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Proteinbiosynthese

Ordnung am Ribosom -
der multifunktionale Komplex NAC
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Newly synthesized proteins are processed by a variety of ribosome-
associated factors that regulate cotranslational protein folding, trans-
port and degradation. How these competing factors gain regulated and
timely access to ribosomes and specific nascent substrates is poorly
understood. Recent studies identified a key factor in eukaryotes that
coordinates multiple cotranslational events at the ribosomal tunnel
exit - the nascent polypeptide-associated complex (NAC).
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B In allen Organismen synthetisieren Ribo-
somen im Cytoplasma der Zelle neue Prote-
ine. Bei diesem als Translation bezeichneten
Prozess wird die Nukleotidsequenz eines
mRNA-Molekiils in die codierte Aminosau-
rensequenz eines Polypeptids tibersetzt, um
ein Protein zu bilden. Die wachsende Poly-
peptidkette wandert zunachst durch einen
engen Tunnel der groBen 60S-Ribosomen-
untereinheit, bevor sie mit einer Lange von
35-40 Aminosduren das Cytoplasma
erreicht (Abb. 1). Dort angekommen, muss
die noch lang gestreckte Polypeptidkette
sich in die richtige dreidimensionale Struk-
tur falten und zu ihrem subzelluldren Wir-
kungsort gelangen. Die korrekte Faltung
und Lokalisierung neu synthetisierter Prote-
ine wird durch verschiedene Proteinbioge-
nesefaktoren gesteuert, die dynamisch an
den ribosomalen Tunnelausgang binden
(Abb. 1, [1]). Die direkte Ribosomenbindung
ermoglicht es diesen Faktoren, zum friihest-
moglichen Zeitpunkt und noch wahrend der
laufenden Proteinsynthese auf ihre Substra-
te einzuwirken. Sie erkennen spezifisch nas-
zierende Polypeptidsubstrate, unterstiitzen
ihre Faltung direkt im Cytoplasma und len-
ken ihren ko-translationalen Transport zu
Zellorganellen wie dem endoplasmatischen
Reticulum (ER) oder den Mitochondrien. Vie-
le der Ribosomen-assoziierten Faktoren kon-
kurrieren um Bindungsstellen am Tunnel-
ausgang, und es ist nicht gut verstanden, wie

sie prazise und schnell ihre Substrate aus-
wihlen. Jiingste Studien weisen auf einen
iibergeordneten Faktor in Eukaryoten hin,
der ordnend am Tunnelausgang wirkt und
andere Proteinbiogenesefaktoren bei der
Substratfindung entscheidend unterstiitzt -
der nascent polypeptide-associated complex
(NAC).
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A Abb. 1: Auswahl einiger konkurrierender
Proteinbiogenesefaktoren in Eukaryoten, die
ko-translational an den ribosomalen Tunnel-
ausgang und Substrate binden. PTC: Pepti-
dyltransferase-Zentrum; tRNA: Transfer-
RNA; MAP: Methionin-Aminopeptidase; NAT:
N-Acetyltransferase; RAC: ribosome-associa-
ted complex; NAC: nascent polypeptide-asso-
ciated complex; SRP: signal recognition par-
ticle; SR: SRP-Rezeptor; Sec6 1: ER-Trans-
lokon-Komplex.
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Nascent polypeptide-associated
complex (NAC)
Einer der Hauptfaktoren in Eukaryoten, der
transient mit Ribosomen interagiert, ist der
hochkonservierte und ubiquitar exprimierte
Proteinkomplex NAC [2]. Der heterodimere
Komplex besteht aus einer o- und einer
B-Untereinheit, welche {iber ihre homologen
NAC-Doménen dimerisieren und eine -Fass-
ahnliche Struktur bilden (Abb. 2). Die Deleti-
on des NAC-Gens fiihrt zu embryonaler Leta-
litat bei Metazoen, was auf eine grundlegende
Haushaltsfunktion in der Proteinbiogenese
hinweist. Interessanterweise ist NAC im Ver-
gleich mit anderen Ribosomen-assoziierten
Faktoren in sehr hoher Konzentration in der
Zelle vorhanden, vergleichbar mit der Kon-
zentration der Ribosomen, was auf ein sehr
breites Substratspektrum schlieBen lasst [1].
Die Ribosomenbindung von NAC ist sehr
ungewohnlich. Der Komplex bindet {iber die
flexiblen N-terminalen Doménen und stellt
mehrere alternative Kontakte am Tunnelaus-
gang her (Abb. 2, [3]). Geladene Sequenz-
motive in den N-terminalen Doménen inter-
agieren zudem miteinander und regulieren
dadurch die Ribosomenbindung von NAC,
vermutlich in Abhédngigkeit vom jeweiligen
Polypeptidsubstrat, das den Tunnelausgang
verlasst. Die auBergewohnlichste Eigen-
schaft von NAC ist jedoch seine Bindung tief
im Inneren des ribosomalen Tunnels. Ist die-
ser nicht von einem Substrat besetzt, fligt
NAC die flexible N-terminale Doméne seiner
B-Untereinheit bis in die Nahe des Peptidyl-
transferase-Zentrums des Ribosoms ein, wo
Aminoséduren zu Peptiden verkniipft werden
(Abb. 2B, links). Die flexible NAC-Doméne
kontaktiert also eine wachsende Polypeptid-
kette schon bei der Entstehung und begleitet
sie zum Tunnelausgang, wo NAC eine alter-
native Bindung an der Oberflache der Ribo-
somen eingeht (Abb. 2B, rechts). Diese
Fahigkeit ist einzigartig unter den Riboso-
men-assoziierten Proteinbiogenesefaktoren
und weist darauf hin, dass NAC sdamtliche
neu synthetisierten Proteine als erster Faktor
bindet. Angesichts all dieser Eigenschaften
wird vermutet, dass NAC am Tunnelausgang
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substratspezifische Konformationen annimmt,
um Polypeptidsubstrate in verschiedene Bio-
genese- und Transportpfade zu leiten, wie
nachfolgend beschrieben.

