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Figure S1. Charge compensation triggers CTD-RIPK3 self-assembly. Solution-state 'H
NMR spectra (methyl region, 0.6—1.8 ppm) show progressive signal loss as pH increases from
4.0 to 6.5, consistent with quantitative conversion of the protein into large, NMR-invisible

aggregates.
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Figure S2. "H NMR spectra of RIPK3 at pH 4.0 recorded at different time points (0, 12, 24
and 48 hours) at 298 K.

The spectra show no detectable loss of signal intensity or line broadening over this period,

indicating that the protein remains monomeric and stable under these conditions. Spectra are
color-coded as follows: 0 h (magenta), 12 h (yellow), 24 h (red), 36 h (blue), and 48 h (black).
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Figure S3. Relative per residue intensity ratios.
Signal attenuation upon raising the pH from 4.0 to 6.5 in the presence of 1,6-hexanediol (HX,

blue), and SDS (red) with respect to the pH 4.0 condition.



Figure S4

Figure S4. Negatively charged DIBMALPSs remain stable at pH 4.0.
Transmission electron microscopy (TEM) images of DMPG-based DIBMALPs at pH 4.0 (A)
before and (B) after addition of RIPK3(387-518).
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Figure S5. RIPK3 interacts strongly with negatively charged, but not so with neutral,
DIBMALPs at pH 6.5.

"H-""N HSQC spectra of RIPK3(387-518) in the presence of (A) negatively charged DMPG
DIBMALPs (violet) or (B) neutral DMPC DIBMALPs (dark blue) at pH 6.5. Related to Figure
2 in the main text.
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Figure S6. 'H and "N chemical shift perturbation (CSP) values comparing spectra acquired at

Residue number

* * * *
SSD39oSMAQP PQT PE 40T S TFRNOMPS 410PT STGTPS PG420PRGNOGAERQ 30

pH 4 and pH 6.5, both in the presence of DIBMALPs.

Per residue 'H-"’N CPS values for "N-CTD-RIPK3 in the presence of DMPG DIBMALPs at
25°C and pH 4.0 (A) and 6.5 (B). The orange line represents the mean CSP value (p) and the
yellow line is the mean plus one standard deviation (i + c). The main chain 'H-""N signals with
CSP values > (u + o) at pH 4.0 are T398, Q407, T412, Q425, and K501, and are marked with

asterisks. At pH 6.5, T401 and E499 also showed CSP values > (u + o).

(C) CTD-RIPK3 sequence with residues undergoing line broadening beyond detection are shaded
dark gray (SDS) and light gray (DIBMALPs), matching the color code shown in Fig. 2 in the

main manuscript. Asterisks indicate residues with CSP values > (1 + o) at pH 4.0.



Table S1 Chemical shift assignments of RIPK3 under different experimental conditions.'H,
"N, Co, and CB chemical shift assignments were obtained for pH 4.0, pH 6.5 with 5% 1,6-
hexanediol, and pH 6.5 with 1% SDS samples. For the pH 4.0 condition in DIBMALPs, only 'H,
>N, and Ca assignments were obtained due to the absence of °C labeling in this condition.

pH 4 SDS pH 6 Hexa pH 6 5 DibmalPs pHA,
Assignmer C cA cB H N c cA cB H N ca <) H N cA H N

G387 - - - - - - - 173,8 45,17 - 7,78 109,9 43,408 - -

5388 174,8 58,54 63,65 8,67 1207 - 58,77 63,66 864 11584 174,8 5816 64,07 8,12 115,3 58,431 8,765 115,64
5389 174,4 58,56 63,59 8,46 120 174,23 58,71 - 8,45 117,46 174,3 58,66 63,7 8,4 117,7 58,674 8,421 117,58
D390 176,1 54,11 40,09 835 1245 176,28 54,5 40,95 8,15 121,69 176,4 54,54 a1 8,23 121,9 - - -

s391 174,5 58,69 63,57 829 118,7 174,48 58,65 63,71 8,09 115,6 174,6 58,81 63,71 8,1 115,8 58,776 - -

