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Anotace

Tato préce se zaméruje na vyvoj jednoduchého PCR termocycleru, ktery
by mohl slouzit jako dostupna alternativa drahého laboratorniho vybaveni.
Projekt je veden pod licenci open-source s cilem usnadnit jeho dalsi vyvoj a

zpristupnit technologii Sirsi védecké komunité.
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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
Uvod

V poslednich letech se experimentovani s genetikou stalo dostupnéjsi nez kdy
driv. DNA testy, které diive provadéli pouze profesiondlové, si dnes muze
udélat témeér kdokoliv. Problém ale zustava — potrebné vybaveni je stéle
velmi drahé a pro bézného clovéka nedostupné. A préaveé to se snazim svym
projektem zménit — umoznit témétr kazdému pristup k témto technologiim.
K tomuto projektu jsem se dostal na doporuceni Ing. Jakuba Mracka,
ktery mi navrhl, ze thermocykler se velmi podobd jednoduché 3D tiskérne,
coz je oblast, které se vénuji ve svém volném case a velmi mé zajima. Projekt
mé zaujal a vidél jsem v ném prilezitost dale jej rozvinout a vyuzit jeho
potencial. Zatizeni by mohlo byt dostupné nejen pro Sirokou verejnost, ale

také pro skolni laboratote, kde by si zaci mohli jednotlivé proces vyzkouset.



1.1 Cil prace

Cilem této prace je vytvorit cenové dostupny a uzivatelsky ptivétivy PCR
pristroj, ktery zptistupni technologii Siroké vetejnosti. Prace se zamétuje na
feSeni problému vysokych nédkladu a slozitosti stavajicich zafizeni, pricemz
klade duraz na jednoduchost pouzivani a dostupnost. K dosazeni tohoto
cile je navrzen postup zahrnujici ndvrh a vyrobu piistroje, implementaci
softwarového feSeni a vytvoreni prislusné dokumentace. Vysledkem prace
bude funkéni prototyp PCR piistroje s otevienou dokumentaci, ktery umozni

snadné sestaveni a pouziti. [1]



Kapitola 2

Teoretické pozadi

2.1 Co je to PCR?

Polymerazova retézova reakce, znaméa pod zkratkou PCR, umoznuje synte-
tizovat specifickou ¢dst DNA a vytvorfit vice nez 10° kopi.

Tato metoda vyrazné urychluje cely diagnosticky proces, od odbéru vzorku
az po interpretaci vysledku, coz usnadnuje stanoveni diagnézy. Uplatnéni
nachéazi v ruznych medicinskych oborech, naptiklad v 1ékaiské genetice pti
diagnostice genetickych onemocnéni nebo v onkologii, kde pomahé analy-
zovat patologické zmény v genomu. Neustaly vyvoj laboratornich ptistroju
vyuzivanych pro PCR analyzy umoznuje technikum neustdle zdokonalovat
metody a zavadét nové inovace do praxe. [2]

Metodu PCR vyvinul v roce 1983 Kary Mullis. PCR metoda se provadéla
zahtivanim vzorku nad kahanem a naslednym rychlym ochlazenim ve studené
vodé. Dnes je cely proces plné automatizovany a probiha ve specializovanych
pristrojich, které jej provadéji s vysokou presnosti a mnohem rychleji, nez by
dokézal ¢lovek. [3]



2.2 Stavajici resSeni a jejich nedostatky

PCR technologie je celosvétove vyuzivana v laboratorich jako zédsadni néstroj
pro diagnostiku a vyzkum. Ptestoze jsou dnesni PCR stroje vysoce vyspélé,
jejich praktické nasazeni stale narazi na nékolik zasadnich problému.
Soucasné PCR pristroje jsou primarné navrhovany pro velké laboratore, které
disponuji dostatecnym prostorem, vhodnou infrastrukturou a kontrolovanym
prostiedim, zahrnujicim stabilni vlhkost a ¢istotu vzduchu. To vyrazné ome-
zuje jejich vyuziti v mensich laboratotich nebo mobilnich diagnostickych jed-
notkach.

Potizeni PCR pristroje predstavuje znacnou investici, a kromé samotné tech-
nologie je nutné pocitat i s dodatecnymi naklady na skoleni zaméstnancu,

ktefi musi byt schopni pristroj spravné obsluhovat.

