ATVPVNSDDTCK 140‐151 1305.56 1305.59
K8 QAYGEYTPDAMVCAGVPEGGVDTCQGDSGGPMVVNNK 152 188 3829 64 3829 63K8 QAYGEYTPDAMVCAGVPEGGVDTCQGDSGGPMVVNNK 152‐188 3829.64 3829.63
K9 LIGVTSWGEGCARPGK 189‐204 1686.82 1686.85

DK1 DANVQDHPFTVALVTP 6‐21 1722.86 1722.86
DK2 DGQQFCGGTLAAPNKVVTAAHCTVGSQPA 22‐48 2827.33 2627.34
DK3 VTNVWVHPEYQDAAK 71 85 1755 86 1755 86DK3 VTNVWVHPEYQDAAK 71‐85 1755.86 1755.86
DK4 GFDVSVLTLEAPVK 86‐99 1473.81 1473.81
DK5 EAPIELAKA 100‐108 940.52 940.52
DK6 DDAGYAP 109‐115 707.28 707.28
DK7 DTAATILGWGNTSEGGQQA 116‐134 1875.87 1875.86
DK8 DHLQKATVPVNS 135 146 1307 68 1307 68DK8 DHLQKATVPVNS 135‐146 1307.68 1307.68
DK9 QAYGEYTP 152‐159 927.40 927.40
DK10 DSGGPMVVNNK 178‐188 1116.52 1116.52
DK11 DVLME QINAGAVSAR 216‐230 1572.80 1572.79

K peptides and DK peptides were analyzed by Q‐star and FT‐LTQ, respectively. 
Cystein residues were carbamidomethylated.
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Figure S‐4. Substrate concentration curves for rSET and modified porcine trypsin
with Bz‐Arg‐pNA (A) and Bz‐Lys‐pNA (B) Various concentrations of Bz‐Arg‐pNA or
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0
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0.00
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with Bz Arg pNA (A) and Bz Lys pNA (B).  Various concentrations of Bz Arg pNA or 
Bz‐Lys‐pNA were incubated with rSET (‐●‐) or modified porcine trypsin (‐○‐) at 25 ºC 
and pH 8.0.  The p‐nitroaniline produced was quantified by VIS‐spectroscopy (405 
nm).  Values represent the mean ± standard deviation of triplicate reactions.
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Table S‐2. BSA
 tr

