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Figure S1 — 3D structure of the S. cerevisiae Ura3 dimer and CnePrp8i insertion
site.

CnePrp8i insertion site (black arrows) and Serine 158 have been highlighted. Based on X-ray
diffraction crystal structure from PDB 1DQX — Orotidine 5'-phosphate Decarboxylase complexed
to 6-hydroxyuridine 5'-phosphate (BMP) at 2.40 A resolution. For the purpose of this figure,
BMP molecules have been removed.



Table S1 — Primers used in this work

#  Primer Name Sequence 5" — 3’ Modification  Ta (°C) * Use

M13F GTAAAACGACGGCCAGT -
Set 1 55 .
M13R AACAGCTATGACCATG - plasrmd backbone

Insert cloning amplification using the

pCnePrp8-Intein_F  TGTCTGCAGAATGGTACTCG -
Set 2 55 CnePRP8i amplification, used for RT-PCR
pCnePrp8-Intein_R  CAATACCAAATAGTCATGACG -

s P35 CGCGGATCCGCTTTTCAATTCAATTCATC - ., Insertamplification using the URA3
P102 CGCAAGCTTTTAGTTTTGCTGGCCGCATCTTC - promoter and URAS terminal site
Setd p3s ATGTCGAAAGCTACATATAAGG - 2 Insert amplification using the URA3 initial
01025 TTAGTTTTGCTGGCCGCATCTTC ~ and terminal sites, used for RT-PCR.
ot PpRCT2(C>A)_1F  GCTCTGCAGAATGGTACTCG 5' phosphorylated 5 pRInt whole plasmid amplification, used
) PPRCT2(C>A) IR GGCCTTGCATGACAATTCTG 5' phosphorylated for site-directed mutagenesis
et ppRCT2(N->A) 2F TCCGGCCTATCTACTGGAGA 5' phosphorylated 5 pRInt whole plasmid amplification, used
) PPRCT2(N-DA) 2R AGCGTGCAATACCAAATAGTCA 5' phosphorylated for site-directed mutagenesis
<ot 7 MutlF AGAATTGTCATGCAAGGCCGC - 5, Identification of site-directed mutagenesis,
Mut2R CCAGTAGATAGGCCGGAAGC i} used the screen ligated plasmids

* Annealing Temperature.



Figure S2 — pRS313 Plasmid Map and Sequence

pRS313

4967 bp

M13F (2023 ..2039)

BamHI (2109)
EcoRI (2127)
XhoI (2160)

M13R (2228 ..2243)

>pRS313 (4967 bp)

tcgcgcecgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctecccggagacggtcacage
ttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggeggg
tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccataattceccg
ttttaagagcttggtgagcgctaggagtcactgccaggtatcgtttgaacacggcattagtcag
ggaagtcataacacagtcctttcccgcaattttetttttctattactcttggectecctctagta
cactctatatttttttatgcctcggtaatgattttcatttttttttttccacctagecggatgac
tctttttttttcttagcgattggcattatcacataatgaattatacattatataaagtaatgtg
atttcttcgaagaatatactaaaaaatgagcaggcaagataaacgaaggcaaagatgacagagc
agaaagccctagtaaagcgtattacaaatgaaaccaagattcagattgcgatctcectttaaaggg



tggtcccctagcgatagagcactcgatcttcccagaaaaagaggcagaagcagtagcagaacag
gccacacaatcgcaagtgattaacgtccacacaggtatagggtttctggaccatatgatacatg
ctctggccaagcattccggctggtcecgctaatcgttgagtgcattggtgacttacacatagacga
ccatcacaccactgaagactgcgggattgctctcggtcaagecttttaaagaggccctactggeg
cgtggagtaaaaaggtttggatcaggatttgcgcctttggatgaggcactttccagageggtgg
tagatctttcgaacaggccgtacgcagttgtcgaacttggtttgcaaagggagaaagtaggaga
tctctcttgcgagatgatcccgecattttecttgaaagectttgcagaggctagcagaattaccecte
cacgttgattgtctgcgaggcaagaatgatcatcaccgtagtgagagtgcgttcaaggetcecttyg
cggttgccataagagaagccacctcgcccaatggtaccaacgatgttceccctceccaccaaaggtgt
tcttatgtagtgacaccgattatttaaagctgcagcatacgatatatatacatgtgtatatatg
tatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatactgaagatgacaaggtaatg
catcattctatacgtgtcattctgaacgaggcgcgectttececttttttetttttgetttttettt
ttttttctcttgaactcgacggatcatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaa
aataccgcatcaggaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaa
atcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaataga
ccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactc
caacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaa
tcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagceccecccgat
ttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagce
gggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgecgtaaccaccacaccecgecgegett
aatgcgccgctacagggcgcgtcgecgceccattegceccattcaggetgecgcaactgttgggaagggce
gatcggtgcgggcctcttcgctattacgeccagectggcgaaggggggatgtgectgcaaggegatt
aagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaa
tacgactcactatagggcgaattggagctccaccgcggtggcggeccgctctagaactagtggat
cccceccgggctgcaggaattcgatatcaagettatcgataccgtcgacctcgagggggggcccgyg
tacccagcttttgttccecctttagtgagggttaattccgagettggecgtaatcatggtcataget
gtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaacataggagccggaagcataaag
tgtaaagcctggggtgcctaatgagtgaggtaactcacattaattgcgttgcgectcactgeccg
ctttccagtcgggaaacctgtcgtgccagectgcattaatgaatcggccaacgecgecggggagagg
cggtttgcgtattgggcgctctteccgecttectecgectcactgactecgetgegecteggtegttecgg
ctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggata
acgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgegtt
gctggcgtttttccataggctcggececceccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgcectcaagtecag
aggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgttcccccecctggaagcectceectegtge
gctctcctgttccgaccctgeccgecttaccggatacctgtecgectttecteeccttegggaagegt
ggcgctttctcaatgctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtecgttcgetccaagetyg
ggctgtgtgcacgaacccccececgttcagecccgaccgctgegecttateccggtaactategtettyg
agtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcag
agcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactaga
aggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagcet
cttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagecggtggtttttttgtttgcaagcagcagattac
gcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtgg
aacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatcc
ttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacag
ttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagtt
gcctgactgcccecgtcecgtgtagataactacgatacgggagggcttaccatctggeccecccagtgetyg
caatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaaccagccagccgg



