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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Transkription, die Synthese von RibonukleingdRNA) basierend auf einer Desoxyribo-
nukleinsaure (DNA)-Matrize, wird durch DNA-abhangiBNA-Polymerasen (RNAPSs) kataly-
siert, deren einfachsten bakteriellen Vertreterfang Untereinheiten (2x , , ) aufgebaut
sind. Die Aktivitat der RNAP wird in allen Phasessdl ranskriptionszyklus (Initiation, Elonga-
tion, Termination) durch eine Vielzahl von Trangkionsfaktoren (TFs) reguliert, wie z. B. die
bakteriellenN-utilization substance@\Nus)-Faktoren A, B, E und &scherichia coli(E. coli)
NusA besteht aus sechs Doméanen: einer N-termiiadendne (NTD), einer S1-Doméne, die
zusammen mit den zwei folgend&rhomology(KH)-Doméanen KH1 und KH2 die RNA-bin-
dende SKK-Einheit bildet sowie zwei C-terminakmidic repeatAR)-Doméanen (AR1, AR2).
Die RNA-Bindung von NusA wird durch die Bildung e intramolekularen Komplexes von
NusA-AR2 mit NusA-KH1 unterbunden, wodurch NusAaahibiert wird. Diese Autoinhibi-
tion kann durch die Interaktion von NusA-AR2 mit @terminalen Domane derUntereinheit
der RNAP (RNAPCTD) aufgehoben werden. Des Weiteren vermittelt die
NusA-AR2:RNAP CTD-Wechselwirkung zusammen mit der Bindung von NDED an die
zweite RNAP CTD und die am RNA-Ausgangskanal der RNAP liegend&ap-tip-Helix

( FTH) die Bindung von NusA an die RNAP. NusA intéeagwéahrend der Elongation mit der
RNAP und Ubt, kontextabhéngig, teils kontrare Bifekus. So ist NusA z. B. in der Lage ge-
meinsam mit den anderen Nus-Faktoren und weiteengénenten das Uberlesen von Termi-
nationssequenzen zu vermitteln, ein Mechanismusldéntitermination (AT) bezeichnet wird
und Forschungsgegenstand dieser Arbeit war.

In E. coliist die Expression ribosomaler RNA-Gene durch Aguliert ¢rn-AT). Hierbei wer-
den die Nus-Faktoren durch eine RNA-Sequenz aiRMi&P rekrutiert und bilden zusammen
mit dieser und dem Protein S4 eimem-AT-Komplex, welcher das Uberlesen von Rho-abhan-
gigen Terminatoren ermaoglicht. Dartber hinaus wugite Beteiligung der Inositolmonophos-
phatase SuhB postuliert, weshalb die Rolle von So#iRlerrrn-AT im Rahmen dieser Arbeit
mit biochemischen unduclear magnetic resonan¢BMR)-spektroskopischen Methoden cha-
rakterisiert wurde. Es wurde gezeigt, dass SuhBein an einerrn-AT-Sequenz pausierten
rrn-AT-Komplex — bestehend aus der RNAP, einem Nukkaimegerist, den Nus-Faktoren so-
wie optional S4 — integriert wird und spezifischt IMusA-AR2 interagiert. Durch die Wechsel-
wirkung mit NusA-AR2 kann SuhB aufRerdem die Autdaition von NusA aufheben bzw. die
NusA-AR2:RNAP CTD-Bindung auflésen. Unsere Ergebnisse deutenufldrim, dass die
SuhB:NusA-AR2-Interaktion bei der Rekrutierung vBohB an derrrn-AT-Komplex eine
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Rolle spielt sowie die Bindung der SKK-Einheit ale ttn-AT-Sequenz erleichtern und eine
Repositionierung von NusA an der RNAP induzierenrké.

Die Nus-Faktoren sind auch an den beiden, durcRaiiteine N bzw. Q vermittelten, AT-Me-
chanismen des Phagerbeteiligt, welche zur Replikation des Phagen-GenomWirtsbakte-
rium E. colidienen. Wahrend in deN-AT alle Nus-Faktoren zusammen mi die RNAP in
einen terminationsresistenten Zustand versetzefiiiigie Q-AT nur eine Beteiligung von
NusA postuliert. In dieser Arbeit wurden die sturdelen Grundlagen derQ-AT sowie die
Rolle von NusA in dieser mittels NMR-Spektroskopigersucht. Es wurde die Bindung von

Q an die FTH der RNAP strukturell charakterisiert und getzedgss NusA Q mittels seiner
NTD und AR2-Doméne kontaktiert, wobei keine simo#aBindung eines Q-Molekils an
beide NusA-Domanen maoglich istQ ist dartiber hinaus in der Lage durch die Intéoakinit
NusA-AR2 die Autoinhibition von NusA aufzuheben sewlurch die Wechselwirkung mit der

FTH NusA-NTD von dieser zu verdrangen und damidan RNAP zu repositionieren. Die
durch Q induzierte Repositionierung von NusA-NTD kdnntedem AT-férdernden Effekt von
NusA fuhren, wéahrend die Aufhebung der Autoinhditidurch Q die RNA-Bindung der
SKK-Einheit — und damit die Rekrutierung von NusA @den Q-AT-Komplex — erleichtern
konnte. Des Weiteren konnte die NusA-ARRQ:Interaktion auch der Rekrutierung vaQ die-
nen. SchlieRlich wurde gezeigt, das® in hohem molaren Uberschuss die Bindung von
NusA-NTD bzw. NusA-AR2 an die jeweilige RNARTD auflést, wodurch die Dissoziation
von NusA von der RNAP induziert werden kdnnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen digraenRolle von NusA in der Regulation der
bakteriellen Transkription. NusA ist wahrend diegber seine NTD an die RNAP gebunden,
wahrend NusA-AR2, wie u.a. in dieser Arbeit gezesgiezifische Interaktionen mit TFs einge-
hen kann, was eine Funktion dieser Domane als fomiiionale Rekrutierungsplattform nahe-
legt. Die rekrutierten TFs konnten, wie fi® gezeigt, kontextabhangig NusA repositionieren,
was wiederum mit einer Modulation der von NusA aidgen Effekte auf die Transkription
einhergehen konnte.
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Summary

Transcription, the synthesis of ribonucleic acitN@ based on a deoxyribonucleic acid (DNA)
template, is catalyzed by DNA-dependent RNA polyases (RNAPS) the simplest bacterial
representatives of which are composed of five sibgx , , , ). In all steps of the tran-
scription cycle (initiation, elongation, terminatloRNAP activity is regulated by a multitude of
transcription factors (TFs), such as the bact@&tatilization substances (Nus)-factors A, B, E
and G. Escherichia coli(E. col) NusA consists of six domains: a N-terminal dom@iii D),

an S1 domain which forms together with the twodaihg K homology (KH) domains KH1
and KH2 the RNA-binding SKK unit, as well as twot&minal acidic repeat domains (AR1,
ARZ2). Formation of an intramolecular complex of Ke&AR2 with NusA-KH1 prevents RNA
binding by NusA-SKK, thus autoinhibiting NusA. Thasitoinhibition can be released by the
interaction of NusA-AR2 with the C-terminal domaihthe -subunit of RNAP (RNAPCTD).
Furthermore, the NusA-AR2:RNARETD interaction, together with the binding of Nusid-D

to the second RNARCTD and the flap-tip helix ( FTH) located at the RNA exit channel of
RNAP, mediates the binding of NusA to RNAP. NusAtaets RNAP throughout elongation
and, depending on the context, exerts partiallytraoy effects. For example, NusA, together
with other Nus factors and other components, is tibsuppress termination sequences, a mech-
anism known as antitermination (AT), which was shiject of this work.

In E. colithe expression of ribosomal RNA genes is regulbiedT (rrn-AT). Nus factors are
recruited to the RNAP by a specific RNA sequenatfanm together with the RNAP and ribo-
somal protein S4 amn-AT complex which allows the read-through of Rhgeledent termina-
tors. In addition, it has been postulated thatitiositol monophosphatase SuhB was also in-
volved inrrn-AT. Thus, the role of SuhB imn-AT was studied in this work by a combination
of biochemical and nuclear magnetic resonance (NBffectroscopic methods. It was shown
that SuhB is integrated into am-AT complex paused at am-AT sequence, consisting of the
RNAP, a nucleic acid scaffold, the Nus factors aptionally S4. Moreover, a direct interaction
between SuhB and NusA-AR2 was demonstrated. Ubiagrteraction, SuhB is able to release
NusA autoinhibition or disrupt the NusA-AR2:RNAETD interaction. Our results suggest that
binding of SuhB to NusA-AR2 may play a role in fleeruitment of SuhB to then-AT com-
plex, and could also facilitate binding of NusA-Skiktherrn-AT sequence and induce reposi-
tioning of NusA at the RNAP.

Nus factors are also involved in the two AT mechkars of phage, which are required to rep-
licate the phage’s genome in the host bactei&umoli and which are mediated by the proteins
N and Q, respectively. InN-AT all Nus factors act together wittN to modify RNAP into a
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termination-resistant state, whereas @-AT only a role for NusA has been postulated.hiss t
thesis the structural basics dD-AT as well as the role of NusA was investigatgdNMR
spectroscopy. The binding of) to the FTH of RNAP was structurally characterized andasw
shown that NusA contact®) via its NTD and AR2 domain, although simultanebumsling of
one Q molecule to both NusA domains is not possiblaildr to SuhB, Q is able to release
the autoinhibition of NusA by interacting with Nus®R2. Furthermore, Q interacts with the

FTH, displacing NusA-NTD from it, triggering reptishing of NusA-NTD on the RNAP.Q
induced repositioning of NusA-NTD could lead to #hé-promoting effect of NusA, whereas
the release of autoinhibition byQ could trigger RNA binding by NusA-SKK and thenefo
recruitment of NusA to theQ-AT complex. Moreover, the NusA-ARZ)-interaction may be
involved in the recruitment ofQ. Finally, it was shown that, in high molar exced3 can
disrupt binding of NusA-NTD and NusA-AR2 to the RRACTD, which might induce the dis-
sociation of NusA from RNAP.

The results of this work underline the central releNusA in the regulation of bacterial tran-
scription. During transcription NusA is bound to RR via its NTD, whereas NusA-AR2, as
shown in this work, can interact specifically withrious TFs, suggesting that this domain may
serve as versatile recruitment platform. Dependinghe context the recruited TFs could, as
shown for Q, reposition NusA which, in turn, might resultarmodulation of NusA effects on
transcription.

Vi



Einleitung Transkription

1 Einleitung

1.1 Transkription

Die Transkription, das Umschreiben der Erbinforomatigespeichert in Form der Basenabfolge
der Desoxyribonukleinsdure (DNA), in Ribonukleins&(RNA), ist der erste Schritt der Gen-
expression und wird in allen drei Doménen des Lelemch DNA-abhé&ngige RNA-Polymera-
sen (RNAPs) katalysiert (zusammengefasst in Wekn@rohmann, 2011). Die RNA kann als
messengeRNA (MRNA) dem Ribosom als Vorlage zur Proteinbiagyese im zweiten Schritt
der Genexpression, der Translation, dienen (zusaigefiasst in Choet al, 2018) oder auch
ein biologisch aktives Endprodukt darstellen. Sonrgeln z.B. ribosomale RNAs (rRNAs) die
katalytische Aktivitat des Ribosoms, wahrend tran§fNAs (tRNAs) Aminosauren (As) zum
Ribosom transportieren und nicht-kodierengen-coding RNAs an der Regulation der Genex-
pression beteiligt sind (zusammengefasst in M&rdattick, 2014).

Die Transkription kann in einen dreiphasigen Zyldus Initiation, Elongation und Termination
unterteilt werden. Die Initiation der Transkriptienfolgt durch die Rekrutierung der RNAP an
eine regulatorische Erkennungssequenz des Gemagkn). Die doppelstrangige (ds)DNA des
Promotors wird aufgeschmolzen und es beginnt digl&ge des RNA-Strangstlang des An-
tisinn-Strangs dntisense stranpdder DNA. Nach Verlassen der Promotorregigmo(noter
escapgerfolgt der Ubergang in die Elongation unter Algking eines stabilen Komplexes zwi-
schen RNAP, DNA und RNAtranscription elongation compleX EC). Die Termination der
Transkription wird durch regulatorische Sequenzen@ens (Terminationssequenzen) induziert
und fuhrt zur Dissoziation des TECs, sodass die RIfi& den nachsten Zyklus bereitsteht. Alle
Schritte des Transkriptionszyklus werden durch &fiedzahl von Effektoren, wie z.B. spezifi-
schen Proteinen, welche als Transkriptionsfakt¢féis) bezeichnet werden, reguliert (zusam-
mengefasst in Dangkulwanieh al, 2014). So sind z.B. im Modellorganisnitischerichia coli
(E. coli) die housekeepingraktoren deN-utilization substancefNus)-Klasse (bestehend aus
NusA, B, E und G) an der Regulation von Elongatiod Termination beteiligt und in der Lage
zusammen mit weiteren Faktoren den TEC derart zdifrnieren, dass Terminationssignale
Uberlesen werden (Antitermination, AT) (zusammeagsffin Seet al, 2014).

Im Nachfolgenden wird ein Uberblick tiber den Traipstionszyklus inE. coli, dessen zentralen
Akteur, die RNAP sowie deren Regulation gegeben.d&isonderes Augenmerk liegt hierbei
auf den TFs der Nus-Klasse, dem AT-Mechanismus Tzanskription ribosomaler RNA
(rrn)-Operons irE. coli(rrn-AT) sowie den beiden AT-Mechanismen des Phageler Q-AT
und der N-AT, welche der Replikation des Phagen-Genoms imisidakteriume. coli dienen.
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1.2 Escherichia coliRNA-Polymerase

Die RNAPs zur Transkription zellularer Genome weisetz ihres komplexen Aufbaus aus funf
(in Bakterien) bis 17 Untereinheiten (UEs) (in Exglanten) in den drei Doméanen des Lebens
ein gemeinsames Grundgerist (zusammengefasst mevy@012) und damit einhergehend ein
hoch-konserviertes aktives Zentrum mit identiscHetalytischen Mechanismus auf (zusam-
mengefasst Werner & Grohmann, 201ie einfachsten bakteriellen RNAPs sind aus funsUE
(2 , 7, ) aufgebaut, wie z.B. die 390 Kilodalton (kDa) ged® coli RNAP (Abb. 1-1A,;
Murakami, 2013). Die beiden C-terminalen Doméanerr deUJEs der E. coli RNAP
(RNAP CTDs) uben regulatorische Funktionen aus. So komlese durch Bindung des, in
einigen Pomotoren vorhandenempstream promotefUP)-Elements die Transkriptionsrate des
entsprechenden Gens erhéhen (Esteal, 1999; Roset al, 1993) und als Bindungsplattform
fur TFs wie NusA dienen (Schweimeral, 2011; Gucet al, 2018). Die beiden N-terminalen
Doméanen der -UEs organisieren zusammen mit deftUE die Assemblierung der RNAP
(Ghoshet al, 2001; Ishihama, 1981). DieUE und “-UE verleihen durch ihre Zangenform der
RNAP eine krebsscherenartige Erscheinung und betggb zusammen in der Spalte zwischen
den beiden Zangen das aktive Zentrum (Zhetrg), 1999). Die Zangen derUE und “-UE
liegen in freier RNAP¢ore RNAP) in einer offenen Konformation vor und binds der Tran-
skriptionsinitiation dsDNA, wobei sie in eine gekidsene Konformation tbergehen, welche
dem TEC eine erhohte Stabilitdt und Prozessivideint (Chakrabortet al, 2012).

1.2.1 Transkriptions-Elongations-Komplex

Im TEC (Abb. 1-1B) wird die dsDNA durch die Zangder -UE und “-UE zum aktiven Zent-
rum hingeleitet und ein Basenpaar (bp) vor dieGebaPosition) durch den-fork loop2 aufge-
schmolzen, sodass sich die Transkriptionsblaseildasbkann (Vassylyeet al, 2007a). Der
Sinn-Strang gense strandwird oberflachenexponiert an der RNAP weitergete{(Wang &
Landick, 1997), wahrend der Antisinn-Strang um &Bgeknickt und zum aktiven Zentrum hin-
geleitet wird. Im aktiven Zentrum liegt nur dasteraufgeschmolzene Nukleotid (nt) des Anti-
sinn-Strangs ungepaart vor (Vassylyahal, 2007a), sodass immer nur ein komplementéres
Nukleosidtriphosphat (NTP) in der Insertionsst@itd -Stelle) des aktiven Zentrums koordiniert
und an das 3"-Ende des naszierenden RNA-Strangsideb wird (Abbondanzieet al, 2005;
Vassylyevet al, 2007b). Die katalytische Aktivitat der RNAP widdirch zwei Md*-lonen im
Zusammenspiel mit zwei hochmobilen Elementen dddE, demtrigger-loop (TL) und der
bridge-helix(BH) vermittelt (zusammengefasst in Brueckeeal, 2009). Wahrend das erste
Mg?*-lon (Mg-A) stabil im aktiven Zentrum koordiniesti(Zaychikovet al, 1996), wird das
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zweite Md*-lon (Mg-B) in jedem Zyklus gemeinsam mit dem einauenden NTP (Sosunov
et al, 2003) Uber den sekundaren Kanal in das aktivérdeneingebracht (Zharet al, 1999,
2015). Im TEC bilden die stromabwartdogvnstreamh gelegenen Nukleotide des Antisinn-
Strangs mit der naszierenden RNA ein 8-9 bp laRié&:DNA-Hybrid aus, welches durch den
“-lid loop aufgespalten wird. Der Antisinn-Strang paart sigeéder mit dem Sinn-Strang, so-
dass die Transkriptionsblase geschlossen und keigepaarte Licke im Antisinn-Strang hin-
terlassen wird. Die naszierende RNA wird Uber d&ARAusgangskanal aus der RNAP her-
ausgeleitet (Vassylyeat al, 2007a). Die Wand des RNA-Ausgangskanals wirdiddre -flap
gebildet, an deren Spitze sich didlap-tip helix( FTH) befindet, welche wie dergate loop
( GL) und die “-clamp heliceg "CH) eine Bindungsplattform fiir regulatorische B¢ dar-
stellt (Deigharet al, 2008; Gueet al, 2018; Kanget al, 2018b; Kruppet al, 2019; Martinez-
Rucoboet al, 2011; Murakami, 2013; Sevostyanaataal, 2011).

B
—,,,;\— '!',
35° 65°
” Mg-A oeleA
"\; Sinn-Strang i+1\g‘g\ v+ stromaufwirts
Antisinn-Strang RNA =S8 { ﬂ
BFTH D S o
m Y B=fork loop 2
Bl loop =
Sinn-Strang

Antisinn-Strang =
Helon-Srang stromabwarts

Abbildung 1-1: Struktur des E. coli TECs und Nukleotid-Addtions-Zyklus. (A) E. coli TEC (orotein dat:
bank identification numbgPDB-ID): 6RH3)in Oberflachendarstellung. Die einzelnen UEs sarbllfch her
vorgehoben(B) Struktur aus (A) um 65° um die x-Ache und 35° uim ytAchse gedrehin transparent
Oberflachendarstellung. Wichtige Sekundarstrukeumeinte sowie die Nukleinséursimd in Banderdarstt
lung farblich hervorgehoben. Mg-A ist durch ein@itg Kugel dargestellDie FTH ist nicht aufgelost ur
wurde aus der mittels Rontgenstrukturanalyse bestm Struktur der Holo-RNAP (PDB-ID: 4YGR) der
TEC eingefigt(C) Schematische Darstellung des Zyklus der Nukleatidition. Zu Beginn liegt die NTP
Insertionsstelle (Position i+1, als graues ovalbagehoben) unbesetzt vor (post-transder Zustand). Nac
Bindung eines passenden NTBsfaltet sich der TL zutrigger-helix (TH) und positioniert zusammen mit
BH das einzubauende NTP, sodass dié*Mfphangige Katalyse der Nukleotid-Additidl stattfinden kani
Nach der Katalyse entfaltet sich (TH und das PRlissoziiert ab (pra-transloziertgustand). Im Anschlu
erfolgt die Translokatioflll) unter Aufschmelzen des nachsten stromabwaérts gadegbpder DNA, sodas
der Zyklus von neuem beginnen kann. Details siehe. T
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1.2.2 Nukleotid-Additions-Zyklus

Der Zyklus der Nukleotid-Addition (Abb. 1-1C) kanm drei Schritte gegliedert werden: (1)
NTP-Bindung, (II) Katalyse der Addition eines Nubidls an die RNA unter Pyrophosphat
(PR)-Freisetzung und (lll) Translokation der RNAP (@omsnengefasst in Bruecknet al,
2009). Zu Beginn des Zyklus liegt die Insertionkste-1 im aktiven Zentrum unbesetzt und der
TL ungefaltet vor (post-translozierter Zustand; §abal, 2017). Nach Bindung eines passen-
den NTPs an die Position i+1 (Kaplanhal, 2008; Westoveet al, 2004) faltet sich der TL in
eine -helicale Konformation untifgger-helix TH) und positioniert im Zusammenspiel mit der
BH und Mg-B das NTP flr die Addition an die 3" OHu@pe der RNA (Vassylyest al, 2007b,
2007a; Wanget al, 2006). Mg-A vermittelt die katalytische Aktivitder RNAP durch Aktivie-
rung der 3" OH-Gruppe der RNA, sodass diese eiokleaphilen §2-Angriff auf das -Phos-
phat des NTPs unter Abspaltung von érchfuhren kann. Nach erfolgter Verknipfung kommt
es zur Dissoziation des Pfitsamt dem Mg-B (Sosunaat al, 2003; Steitz, 1998). Zugleich
entfaltet sich die TH um den Austritt desi BBs dem aktiven Zentrum zu erlauben (pra-translo-
zierter Zustand). Im Anschluss schieben TL und BHRNAP unter Aufschmelzen des nachsten
stromabwarts gelegenen bp der DNA, um eine Posgtiblang dieser weiter (Ratschen-Modell).
Der TEC befindet sich im Anschluss wieder im poatislozierten Zustand und ist fir einen
neuen Nukleotid-Additions-Zyklus bereit (zusammeagst in Svetlov & Nudler, 2009).

1.3 Bakterieller Transkriptionszyklus

1.3.1 Initiation

Bei der Initiation der Transkription (Abb. 1-2I-I\érfolgt zunachst die Rekrutierung der RNAP
an einen Promotor. Die freie RNAP (Abb. 1-2I) istdytisch kompetent, benétigt jedoch die
Bindung eines Transkriptionsinitiationsfaktors deffamilie zur sequenzspezifischen Bindung
an einen Promotor (zusammengefasst in Saetkadr 2011). InE. colistehen die meisten Gene,
welche zur Aufrechterhaltung der lebensnotwendigeltfunktionen unabhangig von auf3eren
Einflissen exprimiert werdehg¢usekeeping genasnter Kontrolle des’’-Faktors (zusammen-
gefasst in Ishihama, 2000). Dieser weist vier fiorile Regionen (%- %) auf (Lonettoet al,
1992). Promotoren unter der Kontrolle dé$Faktors besitzen zwei hexamere Sequenzmotive,
das -10-Element (Pribnow Box; Pribnow, 1975) und &b-Element (Siebenlist al, 1980).
Durch Interaktionen der Regiof% mit den "CH (Abb. 1-1B) und der Region’% mit der
FTH (Abb. 1-1B) sowie weiterer Wechselwirkungen deiden anderen’®-Regionen mit der
RNAP wird die Bildung des Holo-RNAP Komplexes vettelt (Abb. 1-211; Murakami, 2013).
Die Holo-RNAP wird durch Interaktionen von'® mit dem -10-Element und von'% mit
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dem -35-Element an den Promotor rekrutiert (gessieoer Komplex) und’® vermittelt das
Aufschmelzen der dsDNA, sodass ein offener Komplesgebildet wird (Abb. 1-2III; Bast al,
2015; Feklistov & Darst, 2011). Im Anschluss erniéigl "° die Initiation der Transkription
(Pupovet al, 2014), wobei zu Beginn der Transkriptions-Inibas-Komplex {ranscription
initiation complex TIC) (Abb. 1-21V; Zuo & Steitz, 2015) fest amdPotor gebunden bleibt
und die DNA stromabwarts immer weiter in den offei@mplex hineingezogen und aufge-
schmolzen wird (DNAscrunching. Es wird angenommen, dass das DBtkunchingeinen
energetisch instabilen ,gestressten” Zustéstressed stajedes TICs darstellt. Dieser Zustand
kann durch Freisetzung des RNA-Transkripts untetdbender Promotor-Bindung (abortive
Initiation) oder durch Beendigung der Interaktiozenschen der Holo-RNAP und dem Promo-
tor (promoter escapeaufgelost werden, wobei letzteres mit dem Ubeggandie Elongation
verbunden ist (Kapanidist al, 2006; Revyakiret al, 2006). Oft werden multiple Zyklen der
abortiven Initiation unter Freisetzung kurzer RN&k&e (2-12 nt) durchlaufen, bevor es zum

promoter escapkommt (Hsu, 2002).

Abbildung 1-2: Der bakterielle Transkriptionszyklus. Zu Initiation der Transkription bindet die freie RR
() einen Transkriptionsinitiationsfaktor derFamilie (hier 79, sodass die Holo-RNAP geformt witt) .
Der 7-Faktor vermittelt die sequenzspezifische Bindurgy ¢Holo-RNAP an das -1Blement un
das -35-Element des Promotors unter Aufschmelzendiesem(lll) sowie die nachfolgende Initiation
Transkription(1V) . Nach Uberwindung des abortiven Initiationszyktosnmt es zunpromoter escapevel-
cher mit dem Ubergang in die Elongation einhergehtwobei der 7-Faktor zumeist dissoziiert. Die Termi-
nation der TranskriptiorfVl) wird durch einen RNAzairpin gefolgt von einer Poly-Uridin (Upequen
(intrinsische Termination) oder durch den Faktoo Rbrmittelt, wobei alle beteiligten Komponentenstizi-
ieren, sodass die freie RNAP im Anschluss fur dicheten Transkriptionszyklus bereitsteht (1). Detiehe

Text.
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Der Ubergang in die Elongation geht zumeist mitRissoziation des’’-Faktors einher, wobei
hierfur zwei Modelle postuliert wurden. Entwedersslader "°-Faktor nach denpromoter
escapeabrupt durch die wachsende RNA verdrangt wirdigalbbrisches Modell; Daube & von
Hippel, 1999; Metzgeet al, 1993) oder wahrend der Elongation nach und nadissoziiert
(stochastisches Modell; Giit al, 1991; Shimamotet al, 1986). Auch eine stabile Integration
des "*-Faktors in den TEC ist méglich (Bar-Nahum & Nudl2001; Kapanidiet al, 2005)
und wird durch Promotor-proximal€®-abhangige Pausen gefordert (Hardeal, 2016).

1.3.2 Elongation

Die Elongation (Abb. 1-2V) wird immer wieder vonuan unterbrochen, wobei i coliim
Schnitt alle ~100 bp Transkriptionspausen auftrdtedelmanet al, 2002; Neumaret al,
2003). Diese ermoglichen (1) die Synchronisatiom V@anskription und Translation, (Il) die
Rekrutierung von regulatorischen Proteinen, (118 Baltung der naszierenden RNA und (1V)

die Termination der Transkription (zusammengefaskandick, 2006).

Pausen konnen in zwei Klassen eingeteilt werdensétg die mit der Faltung eines RNhir-

pins (HP; Klasse I) und Pausen, die mit dem Zurickiaufer RNAP backtracking Klasse 1)
einhergehen (Artsimovitch & Landick, 2000). Es wadgenommen, dass beiden Klassen von
Pausen eine ,elementare” Pauséeihental pauseEP) vorausgeht (Landick, 2006), welche
durch eine, von ~20 000 im Genom Jercolizu findenden, elementaren Pausierungssequenzen
(elemental pausing sequendePS) induziert werden kann (Larsenal, 2014; Vvedenskaya

et al, 2014). Beim Ubergang des TECs vom pra- zum passtozierten Zustand wird durch
die EPS in einigen, mit der DNA und RNA in Kontatéhenden, Elementen dérUE sowie

in deren ZangesivetModul) eine leichte Drehung (~0,5°) induziesivjveling. Hierdurch
kann die RNA, nicht jedoch die DNA, in den postgkzierten Zustand tUbergehen, sodass der
TEC in einen kurzlebigen, katalytisch inaktiven|baanslozierten Pausierungszustaete{
mental paused elongation comple®EC) versetzt wird (Kargf al, 2018a; Sabat al, 2019).

