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Hofmeister-Effekte unter der Lupe: Die direkte Anion-Amid-Bindung
ist schwicher als die Kation-Amid-Bindung

Vasileios Balos, Heejae Kim, Mischa Bonn und Johannes Hunger*

Abstract: Trotz vermehrter Hinweise auf direkte Wechselwir-
kungen als Ursache fiir die Destabilisierung von Proteinen
durch Ionen blieb die Frage nach der Stirke der Bindung von
Anionen zu Proteinen im Vergleich zu jener von Kationen
offen. Die Rotation eines Modellamids wurde nun als Maf; fiir
die Wechselwirkung verschiedener Anionen mit der Amid-
gruppe verwendet. Die Untersuchungen zeigen, dass Protein-
stabilisierende Salze wie KCIl und KNQOj die Rotationsmobi-
litat des Amids nicht beeinflussen. Umgekehrt reduzieren de-
naturierende Salze wie KSCN und KI die Rotationsfreiheits-
grade der Amidgruppe merklich. Diese Beobachtungen liefern
den Nachweis fiir eine Proteindenaturierung durch direkte lon-
Protein-Kontakte. Der Vergleich dieser Daten mit denjenigen
fiir die entsprechenden Kation-Amid-Wechselwirkungen zeigt,
dass — entgegen der weit verbreiteten Meinung — die Anion-
Amid- schwicher als die Kation-Amid-Bindung ist.

Der Einfluss verschiedener Salze auf Biomolekiile, z. B. auf
deren Proteindenaturierung, Proteinkristallisation oder en-
zymatische Aktivitit, ldsst sich durch die Hofmeister-Reihe
vorhersagen. Diese Reihe besagt, dass Kationen mit hoher
Oberflachenladungsdichte und Anionen mit niedriger Ober-
flachenladungsdichte Proteine tendenziell destabilisieren. Es
zeigte sich in den vergangenen Jahren, dass hauptséchlich
direkte Kontakte zwischen Ionen und den Biomolekiilen
dafiir verantwortlich sind,>® auch wenn indirekte Effekte, die
tiber Wasser vermittelt werden, nicht vollstindig vernachlés-
sigt werden konnen.*®” Die direkten Wechselwirkungen
zwischen Biomolekiilen und Ionen sind &duf3erst vielschich-
tig,**! da einerseits Salzlosungen selbst sehr komplex sind™®!
und Proteine andererseits eine Vielzahl von moglichen spe-
zifischen und nichtspezifischen Bindungsstellen (z.B. das
Amidgrundgeriist, die Aminosidure-Seitenketten oder die
Termini eines Proteins) aufweisen.**!) Wegen dieser
Komplexitit muss die Korrelation zwischen der Hofmeister-
Reihe und der Stirke der Bindung von Ionen zu Proteinen
untersucht werden, um die zugrundeliegenden Mechanismen
zu verstehen.”!

Direkte Wechselwirkungen zwischen Ionen und dem
Amidgrundgeriist, dem grundlegenden Strukturmerkmal
aller Proteine, wurden mit verschiedensten spektroskopi-
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schen Methoden untersucht.”!""""l Direkte Wechselwirkun-
gen werden manchmal infrage gestellt,' allerdings zeigen
NMR-Untersuchungen, dass die chemische Verschiebung der
Protonen der Amidgruppe durch Anionen beeinflusst
wird® "2l yund dass der Abstand von Anionen zur Amid-
gruppe der Hofmeister-Reihe folgt."  GleichermaBen
werden die C=0-Schwingung der Amide!" und die chemi-
sche Verschiebung des Kohlenstoffatoms der C=O-Gruppe
durch Kationen verindert,!'” was mit direkten Kation-Amid-
Kontakten vereinbar ist."!! Diese Studien haben zu der Auf-
fassung gefiihrt, dass Kation-Amid-Wechselwirkungen fiir
Hofmeister-Effekte eine geringere Rolle spielen als Anion-
Amid-Wechselwirkungen.®'¥ Zudem scheinen, trotz #hnli-
cher Folgerungen aus einigen Computersimulationen, 11!
andere Simulationen zu dem entgegengesetzten Ergebnis zu
kommen.["”) Hierbei ist es wichtig, dass wegen der unter-
schiedlichen spektroskopischen Empfindlichkeiten und der
verschiedenen untersuchten Bindungsstellen (z.B. die N-H-
oder die C=O-Gruppe des Amids) ein Vergleich der Bin-
dungsstirke von Kationen mit der von Anionen nahezu un-
moglich ist. Hier verwenden wir die Rotationsmobilitit der
Amidgruppe als MaB fiir die Ton-Amid-Wechselwirkung,*"
da die Rotation dhnlich empfindlich auf Kationen und An-
ionen reagiert.