aagggccgagcgcagaagtggtcctgcaactttatccgectccatccagtctattaattgttge
cgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacag
gcatcgtggtgtcacgctcgtcgtttggtatggcttcattcagctccggttcecccaacgatcaag
gcgagttacatgatcccccatgttgtgaaaaaaagcggttagectecctteggtecctececgategtt
gtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcataattctetta
ctgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgaga
atagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgceccggecgtcaatacgggataataccgecgeccacat
agcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatct
taccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcacccaactgatcttcagecatettt
tactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaaaaaagggaata
agggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatc
agggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggt
tccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgggtecttttcatcacgtgctataaaaataatt
ataatttaaattttttaatataaatatataaattaaaaatagaaagtaaaaaaagaaattaaaqg
aaaaaatagtttttgttttccgaagatgtaaaagactctagggggatcgccaacaaatactacc
ttttatcttgctcttcecctgctctcaggtattaatgeccgaattgtttcatecttgtectgtgtagaa
gaccacacacgaaaatcctgtgattttacattttacttatcgttaatcgaatgtatatctattt
aatctgcttttcttgtctaataaatatatatgtaaagtacgctttttgttgaaattttttaaac
ctttgtttatttttttttcttcattccgtaactcttctaccttectttatttactttctaaaate
caaatacaaaacataaaaataaataaacacagagtaaattcccaaattattccatcattaaaag
atacgaggcgcgtgtaagttacaggcaagcgatccgtcctaagaaaccattattatcatgacat
taacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttegtce



Figure S3 — pRHis Plasmid Map and Sequence

M13F (2023 ..2039)

BamHI (2109)
Xhol (2126)

P35 (2132 ..2151)

p3s (2385 .. 2406)

(3400 .. 3415) M13R

(3332) Xhol
(3299) EcoRI
(3258) Xhol

(3166 .. 3190) P102 p102s (3166 .. 3188)

>pRHis (6139 bp)

tcgcgecgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctecccggagacggtcacagce
ttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggeggg
tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccataattceccg
ttttaagagcttggtgagcgctaggagtcactgccaggtatcgtttgaacacggcattagtcag
ggaagtcataacacagtcctttcccgcaattttetttttctattactcttggectecctctagta
cactctatatttttttatgcctcggtaatgattttcatttttttttttccacctagecggatgac
tctttttttttcttagcgattggcattatcacataatgaattatacattatataaagtaatgtg
atttcttcgaagaatatactaaaaaatgagcaggcaagataaacgaaggcaaagatgacagagc



agaaagccctagtaaagcgtattacaaatgaaaccaagattcagattgcgatctcectttaaaggg
tggtcccctagcgatagagcactcgatcttcccagaaaaagaggcagaagcagtagcagaacag
gccacacaatcgcaagtgattaacgtccacacaggtatagggtttctggaccatatgatacatyg
ctctggccaagcattccggctggtcecgctaatcgttgagtgcattggtgacttacacatagacga
ccatcacaccactgaagactgcgggattgctctcggtcaagettttaaagaggeccctactggeg
cgtggagtaaaaaggtttggatcaggatttgcgcctttggatgaggcactttccagageggtgg
tagatctttcgaacaggccgtacgcagttgtcgaacttggtttgcaaagggagaaagtaggaga
tctctcttgcgagatgatcccecgecattttecttgaaagectttgcagaggctagcagaattacecte
cacgttgattgtctgcgaggcaagaatgatcatcaccgtagtgagagtgcgttcaaggetcecttyg
cggttgccataagagaagccacctcgcccaatggtaccaacgatgttceccctceccaccaaaggtgt
tcttatgtagtgacaccgattatttaaagctgcagcatacgatatatatacatgtgtatatatg
tatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatactgaagatgacaaggtaatg
catcattctatacgtgtcattctgaacgaggcgcgectttececttttttetttttgetttttettt
ttttttctcttgaactcgacggatcatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaa
aataccgcatcaggaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaa
atcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatceccttataaatcaaaagaataga
ccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactc
caacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaa
tcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagceccecccgat
ttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagce
gggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgecgtaaccaccacaccecgecgegett
aatgcgccgctacagggcgcgtcgecgceccattegceccattcaggetgecgcaactgttgggaagggce
gatcggtgcgggcctcttcgectattacgccagectggcgaaggggggatgtgectgcaaggecgatt
aagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaa
tacgactcactatagggcgaattggagctccaccgcggtggecggeccgctctagaactagtgGAT
CCGATGACCCAATCTCGAGGCTTTTCAATTCAATTCATCTTTTTTTTTTTTGTTCTTTTTTTTG
ATTCCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGAACGAAGGAAG
GAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAG
TATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAAATCATGGGATCACA
CCACCACCACCACCACATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCT
GTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATG
TTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAA
AACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTA
TCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCA
AATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGG
TGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCT
AGAGGCCTTTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGGCTCCCTATCTACTGGAGAATATACTA
AGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTGCTCAAAGAGA
CATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTTAGATGAC
AAGGGAGACGCATTGGGTCAACAGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTGACA
TTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACGTTA
CAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAAAAAACTGTATTA
TAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGCTCGAGA
TTGGATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGaattcgatatcaagcttatcgatacecgtce
gacctcgagggggggcccggtacccagecttttgttececectttagtgagggttaattccgagettyg
gcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccacacaaca
taggagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgecctaatgagtgaggtaactcacattaat



