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Das Rasterkraftmikroskop (AFM) hat die Tiir zur Nanowelt
geoffnet und entwickelt sich zum multifunktionalen Nano-
werkzeug in den Biowissenschaften.!!! Routinemafig wird das
AFM zur hochaufgelosten Bildgebung nativer Proteine unter
physiologischen Bedingungen angewendet.'"” Ein Video-
AFM ermdglicht die Beobachtung einzelner arbeitender,?
rotierender® oder diffundierender! Membranproteine. In
der kraftspektroskopischen Anwendung kann das AFM die
Wechselwirkungen einzelner Peptide, Proteine und lebender
Zellen charakterisieren."™” In der kombinierten kraftspek-
troskopischen und bildgebenden Anwendung kann das AFM
chemische und physikalische Wechselwirkungen biologischer
Objekte kartieren.’*! Indessen ist die Auflosung solcher
AFM-basierter Kombinationen auf ca. 50 nm beschrinkt, was
fiir die strukturelle Abbildung und Quantifizierung physika-
lischer und chemischer Eigenschaften einzelner Proteine
nicht ausreicht. Unlidngst wurde das Kraftvolumen-AFM
entscheidend verbessert,l”) indem Matrizen von Kraft-Ab-
stands(F-D)-Kurven ca. 4000-mal schneller bei ausreichender
Auflosung (0.5 nm) aufgenommen werden kénnen. Die dabei
erreichte Kraftempfindlichkeit (ca. 10 pN) ermoglicht die
storungsfreie Messung chemischer und physikalischer Fi-
genschaften weicher biologischer Materialien. Bis jetzt
konnten jedoch keine hochaufgelosten Kraftvolumenbilder
nativer Proteine erzielt werden.

Verglichen mit Oszillations-AFM kénnen durch F-D-
Kurven (Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen) die
lokalen Wechselwirkungen komplexer Proteingruppen besser
analysiert werden, [ weil elektrostatische, chemische
und mechanische Krifte auf der molekularen Skala unter-
schiedliche Ortsabhingigkeiten aufweisen.!! Wegen ihrer
einfacheren Interpretierbarkeit werden F-D-Kurven bereits
seit 1990 verwendet, um spezifische und unspezifische
Wechselwirkungen molekularer Systeme zu untersuchen. !
Hier zeigen wir am Beispiel der nativen Purpurmembran
(PM) von Halobacterium salinarum, dass Kraftvolumen-
AFM fiir die hochauflosende quantitative Bildgebung nativer
Proteine verwendet werden kann. PM besteht aus der licht-
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getriebenen Protonenpumpe Bacteriorhodopsin (BR) und
Lipiden. Wihrend des Photozyklus erzeugt BR durch Kon-
formationsinderungen Protonengradienten iiber die Zell-
membran, die als Energiequelle fiir zellulire Prozesse
wirken.'”! Der Protonentransfer der PM ist wegen asymme-
trischer physikalischer und chemischer Eigenschaften auf der
PM-Oberfliche deutlich schneller als der Protonentransfer in
die wissrige Losung."!! PM wird als Referenzsystem fiir das
AFM verwendet, weil es kiduflich zu erwerben und aufBeror-
dentlich stabil ist." Hochaufgeloste (0.5 nm) AFM-Aufnah-
men an BR brachten erstmals Konformationséinderungen
extrazelluldrer und kraftinduzierter Konformationsdnderun-
gen zytoplasmatischer Polypeptidschleifen zum Vorschein.!"”

