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Abstract: Biomolek�le entstehen und funktionieren in einer
dicht gepackten und heterogenen zellul�ren Umgebung. Diese
Bedingungen werden im Reagenzglas oft durch Zugabe
k�nstlicher makromolekularer „Crowding“-Reagentien imi-
tiert. Dennoch ist es unklar, ob solche Kosolventien tats�chlich
die physikalischen und chemischen Eigenschaften der zellul�-
ren Umgebung widerspiegeln, da der zellul�re „Crowding“-
Effekt bisher nicht quantifiziert wurde. Wir haben einen ma-
kromolekularen „Crowding“-Sensor, der auf einem FRET-
markiertem Polymer basiert, entwickelt, um diese Effekte zu
untersuchen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Volumenaus-
schlusseffekte zu keiner Kompression des Sensors in der Zelle
f�hren. Die durchschnittliche Konformation des Sensors ist
dabei �hnlich zu der im verd�nnten Puffer sowie im Zell-
Lysat. Ferner ist der zellul�re „Crowding“-Effekt heterogen
verteilt und ver�ndert sich signifikant w�hrend eines osmoti-
schen Schocks. Mithilfe dieser Methode l�sst sich der zellul�re
„Crowding“-Effekt als Regulator von biomolekularen Reak-
tionen systematisch untersuchen.

Das Innere einer Zelle stellt eine dicht gepackte Umgebung
(„Crowding“) dar, in der Makromolek�le bis zu 40% des
verf�gbaren Volumens ausf�llen.[1] Biochemische Assays und
analytische Methoden werden trotzdem zumeist in vitro, in
verd�nnten w�ssrigen Lçsungen, eingesetzt und die Effekte
der dicht gepackten zellul�ren Umgebung dadurch selten
ber�cksichtigt. Der makromolekulare „Crowding“-Effekt
wird oft als Volumenausschlusseffekt beschrieben.[2] Dieser

kann in vitro experimentell durch Zugabe synthetischer ma-
kromolekularer „Crowding“-Reagentien wie Ficoll 70, Po-
lyethylenglykol (PEG) oder Dextran imitiert werden.[3] Auf
diese Weise konnte gezeigt werden, dass durch Reduktion des
molekularen Volumens Proteine stabilisiert,[4] Proteinaggre-
gation[5] und Enzymkatalyse[4] beschleunigt oder eine Kom-
pression von ungeordneten Proteinen herbeigef�hrt werden
kann.[6]

Das Denkmodell des Volumenausschlusses kann jedoch
nicht einfach auf die zellul�re Ebene �bertragen werden, wie
es widerspr�chliche Ergebnisse zu zellul�ren Proteinstabili-
t�ten zeigen. Zum Beispiel werden Phosphoglycerat-Kinase
(PGK) und die B1-Dom�ne von Protein G stabilisiert, wo-
hingegen VlsE oder Chymotrypsin-Inhibitor 2 durch zellul�re
oder zell�hnliche Umgebungen destabilisiert werden.[7] Eine
allgemeine Stabilisierung, wie sie durch die Theorie des Vo-
lumenausschlusses vorhergesagt wird, konnte nicht beob-
achtet werden.[2,8]

Um den Effekt des Volumenausschlusses in lebenden
Zellen mit r�umlicher und zeitlicher Auflçsung zu charakte-
risieren, entwickelten und verwendeten wir in dieser Arbeit
einen „Crowding“-Sensor. Daf�r wurde Polyethylenglykol
(PEG, 10 kDa) als gut lçsliches, inertes und biokompatibles
„Random-Coil“-Polymer eingesetzt (Abbildung S1), das
selbst als makromolekulares „Crowding“-Reagens Verwen-
dung findet.[6] In vitro konnte zuvor gezeigt werden, dass
PEG besonders empfindlich auf den Volumenausschluss-
effekt reagiert.[9] Neutronstreuungsexperimente zeigen eine
30%-ige Kompression des Gyrationsradius von PEG in
Ficoll 70 (270 mgmL�1).[9] Die Begrenzung des Konforma-
tionsraums f�hrt zur strukturellen Kompression und Kom-
paktierung des Makromolek�ls – ein Markenzeichen des
Volumenausschlusseffekts.[2]