tgcgttgcgctcactgccecgcectttccagtecgggaaacctgtegtgeccagectgcattaatgaate
ggccaacgcgcggggagaggcggtttgegtattgggecgectcttcececgettecctecgectcactgact
cgctgcgctcggtcecgttecggectgecggcgagecggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggtt
atccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccagyg
aaccgtaaaaaggccgcgttgctggegtttttccataggectcggeccecectgacgagcatcaca
aaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgttcecc
ccctggaagctccecctcecgtgecgcectectectgttecgaccectgecgecttaccggatacctgtecgece
tttctceccttcgggaagecgtggecgetttctcaatgectcacgectgtaggtatctcagtteggtgt
aggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaacccecceccgttcageeccgaccgectgegectt
atccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagcec
actggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggce
ctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttacctt
Cggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagecggtggttttttt
gtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttcta
cggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaa
aaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatat
gagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagcgatctgtce
tatttcgttcatccatagttgcctgactgeccecgtecgtgtagataactacgatacgggagggcectt
accatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatceca
gcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtectgcaactttatececgectcecea
tccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgeccagttaatagtttgecgcaa
cgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtegtttggtatggecttcattcage
tccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcceccccatgttgtgaaaaaaagcggttaget
ccttcggtceccteccgatcgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatgge
agcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgettttctgtgactggtgagtac
tcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcecttgceccecggecgtcaatac
gggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttctteggg
gcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcaccc
aactgatcttcagcatcttttactttcaccagcgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaa
atgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttecttttteca
atattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttag
aaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctgggtectttteat
cacgtgctataaaaataattataatttaaattttttaatataaatatataaattaaaaatagaa
agtaaaaaaagaaattaaagaaaaaatagtttttgttttccgaagatgtaaaagactctagggg
gatcgccaacaaatactaccttttatcttgctcttcecctgcectctcaggtattaatgccgaattgt
ttcatcttgtctgtgtagaagaccacacacgaaaatcctgtgattttacattttacttatcgtt
aatcgaatgtatatctatttaatctgcttttcttgtctaataaatatatatgtaaagtacgcectt
tttgttgaaattttttaaacctttgtttatttttttttcttcattccgtaactecttctacctte
tttatttactttctaaaatccaaatacaaaacataaaaataaataaacacagagtaaattccca
aattattccatcattaaaagatacgaggcgcgtgtaagttacaggcaagcgatcecgtcctaaga
aaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttegtce



Figure S4 — pRExt Plasmid Map and Sequence

pRExt
6142 bp

M13F (2023 ..2039)

BamHI (2109)
Xhol (2126)

P35 (2132 ..2151)

p3s (2385 .. 2406)

(3403 .. 3418) M13R

(3335) Xhol
(3302) EcoRI
(3261) Xhol

(3169 .. 3193) P102 p102s (3169 ..3191)

>PRExt (6142 bp)

tcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctecccggagacggtcacagce
ttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggeggg
tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccataattceccg
ttttaagagcttggtgagcgctaggagtcactgccaggtatcgtttgaacacggcattagtcag
ggaagtcataacacagtcctttcccgcaattttetttttctattactcttggectecctctagta
cactctatatttttttatgcctcggtaatgattttcatttttttttttccacctagecggatgac
tctttttttttcttagcgattggcattatcacataatgaattatacattatataaagtaatgtg
atttcttcgaagaatatactaaaaaatgagcaggcaagataaacgaaggcaaagatgacagagc