M392 175,8 5535 32,61 8,33 1244 175,65 55,35 32,72 8,18 121,57 175,7 5541 32,57 8,16 121,3 55,447 8,21 121,43
A393 177,3 52,36 19,04 823 127,7 177,02 52,25 19,07 8,05 124,66 52,32 19,12 8 1245 52,341 8,117 124,51
Q394 - 53,35 - 8,34 1232 173,22 53,33 28,97 8,11 120,03 53,32 - 8,13 120,2 - 8,188 120,2
P395 - - - - - - - - - - - - - - - -

P396 175,7 62,99 31,99 - - - - - - - 62,85 31,93 - - - - -

Q397 175,9 55,556 29,64 856 123,3 175,65 55,51 29,6 833 120,15 175,8 55,58 29,69 8,38 120,5 55,607 8,483 120,26
T398 - 59,75 - 8,32 1205 175,65 59,84 69,53 8,09 116,95 59,59 - 8,12 117,2 59,731 8,16 117,35
P399 176,9 63,13 31,96 - - - - - - - 177 63,55 31,96 - - - - -

E400 176,6 56,33 29,24 8,6 123,1 176,57 56,72 29,82 8,45 120,55 176,9 57,12 29,93 8,54 120,4 56,025 - -

T401 174,7 61,78 69,7 822 117,2 174,46 61,81 69,77 7,98 113,92 62,04 69,62 8,02 113,9 61,87 811 114,33
5402 174,8 5851 63,68 8,4 1204 174,49 5836 63,69 8,21 118,08 174,8 58,73 63,67 8,19 117,7 58,531 8,312 117,8
T403 175,6 62,09 69,45 8,15 118,1 175,17 62,34 70,08 8,08 115,93 174,4 62,3 69,49 7,97 115,3 62,251 8,111 115,55
Fa04 174,4 57,89 39,27 8,2 1249 176,7 60,12 39,12 8,13 121,23 1756 57,99 38,99 8,01 121,8 58,101 8,167 121,72
R405 175,6 5598 30,7 8,2 125 177 57,8 30,02 7,89 117,62 175,6 56,05 30,64 8 1218 56,207 - -

N406 174,8 53,24 38,62 8,36 122 175,3 54,2 38,81 7,85 116,25 174,8 53,38 38,62 8,18 119 53,398 8,285 118,79
Q407 175,5 55,65 29,56 8,33 122,8 175,31 5539 29,51 7,77 117,36 175,4 55,66 29,6 8,14 119,8 55,713 8,191 119,83
M4a08 - 53,28 - 8,44 1255 173,97 53,6 32,75 7,59 120,24 53,28 - 8,24 122,5 53,277 8,309 122,57
P409 176,6 63,05 31,98 - - - - - - - 176,5 63,03 31,93 - - 63,147 - -

sa10 - 56,27 - 8,55 1204 173,36 55,61 63,86 812 114,51 56,24 - 8,35 117,6 56,291 8,453 117,77
P411 177,1 63,31 32,12 - - - - - - - 177,1 63,49 32,12 - - 63,579 - -

T412 174,7 61,66 69,74 824 1159 174,96 61,98 69,62 8 111,49 61,68 69,28 8,05 112,8 61,714 8,133 112,65
5413 174,8 58,23 63,78 838 120,6 - 58,62 63,74 8,08 117,32 174,7 5823 63,79 8,18 117,7 58,386 8,264 117,88
Ta14 175 61,83 69,66 829 117,9 175,15 61,97 69,66 804 114,14 175 61,93 69,64 811 115 61,932 8,196 114,98
Ga1s 173,8 45,12 - 8,42  113,6 173,59 45,13 - 8,17 110,78 173,7 45,11 - 8,25 110,7 45,127 8,331 110,96
Ta16 - 59,78 - 8,18 119,3 172,61 59,63 69,69 7,89 115,59 59,75 - 7,99 116,5 59,726 8,069 116,57
P417 176,6 62,96 32,04 - - - - - - - 176,5 62,88 32,02 - - 62,936 - -

s418 - 56,25 - 8,53 120,3 172,62 56 63,8 822 116,33 56,27 - 8,34 117,4 56,269 8,43 117,54
P419 177,1 63,28 32,15 - - - - - - - 176,9 63,36 32,02 - - 63,354

