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Abstrakt

Technologicky rozvoj, vSeobecna dostupnost a rozsifenost mobilnich telefoni umoznily
v nedavnych letech podniknout fadu kroktli, vedoucich k zaclenéni mobilnich telefont do
analytickych metod biomediciny, rozvoji telemediciny a k boomu osobnich zdravotnich
mobilnich aplikaci. Tato prace se zabyva literarni reSerSi vyuziti mobilnich telefont
v biomedicin¢, s dirazem na metody optické analyzy a feSeni vyuzivajici technologie 3D
tisku. Vypracovava ndvrh a realizuje praktické feSeni systému pro méteni hladiny kortizolu ve
slinach s vyuzitim mobilniho telefonu, analytické metody ELISA, technologie 3D tisku a
souboru funkci pro programové prostiedi Matlab ve spojeni s aplikaci Matlab Mobile a
MathWorks Cloud. Déle poskytuje kritické zhodnoceni vysledki a moznosti metody, a
predklada soubor navrhii a poznatki pro optimalizaci z hlediska kvality méfent.

Abstract

Technological development, broad availability and ubiquity of mobile phones made it
possible in recent years to start a progression leading to the integration of mobile phones into
biomedical analytical methods, the development of telemedicine and mobile personal health
applications. This paper deals with the literature review of the mobile phone usage in
biomedicine, with emphasis on the methods of optical analysis and technical solutions using
3D printing technology. It provides a draft and practical implementation of salivary cortiol
level measuring system using a mobile phone, ELISA analytical methods, 3D printing
technology and a set of custom Matlab functions connected with Matlab Mobile application
and Mathworks Cloud. Also provides critical evaluation of results and method possibilities,

and presents set of proposals and findings for quality of measurment optimization.
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1 Uvod

Mobilni telefony dnes krom komunikace bézné supluji funkce jinych zatizeni, ktera se
kdysi vyskytovala pouze jako samostatné pfistroje, at’ se jiz jedna o fotoaparaty ¢i kamery,
GPS navigace, hudebni pfehravace apod. Moderni telefony obvykle disponuji znacnym
vypoCetnim vykonem, kvalitnim senzorovym vybavenim (pro ucely biomediciny jsou
mysleny piedevSim obrazové senzory), a se znalosti prostfedi operacnich systému a

programovacich jazykl pro né lze vytvofit nepieberné mnozstvi riznych aplikaci.

Ve svétle nartstajicich technologickych moznosti a novych trendii bylo jen otazkou
¢asu, nez se objevi prvni pokusy nahradit malé jednoucelové analyzatory, a poté i drazsi a
vetsi laboratorni piistroje, mobilnimi telefony. Dnes jiz 1ze ve svété nalézt pomérné Siroké
zastoupeni malych jednoduchych analyzatort ptipojitelnych k telefonu, slouzicich ptedevsim
k osobnim potiebam. Casto se jedna o osobni glukometry. Pozvolna se viak objevuji i
mobilni systémy, které nahrazuji véEtSi laboratorni piistroje, jako jsou spektrofotometry,

mikroskopy, nebo ¢tecky mikrotitraénich desticek.

Se zjednoduSovanim a zmenSovanim méficich piistrojii souvisi, mimo jiné, tzv. point-
of-care testovani (POCT), a lab-on-chip (LOC). POTC, tedy méfeni pfimo v misté péce o
pacienta, vyuziva predev$im jednoduchych, n¢kdy jednorazovych analyzatora (jako priklad
lze uvést méfeni hladiny CRP z kapky krve piimo v ordinaci praktického lékate, nebo
jednorazovy set pro diagnostiku syfilis). Vysledky jsou vSak zndmy prakticky okamZité,
pfimo na misté. Pristup LOC spociva v koncentraci analytické metody do rozmérové malého,
levného a jednoduchého cipu. Oba tyto pristupy se mohou vyuzitim mobilnich telefoni

vyhodné podporovat.

Nekteré projekty s uspéchem vyuzivaji pro své systémy technologie 3D tisku. Pravé
3D tisk, umoznujici po vrstvach vytvofit objekt prakticky jakéhokoliv tvaru, piimo na
pracovisti, a v relativné kratkém case, vyrazné zjednodusuje a zleviiuje tvorbu jednotlivych

komponent, a tim i celych systémd.

Tato prace se zaméfuje predevSim na vyuziti mobilnich telefonii v optické analyze
tekutych vzork®, a to jak pro osobni pouziti, tak jako levnéjSi a jednodu$si ndhrady za
klasické laboratorni pfistroje. Je vhodné vSak pamatovat na to, Ze mobilni telefony se
v biomediciné neomezuji jen na optickou analyzu, ale jejich vyuZiti, jak potencidlni, tak praxi
provéiené, je mnohem $ir§i. Za zminku stoji naptiklad rychle rozvijejici se telemedicina, nebo
rizné adaptace menSich monitorovacich a diagnostickych pfistroji (EKG, tlak krve, ale 1
pfistroje pro oftalmologickd méfeni, ¢i ultrazvukové sondy) pro mobilni telefony. Trendem
poslednich let jsou tzv. zdravotni aplikace (health apps), které davaji uzivateli informace o
jeho zdravotnim & fyzickém stavu. Casto pracuji v kombinaci s piidavnym zafizenim

(wearables - senzory, hodinky), a jsou dostupné Siroké vetejnosti.
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Tato prace si klade za cil sestavit literarni reSerSi ohledné inovativnich feSeni
relevantnich k zadanému tématu, vypracovat teoreticky navrh analytické metody pro méteni
ELISA, realizovat vybranou metodu, v praxi vyzkouset, zhodnotit a pfipadné¢ optimalizovat
nebo poskytnout navrhy pro dalsi vylepSeni.

Pro ucely této prace se mobilnim telefonem dale rozumi tzv. chytry mobilni telefon
(smartphone), obvykle vybaven vlastni kamerou/fotoapardtem, pfipadné¢ i vlastnim
prisvétlovacim prvek (napt. LED), a schopnosti ptipojeni k Wi-fi a/nebo k mobilnim datovym

sitim.
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2 Vyuziti mobilnich telefontii v biomedicinskych aplikacich
s optickou analyzou

Tato kapitola se zabyva reSer$i v oblasti vyuziti mobilnich telefonti pro aplikace a
metody vyuzivajici riizné formy optické analyzy, s dirazem na feseni s vyuzitim 3D tisku.
V kazdé kapitole je zafazen stru¢ny uvod a dale popis konkrétnich realizaci. V posledni
podkapitole jsou rozebrany nékteré problémy a nevyhody vyplyvajici z pouziti mobilnich
telefonti pro biomedicinské ucely.

2.1 Kolorimetrie — testovaci prouzky

Kolorimetrie v chemii oznacuje metodu, zaloZzenou na porovnavani obarveného
vzorku s nezndmou koncentraci dané latky vii¢i referen¢nim (kalibracnim) vzorktim téze latky
o znamych koncentracich. Zékladem je reakce zkoumané latky (ptipadné jiné latky, jejiz
koncentrace je na koncentraci analyzované latky zavisla), se specifickym barvicim ¢inidlem
[4][16].

Vnimani atribut zbarveni jak lidskym okem, tak pfistroji, je silné ovlivnéno svétlem
dopadajicim na vzorek a tim, jak se od néj odrazi. Aby byla méfeni opakovatelnd, je nutné
zajistit co mozna nejjednotnéjs$i podminky osvétleni vzorku. Idedlné€ je vhodné se zbavit vlivu
okolniho osvétleni, které je narocné, ¢i pfimo nemozné regulovat. Toho lze dosdhnout
jednoduse uzavienim snimaci soustavy se vzorkem do nepruhledného obalu. Pak je ovSem
nutné zajistit umelé osvétleni, které vSak lze zpravidla dobte regulovat. Paklize je provadéno
meéfeni na vzorku za proménného osvétleni (ambientni svétlo, vzdjemné se liSici umélé
zdroje), je nutné kalibrovat méfeni pro dané svételné podminky, nebo korigovat nameétené
vysledky. Nekteré aplikace provadéji korigujici méfeni pro zvySeni presnosti 1 pifi pouziti
jediného, stabilniho svételného zdroje [14][16].

Pro kolorimetricka méfeni pomoci telefonit byva neziidka vyuzivan pfevod z RGB do
HSL prostoru, nebot” 1épe odpovidd barevnym atributim, jejichz zmény vzorek prodéla
(odstin, sytost, svétlost/jas) [1][14][19].

Castym feSenim, se kterym se lze v oblasti optoanalyzy mobilnim telefonem setkat, je
vyuziti biochemickych testovacich prouzki. Tyto prouzky pii kontaktu se zkoumanym
analytem meéni nékterou svou barevnou charakteristiku (odstin, svétlost) v zévislosti na
pfitomnosti a/nebo mnozstvi hledané latky, nebo na hodnoté zkoumaného parametru.
Ptikladem mohou byt prouzky pro métfeni hladiny glukozy ¢i cholesterolu, nebo pH prouzky.
Diky vyuZiti kamery mobilniho telefonu a algoritmil pro analyzu obrazu je pak mozné méfit

nejen kvalitativni parametry, ale i relativné jemné kvantitativni zmény [14][16][18][19].
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Obrazek 1: Pouzdro pro snimani testovacich prouzku. Zdroj [16]

Jednoduchou a relativné robustni konstruk¢ni metodou je pouziti malého, vzhledem
k okolnimu svétlu uzavieného systému, ktery lze nasadit na kryt mobilniho telefonu, do
oblasti fotoaparatu a pfisvétlovaci diody (pfipadné xenonového blesku). Toto feSeni
demonstruji napt. prace [14][16][17]. Testovaci prouzek s nanesenym analytem se vklada do
tohoto systému, pied kameru telefonu. Soucasti systému mohou byt vhodné zvolené optické
cocky, které tesi problém pfili§ nizké vzdalenosti snimané¢ho prouzku od kamery (obvykle
v faddech mm ¢i cm, zatimco zaostfovaci vzdalenosti telefonnich kamer se pohybuje v fadech
jednotek az desitek cm). Po umisténi prouzku mobilni telefon s pouzitim vlastniho svételného
zdroje a kamery pofidi snimek (Ize vSak uvazovat i nad souvislou analyzou v pribéhu €asu
nahravanim videa, pokud je pfedmét zdjmu vyvoj vzorku v Case). Nasledn¢ lze pomoci
analyzy vysledného snimku a kalibra¢ni kfivky uplatnit kolorimetrické metody a provadét jak
kvalitativni, tak kvantitativni analyzu. Soucasti téchto feSeni je obvykle 1 mobilni aplikace,
nainstalovand na doty¢ném telefonu, kterd fidi snimani, provadi samotnou analyzu a
prezentuje vysledky [14][16][17]. Dale pak mize obsahovat i jiné¢ ptidavné funkce, dle libosti

autord, napft. odesilani vysledkd do e-mailové schranky.
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Obrazek 2: Grafické rozhrani aplikace pro méfeni cholesterolu. Zdroj: [16]

Velkou vyhodou tohoto feSeni je zbaveni se nutnosti feSit proménlivé podminky
osvétleni vlivem okolniho svétla. Jedinym zdrojem svétla, ktery bude pfi snimani na prouzek
pusobit je vlastni svételny zdroj telefonu. Pro zajisténi co nejvyssi homogenity osvétleni
cilové oblasti testovaciho prouzku vyuzivaji nékteii autofi difuzér, umistény pred svétleny
zdroj telefonu [16][17].

Obecné lze fici, Ze tento zplisob feSeni prinasi velké vyhody zejména, co se samotného
snimani tykd. Krom odstinéni okolniho svétla a opakovatelnosti podminek danych svételnym
zdrojem telefonu, se jedna také o stabilni a jednotnou vzdalenosti objektu od senzoru,
nezavislost na jemnych pohybech pfistroje pti drzeni v ruce (tfes ¢i houpavé pohyby rukou).
Celkové se pak jedna o levné, na vyrobu nenaro¢né, a vzhledem k uvedenému spolehlivé
feSeni. Samotné pouzdro byva vyrobeno pomoci 3D tisku. Nékteti autofi uvadéji schopnost
dosahnout kvality vysledkli srovnatelné s v€tsimi laboratornimi pfistroji, nebo alespoil irovné

bézné potiebné v praxi (mimo medicinské urceni) [14][16][17].

