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Die biologische Membran ist die wichtigste in der Natur
vorkommende Grenzfl�che. Die Eigenschaften dieser Bar-
riere werden durch die Zusammensetzung und chemische
Struktur der sie bildenden Molek�le bestimmt. Zellmem-
branen unterliegen einer hierarchischen Dom�nenstruktur
auf der mesoskopischen L�ngenskala,[1] die durch pr�feren-
zielle Wechselwirkungen zwischen den Hauptkomponenten
der Membran, d.h. Phospholipiden, Cholesterol (Chol),
Glykolipiden und Membranproteinen, verursacht wird.[2]

Insbesondere anziehende Wechselwirkungen zwischen Chol
und Sphingolipiden oder ges�ttigten Phospholipiden und/
oder Membranproteinen wurden als Triebkraft der Dom�-
nenbildung identifiziert.[3] Eine wichtige Ursache f�r viele
Phasentrennungsph�nomene in Membranen sind die pr�fe-
renziellen Wechselwirkungen zwischen Chol und ges�ttigten
Lipidketten.[4] �ber zahlreiche Beispiele f�r die bevorzugte
Wechselwirkung zwischen Chol und ges�ttigten Phospholi-
piden oder Sphingomyelin wurde bereits berichtet.[3b,5] Es
wird davon ausgegangen, dass die Wechselwirkung zwischen
Chol und ges�ttigten Lipidketten durch Van-der-Waals-An-
ziehung zwischen dem flachen Ringsystem von Chol (insbe-
sondere der glatten a-Fl�che) und ges�ttigten Phospholipid-
ketten verursacht wird.[6] Dies f�hrt zur Versteifung der Li-
pidketten durch die Vergrçßerung ihrer molekularen Ord-
nung, was als Lipidkondensation bezeichnet wird.[7] Die da-
durch vergrçßerte Packungsdichte der Molek�le verringert
die Permeabilit�t der Membran.[8] �berraschenderweise ist
der Einfluss der aliphatischen Seitenkette von Chol auf die
Lipidkondensation und Dom�nenbildung der Membran

bisher noch nicht vollkommen verstanden. Deshalb haben wir
systematisch den Einfluss der methylverzweigten (Isoform-)
Seitenkette von Chol mit einer Kettenl�nge von 5 bis 14
Kohlenstoffatomen[9] (Abbildung 1A) auf wichtige Mem-
braneigenschaften untersucht.

Um den Einfluss der Seitenkette von Chol auf die Li-
pidkondensation zu untersuchen, wurden 2H-NMR-Ord-
nungsparameter[4] f�r Membranmischungen aus vollst�ndig
ges�ttigten [D62]DPPC- oder einfach unges�ttigten
[D31]POPC-Lipiden in Gegenwart von 20 Mol-% des ent-
sprechenden Sterolanalogons aufgenommen. 2H-NMR-
Spektren und Ordnungsparameterplots sind in den Abbil-
dungen S1–S4 gezeigt. Lipidmembranen in Abwesenheit des
Sterolanalogons dienten als Referenz und zeigten die nied-
rigsten Kettenordnungsparameter. Membranen aus ges�ttig-
tem DPPC zeigten hçhere Ordnungsparameter als Doppel-
schichten aus unges�ttigtem POPC. Alle hier untersuchten
Sterole erhçhten die Kettenordnung der Membran, d.h., sie
induzierten die Lipidkondensation. Die St�rke des Konden-
sationseffektes war hierbei von der L�nge der verzweigten

Abbildung 1. A) Strukturen von Chol und den Sterolvarianten mit zu-
nehmender L�nge der verzweigten Seitenkette, die in dieser Arbeit un-
tersucht wurden. B) Mittlere Ordnungsparameter hSi von [D31]POPC-
(gef�llte Balken) und [D62]DPPC-Membranen (leere Balken) in Gegen-
wart von 20 Mol-% der genannten Sterolvarianten.
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Seitenkette des Sterols abh�ngig. Diese Unterschiede lassen
sich am besten als mittlerer Ordnungsparameter hSi der
Phospholipidkette in Gegenwart des Sterols mit variierender
Seitenkettenl�nge darstellen. Abbildung 1B zeigt einen An-
stieg des POPC-Ordnungsparameters in Gegenwart von
Androst-5-en-3-b-ol (Androstenol), das keine Seitenkette
tr�gt, �ber i-C5-Sterol und natives Cholesterol hin zum i-C10-
Sterol. Sterole mit l�ngeren Seitenketten wie i-C12 und i-C14
induzieren dagegen eine abgeschw�chte Lipidkondensation.
Besonders interessant ist die Beobachtung, dass das Ring-
system von Chol nur etwa 40% der Lipidkondensation ver-
ursacht, w�hrend die i-C8-Seitenkette von Chol f�r etwa 60%
der Kondensation verantwortlich ist. Dar�ber hinaus ist es
bemerkenswert, dass natives Chol eine um 6% geringere
Lipidkondensation induziert als das i-C10-Sterol.

