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Die Weiterleitung eines Signals vom Zell�ußeren zum Zell-
kern ist einer der wichtigsten Mechanismen f�r die Regulie-
rung zahlreicher biologischer Prozesse. Externe Signale ak-
tivieren Rezeptoren, die die Informationen durch die Mem-
bran �bertragen, wo sie durch Proteine weitergeleitet werden,
die wiederum Ionenkan�le, Phosphokinasen oder andere
Effektoren aktivieren. GTP-bindende Proteine, die das Signal
am Rezeptor aufnehmen (wie heterotrimere G-Proteine oder
Ras), sind durch posttranslationale Lipidmodifikationen in
der Membran verankert.[1] Da diese Lipidketten durch hy-
drophobe Wechselwirkungen maßgeblich zur Membranver-
ankerung der Proteine beitragen, f�hrt ihr Fehlen zur Abl�-
sung des Molek�ls von der Membran und damit zu seiner
Deaktivierung. Deshalb erh�ht Ras durch die Membran-
bindung seine effektive Konzentration, um die Wechselwir-
kung mit seinen Effektoren zu optimieren.[2] Das Ras-Protein
ist ein wichtiger molekularer Schalter, der die Proliferation
sowie Zelldifferenzierung und -wachstum reguliert.[3]

Die hohe Spezifit�t der Membranbindung von Ras wird
bereits durch einen Vergleich der Mitglieder der Ras-Familie
deutlich: N-Ras und K-Ras4A verf�gen �ber je zwei Lipid-
modifikationen, w�hrend H-Ras drei Lipidmodifikationen
aufweist.[4] Dagegen wird K-Ras4B durch die gleichzeitige
Wirkung einer Lipidmodifikation und anziehender elektro-
statischer Wechselwirkungen an die Membran gebunden.[4]

Obwohl die Lipidmodifikationen in die Membran eingebettet
sind, zeigen sie ein hohes Maß an Flexibilit�t, das auch in die
Polypeptidkette �bertragen wird.[5,6]

Obwohl die hochgradig homologen Ras-Proteine in vitro
mit denselben Effektoren wechselwirken, produzieren sie in
vivo deutlich unterschiedliche Signale. Dies impliziert, dass
die beobachteten Unterschiede auf die lipidmodifizierten C-
Termini zur�ckzuf�hren sind, in denen die Homologie sehr
niedrig ist.[7] Außerdem scheint in Abh�ngigkeit von der
Nucleotidbindung die Lokalisation von Ras in fl�ssigkristal-
linen Dom�nen oder Membran-Rafts[8] reguliert zu werden.
W�hrend nur aktives H-Ras*GTP mit den entsprechenden
Effektoren wechselwirkt, ist die inaktive Form H-Ras*GDP
in Rafts lokalisiert, wo das Signal nicht weiter�bertragen
wird. Ein alternatives Modell f�hrt die unterschiedlichen Si-
gnale der verschiedenen Ras-Isoformen auf Unterschiede in
der Aufnahme- und Aufenthaltszeit in den verschiedenen
Dom�nen zur�ck.[9, 10] Dies legt den Schluss nahe, dass die
Membranlokalisation und biologische Funktion auf den
Wechselwirkungen des Ras-Proteins und seiner Lipidmodi-
fikationen mit Rafts oder fl�ssigkristallinen Membrandom�-
nen beruhen, was hier untersucht werden sollte.

F�r die Untersuchung von Lipidketten ist die 2H-NMR-
Spektroskopie �ußerst n�tzlich. Dieses Verfahren ist auf die
einzelnen Komponenten einer Lipidmischung anwendbar
und erfordert nur die Synthese des jeweiligen Molek�ls in
deuterierter Form. Zuerst untersuchten wir die Anpassung
der Lipidmodifikationen eines N-Ras-Heptapeptids, das an
den Aminos�uren Cys181 und Cys186 hexadecyliert war, an
die Membrandicke. Es wurden vier verschiedene Membran-
modelle bestehend aus Lipiden mit unterschiedlichen Koh-
lenwasserstoffketten ausgew�hlt. Die 2H-NMR-spektrosko-
pisch bestimmte Membrandicke schwankte dabei zwischen
21.0 (DLPC) und 38.8 � (DPPC/Cholesterin, 10:6; siehe Ta-
belle 1). Die hohe Cholesterinkonzentration f�hrte dabei zur
Kondensation der Lipide, wodurch sich ihre Kettenl�nge
erh�ht[11] und die Phasen�berg�nge von DPPC verschwinden,
sodass alle Lipidmischungen bei 30 8C studiert werden
konnten.

