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Einführung in die Technik 

●   -Wie funktioniert die Technik? 
●   -Was sind die physikalischen Grundlagen der 

Methode? 
●   -Warum ist die Methode nützlich? 
●   -Was ist die Motivation für die jeweilige 

Forschungsarbeit?



  

Wie funktioniert die Technik?



  

Wie funktioniert die Technik?

● 2 mm Blende
● 300 µm Probe
● In XYZ beweglichen Tisch

● nm Genauigkeit – Kontrolle durch Computer

● Feedback Loop
● 6-fach symmetrisch angeordnete Elektromagnete

→ Rotation des B-Feldes



  

Wie funktioniert die Technik?



  

Wie funktioniert die Technik?

● Kräfte können bestimmt werden:
● Beobachtung der Brown´schen Fluktuationen

● Aufzeichnung des Spulenstroms

● Kalibrierung gegen Reibungswiderstand

● Bereich von Zehntel pN bis Zehntel fN

● Keine Permanentmagneten (Strick 98)
● EM ermöglichen schnellere Kontrolle

→ Tweezers Mode



  

Wie funktioniert die Technik?



  

Bestandteile der EM

● Kern besteht aus Weichstahl (XC15)
● Schließt Feldlinien im System

→ erhöht die Magnitude

● Pole Pieces bestehen aus Mumetall (Eisen-Nickel)
● geringe Remanenz (20 Gauß)

● Zurückbleidende Magnetisierung

● Hohe Permiabilität (µr = 50.000-140.000)
● Abschirmung

● Plexiglas dient zur Befestigung



  

Bestandteile der EM
● Spule aus Kupferdraht (R = 10 +- 0,2 Ohm)

● Symmetrische Anordnung ermöglicht Rotation

● Keine Anordnung entlang opt. Achse möglich

● Anlegung von Kräften in „fast“ 3D
● Absinken nur durch Gravitation möglich

● Keine Magn. Hysterese durch Abklingkomponenten
● Erweiterbar durch Hall-Sonden

● Ermöglichen Strom-Feedback in Pole Pieces

● Wirken auf super-paramagnetische Beads
● Kleine, remanenzfreie ferromagn. Teilchen



  

Feedback Loop (FBL)

● dt: „Rückkopplung“ und „Schleife“
● Kontrolle der Position des Bead in 3D
● Vergleich mit aktueller und gemessener Position
● Wie dies funktioniert folgt!

● Damit ist ein grobe Überblick in die  
Funktionsweise gewährleistet



  

Einführung in die Technik 

●   - Wie funktioniert die Technik? 
●   - Was sind die physikalischen Grundlagen der 

Methode? 
●   - Warum ist die Methode nützlich?

● Einfachheit des Aufbaus und der Kraftmessung

●   - Was ist die Motivation für die jeweilige 
Forschungsarbeit?
● Bessere Messapparatur zu erschaffen,

die in vivo arbeitet ohne Schädigungen



  

Was sind die physikalischen 
Grundlagen der Methode?

● Kräfte: Magnet, Gewicht, Langevin:
● Stochastische Kraft verursacht Fluktuationen

● Ströme in den Spulen (B ~ I)
● Mikromanipulation des Biopolymers
● Beugung
● Spezielle Bewegungsgleichung

● Reibungswiderstand bei kl. Reynoldszahlen



  

Beugung

„Image of a magnetic bead 4,5 µm in diameter observed 

at various positions of the microscope focus plane 

(A) z = 1 µm, (B) z = 3 µm, (C) z = 5 µm, (D) z = 7 µm.“



  

Beugung



  

Experimentelle Methoden 

●   -Was wurde gemessen?
● 3D Tracking der Partikelposition 

und der Fluktuationen

● Spulenstrom 

●   -Wie wurden Proben vorbereitet? 
●   -Wie wurden die Messdaten verarbeitet oder            

   analysiert?