F�r DPPC-Membranen wurden hçchste Ordnungspara-
meter in Gegenwart von nativem Chol beobachtet. Im Un-
terschied zu den einfach unges�ttigten Membranen ist die i-
C8-Seitenkette von Chol f�r etwa 40% Lipidkondensation in
DPPC-Membranen verantwortlich.

Die Lipidkettenordnung der Membran ist haupts�chlich
im oberen Kettenabschnitt beeinflusst. Hier kommt es in
Gegenwart von Cholesterol zu einem Ordnungszuwachs von
40% f�r POPC und 50 % f�r DPPC. Dies ist insbesondere in
den Differenzordnungsparameterplots in Abbildungen S2
und S4 ersichtlich. Der Zuwachs an Ordnung im unteren
Kettenabschnitt der Membran h�ngt stark von der Seiten-
kettenl�nge der untersuchten Sterolanaloga ab und ist opti-
mal f�r natives Chol. Die durch die Sterolanaloga induzierte
Zunahme an molekularer Ordnung im Kettenbereich der
Membran f�hrt zur Vergrçßerung der mittleren Kettenl�nge
der Phospholipide, wie in Tabelle S1 dargestellt.

Darauffolgend untersuchten wir den Einfluss der Sterol-
molek�le auf grundlegende Membraneigenschaften. Zu
Beginn wurde die Temperatur des Hauptphasen�bergangs
der Membran in Gegenwart der entsprechenden Sterolana-
loga mittels Dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC) be-
stimmt (Abbildungen S5 und S6). In Gegenwart von 20 Mol-
% Chol erhçht sich die Phasen�bergangstemperatur der
Membran von 40.9 8C auf 41.5 8C. In Gegenwart der einzelnen
Sterolanaloga reduziert sich die Phasen�bergangstemperatur
dagegen auf Werte deutlich unter 40 8C, der niedrigste Wert
von 30.5 8C wird f�r Androstenol gemessen (Abbildung S6).

Als n�chstes wurden die lateralen Diffusionskoeffizienten
von DPPC und den entsprechenden Sterolen mit 1H-MAS-
PFG-NMR-Spektroskopie (MAS = „magic angle spinning“,
Probenrotation im magischen Winkel, PFG = „pulsed field
gradient“, gepulste Feldgradienten) untersucht (Abbil-
dung S7).[10] W�hrend die Lipiddiffusion auch mit Fluores-
zenzkorrelationsspektroskopie[11] gemessen werden kann,
bietet die NMR-Technik den Vorteil, dass der Diffusionsko-
effizient sowohl f�r das Phospholipid wie auch f�r das Ste-
rolanalogon bestimmt werden kann, ohne dass Fluoreszenz-
sonden eingef�hrt werden m�ssen, die die Lipiddiffusions-
geschwindigkeiten beeinflussen kçnnten. Diffusionskoeffizi-
enten f�r DPPC und die Sterolanaloga sind in Abbildung 2
dargestellt. Im Rahmen des experimentellen Fehlers zeigen
die Phospholipide (gef�llte Balken) und die Sterolanaloga
(leere Balken) etwa die gleichen Diffusionskoeffizienten. Die

Diffusionskoeffizienten der i-C5-, i-C8- und i-C10-Sterol-
analoga sind recht �hnlich, wie auch die von DPPC in der
entsprechenden Mischung. Allerdings zeigen Androstenol
sowie die i-C12- und i-C14-Sterolanaloga deutlich hçhere
Diffusionskoeffizienten, die sogar grçßer sind als f�r DPPC in
Abwesenheit von Chol.

Wir bestimmten auch die Diffusionskoeffizienten von
POPC in Mischung mit den untersuchten Sterolanaloga. Da
POPC nicht in vollst�ndig kettendeuterierter Form verf�gbar
ist, f�hrt die Signal�berlappung im aliphatischen Bereich des
1H-MAS-NMR-Spektrums dazu, dass keine Diffusionskoef-
fizienten f�r die Sterolanaloga in POPC-Membranen ge-
messen werden konnten, so dass nur die POPC-Diffusions-
koeffizienten in Abbildung S8 dargestellt sind. Pures POPC
zeigt die hçchsten Diffusionskoeffizienten. In Gegenwart von
Androstenol sowie den i-C5- und i-C8-Sterolanaloga ist die
POPC-Diffusion deutlich langsamer und f�r i-C10-, i-C12-
und i-C14-Sterolanaloga verringert sich die Diffusionsge-
schwindigkeit weiter.