2H-NMR-Spektren wurden sowohl f�r deuterierte Mem-
branen mit oder ohne Ras aufgenommen als auch f�r deute-
riertes [D66]Ras in protonierten Membranen. Repr�sentative
2H-NMR-Spektren f�r Ras in DLPC sind in Abbildung 1a–c
dargestellt. Die Einlagerung von Ras �ndert die Ordnungs-
parameter der Membranlipide kaum, w�hrend das Signal im
Spektrum der Ras-Lipidmodifikationen deutlich schmaler ist,
was zu niedrigeren Ordnungsparametern f�hrt.

Aus den Ordnungsparameterprofilen (Abbildung 1d)
wurden geometrische Parameter der Lipidketten der Wirt-
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membran und des Ras-Proteins berechnet[12] (Tabelle 1). F�r
DLPC wurde eine kleine Erh�hung der Kettenl�nge in Ge-
genwart von Ras beobachtet (Abbildung 1e). �berraschen-
derweise zeigten die Ras-Lipidmodifikationen eine nahezu
identische L�nge, obwohl sie vier zus�tzliche Methylengrup-
pen enthielten. Somit wird eine nahezu perfekte Anpassung
der Kettenl�nge von Ras und DLPC beobachtet. Die 16:0-
Ras-Ketten erreichen diese Anpassung an die 12:0-DLPC-
Ketten durch eine Erh�hung der Querschnittsfl�che auf
35.4 �2 pro Kette, w�hrend die Lauroylketten der Membran
nur 30.9 �2 pro Kette einnehmen.

Als n�chstes untersuchten wir, ob diese Kettenl�ngenan-
passung auch in Membranen mit gr�ßeren hydrophoben
Dicken stattfindet. Die entsprechenden 2H-NMR-Spektren
und Ordnungsparameter f�r DMPC, POPC und DPPC/
Cholesterin sind in den Hintergrundinformationen zu finden.
Die daraus erhaltenen Kettenl�ngen sind in Abbildung 2
dargestellt. In allen F�llen wurde eine nahezu perfekte Ket-
tenl�ngenanpassung zwischen Ras und der Membran beob-
achtet. Unter Ber�cksichtigung s�mtlicher 2H-NMR-Daten
kommen wir zu dem Schluss, dass sich die L�nge der Ras-
Lipidmodifikationen an die der umgebenden Lipide anpasst.

In Abh�ngigkeit von der hydrophoben Dicke der umgeben-
den Membran wurden Ras-Kettenl�ngen zwischen 8.7 und
15.5 � beobachtet, was bedeutet, dass die Lipidmodifikatio-
nen von Ras ihre L�nge verdoppeln k�nnen, um sich an die
umgebende Membran anzupassen. Dieser Prozess wird be-
gleitet von einer �nderung der Querschnittsfl�che zwischen
35.4 und 23.6 �2. Umgekehrt �ndert sich die Dicke der
Membran durch die Ras-Einlagerung kaum. Stattdessen passt
sich die L�nge der Ras-Lipidmodifikationen an, was den
energetisch g�nstigeren Prozess darzustellen scheint. Dies
unterscheidet sich von der Einlagerung starrer a-Helices, bei
der sich die Membran anpasst, um den Unterschied der hy-
drophoben Dicke auszugleichen.[13] Solche Prozesse betreffen
viele Lipidmolek�le, wodurch sie sehr wahrscheinlich ener-
getisch ung�nstiger sind.

Die Anpassung der Ras-Lipidmodifikationen an die
Wirtmembran erfordert entweder ihre Verl�ngerung oder
Verk�rzung. Die Kompression einer Lipidkette erh�ht die
Zahl ihrer gauche-Defekte, was sich auf die Kettenenthalpie
und -entropie auswirkt.[14] Ein einzelner gauche-Defekt
�ndert die Kettenl�nge um 1.1 �.[15] Dies erm�glicht es, die
Zahl der gauche-Defekte anhand der Kettenl�ngenanpassung
abzusch�tzen. Eine all-trans-Kette hat eine Kettenl�nge von
17.8 � (insgesamt 14 Bindungen zwischen protonierten
Kohlenstoffen). Die ausgedehntesten Ras-Ketten wurden in
DPPC/Cholesterin beobachtet (15.5 �) und wiesen damit
durchschnittlich zwei gauche-Defekte auf. Dagegen zeigen
die Ketten in DLPC-Membranen nur eine L�nge von 8.7 �,
was ungef�hr acht gauche-Defekte voraussetzt.

