Additional file 3
Data set of alanine mutations
Data set S1: Data set of alanine mutations used in the investigation. We report both the measured G and the prediction from Robetta. Positive scores for SVM and TSVM are residues predicted to have G ≥ 2 kcal/mol 

	Pdb id
	Chain
	PDB residue number
	Residue type
	Observed G (kcal/mol)
	Robetta G (kcal/mol)
	SVM score
	TSVM score

	1A22
	A
	18
	H
	-0.5
	2.29
	-0.61
	-0.75

	1A22
	A
	21
	H
	0.2
	0.83
	-0.3
	-0.64

	1A22
	A
	22
	Q
	-0.2
	0.05
	-1.1
	-1.57

	1A22
	A
	25
	F
	-0.4
	1.29
	-0.61
	-0.92

	1A22
	A
	42
	Y
	0.2
	2.02
	0
	-0.1

	1A22
	A
	45
	L
	1.2
	1.15
	-0.28
	-0.66

	1A22
	A
	46
	Q
	0.1
	1.04
	-0.5
	-0.51

	1A22
	A
	51
	S
	0.3
	-0.02
	-0.78
	-1.31

	1A22
	A
	56
	E
	0.4
	0.97
	-0.74
	-0.96

	1A22
	A
	62
	S
	0.1
	-0.17
	-0.5
	-1.13

	1A22
	A
	63
	N
	0.3
	0.4
	-0.68
	-1.25

	1A22
	A
	64
	R
	1.6
	2
	0.81
	1.11

	1A22
	A
	65
	E
	-0.5
	-0.11
	-0.72
	-1.24

	1A22
	A
	68
	Q
	0.6
	1.81
	-0.07
	0

	1A22
	A
	164
	Y
	0.3
	0.99
	-0.84
	-1.22

	1A22
	A
	167
	R
	0.3
	0.42
	-0.44
	-0.66

	1A22
	A
	168
	K
	-0.2
	2.12
	-0.38
	-0.57

	1A22
	A
	171
	D
	0.8
	9
	0.39
	0.2

	1A22
	A
	172
	K
	2
	0.74
	-0.58
	-0.95

	1A22
	A
	174
	E
	-0.9
	1.38
	-0.32
	-0.77

	1A22
	A
	175
	T
	2
	2.31
	0.11
	-0.19

	1A22
	A
	176
	F
	1.9
	0.61
	-0.84
	-1.3

	1A22
	A
	178
	R
	2.4
	0.38
	-0.37
	-0.76

	1A22
	A
	179
	I
	0.8
	1
	-0.28
	-0.67

	1A22
	B
	243
	R
	2.12
	6.54
	0.33
	0.37

	1A22
	B
	244
	E
	1.69
	0.49
	-0.29
	-0.59

	1A22
	B
	271
	R
	0.54
	1.31
	-0.07
	-0.12

	1A22
	B
	273
	T
	0.11
	0
	-1.37
	-1.91

	1A22
	B
	274
	Q
	0
	0.03
	-1.36
	-1.91

	1A22
	B
	275
	E
	-0.1
	0.09
	-1.19
	-1.69

	1A22
	B
	276
	W
	0.51
	2.86
	-0.39
	-0.28

	1A22
	B
	298
	S
	-0.05
	0.29
	-1.28
	-1.9

	1A22
	B
	301
	T
	1.76
	0.02
	-1.13
	-1.72

	1A22
	B
	302
	S
	-0.2
	-0.11
	-0.9
	-1.49

	1A22
	B
	303
	I
	1.61
	0.31
	-0.12
	-0.75

	1A22
	B
	304
	W
	        >4.50
	5.38
	1.25
	1.61

	1A22
	B
	305
	I
	1.94
	0.13
	-0.68
	-1.17

	1A22
	B