Proteintransport

Der Proteintransport zu Zellorganellen wie
dem ER erfolgt ko-translational, indem die
translatierenden Ribosomen gezielt zu den
Translokationsporen der Organellen gebracht
werden. Der Transport zum ER wird {iber das
signal recognition particle (SRP) vermittelt,
das spezifisch an hydrophobe Signalsequen-
zen in Polypeptidketten und an das Ribosom
selbst bindet [4]. Nach der Substratbindung
interagiert SRP mit dem SRP-Rezeptor (SR),
der sich an der ER-Membran befindet und
das Ribosom auf den Porenkomplex Sec61
iibertrdgt. SRP und Sec61 binden selektiv
hydrophobe Signalsequenzen in ER-Substra-
ten, zeigen aber generell auch eine hohe
intrinsische Bindungsaffinitat zu Ribosomen,
die unabhangig vom synthetisierten Substrat
ist. Fiir eine hohe Transportspezifitat ist es
daher notwendig, unspezifische Ribosomen-
kontakte der Transportfaktoren zu unterdrii-
cken, was liber den NAC geschieht (Abb. 2B,
links) [1, 5]. NAC blockiert wichtige Bin-
dungsstellen fiir SRP und Sec61 am Tunnel-
ausgang der Ribosomen, die keine ER-Prote-
ine synthetisieren. In Abwesenheit von NAC
sind diese Bindungsstellen frei, was zu
unspezifischen SRP- und Sec61-Interaktio-
nen und damit zu fehlerhaftem ER-Protein-
transport fiihrt. Wie in einer Studie beim
Fadenwurm Caenorhabditis elegans gezeigt
wurde, fiihrt der Knock-down von NAC ins-
besondere zu einer Fehllokalisierung von
mitochondrialen Proteinen im ER-Lumen mit
fatalen Folgen fiir die Proteinhomdostase in
beiden Organellen [5]. Diese Studien bele-
gen, dass NAC die Substratauswahl von
anderen Ribosomen-assoziierten Faktoren
entscheidend beeinflusst, wofiir seine einzig-
artige Fahigkeit, Substrate bereits im riboso-
malen Tunnel und damit als erster Faktor zu
binden, notwendig zu sein scheint. Dies wur-
de anhand einer NAC-Mutante gezeigt, die
nicht im Tunnel binden und unspezifische
Ribosom-Sec61-Interaktionen nicht mehr
inhibieren kann [3]. Die berechtigte Frage,
wie NAC reagiert, wenn ein Ribosom ein ER-
Substrat synthetisiert, ist nicht abschlieBend
geklart. Es wird angenommen, dass NAC
ER-Signalsequenzen erkennt, durch Konfor-
mationsédnderung die SRP-Bindungsstelle auf
den Ribosomen freigibt und anschlieBend
durch SRP verdréngt wird.
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Weitere Studien weisen auch auf eine
Funktion von NAC beim mitochondrialen Pro-
teintransport hin. Der Proteinimport in Mito-
chondrien erfolgt generell auf posttranslatio-
nale Weise [6]. Eine Studie an Hefezellen
zeigte jedoch, dass der ko-translationale Pro-
teintransport ausgepragter ist, als bisher
angenommen, und insbesondere Proteine der
inneren Mitochondrienmembran einschlief3t
[7]. Wie die Ribosomen zur Translokase der
auBeren Mitochondrienmembran, dem TOM-
Komplex, gebracht werden, ist nicht gut ver-
standen. Ahnlich wie beim ER-Transport
spielt die Erkennung von Signalsequenzen in
Polypeptiden eine wichtige Rolle. Diese mito-
chondrialen Targeting-Sequenzen (MTS) sind
jedoch im Gegensatz zu den hydrophoben ER-