Na stran¢ nevyhod pak vystupuji pfedevs§im rozdily v prostorovych a osvétlovacich
podminkach, které vytvareji samotné telefony. Rizné modely disponuji nejen rozdilnymi
kamerami s rozdilnymi vlastnostmi a rlznymi svételnymi zdroji, ale také odliSnym
prostorovym uspotfadanim jednotlivych prvkl na téle telefonu. Zda je systém kompatibilni
s riznymi telefony, nebo je zavisly pouze na jediném modelu, pak zédlezi na konkrétnim
provedeni. Obecné rozdily mezi riznymi modely telefonu pfinasSeji jak komplikace
konstruk¢ni, tak analytické. Pro kazdy odliSny model je nutno provést kalibraci, pokud
testovaci prouzek sdm nenese autokalibracni prvky. Telefony bez pfisvétlovaciho zdroje nelze
pro tato feSeni viibec pouzit. Zajimavym a zjevné ne zcela prozkoumanym elementem miize
byt také moznost kontaminace mezi prouzky pii vkladani do téla systému, pokud tento neni

pouzivén jednorazove.
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Obrazek 3: Ilustraéni priklad testovacich prouzka (Hydrion Spectral pH Strips)

Jinym piistupem pro kolorimetrické méfeni testovacich prouzkl je fotografovani
prouzki bez zasahti do zplsobid a podminek osvétleni. Snimani se tedy provadi jak pfi

ambientnim svétle, tak pii osvétleni napt. bleskem telefonu.

."ll...lr_:,i," ,'II' f. I|

reference

L1

Obrazek 4: Kolorimetrie s vyuZitim referen¢nich hodnot. Zdroj: [19]

Takovymto feSenim se zabyva napiiklad prace [19]. Jedna se sice o optickou analyzu,
nevyuzivd vSak zadnych doplitkovych optickych ¢i elektronickych prvkf, ani 3D tisku.

Nicméné autofi se zajimavym zplisobem vyrovnavaji s rozdily v osvétleni pfi snimani.

Prace demonstruje feSeni, které je na zplsobu osvétleni nezavislé. Pfi snimani
v proménlivych svétlenych podminkadch do procesu zasahuji automatické funkce telefonu,
napf. automatické vyvazeni bilé [19]. Autofi vytvofili referen¢ni diagram s n€kolika barvami
a odstiny Sedi o znamych intenzitdch. Zachycenim tohoto diagramu v zorném poli fotoaparatu
jsou kompenzovany automatické zasahy telefonu do snimani. Protoze pfi snimani intenzit v
RGB nevykazuje $kala pH Zadny rozumny trend [19], pfevadi se snimek z RGB prostoru do
CIE 1931. Zde jiz vykazuje zména pH zietelny trend a lze sestavit kalibrac¢ni kiivku,

v zavislosti na soufadnicich chromaticity x a y.
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Obrazek 5: pH standardi v CIE 1931 v 2D (a) a 3D (b). Srovnani naméfenych a skute¢nych pH (c). Zdroj: [19]

Autofi prokazali, ze hodnoty intenzit naméfené za rozdilnych svételnych podminek
maji mezi sebou linearni vztah [19]. Tento vztah 1ze odhadnout na zédklad€ porovnani intenzit

referen¢niho diagramu pfti kalibracnim méfeni a méteni za jinych svételnych podminek.

Tento pfistup je zavisly na modelu telefonu, a proto je potieba kazdy pouziti model
rekalibrovat. Sta¢i tak vSak ucinit pouze pfi inicializatnim nastaveni. Jednim ze zdroji
nepiesnosti jsou materidlové rozdily mezi testovacim prouzkem a referenénim diagramem,
které zpusobuji rozdil v odrazech svétla. Autofi odhaduji, Ze wvytiSt€énim referencniho
diagramu na stejny materidl, jako je testovaci prouzek, dojde k eliminaci tohoto problému
[19]. Pouziti metody pfedpokladd homogenni osvétleni snimané oblasti, proto uzivatel musi
vénovat pozornost spravnému umisténi telefonu, aby napiiklad nezastinil €ast snimané

plochy.

2.2 Spektrofotometrie/Fotometrie

Spektrofotometrie je analytickd metoda stanovujici vlastnosti vzorku na zakladé
absorpce prochazejiciho svétla riznych vlnovych délek. Metody pracujici s jednou, ptipadné
nckolika konkrétnimi vinovymi délkami, nazyvame fotometrie, pokud pracujeme s rozsahem
vlnovych délek, hovotime o spektrofotometrii. Obvyklou aplikaci je stanovovani koncentrace
ur¢ité latky ve vzorku, vychéazejici z Lambert-Beerova zdkona, ktery udava zavislost

absorbance vzorku pfi urcité vinové délce prochéazejiciho svétla, na koncentraci zkoumané
latky [21]:

A=c.l.e

kde A4 je absorbance, c je koncentrace zkoumané latky, / je délka kyvety, a e je molarni
absorp¢ni koeficient [21].

Principem funkce je prozatfovani vzorku monochromatickym svétlem, obvykle z UV

¢i VIS casti spektra (méné Casto IR), a méfeni intenzity proSlého svétla dopadajiciho na
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detektor. Molekuly ve vzorku absorbuji ¢ast prochazejicitho zaifeni a snizuji tak intenzitu

proslého svétla. Pti znalosti intenzity vyzafovaného svétla Ize zjistit transmitanci, dle vztahu:

kde T je transmitance, / je detekovana intenzita proSlého svétla, a [ je intenzita

vyzatovaného svétla. Z transmitance snadno ziskdme absorbanci dle vztahu:
A= —logT
kde 4 je absorbance, a T je transmitance [21].

Hlavnimi ¢astmi obvyklého spektrofotometru jsou: zdroj svétla, monochromator, ¢ast

se vzorkem, a detektor. Dale byvaji obsazeny ¢ocky a Stérbiny [21].

zdroj svétla

detektor

opticka I T

mrizka kyveta

Obriazek 6: Jednoduché schéma klasického spektrofotometru

Pravé monochromator je, nejen zhlediska pouZiti mobilniho telefonu, pro
spektrofotometrii/fotometrii  nejkrititéj§i soucasti. V klasickém spektrofotometru byva
monochromator obvykle realizovan pomoci optické miizky a Sté€rbiny. Naklanénim optické
miizky se uréuje pracovni vlnova délka svétla, které prochazi stérbinou ke vzorku. Siika

v

Stérbiny pak urcuje specifitu vybrané vinové délky (¢im uZzsi §$térbina, tim uZ§i/pfesnéjsi je

v

rozsah proslych vinovych délek, zptisobuje vSak také vysSsi atlum intenzity svétla) [21].
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Obrazek 7: Jednoduché schéma spektrofotometru s diodovym polem

Technicky vyspélejsi variantou spektrofotometru je feSeni s polem detektort.

V tomto piipad¢ prochazi vzorkem svétlo piimo ze zdroje. Teprve az proslé svétlo se
rozklada na jednotlivé vinové délky pomoci statické optické miizky a jednotlivé tzké svazky
pak dopadaji na jednotlivé detektory v poli (fotodiodové pole nebo CCD/CMOS). Takto 1ze
zm¢éfit celé spektrum najednou. Absence pohyblivych ¢asti zlepSuje opakovatelnost méteni a
¢ini piistroj robustnéjsim a konstrukéné jednodusSim. Pravé tato vlastnost mize byt pro
vyuziti mobilniho telefonu pozitivem. Mezi dalSimi metodami Ize jeSt€ zminit

spektrofotometrii pomoci svislého paprsku a reflexni fotometrii [21].

...... Spectrometer box
Resistor (0~500 Q)

Cuvette

ity
Polymer

,UVorblue LED
/ White LED

x = . eml
Diffraction grating S

Sample

Reference

c)

Obrazek 8: Spektrofotometr zaloZeny na mobilnim telefonu: a) schéma celého systému b) schéma zapojeni c)
porovnani snimki vzorku a standardu d) detail optické mFrizky na snimku z elektronového mikroskopu. Zdroj: [1]
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Sestaveni spektrofotometru s polem detektori se vénuji napiiklad autofi prace [1].
Pomoci 3D tisku je vytvofenou pouzdro spektrofotometru, ke kterému se telefon piipojuje.
Zdrojem svétla je bila LED telefonu (400-700 nm), a UV nebo modra LED (370 nebo 450
nm), integrovand v pouzdre spektrofotometru. Mezi svételnymi zdroji lze pfepinat. Svétlo ze
zdroje prochazi kyvetou a dopadé na optickou miizku. Tato miizka, rozkladajici bilé svétlo na
slozky, je vyrobena z polymeru technologii nanoimprintingu a jeji aktivni povrch je pokryt
tenkou vrstvou zlata. Svétlo po odrazu a rozlozeni putuje ptes cylindrickou ¢ocku, ktera jej
vhodné koncentruje do uzkého pasu, a dopadd na obrazovy senzor telefonu (zde konkrétné
CMOS). Pouziti cylindrické cocky zvySuje SNR, diky zvySeni intenzity na mensi plose.
Vyhodnoceni obrazu provadi specidlni aplikace pro Android. Pro samotné méfeni intenzit
proslého svétla nejsou vyuzity ptimo hodnoty RGB, ale aplikace je pfevede do HSV prostoru,
nebot’ RGB neni monotonni vzhledem k vinovym délkam a intenzité [1].

Kalibrace $kaly vinové délky byla provedena pomoci 2 LED (Cervena a zelend) se
znamymi charakteristikami. RozliSeni systému je predevsim ovlivnéno vlastnostmi kamery a
displeje telefonu [1] (Pozn. Autoii neuvadéji presny popis aplikace, ziejmé¢ vSak odecita

hodnoty pro méteni z displeje telefonu, nikoliv ptimo ze senzoru.).
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2.3 Fluorescence a fluorimetrie

Fluorescence patii mezi fotoluminiscen¢ni zafeni. JednoduSe feceno je principem
fluorescencnich meéteni ozaieni latky excitacnim zarenim, ¢imz dojde k piechodu elektront
do excitovanych stavil. Pfi navratu do ptivodniho stavu elektrony vyzaii emisni fluorescencni
zafeni s vinovou délkou vétsi nebo rovnou vinové délce excitacniho zafeni. Fluorofory lze
obecné délit na vlastni (pfirozené se vyskytujici) a nevlastni (znaCky a sondy). Mezi
analytickymi metodami nasla fluorescence uplatnéni predevSim pii pozorovani objekti ve
fluorescencni mikroskopii, ve spektrofluorimetrech a fluorescenc¢nich skenerech pii méieni

intenzity zafeni (koncentrace latky), a v priatokovych cytometrech [8].

Jednoduchy fluorescen¢ni mikroskop s vyuZzitim mobilniho telefonu demonstruje
prace [17]. Autofi zkonstruovali sestavu propojitelnou s telefonem, ktera slouzi jako drzék pro
vzorek, zdroj excitacni zafeni, a obsahuje n€kolik optickych prvkl. Pouzdro je vyrobeno

pomoci 3D tisku.

(b) Longpass Zone Laser diode

filter

Battery holder
Sample tray Power switch i

(c) Laser beam

Longpass
ﬁ?tg, Cellphone External lens

camera

(d)
- Laser beam
g — Cover glass
Cellphone = (hy = 150 pm)

hi
attachment <— External lens

W« scattering
e «—Longpass filter

(h; =2 mm)
=8 mm

Cellphone

Cellphone f= lens

\ | < Fluorescence

.- CMOS
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Obrazek 9: Jednoduchy fluorescenéni mikroskop pomoci mobilniho telefonu. Zdroj [18]

Laserova dioda (450 nm, napdjeno 3xAAA baterie) svym zafenim excituje fluorofory
ve vzorku. Produkované emisni zafeni prochazi 2 optickymi ¢ockami (kamery mobilniho
telefonu a externi), mezi kterymi je opticky filtr nepropoustéjici odrazené excitacni zéfeni

(pasmova zadrz 500 nm).
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Externi Cocka poskytuje 2ndsobné zvétSeni. Laserova dioda s vykonem 75mW,
ozatujici pod uhlem 75°, spolu s filtrem a ¢ockou s nizkou numerickou aperturou, zvysuji
SNR [18].

Dle prezentovanych vysledkii muze toto feSeni slouzit pfedevSim pro detekci a
kvantifikaci pfitomnosti elementl o velikosti virt a nanocastic, kdy neni zapottebi pozorovani
konkrétnich tvard. Testovani autofi provedli na 100nm polystyrenovych fluorescentnich
nanocasticich a lidském cytomegaloviru (HCMV). Své vysledky validovali pomoci

elektronového mikroskopu [18].

