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Annex 2 Table of selected homolog proteins by PueA

Entry Entry Name Protein names Gene Names Organism Length E-value
AOAOG3CKI4 AOAOG3CKI4 9GAMM T“achy;iiceml QQ39_10940 Pragia fontium 607 0
AOAOMOGI67 AOAOM9GI67_9PSED Lipase (Class 3)  PF66_01458 Pscudomonas 612 0

fuscovaginae
Serratia nematodiphila
AOATWOIF2A3 AOATWOIF2A3 9GAMM Polyurethanase AKS51 25165 DZ0503SBS1 512 0
A0A240BYY2 A0A240BYY2_SERFI Lipase (EC 3.1.1.3) SAME()122§§4070* Serratia ficaria 614 0
AOA6MSUDY1  AOA6MSUDY1_9GAMM Polyurethanase ~ PMPD1_3864 Erw‘macgg’ :’aamum 612 0
AOA7X6ETH7 AOA7X6ETHT7_9PSED Polyurethanase HER21_01725  Pseudomonas sp. BG5 617 0
AOA7X6EAE2 AOATX6EAE2_9PSED Polyurethanase HER21_01730  Pseudomonas sp. BG5 562 0
Pseudomonas
C3KBE9 C3KBE9 PSEFS Lipase (EC 3.1.1.3) lipB PFLU_3141 fluorescens (strain 469 0
SBW25)
Type I secretion
target HMPREF0758 39 Serratia odorifera DSM
D4E6WO0 D4E6WO0_SEROD GGXGXDXXX 10 4580 444 0
repeat (2 copies)
linA Pseudomonas ogarae
G8Q328 G8Q328 PSEO1 LipA (EC 3.1.1.3) PSFI lg 2044 (strain DSM 112162 / 617 0
- CECT 30235/ F113)
Lipase (EC 3.1.1.3) Pseudomonas
P41773 LIPB_PSEFL (Triacylglycerol u 476 0
; fluorescens
lipase)
Pseudomonas
Polyurethanase B fluorescens (strain
Q4KBS3 Q4KBS3 PSEFS (EC3.1.--) pueB PFL_3205 ATCC BAA-477 / 561 0
NRRL B-23932 / Pf-5)
Pseudomonas
Polyurethanase A fluorescens (strain
Q4KBS6 Q4KBS6_PSEFS (EC3.1--) pueA PFL_3202 ATCC BAA4T7 / 617 0
NRRL B-23932 / P£-5)
Photorhabdus Photorhabdus
luminescens subsp. laumondii subsp.
Q7NA4L7 Q7N4L7_PHOLL laumondii TTO1 plu2313 laumondii (strain DSM 617 0
complete genome; 15139/ CIP 105565 /
segment 8/17 TTO1)
Photorhabdus temperata
TOPEES TOPEES PHOTE Polyurethanase B738 06459 subsp. temperata 617 0
M1021
QIX3C0 Q9X3C0 PSECL Polyurethanase pueA Pseudomonas 617 0

esterase A

chlororaphis
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Annex 4 Table of selected homolog proteins by PueB