Im Modellsystem fiur Klasse I-Pausen, tsPause, welche an der Regulation des fir Enzyme
zur Histidin-Biosynthese kodierenddisOperons beteiligt ist (zusammengefasst Gollnick &
Babitzke, 2002), wird angenommen, dass die EP #&k Reit zur Ausbildung des HPs gibt
(Kanget al, 2018a), welcher die Pause um den Faktor 10 \gel&rfHeinet al, 2014). Die
Nukleation des HP-Stamms im RNA-Ausgangskanal irettihierbei eirswivelingder RNAP

um ~3,6°, wodurch die Faltung des TLs im halb-ti@risrten aktiven Zentrum sterisch blo-
ckiert wird (Guoet al, 2018; Kanget al, 2018a). Es wird vermutet, dass hierbei durch eine

Interaktion des HP-Stamms mit defTH letztere allosterisch zur Konformationséanderumg
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aktiven Zentrum des ePECs beitragen kann (ldeed, 2014; Toulokhonowet al, 2001). Ein
translatierendes Ribosom kann die HP-stabilisiegese aufheben, wobei im Anschluss Tran-
skription und Translation synchronisiert sind (Leokcet al, 1985).

Die EP erlaubt auch ddmacktrackingder RNAP (Sabat al, 2019). Hierbei lauft die RNAP
unter synchronisiertem Aufschmelzen der stromautudmd Rehybridisieren der stromabwarts
liegenden DNA in 3" 5°-Richtung entlang der DNA zuriick, wahrend sicls 8&Ende der
RNA vom aktiven Zentrum l6st und tber den sekunil&anal aus der RNAP herausgeleitet
wird (zusammengefasst in Nudler, 2012). Dasktrackinggeht ebenfalls mit eineswiveling
der RNAP um 1,2 - 2,9° einher (Abdelkareetral, 2019) und kann durch endonukleolytische
Spaltung der zurtickgelaufenen RNA aufgehoben weidenendonukleolytische Spaltung der
RNA wird durch die RNAP selbst katalysiert, wober @F GreB stimulierend auf die endonuk-
leolytische RNAP-Aktivitat wirkt (Abdelkareemt al, 2019; Sosunovat al, 2003).

1.3.3 Termination

Die Termination der Transkription (Abb. 1-2VI) aritBnde des Gens wird . coli durch in
der DNA kodierte Terminationssequenzen induzied kann auf zwei Arten erfolgen: intrin-
sisch oder Rho-abhéngig (zusammengefasst in Rayebah 2016).

Bei der intrinsischen Termination weist die trartsierte Terminationssequenz eine palindro-
mische, HP-ausbildende, Guanosin (G)- und Cytidreiche Sequenz (d’Aubenton Carafa
et al, 1990) sowie eine direkt darauffolgende ~8 nt&dgdin (U)-reiche Sequenz auf (Wilson
& von Hippel, 1994). Die Poly-U-Sequenz schwéacht BAIA:RNA-Hybrid (Martin & Tinoco,
1980) und induziert eine Pausierung des TECs asede3’ -Ende (Gusarov & Nudler, 1999).
Die Pause, welche vermutlich einer EP entspriclub@®s, 2019), bildet ein Zeitfenster zur
HP-Nukleation (Gusarov & Nudler, 1999). Die HP-Negdion geht mit dem Aufschmelzen von
3-4 bp des DNA:RNA-Hybrids und letztlich dem Koltager Transkriptionsblase und der Dis-
soziation des TECs einher (Gusarov & Nudler, 19@8nissaroveet al, 2002).

Im Falle der Rho-abhéngigen Termination besitztTéieminationssequenz ebenfalls zwei Ele-
mente, deren Zusammenspiel die Termination verinigi@en 70-80 nt langen unstrukturierten
C-reichen Bereich, welcher als RekrutierungsplattfRho utilization (rut)-sitefir den Ter-
minationsfaktor Rho dient (Chen & Richardson, 1986rganet al, 1985) und eine stromab-
warts liegende Pausierungssequenz, welche deneDifetmination definiert (Morgaat al,
1983). Rho, eine homo-hexamere, ringformige Hedicasdet in seiner offenen Konformation
an dierut-site (Skordalakes & Berger, 2003) und fadelt die RNActiudessen zentrale Pore, in
welcher die sechs Protomere gemeinsam eine selariRIdA-Bindungsstelle bilden, die
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unspezifisch RNA bindet. Die RNA-Bindung fuhrt ziner Isomerisierung von Rho in einen
geschlossenen Ring (Skordalakes & Berger, 2006yiBka & Berger, 2009), welchea seiner
ATPase-Aktivitdt stromabwarts (5°3"-Richtung) entlang der RNA transloziert (Koslover
et al, 2012). Rho und die RNAP weisen &hnliche Geschgksiten der Translokation auf (zu-
sammengefasst in Richardson, 2002), sodass dierbEiazyme kinetisch gekoppelt sind. Hier-
durch werden Pausierungen ausschlaggebend, dagseRA&C einholen und die Transkription
terminieren kann (Jiat al, 1992). Es wird angenommen, dass es sich beirdesesen um EPs
handelt (diskutiert in Ray-Soet al, 2016), da Klasse I-Pausen und Klasse Il-Pausenezt
hohte Stabilitéat gegentiber Rho-abhangiger Ternunatufweisen (Duttat al, 2008).

Sowohl bei der Rho-abhangigen, als auch bei dangmchen Termination erfolgt die Termi-
nation durch eine Destabilisierung des TECs, wetthdissoziation von diesem fuhrt. Hierfar
wurden verschiedene Theorien postuliert, wobeb#ide Terminationsarten gleiche Mechanis-
men angenommen werden (zusammengefasst in Ret@rs2011). Einerseits wird vermutet,
dass es Rho (Park & Roberts, 2006) bzw. dem TetondP (Santangelo & Roberts, 2004)
moglich ist, den TEC vorwarts zu schieben, ohnes @ése Nukleotid-Addition durch diesen
stattfindet fiyper translocatiop Hierdurch verkurzt sich das DNA:RNA-Hybrid undravde-
stabilisiert. Ein alternatives Modell geht davors,adass Rho durch dessen Helicase-Aktivitat
(diskutiert in Richardson, 2002) bzw. der Termimat® durch eine weitere Propagation seines
Stammes (Komissarowt al, 2002; Molodtso\et al, 2014) die RNA aus dem TEC herauszie-
hen kann lfybrid shearing, sodass es ebenfalls zu einer Verkirzung des BNA:Hybrids
kommt. Auch eine konformationelle Anderung des THEsAntwort auf die HP-Bildung
(Epshteiret al, 2007) bzw. durch die Rho-Bindung (Epshteiral, 2010) stellt eine diskutierte
Mdglichkeit der Destabilisierung des TECs daligsteric modél, wobei im Falle der HP-ver-
mittelten Termination derFTH eventuell eine vermittelnde Rolle hierbei zukon{Epshtein

et al, 2007; Toulokhonoet al, 2001; Toulokhonov & Landick, 2003). Letztlich karmhes in
allen Modellen zur Dissoziation des TECs, sodasshdteiligten Faktoren freigesetzt werden
und die RNAP fiur den néchsten Transkriptionszykleeitsteht.

1.4 Nus-Faktoren

Die Transkription ist ein, durch eine Vielzahl voRs (~300 bis dato i&. coli bekannt), hoch-
regulierter Prozess (zusammengefasst in Ishihaa8)2 Eine Klasse von TFs sind die
Nus-Faktoren. Urspriunglich als Co-Faktoren beidiech das ProteinN vermittelten AT des
Phagen entdeckt und daher ai-utilization substancéNus) bezeichnet (Friedman & Baron,
1974), stellen diese endogefecoli Proteine dar (Bubunenlat al, 2007).
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Abbildung 1-3: Die Nus-Faktoren ausk. coli. Die Strukturen der NuBaktoren sind in B&nderdarstellt
wiedergegeben und dimker als gestrichelte Linien dargestellt. Die Pfeilggea die zugehérigen Interakti-
onspartner der einzelnen Doméanen, bzw. Proteine (A). NusA (NusA-NTD PDB-ID: 2KWP
NusA-SKK-AR1 (PDB-ID: 5LM9, NusA-AR2 PDB-ID: 1WCN). (B) NusB:NusE-Heterodimer
(PDB-ID: 3D3B). Bei NuskE ist dessen Ribosomenbirghahleife durch ein Serin ersetzt (NUEEC) NusG
(NusG-NTD PDB-ID: 2K06, NusG-CTD PDB-ID: 2JVV). Dals siehe Text.

1.4.1 NusA

Der in Archaeen und Bakterien hochkonservierte TN besteht inE. coli aus 495 As
(55,0 kDa) und ist in 6 Doméanen organisiert (AbEAL zusammengefasst in Burmann &
Rosch, 2011). NusA ist wahrend der Elongation anT#C gebunden (Moonest al, 2009a)
und Ubt in mannigfaltigen Prozessen zum Teil koetffekte auf die Transkription aus. So
kann NusA (I) die pausierungsfreie Elongationsdete TECs reduzieren, (1) die Effizienz von
EPs erhdhen (Zhecet al, 2011), (11) die Effizienz und Verweildauer an Wermittelten Pausen
stimulieren (Artsimovitch & Landick, 2000; H& al, 2010), (IV) die intrinsische Termination,
insbesondere an schwachen Terminatoren, untenst{@esarov & Nudler, 2001; Haet al,
2010; Mondakt al, 2016), (V) die Rho-abhéangige Termination inhibre(Burnset al, 1998;
Qayyumet al, 2016), (VI) zusammen mit AT-Faktoren zum-AT in E. coli (siehe Ab-
schnitt 1.5) sowie zurN-AT (siehe Abschnitt 1.6.1) und de®-AT (siehe Abschnitt 1.6.2) des
Phagen beitragen, (VII) die RNA-Faltung unterstutzen (Raml, 1999) oder (VIII) als Rek-
rutierungsplattform fir Enzyme zur DNA-Reparatunf@net al, 2009; Epshteiet al, 2014)
sowie von NusG dienen (Straaf8al, 2016).

Bei der N-terminalen Domane von NusA (NusA-NTD) déielh es sich um eine L-férmige, aus
vier -Helices und einem zentralen antiprallelefaltblatt aufgebaute Domaiirogemdaller

et al, 2015), welche den stimulierenden Effekt von Nash HP-vermittelte Pausen, wie z. B.
der hisPause vermittelt (Hat al, 2010). In dethisPause interagiert die NusA-NTD mit der
RNAP CTD sowie der FTH der RNAP (Gucet al, 2018). Es wird angenommen, dass der
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stimulierende Effekt von NusA auf diesPause tUber mehrere Effekte vermittelt wird. Zum ei-
nen verstarkt die Bindung von NusA an den ePECsdagelingder RNAP von 0,5° auf 2,6°.
Dies erhoht méglicherweise die Dauer der EP undtd#as Zeitfenster zur Ausbildung des HPs
und erleichtert eventuell auch den Ubergang desCeRE& diehisPause-Konformation (Guo
et al, 2018). Zum anderen stimuliert die NusA-NTD audé Bildung des HP-Stamms im
RNA-Ausgangskanal (Heiat al, 2014; Kolbet al, 2014). Dies ist vermutlich auf die Stabili-
sierung bzw. Fixierung der flexibled=TH zurtickzufiihren, welche andernfalls mit der Nukl
ation des HP-Stamms im RNA-Ausgangskanal intenfef@uoet al, 2018; Heiret al, 2014).
Zugleich kénnte dieFTH-Fixierung durch NusA-NTD auch den postulierédiosterischen Ef-
fekt der FTH auf die Konformationsanderung des aktiven Zentr der RNAP im ePEC erh6-
hen (Guoet al, 2018; Heinet al, 2014; Toulokhonowet al, 2001; Toulokhonov & Landick,
2003). Des Weiteren bildet die NusA-NTD durch Bindw@an die FTH zusammen mit NusA-S1
einen positiv geladenen Hohlraum, welcher den RNAgangskanal verlangert. Dieser Hohl

raum begunstigt moglicherweise die HP-Faltung, iksédrt nachfolgend den HP (Gt al,
2018) und kdnnte auch die Funktion von NusA als RBl#aperon erklaren (Pat al, 1999).
Auch die Stimulation der intrinsischen Terminatgurch NusA (Gusarov & Nudler, 2001; Ha
et al, 2010) insbesondere an suboptimalen Terminatigugszen (Mondadt al, 2016) ist an-
hand der beschriebenen Effekte erklarbar (e, 2018).

Die der NusA-NTD folgende Doméane S1 besteht atenenierstrangigen, antiparallelesalt-
blatt und bildet zusammen mit den beiden Doméandmiology(KH)1 und KH2, welche je-
weils aus drei -Helices und einem dreistrangigen, antiparalleleRaltblatt bestehen, die
SKK-Einheit (Saidet al, 2017). NusA-SKK ist in der Lage naszierende dsizingige RNA
zu binden (Prasclet al, 2009), wobei angenommen wird, dass die RNA-Bigdwon
NusA-SKK durch Verdeckung benachbantet-sites auch zur Inhibition der Rho-abhangigen
Termination fuhren kann (Qayyuet al, 2016; Schweimegt al, 2011).

Die auf die SKK-Einheit folgenden beiden C-termeéraDomé&nen finden sich nurkn coliund
einigen anderen, und -Proteobakterien. I&. coliweisen die beiden Doméanen eine nahezu
identische Struktur auf (Wurzel der mittleren qudidchen Abweichung der Rickgratatome:
1,2 A) und werden aufgrund ihres negativen Obenapotentials alacidic repeatAR)1 und
AR2 bezeichnet (Eisenmam al, 2005). Fir NusA-ARL1 ist eine Interaktion mit dém-Pro-
tein N bekannt (Prascét al, 2006), welche wahrend der Assemblierung dés\T-Komple-
xes, nicht jedoch zur Vermittlung deN-AT selbst eine Rolle spielt (Krupgt al, 2019; Mah

et al, 1999; Mishreet al, 2013; Saicet al, 2017). NusA-AR2 dient hingegen als autoregulato-
risches Element und inhibiert durch Bildung einesramolekularen Komplexes mit der
NusA-KH1-Doméane eine RNA-Bindung von NusA-SKK. Dhartnteraktion von NusA-AR2

10
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mit der RNAP CTD kann die Autoinhibition aufgehoben werden (Setmeret al, 2011). Der
C-terminale Bereich von NusA ist hochflexibel gegieer der SKK-Einheit (Saidt al, 2017)
und in derhisPause nur lose an die RNABTD gebunden (Guet al, 2018). Daher ist auch
eine hohe Flexibilitdt und lose Assoziation von N¥sR2 an den TEC anzunehmen, was die
Eigenschaft von NusA-AR2 erklaren kénnte, als Rirungsplattform fir NusG fungieren zu
konnen (Strau@t al, 2016).

1.4.2 NusB und NusE

Bei E. coliNusB (139 As, 16,2 kDa) handelt es sich um eimelikales Protein (Abb. 1-3B;
Altieri et al, 2000), welches sowohl eine Komponente desAT-Komplexes (siehe Ab-
schnitt 1.5) inE. coli (Squiresetal, 1993) als auch desN-AT-Komplexes (siehe Ab-
schnitt 1.6.1) des Phagemlarstellt (DeVito & Das, 1994; Krupgt al, 2019; Saicet al, 2017).

Im Rahmen beider AT-Mechanismen bindet NusB spehifian ein 12 nt langes konserviertes
Element boxA der RNA-Sequenz, welche die am jeweiligen AT-Madbkmus beteiligten
Komponenten an den TEC rekrutiert. Zur Bindung lsorAformt NusB zusammen mit Nusg
einen stabilen Komplex (Burmamal, 2010; Lucet al, 2008), welcher die Affinitdt von NusB
fur RNA ~100-fach erhoht (Muhlberget al, 2003).

NusE (Abb. 1-3B) selbst weist nur eine geringe peagische Affinitat fir RNA auf (Greive

et al, 2005) und ist als Teil des NusB:NusE-Komplexesnédlls an derrn-AT (Squireset al,
1993) sowie derN-AT beteiligt (DeVito & Das, 1994; Saiet al, 2017). Als eirmoonlighing
Protein (Protein mit mehr als einer Funktion) k&usE, als S10, auch als Teil der 30S-UE des
Ribosoms vorliegen. Nusk (103 As, 11,8 kDa) selitshus einem antiparallelenFaltblatt,
zwei -Helices sowie einer Ribosomenbindungsschleife4®$7) aufgebaut, welche sich beim
Einbau in das Ribosom zu einem zweistrangigémaltblatt faltet (Noesket al, 2015).

1.4.3 NusG

NusG als einzig universell konservierter TF (Wer2€x12) ist irE. coli (181 As, 20,5 kDa) aus

einer N-terminalen (NusG-NTD) und einer C-termimalBomane (NusG-CTD) aufgebaut

(Abb. 1-3C). Die NusG-NTD, bestehend aus einemratm, dreistrdngigen, antiparallelen
-Faltblatt, umgeben von dretHelices, ist Gber einen flexiblen Linker mit deu$G-CTD ver-

knipft, welche sich zu einem flinfstrangigen anapalen -Fass faltet (Moonegt al, 2009b).

NusG ist wahrend der Elongation an den TEC gebufienneyet al, 2009a). Die Interaktion
von NusG mit der RNAP wird tiber die NusG-NTD veteiit welche an die’CH und den GL

11
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der RNAP bindet und die beiden Zangen der RNAPinateler verknipft. Hierdurch wird die
geschlossene Konformation der RNAP stabilisiertnglat al, 2018b), was zu einer erhdhten
Prozessivitat des TECs (Chakrabagtyal, 2012; Kanget al, 2018b) und damit einhergehend
Zu einer Steigerung der pausierungsfreien Elongstade fuhrt (Herbegt al, 2010). Dartber
hinaus induziert die NusG-NTD auch eine Stabilisigy der stromaufwarts gelegenen dsDNA
(Kang et al, 2018b), wodurch das Aufschmelzen dieser (Kat@l, 2018b; Turtola &
Belogurov, 2016) und damit einhergehend dmckiracking der RNAP inhibiert wird
(Artsimovitch & Landick, 2000).

Wahrend NusG-NTD an den TEC gebunden ist, kaniNdsG-CTD durch Bindung an S10 in
der 30S-UE des Ribosoms die Kopplung von Trangknptund Translation vermitteln
(Burmannet al, 2010; Saxenat al, 2018). Am Ende des Gens wird das Ribosom fretgese
und Uber dieselbe Bindungsstelle auf NusG-CTD K&ha gebunden und zur Vermittlung der
Rho-abhéngigen Termination an den TEC rekrutierder. Die Bindung von NusG-CTD an
Rho fordert hierbei den Ringschluss von Rho (Lawsbal, 2018), was den stimulierenden
Effekt von NusG auf die Rho-abhéngige Terminatiorsaboptimalen Terminationssequenzen
erklart (Peteret al, 2012; Sullivan & Gottesman, 1992). Im Gegensatrzh ist NusG jedoch
auch in der Lage zusammen mit den anderen Nus4feakimd weiteren Komponenten im Rah-
men derrrn-AT in E. coli (siehe Abschnitt 1.5) sowie deN-AT des Phagen (siehe Ab-
schnitt 1.6.1) Rho-abhangige Terminatoren zu unieidn.

1.5 Ribosomale Antitermination

Terminationssequenzen finden sich nicht nur amr8ieEvon Genen bzw. Operons, sondern
auch an deren Beginn in Leitsequenzeader regiony sowie in Trenn-Sequenzespacern
zwischen Operon-Genen und dienen hierbei der Regulder Genexpression. Das Uberlesen
von Terminationssequenzen und die Fortsetzung ersKription wird als (prozessive) AT be-
zeichnet (zusammengefasst in Santangelo & Artsitoloy2011) und stellt i&. colieinen wich-
tigen Mechanismus zur Regulation der ExpressionriRMAs dar (Aksoyet al, 1984).

In E. colisind die rRNAs-Gene in siebem-Operons (rnA-rrE, rrnG undrrnH) organisiert
(Ellwood & Nomura, 1982). Jedes Operon bestehtdamsGenen fir 16S, 23S und 5S rRNA
sowie fur eine oder mehrere tRNAs, wobei die tRN&a€& imspacerzwischen 16S und 23S
rRNA-Gen oder/und am 3’-Ende des Operons liegerb(AB4A; Blattneret al, 1997). Da
rRNAs ~84 % des Transkriptoms ik coli ausmachen (Dennis, 1972; Shen & Bremer, 1977),
ist ihre Expression stark reguliert. Auf Promotdrelge erfolgt die Regulation den-Operons
durch einen, unter dem Einfluss mehrerer Effekt@tehenden, Tandem-Promotan(P1-P2)
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(zusammengefasst in Jtal, 2012). Nachfolgend wird die Expression d&r-Operons durch
einen AT-Mechanismus reguliertig-AT), welcher durch Unterdriickung der Rho-abhéngige

Termination die Transkription dem-Operons ermoglicht (Albrechtsen al, 1990).

rrn-AT-Komplex

Abbildung 1-4: Die rrn-AT in E. coli. (A) Schematischer Aufbau eing&s coli rrn-Operons. Die Lage d
Promotoren (P), Terminatoren (T) sowie AT-Sequer(aenot) sind durch Pfeile gekennzeichn@&) Sche
matischer Aufbau desn-AT-Komplexes. Es wird ein analoger Aufbau zuM-AT-Komplex des Phager
angenommen (siehe Abschnitt 1.6(0)) Das ribosomale Protein S4 (PDB-ID: 4YBRR) Die Inositolmo
nophosphatase SuhB (PDB-ID: 2QFL). Details siehd.Te

In derrr-AT dient eine RNA-Sequenz bestehend laosA boxBundboxC(rrn-AT-Sequenz)
zur Rekrutierung der an dem-AT beteiligten Komponenten an den TEC étial, 1984). Die
rr-AT-Sequenz ist denmrn P2-Promotor folgend in der Leitsequenz derOperons, in der
ReihenfolgedboxBboxAboxCsowie imspacerzwischen dem 16SRNA-Gen und 23SRNA-Gen
in Form eineboxBboxASequenz zu finden (Berg al, 1989), wobei letztere essentiell fur die
Expression des nachfolgenden 23S RNA-Gens istf{@f& Hartmann, 1997)boxAalleine ist
ausreichend zur Vermittlung den-AT (Berget al, 1989; Heinriclet al, 1995) und stellt wie
boxCein konserviertes Element dar, wohingebgerB nicht-konserviert ist und einen HP aus-
bildet (Berget al, 1989). Imrrn-AT-Komplex (Abb. 1-4B) bindet der NusB:NusE-Komplex
boxA(Greiveet al, 2005; Nodwell & Greenblatt, 1993). Ebenso stetlas ribosomale Protein
S4 (Torreset al, 2001), NusG (Let al, 1992) und NusA (Vogel & Jensen, 1997) essentielle
Komponenten zur Vermittlung dem-AT dar, wobei NusA-SKK vorzugsweise an dgracer
zwischenboxAundboxCbindet (Prasclet al, 2009). Neben den Nus-Faktoren und S4 konnte
auch eine Beteiligung der Inositolmonophosphatageg3n derrn-AT gezeigt werden (Singh

et al, 2016). Es wird angenommen, dass merAT-Komplex neben der Vermittlung der AT
auch der RNA-Faltung dienen kénnte (Bubunemtal, 2013). So kdnnte zwischen dem
NusB:NusE-Komplex und dem TEC:NusG:NusA-Komplex gagschiutzter Raum zur Faltung
naszierender RNA gebildet werden, wobei SuhB eatliches RNA-Chaperon darstellen
wirde (Singlet al, 2016). Bis dato ist jedoch unklar, ob die RNAtkay oder die AT Haupt-
aufgabe desn-AT-Komplexes ist.
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Das ribosomale Protein S4 (269 As, 29,5 kDa) istiberwiegend-helikales Protein mit einem
funfstrangigen antiparallelerfaltblatt (Abb. 1-4C). AlsnoonlightingProtein kann S4 als Tell
der 30S-UE des Ribosoms vorliegen (Noeskal, 2015) sowie als Translationsrepressor fun-
gierend, die Expression der ribosomalen Protein® S11, S4 und L17 regulieren (Jinks-
Robertson & Nomura, 1982; Thomeisal, 1987). Bei SuhB (207 As, 23,7 kDa) handelt el sic
um eine Inositolmonophosphatase (Matsubisal, 1995), welche aus zwei zentralen antiparal-
lelen -Faltblattern umgeben von achHelices aufgebaut ist (Abb. 1-4D) und in einemiGie
gewicht zwischen Monomer und Dimer vorliegt (Wan@l, 2007). Es wird angenommen, dass
die enzymatische Aktivitat von SuhB aufgrund desi€es von Inositol-Verbindungen i coli
keine physiologische Bedeutung hat (Kozletffal, 1991). Neben einer Bindung an die RNAP
(Wanget al, 2007) sowie der Beteiligung an dem-AT (Singhet al, 2016) ist bis dato wenig
uber die Rolle von SuhB ii. colibekannt.

1.6 Phage

Die Replikation des Phagenn seinem WirE. colikann tber zwei Strategien erfolgen. Einer-
seits kann sich der Phagselbst replizieren und Phagenpartikel produzieseiche durch Lyse
der Wirtszelle freigesetzt werden (lytischer Zykligum anderen kann der Phagsein Genom

in das Wirtsgenom voR. coliintegrieren (Prophage), sodass dieses bei ddeifiglg zusam-
men mit dem Wirtsgenom repliziert wird (lysogenegkiis) (zusammengefasst in Oppenheim
et al, 2005). Die Entscheidung zwischen lysogenem utislclyem Zyklus ist durch ein kom-
plexes Netzwerk einer Vielzahl von Faktoren regti{usammengefasst in Casjens & Hendrix,
2015) und daher im Folgenden vereinfacht dargéstell

Zu Beginn kommt es zur Expression der .frihen* Gene und n des Phagen-Genoms
(Abb. 1-5) unter Kontrolle der Promotorprundpc, bis zu den Terminationssequenterund

tre. Das im Gerero kodierte Protein Cro fungiert als Repressor desiBtorsprv, unter dessen
Kontrolle das fur den-Repressor kodierende Gelsteht. Das Produkt des Gendas AT-Pro-
tein N wird an demn utilization-site (nut) R bzw. nutL gemeinsam mit den Nus-Faktoren an den
TEC rekrutiert und vermittelt zusammen mit diesas Uberlesen der Terminatorenundtr:
durch den TEC (N-AT, siehe Abschnitt 1.6.1). Hierdurch werden dierspateten fri-
hen“ Gene, p undren, welche fiir die Replikation des Phagen-Genomyiisdhen und lysoge-
nen Zyklus essentiell sind sowie das fir das ATtidtno Q kodierende Gen exprimiert. Q
ermoglicht durch Bindung an den TEC das UberleseTdrminationssequetz ( Q-AT, siehe
Abschnitt 1.6.2) und hierdurch die Expression dgéaten” Gene fur Packung und Zelllyse im
lytischen Zyklus (zusammengefasst in Caetral, 2007). Darliber hinaus werden durch die
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N-AT auch die Genmt, cll undclll exprimiert, welche den Ubergang in den lysogenguz
einleiten konnen. Die im Gent kodierte Integrase katalysiert die Integration Baagen-Ge-
noms in das Wirtsgenom und ClllI erhoht die Stadtilon ClII. Cll stimuliert die Expression der
Gene flr die Integrase sowie deiiRepressor und reprimiert die Expression des @eimer

-Repressor wiederum reprimigat undpr, sodass die Expression des Phagen-Genoms nahezu
stillgelegt wird. Lediglich das fir denRepressor kodierende Geh unter Kontrolle des Pro-
motorsprwm, bliebt aktiv und wird durch denRepressor selbst reguliert, sodass der Prophage
stabil im lysogenen Zyklus vorliegt (zusammengefas©ppenheinet al, 2005).

Abbildung 1-5: Ausschnitt aus der Genkarte des Phan . Das Genom ist grau unterlegt. Gene sir
schwarz und Terminationssequenzen in rot dargessetiwarze Pfeile kennzeichnen die Transkriptefdér
hen Gene" des Phagerunter Kontrolle der Promotorgm undpgr und die blauen Pfeile die entsprechenden
Transkripte nach Rekrutierung des AT-Proteifd Der rote Pfeil markiert das Transkript der ,&¥
Gene" fir den lytischen Zyklus unter Kontrolle d@®@motorpr' und nach Rekrutierung des AT-Proteil@x

Der grine Pfeil zeigt das Transkript unter Kontralks Promotongsmim Prophagen (Abbildung erstellt n:
Courtet al, 2007). Details siehe Text.

