ПРИЛОЖЕНИЕ

Характеристика методов исследования
Методы структурной биоинформатики. Анализ и визуализацию структуры белков осуществляли при помощи программы Pymol 2.5. Для осуществления множественного выравнивания использовали программу Clustal Omega [1], для построения филогенетического дерева – программу Mega [2, 3]. Визуализацию множественных выравниваний осуществляли при помощи веб-сервиса ESPript 3.0 [4]. Анализ влияния участков аминокислотной последовательности на растворимость осуществляли при помощи веб-сервиса CamSol 2.0 [5].
Симуляции молекулярной динамики осуществляли с помощью пакета программ Gromacs 2024 с использованием силового поля Amber99sb-ILDN [6–11]. Для генерации моделей структуры интеинов использовали AlphaFold 3.0 [12, 13]. Полученные модели были помещены в ромбододекаэдрические периодические ячейки (объём 350 нм3), заполненные моделями молекул воды tip3p и нейтрализованные ионами NaCl до концентрации в 150 мМ. Полученные системы подвергли минимизации энергии (метод steepest descent) до состояния, при котором действующая на любой атом сила не превышает 1000 кДж/(моль*нм2). После минимизации энергии системы подвергли термостатированию NVT для температуры в 60 °C (модифицированный термостат Бердесена v-rescale) и баростатированию NPT для давления в 1 Бар (баростат Parinello-Rahman) [14, 15]. Длина каждой симуляции составила по 0,5 нс.
После уравновешивания системы подвергли продуктивной симуляции молекулярной динамики продолжительностью в 500 нс с использованием того же термостата и баростата, что и при симуляциях NVT и NPT соответственно. Для интеграции уравнений движения использовали алгоритм Leap-Frog [16], шаг симуляции составил 0,5 фемтосекунд. Учёт нековалентных взаимодействий осуществляли только для тех атомов, которые находятся на расстоянии не более 1,4 нм друг относительно друга. Для расчёта электростатических взаимодействий использовали метод Эвальда «Particle-Mesh» (PME) [17], для ограничения длины связей – метод LINCS [18].
Далее, траектории были преобразованы при помощи команды gmx trjconv, чтобы предотвратить разделение модели молекулы из-за периодичности симуляционной ячейки. Анализ траекторий осуществляли при помощи команд gmx rms, gmx gyrate и gmx rmsf. Был осуществлён расчёт среднеквадратичного отклонения (Root Mean Square Deviation, RMSD) и среднеквадратичной флуктуации (Root Mean Square Fluctuation, RMSF) атомных позиций пептидного остова, а также радиуса гирации белка. Расчёт значений RMSD и радиуса гирации глобулы проводили как для всей молекулы, так и только для HINT-домена (остатки С1–V92 и L388–N423).
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Рис. П1. Множественное выравнивание последовательностей полноразмерных предшественников искусственных мини-интеинов с TthDnaE1. Места делеций эндонуклеазного домена TthDnaE1 обозначены флажками
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Рис. П2. Филогенетическое древо последовательностей TthDnaE1 и полноразмерных предшественников искусственных мини-интеинов
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Рис. П3. Схема доменов интеина TthDnaE1: а – полноразмерного интеина; б–г – интеина с делециями. Приведены размеры делеций и длины остаточных петель эндонуклеазного домена. Жёлтой звездой обозначено место точечной мутации C1A, красной – точечной мутации D405G


Таблица П1. Характеристики делеций полноразмерных предшественников искусственных мини-интеинов по литературным данным. В квадратных скобках после названия интеина приведён номер источника из списка литературы
	Интеин
	Источник
	Размер делеции, а.о.
	Участки делеций
	Гомологичные участки у TthDnaE1
	Размер соотв. делеции для TthDnaE1

	SspDnaB 
[19]
	Synechocystis sp.
	274
	S108–Q381
	P104–A375
	272

	MtuRecA (a) [20]
	Mycobacterium tuberculosis
	272
	D111–D382
	E107–H365
	259

	MtuRecA (b)* [20]
	Mycobacterium tuberculosis
	308
	Q95–E402
	V92–G385
	294*

	NpuDnaB (a)** [21]
	Nostoc pruniforme
	290
	L99–K390
	L96–E384
	289**

	NpuDnaB (b) [21]
	Nostoc pruniforme
	283
	K104–V386
	H101–E380
	280

	RmaDnaB*** [22]
	Rhodothermus marinus
	288
	T100–L387
	V98–L382
	285***

	TerDnaE2*** [22]
	Trichodesmium erythraeum
	288
	I103–S390
	L96–G385
	290***

	Примечания к таблице:
* При создании мини-интеина MtuRecA Δ308 была осуществлена вставка из 7 а.о. VRDVETG между HgN и HgC.
[bookmark: _Hlk198036830]** При дизайне мини-интеина NpuDnaB Δ290 была осуществлена вставка из двух аминокислотных остатков SerGly. В связи с этим при дизайне мини-интеина TthDnaE1 по гомологии с NpuDnaB Δ290 мы приняли решение уменьшить размер удаляемого участка на два аминокислотных остатка. В соответствии с этим был удалён участок L96–L382 (Δ287) вместо L96–E384 (Δ289).
*** При создании мини-интеинов RmaDnaB Δ288 и TerDnaE2 была осуществлена вставка из 14 а.о. ASGHHHHHHGGSGS между HgN и HgC.




[image: ]Рис. П4. Результаты компьютерного моделирования: изменение значений RMSD (а–в) и радиуса гирации (г–е) для мини-интеинов TthDnaE1 Δ272 (а, г), Δ280 (б, д), Δ287 (в, е) в ходе симуляции МД (значения для всей глобулы белка показаны красным цветом, рассчитанные отдельно для HINT-домена – синим); ж – профили значений RMSF для модели TthDnaE1 Δ272 (синий), Δ280 (оранжевый) и Δ287 (зелёный). Нумерация аминокислот представлена для полноразмерного интеина TthDnaE1
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Рис. П5. Результаты предсказания влияния аминокислотных остатков на растворимость интеина при помощи веб-сервиса CamSol 2.0. Отрицательные значения условных единиц свидетельствуют о негативном влиянии остатка на растворимость. Тонкая красная линия показывает значения для предсказания исходя из аминокислотной последовательности; толстая зелёная – с учётом коррекции в соответствии с пространственной структурой белка. Показаны участки, соответствующие HgN-X-HgC-петле мини-интеинов (а–в), а также N- и C-концевые участки модели структуры полноразмерного интеина TthDnaE1 с фрагментами природных экстеинов размером по 20 а.о. Участки полипептидной цепи, принимающие участие в формировании HINT-домена, показаны голубым
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Рис. П6. Ключевые аминокислоты TthDnaE1, принимающие участие в белковом сплайсинге. Модель структуры мини-интеина Δ280, нумерация аминокислот представлена для полноразмерного интеина
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Рис. П7. Продукты расщепления гибридного белка на основе мини-интеина TthDnaE1 Δ280 в зависимости от длительности инкубации при рН 6,0 и температуре 70 °С. Белым цветом на диаграммах обозначен исходный гибридный белок, светло-серым цветом – продукт «I», тёмно-серым цветом – продукт «EI». Данные получены денситометрическим методом для 15%‑ных ДСН-ПАА гелей. «К» – гибридный белок до начала инкубации
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