G420 - 44,41 - 8,27 1115 172,23 44,49 - 7,99 108,04 44,43 - 8,1 108,6 44,453 8,195 108,85
P4a21 177,3 63,05 31,97 - - - - - - - 177,2 63,25 32,11 - - - - -

R422 176,9 56,04 30,65 8,57 123,5 177,04 56,61 30,16 8,15 118,49 176,8 56,02 30,88 8,4 120,6 56,285 8,508 120,68
Ga23 173,8 45,26 - 8,4 112 174,27 45,56 - 8,07 108 173,8 45,28 - 8,24 109,2 45,398 8,343 109,23
Na24 175,5 53,04 38,72 8,47 121,4 175,38 53,41 38,81 8,08 118,28 53,13 38,8 8,31 118,6 53,207 8,384 118,75
Qa2s 176,5 56,24 29,08 8,55 123,3 176,54 56,48 28,78 8,32 119,56 176,4 56,32 29,2 8,38 120,4 56,257 8,459 120,31
G426 174 45,33 - 8,52 112,3 174,07 45,51 - 8,32 109,45 174 45,33 - 8,39 109,7 45,422 8,434 109,71
A427 177,9 52,6 19,21 8,2 1262 177,6 52,61 19,31 7,9 123,24 177,9 52,69 19,2 8,06 123,5 52,54 8,114 123,51
E428 176,4 56,27 29,26 8,46 122,1 176,31 56,31 29,51 8,21 118,7 176,6 57,02 29,72 8,44 119,6 - - -

R429 176,1 55,87 30,38 8,33 1243 - 56,19 30,46 8,08 121,64 176,1 56,04 30,47 8,16 121 - - -

Qaso 176,4 56,02 29,3 8,41 123,7 176,32 56,32 29,48 8,31 121,17 176,3 56,09 29,28 8,21 120,7 - - -

G431 174,1 45,23 - 8,49  112,6 173,71 45,16 - 8,09 108,74 174 45,3 - 8,31 109,6 - - -

Ma32 175,9 55,4 32,44 8,23 122 175,64 5532 32,74 7,91 118,99 175,7 5545 32,76 8,04 119,2 - - -

N433 174,9 53,02 3849 8,47 122 174,95 53,27 38,66 8,19 119,29 174,7 53,14 38,62 8,28 119,3 - - -

w434 - 57,43 29,52 8,14 1243 176,5 57,92 29,64 7,84 121,38 176 57,41 29,68 7,98 121,5 - - -

5435 - 58,46 63,82 8,14 119,4 174,39 59,26 63,63 7,94 115,22 58,39 - 8,07 116,3 - - -

case - 58,36 27,77 818 122,9 174,29 58,75 27,67 7,78 118,86 - - - - - - -

R437 - 5592 30,76 836 1257 175,48 56,15 30,8 7,81 1213 1757 55,63 31,05 - - - - -

T438 - 59,74 - 8,23  120,7 172,69 - 69,45 7,94 115,29 59,84 - 8,08 117,6 - - -

P439 176,7 62,97 32,18 - - - - - - - 176,2 62,97 32,23 - - - - -

E440 - 53,8 - 8,46 124,9 - 56,63 29,5 8,04 120,58 54,17 - 8,28 122,3 - - -

P44l 176,2 62,91 31,98 - - - - - - 176,1 62,93 31,7 - - - - -

Na42 - 51,24 - 8,54 122,6 173,26 51,43 39,08 8,31 119,19 51,16 - 8,29 119,8 - - -

P443 - 63,13 32,15 - - - - - - 177,1 63,48 32,24 - - - - -

vaaa 176,6 62,8 32,35 8,33  122,7 176,4 63,23 - 8,16 118,97 176,8 63,44 32,4 812 1187 - - -