	320
	E
	-0.19
	0.67
	-0.69
	-0.72

	1A22
	B
	321
	K
	0.08
	0.05
	-0.98
	-1.57

	1A22
	B
	324
	S
	0.28
	-0.06
	-0.45
	-1.07

	1A22
	B
	326
	D
	0.99
	-0.31
	-0.08
	-0.6

	1A22
	B
	327
	E
	0.97
	1.11
	-0.1
	-0.04

	1A22
	B
	364
	D
	1.49
	1.37
	-0.09
	0.15

	1A22
	B
	365
	I
	2.13
	0.09
	-1.05
	-1.49

	1A22
	B
	366
	Q
	0.02
	0.68
	-0.94
	-1.49

	1A22
	B
	367
	K
	-0.02
	0.22
	-0.61
	-1.18

	1A22
	B
	369
	W
	        >4.50
	3.56
	0.73
	0.83

	1A22
	B
	371
	V
	-0.64
	0.26
	-0.76
	-1.22

	1A22
	B
	417
	R
	0.28
	0.22
	-0.37
	-0.65

	1A22
	B
	418
	N
	0.3
	1.84
	0.1
	-0.11

	1A22
	B
	419
	S
	0.03
	0.98
	-0.3
	-0.93

	1A4Y
	A
	261
	W
	0.1
	1.06
	-0.9
	-1.25

	1A4Y
	A
	263
	W
	1.2
	2.27
	-0.21
	-0.21

	1A4Y
	A
	289
	S
	0
	0.6
	-0.9
	-1.71

	1A4Y
	A
	318
	W
	1.5
	2.19
	-0.4
	-0.55

	1A4Y
	A
	320
	K
	-0.3
	-0.21
	-1.06
	-1.76

	1A4Y
	A
	344
	E
	0.2
	1.37
	-0.86
	-1.33

	1A4Y
	A
	375
	W
	1
	2.83
	-0.76
	-0.8

	1A4Y
	A
	401
	E
	0.9
	0.02
	-1.18
	-1.72

	1A4Y
	A
	434
	Y
	3.3
	3
	0.21
	0.23

	1A4Y
	A
	435
	D
	3.5
	0.57
	0.39
	0.54

	1A4Y
	A
	437
	Y
	0.8
	3.13
	0.03
	0.32

	1A4Y
	A
	459
	I
	0.7
	0.62
	-1.13
	-1.77

	1A4Y
	B
	5
	R
	2.3
	2.54
	0.02
	0.68

	1A4Y
	B
	8
	H
	0.9
	0.85
	-1.03
	-1.43

	1A4Y
	B
	12
	Q
	0.3
	0.87
	-0.55
	-1.06

	1A4Y
	B
	13
	H
	-0.3
	0.02
	-1.22
	-1.83

	1A4Y
	B
	31
	R
	0.2
	2.76
	0.24
	1.03

	1A4Y
	B
	32
	R
	0.9
	0.18
	-0.56
	-0.52

	1A4Y
	B
	68
	N
	0.2
	0.52
	-1.33
	-2.21

	1A4Y
	B
	84
	H
	0.2
	1.05
	-0.52
	-0.95

	1A4Y
	B
	89
	W
	0.2
	2.71
	-0.06
	0.2

	1A4Y
	B
	108
	E
	-0.3
	1.73
	-0.42
	-0.66

	1A4Y
	B
	114
	H
	0.65
	1.69
	-0.29
	-0.73

	1DFJ
	I
	202
	E
	1
	0.77
	-0.72
	-1.01

	1DFJ
	I
	257
	W
	1.3
	1.58
	-0.74
	-1.07

	1DFJ
	I
	259
	W
	2.2
	3.09
	-0.4
	-0.44

	1DFJ
	I
	283
	E
	1.3
	-0.1
	-1.37
	-1.77

	1DFJ
	I
	285
	S
	0.8
	0
	-1.22
	-2.14

	1DFJ
	I
	314
	W
	1
	1.27
	-0.98
	-1.17

	1DFJ
	I
	316
	K
	1.3
	0.38
	-1.17
	-1.56

	1DFJ
	I
	397
	E
	1.3
	0.42
	-1.15
	-1.39

	1DFJ
	I
	430
	Y
	5.9
	2.72
	0.08
	0.31

	1DFJ