10



agaaagccctagtaaagcgtattacaaatgaaaccaagattcagattgcgatctcectttaaaggg
tggtcccctagcgatagagcactcgatcttcccagaaaaagaggcagaagcagtagcagaacag
gccacacaatcgcaagtgattaacgtccacacaggtatagggtttctggaccatatgatacatyg
ctctggccaagcattccggctggtcecgctaatcgttgagtgcattggtgacttacacatagacga
ccatcacaccactgaagactgcgggattgctctcggtcaagettttaaagaggeccctactggeg
cgtggagtaaaaaggtttggatcaggatttgcgcctttggatgaggcactttccagageggtgg
tagatctttcgaacaggccgtacgcagttgtcgaacttggtttgcaaagggagaaagtaggaga
tctctcttgcgagatgatcccecgecattttecttgaaagectttgcagaggctagcagaattacecte
cacgttgattgtctgcgaggcaagaatgatcatcaccgtagtgagagtgcgttcaaggetcecttyg
cggttgccataagagaagccacctcgcccaatggtaccaacgatgttceccctceccaccaaaggtgt
tcttatgtagtgacaccgattatttaaagctgcagcatacgatatatatacatgtgtatatatg
tatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatactgaagatgacaaggtaatg
catcattctatacgtgtcattctgaacgaggcgcgectttececttttttetttttgetttttettt
ttttttctcttgaactcgacggatcatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaa
aataccgcatcaggaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaa
atcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatceccttataaatcaaaagaataga
ccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactc
caacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaa
tcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagceccecccgat
ttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagce
gggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgecgtaaccaccacaccecgecgegett
aatgcgccgctacagggcgcgtcgecgceccattegceccattcaggetgecgcaactgttgggaagggce
gatcggtgcgggcctcttcgectattacgccagectggcgaaggggggatgtgectgcaaggecgatt
aagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaa
tacgactcactatagggcgaattggagctccaccgcggtggecggeccgctctagaactagtgGAT
CCGATGACCCAATCTCGAGGCTTTTCAATTCAATTCATCTTTTTTTTTTTTGTTCTTTTTTTTG
ATTCCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGAACGAAGGAAG
GAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAG
TATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAAATCATGGGATCACA
CCACCACCACCACCACATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCT
GTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATG
TTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAA
AACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTA
TCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCA
AATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGG
TGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCT
AGAGGCCTTTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGCCTCCGGCCTATCTACTGGAGAATATA
CTAAGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTGCTCAAAG
AGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTTAGAT
GACAAGGGAGACGCATTGGGTCAACAGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGATCTG
ACATTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTGAACG
TTACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAAAAAACTGTA
TTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAGCTCG
AGATTGGATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGaattcgatatcaagecttatcgatacce
gtcgacctcgagggggggcccggtacccagecttttgttecectttagtgagggttaattccgage
ttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgectcacaattccacaca
acataggagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgecctaatgagtgaggtaactcacatt
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aattgcgttgcgctcactgecccgcectttccagtcgggaaacctgtecgtgeccagctgecattaatga
atcggccaacgcgcggggagaggcggtttgegtattgggegectetteccgettectegetcecactyg
actcgctgcgctcggtecgttecggctgecggcgageggtatcagectcactcaaaggecggtaatacyg
gttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggcc
aggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggecgtttttccataggectcggeccccececctgacgagecatce
acaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtt
cccceccecctggaagcetcececctegtgegetcetectgtteccgaccectgecgettaccggatacectgtee
gcctttctecccttecgggaagecgtggegetttectcaatgectcacgectgtaggtatectcagttegg
tgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaacccecccecgttcagececgaccgetgecge
cttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgeccactggcagceca
gccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggt
ggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgectgaagccagttac
cttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtggtttt
tttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatectttt
ctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatc
aaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtata
tatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcagecgatct
gtctatttcgttcatccatagttgcctgactgccecgtegtgtagataactacgatacgggaggg
cttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggectceccagattta
tcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtectgcaactttatecgect
ccatccagtctattaattgttgccgggaagctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgeg
caacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctecgtcgtttggtatggecttcatte
agctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatcccecccatgttgtgaaaaaaagcggtta
gctccttcecggtceccteccgatecgttgtcagaagtaagttggecgcagtgttatcactcatggttat
ggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcttttctgtgactggtgag
tactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggegtcaa
tacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgttcectte
ggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactcgtgcea
cccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagecgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggc
aaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttectttt
tcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatt
tagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgeccacctgggtectttt
catcacgtgctataaaaataattataatttaaattttttaatataaatatataaattaaaaata
gaaagtaaaaaaagaaattaaagaaaaaatagtttttgttttccgaagatgtaaaagactctag
ggggatcgccaacaaatactaccttttatcttgctcttcctgectctcaggtattaatgccgaat
tgtttcatcttgtctgtgtagaagaccacacacgaaaatcctgtgattttacattttacttatce
gttaatcgaatgtatatctatttaatctgcttttcttgtctaataaatatatatgtaaagtacyg
ctttttgttgaaattttttaaacctttgtttatttttttttcttcattccgtaactcttctacce
ttctttatttactttctaaaatccaaatacaaaacataaaaataaataaacacagagtaaattc
ccaaattattccatcattaaaagatacgaggcgcgtgtaagttacaggcaagcgatccgtcecta
agaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttcecgtce
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Figure S5 — pRInt Plasmid Map and Sequence

pRInt
6658 bp

000s!

™—M13F (2023 ..2039)

BamHI (2109)
Xhol (2126)

P35 (2132 ..2151)

p3s (2385 .. 2406)

(3919 .. 3934) M13R

(3851) Xhol
(3818) EcoRI
(3777) Xhol

(3685 .. 3709) P102
(3685 .. 3707) p102s

(3372 .. 3391) ppRCT2(N-->A)_2F
(3350 .. 3368) ppRCT2(N-->A)_2R

ppRCT2(C-->A)_1R (2836 .. 2855)
pCnePrp8-Intein_F (2856 .. 2875)
ppRCT2(C-->A)_1F (2858 .. 2875)

pCnePrp8-Intein_R (3345 .. 3365)

