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ABSTRAKT

Metéda PCR umoznujica mnozenie useku molekuly DNA zavisi na teplotnom cykle
ohrevu a ochladzovania zaobstaraného pomocou termocykléru. Moznosti a parametre
komercne dostupnych termocyklérov st rézne, dana praca predstavuje konkrétny navrh
a zostrojenie podporného hardwaru pre tri mikrokyvety s moznostou ohrevu a ochladzo-
vania vzoriek v rozsahu 5 °C az 100 °C s riadiacim firmwarom umoznujicim externé
riadenie pracovného cyklu. Nasledne posudzuje dosiahnuté parametry jeho pracovného
cyklu, uvazuje o dalSich moZnostiach a vyvoji firmwaru a rozsireni pristroju o optické
meranie.

KLUCOVE SLOVA
PCR, DNA, termocyklér, konstrukcia pre mikrokyvety, riadenie teploty, uzivatelské
riadenie, optické meranie

ABSTRACT

PCR enables to amplify copies of a segment of DNA and is dependent on thermal cycle,
heating and cooling, provided by thermocycler. Options and parameters of commercially
available thermocyclers are various. This thesis brings in design of hardware for three
PCR tubes with ability to heat or cool down the samples in the range from 5°C to
100°C and firmware which allows external device control. It asseses aquired parameters
of thermal cycle and discusses possible further development of firmware and extension
for optical measurement.

KEYWORDS

PCR, DNA, thermocycler, construction for PCR tubes, temperature control, external
device control, optical measurement
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UVOD

Pokrok vedy a vyskumu v oblasti biologie, chémie a mediciny je neoddelitelny
od pokroku techniky a metdd, ktoré vyuziva k skimaniu. Jednou z prelomovych
metdd skimania je metéda PCR, ktora je mozna pomocou PCR termocykléra.

PCR termocyklér, tak ako kazdy pristroj, priftahuje pozornost v oblasti jeho
rozvoja, ktory si poklada za tlohu docielit najlepsie mozné pozadované parametry
s ich najefektivnejsiou kombinaciou v zaujme dosiahnut ¢o najlepsiu funkcénost pra-
cujuceho systému. Pre dosiahnutie tohto zdaujmu je zadkladom prvotny rozbor infor-
macii, ohladom vlastnosti a funkc¢nosti, ktoré uz boli ziskané doposial a moznosti,
ktoré uz boli dosiahnuté.

Prestudovanie samotnej polymerazovej retazovej reakcie, optimalizécie jej prie-
behu, jej pracovného cyklu, ktory sa vyzaduje od pristroja a porovnanie s inymi
komercénymi pristrojmi je kltuc¢ové pre redlny zaklad, na ktorom sa méa novy navrh
postavif. Poznatky z prestudovania tychto informécii si uvedené v nasledujicich
kapitolach, na ktoré navazuje samotny navrh a realizacia nového pristroja.

Névrh a realizacia ciastoénych systémov, ktoré spolu spolupracuju v ramci
celku, st rozobraté z pohladu pouzitych elektronickych siciastok, modulov a vyberu
pouzitych materialov v kapitole o hardware termocykléra s vysvetleniami konkrét-
nych vyberov.

Na dany rozbor nasledne navizuje rozbor fungovania riadenia firmwaru termo-
cykléru. Rozbor sa zaobera pouzitymi funkciami a premennymi, ktoré si predavaju
informécie pre chod pristroja, a ich umiestnenim vo fazach pracovného cyklu defi-
novanych voci teplotnej krivke.

Po popisani vlastnosti vytvoreného PCR termocykléra dochédza k zhodnoteniu
jeho dosiahnutych parametrov v spatnom porovnani s komerénymi termocyklérami,
od ktorych sa odvijal navrh a rozobratiu dévodov spdsobujtcich tieto ziskané vy-
sledky. V ramci uzavretia témy sti uvedené predpoklady dalsieho vyvoja pristroja

v budiicnosti so zhrnutim dosiahnutych informacii.



1 POLYMERAZOVA RETAZOVA REAKCIA

Metoda PCR je zékladnou technikou vyuzivanou v medicine, molekularnej biologii
a genetike. Umoznuje namnozenie definovaného tiseku molekuly DNA z minimélneho
mnozstva vzorku. Jej objav od roku 1983 prispel k vyznamnému rozvoju vedy
a priniesol objavitelovi biochemikovi Dr. Kary Banks Mullisovi v roku 1993 Nobelovu
cenu za chémiu.

Svoje vyuzitie metéda nasla pri detekeii ochoreni (geneticky podmienené ocho-
renia a znaky, nddorové a infek¢né ochorenia) véetne prenatalnej diagnostiky,
vo forénznej genetike (identifikdcia os6b), zivocisnej a rastlinnej vyrobe (detekcia
kmenovych a druhovych odlisnosti, paternita, populaénd analyza), potravinarstve

(identifikdcia surovin, pritomnosti patogénov) a v mnohych dalsich odvetviach [16].

1.1 Princip metédy

Princip je zalozeny na c¢innosti DNA polymerdzy amplifikujicej vlakno DNA.

Nakolko DNA polymeraza nedokéaze syntetizovat nové vlidkno DNA od zadciatku,
potrebuje tzv. primer. Primer je kratky tisek DNA presne komplementarny k 3°-
koncom DNA vlakien. Na dané vlakna sa dalej Specificky viazu deoxynukleotidtri-

fosfaty, DNA polymeraza a templatova DNA.

[ ] — [ ] — | 1
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Obr. 1.1: Tri cyklické kroky PCR: denaturacia, hybridizacia primerov (annealing)

a polymerizdcia. Dané cykly sa opakuju n-krat [19].

Na zaciatku metody dbéjde k zahriatiu templatovej DNA na 95 °C, ktoré sposobi
jej denaturaciu, rozpletie sa na dve jednotlivé vlakna. Rozpletenie umozni primerom
naviazat sa (hybridizovat) na komplementarne vldkna DNA. Tento krok prebieha
v zavislosti od viacerych faktorov pri teplote v rozsahu od 45 °C do 70 °C. DNA
polymeraza nasledne dosyntetizuje komplementdarne DNA vldkna, pricom syntéza
zacina od 3 “-koncov naviazanych primerov. Optimélna teplota pre DNA polymerazu

je 37 °C, momentalne sa vSak bezne vyuziva Siroka paleta DNA polymeraz
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z termofilnych mikroorganizmov, ktorych teplotné optimum je 72 °C. Ich vyhoda
spociva v odolnosti voci teplotam denaturacie a preto ich nie je potrebné pocas
reakcie znova pridavat. V dalsom kroku slizi novosyntetizovany produkt ako templat

pre dalsiu reakciu, pricom mnozstvo DNA koépii sa v kazdom cykle zdvojnasobuje

(Obr. 1.1) [16].

1.2 Optimalizacia priebehu PCR

Kazda PCR reakcia sa da modifikovat pre produkciu ¢o najvéicsieho vytazku pri vyso-
kej Specificite a citlivosti. Na priebeh reakcie posobia faktory, ktoré treba zohladnit,
medzi ktoré patria: vyber a koncentracia primerov, stanovenie teplot, koncentracia
a typ DNA polymerézy, koncentracia horecnatych iontov a iontova sila reakéného

roztoku, po¢et amplifikacnych cyklov a pridavok aditiv [16].

