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Voorwoord

Wij hebben als PWS ervoor gekozen ons eigen PCR-apparaat te maken. We hebben
hiervoor gekozen omdat een uitvoerend PWS goed bij ons past, we vinden het leuk om echt
te focussen op de praktijk in plaats van theorie aangezien we dit op het VWO meestal
toegewezen krijgen. Daarnaast is dit een onderwerp wat ons beiden interesseert en wilden
veel docenten ons hierbij helpen aangezien zij veel ervaring hebben met het onderwerp of er
veel kennis over hebben.

We willen als eerst onze begeleider Valerie Notenboom bedanken omdat zij ons het gehele
PWS heeft ondersteund en een grote bijdrage heeft geleverd in het maken van het
uiteindelijke PCR-apparaat. Zij heeft veel kennis van biologie en natuurkunde en kon ons
ook helpen bij het programmeren van de arduino. Daarnaast willen we Mark Eugster en
Paulien Postma bedanken, zij hebben ons beide ondersteund in de keuze van ons PWS.
Mark Eugster heeft eerder een soortgelijk PWS begeleid waardoor hij ons het idee gaf ons
eigen PCR-apparaat te maken en Paulien Postma heeft ons de profielwerkstukbegeleiding
van bétapartners aangeraden.

Ons verslag bestaat als eerste uit een inleiding waarin we een aantal theoretische
deelvragen behandelen die dienen als voorkennis bij het maken van een PCR-apparaat:
- Watis DNA?
- Watis PCR?
- Wat is de geschiedenis van het PCR apparaat?

- Watis het PTC gen?
Vervolgens hebben we ons onderzoek gedocumenteerd en opgedeeld in een aantal

verschillende onderdelen en deelvragen:
- Bétapartners profielwerkstukbegeleiding
- Wat zijn de benodigdheden voor het maken van het PCR apparaat?
- Hoe maak je een PCR apparaat?
Hoe is het PCR apparaat gemaakt?
Hoe hebben we het PCR apparaat getest?
- Hoe visualiseer je een geslaagde reactie?
- Uitvoering van het onderzoek en resultaten
Onderzoek: Deel 1
Onderzoek: Deel 2
- Vergelijking van de resultaten
- Conclusie
- Discussie
- Posterpresentatie bétapartners
- Bronnenboek
- Logboek
- Reflectieverslag



Tot slot hebben we de resultaten vergeleken die we hebben verkregen met behulp van ons
eigen PCR-apparaat en een professioneel PCR-apparaat en hieruit een uiteindelijke
conclusie getrokken over de werking van het door ons gemaakte PCR-apparaat.

We hebben het PCR-apparaat gemaakt met behulp van een bron bij Autodesk instructables
geschreven door StaceyK. (staceyk, z.d.)

Onze onderzoeksvraag luidt: Is het mogelijk om met een zelfgemaakt PCR-apparaat het
PTC-gen te onderzoeken?



Inleiding

Wat is DNA?

De molecuulnaam voor DNA is deoxyribonucleic acid. DNA bevat de informatie voor het
maken van eiwitten die belangrijk zijn voor de functie en de ontwikkeling van de cel. Het
DNA is verdeeld over 46 chromosomen die 23 chromosomenparen vormen in de celkern
van de mens. Een DNA molecuul bestaat uit twee enkele DNA strengen die aan elkaar
binden en zo een dubbele helix vormen. DNA bestaat uit miljarden nucleotiden. De
nucleotiden bestaan uit een fosfaatgroep, een suikermolecuul en een stikstofbase (zie
afbeelding 1). De volgorde van deze nucleotide bepaalt de genetische informatie. Het
suikermolecuul, deoxyribose, bestaat uit 5 koolstofatomen (C). Het eerste C-atoom (1°)
vormt een binding met de stikstofbase en het vijfde C-atoom (5’) vormt een binding met de
fosfaatgroep. Een nucleotide zit met zijn fosfaatgroep gebonden aan het 3’ C-atoom van de
nucleotide daarnaast. Een nucleotide kan 4 verschillende stikstofbasen bevatten: adenine
(A), cytosine (C), guanine (G), thymine (T). De stikstofbasen die tegenover elkaar liggen
vormen basenparen verbonden met waterstofbruggen. Hierbij komt adenine altijd tegenover
thymine te liggen en komt guanine altijd tegenover cytosine te liggen. Door deze vaste
basenparen zijn de strengen complementair. Het einde met de vrije fosfaatgroep is het 5°
uiteinde en het einde met de vrije OH-groep vormt het 3’ uiteinde.
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Afbeelding 1: De bouw van DNA (biologielessen.nl, z.d)

Het DNA wordt verder opgerold rondom histonen voor bescherming. De histonenen en het
eromheen gerolde DNA vormen samen een nucleosoom. De histonen met het DNA
koppelen vervolgens aan andere histonen waardoor er een chromatinedraad wordt
gevormd. Dit chromatinedraad spiraliseert vervolgens waardoor het DNA compact in de
celkern opgeborgen kan worden.

Het totale DNA, het genoom, bevat genen. Een gen is een stukje DNA dat codeert voor een
specifiek eiwit. Die eiwitten zorgen voor de erfelijke eigenschappen van een persoon. Elke
cel bevat nagenoeg hetzelfde genoom maar afhankelijk van de functie van de cel zijn er
andere genen actief. Elk gen heeft een bepaalde sequentie van A's, C’s, G’s en T’s. Het



coderende deel, dit is het deel dat wordt afgelezen, van deze sequenties bevat de informatie
voor een eiwit. Vaak worden bepaalde sequenties meerdere keren herhaald in het DNA. Dit
heet repetitief DNA. Korte herhalingen, van twee tot tien nucleotiden, worden ook wel STR’s
(short tandem repeats) genoemd. Het aantal aaneengekoppelde STR’s is uniek voor
iedereen en ze worden daarom vaak gebruikt bij forensisch onderzoek en
verwantschapsonderzoek. Chromosomen komen echter in paren voor, één chromosoom van
de vader en één chromosoom van de moeder. Hierdoor heeft iedereen van een bepaald allel
dus ook twee exemplaren. Een allel is een gen dat op dezelfde locatie op het chromosoom
voorkomt. ledereen heeft twee allelen voor één gen. Eén allel ligt op het chromosoom
gekregen van de moeder en het andere allel ligt op het chromosoom gekregen van de vader.
In homologe chromosomen liggen de allelen op dezelfde plaats, ook wel locus genoemd. De
eigenschappen kunnen homozygoot (gelijk) of heterozygoot zijn (verschillend). De variatie is
mogelijk door de verschillende nucleotidenvolgorden in de allelen. Allelen kunnen dominant,
recessief of intermediair zijn. Dominante allelen komen tot uiting als ze aanwezig zijn en
recessieve allelen komen alleen tot uiting als er twee van aanwezig zijn. Het allel voor bruin
haar (B) is bijvoorbeeld dominant over het allel voor blond haar (b). lemand met het
genotype Bb zal dus bruin haar hebben en iemand met het genotype bb zal blond haar
hebben. Bij intermediaire allelen komen beide verschillende erfelijke eigenschappen tot
uiting (redactie, 2017).

De celdeling, ook wel de celcyclus genoemd, gebeurt in verschillende fases: de G0O-fase,
G1-fase, S-fase, G2-fase en de M-fase (zie afbeelding 2). De G1-fase, S-fase en G2-fase
vormen samen de interfase. In de interfase is het DNA in de vorm van een chromatinedraad
en kan het DNA door de cel afgelezen worden. In de GO-fase en de G1-fase bevat de
celkern 46 draden. In de S-fase wordt dit aantal verdubbeld. In de M-fase worden de draden
verdeeld over twee dochterkernen.

Celdeling 76
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Afbeelding 2: De celcyclus (Biologielessen.nl, z.d)

De DNA-replicatie gebeurd in verschillende stappen (zie afbeelding 3). Allereerst ritst het
enzym helicase de DNA-helix naar beide kanten open. Het RNA-polymerase primase bindt
op beide strengen een primer aan, dit is het beginnetje voor het maken van de
complementaire streng. DNA-polymerase herkent deze primers. DNA-polymerase leest in de
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3’ - 5’richting en en vormt een leidende streng in de 5’ - 3’ richting. Aan de andere streng
kan DNA-polymerase geen continue streng vormen. Dit gaat namelijk tegen zijn leesrichting
in. De replicatie verloopt hier in kleine stukjes: helicase ritst steeds een stukje open, primase
bindt een nieuwe primer en DNA-polymerase vormt vanaf die primer stukjes volgende streng
in de 5’ - 3’richting. In vergelijking met de achterblijvende streng is dit dus achterwaarts
kopiéren. Elk nieuw stukje heet een Okazaki-fragment. DNA-polymerase | vervangt de RNA
nucleotiden van de primers in DNA nucleotiden en ligase bindt de Okazaki-fragmenten aan
elkaar. Het proces van DNA verdubbeling is semi-conservatief: elk molecuul bestaat uit een
oorspronkelijke en een nieuwe streng.(Specialist, 2019)
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Afbeelding 3: de DNA-replicatie (Knol. M, z.d)



Wat is PCR?

Met een Polymerase Chain Reaction (PCR) kan je kleine hoeveelheden van een specifiek
stukje DNA vele malen vermeerderen. Door het vermeerderen van het DNA wordt het stukje
DNA beter zichtbaar waardoor het geanalyseerd kan worden. Een PCR apparaat zorgt
ervoor dat de temperatuur nauwkeurig verandert om de verschillende fases van
DNA-vermeerdering te kunnen laten verlopen. In het PCR apparaat wordt een mengsel van
het stuk te kopiéren DNA, twee verschillende DNA primers, tag-polymerase en nucleotiden
gestopt.

De reactie bestaat uit drie verschillende fasen:

1. De denaturation fase: In de denaturatie fase wordt de dubbele helix opengebroken.
Door de hoge temperatuur van maarliefst 90°C-95°C worden de waterstofbruggen
die de strengen bij elkaar houden verbroken. Hierdoor ontstaan er twee enkele DNA
strengen.

2. De annealing fase: Tijdens de hybridisatie fase wordt de temperatuur verlaagd naar
ongeveer 50°C. Door de verlaging van de temperatuur kunnen de primers binden
aan beide DNA strengen. Deze primers zijn complementair aan een bepaalde
specifieke volgorde in het DNA waaraan de primer zal binden.

3. De extention fase: Tijdens de extension fase wordt de temperatuur verwarmd tot
ongeveer 72°C. Taq polymerase (hittebestendig DNA-polymerase) verlengt het DNA
vanaf de primers met behulp van losse nucleotiden. De losse nucleotiden zijn
dNTP’s. De d staat voor deoxyribose en de N staat voor de verschillende basen (A,
C, G of T). Het gevolg is een complementaire streng op beide oorspronkelijke enkele
strengen.

Deze cyclus gaat meerdere keren achter elkaar door. Het benodigde aantal cycli kan
afwijken maar ligt gemiddeld rond de 30 cycli, dan is er genoeg DNA om verder te
onderzoeken. Tijdens elke cycli wordt het DNA verdubbeld. De hoeveelheid DNA neemt dus
exponentieel toe. (PCR, z.d.)

PCR - Polymerase Chain Reaction
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1 Denaturatie bij 90 — 95°C. De strengen van het template DNA splitsen
2 Hybridisatie bij 50 - 60 °C. De primer hecht aan het template DNA

3 Elongatie bij ~72 °C. Tag-polymerase plaatst nieuwe nucleotiden

Afbeelding 4: Polymerase Chain Reaction (PCR, z.d)

Tijdens de denaturation fase wordt de dubbele helix opengebroken door de
waterstofbruggen tussen de complementaire strengen te verbreken. Door het verhitten van



het mengsel wordt er energie toegevoegd. Door deze energie-opname worden de
waterstofbruggen die de verschillende base bij elkaar houden verbroken. De base adenine
en thymine worden bij elkaar gehouden door 2 waterstofbruggen, cytosine en guanine
binden door 3 waterstofbruggen. De waterstofbruggen zijn veel zwakker dan de covalente
bindingen tussen de nucleotides binnen een keten. Daardoor zullen in de denaturation fase
enkel de waterstofbruggen worden verbroken, de covalente bindingen blijven intact. (Ina
Wiersema, z.d.)

