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Ota Železný, Jakub Mráček

Gymnázium Teplice Čs. dobrovolc̊u 530/11, Teplice



Seminárńı práce
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Gymnázium Teplice Čs. dobrovolc̊u 530/11, Teplice



Prohlášeńı
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a uvedeny v seznamu literatury na konci práce.
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Ota Železný, Jakub Mráček



Anotace

Tato práce se zaměřuje na vývoj jednoduchého PCR termocycleru, který

by mohl sloužit jako dostupná alternativa drahého laboratorńıho vybaveńı.

Projekt je veden pod licenćı open-source s ćılem usnadnit jeho daľśı vývoj a

zpř́ıstupnit technologii širš́ı vědecké komunitě.

Kĺıčová slova

Termocycler; PCR; PID; open-source hardware; elektrotechnika; biochemie

Annotation

This work focuses on the development of a simple PCR thermocycler, which

could be used as a cheaper alternative to expensive lab equipment. The pro-

ject is under an open-source license with the aim of facilitating further deve-

lopment and enabling its use for a wide range of scientists.
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Kapitola 1

Úvod

V posledńıch letech se experimentováńı s genetikou stalo dostupněǰśı než kdy

dř́ıv. DNA testy, které dř́ıve prováděli pouze profesionálové, si dnes může

udělat téměř kdokoliv. Problém ale z̊ustává – potřebné vybaveńı je stále

velmi drahé a pro běžného člověka nedostupné. A právě to se snaž́ım svým

projektem změnit – umožnit téměř každému př́ıstup k těmto technologíım.

K tomuto projektu jsem se dostal na doporučeńı Ing. Jakuba Mráčka,

který mi navrhl, že thermocykler se velmi podobá jednoduché 3D tiskárně,

což je oblast, které se věnuji ve svém volném čase a velmi mě zaj́ımá. Projekt

mě zaujal a viděl jsem v něm př́ıležitost dále jej rozvinout a využ́ıt jeho

potenciál. Zař́ızeńı by mohlo být dostupné nejen pro širokou veřejnost, ale

také pro školńı laboratoře, kde by si žáci mohli jednotlivě proces vyzkoušet.
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1.1 Ćıl práce

Ćılem této práce je vytvořit cenově dostupný a uživatelsky př́ıvětivý PCR

př́ıstroj, který zpř́ıstupńı technologii široké veřejnosti. Práce se zaměřuje na

řešeńı problému vysokých náklad̊u a složitosti stávaj́ıćıch zař́ızeńı, přičemž

klade d̊uraz na jednoduchost použ́ıváńı a dostupnost. K dosažeńı tohoto

ćıle je navržen postup zahrnuj́ıćı návrh a výrobu př́ıstroje, implementaci

softwarového řešeńı a vytvořeńı př́ıslušné dokumentace. Výsledkem práce

bude funkčńı prototyp PCR př́ıstroje s otevřenou dokumentaćı, který umožńı

snadné sestaveńı a použit́ı. [1]
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Kapitola 2

Teoretické pozad́ı

2.1 Co je to PCR?

Polymerázová řetězová reakce, známá pod zkratkou PCR, umožňuje synte-

tizovat specifickou část DNA a vytvořit v́ıce než 109 kopíı.

Tato metoda výrazně urychluje celý diagnostický proces, od odběru vzorku

až po interpretaci výsledk̊u, což usnadňuje stanoveńı diagnózy. Uplatněńı

nacháźı v r̊uzných medićınských oborech, např́ıklad v lékařské genetice při

diagnostice genetických onemocněńı nebo v onkologii, kde pomáhá analy-

zovat patologické změny v genomu. Neustálý vývoj laboratorńıch př́ıstroj̊u

využ́ıvaných pro PCR analýzy umožňuje technik̊um neustále zdokonalovat

metody a zavádět nové inovace do praxe. [2]

Metodu PCR vyvinul v roce 1983 Kary Mullis. PCR metoda se prováděla

zahř́ıváńım vzorku nad kahanem a následným rychlým ochlazeńım ve studené

vodě. Dnes je celý proces plně automatizovaný a prob́ıhá ve specializovaných

př́ıstroj́ıch, které jej prováděj́ı s vysokou přesnost́ı a mnohem rychleji, než by

dokázal člověk. [3]
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2.2 Stávaj́ıćı řešeńı a jejich nedostatky

PCR technologie je celosvětově využ́ıvána v laboratoř́ıch jako zásadńı nástroj

pro diagnostiku a výzkum. Přestože jsou dnešńı PCR stroje vysoce vyspělé,

jejich praktické nasazeńı stále naráž́ı na několik zásadńıch problémů.