Zur Messung des End-zu-End-Abstands durch FRET
(Abbildung 1a) wurde PEG durch Endgruppenkupplung mit
Atto488 und Atto565 funktionalisiert. Der FRET-Wert lag
bei (40.3� 0.2)% (Mittelwert� Standardabweichung) in vi-
tro. Die Zugabe und Erhçhung der Konzentration des ma-
kromolekularen „Crowding“-Reagens Ficoll 70 f�hrte zu
einer Kompression des Sensors und somit zu einem Anstieg
des FRET-Signals (Abbildung 1b). Die Kontrolle mit dem
Osmolyt Sucrose, ein monomeres �quivalent von Ficoll,
zeigte nur eine geringf�gige Kompression des Sensors (Ab-
bildung 1 b). Ein �hnliches Verhalten wurde f�r PEG beob-
achtet. Das makromolekulare „Crowding“-Reagens PEG
(10 kDa) verursachte eine starke Kompression des Sensors,
die in Anwesenheit der Oligomere mit geringerem Moleku-
largewicht (200 Da) oder des Monomers Ethylenglykol (EG)
weniger ausgepr�gt war. Weiterhin untersuchten wir den
Effekt des Osmolyts TMAO auf die Konformation des Sen-
sors, da TMAO-Proteine vermutlich durch einen wasserver-
mittelten Mechanismus und weniger durch den Volumen-
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ausschlusseffekt stabilisiert (Abbildung S2).[10] TMAO f�hrte
nur zu geringen �nderungen in der Sensor-Kompaktheit und
der FRET-Effizienz. Ferner wies der Sensor keine signifi-
kanten Konformations�nderungen bei pH- oder Salz�nde-
rungen in einem physiologischen Bereich auf (Abbildung S3).
Somit konnten wir zeigen, dass der Sensor besonders emp-
findlich auf die makromolekulare Natur der „Crowding“-
Reagentien reagiert.

Um die zellul�re Umgebung in vitro zu imitieren, testeten
wir das Verhalten des Sensors in Lçsungen des Proteins
Rinderserumalbumin (BSA, Abbildung 1d) sowie in zyto-
plasmatischem Extrakt (Abbildung 1e), der aus X.-laevis-
Oozyten gewonnen wurde.[11] F�r beide konnten wir zun�chst
eine geringe Expansion des Sensor bei niedrigen Konzentra-
tionen beobachten. Bei hohen Konzentrationen von BSA
wurde eine signifikante Kompression des Sensors im Ver-
gleich zu der expandierten Konformation bei 20 mg mL�1

gefunden. Das Zell-Lysat, das nur bis 80 mgmL�1 konzen-
trierbar war, verursachte bei seiner hçchsten Konzentration
keine signifikante Kompression des Sensors.

Als n�chstes injizierten wir den Sensor in lebendige
HeLa-Zellen (siehe die Hintergrundinformationen f�r De-
tails). Mithilfe von Pixel-basierter Auswertung berechneten
wir die FRET-Effizienzen mit subzellul�rer Auflçsung (Ab-
bildung 2 a).[12] Anders als erwartet, f�hrte das Zytoplasma
mit einer Makromolek�lkonzentration bis 400 mgmL�1 zu
keiner signifikanten Kompression des Sensors (Abbil-
dung 2b). Vielmehr beobachteten wir, dass die FRET-Effi-
zienz, gemittelt �ber das Zytoplasma einer einzelnen Zelle,
�hnlich zu jener im verd�nnten Puffer ist. Dies zeigt, dass in