Als het stuk DNA dat men wil vermeerderen bekend is, kan men een primer maken. Deze
primer is een klein stukje complementair RNA. Als aan het DNA een overmaat primers wordt
toegevoegd en de temperatuur wordt verlaagd zullen deze hechten aan het doel-DNA van
beide strengen. De primers vormen het startpunt van de replicatie. Een primer mag niet te
kort zijn aangezien de nauwkeurigheid daarmee verminderd wordt. Echter mag een primer
ook niet te lang zijn omdat de primer dan mogelijk secundaire structuren vormt.

(E.P.J. Arnoldus, N.M. Jiwa, A.C.B. Peters, A.K. Raap, 1989)

Taq polymerase staat voor het enzym met de naam Thermus aquaticus polymerase. Taq
polymerase is afkomstig van bacterie Thermus aquaticus dat leeft in warme bronnen. Het
enzym kan daarom goed tegen warmte van de denaturation stap in het proces. Het enzym is
werkzaam bij een temperatuur van ongeveer 72°C. Taq polymerase leest van de 3' naar de
5' en bouwt van de 5' naar de 3' de nucleotiden aan de complementaire streng vast.

Afbeelding 5: Een PCR apparaat



Wat is de geschiedenis van het PCR apparaat?

De eerste ontdekking richting de huidige PCR-techniek werd in 1966 gedaan door de
Amerikaanse microbioloog Thomas Brock. (The History of PCR | Thermo Fisher Scientific -
NL, z.d.) Samen met één van zijn studenten ging hij opzoek naar leven bij de allerheetste
warmwaterbronnen in Yellowstone National Park. Er werd verwacht dat hier geen leven
mogelijk zou zijn maar het tegendeel werd bewezen. Uit het water isoleerden zij eencelligen
die zelfs in kokend water actief waren. Brock gaf deze bacterie de naam Thermus aquaticus
(zie afbeelding 5).

Tien jaar later werd door twee biologiestudenten een enzym uit Brocks bacterie geisoleerd.
Dit enzym werd Taq polymerase genoemd, waarbij Taq verwijst naar Thermus aquaticus.
Deze polymerase bleek een unieke eigenschap te hebben, het enzym kan goed tegen hoge
temperaturen. (Eoswetenschap, z.d.)

In 1980 ontstond de echte revolutie, biochemicus Kary Mullis werd de uitvinder van de
polymerasekettingreactie. Hij was de eerste die Taq polymerase gebruikte om DNA te
vermeerderen. Hij stelde een proces op achtereenvolgens verhitten en afkoelen in telkens
herhalende cycli. Na een aantal cycli is er dan genoeg DNA voor verder onderzoek. Mullis
ontving voor zijn ontdekking in 1933 de Nobelprijs Chemie. (The History of PCR | Thermo
Fisher Scientific - NL, z.d.)

Aan het eind van de jaren 1980 begonnen de eerste laboratoria met PCR te werken. Van het
startpunt tot het heden is de vormgeving van het PCR-apparaat nog erg veranderd en
verbeterd. Voor de ontdekking van PCR waren onderzoekers drie weken bezig om in een
monster een virus te detecteren, met PCR konden ze dit in een dag. Met behulp van het
moderne PCR-apparaat is dit tegenwoordig al binnen ruim drie kwartier mogelijk.
(Eoswetenschap, z.d.) (The History of PCR | Thermo Fisher Scientific - NL, z.d.)

Aanvankelijk was het erg moeilijk de juiste primers te vinden voor de PCR-reacties.
Tegenwoordigen kunnen onderzoekers grote databanken raadplegen. Dit maakt het
DNA-onderzoek veel toegankelijker.

De functie van PCR is zeer divers. Het komt bijvoorbeeld van pas bij het vaststellen van
bepaalde eiwitten voor medicijnonderzoek, het vaststellen van soa's, crispr onderzoek en
andere vormen van genmodificatie. Het DNA van virussen, bacterién, schimmels, planten en
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dieren kan allemaal worden vermeerderd met behulp van PCR. Verder kunnen ook
RNA-virussen worden omgezet naar DNA, zodat PCR mogelijk is. (NHGRI, 2019)

In laboratoria is PCR tegenwoordig al vrij normaal geworden. We hebben natuurlijk ook erg
veel profijt van deze uitvinding. Denk aan de huidige coronapandemie, hoe zou deze zijn
verlopen zonder PCR?

11



Wat is het PTC gen?

NH NH,
In 1931 stopte de scheikundige Arthur Fox PTC in poedervorm in
een flesje. Een deel van het poeder verspreidde zich per ongeluk W/
door de lucht. Een collega ademde dit in en meldde dat de stof s
extreem bitter smaakte. Fox proefde echter niks. Hij liet meerdere
mensen in zijn omgeving het PTC proeven en liet ze de smaak Phenythiocarbamide

beschrijven. Sommigen proefden geen bitter, sommigen proefden
- : . PTC
een beetje bitter, en sommigen proefden heel veel bitter. Afbeelding 7: De structuurformule van PTC (just a
moment.., z.d.)
Na deze ontdekking hebben genetici bepaald dat de manier
waarop men PTC proeft wordt bepaald door een erfelijke eigenschap. Nu weten we dat het
vermogen (of niet) om PTC te proeven afhangt van een gen dat codeert voor een
smaakreceptor. Dit gen is het PTC gen, TAS2R38, en is ontdekt in 2003. De receptoren zijn
te vinden op het celmembraan van de smaakcellen in de smaakpapillen.

Er zijn twee veel voorkomende allelen van het PTC gen en minimaal vijf zeldzame vormen.
Een van de veel voorkomende allelen is een ‘tasting’ allel en de andere is een ‘non-tasting’
allel. Elk allel codeert voor een smaak receptor eiwit met een net iets andere vorm. De vorm
van de receptor bepaalt hoe goed het PTC-gen kan binden. Het tasting allel codeert dus
voor een receptor waar PTC wel op kan binden en het non-tasting allel codeert dus voor een
receptor waar PTC niet goed op kan binden. Omdat elk individu twee kopieén heeft van
hetzelfde gen zijn er die mogelijkheden: je proeft PTC (twee keer het tasting allel), je proeft
een beetje PTC (één keer het tasting allel en één keer het non-tasting allel) of je proeft geen
PTC (twee keer het non-tasting allel).

N\ ) CN )
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|o|1e Bunse)

tasting allel
|a||e Bunse)-uou
|a||e Bunsej-uou

tasting alle
non-tasting allel

(AN N AN N

Afbeelding 8: De mogelijke allelen combinalies

Als de bittere smaak niet of slecht wordt waargenomen is er sprake van een mutatie. In dit
geval houdt de mutatie in dat er een een verandering in de DNA-sequentie heeft
plaatsgevonden op een specifieke locus. Vroeger was het belangrijk om bitter, en dus PTC,
te proeven. Bitter is namelijk een aanwijzing voor giftige stoffen die in de natuur voorkomen
en dus niet gegeten moesten worden. Echter is de noodzaak voor het hebben van een goed
werkend PTC-gen afgenomen wanneer men niet meer hun eigen voedsel uit de natuur
moest verzamelen. Dit houdt in dat de overlevingskans niet daalt als er een mutatie optreedt
tijdens de transcriptie en translatie van het PTC-gen. Deze mutaties worden daarom niet
meer gecorrigeerd en doorgegeven aan de volgende generaties.
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Wanneer het DNA de PCR-reactie ondergaat zoekt het restrictie-enzym naar een specifieke
nucleotide sequentie waar er geknipt moet worden. In het geval van het onderzoek naar het
PTC-gen wordt er geknipt op het punt waar een mutatie plaatsvindt. De tasting allelen
worden dus niet geknipt en de non-tasting allelen worden wel geknipt. Een voorbeeld staat
in afbeelding 9. De bovenste sequentie codeert voor het tasting gen. In de onderste
sequentie vindt een mutatie plaats (G -~ T) en codeert dus voor het non-tasting gen. De
onderste sequentie wordt dus door het restrictie-enzym geknipt. De gelelektroforese, een
techniek waarop macromoleculen worden gescheiden op basis van massa, geeft de
verschillende allelen combinaties weer (University of Utah, z.d):

- Homozygoot tasting: In deze allelen vindt geen mutatie plaats en worden dus niet
geknipt door het restrictie-enzym. Beide allelen zijn even lang waardoor ze op
dezelfde plek bovenin de gel terecht komen.

- Homozygoot non-tasting: In deze allelen vindt wel een mutatie plaats en worden dus
wel geknipt door het restrictie-enzym. Uit elk allel worden twee stukjes DNA van
verschillende lengtes geknipt. Omdat beide allelen op hetzelfde punt geknipt worden
ontstaan er twee identieke grotere stukken DNA en twee identieke kleinere stukjes
DNA. Er verschijnen twee bandjes in de gel: één bandje voor de twee grotere
stukken DNA en één bandje voor de twee kleinere stukjes DNA. De kleinere stukjes
liggen lager dan de grotere stukken. De grotere stukken liggen hoger dan de kleinere
stukjes maar lager dan het tasting allel.

- Heterozygoot: Een heterozygoot individu heeft één tasting allel en één non-tasting
allel. Het tasting allel blijft intact en vormt het bovenste bandje. Het non-tasting allel
wordt door het restrictie-enzym geknipt in een groter stuk DNA en een kleiner stuk
DNA. Het grotere stuk DNA wordt het middelste bandje en het kleinere stuk DNA
vormt het onderste bandje.

Je komt erachter of de gelelektroforese lang genoeg gelopen heeft door gebruik te maken
van een marker. Een voorbeeld hiervan is een DNA-ladder die bestaat uit DNA fragmenten
van een bekende grootte. Wanneer het sample de verwachte plek heeft bereikt weet je dat
de gelelektroforese lang genoeg heeft gelopen.
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Afbeelding 9: Alle mogelijke allelen combinaties
weergegeven mbv een gelelektroforese
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Het onderzoek

Bétapartners profielwerkstukbegeleiding

In ons PWS onderzoeken wij of we zelf een goed werkend PCR apparaat kunnen maken.
Door het apparaat werkend te maken verkrijg je resultaten maar weet je nog niet zeker of de
verkregen resultaten juist zijn. Om hier achter te komen moet je de verkregen resultaten
kunnen vergelijken met resultaten waarvan je met grote zekerheid kan zeggen dat ze juist
zijn. Om juiste resultaten te verkrijgen hebben we ons ingeschreven voor een driedaagse
profielwerkstukbegeleiding DNA-onderzoek bij de Universiteit van Amsterdam. Op 10
oktober zijn wij hier voor het eerst heen gegaan en deze dag was een voorbereidingsdag
voor 13 oktober: de dag waarop we het ‘echte’ onderzoek gingen uitvoeren met het PCR
apparaat. Op 10 oktober kregen we uitleg over DNA-onderzoek en gingen we oefenen met
pipetteren en een gelelektroforese maken en uitvoeren. Op 13 oktober gingen we
vervolgens het onderzoek met het PCR apparaat uitvoeren. Van de begeleiders kregen we
primers voor het PTC-gen om te onderzoeken. Toen hebben we dus ook besloten om ons
zelfgemaakte PCR-apparaat te testen met behulp van het PTC-gen. Het practicum dat we
op de UvA hebben gedaan bestaat uit 5 onderdelen: DNA-isolatie, Polymerase Chain
Reaction (PCR), restrictie digestie, gelelektroforese en een smaaktest.

DNA-isolatie
Voor de DNA-isolatie hebben we eerst in vier verschillende epjes (eppendorf buisjes) 50 uL
X-tract DNA-extractiebuffer gepipetteerd. Om het DNA te verkrijgen hebben we eerst onze
mond gespoeld met kraanwater. Daarna hebben beide met twee
tandenstokers vijf keer langs de binnenkant van beide wangen gewreven.
Op deze manier komt er speeksel met wangslijmvliescellen op de
tandenstoker. Vervolgens heeft Bellefleur haar twee tandenstokers in haar
twee gelabelde epjes gezet (vanaf nu sample B) en heeft Aukje haar twee
tandenstokers in haar twee gelabelde epjes gezet (vanaf nu sample A). De
tandenstokers hebben we goed in de epjes rondgedraaid zodat er veel
cellen in de oplossing komen. Daarna hebben we de epjes gesloten.

