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Abstract: Coiled Coils (CCs) sind vielversprechende Protein-
bausteine fiir biomimetische Materialien, die aufgrund ihrer
mechanischen Eigenschaften vermehrt genutzt werden. In
dieser Arbeit wurden Helix-induzierende makrozyklische
Klammern in ein CC-Heterodimer eingefiigt, um die thermo-
dynamische und mechanische Stabilitit dieses CCs zu erhéhen.
Die thermodynamische Stabilisierung des CCs wird durch die
Anzahl der Klammern bestimmt, wihrend die mechanische
Stabilisierung gegen Helixentfaltung primir von der Position
der Klammer abhdngt. Wird an einem Kraftangriffspunkt eine
kovalente Lactam-Klammer eingefiigt, erhoht dies die Ener-
giebarriere der Entfaltung und fiihrt zu einer verringerten
Deformierbarkeit der Helix. Eine reversible His-Ni*"-His
Koordinationsklammer hingegen erhoht zwar die Energie-
barriere, bricht jedoch bei hoher mechanischer Belastung und
erlaubt so die Entfaltung der Helix vom Kraftangriffspunkt
aus. Dies verdeutlicht, dass sowohl die Art der Klammer als
auch ihre Position und Anzahl wichtige Schliisselfaktoren fiir
die Entwicklung von mechanisch stabilen CC-Bausteinen fiir
biomimetische Materialen darstellen.

Coiled Coils (CCs) sind in der Natur vorkommende super-
helikale Proteindoménen, die beispielsweise in Transkripti-
onsfaktoren vorkommen oder als mechanische Bausteine in
der extrazelluliren Matrix und im Zytoskelett essentielle
Aufgaben erfiillen."! CCs bestehen aus zwei bis sieben a-
Helices. Sie besitzen eine hoch repetitive Sequenz von sieben
Aminosduren (Heptade), in der die einzelnen Positionen
auch mit abcdefg bezeichnet werden (Abbildung 1 A).2! In
den Positionen a und d befinden sich vorrangig hydrophobe
Aminoséuren, die den hydrophoben Kern des CCs darstellen.
Geladene Aminosduren in den Positionen e und g bilden io-
nische Wechselwirkungen aus. Die Aminosduren in den Lo-

sungsmittel-exponierten Positionen b, ¢ und f sind gut fiir
Modifikationen geeignet, da sie die Gesamtstruktur von CCs
kaum beeinflussen.”! Synthetische CCs und strukturell dhn-
liche helikale Molekiile konnen als Geriiststruktur fiir Kon-
densationsreaktionen!* oder fiir den Transfer funktionaler
Gruppen®! verwendet werden. Des Weiteren werden CCs
erfolgreich zur Entwicklung molekularer Schalter zur De-
tektion von Rezeptorbindung® oder einer Anderung der To-
nenstirkel” eingesetzt. Mechanische Eigenschaften sind
wichtig fiir die Entwicklung und Anwendung von CCs als
molekulare Bausteine in Hydrogelen,®! Protein-Origami
Strukturen,” kiinstlichen Membranfusionsdominen” und
molekularen Kraftsensoren.''! Um die mechanischen Eigen-
schaften von CCs gezielt zu kontrollieren und zu optimieren,
ist ein grundlegendes Verstdndnis der mechanischen Struktur-
Funktionsbeziehungen unverzichtbar. Vor kurzem wurde
gezeigt, dass die Helixpropensitiat der Losungsmittel-expo-
nierten Aminosduren die mechanische Stabilitdt eines CCs
Heterodimers unter Krafteinwirkung in Schergeometrie be-
einflusst.'” Mittels Molekulardynamiksimulationen konnte
dariiber hinaus visualisiert werden, dass CC-Heterodimere
und Heterotimere auf Scherkréfte mit Helixentfaltung an den
Kraftangriffspunkten reagieren.™™ Simulationen mit fixier-
ten, a-helikalen Dihedralwinkeln fithrten hingegen zur Dis-
soziation der intakten Helices. Die Dissoziation der Helices
trat hier schon bei einer geringeren Deformation auf, erfor-
derte jedoch hohere Krifte.™ In diesem Artikel wird ex-
perimentell untermauert, dass eine Stabilisierung von Helix-
windungen durch makrozyklische Klammern (Abbildung 1)
hoch effektiv ist, um die thermodynamischen und mechani-
schen Eigenschaften von CC-Heterodimeren gezielt zu ver-
starken.
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A gabcdef gabcdef gabcdef gabcdef
A, GG EIAALEQ EIAALEK ENAALEW EIAALEQ GGC
B, CGG KIAALKQ KIAALKY KNAALKK KIAALKQ GG
GG EIAALEQ EIAALEK ENAALEW EIKALED GGC
CGG KIAALKQ KIAALKY KNAALKK KIKALKD GG
GG EIAALEQ EIAALEK ENAALEW EIHALEH GGC
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Abbildung 1. Coiled Coil Design. A) Peptidsequenzen. Die Kraftan-
griffspunkte sind durch Cys am C-Terminus der A, Peptide und am N-
Terminus der B, Peptide definiert. B) Klammerdesign. Ein Helix-indu-
zierender Makrozyklus wurde durch eine Amid-Bindung zwischen den
Lys und Asp Seitenketten (X) erzeugt, oder mittels Ni**-Koordination
zwischen zwei His (H). C) AFM Experiment. Die Peptide wurden mit-
tels Cys auf den Oberflichen immobilisiert, so dass eine Scherkraft (F)
auf die CC-Heterodimere wirkt.