>pRInt (6658 bp)

tcgcgcecgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctecccggagacggtcacagce
ttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagegggtgttggeggg
tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccataattceccg
ttttaagagcttggtgagcgctaggagtcactgccaggtatcgtttgaacacggcattagtcag
ggaagtcataacacagtcctttcccgcaattttetttttctattactcttggectecctctagta
cactctatatttttttatgcctcggtaatgattttcatttttttttttccacctagecggatgac
tctttttttttcttagcgattggcattatcacataatgaattatacattatataaagtaatgtg
atttcttcgaagaatatactaaaaaatgagcaggcaagataaacgaaggcaaagatgacagagc
agaaagccctagtaaagcgtattacaaatgaaaccaagattcagattgcgatctcectttaaaggg
tggtcccctagcgatagagcactcgatcttcccagaaaaagaggcagaagcagtagcagaacag
gccacacaatcgcaagtgattaacgtccacacaggtatagggtttctggaccatatgatacatg
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ctctggccaagcattccggctggtcecgctaatcgttgagtgcattggtgacttacacatagacga
ccatcacaccactgaagactgcgggattgctctcggtcaagettttaaagaggccctactggeg
cgtggagtaaaaaggtttggatcaggatttgcgcctttggatgaggcactttccagageggtgg
tagatctttcgaacaggccgtacgcagttgtcgaacttggtttgcaaagggagaaagtaggaga
tctctcttgcgagatgatcccgecattttecttgaaagectttgcagaggctagcagaattacecte
cacgttgattgtctgcgaggcaagaatgatcatcaccgtagtgagagtgcgttcaaggetcecttyg
cggttgccataagagaagccacctcgcccaatggtaccaacgatgttceccctceccaccaaaggtgt
tcttatgtagtgacaccgattatttaaagctgcagcatacgatatatatacatgtgtatatatg
tatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatactgaagatgacaaggtaatg
catcattctatacgtgtcattctgaacgaggcgcgetttececttttttetttttgetttttettt
ttttttctcttgaactcgacggatcatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaa
aataccgcatcaggaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaa
atcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatceccttataaatcaaaagaataga
ccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactc
caacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaa
tcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagceccecccgat
ttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagce
gggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgecgtaaccaccacaccecgecgegett
aatgcgccgctacagggcgcgtcgecgccattegceccattcaggectgecgcaactgttgggaagggce
gatcggtgcgggcctcttcgectattacgccagctggcgaaggggggatgtgectgcaaggecgatt
aagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaa
tacgactcactatagggcgaattggagctccaccgcggtggecggeccgctctagaactagtgGAT
CCGATGACCCAATCTCGAGGCTTTTCAATTCAATTCATCTTTTTTTTTTTTGTTCTTTTTTTTG
ATTCCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGAACGAAGGAAG
GAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAG
TATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAAATCATGGGATCACA
CCACCACCACCACCACATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCT
GTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATG
TTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAA
AACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTA
TCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCA
AATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGG
TGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCT
AGAGGCCTTTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGCCTGTCTGCAGAATGGTACTCGTCTTC
TCCGTGCCGATGGCTCTGAGGTCCTTGTGGAAGATGTTCAGGAGGGCGATCAACTTCTTGGTCC
CGATGGAACGAGCAGGACGGCGAGCAAGATTGTTCGCGGCGAAGAGCGTCTCTACCGTATCAAA
ACCCATGAGGGGCTCGAAGATCTTGTCTGTACCCATAACCACATCCTTTCTATGTATAAAGAAA
GGTCTGGTTCGGAGCGAGCTCATTCTCCTAGTGCCGACCTCAGCCTCACAGACAGCCATGAGAG
AGTCGATGTGACTGTCGATGACTTTGTCCGCCTTCCTCAACAAGAGCAACAGAAGTATCAGCTT
TTCCGTTCAACTGCTTCTGTGCGACACGAGCGACCATTCACTTCTAAATTAGACACCACCTTGT
TACGCATCAATTCTATCGAGCTTGAGGACGAGCCTACGAAGTGGTCCGGTTTTGTGGTTGACAA
AGACAGTCTTTATCTTCGTCATGACTATTTGGTATTGCACAACTCCGGCCTATCTACTGGAGAA
TATACTAAGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTGCTC
AAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTT
AGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAACAGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGA
TCTGACATTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTG
AACGTTACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAAAAAAC
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TGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAG
CTCGAGATTGGATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGaattcgatatcaagecttatcga
taccgtcgacctcgagggggggcccggtacccagettttgttcecectttagtgagggttaattcee
gagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccea
cacaacataggagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcecctaatgagtgaggtaactca
cattaattgcgttgcgctcactgecccgcectttccagtcgggaaacctgtecgtgeccagectgecatta
atgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgegtattgggegectctteccgettectegete
actgactcgctgcgctcggtcecgttcggectgecggcgagecggtatcagectcactcaaaggecggtaa
tacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaa
ggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggegtttttccataggctcggeccceccecctgacgag
catcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccagg
cgttcccceccecctggaagcectecctegtgegetetectgtteccgacecctgecgettaccggatacct
gtccgcectttcectececttcgggaagegtggegetttctcaatgectcacgetgtaggtatctecagt
tcggtgtaggtcgttcgctccaagectgggectgtgtgcacgaaccccececcgttcageccgaccgcet
gcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatecgceccactgge
agcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaag
tggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgectgaagccag
ttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtgg
tttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgate
ttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagat
tatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaag
tatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcageg
atctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactgceccgtcgtgtagataactacgatacggg
agggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcacecggctceccaga
tttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtecctgcaactttatcee
gcctccatccagtctattaattgttgeccgggaagctagagtaagtagttcgeccagttaatagtt
tgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtecgtttggtatggette
attcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatccecccatgttgtgaaaaaaagceg
gttagctccttcggtcctceccgatcgttgtcagaagtaagttggeccgcagtgttatcactcatgg
ttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcettttctgtgactgg
tgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctecttgecececggeg
tcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgtt
cttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactecg
tgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagecgtttctgggtgagcaaaaacagga
aggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcecce
tttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatg
tatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgeccacctgggtcecce
ttttcatcacgtgctataaaaataattataatttaaattttttaatataaatatataaattaaa
aatagaaagtaaaaaaagaaattaaagaaaaaatagtttttgttttccgaagatgtaaaagact
ctagggggatcgccaacaaatactaccttttatcttgctcttcctgectctcaggtattaatgece
gaattgtttcatcttgtctgtgtagaagaccacacacgaaaatcctgtgattttacattttact
tatcgttaatcgaatgtatatctatttaatctgcttttcttgtctaataaatatatatgtaaag
tacgctttttgttgaaattttttaaacctttgtttatttttttttcttcattccgtaactectte
taccttctttatttactttctaaaatccaaatacaaaacataaaaataaataaacacagagtaa
attcccaaattattccatcattaaaagatacgaggcgcgtgtaagttacaggcaagcgatcecgt
cctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccectttcg
tc
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Figure S6 — pRMut Plasmid Map and Sequence