	I
	431
	D
	3.6
	0.16
	-0.33
	-0.68

	1DFJ
	I
	433
	Y
	2.6
	3.62
	1.08
	2.01

	1DFJ
	I
	453
	R
	0.8
	0.21
	-1.16
	-1.45

	1DFJ
	I
	455
	I
	0.3
	0.5
	-0.77
	-1.43

	1AHW
	C
	156
	Y
	>4.00
	4.53
	0.66
	0.97

	1AHW
	C
	167
	T
	0
	-0.24
	0.8
	0.96

	1AHW
	C
	170
	T
	1
	-0.06
	-0.69
	-0.81

	1AHW
	C
	178
	D
	-0.5
	-0.09
	-1.6
	-1.95

	1AHW
	C
	197
	T
	1.3
	-0.01
	-1.15
	-1.4

	1AHW
	C
	198
	V
	-0.3
	-0.01
	-1.19
	-1.42

	1AHW
	C
	199
	N
	1.1
	-0.01
	-1.34
	-1.61

	1JRH
	L
	27
	E
	0.54
	0.67
	-1.02
	-1.31

	1JRH
	L
	28
	D
	0.44
	0.67
	-1.23
	-1.54

	1JRH
	L
	30
	Y
	1.1
	1.09
	-0.39
	-0.44

	1JRH
	L
	91
	Y
	0.58
	0.28
	0.32
	0.51

	1JRH
	L
	92
	W
	2.8
	3.01
	1.01
	1.21

	1JRH
	L
	93
	S
	-0.65
	0.54
	0.6
	0.77

	1JRH
	L
	94
	T
	0.38
	0.36
	0
	-0.06

	1JRH
	L
	96
	W
	1.7
	0.59
	-0.81
	-1.1

	1JRH
	H
	32
	Y
	1.4
	1.63
	-0.77
	-0.88

	1JRH
	H
	52
	W
	2.7
	1.55
	-0.23
	-0.37

	1JRH
	H
	53
	W
	2.4
	0.73
	-1.04
	-1.33

	1JRH
	H
	54
	D
	1.9
	1.64
	-0.84
	-1.08

	1JRH
	H
	56
	D
	1.8
	0.49
	-0.7
	-0.88

	1JRH
	H
	58
	Y
	1.2
	2.05
	0.2
	0.29

	1JRH
	H
	95
	R
	0.54
	1.49
	0.08
	0.16

	1JRH
	H
	99
	Y
	1.1
	1.98
	0.76
	1.16

	1JRH
	H
	100B
	H
	1.7
	3.38
	1.9
	2.44

	1JRH
	I
	47
	K
	3.6
	1.4
	0.1
	0.06

	1JRH
	I
	49
	Y
	3.4
	3.87
	2.91
	3.79

	1JRH
	I
	51
	V
	1.9
	1
	0.78
	1

	1JRH
	I
	52
	K
	3
	2.38
	2.37
	2.71

	1JRH
	I
	53
	N
	3.9
	2.72
	2.3
	2.87

	1JRH
	I
	54
	S
	0.3
	-0.03
	0.39
	0.37

	1JRH
	I
	55
	E
	-0.4
	-0.1
	-0.13
	-0.24

	1JRH
	I
	79
	N
	-0.4
	0.03
	-0.21
	-0.17

	1JRH
	I
	82
	W
	4.5
	1.35
	-0.84
	-0.98

	1JRH
	I
	84
	R
	-0.3
	0.37
	-1.19
	-1.48

	1JRH
	I
	98
	K
	0
	0.05
	-1
	-1.28

	1DVF
	A
	30
	H
	1.7
	0.26
	-1.34
	-1.4

	1DVF
	A
	32
	Y
	2
	0.47
	-0.72
	-0.77

	1DVF
	A
	49
	Y
	1.7
	0.88
	-1.44
	-1.36

	1DVF
	A
	50
	Y
	0.7
	0.58
	-1.06
	-1.32

	1DVF
	A
	92
	W
	0.3
	1.56
	-0.44
	-0.75

	1DVF
	A
	93
	S
	1.2
	-0.02
	-1.55
	-1.59

	1DVF
	B
	30
	T
	0.9
	0.01
	-1.24
	-1.34

	1DVF
	B
	32
	Y
	1.8
	0.11
	-0.57
	-0.87

	1DVF
	B
	52
	W
	4.2