1.6.1 N-vermittelte Antitermination

In der N-AT ermoglicht das Zusammenspiel des intrinsisagaordneten AT-ProteinsN
(Mogridgeet al, 1998) mit den Nus-Faktoren (DeVito & Das, 1994} dJberlesen von Rho-
abhangigen und intrinsischen Terminatoren durchTde@ (Gottesmaset al, 1980). Die Rek-
rutierung von N und den Nus-Faktoren an den TEC wird durch rdiesite (Salstrom &
Szybalski, 1978), eine RNA-Sequenz bestehend aesnekonserviertehoxAElement und ei-
nem HP-ausbildenddroxBElement vermittelt (zusammengefasst in Friedma@d&tesmann,
1983).

Im N-AT-Komplex (Abb. 1-6A) erfolgt die Bindung vamoxAdurch das NusB:NusE-Dimer.
Die spacerSequenz zwischehoxA und boxB wird durch die NusA-KH1-Doméne und der
boxB-HP durch NusA-KH2 gebunden (Krugpal, 2019; Saicet al, 2017). DeboxBHP fun-
giert als Rekrutierungsplattform fUN (Mogridgeet al, 1995), welches mit seiner N-terminalen
1-Helix an derboxBHP und an NusA-KH2 bindet. Die-Helix von N wird in einem, zwi-
schen NusA und NuskE ausgebildeten, Hohlraum eirgb@&aidet al, 2017) wahrend die
s-Helix von N an NusA-NTD bindet und gemeinsam mit dieser &&H der RNAP kontak-
tiert. N induziert hierbei eine konformationelle Anderuder FTH, welche vermutlich die
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Bildung von Terminator-HPs sterisch hindert. Zudesrmittelt N eine Auflésung der Bindung
von NusA-NTD an die RNARCTD (Kruppet al, 2019). Hierdurch nimmt NusA im Vergleich
zur hisPause (Abb. 1-6B) eine geénderte globale Konfoonagin (Guoet al, 2018; Krupp
et al, 2019), welche mdgliche positive Effekte von Numdf die RNA- bzw. Terminator-HP-
Faltung inhibieren kénnte.

NusA
(hisPause)

J’ o \,:\“7.__, " /‘( :
TRLCBFTPETR e AL, 7d A AT B
Abbildung 1-6: Der N-AT-Komplex des Phagen . (A) Der N-AT-Komplex (PDB-ID: 6GOV). DieRNAP
ist transparent in Oberflachendarstellung wiedezbeg. Alle weiteren beteiligten Komponenten desAT -
Komplexes, einschlief3lich der Nukleinsduren, silsdBiindermodelle farblich hervorgehob€¢RB) Positior
von NusA im N-AT-Komplex im Vergleich zu dessen Positionhimspausierten TEC (PDB-IDBFLQ). Nus/
und die beiden RNARCTDs des TECs sind in B&nderdarstellung hervorgeholvéhrend die restlichen F
toren des N-AT-Komplexes, ebenso wie die RNAP transparent in Qiagréndarstellung wiedergege
sind. Die Nukleinsauren sind zur besseren Ubetgibkeit nicht dargestellt. Details siehe Text.

Der unstrukturierte C-Terminus voi verknlpft einige Elemente dswivelModuls miteinan-
der, sodass vermutlich dawivelingder RNAP erschwert wird. Dartber hinaus kontaktier
C-Terminus von N auch das DNA-RNA-Hybrid im Inneren der RNAP sowie stromaufwarts
liegende dsDNA und wirkt moglicherweise stabilisied auf diese, wodurchacktracking
(Klasse lI-Pausen) als auch Termination entgegeimgemwerden konnte. Ebenso kontaktiert die
NusG-NTD die stromaufwarts liegende dsDNA und uUbtcH Stabilisierung dieser einen
backtrackinginhibierenden Effekt aus. Des Weiteren verknupfe dNusG-NTD im

N-AT-Komplex durch Bindung an di€CH und den GL die beiden Zangen der RNAP mit-
einander (Kruppet al, 2019), sodass die geschlossene Konformation BEs Btabilisiert und
damit einhergehend moglicherweise dessen Proze&serhoht wird (Chakraborgt al, 2012;
Kanget al, 2018b; Kruppet al, 2019). Die zweite Domane von NusG, die NusG-CTralét
im N-AT-Komplex an Nust (Kruppet al, 2019), wodurch die Rho-Bindungsstelle von
NusG-CTD verdeckt und hierdurch vermutlich die Ritdvangige Termination inhibiert wird
(Kruppet al, 2019; Lawsoret al, 2018).
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1.6.2 Q-vermittelte Antitermination

Die spaten Gene des Phagefur Packung und Zelllyse sind in einem 26 kB groRmeron
organisiert, dessen Expression durch den Pronpatasowie nachfolgende Terminatoren im
Operon reguliert wird (zusammengefasst in Casjeme&drix, 2015). Das AT-ProteirQ er-
moglicht dem TEC die Expression des Operons (Deighadochschild, 2007) Gber Rho-ab-
hangige und intrinsische Terminatoren hinweg (Lu8#&ybalski, 1983), wobei ein stimulieren-
der Effekt fir NusA auf die AT-Effizienz vorQQ gezeigt wurde (Grayhaek al, 1985). Bei Q
(207 As, 22,6 kDa) selbst handelt es sich um eghielongiertes Protein, bestehend aus sechs
-Helices sowie einem zweistrangigen, antiparalleléraltblatt, welches ein Zink-Finger-Mo-
tiv sowie einen 60 As langen N-Terminus aufweieth dem angenommen wird, dass er flexibel
ist (Abb.1-7A; Vorobieet al, 2014).

Die Rekrutierung vonQ an den TEC wird durch das Zusammenspiel vonRiX&-Elementen

in der Promotor-Regiopr des Phagen (Abb. 1-7B) vermittelt, (I) demQ-bindenden Element
(QBE) (Yarnell & Roberts, 1992), (ll) einer, aus@in -10-artigen Element (Rireg al., 1996)
und einem -35-artigen Element (Nick&sal, 2002; Perdue & Roberts, 2010) bestehenden,
Promotor-proximalen "°-abhangigen Pause sowie (lll) einer EP (Bitchl, 2016; Strobel &
Roberts, 2015). Bei der TranskriptionsinitiatiorbfA 1-7C-1) ist das zwischen derf’-Promo-

tor eingebettete QBE zunachst durch die Bindung V8nan das -10-Element und vorfs an
das -35-Element des’®-Promotors verdeckt (Nickelst al, 2002). Nach dem Verlassen des
Promotors kommt es durch die Bindung vdf an das -10-artige Element (Riagal, 1996)
und "%an das -35-artige Element (Nickelsal, 2002; Perdue & Roberts, 2010) dét-abhan-
gigen Pause ab Position +13 zu DN&runching(Strobel & Roberts, 2014). An Position +16
wird durch die EP eine Pausierung des TECs indug@serd et al, 2016; Strobel & Roberts,
2015) und Q an das, durch dggromoter escapé&eigegebene, QBE (Nicke&t al, 2002) re-
krutiert (Abb. 1-7C-1l). Das QBE enthélt zwei pdgtue Q-Bindungsstellen (QBEI und
QBEII), wobei eine Bindung von je einen®-Protein an eine QBE-Bindungsstelle angenom-
men wird (Guo & Roberts, 2004) und fur den AT-Metiseus des verwandten Phagebl
gezeigt wurde (Yiret al, 2019). Im AT-Mechanismus des Phage2il kontaktieren die beiden
an die DNA rekrutierten Q21-Proteine zugleich daigierte Holo-RNAP. Hierbei bindet ein
Q21-Protein an dieFTH der RNAP, wodurch% von dieser verdrangt und damit einhergehend
die "°-Bindung an die RNAP geschwacht wird, wahrend desite Q21-Protein mit seinem
N-Terminus einen Ringdrus) am RNA-Ausgangskanal der RNAP ausbildet. Die ieasnde
RNA wird durch diesen Ring gefadelt, wodurch wahesglich die Bildung von Pausierungs-,
bzw. Terminator-HPs im weiteren Verlauf der Tramstion inhibiert wird (Shiet al, 2019; Yin

et al, 2019). Ein dhnliches Schema der Rekrutierungearpausierten TEC sowie ein &hnlicher

17



Einleitung NMR-Spektroskopie an grof3en Molekilen

Mechanismus der Vermittlung der AT wird auch f@ angenommen. So konnte fi@ sowohl
eine Interaktion mit derFTH (Deighanet al, 2008), als auch mit’% nachgewiesen werden
(Nickelset al, 2002), wobei vermutet wird, dass dé?s: FTH-Komplex durch die Interaktion
von Q mit "% (Nickelset al, 2002) sowie durch DNAcrunchingdestabilisiert wird (Nickels
et al, 2006), um die Bindung vorQ an die FTH zu erleichtern (Deighaet al, 2008). Nach
der Translokation des TECs auf Position +17 kanmgesieben durch DNAcrunching zur
Dissoziation von "°und zum Ubergang in die Elongation kommen (Stréb&oberts, 2015,
2014), wobei Q nachfolgend als stabiler Bestandteil des TECsvAimittelt (Deighan &
Hochschild, 2007). Sollte’™ nicht dissoziieren kommt es zusacktrackingdes TECs auf Po-
sition +16. Dadacktrackingwird durch Spaltung der zurtickgelaufenen RNA alédpen, wo-
bei GreB stimulierend auf die RNA-Spaltung durch ANwirkt. Im Anschluss beginnt der
Zyklus von Neuem (Biret al, 2016; Strobel & Roberts, 2015, 2014).

B QBEI QBEIl -35-artiges Element
T TGA CTT ATTICAATARAATIIGEIGTA AAT TGIAGT| CAA CGA TGG G
-35-Element QBE -10-Element
C TIC pausierter Komplex
i backtracking
RNAP ho
= 70 D R —— —p +17nt

o, &3 T
RNA /‘V DNA scrunching
™ ETH (13 nt -> 16 nt) >
RNA O, c,
IIl m o 4 release

Abbildung 1-7: Die Q-vermittelte AT des Phagen . (A) Banderdarstellung der mittels Réntgenstruktur-
analyse bestimmten Struktur einer N-terminal detegn Variante vonQ (PDB-ID: 4MO1). Farblich hervor-
gehoben sind die postulierten Bindungsstellen v@rfur das QBE (gruin), dieFTH (blau) und "% (gelb’
sowie das durchQ koordinierte Z&*-lon (cyan).(B) Die Promotor-Regiopr des Phagen. Das QBE (grr

ist zwischen dem -35-Element und dem -10-Elemesit #ePromotors (gelb) eingebettet und die beiden pos-
tulierten Q-Bindungsstellen im QBE (QBEI und QBEIIl) sind durschwarze Balken gekennzeichrigas

auf dem 7°-Promotor folgende -35-artige Element (braun) lilzesammen mit dem -1étigen Elemel
(orange) die Promotor-proximalé®abhangige Pause, welcher eine EPS (cyan) f@yim TIC ist das QBE
durch die Bindung von’% an das -10-Element sowie voff; an das -35-Element verdedkt. Nach der
promoter escap&ommt es durch Bindung vori% an das -10-artige-Element unt; an das -35-artige-Ele-
ment der "%-abhangigen Pause zu DNs&runchingund an Position +16 zu einer durch HieS induzierte
Pausierung der TEGQH) , welche den Rekrutierungsort fi an den TEC darstellst. Details siehe Text.

1.7 NMR-Spektroskopie an grof3en Molekilen

Die Transkription wird durch eine Vielzahl von T&leine oder im Verbund mit anderen Kom-
ponenten reguliert (siehe Abschnitt 1.4 - 1.6) rbiésind Interaktionen von TFs mit der RNAP,
mit Nukleinsduren sowie mit anderen TFs von Bedagtdlir deren Untersuchung dieclear
magnetic resonanc®MR)-Spektroskopie eine geeignete Methode dargreisammengefasst
in Liu et al, 2016).
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Die Isotope'H, 13C und®™N ermdglichen die strukturelle Charakterisierung Pooteinen mittels
NMR-Spektroskopie. So kénnen mittels dreidimensiem@D)-['H,**C 1°N]-Korrelationsexpe-
rimente NMR-Signale zu den zugehdrigen As des Beikgrats des Proteins zugeordnet wer-
den und unter Nutzung des Kern-Overhauser-Efféldmtiche Abstandsinformationen zie
novo Strukturbestimmung gewonnen werden (zusammendefadiithrich, 1990). Die NMR-
Spektroskopie ist jedoch groR3enlimitiert. So fuhbepol-Dipol-Wechselwirkungen bei zuneh-
mender Molekilgréfe zu einer schnelleren RelaxaterMagnetisierung, was zu einer Linien-
verbreiterung und letztlich zu einem Verlust annaiqtensitat im NMR-Spektrum fuhrt. Um
diesem Effekt entgegenzuwirken kann das Proteiriedeat werden. Hierdurch kénnen die
Wasserstoffatome nicht mehr zu Dipol-Dipol Wechsidungen beitragen, womit die Relaxa-
tion der Magnetisierung verlangsamt wird (zusammeéagst in Gardner & Kay, 1998). Ebenso
ermoglichen Pulsprogramme wignsverse relaxation optimized spectrosc6pROSY) eine
héhere Sensitivitat und Linienscharfung, um eineené Spektren-Qualitat bei groReren Mole-
kilen zu erreichen (Pervushét al, 1997; Salzmanet al, 1998). Das derzeit gréf3te Protein,
fur welches mittels einer Kombination aus Deutengr und TROSY-Pulsprogrammen eine
Ruckgrat-Zuordnung durchgefiihrt werden konnte, dg Malatsynthase G (81,4 kDa)
(Tugarinovet al, 2002).

Eine Moglichkeit zur Untersuchung groRerer NMR-8yse stellt die’H,*C]-Markierung end-
standiger Methylgruppen in einem ansonsten deutenieund unmarkierten Protein dar.
[*H,*3C]-markierte endstandige As-Methylgruppen sindNildR-Sonden besonders geeignet,
da sich die Signale der dazugehoérigen Methylprotaggrund ihrer Entartung aufaddieren,
wodurch die Methylgruppen besonders sensitiv ot anderen weisen endstandige Methyl-
gruppen von As eine hohere Dynamik als das Pepgkdrat auf, wodurch deren Relaxation
verlangsamt wird. In der Praxis erfolgt haufig {fiel,**C]-Markierung der endstandigen Me-
thylgruppen der As Isoleucin, Leucin und Valinl{[W]-Markierung), da diese in der Proteinse-
guenz relativ gleichmafig verteilt sind (zusamméasgg in Tugarinov & Kay, 2005). Im Ge-
gensatz zur'H,C ®N]-Markierung ist bei der [I,L,V]-Markierung wed@ine Aussage uber
jede As des Proteins noch eihe noveStrukturbestimmung méglich, sodass sich die Unters
chungen mit [l,L,V]-markierten Proteinen auf Intetianen und Dynamiken beschranken (zu-

sammengefasst in Wiesner & Sprangers, 2015).
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2 Zielsetzung

In der Transkription, dem ersten Schritt der Genesgion, wird die RNA-Synthese basierend
auf einer DNA-Matrize durch das Enzym RNAP katadysiDie Aktivitdt der RNAP wird in
allen Phasen des Transkriptionszyklus (InitiatiBlongation, Termination) durch eine Vielzahl
von TFs reguliert. So sind beispielsweise die TésNus-Klasse (bestehend aus NusA, B, E
und G) in der Lage zusammen mit weiteren Kompomedsess Uberlesen von Terminationsse-
quenzen durch den TEC zu vermitteln, ein Mechanssdar als AT bezeichnet wird und erst-
malig fur den Phagenbeschrieben wurde. Hier regulieren zwei AT-Mechargn, die N-AT
und die Q-AT, die Replikation des Phagen-Genoms im Wirtse@kmE. coli. Dartiber hinaus
besitztE. coli selbst einen endogenen AT-Mechanismus. Dieséiiristie Regulation der Ex-
pression von ribosomalen RNA-Genen zustandig-AT). Im Gegensatz zurN-AT ist Uber
die molekulare Basis dem-AT und Q-AT nur wenig bekannt. Aus diesem Grund warenelies
beiden AT-Mechanismen Forschungsgegenstand diebeitAind ihre strukturellen Grundla-
gen sollten mittels biochemischer, biophysikalisairel NMR-spektroskopischer Methoden auf
molekularer Ebene untersucht werden.

Zur Vermittlung demrn-AT werden die Nus-Faktoren durch eine RNA-Sequanzie RNAP
rekrutiert und versetzen zusammen mit dem Pro#ide® TEC in einen terminations-resisten-
ten Zustandr(n-AT-Komplex). Dartber hinaus wurde auch eine Bejeilg der Inositolmono-
phosphatase SuhB an den-AT postuliert. Um Aufschluss tber die Rolle vonh8uin der
rrn-AT zu erlangen, sollte in dieser Arbeit untersugbtden, ob SuhB in dem-AT-Komplex
integriert wird und welche Interaktionen SuhB rmenhdan derrn-AT beteiligten Komponenten
eingeht, um Ideen lber die Funktion von SuhB inrdeAT zu erhalten.

Im Falle der Q-AT bindet das AT-ProteinQ an die FTH der RNAP und erlaubt die Tran-
skription der spaten Gene des Phagédiir Packung und Zelllyse Uber intrinsische und Rho
abhangige Terminatoren hinweg. Im Rahmen dieseeifdollten das AT-ProteinQ und die

FTH der RNAP NMR-spektroskopisch zuganglich gemaeid ihre Interaktion strukturell
charakterisiert werden. Da NusA einen stimulattmescEffekt auf die Q-AT besitzt und sich

Q und NusA die FTH als Bindungsstelle auf der RNAP teilen, saiti®8erdem die Rolle von
NusA bei der Q-AT untersucht werden. Dies sollte insgesamt zessbren Verstandnis der
zentralen Rolle von NusA in der bakteriellen Traigionsregulation beitragen.
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3 Synopsis

3.1 Strukturelle Untersuchungen von Proteininteraktionen via NMR-Spektroskopie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Untersuchunglutegraktionen in AT-Prozessen und deren
strukturellen Charakterisierung die NMR-Spektros&qgiehe Abschnitt 1.7) als primare Me-
thode angewandt. Die NMR-Spektroskopie ermégliohiGegensatz zur Rontgenstrukturana-
lyse und Kryo-Elektronenmikroskopie Interaktiongrstichungen in Lésung und ist auch zur
Untersuchung transienter Wechselwirkungen geeigunsammengefasst in Let al, 2016).

Zur Charakterisierung von Protein:Protein-Interakén und Bestimmung der zugehérigen In-
teraktionsflachen wurden NMR-Titrationen durchgetiiRlierbei wurde jeweils eines der bei-
den Proteiné>N-markiert vorgelegt und der unmarkierte Interakspartner schrittweise zuge-
geben. Nach jedem Titrationsschritt wurden NMR-$mek mittels zweidimensionaler
(2D)-[*H,"N] hetero single quantum coheren#&SQC)-Experimente (Bodenhausen & Ruben,
1980), bzw. mittels 2D*H,’°N]-TROSY-Experimente aufgenommen (Pervuséil, 1997),
wobei die TROSY-Experimente zur schnelleren Datarsdtipn mit Band-selective Excitation
ShortTransient(BEST)-Experimenten kombiniert wurden (Schaetlal, 2006). In den zuge-
horigen 2D-fH,**N]-Korrelationsspektren werden fir jedes Wassefatiof, welches direkt an
ein N-Stickstoffatom gebunden ist, die chemischen \léedungen beider Kerne miteinander
korreliert, sodass sich fiir jede As aus dem Pdjtidjrat de$°N-markierten Proteins mit Aus-
nahme von Prolin ein Signal ergibt. Da die chenmes¢brschiebung des Signals einer As durch
dessen chemische Umgebung bestimmt wird und diguBig eines Interaktionspartners an das
5N-markierte Protein zu einer Anderung der chemisddengebung der von der Interaktion
betroffenen As fuhrt, andert sich dementsprecheruh aie chemische Verschiebung des zu
dieser As zugehorigen Signals. Dieser Effekt bittletGrundlage fur strukturelle Interaktions-
untersuchungen mittels NMR-Spektroskopie und kaoh abh&ngig vom chemischen Aus-
tausch im 2D-NMR-Spektrum auf unterschiedliche Ardel3ern. Im Falle des ,schnellen che-
mischen Austauschs” ist die chemische Austauschveichen freiem und komplexiertem Zu-
stand hoher als der Frequenzunterschied der zerdiesiden Zustanden zugehdrigen Signale
der As, sodass sich ein gemitteltes Signal derelpeiflistande ergibt. Das gemittelte Signal
~-wandert‘ wahrend der NMR-Titration von der chenhisn Verschiebung des Signals im freien
Zustand zur chemischen Verschiebung des Signalomplexierten Zustand, wobei die Sig-
nalposition proportional zum Verhaltnis zwischeeidm und komplexiertem Zustand des
5N-markierten Proteins ist. Ist die chemische Austhauate von freiem zu komplexiertem Zu-
stand kleiner als der Frequenzunterschied derezedibeiden Zustidnden zugehdrigen Signale
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der As, spricht man vom ,langsamen chemischen Agstd. Hierbei kommt es zu einem In-
tensitatsverlust des zu dem freien Zustand zuggddrbignals, bei simultanem Intensitatsge-
winn des zu dem komplexierten Zustand zugehoriggna®s, wobei die Intensitatsverhaltnisse
der beiden Signale zueinander proportional zum &érts zwischen freiem und komplexiertem
Zustand de$®N-markierten Proteins ist. Zu einem Signalinternsitérlust des zum freien Zu-
stand zugehdrigen Signals wéahrend der NMR-Titrakommt es auch beim ,intermediaren
chemischen Austausch®. Hier ist die chemische Aisstiarate zwischen freiem und komplexier-
tem Zustand in derselben GréRRenordnung wie derueremqunterschied der zu diesen beiden
Zustdnden zugehdrigen Signale der As. Dies fuhhreréd der NMR-Titration zu einer Linien-
verbreiterung und damit zu einem Intensitatsvedestzu dem freien Zustand zugehdorigen Sig-
nals. In der Nahe des Endpunktes der Titration kbesrzu einer Linienverschmélerung und
damit Intensitatszunahme des zu dem komplexiertextadd zugehdrigen Signals (zusammen-
gefasst in Cavanagit al, 1996). Im Falle des schnellen chemischen Austasserfolgte die
Bestimmung der Bindungsflache auf d&iN-markierten Protein (iber die Berechnung der nor-
mierten Anderung der chemischen Verschiebungd{m) der einzelnen As. Befand sich das
NMR-System im langsamen oder intermediaren cheraisékustausch, erfolgte eine Analyse
der Rest-Signalintensitaten der einzelnen As zumitHung der Bindungsflache auf dem
15N-markierten Protein (Details zum Vorgehen: sielre&arbeiten A-C).

Zur Untersuchung von Protein:Protein-Interaktiortasi,denen die Komplexgré3e keine quan-
titative Analysevia 2D-[*H,"®N]-Korrelationsspektren erlaubten, wurden NMR-Titsaen
durchgefiihrt, in welchen das kleinere Protéi+markiert vorgelegt, der groRere Interaktions-
partner unmarkiert hinzugegeben und eindimensiogid®-[*H,"®N]-HSQC-Experimente auf-
genommen wurden. Im Falle einer Interaktion fllgtzlinehmende Molekulgro3e aufgrund der
Komplexbildung zu einer schnelleren Relaxation Megnetisierung de$N-markierten Pro-
teins. Dies auRert sich in dem zugehorigen HD¥N]-HSQC-Spektrum der Amidprotonen in
einem Signalintensitatsverlust. Die strukturellea@ikterisierung dieser Protein:Protein-Inter-
aktionen erfolgte einerseits, indem Einzeldomahem;. Teile des Gesamtproteins, welche fir
2D-[*H,*N]-Korrelationsexperimente zuganglich sind, eingetsgurden. Zum anderen wurden
Proteinevia [l,L,V]-Markierung sowie unter Nutzung von 2BH,*C]-Methyl-TROSY-Expe-
rimenten fir NMR-basierte Interaktionsstudien inknaanolekularen Systemen zugénglich ge-
macht, wobei die Auswertung der zugehorigen 3DfCJ-Methyl-TROSY-Spektren zur Be-
stimmung der Interaktionsflache auf dem [I,L,V]-kiarten Protein analog zur Auswertung von
2D-[*H,*N]-Korrelationsspektren erfolgte.
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3.2 Ribosomale Antitermination in Escherichia coli

Die Transkriptionsregulation der fur rRNAs kodieden rrn-Operons inE. coli erfolgt unter
anderem durch Rho-abhangige Terminatoren in den lwed Trennsequenzen der Operons (zu-
sammengefasst in Jet al, 2012). Vermittelt durch einen-AT-Sequenz, bestehend aus den
drei ElementeoxA boxBundboxC(Li et al, 1984), werden die Nus-Faktoren A, B, E und G
an den TEC rekrutiert (Squires al, 1993) und ermdéglichen im Zusammenspiel mit dda-ri
somalen Protein S4 (Torres al, 2001) das Uberlesen Rho-abhangiger Terminatoreimem
alsrrn-AT bezeichneten Prozess (siehe Abschnitt 1.5pcledind weder die Nus-Faktoren al-
leine (Squireset al, 1993) noch zusammen mit S4 in der Lage die wolleAT-Effizienz zu
gewahrleisten (Torrest al, 2001). Gen-Reporter-Tests haben gezeigt, idaggo ein zusatzli-
cher Faktor, die Inositolmonophosphatase SuhBeamr-AT beteiligt ist, wobei anhand von
Chromatin-Immunprézipitation-Analysen eine Assadaiatvon SuhB in NusB- untoxAab-
hangigerweise an den TEC vorgeschlagen wurde (Shgh 2016). Im Rahmen der Einzelar-
beit A wurde untersucht, ob SuhB stabil in dem-AT-Komplex integriert wird und welche
Interaktionen SuhB mit den an den-AT beteiligten Komponenten eingeht.

3.2.1 SuhB ist Teil des ribosomalen Antiterminations-Komgexes

Mittels analytischer Gelfiltration wurde untersucbb SuhB in den an einem-AT-Sequenz
pausiertemrn-AT-Komplex integriert wird. Die Analyse der Eluktaktionen auf Proteinebene
erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-Polyacrylantietlelektrophorese (SDS-PAGE) und
Coomassie-Farbung sowie mitteleaPAGE und Toluidin-Farbung auf RNA-Ebene. Zur Ge-
nerierung des an einen-AT-Sequenz pausierten TECs wurde ein Nukleins&@esgist mit der
rrnG-RNA (Einzelarbeit A, Abb. S1A), derrn-AT-Sequenz fir die Assemblierung des
rr-AT-Komplexes imrrnG-Operon, verwendet. Fir Nus wurde aus Loslichkeitsl Stabi-
litatsgrinden eine Deletionsvariante, in welcherRibosomenbindungsschleife durch ein Serin
ersetzt wurde (NusE, im Komplex mit NusB (NusB:NusE eingesetzt (Luet al, 2008). Bei
dem analytischen Gelfiltrationslauf von SuhB zusanmit denrrn-AT-Komplex, bestehend
aus dem TEC sowie NusA, NusB:Nustnhd NusG co-eluierten alle Komponenten, einschliel3
lich SuhB (Abb. 3-1A). Folglich wird SuhB in dem-AT-Komplex integriert. Auch in Anwe-
senheit von S4 (Einzelarbeit A, Abb. 1F) co-elwe8uhB mit allen anderen Faktoren des
rrn-AT-Komplexes, einschliel3lich S4. Es kann demnagtgleich auch eine Integration von S4
und SuhB in demrn-AT-Komplex stattfinden. Zur Untersuchung der zugteliegenden bina-
ren Interaktionen wurden analytische Gelfiltratiéuge von SuhB mit den Einzelkomponenten
desrrn-AT-Komplexes durchgefihrt. Hierbei co-eluierte Buhit derrrnG-RNA (Abb. 3-1B),
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nicht jedoch mit einerandomRNA (Abb. 3-1C), sodass eine spezifische Intecaiktion SuhB
mit derrrnG-RNA angenommen werden kann. Dieses Ergebnis [$bareinstimmung mit der
Hypothese, dass SuhBhboxAabhéngigerweise an den TEC rekrutiert wird (Siegal, 2016).
Ebenso co-eluierte SuhB mit NusA (Abb. 3-1D), nigdoch mit einer C-terminal deletierten
Variante von NusA (NusA®?) (Abb. 3-1E). Daher liegt eine Interaktion von Sutmit NusA
Uber dessen AR2-Doméane nahe. In einem weiterenytatlen Gelfiltrationslauf des
rrm-AT-Komplexes mit SuhB und NusAR? co-eluierte SuhB mitsamt aller anderen Faktoren
(Abb. 3-1F), sodass angenommen werden kann, dass$ntiiraktion zwischen SuhB und
NusA-AR2 nicht essentiell fir die Integration voahB in denrrn-AT-Komplex ist.
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Abbildung 3-1: Interaktionsstudien von SuhB mit den Komponenten dg rrn-AT-Komplexes. Mittels
SDS-PAGE und Coomassie-Farbung (Proteine, blaulesmittelsureaPAGE und ToluidinFarbung (RNA
grau) erfolgte die Analyse der analytischen Geéffionslaufe auf Interaktionen zwisch@®) SuhB, NusA
NusB:Nust , NusG und dem an demG-RNA pausierten TEC(B) SuhB undrrnG-RNA, (C) SuhB un
randomRNA, (D) SuhB und NusA(E) SuhB und Nusﬁ(*Rz (F) SuhB, NusAAR2 NusB NusE, NusG un
dem-an derrnG-RNA pausi
jeweiligen Gelfiltrationslauf aufgetrageneProben angegeben Links ist Jewe|ls dle Bates Marker
(SDS-PAGEStandards Low Rang®ioRad) gezeigt und die zur jeweilig8ande des Markers zugeho
Molekilmasse (MM) angegebeRechts sind die zu den jeweiligen Banden gelu@efroteine und unter ¢
Gelen die jeweils gebildeten Komplexe angegebesm Abbildung wurde aus Dudenhoefédral, 2019 Abb.1

und Abb. Sl} entnommen und abgeéndert.