Das Klammern von Peptiden ist eine fest etablierte Me-
thode, um eine stabile a-helikale Struktur in Peptiden zu in-
duzieren."*% Als Klammer eignen sich ionische Wechsel-
wirkungen (z. B. Glu-Lys!"®!), Metall-Koordinationsbindungen
(z.B. His-[Metall*''"!) oder auch kovalente Bindun-
gen.'* 1318 Um eine Helixwindung effektiv zu stabilisieren,
werden die beteiligten Aminosduren héufig in einem i—i + 4
Abstand eingefiigt 141521617180 d%el - {Jrgpriinglich wurden
geklammerte Peptide zur Erforschung der Nukleation, Fal-
tung und Stabilitit von a-Helices entwickelt.""** Tnzwischen
werden geklammerte Peptide zur Medikamentenentwicklung
eingesetzt, da die lokale Stabilisierung der helikalen Struktur
die Bindung an das Zielmolekiil und die Resistenz gegeniiber
Proteasen erhoht.P+1*< In einigen Fillen wurde auch eine
Verbesserung der Zellpenetration beobachtet.>*d Wihrend
die Effekte von Helixklammern bei singuldren Helices gut
untersucht sind, wurde diese Methode bei Helixbiindeln
bisher nur selten eingesetzt. Einige wenige Beispiele zeigen
eine thermodynamische Stabilisierung von CCsl®8¢10.18¢.19]
und Helixbiindeln® durch makrozyklische Klammern.
Dieser Artikel zeigt, dass durch gezieltes Einfiigen von
Klammern auch die mechanische Stabilitidt von CCs erhoht
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werden kann. Dazu wurde eine kovalente Lactam-Klammer
in ein CC-Heterodimer eingefiigt und der Effekt der Klam-
mer mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM)-basierter Ein-
zelmolekiilkraftspektroskopie untersucht. Die Position der
Klammer wurde relativ zum Kraftangriffspunkt variiert
(Abbildung 1), um die jeweiligen Auswirkungen auf die
thermodynamische und mechanische Stabilitit des CCs im
Detail zu ermitteln. Des Weiteren wurde die kovalente
Lactam-Klammer durch eine reversible His-Ni*"-His Koor-
dinationsklammer ersetzt. Dies ermoglichte es, den Effekt der
mechanischen Belastung auf den Entfaltungsprozess auf
molekularer Ebene zu untersuchen.