Wir haben Kraftvolumen-AFM zur Abbildung von PM
verwendet, die in Puffer auf frischgespaltenem Glimmer ad-
sorbiert wurde. Fiir jedes Pixel der AFM-Topographie wurde
eine F-D-Kurve aufgenommen (Hintergrundinformation 1).
Die Maximalkraft, mit der die AFM-Spitze auf die Probe
driickt, wurde auf 100 pN begrenzt. Bei Erreichen dieser
Kraft wurde die von AFM-Spitze und Probe zuriickgelegte
Strecke aufgenommen und zur Rekonstruktion der Topo-
graphie verwendet. Die Bild- und Regelkreisparameter des
AFM wurden gewéhlt, wie unter Experimentelles beschrie-
ben. Die zytoplasmatische Seite der PM zeigte eine Hohe von
(7.5+0.5) nm und die extrazellulire Seite eine Hohe von
(8.3+0.5) nm (n=20; n: Anzahl der Messungen) (Abbil-
dung 1a). Aus der Gesamtmenge aller F-D-Kurven wurden
Elastizitdtsmodul (E-Modul),'"¥! Probendeformation, Adha-
sionskraft, Energiedissipation und Fehler der Maximalkraft
(Abbildung 1b-f) abgeleitet (Hintergrundinformation 1).
Der E-Modul beider PM-Seiten (Abbildung 1b) betrug (10 +
5) MPa (n=20) und stimmte mit Vergleichswerten fiir die
zytoplasmatische Seite (7 MPa) relativ gut und fiir die ex-
trazellulire Seite (35 MPa) weniger gut iiberein.™

Der Deformationskanal zeigt die mechanische Antwort
der PM auf die AFM-Spitze (Abbildung 1c). Im Unterschied
zum E-Modul, der aus der Riickbewegung der AFM-Spitze
stammt, wird die Deformation aus der Anndherung der Spitze
an die Probe berechnet (Hintergrundinformation 1). Uber-
sichtsbilder bei einer Maximalkraft von etwa 100 pN zeigen
eine Deformation von (1.04+0.5) nm (n=40) beider PM-
Seiten. Zytoplasmatische und extrazellulire Hohen von PM
iiberschreiten die strukturell bestimmte Dicke nativer PM
(Abbildung 1a; 5.6-6.0nm) um 1.9-2.6 nm.' Aufgrund
weitreichender elektrostatischer AbstoBungen zwischen
AFM-Spitze und PM kann die mit dem AFM gemessene
Hohe grofer sein als die tatsichliche Dicke der PM.['¥ Bei
Elektrolytkonzentrationen von 150 mm KCl (pH7.6) im
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Abbildung 1. Native Purpurmembran (PM) in Puffer, aufgenommen
mit Kraftvolumen-AFM. a) Topograph der extrazelluldren und zytoplas-
matischen (weifle Flecken) Oberfliche von PM. b) E-Modul, c) Defor-
mation, d) Adhisionskraft, e) Energiedissipation und f) Fehler der Ma-
ximalkraft. Maf3stab 200 nm.

Puffer konnen diese AbstoSungen ca. 100 pN erreichen, wenn
AFM-Spitze und PM 2-3 nm voneinander entfernt sind,!'
bei groBerer Ladungsdichte auf Spitze oder Membran auch
deutlich mehr.'**1% Da die Dichte der negativen Ladungen
auf der extrazelluldiren PM-Oberfldache hoher ist als auf der
Zytosolseite, wird die Spitze auf der extrazelluldren Seite
stirker abgestofen, und das AFM registriert eine etwas gro-
Bere scheinbare Hohe. Bei gesteigerter Maximalkraft wird die
elektrostatische AbstoBung iiberwunden, und die scheinbare
Hohe und strukturelle Membrandicke nihern sich an;
gleichzeitig steigt die gemessene Deformation (Hinter-
grundinformation 2) auf (1.9 £0.5) nm fiir die zytosolische
und (2.3 £0.5) nm fiir die extrazelluldre Seite. Also zeigt der
Deformationskanal im wesentlichen elektrostatische Absto-
Bung zwischen AFM-Spitze und Membran statt Strukturde-
formation. Indessen wird bei Maximalkréften, die signifikant
hoher als elektrostatische AbstoBungskrifte liegen, die
Strukturdeformation prominent.