	3.26
	1.65
	1.35

	1DVF
	B
	54
	D
	4.3
	0.72
	0.82
	0.81

	1DVF
	B
	56
	N
	1.2
	1.07
	-0.1
	-0.36

	1DVF
	B
	58
	D
	1.6
	0.71
	-0.78
	-0.78

	1DVF
	B
	98
	E
	4.2
	0.05
	-0.72
	-0.54

	1DVF
	B
	99
	R
	1.9
	0.22
	-0.41
	-0.4

	1DVF
	B
	100
	D
	2.8
	0.43
	-0.43
	-0.5

	1DVF
	B
	101
	Y
	>4.00
	2.13
	0.18
	0.44

	1DVF
	C
	49
	Y
	1.9
	0.3
	-0.96
	-0.86

	1DVF
	D
	30
	K
	1
	-0.04
	-1.76
	-1.87

	1DVF
	D
	33
	H
	1.9
	0.79
	-1.39
	-1.47

	1DVF
	D
	52
	D
	1.7
	-0.23
	-1.18
	-1.27

	1DVF
	D
	54
	N
	1.9
	2.09
	-1.31
	-1.2

	1DVF
	D
	97
	I
	2.7
	1.07
	-0.51
	-0.69

	1DVF
	D
	98
	Y
	4.7
	4.78
	2.75
	2.74

	1DVF
	D
	100
	Q
	1.6
	1.44
	0.68
	1.07

	1DVF
	D
	100B
	R
	4.1
	1.69
	0.27
	0.52

	3HFM
	L
	31
	N
	5.2
	1.86
	0.17
	0.13

	3HFM
	L
	32
	N
	5.13
	2.48
	-0.19
	-0.16

	3HFM
	L
	50
	Y
	4.6
	1.4
	0.39
	0.24

	3HFM
	L
	53
	Q
	0.96
	0.83
	-0.54
	-0.29

	3HFM
	L
	96
	Y
	2.73
	0.45
	-0.57
	-0.76

	3HFM
	H
	31
	S
	0.18
	0.25
	-0.85
	-0.59

	3HFM
	H
	32
	D
	1.93
	1.1
	-0.97
	-1.21

	3HFM
	H
	33
	Y
	6
	2.9
	1.31
	1.72

	3HFM
	H
	50
	Y
	7.4
	2.96
	-0.17
	0.42

	3HFM
	H
	53
	Y
	3.3
	1.66
	0.61
	0.88

	3HFM
	H
	58
	Y
	1.7
	1.77
	0.3
	0.33

	3HFM
	Y
	15
	H
	-0.44
	0.09
	-0.56
	-0.88

	3HFM
	Y
	20
	Y
	4.9
	2.23
	0.19
	0.12

	3HFM
	Y
	21
	R
	1.07
	3.42
	1.16
	1.92

	3HFM
	Y
	63
	W
	0.31
	0.83
	-0.99
	-1.21

	3HFM
	Y
	73
	R
	-0.33
	0.56
	-0.65
	-0.66

	3HFM
	Y
	75
	L
	0.69
	1.3
	-0.79
	-0.55

	3HFM
	Y
	89
	T
	0
	0.17
	-0.88
	-1.22

	3HFM
	Y
	93
	N
	0.21
	1.53
	-0.41
	0

	3HFM
	Y
	96
	K
	7
	2.13
	0.75
	0.99

	3HFM
	Y
	97
	K
	6.2
	1.42
	-0.18
	0.2

	3HFM
	Y
	98
	I
	0
	0.1
	-1.1
	-1.06

	3HFM
	Y
	100
	S
	0.26
	0.84
	0.38
	0.62

	3HFM
	Y
	101
	D
	0.94
	0.32
	1.4
	1.49

	1VFB
	A
	30
	H
	0.8
	0.26
	-0.92
	-1.16

	1VFB
	A
	32
	Y
	1.3
	1.31
	-0.18
	-0.3

	1VFB
	A
	49
	Y
	0.8
	0.49
	-1.02
	-1.24

	1VFB
	A
	50
	Y
	0.4
	1.52
	-0.09
	-0.14

	1VFB
	A
	53
	T
	-0.23
	0.64
	-1.29
	-1.32

	1VFB
	A
	92
	W
	1.71
	2.06
	-0.49
	-0.6

	1VFB
	A
	93
	S
	0.11
	0
	-0.74