Als Modellsystem wurde ein gut charakterisiertes CC-
Heterodimer (AB,) verwendet (Abbildung 1). A B, besitzt
eine hohe thermodynamische Stabilitdt (7, =81°C und K,
<1.0x 107 M bei 20°C?") und eine niedrige Dissoziations-
rate (koy=3.2x10"*s7! bei 25°C™). Trotz der hohen Sta-
bilitdt weist A B, einen Abschnitt mit geringer Helixpr-
opensitit am C-Terminus von A, auf®! (Abbildung S1). Um
die Stabilitdt des CCs zu erhohen, wurde in den Losungs-
mittel-exponierten b und f Positionen am C-Terminus von A,
(A4,) eine kovalente Lys,—Asp;,, Lactam-Klammer einge-
fiigt!*¢ 139 (Abbildung 1B; Abbildung S2, S3). Im Vergleich
zu N-terminalen Klammern zeigen C-terminale Klammern
einen groBBeren Effekt auf die Helixnukleation und die ther-
modynamische Stabilitat.'“*1 Das geklammerte CC wurde
mechanisch in der Schergeometrie untersucht. Dazu wurden
der geklammerte C-Terminus von A, und der N-Terminus
von B, als Kraftangriffspunkte gewahlt und entsprechend ein
Cys zur Immobilisierung eingefiigt™ (Abbildung 1). Es wird
erwartet, dass die Klammer in A B, den groiten Effekt auf
die mechanische Stabilitdt hat, da der Terminus mit der ge-
ringsten Helixpropensitidt direkt am Kraftangriffspunkt ge-
klammert ist. Daher ist dort eine erhohte Resistenz gegen
Helixentfaltung und eine Separation der Stridnge zu erwarten.
Um die Designprinzipien fiir Helix-Klammern im Modell-
system genauer zu untersuchen, wurde zudem eine Lactam-
Klammer am C-Terminus von B, eingefiigt (Abbildung S4,
S5), wiahrend die Angriffspunkte der Kraft unveridndert
blieben (A ;Bsx). Des Weiteren wurde das System A xB,x
untersucht, um mogliche synergistische Effekte zu ermitteln.
SchlieBlich wurde die kovalente Lactam-Klammer an der b
und f Position der C-terminalen Heptade von A, durch eine
reversible His-Ni’"-His Klammer®®'7**! ersetzt (A 4B, Ab-
bildung 1B, Abbildung S6).