Entry Entry Name Protein names Gene Names Organism Length E-score
AOAO14MFZ7 AOAO14MFZ7_9GAMM Lipase BGS5_01520 Enwinia 575 0
mallotivora
. Leminorella
Hemolysin-type rimontii ATCC
AOAO085HPL1 AOAO085HPL1 9GAMM calcium binding GLGR_0142 g 613 0
rotein 33999 = DSM
P 5078
AOAOG3CKI4 AOAOG3CKI4 9GAMM Tnacliylflsiceml QQ39 10940  Pragia fontium 607 1,00E-144
AOAOG3CVH2 AOAOG3CVH2 9GAMM T“a‘iiy;i?eml QQ39 14395  Pragia fontium 680 1,00E-144
AOA4PSYF92 AOA4PSYF92 9ENTR  Polyurethanase FEM41_06345 Jejubacter 582 2,00E-135
- - calystegiae
AOA4PSYI87 AOA4PSYI87 9ENTR  Polyurethanase FEM41_06340 Jejubacter 585 9,00E-126
- - calystegiae
Enterobacteriace
AO0A6B2FUC4 AO0A6B2FUC4 9ENTR Lipase GWD52 19900 ae bacterium 555 1,00E-122
4M9
T 1 ti
ypeta:;:tre 1on Serratia
D4E6WO D4E6WO0_SEROD GGXGXDXXX HMPREF0758 3910 odorg/:fSr(ngDSM 444 9,00E-121
repeat (2 copies)
Lipase (EC 3.1.1.3) Pseudomor
P26504 LIPA_PSEFL (Triacylglycerol seudomonas 449 2,00E-117
. Sfluorescens
lipase)
Pseudomonas
Sfluorescens
Q4KBS3 Q4KBS3_PSEF5 POIYE”éegh?“ase B DUBPFL 3205  (strain ATCC 561 4,00E-112
(BC3.1-) BAA-477 / NRRL
B-23932 / Pf-5)
Polyurethanase B IZZZ:Z):ZOZ?;
QY9R9H2 QY9R9H2_PSECL (Polyurethanase pueB P 567 7,00E-100
(Pseudomonas
esterase B) .
aureofaciens)
Pseudomonas
Polyurethanase chlororaphis
X X PSECL A 1 6,00E-87
QOX3C0 QOX3CO_PSEC esterase A pue (Pseudomonas 617

aureofaciens)




Annex 5 MSA results of PueA with serin hydrolase regions (red), other conserved regions