1.2.1 Vyber teplot pre priebeh reakcie

V priebehu PCR reakcie si potrebné tri teploty, ktoré zabezpecuju denaturaciu
DNA, Specifické naviazanie primerov na templat a polymerizaciu vlakna.

V typickej PCR reakcii sa dvojzavitnicovhi DNA denaturuje pri teplote medzi
90 °C az 95 °C. Naviazanie primerov prebieha pri teplote v rozmedzi 40 °C az 60 °C,
pri¢om teplota hybridizicie primerov zévisi od poétu GC parov, dlzky samotnych
primerov a koncentracie soli v reakcii. Vypocet danej teploty vychadza z empirického

vzorca:

T=4-(G+C)+2-(A+T)—4-C (1.1)

Premenné G,C,A a T znacia pocet danych jednotlivych dusikatych baz. Polymeri-
zacia vyzaduje teplotu medzi 70 °C a 75 °C [16].

1.2.2 Pocet amplifikaénych cyklov a ti¢innost PCR

Amplifikacia je exponencialny proces, pri ktorom malé odchylky v reakcii mézu
vyrazne zmenit vytazok produktov. Z dévodu, ze té¢innost PCR sa znizuje vo vyssich
fazach amplifikacie, hlavne v désledku vycerpania jednotlivych reakénych komponen-
tov, znizeniu enzymatickej aktivity a akumulacii produktov, sa produkty analyzuja
iba pocas exponencialnej fazy amplifikacie. Mnozstvo PCR produktov narasta expo-
nencialne do koncentricie zhruba 1078 mol/l, linedrne do 10~ mol/1 [16].
Optimalny pocet cyklov je 25 az 35. Zvysenie poctu cyklov indukuje akumu-
laciu nespecifickych produktov PCR. V pripade potreby amplifikdcie daného tseku
na viac cyklov sa odobera cast produktu po prvej amplifikicii, ktora sluzi ako tem-

plat pre druhi amplifikdciu [16].
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2 PCRTERMOCYKLER A JEHO PRACOVNY
CYKLUS

Priebeh PCR je mozny pomocou PCR termocykléru. Ide o laboratérny pristroj,
ktory zabezpecuje niektoré faktory posobiace na reakciu ako si udrzanie a zmena
teplot v priebehu reakcie v ¢ase a zaroven je schopny cyklovat dané zmeny sposo-
bujice pocetné amplifikacie, od ¢oho sa odvijaji hlavné parametre a kladené pozia-
davky na jeho funkénost.

V ramci jeho pracovného cyklu je sledovana rychlost dosiahnutia stanovenej
maximalnej teploty, gradient pribytku teploty za jednotku casu (°C/s), schopnost
udrzania stability teploty pri prechode z ohrievania na ochladzovanie a naopak, ale

i pocas fazy bez pozadovanej zmeny.

2.1 Teplotna krivka pracovného cyklu

teplota 100
Q)

To

B0 -

60 -

40 -

x pocet cyklov

20 -

tas

Obr. 2.1: Krivka posobenia teploty na vzorky.

Ty, T3 - teplota denaturécie, T} - teplota annealingu, 75,7} - teplota polymerizécie.
Os c¢asu nie je popisatelnd vzhladom k velkej variabilite hodnot pocas pracovného
cyklu (ide o priblizni schému). Pre predstavu st hodnoty ¢asov pdsobenia tepldt
pre Ty priblizne 15 min, v cykle pre teploty 71,75, 75 priblizne 20 s pre kazdu a pre

T, priblizne 5 min.
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Pocas pracovného cyklu sa pristroj snazi splnit a zachovat teplotnu krivku po6-
sobenia teploty na vzorky v c¢ase (Obr. 2.1). Vzorky z teploty prostredia najskor
zahreje a zahrieva na teplote denaturacie DNA, nasledne vykona niekolko opakuju-
cich sa cyklov s teplotami annealingu, polymerizacie a denaturacie, nakoniec podrzi
teplotu pre polymerizaciu a podchladi vzorky na maximalnu moznu teplotu efek-
tivne vztiahnuti k c¢asu. Podchladenie sa vykonava vzhladom k ich néaslednému
uchovavaniu v chladiacich zariadeniach.

Uzivatel pred samotnym pracovnym cyklom musi definovat parametre reakcie,
konkrétne hodnoty pre teplotnu krivku: teplotu denaturacie DNA, teplotu annea-
lingu, teplotu polymerizécie, ¢as trvania prvého ohrevu spésobujiceho denaturaciu,
dlZku trvania posobenia teploty annealingu, polymerizdcie a denaturdcie v amplifi-

kacnom cykle, pocet amplifikacnych cyklov a ¢as trvania poslednej polymerizacie.

2.2 Parametry komercnych PCR termocyklérov

Vyrobcovia pristrojov sa vo vyvoji stretdavaju s vyzvou docielit najlepsie mozné po-
zadované parametry s ich najefektivnejSiou kombinaciou v zaujme dosiahnut ¢o naj-
lepsiu funkénost pracujiceho systému a tak zabezpecit ¢o najidedlnejsie zachovanie
pozadovanej teplotnej krivky a priebehu cyklu. Tato skutoc¢nost je pricinou velkého
rozmedzia pontkanych komercnych pristrojov, ktoré umoznuje optimalny vyber po-
zadovaného pristroja a tak aj prevedenie samotnej reakcie PCR. Specifikicie a pa-
rametre jednotlivych pristrojov st volne dostupné v brozurach predajcov spolu
s dosiahnutymi vysledkami. Zaroven si dostupné mnohé porovnania vyrobcami uva-
dzanych a redlne dosiahnutych hodnot.

Medzi komercéne ponikanymi pristrojmi boli vybrané pristroje roznych vyrob-
cov pre predstavu konkrétnych dosiahnutelnych zakladnych parametrov pre navrh

nového PCR termocykléru, ktoré si pozadované v ramci beznej praxe (Tab. 2.1).

Rozmedzie tepl6t Presnost teploty Teplotna uniformita Napajacie parametry

100-240V
ProFlex 96-well Thermal Cycler 0-100°C +0,25°C <0,5°C 50-60Hz

max. 950 W
100-150V /220-240V

Bio-Rad T100TM Thermal Cycler 4-100°C +0,50°C +0,5°C 50- 60 Hz;
max. 700 W

+0,25°Cpre 55 °C 85-265V

SensoQuest Labcycler 5-999°C - +0,40 °Cpre 95 °C 50 - 60 Hz
max. 350 W

0,1°Cpre55°C 100-240V

Bioer GeneMax 4-105°C 0,15°Cpre72°Ca95°C 0,2°C 50 - 60 Hz

max. 600 W

Tab. 2.1: Zékladné uvadzané parametre komerénych termocyklérov [7][15][8][25].

~ uvedend informacia nie je dostupna
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Tymito parametrami si Rozmedzie teplot, Presnost teploty, Teplotnd unifor-
mita, Mazimdlny viykon a napajacie parametre. Rozmedzie teplot uddava mozny rozsah
pracovnej teploty, teploty volitelnej pre pracovni krivku. Presnost teploty definuje
odchylku realnej teploty od meranej a zobrazovanej teploty. Teplotnd uniformita
reprezentuje rozdielnost jednotnosti hodnét teploty vo vzorkach [18].

