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PCR med Lego Mindstorms
Hur man bygger en tamligen billig och programmerbar
PCR-apparat med Lego-bitar.

Introduktion

Ponmeras kedJereaktlonen (PCR) ar en teknik som har
manga t|IIampn|ngar inom molekyldrbiologin. PCR-principen
innebédr ett mangfaldigande (amplification) av en utvald
bit DNA med hjalp av enzymer. DNA-biten kan vara en
enkel gen, en del av en gen eller en icke kodande sekvens.
Vanligen utfors PCR genom att man blandar template-DNA,
primers (oligonukleotider), varmestabilt DNA-polymeras
(Taq), de fyra deoxynukleosidtrifosfaterna (dNTP) och
reaktionsbuffert i ett PCR rér. PCR-processen omfattar en
serie av upprepade cykler, vardera bestdende av foIJande
tre steg: (1) Denaturering, dvs separation av DNAs tva
strangar (vid 90-94°C), (2) Hybridisering (annealing), da
primers binder till de tva template DNA strangarna (vid 50-
60°C), (3) DNA-syntes, d& Tag-polymeras forlanger den
komplementara DNA-strangen med startpunkt fran en primer
och den slutliga kopian av DNA-dubbelstréangen bildas (vid
729°C, nar Tag-polymeras ar effektivast). PCR produkterna
analyseras darefter med hjalp gelelektrofores och fargning.

Det ar inte alltfor ovanligt att man idag utfor PCR i
gymnasiets b|olog|underV|sn|ng, detta tack vare att det finns
undervisningskit att képa frén olika firmor (t ex NCBE och
BioRad). I underV|sn|ngen sker PCR-reaktionen vanligen
genom att man utgar fran en rattsmedicinsk berattelse,
som eleverna kan kanna igen fran TV-serier som CSI:

Crime Scene Investigation. Tanken ar att eleverna utfér en
mycket enkel PCR-analys, varefter de kan |6sa fallet [1-2].
EIever finner ofta att rattsmedicinska problemstallnlngar
fran verkliga livet &r mycket motiverande. P& Internet kan
man hitta webbsidor fran bl a amerikanska FBI och brittiska
FSS med verkliga exempel p& mord och valdtékter som
klarats upp med hjélp av PCR och DNA-profilanalys [3-4].

Fér manga larare kan det emellertid vara svart att arbeta
med PCR om skolan inte har en PCR-apparat (en PCR-apparat
ar i princip bara ett programmerbart varmeblock). Manuell
PCR kan utféras genom att placera PCR-réren i en hallare
som kan flyta och som man fér mellan tre vattenbad med de
temperaturer som motsvarar de tre stadierna i PCR-cykeln.
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Detta var den procedur man anvande sig av i boérjan [5].
Metoden &r emellertid s oinspirerande att utféra att det &r stor
risk att eleverna gor misstag. Alternativt kan man konstruera
en PCR-robot med hjalp av robot-kittet: Lego Mindstorms. Jag
presenterar i foljande text en PCR-robot, som jag har byggt av
ett set av Lego Mindstorms NXT 2,0, nr 8547, kompletterat med
en handfull Lego Technic- klossar Menlngen ar att visa att det
ar mojligt att bygga en palitlig PCR-robot med Lego. Se figur 1.

Fig 1. PCR-robot byggd med Lego Mindstorms och ett vattenbad.
Foto: J-O Stromberg.

Lego Mindstorms

Lego Mindstorms NXT 2,0 ar ett avancerat robot-kit

som utvecklats av Lego och MIT Media Lab. Det finns

i tva versioner, antingen ett (Set #8547) som séljs i
detaljhandeln, eller ett annat (Education Base Set #9797),
som séljs genom Lego Education. De kan ocksa kdpas pa
Internet (se under "Inkopsstallen”). NXT aren klossformad
mikrodator, som kan ta emot impulser frén upp till 4
sensorer och kontrollera upp till 3 motorer via RJ12 kablar.