Um die Anion-Amid-Wechselwirkung zu untersuchen,
verwenden wir wéssrige Losungen von N-Methylacetamid
(NMA) unter Zusatz verschiedener anorganischer Salze.
Obwohl sich NMA, auch hinsichtlich seiner Rotationsdyna-
mik, stark von einem Protein unterscheidet, ist es ein ideales
Modellmolekiil mit einer isolierten Amidgruppe. Um ein
breites Spektrum von einwertigen Anionen der Hofmeister-
Reihe abzudecken, verwenden wir die Kaliumsalze von CI~,
NO; ™, Br, I" und SCN™, wobei die Konzentration der Salze,
Csa, Variiert und die Konzentration von NMA bei 2 mol L™}
konstant gehalten wird. Die Rotationsdynamik von NMA
wurde mithilfe dielektrischer Relaxationsspektroskopie
(DRS) untersucht. DRS untersucht die Polarisation einer
Probe in einem externen elektrischen Wechselfeld mit Fre-
quenz v.”?2 Fiir dipolare Fliissigkeiten wird diese Polarisa-
tion im Mikrowellenbereich vorwiegend durch die Ausrich-
tung der permanenten Dipole entlang des angelegten Feldes
hervorgerufen. Daher wird bei den vorliegenden Proben die
Rotation von dipolaren Wasser- und NMA-Molekiilen mit
DRS untersucht. Die frequenzabhingige Polarisation wird als
komplexe Dielektrizititszahl, 8(v) = ¢ (v) — ie”(v), gemessen,
wobei der Realteil der Permittivitit ¢ (v) und der Imaginirteil
dem dielektrischen Verlust ¢”(v) entspricht. Hier decken wir
Frequenzen im Bereich 0.8 <v/GHz < 36 und
56 < v/GHz < 125 mit einem Frequenzdoméinen-Reflekto-
meter sowie im Bereich 0.3 < v/THz < 1.6 mit einem THz-
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Zeitdominen-Spektrometer ab (Details in den Hintergrund-
informationen, HI).?’!

In Abbildung 1 sind die dielektrischen Spektren wissriger
NMA-Losungen (2 mol L") mit steigender Konzentration an
KI zu sehen. Alle Spektren zeigen eine Dispersion von ¢ bei
ca. 10 GHz und einen entsprechenden Peak von ¢'. Diese
Relaxation riihrt von der Orientierungsrelaxation der dipo-
laren Wasser- und NMA-Molekiile her, wobei beide Relaxa-
tionen stark iiberlappen.”®* Aus Abbildung 1 ist ersichtlich,
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Abbildung 1. Komplexe dielektrische Spektren einer wissrigen NMA-
Lésung mit steigender Konzentration an KI. Symbole zeigen experi-
mentelle Daten, und durchgezogene Linien zeigen Kurvenanpassungen
mithilfe des verwendeten Relaxationsmodells [Gl. (1)]. Die schattierten
Kurven zeigen die Beitrige der einzelnen Relaxationsprozesse zur Be-
schreibung von &”(v) fiir sy, = 2 molL™" (rot schattiert: NMA; hell-
blau schattiert: Volumenwasser; dunkelblau schattiert: schnelle Was-
serrelaxation). Zur besseren Veranschaulichung wurde der Beitrag
durch Ohmsche Verluste [letzter Term in Gl. (1)] abgezogen.