2.3 Cykly Termocycleru

Denaturace je prvni faze PCR cyklu, béhem niz je vzorek spolu s primerem
ohraty na teplotu 95 °C. Pri této teploté dochazi k naruseni vodikovych vazeb
mezi dvéma castmi DNA, coz zpusobi rozdéleni dvousroubovice na jednotliva
vldkna. (viz. obrazek 2.1)

Annealing (zihéni) je féze kdy se vzorek rychle zchladi na teplotu zhruba
50°-60°C a polovicni sroubovice DNA se spoji s primerem a z puvodni jedné
se vytvori dvé casteéné sroubovice. (viz. obréazek 2.1)

Extenze je posledni krok, ktery zajistuje konecnou syntézu celé sroubovice,
probiha zhruba o teploté 65°-75°C (viz. obrazek 2.1) [4]
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PCR Steps

—_—

Denaturation Annealing at
at94°c

Elongation
54-60°C

at72°C

Obrazek 2.1: Popis PCR cyklu. [5]
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Kapitola 3

Pouzdro

3.1 Puzdro

Pouzdro celého pristroje bylo vytvoreno s ohledem na jeho malou velikost a

také efektivitu zahiivani a chlazeni vzorku.

3.1.1 Pouzité materialy

ASA - Filament idealni k pouziti v bézné a dlouhodobé pouzivanych zafizenich,
odolny vuci UV svétlu a teplotam pohybujicim se kolem 80°C.

PA-GF - Filament plnény skelnymi vlakny ma velmi vysokou tepelnou odol-
nost a je idedlni pro kontakt s topnym téliskem, které muze dosdéhnout teplot
az 160°C.

3.1.2 Aktivni chlazeni

Chlazeni tohoto zafizeni je zaloZzeno na dvou vétracich, které jsou bézné
pouzivany v serverovych systémech. Tyto vétraky jsou zapojeny v sériovém
usporadéani, pficemz jeden z nich tla¢i vzduch dovniti piistroje, zatimco
druhy ho vyfukuje ven. Tato kombinace zajistuje optimdlni chlazeni kompo-

nentu, jako jsou topné téliska a samotné vzorky, které jsou umistény piimo
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uprostted zarizeni pro co nejvétsi prutok vzduchu. Vétraky jsou fizeny algo-
ritmem PID. (viz. obrézek 3.1; obrazek 3.2)

Obrazek 3.1: Proudéni vzduchu piistrojem

3.1.3 Misto pro elektrické komponenty

Tistény spoj (PCB) je navrzen tak, aby pfesné zapadl do pouzdra a zaroven
zabiral co nejméné mista. Konstrukce zaroven poc¢ita s volnym prostorem
uvnit¥ pouzdra, ktery umoznuje piipadné modifikace zatizeni. (viz. obrazek
3.2)
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Obrazek 3.2: Prostor pro elektroniku.
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Kapitola 4

Tepelna téliska

4.1 Koncept

Na zacatku stavby jsme se rozhodli pouzit tepelny vymeénikovy blok, ktery
zajistoval prenos tepla mezi tepelnymi télisky a samotnymi vzorky. Postupem
¢asu jsme se ale blok rozhodli odstranit. Mél totiz vysokou tepelnou kapacitu.
To znamenalo, ze jsme museli do systému vlozit hodné energie na zahiati i

ochlazeni, to snizovalo rychlost a efektivitu ptistroje.

4.2 Tepelna vyména

Vyména tepla mezi tepelnymi télisky a samotnym vzorkem je velmi nee-
fektivni, protoze probihd skrze vrstvu vzduchu, ktera je tepelné nevodiva.
Tento problém jsme nasledné fesili PID kalibraci, kterd tento problém témér

eliminovala.

4.3 Pouzité tepelné télisko

Do piistroje jsme se rozhodli usadit valcové topné télisko (viz. obrézek 4.1),
které poskytuje rovnomérny ohtev z kazdé strany vzorku. Tento typ topnych

télisek se pouziva v béznych 3d tiskarnach. Funkci thermocycleru s timto

15



topnym téliskem stale testujeme.