Detaljhandelkittet, #8547, innehller férutom mikrodatorn, tre
interaktiva servomotorer, en ljussensor med trippelfunktion
(skiljer mellan farg, IJussattnlng och kan fungera som en
lampa), en uItraIJudsensor tva trycksensorer, 1 USB 2.0
kabel, 7 RJ12 kablar i olika [dangder och éver 600 Lego Technic
element (Technic klossar, kugghjul, axlar, etc.). Mjukvaran
MINDSTORMS 2.0 som har grafiskt granssnitt, baseras pa

den professionella industrimjukvaran Lab VIEW fran National
Instruments. Mjukvaran goér det latt att bygga program och
att ladda ner dem till NXT via Bluetooth eller USB kabel.
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Upphovsratten © tillhor forfattaren

Det har nyligen blivit méjligt att férbinda Lego
Mindstorms med 6ver 30 Vernier sensorer med hjalp
av en adapter (kops separat fran Lego Education
eller Vernier Software & Technology) [6].

Idé, design, programmering

Lyckad PCR beror huvudsakllgen pa dverforing av
varmeenergi till innehallet i PCR-réret och tiden mellan

tva temperaturer, den s k ramp time. Kvalitativt &r PCR i
vattenbad odvertraffat, eftersom en flytande varmekalla
utgor det snabbaste séttet att andra temperaturen. Lego-
roboten utgérs av en roterande bas med hdj- och sankbar
arm, som flyttar en provrérshallare med 32 stycken 0,5

ml PCR-ror mellan tre vattenbad med temperaturer som
motsvarar de tre stadierna i en PCR-cykel. Denna robotdesign
fordrar att robotarmen maste vara ltt men &nda stabil.

Fig 2. PCR-robot med eppendorfstéll byggt av en pipettspetsbox.
Foto: J-O Strémberg.

Roboten &r monterad med dubbla kugghjul p& motorerna,

som gor det enkelt att stalla in robotarmen noggrant i
forhallande till vattenbadens position och till vattennivan (figur
2, ovan). Legos Kundservice rekommenderar att Lego bitarna
|nte utsatts for hett vatten (max. 40°C). Vara egna test har
visat att bortsett fran en liten avfargning, kan bitarna klara

en kort exponering i 94°C vatten. PCR-réren placeras i ett
lattviktigt provrorsstall, som ar utskuren ur en pipettspetsbox,
t ex Gilson P1000 (eller motsvarande av ett annat marke).

3 www.bioscience-explained.org
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En platta, som haller réren pa plats med hjal
klammor eller gummisnoddar, ar utskuren fran
locket pd pipettspetsboxen. (Se figurer 3 och 4).

Fig 3. PCR-stéllet med eppendorfrér. Bilden visar delarna som PCR-
stéllet byggts upp av. Foto: J-O Stromberg.

Plattan férhindrar att roren flyter ut fran stéllet och haller
PCR roérens lock stangda. Det ar darfor inte nédvandigt att
anvanda PCR-réor med skruvlock Férdelarna av att anvanda
en pipettspetsbox ar dess I1&ga vikt, som reducerar den
kraft som roboten maste anvinda och boxens tolerans

for héga temperaturer (boxen kan autoklaveras).

Programmeringen ar enkel. Genom att dra “"Move” och
“Wait” bIocken fr&n Huvudpanelen och sldppa dem pa
programstangen, kan parametrar stéllas in for vart och
ett av blocken via Programpanelen i det nedre vanstra
hérnet av skarmen (Se figurer 5 och 6 féljande sida).

Motorerna har manga alternativ, inklusive hur snabbt de
snurrar (kraft) och hur lange de snurrar (varaktighet).

Hur ldange motorn skall snurra stélls in i antalet varv - inte

i sekunder (nar batterierna bérjar ta slut blir motorrérelsen
Fig 4 PCR-stéllet som hénger i langsammare). NXT Brick-datorn har ett inbyggt system,
robotarmen. Foto: J-O Strémberg. som automatiskt stanger av roboten efter en viss tid dven
om ett program fortfarande star pa. Denna “Sleep timer” &r
inbyggd i NXT datorn och kan hjalpa till att spara batterier.