Komplementéar zu den analytischen Gelfiltrationsexpenten wurden NMR-Titrationen von

SuhB mit den einzelnen ProteinkomponentenrdesAT-Komplexes durchgefuhrt, wobei die
NMR-Titrationen von SuhB mit den Nus-Faktoren (Elazbeit A, Abb. S2A-D) die Ergebnisse
der analytischen Gelfiltrationslaufe bestatigtea.v&irde nur eine Interaktion zwischen SuhB
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und NusA gesehen, welche nachfolgend charaktensiede (siehe Abschnitt 3.2.2). Auch die
NMR-Titration von SuhB mit RNAP (Einzelarbeit A, BbS7A) weist auf eine Interaktion zwi-
schen beiden Proteinen hin. Eine Wechselwirkungawgn SuhB und der RNAP wurde bereits
zuvor gezeigt (Wangt al, 2007), konnte jedoctia analytischer Gelfiltration (Einzelarbeit A,
Abb. S1F) nicht nachgewiesen werden. Daher istragtamen, dass es sich um eine schwache
Wechselwirkung zwischen SuhB und der RNAP handelbei NMR-Titrationen von SuhB mit
den RNAP-Doménen (Einzelarbeit A, Abb. S7B-E) dafandeuten, dass die Interaktion zwi-
schen SuhB und der RNAP Uber di®JE und “-UE der RNAP vermittelt wird.

3.2.2 SuhB interagiert mit NusA-AR2 und hebt die Autoinhibition von NusA auf

Analytische Gelfiltrationslaufe sowie NMR-Titratien haben gezeigt, dass SuhB mit NusA als
einzigem Nus-Faktor interagiert. Zur Bestimmung miér SuhB interagierenden Doméne wur-
den NMR-Titrationen von SuhB mit"®N-NusA-NTD (Einzelarbeit A, Abb. S2E),
2H,15N-NusA-SKK (Einzelarbeit A, Abb. S2F) sowieN-NusA-AR1-AR2 (Einzelarbeit A,
Abb. 2A,B) durchgefiihrt. Hierbei konnte nur fiN-NusA-AR1-AR2 in Gegenwart von SuhB
eine signifikante Anderung im zugehorigen NMR-Spakt, ein Verlust an Signalintensitéat, be-
obachtet werden, welcher die Bestimmung der SuhBhBigsflache aufN-NusA-AR1-AR2
erlaubte. Hierbei zeigte sich, dass trotz der hdt@mologie in Topologie und Ladungsvertei-
lung von NusA-AR1 und NusA-AR2 (Eisenmaeanal, 2005) nur Signale der NusA-AR2-Do-
mane von der SuhB-Bindung betroffen sind (Einzediarh, Abb. 2C). Daher kann in Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen der analytischen iBatfonslaufe von einer spezifischen Inter-
aktion von SuhB mit NusAia der AR2-Doméane ausgegangen werdda.Bindungsflache von
NusA-AR2 auf SuhB konnte nicht bestimmt werdentrd&z Nutzung von TROSY-Pulssequen-
zen ein€H,*C ®N-markierte Probe von SuhB ein zu geringes SigraalsRh-Verhaltnis in den
zugehorigen 3D-NMR-Spektren aufwies, um eine Zuongrder fH,*°N]-NMR-Signale zu den
zugehdrigen As von dessen Peptidrickgrat durchrefiihDaher wurde basierend auf der
SuhB-Bindungsflache auf NusA-AR2 mittels HDOCK (Yatnal, 2017) ein Modell der Bin-
dung von SuhB an NusA-AR?2 erstellt (Abb. 3-2). D@n der SuhB-Bindung betroffenen As
auf NusA-AR2 sind Uberwiegend in der aziden Hebx lokalisiert. Diese kontaktiert im Mo-
dell des SuhB:NusA-AR2-Komplexes die positiv gelaal®©berflache von SuhB, wahrend die
beiden der Helix 5* folgenden C-terminalen As Trp490 und Phe491 gedpn hydrophoben
C-Terminus der Helix 6 von SuhB packen. Die zugehérige Dissoziationsiemts Ko) konnte
mittels Fluoreszenz-Anisotropie-Titrationen von Bummit einer Fluorescein-markierten Cys-
tein-Variante von NusA-AR2 (NusA-AR2%9 auf 83+4 uM (Einzelarbeit A, S3C) bestimmt
werden (Details: siehe Einzelarbeit A).
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NusA-AR2

Abbildung 3-2: Interaktion von SuhB mit NusA-AR2. Modell des SuhB:NusA-AR2-Koplexes
NusA-AR2 (PDB-ID: 1WCN; grau) und SuhB (PDB-ID: 2QFLeltblau) sind jeweils in Banderdarstellung
wiedergegeben. Sekundarstrukurelemente und Tesmidibeschriftet. Die auf NusAR2 betroffenen Res
der Titration vort®N-NusA-AR1-AR2 mit SuhB sind farblich hervorgehol{emderat betroffie: orange; stai
betroffen: rot). Fir die beiden stark betroffenete@ninalen As Trp490 und P4@1 ist die Seitenkette geze
Die beiden Kéasten zeigen das elektrostatische @lobenpotential von SuhB (links), bzw. Nus¥R?2 (rechts
von -3 kT/e (dunkelrot) bis +3 kT/gdunkelblau). Die Abbildung wurde aus Dudenhoeétal, 2019 (Abb2
und Abb. S3) entnommen und abgeandert.

Die SuhB-Bindungsstelle auf NusA-AR2 Uberlappt d&t fir RNAP CTD (Schweimeet al,
2011) und NusG-NTD (Straudi al, 2016) bestimmten Bindungsstelle auf NusA-ARZallan
Féallen sind auf Seiten von NusA-AR2 die Heli&* und die beiden C-terminalen As Trp490
und Phe491 von der Bindung des entsprechenderePatiatroffen. Durch NMR-basierte Ver-
drangungsexperimente wurde gezeigt, dass sich agiduBgsstellen von NusG-NTD und
RNAP CTD auf NusA-AR2 Uberschneiden (Straeial, 2016). Um zu Uberprifen, ob auch
die Bindungsstellen von RNAETD und SuhB auf NusA-AR2 (berlappen wurden NMR-ba-
sierte Verdrangungsexperimente durchgefuhrt (Earbeit A, Abb. 3). Hierbei zeigte sich, dass
sich SuhB und RNARCTD durch einen Uberschuss des jeweils andereneiRsotvon
NusA-AR2 verdréngen lassen, sodass davon ausgegaegden kann, dass sich die Bindungs-
stellen von SuhB und RNARTD auf NusA-AR2 Uberschneiden.

Die AR2-Domaéane von NusA fungiert als autoinhibisahies Element und verhindert durch Bin-
dung an NusA-SKK eine RNA-Bindung dieser (Schweimieal, 2011). NMR-basierte Ver-
drangungsexperimente haben gezeigt, dass die REAP in der Lage ist NusA-AR2 von
NusA-SKK zu verdrangen, sodass die Autoinhibitiam WusA aufgehoben wird (Schweimer
et al, 2011). Zur Uberpriifung, ob auch NusG-NTD und SirhBer Lage sind NusA-AR2 von
NusA-SKK zu verdrangen, wurden NMR-Titrationen Vish°N-NusA-SKK mit NusA-AR2
durchgefuhrt (Abb. 3-3A) und nachfolgend NusG-NTAbK. 3-3B), bzw. SuhB (Abb. 3-3C)
hinzugegeben. Wie es bereits fir die RNAFD beobachtet werden konnte (Schweieteal.,
2011), zeigte sich auch in Anwesenheit von SuhB.[¥wsG-NTD eine Verdréangung der
NusA-AR2 von?H,®N-NusA-SKK.
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Abbildung 3-3: NusG-NTD und SuhB verdrangen NusA-AR von NusA-SKK. (A) Ausschnitt aus de
2D-[*H,*>N]-BEST-TROSY-Spektrum vofH,®°N-NusA-SKK in Abwesenheit (schwarz) und in Anweser
von NusA-AR2 (molare Verhaltnisse 1:0,5, orangé; dyan; 1:2, lila; 1:3, gelb; 1:5, rot). Zugeorti®ignale
sind beschriftet und die Pfeile zeigen die RichtdegAnderung der chemischen Verschiebung einz8iger
nale durch Zugabe von NusA-AR2 (rot) &B,C) Ausschnitt aus den 28H,'>N]-BEST-TROSY Spektre!

Konzentrationen von NusG-NTD (B), bzw. SuhB (C) (ane Verhaltniss&:5:1, cyan; 1:5:2, lila; 1.5:5, ge
1:5:10, rot). Zugeordnete Signale sind beschriftet die Pfeile zeigen die Richtung derderung der chen
schen Verschiebung der einzelnen Signale durcht®igan NusA-AR2 (orange) sowie von NusG-N{rbt)
bzw. SuhB (rot) an. Die zu den gezeigten Aussamitugehdrigen NMR-Spektren sind in EinzelarBeit

Abb. 4 zu finden. Die Abbildung wurde aus Dudenifesdt aI.I 2019 ‘Abb. 42 entnommen und abgeéndert.

Da NusA-AR2 und NusA-SKK intramolekular miteinanderkntpft sind, ist eine héhere lo-
kale Konzentration und damit auch eine hohere dktewnswahrscheinlichkeit der beiden Do-
manen im Volllangenprotein zu erwarten. Daher wutigeAufhebung der Autoinhibition auch
an dem NusA Volllangenprotein untersucht. Hierfiurske NusA (54,9 kDa) [I,L,V]-markiert
und 2D-fH,**C]-Methyl-TROSY-Titrationen mit SuhB (Einzelarbeih, Abb.5) sowie
NusG-NTD (Einzelarbeit A, Abb. S5) durchgefihrt.n&i quantitative Auswertung der
NMR-Titrationen zeigte, dass sowohl durch die Zwegabn SuhB als auch von NusG-NTD,
NMR-Sonden der SKK-Einheit sowie von NusA-AR2 béfen waren, sodass in Ubereinstim-
mung mit den NMR-basierten Verdrangungsexperimeatea Aufhebung der Autoinhibition
von NusA durch SuhB und NusG-NTD angenommen wekden.

Fur SuhB wurde eine NusB- ubdxAabhangige Rekrutierung an den TEC sowie eine éiasch
Rende Mitwirkung an darn-AT postuliert (Singhet al, 2016). Die Ergebnisse der Einzelar-
beit A zeigen, dass SuhB mit NusA, der RNAP sovaerchG-RNA interagiert und stabil in
denrrn-AT-Komplex integriert wird. Wahrend die Interaktio’oon SuhB mit NusA tber deren
AR2-Domane vermittelt wird und zur Aufhebung dert@inhibition von NusA flhrt, konnte fur
NusB keine Interaktion mit SuhB gesehen werdenas®don einer indirekten Abhangigkeit
ausgegangen werden kann. Die SuhB:NusA-AR2-Intenaks$t nicht essentiell fur die Integra-
tion von SuhB in demrn-AT-Komplex, dennoch kdnnte NusA-AR?2 als Bindunggtfbrm zur
Rekrutierung von SuhB an dem-AT-Komplex dienen und die SuhB:NusA-AR2-Interaktio
konnte nachfolgend zur Assemblierung bzw. Stabkilisig desrn-AT-Komplexes beitragen.
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NusA wird beim Ubergang in die Elongation an derCTikrutiert (Mooneyet al, 2009a),
wobei durch Bindung von NusA-AR2 an die RNAPTD die Autoinhibition von NusA aufge-
hoben wird (Schweimeat al, 2011). Hierdurch kann eine Bindung von NusA-SKKdanspa-
cer zwischenboxA und boxB der rrn-AT-Sequenz erfolgen (Praset al, 2009), welche den
Zugang fur das NusB:NusE-HeterodimerlbmxA (Greiveet al, 2005; Nodwell & Greenbilatt,
1993) blockieren bzw. erschweren kdnnte (EinzelafeAbb. 6A). SuhB kdnnte durch Inter-
aktionen mit NusA-AR2, der RNAP und den-AT-Sequenz die NusA-SKK:RNA-Bindung
derart beeinflussen, dass tiexABindung von NusA-SKK aufgehoben und die Rekrutigru
des NusB:NusE-Heterodimers bBoxA zur Assemblierung desn-AT-Komplexes erleichtert
bzw. erst ermdglicht wird. Ebenso kénnte SuhB duxaAdsung der Bindung von NusA-AR2
an die RNAPCTD auch eine Repositionierung von NusA in eine &ifaulierende Konforma-
tion induzieren bzw. durch Inhibition einer NusA-2RNAP CTD-Interaktion eine AT-stimu-
lierende NusA-Konformation imrn-AT-Komplex stabilisieren (Einzelarbeit A, Abb. GB)

Parallel zu dieser Arbeit wurde eine mittels Rongjauikturanalyse bestimmte Struktur des
SuhB:NusA-AR2-Komplexes (PDB-ID: 61B) von Huaagal. publiziert, in welcher SuhB, wie
in dieser Arbeit gezeigt, von NusA-AR2 uber derembn As Trp490 und Phe491 kontaktiert
wird. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen deizElarbeit A konnte auch eine Interaktion
von SuhB mit derrnG-RNA gezeigt werden. Weiterfihrende Studien von et al. legen
eine Bindung von SuhB an depacerzwischenboxA und boxB und/oder derboxC der
rr-AT-Sequenz nahe und zeigen, dass diese Interagsisentiell fur die Integration von SuhB
in denrrn-AT-Komplex ist. Des Weiteren wurde auch gezeigsgISuhB, wie in dieser Arbeit
postuliert, die Integration des NusB:NusE-Heteranin denrrn-AT-Komplex erméglicht
und fir das Uberlesen Rho-abhangiger Terminatanechcenrn-AT-Komplex benétigt wird,
wobei der AT-Effekt von SuhB nur im Zusammenspi@l den Nus-Faktoren vermittelt wird
und hierfur die SuhB:NusA-AR2-Interaktion von Betleng ist (Huanget al. 2019).

3.3 Q-vermittelte Antitermination des Phagen

Neben derrn-AT in E. colisind die Nus-Faktoren auch an d&-AT (siehe Abschnitt 1.6.1)
und der Q-AT (siehe Abschnitt 1.6.2) des Phagebeteiligt, welche der Replikation seines
Genoms im Wirtsbakteriuf. colidienen. Im Falle derQ-AT wird das AT-Protein Q in der
Promotorregiorpr des Phagen-Genoms durch das Zusammenspiel des(@B&% Roberts,
2004; Yarnell & Roberts, 1992) mit einef®-abhangigen Pause (Nickelsal, 2002; Perdue &
Roberts, 2010; Ringt al, 1996) und einer EP (Birelt al, 2016; Strobel & Roberts, 2015) an
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den TEC rekrutiert. Nachfolgend erméglict@ die Transkription der ,spaten Gene* des Pha-
gen fur Packung und Zelllyse durch den TEC (Deighad@&hschild, 2007) tber intrinsische
und Rho-abhéngige Terminatoren hinweg (Luk & Szskiall983). Mutagenese-Studien haben
gezeigt, dass der N-Terminus voQ zu dessen AT-Effizienz beitragt (Deighan & Hodtikt
2007). Zum anderen legém-vitro Transkriptionsassays auch einen AT-Effizienz seiden
Effekt von NusA auf die Q-AT nahe (Grayhackt al, 1985), wobei weder etwas Uber eine
Wechselwirkung vonQ mit NusA noch tber eine Beteiligung der anderas-Naktoren an der
Q-AT bekannt ist. Im Rahmen der Einzelarbeit B vaurdiie fH,">N]-NMR-Signale von Q
zu den zugehoérigen As des Peptidriickgrats zugebuddemittels NMR-Titrationen untersucht,
welche InteraktionenQ mit den Nus-Faktoren eingeht.

Fur Q war trotz hoher Loslichkeit und ausreichenderdgzaitstabilitdt auch nach Deuterierung
und unter Nutzung von TROSY-Pulssequenzen das Sitmasch-Verhaltnis in den zugehori-
gen 3D-NMR-Spektren zu niedrig, um eine Zuordnueg[tH,*>N]-NMR-Signale zu den zuge-
horigen As des Peptidriickgrats vih*C *®N- Q durchzufiihren. Daher wurde eine um 36 As
N-terminal deletiertéH,**C **N-markierte Variante vonQ ( Q *°) hergestellt. Die 3D-NMR-
Spektren vorsH,*C 1>N- Q 3¢ wiesen ein ausreichend hohes Signal-Rausch-Vaihalf, so-
dass eine Zuordnung déH[*N]-NMR-Signale zu den zugehorigen As von desseniéjek-
grat moglich war Biological Magnetic Resonance Data Baf3MRB)-ID: 28043). Der Ver-
gleich der fH,*®N]-BEST-TROSY-Spektren vonQ mit Q 3¢ (siehe Einzelarbeit B, Abb. 1B)
zeigt, dass die Signale der 36 N-terminalen As \@mllesamt chemische Verschiebungen zwi-
schen 7,5 ppm und 8,5 ppm in de-Dimension aufweisen, wie sie typisch fiir As irstrok-
turierten Bereichen sind. Zur weiteren Charakterisig von Q ¢ wurde mittels der chemi-
schen Verschiebungen fur @nd G derchemical shift indexCSl) berechnet (Einzelarbeit B,
Abb. 1C; Wishartet al, 1992; Wishart & Sykes, 1994), welcher Auskunfefidie Sekun-
darstruktur gibt. Dieser zeigt, dass definierteu®ekirstrukturen vonQ 3¢ erst ab As 66 begin-
nen und diese mit den Sekundarstrukturen in detelsiRontgenstrukturanalyse bestimmten
Struktur einer um 38 As N-terminal deletierten date von Q (Vorobievet al, 2014) Gber-
einstimmen. Daher kann davon ausgegangen werdss déa N-Terminus vonQ, wie postu-
liert (Vorobievet al, 2014), in Losung unstrukturiert vorliegt.

Zur Untersuchung von etwaigen Interaktionen v@nmit den Nus-Faktoren wurden NMR-Tit-

rationen vont>N- Q mit NusA, NusB, NusENusB und NusG durchgefiihrt (Einzelarbeit B,
Abb. S3), wobei nur fiir NusA eine Interaktion iiNl- Q gesehen wurde; in Ubereinstimmung
mit Ergebnissen, dass NusA die AT-Effizienz vap stimuliert (Grayhackt al, 1985).
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3.3.1 Q interagiert mit NusA-AR2 und hebt die Autoinhibition von NusA auf

Wie NMR-Titrationen gezeigt haben, interagie® mit NusA als einzigem Nus-Faktor. Zur
weitergehenden strukturellen Charakterisierungedidsteraktion erfolgten NMR-Titrationen
von Q mit NusA-NTD (Einzelarbeit B, Abb. 2A,B und AbB4A,B), NusA-SKK (Einzelar-
beit B, Abb. S7A,B), NusA-AR1 (Einzelarbeit B, AbB.7C,D) sowie NusA-AR2 (Einzelar-
beit B, Abb. 3A,B und Abb. S8A,B). Hierbei zeigiets dass Q sowohl mit NusA-NTD (siehe
Abschnitt 3.3.2) als auch mit NusA-AR2 spezifisoteragiert. Fir die Interaktion vor@Q mit
NusA-AR2 wurde durch quantitative Auswertung degefwrigen NMR-Titrationen die Bin-
dungsflachen auf beiden Proteinen bestimmt. DiedeamNusA-AR2-Bindung aufN- Q be-
troffenen Reste finden sich vorwiegend in den Halid, 3 und 5, wahrend von derQ-Bin-
dung auf NusA-AR2 dessen Heli%* sowie der C-Terminus betroffen sind (Abb. 34#)dem
anhand der ermittelten Bindungsflachen erstelltehkDBBOCK-Modell (Dominguezet al,
2003) des NusA-AR2Q-Komplexes packt die Helix5* von NusA-AR2 gegen die Helix3
und 5 von Q, wobei die beiden C-terminalen As Trp490 und Phedon NusA-AR2 einen
zentralen Bestandteil der Interaktionsflache ddest€Abb. 3-4). Analog zur Bestimmung des
Kp-Werts der SuhB:NusA-AR2-Interaktion wurde mittElsoreszenz-Anisotropie-Titrationen
von Q mit Fluorescein-markierten NusA-ARZ3C (Einzelarbeit B, Abb. S8F) d&n-Wert der

Q:NusA-AR2-Interaktion auf 268+17 pM bestimmt (Okstasiehe Einzelarbeit B). Des Wei-
teren zeigte eine NMR-Titration voAN-NusA-AR2 mit Q 3° (Einzelarbeit B, Abb. S8G-I),
im Vergleich zu Q, keine Unterschiede in der Bindungsflache!aNfNusA-AR2, sodass an-
genommen werden kann, dass der N-Terminus ¥@ikeinen Einfluss auf die Interaktion mit
NusA-AR2 hat.

Abbildung 3-4: Interaktion von Q mit NusA-AR2. Modell des Q:NusA-AR2-Komplexes. NusAR2
(PDB-ID: 1WCN; grau) undQ (PDB-ID: 4MO1; hellblau) singeweils in Banderdarstellung wiedergegel
Betroffene Reste der Interaktion sind farblich lbegehoben (Q: moderat betroffen: orange; stark betrof
rot; NusA-AR2: leicht betroffen: gelb; moderat lwdten: orange; stark betroffen: rot}iFTrp490 und Phe4!
ist die Seitenkette gezeigt. Sekundérstruktureléenand Termini sind beschriftet und das?Zion ist als
cyane Kugel dargestellt. Die Kéasten linkQ)j, bzw. rechts (NusAR?2) zeigen die Oberflachendarstelli
der beiden Proteine (Farbschema wie im Komplexg Bbbildung wurde aus Dudenhoeffer al, 202(
(Abb. 3) entnommen und abgeéndert.
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Die Bindungsflache von Q auf NusA-AR2 beinhaltet wie auch fur die Interakt von
NusA-AR2 mit SuhB (Abb. 3-2), RNARCTD (Schweimeret al, 2011) und NusG-NTD
(Straulket al, 2016) gesehen die C-terminale Hel& und die beiden As Trp490 und Phe491.
NMR-basierte Verdrdngungsexperimente haben gezalgss die Bindungsflache von
NusG-NTD (Strauf®t al, 2016) bzw. SuhB (Einzelarbeit A, Abb. 3) auf Nu&R2 mit der
Bindungsflache von RNARCTD auf NusA-AR2 uberlappt. Daher wurden ebenfllldR-ba-
sierte Verdrangungsexperimente va@ mit RNAP CTD und NusA-AR2 durchgefuhrt (Ein-
zelarbeit B, Abb.4 und Abb. S10A,B), welche begtétn, dass sich auch die Bindungsflachen
von Q und RNAPCTD auf NusA-AR2 uberschneiden. Da die RNAHD durch Verdran-
gung der NusA-AR2 von NusA-SKK die Autoinhibitiomnw NusA aufheben kann (Schweimer
et al, 2011), wurde untersucht, ol) ebenfalls hierzu in der Lage ist. In Analogie SuhB
wurde eine NMR-Titration vonQ mit [I,L,V]-NusA durchgefiihrt, wobei aufgrund vaéirazi-
pitation eine Auswertung dieses NMR-Systems nicglinch war. Ebenso erfolgten analog zu
den Untersuchungen mit SuhB NMR-basierte Verdraggexperimente von
2H,>N-NusA-SKK mit NusA-AR2 (Abb. 3-5A) undQ (Abb. 3-5B), bzw. Q *° (Abb. 3-5C).

Abbildung 3-5: Q verdangt NusA-AR2 von NusA-SKK. (A) Ausschnitt aus den 2BH,'*N]J-BEST-
TROSY-Spektren der Titration void,*>N-NusA-SKK mit NusAAR2 (molare Verhaltnisse 1:0, schw:
1:0,5, orange; 1:1, cyan; 1:2, lila; 1:3, gelb;, di). Zugeordnete Signale sind beschriftet urdRfeile zeige

die Richtung der Anderung der chemischen Verscimglawsgewéhlter Signale durch Zugabe von NARR-
(rot) an. (B,C) Ausschnitt aus den 2BH,®N]-BEST-TROSYSpektren des Komplexes \

Q (B), bzw. Q %6 (C) (molare Verhaltnisse 1:5:1, orange; 1:5:2; li:5:5, gelb; 1:5:10, rotgugeordnet
Signale sind beschriftet und die Pfeile zeigenRlghtung der Anderung der chemischen Verschiebusg
gewahlter Signale durch Zugabe von NusA-AR2 (cyayie Q (rot) bzw. Q % (rot) an.Die zu den Aus
schnitten zugehotrigen NMR-Spektren sind in EinzmdrB, Abb. S11 zu finderDie Abbildung wurde at

Dudenhoeffeet al.I 2020 ‘Abb. 5} enthommen und abgsﬁ"ngsnl

Sowohl die Zugabe vonQ als auch von Q 3¢ filhrte zur Verdrangung der NusA-AR2 von
2H,15N-NusA-SKK, wie es auch fur NusG-NTD (Abb. 3-3B)utB (Abb. 3-3C) sowie
RNAP CTD (Schweimeet al, 2011) beobachtet werden konnte. Daher liegt Aufdebung
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der Autoinhibition von NusA durchQ unabhangig von dessen N-Terminus nahe, auch wenn
aufgrund von Prazipitation im NMR-System von [l,[MusA mit Q dieses Ergebnis nicht im
NusA Volllangenprotein bestatigt werden konnte.

3.3.2 Q interagiert mit NusA-NTD

Die Bestimmung der mitQ interagierenden NusA-Domane zeigte, dass NugAowohl tiber
seine AR2-Domaéne als auch seine NTD kontaktiert.cBwuantitative Analyse der zu den
NMR-Titrationen von Q mit NusA-NTD (Einzelarbeit B, Abb. 2A,B und Ab84) zugehdrigen
2D-[*H,*N]-Korrelationsspektren wurden die Bindungsflacken beiden Proteine aufeinander
bestimmt sowie anhand dieser ein HADDOCK-Modell ifidaguez et al, 2003) des
NusA-NTD: Q-Komplexes erstellt (Abb. 3-6). Wahrend die von NesA-NTD-Bindung be-
troffenen Reste aufQ im C- und N-terminalen Bereich des Zink-FingertM® und in den
Helices 3, 5 und 6 zu finden sind, ist auf Seiten von NusA-NTD deeaide Kopfregion
mitsamt der Helix 3* betroffen, welche im NusA-NTDQ-Komplex den C- und N-terminalen
Bereich des Zink-Finger-Motivs vorQ kontaktiert. Dartber hinaus legt eine NMR-Titati
von®N-NusA-NTD mit Q 3¢ (Einzelarbeit B, Abb. S5) den Schluss nahe, dassldrerminus
von Q keinen Einfluss auf die Interaktion mit NusA-NTat.