Zunichst wurde die Struktur und die thermodynamische
Stabilitdt der einzelnen geklammerten und nicht geklam-
merten CC-formenden Peptide, sowie der CC-Heterodimere,
mittels Zirkulardichroismus (CD) Spektroskopie untersucht.
Die geklammerten Peptide A, x und By zeigten eine hohere
Helizitit (88 % und 85 %) als die nicht geklammerten Peptide
A4 und B, (31 % und 65 %, Abbildung S7A). Das groBtenteils
ungefaltete A4 besitzt ein Minimum bei 205 nm, wihrend das
geklammerte A,x die fiir eine a-Helix typischen Minima bei
208 nm und 222 nm zeigt. B, wies die typischen Minima fiir a-
helikale CCs auf, was auf eine Homodimerisierung hindeu-
tet.’?! Die Tendenz zur Homodimerbildung wurde durch die
C-terminale Klammer in B;x weiter erhoht. Das Einfiigen der
Lactam-Klammern erhohte zudem die Helixstabilitdt der
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CCs (Abbildung 2 A). Fiir das nicht geklammerte Referenz-
CC A B, war das Verhiltnis der gemittelten molaren Ellip-
tizitdt pro Aminosdure [@]yre bei 222 nm und 208 nm > 1
(Tabelle 1). Dies deutet auf die Bildung einer stabilen CC
Struktur hin.?! Bei 23°C betrug die Erhohung der Helizitit
des CCs 4%, wenn die Lactam-Klammer nur in Peptid A
oder B eingefiigt wurde, wihrend eine Kombination der
Klammern zu einer Erh6hung von 8 % fiihrte. Die Lactam-
Klammer fiithrte auch zu einer Erhéhung der thermodyna-
mischen Stabilitdt. Bei CCs mit einer Klammer wurde ein
Anstieg der Schmelztemperatur 7,, von 77°C (AB,) auf
81°C (A4 B,) bzw. 83°C (A B4x) festgestellt (Tabelle 1, Ab-
bildung S10, Tabelle S1). Wenn beide Helices eine Lactam-
Klammer besaBen (A Byx), stieg T, von 77°C auf >95°C
an. Dies deutet darauf hin, dass der stabilisierende Effekt
mehr als additiv ist. Die reversible His-Ni*"-His Klammer in
Ay fiihrte zu einem Anstieg der Helizitdt um ~10% (Ab-
bildung S8A). Nichtdestrotz, war die Helizit4t und die 7, des
Ni**-koordinierenden CCs A,;B, nicht hoher als die des
Referenz-CCs A B, (Abbildung2B, Tabelle1, Abbil-
dung S10). Wihrend fiir alle Messungen von A B, nicht-
koordinierende PIPPS-gepufferte Salzlosung (PIPPS-BS)
verwendet wurde, wurden die Lactam-geklammerten CCs in
Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) gemessen. Die T, des
Referenz-CCs A B, unterschied sich in beiden Puffern nur
wenig (Tabelle 1, Abbildung S9 und S10).

Um die mechanische Stabilitdt der geklammerten CCs zu
untersuchen, wurde FEinzelmolekiilkraftspektroskopie ge-
nutzt (Abbildung 1 C). Da die Kraft-induzierte Trennung der
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Abbildung 2. Zirkulardichroismus Spektren der geklammerten Coiled
Coils (CCs). A) Spektren der CCs mit Lactam-Klammer A;B,, A;Bs
und A,B,, sowie des Referenz-CCs A,B,. Alle Spektren wurden bei
23°Cin PBS (pH 7.4) gemessen. B) Spektren des CCs A,,B, mit His-
Ni**-His Koordinationsklammer in An- und Abwesenheit von Ni**
(150 uM NiCl,) in PIPPS-BS bei 23°C (pH 7.4). Bei allen Messungen
wurde das Reduktionsmittel Tris(2-carboxyethyl) phosphin (TCEP) hin-
zugefiigt, um eine Bildung von Disulfidbriicken zu verhindern.
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Tabelle 1: Thermodynamische, kinetische und mechanische Parameter
der CCs ermittelt durch CD Spektroskopie und AFM-basierte Einzelmo-
lekiilkraftspektroskopie.

Coiled Coil [Olvre 222/ Tm F Ax ko
[Olure 208 (°O)F (PN)*® - (nm)l9 (™)

A,B, (PBS) 1.05 769409 284 1.77 1.08x10°
A,B, (PBS) 1.09 81.1+£0.0 419 138 1.04x10°*
A,B. (PBS) 1.05 83.14+1.0 334 153 596x10°*
A,Byy (PBS) 1.1 >95.0 402 150 4.36x10°
A.B, (PIPPS-BS)  1.01 80.3+0.2 245 1.77 1.46x107
A, B, + Ni** 1.04 78.9+0.7 340 190 3.08x10°
(PIPPS-BS)H!

[a] Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (n=3 unabhingige
Messungen). [b] Wahrscheinlichste Abrisskraft fiir einen Beispieldaten-
satz bei einer Zuggeschwindigkeit von 400 nms™'. Alle wahrschein-
lichsten Abrisskrifte und die jeweiligen Kraftladungsraten sind in Ta-
belle S2 zusammengefasst. [c] Ax und k; aus dem Bell-Evans Fit aller
Datenpunkte (n=3, siehe Sl fiir Details zur statistischen Analyse).