  

(Passive Tweezer)
Wie wurden Proben vorbereitet? 

● Bead wird festgehalten und an DNA angehangen
● Mit 2 verschiedenen DNA (16µm und 5µm lang) 

● Ein Ende mit Biotin, eins mit Digoxigenin gelabbeld
● Anhaftung von, mit Streptavidin beschichteten, 

super-paramagn. Beads (d = 4,5µm) am Biotin-Ende
● Injektion dieser Beads/DNA in Lösung auf mit 

Antidigoxigenin beschichteten Glasoberflächen



  

Schema einer behandelten Probe



  

Experimentelle Methoden 

●   -Was wurde gemessen?
● 3D Tracking der Partikelposition 

und der Fluktuationen

● Spulenstrom 

●   -Wie wurden Proben vorbereitet? 
●   -Wie wurden die Messdaten verarbeitet oder            

   analysiert?



  

Elektromagnetismus



  

EM Konfigurationen



  

Experimentelle Methoden 

●   -Was wurde gemessen?
● 3D Tracking der Partikelposition 

und der Fluktuationen

● Spulenstrom 

●   -Wie wurden Proben vorbereitet?

 
●   -Wie wurden die Messdaten verarbeitet oder       

    analysiert?



  

Videoaufnahme &
Datenverarbeitung

● 100 x ölimmersionsobjektiv
●  (invertiertes Mikroskop)

● CCD CAM (50Hz)  am Computer



  

Apperatur



  

Videoaufnahme &
Datenverarbeitung

● 100 x ölimmersionsobjektiv
●  (invertiertes Mikroskop)

● CCD CAM (50Hz)  am Computer
● 3D-Tracking in Realzeit durch Programm

● 25 fps oder 50 fps (gerade/ungerade Bilder)

● Sub-pixel Auflösung für Längere Zeiten 
(größerer Noise mit 1/f – Abhängigkeit)

● nm Genauigkeit in X,Y; 10nm in Z
● Z-Messung durch Vergleich von Beugunsmuster



  

Positioning

● 128 x 128 Pixel² zentriert auf den Bead pro Bild
● Korrelationsfunktion um dx,dy zu bestimmen

● Fast Fourier Transform Algorithmus

● Polynominale Interpolation

● Sub-Pixel Auflösung

● Entlang Z: Vergleich von Beugungsbildern
● Sind ab 10µm schwer erkennbar



  

Digital FBL

● Fängt das Partikel in gewünschter Position
● Seien Ix,Iy ~ Iz gewählt 
● U: Fehler zwischen gesetzter und aktuellen Position

● E(u) := Summe der Fehler
● Stabilisiert entgegen einer kontinuierlicher, 

konstanten Kraft: Fg

● Pu, Ku := Prop. Bzw. Integr. Koeffizienten

● → Cu norm. Korrektur Signal

● Z-Feedback möglich durch Aufzeichnung von Iz



  

Digital FBL

● Annahme einer virtuellen Feder ist zu einfach

● In kl. Kraftbereichen (F<1pN); Gravitation und 
Bead ist nicht magnetisch gesättigt: Fz ~ (Iz)²

Taylor:



  

Kraftmessung entlang Z

● Bead verhält sich wie ein umgekehrtes Pendel in 
einem Wärmebad T

● Bestimmung der Dehnkraft der DNA aus den 
Brown´schen Fluktuationen nach (Strick, 96)

● Die Bead-Positions-Software bestimmt:
● Extension l

● Fluktuationen <dx>

● Fmag = (Gleichverteilungssatz) 



  

Elastizität der DNA

● Bei gleichen Spulenstrom; F,l und F,I – Diagramme
● Tweezers Kraftbereich: 50fN bis 20pN

● 5 mal weniger als Allemand 1998 mit 
permanenten Magneten anlegte

● Elastizität mit dem worm-like-chain Model gefittet

● *Unsättigung (<1pN) / Sättigung (ab 20pN) bestätigt
● Sättigung entspricht Ausrichtung aller Spins