Abbildung 3-6: Interaktion von Q mit NusA-NTD. Modell des Q:NusA-NTD-Komplexes. NUsANTD
(PDB-ID: 2KWP; grau) undQ (PDB-ID: 4MO1; hellblau) singeweils in B&dnderdarstellung wiedergege!
Betroffene Reste der Interaktion sind farblich leegehoben (moderat betroffen: orange; starkolffen: rot)
Sekundarstrukturelemente und Termini sind besetriftd das Zit-lon ist als gane Kugel dargestellt. In d
Kasten links (Q), bzw. rechts (NusA-NTD) sind die beiden feine in Oberflachendarstellung wiedergegt
(Farbschema wie im Komplex). Die azide Kopfregiom WusANTD ist durch eine getrichelte Linie geke
zeichnet. Die Abbildung wurde aus Dudenhoeéfeal, 2020 (Abb. 2) entnommen und abgeandert.

Von der Bindung der NusA-Domanen NTD und AR2 sinfl Seiten von Q in beiden Fallen
die Helices 3 und 5 betroffen, sodass eine Uberlappung der Binduagséin beider NusA-Do-
manen auf Q naheliegt. Aus diesem Grund wurden NMR-basiegedk&éngungsexperimente
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mit NusA-NTD, NusA-AR2 und Q durchgefihrt (Einzelarbeit B, Abb. 3D,E und ABIS) wel-
che bestatigten, dass sich die BindungsflachenNusA-NTD und NusA-AR2 aufQ lber-
schneiden, sodass keine simultane Bindung von ein@olekil an NusA-NTD und
NusA-AR?2 stattfinden kann. Auf Seiten von NusA-NTberlappt die fir Q bestimmte Bin-
dungsflache mit der RNARCTD-Bindungsflache auf NusA-NTD (Guet al, 2018). Daher
wurden ebenfalls NMR-basierte Verdrangungsexperiem@on NusA-NTD mit RNAPCTD
und Q durchgefihrt (Einzelarbeit B, Abb. 3D,E und ABIBA,B), wobei Q und RNAP CTD
durch einen Uberschuss des jeweils anderen PratemblusA-NTD verdrangt werden konnte.
Daher kann davon ausgegangen werden, dass siBmdiengsflachen vonQ und RNAP CTD
auch auf NusA-NTD Uberschneiden.

Die Ergebnisse der Einzelarbeit B zeigen, d&¥son allen Nus-Faktoren nur mit NusA inter-
agiert. NusA kontaktiertQ mittels seiner NTD und AR2-Domane, wobei keimeutane Bin-
dung eines Q-Molekiils an beide NusA-Doméanen maoglich ist. Inid-der Interaktion vonQ
mit NusA-AR2 ist es denkbar, dass NusA-AR2 als Bmgkplattform zur Rekrutierung von

Q-Molekilen an den TEC im Verlaufe der Transkriptaer ,spaten“ Gene des Phagefun-
gieren konnte. Daruber hinaus i€ in der Lage durch die Interaktion mit NusA-AR2 diu-
toinhibition von NusA aufzuheben, was wiederumRiMA-Bindung von NusA-SKK und damit
einhergehend die Rekrutierung von NusA an d@rAT-Komplex erleichtern kdnnte. Da sich
die Bindungsflachen vonQ und RNAP CTD auf NusA-NTD und NusA-AR2 uberlappen, ist
es auch moglich, das€ durch Interaktion mit der jeweiligen NusA-Doméatezen Bindung an
die RNAP CTD auflésen und hierdurch eine Repositionierung MosA in eine AT-stimulie-
rende Konformation induzieren konnte. Ebenso konn@ auch eine Inhibition der
RNAP CTD-Bindung durch die jeweilige NusA-Doméane bewirtksodass eine AT-stimulie-
rende Konformation von NusA inQ-AT-Komplex stabilisiert werden konnte.

3.3.3 Qinteragiert mit der FTH und repositioniert NusA-NTD an der RNAP

Wie in Einzelarbeit B gezeigt, interagie® mit NusA-NTD. Die NusA-NTD bindet ihrerseits
im hispausierten NusA:TEC-Komplex tiber die RNAPTD sowie die FTH an die RNAP (Guo
et al, 2018), wobei die FTH auch fur Q als Bindungsstelle an die RNAP postuliert wurde
(Deighanet al, 2008). Daher wurde im Rahmen der EinzelarbeiteC BETH derE. coliRNAP

via eines Konstruktes fur die NMR-Spektroskopie zudjghg@emacht, um sowohl die Interak-
tion von Q mit der RNAP strukturell zu charakterisieren,alsh den Einfluss vorQ auf die
Bindung von NusA-NTD an die RNAP weitergehend ztetsuchen.

33



Synopsis Q-vermittelte Antitermination

Um die FTH derE. coli RNAP (As 897-906 der-UE) fur NMR-basierte Untersuchungen
zuganglich zu machen wurde ein Konstrul&lap) hergestellt, welches den Sequenzbereich von
As 829 bis As 1060 derUE ohne die beiden i9 Helices (As 937-1040) untf@sszelarbeit C,
Abb. 1A). Mit einer 2H,°C *N-markierten Probe vonFlap erfolgte die Zuordnung der
[*H,2°*N]-NMR-Signale zu den zugehorigen As dédap-Riickgrats. Nachfolgend wurde der
CSI des Flap-Konstrukts berechnet (Einzelarbeit C, Abb. WBshartet al, 1992; Wishart &
Sykes, 1994). Dieser zeigt, dass die Sekundarsterkides Flap-Konstrukts in guter Uberein-
stimmung mit den Sekundarstrukturen dEtap-Region in der mittels Rontgenstrukturanalyse
bestimmten Struktur det. coli RNAP (PDB ID: 4KMU; Molodtsowet al, 2013) sind und die
FTH (As 897-906) desFlap-Konstrukts eine definierteHelix ausbildet.

Die Interaktion von NusA-NTD mit derFTH der RNAP wurde bereits strukturell charakteri-
siert (Gucet al, 2018). Daher wurde diese Interaktion genutztzuriiberprifen, ob das-lap-
Konstrukt dieselben Interaktionseigenschaften vige &lap-Region der RNAP aufweist und
somit funktional ist. Hierzu wurden NMR-Titrationeon NusA-NTD mit Flap durchgefuhrt
(Einzelarbeit C, Abb. 2) und zur strukturellen Giiderisierung der Interaktion quantitativ aus-
gewertet. Hierbei zeigte sich, dass auf Seiten Wdap die Interaktion mit NusA-NTD Uber die
FTH vermittelt wird, welche durch die Helice§, 2 und 4 der NusA-NTD gebunden wird.
Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der Bimgsflache der NusA-NTDETH-Interak-
tion in der mittels Kryo-Elektronenmikroskopie hesnten Struktur deshispausierten
NusA:TEC-Komplexes (Guet al, 2018). Daher kann davon ausgegangen werden,ddass
Flap-Konstrukt als Modell derFlap-Region deE. coliRNAP geeignet ist.

Da die FTH auch fur Q als Bindungsstelle an die RNAP postuliert wurDeighanet al,
2008), erfolgten NMR-Titrationen vorQ mit dem Flap-Konstrukt (Einzelarbeit C, Abb. 4A,B
und Abb. S3A,B), um die Bindung vorQ an die RNAP strukturell zu charakterisieren. Die
quantitative Analyse der zugehdrigen 2BL{°N]-Korrelationsspektren zeigte, dass auf Seiten
von Q die von der Flap-Bindung betroffenen Reste in den Helicés 3 und 5 lokalisiert
sind (Abb. 3-7A), wéahrend die Bindungsflache vo@ auf Flap die FTH darstellt
(Abb. 3-7B). Beide ermittelten Bindungsflachen sindUbereinstimmung mit deria Muta-
genese unbacterial two-hybridSystemen bestimmten Bindungsflache fir @eRNAP-Inter-
aktion (Deigharet al, 2008) und eine NMR-Titration vofiN- Flap mit Q ° (Einzelarbeit C,
Abb. S3C) zeigte im Vergleich zuQ keine Unterschiede im Bindungsmuster &Mk Flap,
sodass angenommen werden kann, dass der N-Temainu® keinen Einfluss auf die Bindung
an die Flap hat.
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Abbildung 3-7: Interaktion von Q mit Flap. Q (PDB-ID: 4MO1; hellblauXA) und flap (PDB4D:
4KMU; grau)(B) sind jeweils links in Banderdarstellung und reéhi®berflachendarstellung wiedergegel
Betroffene Reste der Interaktion sind farblich loegehoben (Q: moderat betroffen: orange; stark betrof
rot; Flap: leicht betroffen: gelb; moderat betroffenamge; stark betroffen: rot). Sekundarstrukeement:
und Termini sind beschriftet und das?Zion von Q ist als cyane Kugel dargestelie Abbildung wurd
aus Einzelarbeit C (Abb. 4) entnommen und abge&nder

Da sowohl fir NusA-NTD als auch fiQ die Bindungsflache auflap die FTH darstellt und

Q ebenfalls mit NusA-NTD interagiert (Abb. 3-6) wlerein NMR-basiertes Verdrangungsex-
periment mit Flap und Q an?H,®N-NusA-NTD durchgefiihrt (Einzelarbeit C, Abb. 4Cdun
Abb. S4A). Hierbei zeigte sich, dass keine Intaéakvon NusA-NTD mit Q in Anwesenheit
von Flap stattfindet, sondern NusA-NTD durc® von der FTH verdrangt wird. Daher kann
sowohl eine simultane Bindung vo® und NusA-NTD an dieFTH als auch die Bildung eines
ternaren Komplexes mit NusA-NTD als zentralem Rno@éeisgeschlossen werden.

Im hispausierten NusA: TEC-Komplex bindet NusA-NTD an didH und an die RNARCTD
(Guoet al, 2018). Die mittels einer NMR-Titration von [I,L]A\NusA-NTD mit RNAP (Einzel-
arbeit C, Abb. 3B) bestimmte Bindungsflache von FNuf NusA-NTD zeigt, dass NusA-NTD
dasselbe Bindungsmuster wie mspausierten NusA:TEC-Komplex aufweist, also auch die
core RNAP simultan Uber dieFTH sowie die RNAPCTD kontaktiert. Folglich kann davon
ausgegangen werden, dass die Bindung von NusA-Nildea FTH und die RNAPCTD den
»-nhormalen“ Bindungsmodus von NusA-NTD an die RNAd&gdellt. Um den Einfluss vorQ
auf die NusA-Positionierung an der RNAP zu untensug wurde daher eine NMR-Titration
von?H,®N-NusA-NTD mit RNAP CTD und Flap durchgefiihrt (Abb. 3-8A) und nachfolgend
Q (Abb. 3-8B) zugegeben. Bei Zugabe von RNEFD und Flap zu?H,**N-NusA-NTD tra-
ten jeweils Anderungen der chemischen Verschiehuagé wie sie auch in den binaren NMR-
Systemen voR®N-NusA-NTD mit RNAP CTD (Einzelarbeit C, Abb. S1A) bzwFlap (Ein-
zelarbeit C, Abb. 2A) beobachtet werden konntedass davon ausgegangen werden kann, dass
ein ternarer Komplex assembliert wird. Ebenso siedBindungsflachen von RNAETD und
Flap auf NusA-NTD im ternaren Komplex in Ubereingtiung mit den Interaktionsflachen
der RNAP auf NusA-NTD imhispausierten NusA: TEC-Komplex (G al, 2018) bzw. der
coreRNAP auf NusA-NTD. Folglich gibt déH,**N-NusA-NTD:RNAP CTD: Flap-Komplex
den Bindungszustand von NusA-NTD an der RNAP wie@erch Zugabe vonQ zu dem
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2H,5N-NusA-NTD:RNAP CTD: Flap-Komplex und der anschlieRenden Bestimmundgater
dungsflache auf NusA-NTD wurde der Einfluss va@ auf die NusA-Positionierung an der
RNAP untersucht. Hierbei zeigte sich, dass NusA-Nililch Q von der FTH verdrangt wird
und keine Anderungen fur die Interaktionsflache RMAP CTD auf NusA-NTD sichtbar sind.
Der Einfluss von Q auf die NusA-NTD-Positionierung an der RNAP wuadeh mit der RNAP
selbst untersucht, indem eine NMR-Titration voil,)-NusA-NTD mit RNAP durchgefihrt
und Q hinzugegeben wurde (Abb. 3-8C).

Abbildung 3-8: Q istin der Lage NusA-NTD von der FTH zu verdrangen. (A) NusA-NTD-Bindung al
die RNAP CTD und Flap. (oben) Ausschnitt aus den 2BH,*®N]-HSQC-Spektrender Titration vol
2H,’N-NusA-NTD mit RNAP CTD und Flap (molare Verhéltnisse: 1:0:0, schwarz; 1:2t&p1:2:2, cyan)
(unten) Markierung der von der RNARCTD-Bindung (leicht betroffen: cyan; moderat befieof marinebdu:
stark betroffen: dunkelblau) sowi&lap-Bindung (leicht betroffen: gelb; moderat b#fen: orange; stark be-
troffen: rot) betroffenen Reste auf die Struktun\WwusA-NTD (PDB-ID: 2KWP; hellblau, Oberflachendar-
stellung).(B) NusA-NTD-Bindung an die RNARCTD und Flap in Anwesenheit vonQ. (oben) Ausschnit
aus den 2DiH,'>N]-HSQC-Spektren der Titration vai,>N-NusA-NTD mit RNAP CTD, Flap und Q
(molare Verhaltnisse: 1:0:0:0, schwarz; 1:2:0:@ubl1:2:2:0 cyan; 1:2:2:2, rotjunten) Markierung deiin
Anwesenheit von RNARCTD, Flap und Q betroffenen Restfeicht betroffen: gelb; moderat betroff
orange; stark betroffen: rot) auf NusA-NTD (PDB-IRKWP; hellblau, Oberflachendarstellung)C)
NusA-NTD-Bindung an RNAP in Anwesenheit vo@ (oben) 2D-[*H,*3C]-Methyl-TROSY-Spektren der Tit-
ration von [l,L,V]-NusA-NTD mit RNAP und Q (nolare Verhdltnisse: 1:0:0, schwarz; 1:1:0, ¢
1:1:1, rot).(unten) Markierung der durch Zugabe vo® betroffenen Reste auf NusA-NTD (PDB: 2KWP;
hellblau, Oberflachendarstellung). As mit betroéiaiLV-Sonden sind rot und zwei As aufl@r Seite um d
betroffene ILV-Sonde sind in gelb hervorgehobeffesokeine nicht betroffene IL\&onde in diesem Berei
liegt. Ausgewahlte Signale in (A-C) sind beschtiftad die Pfeile in () zeigen die Richtung der Andert
der chemischen Verschiebung von Signalen durchizaigan RNAP CTD (blau), flap (cyan) sowie Q (rot)
an. Die azide Kopfregion der NusA-NTD (A-C) ist dareine getrichelte Linie hervorgehob&ie zu den i
(A,B) gezeigten Ausschnitten zugehdrigen NBRektren sind in Einzelarbeit C, Abb. S2C bzw. ABYE
zu finden. Die Abbildung wurde aus EinzelarbeitAD§. 3 und Abb. 5) entnommen und abgeandert.
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Wahrend die Zugabe von RNAP zu [I,L,V]-NusA-NTDe&nem Signalintensitatsverlust fuhrte,
konnte bei der nachfolgenden Zugabe v@neine Zunahme der Intensitaten einzelner Signale
von [I,L,V]-NusA-NTD beobachtet werden. Daher egi@l die quantitative Auswertung des
NMR-Systems von [l,L,V]-NusA-NTD mit RNAP undQ uber die Berechnung der Zunahme
der Rest-Signalintensitaten dieses NMR-Systems engMich zu dem NMR-System von
[I,L,V]-NusA-NTD mit RNAP (Details: siehe Einzelaeli C). Die Markierung der durch

Q-Zugabe betroffenen Reste auf die Struktur vonANN3D zeigt, dass sich die Anwesenheit
von Q nur auf die FTH-Bindungsflache auf der NusA-NTD auswirkt, nigatloch auf den
aziden Kopfbereich der NusA-NTD, welcher die Inktian von NusA-NTD mit der
RNAP CTD vermittelt. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstiomg mit dem Ergebnis furQ im
2H,>N-NusA-NTD:RNAP CTD: Flap-Komplex, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass Q in der Lage ist NusA-NTD von deFTH zu verdrangen.

3.3.4 Qverdrangt “vonder FTH

Zur Vermittlung der AT wird Q in der Promotor-Regiopr’ des Phagendurch das QBE (Guo
& Roberts, 2004; Yarnell & Roberts, 1992) an deasperten TEC rekrutiert, dessen Pausierung
durch das Zusammenspiel einéf-abhangigen Pause (Nickelsal, 2002; Perdue & Roberts,
2010; Ringet al, 1996) mit einer EP (Birdt al, 2016; Strobel & Roberts, 2015) vermittelt wird
(siehe Abschnitt 1.6.2). Das Verlassen d€abhangigen Pause geht mit dét-Dissoziation
von der RNAP einher. Es wurden zwei Kréfte fiir Bigsoziation von "°postuliert, die Q
vermittelte Destabilisierung def®RNAP-Interaktion (Shet al, 2019; Yinet al, 2019) sowie
DNA-scrunching(Strobel & Roberts, 2014). Dd%4 (Geszvairet al, 2004), NusA-NTD (Guo
et al, 2018) sowie Q (Deighanret al, 2008) mit der FTH interagieren wurde untersucht, ob

Q bzw. NusA-NTD in der Lage ist®von der FTH zu verdrangen und somit die Holo-RNAP
zu destabilisieren.

Hierzu wurden NMR-basierte VerdrangungsexperimanteN- Flap mit © und NusA-NTD
(Abb. 3-9A) bzw. Q (Abb. 3-9B) durchgefiihrt. Bei Zugabe voff zu*N- Flap konnte ein
starker Signalintensitatsverlust beobachtet werdegicher auf eine Komplexbildung von
5N- Flap mit ° schlieBen lasst. Wahrend die nachfolgende ZugabeNusA-NTD zu dem
15N- Flap: *-Komplex zu keinen signifikanten Anderungen der n@lintensitaten fiihrte,
konnte bei Zugabe vorQ zu dem*N- Flap: >-Komplex eine Signalintensitatszunahme sowie
eine Anderung der chemischen Verschiebung einigelen As der FTH zugehdrigen Signale
von®N- Flap beobachtet werden. Daher kann davon ausgegavegden, dassQ durch Bin-
dung an die FTH in der Lage ist, '° von dieser zu verdrangen. Um den Einfluss von
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NusA-NTD und Q auf die Holo-RNAP, dem physiologisch relevantgat&m, zu untersuchen,

wurde °

mittels **N-Markierung fur 1D-fH,**N]-HSQC-basierte Verdrangungsexperimente
zugéanglich gemacht. Durch Zugabe eines dquimoMeehaltnisses an RNAP 2eN- °wurde
die Holo-RNAP assembliert und NusA-NTD (Abb. 3-9&2w. Q (Abb. 3-9D) zu dieser hin-
zugegeben. Die Zugabe von RNAP2N- " filhrte zu einem starken Signalverlust aufgrund
der GrolRenzunahme durch die Holo-RNAP-Bildung, wabrdie nachfolgende Zugabe von
NusA-NTD keine Anderung der Signalintensitat bewdrkm Gegensatz hierzu fihrte die Zu-
gabe von Q zu dem™N- "“RNAP-Komplex zu einer signifikanten Signalinteéizunahme,
sodass angenommen werden kann, d@ssicht nur in der Lage ist”® von der FTH zu ver-

drangen, sondern auch den Holo-RNAP-Komplex zuathdsieren.

Abbildung 3-9: Q kann "®von der FTH verdrangen und die ":RNAP-Interaktion schwachen. (A,B)
Ausschnitt aus den 20H,*N]-HSQC-Spektren der Titration vdPN- Flap mit °und NusANTD (A) bzw.

Q (B). Molare Verhéltnisse 1:0:0, schwarz; 1:1:0, cyad;2, rot. Zugeordnete Signale sind beschriftel
die Pfeile zagen die Richtung der Anderung der chemischen Vérbahg ausgewahlter Signale durch Zug
von Q (rot) an(C,D) 1D-[*H,'>N]-HSQC-Titration von>N- °mit RNAP und NusA-NTD (C) bzw.Q (D).
Molare Verhdltnisse 1:0:0, schwarz; 1:1:0, cyari;g,:rot. Die zu den Ausschnitten in (A,B) zugebéni
NMR-Spektren sind in Einzelarbeit C, Abb. S5 zu findere Abbildung wurde aus Einzelarbeit C (Abb. 6
und Abb. S5) enthommen und abgeéandert.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass NudA-Wie im hispausierten TEC gesehen,
auch mit dercore RNAP uber die RNAPCTD und die FTH wechselwirkt und Q nicht nur
NusA-NTD, sondern auch’ von der FTH verdrangen sowie def%RNAP-Komplex desta-
bilisieren kann. Die destabilisierende Wirkung vdp auf den Holo-RNAP-Komplex deutet

darauf hin, dassQ die treibende Kraft fiir die Dissoziation voff und damit zum Verlassen
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der Promotor-proximalen’®-abhangigen Pause ist, so wie es auch fiir das ARiRrQ21 des
verwandten Phagen21 angenommen wird (Sht al, 2019; Yinet al, 2019). Q ist ebenso in
der Lage NusA-NTD von derFTH zu verdrangen, wobei keine Anderungen fir dierbkti-
onsflache von RNARCTD auf NusA-NTD sichtbar sind (Abb. 3-8B,C). Esdaher denkbar,
dass Q durch Verdrangung der NusA-NTD von d&TH eine Repositionierung von NusA in
eine AT-stimulierende Konformation induziert, wolbheisA-NTD uber die RNAPCTD an der
RNAP gebunden bleibt, welche als Drehpunkt furRigpositionierung von NusA-NTD an der
RNAP fungieren konnte; in Ubereinstimmung mit Engisben, dass die Interaktion von
NusA-NTD mit der RNAPCTD fir die AT-Effizienz der Q-AT relevant ist (Livet al, 1996).
Da Q und RNAPCTD tuber dieselbe Bindungsflache mit NusA-NTD iatgeren, ware es
auch moglich, dassQ durch Interaktion mit NusA-NTD die RNAETD-Bindung von
NusA-NTD auflést, ohne dass dies iiber eine Andederginteraktionsflache auf NusA-NTD
beobachtbar ware. NMR-basierte Verdrangungsexpataregen jedoch nahe, das3 nur bei
einem hohen molekularen Uberschuss in der LageN#tP CTD von NusA-NTD (Einzelar-
beit B, Abb. 2D,E und Abb. S6A,B) sowie auch vonsWtAR2 (Einzelarbeit B, Abb. 4 und
Abb. S10A,B) zu verdrangen. Somit kdnnte ein hohelarer Uberschuss vorf) zur Dissozi-
ation von NusA von der RNAP fuhren, wodurch der BEffizienz steigernde Effekt von NusA
inhibiert werden wiirde; in Ubereinstimmung mit Bygissen, dass bei dem AT-Mechanismus
des Phagen 82 hohe Konzentrationen von Q82 den stimuliererieiéekt von NusA auf die
Q82-AT inhibiert (Wellset al, 2016).

3.4 NusA - zentraler Interaktionspartner in Antitermina tionsprozessen

NusA stellt ein zentrales regulatorisches Prot&in Transkription dar, welches in vielfaltigen
Prozessen zum Teil gegensatzliche Effekte auf diasébt (siehe Abschnitt 1.4.1). Neben der
Regulation der Elongationsrate des TECs (Zétoai., 2011) sowie der Stimulation von HP-ver-
mittelten Pausen (Artsimovitch & Landick, 2000; etaal, 2010) und der intrinsischen Termi-
nation (Gusarov & Nudler, 2001; Ha al, 2010; Mondakt al, 2016) zeigen die Ergebnisse
dieser Arbeit, dass NusA auch ein zentraler Inteyakpartner in AT-Prozessen ist. So konnte
gezeigt werden, dass NusA nicht nur mit dem AT-&motN (Krupp et al, 2019; Saickt al,
2017), sondern auch mit dem AT-Protef@ (Einzelarbeit B) sowie im Rahmen dem-AT in

E. colimit SuhB (Einzelarbeit A) interagiert.

Wahrend NusA-NTD inhispausierten NusA: TEC-Komplex zugleich an di€l'H sowie an die
RNAP CTD bindet, bildet in der N-AT das AT-Protein N einen terndren Komplex mit
NusA-NTD und der FTH aus und |6st zugleich die NusA-NTD:RNAPTD-Interaktion auf.
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Die Auflosung der Interaktion von NusA-NTD mit d@NAP CTD ermoglicht NusA eine ge-
anderte globale Konformation im Vergleich zuisPause einzunehmen (Abb. 1-6B), welche
mogliche positive Einflisse von NusA auf die Fajimon Terminator-HPs inhibieren und/oder
den RNA-Zugang fur Rho blockieren kénnte (Ga@l, 2018; Kruppet al, 2019). Im Gegen-
satz zur N-AT verdrangt in der Q-AT das AT-Protein Q NusA-NTD von der FTH, wéhrend
die Bindung von NusA-NTD an die RNAETD bei einem &quimolaren Verhéltnis voQ
erhalten bleibt (Abb. 3-8B,C), sodass die RNARD als Drehpunkt fur eine Repositionierung
von NusA in einen terminationsresistenten Zustamjieren konnte. Folglich erscheint eine
Repositionierung von NusA im Vergleich zu deren #®womation im hispausierten
NusA: TEC-Komplex (Gucet al, 2018) ein gemeinsames Schema der AT-Mechanisreen d
Phagen darzustellen. In Ubereinstimmung mit den Ergel@risgon Liuet al, welche zeigen,
dass die NusA-NTD:RNARCTD-Interaktion fur die Effizienz derQ-AT, nicht aber fir die

N-AT-Effizienz relevant ist (Liuet al, 1996), legen die Ergebnisse dieser Arbeit nahss d
NusA-NTD in der Q-AT und in der N-AT jeweils eine unterschiedliche Konformation-ein
nimmt und folglich auf unterschiedliche Art und Beizur AT-Effizienz beitragen kann.

NusA-AR2 ist in der Lage durch Bildung eines intdekularen Komplexes mit NusA-KH1 die
RNA-Bindung von NusA zu inhibieren, wodurch NusAt@nhibiert wird (Schweimeet al,
2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde mittels NMRAtionen von NusA-SKK mit
NusA-AR2 die Bindungsflachen dieser beiden NusA-Roen aufeinander bestimmt (Einzel-
arbeit B, Abb. 5A,B und Abb. S11A,B) sowie anhangsdr ein HADDOCK-Modell
(Dominguezet al, 2003) des autoinhibierten Zustands von NusA-SkKsteit (Abb. 3-10A).
Auf Seiten von NusA-AR2 wird die Autoinhibition dur die C-terminale Helix5 sowie die
beiden As Tyr490 und Phe491 vermittelt, welche aarctder Interaktion von NusA-AR2 mit
RNAP CTD (Schweimeet al, 2011), NusG-NTD (Strauét al, 2016), SuhB (Abb. 3-2) und

Q (Abb. 3-4) beteiligt sind. Mittels NMR-basiertéerdrangungsexperimente konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass neben der RNBPD (Schweimeretal, 2011) auch die
NusG-NTD (Abb. 3-3B), SuhB (Abb. 3-3C) sowi® (Abb. 3-5B) in der Lage sind NusA-AR2
von NusA-SKK zu verdrangen. Folglich kann angenommerden, dass SuhB, NusG-NTD
und Q als Effektoren wirkend die Autoinhibition von Nusufheben und hierdurch eine kon-
textabhangige RNA-Bindung von NusA erleichtern bawluzieren kénnen.

NusA bindet nach Verlassen de€§-Faktors mit seiner NTD und AR2-Doméne an den TEG u
bleibt wahrend der Elongation an diesen gebundeso(idyet al, 2009a). Da NusA-AR2 eine
hohe intramolekulare Flexibilitat aufweist (Eisenmat al, 2005; Saicket al, 2017), im TEC
nur lose an der RNARCTD gebunden ist (Guet al, 2018) und spezifische Interaktionen mit
den TFs SuhB (Abb. 3-2)Q (Abb. 3-4) und NusG-NTD (Strauf al, 2016) eingeht, ist es
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ebenso denkbar, dass NusA-AR2 als eine multifunkt®Rekrutierungsplattform fir TFs wah-
rend der Elongation dient (Abb. 3-10B). Die rekeuien TFs konnten zum einen, wie fi@
gezeigt, NusA kontextabhangig repositionieren uanhitl einhergehend die Effekte von NusA
auf die Transkription modulieren oder aber, wie3ithB gezeigt, in regulatorische Komplexe
integriert werden, welche ihrerseits die RNAP-Ak&vregulieren.