Současné PCR př́ıstroje jsou primárně navrhovány pro velké laboratoře, které

disponuj́ı dostatečným prostorem, vhodnou infrastrukturou a kontrolovaným

prostřed́ım, zahrnuj́ıćım stabilńı vlhkost a čistotu vzduchu. To výrazně ome-

zuje jejich využit́ı v menš́ıch laboratoř́ıch nebo mobilńıch diagnostických jed-

notkách.

Poř́ızeńı PCR př́ıstroje představuje značnou investici, a kromě samotné tech-

nologie je nutné poč́ıtat i s dodatečnými náklady na školeńı zaměstnanc̊u,

kteř́ı muśı být schopni př́ıstroj správně obsluhovat.

2.3 Cykly Termocycleru

Denaturace je prvńı fáze PCR cyklu, během ńıž je vzorek spolu s primerem

ohřátý na teplotu 95 °C. Při této teplotě docháźı k narušeńı vod́ıkových vazeb

mezi dvěma částmi DNA, což zp̊usob́ı rozděleńı dvoušroubovice na jednotlivá

vlákna. (viz. obrázek 2.1)

Annealing (ž́ıháńı) je fáze kdy se vzorek rychle zchlad́ı na teplotu zhruba

50°-60°C a polovičńı šroubovice DNA se spoj́ı s primerem a z p̊uvodńı jedné

se vytvoř́ı dvě částečné šroubovice. (viz. obrázek 2.1)

Extenze je posledńı krok, který zajǐstuje konečnou syntézu celé šroubovice,

prob́ıhá zhruba o teplotě 65°-75°C (viz. obrázek 2.1) [4]
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Obrázek 2.1: Popis PCR cyklu. [5]
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Kapitola 3

Pouzdro

3.1 Puzdro

Pouzdro celého př́ıstroje bylo vytvořeno s ohledem na jeho malou velikost a

také efektivitu zahř́ıváńı a chlazeńı vzork̊u.

3.1.1 Použité materiály

ASA - Filament ideálńı k použit́ı v běžně a dlouhodobě použ́ıvaných zař́ızeńıch,

odolný v̊uči UV světlu a teplotám pohybuj́ıćım se kolem 80°C.
PA-GF - Filament plněný skelnými vlákny má velmi vysokou tepelnou odol-

nost a je ideálńı pro kontakt s topným těĺıskem, které může dosáhnout teplot

až 160°C.

3.1.2 Aktivńı chlazeńı

Chlazeńı tohoto zař́ızeńı je založeno na dvou větráćıch, které jsou běžně

použ́ıvány v serverových systémech. Tyto větráky jsou zapojeny v sériovém

uspořádáńı, přičemž jeden z nich tlač́ı vzduch dovnitř př́ıstroje, zat́ımco

druhý ho vyfukuje ven. Tato kombinace zajǐst’uje optimálńı chlazeńı kompo-

nent̊u, jako jsou topné těĺıska a samotné vzorky, které jsou umı́stěny př́ımo
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uprostřed zař́ızeńı pro co největš́ı pr̊utok vzduchu. Větráky jsou ř́ızeny algo-

ritmem PID. (viz. obrázek 3.1; obrázek 3.2)

Obrázek 3.1: Prouděńı vzduchu př́ıstrojem

3.1.3 Mı́sto pro elektrické komponenty

Tǐstěný spoj (PCB) je navržen tak, aby přesně zapadl do pouzdra a zároveň

zab́ıral co nejméně mı́sta. Konstrukce zároveň poč́ıtá s volným prostorem

uvnitř pouzdra, který umožňuje př́ıpadné modifikace zař́ızeńı. (viz. obrázek

3.2)
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Obrázek 3.2: Prostor pro elektroniku.
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Kapitola 4

Tepelná těĺıska

4.1 Koncept

Na začátku stavby jsme se rozhodli použ́ıt tepelný výměńıkový blok, který

zajǐstoval přenos tepla mezi tepelnými těĺısky a samotnými vzorky. Postupem

času jsme se ale blok rozhodli odstranit. Měl totiž vysokou tepelnou kapacitu.

To znamenalo, že jsme museli do systému vložit hodně energie na zahřát́ı i

ochlazeńı, to snižovalo rychlost a efektivitu př́ıstroje.

4.2 Tepelná výměna

Výměna tepla mezi tepelnými těĺısky a samotným vzorkem je velmi nee-

fektivńı, protože prob́ıhá skrze vrstvu vzduchu, která je tepelně nevodivá.

Tento problém jsme následně řešili PID kalibraćı, která tento problém téměř

eliminovala.

4.3 Použité tepelné těĺısko

Do př́ıstroje jsme se rozhodli usadit válcové topné těĺısko (viz. obrázek 4.1),

které poskytuje rovnoměrný ohřev z každé strany vzorku. Tento typ topných

těĺısek se použ́ıvá v běžných 3d tiskárnách. Funkci thermocycleru s t́ımto
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topným těĺıskem stále testujeme.