[d] Fiir die CD Spektroskopie wurde 150 pM NiCl, und fiir die AFM Ex-
perimente > 500 uM NiCl, verwendet.

CC-Stréange in Schergeometrie von der Kraftladungsrate r=
dF/dt abhingt,®213 wurden Kraftkurven bei sechs ver-
schiedenen Zuggeschwindigkeiten in jeweils drei unabhingi-
gen Experimenten aufgenommen. Bei einer Zuggeschwin-
digkeit von 400nms~' zeigen reprisentative Kraft-Ab-
standskurven (Abbildung S11) und Histogramme der Ab-
risskraft (Abbildung 3A), dass alle Lactam-geklammerten
CCs eine hohere Abrisskraft aufweisen als das Referenz-CC
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Abbildung 3. Einzelmolekiilkraftspektroskopie der Coiled Coils mit
Lactam-Klammer. A) Histogramme der Abrisskraft bei einer Zugge-
schwindigkeit von 400 nms™". B) Dynamische Kraftspektroskopie,
durchgefiihrt in drei unabhingigen Experimenten. Die Daten wurden
mit dem Bell-Evans Modell gefitted (durchgehende und gestrichelte
Linien). Alle Messungen wurden in PBS (pH 7.4, 23°C) durchgefiihrt.
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A B,. Befand sich die Lactam-Klammer direkt am Kraftan-
griffspunkt (AB,), erhohte sich die Abrisskraft um 15 pN
(Tabelle S2). Bei Einfiigen der Lactam-Klammer in die
komplementire Helix (A4B4x) war nur ein Anstieg von 7 pN
zu beobachten. Wurden beide Helices geklammert (A xByx),
stieg die Abrisskraft um 13 pN, was vergleichbar mit dem
Anstieg bei AiB, ist. Dies ist ein erstes Anzeichen dafiir,
dass die kovalente Lactam-Klammer thermodynamisch und
mechanisch verschieden wirkt. Eine synergistische mechani-
sche Stabilisierung durch mehrere Klammern konnte nicht
beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass die lokale
Helixstabilitdt an den Kraftangriffspunkten fiir die mechani-
sche Stabilitdt des CCs essentiell ist.