Obrazek 4.1: Tepelné télisko
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Kapitola 5
Tistény spoj

5.1 Design vlastniho PCB

K termocykleru jsem si vytvoril vlastni PCB (tistény spoj), protoze volné
dostupné desky s podobnymi funkcemi neodpovidaly mym pozadavkim. Na
tisténém spoji jsem se rozhodl pouzit jako hlavni fidici jednotku Raspberry
Pi Pico 2. K tizeni topného téliska a vétraku jsem pouzil 3 mosfety typu-N.
Pres tistény spoj jsou také k desce pripojené dva thermistory, které slouzi k
monitorovani teplot v termocykleru a jeho fizeni. (viz. obrazek 5.1)

Raspberry Pi Pico 2 jsem se rozhodl pouzit pro jeho jednoduchost pro-
gramovani, skvélou dokumentaci, a také pro velké mnozstvi pinu, které jsou
vhodné pro prototypovani a vyvoj.
Mosfety A4184 umoznuji spinani velkych napéti a proudu ve srovnani se sa-
motnou fidici jednotkou. Jsou zde vyuzivany pro spindni tepelnych télisek a
vétraku pomoci algoritmu PWM. [6]

V zafizeni jsou pouzity 100k €2 thermistory, které jsou jednoduché na
¢teni hodnoty a také relativné presné a dostupné. Na tisténém spoji dochazi
k zvySeni napéti pomoci délice napéti. Ten zvySuje méritelné napéti, aby bylo

c¢itelné celé spektrum, ve kterém thermistor dokaze mérit.
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Kapitola 6

Kod

6.1 Program

Tento kéd aktivné tidi teplotu vzorku v termocycleru. Je napsan pro plat-
formu Raspberry Pi Pico 2, ktera ovlada topna téliska a veétraky tak, aby
udrzovaly pozadovanou teplotu béhem jednotlivych fazi PCR cyklu.

Nastaveni a konfigurace

Cycle_count — urcuje pocet cyklu, které pristroj provede.
Freq — nastavuje frekvenci, na které zarizeni pracuje.
temp — teplota, které by mélo zafizeni dosdhnout v daném cyklu.

time — doba, po kterou se zafizeni snazi udrzet vzorek na definované teploté.

6.1.1 Konfigurace hardwaru (Piny)

Nastaveni pinu pro ovladani jednotlivych komponent. K ovladani se vyuzivaji
GPIO piny, které podporuji generovani PWM signalu.
Déle jsou prirazeny piny s ADC (Analog-to-Digital Converter) pro méfent

hodnot termistoru.
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6.1.2 Logovani dat

Class Logger zapisuje do CSV souboru aktudlni cas, hodnoty teplot, senzoru

a PID vystupu pro ohfev a chlazeni.

6.1.3 PID regulator

Class PID (Proportional-Integral-Derivative) implementuje regulator pro fizeni
ohtevu a chlazeni. Vystupy PID reguldtoru slouzi k udrzeni teploty na pozadované
hodnoteé.

Ke spravné funkci je nutné spravné nastavit hodnoty slozek P, I a D, které
se musi pred prvnim pouzitim piistroje zkalibrovat.

PID algoritmus je regula¢ni smycka pouzivana k udrzeni stabilni hodnoty
urcité veliciny, napiiklad teploty, rychlosti nebo polohy. Funguje na principu
zpétné vazby — porovnava skuteé¢nou hodnotu s pozadovanou a na zakladé
rozdilu (chyby) upravuje vystupni signal.

Regulace se skldadd ze tii slozek: Proporciondlni slozka (P) reaguje pfimo
na aktualni chybu — ¢im vétsi chyba, tim vétsi korekcni zasah. Integralni
slozka (I) sleduje souc¢et minulych chyb a eliminuje dlouhodobé odchylky,
¢imz zajistuje dosazeni cilové hodnoty bez trvalé chyby. Derivaéni slozka (D)
predpovida budouci trend chyby na zakladé jeji rychlosti zmény a pomaha

stabilizovat regulaci tim, ze snizuje prekmity [7].