dass der vorherrschende Effekt der Elektrolytzugabe eine
Abnahme der Gesamtrelaxationsamplitude, d.h. eine Ab-
nahme des Integrals des Verlustpeaks, ist. Dieser Riickgang
geht mit einer Abnahme der statischen Dielektrizitdtskon-
stante (der Grenzwert von ¢ fiir » — 0) einher. Im Allge-
meinen wird diese Abnahme der Dielektrizitdtszahl
Ae =€, _y(csa, = 0) — €,_o(csar,) als Depolarisation bezeich-
net und wird bei allen untersuchten Proben beobachtet
(Abbildungen S1 und S2 der HI).

Der genaue Wert der Dielektrizitdtszahl wird generell
durch das Ausmaf} der Auslenkung der molekularen Dipole
aus dem thermischen Gleichgewicht bestimmt. Daher be-
deutet eine Depolarisation, dass sich die Dipole in einem
geringeren Maf3 nach dem externen Feld ausrichten konnen.
Im Fall der untersuchten Proben lésst sich ein kleiner Beitrag
zur Depolarisation durch Verdiinnungseffekte erklaren (cy,o
nimmt mit zunehmendem cg,, -Wert ab). Bei Elektrolytlo-
sungen wird de malgeblich von mobilen Ionen beeinflusst
und hédngt somit von der elektrischen Leitfdhigkeit der
Proben, «, ab.**??! Dies ist im Einklang mit der Annahme,
dass kinetische Depolarisation (KD)?“%?" der vorherr-
schende Depolarisationsmechanismus ist. Ursdchlich fir KD
ist die Kopplung der Translationsbewegung der Ionen mit der
Rotationsbewegung der dipolaren Molekiile: Die dipolaren
Molekiile folgen eher dem lokal starken elektrischen Feld des
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vorbeiwandernden Ions als dem extern angelegten elektri-
schen Feld. Hierbei ist es wichtig, dass im Falle der hier un-
tersuchten terndren Mischungen der elektrische Dipol von
NMA grofler ist als der von Wasser. Wegen der Empfind-
lichkeit von DRS beziiglich des Dipolmoments zum Quadrat
ist der Wert von Ae ungeféhr fiinfmal hoher, wenn ein Ion die
Rotation eines NMA-Molekiils hindert, als bei Storung der
Rotation eines Wassermolekiils.””! Aufgrund dessen liefert
der Wert von Ae mit steigendem x-Wert Einblicke in die
Verteilung der Ionen in den ternédren wissrigen NMA-Salz-
Losungen: Mit zunehmender Néhe der lonen zu NMA nimmt
die Depolarisation 4de zu. Die Depolarisation der wéssrigen
Salzlosung entspricht hierbei dem Grenzfall, bei dem die
Tonen ausschlieBlich Wasser beeinflussen. Mit anderen
Worten liefert der Vergleich von Ae fiir NMA/Salz/H,O-Lo6-
sungen und Ae fiir Salz/H,O-Losungen ein MaS fiir die Stiarke
der Ion-NMA-Wechselwirkung.

Abbildung 2 zeigt die gemessenen Werte fiir Ae als
Funktion von « fiir die untersuchten Salze der Hofmeister-
Reihe in wissriger Losung (rote Symbole) und in 2 M NMA-
Losung (schwarze Symbole). Die Steigungen fiir die Salz/
H,0-Mischungen in Abbildung 2 sind von der Art des Salzes
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Abbildung 2. Gesamte Depolarisation, A, wissriger Salzlésungen
(rot) und wissriger Salzlésungen mit 2 molL™' NMA (schwarz) fur

a) KCl, b) KNO;, c) KBr, d) KI und e) KSCN als Funktion der Leitfihig-
keit, . Die schattierten Flichen heben die Unterschiede zwischen
wissrigen Lésungen und wissrigen NMA-Lsungen hervor.