Zéaroven boli preskimané odlisnosti v oficidlne uvedenych a redlne ziskava-
nych /nameranych charakteristikich a parametroch na priklade priemerného maxi-
malneho gradientu pribytku teploty za jednotku casu (°C/s) réznych vyrobcov pre
postdenie doveryhodnosti uvddzanych hodnét (Tab. 2.2) [26]. Tieto zistenia viedli
k postideniu redlne dosiahnutelnych moznosti a zisteniu nakolko striktne treba cielit

kritéria navrhu voéi uvadzanym komerénym termocyklérom.

ProFlex 96-well Thermal Cycler Bio-Rad T100™ Thermal Cycler

Publikované Merané Publikované Merané
Ohrev Chladenie Ohrev Chladenie Ohrev Chladenie Ohrev Chladenie
6,0 6,0 6,4 5,9 4,0 4,0 2,6 1.6
Publikované Merané Publikované Merané
Ohrev Chladenie Ohrev Chladenie Ohrev Chladenie Ohrev Chladenie
4,2 3,6 3,7 3,2 5,0 4,0 4,6 3,5

Tab. 2.2: Porovnanie Priemerného mazimdl. gradientu pribytku teploty (°C/s) [26].
Vybrané termocykléry pochadzaju od réznych vyrobcov. Medzi publikovanymi hod-
notami a meranymi hodnotami st odchylky znaciace horsie vlastnosti parametru

ako je vyrobcami prezentované.



3 NAVRH A REALIZACIA HARDWARU
TERMOCYKLERA

Pre uskutoc¢nenie metédy PCR je zakladom ohrievanie a ochladzovanie vzoriek, ktoré
sa vkladaji do termocykléru v mikrokyvetéch. Standardné konstrukcie komerényrch
PCR termocyklérov pozostavaji z priamého ohrievania a ochladzovania kovového
bloku Peltierovymi ¢lankami s poziadavkou na vysoké vykony, na ktorom st umiest-
nené velké mnozstva mikrokyviet v radoch [3].

Vytvoreny navrh je jedinecny a snazi sa odstranovat limity danych rieseni. Od-
deluje ohrievanie a ochladzovanie na dva samostatné a nekonvencne realizované sys-
témy. Oddelenie ohrievania a ochladzovania bolo zvolené z dévodu pomerne vysokej
zotrvacnosti Peltierovych ¢lankov, ktoré spdsobuju prirastok teploty v momentoch
po vypnuti, ked uz je jej rast neziadany a zaroven vyzaduje vysoké vykony ¢lankov.

Namiesto Peltierovho ¢lanku boli pre ohrievanie zvolené topné patrony (car-
tridge heaters), ktoré si schopné zastavenia ohrevu takmer okamzite. Zaroven s
schopné rovnomerného ohrevu mikrokyviet pri vhodnom umiestneni spésobom, ze
ich symetricky obklopuju narozdiel od komerénych PCR termocyklérov, v ktorych
ohrievanie pdsobi plosne a tak dochadza k znacnej zmene Teplotnej uniformity roz-
nych vzoriek v rdmci vloZenych radov v konstrukcii (Podkapitola 2.2) [27].

Ochladzovanie sice funguje pomocou tradi¢ne vyuzivaného Peltierovho ¢lanku,
v tomto pripade je vSak vlozeny do systému rozdielne a tak postva vyuzitie jeho
vlastnosti pomocou podchladzovania vzduchu a jeho néslednej distribticie v mo-
mente pozadovaného chladenia.

Dané dva systémy st spolo¢ne regulované a spustané v priebehu pracovného
cyklu pomocou mikrokontroléru na zaklade aktualnej meranej teploty snimanej za-
budovanym teplotnym senzorom tak, aby zachovavali konkrétnu teplotni krivku
pracovného cyklu, ktorej parametry su nastavené uzivatelom prostrednictvom uzi-
vatelského rozhrania (Podkapitola 2.1).

3.1 Konstrukcia prostredia pre pracovny cyklus
PCR

Zakladnou castou celého termocykléru je konstrukcia, ktora slizi na umiestnenie
mikrokyviet. Nielenze tvori podporu pre mikrokyvety obsahujice vzorky pre reak-
ciu, jej hlavnou tlohou je vytvorit prostredie, ktoré spaja systémy zabezpecujice
teplotné zmeny a ich riadenie. Konstrukcia je kovovy blok, ktory obsahuje 3 vstupy

pre ulozenie mikrokyvet, vstup pre umiestnenie teplotného senzoru, 3 vstupy pre
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aktivny systém ohrievania pomocou topnych patron a mriezku tunelov, ktora vy-
tvara prieduchy pre distribuovany vzduch pomocou systému ochladzovania (Obr.

3.1). Celkové rozmery konstrukcie ako kovového bloku st 40 mm x 50 mm x 25 mm.

Obr. 3.1: Konstrukcia prostredia pre pracovny cyklus PCR.

Fotografia verzie konstrukcie v testovacom materidle - hlinikové prevedenie.

Vstupy pre ulozenie mikrokyviet zachovavaji rozmery casti pouzivanych mik-
rokyviet, casti v tvare zrezaného kuzela, s tmyslom zabezpecit tplné dolahnutie
mikrokyvety v otvore pre idedlny prenos teploty na vzorky (Obr. 3.2). Hibka vstup-
ného otvoru pre jednu mikrokyvetu je 10,75 mm, pricom priemer otvoru na povrchu
je 6,2 mm a priemer na dne je 2,8 mm. Vstup pre umiestnenie teplotného senzoru
je umiestneny v bode, ktory je symetricky v ramci kovového bloku k poziciam ob-
sahujicim vzorky.

6.2 mm

1

10,00 mm

= 20,75 mm

10,75 mm

2.8 mm

Obr. 3.2: Rozmery pouzivanych mikrokyviet.
Rozmery boli namerané opakovanym meranim pomocou posuvného meradla.
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Systém aktivneho ohrievania vyuzivajuci 3 vstupy je umiestneny obklopujic
mikrokyvety symetricky. Vyhrevné casti topnych patron st umiestnené osovo si-
merne voc¢i mikrokyvetam, takze jednotlivé topné patrony st zasunuté v konstrukci
do hibky 30 mm so vstupom totoZnym s ich priemerom (Obr. 3.3).

Mriezka tunelov pre systém ochladzovania je tvorena tunelmi prechadzajicimi
naskrz celym kovovym blokom z jeho oboch stran, v centrach ich stretov sa ne
napajaju tunely vedice zo spodnej ¢asti kovového bloku (Obr. 3.3). Priemer tychto

tunelov je 60 mm.

Obr. 3.3: Pohlad na mriezku tunelov a zasunuté topné patrony v konstrukcii.

Fotografia verzie konstrukcie v testovacom materidle - hlinikové prevedenie.