Der Adhisionskanal zeigte eine attraktive Kraft von
(=10+5) pN (n=20) zwischen AFM-Spitze und beiden PM-
Oberflichen (Abbildung 1d). Diese Kraft ist kleiner als jene,
die zum Trennen der meisten Ligand-Rezeptor-Wechselwir-
kungen benétigt wird." Die zwischen AFM-Spitze und
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Membran dissipierte Energie von ca. 1 eV (rn=20; Abbil-
dung 1¢) befindet sich im Bereich einzelner Wasserstoffbrii-
cken (80-430 meV).’! Der Fehler der Maximalkraft (Abbil-
dung 1f) war iiber den gesamten Bereich der PM in etwa
konstant, auBer an der Kante, wo sich die Wechselwirkungen
von Spitze und Probe drastisch dndern.

Um die zusitzlich gemessenen Parameter strukturell zu-
ordnen zu kdnnen, haben wir hoher aufgeloste Kraftvolumen-
AFM-Aufnahmen erstellt. Bei einer Lateralauflosung von 1-
1.5 nm wurden BR-Trimere in den AFM-Topographen der
extrazelluldren Oberflédche klar sichtbar (Abbildung 2a). Das
Mittel dieser Topographen zeigt die typische Unterstruktur
der BR-Trimere, die durch drei grofere und drei kleinere
Wolbungen charakterisiert ist.'’! Die Ubereinstimmung mit
vorherigen AFM-, Rontgenkristallographie- und FElektro-
nenmikroskopiedaten von BR zeigt, dass das Kraftvolumen-
AFM geeignet ist, native Proteinstrukturen abzubilden.!™"!
Gleichzeitig mit der Topographie konnten physikalische Ei-
genschaften aus den F-D-Kurven abgeleitet werden (Hinter-
grundinformation 1). Auf den ersten Blick enthielt der De-
formationskanal keine Informationen (Abbildung 2b). Wir
verwendeten Position und Orientierung jedes einzelnen BR-
Trimers der Topographie, um definierte ,, Elementarzellen®
aus dem Deformationskanal zu extrahieren (Hintergrundin-
formation 3). Diese ,,Elementarzellen wurden iiberlagert
und ihr Mittelwert (Abbildung 2b) durch Addition der Ele-
mentarzellen berechnet. Dieser ,referenzfrei berechnete
Mittelwert zeigt die vorher maskierten Informationen des
Deformationskanals und belegt, dass BR-Trimere weniger
deformiert [(0.2+0.1) nm] sind als das umliegende Lipid
[(1.0£0.1) nm; n=200]. Der Deformationskanal koénnte
aber auch hier, wie schon bei den AFM-Ubersichtsabbil-
dungen, eine Mischung von elektrostatischer Abstoung und
Strukturdeformation enthalten. Alle aufgenommenen Kanéle
zeigten ein starkes Rauschen und wurden mit dem beschrie-
benen Ansatz gemittelt, um ihre Informationen sichtbar zu
machen (Abbildung2¢,d). Abgebildet auf die in Lipiden
eingebettete Rontgenkristallstruktur von BR (Abbildung 4 a—
c) lokalisieren diese Mittelwerte experimentell bestimmte
Parameter. Der Adhésionskanal legt nahe, dass Lipide stér-
ker an der AFM-Spitze haften [(—10+5) pN] als BR [(0+
5pN); n=200]. Dieser Unterschied kann der asymmetri-
schen Verteilung von Van-der-Waals-Kriften zugeschrieben
werden. Normalerweise sind Van-der-Waals Krifte stirker,
wenn eine Spitze eine flache Oberflache (Lipide) beriihrt als
bei Beriihrung der korrugierten Oberfliche (BR), die klei-
nere Kontaktflichen darbietet.”] Der E-Modul zeigt, dass
PM-Lipide deutlich weicher sind [(10 £5) MPa; n=200] als
BR [(30£5) MPa; Abbildung 2d, 4c].

