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Abstract: Eine korrekte und pr�zise Faltung der Sekund�r-
und Terti�rstruktur ist von entscheidender Bedeutung fîr die
zellul�re Funktionalit�t von Ribonukleins�uren (RNA). Fal-
tungsstudien von RNA wurden allerdings îberwiegend in vitro
durchgefîhrt, ohne die Mçglichkeit solche Experimente
in vivo zu validieren. In dieser Arbeit konnten wir die Fal-
tungsstabilit�t einer RNA-Haarnadel direkt in lebenden S�u-
gerzellen auflçsen. Die Ergebnisse zeigen, dass die Faltungs-
stabilit�t innerhalb der Zelle mit der in einer verdînnten phy-
siologischen Pufferlçsung vergleichbar ist. Die In-vitro-Ver-
wendung von kînstlichen Crowding-Reagentien, mit der
Ausnahme vom hochmolekularen PEG, fîhrt hingegen zu
einer Destabilisierung der Haarnadel, die aus Oberfl�chen-
wechselwirkung und Verminderung der Wasseraktivit�t resul-
tiert. Ferner ist die Faltungsstabilit�t der RNA �ußerst variabel,
sowohl innerhalb einer Zellpopulation als auch auf der sub-
zellul�ren Ebene des Zellkerns und des Zytoplasmas. Dem-
zufolge unterliegt die RNA im Inneren der Zelle (lokalisierten)
stabilisierenden und destabilisierenden Effekten, die im Mittel
und im Vergleich zu der verdînnten Pufferlçsung nur eine
geringfîgige Modulation der Faltungsstabilit�t verursachen.

Der Prozess der RNA-Faltung wurde in der Vergangenheit
sehr intensiv erforscht.[1] In der Regel wurden die Experi-
mente in verdînnten w�ssrigen Pufferlçsungen und h�ufig in
Anwesenheit von speziellen Ionen durchgefîhrt, um die ne-
gative Ladung des Zucker-Phosphat-Rîckgrats abzuschirmen

und somit die Faltung zu fçrdern.[2] Solche In-vitro-Studien
sind allerdings nicht hinreichend fîr das Verst�ndnis der
Faltung und Funktion von RNA-Molekîlen in der nativen
zellul�ren Umgebung, in der unterschiedlich große Biopoly-
mere, Lipide, Osmolyte und Salze bis zu 40% des verfîgba-
ren Volumens ausfîllen („Crowding“).[3] Fîr das Verst�ndnis
einer mçglichen RNA-Faltungsmodulation durch die zellu-
l�re Umgebung wurden bereits unterschiedliche Versuche
unternommen, um das zellul�re Milieu in vitro experimentell
durch Zugabe synthetischer Crowding-Reagentien wie Po-
lyethylenglykol oder Ficoll nachzuahmen.[4] Die Effekte sol-
cher Crowding-Reagentien auf die Nukleins�urefaltung sind
vielf�ltig und h�ngen von der Komplexit�t des Faltungspro-
zesses ab. Der Crowding-Effekt auf terti�re und quart�re
Strukturen kann als stabilisierend aufgefasst werden,[5] w�h-
rend dessen Auswirkung auf die Sekund�rstruktur zumeist
destabilisierend ist.[5e,6] Fîr die Beschreibung der RNA-Fal-
tungsmodulation durch Crowding wurden drei wesentliche
Beitr�ge diskutiert. Erstens, Crowding fîhrt zu einer Redu-
zierung des verfîgbaren Volumens fîr die RNA-Entfaltung.[4]