Obrázek 4.1: Tepelné těĺısko
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Kapitola 5

Tǐstěný spoj

5.1 Design vlastńıho PCB

K termocykleru jsem si vytvořil vlastńı PCB (tǐstěný spoj), protože volně

dostupné desky s podobnými funkcemi neodpov́ıdaly mým požadavk̊um. Na

tǐstěném spoji jsem se rozhodl použ́ıt jako hlavńı ř́ıd́ıćı jednotku Raspberry

Pi Pico 2. K ř́ızeńı topného těĺıska a větráku jsem použil 3 mosfety typu-N.

Přes tǐstěný spoj jsou také k desce připojené dva thermistory, které slouž́ı k

monitorováńı teplot v termocykleru a jeho ř́ızeńı. (viz. obrázek 5.1)

Raspberry Pi Pico 2 jsem se rozhodl použ́ıt pro jeho jednoduchost pro-

gramováńı, skvělou dokumentaci, a také pro velké množstv́ı pin̊u, které jsou

vhodné pro prototypováńı a vývoj.

Mosfety A4184 umožňuj́ı sṕınáńı velkých napět́ı a proud̊u ve srovnáńı se sa-

motnou ř́ıd́ıćı jednotkou. Jsou zde využ́ıvány pro sṕınáńı tepelných těĺısek a

větrák̊u pomoćı algoritmu PWM. [6]

V zař́ızeńı jsou použity 100k Ω thermistory, které jsou jednoduché na

čteńı hodnoty a také relativně přesné a dostupné. Na tǐstěném spoji docháźı

k zvýšeńı napět́ı pomoćı děliče napět́ı. Ten zvyšuje měřitelné napět́ı, aby bylo

čitelné celé spektrum, ve kterém thermistor dokáže měřit.
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Obrázek 5.1: Popis tǐstěného spoje
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Kapitola 6

Kód

6.1 Program

Tento kód aktivně ř́ıd́ı teplotu vzork̊u v termocycleru. Je napsán pro plat-

formu Raspberry Pi Pico 2, která ovládá topná těĺıska a větráky tak, aby

udržovaly požadovanou teplotu během jednotlivých fáźı PCR cyklu.

Nastaveńı a konfigurace

Cycle count – určuje počet cykl̊u, které př́ıstroj provede.

Freq – nastavuje frekvenci, na které zař́ızeńı pracuje.

temp – teplota, které by mělo zař́ızeńı dosáhnout v daném cyklu.

time – doba, po kterou se zař́ızeńı snaž́ı udržet vzorek na definované teplotě.

6.1.1 Konfigurace hardwaru (Piny)

Nastaveńı pin̊u pro ovládáńı jednotlivých komponent. K ovládáńı se využ́ıvaj́ı

GPIO piny, které podporuj́ı generováńı PWM signálu.

Dále jsou přǐrazeny piny s ADC (Analog-to-Digital Converter) pro měřeńı

hodnot termistor̊u.
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6.1.2 Logováńı dat

Class Logger zapisuje do CSV souboru aktuálńı čas, hodnoty teplot, senzor̊u

a PID výstup̊u pro ohřev a chlazeńı.

6.1.3 PID regulátor

Class PID (Proportional-Integral-Derivative) implementuje regulátor pro ř́ızeńı

ohřevu a chlazeńı. Výstupy PID regulátoru slouž́ı k udržeńı teploty na požadované

hodnotě.

Ke správné funkci je nutné správně nastavit hodnoty složek P, I a D, které

se muśı před prvńım použit́ım př́ıstroje zkalibrovat.

PID algoritmus je regulačńı smyčka použ́ıvaná k udržeńı stabilńı hodnoty

určité veličiny, např́ıklad teploty, rychlosti nebo polohy. Funguje na principu

zpětné vazby – porovnává skutečnou hodnotu s požadovanou a na základě

rozd́ılu (chyby) upravuje výstupńı signál.

Regulace se skládá ze tř́ı složek: Proporcionálńı složka (P) reaguje př́ımo

na aktuálńı chybu – č́ım větš́ı chyba, t́ım větš́ı korekčńı zásah. Integrálńı

složka (I) sleduje součet minulých chyb a eliminuje dlouhodobé odchylky,

č́ımž zajǐst’uje dosažeńı ćılové hodnoty bez trvalé chyby. Derivačńı složka (D)

předpov́ıdá budoućı trend chyby na základě jej́ı rychlosti změny a pomáhá

stabilizovat regulaci t́ım, že snižuje překmity [7].

6.1.4 PWM algoritmus

PWM (Pulse Width Modulation) je technika, která umožňuje ř́ızeńı výkonu

elektronických zař́ızeńı změnou š́ı̌rky pulz̊u v signálu s pevnou frekvenćı.