0.6 mm

Obrazek 10: Vysledny snimek a porovnani s vysledky elektronového mikroskopu. Zdroj: [18]
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Fluorimetrii pomoci mobilnich telefonii se zabyva prace [10]. Autoii vypracovali
pomoci 3D tisku jednoduché pouzdro, obsahujici pruzor, opticky filtr a prostor pro vzorek
s fluoroforem. Excitaci provadi ptisvétlovaci dioda telefonu, pfi¢emz svétlo prochazi pres filtr
(padsmova propust, 450 nm). Kamera telefonu pak snimd emitované zelené fluorescencni
zéateni ze vzorku. Vyhodnoceni provadi aplikace v telefonu. Protoze emitované zareni se
nachazi v zelené Casti spektra a na vzorek diky pouzdru nedopadd vnéjsi svétlo, lze piimo
vyuzit RGB barevny prostor. Autofi uvadéji, ze Cerné stény pouzdra dostatecné redukuji
excitacni zafeni a vyhodnoceni se provadi z fixniho ROI (region of interest), zddné dalsi
korekce neuvadeji [10]. Vyhodnoceni probiha podobné jako u kolorimetrie (vzorky o zndmé
koncentraci, kalibra¢ni kiivka).

WIS camera

Sample vial —*

§
Calar ﬁll!l.'r—/

White LED

Smartphans

Obrazek 11: Fluorimetrie pomoci mobilniho telefonu. Nahoi'e schéma systému, dole vizualizace pouzdra. Zdroj [10]

V ramci prace je systém vyuzit pro méfeni pH. Intenzita fluorescenéniho zafeni je
nepiimo Umérnd meéfené hodnoté pH. Vysledky jsou validovany pomoci laboratorniho
spektrofluorimetru [10].
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24 ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) patii mezi nejpouzivané;si
imunologické biochemické metody. Cilem je kvantitativni stanoveni méfenych antigent nebo
protilatek. Prestoze existuje nékolik variant provedeni (piima, nepfima, sandwichova,
kompetitivni), zadkladem vSech je specifickd vazba antigen-protilatka. Ve vSech metodéch je
jednim zucastnikii reakce protilatka snavazanym enzymem. Po promyti odpovida
koncentrace této protilatky koncentraci méten¢ho antigenu/protilatky. Po pfidani enzymového
substratu se rozviji nejCastéji barevna nebo fluorescenni reakce (méné cCasto
elektrochemickd). Po spektrofotometrickém nebo fluorescencnim méteni lze z intenzity zareni

odvodit koncentraci zkoumané latky [11].

produkt

O substrat
O 6 ®
o O ® @

druha protilatka

prvni protilatka

Obrazek 12: Sandwichova ELISA. Zdroj: wikiskripta.eu

ProtoZze se ELISA pouziva jako test na nckterd infekéni onemocnéni, zasahujici
piredev§sim chudsi oblasti svéta (Ebola) [6], 1ze na vyuziti mobilnich telefonu ve spojeni
s touto metodou nahlizet jako na moZnost zvySeni dostupnosti a sniZzeni nakladu pro praci
v nizko-zdrojovych oblastech (v porovnani s vybavenim ve vétSich méstech ¢i finan¢né
vyspélejSich statech). Autofi nékolika praci se demonstruji feseni, ktera pomoci mobilnich
telefonti plni funkci ¢te¢ek mikrotitracnich desticek. Voli pfitom konstrukéné znac¢né odlisené

piistupy.

Obrazek 13: Mikrotitra¢ni desti¢ka a klasicka ¢te¢ka. Zdroj: bio-rad.com
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Autofi [23] ukazuji pfistup zaloZeny piedevSim na zpracovani obrazu a sestaveni
vlastniho ELISA mikroCipu. Misto klasické jamkové desticky vytvofili mikro¢ip se tfemi
dutinami, ve kterych probiha sandwichova ELISA. Prace se zaméfuje konkrétn€ na detekci a
kvantifikaci HE4 — biomarkeru karcinomu ovaria, v moci. Autofi pfipravili nékolik vzorkl se
znamou koncentraci pro kalibraci métfeni. Po vneseni vzorkli pomoci pipet a rozvinuti barevné

reakce je telefonem pofizen snimek mikrocCipu (alternativné byl pouzit samostatny CCD ¢ip).

Mobilni aplikace méti primérnou hodnotu intenzity v R kanalu (RGB) v oblastech
z4jmu. Témi jsou ti1 dutiny se vzorky a mald vyse¢ predpokladaného pozadi. Ze zméienych
hodnot intenzity v oblasti dutinek se vzorky, a znamych koncentraci standardii sestavi
aplikace kalibra¢ni kiivku. Hodnotu intenzity pozadi vyuzije pifi dalSich méfenich
s neznamymi vzorky k normalizaci hodnot. Kalibra¢ni kiivka pro kazdé méfeni je upravena
dle rozdilu v pozadich mezi méfenim standardli a nezndmych vzorkl. Timto se eliminuji
rozdily v osvétleni mezi jednotlivymi métenimi. Z korigované kalibraéni kiivky pak aplikace

7o~

vypocita zddanou koncentraci neznamych vzorkli v daném méfeni.

1. Background region
2. Top region

3. Mid region

4. Bottom region

Obrazek 14: Vyhodnoceni ELISA pomoci mobilniho telefonu. Vlevo ilustrace snimani, vpravo uZivatelské rozhrani
mobilni aplikace. Zdroj [23]
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Robustni feseni demonstruji autofi [2]. Jejich prace se nevénuje konkrétni ELISA
aplikaci, vysledkem je mobilni ¢tecka, de facto jednoduchd analogie klasického readeru,
vhodna pro rtiznd méfeni s klasickou 96jamkovou destickou. Pomoci 3D tisku bylo vytvofeno
pouzdro, pfipojitelné k mobilnimu telefonu. Prostor pro vzorky je shora osvétlen 24 modrych
LED, pod nimiz je ploSny difuzér, zajistujici rovnomérné osvétleni celé desticky. Pod
destickou proslé svétlo vstupuje do 96 nezavislych optickych vldken, jedno vldkno pod
kazdou z 96 jamek, ktera prevadéji svétlo od desticky k optickému senzoru telefonu. Samotny
mobilni telefon pak neprovadi analyzu, nybrz pomoci bézici aplikace odesila data na server,
ktery provadi jak kvalitativni, tak kvantitativni kolorimetrickou analyzu. Telefon tak slouzi
piedevsim jako uzivatelské rozhrani. LED jsou napajeny pomoci 6 AAA ¢lankl, umisténych
v pouzdie. Testovani prob&hlo na vzorcich pfiusnic, spalni¢ek a herpes simplex viru 1 a 2.

Autorim se podatilo dosdhnout velmi vysoké piesnosti, presahujici 99 %.

AAAbatteries  Cellphone  Phone camera Adld'rtional
ens

24 Blue LEDs

s PR

Obrazek 15: Schéma a fotografie ¢tecky 96jamkovych desticek. Zdroj [2]

V obchodech s aplikacemi pro 10S a Android lze také nalézt aplikace, které provadéji
méfeni piimo z fotografie desticky, napi. Enzo ELISA Plate Reader [7]. Popis aplikace na
strankach vyrobce uvadi 90% korelaci se spektrofotometrickymi vysledky a schopnost
analyzy na 5 vinovych délkéach [7]. Technické podrobnosti vSak nebylo mozné dohledat.
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2.5 Mikroskopie

Mikroskop je dnes jiz klasicky pfistroj pro pozorovani objektll miniaturnich rozméru,
s dlouho historii sahajici az do 17. stoleti, majici dnes velké mnozstvi variant od standardnich
optickych, ptes fazové, az po elektronové mikroskopy. Pokusy pfevést konstrukci optického
mikroskopu do mobilniho telefonu nejsou nijak vyjimecné, dané prace obvykle napodobuji
klasickou mikroskopii ve svétlém poli (fluorescencni mikroskopie je zminéna v diivéjsi
kapitole) a s konstrukci zahrnujici cocky a tubus. Nektera feseni spoléhaji na propracovanou
analyzu obrazu, ¢imZ mohou vynechat nejkriti¢téjsi a nejdrazsi komponenty - optické cocky.
Naptiklad holograficky mikroskop, ve kterém se vzorek prosvétli pomoci LED pies
miniaturni otvor a interferenci se svétlem v pozadi, vznikd holograficky obraz. Nutnou
soucasti je pak komplikovana analyza obrazu [12]. Obecné¢ je doplnéni samotnych
,mikroskopii o mobilni aplikace s riznymi funkcemi pomérn¢ ¢asté (nejen analyza obrazu,

ale 1 cytometrie, odesilani dat apod.).[12]

Zajimavé feSeni vyvinuli autofi prace [15]. Konstruktéti zde vyuzili pro pifenos obrazu
ke kamefte telefonu optickych vldken, uchycenych v pouzdie (vytvoteno pomoci 3D tisku)
schopném rotace okolo své osy. Optickd vldkna se smérem od vzorku ke kamete kuzelovité
roz§ituji (taper). Zkoumany vzorek je v kontaktu s jednim koncem optického kandlu. Pii
prosvétleni vzorku svételnym zdrojem (napt. LED) je na druhou stranu optického kandlu
pfenesen obraz zvétSeny (3nasobné zvétSeni ve vSech smérech). Tento obraz je pak promitan
na kameru mobilniho telefonu. Mezi optickéd vladkna a kameru Ize jeste vlozit optické Cocky.
Pro kompletni sniméni je nutno provést n€kolik operaci, protoze pouziti optickych vladken
predstavuje de facto vzorkovani scény. Zatimco vzorek a kamera zlistavaji ve fixni pozici,
opticky aparat rotuje, s krokem 1-2°. V kazdé pozici se potfidi snimek, vyslednd sekvenci
snimkt se nasledné fizuje pomoci specialni mobilni aplikace a shift-and-add algoritmu. Tim

je dosazeno zlepseni rozliseni a odstranéni prostorovych artefakt.[15]

Obrazek 16: Mobilni mikroskop s optickymi vlakny. Zdroj [15]
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2.6 Mikrofluidni ¢ipy

Reseni vyuZivajici architektury lab-on-chip (LOC). Obvykle se jedna o mala pouzdra,
Casto jednorazova. Obsahuji systém mikrokapilar a dutinek, ptes které proudi tekuté latky ve
velmi malych objemech. Télo LOC miize byt vytvofeno pomoci 3D tisku, néktera feSeni
vyuzivaji papirovy podklad. Pouzité reagencie mohou byt do LOC ptidany az pred méfenim,
nebo mohou byt naplnény jiz pti vyrobé€, pokud to charakter pouzitych latek vzhledem ke
skladovani umoznuje (skladovani pti urcité teploté, rozklad uc¢inné latky v pribéhu cCasu
apod.). Druhy jmenovany zpiisob pak zrychluje a zjednodusuje manipulaci pfed samotnym

métenim.[20]

ri
rz |

Obrazek 17: Mikrofluidni lab-on-chip pro méi‘'eni koncentrace glukozy ve vzorku. Zdroj: [3]

Konkrétni feSeni: Autofi [3] vyuZivaji pro métfeni hladiny glukézy malé jednordzové
pouzdro se systémem kapilar a dutinek s piedpiipravenymi reagenciemi. Pouzdro je vybaveno
malou optickou cockou pro rozsifeni zorného pole, snimani probiha pomoci kamery
mobilniho telefonu (obvykle ptedni). Celé LOC se ptikladd pifimo ke kametfe. Systém
obsahuje ptedpfipravené kalibracni vzorky s nizkou a vysokou koncentraci glukézy pro
kalibraci. VloZeni vzorku do systému a zahajeni pohybu latek v kapilarach realizovano stisky
silikonové trubi¢ky, plnici funkci pumpy. Priichodem analyzovaného vzorku a obou
kalibracnich vzorkli dutinkami s reagenciemi dochdzi ke zménam jejich barev. Po plném
smichani vSech reagencii s kazdym vzorkem je zahdjeno méfeni Casového useku, ve kterém se
vyviji intenzita barevného odstinu. Cas, za ktery dosihne dany vzorek maximalni barevné
intenzity, je umérny jeho koncentraci. ProtoZe zavislost potiebného Casu a koncentrace je
linedrni a jsou znamy 2 kalibracni hodnoty, Ize sestavit kalibra¢ni kiivku a zjistit koncentraci
neznamého vzorku. Za timto ucelem lze vyvoj nahravat do paméti telefonu ve formée videa.
Tento pfistup elegantné obchazi problematiku osvétleni (vSe lze provadét pii ambientnim
osvétleni) a rozdily v konstrukcich a vybaveni mezi riznymi modely telefonii. Prakticky
nezalezi na parametrech kamery telefonu (v rdmci bézné dostupnych modelll) ani na jejich
tvaru. Zaroveil neni potfebnd zadna dal$i mobilni aplikace, pouze standardni, obsluhujici

kameru.[3]
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2.7  Obecné problémy a nevyhody

Krom vyhod pfinési pouziti mobilnich telefonli v biomediciné samoziejme i nevyhody
¢i problémy, spojené s konkrétni realizaci. Mezi Casté neduhy spojené piedevsim s pouzitim
externich pouzder, na ktera se telefony ptikladaji, patifi adaptace pouzdra pouze na jeden
model telefonu. Mize se jednat o nemoznost vsadit jiny telefon do prostoru k tomu ur¢enému,
Castéji vSak na sebe nenavazuji kamera ¢i ptisvétlovaci prvek telefonu a prvky pouzdra pro né
urcené. Lze vSak rozumné predpokladat, ze v pfipadé¢ masovéjSiho vyuziti by byl tento

problém vyieSen adaptabilnimu nastavci, nebo pfimo pfepracovanim pouzder na nastavitelna.