Der sogenannte Volumenausschlusseffekt stabilisiert dabei
die gefaltete und kompakte native Struktur im Vergleich zu
der ungefalteten und damit ausgedehnteren Konformation.
Die Grçßenordnung dieses Effekts h�ngt von der relativen
Grçße der RNA und des Crowding-Reagens ab.[4b, 6a, 7] Die
st�rksten Stabilisierungseffekte wurden deshalb bei Terti�r-
und Quart�rstrukturen von RNA gefunden. Zweitens, er-
hçhtes Crowding verursacht eine Verminderung der Wasser-
aktivit�t und -polarit�t.[8] Da fîr die Bildung der Duplex- und
Haarnadelstrukturen eine erhçhte Hydratisierung der RNA
angenommen wird, wurden die st�rksten Destabilisierungs-
effekte bei Sekund�rstrukturen festgestellt.[6] Drittens, spe-
zifische Oberfl�chenwechselwirkungen wurden zwischen den
Nukleobasen und dem Crowding-Reagens beobachtet.[5e,9]

Derartige Wechselwirkungen begînstigen den ungefalteten
Zustand der RNA und verursachen somit eine Destabilisie-
rung der Sekund�rstruktur.

Trotz mechanistischer Aufkl�rung der Faltungsmodulati-
on der RNA durch kînstliche Crowding-Reagentien bleibt es
allerdings unklar, ob diese das zellul�re Milieu angemessen
widerspiegeln und Erkenntnisse îber die zellul�re Struktur
und Funktionalit�t der RNA liefern kçnnen. Jîngste RNA-
Studien zeigen, dass unterschiedliche Crowding-Reagentien
zu unterschiedlichen Ergebnissen îber die Bildung der Ter-
ti�rstruktur und somit zur Fehlinterpretation der nativen
Funktionalit�t fîhren.[10] Weitere Hinweise kommen von
einer Reihe von Proteinfaltungsstudien in lebenden Zellen,
die zeigen, dass Crowding-Reagentien das Verhalten des na-
tiven Zellmilieus in seiner Gesamtheit nicht imitieren
kçnnen.[11]
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In dieser Studie untersuchten wir die Faltung einer RNA-
Haarnadel direkt in lebenden Zellen und zogen zur Inter-
pretation der Ergebnisse vergleichbare In-vitro-Experimente
in Crowding-Reagentien heran. Als Modellsystem verwen-
deten wir eine gut erforschte temperatursensitive RNA-
Struktur. Das Salmonella-fourU-RNA-Thermometer (4U)
liegt in der 5’-untranslatierten Region (5’-UTR) des agsA-
Gens (aggregation-suppression protein) und fungiert als
temperatursensitives Steuerelement auf der mRNA-Ebene
fîr die Genexpression von kleinen Hitzeschockproteinen.[12]

Frei lebende Mikroorganismen verwenden h�ufig solche
eingebauten Biosensoren, um die Umgebungstemperatur
wahrzunehmen und sich an ønderungen anzupassen.[13] Hier
untersuchten wir, wie die Temperatursensitivit�t des 4U-
RNA-Thermometers innerhalb der zellul�ren Umgebung
moduliert wird. ønderungen der Faltungsstabilit�t konnten
mit subzellul�rer Auflçsung bestimmt werden und wurden
mit In-vitro-Ergebnissen in synthetischen Crowding-Rea-
gentien verglichen. Dafîr verwendeten wir Fast Relaxation
Imaging (FReI), eine kîrzlich entwickelte Relaxationsme-
thode zur Untersuchung biomolekularer Kinetik und Ther-
modynamik in einzelnen lebenden Zellen.[14] FReI kombi-
niert schnelle laserinduzierte Temperatursprînge mit Fçrster-
Resonanz-Energietransfer(FRET)-Mikroskopie. Fîr die
Untersuchung des 4U-RNA-Thermometers wurde ein maß-
geschneidertes Protokoll mit sukzessiven 2.4 88C-Temperatur-
sprîngen implementiert. Dies erlaubte die Aufnahme von
thermischen Schmelzkurven der 4U RNA in der Zelle und
innerhalb von 300 s unter Vermeidung von zytotoxischen
Effekten (Abbildung 1A).[14b]