Vervolgens hebben we, om het DNA te isoleren, de cellen kapot gemaakt
door middel van het verwarmen van de cellen in het PCR apparaat (Let op!
dit is nog geen PCR-reactie maar is alleen voor het kapot maken van de
cellen). Om dit te doen hebben we de app protocol library app gedownload.
Met deze app wordt het PCR apparaat aangestuurd. We hebben in de app
de Heat Block modus gebruikt. We hebben de parameters 37°C, 42°C, 55°C,
65°C, 72°C en 95°C ingesteld en de tijd op tien minuten ingesteld (zie
afbeelding 10). Daarna hebben we de epjes in het PCR apparaat gezet,
deze via bluetooth geconnect met onze telefoon en ‘gerund’. Toen de
PCR-reactie klaar was hebben we de epjes gecentrifugeerd in de microcentrifuge zodat al
het DNA onderin het epje terechtkwam.

Afbeelding 10: Het Heat
Block protocol

Polymerase Chain Reaction
Als voorbereiding voor de PCR-reactie hebben we PTC-primermix en de PCR-mastermix
tien seconden afgedraaid in de microcentrifuge. De primermix bestaat uit de twee
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verschillende soorten primers waarvan elke soort op een andere DNA streng bindt. De
PCR-mastermix bestaat uit DNA-polymerase, dNTP’s (=nucleotiden), MgCl,
en buffer. Daarna hebben we vier nieuwe epjes van 200 pL gevuld met in
elk 12,5 yL PTC-primermix en 12,5 yL PCR-mastermix. Vervolgens hebben
we 3 uL van de DNA samples afkomstig uit de PCR in elk epje gedaan
terwijl we ervoor hebben gezorgd dat er geen luchtbelletjes ontstonden.
Wederom hebben we de twee epjes met sample B gelabeld en de twee
epjes met sample A gelabeld. Daarna hebben we de epjes weer afgedraaid
in de microcentrifuge.

Voor de PCR-reactie hebben we een nieuw protocol aangemaakt in de
protocol library. We hebben echter dit keer de PCR-modus gebruikt. Daarna
hebben we de volgende parameters ingesteld (zie afbeelding 11):
- Initial denaturation: 94°C voor 120 seconden
- 30 cycli:
- Denaturation: 94°C voor 10 seconden
- Annealing: 58°C voor 15 seconden

- Extension: 72°C voor 40 seconden Afbeelding 11: De
- Final extension: 72°C voor 5 seconden instellingen van het PCR
protocol

Restrictie digestie

Als voorbereiding op de restrictie digestie hebben we eerst vier nieuwe epjes van 200 uL
klaargezet. Ook hebben we de epjes met het restrictie-enzym voor het PTC-gen tien
seconden afgedraaid in de microcentrifuge.

Wanneer de PCR-reactie klaar was hebben we 14 uL van het PCR-product in elk van de vier
epjes gepipetteerd. Vervolgens hebben we hier 1 pyL van het restrictie-enzym bij
gepipetteerd. De epjes hebben we daarna weer tien seconden afgedraaid in de
microcentrifuge. Tijdens het centrifugeren hebben we ervoor gezorgd dat er geen
luchtbelletjes aan de rand zitten.

De epjes hebben we daarna opnieuw in het PCR-apparaat gezet. We hebben een nieuw
protocol aangemaakt in protocol library waarin we een nieuw heat block protocol hebben
gemaakt. In het protocol hebben we de parameters 37°C, 42°C, 55°C, 65°C, 72°C en 75°C
ingesteld en de tijd op 15 minuten ingesteld. Het restrictie-enzym zorgt ervoor dat de
DNA-moleculen in stukjes wordt geknipt bij een bepaalde sequentie die specifiek is voor het
PTC-gen. Op deze manier ontstaan er uit DNA-fragmenten die een bepaalde sequentie op
een bepaalde locatie bevatten, allerlei stukjes DNA van dezelfde grootte. De
restrictie-enzymen worden voornamelijk uit bacterién geisoleerd maar zijn Celelektroforese
gewoon te koop. e
Gelelektroforese : ]
Om de genen in het DNA in bandjes zichtbaar te maken hebben we gebruik — e
gemaakt van gelelektroforese. Gelelektroforese is een techniek waarmee :
moleculen op grootte en lading kunnen worden gescheiden. Het door

restrictie-enzymen geknipte DNA wordt in de slotjes (gaatjes) gebracht. De

gel bevindt zich in een elektrisch veld. De kant waar de slotjes zich bevinden Afbeelding 12: De
is negatief geladen en de andere kan is positief geladen. Aangezien DNA werking van een

gelalakiroforase
(Redactie, ﬁ? 18b)



zelf negatief geladen is zal het DNA zich door de gel naar de positieve pool bewegen. Kleine
DNA-moleculen ervaren minder weerstand van de gel en zullen dus sneller naar de
positieve pool bewegen. Er ontstaat dus een rij van DNA-fragmenten van groot naar klein
(Redactie, 2019).

Om de gel voor de gelelektroforese te maken hebben we één capsule ;--"---'-.;.'--;'-.

\*-'11#1{11'1."'

GelGreen ® Agarose Tabs™ opgelost in 20 mL demiwater. Vervolgens
hebben we de erlenmeyer gezwenkt zodat de reagentia goed mixen.

De erlenmeyer hebben we in de magnetron gezet totdat er belletjes
begonnen te vormen. Dit is het teken dat het kookt en dit gebeurt

ongeveer na 45 seconden. Hierna hebben we de oplossing even laten
afkoelen zodat we de erlenmeyer konden vasthouden. Echter moet de
oplossing niet te lang afkoelen aangezien de oplossing dan al gaat

stollen. Om de mal klaar te maken voor de gel hebben we er een

kammetje met negen pinnen naar beneden gericht ingezet. Deze

pinnen zorgen ervoor dat er, nadat de gel is gegoten, slotjes in de gel
ontstaan. Vervolgens hebben we de gel in de mal gegoten en gewacht
totdat de gel hard geworden was (zie afbeelding 13). Het kammetje w
hebben we hierna voorzichtig verwijderd. Hierna hebben we de gel in
de gelelektroforese bak gestopt. De bak hebben we aangevuld met 25 Afbeelding 13: De gel nadat
mL 1x TBE-elektroforesebuffer. Dit is een oplossing van 1,25 mL het in de mal is gegoten
geconcentreerde TBE-elektroforesebuffer en 23,75 mL demiwater. De

elektroforesebuffer wordt toegevoegd om de migratie omstandigheden onder invlioed van

een elektrisch veld te verbeteren.

Nadat de restrictie digestie klaar was hebben we de PCR-epjes uit het
PCR-apparaat gehaald. In laan 1 (= slotje 1) hebben we 10 uL DNA-ladder
gepipetteerd. Met de DNA-ladder kun je de fragmentlengte van de te
onderzoeken DNA-bandjes bepalen, in afbeelding 14 staat een voorbeeld
van een DNA ladder. Vervolgens hebben we in de tweede laan 12 uL uit het
eerste epje met sample B gepipetteerd. In de derde laan hebben we 12 pL uit
het tweede epje met sample B gepipetteerd. In de vierde laan hebben we 12
ML uit het eerste epje sample A gepipetteerd en in de vijfde laan hebben we
12 pL uit het tweede epje van sample A gepipetteerd. Daarna hebben we de
spanning op de gelelektroforese bak aangezet waardoor de stroom ging
lopen en de deksel erop gezet. Aan de bubbeltjes die ontstaan aan de
uiteinden van de bak kan je zien dat de stroom loopt. De gel moet ongeveer
35 minuten lopen om het resultaat te verkrijgen. De gelelektroforese kan
uitgezet worden wanneer de onderste vijf bandjes goed van elkaar
gescheiden zijn. Om de resultaten zichtbaar te maken moet de lamp
aangezet worden. Door middel van een zwarte doka zijn de resultaten beter
te zien. Na 35 minuten hebben we de gelelektroforese gestopt. De resultaten
zijn te zien in afbeelding 15. Afbeelding 14: Een

voorbeeld van een
DMNA-ladder
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Afbeelding 15: De uitslag van de
gelelektroforese

Smaaktest

Van de begeleiders van bétapartners hebben we beide een smaakstrip gekregen waar de
smaak PTC op zit. Wanneer je de strip op je tong legt zijn er drie mogelijkheden: je proeft
duidelijk PTC, je proeft licht PTC of je proeft geen PTC. Als je wel PTC proeft betekent het
dat je homozygoot taster bent. Als je geen PTC proeft betekent het dat je homozygoot
non-taster bent en als je een beetje PTC proeft betekent het dat je heterozygoot bent.

Zowel Aukje als Bellefleur proefden geen bittere smaak. Uit de resultaten die we uit de
gelelektroforese uit afbeelding 15 hebben verkregen blijkt het uit de twee streepjes dat we
allebei homozygoot non-taster zijn. Beiden hebben we dus een mutatie in het PTC-gen. Het
feit dat we beiden geen bittere smaak proefden komt dus met de resultaten overeen.
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Wat zijn de benodigdheden voor het maken van het PCR
apparaat?

Voor het maken van een eigen PCR apparaat zijn meerdere benodigdheden nodig. Al de
benodigdheden zijn relatief goedkoop waardoor het in totaal minder dan 85 euro kost.

Benodigdheden:
- 2 wiremound weerstanden van 270 Ohm/50 Watt per weerstand
- 1relay
- 1 aluminium blok met de afmetingen 64mm x 64mm x 62mm
- 2 heatsinks
- Warmte geleidende lijm
- 1 arduino bord
- 1 MAX31855 breakout board
- 1 thermokoppel draad
- 160 mm ventilator
- 1diode
- 112V transistor
- 12 DC 0,5A spanningsbron
- 1 stroomdraad
- Stroomdraadijes
- 1 breadboard
- 1 soldeerbout
- soldeer tin
- 1 schroevendraaier
- 1 kolomboormachine
- Epjes
- zonnebloemolie
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Hoe maak je een PCR apparaat?

Hoe is het PCR apparaat gemaakt?

Voordat we begonnen met het maken van het PCR apparaat hebben we ons eerst goed
ingelezen over het maken van een PCR apparaat. We hebben hiervoor veel filmpjes
gekeken en artikelen gelezen over het maken van een PCR apparaat, het instellen van een
arduino, de reactie die plaatsvindt in het DNA, welke marge de temperatuur mag hebben en
mogelijke fouten die zouden kunnen optreden. Na deze research hebben we het met onze
begeleider en de TOA’s over de haalbaarheid van het experiment besproken. Hierna zijn we
begonnen met het maken van het PCR apparaat. Het PCR apparaat is gebaseerd op het
PCR ontwerp van ‘staceyk’ (Instructables, 2022).

Om het PCR apparaat te bouwen begonnen we met het maken van een aluminium blok. De
reden dat er aluminium is gebruikt is omdat aluminium goed warmte geleidt, het relatief
makkelijk te verkrijgen is en omdat er makkelijk mee te werken is. Het aluminium blok moet
met een kolomboormachine gezaagd worden tot een grootte van ongeveer 64mm x 64mm x
26mm. In het aluminium blok moeten vervolgens, ook met de kolomboormachine, twee
gaten geboord worden. Hier komen de twee epjes met het DNA later in te staan. Daarnaast
moet er tussen de twee gaten voor de epjes een klein gaatje gemaakt worden waar de
thermokoppel later in gaat. Aan de twee ‘smalle’ zijkanten en aan de onderkant van het
aluminium blok worden aan elke zijde verticaal twee heatsinks gefreesd. Deze heatsinks
zorgen voor een vergroting van het oppervlak waardoor de afkoeling tussen de denaturation
fase en de annealing fase van het aluminium blok sneller verloopt. Aan de twee ‘brede’
zijkanten worden aan beide zijde een wiremound resistor vastgezet. Tussen de wiremound
resistors en het blok is een geleidende lijm gesmeerd die ervoor zorgt dat we warmte van de
resistors nog beter overgegeven wordt op het aluminium blok.