Princip spoč́ıvá v opakovaném zaṕınáńı a vyṕınáńı výstupu v rychlých in-

tervalech, přičemž délka zapnutého stavu v každém cyklu určuje výsledný

pr̊uměrný výkon. Tento poměr mezi dobou zapnut́ı a celkovou periodou se

nazývá “duty cycle” a udává se v procentech. Např́ıklad při 50% duty cycle

je signál zapnutý a vypnutý po stejnou dobu, zat́ımco při 75% duty cycle je

zapnutý tři čtvrtiny doby a pouze čtvrtinu vypnutý. [8]
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6.1.5 Fáze termocykleru

Kód implementuje ř́ızeńı jednotlivých fáźı PCR procesu: počátečńı denatu-

race, denaturace, annealing, extenze a konečná extenze.

V každé fázi prob́ıhaj́ı tzv. subfáze. Každá subfáze zkontroluje ćılovou tep-

lotu pro aktuálńı cyklus, porovná ji s aktuálńı teplotou a dosad́ı hodnoty do

PID algoritmu, který vypoč́ıtá potřebný výkon ohřevu či chlazeńı. Výstupńı

hodnota je následně převedena na PWM signál pro regulaci výkonu.

Subfáze také obsahuje if podmı́nku, která kontroluje, aby tepelné těĺısko

nepřekročilo teplotu 160 °C, což by mohlo vést k poškozeńı kontejneru na

vzorek.

6.1.6 Hlavńı program

Funkce main zajǐst’uje spuštěńı všech cykl̊u ve správném pořad́ı a také bezpečné

vypnut́ı př́ıstroje při náhlém zastaveńı programu.
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Kapitola 7

Kalibrace PID a jej́ı výsledky

7.1 Ćıl

Ćılem kalibrace je břibĺıžit se s teplotou vzorku co nejbĺıže ćılové teplotě.

(viz. obrázek 7.1; obrázek 7.2)

7.2 Postup

Po sestaveńı př́ıstroje bylo nutné provést kalibraci PID algoritmu. Proces

kalibrace jsme zahájili postupným zvyšováńım hodnoty Kp (P) až do bodu,

kdy teplota teplotńıho článku začala oscilovat kolem ćılové hodnoty. Následně

jsme tuto hodnotu vydělili dvěma, č́ımž jsme źıskali počátečńı nastaveńı. Ki

(I) jsme určovali postupným zvyšováńım v malých intervalech (0.05), do-

kud se teplota nezačala přesně zastavovat na požadované hodnotě. Kd (D)

jsme použili pro jemné doladěńı přesnosti. Nastavil jsem jej na hodnotu 0.2,

což umožnilo teplotě dosáhnout přibližně požadovaných hodnot s minimálńı

odchylkou.
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7.3 Závěr a provedené úpravy algoritmu

Kalibrace pid se povedla, ale teploty které měl dosahovat vzorek, prakticky

nedosahoval, proto jsem se rozhodl v kodu udělat jednu změnu které nás k

tomuto ćıli dovedla. Zavedl jsem takzvanou hodnotu efektivńı ćıl, kterou se

vždy topné těĺısko pokoušelo dozáhnout. Tato proměná se spoč́ıtala pomoćı

této rovnice.

Tefektivńı = Tćılová + (Ttěĺıska − Tvzorku)

Rovnice 7.1: Rovnice pro výpočet efektivńıho ćıle

Obrázek 7.1: Graf s zkalibrovaným PID

23



Obrázek 7.2: Graf s funkćı efektivńı teplota
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Závěr

Př́ıstroj jsme úspěšně sestavili a zkalibrovali, avšak zat́ım se nám nepodařilo

úspěšně provést PCR reakci, protože testy vždy vykazovaly určitou chybu.

Do budoucna chceme zař́ızeńı dále vylepšit a dosáhnout úspěšného znásobeńı

DNA vzorku.

Vývoj tohoto projektu pro mě byl velmi př́ınosný, zejména v oblasti 3D

modelováńı. Měl jsem možnost pracovat s komplexńımi modely př́ıstroj̊u a

reálnými součástkami, které jsem musel zohlednit v designu. Kromě tech-

nických dovednost́ı mi tento projekt přinesl i d̊uležitou zkušenost. Naučil

jsem se dokončit projekt, i když jsem věděl, že nebude dokonalý. To pro mě

byl jeden z nejzásadněǰśıch moment̊u v celém procesu.
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reakce. 2024. Dostupné také z: https://cs.wikipedia.org/w/index.

php?title=Polymer%C3%A1zov%C3%A1_%C5%99et%C4%9Bzov%C3%A1_

reakce&oldid=24437522.
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