The peptides w
e

Peptid

 R.FKD
LG

EEH
FK.G

 K.D
LG

EEH
FK.G

 
 K.LVN

ELTEFA
K.T

K.LVN
ELTEFA

KTC
 K.TCVA

D
ESH

A
G
C

K.TCVA
D
ESH

A
G
C

 K.SLH
TLFG

D
ELC

 K.VA
SLRETYG

D
M

 K.LKPD
PN

TLCD
E

 K.YLYEIA
R.R 

 K.YLYEIA
RR.H

 
R.RH

PYFYA
PELLY

R.H
PYFYA

PELLYY
 K.YN

G
VFQ

ECCQ
K.YN

G
VFQ

ECCQ
A

K.G
A
CLLPKIETM

R
 R.A

LKA
W
SVA

R.L
 R.LSQ

KFPK.A
 K.FPKA

EFVEVTK
K.A

EFVEVTK.L
K.A

EFVEVTKLVTD
 K.ECCH

G
D
LLECA

 K.YICD
N
Q
D
TISSK

 K.YICD
N
Q
D
TISSK

 K.LKECCD
KPLLEK

 K.ECCD
KPLLEK.S

 K.D
A
FLG

SFLYEYS
 R.RH

PEYA
VSVLL

 R.LA
KEYEA

TLEEC
 K.EYEA

TLEECCA
 K.D

D
PH

A
CYSTVF

 K.LKH
LVD

EPQ
N
L

 K.H
LVD

EPQ
N
LIK

K.H
LVD

EPQ
N
LIKQ

K.Q
N
CD

Q
FEKLG

E
 K.LG

EYG
FQ

N
A
LI

 R.KVPQ
VSTPTLV

 K.VPQ
VSTPTLVE

R.CCTKPESERM
P

R.M
PCTED

YLSLIL
 R.LCVLH

EKTPVS
 K.CCTESLVN

R.R 
 R.RPCFSA

LTPD
E

R.RPCFSA
LTPD

ET
K.A

FD
EKLFTFH

A
D

K.LFTFH
A
D
ICTLP

K.LFTFH
A
D
ICTLP

 K.KQ
TA

LVELLK.H
 K.Q

TA
LVELLK.H

 
K.A

TEEQ
LK.T

 K.TVM
EN

FVA
F V

 K.CCA
A
D
D
KEA

C
 K.EA

CFA
VEG

PK.
 K.LVVSTQ

TA
LA
. ‐

aCystein residues
bRetention tim

es
cN
.I. indicates pe ryptic peptides identified 

ere produced by digesting

de Sequence
a

G
 

T CVA
D
ESH

A
G
CEK.S

CEK.S
CEKSLH

TLFG
D
ELCK.V

K.V 
M
A
D
CCEK.Q

 
EFKA

D
EK.K 

YYA
N
K.Y 

YA
N
K.Y

Q
A
ED

K.G
 

A
ED

KG
A
CLLPK.I

R.E
L .L 

D
LTK.V

A
D
D
R.A

 
K.L 
KLK.E
K.S 
S SR.R 
LR.L 
CCA

K.D
 

K.D
 

FD
KLK.H

 
LIK.Q

 
K.Q

 
Q
N
CD

Q
FEK.L

EYG
FQ

N
A
LIVR.Y

VR.Y 
VEVSR.S 
EVSR.S 
PCTED

YLSLILN
R.L

LN
R.L

EK.V 

TYVPK.A
 

TYVPKA
FD

EK.L
D
ICTLPD

TEK.Q
D
TEK.Q

D
TEKQ

IK.K
H
 

VD
K.C

FA
VEG

PK.L
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ere not ide

by rSET and m
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.
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17
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220
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16
839

1 5
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Table S‐3. BSA tr
The peptides w

e

Peptid

R.D
TH

KSEIAH
R.F

R.FKD
LG

EEH
FK.G

K.D
LG

EEH
FK.G

K.LVN
ELTEFAK.T

K.LVN
ELTEFAKT C

K.TCVAD
ESH

AG
C

K.TCVAD
ESH

AG
C

K.SLH
TLFG

D
ELCK

K.VA
SLRETYG

D
M

R.ETYG
D
M
A
D
CC

R.N
ECFLSH

KD
D
S

K.D
D
SPD

LPK.L
K.LKPD

PN
TLCD

E
K.LKPD

PN
TLCD

E
K.FW

G
KYLYEIA

R
K.YLYEIAR.R
R.RH

PYFYAPELL Y
K.YN

G
VFQ

ECCQ
A

K.YN
G
VFQ

ECCQ
A

R.CA
SIQ

KFG
ER.A

R.A
LKAW

SVA
R.L

K.AW
SVA

R.L
R.LSQ

KFPK.A
K.AEFVEVTK.L
K.AEFVEVTKLVT D
K.LVTD

LTK.V
K.VH

KECCH
G
D
L L

K.ECCH
G
D
LLECA

K.ECCH
G
D
LLECA

K.YICD
N
Q
D
TISSK

K.YICD
N
Q
D
TISSK

K.LKECCD
KPLLEK

K.ECCD
KPLLEK.S

K.SH
CIA

EVEK.D
K.SH

CIA
EVEKD

A
I

K.D
A
IPEN

LPPLTA
K.N

YQ
EA

KD
AFLG

K.D
A
FLG

SFLYEYS
R.RH

PEYAVSVLLR
R.LAKEYEATLEEC
K.EYEA

TLEECCA
K

K.D
D
PH

ACYSTV
F

K.D
D
PH

ACYSTV
F

K.LKH
LVD

EPQ
N
L

K.H
LVD

EPQ
N
LIK.