Afbeelding 16: Het aluminium blok met de
healsinks en de resistors
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Connectie relais-resistor

Het relais is een onderdeel dat zorgt dat er bij input stroom wordt
doorgelaten of juist wordt afgesloten. Voor ons PCR apparaat
hebben we een low voltage solid state relay gebruikt, ook wel
een halfgeleider relais genoemd. Het relais zit verbonden aan de
heatpin (pin 6) van de arduino. Als de heatpin spanning (5V)
afgeeft gaat het relais ‘dicht’ en laat het geen stroom meer door.
Bij lage spanning laat het relais daarentegen wel stroom door.
Het relais is aangesloten op een netwerkspanning van 230V en
aan de twee resistors op het aluminium blok. De resistors zijn
van 270 Ohm en zijn in serie geschakeld. Doordat ze in serie zijn
geschakeld krijgt elke resistor 230/2= 115V. Er wordt daarnaast
een stroom van

I= U/R=115/270= 0,43 Ampére. Het vermogen is P= U*I=
115*0,43 = 50W per weerstand. Zodra het relais open staat is de
hitte die gegenereerd wordt gelijk aan 50 Joule per seconde per
weerstand. Het aluminium blok krijgt dus 100 W aan vermogen.

Connectie arduino-relais

Afbeelding 17: De verbinding tussen het
relais en de resistors

De heatpin van de arduino zit verbonden aan de CH1 pin van het relais. De GND pin van de
arduino zit verbonden met de - rij op het breadboard. Hierdoor wordt de stroomkring
gesloten aan de - kant. Het relais zit aan het breadboard verbonden DC-pin van het relais.
Het relais zit via de DC+ pin verbonden aan de + kant van het breadboard. De 5V pin van de
arduino is verbonden met de + kant van het breadboard waardoor de stroomkring wordt

gesloten aan de + kant.

Afbeelding 18: De verbinding tussen het relais en de arduino
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Hoe wordt de ventilator aangestuurd?

Om de arduino met het breadboard te connecten moet de 5V-pin
(power) en ground-pin (GND) van de arduino met power en ground op
het breadboard worden verbonden. De 5V pin is verbonden met de
buitenste rode rij gaatjes. De ground-pin is geconnect met de binnenste
blauwe rij gaatjes. De rijen aan de zijkanten van het breadboard heten
‘buses’. De rode lijn is de spanning bus en de blauwe lijn is de ground
bus

De arduino is bedoeld om besturingssignalen te sturen en fungeert niet
als voedingsbron. Hierdoor kan de arduino maar weinig stroom uit de
uitgangspinnen sturen. Omdat de arduino maar 5 volt genereert en de
ventilator 12 volt nodig heeft, is er een transistor nodig. Met behulp van
de transistor kun je de stroom van een circuit met een hoog vermogen
regelen vanuit een bron met een laag vermogen. Een transistor heeft 3 ~ Afbeelding 19: Het breadboard
veiligheidsdiodes: een base, een collector en een emitter. De base en de arduino

maakt verbinding met de arduino output, de connector maakt verbinding

met de stroom en de emitter maakt verbinding met de ground. Het belangrijkste

werkingsprincipe van een transistor is: wanneer er een kleine spanning en stroom wordt

aangelegd tussen de base en de emitter laat de transistor een grotere stroom lopen tussen

de collector en de emitter.

. TO-220

1.Base 2.Collector 3.Emitter

Afbeelding 20: Een transistor

Het zwarte draad is aangesloten op de collector van de transistor en de - kant van de
ventilator. Daarnaast is de ventilator verbonden met de + kant van het breadboard. Tussen
deze verbinding zit een diode zodat de stroom alleen maar richting de ventilator kan lopen
waardoor de ventilator niet door brandt. De fanpin (pin 12) van de arduino is verbonden met
de base van de transistor en de emitter is verbonden met de GND van het breadboard.
Omdat de fan 12V nodig heeft is er een andere voedingsbron nodig dan de arduino: een
spanningsbron die 12V genereert. De aarde van de spanningsbron moet worden
aangesloten op de aarde van de arduino op het breadboard (Lab: Using a Transistor to
Control High Current Loads with an Arduino, z.d.).

Het MAX31855 breakout bordje en de thermokoppel

De thermokoppel zit vast aan het 31855 breakout bordje. De twee metalen
draadjes die uit de thermokoppel steken zitten vast onder een blokje die
strak vastgeschroefd zit. De thermokoppel meet de temperatuur van het
aluminium blok en geeft dit via het breakout bordje door aan de arduino.

Afbeelding 21 Een
MAX31855 breakout



Allereerst moeten de VIN en GND van het breakout bordje verbonden zijn met de 5V
voeding, de arduino. Verder is het breakout bordje als volgt verbonden (zie afbeelding 21)
(MAX31855 Thermocouple, 2012, Juli 29):

- CLK (clock) zit verbonden met pin 3 van de arduino. CLK is een input naar de
MAX31855 breakout en een output van de arduino. De input zorgt ervoor dat er
wordt aangegeven wanneer er een nieuw stukje gegevens gepresenteerd moet
worden.

- DO (data out) zit verbonden met pin 5 van de arduino. DO is een output van de
MAX31855 breakout en een input voor de arduino. De output vervoert alle gegevens.

- CS (chip select) zit verbonden met pin 4 van de arduino. CS is een input naar de
MAX31855 breakout en een output van de arduino. De input vertelt de chip wanneer
het tijd is om de thermokoppel te lezen en meer data te genereren.

Afbeelding 22: De verbinding tussen Afbeelding 23: Het PCR apparaat
de arduino en de MAX31855
breakout

e |
R ﬁ:
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Afbeelding 24: Een schematische tekening van het PCR-apparaat



Hoe hebben we het PCR apparaat getest?

Het PCR apparaat hebben we getest met de onderstaande code (2012, Bishop). We hebben
echter wel wat aanpassingen gedaan om het beter te laten aansluiten op ons eigen PCR
apparaat. Alles wat we hebben aangepast is geel gemarkeerd en tussen haakjes staat
beschreven wat er is veranderd ten opzichte van het origineel.

/I pre setup - thermocouple

#include <SPl.h>

#include "Adafruit_ MAX31855.h"

/I Example creating a thermocouple instance with software SPI on any three
/[ digital 1O pins.

#define MAXDO 5 (veranderd van 4 naar 5)

#define MAXCS 4 (veranderd van 5 naar 4)

#define MAXCLK 3 (veranderd van 6 naar 3)

/* PCR code to cycle temperatures for denaturing, annealing and extending DNA.
Stacey Kuznetsov (stace@cmu.edu) and Matt Mancuso (mcmancuso@gmail.com)
July 2012

*** All temperatures at in degrees Celcius.

]

/* PCR VARIABLES?*/

double DENATURE_TEMP = 91,
double ANNEALING_TEMP = 58;
double EXTENSION_TEMP = 68;

/I Phase durations in ms. | suggest adding 3-5 seconds to
/I the recommended times because it takes a second or two
/I for the temps to stabilize

unsigned int DENATURE_TIME = 33000;

unsigned int ANNEALING_TIME= 33000;

unsigned int EXTENSION_TIME = 40000;

/I Most protocols suggest having a longer denature time during the first cycle
/I and a longer extension time for the final cycle.

unsigned int INITIAL_DENATURE_TIME = 120000;

unsigned int FINAL_EXTENSION_TIME = 20000;

/I how many cycles we should do. (most protocols recommend 32-35)
int NUM_CYCLES = 30;

/* Hardware variables */
int heatPin = 6; // pin that controls the relay w resistors (heatPin veranderd van 7 naar 6)
int fanPin = 12; (fanPin veranderd van 9 naar 12)

/l Thermocouple pins
/I pre setip - fan

[/ initialize the Thermocouple
Adafruit_ MAX31855 thermocouple(MAXCLK, MAXCS, MAXDO); (Het herkennen van de MAX31855
thermokoppel)

/Isafety vars

short ROOM_TEMP = 18; // if initial temp is below this, we assume thermocouple is diconnected or not working
short MAX_ALLOWED_TEMP = 100; // we never go above 100C

23



double MAX_HEAT_INCREASE = 2.5; // we never increase the temp by more than 2.5 degrees per 650ms

[* stuff that the program keeps track of */
short CURRENT_CYCLE = 0; // current cycle (kept track by the program)

/I current phase. H-> heating up
char CURRENT_PHASE="H';

unsigned long time; // used to track how long program is running
double curTemp; // current temperature

/* Print out current phase, temperature, how long it's been running, etc
startTime -> when specific phase started running in ms

*/

void printTempStats(unsigned long startTime) {

unsigned long timeElapsed = millis() - startTime;
Serial.print(" Cycle: "); (CCI veranderd naar Cycle)
Serial.print(CURRENT_CYCLE);
Serial.print(" Phase: "); (PHS veranderd naar Phase)
Serial.print(CURRENT_PHASE);
Serial.print(" Elapsed Time in sec: "); (ET veranderd naar elapsed time in sec)
(
(
(
(

Serial.print(timeElapsed/1000); (timeElapsed veranderd naar timeElapsed/1000)
Serial.print(" Total Time in mins: "); (TT veranderd naar Total Time in mins)
Serial.print((millis()/60000)); (millis() veranderd naar millis()/60000)
Serial.print(" Temp: "); (TMP veranderd naar Temp)

Serial.printin(curTemp);

}

/* Heat up to the desired temperature.
maxTemp-> Temperature we should heat up to
printTemps -> whether or not we should print debug stats
]
boolean heatUp(double maxTemp, boolean printTemps = true){
unsigned long startTime = millis();
double prevTemp = thermocouple.readCelsius();
curTemp = thermocouple.readCelsius();
if (curTemp < ROOM_TEMP) {
Serial.printin("STARTING TMP TOO LOW");
Serial.printin(prevTemp);
return false;

}

int curlteration = 0;

while (curTemp < maxTemp) {
curlteration++;

int pulseDuration = min(650, ((600*(maxTemp-curTemp))+80)); // as we approach desired temp, heat up slower

digitalWrite(heatPin, LOW); //** (HIGH veranderd naar LOW)
delay(pulseDuration);
digitalWrite(heatPin, HIGH); //** (LOW veranderd naar HIGH)

curTemp=thermocouple.readCelsius();
if(curTemp >= maxTemp)
break;
if(printTemps) {
printTempStats(startTime);
}
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if((maxTemp-curTemp) < 1 || curlteration % 30 == 0) {
/I as we approach desired temperature, wait a little bit longer between heat
/I cycles to make sure we don't overheat. It takes a while for heat to transfer
/I between resistors and heating block. As a sanity check, also do this every 20
/I iterations to make sure we're not overheating
do {
previemp = curTemp;
delay(250);
curTemp = thermocouple.readCelsius();
}  while(curTemp > prevTemp);

}

if(curTemp >= maxTemp)
break;

if ((curlteration%2) == 0) {

if(curTemp < (prevTemp-1.25)) {
Serial.print("Temperature is not increasing... ");
Serial.print(curTemp);
Serial.print(" ");
Serial.printin(prevTemp);
return false;

}

}else {
prevTemp = curTemp;

}

while ((curTemp-previemp) >= MAX_HEAT_INCREASE) {
previemp = curTemp;
Serial.print("HEATING UP TOO FAST! ");
delay(1000);
curTemp = thermocouple.readCelsius();
Serial.printin(curTemp);

}

while(curTemp >= MAX_ALLOWED_TEMP) {
delay(1000);
Serial.print("OVERHEATING");
Serial.printin(curTemp);

}
}

return true;

}

/* Cool down to the desired temperature by turning on the fan.
minTemp-> Temperature we want to cool off to
maxTimeout -> how often we poll the thermocouple (300ms is good)
printTemps -> whether or not to print out stats
]
void coolDown(double minTemp, int maxTimeout = 300, boolean printTemps = true) {
unsigned long startTime = millis();
while ((curTemp = thermocouple.readCelsius()) > (minTemp+0.75)) {
/I''ve found that turning off the fan a bit before the minTemp is reached
/I is best (because fan blades continue to rotate even after fan is turned off.
digitalWrite(fanPin, HIGH);
digitalWrite(heatPin, HIGH); //** (fanPin veranderd in heatPin)
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if(printTemps) {
printTempStats(startTime);
}

delay(maxTimeout);

}

digitalWrite(fanPin, LOW);
}

J*
Try to stay close to the desired temperature by making micro adjustments to the
resistors and fan. Assumes that the current temperature is already very close
to the idealTemp.
idealTemp -> desired temperature
duration -> how long we should keep the temperature (in ms)
*
boolean holdConstantTemp(long duration, double idealTemp) {
unsigned long startTime = millis();
long timeElapsed = millis() - startTime;
Il keep track of how much time passed
while (timeElapsed < duration) {
curTemp = thermocouple.readCelsius();
printTempStats(startTime);
if(curTemp < idealTemp) {
/[ turn up the heat for 90ms if the temperature is cooler
digitalWrite(heatPin, LOW); //** (fanPin veranderd naar heatPin)

Om ons PCR-apparaat te testen hebben we het PCR-apparaat meerdere cycli laten
uitvoeren en gecontroleerd of alle waarden constant bleven en binnen de marges vielen voor
een werkende reactie.