Weiterhin untersuchten wir die Membranpermeabilit�t
von POPC- und DPPC-Membranen in Gegenwart der je-
weiligen Sterolanaloga. Ein einfacher Fluoreszenzassay
wurde verwendet, bei dem die Permeation von Dithionit
durch die Membran anhand der Reduktion der NBD-PE-
Lipide analysiert wird.[12] Die beobachteten Reduktionski-
netik zeigte zwei Komponenten, eine sehr schnelle, die die
Reduktion von NBD-PE in der �ußeren Membranschicht
widerspiegelt, und ein langsamer Fluoreszenzabfall, der die
Reduktion der NBD-PE-Molek�le in der inneren Mem-
branschicht nach Dithionit-Permeation beschreibt (Abbil-
dung S9). Abbildung S10 zeigt die Permeationsraten f�r
POPC- und DPPC-Membranen, die durch biexponentielle
Anpassung an die experimentellen Fluoreszenzintensit�ten
bestimmt wurden. DPPC zeigt die hçchste Permeabilit�t f�r
Dithionit aufgrund der generell hçheren Permeabilit�t der
Membran in der N�he des Phasen�berganges.[13] In Gegen-
wart aller untersuchter Sterolanaloga ist die Permeabilit�t der
Membran geringer, in Gegenwart von Chol werden die
niedrigsten Permeationsraten gemessen, was darauf hinweist,
dass diese Struktur optimal f�r die Erhçhung der Barriere-

Abbildung 2. Laterale Diffusionskoeffizienten D von DPPC-Membranen
in Mischung mit den untersuchten Sterolanaloga. Es sind die Diffusi-
onskoeffizienten f�r DPPC (gef�llte Balken) und die entsprechenden
Sterolanaloga (leere Balken) in �quimolarer Mischung bei einer Tem-
peratur von 45 8C dargestellt.
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funktion der Membran ist. In Gegenwart von Sterolanaloga
mit l�ngerer oder k�rzerer Seitenkette oder von Androstenol
ist die Permabilit�t der Membran deutlich hçher.

Schließlich untersuchten wir das Potenzial der Sterol-
analoga, in Mischungen aus DOPC, N-Stearoylsphingomyelin
(SSM) und dem entsprechenden Sterolanalogon eine Pha-
sentrennung in fl�ssig-ungeordnete (lo) und fl�ssig-geordnete
(ld) Dom�nen zu induzieren. In Abbildung S11 sind konfo-
kale Fluoreszenzmikroskopiebilder[14] von einschichtigen
Riesenvesikeln (GUV) aus DOPC, SSM und dem Sterol-
analog in einem molaren Verh�ltnis von 1:1:1 dargestellt. Alle
Lipidmischungen bilden große Lipiddom�nen aus, unabh�n-
gig von der L�nge der Seitenkette der Sterolanaloga. Als
Marker f�r die ld-Phase diente N-Rh-DOPE, das sich bevor-
zugt in die lo-Phase einlagert, sodass sie in Rot erscheint,
w�hrend die lo-Phase, in der der Farbstoff nur zu einem ge-
ringen Anteil vorliegt, dunkel bleibt.[15]

Ungeachtet der Tatsache, dass alle untersuchten Sterol-
analoga eine Phasentrennung induzieren, variiert der Anteil
des Fluorophors in die ld-Phase in Abh�ngigkeit von der
Seitenkettenl�nge des Sterolanalogons. Um dieses Vertei-
lungsgleichgewicht zu quantifizieren, berechneten wir das
Intensit�tsverh�ltnis von N-Rh-DOPE in den lo- und ld-
Phasen[16] (Abbildung 3, gef�llte Balken). Nahezu vollst�n-

dige Einlagerung von N-Rh-DOPE in die ld-Phase wurde f�r
Raft-Mischungen in Gegenwart von nativem Chol gemessen
(0.2% des Farbstoffes in lo-Phase), w�hrend f�r i-C5- und i-
C12-Sterolanaloga etwas grçßere Anteile der Sonde in der lo-
Phase gefunden wurden (2.5 % bzw. 2.1%). F�r das i-C10-
Sterolanalogon wurden 4% und f�r das i-C14-Sterolanalogon
8% der Sonde in der lo-Phase gefunden. F�r Androstenol
stieg dieser Wert sogar auf 10.6% an. W�hrend bei allen
Sterolanaloga eine etwa gleiche Verteilung von lo- und ld-
Phase vorlag, zeigten GUVs, die mit Androstenol pr�pariert
wurden, lediglich 20% lo-Dom�nen. In der Literatur wurden
bisher nur i-C4- und i-C10-Sterolanaloga beschrieben, wobei
f�r ersteres keine Dom�nenbildung beobachtet werden
konnte.[17]