Nakolko cely priebeh termocykléru sa odohrava pomocou kovovej konstrukcie
na principe vodivosti tepla a zaroven hlavnym dovodom oddelenia systému ohrie-
vania a ochladzovania bola vysoka teplotna zotrvacnost, vyber pouzitého kovového
materidlu konstrukcie na zaklade jeho fyzikalnych vlastnosti bol kltucovy. Material
potrebuje zabezpecif ¢o najlepsie vedenie tepla a zaroven umoznit jeho rychlu zmenu,
nesmie teplo dlhodobo zadrziavat. Med ako vybrany material tymito vlastnostami
disponuje s vysokou tepelnou vodivostou 335 az 400 W.m~'. K~! a pomerne niz-
kou mernou tepelnou kapacitou rovnou okolo 383 az 393 J.kg=t. K~!. O nieco horsie
vlastnosti ma hlinik, ktory pri vyvoji moznosti konstrukcie slizil ako testovaci mate-
rial a bol zvoleny pre jeho nizsiu nédkladovost a jednoduchsiu obrabatelnost vzhladom
k opakovanému zhotovovaniu konstrukcie. Jeho tepelna vodivost je rovna okolo 180
az 240 W.m~ 1 K~! a merna tepelnd kapacita 879 az 896 J.kg™'. K~ [29].
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3.2 Meranie teploty systému a prebiehajicej PCR

Priebeh pracovného cyklu je zavisly na neustdlom merani aktualnej teploty, ktora
tvori smerodatni zlozku pre rozhodovanie firmwaru pri riadeni termocykléru. Zaro-
ven je informativne zobrazovand uzivatelovi pre orientaciu v zadanom pracovnom
cykle a vizualnu kontrolu jeho stavu. Je monitorovana pomocou teplotného senzoru,
ktory je zabudovany v konstrukcii s mikrokyvetami so snimacou ¢astou v bode sy-

metrickom k pozicidm obsahujicim vzorky (Obr. 3.4).

Obr. 3.4: Umiestnenie teplotného senzora v konstrukeii.
Teplotny senzor je umiestneny v pozicii symetrickej k poziciam vsetkych mikrokyviet

so vzorkami.

Urcéend pozicia zabezpecuje meranie rovnakej hodnoty teploty aka posobi
na vzorky v mikrokyvetach a odstranuje nepresnost vyuzitia kalibracnej krivky,
ktorou by mohli byt hodnoty prepocitavané pri pripadnom umiestneni senzoru
v okrajovom bode konstrukcie. Dana nepresnost by mohla znacne ovplyvnit a zvysit
chybu, ktora by v rozhodovani firmwaru znacne ovplyvnila celtd ¢innost pracovného
cyklu a tak spdsobila nepresné posobenie teploty na vlozené vzorky.

Popri vhodnom umiestneni snimacieho senzoru je hlavnym parametrom, ktory
vyznamne ovplyviiuje chybu systému a merania Presnost teploty (Podkapitola 2.2).
Na zéklade daného parametru je zdsadna vhodna volba pouzitého teplotného sen-
zoru v zaujme minimalizovania rozdielu medzi realnou a meranou teplotou. Pre tento
systém bolo konkrétne zvolené digitalne teplotné ¢idlo DS18B20, ktorého vyrobca
udéava kalibrovani presnost 0,5 °C, uvadzand je ale aj presnost 0,05 °C v praxi,

schopné merat teplotu v rozsahu -55 az 125 °C, ¢o pre konkrétnu aplikdciu daného
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senzoru idealne vyhovuje a koresponduje s hodnotami dosiahnutymi vyrobcami ko-
merénych termocyklérov (Tab. 5.1) [20]. Rozmery pouzitého teplotného ¢idla st

definované dlzkou 30 mm a priemerom 5 mm, je napajané 5 V.

3.3 Systém ohrievania vzoriek

Navrhnuty systém ohrievania vzoriek je tvoreny aktivnou a pasivnou castou pre
umoznenie priebehu PCR. Aktivna cast sltzi k vyhrievaniu vzoriek umiestnenych
v mikrokyvetach a tak k dosiahnutiu teplot pre priebeh pracovného cyklu podla
teplotnej krivky PCR. Pasivna cast sa nezicastnuje na priebehu pracovného cyklu,

zahrieva viecka mikrokyviet.

Obr. 3.5: Zabudovanie topnych patron v konstrukeii v 3 vstupoch do hibky 30 mm.

V aktivnej ¢asti boli k vyhrievaniu vzoriek zvolené 3 topné patrony (cartridge
heaters) umiestnené vo vstupoch konstrukcie s mikrokyvetami. Rozmiestnené boli
v rovnakej trovni symetricky okolo umiestnenych mikrokyviet z dévodu rovnomer-
ného Sirenia tepla materidlom ku mikrokyvetdm a tak rovnomerného zahrievania
vzoriek (Obr. 3.5). Tymto rieSenim by mala byt maximalizovana Sanca dosiahnutia
najlepsej hodnoty zdkladného parameteru Teplotnd uniformita (Podkapitola 2.2).

Konkrétne topné patrony boli vyberané podla informacii uvedenych vyrobcom
na zaklade poziadavok na dostatocny vykon a celkové rozmery. Specifikicie kazdej
zvolenej patrony st rovnaké. Rozmery st definované dizkou 20 mm a priemerom
6 mm, vykon je 40 W (teda celkovo 3 x 40 W) a napéjacie napétie 12 V. Dlzka
privodnych kablov je 100 cm. Topné patrony s zhotovené z nerezovej oceli s vodi¢mi
chranenymi teplotne odolnou silikénovou izolaciou. [4].

Pasivna c¢ast systému zahrievajuca viecka mikrokyviet zahrnuje riesenie prob-

lému préace s biologickym materidlom, ktorym dané vzorky si. Vplyvom ohrievania
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vzorku moze v mikrokyvetach fyzikalne dochadzat k odparovaniu jeho kvapalnych
casti a tak nasledne vznikat neziaduce zhustovanie roztoku. Odstranenie neziadticeho
efektu ukladania zhustenych casti na spodku mikrokyvety a koncentrovania vypare-
nej kvapalnej casti na povrchu vediceho k neziadanym a neefektivnym chemickym
reakciam pocas pracovného cyklu ma vdaka svojim vlastnostiam zabezpecovat poly-
imidova odporova félia [9]. Svojou schopnostou plosne ohrievat odstranuje problém
delenia zloziek roztoku spatnym skvapaliovanim vyparovanych casti roztoku.
Ohrievanie zabezpecuje pomocou elektricky vodivého povrchu, ktory zaistuje
odporova vrstva uhliku s definovanou povrchovou rezistiviou nanesena na polyimi-
dovej folii. Okrem vlastnosti vyborne viest teplo je odporova vrstva nestieratelna,
odolna voci praskaniu, starnutiu a chemicky stabilnd. V danej aplikacii je vrstva
nanesend jednostranne s hritbkou 50 pm s povrchovou rezistivitou 120 Q/cm?

a rozsahom pracovnych tepldt -60 az 200 °C [12].

3.4 Systém ochladzovania vzoriek

Ochladzovanie vzoriek je vysledkom spoluprace sucasti elektro-mechanického sys-
tému zlozeného z Peltierovho ¢lanku, chladica, 2 ventilatorov, kovovej mriezky

a mriezky tunelov v konstrukcii s mikrokyvetami (Obr. 3.6). Je dosiahnuty pro-
cesom, ktory pozostava z podchladenia vzduchu v objeme kovovej mriezky a jeho
distribucie do konstrukcie s mikrokyvetami.