Tijdens het testen kwamen wij als eerst in aanraking met zeer afwijkende temperaturen die
gemeten werden met behulp van de thermokoppel. Zo kregen wij een temperatuurverschil
van 85°C naar 16°C binnen één seconde. Dit temperatuurverschil is niet realistisch dus we
kregen een vermoeden dat dit het resultaat was van een foute meting door de thermokoppel.
Om dit te voorkomen hebben we met behulp van de toa's eerst een koperdraad aan de
MAX31855 breakout toegevoegd wat het contactoppervlak vergroot. Dit verhielp echter niet
het probleem. Vervolgens hebben we de thermokoppel opnieuw verwijderd van het
breadboard en de schroefjes van de thermokoppel strakker aangedraaid. Dit bleek het
probleem te verhelpen, hierna hadden we constante temperatuur meting.

We hebben de cyclus meerdere keren laten herhalen en de tijd per fase, aangegeven door
de arduino, genoteerd. Daarnaast hebben we ook de tijd tussen de verschillende fases
bijgehouden. Deze bleven constant.

Tijdens het testen van ons PCR-apparaat kwamen we er achter dat de temperatuur tussen
de denaturation en de annealing fase doorschiet tot boven de 95°C en hierdoor te hoog
uitvalt. Een te hoge temperatuur zou mogelijk het enzym kunnen beschadigen en dit wilde
we voorkomen. Daarom hebben we de denaturation temperatuur aangepast van 92°C naar

26



91°C. Hierdoor blijft de temperatuur tussen de denaturation en de annealing fase beter
binnen de marges.

Hiernaast hebben we overwogen de temperatuur van de extension fase aan te passen van
68°C naar 69°C omdat dit meer lijkt op de temperatuur waarmee we hebben gewerkt met
bétapartners bij de UVA. Toch hebben we besloten dit niet te doen omdat de temperatuur
tijdens de extension fase bij 68°C goed binnen de marges valt.

Tot slot hebben we ons PCR-apparaat nog een aantal cycli laten lopen. Nu alle
temperatuurwaardes elke cycli constant en binnen de marges vallen zijn we klaar om de
echte PCR-reactie uit te voeren.

De tijden van de verschillende fases binnen één cyclus zijn:
- Heating naar 91°C: 102 seconden
- Denaturation bij 96°C: 32 seconden
- Cooling naar 58°C: 190 seconden
- Annealing bij 58°C: 33 seconden
- Heating naar 68°C: 63 seconden
- Extension: bij 72°C: 40 seconden

Een hele cyclus duurt dus 102 + 32 + 190 + 33 + 63 + 40= 460 s = 7,7 minuten
30 cycli duurt dus in totaal 7,6*30= 230 minuten = 3,8 uur
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Hoe visualiseer je een geslaagde reactie?

Bij een geslaagde PCR-reactie zullen er als resultaat miljarden gekopieerde DNA moleculen
ontstaan, wat de analyse van het DNA (beter) mogelijk maakt.

De PCR-reactie bestaat uit drie fases: de denaturation fase, annealing fase en extension
fase. Voor een geslaagde reactie moeten tijdens deze fases de juiste temperatuur worden
gehanteerd en elke fase moet een bepaalde tijdsduur hebben. Deze fases worden achter
elkaar uitgevoerd en vormen samen een cyclus. In de totale reactie wordt de cyclus een
bepaald aantal keer (vaak 30 keer) achtereenvolgens herhaald.

Elke fase heeft bepaalde marges waarin de temperatuur en tijdsduur moeten blijven voor
een geslaagde reactie:

- De temperatuur tijdens de denaturation fase moet tussen de 94-98 °C blijven, de
tijdsduur van deze fase ligt tussen de 10-60 seconden.

- De temperatuur tijdens de annealing fase moet tussen de 52-58 °C blijven, de
tijdsduur van deze fase ligt tussen de 15-60 seconden met vaak 30 seconden als
optimum.

- De temperatuur tijdens de extension fase moet tussen de 70-80 °C blijven, de
tijdsduur van deze fase ligt tussen de 60-120 seconden.

Naast deze herhalende drie fases wordt er bij veel PCR-reacties gebruik gemaakt van een
initial denaturation fase en final extension fase. De initial denaturation fase is vaak rond de
1-3 minuten lang met een temperatuur van 94-98 °C. De final extension fase kan variéren

van 5-15 minuten en heeft over het algemeen een temperatuur van 72 °C.

De temperatuur en tijdsduur per fase wijken bij ons zelfgemaakte PCR-apparaat soms af
van de temperatuur en tijdsduur per fase die we bij het uitvoeren van een PCR-reactie op de
UVA hebben gebruikt. Dit is omdat ons eigen PCR-apparaat minder snel en specifiek van
temperatuur kan wisselen dan een professioneel PCR-apparaat.

Uiteindelijk kunnen na de PCR-reactie de genen in het DNA worden weergeven met behulp
van gelelektroforese. Als vergelijkingsmateriaal wordt hierbij gebruik gemaakt van een
DNA-ladder. In ons geval verwachten we bij een geslaagde reactie twee streepjes in de gel
te zien. Wij zijn beide homozygoot non-taster wat inhoudt dat we het PTC gen niet proeven.
Dit komt door een genmutatie die ervoor zorgt dat het restrictie-enzym het DNA knipt. Deze
twee kleinere stukjes DNA kunnen zich makkelijker door de gel bewegen en vormen,
aangezien de stukjes verschillen van lengte, uiteindelijk dan ook de twee streepjes bij de
elektroforese aan het eind van de DNA-ladder.
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Uitvoering van het onderzoek en resultaten

Onderzoek: Deel 1

De manier waarop we ons onderzoek hebben uitgevoerd is gebaseerd op het onderzoek dat
we hebben uitgevoerd op de UvA via bétapartners. We hebben daarom ook dezelfde
stappen doorlopen. Aangezien we maar 7 micro epjes hebben kunnen krijgen van de
Universiteit Utrecht hebben we in plaats van met 2 epjes met sample per persoon met 1 epje
met sample per persoon gewerkt. Op deze manier zouden we 2 (DNA-isolatie) + 2
(PCR-reactie) + 2 (restrictie digestie) = 6 epjes nodig hebben. Bij het onderzoek van
bétapartners hebben we voor zowel de DNA-isolatie als de restrictie digestie ook het PCR
apparaat gebruikt. Aangezien ons eigen PCR apparaat erg specifiek staat afgesteld voor de
uitvoering van de PCR reactie, hebben we ervoor gekozen om voor de DNA-isolatie en de
restrictie digestie waterbaden te gebruiken. Van de begeleiders van bétapartners hebben
PTC-primermix, PCR-mastermix, restrictie-enzym, DNA-ladder meegekregen voor ons eigen
onderzoek.

DNA-isolatie

We zijn voor de DNA isolatie begonnen met 50 uL TAE-buffer in 2 epjes te doen. TAE-buffer
is een oplossing van tris-base, azijnzuur en EDTA. Vervolgens hebben we allebei een
tandenstoker minimaal vijf keer langs de binnenkant van beide wangen gewreven. Beide
hebben wij onze tandenstoker in één van de epjes gezet en goed rondgedraaid. De epjes
met sample hebben we vervolgens voor 10 minuten in een waterbad van 40°C gezet. Dit
zorgt ervoor dat de cellen door middel van de DNA-buffer worden opengebroken waardoor
het DNA vrijkomt. Na 10 minuten hebben we de epjes uit het waterbad gehaald en, omdat
we geen microcentrifuge tot onze beschikking hadden, meerdere keren op de tafel getikt.

Polymerase Chain Reaction

Voor de PCR reactie hebben we twee nieuwe micro-epjes gelabeld (één voor sample B
(Bellefleur) en één voor sample A (Aukje)). In beide epjes hebben we zowel 12,5 pL
PTC-primermix als PCR-mastermix toegevoegd. Vervolgens hebben we in beide epjes 3 puL
van het DNA sample gepipetteerd, sample B in het ene epje en sample A in het andere epje.
Door de pipet tijdens het pipetteren op een neer te bewegen mixt de inhoud gelijk. De
ontstane luchtbelletjes hebben we verwijderd door de epjes op de tafel te tikken.

De micro-epjes waren te klein voor de gaten in het aluminium blok waardoor de epjes niet
direct met het blok in contact kwamen. Aangezien dit zorgt voor een verminderde geleiding
van de warmte hebben we ervoor gekozen om de gaten te vullen met zonnebloem olie. Dit
zorgt voor een betere warmte geleiding.

Voordat we de epjes in het PCR-apparaat hebben gezet hebben we hem eerst nog een
aantal cycli laten lopen ter controle. Daarna hebben we de epjes erin gezet en de eerste
paar cycli gecontroleerd of alles werkte naar verwachting. Het PCR-apparaat werkte de
eerste achttien cycli erg goed maar vanaf de negentiende cycli begon de temperatuur
plotseling extreem toe te nemen. Dit hadden we echter te laat door omdat het PCR apparaat
daarvoor nagenoeg perfect werkte en wij dit dus niet hadden verwacht. Eerst plofte de epjes
en niet veel later smolten ze aangezien de temperatuur toegenomen tot 220°C. Hier hebben
wij drie mogelijke verklaringen voor:
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- De thermokoppel heeft de temperatuur te laag afgelezen waardoor er constant een
signaal gegeven werd dat het PCR apparaat verwarmd moest worden.

- Eris een draadje los geschoten waardoor de koeling niet meer werkte.

- Het apparaat is erg gevoelig voor trillingen wat af en toe kan zorgen voor een
foutmelding in de temperatuur. Aangezien we het apparaat hebben getest in een
openbare ruimte heeft dit misschien gezorgd voor teveel trillingen waardoor de
temperatuur extreem is toegenomen.

Onderzoek: Deel 2

Aangezien het onderzoek de eerste keer mislukt is hebben we het een tweede keer
uitgevoerd. Echter hebben we dit keer wel wat aanpassingen gemaakt:

- We hebben de code aangepast zodat deze minder gevoelig wordt voor
temperatuurschommelingen. De initial_denature_time is aangepast van 120000 ms
naar 40000 ms zodat de temperatuur korter rond de 95°C blijft. De
max_heat_increase is aangepast van 2,5°C naar 5,0°C. De delay (250) aangepast
naar delay (500) en (curTemp < (prevTemp - 1,25)) is aangepast naar (curTemp <
(prevTemp-100.00))

Deze aanpassingen hebben gezorgd voor de volgende tijden in seconde per fase:
Heating (naar 92°C): 104 s (was hiervoor 102 seconden)

Denaturation (bij 95°C): 32 s (was hiervoor 32 seconden)

Cooling: (naar 58°C): 184 seconden (was hiervoor 180 seconden)

Annealing (bij 58°C): 32 seconden (was hiervoor 33 seconden)

Heating (naar 68°C): 65 seconden (was hiervoor 63 seconden)

Extension (bij 72°C): 40 seconden (was hiervoor 40 seconden)

- We hebben het aluminium blok hoger in de houder gezet waardoor de temperatuur
sneller daalt tijdens de koeling.