Abschließend wurde das Verteilungsverhalten eines
Rhodamin-markierten Peptides (Rh-TMD), welches die
Transmembrandom�ne des H�magglutinins des Influenza-A-
Virus darstellt und mit einer Konzentration von 1 Mol-% in
GUV der gleichen Lipidmischung rekonstituiert wurde.[18]

Die lo/ld-Verteilung des Peptids ist ebenfalls in Abbildung 3
wiedergegeben (leere Balken). In der tern�ren Mischung mit
nativem Chol, i-C5- oder i-C10-Sterolanaloga liegt Rh-TMD
nahezu ausschließlich in den ld-Dom�nen vor. Es werden hier
jeweils nur 0.4%, 0.7 % bzw. 0.3% des Peptids in der lo-Phase
gefunden. Dagegen liegt ein grçßerer Anteil von 2.6% bzw.
3.7% des Peptides in der ld-Phase vor, wenn die Raft-Mi-
schung das i-C12- oder i-C14-Sterolanalogon enth�lt. Das
Verteilungsgleichgewicht des Peptides wird deutlich gestçrt,
wenn Androstenol die gesamte Sterolkomponente der Raft-
mischung darstellt, hier werden 10% des Peptides in der lo-
Dom�ne lokalisiert, was einer relativen Erhçhung um einen
Faktor von 25 im Vergleich zu Chol entspricht

Sterole sind typische Lipide eukaryotischer Zellen.
W�hrend Chol in der Plasmamembran aller tierischen Zellen
vorkommt, existieren im Pflanzenreich eine Reihe von Phy-
tosterolen. Ergosterol ist das Sterol in Pilzen und Hefen. All
diese Molek�le tragen eine Seitenkette an Kohlenstoffposi-
tion 17, die aus den Kohlenstoffatomen 20 bis 27 besteht
(Abbildung 1A). Phytosterole weisen oft eine weitere Ver-
zweigung an Kohlenstoffposition 24 sowie eine variierende
Zahl an Doppelbindungen auf. Nichtsdestotrotz ist die L�nge
der verzweigten Seitenkette in allen Sterolen identisch. Da-
gegen ist die Fetts�urezusammensetzung der Membranlipide
in Pflanzen, Pilzen, Hefen und Tieren recht �hnlich. Die
Lipide dieser Zellen (haupts�chlich Phospho- und Sphingo-
lipide, aber auch Glycolipide) bestehen zu 80–90 % aus
Fetts�ureresten mit 16 oder 18 Kohlenstoffatomen, die ent-
weder ges�ttigt sind oder bis zu drei cis-Doppelbindungen
enthalten.[19] Daher hat der grçßte Teil aller Zellmembranen
eine Dicke, die ideal mit der Dimension eines Sterols mit
einer verzweigten Seitenkette aus 8 Kohlenstoffatomen
�bereinstimmt.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass bereits kleinste
Ver�nderungen im tetracyclischen Ringsystem von Chol zu
einer signifikanten Verschlechterung der Lipidkondensati-
on[6b, 20] und ver�nderter Dom�nenstruktur f�hren.[17,21]

Jedoch relativieren unsere Ergebnisse die urspr�ngliche An-
nahme, dass die Wechselwirkung von Chol mit den Mem-
branlipiden auf der Wechselwirkung von Lipidketten mit der
Ringstruktur von Chol beruhen. Ein großer Teil der Lipid-
kondensation und der lateralen Organisation der Lipide in
Raft-Mischungen muss der aliphatischen Seitenkette von
Chol zugeschrieben werden. Diese Seitenkette tr�gt ca. 60%
zur Lipidkondensation in einfach unges�ttigten POPC- und
ca. 40% in ges�ttigten DPPC-Membranen bei. Dies legt nahe,
dass die Seitenkette von Chol essenziell f�r die Wechselwir-
kung mit unges�ttigten Phospholipiden ist, die die Mehrheit
der Lipide in biologischen Membranen bilden. Auch die la-
terale Diffusion und Membranpermeabilit�t sind f�r die i-C8-
Seitenkette von Chol optimiert. Unsere biophysikalischen
Daten st�tzen die Vermutung, dass die L�nge der Seitenkette
von Chol evolution�r f�r die Wechselwirkung mit den
Phospholipiden der Membran optimiert wurde.