Dieses aus physikochemischer Sicht interessante Ph�no-
men sollte auch eine biologische Bedeutung haben. In der
Zelle tauscht Ras sowohl zwischen den Plasma- und Golgi-
Membranen als auch zwischen verschiedenen Dom�nen in-
nerhalb der Plasmamembran aus. Zellstudien zeigten, dass
die Lokalisation von Ras zum Teil durch die unterschiedli-
chen Lipidmodifikationen gesteuert wird.[16, 17] Der Lipid-
anker von N-Ras kontrolliert dabei die schnelle und reversi-
ble Verteilung der Molek�le �ber die verschiedenen Mem-
branen.[18]

Die Protein-Palmitoylierung wird als Signal zur Lokali-
sation in Rafts betrachtet, und Ras k�nnte ebenfalls in Rafts

Tabelle 1: Strukturparameter der Lipidmembranen und der Ras-Lipid-
modifikationen bei 30 8C mit einem molaren Verh�ltnis von Lipid zu
Peptid von 10:1.

Probe A [�2][a] DC [�][b] LC [�][c]

[D62]DPPC/Chol 22.7 38.8 16.2
[D62]DPPC/Chol/Ras 22.8 38.6 16.1
DPPC/Chol/[D66]Ras 23.6 37.2 15.5
[D31]POPC 30.8 28.6 11.6
[D31]POPC/Ras 30.6 28.8 11.6
POPC/[D66]Ras 33.3 26.4 10.0
[D54]DMPC 29.9 25.8 10.5
[D54]DMPC/Ras 29.2 26.4 10.7
DMPC/[D66]Ras 33.6 26.2 10.0
[D46]DLPC 31.5 21.0 8.2
[D46]DLPC/Ras 30.9 21.4 8.4
DLPC/[D66]Ras 35.4 24.8 8.7

[a] Querschnittsfl�che einer Kohlenwasserstoffkette. [b] Hydrophobe
Membrandicke. [c] Kettenausdehnung einer Kohlenwasserstoffkette.

Abbildung 1. 2H-NMR-Spektren von deuteriertem DLPC (a), deuterier-
tem DLPC/Ras 10:1 (b) und deuteriertem [D66]Ras in DLPC (c).
d) Ordnungsparameter von DLPC ohne (schwarz) und mit Ras (rot)
und Ras-Lipidmodifikationen (blau). e) Darstellung der Kettenl�ngen
(LC) von DLPC und Ras.

Abbildung 2. Kettenl�ngen der Phospholipide (schwarz und rot) und
der Ras-Lipidmodifikationen (blau) in Membranen verschiedener Zu-
sammensetzung (bei 30 8C).
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angereichert sein.[19] Raft- („fl�ssig geordnet“, lo) und Nicht-
Raft-Dom�nen („fl�ssig ungeordnet“, ld) zeichnen sich durch
unterschiedliche Membrandicken aus.[20–22] In den lo-Dom�-
nen werden haupts�chlich Cholesterin und Sphingomyelin
(SM) mit langen ges�ttigten Fetts�uren gefunden, w�hrend
sich in den ld-Dom�nen gr�ßtenteils unges�ttigte Lipide be-
finden, die weniger geordnet und damit k�rzer sind. K�rzlich
konnte gezeigt werden, dass Ras-Proteine an die lo-ld-Pha-
sengrenzen diffundieren und sich dort sammeln.[10] Da in
Computersimulationen eine Wechselwirkung zwischen der
G-Dom�ne von H-Ras und Membranen beobachtet wurde,[23]

f�hrten wir unsere Experimente an Raft-bildenden Mem-
branen nicht mit dem Ras-Peptid, sondern mit dem voll-
st�ndigen lipidmodifizierten Ras-Protein aus.[24] Dieses voll-
kommen funktionale Konstrukt wies eine Hexadecylkette an
Cys181 und eine Farnesylkette an Cys186 auf.

Zuerst untersuchten wir die laterale Verteilung von Ras in
riesigen Plasmamembranvesikeln (GPMV) von HeLa-
Zellen.[25] Die ld-Phase wurde mit dem rot fluoreszierenden
R18 markiert. BODIPY-markiertes N-Ras (gr�ne Fluores-
zenz) wird ausschließlich in dieser Dom�ne gefunden (Ab-
bildung 3 a).