Signalsequenzen positiv geladen [6, 7]. Es
gibt Hinweise, dass NAC MTS-Substrate
erkennt und den Transport der Ribosomen zu
den Mitochondrien reguliert (Abb. 2B,
rechts). Hefemutanten ohne NAC haben weni-
ger Ribosomen an Mitochondrien gebunden
und zeigen mitochondriale Defekte, welche
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auch in Saugerzellen nachgewiesen wurden
[1]. Interessanterweise bindet NAC in der
Hefe an das mitochondriale Membranprotein
OM14, das als Mitochondrienrezeptor fiir
NAC-gebundene Ribosomen dienen kdnnte
[8]. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass
sowohl NAC als auch OM14 den mitochon-
drialen Proteinimport fordern. NAC konnte
also als ko-translationaler Transportfaktor
fungieren, ahnlich der Rolle von SRP im ER-
Transport. Im Gegensatz zu SRP bindet NAC
jedoch nicht selektiv, sondern global an neu
synthetisierte Substrate, einschlieBlich cyto-
solischer, ER- und mitochondrialer Proteine
[1]. Dies wirft die Frage auf, wie es NAC
gelingt, ein MTS-Transportsignal spezifisch
zu erkennen und an den TOM-Komplex wei-
terzuleiten. Eine Moglichkeit wire, dass NAC
eine MTS-spezifische Konformation annimmt,
welche von einem mitochondrialen Rezeptor
erkannt wird. Ein Zusammenspiel von NAC
mit einem weiteren unbekannten Transport-
faktor, der MTS-Substrate erkennt, ist eben-
falls denkbar.

Hier steht
eine Anzeige.
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systeme, wie z. B. der Triggerfaktor in Bakte-
A Nascent polypeptide-associated complex (NAC) rien oder RAC in Eukaryoten, binden dabei
N-terminale Doméanen NAC Domdinen C-terminale Doménen direkt an den ribosomalen TunnelaUSgang’
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onal bei der Faltung zu unterstiitzen [1].
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A Abb. 2: Struktureller Aufbau und Ribosomenbindung von NAC. A, Funktioneller Aufbau von
NAC. Ribosomenkontakte (eL22, eL31 usw.) sowie geladene Sequenzmotive (+/-) der N-termina-
len Doménen (No, Nf) sind angezeigt. B, Ribosomenbindung von NAC in der Frithphase (links)
und Spétphase (rechts) der Translation. In der Frithphase, wenn der ribosomale Tunnel nicht von
einem Polypeptidsubstrat besetzt ist, fiihrt NAC die flexible NB-Domane tief in den Tunnel ein und
erkennt Substrate direkt bei der Geburt in der Nahe des Peptidyltransferase-Zentrums. In der
sensing-Konformation blockiert NAC die Ribosomenbindung von SRP und Sec61, um einen fehler-
haften Proteintransport zu verhindern. Mit fortschreitender Translation begleitet NAC die wach-
sende Polypeptidkette zum Tunnelausgang, wo N eine alternative Bindung auf der Ribosomen-
oberflache eingeht. In der sorting-Konformation reguliert NAC den Zugang anderer Proteinbio-
genesefaktoren, um die korrekte Proteinfaltung im Cytoplasma und den Proteintransport zu den
Mitochondrien und dem ER zu gewéhrleisten. MTS: mitochondriale Targeting-Sequenz; SS: ER-
Signalsequenz (weitere Abkiirzungen siehe Abb. 1).