Ta4as 175 61,82 69,66 - 8,11 175,01 62,07 69,63 7,78 113,55 1754 62,08 69,7 7,72 112,5 - - -

Gaas 173,5 45,11 - 8,42 113,6 - 45,24 - 8,09 110,56 45,32 - 8,28 110,7 - - -

R447 - 53,79 - 8,14 123,9 - 54,19 - 7,97 120,01 - - - - - - -

P44g 176,6 62,85 32,01 - - - - - - - 176,6 63,04 32,11 - - - - -

Laa9 177,1 55,19 42,17 8,46 1254 - - - - - 177 5532 42,3 8,38 122,8 - - -

vas50 1753 61,72 32,85 8,06 122,8 - - - - - 1752 61,88 - 7,87 119,2 - - -

N451 174,8 52,89 38,89 8,55 1252 - - - - - 174,9 52,96 - 8,36 122,1 - - -

1452 1756 61,31 38,42 8,03  122,7 - - - - - 61,52 - 7.8 119,4 - - -

Y453 - 57,62 38,65 8,25 125,6 - - - - - - - - - - - -

Na54 175 52,89 38,67 829 122,6 - - - - - - - - - - - -

cass - 58,81 27,81 8,39 121,9 - - - 7,98 117,33 - - - - - - -

5456 - 55,9 63,79 846 1204 - 59,97 64,24 7,94 116,03 174,6 - - - - - - -

Gas7 173,8 453 - 8,36 113 - 45,55 - 7,9 109,68 173,7 4527 - 8,27 110,4 - - -

vasg 1759 62,14 32,61 7,98 121,9 175,06 62,39 32,56 7,62 119,16 175,7 62,09 32,95 7.8 119 - - -

Qas9 175,7 55,47 29,47 856 127,3 175,46 54,78 30,12 8,18 123,49 175,6 55,42 29,69 8,4 124,4 - - -

V460 176,5 62,39 32,56 831 1245 - - 32,72 8,05 120,74 176,3 62,41 32,43 8,14 121,5 - - -

Ga61 173,7 45,17 - 8,47 114,9 174,14 45,35 - 8,3 111,58 173,6 45,11 - 8,28 112,1 - - -

D462 175,8 53,65 40,26 8,29 122,5 175,55 54,32 40,52 8,1 119,66 176,2 54,23 41,26 8,08 120,3 - - -

N463 175,1 53,38 38,54 852 121,6 174,48 53,52 39,21 8,1 116,62 53,65 38,54 8,35 118,7 - - -

Na64 175,2 53,55 38,53 8,42 121,4 1752 53,85 38,79 8,17 117,73 1753 53,77 38,54 8,3 118,7 - - -

Y465 176 58,6 3818 814 1227 176,26 59,81 - 8,1 119,04 176 58,85 38,22 8,01 119,9 - - -

L466 177,8 55,67 42,2 8,05 124,4 177,28 55,7 42,06 7,93 118,44 177,8 55,8 42,25 7,88 121,2 - - -

Ta67 175 62,29 69,5 8,02 115,9 175,36 62,4 69,85 7,79 112,1 175 62,4 69,64 7,84 112,9 - - -

Ma6s 176,3 55,93 32,39 8,23 1243 - - - - - 176,3 56,11 32,38 8,04 121,4 - - -

Qa69 - 56,01 29,08 833 1233 176,34 56,75 28,9 8,12 119,03 176 56,04 29,14 8,15 120,3 - - -

Qa7o - 56,02 29,38 8,41 123,7 176,42 56,54 - 8,07 118,27 176,2 56,09 29,46 8,22 120,5 - - -

Ta71 174,6 62,13 69,64 829 117,7 174,65 62,39 69,52 7,89 112,14 174,5 62,07 69,66 8,1 114,6 - - -