Da keine ausreichenden Mengen an GPMVs f�r NMR-
Untersuchungen pr�pariert werden konnten, wurden Mo-
dellmembranen aus H�llmembranen von Influenzaviren
hergestellt, welche die Zusammensetzung einer biologischen
Membran widerspiegeln. Kleine Mengen an deuterierten Li-
piden wurden hinzugef�gt, um die Untersuchung mit 2H-
NMR-Spektroskopie zu erm�glichen. F�r diese Lipidmi-
schung konnte mithilfe von konfokaler Fluoreszenzmikro-
skopie an riesigen unilamellaren Vesikeln (GUVs) sowie mit
Rasterkraftmikroskopie (AFM) an auf einem festen Unter-
grund fixierten Membranen gezeigt werden, dass lo- und ld-
Dom�nen �ber einen großen Temperaturbereich coexistieren
(siehe Abbildung 3b–d und die Hintergrundinformationen).
In �bereinstimmung mit den Untersuchungen an GPMVs ist
N-Ras auch in den ld-Dom�nen der Virush�llmembranen
lokalisiert. Außerdem zeigen sowohl Fluoreszenzmikrosko-
pie als auch AFM, dass ein signifikanter Anteil von N-Ras an
den lo-ld-Phasengrenzen lokalisiert ist (Abbildung 3b–d),
w�hrend der Marker f�r die ld-Phase dort nicht zu finden ist.

Bei den 2H-NMR-spektroskopischen Untersuchungen
wurden als Marker f�r die lo- und ld-Phase entweder
10 Mol-% deuteriertes Palmitoyl-Sphingomyelin (PSM) oder
10 Mol-% deuteriertes POPC hinzugegeben. Dadurch war
entweder POPC, PSM oder N-Ras deuteriert, sodass jeweils
charakteristische 2H-NMR-Spektren aufgenommen werden
konnten (Abbildung 4a–c). Die 2H-NMR-Spektren der
beiden Lipide unterscheiden sich aufgrund der unterschied-
lichen Umgebungen stark, w�hrend das Signal im Spektrum
der N-Ras-Hexadecylkette deutlich schmaler ist, eine
schlechte Aufl�sung zeigt und keinem der Lipidspektren
�hnelt. Solche 2H-NMR-Spektren sind ein Hinweis auf lang-
samere Bewegungen mit Korrelationszeiten im Mikrosekun-
denbereich, sehr �hnlich dem Verhalten von Lipiden mit si-
gnifikanten Fluktuationen am kritischen Punkt einer tern�ren
Lipidmischung.[26] Außerdem ist das Pake-Spektrum mit
einem isotropen Signal �berlagert, das etwa 8.5% der In-
tensit�t ausmacht. In biologischen Membranen werden solche

Abbildung 3. N-Ras-Lokalisation in ld-Dom�nen. a) Konfokale Laserras-
termikroskopie von GPMVs aus HeLa-Zellen; die Bilder zeigen laterale
Lipidphasen bei 4 8C. BODIPY-markiertes N-Ras-Protein (gr�ne Fluo-
reszenz) ist mit R18 (rote Fluoreszenz), das sich in ld-Dom�nen anrei-
chert, colokalisiert (Maßstab 5 mm). Die Fluoreszenz in der oberen
rechten Ecke stammt von Zellr�ckst�nden. b) GUVs (hergestellt aus
Influenzavirus-Membranen mit 10 Mol-% PSM, 10 Mol-% POPC und
1 Mol-% N-Rh-DOPE), die 24 h bei 20 8C mit BODIPY-markiertem N-
Ras inkubiert wurden, zeigen, dass das Ras-Protein bei 4 8C in den ld-
Dom�nen und insbesondere an den lo-ld-Phasengrenzen lokalisiert ist.
c) Fluoreszenzintensit�tsprofile der Bilder aus (b) heben die bevorzug-
te Lokalisation von N-Ras (gr�ne Fluoreszenz) an den lo-ld-Phasengren-
zen hervor. d) AFM-Bilder der Virusmembranen vor (t = 0 h, links) und
nach (t = 3.5 h, rechts) Zugabe von N-Ras. Eine deutliche Anreiche-
rung von N-Ras an den Dom�nengrenzen wird beobachtet.