Nar man koér en PCR ar det nédvandigt att satta NXT's
”Sleep mode” pa “Never”, alternativt, pd “Sleep mode”
pad 30 minuter, och pIacera ett ”Keep Alive” block i PCR
programmets programsllnga P& detta satt kommer NXT
att stangas av nar mangfaldigandet av DNA &r slutfort.

www.bioscience-explained.org 4 Upphovsrétten © tillhor forfattaren
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Fig 5 och Fig 6. Bilderna visar Sequence Beam (Fig. 5) och Move Block (Fig. 6). Sequence beam kontrollerar
programflédet. Block som &r kopplade till Sequence beam kan laddas ner till NXT; de som inte &r kopplade kan inte
laddas. Kontrollpanelen i nedre védnstra hérnet av bilden visar olika alternativ for instdllning av motorn. (port,
direction, action, power, control, duration, wait, and next action). Programmeringen utférs genom att stélla in de

o6nskade valen. Foto: N. Bonderup Dohn.
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Test

PCR roboten har testats pa Molekylarbiologiska Institutionen,
Aarhus Universitet. Det testades med kittet Crime Scene

Investigator PCR Basics Kit (BioRad catalog No. 166-

2600EDU), med vilket man kan simulera DNA-profilering.
DNA-profilering anvands ofta i kriminallaboratorier.
DNA- proven som finns i detta kit ar plasmider som har
framtagits for att likna storleken av THO1 alleler, vilket

resulterar i PCR-produkter i storlekar fran 200 till 1000

bp. THO1 locus ar en polymorf mikrosatellit-region som
ar lokaliserad i den forsta intronen av tyrosin-hydroxylas

genen. Denna repetitiva icke kodande tetranukleotid DNA-
sekvens innehaller fem upprepningar av [TCAT] [7].
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Fig 7. Bild p& gel. Rad 1-5 fr8n
vénster visar resultaten for "Crime
scene DNA" och "Suspects DNA" som
tagits fram med PCR-roboten,
medan raderna 7-11 visar resultaten
som tagits fram med Primus 96
apparaten. Raderna 6 och 12 visar
band frn storleksmarkéren (1500,
1000, 700, 500, 400, 300, 200 och
100 bp). Foto: N. Bonderup Dohn.

Innan testet utfordes kalibrerades tre vattenbad till 52°C,
72°C och 94°C. Reaktionskomponenterna blandades som
tidigare beskrivits i “Introduktionen” genom att tillsatta
primers till blandningen av nukleotidtrifosfat (dNTP),
buffert och Tag DNA- ponmeras - den s k Master-mixen.
Template-DNA tillsattes sa foljande slutkoncentrationer
erholls: 0,025 units/ul Tag- ponmeras 0,8 mM dNTP och
0,5 UM av vardera primer. Ndgon mlneranIJa tillsattes
inte (anvands for att forhindra avdunstning) eftersom det
inte var nédvandigt. Halften av PCR-réren sattes i PCR-
roboten, och den andra hdlften i en professionell PCR-
apparat. (Primus 96 MWG-Biotech som jamfoérelse).

Bada apparaterna programmerades pa likartat satt: en
denatureringsstart vid 94°C under 2 minuter, en 3-stegscykel,
som upprepades 35 ganger (denaturering Vld 94°C under
30 sekunder, hybridisering vid 52°C under 30 sekunder,
DNA-syntes vid 72°C under 1 minut) och slutligen en DNA-
syntes vid 72°C under 10 minuter. Roboten avslutade
processen genom att lyfta upp PCR-réren ur vattenbadet.
Det visade sig att robotens ramp time var kortare an for
den professionella PCR-apparaten (processen avslutades
10 minuter snabbare i roboten an PCR-apparaten). Billiga
PCR-apparater som anvands i undervisning, som inte

har ett inbyggt kylsystem, har annu langre ramp time
(typisk uppvarmning 2,5°C/sek och kylning 1,5°C/sek).
Detta ar mycket Iangre an de cirka 5 sekunder det tog fér
PCR-roboten att féra prov fran ett bad till ett annat.

PCR-proven analyserades darefter med hjalp av
gelelektrofores (3% agarosgel innehallande 0,05 |Jg/ml
etidiumbromid). Etidiumbromid anvandes for att erhdlla
basta méjliga fotograﬁska resultat. Figur 7 visar gelen med
resultaten bdde fran PCR-roboten och PCR-apparaten efter
PCR-processen. Som framgar av bilden ar det ingen skillnad
mellan rad 1-5 och rad 7-11 (bortsett fran numreringen av
PCR—proven) Testet har darmed visat att Lego-roboten ger
lika palitliga resultat som en professionell PCR-apparat.
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Diskussion