pRMut
6658 bp

000S

2000

T™——M13F (2023 ..2039)

BamHI (2109)
Xhol (2126)

P35 (2132 ..2151)

p3s (2385 ..2406)

%0, 2

(3851) Xhol
(3818) EcoRI
(3777) Xhol pCnePrp8-Intein_F (2858 .. 2875)

\\
200
(3919 .. 3934) M13R \ ‘x
MutlF (2837 ..2857)

(3685 .. 3709) P102
(3685 .. 3707) p102s

(3369 .. 3388) Mut2R pCnePrp8-Intein_R (3345 .. 3365)

>pRMut (6658 bp)

tcgcgecgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctecccggagacggtcacagce
ttgtctgtaagcggatgccgggagcagacaagcccgtcagggcgegtcagecgggtgttggeggg
tgtcggggctggcttaactatgcggcatcagagcagattgtactgagagtgcaccataattceccg
ttttaagagcttggtgagcgctaggagtcactgccaggtatcgtttgaacacggcattagtcag
ggaagtcataacacagtcctttcccgcaattttetttttctattactcttggectecctctagta
cactctatatttttttatgcctcggtaatgattttcatttttttttttccacctagecggatgac
tctttttttttcttagcgattggcattatcacataatgaattatacattatataaagtaatgtg
atttcttcgaagaatatactaaaaaatgagcaggcaagataaacgaaggcaaagatgacagagc
agaaagccctagtaaagcgtattacaaatgaaaccaagattcagattgcgatctcectttaaaggg
tggtcccctagcgatagagcactcgatcttcccagaaaaagaggcagaagcagtagcagaacag
gccacacaatcgcaagtgattaacgtccacacaggtatagggtttctggaccatatgatacatyg
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ctctggccaagcattccggctggtcecgctaatcgttgagtgcattggtgacttacacatagacga
ccatcacaccactgaagactgcgggattgctctcggtcaagettttaaagaggccctactggeg
cgtggagtaaaaaggtttggatcaggatttgcgcctttggatgaggcactttccagageggtgg
tagatctttcgaacaggccgtacgcagttgtcgaacttggtttgcaaagggagaaagtaggaga
tctctcttgcgagatgatcccgecattttecttgaaagectttgcagaggctagcagaattacecte
cacgttgattgtctgcgaggcaagaatgatcatcaccgtagtgagagtgcgttcaaggetcecttyg
cggttgccataagagaagccacctcgcccaatggtaccaacgatgttceccctceccaccaaaggtgt
tcttatgtagtgacaccgattatttaaagctgcagcatacgatatatatacatgtgtatatatg
tatacctatgaatgtcagtaagtatgtatacgaacagtatgatactgaagatgacaaggtaatg
catcattctatacgtgtcattctgaacgaggcgcgetttececttttttetttttgetttttettt
ttttttctcttgaactcgacggatcatatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaa
aataccgcatcaggaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaa
atcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaatceccttataaatcaaaagaataga
ccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactc
caacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaa
tcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagceccecccgat
ttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagce
gggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgecgtaaccaccacaccecgecgegett
aatgcgccgctacagggcgcgtcgecgccattegceccattcaggectgecgcaactgttgggaagggce
gatcggtgcgggcctcttcgectattacgccagctggcgaaggggggatgtgectgcaaggecgatt
aagttgggtaacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgaattgtaa
tacgactcactatagggcgaattggagctccaccgcggtggecggeccgctctagaactagtgGAT
CCGATGACCCAATCTCGAGGCTTTTCAATTCAATTCATCTTTTTTTTTTTTGTTCTTTTTTTTG
ATTCCGGTTTCTTTGAAATTTTTTTGATTCGGTAATCTCCGAGCAGAAGGAAGAACGAAGGAAG
GAGCACAGACTTAGATTGGTATATATACGCATATGTGGTGTTGAAGAAACATGAAATTGCCCAG
TATTCTTAACCCAACTGCACAGAACAAAAACCTGCAGGAAACGAAGATAAATCATGGGATCACA
CCACCACCACCACCACATGTCGAAAGCTACATATAAGGAACGTGCTGCTACTCATCCTAGTCCT
GTTGCTGCCAAGCTATTTAATATCATGCACGAAAAGCAAACAAACTTGTGTGCTTCATTGGATG
TTCGTACCACCAAGGAATTACTGGAGTTAGTTGAAGCATTAGGTCCCAAAATTTGTTTACTAAA
AACACATGTGGATATCTTGACTGATTTTTCCATGGAGGGCACAGTTAAGCCGCTAAAGGCATTA
TCCGCCAAGTACAATTTTTTACTCTTCGAAGACAGAAAATTTGCTGACATTGGTAATACAGTCA
AATTGCAGTACTCTGCGGGTGTATACAGAATAGCAGAATGGGCAGACATTACGAATGCACACGG
TGTGGTGGGCCCAGGTATTGTTAGCGGTTTGAAGCAGGCGGCAGAAGAAGTAACAAAGGAACCT
AGAGGCCTTTTGATGTTAGCAGAATTGTCATGCAAGGCCGCTCTGCAGAATGGTACTCGTCTTC
TCCGTGCCGATGGCTCTGAGGTCCTTGTGGAAGATGTTCAGGAGGGCGATCAACTTCTTGGTCC
CGATGGAACGAGCAGGACGGCGAGCAAGATTGTTCGCGGCGAAGAGCGTCTCTACCGTATCAAA
ACCCATGAGGGGCTCGAAGATCTTGTCTGTACCCATAACCACATCCTTTCTATGTATAAAGAAA
GGTCTGGTTCGGAGCGAGCTCATTCTCCTAGTGCCGACCTCAGCCTCACAGACAGCCATGAGAG
AGTCGATGTGACTGTCGATGACTTTGTCCGCCTTCCTCAACAAGAGCAACAGAAGTATCAGCTT
TTCCGTTCAACTGCTTCTGTGCGACACGAGCGACCATTCACTTCTAAATTAGACACCACCTTGT
TACGCATCAATTCTATCGAGCTTGAGGACGAGCCTACGAAGTGGTCCGGTTTTGTGGTTGACAA