Abbildung 4. 2H-NMR-Spektren von PSM (a), POPC (b) und dem voll-
st�ndigen Ras-Protein (c) in Influenzavirus-Membranen bei 30 8C. Die
Virusmembranen enthielten 10 Mol-% POPC und PSM sowie 7 Mol-%
Ras-Protein. d) Ordnungsparameterprofile der jeweiligen Lipide und
der Ras-Lipidmodifikationen in den Virusmembranen. Das Balkendia-
gramm zeigt die Kettenl�ngen von PSM (rot), POPC (gr�n) und Ras
(blau).
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Ph�nomene h�ufig beobachtet; sie k�nnen durch hoch be-
wegliche Lipidketten erkl�rt werden.[27] Dies legt den Schluss
nahe, dass sich ungef�hr 8.5% der Ras-Lipidmodifikationen
isotrop bewegen und wahrscheinlich nicht in die Membran
eingelagert sind.

Die Ordnungsparameterprofile von den Phospholipiden
und N-Ras in der Mischung sind in Abbildung 4d dargestellt.
In �bereinstimmung mit beobachteten Unterschieden zwi-
schen lo- und ld-Dom�nen[20–22] sind die Ordnungsparameter
von PSM h�her als die von POPC, obwohl die daraus fol-
genden Kettenl�ngen recht �hnlich sind (15.1 � f�r POPC
und 16.1 � f�r PSM). Die Lipidmodifikationen von N-Ras
zeigen dagegen eine niedrigere Ordnung, die in einer k�rze-
ren Kettenl�nge von 13.3 � resultiert – ein Hinweis darauf,
dass N-Ras haupts�chlich von fl�ssigkristallinen Lipiden
umgeben ist.

Raft- und ld-Dom�nen der Plasmamembran unterschei-
den sich nicht nur in ihrer Lipidzusammensetzung, sondern
auch in ihren biophysikalischen Eigenschaften. Dies hat einen
starken Einfluss auf die hydrophobe Dicke der einzelnen
Dom�nen, die wiederum die Lipidmodifikationen von N-Ras
beeinflusst. In Anbetracht der beobachteten Anpassung der
Ras-Lipidmodifikationen an die Dicke der Wirtmembran
folgt, dass Ras bei lateraler Diffusion in oder aus einem Raft
bedeutende �nderungen in Struktur und Dynamik erf�hrt. In
den Membranen, die aus Influenzaviren pr�pariert wurden,
konnte mithilfe von Markerlipiden (POPC f�r die ld- und
PSM f�r die lo-Phase) ein Unterschied in der Dicke der Do-
m�nen gezeigt werden. Dar�ber hinaus ist die N-Ras-Lipid-
modifikation ungeordnet und weist eine L�nge von 13.3 �
auf, was ca. vier gauche-Defekten entspricht. Diese Ketten-
l�nge ist gr�ßer als in reinen DLPC-, DMPC- oder POPC-
Membranen, aber kleiner als die von POPC in Virusmem-
branen, das den Marker f�r die ld-Phase darstellt. Dies spricht
stark daf�r, dass sich N-Ras in den ld-Dom�nen aufh�lt.
Weiterhin liefern die 2H-NMR-Spektren Hinweise auf Be-
wegungen auf einer intermedi�ren Zeitskala, die auf langle-
bige Fluktuationen korrelierter N-Ras-Molek�le auf der
Submikrometerskala hindeuten. Diese Eigenschaften sind im
Einklang mit einer Absonderung von N-Ras an die lo-ld-
Phasengrenze, wo es zu einer energetisch g�nstigen Senkung
der Linienspannung an der entmischten Phase kommt, wie
durch Fluoreszenzmikroskopie und AFM am viralen Mem-
bransystem gezeigt werden konnte. Die Lokalisation von Ras
an der Phasengrenze kann dabei zu einer schnelleren und
flexibleren Umverteilung der Molek�le zwischen den ein-
zelnen Dom�nen f�hren.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die
Lipidmodifikationen des membrangebundenen N-Ras-Pro-
teins erstaunlich gut an die hydrophobe Dicke der Wirt-
membran anpassen. Eine ges�ttigte 16:0-Kette von N-Ras
kann ihre L�nge durch Einbau von bis zu sechs weiteren
gauche-Defekten halbieren. In Abh�ngigkeit von der Wirt-
membran weisen die Lipidmodifikationen hohe Bewegungs-
amplituden auf und sind generell sehr flexibel. Somit nehmen
wir an, dass die Anpassung an die Eigenschaften der Wirt-
membran eine Grundvoraussetzung f�r den Austausch des

Proteins zwischen verschiedenen Membranen und Dom�nen
darstellt.
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