Zdrojom chladu systému je Peltierov ¢lanok, ktory sa fyzikalne prejavuje ako
tvorca dvoch rozdielnych teplot na stykoch jeho vodi¢ov. Vybrany Peltierov élanok
v rozmere 40,0 mm x 40,0 mm s vyskou 3,3 mm obsahuje 127 parov PN prechodov.
Napéajany je 12 V pri vykone 89 W. Okolo obvodu ¢lanku je naneseny silikon, ktory
zaistuje vodeodolnost [I1]. Pre lepsi kontakt s okolitymi telesami je natreny teplotne
vodivou pastou.

Zabezpecenie ¢o najvacsieho chladenia je zavislé na odvode tepla z tepelne
salajucej strany Peltierovho ¢lanku. Odvod je zabezpeceny pripevnenym chladi¢om
(kovovy rebrovany blok) na salajicu stranu a ventildtorom odvadzajicim jeho teplo.

7, druhej strany Peltierovho ¢lanku, na jeho chladiacej strane, je pripevnend
kovova mriezka, ktorej podstatou je vytvorit prostredie s podchladenym vzduchom.
Miera schopnosti podchladzovania vzduchu je urcena vlastnostami pouzitého mate-
ridlu pre dani mriezku. Vyzaduje sa schopnost ¢o najvacsieho ukladania pdsobiacej
teploty, takze vhodnym aplikovatelnym materidlom je hlinik vdaka svojej vysokej
mernej tepelnej kapacite rovnej okolo 879 az 896 J.kg=L.K~! [18].

K podchladzovanej mriezke je zaroven pripojeny ventilator, ktory smeruje
prud podchladeného vzduchu a privadza ho ku kovovej konstrukeii, ktora obsahuje

mriezku tunelov.
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Mriezka tunelov tvori posledny clanok systému. Vytvara priechody pre prudy
podchladené¢ho vzduchu prechédzajiceho danou konstrukciou, ktoré podchladzuju
materidl, v dosledku ¢oho st ochladzované vzorky. Mriezka zaroven zmensuje mnoz-

stvo hmoty, v ktorej dochadza k teplotnej vymene a odvadza teplo z konstrukcie.

OO0
ooOO

Obr. 3.6: Schéma systému ochladzovania vzoriek.

Na okrajoch obréazku st zobrazené dve vrtulky symbolizujice 2 ventildtory. Stvorec
s vodorovnymi pruhmi symbolizuje chladié, ¢ierny obdlZnik Peltierov ¢lanok. Stvorec
so zvislymi ¢iarami symbolizuje kovovii mriezku, na ktorej je zobrazena konstrukcia

s mikrokyvetami.

3.5 Uzivatelské rozhranie pre ovladanie

pracovného cyklu

Nakolko kazda PCR vyzaduje definovanie vlastnych hodnot pre teplotni krivku prie-
behu (Podkapitola 2.2), okrem spustenia a vypnutia pracovného cyklu by uzivatelovi
malo byt umoznené externé riadenie pracovného cyklu s uzivatelskym prostredim,
ktoré umoznuje volbu danych hodnét. V ramci uzivatelského prostredia musia byt
zaradené aktivne prvky a pasivne prvky, ktoré umoznuju zadavanie a vizualnu kon-
trolu zadanych parametrov. Podla zasad tvorenia uzivatelského prostredia by uziva-
telské prostredie malo byt ¢o najviac jednoduché a intuitivne. S ohladom

na narocnost ovladania pristroja je uzivatelsky najvhodnejsou volbou vyuzitie LCD

displaya spolu s tlac¢itkom vo forme rotacného enkodéra.
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Display ako pasivny prvok slizi na zobrazovanie kratkych pokynov pri nastavo-
vani, zobrazovanie nastavovanych hodnot a orientaciu v pracovnom cykle s popisom
pozicie na teplotnej krivke a aktudlnej teploty. Tieto informacie st pri interakcii
s uzivatelom pomerne kratke a tak nie je potreba velkej informacnej plochy. Pre po-
uzitie bol vybrany display s dostato¢nymi rozmermi samotnej informacnej plochy;,
ktory umoznuje zobrazovanie 20 znakov v rozmere 4 riadkov s celkovymi rozmermi
modulu 98 mm x 60 mm x 12 mm. Modul ma modré podsvietenie a je napdjany 5
V DC [1].

Aktivny prvok, ktorym je tlacitko, bol zvoleny vo forme rota¢ného enkodéru.
Rotacny enkodér je efektivne spojenie schopnosti pre rychle interakcie. Spaja schop-
nost rychleho presunu po velkom rozsahu pontkanych hodnot teploty, ktort si uziva-
tel voli otacanim tlacitka a zaroven jeho stlacenim v tomto bode umoznuje potvrdit
uzivatelovi svoj vyber [28]. Konkrétny typ pouzitého rotaéného enkodéru je KY-040,
ktory pripisuje 20 pulzov na jedno otocenie. Napajany je 5 V a jeho rozmery ako
tlac¢itka st 31 mm x 19 mm x 29 mm [23].

3.6 Elektrické zapojenie casti hardwaru

Medzi jednotlivymi ¢astami podielajticimi sa na funkcii PCR termocykléru je vytvo-
reny elektricky obvod riadeny mikrokontrolérom Arduino Uno s pracovnym napétim

5V [3], ktory obstardva funkénost celého pristroja pomocou riadenia jeho podjed-
notiek (Tab. 3.1).

mikrokontrolér 1 kus
spinany zdroj 1 kus
tranzistor typu MOSFET 4 kusy
teplotné cCidlo 1 kus
topna patrona 3 kusy
polyimidova odporova félia 1 kus
Peltierov clanok 1 kus
ventilator 2 kusy

LCD 1 kus

I12C zbernica 1 kus
rotacny enkodér 1 kus

Tab. 3.1: Zoznam casti PCR termocykléra.

Vymenované ¢asti st uvedené so svojim pouzitym mnozstvom v elektrickom obvode.
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Tieto podjednotky tvori teplotny senzor, 3 topné patrony s polyimidovou od-
porovou féliou, Peltierov ¢lanok s ventilatormi a LCD s rotacnym enkodérom, ktoré
si napajané na spinany zdroj znacky MEAN WELL s vystupnym napatim 12 V,
vystupnym pridom 20 A a vykonom 240 W [14]. Casti podjednotiek, ktoré si vy-
uzivané iba docasne pocas pracovného cyklu su spinané riadiacou jednotkou pro-
strednictvom tranzistorov IRF740 druhu MOSFET (Obr. 3.7).

Obr. 3.7: Spinacie jednotky riadiaceho systému.
Elektricky obvod pomocou tranzistorov typu MOSFET samostatne spina Peltierov
¢lanok (tranzistor na spodku obrazka) alebo 3 topné patrony (3 tranzistory od vrchu

obrézka), ktoré spina stcasne.

Specidlne pripojenie na komunikiciu s mikrokontrolérom vyuziva LCD pro-
strednictvom I2C zbernice s napajacim napatim 5V. Umoznuje prevod 16 pinov

LCD na 4 piny, ktoré st napdjané na mikrokontrolér (Obr. 3.8) [2].

o
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Obr. 3.8: Pripojenie 12C zbernice k LCD.
Prepojenim I12C zbernice k LCD na plosnej doske sa piny zredukovali na pin GND
(uzemnenie), pin VCC (zdroj napétia), pin SDA (RX data) a pin SCL (TX data).
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Do elektrického obvodu st zaroven zaradené kombinacie kondenzatorov a re-
zistorov s charakteristickymi hodnotami pre dané pouzitie, ktoré sa pripajaju ku
vstupom do mikrokontroléra. Zabranuju vyskytom falosnych signdlov, ktoré moézu
vznikat pri prechodovych javoch (pouzitie pri zapojeni rotacného enkodéra), v pri-

pade ich umiestnenia pri napédjani su blokujice (Tab. 3.2).