Der Fehler der Maximalkraft war dann am grof3ten, wenn
sich die AFM-Spitze der hochsten Wolbung der extrazellu-
liren BR-Oberfldche niherte (Abbildung S4e in den Hin-
tergrundinformationen) und den AFM Regelkreis bean-
spruchte. Da diese Fehler recht klein waren [+ (8-10) pN],
kann ihr Anteil an der Bildgebung vernachléssigt werden.
Dies unterstreicht die Empfindlichkeit des Kraftvolumen-
AFM bei der Abbildung von Proteinoberflichen. Zur weite-
ren Erhohung der Auflosung konnte der Regelkreis verbes-
sert werden. Der Energiedissipationskanal (Abbildung S4f in
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Abbildung 2. Hochaufgelste Kraftvolumen-AFM-Aufnahmen der extrazelluliren PM-Oberfliche. a) Topograph und Abbildungen von b) Deformati-
on, c) Adhisionskraft und d) E-Modulkanal. Die Vergroferung in (a) zeigt einen dreifachen, symmetrisierten Kreuzkorrelationsmittelwert (n=200)
des BR-Trimers. Die Vergréflerungen in (b)—(d) zeigen Kanalmittelwerte (Abbildung S3 in den Hintergrundinformationen). Umrandungen zeigen
die BR-Kontur (weife Striche und a-Transmembranhelices A-G angezeigt) aus Rontgen- und Elektronenkristallographie.l™® Die Farbspektren ent-
sprechen einer vertikalen Skala von a) 1.0 nm, b) 1.2 nm, c) 55 pN und d) 4 MPa, die MaRstibe 10 (Rohdaten) und 2 nm (VergréfRerungen).

den Hintergrundinformationen) zeigt, dass die zwischen
AFM-Spitze und PM {iibertragene Energie an der hochsten
BR-Wolbung maximal [(600 +200) meV; n =500] und an der
Lipidoberfliche minimal [(200 +200) meV] ist.

Bei hoher Auflosung zeigte die zytoplasmatische PM-
Oberfliche zwei Konformationen (Abbildung 3). Bei einer
Maximalkraft von 75 pN ragte eine Polypeptidschleife von
jedem BR-Molekiil hervor (Abbildungen 3a, 4d; n=500).
Diese Schleifen waren bei hoherer Maximalkraft von 125 pN
unsichtbar; stattdessen wurde das darunter liegende Geriist
der BR-Molekiile abgebildet (Abbildungen 3d, 4g). Dieser
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vollstiandig reversible kraftinduzierte Konformationswechsel
der Polypeptidschleife (EF-Schleife), die die a-Helices E und
F von BR verbindet, wurde bereits beobachtet.?! Die an-
deren Kanile quantifizieren die chemischen und physikali-
schen Parameter dieser Konformationen (Abbildungen 3,
4d-i). Bei kleiner Kraft hatte die EF-Schleife einen bedeu-
tend hoheren E-Modul [(30+5) MPa] als die umliegenden
Lipide [(104+5) MPa; n=500; (Abbildungen 3¢, 4 f)].

Bei niedriger Maximalkraft wurden Deformationen von
(0.4+0.2) nm iiber der EF-Schleife bis hin zu (1.0+0.2) nm
tiber Lipiden (n=500; Abbildungen 3b, 4e) gemessen. Wie
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Abbildung 3. Hochaufgeléste Kraftvolumen-AFM-Aufnahmen der zytoplasmatischen PM-Oberfliche. a) Topograph bei niedriger Kraft) und Abbil-
dung von b) Deformations- und c) E-Modulkanal. d) Topograph bei héherer Kraft sowie Abbildungen des e) Deformations- und f) Energiedissipa-
tionskanals. Die VergréRerungen zeigen dreifach symmetrisierte Mittelwerte jedes Kanals. Die weiflen Linien mit gekennzeichneten Transmem-
branhelices A-G zeigen BR-Konturen nahe der zytoplasmatischen Oberfliche, die aus Réntgen- oder Elektronenkristallographie erhalten wur-