Afbeelding 25: Het
aluminium blok dat hoger in
de houder staat

- We hebben het PCR apparaat gerund op een rustige plek waardoor er geen
temperatuurschommelingen kunnen plaatsvinden.

De DNA isolatie en de PCR reactie hebben we vervolgens hetzelfde uitgevoerd als de

eerste keer. Dit keer verliep de PCR reactie gelukkig erg goed en konden we na 30 cycli de
epjes uit het apparaat halen.
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Restrictie digestie

Voor de restrictie digestie hebben we 14 uL van het PCR product in twee nieuwe epjes
gedaan (één epje voor het PCR product van sample B en één epje voor het PCR product
van sample A). Hier hebben we 1 pL van het restrictie-enzym bij gepipetteerd. Deze epjes
hebben we vervolgens voor 15 minuten in een waterbad van 37°C gezet, want op deze
temperatuur werkt het enzym optimaal. Dit enzym knipt de DNA-moleculen bij een specifieke
sequentie binnen het PTC-gen.

Gelelektroforese

Om de gel te bereiden hebben we 1,5 gram agarose poeder in
een erlenmeyer gedaan en hebben we daar 150 mL 1x
TAE-buffer aan toegevoegd. Om de agarose te laten smelten
hebben we het mengsel voor ongeveer 1 minuut in de
magnetron gezet. Je weet wanneer de gel klaar is wanneer de o :
agarose compleet is opgelost. Het beste is om de gel in fasesop & < . -
te warmen en om tussendoor de erlenmeyer te zwenken. % ; B
Wanneer de agarose was opgelost hebben we het mengsel af
laten koelen tot ongeveer 55°C. Vervolgens hebben we de kam
in de mal gezet en de gel er voorzichtig in gegoten. Wanneer de
gel is uitgehard (dit duurt ongeveer 45 minuten) hebben we het
in de gelelektroforese bak gezet. Deze bak hebben we
aangevuld met 25 mL TAE-buffer. Dit is een oplossing van 1,25
mL TAE buffer gemengd met 23,75 mL demiwater. We hebben
ervoor gezorgd dat zowel de gel als de slotjes compleet waren
bedekt met de buffer.

Nadat de epjes klaar waren met de restrictie digestie hebben we
aan beide epjes en de DNA ladder 5 L loading dye toegevoegd.
Dit hebben we gedaan omdat we met de beschikbare
gelelektroforese bak de bandjes niet zichtbaar konden met
behulp van een lamp. Door de loading dye toe te voegen krijgt
het sample een blauwe kleur waardoor de bandjes met het blote oog zichtbaar worden. In de
eerste laan van de gel hebben we 14 pL van een DNA ladder toegevoegd, in de tweede laan
14 uL van sample A en in de derde laan 14 uL van sample B. Vervolgens hebben we de
stroom, nadat we hebben gecontroleerd op het ontstaan van belletjes, voor 35 minuten laten
lopen. De uitslag van de gelelektroforese is te zien in de onderstaande afbeelding:

Afbeelding 26: De gelelektroforese bak
met de DNA samples in de slotjes
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Vergelijking van de resultaten

Uit de gelelektroforese van bétapartners is gekomen dat wij beide homozygoot non-taster
zijn. Dit is te zien aan de twee bandjes: het restrictie enzym heeft het PTC-gen ‘geknipt’ op
het punt waar de mutatie in de sequentie plaatsvindt. Hierdoor ontstaan er twee
verschillende DNA moleculen die worden gescheiden op basis van massa. Dit levert de twee
bandjes op in laan 2 tot en met 5.

Afbeelding 28: Het resultaat uit het
onderzoek van bétapartners

Onze eigen gelelektroforese hebben we op een andere manier uitgevoerd. We hebben zelf
gewerkt met agarose poeder en TAE-buffer in plaats van met agarose tabletten en met
TBE-buffer. Daarnaast hebben we bij de UvA de bandjes zichtbaar gemaakt met behulp van
UV-licht. Zelf hebben we de bandjes zichtbaar gemaakt met behulp van loading dye en
kleurstof. Nadat we de spanning hebben aangesloten en hebben gecontroleerd op het
ontstaan van belletjes hebben we de gelelektroforese 35 minuten laten lopen. Na 35
minuten hebben we de gel voor ongeveer 5 minuten in blauwe kleurstof gelegd zodat de
bandjes duidelijker te zien zouden zijn. Na 5 minuten hebben we de gel uit de kleurstof
gehaald en afgespoeld. Het resultaat was voor beide samples, net als het resultaat van het
onderzoek bij de UvA, twee bandjes. Dit geeft aan dat wij beide homozygoot non-taster zijn.
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Afbeelding 29: De uvitslag van de
gelelektroforese

Afbeelding 30: De
uitslag van de
gelelekiroforese

De bandjes van onze eigen gelelektroforese zijn helaas minder goed zichtbaar dan de
bandjes die we hebben verkregen uit het onderzoek van bétapartners. Zelf hebben we de
gelelektroforese uitgevoerd met kleurstof in plaats van UV licht. Onze gel was waarschijnlijk
niet goed genoeg uitgehard waardoor deze kleurstof snel door de gel heen is uitgelekt. Er
waren daardoor wel twee bandjes te zien maar deze waren veel minder strak dan wanneer
de bandjes zichtbaar worden gemaakt met UV licht. Daarnaast was de DNA-ladder niet te
zien omdat deze helemaal door de gel verspreid was.
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Conclusie

In dit onderzoek hebben we gekeken of het mogelijk is om met een zelfgemaakt
PCR-apparaat het PTC-gen te onderzoeken. Dit hebben we gedaan door twee keer een
PCR-reactie uit te voeren voor dezelfde samples, één keer met een PCR-apparaat die ons
beschikbaar is gesteld door de Universiteit van Amsterdam en één keer met ons eigen
PCR-apparaat. We hebben dezelfde materialen gebruikt voor beide PCR-reacties. Door de
resultaten van beide reacties te vergelijken kunnen we een conclusie trekken op onze
hoofdvraag:

Is het mogelijk om met een zelfgemaakt PCR-apparaat het PTC-gen te onderzoeken?

Het resultaat dat we hebben verkregen uit beide PCR-reacties komt overeen. Hieruit valt dus

te concluderen dat ons PCR-apparaat werkt. Het antwoord op onze hoofdvraag is dan ook
dat het mogelijk is om met een zelfgemaakt PCR-apparaat het PTC-gen te onderzoeken.

Afbealding 31 De vergelifking tussen de twee gelelekiroforases
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Discussie

Een kwetsbaar punt aan ons PCR-apparaat was de thermokoppel. Tijdens ons onderzoek is
het vaker voorgekomen dat deze niet de juiste temperatuur mat wat zorgde voor het signaal
om te blijven verwarmen. De eerste keer dat we onze PCR-reactie hadden uitgevoerd waren
de epjes met ons DNA compleet gesmolten omdat het PCR-apparaat was opgewarmd naar
rond de 220 °C. Dit probleem heeft zich waarschijnlijk voorgedaan door een verkeerde
meting van de thermokoppel. De thermokoppel bleef kamertemperatuur meten en is daarom
doorgegaan met opwarmen. We hebben geprobeerd de thermokoppel beter te beschermen
en te solderen maar dit was dus nog niet voldoende. Een mogelijke oplossing zou zijn om
een tweede temperatuurmeter te gebruiken. Verder hebben we het PCR-apparaat beter
beveiligd door te programmeren dat het PCR-apparaat de reactie stopt bij een verkeerde
temperatuurmeting. We zouden het PCR-apparaat beter kunnen beveiligen door te
programmeren dat het apparaat ook afslaat wanneer er geen meting is. Verder is het handig
te programmeren dat het apparaat deze beveiliging heeft op elk moment in de cyclus, niet
alleen in de eerste cyclus of bij het opwarmen.

Daarnaast zou een mogelijke verbetering zijn om het apparaat een stabielere vorm te geven
door het op een ondergrond vast te zetten en eventueel een bescherming omheen te
maken. Momenteel is het PCR-apparaat zeer kwetsbaar door de vele losse verbindingen.
Op deze manier zou het PCR-apparaat beter te verplaatsen zijn en hoeven de verbindingen
van het apparaat niet elke keer gecontroleerd te worden voor gebruik.

De bovenstaande verbeteringen aan ons apparaat willen we voor de PWS posterpresentatie
nog gaan uitvoeren.

Een ander mogelijk punt voor verbetering is de gelelektroforese. We hebben bij onze eigen
gelelektroforese op school gewerkt met agarose poeder en TAE-buffer. Bij de Universiteit
van Amsterdam hebben we de gelelektroforese uitgevoerd met behulp van agarose tabletten
en een TBE-buffer. Daarnaast hebben we bij de UvA de bandjes zichtbaar gemaakt met
behulp van UV-licht. Zelf hebben we de bandjes zichtbaar gemaakt met behulp van loading
dye en kleurstof. Het resultaat van de gelelektroforese die wij op school hebben uitgevoerd
is een stuk minder duidelijk dan de resultaten die we hadden verkregen bij de UvA. Onze
bandjes hadden een soort viek gevormd in de gel en de DNA ladder was niet zichtbaar. Een
mogelijke verklaring hiervoor is dat de gel niet voldoende was uitgehard wanneer we de
DNA samples hebben toegevoegd en de gelelektroforese hebben gestart. Hierdoor is de
kleurstof van de DNA samples door de gel heen gelekt. Verder zou het kunnen dat de DNA
ladder niet zichtbaar was omdat de gel te dik was. In het vervolg zou het dus beter zijn de
gel langer uit te laten harden en eventueel te werken met een dunnere gel. Ook zou het
misschien mooiere resultaten hebben gegeven als we de gelelektroforese langer hadden
laten lopen.

Het was interessant geweest om het DNA van meer mensen te onderzoeken of de
PCR-reactie nog eens uit te voeren om het resultaat te optimaliseren maar hier hadden we
helaas niet voldoende materialen voor. Bij een vervolgonderzoek zou het handig zijn meer
materiaal tot onze beschikking te hebben.
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In een vervolgonderzoek zou het interessant zijn om een reactie uit te voeren waarbij we
dieper ingaan op het DNA onderzoek. Zo zouden we kunnen proberen corona testen met
ons apparaat uit te voeren of in kunnen gaan op erfelijkheid.
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Posterpresentatie Bétapartners

Als laatste onderdeel van het onderzoek van bétapartners moeten we een posterpresentatie
maken over het totale onderzoek. Wij hebben ervoor gekozen om het onderzoek bij de UvA
per stap kort te vergelijken met hoe we dit in ons eigen onderzoek hebben aangepakt. De
posterpresentatie moeten we nog houden en dat gaan we doen aan de hand van de
onderstaande poster.