Abbildung 3-10: NusA als Rekrutierungsplattform in der Transkription. (A) Modell des autoinhibiert
Zustands von NusA. NusA-AR2 (PDB-ID: 1WCN; blau}t imm Béanderdarstellung und Nus®KK
(PDB-ID: 5LM9; griin) ist in Oberflachendarstellungiedergegeben. Die Seitenketten von TipAghc
Phe491 sind in rot hervorgehoben und NusA-NTD sdwisA-AR1 sind jeweils als gruner Ellipsoid wieder-
gegeben. Der Ausschnitt links zeigt eine Vergrofigider Bindung von NusA-AR2 an NusA-KHB) NusA
als Rekrutierungsplattform des TECs. NusA-AR2 (PIDB1WCN; blau) ist in Banderdarstellung wiederge-
geben und die Seitenketten der beiden As Trp490 Rmel91 sind in rot hervorgdien. Alle andere
NusA-Doméanen sowie Proteine sind als Ellipsoide dasdiesAusgewahlte Bindungsstellen adér RNAF
sind alsEllipsoide, bzw. in Bénderdarstellung hervorgehobed entsprechend beschriftet. Die blauen F
zeigen Interaktionspartner von NusA-AR2 und diaugraPfeile die Bindungsplattform der durch NusR2
rekrutierten Proteine auf der RNAP an. Die Abbildwvurde aus Dudenhoeffet al, 2020 (Abb. 6) entnom-
men und abgeandert.

Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse didseit die zentrale Rolle von NusA in
der Regulation der bakteriellen Transkription, widdasA, obwohl nicht imrpo-Operon ko-
diert, nicht nur als TF, sondern ahnlich wie ddfaktor, als akzessorische UE der RNAP wéah-
rend der Transkription betrachtet werden konnte.
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6 Eigenanteil

Alle Arbeiten wurden von Stefan H. Knauer betreut.

6.1 Einzelarbeit A

Benjamin R. Dudenhoeffer, Hans Schneider, KrisBahweimer und Stefan H. Knauer (2019):
SuhB is an integral part of the ribosomal antitermnation complex and interacts with
NusA. Nucleic Acids Researetv, 6504-6518.

Die Klonierung der Gene fur die Proteine S4 undBSsbwie deren Expression und Reinigung
erfolgten unter meiner Anleitung durch Hans Scheei®ie NMR-Experimente wurden von
Stefan H. Knauer, Kristian Schweimer und mir geplamter meiner Anleitung wurden von
Hans Schneider die NMR-Titrationen von SuhB mit ddus-Faktoren durchgefihrt, wobei
diese aufgrund von Prazipitationsproblemen unténderten Puffer-Bedingungen von mir in
meiner Doktorarbeit erneut durchgefiihrt sowie awsgtet wurden. Alle NMR-Titrationen mit
[I,L,V]-NusA ebenso wie alle NMR-basierten Verdréngsexperimente wurden von mir in
meiner Doktorarbeit durchgefuhrt und evaluiert. Bierstellung einer Cystein-Variante von
NusA-AR2, deren Fluoreszenz-Markierung und die hidggen Fluoreszenz-Anisotropie-Tit-
rationen mit SuhB wurden von mir in meiner Doktbeit geplant, durchgefuhrt und ausgewer-
tet. Die Herstellung dearnG-RNA wurde von Stefan H. Knauer geplant und vonimimeiner
Doktorarbeit durchgefiihrt. Die analytischen GF-leaufurden von Stefan H. Knauer geplant,
durchgefuhrt und ausgewertet. Alle Abbildungen veurd'on mir erstellt und das Manuskript
wurde von Stefan H. Knauer und mir, mit BeitragleraAutoren, verfasst.

6.2 Einzelarbeit B

Benjamin R. Dudenhoeffer, Jan Borggraefe, KrisBghweimer und Stefan H. Knauer (2020):
NusA directly interacts with antitermination factor Q from phagel . Scientific Report40,
6607-6621.

Unter Anleitung von Stefan H. Knauer erfolgte dialitierung von Expressions- und Reini-
gungsprotokollen der um 36 Aminosauren N-termirekurzten Variante vonQ ( Q %) in
Jan Borggraefes Masterarbeit sowie vdD in meiner Masterarbeit. Die Aufnahmen von
NMR-Spektren zur Rickgrat-Zuordnung vo@ sowie zur Bestimmung der zugehérigen Re-
laxationsraten wurden von Kristian Schweimer duettiprt. Die Rickgrat-Zuordnung voiQ
wurde durch Jan Borggraefe in dessen Masterarbgibrimen. Unter Anleitung von Kristian
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Schweimer wurde von mir in meiner Doktorarbeit B@éckgrat-Zuordnung vonQ zu Ende
gefuhrt sowie die zugehoérigen Relaxationsratenirnest Die NMR-Titrationen von Q bzw.

Q 3% mit den Nus-Faktoren wurden von Stefan H. Knawegant und fiir Q ¢ in Jan Borg-
graefes sowie furQ in meiner Masterarbeit durchgefihrt. Aufgrund Rmazipitationsproble-
men wurde von mir in meiner Doktorarbeit eine Pufdptimierung durchgefihrt und unter
neuen Puffer-Bedingungen Jan Borggraefes sowie enRiMR-Titrationen erneut von mir
durchgefihrt und evaluiert. Die NMR-Titrationen 2odellierung des autoinhibierten Kom-
plexes von NusA sowie alle NMR-basierten Verdrampexperimente wurden von mir in mei-
ner Doktorarbeit geplant, durchgefuhrt und ausg@vebenso wie alle Fluoreszenz-Anisotro-
pie-Titrationen. Alle Abbildungen wurden von mirsellt und das Manuskript von Stefan H.
Knauer und mir, mit Beitrdgen aller Autoren, vesfas

6.3 Einzelarbeit C

Benjamin R. Dudenhoeffer, Marlon Wérner, Jan Bodbl#gel, Kristian Schweimer und Stefan
H. KnauerAntitermination factor Q mediates NusA-NTD rearrangement on RNAP flap.

Manuskript.

In meiner Masterarbeit erfolgte, betreut durch&téfl. Knauer, die Klonierung, Expression und
Reinigung des Flap-Konstrukts deE. coli RNAP. Die NMR-Experimente zur Ruckgrat-Zu-
ordnung sowie zur Bestimmung der Relaxationsragsn lellap-Konstrukts wurden von Kristian
Schweimer durchgefuhrt und unter dessen Anleitumg dan Bodenschlagel ausgewertet. Die
NMR-Titrationen von Flap mit NusA-NTD, Q und Q 3 wurden von Stefan Knauer geplant
und in meiner Masterarbeit von mir durchgefuhrtfgkund von Prazipitationsproblemen wurde
von mir in meiner Doktorarbeit eine Puffer-Optimiag durchgefiihrt und unter meiner Anlei-
tung von Marlon Woérner diese NMR-Titrationen unge@nderten Puffer-Bedingungen erneut
durchgefuhrt und ausgewertet. Die NMR-Titrationem \WWusA-NTD mit RNAPCTD, alle
NMR-Titrationen mit [I,L,V]-NusA-NTD sowie alle NMPbasierten Verdrangungsexperimente
wurden von mir in meiner Doktorarbeit geplant unctem meiner Anleitung von Marlon
Worner in dessen Masterarbeit durchgefiuhrt unduesal Die Planung, Durchfiihrung und Eva-
luation der NMR-basierten Verdrangungsexperimemte V°, Q und NusA-NTD an Flap
bzw. der RNAP erfolgten meinerseits im Rahmen mdektorarbeit. Alle Abbildungen wur-
den von mir erstellt und das Manuskript von Stéflatnauer und mir, mit Beitréagen aller Au-

toren, verfasst.
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7 Einzelarbeiten

7.1 Einzelarbeit A

Benjamin R. Dudenhoeffer, Hans Schneider, KrisBahweimer und Stefan H. Knauer (2019):
SuhB is an integral part of the ribosomal antitermnation complex and interacts with
NusA. Nucleic Acids Researetv, 6504-6518.
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7.2 Einzelarbeit B
Benjamin R. Dudenhoeffer, Jan Borggraefe, Kristian Schweimer und Stefan H. K2@2@y

NusA directly interacts with antitermination factor Q from phage OScientific Report40,
6607-6621.
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7.3 Einzelarbeit C

Benjamin R. Dudenhoeffer, Marlondther, Jan Bodensdgel, Kristian Schweimer und Stefan
H. KnauerAntitermination factor Q mediatesNusA17' UHDUUDQJHPHQW RQ 51%$3
Manuskript.
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Antitermination factor Q mediates NusA-NTD rearrangement
on RNAP flap

Benjamin R. DudenhoefferMarlon Wornet, Jan BodenschladeKristian Schweiméy
Stefan H. Knauér

!Biochemistry 1V - Biopolymers, University of Bayré Universitatsstrale 30, 95447 Bayreuth,

Germany

*To whom correspondence should be addressed. Td9 921 553868; Email:

stefan.knauer@uni-bayreuth.de
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ABSTRACT

A common mechanism of transcription regulation nsitermination (AT) where termination
signals are suppressed. Phdgaises AT to regulate the expression of its lateegeim
Escherichia coli In this process AT proteihQ binds to RNA polymerase (RNAP) and AT
efficiency is enhanced by N-utilization substandeg) factor A. Here we used solution-state
nuclear magnetic resonance spectroscopy to decdipéenolecular basis ofQ-dependent AT
and the role of NusA. We provide structural evidetitat Q directly interacts with the flap tip
helix (FTH) of RNAP, and that it competes with batle ° factor and the N-terminal domain
(NTD) of NusA for binding to the FTH. Our resultglicate that Q-dependent displacement of

Ofrom the FTH may destabilize the holo RNAP to préenpause escape, and thgt may
induce a rearrangement of NusA-NTD on RNAP, sugggsthat NusA-repositioning is a
general scheme in AT.
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INTRODUCTION

The central enzyme of transcription is RNA polynseréRNAPS), which catalyzes the synthesis
of RNA based on a DNA template in a transcriptigole consisting of initiation, elongation,
and termination. All cellular genomes are transatiby multisubunit RNAPs that are conserved
in all domains of life with RNAPs from Gram negativbacteria being the simplest
representatives, comprising five subunits (2x *, ) %2 Bacterial RNAPs have to bindfactor
as only the resulting holoenzyme is capable of ptemspecific initiation. IrEscherichia coli
(E. col) "is responsible for the recognition of housekeepiege promotefsit consists of 4
conserved sequence region$’:-4 that can be divided into subregions 1.1, 1.2, 2.2, 2.3,
2.4,3.0,3.1, 3.2, 4.2, and 4.2 and which fold fiour structural domains Cr1, %, %, %)
connected by flexible linkers. Additionally, a noanserved region (%cr) is located between
r12and k2145 In the holoenzyme ° establishes various contacts with the RNAP, e.g.
r12 "Rz, and "%rzzinteract with the clamp helices of the RNAPsubunit (* CH) © and
"zs1and ra2 bind to the flap-tip helix (FTH) of the flap doinaof the RNAP subunit”?,
Specific promoter recognition by° requires two conserved sequence elements, trendthe
-10 elements with the numbers accounting for tpesition relative to the transcription start
site®. Upon transition to elongation RNAP forms a statenplex with the nucleic acids, the
so-called transcription elongation complex (TEQ)dahe ' factor usually dissociate’s.
Termination of transcription either occurs introadly by RNA hairpin formation or is mediated

by termination factor %,

Antitermination (AT), the suppression of terminatisignals, is a widespread process and was
first discovered in bacteriophag¥, where two distinct mechanisms exist, involvindnei AT
protein N or AT protein Q: N-mediated AT is required for switching from eartydelayed
early gene expression during the lytic life cydle phagé?, whereas Q controls the expression
of the phage’s late gene operon necessary for pgakid lysis. In N-mediated AT, phage
protein N binds to a N-utilizationr(uf) sequence on the nascent RNA and, together wih ho
proteins N utilization substances (Nus) A, B, ] &) alters the TEC into a termination resistant
state by forming a transcription AT complex (TAEY® In Q mediated-AT, phage protei
requires twocis-acting elements within the phage’s late gene ptomBk: a ’°-dependent
pause sequence following transcription initiatian€16 nucleotides (nt}j~**and a subsequent
Q binding element (QBE¥ to alter the TEC into a TAC. At position +13 of @-controlled
operon, RNAP is anchored to the DNA and furthemgcaiption to the "°-dependent pause site
at +16 leads to formation of a scrunched complegroviding a substrate foQ binding®’. At
the pause site’%2 binds to the pause inducing -10-like sequeriédand "%a to the -35 like
element'®, In related phage 21 two?proteins interact with two distinct elements of tQBE
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and are simultaneously interacting with the RNARBozyme. One & binds to the FTH of
RNAP, leading to the disengagement 8&4 from FTH and weakening of° binding on RNAP,
whereas the secondprotein forms a torus by interacting with the Rt channel, forcing
the nascent RNA through the torus, preventing pausind formation of terminator hairpiffs™
A second pause-inducing element (called EPS) istéocdirectly downstream of the -10-like
pause sequencé and determines the frequency at which pause eszapes. Pause escape
involves disengagement of’®, driven by Q-induced destabilization of the’>RNAP
interaction?*23 and DNA scrunching. Afterwards Q becomes a stable component of the
TEC %223 throughout the entire late operon of 262Rbinhibiting pausing and allowing read-
through of multiple intrinsic and-dependent termination sité5?® Despite Qs ability to be
sufficient to mediate AT in phage late gene operlome® NusA stimulates the AT function of
Q substantially” and, as sole of all Nus factors, directly intesagith Q #’.

NusA is a multidomain protein and a versatile ragud of transcription. It is involved in RNA
folding %8, transcriptional pausing associated with nascé Rairpins?®, and intrinsic®3! as
well as -dependent terminatiold®® The N-terminal domain (NTD) is followed by therdains
S1, K homology (KH) 1, and KH2, which form the camep RNA binding motif SKK, and, in
E. coliand otheg-proteobacteria, by two acidic repeat (AR) domaikRR1 and AR2.

NusA-NTD interacts with the FTH of thesubunit and may simultaneously be contacted by the
CTD of one of the subunits @CTD). The SKK maotif recognizes specifically the sparegion

of nut sites, an interaction important in AT processeRl14And AR2 exhibit similar topology
and polarity, but have distinct interaction partnelusA-AR1 solely interacts with phage
protein N during N-dependent AT* whereas NusA-AR2 binds to the NusA-KH1 domain,
preventing RNA binding of SKK and thus autoinhibgi NusA *-27. Upon interaction of
NusA-AR2 with the CTD, NusA autoinhibition is released an€TD is hindered from
reattaching to the upstream promdfei® Moreover, NusA-AR2 serves as recruitment platform

for various transcriptional regulators, such as@ltfsribosomal AT protein Suhf8*andl Q ',

NusA'’s effect on transcription strongly dependsitsrglobal conformation, which, in turn, is
determined by the mode how NusA-NTD interacts witle FTH. For example, during
NusA-stimulated pause enhancement, NusA-NTD cositaet FTH and theCTD. In contrast,
NusA may enhanceN-dependent AT. Here, proteimN repositions NusA-NTD by disrupting
the NusA-NTD: CTD interaction, allowing a 45 ° rotation arounce thelix connecting
NusA-NTD and NusA-SKK. Consequently, NusA-NTD aridi form a tripod shaped complex,
which engages with the FTH, stimulatiny-dependent AT
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As mentioned above, NusA can also enhar@alependent AT substantially. Interestingly,
| Q specifically contacts two domains of NusA: NusADand NusA-AR2. The NusA-ARRQ
interaction has been suggested to be involvedemeabruitment mechanism b, whereas the
function of | Q:NusA-NTD interaction remains elusive. The factatthNusA-mediated
stimulation of N-dependent AT relies on repositioning of NusA-NBDggests that also
Q-mediated AT may require another binding mode as ANTD. Here, we used solution state
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopyttystow the interplay of NusA-NTD with
the CTD and the FTH is affected by the presende(@fWe identify thd Q:FTH interface and
demonstrate thatQ and NusA-NTD compete for binding to the FTH andat form a ternary
complex. Our results also indicate th& repositions NusA-NTD on the RNAP, which might
be a key step in transforming NusA from a termmatnhancing to an AT-stimulating factor.
Furthermore, our analysis reveals th@tis able to displace’ from the FTH, destabilizing the
RNAP holoenzyme, without the need of additionalrgpgrovided by DNA scrunching. Thus,
Q might be the crucial factor for escaping of tlE&CTfrom the "°-dependent pausing site.
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MATERIAL AND METHODS

Cloning. The gene encoding thdélap construct lacking the i9 region fro coliRNAP -UE
(amino acids 829-938 and 1039-1060) was provide@GbgnScript (Piscataway, NJ, USA) in
vector pUC57. The gene was amplified using polyserachain reaction (primers:
5’-catgccatgggaaccaccatccacattcagg-3° and 5 -agjg@atacggcgttttaccgec-3°; Metabion,
Martinsried, Germany) and cloned into a pETGBlaession vector (provided by Gunter Stier,
EMBL Heidelberg, Germanwia Ncd and BamH restriction sites. The recombinant plasmid
pETGB1a_betaflap allowed the expression ftdp, resulting in a fusion protein with a hexa-
histidine tag, a B1 domain of streptococcal protsifGB1) solubility tag and a Tobacco Etch

Virus (TEV) cleavage site at its N-terminus.

Gene expression and protein purification Production ofNusA-NTD %, CTD *3, RNAP %4,
045 Q, and Q 3 2" was carried out as previously described. RNAP itack CTD
(RNAPP €TP: amino acids 1-235 of theUE are missing) was produced as RNAP.

flap expression was done in Lysogeny broth (LB) medismpplemented with 30g/ml
kanamycin) usingE. coli BL21 ( DE3) cells (Novagen, Madison, USA) harboring
pETGBqa_betaflap. LB medium was inoculated by a@rioight preculture grown at 37 °C to
an optical density at 600 nr@Dsoo) of 0.2. After reaching a®Dsoo of 0.5 the temperature was
reduced to 16 °C and at @MDsoo 0f 0.7 expression was induced by addition of OM isopropy!

-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Cells were hated after overnight growth by
centrifugation (6,000 xg, 10 min, 4 °C) and resuspended in buffer A (20 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris)/HCI, pH 7140 mM NacCl, 5 %(v/v) glycerol, 1 mM
Dithiothreitol (DTT); ~4 ml per g cells) before Ingi lysed by a microfluidizer (Microfluidics,
Newton, USA). The lysate was cleared from debrisdaytrifugation (1300 xg, 30 min, 4 °C)
and subsequent filtration (0.45 um filter). Afterds, the crude extract was applied to a 5 ml
HisTrap HP column (GE Healthcare, Chalfont St GiléK) equilibrated with buffer A. After
washing with 20 column volumes buffer A HiSb1- flap was elutediia a step gradient with
increasing imidazole concentrations (50 mM - 1 Mbuffer A). Target protein containing
fractions were combined and the protein was cleayebEV protease during overnight dialysis
against 4 | buffer A (molecular weight cut-off (MV@J 3,500 Da) at 4 °C. For removal of the
cleaved His-Gb1 tag the dialysate was applied to a 5 ml HigTH& column equilibrated. The
column was washed with buffer A and elution wasriedr out with a step gradient with
increasing imidazole concentrations (50 mM - 1 Mburffer A). flap containing fractions were
combined and after dialysis overnight against buffé (50 mM 3-{N-morpholino)
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propanesulfonic acid (MOPS) buffer, pH 6.5, 300 mM&ICI, 150 mM D-Glucose, 5 mM DTT)
(MWCO 3500 Da) at 4 °C, concentrated by ultrafiltration®{d/@O 3,000 Da), shock frozen in
liquid nitrogen, and stored at -80 °C.

Quality control of proteins. Quality of proteins used in this study was checiiedording to
guidelines established by ARBRE-MOBIEU and P4EUp@if/arbre-mobieu.eu/guidelines-on-
protein-quality-control/). In brief, sodium dodecsdiifate polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) was used for checking protein purity, \d¥ spectroscopy from 220-400 nm
(Nanodrop ND-100 spectrometer, PEQLAB, Erlangenntay) for checking the absence of
nucleic acids and aggregates, analytical gel fittra(Superdex 75 or a Superdex 200 10/300
GL column, GE Healthcare, Munich, Germany) for ¢fweg protein homogeneity, and circular
dichroism (CD) spectroscopy from 190-240 nm (1 moartg cuvette; J-1100, JASCO,
Pfungstadt, Germany) for checking the folding statease of unlabelledlap additionally one
dimensionaltH-NMR spectra were recorded to assess its foldiatg sProtein concentrations
were determined by measuring the absorbance ahr28(L0 mm quartz cuvette, Hellma,
Millheim, Germany) on a Biospectrometer basic (Epjoef, Hamburg, Germany). Identity was
confirmed by peptide mass fingerprinting (DeparttadiBiochemistry, University of Bayreuth,
Germany).

Isotopic labelling of proteins. Protein labelling was done by growirkg coli cells in M9
medium “®47. For uniform *N-labelling ¢°NHa):SQ: (CortecNet, Voisins-Le-Bretonneux,
France) was added as sole nitrogen source. Foeyeration of proteins M9 medium was
prepared with 99.9 % (v/v) 4D; Eurisotop, Saint-Aubin, France) andglucose as carbon
source. flap was perdeuterated aréC,°N-labelled for NMR backbone assignment; here
13C,d-glucose was used as carbon source. Productidteedpecific fH,13C]-labelled lle, Leu,
and Val methyl groups ([l,L,V]-labelling) in perdiewated NusA-NTD is based on published
protocols®. In brief, E. coli cells were grown as described for the productiopendeuterated
proteins, but 1 h before induction 60 mg/l 2-ketds3-1°C-butyrate and 100 mg/l
2-keto-3-methyl-e3-ci-4-*C-butyrate (both from Eurisotop, St. Aubin Cederariee) were
added. Expression and purification protocols oélisal proteins were the same as for unlabelled
proteins.

NMR experiments. NMR experiments were conducted at 298 K on Brukeance700 MHz,
Bruker Ascend Aeo®00 MHz, and BrukeAscend Aeorl 000 MHz spectrometers, all being
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equipped with cryogenically cooled inverse tripEssanance probes. Apodization, Forurier
transformation, phase correction and baseline coorewas done by in-house routines. Two
dimensional (2D) and three dimensional (3D) speetere visualised and analysed by
NMRViewJ (One Moon Scientific, Inc., Westfield, NJSA), one dimensional (1D) spectra
were plotted with MatLab (The MathWorks, Inc., Mers7.1.0.183).

Standard double and triple resonance experimeuts aample of 500 pul (5 mm tube) 260 uM
2H,5%C ®*N- flap in 10 mM K-P (pH 7.0), 50 mM KCI, 1 mM DTT 208 K“***°were used for
resonance assignment of th8ap backbone.Backbone amide resonance assignments of

aCTD %, NusA-NTD*4 and Q 2" were taken from previous studies.

Interaction studies of NusA-NTDFlap and NusA-NTD:CTD were performed in 5 mm tubes
with an initial sample volume of 500 pl. The progwere in 50 mM Na-P, pH 6.5, 100 mM
NaCl, 150 mM D-Glucose, 5 mM DTT. All other NMRrations/interaction studies were done
in 3 mm NMR tubes with an initial sample volume 280 pl using 50 mM MOPS, pH 6.5,
300 mM NaCl, 150 mM D-Glucose, 5 mM DTT (exceptidar experiments involving
proteins were in 50 mM MOPS, pH 6.5, 500 mM NaGl) InM D-Glucose, 5 mM DTT). All
samples contained 10 % (v/v}@for locking. For titrations with with ILV-labelleNusA-NTD
the buffer was prepared with 99.9 % (v/\)@D

In order to compare 1D spectra and signal intexssiof 2D spectra the intensities were
normalized by protein concentration, number of scdength of the 90° proton pulse, and
receiver gain.

If the system was in slow and/or intermediate ergleaon the NMR time scale (experiments
involving ILV-labelled NusA-NTD and®N- Q: flap) the signal intensities of 2D spectra were
analysed quantitatively by calculating relativeeimtities as describé@>% In brief, for each
titration step the intensities were first normatizby the 90° proton pulse, receiver gain,
concentration, and number of scans. Afterwardshtdrmalized intensities of a certain titration
step were divided by the normalized intensitietheffree, labelled protein. In order to identify
affected residues the mean relative signal intgnsids calculated in a titration step and
thresholds were defined at 1.25 angl &f the mean value for tHéN- Q: flap interaction and
0.5 and 1s for all studies involving ILV-NusA-NTD. Residuesitiv relative signal intensities

below these thresholds were classified as modgratedtrongly affected, respectively.

If the system was in the fast regime on the chensigift timescale normalized chemical shift
changes@dom) Were calculated according to equation (1) fet,°N] correlation spectra, with

Ddbeing the resonance frequency difference in ppm.
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norm H N (1)
Residues were classified as slightly, moderatelynd astrongly affected, if
0.04 ppmE Dchorm < 0.08 ppm, 0.08 Dchorm< 0.12 ppm, an®dorm® 0.12 ppm, respectively.

Both NusA-NTD: flap and NusA-NTD:CTD [*H,"®N]-HSQC titrations allowed the calculation
of dissociation constant&g). Data was fitted to a two-state binding equat@n

! "#$! "#

(2)

is the normalized resonance frequency differendelz], endis the normalized resonance
frequency difference between free and bound prateHz], r is the ratio of protein to labeled
protein andP] o total concentration dfN labeled protein; reduction {®] o due to dilution was
taken into account for fitting. Fitting was donettwMatLab (The MathWorks, Inc., Version
7.1.0.183) andkpo and enawere used as fitting parameters.

Programs. Protein structures were visualised with PyMOL Molar Graphics System
(Version 1.7, Schrodinger, LLC.).
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RESULTS
The solution structure of the flap construct flapP

The flap region of the RNAP subunit forms the wall of the RNA exit channellwan helix

at the tip called flap tip Helix (FTH), which functions as lid andg@ates the width of the
channel. Consequently, the FTH is a central elensérttanscription regulation. The FTH
interacts, on the one hand, with the nascent RiMAarcing pausing and intrinsic termination
efficiency °2°3 and, on the other hand, with transcription fe&t®such as © 78
NusA 1°16:29.304259nd phage AT proteins N ®and Q °° which regulate transcription in
various, sometimes opposing, ways. Due to its highility > no interpretable electron density
is available for the FTH in many RNAP structu?&s®

Thus, we decided to study th#ap region by solution state NMR spectroscopy gederated a
construct termedflap”that is suitable for this technique. It compriagsino acids 829-1060 of
the subunit, but the 99 amino acid long i9 helicesiciwtextend deep into the interior of the
RNAP, were deleted, resulting in a 136 amino actdgin (residues 829-938 and 1039-1060 of
-subunit; Fig. 1A, inset). We assigned 92.9 % efdimide backbone signals and 96.2 % of the
C? backbone signals oflap® (Fig. 1A). Unassigned residues are mainly locatachstructured
areas. The chemical shift index (CSI) ofabd & atoms of flapP is in perfect agreement with
the corresponding region in the crystal structufeRBIAP (Fig. 1B), confirming that our
construct is correctly folded, i.e. it consists afshorta-helix (al) and a four-stranded
antiparallel -sheet (1- 4) with the FTH being inserted between stran?lsand 3 via long
flexible arms. Moreover, it is important to notatthe FTH (residues 897-906) is a well-defined
a-helix and that interactions of the FTH can thugbefectly studied by NMR spectroscopy.
We also determined théN relaxation behavior offlap® at 16.8 T magnetic field strength to
characterize the overall tumbling of the proteid #me flexibility of the FTH (Fig. 1C,D). The
FTH and the neighbouring regions (amino acids 8B2r®ave increaseléh and decreasei:
values, confirming that the FTH is highly mobiledatinat this flexibility is conferred by the
adjacent unstructured arm regions, in agreemehtfmidings for the FTH fronBacillus subtilis
RNAP % Excluding the FTH and flexible loops, we obtairsaeraged®N relaxation rate®:
andR: of 0.94 &' and 17.67°$, respectively, which correspond to a rotation elation time of
11 ns assuming anisotropic tumbling and an eloxgstiepe.
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Figure 1: Structure of flapP in solution. (A) Crystal structure offlap® in ribbon representation (grey),
coordinates taken from the crystal structur&o€oli core RNAP (PDB ID: 4KMU). Termini and secondary
structure elements are labelled. Sequence positite flap tip helix (FTH) is marked by amino acid numder
the position of théi9 helices is indicated. Amine backbone signalgyassl by NMR spectroscopy are shown
in grey, unassigned amine backbone signals aréatkbThe inset shows RNAP in surface representation
(grey) with flapPand the i9 helices in ribbon representation coldimered and dark grey, respectivelB)
Chemical shift index (CSI) for Cand & of flap® versus sequence position. Secondary structuresatsm
from (A) are shown below. Red triangles mark urgassi residue¢C) R, and(D) R. versus sequence position
of flap®. Red trianglesnark residues the rates of which could not be deéterd. The position of the FTH is
indicated in grey.