Zur Ermittlung der Kraft-freien Dissoziationsrate k,;, und
der Potentialweite Ax wurden zunichst die haufigsten Ab-
risskréfte F und die entsprechenden Kraftladungsraten r aus
den Daten extrahiert (Abbildung S12-S15, Tabelle S2). Das
Bell-Evans Modell®! wurde genutzt um die erhaltenen Daten
zu fitten (Abbildung 3 B, Tabelle 1). Ein Peacock-Test zeigte,
dass sich alle Lactam-geklammerten CCs signifikant vom
Referenz-CC A B, unterscheiden (Tabelle S3, Abbil-
dung S18). Die Lactam-Klammer fithrte zu einer Verringe-
rung von k,, bei gleichzeitiger geringerer Deformierbarkeit
(verringerte Ax). Dieses Ergebnis stimmt mit vorherigen Si-
mulationen von CCs mit fixierten Dihedralwinkeln iiberein,
bei denen hohere Abrisskrifte kombiniert mit geringerer
Helixentfaltung beobachtet wurden.™ Vergleicht man die
beiden CCs mit einer Lactam-Klammer (A;Bs vs. AiB,)
wird deutlich, dass sich die Position der Klammer auf die
mechanische Stabilisierung auswirkt. Der stabilisierende
Effekt der Klammer war am groften, wenn diese direkt am
Kraftangriffspunkt platziert wurde (AB,). Jedoch hatte
auch das Einfiigen der Klammer in der komplementédren
Helix (A4B,x) einen messbaren Effekt. Dies deutet auf eine
allosterische Ubertragung der lokalen Helixstabilitit iiber
den hydrophoben Kern hin. Das FEinfiigen von Lactam-
Klammern in beide Helices fiihrte nicht zu einer weiteren
Erh6hung der mechanischen Stabilitdt (Tabelle S3, Abbil-
dung S18). Zusammengenommen verdeutlichen diese Er-
gebnisse, dass Helix-Klammern unterschiedlich auf die ther-
modynamische und mechanische Stabilitdt des Modell-CCs
wirken. Wihrend die Erhohung der thermodynamischen
Stabilitdt nicht von der Position der Klammer im A oder B
Peptid abhing, war die mechanische Stabilisierung groBer,
wenn sich die Klammer direkt am Kraftangriffspunkt befand.
Interessanterweise erhohte die Anwesenheit beider Klam-
mern die thermodynamische Stabilitdt in synergistischer Art
und Weise; jedoch war dieser synergistische Effekt in Bezug
auf die mechanische Stabilitét unter Scherkraft nicht zu be-
obachten. Diese Ergebnisse validieren den gewéhlten Ansatz
zur Stabilisierung des ausgewéhlten Modell-CCs. Jedoch muss
davon ausgegangen werden, dass der beobachtete Effekt auch
von der Peptidsequenz und der Position der Klammer ab-
héangt. Die hier verwendete Lys,—Asp,,, Lactam-Klammer
wurde am C-Terminus eingefiigt, da dieser die niedrigste
Helixpropensitdt aufweist (Abbildung S1). Aufgrund ihres
Mechanismus der Helixstabilisierung haben Lactam-Klam-
mern auch einen groBeren Effekt am C-Terminus als am N-
Terminus."**) Eine Verallgemeinerung der Interpretation,
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dass die mechanische Stabilitdt am effektivsten erhoht wird,
wenn die Klammer am Kraftangriffspunkt eingefiigt wird, ist
daher erst moglich, wenn dies auch fiir weitere Sequenzen
sowie N-terminale Klammern gezeigt wird.

Fiir das hier untersuchte CC stiitzt die Verringerung von
Ax die Hypothese, dass die Entfaltung am C-terminalen
Kraftangriffspunkt beginnt; gefolgt von der Dissoziation der
teils entfalteten Stringe senkrecht zum Kraftvektor.'®¥ Das
Einfiigen der Lactam-Klammer im schwichsten Teil der
Helix verschiebt den Ausgangspunkt der Entfaltung in einen
anderen, vormals stabileren, Teil der Helix. Die direkte Folge
dessen ist die Erhohung der Energiebarriere der Dissoziation
(verringerte k,;), kombiniert mit einer geringeren Defor-
mierbarkeit (verringerte Ax). Um diese Hypothese zu besta-
tigen und die CC-Bibliothek zu erweitern, wurde die kova-
lente Lactam-Klammer (Lys;—Asp,.,) in A, durch eine re-
versible His-Ni*"-His Koordinationsklammer ersetzt (His;—
His,, ;) und so A4 erhalten. Verglichen mit dem Referenz-CC
A,B, erhohte sich die Abrisskraft von A,yB, in Anwesenheit
von Ni*" um ~7pN (Abbildung 4 A, Abbildung S16, S17,
Tabelle S2). Wie bei der Lactam-Klammer zeigte auch die
His-Ni**-His Koordinationsklammer eine Verringerung von
k,; wenn Ni** hinzugegeben wurde (Abbildung 4B, Abbil-
dung S19). Anders als bei A;xB4 war jedoch bei A B, keine
Verringerung von Ax im Vergleich zum Referenz-CC A B, zu
erkennen (Tabelle 1, Tabelle S4). Dies zeigt, dass die His-
Ni*"-His Koordinationsklammer hchstwahrscheinlich unter
Krafteinwirkung bricht. Fiir Ni*"-NTA und Hiss-Tags wurden
Abrisskrifte zwischen 40-300 pN gemessen.”® Bei dem hier
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Abbildung 4. Einzelmolekiilkraftspektroskopie des Coiled Coils (CCs)
mit His-Ni**-His Koordinationsklammer und des Referenz-CCs in
PIPPS-BS. A) Histogramme der Abrisskraft bei einer Zuggeschwindig-
keit von 400 nms™'. B) Dynamische Kraftspektroskopie durchgefiihrt in
drei unabhingigen Experimenten. Die Daten wurden mit den Bell-
Evans Modell gefitted (gestrichelte Linien). Ni**: >500 uM NiCl,.
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untersuchten CC reichen jedoch schon geringere Krifte aus,
da nur eine Imidazol-Ni** Bindung brechen muss, um die
Klammer zu 6ffnen. Unter Krafteinwirkung wird zum Bre-
chen der reversiblen His-Ni*"-His Koordinationsklammer
zusitzliche Energie bendtigt, so dass kg verringert ist. Ist die
His-Ni*"-His Klammer gebrochen, liuft die Entfaltung des
CCs wie in Abwesenheit von Ni*" ab. Dieser Interpretati-
onsansatz stimmt mit vorigen Experimenten iiberein, bei
denen His-Ni**-His Koordinationsklammern an beiden
Kraftangriffspunkten eingefiigt wurden. Auch bei diesen
Experimenten wurde eine Verringerung von k,; sowie eine
nicht signifikante Anderung von Ax beobachtet.®!