Proteinfaltung

Die Synthese und anschlieBende Faltung von
Proteinen ist aufgrund der hohen Molekiil-
konzentration im Cytoplasma ein duBerst
fehleranfélliger Prozess. Nach Verlassen des
Ribosomentunnels zeigt die noch lang
gestreckte Polypeptidkette hydrophobe Ober-
flaichen, die mit anderen Zellmolekiilen
unspezifisch interagieren konnen, was zu
Proteinfehlfaltung und -aggregation fiihren
kann. Die Proteinaggregation steht in einem

kausalen Zusammenhang mit der Entste-
hung verschiedener degenerativer Krankhei-
ten beim Menschen, was die Bedeutung von
Proteinfaltungsprozessen fiir das Uberleben
von Zellen unterstreicht. Daher besitzen alle
Zellen ein ausgekliigeltes Netzwerk von
molekularen Chaperonen, die spezifisch
unstrukturierte Polypeptide binden und
deren Faltung fordern, indem sie unspezifi-
sche Wechselwirkungen mit anderen Mole-
kiilen verhindern. Einige dieser Chaperon-

Fahigkeit, mit naszierenden Polypeptidket-
ten zu interagieren, wurde NAC von jeher
eine Funktion als Chaperon zugeschrieben.
Eindeutige Beweise fiir diese Rolle wurden
jedoch erst kiirzlich erbracht. In einer
in vitro-Studie wurde erstmals direkt nachge-
wiesen, dass NAC verschiedene, strukturell
unterschiedliche Chaperon-Substrate bindet
und vor Aggregation schiitzt, wie z. B. Poly-
glutamin-Huntingtin, o-Synuklein und AB40,
die zelltoxische Proteinaggregate bilden kon-
nen und mit verschiedenen neurodegenera-
tiven Erkrankungen wie Alzheimer und Par-
kinson assoziiert sind [9]. Diese Chaperon-
Aktivitat von NAC wurde in vivo im Faden-
wurm C. elegans sowie in Maus-Nervenzellen
bestatigt (Abb. 3A), iiberraschenderweise ist
sie aber bei Polyglutamin-Proteinen in vivo
unabhéngig von der Ribosomenbindung [9].
Man fand, dass ein groBer Teil der NAC-Mole-
kiile in der Zelle nicht an Ribosomen gebun-
den ist, posttranslational an unstrukturierte
Proteine bindet und diese so vor Aggregation
schiitzt. Interessanterweise wurde eine wich-
tige Interaktionsstelle fiir Polyglutamin-Pro-
teine in der positiv geladenen Ribosomenbin-
dungsdomine der B-Untereinheit von NAC
identifiziert, welche auch naszierende Sub-
strate im Ribosomentunnel bindet (Abb. 3B).
Dies legt nahe, dass NAC {iber diese Doméne
auch ko-translational Substrate bindet, um
neu synthetisierte Proteine bei der Faltung
zu unterstiitzen. Diese Hypothese wird durch
Studien gestiitzt, die zeigen, dass NAC Poly-
peptidketten am Ribosom stabilisiert und vor
vorzeitigem Abbau schiitzt [1]. NAC bindet
naszierende Polypeptide liber die o- und
B-Untereinheit, was auf eine multimodale
Substratbindung schlieBen lasst. Zusammen-
gefasst weisen diese Befunde auf einen Cha-
peron-Mechanismus dhnlich dem des Trig-
gerfaktors in Bakterien hin, der iber mehre-
re Bindungsstellen naszierende Polypeptide
am Tunnelausgang bindet und so ihre poten-
zielle Fehlfaltung verhindert. |
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A Abb. 3: Molekulare Chaperon-Aktivitdt von NAC. A, Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
von Polyglutamin-Proteinen (rot) in der Kopfregion von Caenorhabditis elegans. Toxische Protein-
aggregate (links) verschwinden nach der Uberexpression von NAC (rechts). B, Schematische Dar-
stellung der posttranslationalen Chaperon-Aktivitdt von NAC. Unter Stressbedingungen verhin-
dert NAC (iber die positiv geladene Ribosomenbindedoméne (Nf) die Bildung von toxischen Poly-

glutamin-Aggregaten.
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