Nektera tfeSeni jsou vytvofena pro pouziti jen na jednu konkrétni aplikaci. Tato
determinovanost je urcena napiiklad pouzitymi reagenciemi nebo komponentami. Zaroven
mobilni feSeni obvykle disponuji jen nizkou nebo nulovou mirou automatizace. Toto
negativum se projevi piedevsim pii zpracovani vétsiho mnozstvi vzorkd. Je nutné vSak uvést,
ze toto negativum stoji v protivaze k jednoduchosti a nizkym nakladim, které jsou obvykle

hlavnimi motivy vyvoje téchto zatizeni.

Spolehlivost telefonu mize byt pii pouziti kritickym ¢lankem. Protoze vétSina
uvedenych metod spociva v pifimém pouziti telefonu, a zarovein je telefon obvykle
telefonu zkreslit podané vysledky. Lze vSak predpokladat, ze zdvadu, ktera je obsluze zjevna,
bude mozné snadno kompenzovat nahrazenim telefonu jinym kusem diky snadné dostupnosti

a velké rozsitfenosti mobilnich telefont v populaci.

Ptesnost svych feSeni obvykle autofi testuji proti zavedenym vrcholovym
pfistrojim v dané kategorii. Piestoze jsou prezentovana feSeni Casto schopna dosahnout
uctyhodnych vysledkii, obvykle se nejedna o kvalitu absolutné srovnatelnou. Vzhledem
k tomu, Ze se jednd o pfistroje, jejichZ vysledky méfeni mohou mit vliv na lidsky Zivot, Ize
praveé toto povazovat za nejvetsi bariéru proti vétSimu rozSiteni ve svété. Tento fakt jde takeé
ruku v ruce s nedivérou, kterou mize nihrada drahého a komplexniho pfistroje malym,

levnym a na mobilnim telefonu zaloZenym feSenim, vzbuzovat.

Pro vyse uvedené diivody je zatim S$irSi pouziti mobilnich telefont pro biomedicinské
aplikace ve vyspélém prostiedi nepravdépodobné. Lze si vSak predstavit GispéSné pouziti
v prostiedi, kde jsou tradi¢ni zdroje tézko dostupné, kde jsou kladeny vysoké pozadavky na
cenovou dostupnost, a kde mohou byt pozadovana rychle dostupnd, na obsluhu a energii
nenarocna technicka tfeseni, u kterych nebude nejvyssi pfesnost a robustnost laboratornich
pfistroj Giplnou prioritou. Také lze uvazovat o uplatnéni v prostiedi téch vyzkumi, ve kterych
neni vysoka presnost a Sirokd paleta schopnosti laboratornich pfistroji pro ucely daného
vyzkumu nutnosti, a pouziti mobilnich telefonii by uSetfilo vyznamnou ¢ast finan¢nich

prostfedkii nebo casu.
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3 Navrh realizace FeSeni pro méreni hladiny kortizolu pomoci
mobilniho telefonu

Cilem této casti je vytvorit navrh feSeni s vyuzitim mobilniho telefonu, pomoci
kterého bude mozné experimentalné¢ stanovovat hladinu kortizolu ve slinach, ktera dle v

soucasnosti dostupnych informaci vyznamné koreluje s hladinou kortizolu v séru [9][20][22].

3.1 Kortizol

Kortizol (Obrazek 18) je hormon pattici mezi glukokortikoidy, hormony produkované
adrenalnim kortexem (kura nadledvin). Jedna se o hlavni stresovy kortikosteroid. Produkce
kortizolu je fizena osou HPA (hypotalamus-hypofyza-nadledviny). V této ose piisobi CRH
(kortikoliberin, hypotalamus) na produkci ACTH (adrenokortikotropni hormon,
adenohypofyza), ktery nasledné ptisob na produkeci kortizolu (nadledviny). Regulace produkce
probihd pomoci negativni zpétné vazby. V krvi je vétSina kortizolu vdzana na CBP (cortisol

binding protein), malé ¢ast je vdzéna na albumin, zbytek je ve volné formé [13].

Pravé pouze volny kortizol ma biologické u¢inky. Mechanismem uc¢inku kortizolu je
pusobeni na GR receptor (glucocorticoid receptor) v cytoplazmé, ktery se po navazani
kortizolu presouva do jadra, kde pusobi jako transkripéni faktor (ptfipadné pisobi na
transkripci genti pomoci interakei s jinymi proteiny v jadie nebo cytosolu). Ulohou kortizolu
jako stresového hormonu je udrzovani fyziologické homeostdzy pii stresové reakei,
mobilizace energetickych zdrojli a utlumeni procest energii spotiebovavajicich a po dobu
trvani stresové reakce nepotfebnych. Je za hodno zminit né€kolik mechanismi, pomoci kterych
kortizol plni své funkce (uvadét plny vycet vSak nekoresponduje s cili této prace). ZvySuje
hladinu glukézy v krvi jednak uvoliiovanim bunéénych zasob, a dle pomoci glukoneogeneze.
Stimuluje glykogenezi a lipolyzu (pfedevS§im v dolnich koncetindch, naopak ovSem podporuje
ukladani tuku v trupu a obliceji). Katabolicky ptisobi predevsim na svalové a pojivové
proteiny. Zesiluje demineralizaci kostni tkané. Ovlivituje CNS (zvySuje drazdivost), zmiriuje

imunitni reakce a zpomaluje hojeni ran [13].

Obrazek 18: Strukturni vzorec kortizolu. Zdroj: darthmouth.edu
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Mimo zvySené sekrece pii akutni stresové reakci je kortizol v krvi pfitomen
v bazélnich koncentracich i za béznych podminek. Uvoliiovan je v pravidelném cirkadidannim
rytmu. Koncentrace vykazuje tfi hlavni maxima: ranni, okolo poledne, a odpoledni. Bazalni
koncentrace slouzi k regulaci nékterych metabolickych aktivit (mozek, ledviny, jatra) a
diferenciaci n¢kterych tkani (tukova) [13].

Patologické stavy muze zplsobovat jak snizend, tak zvySena produkce kortizolu.
V piipad¢€ snizené produkce hovoiime o Addisonové chorobé. Obvykle je hypokortizolismus
zpusoben adrendlni insuficienci, primarni nebo sekundéarni (problém pfimo v nadledvinach
nebo v hypofyze, kterd se ucastni regulace kortizolu). Pii zvySené produkcei
(hyperkortizolismus) se jedna o Cushingliv syndrom. Opét lze délit na primarni — pfi¢inou
zvySené hladiny kortizolu je porucha nadledvin nebo terapeutické podévani kortizolu, a
sekundarni — pticinou je problém v hypofyze. Méfeni hladiny kortizolu se provadi, mimo jiné,

prave pii podezieni na tyto choroby [13].
Referen¢ni hodnoty [20]:
ranni.: 100-750 ng/dL
odpoledni.: <401 ng/dL

nocni: <100 ng/dL

3.2 Princip FeSeni

Jako analytickd metoda pro méfeni hladiny kortizolu byla vybrana ELISA, pro svou
vieobecnou roziifenost a dostupnost hotovych méficich kitll. Reseni predpoklada potizeni
hotového kitu pro méfeni hladiny kortizolu ve slindch pomoci metody ELISA, ve vyhotoveni

s 96jamkovou titracni destickou a v§emi potfebnymi reagenciemi.

Principialné tedy navrhované feSeni napodobuje ulohu ELISA readeri. Obecné lze
navrhovany systém meéfeni rozdélit do tii funkénich ¢asti: mobilni telefon, snimaci blok, a

analyticky blok. Pii vytvatfeni snimaciho bloku se predpokladéa vyuziti technologie 3D tisku.

Snimaci blok je realizovan pomoci komurky, do které se vklada mikrotitrani desticka.
Pod destickou se nachazi soubor LED (pro kortizol obvykle barva z modré ¢asti spektra) jako
zdroj prochazejiciho svétla. Protoze samostatné by LED nevytvatrely homogenni osvétleni, je
nutné vlozit mezi desticku a LED ploSny difuzér (zpisobi utlum). Samotny modul bude

napajen pomoci napajeciho adaptéru (ptipadné galvanickymi ¢lanky).
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Mobilni telefon slouzi jako senzor a jako pracovni platforma pro zpracovani dat.
Pocita se s vyuzitim zadni kamery - telefon je polozen na vrchni strané¢ pouzdra, kamera
piiloZzena k prizoru na vrchni stran¢ pouzdra. Sepnutim obvodu dojde k rozsviceni LED a

telefonem Ize manualné potidit fotograficky snimek.

Analyticky blok tvofi vypracované matlabovské funkce v kombinaci s aplikaci Matlab
Mobile. Jeho tikolem je provést zpracovani dat pomoci analyzy obrazu, vypocitat koncentraci
métené latky v jednotlivych jamkach a prezentovat vysledek na mobilnim telefonu.

Jednoduché schéma ukazuje Obrazek 19.

Maobilni telefon

Prizor

Uzavieny kryt

Mikrotitraéni desticka
ELISA

Plosny difuzér

]
AAAAAAAAAAD =
osvetleni

Obrazek 19: Jednoduché schéma navrhu praktické realizace

Vzhledem k navrhovanému feSeni zadaného problému neni apardt omezen pouze na
meéfeni kortizolu, ale je obecné mozné provadét méfeni daného charakteru s latkami, které

absorbuji v modré ¢asti spektra.
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4 Prakticka realizace analytického systému

Mezi cile této prace patii mimo jiné dvé zdkladni komplexni tlohy: realizace hardware
v souladu snavrhovanym feSenim a vytvofeni analytického software ke zpracovani

nasnimanych dat.

4.1 Hardware

4.1.1 Mobilni telefony — obecné

Na mobilni telefon, pouzity pro méteni, je kladen jeden velmi dilezity narok, a tim je
schopnost exportovat fotografie do formatu DNG (nejrozsifené;si otevieny format RAW, jiné
formy RAW formati nebyly testovany), at’ uz nativné nebo po instalaci specialni fotografické
aplikace. Tento zésadni pozadavek omezuje mnozstvi pouzitelnych telefont, vétSinou tuto
podminku spliuji telefony vySSich cenovych tiid a nékteré telefony stifedni tiidy. Obecné se
neda fict, ktery vyrobce i typy umi exportovat fotografie do DNG, obvykle je to zaleZitosti

konkrétniho modelu.

Nastaveni hodnoty zesileni ISO je dnes jiz béZnou soucasti fotografickych aplikaci.
Vyhodné v8ak je, pokud aplikace umi také manipulovat s jinymi parametry snimani, napf.

s rychlosti zavérky. To se vSak bohuzel opét vztahuje pouze na konkrétni modely.

4.1.2 Pouzdro

Jak jiz bylo zminéno dfive, zde piedklddané zafizeni je zaloZeno na principu
kvédrového uzavieného boxu s otvorem na vrchni strané, skrz néjz je fotografovana
mikrotitra¢ni desticka, prosvétlend panely LED pies vrstvy svételného difuzoru. Tato metoda

eliminuje vliv okolniho svétla na méfeni.

Jako konstrukéni metoda byl plivodné zvolen 3D tisk z materialu PLA (Polylactid
acid). Navrhovani a modelace konstrukce zafizeni probihalo ve volné¢ dostupném webovém
navrhovém prostiedi Tinkercad (po registraci dostupné na www.tinkercad.com, Obrazek 20).
Toto prostiedi bylo zvoleno krom volné dostupnosti také pro svou jednoduchost a
uzivatelskou piivétivost, diky které bylo mozno se s nim rychle naucit pracovat. Obsahuje
mnozstvi zakladnich plnych tvari a mezer a umoznuje zakladni prostorové zmény, predevsim
velikostni. Dani za jednoduchost je pak pravé absence slozitéjSich, avSak casto uziteCnych

prvki. Pro ucely této prace vSak byl Tinkercad plné dostacujici.