6.1.4 PWM algoritmus

PWM (Pulse Width Modulation) je technika, kterd umoznuje fizeni vykonu
elektronickych zafizeni zménou $itky pulzu v signalu s pevnou frekvenci.
Princip spociva v opakovaném zapinani a vypinani vystupu v rychlych in-
tervalech, pficemz délka zapnutého stavu v kazdém cyklu urcuje vysledny
prumérny vykon. Tento pomér mezi dobou zapnuti a celkovou periodou se
nazyva “duty cycle” a udava se v procentech. Napiiklad pii 50% duty cycle
je signdl zapnuty a vypnuty po stejnou dobu, zatimco pii 75% duty cycle je

zapnuty tii ¢tvrtiny doby a pouze ¢tvrtinu vypnuty. [8]
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6.1.5 Faze termocykleru

Koéd implementuje fizeni jednotlivych fazi PCR procesu: pocatecni denatu-
race, denaturace, annealing, extenze a koneéna extenze.

V kazdé fazi probihaji tzv. subfdze. Kazd4 subfaze zkontroluje cilovou tep-
lotu pro aktualni cyklus, porovna ji s aktualni teplotou a dosadi hodnoty do
PID algoritmu, ktery vypocita potiebny vykon ohfevu ¢ chlazeni. Vystupni
hodnota je nésledné prevedena na PWM signdl pro regulaci vykonu.
Subfaze také obsahuje if podminku, ktera kontroluje, aby tepelné télisko
nepiekrocilo teplotu 160 °C, coz by mohlo vést k poskozeni kontejneru na

vzorek.

6.1.6 Hlavni program

Funkce main zajistuje spusténi viech cykli ve spravném poiadi a také bezpecné

vypnuti piistroje pfi nahlém zastaveni programu.
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Kapitola 7

Kalibrace PID a jeji vysledky

7.1 Cil

Cilem kalibrace je briblizit se s teplotou vzorku co nejblize cilové teploté.
(viz. obrézek 7.1; obrazek 7.2)

7.2 Postup

Po sestaveni pristroje bylo nutné provést kalibraci PID algoritmu. Proces
kalibrace jsme zahdjili postupnym zvysovanim hodnoty Kp (P) az do bodu,
kdy teplota teplotniho ¢lanku zacala oscilovat kolem cilové hodnoty. Nasledné
jsme tuto hodnotu vydélili dvéma, ¢imz jsme ziskali poc¢atecni nastaveni. Ki
(I) jsme urcovali postupnym zvysovanim v malych intervalech (0.05), do-
kud se teplota nezacala presné zastavovat na pozadované hodnoté. Kd (D)
jsme pouzili pro jemné doladéni presnosti. Nastavil jsem jej na hodnotu 0.2,
coz umoznilo teploté dosahnout ptiblizné pozadovanych hodnot s minimalni
odchylkou.

22



7.3 Zavér a provedené upravy algoritmu

Kalibrace pid se povedla, ale teploty které mél dosahovat vzorek, prakticky
nedosahoval, proto jsem se rozhodl v kodu udélat jednu zménu které nas k
tomuto cili dovedla. Zavedl jsem takzvanou hodnotu efektivni_cil, kterou se
vzdy topné télisko pokouselo dozahnout. Tato proména se spocitala pomoci

této rovnice.
Tetextivai = Leiova + (Tetiska — Tvzorkn)

Rovnice 7.1: Rovnice pro vypocet efektivniho cile

- Cilova teplota = Teplota tepelného téliska -~ Teplota vzorku

150

E————— 7

100

50

150 175 200 225 250

Obrazek 7.1: Graf s zkalibrovanym PID
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= Cilova teplota = Teplota tepelného téliska -~ Teplota vzorku
200

AAA

200 300 400 500

Obrazek 7.2: Graf s funkci efektivni teplota
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Zaver

Pristroj jsme uspésné sestavili a zkalibrovali, avSak zatim se ndm nepodafilo
uspésné provést PCR reakci, protoze testy vzdy vykazovaly urcitou chybu.
Do budoucna chceme zatizeni dale vylepsit a dosahnout ispésného znasobeni
DNA vzorku.

Vyvoj tohoto projektu pro mé byl velmi piinosny, zejména v oblasti 3D
modelovani. Mél jsem moznost pracovat s komplexnimi modely ptistroju a
realnymi soucastkami, které jsem musel zohlednit v designu. Kromé tech-
nickych dovednosti mi tento projekt ptinesl i dulezitou zkuSenost. Naucil
jsem se dokoncit projekt, i kdyz jsem védél, ze nebude dokonaly. To pro mé

byl jeden z nejzésadnéjsich momentu v celém procesu.
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