K.H
LVD

EPQ
N
LIKQ

K.Q
N
CD

Q
FEKLG

E
K.LG

EYG
FQ

N
ALIV

K.LG
EYG

FQ
N
ALIV

R.KVPQ
VSTPTLV

K.VPQ
VSTPTLVE V

R.SLG
KVG

TR.C
K.VG

TRCCTKPES
R.CCTKPESER.M
R.CCTKPESERM

P
R.M

PCTED
YLSLIL

R.LCVLH
EK.T

R.LCVLH
EKTPVS E

K.CCTESLVN
R.R

K.CCTESLVN
RRP C

R.RPCFSA
LTPD

ET
R.RPCFSA

LTPD
ET

K.LFTFH
A
D
ICTLP

K.LFTFH
A
D
ICTLP

K.KQ
TALVELLK. H

K.Q
TA

LVELLK.H
K.Q

TA
LVELLKH

K P
K.H

KPKATEEQ
LK

K.TVM
EN

FVAFV D
K.CCA

AD
D
KEA

CF
K.EACFAVEG

PK.L
K.LVVSTQ

TALA.‐ 
aC

ystein residues
bR

etention tim
es

cN
.I. indicates pe ryptic peptides identified by 

ere produced by digesting BS

de Sequence
a

FGCVA
D
ESH

AG
CEK

CEK.S
CEKSLH

TLFG
D
ELCK.V

K.V
M
A
D
CCEK.Q

EK.Q
PD

LPK.L

FK.A
FKA

D
EK.K

.RYYA
N
K.Y

A
ED

K.G
A
ED

KG
A
CLLPK.I

AD
LTK.V

LECAD
D
R.A

AD
D
R.A

AD
D
RA

D
LA
K.Y

K.L
KLK.E
K.S

IPEN
LPPLTAD

FA
ED

K.D
AD

FAED
KD

VCK.N
G
SFLYEYSR.R

SR.R
R.L
CCAK.D
KD

D
PH

A
CYSTVFD

K.L
FD

K.L
FD

KLK.H
LIK.Q
.QQ
N
CD

Q
FEK.L

EYG
FQ

N
A
LIVR.Y

VR.Y
VRYTR.K
EVSR.S
VSR.S

ER.M

PCTED
YLSLILN

R.L
LN

R.L

EK.V

CFSALTPD
ETYVPK.A

TYVPK.A
TYVPKAFD

EK.L
D
TEK.Q

D
TEKQ

IK.K
HPK.A
.TD
K.C

FAVEG
PK.L

L s w
ere carbam

idom
ethylated

 show
n are from

 the LC
-M

S/
eptides that w

ere not identifie rSET and m
odified porcine t

SA
 in gel by either rSET or m

o

Position
Calculated

25 ‐ 34
1192.5

35 ‐ 44
1248.6

37 ‐ 44
973.4

66 ‐ 75
1162. 6

66 ‐ 88
2607.1

76 ‐ 88
1462.5

76 ‐ 100
2863.2

89 ‐ 100
1418.6

101 ‐ 117
2019.8

106 ‐ 117
1493.5

123 ‐ 138
1900.8

131 ‐ 138 
885.4

139 ‐ 151
1575. 7

139 ‐ 155
2018.9

157 ‐ 167
1444.7

161 ‐ 167
926.4

168 ‐ 183
2044. 0

184 ‐ 197
1746.7

184 ‐ 204
2486.1

223 ‐ 232
1194.5

233 ‐ 241
1000.5

236 ‐ 241
688.3

242 ‐ 248
846.4

249 ‐ 256
921.4

249 ‐ 263
1691. 9

257 ‐ 263
788.4

264 ‐ 280
2112. 8

267 ‐ 280
1748.6

267 ‐ 285
2246.9

286 ‐ 297
1442.6

286 ‐ 299
1683.8

298 ‐ 309
1531.7

300 ‐ 309
1290.5

310 ‐ 318
1071.5

310 ‐ 336
3008.4

319 ‐ 340
2457.1

341 ‐ 359 
2300.0

347 ‐ 359
1566.7

360 ‐ 371
1438.8

372 ‐ 386
1813.8

375 ‐ 399
3037.2

387 ‐ 399
1553.6

387 ‐ 401
1794.8

400 ‐ 412
1545.8

402 ‐ 412
1304.7

402 ‐ 420
2354.1

413 ‐ 433
2528.2

421 ‐ 433
1478.7

421 ‐ 436
1899.0

437 ‐ 451
1638.9

438 ‐ 451
1510.8

452 ‐ 459
816.4

456 ‐ 468
1578. 7

460 ‐ 468
1165.4

460 ‐ 482
2871.3

469 ‐ 482
1723.8

483 ‐ 489
897.4

483 ‐ 495
1538. 8

499 ‐ 507
1137.4

499 ‐ 523
2999.3

508 ‐ 523
1879.9

508 ‐ 528
2470.1

529 ‐ 544
1906.9

529 ‐ 547
2276.1

548 ‐ 557
1141.7

549 ‐ 557
1013.6