Abbildung 3. Verh�ltnis der mittleren Fluoreszenzintensit�t von N-Rh-
DOPE (gef�llte Balken) und des Rh-markierten Transmembranpeptids
(leere Balken) in der lo-Dom�ne und der ld-Dom�ne in kanonischen
Raft-Mischungen aus DOPC/SSM/Chol oder den entsprechenden Ste-
rolvarianten bei einem Molverh�ltnis von 1:1:1.
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W�hrend der Evolution wurden Sterole relativ sp�t ent-
wickelt, da der molekulare Sauerstoff f�r die Biosynthese
fehlte.[8a] Der evolution�re Vorteil der Gegenwart von Chol in
eukaryotischen Membranen liegt in den optimierten Mem-
braneigenschaften. Insbesondere die Barrierefunktion der
Membran konnte so deutlich verbessert werden.[22] In dieser
Hinsicht war es nicht ausreichend, ein Sterol ohne Seitenkette
wie Androstenol zu entwickeln. Wie unsere Studie zeigt, wird
nur ein Teil der Erhçhung der Kettenordnung und damit der
Vergrçßerung der Packungsdichte der Molek�le durch das
starre tetracyclische Ringsystem des Chol-Ger�sts verursacht,
der bedeutendere Beitrag kommt von der verzweigten Sei-
tenkette. Die zus�tzliche Van-der-Waals-Anziehung zwischen
der Seitenkette von Chol und den unteren Kettensegmenten
der Phospholipidketten sorgt f�r einen optimalen Anstieg der
Packungsdichte der Lipide, wodurch die verbesserte Barrie-
refunktion der Membran erreicht wird. Die Membranper-
meabilit�t ist f�r natives Chol am geringsten und bereits
kleine Modifikationen in der Seitenkettenl�nge f�hren zu
einer verschlechterten Barrierefunktion. Obwohl das i-C12-
Sterolanalogon eine hçhere Lipidkondensation in POPC-
Membranen induziert, ist die Permeabilit�t f�r Dithionit be-
reits grçßer als f�r Chol.

Die L�nge der Seitenkette von Chol ergibt sich aus der
Biosynthese des Molek�ls.[23] Squalen ist die Vorstufe f�r
Chol und alle Phytosterole, wodurch die generelle �hnlich-
keit dieser Molek�le und insbesondere ihrer Seitenketten
verst�ndlich wird. Aus Squalen wird Lanosterol abgeleitet,
welches durch die Gegenwart von drei zus�tzlichen Methyl-
gruppen (4-a-CH3, 4-b-CH3 und 14-CH3) am tetracyclischen
Ringsystem, die nicht im Chol vorliegen, eine rauere Ober-
fl�che aufweist. Dies legt nahe, dass in der Evolution die
glatte a-Oberfl�che von Chol optimiert wurde, um die Li-
pidkondensation durch Chol zu verbessern. In Gegenwart
von 20 Mol-% Lanosterol liegt der mittlere Ordnungspara-
meter von POPC-Membranen bei 0.202, w�hrend er sich in
Gegenwart von Chol auf 0.206 erhçht.[24] Der finale evolu-
tion�re Schritt bedeutete also eine Vergrçßerung der Lipid-
kondensation um ca. 2 %. Jedoch besteht der wichtigere
Evolutionsschritt in der Entwicklung der generellen Archi-
tektur des Sterols mit der verzweigten Seitenkette des Mo-
lek�ls.

Zusammengefasst unterstreicht unsere Arbeit die Be-
deutung der Seitenkette von Chol f�r eine Reihe essenzieller
Membraneigenschaften sowie die laterale Organisation von
Membranlipiden und Proteinen. Durch eine systematische
Untersuchung der L�nge der verzweigten Seitenketten von
Sterolanaloga wurde gezeigt, dass die Seitenkette von Chol
einen bedeutenden Anteil an dem Zustandekommen dieser
Eigenschaften hat. Die charakteristischen Eigenschaften von
Chol kçnnen nicht durch Molek�le reproduziert werden, die
�ber l�ngere oder k�rzere Seitenketten verf�gen. Dies un-
terstreicht die Bedeutung der Chol-Seitenkette f�r die inter-
molekularen Wechselwirkungen der Molek�le in der Dop-
pelschicht und die Membraneigenschaften im Allgemeinen.

Eingegangen am 1. August 2013
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