(green).
tr|ABABG3CKIA | ABABG3CKI4_9GAMM QYESAGNV 'GYENDPVFRVL SATNNIVNFNDYYASHFWKF 299
tr | ABA7X6EAE2 | ABA7X6EAE2_9PSED QSSTGTNVUINIGYENDPVFRVL STTDNIVNFNDNYASTAQNL 246
tr|Q4KBS3 |Q4KBS3_PSEFS QSANSSQVUNIGYENDPVFRAL SATNNIVSFTDHYSSHLGKL 242
tr|ABAGMBUDY 1| ABGAEMBUDY1_9GAMM EYEVGQKVUNIGFENDPVFRTL, STTDNIVSFNDYYASQVWNL 3ee
tr|ABAGMOGIE7 | ABABMIGIE7 _9PSED QSGAGTHVUNIGYENDPVFRAL SATNNIVNFNDHYASHAWNA 308
sp|P41773|LIPB_PSEFL QSA-GDKVUNIGYENDPVFRAL STTDNIVSFNDHYAS JLWNV 299
tr|C3KBE9|C3KBE9_PSEFS QSA-GDKVUNIGYENDPVFRAL STTDNIVSFNDHYASJLWNV 299
tr|G8Q328|G8Q328_PSEO1 QSS-TDKVUNIGYENDPVFRAL| SATNNIVSFNDHYAS JAWNV 299
tr|Q4KBS6 | Q4KBSE_PSEFS QSA-SDKVUINIGYENDPVFRVL SATNNIVNFNDHYAS TLWNV 299
tr|Q9X3Ce|Q9X3ce_PSECL QSA-SDKVUNIGYENDPVFRAL SATNNIVNFNDHYAS JLWNV 299
tr|ABA7XGE7H7 | ABA7X6E7H7_9PSED QSS-TDKV GYENDPVFRAL SATDNIVSFNDHYASAAWNV 299
tr|TOPEES | TePEES_PHOTE QYEKGNKV 'GYENDPVFRVL SATNNIVNFNDHYASTAWNL 3ee
tr|Q7N4L7 |Q7N4L7_PHOLL QYEKGNKVI GYENDPVFRVL SATNNIVNFNDHYASEWWNY 3ee
tr|D4E6We | DAE6We_SEROD QFTADNRVANIGYENDPVFRAL SATNNIVNFNDHYASHAWNM 3ee
tr|ABA240BYY2|AGA240BYY2_SERFI QYETGGKVINIGYENDPVFRAL| SATNNIVNFNDHYASAAWNL 3ee
tr| ABALWIF2A3 | ABAIWOF2A3_9GAMM QYENGGKVINIGYENDPVFRAL SATNNIVNFNDHYASBAWNL 198
tr|AGA®G3CKI4 | ARGARG3ICKI4 _9GAMM IPTSLVNLFSWISHMPYAYDEGMQRIVESQWYNL SDNMQEKTWVEDLN 359
tr|ABA7XGEAE2 | ABA7X6EAE2_9PSED VPFSIANPLNWSAHSSLGYADGLNRVIASKFYGL EQASRGKTWVEDLG 306
tr|Q4KBS3|Q4KBS3_PSEFS IPQSILNPQSWSAHSAVDYAGGLNRLINSDFYDL SEGKRDQVWVKDLN 3e2
tr | AGAG6MSUDY1 | ABAGMBUDY1_9GAMM LPFGLFNLPSWLTHLPFLYEQGVTSIMESAFYPL SDAKRGSTWVTDLN 368
tr | ADABMOGI6T | ABABMIGIET7_9PSED MPFSIGNIATWLSHLPTAYGNGMQRIVDSSFYDL SDPARDKTWVQDLN 368
sp|P41773|LIPB_PSEFL LPFSIVNLPTWVSHLPTAYGDGMTRILESGFYDQ SDPARANTWVQDLN 359
tr|C3KBE9|C3KBE9_PSEFS LPFSIANLPTWLSHLPTGYGDGMTRIVESGFYEQ SDPARANTWVQDLN 359
tr|G8Q328|68Q328_PSEOL LPFSILNIPTWISHLPTGYGDGMGRIMGSAFYDL SDPARANTWVQDLN 359
tr|Q4KBS6 | Q4KBS6_PSEFS LPFSILNIPTWLSHLPTGYGDGLTRVLESKFYDF SDPARASTWVQDLN 359
tr|Q9X3Ce|Q9X3Ce_PSECL LPSSILNIPTWLSHLPTGYGDGLSRVLESKFYDF SDPARASTWVQDLN 359
tr|ABA7X6E7HT | ABA7X6ETH7 _9PSED LPFSIINIPTWISHLPTAYGDGMNRVIESKFYDL SDPARANTWVQDLN 359
tr|TOPEES | TOPEES_PHOTE LPFSIANLSTWVSHVTPFYQSGMQRVMDSTFYDL SNVTRGNTWVEDLN 360
tr|[Q7N4L7 |Q7N4L7_PHOLL LPFSIANPSTWVSHVTPFYQSGMQRIMDSTFYDL SNVTRENTWVQDLN 368
tr |D4E6&We | DAE6WS_SEROD LPFSILNVPTWLSHLPFAYQDGLLRVLNSEFYPL SNVTRDNTWVQDVN 368
tr|AGA240BYY2 | AGA240BYY2_SERFI LPFSILNVPTWLSHLPFFYQDGLMRVLNSEFYSL SDVTRGNTWVEDLN 360
tr | ABALWSF2A3 | AGALIWSF2ZA3_9GAMM LPFSILNIPTWLSHLPFFYQDGLMRVLNSEFYSL SNVTRGNTWVEDLN 258
- - - - L - = . .. * .® - . =% =.
tr|ABABG3CKI4|ABABG3CKI4_9GAMM INYLDGAGGDDIFSIDKGFNIIYGGTGQNTLELH 419
tr | ABA7XGEAE 2 | ABA7X6EAE2_9PSED AGND FLEGLGGDDRFRDDGGFNILLGGQGHNTFELQ 366
tr|Q4KBS3 |Q4KBS3_PSEFS NDYLDGGAGDDRFRDDGGYNIIHGGQGHNVLELQ 362
tr|ABAGMBUDY 1| AGAEMBUDY1_9GAMM NDYLEGRGGNDIFRDEGGFNIILGGDGHNTLDLQ 42e
tr|ABGABMIGIE7 | ABABMIGIET _9PSED RENDYLEGGGGDDTFRDDGGYNIILGGKGHNTLDLQ 420
sp|P41773|LIPB_PSEFL A 401
tr|C3KBE9|C3KBE9_PSEFS VDFIEGGKGNDTLRDN 4e1
tr|G8Q328|6G8Q328_PSEOL ENDYLEGRAGNDTFRDGGGYNVILGGQGNNSLQLQ 419
tr|Q4KBS6E |Q4KBSE_PSEFS INDYLEGRAGNDTFRDSGGYNIILGGQGSNTLDLQ 419
tr|QoX3ce|QoX3ce_PSECL NDYLEGRAGNDTFRDSGGYNIILGGQGSNTLDLQ 419
tr|ABA7X6E7H7 | ABA7X6E7H7 _9PSED INDYLEGRAGNDTFRDGGGYNILLGGSGNNTLELQ 419
tr|TOPEES | TOPEES_PHOTE NDYLEGLDGNDIFRDDGGFNIIAGGKGHNTFDLQ 42
tr|Q7N4L7 |Q7N4L7_PHOLL INDYLEGRDGNDIFRDDGGFNIVAGGKGHNTFDLQ 42e
tr|D4E6We | DAEEWE_SEROD RENDFLEGRAGDDTFRDDGGFNLILAGEGKTPWICN 42
tr|ABA248BYY2|ABA240BYY2_SERFI NDYLEGRDGNDIFRDGGGYNIVSGGKGDNVLDTR 428
tr|ABALWIF2A3 | AGALWIF2A3_9GAMM BNDYLEGRDGDDIFRDAGGYNLIAGGKGHNIFDTQ 318