31



Favorites

§ﬂ Design Edit Help :_1 _¥ E:jj ﬁ \“l‘\‘) A 1 *

Impert

= Shape Generaltors
Helpers

Cempeonents

Gaematric

4 4
i

Edit grid . ‘
o[

Obrazek 20: Navrhové prostiredi Tinkercad

Pivodné byla celd konstrukce navrzena pro 3D tisk, a to 1 s dirazem na robustnost.
Postupem casu vSak byl tento pfistup CasteCn¢ opustén a to piredevSim za ucelem uspory
finan¢nich zdrojt, tiskového materialu a tiskového Casu, neb pivodni navrh by vyzadoval
vice nez 24 hodin neptetrzitého tisku. Nékteré casti vSak byly v modelu zachovany,
pfedevS§im ty, u kterych by se manudlni vyroba vyznaCovala vys$Si naro€nosti. Jedna se
predevsim o drzak s liStami (Obrazek 21), ve kterém jsou uchyceny vzorky, difuzory a
svételné zdroje. Pro vyrobu ostatnich ¢asti, pfedevsim desti¢ek s vétsi plochou, byly potizeny
pruhy balsového dfeva. Za ucelem vyuziti standardizovanych rozmérit pruhG byl model
konstrukce mirné€ pfepracovan, pruhy dieva byly nafezdny na desti¢ky poZadovanych rozméri

a slepeny k sobé& univerzalnim lepidlem Herkules.

Vysledny produkt je de facto sloZzen ze dvou hlavnich blokl. Prvnim je baze zafizeni,
slozena z podkladu a liStové konstrukce, osazené vzorkem, difuzory a osvétlovaci jednotkou.
Podklad je vyroben z pruhu balsového dieva o rozmérech 225 x 100 x 9 mm. Na podkladové
Casti je pfipevnéna liStova konstrukce, vyrobena 3D tiskem, o vnéjSich rozmérech 183 x 93
mm. Ta je sloZena ze tfi na vySku stojicich pravouhlych desti¢ek, na nichZ je natiSténo pét
uzkych list, mezi které je mozné vkladat desku s osvétlovaci jednotkou a difuzory. Nad
lisStami jsou natiStény dvé nosné plochy s vyifezem po stranach, do kterych se vklada
mikrotitraéni desticka se vzorky. Vzdalenosti mezi plochami odpovidd piesné velikosti
desticky, tedy 128 mm. Na pravé strané¢ konstrukce je vytvofen otvor pro piipojeni

osvétlovaci jednotky k napajeni. 3D tisk této Casti zabral pfiblizné Sest hodin Casu.
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Obrazek 21: 3D tiskarna na UBMI béhem tisku li§tové konstrukce

Druhym blokem je velky nasazovaci kryt o rozmérech 200 x 120 x 300 mm. Slouzi
k zamezeni ptistupu okolniho svétla ke vzorku a jako podstavec pod mobilni telefon. Cely je
vyroben z nafezaného balsové dfeva a na horni stran¢ disponuje rozsifenim, korespondujicim
s rozmé&ry dna, pro lepsi stabilitu telefonu (spiSe pro ptipad pouziti vétSiho zafizeni). Také je
zde vyfezan kruhovy otvor o priméru piiblizné 2 cm jako priizor pro fotoaparat mobilniho
telefonu. Kryt je pomérné vysoky proto, aby zajistil telefonu dostate¢né zorné pole, pti kterém
bude pozorovatelnd cela desticka se vzorky - pivodné dosahovala vyska necelé¢ poloviny
soucasné hodnoty, vzhledem k hor§imu nahledu do krajnich jamek bylo pouzdro navyseno.
Vyska krytu nad destiCkou ¢ini pfiblizné 24 cm. Pfi vyméné vzorku je tfeba cely velky kryt
sejmout, je vhodné pii tom dbat na stalou pozici telefonu (usnadiiuje obrazové zpracovani),
ovSem vzhledem k materialu krytu a jeho nabarveni neni udrzeni telefonu ve stale pozici a pfi
pohybu nijak slozité a staci jen trocha opatrnosti.

Naopak pro piipojeni a odpojeni zdroje napajeni od osvétlovaci jednotky neni nutno
s krytem manipulovat, nebot’ v souladu s otvorem v lisStové konstrukci je také v krytu vyfezan

otvor, bez spodni hrany, umoziujici zasunuti konektoru napajeni.

Vsechny balsové Casti byly nabarveny Cernou barvou ve spreji. Tisténé komponenty
jsou ¢erné jiz z vyroby. Kompletni systém v zavieném stavu ukazuje Obrazek 22.

33



Obrazek 22: Kompletni analyticky systém v uzavieném stavu

4.1.3 Osvétlovaci jednotka

Jako zdroj prochéazejiciho svétla pro méfeni bylo postupné uvazovano nékolik
moznych zdroji — 24 samostatnych modrych LED, pravidelné rozmisténych mezi kazdé ¢tyti
jamky tak, aby jedna LED svym svétlem prozafovala pievazné nejbliz§i jamky; 96
samostatnych LED — jedna LED pro jednu jamku, a 2 64bodové LED matice, které pokryvaji
vétSinu plochy mikrotitraéni desticky, avSak bez pifimé vazby mezi konkrétnimi LED a
jamkami. Vzhledem k jednoduchosti a prakticnosti byla zvolena varianta s dvéma LED

maticemi o 8x8 prvcich.

Zvolené meéteni vyzaduje prosvétleni svétlem v modré oblasti spektra, proto byly
pofizeny matice s modrymi LED, s vyzafovacim maximem na 470 nm a FWHM 25 nm.
Vyzatovaci thel neni ve specifikaci uveden. DalSi specifikace jsou uvedeny v ptiloZené
dokumentaci. Jedna matice se skladd z 64 diod v zapojeni se spolecnou katodou a

vyvedenymi 16 piny.

V ramci feSeni byl navrzen také elektricky obvod pro LED matice (Obrazek 23),
obsahujici nékolik prvki. Pro pfipojeni napdjeni slouzi DC konektor. Ten je mozné spojit
napiiklad s 12V adaptérem nebo s 9V clankem se specidlnim néastavcem. Obvod takeé
obsahuje stabilizator napéti Ul typ LM317 s variabilnim vystupnim napétim, ktery zajistuje

kompatibilitu obvodu s jinou velikosti vstupniho napéti, pti zachovani stalého napéti na LED
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panelech Vystupni napéti je fizeno pomoci keramického odporového trimru 5 kQ. Dale obvod
obsahuje kondenzator C1 1000 uF / 25 V pro filtraci napétovych Spicek.

+ 9y aZ 12V CONL u1
C 1;- 3y o 4o
S Iy

GND BARREL_JACK

kg

o A s pa

LMl M2
+lct | S— 3 LED Matrix 16316 LED Matrix 16x16
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Obrazek 23: Schéma obvodu osvétlovaci jednotky

Pti sepnuti obvodu (méfeni) se napétovy stabilizator prichodem relativné velkého
proudu zahftiva, k bazi aparatu byl proto ptfimontovan pasivni chladi¢, k némuz byl stabilizator

vyveden a ptipevnén. Diky tomuto je mozné drzet obvod sepnuty po dlouhou dobu.

Navrzeny obvod zdroje svétla byl realizovan formou vlastni vyroby desky s ploSnymi
spoji s uvedenym rozvrzenim spojli a osazenim potfebnymi soucdstkami. Navrh desky
probihal ve volné dostupném navrhovém programu KiCad (www.kicad-pcb.org). NavrZena
byla jednovrstva deska o rozmérech 177 x 75 mm s odpovidajicim zapojenim (viz ptiloha).
Navrh plosného spoje byl pfenesen na specialni modrou folii (vyrobce CADware s.r.0.)
pomoci laserového tisku a nasledné nazehlen na cuprextitovou desku. Takto pfipravena deska
s nanesenym obrazem plo$ného spoje byla ponofena do 14zn€ s leptacim roztokem. Po cca

hodiné se nepotfebna meéd’ odleptala a zlistaly jen médéné spoje.

Jako zdroj napéti osvétlovaci jednotky slouzi napajeci adaptér 12 V / 1,5 A se
souosym DC konektorem, opatieny vypinaCem. Kompletni osvétlovaci jednotku i
s reflektorem, vsazenou do liStové konstrukce zobrazuje Obrazek 24.
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Obrazek 24: Hotova DPS s osvétlovaci jednotkou a reflektorem, vsazena do liStové konstrukce

4.1.4 Difuzor

Difuzor je castecné svétlopropustna folie z materidlu s difuznimi vlastnostmi, ktera
slouzi k homogenizaci rozlozeni intenzity osvétleni v prostoru pod mikrotitrani desti¢kou.
ProtoZe jsou LED nespojité¢ rozmistény v prostoru a rozmér LED panelii nekopiruje rozmér

mikrotitracni desti¢ky, je homogenizace nutnou soucasti feSeni.

Difuzor se vkladd do wvnitfnich vodicich list zdkladny. Nad LED panely jsou
pfipraveny celkem tfi liSty s odstupem 0.5 cm, difuzor je tedy moZné uloZit do tfi poloh,
pripadné pouzit vice difuzorti najednou. Pii pouziti reflektoru (kapitola 4.1.6), ktery zabere

prostor bezprostfedné nad panely, je v§ak mozné vlozit jen jeden difuzor do horni listy.

Ackoliv existuji rizné difuzory s vysokou kvalitou z riznych materiali, vzhledem
k finan€nimu omezeni je pro Ucely této prace vhodné vyuZzit materidly s difuznimi vlastnostmi
snadno dostupné v bézném zivoté. Celkem byly zpracovany a otestovany tii typy difuzori:
slozeny difuzor ztfi vrstev tenkého polypropylenu — sandwichové uspofadani dvou
poloprithlednych vrstev a jedné modré vrstvy, mlééna novodurova (nemekéené PVC) folie a
pruh mlécného HDPE (High density polyethylene - Polyethylen s vysokou hustotou).
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Hlavnim difuzorem pii testovani aparatu byl sandwichova difuzor z modrého a
poloprithledného polypropylenu (Obrazek 25). Mezi jeho hlavni pfednosti patii dostatecnd
pevnost a piredevSim nizky utlum prochazejiciho svétla. To umoznuje nastavit pfi snimani na
telefonu nizkou hodnotu ISO (na testovacim telefonu LG G2 ISO 100 — bez zesileni) a snizit

tak vliv Sumu.

Obrazek 25: Listova konstrukce se zasunutou osvétlovaci jednotkou, reflektorem a difuzorem

Druhym difuzorem je tenka desticka nemékceného PVC (novodur). Jedna se o mlécny
nepruhledny plast. Jeho vyhodou je u€inn€j$i homogenizace rozlozeni intenzity osvétleni nez
u polypropylenu, tvarové je také staly a pevny. Nevyhodou je vSak znaény Gtlum, nejsilnéjsi
z pouzitych difuzorl. To vyZaduje nastaveni vyssi hodnoty ISO a zesileni svitivosti LED (dle

pouzitého obrazového snimace). Vyssi hodnota ISO vede ke zvyseni Sumu.

U difuzoru z mlééného HDPE dochazi k dostatecné homogenizaci a vys$imu atlumu
prochazejiciho svétla. V téchto parametrech zaujima HDPE stedni pozici a jevil se tak jako
rozumny kompromis. Nevyhodou HDPE je vSak tvarova nestalost. Po vyfiznuti potiebného
tvaru dochazelo v rizné dlouhém casovém horizontu ke zméndm tvaru a na plvodné

plochém kusu se zacaly objevovat zvinéni. Difuzor byl tedy vytfazen z testovani.

Vsechny uvedené difuzory pochazi z predmétii bézné denni potieby a jejich cena je
v porovnani s kvalitnimi difuzory zanedbatelna, coz je dulezité, jelikoZ cena byla v pribc¢hu
této prace vyznamnym omezenim. Vzhledem k uvedenym pozitiviim a negativim byl pro
testy realizace vybran polypropylenovy sandwichovy difuzor, u novodurového difuzory byl
odrazujici silny utlum, u HDPE zase tvarova nestalost. Novodur zavrhnut nebyl, jeho pouziti

zavisi spiSe na specifickych podminkéch a je ptfilozen k odevzdavané praci.
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4.1.5 Stinitko

Dilezitou soucasti realizovaného feseni, které vyrazné ovliviiuje proces snimani a
zpracovani obrazu je cerné tiSténé plastové stinitko (Obrazek 26). Jedna se o desticku
s rozmery shodnymi s rozméry mikrotitraéniho pole, perforovanou 96 otvory v mistech, kde
se na mikrotitraénim poli nachdzeji jamky. Primér otvorti je mirn¢ vétsi nez vnitini primeér
jamek pod nimi (pfesny rozmér nelze urcit kvuli teplotni roztaznosti PLA, viz dale). Stinitko
se priklada na horni plochu mikrotitraéni desticky, spravnému umisténi pomohou drobné

vodici listy na jeho spodnich okrajich.

o

Obrazek 26: Stinitko s 96 otvory

Ugelem pouziti stinitka je odstinéni svétla, které prochazi skrz mikrotitraéni desticku,
ale ne skrz jamky se vzorky, nybrz jejich okolim. Tato ¢ast svétla vyrazn€ sniZzuje kontrast
v z4jmové oblasti snimku, pfedev§im v okoli jamek se vzorky o nizkych koncentracich. Po
piiloZeni stinitka se jevi oblast mimo samotné jamky jako velmi tmava, ¢imz je dosazeno
zvyseni kontrastu mezi jamkami a jejich okolim. Pokud vSak jamka obsahuje koncentrovany
vzorek, ktery siln€ absorbuje prochédzejici modré svétlo, projevi se ve snimku také jako pixely
s nizkou hodnotou jasu. Proto je primér otvori ve stinitku vzdy o néco vétsi nez vnitini
prumér jamek pod nimi (modelovany primér 8.0 mm, v duisledku teplotni roztaznosti mirné
odlis$ny), diky ¢emuz otvory propousti také svétlo prochdzejici prihlednymi sténami jamek.
V obraze se pak okolo jamek pii obsahu vzorku s vysokou koncentraci a nizkou jasovou

hodnotou pixelll objevi svétlejsi prstenec. Vyssiho kontrastu mezi pixely jamek (ptipadné
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prstence) a jejich okoli pak vyuzivaji matlabovské funkce pfi detekci jamek v obraze (viz
popis software).