T472 173,9 61,69 69,7 812 1186 173,57 62,14 69,85 7,8 115,24 173,8 61,76 69,65 7,93 115,6 - - -

A473 177,1 52,1 19,16 8,28 129 176,64 51,94 19,63 7,93 125,23 177 52,14 19,27 8,09 126 - - -

La74 - 52,93 - 8,11 1254 175,08 53,59 41,46 7.8 120,63 52,93 - 7,92 122,4 - - -

P475 177 63 31,75 - - - - - - - 176,9 62,99 31,67 - - - - -

T476 174,5 61,88 69,48 8,06 1156 174,52 61,33 69,42 7,72 111,01 174,4 61,89 69,58 7,89 112,7 - - -

wa77 176,5 57,12 29,4 7,94 1247 176,49 57,59 29,68 7,75 122,51 176,4 57,23 29,48 7,77 121,9 - - -

Ga7s 173,5 45,26 - 8,21 112,8 173,88 45,85 - 8,04 108,63 173,5 45,28 - 8,04 109,8 - - -

L479 176,7 54,6 42,36 7,94 1237 176,24 55,04 42,64 7,56 120,06 176,6 54,65 42,45 7,77 120,9 - - -

A480 - 50,45 - 8,33  128,7 175,25 50,76 18,2 7,96 122,68 50,43 - 8,15 125,7 - - -

Pag1 177 63,14 31,94 - - - - - - - 176,9 63,28 31,82 - - - - -

5482 1752 58,33 63,8 841 1181 175,37 58,75 - 8,17 114,45 175,1 58,31 63,84 8,24 1152 - - -

Gas3 174,1 45,32 - 8,48  113,2 174,48 45,57 - 8,22 110,51 45,33 - 8,32 110,5 45,307 8,42 110,76|
K484 177,1 56,28 32,82 8,27 123,2 176,92 56,58 32,75 7,96 119,59 56,17 - - - - - -

Gass 174,1 45,3 - 8,53 112,3 174,19 45,64 - 8,25 108,47 45,25 - 8,37 109,6 - - -

RA486 176,8 56,16 30,65 8,28 123,1 175,21 56,37 30,7 7,89 119,03 176,7 56,21 30,99 8,12 120,3 - - -

Gas7 173,9 45,15 - 8,51  112,3 176,65 45,44 - 8,13 107,91 173,8 45,14 - 8,35 109,5 - - -

Lagg 177,3 54,99 42,33 8,19 124 176,99 55,02 42,19 7,77 120,07 177,1 5503 42,31 8,01 121,3 - - -

Qas9 175,4 55,68 - 8,44  123,5 175,19 55,84 29,39 8,09 119,03 1752 5562 - 8,26 120,5 - - -

Ha490 - 53,02 - 8,51 122,2 171,44 53,21 2866 7,97 117,54 53,72 - 8,17 120,7 53,082 8,418 119,56
P491 - - - - - - - - - - - - - - - -

P492 - - - - - - - - - - - - - - - -

P493 176,9 62,65 31,84 - - - - - - - 176,9 62,64 31,88 - - - - -

vaoa 176,8 62,59 32,51 8,32 123,3 - 62,28 32,74 7,9 118,96 176,7 62,62 32,3 8,13 120,5 62,775 8,265 120,66
Ga9s 174,2 45,15 - 8,59 115,4 174,3 45,32 - 8,31 111,31 174,1 45,11 - 8,44 112,6 45,244 8,522 112,6|
5496 - 58,39 63,84 8,27 118 174,84 58,58 63,9 8,05 114,99 174,6 58,38 63,87 8,09 115,3 58,496 8,168 115,51
Q497 175,7 55,79 29,33 8,58 124,7 175,81 56,08 28,86 8,35 121,43 175,7 5581 29,43 8,45 122 55,911 8,484 121,85
E498 176,2 55,87 29,77 8,44 124,2 176,28 56,24 30,06 8,24 120,33 176,4 56,43 30,64 8,3 121,7 55,752 8,337 121,05
G499 - 44,46 - 8,35 112,9 171,36 44,41 - 7,99 109,34 44,41 - 8,18 109,9 44,485 8,229  110,1
P500 177 62,95 32,11 - - - - - - - 176,9 62,88 32,09 - - 62,824 - -