den.'* Die Farbskalen entsprechen vertikalen Werten von a) 1.2 nm, b) 0.8 nm, c) 6.5MPa, d) 1.0 nm, €) 1.1 nm und f) 400 meV. MaRstabe 10
(Rohdaten) und 2 nm (Vergréferungen).
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Abbildung 4. Abbildung der AFM-Parameter auf die PM. a) AFM-Topo-

graph, b) Deformationskanal und c) E-Modul (Abbildung 2) der extrazellu-
lsren Oberfliche. d) Topograph, e) Deformationskanal und f) E-Modul der

zytoplasmatischen Oberfliche bei geringer Kraft (Abbildung 3). g) Topo-
graph, h) Deformationskanal und i) Energiedissipation der zytoplasmati-

schen Oberfliche bei héherer Kraft (Abbildung 3). j—I) Seitenansichten des

PM-Modells und j) AFM-Topographen, k) Deformationskanile und j) E-

Moduln. B-Schleifen zwischen Transmembranhelices A-G sowie C- und N-
Terminus sind angezeigt. Firbungen von BR und Lipiden gemifR den AFM-

Kanilen. Quantifizierung der Signale durch Farbbalken. Die PM-Struktur
wurde erzeugt, wie in den Hintergrundinformationen beschrieben.

erwiahnt, enthalten diese Werte Beitrdge von elektrostati-
scher AbstoSung und Strukturdeformation. Die AFM-Topo-
graphen zeigen gegeniiber dem Modell kaum eine Defor-
mation der EF-Schleifen (Abbildung4j). In diesem Fall
scheint der Deformationskanal eher die elektrostatische
AbstoBung zwischen Spitze und PM aufzuzeichnen. Weil die
AFM-Spitze leicht negativ geladen ist, legt die ,,Deformati-
onskarte* nahe, dass PM-Lipide negativer geladen sind als
BR.P” Dies dnderte sich bei hoherer Maximalkraft, wo die
EF-Schleife um (0.9 +0.2) nm deformiert wurde, wihrend die
Lipiddeformation bei (1.0 £0.2) nm (n=>500) blieb (Abbil-
dungen 3e, 4h). In diesem Fall zeichnete der Kanal die re-
versible kraftinduzierte Deformation der EF-Schleife auf."”!

Die Deformation von zytoplasmatischem BR und PM-
Lipiden bei gegebener Maximalkraft ermoglicht die Ab-
schitzung ihrer Federkonstante k als 0.14-0.19 Nm™' bzw.
0.75-125mNm™". Die extrazellulire Oberfliche zeigt k-
Werte von 0.50 Nm™' fiir BR und 1.00 mNm™! fiir Lipide.
Diese Werte stimmen gut mit Schiitzungen von k =0.12 Nm™!
fiir die zytoplasmatische und von 0.33 Nm™ fiir die extra-
zellulire BR-Oberfldache iiberein, die auf elastischer Neu-
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tronenstreuung basieren.!'”! Folglich zeigen PM-Lipide auf
beiden Seiten dhnliche mechanische Eigenschaften, woge-
gen die Protonenpumpe auf der zytoplasmatischen Seite
weicher ist. Die mechanische Anisotropie von BR konnte
Konformationsdnderungen auf der zytoplasmatischen Seite
begiinstigen, die mit dem Protontransfer durch die Mem-
bran zusammenhzngen.'™1"! Der steifere Kern der extra-
zelluldren BR-Hilfte konnte die Isomerisierung des Reti-
nals beeinflussen und zur einer Ventilfunktion des Pro-
tontransfers beitragen. Erginzend geben die niedrigeren
Federkonstanten der Lipide einen flexiblen Rahmen fiir
funktionelle Konformationsédnderungen der Protonen-
pumpe. Zusammengenommen legt die mechanische An-
isotropie von BR und Lipiden eine evolutionédre Struktur-
auswahl im Zusammenhang mit der Funktion der Proto-
nenpumpe nahe.['”)