Pro ucely méfeni byla vyhotovena dvé¢ stinitka pfikladana na horni stranu mikrotitracni
desticky, a to v tloustce 1 a 3 mm. U tenci varianty se pfedpokladala jista moznost prusvitu
v disledku nedokonalosti tisku. Hrubsi desticka timto negativem netrpi, zérovenl vSak mirné
ale ne nezanedbatelné¢ ovliviiuje vhled do krajnich jamek. Jak se vSak béhem testovani
ukazalo, o¢ekavany prusvit tenkého stinitka se sice projevil, predpokladavany vliv na detekci
jamek (hledani kruznic pomoci Houghovy transformace s vyssi citlivosti — moznost falesné
detekce v hranové nebo binarni reprezentaci) se vSak i1 diky morfologickym operacim
v obraze neuplatnil, stejné tak u hrubsiho stinitka byla detekce jamek i nahled stale
dostatecné. Nadale bylo tedy v méfeni pouzivani tenké stinitko (1 mm). Neptedpoklada se, ze
by pouziti druhého stinitka pfineslo znatelné zmény. Porovnani snimka se stinitkem a bez
stinitka ukazuji Obrazek 27 a Obrazek 28.
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Obrazek 27: Snimek desti¢ky se stinitkem

Obrazek 28: Snimek desti¢ky bez stinitka
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Zhotoveno bylo i1 spodni stinitko, které se vklada pfimo pod mikrotitrani desticku a
od vrchnich stinitek se lisi jen formou pfilozeni k mikrotitra¢ni desticce — misto drobnych list
po okrajich jsou pouzity zafezy, do kterych kraje destiky zapadnou. UGelem spodniho
stinitka bylo doplnit horni stinitko a navic propoustét jamkami ptredevSim svétlo, které
prochdzi rovnobézné se svislou osou jamky. Ukézalo se vSak, Ze spodni stinitko omezuje
intenzitu svétla prochéazejiciho sténou jamky, ¢imz, pfedevSim u jamek s vysoce
koncentrovanymi vzorky, snizuje kontrast prstence a okoli (tedy snizuje jasové hodnoty
pixeli mezi obsahem jamky a hornim stinitkem v obraze). Pti jeho pouziti se neprojevila tak

znacna vyhoda, ktera by prevazila toto negativum, a proto bylo od jeho pouziti upusténo.

U vsech vytisténych stinitek se projevily dva faktory, které mirné¢ negativné ovlivnily
jejich celkové zpracovani. Prvnim je samotné modelovani v prostiedi Tinkercad, které
umoznuje praci v rozmérech na rovni desetin milimetru, zatimco mikrotitracni desticky jsou
vymétené na urovni setin milimetru. Druhym faktorem je teplotni roztaznost materidlu PLA,
ze kterého jsou vSechny tisténé Casti ptipravku vyrobeny. Po dokonceni tisku vyhotoveny
prvek chladne a stim se méni jeho rozméry. U vsech stinitek se projevila zména v tadu
desetin az celého milimetru. To mirné negativné ovlivnilo rozlozeni otvort ve stinitcich i
samotné krajni liSty/zafezy a tedy ptikladani stinitek k mikrotitracni desticce. Tyto faktory
spolu s naslednym nutnym manualnim dobrusovanim zpusobily vznik mirné nepiesnosti
v konstrukcei stinitek. Tato nepfesnost vSak nijak znatelné¢ neovliviiuje vysledek méfeni a

prace obsluzného software ji neni nijak poznamenana.

4.1.6 Reflektor

Zvolené tfeSeni zdroje svétla — tedy 2 LED panely - pfinasi cenovou usporu, zavadi
vSak jeden znaCny problém a tim je nehomogenita intenzity osvétleni uZite¢né plochy
difuzoru s naslednou nerovnomérnou distribuci intenzity osvétleni mezi jednotlivymi
jamkami. Celkova plocha obou LED panelll je mensi nez uzitecna plocha difuzoru nad nimi 1
plocha mikrotitra¢ni desticky. Proto predevs§im krajni jamky trpi snizeni intenzitou osvétleni,
které jimi prochdzi. Jednou z odpovédi na tento problém je, krom softwarové korekce, také
pouziti reflektoru (Obrazek 29) obklopujiciho LED panely. Jedna se o pruhy metalického
zrcadlového papiru umisténé po obvodu LED panelii, které usmérnuji cast svétla vzhiru
k difuzoru, respektive k mikrotitracni desticce, a zajiStuji tak zvySeni intenzity osvétleni u

krajnich jamek.
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Obrazek 29: LED panely s nasazenym reflektorem

4.1.7 Mikrotitraéni desti¢ka

Pti vyvoji byl bran zietel na imysl pouZit zafizeni k méfeni koncentrace kortizolu ze
slin pomoci metody ELISA. Vzhledem k tomu jsou napfiklad jako zdroj svétla pouzity modré
LED, nebot latky pouzité pro analyzu absorbuji v modré Césti spektra. Protoze se ale
mikrotitraéni desticky a reagenty pro ELISA vyznacuji vysSi financni ndro€nosti, bylo
rozhodnuto pouZzit pro Ucely této prace jako testovaci nosi¢ vzorkli pouze obycejnou

mikrotitra¢ni desticku, bez chemické tpravy povrchu.

Pouzita desticka je standardizovana 96jamkova mikrotitracni desticka znacky TPP
(Obrazek 30), o rozmérech 128 x 86 mm. Pracovni objem jedné jamky ¢ini dle specifikace

0.34 ml. Dalsi tidaje jsou uvedeny v piilozené¢ dokumentaci.
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Obrazek 30: Standardni mikrotitracni desticka, 96jamkova, propagacni foto vyrobce TPP

4.2 Software

Tteti velkou kapitolou prace je navrh, zpracovani a postupny vyvoj obsluzného
software, ktery bude vykonavat analytickou ¢ast prace — stanoveni koncentrace predkladanych

vzorkil pomoci obrazové analyzy.
Pouzity software lze rozd¢lit do dvou skupin:
1) Soubor matlabovskych funkci vytvotenych pro tuto praci
2) Aplikace Matlab Mobile pro mobilni telefony

O aplikaci Matlab Mobile 1ze uvazovat jako o prostiednikovi, ktery zprostiedkovava
uplatnéni vytvofenych matlabovskych funkci na snimky z mobilniho telefonu bez nutnosti je
pfenaset do PC (samotné propojeni aplikace s instanci Matlabu na PC vSak je jednou z

moznosti realizace, 1 kdyz neni v této praci rozebirana).

4.2.1 Matlab Mobile

Hlavnim vyvojovym ndstrojem je programové prostfedi Matlab. Mezi hlavni pfednosti
ve vztahu k této praci patii silné néstroje pro zpracovani obrazu a provazanost s dosavadni

vyukou. Popis samotného Matlabu samoziejmée neni predmétem této prace, je ovSem dobré se
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zminit o mobilni aplikaci Matlab Mobile a n¢kolika jejich specifickych vlastnostech, které

vyrazn¢ ovlivnily feSeni zadan¢ho problému.

Matlab Mobile je volné dostupnd mobilni aplikace pro zafizeni na platforméch
Android a 10S. Aplikace umoznuje spustit na mobilnim zafizeni nékteré¢ Casti Matlabu,
zejména Command Window a prohlizeni grafii a obrazli. Pokrocilejsi funkce a Editor nejsou
pritomny. Samotna aplikace vypocty a ulohy neprovadi, vyuziva vypocetni vykon vzdalenych
zdrojii — aplikace se pies internet pfipojuje bud’ k MathWorks Cloud nebo k plné verzi
Matlabu na bézném PC.

Pti spojeni s cloudem pak aplikace pracuje s vypocetnimi zdroji MathWorks a se
soubory nahranymi v Cloud Storage. Pokud mé uZivatel ziizen G¢et u MathWorks, je mu
poskytnut tlozny prostor 500 MB. Vzhledem k tomu, Ze jeden soubory ve forméatovych
ttidach RAW mivaji velikost az né¢kolik desitek MB, je nutno s vyuzitim prostoru zachéazet

obezietné, pii testovani vSak byl limit dostacujici.

Vyhoda Matlab Mobile spojen¢ho s cloudem spociva jednoznacné v absenci nutnosti
mit zapnuty vlastni pocita¢, avSak také v dostupnosti vétSiny toolboxll s nejriznéj$imi
funkcemi, které na bézném PC nemusi mit uzivatel k dispozici. Zietelnym faktem je také
vyss$i vypocetni sila cloudu a s tim spojené rychlejsi provadéni komplikovanégjSich funkei.

Ovsem tato vyhoda je Casto smazéana rychlosti pfipojeni.

Stézejni nevyhodou, a zaroven vyraznou komplikaci pro tuto praci, je nemoznost
nahravat jakékoliv soubory do Cloud Storage pifimo z mobilniho zafizeni. K tomu je nutné
klasické¢ PC s webovym prohlizeCem. Tato moZnost zdsadné¢ komplikuje postup pifi méteni
v ramci této prace, nebot’ neumozinuje nahravat vyfocené snimky na cloud piimo. Toto
negativum bylo kompenzovano za vyuziti jinych cloudovych sluZeb, pfistupnych z mobilnich
zafizeni pfes internetové piipojeni, zejména se jedna o Google Drive a Dropbox. Obé& tyto

sluzby lze pti méfeni vyuZit a Ize mezi nimi libovolné volit.

Dalsim negativem aplikace je absence zobrazeni prostoru s proménnymi Workspace.
Proménné Ize jen vypsat do Command Window pomoci ptikazil, nelze je vSak zobrazit trvale.

Toto sice opét komplikuje praci, nejedna se vSak o zdvazny nedostatek.

Tim je naopak omezeni ¢asu, po ktery je aplikace ochotna vykonavat spusténé piikazy.
At je jiz uzivatel pfipojen ke cloudu nebo ke svému PC, po 50 sekundach dojde v aplikaci
k pteruseni ¢innosti. V opera¢nim systému Android je toto provazeno hlaskou oznamujici, ze
aplikace nepodporuje operace trvajici déle nez 50 s. V systému iOS dojde k odpojeni
uzivatele od Uc¢tu s doprovodnym chybovym hlaSenim a selhani spojeni a nutnosti opakovat
akce. Po opétovném pfipojeni k uctu se vSak v nékterych piipadech zobrazuji spravné

vysledky provadéné operace. Nebyla vSak prokdzana zadna zavislost vedouci k uspé€Snym ¢i
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neuspéSnym vykonanim tulohy. Nékdy vedlo vymazani inkriminovanych proménnych pted
opétovnym spusténim funkce k jejimu uspéSnému vykonani (samoziejmée s odpojenim v
mezikroku), mohlo se vSak stidle jednat o ndhodu. Tato vlastnost systému nucené vedla

k takovym Upravam algoritmil, aby se vypocetni €as snizil pod tuto hranici.

Nutné je také zminit Casté vypadky ve spojeni po spusténi raznych funkci. Pii
pfepinani mezi aplikacemi pak nékdy dochdzi k opakovanému piipojovani aplikace ke
cloudu. Objevuje se také zamrzani pii pokusu o spojeni. Nejedna se sice o kritické problémy,

vyrazn¢ to vsak obtézuje pfi praci.

Celkovée vsak lze konstatovat, ze Matlab Mobile je nepochybné uzitecnym nastrojem,
ktery umoznuje propojit schopnosti Matlabu pifi praci s obrazem s moznostmi cloudu a

Sirokou dostupnosti mobilnich telefoni. Tato vlastnost je pro piedkladanou praci stézejni.