  

Elastizität der DNA



  

Modulation der Kraftrichtung

● Partikel wird nun bei gleichbleibender Kraft 
(etwa 5pN) in willkürliche Richtungen gezogen 

● Die Länge der dsDNA kann variieren (ab 1pN)

● Beadgewicht  (F < 1pN) ist vernachlässigbar

● Der X-Winkel ist sehr groß (70° in jede Richtung)
● (In Y-Richtung nur 50° in jede Richtung)

● *DNA horizontal zu ziehen, dient zur Visualisierung 
   von enzymatische Bewegung entlang Polymeren



  

Modulation der Kraftrichtung



  

Ideale Tweezers 
(Model für Aktive Tweezers)

● Ideale Tweezers sollten Mikromanipulation zulassen 
und die 3 Kraftkomponenten messen

● Kalibrierung einfach erreicht werden durh 
aufzeichnung der partikel Fluktuationen 

● Einfaches Tweezer Model: 2 Parameter
● Fallenelastizität ku (low freq.)

● Reibungswiderstand Gnr (high freq.)

● → 2 Anwendung: Viskositäts- und Kraftmesser

● Bestimmung im Fourierraum



  

Ideale Tweezers

● Durch Delay des FBL zerfällt das einfache Model
● (Analyse ist der von optischen Fallen ähnlich)

● Bead gefangen im virtuellen 1D-Potentialtopf
● Bewegungsgleichung:

Überdampfung (kl. Reynoldszahl)
● Fl: Langevian´sche Kraft (entspricht Fluktuationen)

● Im FR weißes Rauschen: 

● Fluktuationsdichte:

mit



  

Herleitung der 3 Fit-Parameter

Delta:=   
Delay

Fourier:

Korrekturfunktion:
für endliche CAMs



  

Lorentz-Kurve 
(anschauliche Behandlung)

● Antwort auf eine am 
Bead befestigt Feder, 
die im viskosen 
Medium eingetaucht 
ist und durch den 
white noise ausgelenkt.

→ Viskosimeter für 
 kl. Steifigkeiten ku



  

Tweezers Mode: Kraftmessung

● Apparat als Kraftmesser 
(ku-Messung) kalibriert

● Aufzeichnung der Fluktuationen mit einer 
unendlichen Frequenz (idealer Tweezer)

● Begrenzungen: Bandbreite und Genauigkeit

● Bandbreite (auch fc) begrenzt zwischen halber 
Abtastfreq. Und Inversen der Beobachtungszeit

● 655s gibt eine Genauigkeit von 6,5% (10^-7 N/m)
● 16.384 Bilder bei 25 Hz

● Für große Pu gilt das einfache Model nicht mehr



  

Kalibrierung gegen Reibungswiderstand
● Oft für für 

opt. Tw genutzt
● Aber bei MTw benötigt 

mankeine Bewegung, 
nur Software

● Anlegen einer 
Rechteck-Funktion 
auf Iu. Daraus folgt:

● Max. Iu bestimmt max. 
Geschwindigkeit Vu



  

Kalibrierung gegen Reibungswiderstand

● Variation von max. Iu ermöglicht Kalibrierung
● (Gnr) kann durch optische

Methoden oder wie zuvor
bestimmt werden

● Kalibrierung entlang Z 
geht durch Variation von Iz 

● Wegen Ungenauigkeiten
kann man Bead verlieren



  

Kalibrierung mit Brown´schen 
Fluktuationen

● 2 neue Kalibrierung
mit gefangenem Bead:

● 1. Asymptotisches
Spektrum Analysieren

● 2. Kompletter Fit
der FB Antwort     



  

Ergebnisse und Diskussion

●   -Was wurde herausgefunden? 
●   -Wie vergleicht sich die Methode mit verwandten  

    Methoden?