549 ‐ 561
1503.9

558 ‐ 568
1307.7

569 ‐ 580
1398.6

581 ‐ 597
1926.7

588 ‐ 597
1106.5

598 ‐ 607
1001.5

d./M
S data for rSET digest unle

ed by M
ascot database searc trypsin in in‐gel digestion exp

odified porcine trypsin at 25 

d M
ass

Retention Tim
e
b 

(m
in)

590
21.1

610
17.5

51
17.2

620
25.2

195
26.0

582
24.5

258
23.4

690
24.5

834
18.1

511
15.2

863
19.8

00
17.7

760
22.8

960
22.4

750
27.7

90
22.2

020
26.8

700
20.6

103
24.8

582
16.1

582
18.3

66
17.7

96
14.3

80
19.1

935
30.9

60
18.3

878
16.1

660
19.4

935
21.1

630
17.7

814
19.1

770
15.4

595
15.6

502
14.0

444
28.1

173
28.4

075
30.9

740
33.8

800
21.6

823
20.0

242
23.8

650
21.6

820
23.8

888
20.2

710
21.1

133
22.8

212
25.5

790
28.1

000
27.4

930
22.2

836
24.4

82
18.2

724
15.4

490
17.3

302
28.7

827
33.1

70
15.3

813
17.0

490
16.8

394
24.9

910
23.9

184
25.6

910
26.9

151
25.8

710
22.5

612
26.4

914
20.2

720
21.1

685
31.1

791
19.6

507
19.9

576
24.4

ess for peptides solely identif
ch w

ith the LC
-M

S/M
S data. perim

ent.
ºC for 5 h.

                                   O
bserv

in rSET digest

N
.I.

1248.618
973.454
1162.627
2607.201
1462.589
2863.266
1418.689
2019.838
1493.518
1900.870
885.412
N
.I.

2018.965
1444.755
926.470
2044.025
1746.702
2486.108
1194.586

N
.I.

688.368
846.501
921.483
1691.941
788.467
2112.885
1748.660
2246.940
1442.638
1683.818
1531.779
1290.599
1071.507
3008.453
2457.179
2300.083
1566.744
1438.808
1813.829
3037.250
1553.649

N
.I.

1545.892
1304.712
2354.138
2528.220
1478.770

N
.I.

1638.934
1510.839

N
.I.

N
.I.

1165.489
2871.312
1723.836
897.477
1538.815
1137.494

N
.I.

1879.917
2470.187
1906.918
2276.157
1141.708
1013.615

N
.I.

1307.726
1398.691
1926.796
1106.509
1001.578

fied in m
odified porcine tryps ved M

ass
cin porcine trypsin d

1192.603
1248.619

N
.I.

1162.627
2607.204
1462.590
2863.266
1418.691

N
.I.

N
.I.

N
.I.

885.413
1575.763
2018.966
1444.756
926.480
2044.029

N
.I.

2486.108
1194.586
1000.585
688.368
846.501
921.484
1691.941

N
.I.

N
.I.

N
.I.

N
.I.

1442.638
1683.819
1531.777
1290.600
1071.507

N
.I.

N
.I.

2300.086
1566.745
1438.808
1813.829

N
.I.

N
.I.

1794.830
N
.I.

1304.713
2354.138
2528.221
1478.770
1899.008
1638.934
1510.840
816.486
1578.730

N
.I.

2871.315
1723.836
897.479
1538.817
1137.494
2999.401
1879.919
2470.189
1906.922
2276.158
1141.709
1013.615
1503.917
1307.724

N
.I.

1926.797
N
.I.

1001.579

in digest. 

digest
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