Rezistor R1 10k
Rezistor R2 ak7
Rezistor R3 1M
Rezistor R4 1M
Rezistor RS 1M
Rezistor R6 1M
Kondenator C1 22 nF
Kondenator C2 22 nF
Kondenator C3 22 nF

Tab. 3.2: Zoznam pouzitych rezistorov a kondenzatorov.
Rezistory a kondenzatory si uvedené s ciselnymi znaceniami vyjadrujucimi ich

hodnotu elektrického odporu alebo elektrickej kapacity.

Zapojenie funkéného elektrického obvodu neobsahuje zapojenie polyimidovej
odporovej félie, ktora bude poslednym prvkom vo vyvoji celého termocykléru. Jej
zapojenie totiz suvisi s umiestnenim do vonkajsiecho obalu priliechajiceho na mikro-

kyvety.

24



4 RIADIACI FIRMWARE TERMOCYKLERA

Celé cinnost PCR termocykléru je ulozena v mikrokontroléri Arduino Uno, ktory
pracuje pomocou Struktir jazyka Wiring. Funkénost pristroja pozaduje vstupovanie
do pracovného kédu uzivatelom, ktory voli ¢innost termocykléru a nastavuje kon-
krétne hodnoty. Nastavenie sa vykonava prostrednictvom uzivatelského rozhrania,
ktoré umoznuje interakciu uzivatela s s PCR termocyklérom po spusteni pristroja
alebo po ukonceni pracovného cyklu PCR. Pocas priebehu samotnej PCR nie je
mozné prenastavovat zvolené hodnoty.

Pri zapojeni pristroja do zasuvky sa pristroj automaticky zapne a pontikne
moznost zadania parametrov pracovného cyklu uzivatelovi. Po potvrdzujicom stla-
¢eni tlacitka sa zobrazi séria po sebe nasledujicich pokynov na zadanie konkrétneho
parametru teplotnej krivky pracovného cyklu (Podkapitola 2.1) s poziadavkou
na vyber hodnoty, ktora sa meni rotaciou tlacitka a potvrdzuje jeho stlacenim. Uzi-
vatelské prostredie v kazdom pokyne pontkna zaciatoénti hodnotu, ktora je zvolena
na zaklade pravdepodobnosti vzhladom k volenym hodnotam v rozsahu hodnét pou-
zivanych pre parameter (Podkapitola 1.1). Po zadani parametrov ziada potvrdzujici

pokyn pre sthlas so spustenim pracovného cyklu (Obr. 4.1).

Zadaite rarametre
Fre FPCR.

Stlacte tlacidlo
Frre wolby hodaot.

Obr. 4.1: Zobrazenie vyberu zo série pokynov v ramci uzivatelského prostredia.
Zobrazeny je uvitaci pokyn po zapnuti pristroja, pokyn pre zadanie konkrétneho
parametru s moznostou volby hodnoty (dynamicky sa meniaca pri rotacii tlacidla)

v spodnom riadku a pokyn pre zahajenie pracovného cyklu.
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Vo faze priebehu pracovného cyklu nie je mozné do pristroja zasahovat. Pri-
stroj na LCD zobrazuje uzivatelovi aktualny stav, v ktorom sa pracovny cyklus
nachidza. Na pozadi prebiehaji rozhodovacie cykly pre spinananie systému ohrie-
vania alebo systému ochladzovania vzorkov vdaka ¢innosti teplotného senzoru podla
nastavenych parametrov.

Po skonceni PCR sa automaticky prenastavuju parametre teplotnej krivky na
defaultne zvolené, ktoré budi znova pontknuté v nasledujicej kaskade pokynov
volby parametrov teplotnej krivky pre dalsiu PCR. Uzivatelské prostredie automa-
ticky znovu umoznuje volbu nového pracovného cyklu a jeho parametrov uzivatelovi.
Uzivatel sa dostava do rovnakého bodu v programe PCR termocykléru ako bolo vys-

Sie uvedené .

4.1 Nastavenie pracovného cyklu uzivatelom

Uzivatelské prostredie funguje na zaklade spoluprace LCD, I2C zbernice a rotac-
ného enkodéru riadenych mikroprocesorom. Tieto komponenty spolo¢ne zobrazuju
pokyny pre uzivatela a reakciu na jeho otacanie a stlacanie tlacitka.

Pre zobrazovanie na LCD vyuziva mikroprocesor spolu s I12C zbernicou stia-
hnutt open-source kniznicu <LiquidCrystal 12C.h>, v ramci ktorej st vyuzité za-
kladné funkcie led.begin(), led.setCursor() a led.print(), ktorymi s vypisované po-
kyny pre uzivatela [21].

Rotacny enkodér sprostredkiva informéaciu o svojom mechanickom stave pro-

strednictvom pinov. Rotécia je zaznamenana pomocou pinov pinCLK a pinDT.
V pripade zmeny stavu na tychto pinoch dochédza k prepisu premennych definujui-
cich parametry teplotnej krivky. Stlacenie pomocou pinu pinSW vybera pontkant
moznost, posuva uzivatela dalej prostredim alebo uklada premennii navolent pomo-
cou pinov pinCLK a pinDT v zavislosti na aktudlnom pokyne, ktory je zobrazeny
na LCD [21].

4.2 Rozdelenie riadiaceho systému na funkcné

podjednotky

S pristupom k navolenym parametrom teplotnej krivky st definované 3 teploty
a 4 casové useky, ktoré vytvaraju oblasti pre orientaciu rozhodovacieho systému.
Parametre charakterizuji body prepnutia medzi jednotlivymi riadiacimi funkciami,

body spinania systému ohrievania a systému ochladzovania.
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Okrem priebehu maximalneho zachladenia st pre celkovy priebeh ¢innosti cha-
rakteristické 3 opakované poziadavky: maximélne ohrievanie do urcitej teploty, ma-
ximalne ochladzovanie do urcitej teploty a udrzanie rovnakej teploty po definovani
dobu. Tento fakt vedie k rozdeleniu rozhodovacieho systému vyuzivajiceho 3 opa-
kujice sa funkcie vyvolavané inymi postupujicimi funkciami v kdde.

Po celi dobu je riadenie systému korigované pomocou porovnavania aktudl-
nej meranej teploty s definovanymi teplotami. Aktudlna merana teplota je merana
teplotnym ¢idlom pomocou kniznic <OneWire.h> a <DallasTemperature.h> a ukla-

dana v premennej teplota.

4.2.1 Maximalne ohrievanie do definovanej teploty

Vo faze pracovného cyklu s podmienkou dosiahnutia definovanej teploty, ktora je
vyssia ako je aktualna teplota je logické vyuzit maximélne schopnosti systému ohrie-
vania vzoriek a nepouzivat systém ochladzovania vzoriek.