AGACAGTCTTTATCTTCGTCATGACTATTTGGTATTGCACGCTTCCGGCCTATCTACTGGAGAA
TATACTAAGGGTACTGTTGACATTGCGAAGAGCGACAAAGATTTTGTTATCGGCTTTATTGCTC
AAAGAGACATGGGTGGAAGAGATGAAGGTTACGATTGGTTGATTATGACACCCGGTGTGGGTTT
AGATGACAAGGGAGACGCATTGGGTCAACAGTATAGAACCGTGGATGATGTGGTCTCTACAGGA
TCTGACATTATTATTGTTGGAAGAGGACTATTTGCAAAGGGAAGGGATGCTAAGGTAGAGGGTG
AACGTTACAGAAAAGCAGGCTGGGAAGCATATTTGAGAAGATGCGGCCAGCAAAACTAAAAAAC
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TGTATTATAAGTAAATGCATGTATACTAAACTCACAAATTAGAGCTTCAATTTAATTATATCAG
CTCGAGATTGGATCTAGATGCATTCGCGAGGTACCGAGCTCGaattcgatatcaagecttatcga
taccgtcgacctcgagggggggcccggtacccagettttgttcecectttagtgagggttaattcee
gagcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattccea
cacaacataggagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcecctaatgagtgaggtaactca
cattaattgcgttgcgctcactgecccgcectttccagtcgggaaacctgtecgtgeccagectgecatta
atgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgegtattgggegectctteccgettectegete
actgactcgctgcgctcggtcecgttcggectgecggcgagecggtatcagectcactcaaaggecggtaa
tacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaa
ggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggegtttttccataggctcggeccceccecctgacgag
catcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccagg
cgttcccceccecctggaagcectecctegtgegetetectgtteccgacecctgecgettaccggatacct
gtccgcectttcectececttcgggaagegtggegetttctcaatgectcacgetgtaggtatctecagt
tcggtgtaggtcgttcgctccaagectgggectgtgtgcacgaaccccececcgttcageccgaccgcet
gcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatecgceccactgge
agcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaag
tggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgcgctctgectgaagccag
ttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtgg
tttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgate
ttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagat
tatcaaaaaggatcttcacctagatccttttaaattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaag
tatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtgaggcacctatctcageg
atctgtctatttcgttcatccatagttgcctgactgceccgtcgtgtagataactacgatacggg
agggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcacecggctceccaga
tttatcagcaataaaccagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtecctgcaactttatcee
gcctccatccagtctattaattgttgeccgggaagctagagtaagtagttcgeccagttaatagtt
tgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgctcgtecgtttggtatggette
attcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatccecccatgttgtgaaaaaaagceg
gttagctccttcggtcctceccgatcgttgtcagaagtaagttggeccgcagtgttatcactcatgg
ttatggcagcactgcataattctcttactgtcatgccatccgtaagatgcettttctgtgactgg
tgagtactcaaccaagtcattctgagaatagtgtatgcggcgaccgagttgctecttgecececggeg
tcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgctcatcattggaaaacgtt
cttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgctgttgagatccagttcgatgtaacccactecg
tgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagecgtttctgggtgagcaaaaacagga
aggcaaaatgccgcaaaaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcecce
tttttcaatattattgaagcatttatcagggttattgtctcatgagcggatacatatttgaatg
tatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgeccacctgggtcecce
ttttcatcacgtgctataaaaataattataatttaaattttttaatataaatatataaattaaa
aatagaaagtaaaaaaagaaattaaagaaaaaatagtttttgttttccgaagatgtaaaagact
ctagggggatcgccaacaaatactaccttttatcttgctcttcctgectctcaggtattaatgece
gaattgtttcatcttgtctgtgtagaagaccacacacgaaaatcctgtgattttacattttact
tatcgttaatcgaatgtatatctatttaatctgcttttcttgtctaataaatatatatgtaaag
tacgctttttgttgaaattttttaaacctttgtttatttttttttcttcattccgtaactectte
taccttctttatttactttctaaaatccaaatacaaaacataaaaataaataaacacagagtaa
attcccaaattattccatcattaaaagatacgaggcgcgtgtaagttacaggcaagcgatcecgt
cctaagaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccectttcg
tc
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Figure S7 — Alignment of the Proteins generated by this work, highlighting its