Fîr eine FRET-basierte Untersuchung des Entfaltungs-
gleichgewichts der 4U RNA wurde die RNA durch End-
gruppenkupplung mit Atto488 und Atto565 îber orthogonale
N-Hydroxysuccinimid(NHS)- und Click-Chemie funktiona-
lisiert (Abbildung 1B, siehe die Hintergrundinformationen
fîr Details). Eine thermische Entfaltung der RNA-Haarnadel
verursachte eine FRET-Minderung zwischen den beiden
Fluorophoren, die mit einer Fluoreszenzzunahme des Donors
(D, Atto488) und einer Abnahme des Akzeptors (A,
Atto565) einherging und somit zu einer Zunahme des D/A-
FRET-Signals fîhrte (Abbildung 1D,E). Die intrinsische
Reaktion des D/A-FRET-Signals auf die Temperatur war
unbedeutend gering (Abbildung S2 in den Hintergrundin-
formationen). Jeder Temperatursprung wurde fîr 20 s gehal-
ten, um eine vollst�ndige øquilibrierung der Probe zu ge-
w�hrleisten (Abbildung S3).

Der thermische Entfaltungsprozess der 4U war vollst�n-
dig reversibel und die RNA blieb intakt (Abbildung 1 C,
S4A). Aufgrund der kooperativen Entfaltung der 4U[12b]

wurde fîr die thermodynamische Datenanalyse ein Zweizu-
standsmodell angenommen (siehe die Hintergrundinforma-
tionen fîr Details). Die Schmelztemperatur der 4U stimmte
mit denen aus frîheren In-vitro-Experimenten îberein (Ta-
belle S1).[12b] Dies zeigt, dass die Farbstoffmarkierungen die
thermische Entfaltung von 4U nicht stçrten. In der physio-
logischen Pufferlçsung DPBS (DulbeccoÏs phosphate buffe-
red saline) lag die Schmelztemperatur bei Tm = 52.7� 1.6 88C.
Fîr eine genaue Thermodynamik-Analyse der 4U w�re al-
lerdings der anzuwendende Temperaturbereich in einem

FReI-Experiment zu hoch fîr die HeLa-Zellen. Deshalb
wurde im Folgenden die niedrig schmelzende Variante
(G12A-C23U) der 4U RNA[15] verwendet, die wir fortan als
lm-4U RNA bezeichnen. In DPBS besaß lm-4U eine
Schmelztemperatur von Tm = 47.4� 0.6 88C und eine freie
Entfaltungsenthalpie von DG88u(37 88C) = 5.9� 0.8 kJmol¢1

(Abbildung S4B, Tabelle S1).
Als N�chstes wurde die Faltungsstabilit�t der lm-4U RNA

in verschieden In-vitro-Crowding-Umgebungen untersucht.
Als Erstes testeten wir die Grçßenabh�ngigkeit des Crow-
ding-Effekts, indem wir das gebr�uchliche Crowding-Reagens
Polyethylenglykol (PEG) mit verschiedenen Polymerisati-
onsgraden (Molekulargewichte: 200 Da, 400 Da, 6 kDa und
20 kDa) sowie das monomere øquivalent Ethylenglykol (EG,
62 Da) einsetzten. Die lm-4U-Haarnadel wurde destabilisiert
in Anwesenheit von (P)EG mit Molekulargewichten kleiner
6 kDa, wie durch den erniedrigten Schmelzpunkt und die
erniedrigte freie Entfaltungsenthalpie gezeigt wurde (Tabel-
le S1, Abbildung 2A).