Zusammenfassend stellt das Einfiigen von Klammern
eine hocheffektive Strategie dar, um die thermodynamische,
kinetische und mechanische Stabilitdt von CC Heterodime-
ren zu erhohen. Der synergistische Effekt auf die thermody-
namische Stabilitdt des CCs konnte jedoch bei mechanischer
Belastung nicht festgestellt werden. Berticksichtigt man den
schon bekannten Mechanismus zur Trennung der Stringe
unter Scherkraft, ist zu vermuten, dass die Kraft zunédchst auf
den schwichsten Teil der Helix wirkt. Die Stabilisierung
dieses Teils der Helix erhohte die Abrisskraft des CCs und
verringerte die Dissoziationsrate um das 10-fache. Eine ver-
gleichbare Erhohung der Energiebarriere der Dissoziation
konnte sowohl bei der Lactam- als auch bei der His-Ni*"-His
Koordinationsklammer beobachtet werden, jedoch unter-
scheiden sich die Dissoziationspfade der CCs unter Kraft-
einwirkung. Die reversible His-Ni*"-His Koordinationsklam-
mer brach unter Krafteinwirkung auf und ermoglichte die
Entfaltung der Helix vom Kraftangriffspunkt aus. Die kova-
lente Lactam-Klammer hingegen blieb intakt und erzwang so
den Beginn der Entfaltung in einem anderen Teil der Helix.
Der Fokus zukiinftiger Experimente konnte auf dem me-
chanischen Stabilisierungseffekt von Klammern in unter-
schiedlichen Positionen der Helix liegen. Beispielsweise
konnten die hier untersuchten C-terminalen Klammern mit
N-terminalen Klammern oder mehreren Klammern in der
gleichen Helix verglichen werden. Im biologischen Kontext
gesehen, deuten die hier gezeigten Ergebnisse an, dass ioni-
sche Wechselwirkungen in den i—i+ 4 Positionen natiirlich
vorkommender CCs die lokale mechanische Helixstabilitét
erhohen. Die Abwesenheit von ionischen Interaktionen in
bestimmten Helixabschnitten konnte diese demnach zu sen-
sitiven Sollbruchstellen bei Krafteinwirkung machen. Das
Einfiigen Helix-induzierender Klammern ist somit eine ex-
zellente Strategie, um die mechanische Stabilitidt von CCs fiir
vielfiltige Anwendungen gezielt zu kontrollieren. Insbeson-
dere reversible Metall-Koordinationsklammern, die in situ
geformt werden konnen, haben ein hohes Anwendungspo-
tential zur Herstellung CC-basierter nanomechanischer
Bausteine, die beispielsweise als Vernetzer fiir biomimetische
Hydrogele dienen konnen.
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