NusA-NTD binding on RNAP- flap

In order to test the functionality oflapPwe studied its interaction with a known bindingtpar,
NusA-NTD, by NMR spectroscopi?*2°>* First, °N-NusA-NTD was titrated with flap® and
one-dimensional (1D) and two-dimensional (2D)H,f°N] heteronuclear single quantum
coherence (HSQC) spectra were recorded after @gation step (Fig. 2A). Addition offlap®
led to significant chemical shift perturbations '8K-NusA-NTD, indicating fast chemical
exchange on the NMR timescale. Normalized chensb#t changes ( norm) Were plotted
against the amino acid sequence of NusA-NTD to tiflemaffected residues, which were,
subsequently, mapped on the structure of NusA-NR&sidues affected byflap binding are
located in helices1, 2, and 4, and form a continuous interaction surface abtittom part of
the NusA-NTD body, in agreement with previous répdnat found that these helices together
with residues from the hydrophobic core createdrdyhobic binding pocket for the FTa4>4
Next, we performed the reverse titration and addesiA-NTD to**N- flapP (Fig. 2B).
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Figure 2: NusA-NTD interacts with flapP. (A) Titration of >N-NusA-NTD with flap®. (top)

2D [*H,**N]-HSQC spectra of the titration. Molar ratios: 1lflack; 1:0.5, orange; 1:1, cyan; 1:2, purple;
1:3, yellow, 1:4, red (concentration BN-NusA-NTD: 200 uM; concentration oflap® stock: 400 pM). The
panel on the right side shows a magnification eftibxed region. Selected signals are labelledwariadicate
changes of chemical shifts. The inset shows the H)'*N]-HSQC spectra of certain titration steps.
(middle, left) Normalized chemical shift changes'@fi-NusA-NTD versus sequence position. Thresholds for
slightly (0.04 ppm£  nom < 0.08 ppm), moderately (0.08 ppfn  nom < 0.12 ppm), and strongly

( nom3 0.12 ppm) affected residues are indicated by lawebrange, and red line. Unassigned residues are
marked as red trianglggniddle, right) Titration curves of selected residue$®F-NusA-NTD. The individual
curves represent the best fit to a two-componerit,binding equation, yielding an averal§e value of
197 + 47 uM(bottom) Mapping of affected residues on the structure g ANNTD (PDB ID: 2KWP; light
blue) in ribbon (left) and surface (right) represgion. The colour code is indicated. Termini andoselary
structure elements are labelled, the body andabigkd region are indicatg@) Titration of 15N- flap® with
NusA-NTD (top) 2D [*H,**N]-HSQC spectra of the titration. Molar ratios: Iback; 1:0.5, orange; 1:1, cyan;
1:2, purple; 1:3, yellow, 1:4, red (concentratidnt®- flap®: 200 uM; concentration of NusA-NTD stock:
1 mM). The right panel shows a magnification ofltio&ed region. Selected signals are labelled, chadrsift
perturbations are indicated by arrows. The insetvshselected 1D'H,*>N]-HSQC spectra(middle, left)
Normalized chemical shift changes &N- flap® versus sequence position. Representation as in (A)
(middle, right) NMR titration curve for selected residues'®™- flap®. The binding curves were fitted to a
two-component 1:1 binding equation, yieldingmvalue of 163 + 22 pMbottom) Mapping of the affected
residues from on the structure dfap® (PDB ID: 4KMU; grey). Representation and coloudeas in (A).
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Again, the system was in fast chemical exchangthabwe calculated norm and plotted it
against the amino acid sequenceftp®. Mapping of affected residues on the structureflap®
reveals that only the FTH and residues in the adjadlexible arms are involved in the
interaction with strongly affected residues beinogrd in the FTH (E898, L902, R903, 1905,
F906) and the C-terminal arm, in perfect agreemtit previous studie§*>®5¢ As both
systems were in fast chemical exchakgevalues could be determined for both interactions
using a two-state binding model, yielding 197+47 (it the *®N-NusA-NTD: flap and
163+22 uM for thé*N- flap:NusA-NTD interaction, respectively.

Overall, we conclude that ouflap construct is fully functional and perfectlyitad to study the
interplay of the FTH with NusA-NTD andQ.

NusA-NTD contacts FTH and CTD simultaneously

During his operon-mediated TEC pausing NusA-NTD interactsamy with the FTH but also
contacts the CTD with both interactions being necessary for eckaent of transcriptional
pausing® Thus, we set out to follow the assembly of thedey NusA-NTD: flap®: CTD
complex by NMR spectroscopy. This, however, reqliiest the determination of theCTD
interaction surface of NusA-NTD andce versawhich was accomplished by titrating either
1>N-NusA-NTD with CTD or ™N- CTD with NusA-NTD and recording"fi,®>N]-HSQC
spectra after each titration step (Supplementagy §1). CTD binding affects primarily the
acidic head region and the adjacent strar@land 4 of NusA-NTD, whereas NusA-NTD
contacts CTD helices 1, 3, and 4, all data being in agreement with a previous refo
Affinities were determined as 27+9 puM for thN-NusA-NTD: CTD and 23+6 uM for the
15N- CTD:NusA-NTD interaction. To check thatlap® does not bind toCTD we performed
NMR titrations of'°N- flap® with CTD andvice versaSupplementary Figure S2A,B). Even
addition of a two-fold excess of the unlabelled poment did not change th#[**N]-HSQC
spectra of°N-labelled protein, ruling out complex formation.

In order to assemble the ternary NusA-NTixp®: CTD complex as observed in this-paused
TEC, we titratedH,">N-NusA-NTD with CTD and then addedlapP® (Fig. 3A, Supplementary
Fig. S2C). The presence ofcTD led to the changes of tHel,®>N-NusA-NTD spectrum
indicating complex formation (Supplementary FigA%1The subsequent addition oflapP
resulted in chemical shift perturbations typicat fhe 2H,>N-NusA-NTD: flap® interaction
(Fig. 2A). Strikingly?H,"®N-NusA-NTD signals shifting uponCTD binding were not affected
by the presence of flap® andvice versaindicating that the binding sites on NusA-NTD are

distinct and not overlapping. To complement oudifigs we asked if this ternary complex can
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also occur with complete RNAP, but under non-payistonditions. Thus, we tested the
assembly of this complex using RNAP instead ftdip®. Due to the huge molecular mass of
RNAP we utilized'H,'*C-labelled methyl groups of lle, Leu and Val as N¥&ive probes in
deuterated NusA-NTD and carried out transverse xaéilan optimized spectroscopy
(TROSY)-based titrations with RNAP (Fig. 3B) and RNAP variant lacking the CTD
(RNAP €™) (Fig. 3C). In both cases signal intensity deazdason-uniformly which may be
attributed to a combination of several effectsti{@ increase in molecular mass due to complex
formation led to a general decrease in signal sitgn(ii) signal intensity of NusA-NTD methyl
groups in the RNAP binding site is decreased moomgly than that of methyl groups located
elsewhere due to dipol:dipol interactions with prt of RNAP, (iii) chemical exchange
processes may affect signal intensity. The lossgofal intensity was analysed quantitatively by
calculating relative intensities in each titratgiep (see Material and Methods), which was then
plotted against the amino acid sequence of NusA-NF@Qure 3B,C). The mean relative
intensity was calculated and thresholds at (aBd 1.0 below the mean relative single intensity
were introduced to identify moderately and stroraffected residues, respectively. These were
mapped on the structure of NusA-NTD and, due tdahenumber of ILV probes, the binding
sites were graphically extended by highlightingrreo acids on either side of an affected ILV
residue (if they were not unaffected ILV residulesmselves; Fig. 3B,C and Supplementary
Fig. S2 D,E). Binding of RNAP affects residues biotthe acidic head and in the body, whereas
RNAP €TP contacts NusA-NTD only at its body, corroboratmgy findings using flap® and

CTD. Finally, the binding sites identified b{H,*°N]-based titrations are in perfect agreement
with the interaction surfaces observed in tigpaused TEC?®, confirming that our flapP
construct is perfectly suitable to study the FTHaomolecular level. Moreover, our results
demonstrate that NusA-NTD contacts the FTH and @ED simultaneously in isolated RNAP,
suggesting that these interactions are not onlyired to mediate NusA-enhanced pausing, but
represent the normal binding mode of NusA-NTD.
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Figure 3: NusA-NTD interacts with CTD and flap simultaneously. (A) Titration of 250 uM
2H,’>N-NusA-NTD with CTD and flap®. (top) Section of 2D 1H,'5N]-HSQC spectra. Molar ratio of
2H,'>N-NusA-NTD: CTD: flap® = 1:0:0, black; = 1:1:0, blue; = 1:2:0, cyan; 2:1; orange; = 1:2:2, red.
Selected signals are assigned. Cyan and red aimdigate chemical shift changes upon addition@TD and
flapP, respectively(middle) HSQC-derived normalized chemical shift change¥34oN-NusA-NTD in the
presence of 2 equivalentsCTD (black) and after addition of 2 equivalentflap to the
2H,1>N-NusA-NTD: CTD complex (cyan). Thresholds for slightly (0.04p€ norm< 0.08 ppm), moderately
(0.08 ppmE  norm < 0.12 ppm), and strongly (norm 3 0.12 ppm) affected residues are indicagetlow,
orange, and red horizontal lines. Unassigned residire marked as red trianglésottom) Mapping of
affected residues on the structure of NusA-NTD (PDB2KWP; light blue, surface representation). The
acidic head is separated from the body region dgshed line. The colour code is indicai@]C) Interaction
of ILV-NusA-NTD with RNAP (B) and RNAP €™ (C). (top) 2D [*H,'3C]-Methyl-TROSY spectra of
ILV-NusA-NTD in the absence (black, 75 uM ILV-NusAT®) and presence of RNAP/ RNAPFT (cyan,
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molar ratio 1:1, 38 uM / 19 uM ILV-NusA-NTD; red, fiao ratio 1:2, 20 uM / 12 uM ILV-NusA-NTD).
Selected signals are labelldchiddle) Relative intensities of ILV-NusA-NTD methyl groupgsils in the
presence of one equivalent of RNAP / RNAPP versus sequence position of NusA-NTD. The dashmed i
indicates the average relative signal intensitgnge and red lines mark the thresholds for modgrédeb

of average relative signal intensity) and stron@y) of average relative signal intensity) affectechalg.
(bottom) Mapping of affected residues on the structure o$ANNTD (PDB ID: 2KWP; light blue, surface
representation). For graphical illustration of iteraction site the complete amino acid is coldytke colour
code is indicated). The acidic head and body regéwa separated by a dashed |{pg.Cryo-EM structure of
paused TEC with bound NusA (PDB ID: 6FLQ). RNAP iswhan surface representation (grey) witBTD
and flap® highlighted in dark grey. NusA (light blue, NusAFR; cyan, NusA-SKK-AR1-AR2) and nucleic
acids are shown in ribbon representation (brownARMheat, DNA). NusA-NTD residues affected b§TD
binding (see also Fig. S1) and interaction witlap® (see also Fig. 2) are highlighted. Panels showildeif
the boxed regions. Termini and secondary structeraents are labelled.

| Q:FTH binding surface

The FTH is not only the anchor point for NusA-NTiiut also for phage AT proteins N °1¢
and Q. Although cryoEM structures of Q-modified TECs axailable for phage 2% the
molecular basis of Q binding to RNAP FTH is not well understood. Thu® carried out a
[*H,**N]-HSQC-based titration where we addefilap® to °N-1 Q. Only minor changes in
chemical shifts were observable, but a non-unifdearease in signal intensity (Fig. 4A and
Supplementary Fig. S3A). Relative intensities 'efl-l Q signals in the presence of two
equivalents of flapPwere plotted against the amino acid sequend¢e&énd affected residues
were mapped on the structurel @ (Fig. 4A). A continuous binding surface is nosetvable,
but residues strongly affected bijapP binding are located in heliceg (N68, M71, H75, V77),

3 (L99, F102, A112), and5 (A160) and form a hydrophobic cluster. Helic8sand 5 being
involved in the interaction withflapPis in agreement with data obtained from a bacténial
hybrid approach®. The N-terminus of Q, i.e. amino acids 1-67, is unstructurédResidues
38-67 are not affected byflap® binding and, although not assigned, signals cpording to
amino acids 1-37 are located between 7.5 and 8Gpthe proton dimension and their intensity

is not decreased. Thus, we conclude that @é\-terminus is not involved in binding télap®.

In order to determine tHeQ binding site on flapPwe titrated™®N- flapPwith | Q (Fig. 4B and
Supplementary Fig. S3B), resulting in significaettprbations of°N- flap® chemical shifts.
Plotting of  norm against the amino acid sequence fdp® identified three residues that are
significantly affected by Q binding (L901, L902, FO906) and highlighting themthe structure
of flap® shows that all are located on one side of the FTHgreement with a previous repott
Repeating the titration with laQ variant lacking 36 amino acids at the N-termitiu@™® , %)

resulted in the same binding site drapP, confirming that the N-terminus bfQ is not involved
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in binding to the FTH. In summary, our findings gegt that the FTH recognizé®) via

hydrophobic interactions.

Figure 4: : Q binds to FTH and disrupts the NusA-NTD: flapP interaction. (A) Titration of N- Q with
flapP. (top) Section of 2DYH,*N]-BEST-TROSY spectra of the titration (concentratdd >N- Q : 175 uM).
Molar ratios: 1:0, black; 1:0.5, orange; 1:1, cyar? red. Selected signals are labelled. Arrowscate
chemical shift change¢middle) Relative intensities of"N- Q signals in the presence of 2 equivalents of
flap®. The dashed line marks the average relative sigtaisity, orange and red lines indicate threshéid
moderately (1.25 of average relative signal intensity) and stror(@lp of average relative signal intensity)
affected signals(bottom) Mapping of affected residues from on the structfreQ (PDB ID: 4MO1,; light
blue, left: ribbon representation; right: surfagpresentation). The colour code is indicated. Termaimd
secondary structure elements are labellé8) Titration of °N- flap® with Q. (top) Section of
2D [*H,'>N]-HSQC spectra of the titration (concentration'®ti- flap®: 175 pM). Molar ratios: 1:0, black;
1:0.5, orange; 1:1, cyan; 1:2 red. Selected sigaralsabelled and chemical shift perturbationsradieated by
arrows. (middle) Normalized chemical shift changes BN- flap® in the presence of 2 equivalent®.
Thresholds for slightly (0.04 ppBl  norm < 0.08 ppm), moderately (0.08 ppEn o < 0.12 ppm), and
strongly ( norm 3 0.12 ppm) affected residues are indicated by yellorange, and red lines. Unassigned
residues are indicated by red triangl@g®ttom) Mapping of the affected residues from on the s$tmecof
flap® (PDB ID: 4KMU; grey) in ribbon (left) and surfa¢gght) representation. The colour code is indidate
Termini and secondary structure elements are lab¢® Q displaces NusA-NTD fromflap®. (top) Section
of the 2D [H,**N]J-HSQC spectra of a competition experimerttftSN-NusA-NTD with flap®and Q (initial
concentration ofH,'>N-NusA-NTD: 250 uM). Molar ratios: 1:0:0, black2t0, cyan; 1:2:2, orange; 1:2:4, red.
Selected signals are labelled. Arrows indicate gharmf?H,*N-NusA-NTD chemical shifts upon addition of
flap (cyan) and Q (red), respectivelybottom) Scheme of the displacement experiment.
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| Q and NusA-NTD compete for FTH binding

The binding mode of NusA to RNAP determines the@flNusA exerts on transcription. Binding
of NusA-NTD to both FTH andCTD leads to an enhancement of transcriptionalipgusnd
intrinsic termination?®*% During N-dependent AT, N disrupts the CTD:NusA-NTD
interaction and forms a tripod shaped complex WwitisA-NTD that binds to the FTH so that
both NusA-NTD and N establish contacts to the FTH, remodelirt§ ie T the same time NusA-
NTD is repositioned, allowing the TEC to read tlgbypausing and termination sign&ig6-2°

In1 Q-mediated AT Q binds to the FTH and is able to interact with ATD with the ladder
binding site overlapping with theCTD:NusA-NTD interaction surfacg. Thus, we asked how
| Q affects the mode of NusA-NTD binding. First wstégl if NusA-NTD,| Q and the FTH can
form a ternary complex, maybe similar to the compievolved in N-mediated AT, carrying
out [*H,®N]-HSQC-based competition experiments. Addition B&pP to 2H,>N-NusA-NTD
resulted in changes of tBE,**N-NusA-NTD spectrum indicating complex formatiorigF4C
and Supplementary Fig. S4A). Subsequent titratidgh InQ reversed these changes, implying
thatl Q displaces flap® from NusA-NTD and that no ternary NusA-NT):FTH complex is
formed. In a follow-up titration, we studied howetlpresence of Q affects the ternary
CTD:NusA-NTD: flap® complex (Fig. 5A and Supplementary Fig. S4B). \tfgeal CTD and
flap® subsequently tcH,**N-NusA-NTD (molar ratio 1:1:1) leading to changes the
2H,>N-NusA-NTD spectrum confirming the formation of tteznary complex (see also Fig. 3).
Strikingly, the addition of 1Q partly reversed those changes caused by
2H,5N-NusA-NTD: flap® binding (e.g. L32 and V100), whereas chemicaltgbgfturbations
due to?H,'>N-NusA-NTD: CTD binding were not affected. This finding indiestthatl Q
displaces flap® from NusA-NTD, in agreement with our previous expent, whereas the
CTD:NusA-NTD interaction remains unaffected, indieg that the affinity of Q for FTH is
higher than for NusA-NTD. To corroborate our resuita more native environment we assessed
how | Q affects the binding mode of NusA-NTD on complBfdAP using ILV-NusA-NTD
(Fig. 5B). Addition of RNAP to ILV-NusA-NTD in a mar ration of 1:1 resulted in a
non-uniform decrease of intensity of NusA-NTD metmpup signals due to complex formation
as shown before (Fig. 3B). When this complex waatéd withl Q the intensity of some signals
increased. To analyze the effectl@ quantitatively, we calculated the difference eftive
intensities of ILV-NusA-NTD signals in the ILV-NTRNAP: | Q complex (1:1:1) and in the
ILV-NusA-NTD:RNAP complex (1:1) and mapped it agstithe amino acid sequence position
of NusA-NTD. Next, we introduced thresholds at §.8nd 1.0s of the mean relative intensity
change to identify moderately and strongly affece=idues, respectively.
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Figure 5: In the presence of Q NusA-NTD interacts only with the CTD. (A) Q disrupts the
NusA-NTD: flap® interaction in a NusA-NTDflap®: CTD complex. (top) A section of the
2D [*H,'>N]-HSQC spectra of a competition experiment wher® is added to a preformed
2H,'5N-NusA-NTD: flapP: CTD ternary complex (initial concentration &f,>N-NusA-NTD: 250 pM).
Molar ratios: H,'>N-NusA-NTD: CTD: flap® Q = 1:0:0:0, black; = 1:2:0:0, cyan; = 1:2:2:0, dlu
=1:2:2:1, orange; = 1:2:2:2, red. Selected signatslabelled. Arrows show the chemical shift cleengf
2H,'>N-NusA-NTD upon addition of CTD (cyan), flap (dark blue) andQ (red).(bottom) Scheme of the
competition experimen(B) Titration of ILV-NusA-NTD with RNAP and Q. (top, left) 2D [*H,*3C]-methyl
TROSY spectra of ILV-NusA-NTD in the absence (blagk, pM) and presence (cyan, molar ratio 1:1,
40 uM ILV-NusA-NTD) of RNAP, and upon subsequent itidd of Q (orange, molar ratio 1:1:0.5,
37 uM ILV-NusA-NTD; red, molar ratio 1:1:1, 34 uM IL-MusA-NTD). Selected signals are labelled.
(top, right) Intensities of ILV-NusA-NTD methyl group signals the presence of RNAP and (molar
ratio 1:1:1) relative to intensities of ILV-NusA-NTDnhethyl group signals in the ILV-NusA-NTD:RNAP
complex (molar ratio 1:1) versus sequence positioNusA-NTD. The dashed line represents the average
relative signal intensity, orange and red linesdaté thresholds for moderately (0.5higher as average
relative signal intensity increase) and strongly0 (1 higher as average relative signal intensity ineeg¢a
affected signals uporQ addition to the ILV-NusA-NTD:RNAP complexbottom) Mapping of the affected
residues on the structure of NusA-NTD (PDB ID: 2KWight blue). (left) ribbon representation of
NusA-NTD. lle, Val, and Leu residues are shown akstwith carbon atoms of terminal methyl groups as
spheres. The colour code is indicated. Termini aedondary structure elements are labelled. (right)
NusA-NTD in surface representation. The colour cdiedicated; the complete amino acid is colouied
graphical illustration of the interaction site. Ta@dic head of NusA-NTD is separated by a dashedftiom
the body region.

Mapping of these residues on the NusA-NTD-structaveals that mainly heliced and 4 as
well as adjacent loops are affected. Due to the nonmber of NMR active probes affected
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regions were graphically extended by highlightimgctly neighbouring residues. The resulting
binding surfaces clearly shows that the present®addffects only the body of NusA-NTD and
thus the FTH binding site (see also Fig. 3B,Confrthese results we conclude th@tdisrupts
NusA-NTD:FTH binding, while the interaction of Nus®TD: CTD interaction is maintained.

Q is able to displace ° from RNAP

Two factors have been suggested to be requiregléase ° from RNAP at the "*-dependent
pause in phages late promotepr: (i) Q-mediated destabilization of th&:RNAP interaction,
similar to G*2223and (ii) DNA scrunching?, with the ladder being the driving force. ASr4 8,
NusA-NTD 2304253 and Q *° (Fig. 4B) share the FTH as binding site we ask&lisA-NTD
and/or Q could stimulate release of’from the FTH by performing*H,’>N]-HSQC-based

competition experiments usindlap®.

Addition of one equivalent’ to *N- flap® led to a significant intensity decreased{- flapP
signals (Fig. 6A and Supplementary Fig. S5Af.has a molecular mass of ~70 kDa and thus a
high transverse relaxation rate, which stronglgetf the relaxation behavior 8N- flap upon
complex formation, resulting in severe line broadgrmf'°N- flap signals. Hence, the intensity
decrease ofN- flap® signals in the presence of’implies binding. Subsequent addition of a
twofold molar excess ofQ recovered mostN- flapPsignals completely. Additionally, the final
spectrum shows chemical shift changes of some Isigitacompared to the spectrum of free
15N- flapP, which can be attributed t®:FTH binding (e.g. R903, 1905, F906; see also FR).
These findings suggest th& displaces "° from the FTH. Notably, reporter assays suggest tha

0 R4 directly interacts with Q °. Titration of °N- Q with ° confirms this hypothesis as
5N- Q signal intensity is dramatically diminished irethresence of’° due to an increase in
molecular mass upon complex formation (Supplemgnkg. S5B). As, however, in the
competition experiment the intensity ©N- flap® signals in the initial and final spectrum is
nearly identical, we exclude the formation of anggy FTH: Q: "° complex. In contrast toQ,
NusA-NTD neither releases’™ from the FTH (Supplementary Fig. S5C) nor binds b
(Supplementary Fig. S5D).

As "interacts with RNAP not only via’®rs, but also via four other discrete sets of cont2ct$
we repeated the competition experiment using cam@&AP, recording 1D'H,**N]-HSQC
spectra. Addition of RNAP (=400 kDa) t&N- "° decreased the intensity &N- ° signals
significantly, suggesting formation of the holoemsy (Fig. 6B). Subsequently, we added
and ~75 % of°N- “signal intensity could be recovered, implying (j@)trelease of °, in
agreement with our previous finding that disrupts t°z4FTH interaction. Although we cannot
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determine if "°is completely released or still remains attacleeBRNAP by some of its other
interactions, Q obviously weakens the holo RNAP complex and niags tescape from the

0.dependent pause. In contrast @, NusA-NTD influences the stability of holo RNARIp
marginally, even in high molar excess (Supplemeritéy. S5E).

Figure 6: Q destabilizes “RNAP interactions. (A) Q displaces ° from flap®. Section of
2D [*H,"*N]-HSQC spectra ofN- flapPin the absence and presence 8fand upon subsequent titration with

Q (initial concentration oN- flap®: 200 uM). Molar ratios offN- flap®: 7% Q =1:0:0, black; =1:1:0, cyan;
= 1:1:1, orange; = 1:1:2 red. Selected signaldadrelled. Arrows indicate differences of chemidaifts of
I5N- flapP in its free form and in the presence éfand Q (1:1:1).(B) Titration of a'®N- "“RNAP complex
with Q. 1D [H,*>N]J-HSQC spectra of®N- 7Cin the absence (black, 40 u™N- 7°) and presence of RNAP
(cyan, molar ratio 1:1, 40 pMN- 79 and upon subsequent titration wit® (molar ratio = 1:1:1, orange;
=1:1:2, yellow; = 1:1:5, red).
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DISCUSSION

Transcription is a highly regulated process withmewus transcription factors directly
contacting RNAP, with Nus factors being a consermlads of transcription factors involved in
the regulation of housekeeping genes in bactegidewwed in®%). A central regulatory element
of RNAP is the FTH, an-helix that forms the lid of the RNA exit channedgulating its width.
During transcription initiation © makes extensive contacts with the RNAP, one béing
example the "%r4FTH interaction, rendering the holoenzyme capaiflespecific promoter
recognition “& Simultaneous binding of NusA-NTD to the FTH arfet CTD during
transcription elongation enhances TEC pausingemdination efficiency®2° In N-dependent
AT protein N forms a complex with NusA-NTD, which repositioNsiSA-NTD and interacts
with the FTH, transforming the TEC into a TAC tilsappresses termination sign&ts®

The second AT mechanism in phageQ-dependent AT, is only poorly understood. Nowagdays
more than 15,000 Q proteins are known which cadldsified into three familiesQ family,
Q21 family, and Q82 family. Cryo EM studies of QRikdiated AT showed that two Q21
molecules bind to RNAP resulting in a Q21-TAC, whene Q21 protein binds to the FTH while
the other forms a torus at the RNA exit channeddgh which the RNA is threated, preventing
pause / termination hairpin formatiéh?® Strikingly, Q proteins do not show any signifitan
similarity in their amino acid sequence composition their three-dimensional structure,
although they are all encoded by genes at equivatesitions in the genome and fulfill the same
function. For example, as compared to QZlpossesses a 67 amino acid long N-terminus that
is unstructured and has an unknown funcfiorThus, the molecular basis of how Q proteins
accomplish their regulatory role might be signifitg different.

Bacterial two-hybrid approaches suggest ti@atalso interacts with the FTH. Moreover, Q
establishes contacts wieT® °*%° and NusA-NTD?’, with the ladder interaction being relevant
as, althoughQ is able to perform its AT function on its own, ducan enhanceQ-dependent
AT substantially'’. Thus, we assessed the molecular basis of (hETH interaction and if

Q-dependent AT also involves repositioning of NUSAD, reminiscent of N-mediated AT.