nahezu unabhingig (mit Ausnahme von KNO; und KSCN,
bei denen eine schwache Ionenpaarrelaxation bzw. die An-
ionenrelaxation zum Spektrum beitragen;®! siche HI). Dies
lasst darauf schlieen, dass die beobachtete Depolarisation
quantitativ mit Verdiinnungseffekten und KD erklédrt werden
kann (Abbildung S3 der HI). Diese Beobachtung stimmt mit
fritheren Untersuchungen wéssriger Losungen dieser Salze
iiberein.”*! Anders als bei den bindren Salz/H,O-Mischun-
gen hingt die Steigung der Depolarisation als Funktion von x
im Falle der terndren NMA/Salz/H,O-Mischungen stark von
der Art des zugegebenen Salzes ab: Wihrend fiir Salze mit
geringer Tendenz zur Proteindenaturierung, wie KCI und
KNO;, die Daten der wissrigen Salzlosung und der 2m
NMA-Losung praktisch tiberlappen (Abbildung 2), weichen
die Depolarisationen der 2m NMA-Losung fiir denaturie-
rende Salze, wie KI und KSCN; stark von den Depolarisa-
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tionen der wéssrigen Losungen ab. Fiir das stiarkste Denatu-
rierungsmittel dieser Studie, KSCN, ist Ae fiir die NMA/
KSCN/H,O-Losung gegeniiber A¢ der KSCN/H,O-Losung
um ca. 30% erhoht. Wie bereits erwihnt, kann diese erhdhte
Depolarisation als verstirkte Wechselwirkung des Salzes mit
NMA interpretiert werden. Somit sprechen unsere Beob-
achtungen fiir eine vermehrte Ndhe von Br~, I” und SCN™ zu
NMA, im Einklang mit einer direkten Wechselwirkung von
denaturierenden Anionen mit der Amidgruppe.

Die Depolarisation ist experimentell direkt zugénglich
und unabhingig von Modellannahmen und ermoglicht es
somit, die Amid-Ion-Wechselwirkung qualitativ zu betrach-
ten. Um unsere Beobachtungen quantitativ auszuwerten,
zerlegen wir die Spektren mit einem Relaxationsmodell in die
einzelnen Betrdge von Wasser und NMA. Fiir reines Wasser
werden im hier untersuchten Frequenzbereich zwei Relaxa-
tionsmoden beobachtet: die kollektive Rotationsrelaxation
von Wasserstoffbriicken-gebundenem Wasser bei ca. 20 GHz
und ein kleiner Beitrag bei ca. 200 GHz.*! Es wurde gezeigt,
dass die Zugabe von NMA zu einem zusitzlichen Relaxa-
tionsprozess bei etwa 4 GHz fiihrt.?**!! Unter Annahme von
nichtkorrelierter Rotation der Dipole verwenden wir zur
Beschreibung der experimentellen Spektren ein Modell aus
drei Relaxationsprozessen [GL. (1)].

(1/) _ SNMA L SWasser. erw
T+ 2aivtaua) 1+ (2 wivTygee)

Sschnell +oe K
1+ 2aVTepmen) 2 mive,

2l

+
1)

o0

Dabei entsprechen S; und 7; den Relaxationsamplituden
bzw. Relaxationszeiten, ¢, stellt die Grenzpermittivitidt bei
unendlicher Frequenz dar, und ¢, ist die elektrische Feld-
konstante. Der letzte Term in Gleichung (1) beriicksichtigt
Ohmsche Verluste, hervorgerufen durch die elektrische
Leitfahigkeit, k. Analog zu den Beobachtungen fiir viele
wissrige Elektrolytlosungen verwenden wir zur Beschreibung
der dominierenden Wasserrelaxation eine symmetrisch ver-
breiterte Cole-Cole-Mode, wobei a ein MaB fiir die Ver-
breiterung ist.***!

Um die stark iiberlappenden Beitrdge von Wasser und
NMA zu trennen, verringern wir die Anzahl der freien Pa-
rameter: Da Wassermolekiile die vorherrschenden Molekiile
in Losung sind (cy,o ist mindestens 20-mal hoher als die
Konzentration von NMA), verwenden wir fiir die Amplitude
der Wasserrelaxation den Wert, der fiir eine ideale Mischung
erwartet wird (zufillige Verteilung der Ionen in Losung;
Details in den HI und Lit. [20,28]).