AR i

An * (asterisk) indicates positions which have a single, fully conserved residue. A : (colon)
indicates conservation between groups of strongly similar properties - scoring > 0.5 in the
Gonnet PAM 250 matrix A . (period) indicates conservation between groups of weakly similar

properties - scoring =< 0.5 in the Gonnet PAM 250 matrix.



Annex 6 MSA results of PueB with serine hydrolase regions (red), other conserved regions

(green).

tr | AGALWGF2A3 | AGATWOF2A3_OGAMM GPKGYADGYT 124
tr|Q9R9H2 |Q9RIHZ_PSECL R 171
tr| 04KBS3 | Q4KBS3_PSEFS 168
tr| AGAIWOF2A3 | AGATWIF 2A3_9GAMM )PVFRALDGTSLTGASLGVHDAPHTSATNNI 184
tr|Q9R9HZ | Q9RIH2_PSECL RCSAPWTALISTALSLGTHWOAPGVATNNI 231
tr|Q4KBS3 |Q4KBS3_PSEFS JPVFRALDGTHFNASSLGTHDKPQESATNNI 228
. . ***_‘t o ok ok ok ok
tr | AGAIWSF2A3 | AGATWOF2A3_9GAMM VNENDHYASDAWNLLPFSILNIPTWLSHLPFFYQDGLMRVLNSEFYSLTDKDSTIIVSNL 244
tr|QORIH2 |QORIHZ_PSECL VSFTDHYSSF LGEVDSPEHPQSAVLVGPQCGGLRRGLNRL INSDFYDLTSRDSTVVISNL 291
tr|Q4KBS3|Q4KBS3_PSEFS VSFTDHYSSFLGKLIPQSILNPQSNSAHSAVD GGLNRLINSDFYDLTSROSTWISNL 288
* * EE 3 Y * . . H % k ** *-* ** k** ***
tr| ABATWIF2A3 | AGATWIF2A3_9GAMM SNVTRGNTWVEDLNRNAETHSGPTFTIGSDGND L JKGGKGNDY LG 304
tr|Q9R9H2 |Q9R9HZ_PSECL SEGKRDQVWVKDLNLYAEKHTGSTFIIGTQSNDL NHGGKGNDY LBGGNGDDRFRDDGGYN 351
tr|Q4KBS3|Q4KBS3_PSEFS SEGKRDQVWVKDLNLYAEKHTGSTFITGTQSNDLYHGGKGNDY LBGGAGDDRFRODGGYN 348
*: .*‘:.¥*:¥** 1‘*'*:* ***1‘*::'*** :******** * ¥k FkE FkX¥
tr| AGAIWOF2A3 | ABATWSF2A3_9GAMM LIAGGKGHNIFDTQQALKNTEVAYDGNHTLYLRDAKGGITLADDISTLRSKET 1-SWLIF 361
tr| Q9R9H2 | Q9RSH2_PSECL ITHGGQGHNVLELQOPLKNFSIANDGD I TLYIRDAYGGISMTRDVGALVSHE TCSWWOLF 411
tr|Q4KBS3 | Q4KBS3_PSEFS ITHGGQGHNYLELQQPLKNFSTANDGO (T LYIRDAYGGISMTRDVGALVSHE TCSWWQLF 408

IR SR PSR % Nk EEEE LS B S 2 N TR B L LR

An * (asterisk) indicates positions which have a single, fully conserved residue. A : (colon)
indicates conservation between groups of strongly similar properties - scoring > 0.5 in the
Gonnet PAM 250 matrix A . (period) indicates conservation between groups of weakly similar

properties - scoring =< 0.5 in the Gonnet PAM 250 matrix.