K501 176,1 55,98 33,07 8,48 123,9 175,77 56,01 32,93 8,23 121 55,75 33,02 8,32 121,5 55,976 8,481 120,48
D502 - 51,77 - 8,35 124,4 174,34 51,62 40,91 8,16 121,21 - - 8,17 122,2 - - -

P503 177,3 63,73 31,97 - - - - - - - 177,5 63,77 32,23 - - - - -

E504 176,5 56,25 28,73 8,41 121,4 176,49 56,75 28,91 8,16 117,31 177 56,87 29,61 8,33 118,9 - - -

AS05 177,7 53,1 18,79 8,06 126 177,33 52,54 19,25 7,76 122,27 177,9 53,41 18,84 7,88 122,9 - - -

W506 176,2 57,08 29,22 7,86  120,9 175,62 57,02 29,5 7,66 119,35 176,2 57,29 29,12 7,67 117,5 - - -

s507 173,6 57,9 63,66 7,86 1192 - 57,88 64,39 7,69 116,92 173,7 58,08 63,66 7,65 115,7 - - -

R508 - 53,84 - 7,97 1259 - 55,27 - 7,96 121,9 53,91 - 7,75 123 - - -

P509 - 63,02 32,06 - - - - - - - 176,9 63,15 - - - - - -

Qs10 176,9 56,52 28,94 8,59 123 - - - - - 56,52 28,98 8,42 120,1 - - -

G511 174,1 45,38 - 8,56  112,5 - 45,58 - 8,14 108,17 173,9 45,28 - 8,35 109,5 - - -

w512 1759 57,93 29,48 7,97 1234 176,41 58,06 29,32 7,76  120,6 1758 57,73 29,59 7,8 120,5 - - -

Y513 174,9 57,52 38,51 7,75 123 175,51 58,65 38,15 7,57 118,58 174,8 57,66 38,53 7,59 120,3 - - -

N514 174,8 53 38,62 8,13 122,4 175,17 53,34 - 7,9 119 52,89 - 7,95 119,8 - - -

H515 174,2 55,31 28,63 8,39 122,1 174,48 56,02 28,16 7,98 118,67 - - - - - - -

S516 174,7 58,59 63,78 84 1195 174,91 58,63 - 81 1156 174,8 58,62 63,76 - - - - -

G517 173 4523 - 8,46  113,9 173,31 45,41 - 8,21 110,98 172,9 45,32 - 8,27 111,1 - - -

K518 - 57,36 - 7,94 1281 181,31 57,5 33,42 7,66 125,57 57,41 - 7,69 1256 - - -




Table S2. Secondary Ca chemical shifts of RIPK3 with corresponding error estimates based
on signal-to-noise ratio analysis.

Assignmeni ACa o(Ca)
G387 -1,918 0,00633
S$388 -0,103  0,00317
S$389 -0,04 0,00144
S391 0,15 0,00478
M392 -0,2 0,00144
A393 -0,115 0,00140
Q397 -0,09 0,00249
T398 -0,121  0,00192
E400 -0,689 0,00488
T401 -0,189 0,00182
$402 -0,074 0,00188
T403 0,044  0,00510
F404 0,49 0,00756
R405 0,151 0,00469
N406 -0,127  0,00345
Q407 -0,302  0,00308
M408 -0,224  0,00366
P409 0,158 0,00361
$410 0,046 0,00153
P411 0,404 0,00366
T412 -0,406 0,00171
S$413 0,039 0,00098
T414 -0,418 0,00094
G415 -0,125 0,00094
T416 -0,235 0,00101
P417 -0,1 0,00533
S$418 0,029 0,00169
P419 0,169 0,00868
G420 -0,16  0,00189
R422 -0,106  0,00249
G423 -0,008 0,00225
N424 -0,293  0,00269
Q425 -0,172  0,00145
G426 0,143 0,00249
A427 -0,157 0,00411
G483 -0,243  0,00372
H490 -0,368 0,00756
V494 0,218 0,00335
G495 -0,16 0,00313
S496 -0,046  0,00166
Q497 -0,189 0,00182
E498 -1,067 0,00155
G499 -0,272  0,00260
P500 -0,281 0,00478
K501 -0,389 0,00263