Ubereinstimmend mit den Deformationskarten (Ab-
bildung 4b,e) zeigen die E-Moduln beider Seiten, dass PM-
Lipide deutlich weicher sind als BR (Abbildungen 2-4).
Die Frage, ob sich flexibles Lipid einem steiferen Mem-
branprotein oder umgekehrt ein flexibleres Membranpro-
tein sich dem Lipid anpasst,"® muss fiir jedes System neu
beantwortet werden. Die unterschiedlichen elastischen
Eigenschaften von Lipid und BR (Abbildung 4c,f) zeigen,
dass sich im Fall der PM die Lipide dem BR anpassen.
Tatsédchlich ergeben hochaufgeloste BR-Modelle, dass sich
PM-Lipide strukturell den Protonpumpen anpassen.'”

Aus Deformations- und E-Modulkarten der PM war
ersichtlich, dass die EF-Schleifen das steifste Strukturele-
ment der zytoplasmatischen Oberfliche bilden (ca.
25 MPa; Abbildung 3c). Dies &nderte sich, sobald die
Maximalkraft ausreichte, um einen Kollaps der Schleife zu
bewirken (Abbildung 3d).'¥! Die beim Abbilden dieser
Konformation dissipierte Energie betrug etwa 400 meV
(Abbildungen 3 f, 4i), was der Energie von einer bis vier
intramolekularen H-Briicken entspricht.®! Im kollabierten
Zustand zeigte die EF-Schleife wieder die niedrigste De-
formierbarkeit der ganzen PM-Oberfliche (Abbildun-
gen 3e, 4h). Wir folgern daraus, dass die EF-Schleife recht

steif ist und bei Kraftanwendung in eine ebenfalls relativ
steife Konfiguration kollabiert (Abbildung S4k in den Hin-
tergrundinformationen).

Vorangegangene AFM-Experimente ergaben, dass die
EF-Schleife viele Konformationen zwischen beiden Zustin-
den annehmen kann.*?? Diese Vielfalt weist auf eine
strukturelle Flexibilitdt hin. Wir haben in unserer Arbeit die
einzigartige mechanische Stabilitdt der gestreckten und kol-
labierten Zustinde der EF-Schleife bestimmt, die erklart,
weshalb die EF-Schleife in den meisten Strukturuntersu-
chungen von BR gut aufgelost ist.'”! Diese Struktureigen-
schaft hat Folgen fiir die BR-Funktion: Bei kleinen Storungen
bleibt die EF-Schleife steif und stabilisiert die funktional
wichtigen a-Helices E und F. Sobald die Storung stark genug
wird, z.B. bei Photoisomerisierung des trans-Retinals, kann
die EF-Schleife eine Alternativkonfiguration annehmen, die
die Kriimmung der a-Helices E und F und damit den Pro-
tontransport erméoglicht.['%2]