Annex 7 Binding affinity results of pulyurethan esterase A

Table 1. Binding amnity results of PU-HDI-PueA Table 4. Binding amnity results of PU-TDI24-PueA
Affinity (kcal/mol) Affinity (kcal/mol)
Modes/AminoAcid| SER93 SER242 SER294 SER301 SER582 SER207 SER270 Modes/AminoAcid| SER93 ~ SER242  SER294  SER301  SER582  SER207  SER270
1 4,3 4,8 4,2 4,7 4,5 -5,2 4,7 1 -4,5 -5 -5,3 -6 -5,4 -6,7 -5,6
2 -4,2 -4,5 -4,1 -4,5 -4,4 -5,2 -4,5 2 -4,5 -4,9 52 -5,6 51 -6,7 51
3 4,1 4,4 4,1 4,3 4,3 51 4,4 3 4,3 4,9 -5,2 5,5 -5 6,6 -5
4 4 -4,3 4,1 4,1 -4,3 -5,1 -4,2 4 43 4,8 51 5,5 -5 6,6 4,8
5 3,9 -4,3 -4 -4 -4,2 -5,1 -4,2 5 4,2 4,8 4,5 5,4 4,9 6,4 4,7
6 3,8 -4,3 -4 3,9 4,1 -4,9 4,1 6 4,1 -4,7 4,5 5,4 4,7 6,4 4,6
7 3,8 -4,2 3,9 3,9 4,1 -4,9 4,1 7 -4 -4,6 4,4 -5,1 4,7 6,3 4,6
8 3,7 -4,2 3,9 3,9 4,1 -4,9 4,1 8 -4 4,5 43 -5 4,7 6,3 4,6
9 -3,7 -4,2 -3,9 -3,8 -4,1 -4,8 -4 9 -4 -4,5 -4,3 -4,9 -4,6 -6,2 -4,6
Blind (U) Blind (U)
1 4.6 1 4.5
Table 2. Binding amnity results of PU-HMDI-PueA Table 5. Binding amnity results of PU-TDI26-PueA
Affinity (kcal/mol) Affinity (kcal/mol)
Modes/AminoAcid SER93 SER242 SER294 SER301 SER582 SER207 SER270 Modes/AminoAcid| SER93 SER242 SER294 SER301 SER582 SER207  SER270
1 47 51 47 6.5 4.6 21 48 1 4.3 5.2 5,1 5.7 4.6 6.7 4.9
2 4,5 -4,7 4,4 -6,2 4,4 6,5 -4,8 2 4,1 -5 -5 5,5 4,6 6,5 4,7
3 4,5 4,6 4,3 6,1 4,4 6,3 -4,7 3 -39 -4,9 -5 5,4 4,5 6,3 46
4 -4,2 -4,4 -4,3 -5,9 -4,4 -6,3 -4,7 4 -3,8 -4,8 -4,7 -54 -4,4 -6,2 -4,5
5 -4,2 -4,4 -4,2 -58 -4,3 -6,2 -4,7 5 -3,8 -4,8 -4,6 -53 -4,1 -6,1 -4,5
6 4,1 4,3 -4,2 5,7 4,3 6,2 4,5 6 3,7 -4,7 4,5 5,1 38 6,1 43
7 4,1 4,3 4,1 5,5 -4,2 6,2 4,4 7 3,7 4,6 4,2 5,1 3,7 6 -4
8 3,9 -4,2 4,1 5,4 4,1 6,2 4,4 8 3,7 4,4 4,2 -5 36 5,9 -4
9 -39 -4,2 -4 -5,4 -4,1 -6,1 -4,3 9 -3,6 -4,3 -4,1 -5 -3,5 -5,9 -4
Blind (U) Blind (U)
1 4.1 1 5.4

Table 3. Binding afﬁnity results of PU-MDI-PueA
Affinity (kcal/mol)