Sposobom dosiahnutia tychto cielov je zopnutie pinu pre ohrievanie,pinu pin-
Car na maximum a vypnutie pinu pre ochladzovanie, pinu pinChlad. Spinanie je
rieSené na analégovych hladindch v rozsahu 0 az 255, ktoré dodavaju velkost vy-
konu do spinanych jednotiek imerne s hodnotou nastavenej hladiny. K tomuto sa
vyuziva prikaz analogWrite(), konkrétne pre poziadavku maximélneho ohrievania
vznikd kombindcia prikazov analogWrite(pinCar,255) a analogWrite(pinChlad,0).
Posobenie prikazov s tymito hodnotami trva po dosiahnutie aktualnej teploty rovne;j

definovanej teplote minus konstanta konst_kmit (Podkapitola 4.2.4).

4.2.2 Maximalne ochladzovanie do definovanej teploty

Vo faze pracovného cyklu s podmienkou dosiahnutia definovanej teploty, ktora je
nizsia ako je aktudlna teplota je snaha vyuzit maximalne schopnosti systému ochla-
dzovania vzoriek a nepouzivat systém ohrievania vzoriek.

Sposobom dosiahnutia tychto cielov je zopnutie pinu pre ochladzovanie,pinu
pinChlad na maximum a vypnutie pinu pre ohrievanienie, pinu pinCar. Analégové
hladiny spinania dodévaju velkost vykonu do spinanych jednotiek timerne s hod-
notou nastavenej hladiny v rozsahu 0 az 255. Vyuziva sa prikaz analogWrite(),
pre dany pripad maximalneho ochladzovania sa voli kombinacia prikazov analo-
gWrite(pinChlad,255) a analogWrite(pinChar,0). Pésobenie prikazov s tymito hod-
notami trva po dosiahnutie aktualnej teploty rovnej definovanej teplote minus kon-
stanta konst_kmit (Podkapitola 4.2.4).
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4.2.3 Regulacia udrzania stabilnej teploty

Komplikovanym miestom, ktoré vytvorilo problémy pre realizaciu kompletného PCR
termocykléru je situacia, kedy ma systém riadenia udrzat pozadovant teplotu po de-
finovani dobu. Pre udrzanie teploty je potrebné vytvorenie kombinéacie pésobenia
systému ohrievania a systému ochladzovania vzoriek s optimalnymi hodnotami vyko-
nov aplikovanymi sticasne, ktoré udrzuji dany stav. Spinanie tychto dvoch systémov
ma rozdielne fyzikdlne prejavy a nie je mozné jednoducho dopocitat ich charakte-
ristiku, podla ktorej by sa dali nastavit hodnoty pdsobenia.

Pre dosiahnutie pozadovaného udrzania stability je nutné navrhnutie inteli-
gentného regulatoru. Komplikovanost ndvrhu sa neblizi ziadnemu standardnému rie-
Seniu a vymyka sa z moznosti dokoncenia v ramci danej bakalarskej prace. Navrh
regulatora sa vykresluje ako predmet dalsieho vyvoja so zakladom v dlhodobejsom
skimani chovania sa systému, merani, vypoctov a programovania regulatoru.

Pre potreby konkrétnej prace vSak bola snaha priniest aspon priblizné vy-
sledky, ktoré by mohol PCR termocyklér v tejto oblasti dosahovat navrhnutim jed-
noduchsieho regulatoru. Skusila sa moznost stabilného posobenia vykonu systému
ochladzovania s vykonom nastavenym pomocou prikazu analog Write(pinChlad, 100)
a dopocitavania diferencii pre systém ohrievania. Kod pre regulaciu systému ohrie-
vania, ktory bol naprogramovany, tvoril standarny PID regulator vyuzivajuci rozdiel
pozadovanej hodnoty teploty na vystupe od aktualnej teploty. Konstanty proporcial-
nej, integracnej a derivacnej zlozky dosadené do kédu pre PID regulator boli ladené
pomocou aplikacie PID Tuner v prostredi MATLAB R2017a na zéklade meranych
dét vlozenych vo forme skokovej funkcie [24].

Napriek snahe dosiahnuf aspon nedostatocné vysledky sa nepodarilo ani len
ziskat odpoved termocykléru vo forme priblizne udrziavanej hladiny. Termocyklér
na riadiaci systém vobec nereagoval a vykazoval nedefinovatelné vysledky. Tento
pokus len dokazuje komplikovanost budiiceho navrhu regulatoru.

V budtcnosti v pripade tspesného navrhnutia regulatoru stability bude kod pre
tento regulator dosadeny do vytvoreného kédu, ktory riadi cely termocyklér prave
s vynimkou tejto oblasti. Casti vyzadujtce doplnenie kédu reguldtora st predprip-
ravené a oznacené pre vlozenie, kde sa pomocou funkcie millis() odpocitava doba
trvania vplyvu tohto regulatora a tak doba trvania pésobenia stabilnej teploty podla

definovaného parametra uzivatelom v ¢asovej premennej (Podkapitola 4.1).

4.3 Prechody medzi funkénymi podjednotkami

V bodoch, ktoré vyzaduju zmenu riadiacej funkcie pre konkrétnu podjednotku vzni-

kaju prekmity (Obr. 4.1). Prekmity su dosledkom teplenej kapacity pouzitého ma-
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terialu, ktord sposobuje miernu tepelnti zotrvacnost v konstrukeii, ktora bola mini-
malizovand, ale aj tak sa prejavuje (Podkapitola 3.1).

Pre minimalizovanie prekmitov bola zvolend moznost vyuzitia inteligentného
regulatora (Podkapitola 4.2.3) navrhnutého aj pre udrziavanie stability teploty pri
tesnom priblizeni sa k pozadovanej teplote bodu pomocou tpravy premennej o roz-
diel s konstantnou premennou konst__kmit, pri ktorej vznikd prepnutie na regulator.

Efektom vyuzitia ¢innosti tohto regulatora je ukoncenie maximalneho ohrie-
vania alebo ochladzovania s maximalnymi vykonmi topnych patron a Peltierovho
¢lanku nastavenych prikazmi analogWrite(pinCar,255) a analogWrite(pinChlad,0)
(Podkapitola 4.2.1) alebo analogWrite(pinCar,0) a analogWrite(pinChlad,255) (Pod-
kapitola 4.2.2) a nahradenie danych vykonov za regulatorom vypocitané vykony.

teplota 100
*C)

To

80

60 -

40 -

x pocet cyklov

20 -

tas

Obr. 4.2: Zmena teplotnej krivky vplyvom tepelnej kapacity.

Os casu nie je popisatelnd vzhladom k velkej variabilite hodnét pocas pracovného
cyklu (ide o priblizni schému).

Teplotna krivka sa v bodoch zmeny riadenia prirodzene prejavuje prekmitmi nahra-
dzujticimi casti povodnej krivky. Zmeny st vyznacené c¢ervenou farbou pri pévodne;j

pozadovanej krivke.
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5 ZHODNOTENIE DOSIAHNUTYCH
PARAMETROV A PREDPOKLADY
DALSIEHO VYVOJA TERMOCYKLERA

Napriek nezrealizovanému finadlnemu vysledku vo forme pristroja s plnou funkénos-
tou sa da na zaklade popisu navrhu a jednotlivych zhotovenych casti vytvorit pri-
blizny odhad a porovnanie s parametrami komerénych PCR termocyklérov. Podla
informécii obhajujuicich vyber konkrétnych prvkov v systémoch ohrievania vzoriek,
ochladzovania vzoriek a vyber teplotného senzoru sa da potvrdit efektivita riesent,
ktorou navrh disponuje.