Syftet med artlkeln har varit att visa att det ar méjligt att
konstruera en palitlig PCR-apparat med Lego. Roboten &r
latt att bygga, programmera och anvanda. En ytterligare
fordel med att anvanda Lego Mlndstorms till att bygga

en PCR—robot &r att kittet ocksd kan anvandas fér andra
andamal. En bygginstruktion for PCR-roboten finns som
Ixf-file (Lego Digital Desgner—ﬁle) och pdf-fil. Lego Digital
Designer kan laddas ner gratis fran hemsidan [8]. Efter
nedladdningen kan .Ixf-filen 6éppnas och anvandas som
guide for byggandet av roboten. Observera att den aktuella
designen kraver ett antal extra Lego Technic byggdelar, som
inte finns i modellen # 8547. Dessa delar kan kdpas separat
fradn "Brick Link” eller fr&n Legos kundservice (se nedan).

Dessutom kan PCR-programmet for BioRad amplification
profil laddas ner, 6ppnas i Mindstorms mjukvara, och
anpassas efter behov Observera att PCR-roboten byggs sa
att storleken avpassas till vattenbaden. Om man har stérre
vattenbad ar det kanske battre att utforma PCR-roboten som
en bockkran (travers). PCR-roboten kan ocksa utrustas med
data logging (Vernier NXT adapter och temperatursensor)
for att mata den verkliga temperaturprofilen vid PCR-
analysen. Detta fordrar emellertid Mlndstorms 2.0

Education mjukvara, som kan kopas fran Lego Education.
Roboten har demonstrerats vid ndgra lararkurser. Feedback
fran larare visar att det &r en motiverande utmaning for elever
att konstruera en PCR-robot och testa dess tillférlitlighet
genom att kéra PCR baserad DNA-profilering. Design och
programmering behdver inte vara lararens ansvarighet, utan
kan givetvis utféras av elever. Flera studier har visat att
arbetet med Lego-robotar har starkt motiverat elever samt att
de utvecklat problemlésande strategier [9-12]. Dessutom ar
Lego-robotar ett lampligt medium att utforska maskinteknik
med gymnasieelever [13]. Seymour Paperts arbete, som
understdédde anvandningen av Lego konstruktioner i
kombination med programmering Visar, att elever som lart
sig via robotar har utvecklat férstdelse inom matematik,
liksom problemlésande kreativitet i allmanhet [14].
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LEGO-hemsidor
Lego Mindstorms NXT officiella hemsida:

http://www.mindstorms.lego.com

Lego Educations officiella hemsida:
http://www.lego.com/education/
http://shop.lego.com/ByCategory/Leaf.aspx?cn=389&d=292

Internetdterforsaljare

Amazon.co.uk
http://www.amazon.co.uk/s/ref=nb_ss_w_h_?url=search-
alias%3Daps&field-keywords=lego+mindstorms

Amazon.de
http://www.amazon.de/s/ref=nb_ss_w?__mk_
de_DE=%C5M%C5Z%D5%D1&url=search-
alias%3Daps&field-keywords=lego+mindstorms
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Saknade LEGO-bitar till PCR-roboten

Nedanstdende bitar cl;r1§15te skaffas och finns i
bygginstruktionen pa angivna bildnummer.

JIxf-file [Lego Lego

Bildnr |Artnr Namn Antal
1/93 48452cx1 | Technic, Turntable Large Type 2|1
2/93 33299 Technic, Liftarm 1x3 with 2

2Axle Holes and Pin/Crank
30/93 32291 Technic Axle and Pin Connector |1
60/93 3648 Technic, Gear 24 Tooth 1
70/93 4716 Technic, Gear Worm Screw 1
77/93 41677 Technic Liftarm 1x2 Thin 4
88/93 2905 Technic, Liftarm Triangle Thin 4
93/93 3647 Technic, Gear 8 Tooth 1
32278 Technic, Liftarm 1x15 Thick 10

Dessa bitar kan kdpas fran “Brick Link”:

http://www.bricklink.com/catalogSearch.asp?v=C.

Klicka p& varunumret och darefter pd “search now

III

Bitarna kan ocksa kdpas fran Lego Kundservice:

http://us.service.lego.com/en-GB/replacementparts/

default.aspx

eller:

http://service.lego.com/en-GB/Contactus/default.aspx