Wie aus Abbildung 1 (siehe auch Abbildung S1 der HI)
ersichtlich ist, beschreibt dieses abhéngige Modell die expe-
rimentellen Spektren sehr gut. Aus diesen Kurvenanpassun-
gen geht hervor, dass die schnelle Wasserrelaxation durch die
Zugabe der Salze kaum beeinflusst wird (siche Abbildun-
gen S5 und S6 der HI), auBer einer leichten Zunahme von
Seemnen Mit zunehmendem cg,,-Wert. Diese Relaxationsmode
kann als schnelle, geringfiigige Auslenkung eines Wassermo-
lekiils, vor einer sprungartigen Rotation um einen groflen
Winkel, interpretiert werden.™ Demzufolge ist der Anstieg
der Amplitude im Einklang mit einer vermehrten Rotati-
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onsfreiheit der Wassermolekiile in der Hydrathiille von An-
ionen.’¥l Analog zu den Beobachtungen in wissrigen Elek-
trolytlosungen verbreitert sich die Wasserrelaxation (Abbil-
dung S7 der HI), und 7y, nimmt mit steigender Salzkon-
zentration ab (Abbildung S6 der HI), was auf schwéchere und
breiter verteilte Wasserstoffbriicken hindeutet.***! Analog
kann dies als Abnahme der Kollektivitdt der Wasserrotation
betrachtet werden.””! Umgekehrt nimmt 7y, mit steigendem
Cga,- Wert zu. Dies kann mit einer Zunahme der Viskositét der
Proben in Verbindung gebracht werden und somit durch eine
hydrodynamische Rotationsbewegung von NMA erklért
werden.”*3 Viel wichtiger ist jedoch, dass aus den erhaltenen
Werten fiir Syy, direkt die scheinbare Konzentration der
NMA-Molekiile, die nicht vom Salz beeinflusst werden,
Cnma, rei» Derechnet werden kann (sieche HI). Wie aus der
Auftragung der Werte in Abbildung 3 ersichtlich ist, beein-
flusst die Zugabe von KCl und KNO; die Rotationsfrei-
heitsgrade von NMA kaum. Im Unterschied dazu fihrt die
Zugabe von KSCN, KI und KBr zu einer merklichen Ab-
nahme von cxva. 1> Was mit den qualitativen Beobachtungen
aus Abbildung 2 iibereinstimmt (siche oben). Diese Abnah-
me von cnua. i Kann durch eine verringerte Beweglichkeit
einzelner NMA-Molekiile oder durch eine verminderte
Wechselwirkung zwischen NMA-Molekiilen verursacht
werden.””
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Abbildung 3. Konzentration freier NMA-Molekiile als Funktion der
Salzkonzentration. Die Linien zeigen Kurvenanpassungen mittels Glei-
chung (3) mit n = 2. Fehlerbalken entsprechen der Standardabwei-
chung bei mindestens sechs unabhingigen Messungen. Zum Ver-
gleich sind Ergebnisse fiir verschiedene Kationen (NaCl und LiCl) mit
n = 2 dargestellt.””

In Anlehnung an unsere Studie zu den Kationen™! be-
schreiben wir diese Wechselwirkungen mithilfe eines Asso-
ziationsgleichgewichtes, bei dem n NMA-Molekiile mit
einem Anion A~ wechselwirken [GIl. (2)]. Die entsprechende
Gleichgewichtskonstante, K, ist gemidB Gleichung (3) defi-
niert.