Kombinéciou, ktort vybery pouzitych prvkov v navrhu termocykléru tvoria, je
mozné dosiahnutie pozadovanych hodnot medzi posudzovanymi parametrami, kto-
rymi su Rozmedzie teplot, Presnost teploty, Teplotnd uniformita a napajacie para-
metry (Tab. 5.1) (Podkapitola 2.2).

Rozmedzie tepldt Presnost teploty Teplotna uniformita Napajacie parametry
100 - 240V
ProFlex 96-well Thermal Cycler 0-100°C +0,25°C <0,50 °C 50- 60 Hz
max. 950 W
100 - 150V /220-240V
Bio-Rad T100TM Thermal Cycler 4-100°C +0,50 °C +0,50 °C 50 - 60 Hz;
max. 700 W
+0,25°Cpre55°C 85-265V
SensoQuest Labcycler 5-100°C - +0,40 °C pre 95 °C 50 - 60 Hz
max. 350 W
0,10 °C pre 55 °C 100 - 240 V
Bioer GeneMax 4-105°C 0,15 °Cpre 72 °Ca 95 °C 0,20 °C 50 - 60 Hz
max. 600 W
88-264V
Vytvoreny termocyklér 4-102°C +0,50 °C * 50 — 60 Hz

max. 240 W

Tab. 5.1: Porovnanie parametrov vytvoreného PCR termocykléru [7][15][8][25].
Informacie st uvedené na zaklade prezentovanych hodnot komerénymi pristrojmi.
~ uvedend informécia nie je dostupna

* uvedent hodnotu nie je mozné ziskat

Vytvoreny PCR termocykléru je vo svojej rozpracovanej faze schopny dosiah-
nuf opakovane namerané Rozmedzie teplot 4 az 102 °C. Presnost teploty, ktorou
disponuje sa podla informécii od vyrobcu objavuje v rozmedzi do 0,5 °C (s uva-
dzanou presnostou 0,05 °C v beznej praxi) [20]. Teplotnd uniformita sa ako mnohé
dalsie parametre z dovodu nezrealizovania neda zatial preukazat, jej hodnota ma
vsak dobry predpoklad na zaklade idedlneho rozmiesnenia mikrokyviet so vzorkami
voci zdrojom tepla a volby materidlu pre jeho prenos. Vybranym materidlom je med

s vysokou tepelnou vodivostou 335 aZ 400 W.m~ 1. K~! a pomerne nizkou mernou
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tepelnou kapacitou rovnou okolo 383 az 393 J.kg~'.K~! (Podkapitola 3.1). Pozo-
ruhodnym je vyznamny rozdiel v oblasti napajacich parametrov, kde sa objavuje
vyrazne nizsi vikon narozdiel od komer¢nych PCR termocyklérov. Dalsie charak-
teristky a hlavné parametry dodrzania teplotnej krivky, ktoré vyvolavaju najvacsi
zaujem, nie je mozné pozorovat a vyhodnocovat.

Dovod znemoznenia vyhodnocovania je zaroven vyzvou k dalsiemu vyvoju pri-
stroja. Komplikovana realizacia regulacie udrzania stability sposobujica potrebu dl-
hodobejsieho skimania chovania sa systému predstavuje poziadavku po dalsej praci,
ktora sa uz netyka navrhu riadiacich jednotiek, elektrického obvodu a rieseni, ktoré
boli spominané a rozobrané. Vyzaduje pohlad a pristup z oblasti automatizacnych
systémov, aby viedla k vytvoreniu vhodného navrhu regulatoru a jeho spracovaniu.

K dokonceniu celkového pristroja este pripada navrh obalu pre cely systém
(kryt PCR termocykléra), ktory ma obsahovat priestor s rieSenim pre polyimidovi
odporovu féliu (praca zahfna jej dodato¢né zapojenie do elektrického obvodu)

a priestor pre rozsirenie o optické meranie, ktoré momentalne vobec nebolo riesené
vzhladom k stale otvorenému problému velkého rozmeru s regulatorom, ktory moze

vsetky navrhy dodatocne zasadne zmenit.
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ZAVER

Vdaka prestudovaniu odbornej literattiry, moznosti a parametrov bol v praci uve-
deny princip fungovania meté6dy PCR a podstatné faktory vplyvajice na jej priebeh.
Dané poznatky o priebehu metédy, ale hlavne poznatky o parametroch a principoch
fungovania inych, komercénych termocyklérov boli zohladnené pri navrhu vytvore-
ného PCR termocykléru v oblasti podporného hardwaru a vytvorenia firmwaru.

Samotna realizacia pristroja bola problematicka a pribrzdila jeho vyvoj v ob-
lasti regulacie udrziavania stabilnej teploty, bez ktorej dalej nemohla pokracovaf.
Tymto nie st doriesené vsetky komponenty, ktoré by mal termocyklér obsahovaf.
Docasne je vytvoreny experimentalny model ¢akajici na nahratie kédu regulatora
a nasledné rozobratie ohladom rozsirenia o optické meranie s umiestnenim v obale
termocykléru spolu s polyimidovou odporovou féliou. Dané stcasti po dohode s ve-
dicim prace neboli rozobrané , pretoze by bolo zbytocéné planovat zlozky v meniacom
sa systéme.

Napriek nezrealizovaniu findlneho vysledku sa ale na zaklade popisu navrhu
a jednotlivych zhotovenych casti vytvoril priblizny odhad a porovnanie s paramet-
rami komerénych PCR termocyklérov. Vytvoreny experimentalny model doteraz
meratelné parametry uz v rdmei jeho rozpracovanej faze splita. Otdzkou ostévajt
ostatné charakteristiky, ktoré momentalne nie st meratelné a dostupné k vyhodno-
teniu.

Na zéaklade tychto vysledkov je vhodné dlhodobejsie skimanie chovania sys-
tému, ktoré si vyzaduje pohlad a pristup z oblasti automatiza¢nych systémov. Po
vytvoreni vhodného reguldtoru a jeho dosadeni do kédu vytvoreného PCR termo-
cykléru mézu dokoncenia pokracovat a moze dojst k zaujimavému zhodnoteniu po-
tencialne dobrych vysledkov celkovej funkénosti.
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ZOZNAM SYMBOLOV, VELICIN A SKRATIEK

PCR
DNA
°C

G

C

A

T
mol/1
min

1111

polymerazova retazova reakcia
deoxyribonukleova kyselina

stupen Celzia; jednotka teploty

guanin; purinova dusikata béaza

cytozin; pyrimidinova dusikata baza

adenin; purinova dusikata baza

tymin; pyrimidinova dusikata baza

mol na liter; jednotka molarnej koncentracie
minuta; jednotka casu

milimeter; jednotka dlzky

W.m 1. K™! watt na meter a Kelvin; jednotka tepelnej vodivosti

JXkg 1. K~! Joule na kilogram a Kelvin; jednotka mernej tepelnej kapacity

s
W

v

cm

LCD

RX data
TX data
pm
Q/em?
DC

sekunda; jednotka casu

watt; jednotka vykonu

volt; jednotka elektrického napétia
centimeter; jednotka dizky

displej z tekutych krystalov

transmitované data

prijimané data

mikrometer; jednotka dizky

ohm na meter kubicky; jednotka rezistivity
jednosmerny prud

ampér; jednotka elektrického prudu
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