4.2.2 Vyvoj vlastnich analytickych funkci

Pro analytickou ¢ast prace byl vyvinut soubor ¢ty matlabovskych funkci. Jedna se o

soubory cloud load.m, kalibrace.m, mereni.m a rotace hrany.m

Tyto dodané soubory je pted zapocetim prace s analytickym systémem nutno vlozit do
ulozisté Matlab Cloud Storage nebo do piislusné slozky na PC (pii propojeni s PC misto
cloudu). V Matlab Mobile se pak volaji zCommand Window stejnym zplsobem jako
v klasickém Matlabu.

4.2.3 Funkce cloud load.m

Jak uz bylo feCeno v predchozi kapitole, jsou pro matlabovsky cloud specifické dveé
negativni vlastnosti: neumoziuje nahravat souboru do ulozisté pifimo z mobilniho telefonu a
omezuje beh spuSténych funkci na 50 s (v pozdéjsi fazi vyvoje se objevilo systémové
varovani bez uvedeni ¢asu, povolend doba vSak zlstala pfiblizné stejna). Pro zmirnéni téchto
obtizi byla vytvofena mala funkce cloud load. Jejim ukolem je ptfednacteni snimkl
z externich cloudovych sluzeb a jejich uloZeni ve formé proménné v souboru .mat. do Matlab
Cloud Storage. Dalsi funkce jiz pak nemuseji stahovat snimky z externiho ulozisté, ale
nacitaji si proménné piimo z vlastniho cloudu, kde jsou samy ulozeny. Tim jednak ulehcuje
praci uzivateli, nebot’ je moZné pienést z externiho uloZisté vice fotografii najednou, a déle
Setfi ostatnim funkcim vypocetni ¢as, protoze stahovani a nacitani relativné velkych souborti
(DNG) ukrajuje z povolené¢ho ¢asového limitu. Nacteni proménnych ze stejné lokality je

podstatné rychlejsi.

Funkce obsahuje blok:
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switch zdroj

case 'dr' %dropbox
url = strrep(url, 'dl=0",'dl=1");

case 'gd' %google drive
url = strrep(url, 'file/d/', 'open?id=");
url strrep(url, 'open?', 'uc?export=download&") ;
url = strrep(url,'/view?usp=drivesdk',6 '");

otherwise %chyba

error ('Zadat spravny zdroj'")

end

ktery méni predlozenou url adresu v zéavislosti na jejim zdroji. Externi ulozisté poskytu;ji
odkazy pro sdileni soubortii ve formé, ktera spousti ndhled. Funkce nicméné potiebuje soubory

stahnout, proto pfedtim musi pozménit obsah url adresy tak, aby doslo ke staZeni souboru.

Vstupnimi argumenty jsou proménna url s adresou/adresami snimkl na externim
ulozisti, a zdroj odkud snimek pochazi (gd - Google Drive; db - Dropbox). Vystupem jsou

soubory .mat s obsahem matic nactenych obrazkii a metadata.

Nasleduje priklad: byly nahrany dva snimky na externi uloZi§t¢ Google Drive, jejich

adresy pro sdileni vloZeny do proménné url.

4.2.4 Funkee inicializace.m

Funkce inicializace slouzi ke zjiSténi hodnot jasu pixelll jamek naplnénych jen
destilovanou vodou. Toto slouzi jednak pro pienos hodnot do méfici funkce, kterd z nich dale
pocita absorbance, a dale faktord relativniho utlumu, které umozni korigovat nehomogenitu

osvétleni u méticich snimki se stejnymi snimacimi parametry.

B¢h funkce zacind upravou predloZzenych url adres a nactenim snimkl nebo ptipadné
rovnou nac¢tenim, pokud jsou snimky uloZeny jiz v Matlab Cloudu. Nasleduje vybér modrého
kanalu (plati pro Bayerovské rozloZzeni pixeld RG/GB) a normalizace rozmezi jasu na
hodnoty 0 az 1. Déle je provedena binarizace obrazu a morfologicka operace dilatace, rotace
snimku pokud nejsou hrany desti¢ky aspon pfiblizné rovnobéZzné s okraji snimku a detekce
kruznic pomoci Houghovy transformace. Zjisténé stiedy kruznic/jamek jsou nésledné
korigovany vzhledem k riznym uwhlim vhledu senzoru do jamek. Z vybraného okoli
korigovanych stfedi jamek jsou nésledné hodnoty filtrovdny medidnovym filtrem a
prumérovany konvoluci s maskou za ucelem potlateni Sumu. Za kazdou jamku je pak
medidnem vybrdna jedna reprezentacni hodnota jasu. Matice téchto hodnot a matice
korekénich faktort relativniho utlumu (viz kapitola Realizovany vyvoj) pak slouzi jako vstup

funkci mereni.

Vstupnimi argumenty jsou proménnd url s adresou snimku na externim ulozisti

(pokud vyuzijeme misto toho Cloud Storage, vlozi se misto ni hodnota 0), dale
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img file name se jménem pieduloZeného souboru v Cloud Storage (pokud vyuzijeme url
piimo z externiho ulozisté, vlozime misto argumentu hodnotu 0) a zdroj, odkud snimky nacist
(krom ,gd‘ a ,db* z predchozi funkce je mozné hodnotou ,cloud® ur€it za zdroj Matlab Cloud
Storage). Vystupem jsou proménné transm fault obsahujici matici faktord relativniho
utlumu pro kazdou jamku na destice a proménnd well empty obsahujici matici hodnot

pixelt jamek bez vzorku.

4.2.5 Funkce mereni.m

Jedna se o hlavni méfici funkci. Jejim ucelem na zdkladé snimku a dat z funkce
inicializace vypocitat absorbance v jednotlivych jamkach (n¢kdy také udédvana
jednotka OD = Optical Density), vytvofit kalibra¢ni kifivku a zni vypocitat koncentrace

métené latky v jednotlivych vzorcich.
Vstupni argumenty jsou:

url, img file name a zdroj -stejné jako u pfedchozifunkce

concentr - vektor koncentraci standardd sefazeny od maxima po minimum

transm fault - faktory relativniho Gtlumu z funkce inicializace

well empty - hodnoty jasu z jamek s destilovanou vodou z funkce inicializace

Vstupni snimky Ize vlozit stejné jako u ptrechozi funkce. Nasledujici kroky jsou také
shodné s predchozi funkci aZ po dokonceni ¢teni hodnot jasu z jednotlivych jamek. Déle
funkce zapocne s vypoctem koncentraci vzorkli v jamkach soubézné dvéma zplsoby. Oba
vychézi z klasického vypoctu absorbance z transmitance vychéazejiciho z Lambert-Beerova

zakona:

I
A= —log (1)

Zpiuisob A

Prvni moZznosti je do vypoctu absorbance pro kazdou jamku dosadit za veli¢inu I
hodnotu jasu v dané jamce z funkce inicializace, tedy hodnotu detekovaného jasu, kdyz

byla jamka naplnéna jen destilovanou vodou.

well OD A = -1oglO( well vals ./ well empty )
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Zpiisob B

Druhou moznosti je dosadit za Iy detekovanou jasovou hodnotu blanku. Protoze vSak
plocha desticky neni osvétlena homogenné, jak uz bylo zminéno, nebyla by dana hodnota
blanku pifenositelna na vSechny jamky. Proto je tieba nejprve na zméfené hodnoty v jamkach
aplikovat korekci pomoci faktorii relativniho utlumu. Tim dojde k predpokladanému vyruseni
vlivu nehomogenity podsvétleni na zméfené hodnoty jasu v jamkéch, vcetné jamek s
blankem. Hodnoty blanku jsou tedy nyni ptenositelné na vSechny jamky — jasovou hodnotu
jamky s destilovanou vodou staci zjistit jen z jedné pozice na desticce (respektive dvou, na
desticce jsou vlozeny dvé fady standardl za ucelem priiméerovani).

well vals cleared = well vals ./ transm fault;
well OD B = -1oglO( well vals cleared ./ mean(well blank) )

Po ziskani hodnot absorbance z kazdé jamky obéma zpusoby pak funkce pokracuje
dal§imi vypoCty pro oba zplsoby zaroven. Parametry koncentrace standardi a jejich
zméfenych absorbanci jsou pfredany funkci polyfit. Ta se snazi pomoci metody
nejmensich ctvercl co nejlépe prolozit zadané body polynomialni kiivkou a vraci koeficienty
jeji parametrick¢é rovnice. Pfi nastaveném stupni polynomu 1 vypocita koeficienty
parametrické rovnice piimky (pfedpokladdme linearitu zavislosti v méfeném rozsahu). Timto
je ziskdn parametricky popis kalibracni kiivky. Krom parametrického popisu funkce jesté
stanovuje hodnotu R* mezi zméfenymi hodnotami OD standardii a hodnotami vypo&itanymi
s pomoci nové vzniklé kalibracni kiivky. Oba zminéné popisné parametry jsou zobrazeny
jako dopln¢k v grafu zavislosti absorbance vzorku na jeho koncentraci s proloZenym trendem
(kalibrac¢ni kiivkou).

Nasleduje vypocet koncentrace z kalibrac¢nich kiivek a nastaveni jamek se zapornou
koncentraci nebo absorbanci na koncentraci nulovou. Vypocitané koncentrace se zobrazi ve

dvou mapach rozlozeni vzorkt i s barevnym podkladem.

4.2.6 Funkce rotace_hrany.m

Funkce rotace hrany je vnitini funkce slouZici hlavnim funkcim k rotaci snimka
dle hran desticky v obraze. Pokud nejsou hrany desticky aspon pfiblizné rovnobézné s okraji
snimki, je nutné snimek pootocit a ofiznout. Toto je dulezité pro detekci rozloZeni jamek,
nebot’ ta postupuje po soufadnicich a mohla by chybné detekovat potadi jamky a pfifadit ji

chybnou pozici v matici.

Do funkce vstupuje bindrni obraz a pivodni obraz (modry kanal, normalizovany).
Pracuje se vSak pouze s bindrnim obrazem. Nejdiive jsou aplikovany dvé morfologické
operace dilatace s tvary disku a ctverce. Tim je z binarniho obrazu jamek vytvoien solidni
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blok ve tvaru obdélniku. Nasleduje aplikace Cannyho hranového detektoru a detekce piimek s
pomoci Houghovy transformace. Detekce je provadéna v rozsahu -45° az 45°. Je rozumné
predpokladat, ze uzivatel nebude telefon nastavovat do nepfirozenych pozic a uhld, proto je

tento rozsah vice nez dostacujici.
[H, theta, rho] = hough (hranyl, 'Theta',-45:45);
P = houghpeaks (H,2, 'threshold',ceil (0.5*max (H(:))))

Lines = houghlines (hranyl, theta, rho,P, '"MinLength', 400, ..
LFi1l11Gap Y, 300) ;

Pii uspésné detekcei jsou nalezeny dvé krat$i bo¢ni hrany (Obrazek 31). Z vysledk
Houghovy transformace se vyextrahuje uhel 0 jedné z nich (ob¢ pfimku budou mit thel stejny
nebo velice podobny). Pokud je tento thel vétsi nez nastaveny prah (2°), provede se rotace
originalniho 1 bindrniho obrazu o pfislusny pocet stupiiii v ptislusném sméru a vysledek se
zapiSe do pfislusSnych proménnych. Pokud prahovy thel pfekroen neni, do vystupnich
proménnych se zapiS$i vstupni obrazy. Neni nutné naprosto piesné zarovnani, postaci, aby

zadny ze stfedil jamek z daného fadku nezasahoval mezi stfedy jamek z fadku nad nimi.

Obrazek 31: Hrany desticky detekované funkci rotace_hrany
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4.3 Postup prace s analytickym systémem

Postup prace s celym analytickym systémem lze pomysIné rozdé€lit do tii bloki:
1) Pocatecni nastaveni aparatu a mobilniho telefonu
2) Snimek prazdné destic¢ky a inicializa¢ni funkce
3) Snimek desti¢ky se vzorky a méfici funkce

Tato kapitola popisuje obecny postup, konkrétni kroky podniknuté pfi testovani jsou popsany

v kapitole 5 Testovani. Zjednoduseny diagram ukazuje Obrazek 32.