A~ +nNMA = nNMA - A~ 2)

K— CrNMA-A- 3)

(EnMAfrei)" Ca-
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Wie in Abbildung 3 dargestellt ist, beschreiben derartige
Assoziationsgleichgewichte die beobachtete Abnahme von
Cxmarei Mit zunehmendem cg,;,-Wert, sofern die Bindung von
bis zu zwei NMA-Molekiilen zugrunde gelegt wird [n =2 in
Gl. (3)], wihrend die Annahme von n =1 die Daten
schlechter beschreibt (Abbildung S8 der HI).’! Die so er-
haltenen Assoziationskonstanten mit n =2 entsprechen
dem Trend, den man aufgrund der Hofmeister-Reihe erwar-
tet:  Kpne =0.02L7mol™?, Kpf* =0.05L"mol™ und
KReS, = 0.07 L mol ™. Fiir Anionen mit hoher Fihigkeit zur
Denaturierung von Proteinen, wie SCN~ und I°, sind
die erhaltenen Werte von K fiir n =1 (in Anlehnung an
Lit. [11]) in Gleichung (3) (Kpe =0.25Lmol™" und
KX =020Lmol™") kleiner als die Werte, die durch
Untersuchung der Loslichkeit von amidhaltigen Polymeren
K&, =4Lmol' und K*=15Lmol '™ oder durch
die Untersuchungen der chemischen Verschiebung der
Protonen der Amidgruppe (Kiar =14Lmol™" und
KR =38 L mol )"l erhalten wurden. Die groBe Band-
breite der bestimmten Wechselwirkungsstirken ist wiederum
ein Kennzeichen fiir die Abhingigkeit der Assoziationskon-
stanten von der verwendeten Messmethode.

Die é&hnliche Empfindlichkeit der NMA-Rotation fiir
Wechselwirkungen mit Anionen und Kationen erméglicht es,
die jetzigen Ergebnisse mit unserer fritheren Studie zur
Wechselwirkung von Hofmeister-Kationen mit NMA zu
vergleichen.” Ein solcher Vergleich zeigt, dass die Anion-
Amid-Bindung schwécher als die Kation-Amid-Bindung ist:
Wie die Darstellung der Werte von cyma i in Abbildung 3
unter Zugabe von NaCl und LiCl zeigt (gestrichelte Linien),
beeinflussen stark denaturierende einwertige Kationen, wie
Li", die Rotation von NMA stidrker als SCN™. Vergleicht
man unsere Ergebnisse fiir einwertige Kationen mit denen
einwertiger Anionen, zeigt sich, dass Kationen am
Rand der Hofmeister-Reihe die Rotation von ca. zweimal
mehr NMA-Molekiilen einschranken konnen als Anionen
(vel. KR&S, =0.07L7 mol? mit KP& = 0.13L? mol > mit
n=2).

Die starkere Wechselwirkung von Kationen mit der C=0O-
Gruppe von NMA gegeniiber der Wechselwirkung der An-
ionen mit der N-H-Gruppe stimmt auch mit Ergebnissen von
Molekiildynamiksimulationen iiberein.”'! Da die intermo-
lekularen Amid-Amid-Wasserstoffbriicken (N-H:+-O=C) ein
Schliisselelement zur Stabilisierung der Sekundérstruktur von
Proteinen sind, wiirde man aufgrund der Ion-Amid-Bin-
dungsstiarke erwarten, dass Kationen Proteine stérker desta-
bilisieren als Anionen. Dennoch kénnen Anionen im Allge-
meinen die Struktur von Proteinen effizienter aufbrechen.”
Dieser scheinbare Widerspruch zeigt, dass die Wechselwir-
kungen von Ionen mit den Amideinheiten und die damit
verbundene Schwichung der Amid-Amid-Bindungen nicht
die einzige Ursache fiir die Destabilisierung von Proteinen
sind. Im Speziellen sind bei Anionen die Aminosdure-Sei-
tenketten, welche die Proteinstruktur maf3geblich beeinflus-
sen, wichtige Bindungsstellen. Die Destabilisierung von hy-
drophoben Wechselwirkungen® konnte den iiberproportio-
nal groen Einfluss von Anionen auf die Proteinstruktur er-
kldren. Unsere Beobachtung, dass auch die Anion-Amid-
Wechselwirkungen der Hofmeister-Reihe folgen, ldsst darauf
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schlieen, dass auch Ion-Amid-Bindungen zur Proteindesta-
bilisierung beitragen, speziell zur Stabilisierung des entfalte-
ten Proteins (Zufallsknduel) in Losung, wo die Amidgruppen
der Elektrolytlosung stark ausgesetzt sind.
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