Modes/AminoAcid SER93 SER242 SER294 SER301 SER582 SER207 SER270

1 -4,7 -5,1 -5,6 -6 -5,6 -7,6 -7,1
2 4,6 4,9 5,5 6 5,5 7,2 6,2
3 4,1 -4,9 5,3 6 -4,9 6,7 5,9
4 -4,1 -4,7 5,3 6 -4,9 6,4 5,7
5 -4 -4,7 5,3 5,9 -4,7 6,3 5,6
6 -4 -4,6 5,3 5,9 -4,7 6,2 5,3
7 -3,9 -4,5 5,2 5,5 -4,6 6,2 5,1
8 -3,9 -4,5 5,2 5,5 -4,5 -6,1 -4,9
9 -3,8 -4,4 -5,2 -5,4 -4,5 -6,1 -4,8

Blind (U)
1 4.8




Annex 8 Binding affinity results of pulyurethan esterase B

Table 1. Binding affinity results of PU-HDI PucB Table 4. Binding affinity results of PU-TDI24-PucB
Affinity (kcal/mol) Affinity (kcal/mol)
Modes/AminoAcid | SER212  SER253 SER401 SER416 SER554 SERS3  SERSS Modes/AminoAcid | SER212  SER253 SER401 SER416 SER554 SERS3  SERSS
1 44 44 39 40 39 44 4 1 48 =5 48 40 43 46
2 43 41 3.9 4 37 4 36 2 46 S 45 41 42 43
3 -4 4 38 3,9 35 4 35 3 46 4,9 45 4 -39 41
4 -4 4 37 36 35 35 35 4 44 4,9 44 3,8 38 4
s -39 3,9 36 35 35 34 34 s 44 4,9 44 3,6 38 4
6 39 39 3.6 35 33 34 33 6 44 4,9 43 35 37 -39
7 3.6 37 3.6 34 32 33 32 7 44 48 43 35 37 3,8
8 3.6 37 35 34 32 3.2 32 3 44 47 43 35 37 3,8
9 36 3,7 35 3,3 3,1 3,2 3.2 9 43 4,7 4,1 3,5 35 3,8
‘Blind (U) Blind (U)
1 ] 1 43
Table 2. Binding affinity results of PU-HMDI-PucB Table 5. Binding affinity results of PU-TDI26-PucB
Affinity (kcal/mol) Affinity (kcal/mol)
Modes/AminoAcid | SER212  SER253 SER401 SER416 SERS54 SERS3  SERSS Modes/AminoAcid | SER212  SER253 SER401 SER416 SER554 SERS3  SER5S
1 50 46 55 46 43 38 34 1 37 5.6 4S5 42 37 47
2 48 45 53 45 4 37 37 2 35 55 44 41 37 45
3 4,8 43 52 42 39 35 37 3 35 5.1 44 4 37 45
4 47 43 -5 42 39 35 37 4 35 4.8 43 3,9 35 44
s 47 42 -5 42 38 34 37 s 34 47 42 3,9 35 43
6 4,6 42 4,9 41 38 34 36 6 33 47 -39 3,9 35 43
7 4,6 42 4,9 41 38 33 36 7 33 47 -39 3,8 34 42
3 4,6 41 4,9 4 36 33 35 3 32 42 46 38 3,8 33 42
9 4,6 4,1 4,8 3,9 36 3,3 34 9 3,2 4.2 4,6 38 23,8 3.2 4.2
‘Blind (U) Blind (U)
1 4,6 1 47

Table 3. Binding af?mity Tesults of PU-MDI-PucB
Affinity (kcal/mol)

Modes/AminoAcid | SER212 SER253 SER401 SER416 SER554  SERS83 SERS58

1 49 Al AT -5 44 A48 -6
2 4.8 3.8 45 47 43 4,1 45
3 48 3,7 44 44 42 4,1 43
4 48 3,7 44 43 4 -39 43
5 47 3,7 44 43 4 3,9 42
6 47 37 43 42 4 3,9 41
7 4,6 3,6 43 42 3,9 3,9 41
8 4,6 3,6 42 -4 -39 3,8 41
9 4,5 3,6 4,2 4 -3,9 3,8 4

Blind (U)
1 5.1