	-1.07

	1VFB
	B
	30
	T
	0.09
	0.66
	-1.44
	-1.81

	1VFB
	B
	32
	Y
	0.5
	0.66
	-1.18
	-1.52

	1VFB
	B
	52
	W
	1.23
	1.75
	-0.29
	-0.41

	1VFB
	B
	54
	D
	1.95
	-0.14
	-1.01
	-1.32

	1VFB
	B
	99
	R
	0.47
	0.73
	-0.66
	-0.72

	1VFB
	B
	100
	D
	3.1
	3.03
	0.71
	1.09

	1VFB
	B
	101
	Y
	>4.00
	3.23
	1.15
	1.34

	1VFB
	C
	18
	D
	0.3
	0.55
	-0.96
	-1.11

	1VFB
	C
	19
	N
	0.3
	1
	-0.27
	-0.25

	1VFB
	C
	23
	Y
	0.4
	0
	-0.66
	-0.85

	1VFB
	C
	24
	S
	0.8
	0.71
	-0.03
	-0.09

	1VFB
	C
	116
	K
	0.7
	0.85
	-0.74
	-1.07

	1VFB
	C
	118
	T
	0.8
	0.1
	-0.59
	-0.89

	1VFB
	C
	119
	D
	1
	1.67
	0.02
	-0.12

	1VFB
	C
	120
	V
	0.9
	0.23
	-0.41
	-0.57

	1VFB
	C
	121
	Q
	2.9
	4.2
	0.92
	1.38

	1VFB
	C
	124
	I
	1.2
	0.43
	-1.05
	-1.17

	1VFB
	C
	125
	R
	1.8
	2.22
	-0.38
	-0.57

	1VFB
	C
	129
	L
	0.2
	0.06
	-1.41
	-1.7

	1NMB
	H
	99
	Y
	1.5
	1.28
	-0.59
	-0.9

	1BRS
	A
	27
	K
	5.4
	1.88
	-0.01
	0.04

	1BRS
	A
	58
	N
	3.1
	-0.03
	-1.03
	-1.53

	1BRS
	A
	59
	R
	5.2
	3.01
	1.15
	1.33

	1BRS
	A
	60
	E
	-0.2
	1.41
	0.24
	0.13

	1BRS
	A
	73
	E
	2.8
	-0.2
	-0.36
	-0.63

	1BRS
	A
	87
	R
	5.5
	4.44
	0.2
	0.25

	1BRS
	A
	102
	H
	6
	5.08
	2.02
	2.47

	1BRS
	D
	29
	Y
	3.4
	3.13
	1.05
	1.4

	1BRS
	D
	35
	D
	4.5
	1.42
	2.44
	2.87

	1BRS
	D
	39
	D
	7.7
	9.4
	2.94
	3.87

	1BRS
	D
	42
	T
	1.8
	1.66
	0.44
	0.44

	1BRS
	D
	76
	E
	1.3
	1.54
	-0.81
	-0.92

	1BXI
	A
	23
	C
	0.92
	-0.08
	-0.44
	-0.59

	1BXI
	A
	24
	N
	0.14
	0
	-1.03
	-1.47

	1BXI
	A
	27
	T
	0.73
	0.6
	-0.75
	-0.84

	1BXI
	A
	28
	S
	0.17
	0
	-1.19
	-1.55

	1BXI
	A
	29
	S
	0.96
	0.17
	-0.81
	-1.12

	1BXI
	A
	30
	E
	1.41
	2.97
	1.51
	1.93

	1BXI
	A
	33
	L
	3.42
	1.02
	-0.23
	-0.64

	1BXI
	A
	34
	V
	2.58
	0.98
	0.39
	0.16

	1BXI
	A
	37
	V
	1.66
	0.5
	-0.52
	-0.91

	1BXI
	A
	38
	T
	0.9
	1.35
	-0.55
	-0.77

	1BXI
	A
	41
	E
	2.08
	-0.07
	-0.08
	-0.47

	1BXI
	A
	48
	S
	0.01
	-0.01
	-0.9
	-1.32

	1BXI
	A
	50
	S
	2.19
	4.21
	0.69
	1.02

	1BXI
	A
	51
	D
	5.92
	0.82
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