der dicht gepackten Zelle eine Kraft existieren muss, die dem
Volumenausschlusseffekt entgegen wirkt. Neuste Simulatio-
nen[13] sowie Kernspinresonanz-Experimente[14] zeigen, dass
diese Kraft auf schwache, transiente sowie nichtspezifische
Wechselwirkungen (z. B. Van-der-Waals- oder hydrophobe
Kr�fte) zur�ckzuf�hren sei. Diese Wechselwirkungen sind
proportional zu der exponierten Oberfl�che[13d, 15] und stabi-
lisieren somit die expandierte Kettenkonformation von PEG.
Dies bildet einen Gegensatz zu den Volumenausschluss-
effekten, die kompaktere Konformationen fçrdern. Dies
stimmt mit Beobachtungen aus der Literatur �berein, dass
PEG durch nichtspezifische Bindung Proteine geringf�gig
destabilisiert.[16] Das Ausbleiben eines dominierenden Volu-
menausschlusseffektes kçnnte somit erkl�ren, warum nur
minimale und widerspr�chliche Einfl�sse der zellul�ren
Umgebung auf Proteinstabilit�ten gefunden wurden im Ge-
gensatz zu den In-vitro-Experimenten in polymeren „Crow-
ding“-Reagentien.[3,7]

Trotz des geringen Kompressionsunterschieds des Sensors
im Zytoplasma und in verd�nntem Puffer wies die zellul�re
Umgebung ein unterschiedlich starkes „Crowding“ in ver-
schiedenen Regionen auf. Dies zeigt eine Verbreiterung des
Histogramms (Abbildung 2c) verglichen zur In-vitro-Refe-
renz, die ein Maß f�r die experimentelle Ungenauigkeit dar-
stellt (Abbildung S4). Trotz geringer Unterschiede im Volu-
menausschlusseffekt kçnnen diese signifikante Auswirkun-

Abbildung 1. a) Illustration des markierten PEG-Sensors in verschiede-
nen Konzentrationen von „Crowding“-Reagens (PEG, 10 kDa). Maß-
stab: 30 �. b–e) FRET-Effizienzen, aufgetragen gegen verschiedene
Konzentration an „Crowding“-Reagens in DPBS-Puffer: b) Ficoll 70 und
Sucrose, c) Polyethylenglykol (10 kDa), d) BSA und e) X.-laevis-Oocyten-
lysat. Daten mit Fehlerbalken repr�sentieren M�SD.

Abbildung 2. a) Repr�sentative Donor-Bilder (Atto488) von zytosolisch
und nukle�r injizierten Zellen. Falschfarbenbilder der berechneten
FRET-Effizienzen werden gezeigt. Maßstab: 20 mm. b) Vergleich der
mittleren FRET-Effizienzen zwischen HeLa-Zytosol (n = 17), HeLa-Zell-
kernen (n = 11), 10 mgmL�1 DNA-Lçsung (n = 3) und verd�nntem
Puffer (n = 3). Einfaktorieller ANOVA und ein Post-Hoc-Tukey-Test
wurden durchgef�hrt, um statistische Unterschiede zu identifizieren.
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Daten mit Fehlerbalken repr�sen-
tieren M�SD. c) FRET-Effizienz-Histogramm des Zytosols und des
Zellkerns.
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gen auf die Regulation biomolekularer Funktionen haben.
K�rzlich wurde gezeigt, dass makromolekulares „Crowding“
das Faltungsgleichgewicht eines Proteins um wenige kJmol�1

vom ungefalteten zum gefalteten Zustand hin verschieben
kann.[17] Dadurch kçnnten verschiedene „Crowding“-Regio-
nen auch die Modulierung der Faltungslandschaft eines Pro-
teins in subzellul�ren Umgebungen erkl�ren.[18]