Am Beispiel von PM haben wir hier gezeigt, dass das
Kraftvolumen-AFM in der Lage ist, hochaufgeloste (1-
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1.5 nm) Topographen nativer Membranoberflichen aufzu-
nehmen. Die Strukturdetails stimmen mit den tiber Diffrak-
tion und Mikroskopie bestimmten Strukturen iiberein.!*!%!
Die Vergleiche von PM-Strukturen und AFM-Topographie
(Abbildung 4) legen nahe, dass die PM durch das Kraftvolu-
men-AFM nicht gestort wurde. Im Unterschied zu anderen
AFM-Bildgebungsverfahren ermoglicht das Kraftvolumen-
AFM jedoch die zusidtzliche Aufnahme chemischer und
physikalischer Eigenschaften bei ebensolcher hoher Auflo-
sung. Zunichst zeigten die zusétzlich aufgenommenen AFM-
Kanile im wesentlichen Rauschen. Durch Mittelung konnten
wir die quantitativen Informationen aus diesen Kanélen
hervorheben. Die Abbildung dieser Zusatzinformationen auf
ein Strukturmodell der PM (Abbildung 4) ermoglicht es zum
ersten Mal, experimentell bestimmte chemische und physi-
kalische Parameter mit Strukturmodellen zu korrelieren. E-
Modulkarten zeigen elastische Eigenschaften von Lipiden
und BR, die den lichtgetriebenen Protonpumpen funktional
wichtige Konformationsdnderungen ermoglichen. Deforma-
tionskarten erlauben die Messung struktureller Deformier-
barkeit weicher biologischer Materialien und die Bestim-
mung mechanischer Eigenschaften von Proteinen und Lipi-
den bei molekularer Auflosung. Unsere experimentellen
Daten legen nahe, dass elektrostatische Wechselwirkungen zu
der gemessenen Deformation beitragen. Wie elektrostatische
Wechselwirkungen und strukturelle Deformierbarkeit von-
einander getrennt werden konnen, wird zu untersuchen sein.
Adhisionskarten detektieren attraktive Wechselwirkungen
zwischen AFM-Spitze und Probe.

Da die AFM-Spitze ein multifunktionales makroskopi-
sches Werkzeug ist,'! wird die chemische Funktionalisierung
es in Zukunft gestatten, chemische Gruppen und ihre adhéa-
sive Wechselwirkungskrifte, -energien und -kinetik auf die
Proteinoberfldche abzubilden. Die Untersuchung der Zeit-
abhangigkeit dieser Wechselwirkungen konnte Einblicke in
die Bindungskinetik und -energetik beispielsweise von Li-
ganden mit einem Membranrezeptor geben. Das hochauflo-
sende Kraftvolumen-AFM erlaubt die Quantifizierung und
Abbildung (mit lateraler Auflésung von nahezu 1 nm) meh-
rerer chemischer und physikalischer Eigenschaften nativer
biologischer Proben. In Zukunft wird diese Eigenschaft zur
Abbildung und der Parametrisierung spezifischer chemischer
und physikalischer Informationen nativer Proteine und bio-
molekularer Komplexe verwendet werden konnen.

Experimentelles
Probenvorbereitung: PM aus H. Salinarum wurde prépariert, wie
beschrieben.' PM in Puffer [150 mm KCI, 10 mm Tris-HCI, pH 7.6,
nanoreines Wasser (18 MOhmcm™')] wurde auf frisch gespaltenem
Glimmer absorbiert. Nach 15 min Adsorptionszeit wurde die Probe
mit dem gleichen Puffer gespiilt, um schwach adsorbierte PM zu
entfernen. Danach wurde die Probe mit dem AFM abgebildet.
Kraftvolumen-AFM: Es wurde ein Nanoscope Multimode 8
(Bruker) mit einem 120 um piezoelektrischen Scanner, einer 70 um
langen, V-férmigen Siliciumnitridspitze (Bruker) mit nomineller Fe-
derkonstante von 0.4Nm™' und Siliciumspitzen mit nominellem
Apex von 2 nm verwendet. Das AFM wurde im Kraftvolumenmodus
bei einer Abtastrate von 0.8-1 Hz betrieben. Fiir jeden Bildpunkt der
512 x 512 Tomographen wurden F-D-Kurven (Abbildung S1 in den
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Hintergrundinformationen) bei einer Frequenz von 2 kHz iiber Ge-
samtdistanzen von ca. 16 nm aufgenommen. Die Maximalkraft wurde
auf einen vordefinierten Wert mit einer Genauigkeit von + (7-8) pN
begrenzt. Der Regelkreis zur Kontrolle der AFM-Spitze wurde so
eingestellt, dass die Auflosung der Topographie optimal und der
Fehler der Maximalkraft minimal wurden. Mehr Informationen
finden sich in den Hintergrundinformationen.
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