HET PTC-GEN AANTONEN MET BEHULP
VAN EEN ZELFGEMAAKT PCR
APPARAAT

Profielwerkstuk 2022-2023
AUKJE WIEKMELJER EN BELLEFLEUR BALESLOOT

INLEIDING

In ons PWS onderzoeken wij of we zelf een goed werkend PCR apparaat kunnen maken. Door het apparaat werkend te maken verkrijg je resultaten
maar weet je nog niet zeker of de verkregen resultaten juist zijn. Om hier achter te komen moet je de verkregen resultaten kunnen vergelijken met
resultaten waarvan je met grote zekerheid kan zeggen dat ze juist zijn. Om juiste resultaten te verkrijgen hebben we ons ingeschreven voor een
driedaagse profielwerkstukbegeleiding DNA-onderzoek bij de Universiteit van Amsterdam. Hier hebben we een PCR reactie uitgevoerd op het PTC-
gen met behulp van een professioneel PCR-apparaat. Vervolgens hebben we dezelfde reactie uitgevoerd met ons zelfgemaakte PCR-apparaat. Onze

onderzoeksvraag luidt: is het mogelijk om het een zelfgemaakt PCR-apparaat het PTC-gen te onderzoeken?
RESTRIGTIE DIGESTIE

DNA-ISOLATIE — PCR-REAGTIE Y

We zijn begonnen met de restrictie Voor de PCR reactie hebben we het product van
digestie om het DNA uit de speekselcellen de restrictie digestie gemengd met zowel PTC- product gemixt met het restrictie enzym. Bij
de UvA hebben we dit vervolgens voor 15

te isoleren. Het DNA hebben we gemengd primermix en PCR-mastermix. Dit hebben we bij
met DNA-extractie buffer. De restrictie de UVA voor een uur in het PCR-apparaat gezet. minuten in het PCR-apparaat gezet met een

digestie hebben we bij de UvA uitgevoerd
door middel van een heat block protocol in
te stellen voor 10 minuten op de
parameters 37°C, 42°C, 55°C, 65°C, 72°C en
95°C. Zelf hebben we dit gedaan met een
waterbad die we hebben ingesteld op
40°C

iR

VERGELIJKING VAN DE RESULTATEN EN CONCLUSIE

De denaturation hebben we ingesteld op 94°C
voor 10 seconde, de annealing op 58°C voor 15
seconden en de extension op 72°C voor 40

seconden. Voor ons eigen PCR-apparaat hebben

we de dentauration ingesteld op 91°C voor 330
seconden, de annealing op 58°C voor 330
seconden en de extension op 68°C voor 400
seconden. 30 cycli duurde net iets langer dan 3

uur,

Uit de gelelektroforese van bétapartners is gekomen dat wij beide
homozygeot non-taster zijn. Dit is te zien aan de twee bandjes. Het
resultaat van ons eigen PCR-apparaat was voor beide samples, net als het
resultaat van het onderzoek bij de UvA, twee bandjes. Hieruit kunnen we

concluderen dat het PCR-apparaat werkt.

heat block protocol met de parameters 37°C,
42°C, 55°C, 85°C, 72°C en 75°C. Zelf hebben we
de restrictie digestie uitgevoerd met behulp
van een waterbad van 37°C. Hier hebben we
het PCR-product voor 15 minuten ingezet

(S} —

CATGTACT
CATTTACT
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Logboek Bellefleur

Logboek

Datum

Aantal uren

Wat is gedaan?

Nieuwe
inspiratie/ideeén?

27/06/2022

- Maken van een logboek
- Onderwerp bedenken

- eerste
onderwerp
bedacht

28/06/2022

- Mogelijke
onderzoeksvraag
opstellen

- Mogelijke deelvragen
opstellen

- Bronnen zoeken

- Overleg Mark Eugster
over gekozen onderwerp

29/06/2022

- Overleg Paulien Postma

- Bronnen zoeken

- Definitieve
onderzoeksvraag en
deelvragen opstellen

- Samenvatting van de
stand van zaken

- Voorlopige bronnenlijst

01-09-2022

- Verdiept in module van
betapartners, universiteit
van amsterdam

- Overleg met begeleider
Valerie

- Vier mogelijke
onderwerpen bedacht

- Hoofd en deelvragen
opgesteld van vier
specifieke ideeén

- Andere
mogelijke
onderwerpen
bedacht

02-09-2022

1,5

- Overleg met Valerie over
het meest geschikte
onderwerp

- Hoofdvraag veranderd

- Fase 1 aangepast

-  PWS fase 1 inleveren

- Onderwerp
aanpassen

03-09-2022
t/m
02-10-2022

- Inlezen over het maken
van een pcr apparaat

- Beginnen met
de basis van
de Arduino

03-10-2022

- Inschrijven voor
bétapartners

- Wanneer tijd,
advies over on
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pcr apparaat
vragen aan
professionals

04-10-2022 5 - Filmpjes en informatie Aanvragen of
bekeken over prc en gel het
elektroforese gelelektrofores

e apparaat
langer op
school kan
blijven

06-10-2022 5 - Begonnen aan het Goed moeten
programmeren van de letten op de
arduino tutorial die we

kiezen in
verband met
materialen

07-10-2022 0.5 - Overlegd met Valerie over
de foutmelding bij het
programmeren van de
arduino

10-10-2022 6 Betapartners: Plan gemaakt

- Welkomst en lezing door voor dag 2 bij
Melanie Rosenhart bétapartners
- Practicum Forensisch
DNA-onderzoek
- PCR-reactie voorbereiden

11-10-2022 0 - Gaten gemaakt in het blok
voor de PCR-buisjes

13-10-2022 7 Bétapartners: Duidelijk beeld

- Uitvoering PCR-reactie, gevormd van
onderzoek naar bittergen een geslaagde
- Gelelektroforese PCR-reactie en
de stappen
hiervoor om dit
te bereiken

14-10-2022 0,5 - Bespreking met Valerie Arduino beter
over de arduino begrijpen

24-10-2022 0,5 - Gesprek met Valerie over
de eerste versie van het
PCR apparaat

1-11-2022 2 - Onderzoek naar de
marges van een werkende
PCR-reactie

22-11-2022 55 - Overleg met We moeten de

Valerie/bespreken fase 2

aankomende
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Fotocollage gemaakt
(voorblad)
Schematische tekening

tijd het
PCR-apparaat
gaan testen en

PCR apparaat gemaakt kijken of de

Logboek bijgewerkt temperatuurwis
selingen
binnen de
marges passen
voor een
succesvolle
PCR-reactie

25-11-2022 2,5 Deelvragen doorgenomen
en verbeterd

26-11-2022 5 Werken aan deelvraag:

'Wat is PCR?' en
deelvraag 'Wat is de
geschiedenis van het
PCR-apparaat?'

28-11-2022 3 PCR apparaat getest door De denaturatie
het bijna 3 uur te laten temperatuur
lopen aangepast van
De thermokoppel beter 92°C naar
vast gemaakt 91°C
Aantal seconden per cycli
gemeten

29-11-2022 2 Werken aan deelvraag:

'Hoe visualiseer je een
geslaagde reactie?'

30-11-2022 1,5 Schematische tekening
aangepast

1-12-2022 2 Werken aan deelvraag:

'Hoe hebben we het
PCR-apparaat getest?’

2-12-2022 6 Voorwoord geschreven
Reflectieverslag fase 3
geschreven
PWS doorgenomen en
verbeterd
Aanpassen schematische
tekening
Foto’s gemaakt voor in het
verslag

12-01-2023 1,5 Het onderzoek voor de Zowel de DNA
volgende dag voorbereid isolatie als de

restrictie
digestie

uitvoeren mbv
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een verwarmd
waterbad
13-01-2023 6 De eerste poging voor het Het PCR
uitvoeren van het apparaat moet
onderzoek nagekeken
worden op evt
doorbranding
van draadjes
Het PCR
apparaat moet
de volgende
keer gerund
worden op een
stille plaats
16-01-2023 55 De tweede poging tot de
uitvoering van het
onderzoek
17-01-2023 1,5 Het uitvoeren van de
gelelektroforese
Checken op de resultaten
en foto's maken voor het
verslag
19-01-2023 3,5 Punten van opmerking
Valerie verbeterd
Verdiept in de
gelelektroforese voor de
vergelijking van resultaten
20-01-2023 1 Gesprek Valerie
Aanpassingen gemaakt
aan document
21-01-2023 1,5 Schrijven van de
conclusie
22-01-2023 6 Schrijven discussie
Poster gecontroleerd
Bronnenlijst aangevuld
Logboek aangevuld
Volledige document
gecontroleerd voor
inleveren

Totaal aantal uur: 99
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Logboek Aukje

Datum

Aantal uren

Wat is gedaan?

Nieuwe
inspiratie/ideeén?

27/06/2022

Maken van een logboek
Onderwerp bedenken

- eerste
onderwerp
bedacht

28/06/2022

Mogelijke
onderzoeksvraag
opstellen

Mogelijke deelvragen
opstellen

Bronnen zoeken
Overleg Mark Eugster
over gekozen onderwerp

29/06/2022

Overleg Paulien Postma
Bronnen zoeken
Definitieve
onderzoeksvraag en
deelvragen opstellen
Samenvatting van de
stand van zaken
Voorlopige bronnenlijst

01-09-2022

Verdiept in module van
betapartners, universiteit
van amsterdam

Overleg met begeleider
Valerie

Vier mogelijke
onderwerpen bedacht
Hoofd en deelvragen
opgesteld van vier
specifieke ideeén

- Andere
mogelijke
onderwerpen
bedacht

02-09-2022

1,5

Overleg met Valerie over
het meest geschikte
onderwerp

Hoofdvraag veranderd
Fase 1 aangepast

PWS fase 1 inleveren

- Onderwerp
aanpassen

03-09-2022
t/m
02-10-2022

Inlezen over het maken
van een pcr apparaat

- Beginnen met

de basis van
de Arduino

03-10-2022

Inschrijven voor
bétapartners

- Wanneer tijd,

advies over on

pcr apparaat
vragen aan
professionals
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04-10-2022 5 filmpjes en informatie Aanvragen of
bekeken over prc en gel het
elektroforese gelelektrofore

se apparaat
langer op
school kan
blijven

06-10-2022 5 Begonnen aan het Goed moeten
programmeren van de letten op de
arduino tutorial die we

kiezen in
verband met
materialen

07-10-2022 4 Arduino grotendeels Met Valerie
geprogrammeerd overleggen
Gewerkt aan de over de
deelvragen foutmelding in

arduino IDE

10-10-2022 6 Dag 1 van de Plan duidelijk
profielwerkstukbegeleiding gemaakt voor
bij de UvA: lezing van het onderzoek
Melanie Rozenhart, dat we op dag
praktijkoefening ‘DNA in 2 van de
de praktijk’, profielwerkstu
onderzoeksvraag kbegeleiding
opstellen gaan

uitvoeren

11-10-2022 0 Gaten gemaakt in blok

13-10-2022 7 Dag 2 van de Een beter
profielwerkstukbegeleiding inzicht in
bij de UvA: Ons eigen waaraan een
DNA onderzocht op het PCR reactie
PTC-gen moet voldoen

om succesvol
te zijn.

14-10-2022 0,5 Bespreking met Valerie Arduino beter
over de arduino begrijpen

24-10-2022 0,5 Gesprek met Valerie over
de eerste versie van het
PCR apparaat

21-11-2022 0,5 Bespreking met Valerie Planning een
over de voortgang van het klein beetje
PWS aangepast

19-11-2022 2 ‘Onderzoek van

bétapartners’ uitgewerkt
Deelvraag ‘wat is PCR’
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uitgewerkt

20-11-2022 1,5 ‘Onderzoek betapartners’
uitgewerkt

21-11-2022 1,5 Deelvraag ‘wat is DNA’
uitgewerkt

22-11-2022 2,5 Deelvraag ‘wat is DNA We kunnen
uitgewerkt’ het PCR
Overleg met Valerie apparaat gaan

testen

23-11-2022 1 Deelvraag ‘Wat is het PTC
gen’ uitgewerkt

24-11-2022 1,5 Deelvraag ‘Wat is het PTC
gen’ uitgewerkt

25-11-2022 1 Deelvraag ‘Wat is het PTC
gen’ afgemaakt
‘Onderzoek betapartners’
afgemaakt

28-11-2022 4,5 PCR apparaat getest door De
het bijna 3 uur te laten denaturatie
lopen temperatuur
De thermokoppel beter aangepast
vast gemaakt van 92°C naar
Aantal seconden per cycli 91°C
gemeten We kunnen
Deelvraag ‘Wat zijn de het PCR
benodigdheden voor het apparaat voor
maken van een PCR de zekerheid
apparaat’ uitgewerkt nog een keer

testen en evt.
optimaliseren
maar hij werkt.