  

Vergleich der Kalibrierungen

● kl



  

Mikromanipulation/Translation

● Nur Gravitation kann Bead senken
● Bead ist gefangen im ganzen

Kameraaufnahmefeld, nicht 
nur im Potentialtopf 
(wie bei optischen Fallen)

● Der MTw bringt den Bead 
wieder zurück bei Störung
(durch z.B. Transit)



  

Micromanipulation/Rotation

● 3 Beads zu linearen Triplet mit dsDNA verbunden
● 6fache Symmetrie 

erlaubt Permutation 
der Spulenströme 
→ Rotation

● Rotationsgeschw.
 von 10 Turns / s



  

Leistung

● Feedback mode begrenzt durch Fg (0,16pN)
→ Bestimmt Spulenantrieb Io (Schwebestrom)

● 0,27pN (8µm/s) in X und 0,17pN (5µm/s) in Y
● Anlegen von höhere Kräfte, nachdem Bead 

gebunden hat: bis 20pN in Z und 5pN in X und Y
● Fitparameter ist durch den Delay, Resonanz limitiert

● Leistung schlägt Kantilevers bzw. OptTw. Nicht
● Einfacher Aufbau zur Veranschaulichung



  

Verbesserungen

● ABER: Grenzen sind rein technischer Natur:
High-Speed-Aufnahmen := Angstrom-Genauigkeit

● Hinzufügen von einem zweiten EM-Set unter Probe
● Steifigkeit gegenüber Opt.Tw. Verbessern

(10^-7 und 10^-5 N/m)
● Wegen kl. Zeitskala (~100ms) der 25Hz – CAM

→ Einfache, unkomplizierte Kraftmessung

● Siehe Prof.-Vortag von letzter Woche



  

Wie vergleicht sich die Methode mit 
verwandten Methoden?

Referenz: Optische Tweezers
● Werden unter Bewegung gegen Reibungswiderstand 

kalibriert
● Bead kann verloren gehen (nicht abreißen gemeint)
● Zu dem Zeitpunkt: Höhere Steifigkeiten

aber keine Messung von so kleinen Kräften

● Magnetische Fallen sind biokompabile: kein 
Photodamge, kein Erhitzen



  

Fazit

●   -Geben Sie eine kurze Zusammenfassung, 
beschreiben Sie wichtige Rückschlüsse. 

●   -Was sind die zukünftigen Anwendung dieser 
Arbeit?



  

Zukunftsmusik (Stand:2002)

Verfolgung einzelner Molekül-Motoren:
● Kinesin beschichtetes Bead zu Mikrotubuli gebracht

(Feedback System)
● Tweezer auf passiv (F=const / einige pN) 
● Beobachtung der Bewegung mit nm Genauigkeit

● Rotationsexperimente und höhere Steifigkeiten
● DNA – Stretching, DNA Polymerase - und 

Topoisomerase Analysen sind nun reproduzierbar



  

SCHLUSSfolgerung

● MTw. Erfüllt alle Anforderungen der Micromanip. 
und pN – Kraftmessung von biologischen Proben

● Totale Bestimmung der Bead-Position
● EM, 3D Tracking Software, FBL und Pot.topf

● Kräfte sind in 3D anlegbar und messbar 
● Selbst-Kalibrierung oder gegen Reibungswiderstand
● Einfache Drehung der Probe (nicht mit Opt.Tw.)

Studien an supercoiled DNA, flagullären Motoren
● Arbeiten in vivo und ohne Schädigungen



  

Danke!
Für eure Aufmerksamkeit und 

Hitzeresistenz :)



  

Quellen

● Croquette_BioPhysJ_2002.pdf
● en.wikipedia.org/wiki/Magnetic_tweezers

● Diverse Begriffserklärungen

● Sackman: Einführung in die Biophysik



  

Danke!
Für eure Aufmerksamkeit und 

Hitzeresistenz :)
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