Abbildung 1. Thermische Entfaltung von 4U RNA untersucht mit Fast
Relaxation Imaging (FReI). A) Schematischer Aufbau eines FReI-Experi-
ments. B) Struktur der 4U RNA markiert mit den beiden FRET-f�higen
Farbstoffen Atto488 und Atto565. SD= Shine-Dalgarno. Fír eine detail-
lierte Struktur der Linkerregionen L1 und L2 siehe Abbildung S1.
C) Gelelektrophorese und EtBr-F�rbung zeigen die Unversehrtheit der
Haarnadel nach einer Reihe von Temperaturspríngen in DPBS-Puffer-
lçsung. D) Normalisierte Donor- und Azeptor-FRET-Fluoreszenzinten-
sit�ten der 4U RNA untersucht mit FReI und in der Pufferlçsung
DPBS. E) Normalisierte D/A-FRET-Signale als Funktion der Temperatur
fír 4U-RNA und ihre niedrig schmelzende Variante G12A-C23U (lm-
4U) in der Pufferlçsung DPBS. n =4. Daten mit Fehlerbalken repr�sen-
tieren M�SD.
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Wir fanden eine monotone Abnahme von DG88u mit ab-
nehmender Wasseraktivit�t (lnaw) durch Zugabe von EG,
PEG 200 und PEG 400. Dies deutet auf einen Zusammen-
hang zwischen der Wasseraktivit�t und der Stabilit�t der
Haarnadelstruktur hin. Eine solche Wassersensitivit�t wurde
auch fîr andere Nukleins�urestrukturen beschrieben.[6] Die
Zugabe von 300 gL¢1 PEG 6 kDa oder 20 kDa fîhrte hinge-
gen zu einer signifikanten Stabilisierung des gefalteten Zu-
stands trotz einer Reduktion der Wasseraktivit�t (siehe Hin-
tergrundinformationen fîr Details). Diese Stabilisierung
kann durch den Volumenausschlusseffekt erkl�rt werden, der
das Faltungsgleichgewicht zu dem kompakteren nativen Zu-
stand verschiebt und so die Stabilit�t der Haarnadel er-
hçht.[4b, 6b,7]

Als N�chstes wurde die Haarnadel-Stabilit�t in Anwe-
senheit von Ficoll 70 und dem monomeren Baustein Sucrose
bei verschiedenen Konzentrationen zwischen 0 und 300 gL¢1

untersucht. Ficoll 70 und PEG 20 kDa haben vergleichbare
Partikelgrçßen. Wir konnten jedoch zeigen, dass die Haar-
nadel-Stabilit�t fîr Sucrose und Ficoll 70 linear mit derselben
Abh�ngigkeit mit lnaw abnahm (Abbildung 2B). Der Ver-
gleich zwischen PEG und Ficoll zeigte weiterhin, dass che-
misch unterschiedliche Crowding-Reagentien unterschiedli-
chen Einfluss auf die RNA-Stabilit�t haben, wie durch die
unterschiedlichen Steigungen von DG88u gegen lnaw gezeigt
werden konnte. Diese Diskrepanz kçnnte durch verschiedene
Wechselwirkungen zwischen dem Kosolvens und den Nu-
kleobasen bei der Entfaltung erkl�rt werden. Kleine PEG-
Molekîle kçnnen mit der RNA durch hydrophobe Effekte
mit den Nukleobasen in einer PEG-grçßenabh�ngigen Art
interagieren.[9b, 16] Im Gegensatz dazu weist Sucrose mehr
verfîgbare Hydroxygruppen auf im Vergleich zu EG bei

gleichen Massenkonzentrationen. Dadurch werden bevor-
zugte und hydrophile Interaktionen mit den Nukleobasen,
welche w�hrend der Entfaltung solvensexponiert sind, mçg-
lich.[6a] Neue MD-Simulationen sowie experimentelle Daten
deuten auf Wasserstoffbrîcken zwischen Kosolvens und Nu-
kleins�ure hin.[6a, 9a] Unsere Resultate zeigen somit, dass dem
stabilisierenden Effekt des ausgeschlossenen Volumens eine
Reduktion der Wasseraktivit�t sowie attraktive Wechselwir-
kungen zwischen Kosolvens und Nukleobase, beide mit de-
stabilisierenden Beitr�gen, entgegenwirken.