29-11-2022 2,5 Gewerkt aan de subvraag
‘Hoe is het PCR apparaat
gemaakt’ onder de
deelvraag ‘Hoe maak je
een PCR apparaat’

30-11-2022 4,5 Gewerkt aan de subvraag Ik liep nog
‘Hoe is het PCR apparaat tegen wat
gemaakt’ onder de vragen aan
deelvraag ‘Hoe maak je tijdens het
een PCR apparaat’ uitschrijven
Vragen gemaild naar van de
Valerie deelvraag dus
Bronvermelding bij alle deze heb ik
informatie gezet gemaild naar

Valerie
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1-12-2022

1,5

Gewerkt aan de subvraag
‘Hoe is het PCR apparaat
gemaakt’ onder de
deelvraag ‘Hoe maak je
een PCR apparaat’
Afbeelding nummers en
titels bij de afbeeldingen
gezet

2-12-2022

4,5

Reflectieverslag fase 1 en
2 geschreven

Voorwoord globaal
bedacht

Met het PCR apparaat
gecontroleerd of alles uit
de deelvraag ‘Hoe is het
PCR apparaat gemaakt?’
klopt.

Foto’s gemaakt voor in het
verslag

Laatste aanpassingen
gemaakt aan ‘Hoe is het
PCR apparaat gemaakt?’
Controleren gehele
document

10-01-2023

1,5

Fase 3a besproken met
Valerie

Aanpassingen gemaakt
adhv feedback van Valerie
Met TOA overlegt over het
bestellen van de
gelelektroforese

11-01-2023

Adhv feedback
verbeteringen gemaakt

12-01-2023

1,5

Het onderzoek voor de
volgende dag voorbereid

Zowel de DNA
isolatie als de
restrictie
digestie
uitvoeren mbv
een verwarmd
waterbad

13-01-2023

De eerste poging voor het
uitvoeren van het
onderzoek

Het PCR
apparaat moet
nagekeken
worden op evt
doorbranding
van draadjes
Het PCR
apparaat moet
de volgende
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keer gerund
worden op
een stille
plaats

14-01-2023

‘Het onderzoek deel 1’
uitgewerkt

16-01-2023

5,5

De tweede poging tot de
uitvoering van het
onderzoek

17-01-2023

Het uitvoeren van de
gelelektroforese

‘Het onderzoek deel 2’
uitgeschreven

18-01-2023

1,5

Het onderzoek deel 2
uitgeschreven
Feedback verwerkt.

19-01-2023

1,5

Het maken van de poster
voor de posterpresentatie
van het bétapartners
onderzoek

20-01-2023

Gesprek met Valerie over
vragen die ik nog had mbt
de verwerking van de
resultaten

Foto’s gemaakt van het
pcr apparaat voor extra
grafisch materiaal
vergelijking van de
resultaten geschreven

21-01-2023

Het maken van de poster
voor de posterpresentatie
van het bétapartners
onderzoek

‘Vergelijking van de
resultaten’ afgemaakt
Extra afbeeldingen
gemaakt en gezocht
Afbeeldingen voorzien van
nummers en titels
Feedback verwerkt

22-01-2023

Het reflectieverslag fase
3b geschreven

Extra informatie in de
inleiding gezet.
Document nagekeken en
netjes gemaakt

De poster afgemaakt
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Het kopje
‘Posterpresentatie
bétapartners gemaakt’

Totaal aantal uur: 113
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Reflectieverslag

Vanaf de periode september tot en met december hebben wij gewerkt aan het
profielwerkstuk. Dit reflectieverslag hebben wij opgedeelt in de verschillende fases van het
profielwerkstuk tot nu toe. Dit zijn fase 1, fase 2 en fase 3a.

Fase 1
Voor fase 1 was het de bedoeling dat we een scherp geformuleerde en goed afgebakende
onderzoeksvraag op zouden stellen. We wisten vanaf het begin dat we een uitvoerend PWS
wilde schrijven maar het bedenken van het onderwerp ging bij ons nog niet zo gemakkelijk.
Eerst wilde we iets doen met forensisch moordonderzoek. Dit is het toen niet geworden
omdat we het heel lastig vonden om hier zelf een onderzoek bij te bedenken. Daarna gingen
we al vrij snel in de richting van DNA onderzoek denken. Vervolgens hebben we een
gesprek gehad met biologie docente Paulien Postma over eventuele onderwerpen. Zei wees
ons op een DNA-onderzoek leskist van bétapartners. Dit was echter best duur en daardoor
eigenlijk geen optie, maar dit heeft ons wel gebracht op de profielwerkstukbegeleiding op de
UVA. Later hadden we een gesprek aangeknoopt met biologie docent Mark Eugster. Hij
wees ons op het maken van een PCR apparaat met behulp van waterbaden met
verschillende temperaturen. Over het maken van een PCR apparaat waren we best
enthousiast maar omdat we er nog relatief weinig over wisten hadden we eerst nog een
ander onderwerp bedacht: Onderzoek naar genetische verwantschap tussen hondenrassen.
Echter kwamen we er achter het onhaalbaar zou worden om binnen de tijd te redden. Toen
zijn we toch weer teruggekomen op het maken van een eigen PCR apparaat. Samen met
onze begeleider hebben we bedacht om in plaats van met waterbaden met een
geprogrammeerd circuit te werken. Onze hoofdvraag luidde: hoe bruikbaar is een
zelfgemaakt PCR apparaat in het identificeren van genen? Echter is ‘genen’ natuurlijk veel
te breed dus daar moesten we later nog een specifieke toepassing toepassing voor
bedenken. Onze deelvragen luiden:

- Hoe wordt DNA onderzoek gedaan?

Wat is DNA?
Welke vormen van DNA onderzoek zijn er?

- Wat is de geschiedenis van het PCR apparaat?

- Wat zijn de benodigdheden voor het maken van een PCR apparaat?

- Hoe maak je een PCR apparaat?

- Hoe visualiseer je een geslaagde reactie?

- Welke genen kan je visualiseren met behulp van het PCR apparaat (aap, hond,

mens, etc.)?

- Waar kan je het PCR apparaat het beste op toepassen?
Ons plan van aanpak voor fase 2 was om zo snel mogelijk de onderdelen te bestellen en om
ons eerst te focussen op de theorie achter het maken van een PCR apparaat.

Fase 2

Voor fase 2 werden we beoordeeld op onze voortgang. We begonnen met het inschrijven
voor de profielwerkstukbegeleiding van bétapartners bij de UvA. Dit is een driedaags
programma waarbij de eerste dag bestaat uit een lezing van Melanie Rozenhart en het
kennismaken met DNA-onderzoek aan de hand van verschillende proefjes. De tweede dag
bestond uit het identificeren van het PTC-gen. Op deze dag voerde je een dus een
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DNA-onderzoek uit met behulp van een PCR apparaat. We gingen naar de UvA toe met het
idee om het verschil in allelen te onderzoeken tussen genetisch gemodificeerde en niet-
genetisch gemodificeerde aardappelen. Maar omdat we bij de UvA onderzoek hadden
gedaan naar het PTC-gen hebben we besloten om voor ons eigen onderzoek ook met het
PTC gen te werken. Op deze manier konden we de resultaten van het onderzoek op de UvA
vergelijken met de resultaten uit ons eigen PCR apparaat en controleren of ons PCR
apparaat werkt. Van de UvA hebben we ook epjes met het PTC-gen, het restrictie-enzym,
PTC-primermix en PCR-mastermix meegekregen om te gebruiken bij ons onderzoek.
Daarnaast hebben we ons verdiept in de theorie over PCR en filmpjes gekeken en bronnen
gelezen over het maken van een PCR apparaat. Ook hebben we wat opdrachten met de
arduino uitgevoerd om een beter begrip te krijgen van de werking van de arduino. Helaas
waren op dit moment nog niet alle onderdelen binnen waardoor we nog niet konden
beginnen aan met het bouwen van het PCR apparaat.

Fase 3a

Voor fase 3a moesten we de eerste versie van ons schriftelijk eindverslag inleveren met
beantwoording van de hoofd- en deelvragen en conclusie. Aangezien wij een uitvoerend
PWS hebben en de laatste tijd vooral gefocust zijn geweest op het maken van ons eigen
PCR-apparaat en het uitvoeren van een kloppende PCR-reactie bij de UvA, moesten we ons
deze periode veel gaan focussen op het uitschrijven van de bijbehorende theorie. We
hebben daarnaast ook ons eigen PCR-apparaat getest. We hebben de 'echte' PCR-reactie
naar het PTC-gen met behulp van ons eigen PCR-apparaat nog niet uitgevoerd. Daarom
hebben we alle deelvragen beantwoord op de uitvoering van ons onderzoek, de resultaten
en de daarbij horende vergelijking en de conclusie na. Dit zullen we volgende periode doen
om uiteindelijk een conclusie te trekken en daarmee ons PWS af te ronden.

Fase 3b

Fase 3b stond voor ons in het teken van het uitvoeren van het onderzoek. Van tevoren
liepen we nog wel tegen de DNA-isolatie en de restrictie digestie aan. Ons PCR apparaat
hebben we namelijk geprogrammeerd voor alleen de PCR-reactie en niet voor de
DNA-isolatie en de restrictie digestie. Het PCR-apparaat dat we gebruikte bij betapartners
kon dit wel omdat je die kan instellen op verschillende protocollen en temperaturen. Hier
moesten wij dus een alternatieve manier voor bedenken. Dit is dit voor zowel de
DNA-isolatie als de restrictie digestie een waterbad geworden. Na wat zoekwerk kwamen we
er achter dat de DNA-isolatie eigenlijk geen noodzakelijke extra stap hoeft te zijn aangezien
de cellen tijdens de PCR-reactie ook kapot gaan. Desondanks hebben we ervoor gekozen
om deze stap voor de zekerheid wel uit te voeren. Het restrictie enzym werkt het beste op
37°C dus deze temperatuur hebben we gekozen voor de restrictie digestie.

De PCR-reactie is de eerste keer mislukt door een verkeerde meting van de thermokoppel.
Deze begon de kamertemperatuur te meten in plaats van de temperatuur van het aluminium
blok. Hierdoor kreeg het programma het signaal om op te blijven warmen. Hierdoor steeg de
temperatuur uiteindelijk tot 220°C en smolten de epjes. Om dit de volgende keer te
voorkomen hebben we een paar aanpassingen gemaakt in de code om deze minder
gevoelig te maken voor temperatuurschommelingen. Vervolgens hebben we het apparaat 25
cycli laten lopen zonder samples en dit ging gelukkig erg goed. Vervolgens hebben we de
PCR-reactie nog een keer uitgevoerd en dit keer waren de 30 cycli succesvol verlopen.
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Uiteindelijk hebben we hetzelfde resultaat verkregen als bij bétapartners en hebben we
kunnen concluderen dat ons PCR apparaat werkt.

De samenwerking ging over het algemeen erg goed door de duidelijke taakverdeling. Wat in
het vervolg beter zou kunnen is de planning. We hadden van tevoren wel een planning
gemaakt maar we hadden minder goed rekening gehouden met drukke school periodes.
Hierdoor konden we minder aan het PWS werken en liepen we wat vertraging op. We
hebben hier dus van geleerd dat we in het vervolg meer aandacht moeten besteden aan het
maken van een kwalitatief goede planning waarin rekening wordt gehouden met drukke
periodes.

Het proces van het maken van het PCR apparaat hebben wij als zeer uitdagend maar ook
als zeer leerzaam beschouwd. Door gedetailleerd onderzoek te doen naar PCR-apparaten
hebben we veel geleerd over de techniek die erachter zit. Het bouwen van het PCR
apparaat was ook niet gemakkelijk omdat er rekening gehouden moet worden met alle
kleine details. Daarnaast moeten er allerlei verschillende tests gedaan worden voordat het
PCR-apparaat aan alle vereisten voldoet.

Uiteindelijk beschouwen wij het PWS als een zeer uitdagende ervaring waar we erg veel tijd
en moeite in hebben gestoken. Het resultaat was het echter zeker waard en we hebben veel
nieuwe vaardigheden opgedaan wat het erg leerzaam heeft gemaakt. We zijn ontzettend
trots op wat we hebben gemaakt.
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