Ura3

pPRHis
PRExt
PRInt
pPRMut

Ura3

pRHis
PREXxt
PRINnt
PRMut

Ura3

pPRHis
PRExt
PRInt
PRMut

Ura3

pPRHis
PREXxt
PRInt
PRMut

Ura3

pPRHis
PREXxt
PRINnt
PRMut

Ura3

PRHis
PRExt
PRINnt
pPRMut

modifications

6x his-tag

MSKATYKERAATHPSPVAAKLFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEAL
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEAL
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEAL
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEAL
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEAL

GPKICLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYR
GPKICLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYR
GPKICLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYR
GPKICLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYR
GPKICLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYR|

altered amino addl

IAEWADITNAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKG
IAEWADITNAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKG
IAEWADITNAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELS CKEGEEE e
IAEWADITNAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELS CKE{eaNe\[eyn 3 iv:-Vlers)
IAEWADITNAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELS CKEV:NAQNEH 3NN y:-Voles)

Missense mutated amino acidT

EVLVEDVQEGDQLLGPDGTSRTASKIVRGEERLYRIKTHEGLEDLVCTHNHILSMYKERS
EVLVEDVQEGDQLLGPDGTSRTASKIVRGEERLYRIKTHEGLEDLVCTHNHILSMYKERS

CnePrp8i

GSERAHSPSADLSLTDSHERVDVTVDDFVRLPQQEQQOKYQLFRSTASVRHERPFTSKLDT
GSERAHSPSADLSLTDSHERVDVTVDDFVRLPQQEQQOKYQLFRSTASVRHERPFTSKLDT

add amino acid

-------------------------------------- SMLSTGEYTKGTVDIAKSDKDF
—————————————————————————————————————— SMLSTGEYTKGTVDIAKSDKDF
-------------------------------------- SELSTGEYTKGTVDIAKSDKDF
TLLRINSIELEDEPTKWSGFVVDKDSLYLRHDYLVLHNECIHkdeIh 4 {chdrirhdN:¢1d:4r}
TLLRINSIELEDEPTKWSGFVVDKDSLYLRHDYLVLHAHCIHeIh gy chirihd N :¢)oh:9oh

Missense mutated amino acidT

VIGFIAQRDMGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLF
VIGFIAQRDMGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLF
VIGFIAQRDMGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLF
VIGFIAQRDMGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLF
VIGFIAQRDMGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLF

AKGRDAKVEGERYRKAGWEAYLRRCGQQN
AKGRDAKVEGERYRKAGWEAYLRRCGQOQON
AKGRDAKVEGERYRKAGWEAYLRRCGQOQON
AKGRDAKVEGERYRKAGWEAYLRRCGQQN
AKGRDAKVEGERYRKAGWEAYLRRCGQOQN

19



Figure S8 — Protein sequences generated by this work, highlighting its
modifications

>Ura3
MSKATYKERAATHPSPVAAKLENIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEALGPKICLLKTHVDI
LTDEFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYRIAEWADITNAHGVVGPG
IVSGLKOAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKGSLSTGEYTKGTVDIAKSDKDFVIGFIAQRDMGGRD
EGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLFAKGRDAKVEGERYRKAGW
EAYLRRCGQQON*

>pRHis
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLENIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEALGPKI
CLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYRIAEWADIT
NAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKGSLSTGEYTKGTVDIAKSDKDEVIGET
AQRDMGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLEFAKGRDAKVE
GERYRKAGWEAYLRRCGQON*

>pRExt
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLEFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEALGPKI
CLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYRIAEWADIT
NAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKE§ELSTGEYTKGTVDIAKSDKDFVIGF
IAQRDMGGRDEGYDWLIMTPGVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDIIIVGRGLFAKGRDAKV
EGERYRKAGWEAYLRRCGQQN*

>pRInt
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLENIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEALGPKI
CLLKTHVDILTDEFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYRIAEWADIT
NAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKEg

SELSTGEYTKGTVDIAKSDKDEFVIGFIAQRDMGGRDEGYDWLIMTP
GVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDITIIVGRGLFAKGRDAKVEGERYRKAGWEAYLRRCGQQ
N*

>pRMut
MGSHHHHHHMSKATYKERAATHPSPVAAKLEFNIMHEKQTNLCASLDVRTTKELLELVEALGPKI
CLLKTHVDILTDFSMEGTVKPLKALSAKYNFLLFEDRKFADIGNTVKLQYSAGVYRIAEWADIT
NAHGVVGPGIVSGLKQAAEEVTKEPRGLLMLAELSCKY

SELSTGEYTKGTVDIAKSDKDEVIGFIAQRDMGGRDEGYDWLIMTP
GVGLDDKGDALGQQYRTVDDVVSTGSDITIIVGRGLFAKGRDAKVEGERYRKAGWEAYLRRCGQQ
N*
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