Im n�chsten Schritt injizierten wir die lm-4U RNA direkt
in lebende HeLa-Zellen, um ihre Faltungsstabilit�t mithilfe
von FReI zu bestimmen. Wir fanden heraus, dass sich der
intrazellul�re Tm und DG88u und die Resultate in verdînnter
DPBS-Pufferlçsung �hnelten (Abbildung 3 A,B). Dies ist
îberraschend, weil bei hohen Konzentrationen von 300 gL¢1,
die vergleichbar sind mit der zellul�ren Crowding-Dichte,
verschiedene signifikante Beitr�ge der unterschiedlichen
Kosolventien in vitro beobachtet wurden. Das bedeutet, dass
eine intrazellul�re Destabilisierung der lm-4U RNA aufgrund
von reduzierter intrazellul�rer Wasseraktivit�t[8a,c] oder durch
Wechselwirkungen der Nukleobasen[5e, 9] durch stabilisierende
Beitr�ge, wie z. B. durch Volumenausschlusseffekte, kom-
pensiert werden und somit nur eine marginale Ver�nderung
der Stabilit�t beobachtet wurde.

Allerdings beobachteten wir eine breite Verteilung der
Schmelztemperatur und der freien Entfaltungsenthalpie
(Tabelle S1, Abbildung 3A,B). Die Breite der Verteilung
wurde durch zwei Standardabweichungen abgesch�tzt, wo-
durch 95 % der Verteilung von DG88u beschrieben werden. Die
Verteilung von DG88u entsprach einer Variabilit�t von ca. 2.9
bis 3.5 kB T (7.6 und 9.0 kJ mol¢1) im Nukleus und Zytosol.
Obwohl im Mittel keine signifikanten Unterschiede zwischen
Zytosol und Nukleus beobachtet wurden, war die RNA in
manchen Zellen stabiler im Zytosol als im Nukleus oder
umgekehrt (Abbildung S5). Eine solche Variabilit�t des zel-
lul�ren Crowding-Effekts auf subzellul�rer Ebene kçnnte mit

Abbildung 2. In-vitro-Faltungsstabilit�t der lm-4U RNA in verschiede-
nen Crowding-Lçsungen. Freie Entfaltungsenthalpie bei 37 88C, DG88u,
aufgetragen gegen den natírlichen Logarithmus der Wasseraktivit�t,
ln aw. DPBS wird als verdínnte Referenzpufferlçsung verwendet.
A) Grçßenabh�ngiger Effekt von PEG (300 g L¢1) auf die Faltungsstabi-
lit�t der RNA. Die gepunktete Linie gibt die Abh�ngigkeit der Faltungs-
stabilit�t von ln aw fír PEG <6 kDa an. B) Konzentrationsabh�ngiger
Effekt von Sucrose und Ficoll 70 (100, 200 und 300 g L¢1) auf die Fal-
tungsstabilit�t. Die gestrichelte Linie zeigt eine globale Anpassung
einer linearen Regressionsfunktion an die Datenpunkte. Die individuel-
len Anpassungen fír Sucrose und Ficoll 70 wiesen keine signifikanten
Unterschiede in einer Kovarianzanalyse auf. n = 4. Daten mit Fehlerbal-
ken repr�sentieren M�SD.