As the FTH is a highly mobile element we decidedtiady its interactions via solution state
NMR spectroscopy. Henceye first generated a construct of the RNAfRap region, flapP
(Fig. 1A), suitable for NMR studies. The solutianusture of flap®shows that the FTH is a
well-defined -helix, even in the absence of binding partneragireement with a previous study
for B. subtilis flap ®%. This implies that the lack of electron density fbe FTH in most
RNAP/transcription complex structures without anHFbinding partner is due to its high
mobility and not due to the FTH being disorderedbastulated®®. The relaxation behavior
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further demonstrates that not only the FTH is fiéxias seen fdB. subtilis flap region®*, but
also the flanking unstructured arm regions (Fig,Cexplaining how the FTH is able to
undergo large conformational rearrangements, asrobd, for example, in Q21-dependent AT,
where the arms can translocate the FTH up to 423

To ensure that ourflap® construct is functional we probed its ability téeiract with a known
binding partner, NusA-NTD. Our experiments revéwdttthe NusA-NTD:flap® interface is
located on the body of NusA-NTD and on the FTHftdp (Fig. 2), in agreement with previous
findings!>162°42 Egrlier studies have shown that the NusA-NTD hadysisting of helicesl,

2, and 4, rearranges to form a hydrophobic pocket, whishable to recognize and
accommodate the hydrophobic side of the TP In B. subtilisI56 has been postulated to
mediate this conformational rearrangen®ninterestingly, the corresponding residu&ircoli
NusA-NTD, F56, which is located in stran@ and thus in the interior of the protein, is also
affected by flap® binding, suggesting that the rearrangemeri.ircoli NusA-NTD may be
mediated by this residue. Overall, these findingsdnstrate thatflap®is an ideal model
construct to study the functions of the FTH.

NusA-NTD not only binds to the FTH, but can simo&ausly contact theCTD during
transcriptional pausing as observed in cryo EMcstme?°. In order to study the effects of

on NusA-NTD, we confirmed that theCTD binding site is located at the acidic head of
NusA-NTD and does not overlap with the FTH bindsiig. We show that concurrent binding
can easily be followed be NMR spectroscopy in tbhetext of both flap® and core RNAP
(Fig. 3). As we used isolated RNAP, we suggest tthiat binding mode does not only occur
during pausing but may be the “normal” binding madeNusA-NTD during elongation and
may be relevant for other regulatory functions swaeh transcription:translation coupling.
Interestingly, the affinity of NusA-NTD is nearlyne order of magnitude higher for th€TD
(25 pM) than for the FTH (180 pM). Hence, we hymsize that the NusA-NTD:FTH
interaction might be (temporarily) lost to allow 8A+NTD rearrangement/repositioning, while
the NusA-NTD: CTD interaction stays intact ensuring fast rebigdif the NusA-NTD to the
FTH.

Having establishedflap® as test construct and assessed the binding moNes#-NTD we
studied the molecular basis d@ binding to the FTH. We demonstrate that the Fohtacts a
small hydrophobic cluster at the concave side®@finvolving residues in helicesl, a3, and
a5 (Fig. 4), in agreement with the results of a eaat two-hybrid approack®. The long
N-terminus of Q is unstructured and not involved in FTH bindimgl #ahere is no indication for
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oligomerization or structural rearrangements@fupon FTH binding. HoweverQ establishes

further interactions, e.g. with the QBEands "°r4 %, which might alter Q’s conformation.

The FTH contactsQ via hydrophobic residues located on one siddefielix (L901, L902,
F906). These residues are also involved in binding@?212>2% NusA-NTD 2%, and "%a &,
suggesting that in all cases the recognition reresarily on hydrophobic interactions whereas
F906 might ensure specificity. Overall, the bindmgde of Q and Q21 to the FTH is similar,
but we cannot conclude if the mode of action@fis similar to that of Q21, which forms a torus
for the RNA to suppress terminatié?>

As Q binds to NusA-NTD? we used a series of NMR-based competition experisnt
elucidate if this interaction also induced a reposing of NusA-NTD, reminiscent of
N-dependent AT whereN forms a complex with NusA-NTD that binds to thEHrwhile the
NusA-NTD: CTD interaction is disrupted and NusA-NTD is repiosied *>1¢ We show that
Q displaces NusA-NTD from the FTH, both withlap® and complete RNAP, and no
NusA-NTD: Q:FTH complex is formed. Moreover, in stark contrtas N-dependent AT, the
NusA-NTD:aCTD interaction stays intact so that NusA-NTD remsabound to the RNAP even
if it looses contact to the FTH. We hypothesizé tha NusA-NTDaCTD interaction may serve

as pivot point to allow NusA to adopt a terminatiesistant conformation.

Although the NusA-NTD binding sites faCTD and Q overlap and are mutual exclusi/g
the presence ofQ does not disrupt the NusA-NT&CTD interaction under the chosen
experimental conditions. However, at high conceiana Q can disturb the NusA-NTRCTD
complex as well as the NusA-ARZTD interaction?’, which might result in the release of
NusA, eliminating the enhancing effect of NusA oQ-dependent AT. This finding is in
agreement with a report on Q82 AT where high cottaéions of Q82 inhibit the stimulating
effect of NusA upon terminator read-throu§h

During recruitment of Q, holo RNAP pauses at d°-dependent pause site and scrunches

downstream DNA. Now Q engages with this complex by establishing int&vas with the

QBE and the FTH, forming a stable complex thataltiee elongation properties of RNAP-2

Transcription resumes, but© remains bound to the’®-dependent pause site, resulting in

extended scrunching. DNA scrunching together with the&)-mediated destabilization of the
®:RNAP interaction have been suggested to be thindrforces for pause escape”

Competition experiments showed th& can indeed displace® from the FTH (Fig. 6A) and
that the ">RNAP complex is destabilized significantly b@ (Fig. 6B), although "° makes
extensive contacts to RNAP via at least five datisets of interaction§®. Additionally, Q
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contacts "’rs and stabilizes the transcription complex in a stamdard conformation
(Fig. S5B)®°. Overall, our results support the hypothesis thestabilization of ">RNAP
interaction by Q is a key element to overcome tH&dependent pause. NusA-NTD, in contrast,
is able to neither displace’® from the FTH (Supplementary Fig. S5C) nor desiabithe
:RNAP complex (Supplementary Fig. S5E), suggestiag it does not actively support®
dissociation. This is in agreement with the findihgt NusA engages with the transcription

complex after dissociation of©®’.

Our results also suggest th& causes a rearrangement of the position of NusB;Nadrcing
NusA to adapt a new conformation, which, in turraymalter the effect NusA exerts on
transcription. Thus, repositioning of NusA-NTD seeto be a general scheme to fine-tune

transcription regulation by NusA, especially in ttontext of pausing and AT.

150



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

REFERENCES

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Werner, F. & Grohmann, D. Evolution of multisuguRNA polymerases in the three
domains of lifeNat Rev MicrobioB, 85-98 (2011).

Murakami, K. S. Structural biology of bacteiRNA polymeraseBiomolecule$, 848-864
(2015).

Ishihama, A. Functional modulation &fscherichia coliRNA polymerase Annu. Rev.
Microbiol. 54, 499-518 (2000).

Lonetto, M., Gribskov, M. & Gross, C. A. Theig 70 family: sequence conservation and
evolutionary relationshipgournal of Bacteriologyl 74, 3843—3849 (1992).

Paget, M. S. B. & Helmann, J. D. The sigma7Qifaof sigma factorsGenome Biol4, 203
(2003).

Murakami, K. S. X-ray Crystal Structure &scherichia coliRNA Polymerase °
HoloenzymeJ. Biol. Chem288 9126-9134 (2013).

Kuznedelov, Ket al. A role for interaction of the RNA polymerase fldpmain with the
sigma subunit in promoter recognitiddcience295 855-857 (2002).

Geszvain, K., Gruber, T. M., Mooney, R. A., Go€. A. & Landick, R. A hydrophobic
patch on the flap-tip helix d&.coli RNA polymerase mediates sigma(70) region 4 functio
J. Mol. Biol.343 569-587 (2004).

Hawley, D. K. & McClure, W. R. Compilation andalysis ofEscherichia colipromoter
DNA sequenceNucl Acids Regl1, 2237-2255 (1983).

Mooney, R. A., Darst, S. A. & Landick, R. Sigemad RNA polymerase: an on-again, off-
again relationship®ol. Cell 20, 335-345 (2005).

Ray-Soni, A., Bellecourt, M. J. & Landick, R.ekhanisms of Bacterial Transcription
Termination: All Good Things Must Enédinnu. Rev. Biocher5, 319-347 (2016).

Roberts, J. W. Termination factor for RNA syadis.Nature224, 1168-1174 (1969).

Nudler, E. & Gottesman, M. E. Transcriptionmeration and anti-termination i. col.
Genes to Cellg, 755-768 (2002).

Roberts, J. Wet al. Antitermination by bacteriophage lambda Q prot€iold Spring Harb.
Symp. Quant. Biob3, 319-325 (1998).

Said, Net al. Structural basis forN-dependent processive transcription antitermimatio
Nat Microbiol2, 17062 (2017).

151



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

16

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

. Krupp, F.et al. Structural Basis for the Action of an All-Purpo$eanscription Anti-
termination FactoMolecular Cell74, 143-157.e5 (2019).

Grayhack, E. J., Yang, X. J., Lau, L. F. & Rigel. W. Phage lambda gene Q antiterminator
recognizes RNA polymerase near the promoter anelerates it through a pause sl
42, 259-269 (1985).

Ring, B. Z., Yarnell, W. S. & Roberts, J. W.n€tion of E. coli RNA polymerase sigma
factor sigma 70 in promoter-proximal pausi@gll 86, 485-493 (1996).

Marr, M. T., Datwyler, S. A., Meares, C. F. &lberts, J. W. Restructuring of an RNA
polymerase holoenzyme elongation complex by lambgdiage Q proteind®2roc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A8, 8972—-8978 (2001).

Yarnell, W. S. & Roberts, J. W. The phage lam@eine Q transcription antiterminator binds
DNA in the late gene promoter as it modifies RNAypeeraseCell 69, 1181-1189 (1992).

Strobel, E. J. & Roberts, J. W. Regulation @hpoter-proximal transcription elongation:
enhanced DNA scrunching drivesQ antiterminator-dependent escape from a
70-dependent paudducleic Acids Regl2, 5097-5108 (2014).

Shi, Jet al. Structural basis of Q-dependent transcriptiontamtiination.Nat Commuri,
2925 (2019).

Yin, Z., Kaelber, J. T. & Ebright, R. H. Strucdl basis of Q-dependent antitermination.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A16, 18384—-18390 (2019).

Perdue, S. A. & Roberts, J. W. A backtrack-sidg sequence is an essential component of
Escherichia coli (70)-dependent promoter-proximal pausiktpl. Microbiol. 78, 636—650
(2010).

Deighan, P. & Hochschild, A. The bacteriophiagebdaQ anti-terminator protein regulates
late gene expression as a stable component ofahsctiption elongation complekol.
Microbiol. 63, 911-920 (2007).

Yang, X. J., Goliger, J. A. & Roberts, J. WeS8ificity and mechanism of antitermination
by Q proteins of bacteriophages lambda and)8®1ol. Biol.210, 453—460 (1989).

Dudenhoeffer, B. R., Borggraefe, J., Schweitde& Knauer, S. H. NusA directly interacts
with antitermination factor Q from phageScientific Report&0, 6607 (2020).

Pan, T., Artsimovitch, I., Fang, X. W., LandidR. & Sosnick, T. R. Folding of a large
ribozyme during transcription and the effect oféf@ngation factor NusAroc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A96, 9545-9550 (1999).

152



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Guo, X.et al. Structural Basis for NusA Stabilized TranscripabRausingMol. Cell 69,
816-827.e4 (2018).

Ha, K. S., Toulokhonov, I., Vassylyev, D. GL&ndick, R. The NusA N-terminal domain
is necessary and sufficient for enhancement okti@ptional pausing via interaction with
the RNA exit channel of RNA polymerask.Mol. Biol.401, 708-725 (2010).

Linn, T. & Greenblatt, J. The NusA and NusGtgires ofEscherichia colincrease thén
vitro readthrough frequency of a transcriptional attémupreceding the gene for the beta
subunit of RNA polymerasd. Biol. Chem267, 1449-1454 (1992).

Burns, C. M., Richardson, L. V. & RichardsonfPJ Combinatorial effects of NusA and
NusG on transcription elongation and Rho-depen@emtination inEscherichia coliJ. Mol.
Biol. 278 307-316 (1998).

Cardinale, C. Xt al. Termination factor Rho and its cofactors NusA &hkG silence
foreign DNA inE. coli. Science820, 935-938 (2008).

Prasch, St al. Interaction of the intrinsically unstructured pkedgmbda N Protein with
Escherichia colNusA. Biochemistryds, 4542—-4549 (2006).

Prasch, St al. RNA-binding specificity oE. coliNusA.Nucleic Acids Re87, 4736-4742
(2009).

Schweimer, Ket al. NusA interaction with the subunit ofE. coliRNA polymerase is via
the UP element site and releases autoinhibiructurel9, 945-954 (2011).

Worbs, M., Bourenkov, G. P., Bartunik, H. Dyb¢r, R. & Wahl, M. C. An extended RNA
binding surface through arrayed S1 and KH domairsanscription factor NusAJol. Cell
7,1177-1189 (2001).

Mah, T. F., Kuznedelov, K., Mushegian, A., Sevav, K. & Greenblatt, J. The alpha
subunit ofE. coliRNA polymerase activates RNA binding by Nus¥enes Devl4, 2664—
2675 (2000).

Straul3, Met al. Transcription is regulated by NusA:NusG interattiducleic Acids Res.
44, 5971-5982 (2016).

Dudenhoeffer, B. R., Schneider, H., Schweitde& Knauer, S. H. SuhB is an integral part
of the ribosomal antitermination complex and intésavith NusA.Nucleic Acids Regl7,
6504—6518 (2019).

Huang, Y.-H., Said, N., Loll, B. & Wahl, M. Gtructural basis for the function of SuhB as
a transcription factor in ribosomal RNA syntheBiacleic Acids Red.7, 6488—-6503 (2019).

153



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

42. Drogemiuiller, Jet al. Determination of RNA polymerase binding surfacéganscription
factors by NMR spectroscop$ci Reb, 16428 (2015).

43. Eisenmann, A., Schwarz, S., Prasch, S., Scheveikh & Rosch, P. Thé&. coli NusA
carboxy-terminal domains are structurally similaxdashow specific RNAP- andN
interaction.Protein Scil4, 2018-2029 (2005).

44. Zuber, P. Ket al. The universally-conserved transcription factor HRfia recruited to a
hairpin structure of the non-template DNA straltife 7, (2018).

45. Zhi, H. & Jin, D. J. Purification of highly-ac¢ and solubleéEscherichia colisigma 70
polypeptide overproduced at low temperatiieth. Enzymol370, 174-180 (2003).

46. Meyer, O. & Schlegel, H. G. Biology of aerobarbon monoxide-oxidizing bacteriannu.
Rev. Microbiol.37, 277-310 (1983).

47. Sambrook, J. & Russel, D. WIlolecular Cloning: A Laboratory Manuakol. 3 (Cold
Spring Harbor Press, 2001).

48. Sprangers, R. & Kay, L. E. Quantitative dynaswind binding studies of the 20S proteasome
by NMR. Nature445, 618-622 (2007).

49. Sattler, M., Schleucher, J. & Griesinger, C.tddenuclear multidimensional NMR
experiments for the structure determination of giret in solution employing pulsed field
gradientsProg. Nucl. Magn. Reson. Spectro34, 93—-158 (1999).

50. Cavanagh, J., Fairbrother, W. J., Palmer, ARance, M. & Skelton, N. Rrotein NMR
Spectroscopy Principles and Practi¢&lsevier Academic Press, 2007).

51. Zuber, P. K., Schweimer, K., Rosch, P., Artsiitat, |I. & Knauer, S. H. Reversible fold-
switching controls the functional cycle of the &minination factor RfaHNat Commuri0,
702 (2019).

52. Toulokhonov, I. & Landick, R. The flap domasrequired for pause RNA hairpin inhibition
of catalysis by RNA polymerase and can modulatésit terminationMol. Cell12, 1125
1136 (2003).

53. Toulokhonov, I., Artsimovitch, I. & Landick, Rllosteric control of RNA polymerase by
a site that contacts nascent RNA hairpBaence292, 730-733 (2001).

54. Ma, Cet al. RNA polymerase-induced remodelling of NusA produa@ause enhancement
complex.Nucleic Acids Reg<l3, 2829-2840 (2015).

154



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

55.

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

Deighan, P., Diez, C. M., Leibman, M., Hoch&thh. & Nickels, B. E. The bacteriophage
lambda Q antiterminator protein contacts the blaga-iomain of RNA polymeras@roc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A05 15305-15310 (2008).

Kang, J. Yet al. Structural basis of transcription arrest by cadigh HKO22 Nun in an
Escherichia colRNA polymerase elongation compléife 6, (2017).

Kang, J. Yet al. Structural Basis for Transcript Elongation Contbgl NusG Family
Universal Regulator<ell 173 1650-1662.e14 (2018).

Abdelkareem, Met al. Structural Basis of Transcription: RNA Polymer&sektracking
and Its ReactivatiorMolecular Cell75, 298-309.e4 (2019).

Vorobiev, S. Met al. Structure of the DNA-binding and RNA-polymeraseadbing region
of transcription antitermination factoQ. Structure22, 488—495 (2014).

Mekler, V.et al. Structural organization of bacterial RNA polymerdmloenzyme and the
RNA polymerase-promoter open compl€ell 108 599-614 (2002).

Murakami, K. S. Structural Basis of Transcaptinitiation: RNA Polymerase Holoenzyme
at 4 A ResolutionScience296, 1280-1284 (2002).

Vassylyev, D. Get al. Crystal structure of a bacterial RNA polymerasibénzyme at 2.6
A resolution.Nature417, 712—-719 (2002).

Murakami, K. S. & Darst, S. A. Bacterial RNAlpmerases: the wholo storGurr. Opin.
Struct. Biol.13, 31-39 (2003).

Belogurov, G. A. & Artsimovitch, I. Regulatioof Transcript ElongationAnnu. Rev.
Microbiol. 69, 49-69 (2015).

Nickels, B. E., Roberts, C. W., Sun, H., Rokedt W. & Hochschild, A. The sigma(70)
subunit of RNA polymerase is contacted by the (lda)® antiterminator during early
elongationMol. Cell 10, 611-622 (2002).

Wells, C. D., Deighan, P., Brigham, M. & Hochiét, A. Nascent RNA length dictates
opposing effects of NusA on antiterminatidtucleic Acids Regl4, 5378-5389 (2016).

Mooney, R. Aet al. Regulator trafficking on bacterial transcriptiomits in vivo. Mol. Cell
33, 97-108 (2009).

155



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

DATA AVAILABILITY
The backbone resonance assignment flap construct has been deposited in the Biological

Magnetic Resonance Bank Databank, accession nixex. For CTD, NusA-NTD and Q
resonance assignments were taken from previougestad indicated in the manuscript.

AUTHOR CONTRIBUTIONS
SHK supervised the project. The experiments wesggded by SHK, KS, and BRD. JB and K.S.

made the assignment bfiap® (the corresponding NMR experiments were carrietchglks).
All interactions studies and competition experinsewere performed by BRD and MW. Data
was analyzed and evaluated by BRD and SHK. SHKBRIO wrote the manuscript with input
from all authors.

Conflict of interest statemertlone declared.

ACKNOWLEDGEMENT

We thank Ramona Heissmann, Ulrike Persau, and Antéitager for excellent technical
assistance and the Northern Bavarian NMR Centre NGB for access to the NMR
spectrometers. Furthermore, we thank Irina Artsiicbvfor the plasmid encoding RNAS ™,

This work was supported by the German Researchdatiom (Ro617/21-1 to Paul Rdsch).

156



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

Supplementary Information

Antitermination factor Q mediates NusA-NTD rearrangement
on RNAP flap

Benjamin R. Dudenhoeffer, Marlon Worner, Jan Bodhalégel, Kristian Schweimer, Stefan

H. Knauer*

Biopolymers, University of Bayreuth, Universitatete 30, 95447 Bayreuth, Germany

*Correspondence to: stefan.knauer@uni-bayreuth.de

Contents

Supplementary Figure S1
Supplementary Figure S2
Supplementary Figure S3
Supplementary Figure S4

Supplementary Figure S5

157



Einzelarbeiten Einzelarbeit C

Supplementary Figure 1: Interaction of NusA-NTD with aCTD. (A) Titration of 1®N-NusA-NTD with
aCTD. (top) 2D [*H,**N]-HSQC spectra. Molar ratios: 1:0, black; 1:0.8mge; 1:1, cyan; 1:2, yellow; 1:3, red
(concentration of5N-NusA-NTD: 200 uM; concentration @CTD stock: 1 mM). The right panel shows a
magnification of the boxed region. Selected sigaa¢slabelled. Arrows indicate changes of chensbits.
The inset shows the 1BH,>N]-HSQC spectra of certain titration stefimiddle, left) Normalized chemical
shift changes of !N-NusA-NTD versus sequence position. Thresholds falightly
(0.04 ppmE  norm < 0.08 ppm), moderately (0.08 pm om< 0.12 ppm), and strongly (nom?3 0.12 ppm)
affected residues are indicated by a yellow, oraagel red line. Unassigned residues are marke@ds r
triangles(middle, right) Titration curves of selecté@N-NusA-NTD signals. The individual curves represent
the best fit to a two-component, 1:1 binding eqratiyielding an averagép value of 27 + 9 uM(bottom)
Mapping of affected residues on the structure EANTD (PDB ID: 2KWP; light blue) in ribbon (lefgnd
surface (right) representation. The colour codendicated. Termini and secondary structure elemengs a
labelled, the body and acidic head region are atdit. (B) Titration of 1>\N-aCTD with NusA-NTD (top)

2D [*H,'>N]-HSQC spectra. Molar ratios: 1:0, black; 1:0.5ame; 1:1, cyan; 1:2, yellow; 1:3, red
(concentration of>N-aCTD: 200 pM; concentration of NusA-NTD stock: 1 mMhe right panel shows a
magnification of the boxed region. Selected sigaagslabelled, chemical shift perturbations aréciaigd by
arrows. The inset shows selected #D,PN]-HSQC spectraimiddle, left) Normalized chemical shift changes
of 1°N-aCTD versus sequence position. Representation @8 .iimiddle, right) Titration curves of selected
residues of"N-aCTD. The binding curves were fitted to a two-compdrieh binding equation, yieldingks
value of 23 + 6 pM.(bottom) Mapping of the affected residues from on the stméc of 1°N-aCTD
(PDB-ID: 1COO; grey). Representation and colourecad in (A).
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Supplementary Figure 2: NusA-NTD interacts with CTD and flapP® concurrently. (A,B) flap® does not
interact with CTD. (A) 2D [*H,!N]-HSQC spectra of the titration of 125 pf®N- CTD with flap®. Molar
ratio of 5N- CTD: flap®=1:0, black; = 1:1, cyan; = 1:2, red. The insetvehithe 1D {H,!*N]-HSQC spectra
of the titration.(B) 2D [*H,**N]-HSQC spectra of the titration of 125 p®IN- flap® with CTD. Molar ratio
of N- flap®: CTD = 1.0, black; = 1:1, cyan; = 1:2, red. 'BI[*N]-HSQC spectra of the titration are shown
as inset(C) 2D [*H,'*N]-HSQC spectra of the titration of 250 [@,*5N-NusA-NTD with CTD and flap®.
Molar ratio of?H,*>N-NusA-NTD: CTD: flap® = 1:0:0, black; = 1:1:0, blue; = 1:2:0, cyan; 2:1; orange;

= 1:2:2, red. The dashed box indicates the sestiown in Fig. 3A. 1DH,*N]-HSQC spectra of the titration
are shown as insgD,E) Interaction of ILV-NusA-NTD with RNARD) and RNAP €™® (E). NusA-NTD
residues affected by binding to RNAP or RNAPP, respectively (see also Fig. 3B,C), are mappethen
structure of NusA-NTD (PDB ID: 2KWP; light blue; bbn representation). lle, Val and Leu residues are
shown as sticks with carbon atoms terminal methgligs depicted as spheres. The colour code isatetic
Termini and secondary structure elements are labelle
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Supplementary Figure 3: Interaction of Q with flap®. (A) 2D [*H,®>N]-BEST-TROSY spectra of the
titration of 175 pMN- Q with flapP. Molar ratio of'SN- Q: flap® = 1:0, black; = 1:0.5, orange; = 1:1, cyan;
= 1:2, red. The dashed box indicates the sectiowstin Fig. 4A. 1D {H,**N]-HSQC spectra of the titration
are shown as insefB) 2D [*H,"*N]-BEST-TROSY spectra of the titration of 175 pfIN- flap® with Q.
Molar ratio of'>N- flap®: Q = 1:0, black; = 1:0.5, orange; = 1:1, cyan; =, te?l. The dashed box indicates
the section shown in Fig. 4B. The inset shows IDN]-HSQC spectra of the titratiofC) Titration of
I5N- flapP with Q 36, (top) 2D [*H,*N]-HSQC spectra of the titration of 125 pWN- flap® with Q 3.
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Molar ratio of'>N- flapP: Q 36=1:0, black; = 1:1, cyan; = 1:2, red. 1BI[}5N]-HSQC spectra are shown as
inset. The boxed region marks the section showtheénright panel. Selected signals are labelledowsr
indicate chemical shift changébottom, left) Normalized chemical shift changeste- flap®in the presence
of 2 equivalents Q 3 versus sequence position oflap®. Thresholds for slightly (0.04 ppf  norm

< 0.08 ppm), moderately (0.08 pfn norm < 0.12 ppm), and strongly (norm?® 0.12 ppm) affected residues
are indicated by yellow, orange, and red lines.ddigmed residues are marked by red triangles. Thei§
highlighted in dark grey.(bottom, right) Mapping of affected residues on the structure &&p°
(PDB ID: 4KMU; grey; ribbon representation). Thdao code is indicated. Termini and secondary stmect
elements are labelled.

Supplementary Figure 4: Q disrupts the NusA-NTD: flapP interaction. (A) Q displaces NusA-NTD
from flap®. 2D [*H,’>N]-HSQC spectra of a competition experiment of 280 2H,*>N-NusA-NTD with
flapP and Q. Molar ratio of!>N-NusA-NTD: flap® Q = 1:0:0, black; = 1:2:0, cyan; = 1:2:2, orange;
= 1:2:2, red. The boxed region indicates the sectwown in Fig. 4C(B) Q disrupts the NusA-NTDflap®
interaction in a NusA-NTDflap®: CTD complex. 2D 1H,**N]-HSQC spectra of a competition experiment
where Q is added to a preforméH,*>N-NusA-NTD: flap® CTD ternary complex (initial concentration of
2H,5N-NusA-NTD: 250 upM). Molar ratios:?H,*>N-NusA-NTD: CTD: flap® Q = 1:0:0:0, black;
=1:2:0:0, cyan; = 1:2:2:0, blue; = 1:2:2:1 orangy:2:2, red. The boxed region indicates the secfown
in Fig. 5A.
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Supplementary Figure 5. Q destabilizes 7% flap interactions whereas NusA-NTD does not. (A)Q
displaces ™ flap®. 2D [EH,**N]-HSQC spectra of°N- flapP in the absence and presence @fand upon
subsequent titration with Q (initial concentration of **N- flap®. 200 uM). Molar ratios of
N- flapP: % Q = 1:0:0, black; = 1:1:0, cyan; = 1:1:1, oranget:%:2 red. The boxed region indicates the
section shown in Fig. 64B) Q directly interacts with 7. 2D [*H,'>N]-BEST-TROSY spectra of the titration
of 125 uM*N- Q with 7% Molar ratio of'>N- Q: 7° = 1:0, black; 1:1, cyan; 1:2, red. 1EH[**N]-HSQC
spectra are shown in the insg) NusA-NTD does not disrupt theN- flap: 7© complex. 2D {H,">N]-HSQC
spectra of the titration of 125 UMSN- flap with 7© and NusA-NTD. " Molar ratio of
N- flap: %NusA-NTD = 1:0:0, black; = 1:1:0, cyan; = 1:1:lrange; = 1:1:2, red. The boxed region
indicates the section shown in the panel belone@ed signals are labellg) NusA-NTD does not interact
with 7% 2D [*H,**N]-HSQC spectra of the titration of 125 pMN-NusA-NTD with 7. Molar ratio
N-NusA-NTD: 7=1:0, black; = 1:1, cyan; = 1:2 red. The inset shitive corresponding 1EH,**N]-HSQC
spectra(E) NusA-NTD does not disrupt’“>RNAP interaction. 1D'H,>N]-HSQC spectra of®N- Cin the
absence (black, 40 uMN- "% and presence of RNAP (cyan, molar ratio 1:1, #0 iN- 79, and upon
subsequent titration with NusA-NTD (molar ratio 411, orange; = 1:1:2, yellow; = 1:1:5, red).
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