Um subzellul�re „Crowding“-Variationen n�her zu un-
tersuchen, injizierten wir den Sensor direkt in den Zellkern.
Verglichen mit der Konformation im Zytoplasma sowie in
verd�nntem Puffer ist der Sensor signifikant expandiert
(Abbildung 2b). Wir zeigen, dass eine einfache Wechselwir-
kung zwischen DNA und PEG nicht in der Lage ist, diesen
Effekt zu erkl�ren, indem wir den Sensor in konzentrierter
DNA Lçsung in vitro untersucht haben (Abbildung 2b).
Somit deutet die st�rkere Expansion im Zellkern auf einen
noch weniger ausgepr�gten Volumenausschlusseffekt hin, der
durch einen insgesamt geringeren Makromolek�lanteil oder
durch eine andere Zusammensetzung des Zellkerns erkl�rt
werden kçnnte. Dies korreliert mit einer schnelleren Entfal-
tung von PGK im Zellkern, die auf eine geringere lokale
Viskosit�t zur�ckgef�hrt wurde.[19] Zus�tzlich zeigen wir, dass
der Zellkern, �hnlich wie das Zytoplasma, eine hçhere
„Crowding“-Heterogenit�t aufweist als verd�nnter Puffer.
Dies deutet auf eine komplexe „Crowding“-Umgebung in
verschiedenen zellul�ren Kompartimenten hin. Neben der
subzellul�ren Heterogenit�t beobachten wir eine Variabilit�t
zwischen den gemessenen Zellen (Abbildung S5), sowohl f�r
zytosolisch als auch f�r in den Zellkern injizierte Zellen. Wir
zeigen, dass diese Variabilit�t nicht durch Konzentrations-
unterschiede des Sensors in der Zelle verursacht wird (Ab-
bildung S6). Eine �hnliche Variabilit�t zwischen individuellen
Zellen wurde zuvor in Bezug auf Proteinstabilit�ten be-
schrieben.[19]

Ein physiologisch relevanter Prozess, in dem makromo-
lekulares „Crowding“ eine wichtige Rolle spielen soll, ist die
zellul�re Antwort auf osmotischen Stress.[20] Um diese Hy-
pothese zu �berpr�fen, wurden die mikroinjizierten Zellen
hohen Salzkonzentrationen (500 mm NaCl) ausgesetzt, um
somit die intrazellul�re Makromolek�lkonzentration durch
eine Reduzierung des Zellvolumens zu erhçhen. Wir zeigen,
dass unmittelbar nach dem osmotischen Schock der Sensor
stark komprimiert wurde (Abbildung 3, Video in den Hin-
tergrundinformationen). Das beobachtete FRET-Signal ent-
spricht einer linear extrapolierten Ficoll-70-Konzentration
von 650 mgmL�1. Folglich sind Biomolek�le in gestressten
Zellen starken Kompressionskr�ften ausgesetzt, die aus Vo-
lumenausschlusseffekten resultieren. Diese Kr�fte kçnnten
insbesondere ungeordnete Proteine beeinflussen, die in
Umgebungen mit hohem „Crowding“ kollabieren.[6] Solche
Bedingungen f�hren außerdem zu einer Beschleunigung der
Proteinaggregation in vitro.[5] Weiterhin kçnnte „Crowding“
eine Rolle bei der Entstehung von strukturell unterschiedli-
chen Proteinaggregaten spielen, die unter osmotischem Stress
beobachtet wurden.[21]

Zusammenfassend l�sst sich sagen, dass, trotz eines hohen
„Crowding“-Anteils der zellul�ren Umgebung, der Volu-
menausschlusseffekt keine signifikante Kompression von
Biomolek�len herbeif�hrt. Unsere Beobachtung kann da-

durch verstanden werden, dass nichtspezifische anziehende
Wechselwirkungen dem Volumenausschlusseffekt entgegen-
wirken. Nichtsdestotrotz zeigen unsere Experimente mit os-
motischem Stress, dass unter spezifischen Bedingungen der
Volumenausschlusseffekt eine entscheidende Rolle in der
zellul�ren Antwort auf Stress spielen kçnnte. Die beobach-
tete Zell-zu-Zell- sowie subzellul�re Heterogenit�t kçnnte
weiterhin zu einer r�umlichen Regulierung biomolekularer
Funktion in der Zelle beitragen. Daher sind weitere Studien
notwendig, um die physikochemischen Eigenschaften der
zellul�ren Umgebung sowohl r�umlich als auch zeitlich mit
einem Biomolek�lsensor zu korrelieren. Solche Studien
werden zeigen, ob die zellul�re Umgebung eine inerte und
native Matrix ist, in der Biomolek�le funktionieren, oder ob
sie eine aktive Rolle in der Kontrolle biomolekularer Pro-
zesse spielt.
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