Abbildung 3. Faltungsstabilit�t der lm-4U in einzelnen HeLa-Zellen.
Box-Plot-Diagramme fír A) die Schmelztemperatur, Tm, und B) die freie
Entfaltungsenthalpie bei 37 88C, DG88u. Daten mit Fehlerbalken repr�sen-
tieren M�SD und wurden mithilfe eines ungepaarten t-Tests auf sta-
tistische Signifikanz gepríft.
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verschiedenen physiologischen Prozessen in Verbindung
stehen, wie z. B. dem Zellzyklus oder genetischem Rau-
schen.[17] Insbesondere der Zellzyklus kçnnte zu Ver�nde-
rungen der intrazellul�ren Crowding-Dichte fîhren: Es
wurde gezeigt, dass w�hrend des Zellzyklus das Zellvolumen
und die zellul�re Trockenmasse in unterschiedlichen Raten
zunehmen.[18] Es wurde weiterhin vorgeschlagen, dass solche
ønderungen Proteinfaltung w�hrend des Zellzyklus modu-
lieren kçnnten.[19]

Wir konnten weiterhin zeigen, dass die Faltungsstabilit�t
von lm-4U RNA heterogen verteilt war innerhalb des Zyto-
sols und des Nukleus, wie durch die farbkodierte Zellkarte
sowie das Histogramm gezeigt wird (Abbildung 4). Subzel-
lul�re Heterogenit�t fîhrte zu Variationen von DG88u zwi-
schen ca. 1.7 und 2.9 kB T (4.4 und 7.6 kJmol¢1 verglichen zu
0.4 kJmol¢1 fîr vergleichbare In-vitro-Experimente) im Zy-
tosol und Nukleus. Obwohl diese energetischen Modulatio-
nen klein waren, kçnnten sie signifikanten Einfluss auf die
kooperative Faltung der RNA haben. Da die Zelle hoch-
strukturiert und kompartmentalisiert auf vielen L�ngenska-
len ist,[20] kçnnte spekuliert werden, dass subzellul�re Varia-
tionen von der Zelle verwendet werden kçnnen, um die
lokale Energielandschaft der RNA-Faltung zu regulieren.

In dieser Studie haben wir die ersten thermodynamischen
Einblicke in die Faltungsstabilit�t einer RNA-Haarnadel in
der lebenden Zelle mit subzellul�ren Auflçsungen pr�sen-
tiert. Die lm-4U RNA hat in lebenden Zellen eine, im Mittel,

�hnliche Stabilit�t wie in einer physiologischen Pufferlçsung.
Dies ist das Resultat verschiedener Beitr�ge: stabilisierende
Volumenauschlusseffekte, destabilisierende nichtspezifische
Wechselwirkungen sowie Ver�nderungen der Wasseraktivi-
t�t. Dennoch kçnnen sowohl r�umliche als auch zeitliche
Fluktuationen eine Variabilit�t der Faltungsstabilit�t bis hin
zu rund 3 kB T verursachen, wie wir durch die beobachtete
Zell-zu-Zell- und subzellul�re Heterogenit�t zeigen konnten.
Dies ist im Einklang mit verschiedenen Studien, die die zel-
lul�re und subzellul�re Variabilit�t von Crowding als auch
Proteinfaltungslandschaften gezeigt haben.[21] Wir konnten
weiterhin zeigen, dass einzelne synthetische Crowding-Rea-
gentien nicht in der Lage sind, das zellul�re Milieu in seiner
Gesamtheit darzustellen. Stattdessen fîhren diese Kosol-
ventien zu einem unausgeglichenen Bild des zellul�ren
Crowding-Effekts, indem sie die destabilisierende Wirkung
der Wasseraktivit�tsabnahme oder nichtspezifische Wechsel-
wirkungen îberrepr�sentieren. Daher ist die Entwicklung
und Anwendung neuer experimenteller Methoden wie z. B.
intrazellul�rer chemischer Modifikation,[10a,b] intrazellul�rer
NMR-Spektroskopie,[10c] Einzelmolekîl-FRET[22] oder Tem-
peratur-Modulationstechniken[23] notwendig, um RNA-Fal-
tung direkt in der lebenden Zelle zu untersuchen. Solche
Studien werden es erlauben, einzelne Beitr�ge des zellul�ren
Crowding-Effekts zu entschlîsseln und so helfen zu verste-
hen, wie RNA-Struktur und -Funktion sich in lebenden
Zellen entwickelten.
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