Mé&reni nebo
kalibrace
v ? ]
Kalibraéni snimky Snimek ostrého méfeni
Cloud Cloud
{Dropbox, Google Drive) (Dropbox, Google Drive)

N

v , J’

v

,

"{':":;'If‘db Matlab Mobile Matlab Mobile 'gf;'l:‘db
Storage Kalibraéni funkce Méfici funkce < Storage

b 4 ~

|

Prezentace
vysledku

Obrazek 32: ZjednoduSeny diagram prace se systémem

Pii ptipravé na méfeni nasuneme kryt na bazi aparatu (pfipadné vloZime mikrotitracni
desticku, pokud se jiZz chystdme m¢éfit), sepneme spina¢ na kabelu napdjeciho adaptéru a
nachystdme telefon na vrchni stranu krytu, tak aby fotoaparat sméfoval skrz prazor do
snimaciho prostoru a telefon lezel soubéZzné s vrchni stranou krytu. Pfi praci ve fotografické
aplikaci je tfeba vénovat pozornost tfeba ndhodnému otaceni rozhrani mobilni aplikace, aby
nedoslo k obraceni snimku — rozlozeni standardid by neodpovidalo schématu. Pokud se tak
stane, Ize to snadno a rychle napravit otoenim jesté v telefonu pfed odeslanim na externi

uloziste.
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4.3.1 Pocate¢ni nastaveni aparatu a mobilniho telefonu

Pted zapocetim samotnych méfeni je nutno nastavit snimaci pfipravek a parametry
fotografovani na mobilnim telefonu, oboje v zavislosti na pouzitém mobilnim telefonu,

respektive jeho obrazovém snimaci.

Po vybéru difuzoru (doporucen a testovan sandwichovy difuzor z polyuretanu) je
nutno nastavit svitivost LED odporovym trimrem, v kombinaci s hodnotou ISO na mobilnim
telefonu, tak aby u pixeld na senzoru (respektive u pixelt pfipadajicich na vnitiky jamek)
nedochéazelo k prekroceni jejich dynamického rozsahu. Takovym pixelim je v obraze
piifazena hodnota zcela bilého odstinu (konkrétni hodnota ptfed normalizaci je zavisla na
bitové hloubce) a dochazi ke ztrat¢ informace. Zde je nutno pfipomenout, ze zvySovanim
citlivosti snimace dochazi také ke zvyseni Sumu a dlouhym ptetézovanim obvodu miize dojit
k jeho posSkozeni (napf. vyteCeni kondenzatoru). U telefonli umoziujicich manipulovat
s dal§imi expozi¢nimi parametry lze k omezeni ptekroceni dynamického rozsahu s vyhodou
vyuzit napt. rychlost zavérky. Blesk je vhodné vypnout. Méteni expozice scény je vhodné

nastavit na spot-metering a métici bod dat do tmavé oblasti snimku.

Pro zpracovani fotografii je nutno fotit do tfidy formath RAW, nejlépe do DNG
(realizace testovana jen na rozSifeny format Adobe DNG verze 1.3 se snadno dostupnymi

nastroji, u jinych RAW formati je otazka, zda by s nimi dokazal Matlab pracovat).

Tento krok se provadi pouze jednou pro dany mobilni telefon. Nastavené parametry
(v€etné téch, které nemaji pfimy vliv na schopnost méfeni (pokud jsou nastaveny) — napf.
vyvazeni bilé€) je pak tfeba udrzovat béhem celého méfeni. Také je nutno nahrat vSechny

potiebné funkce do Matlab Cloud Storage, pfipadné je mit uloZzené v ptislusné sloZce na PC.

4.3.2 Snimek prazdné destic¢ky a inicializa¢ni funkce

Druhym krokem, paklize jsou spravné nastaveny snimaci parametry a pfipraveny
potfebné matlabovské funkce je vyhodnoceni dat z prazdné desticky — jamky naplnéné jen
destilovanou vodou. Tento krok lze provadét také spole¢né s predchozim bodem. Hodnoty
jasu z prazdnych jamek jsou nutné pro zjisténi nehomogenity rozlozZeni intenzity osvétleni po

plosSe desticky a pro vypocet koncentrace v nasledujicim bod¢.

Po pofizeni snimku je nutné odeslat soubor na vybrané cloudové uloziste¢ (Google
Drive nebo Dropbox). Zde je tieba si vygenerovat odkaz pro sdileni souboru a ten si ulozit. Po
aktivaci a pfihlaSeni v aplikaci Matlab Mobile Ize vyhodné pouzit funkci cloud load,
kterd snimek/snimky uklada pfimo do proménnych ve formé€ .mat souboru do Matlab Cloud

Storage. Dale pouzijeme funkci inicializace, jejimz vystupem jsou hodnoty korekénich
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faktorti a jasové hodnoty jednotlivych jamek, uloZzené v danych proménnych, které budeme
dale predavat meéfici funkci. Ob& proménné se zaroven ulozi do souboru
inicializace var.mat, tak aby je bylo mozné znovu nacist, pokud by doSlo k

jejich nechténé zmené.

Tento krok je stejn¢ jako krok 1) potieba provadét jen jednou pro dané uspoiadani,

pied zapocetim samotného méfeni.

4.3.3 Snimek desticky se vzorky a mérici funkce

Paklize jsou spravné nastaveny vSechny parametry snimani na piipravku i na
mobilnim telefonu, mame k dispozici proménné v Matlab Mobile z pfedchoziho kroku, je

mozné prikrocit k samotnému méteni.

Na zacatku je tfeba naplnit jamky v mikrotitratni desticce dle daného schématu

(Tabulka 1), koncentrace standardi klesd s tadkem, tedy v prvnim fadku je koncentrace

Cv v

Tabulka 1: Schéma plnéni jamek pro méreni — prazdné jamky jsou volné pro vzorky

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A STD1 | STD1
B STD2 | STD2
C STD3 | STD3
D STD4 | STD4
E STDS | STDS
F STD6 | STD6
G STD7 | STD7
H Blank | Blank

Toto schéma je defaultn€ nastavené uvnitt métici funkce, jeho zména vyzaduje zésah
do kodu upravou na PC, nebot’ samotny Matlab Mobile neumoziuje oteviit Editor, a tvofit

schéma na malém displeji by bylo zna¢né€ nepraktické.

Po ptipravé vzorkl nésleduje foceni a odesilani snimku/snimki do uloZisté stejné jako
v pfedchozim bod€ (opét je vhodné vyuzit funkci cloud load). Pro méfeni vyuZijeme
v Matlab Mobile funkci mereni s patficnymi argumenty, mezi které mimo jiné vkladdame

také vektor koncentraci standardll (sefazeny od maxima po minimum). Po dokonc¢eni ¢innosti
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a zobrazeni vystupli zkontrolujeme kalibraci a odecteme vysledky. V ptipad¢ nesrovnalosti

nebo nevhodnych vysledkit méfeni opakujeme.

Dodatkem je také vhodné apelovat na snahu a) drzet stalou pozici mobilniho telefonu
mezi jednotlivymi snimky b) fotit mikrotitracni desticku tak, aby jeji hrany byly rovnobézné
s okraji snimku. Jednd se spiS o doporuceni, nez nutnost, nicméné je vhodné nevytvaret

zbytecny prostor pro chyby. Jak vypada spravné nastaveny telefon, ukazuje Obrazek 33.

03:35:13 dng 1280x960 9667 left 79% -

Obrazek 33: Pohled na spravné zacileny telefon. Hrany desti¢ky jsou pribliZné rovnobézné s okraji displeje. Lze si
povsimnout levého sloupce s nastavenymi parametry snimani. Méi‘eni expozice scény se provede v tmavé oblasti.
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5 Testovani

Testovani probihalo s odliSnym rozlozenim vzorkd na desticce a s mirn€ upravenymi

funkcemi, aby bylo mozné zhodnotit vlastnosti systému.

5.1 Rozvrzeni snimani a mobilni telefon

Jak uz bylo feceno, je tfeba, aby mobilni telefon disponoval moznosti exportovat
fotografie ve formatu DNG, coz zuZzuje vybér moznych modeld. Zaroven je snimani
modeloveé specifické, nelze tedy automaticky porovnavat snimky z rozdilnych telefoni

(samoziejmée neni vylouceno, Ze nékteré modely budou poskytovat stejné vysledky)

Pro tuto préaci byl k dispozici telefon LG G2 (Obrazek 34) s operacnim systémem
Android ve verzi 5.0.2. Je vybaven 13MPix CMOS c¢ipem Sony IMX135 Exmor RS,
s clonovym c¢islem F2.4 a ohniskovou vzdalenosti 4 mm (35 mm ekvivalent ¢ini 29.5 mm).
Pro snimani obrdzku do formatu DNG byla pouZita aplikace FreeDCam ve verzi 3.3.138,
ktera disponuje nezbytnymi expozi¢nimi parametry, piedev§im: nastaveni ISO, korekce

expozice -2EV/+2EV, vyvazeni bilé a méfeni expozice scény ve vybraném bod¢.

Jill 1 9:30 PM

g, September 24

Obrazek 34:Propagacni snimek spolec¢nosti LG k modelu G2
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omezil Sum v obraze. Pii vybéru polypropylenového difuzoru a adekvatnim nastaveni
svitivosti LED bylo moZno nastavit hodnotu ISO 100, tedy bez zesileni. Bod méfeni expozice
byl nastaven do temné ¢asti snimku, mezi okraj a ROI, aby bylo méfeni opakovatelné —
piedpoklada se, ze v temné Casti snimku, mimo desticku nedochazi k vyznamnym zménam
jasu. Vyvazeni bilé nastaveno na ,fluorescence‘. Pro méfeni bylo pouzito Imm stinitko na

horni stranu mikrotitra¢ni desticky.

5.2 Zkoumana latka a vzorky

Prace si vuvodu kladla za cil méfeni hladiny kortizolu ve slindch. Protoze vSak
kompletni ELISA kit nebyl v dob& zpracovani dostupny a jeho pofizovaci cena je pro tuto
praci pfili§ vysoka, byla jako nihrada pro testovaci Gcely vybrana jind latka s absorpénimi
vlastnostmi v dané ¢asti spektra. Jedna se o Cerveny inkoust, ktery dobie absorbuje v oblasti
spektra okolo 460-480 nm. (empiricky urceno, nebyla nalezena ktivka zavislosti absorpce na
vlnové délce). Zaméteni na kortizol odpovida volba zdroje svéta — modra LED s nejvyssi
intenzitou vyzatovani na 470 nm. Teoreticky je vSak mozné méfit celou fadu latek, které sdili
obdobné absorpcni vlastnosti. Méfeni absorpéné odlisSnych latek je pak mozné dosahnout
snadnou zaménou LED paneltl za jinou barevnou variantu. Lze teoreticky uvazovat i nad IR
nebo UV LED, je vSak nutné také zvazovat spektralni vlastnosti snimace pouzitého mobilniho

telefonu.

Pro testovani metody byla vytvofena vzorkova sada roztokii rtzného objemu
cerveného inkoustu v destilované vod¢. Jednotlivé vzorky uvadi Tabulka 2. Uvedené hodnoty

koncentrace jsou v jednotkach ml / 100 ml rozpoustédla — destilované vody.

Tabulka 2: Koncentrace sady testovacich roztoki

Vzorek A B C D E F G H I J K L

Koncentrace

1,5 (1,25 1 [0,75] 05 | 0,250,125 | 0,0625 | 0,03125 | 0,0156 | 0,0078 | 0,0039
[ml /100 ml]

Standardy s nizkou koncentraci maji mezi sebou imyslné¢ malé rozestupy, aby bylo
mozné zjistit spodni hranici pouZitelného méticiho rozsahu. Naopak koncentrace vzorku A
svym utlumem pfiblizuje jasové hodnoty skoro k nule. Zda na urovni vzorku A lezi horni
hranice pouzitelného meéficiho rozsahu, vSak neni prakticky dtlezité, nebot’ horni rozsah
koncentrace neni prakticky nijak omezen — pokud koncentrace piekro¢i horni mez detekéniho
rozsahu aparatu, lze vzorek zfedit pfidanim rozpoustédla a snizit tim jeho koncentraci. Pro
ziskani validniho vysledku pak staci nov€é zmétfenou koncentraci vynasobit zied’ovacim

faktorem.
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Je dulezité zdaraznit, Ze zde uvedené hodnoty vzorkl nijak nesouviseji s rozsahem
meéfitelnych hodnot kortizolového ELISA kitu, ani s jinymi latkami. Pro kazdou teoretickou

latku je nutno stanovit konkrétni koncentracni rozsah.

Testovaci vzorky byly rozmistény do mikrotitracni desticky podle nasledujiciho
schématu (Tabulka 3). Toto schéma je sestaveno za ucelem testovani a 1isi se od schématu pro
obvyklé méteni. M4 za tcel stanovit presnost méteni v zavislosti na prostoru a koncentraci, a

urcit pouzitelny méfici rozsah.

Tabulka 3: Schéma rozloZeni vzorki pro testovani

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al O 0,0039 | 0,0078 | 0,0156 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,5 0,75 1 1,25
B| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cl 0 0 0 0 0 1.25 1.5 0 0 0 0 1.5
D| 1,25 1 0,75 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,0156 | 0,0078 | 0,0039 0
E|l O 0,0039 | 0,0078 | 0,0156 0,03125 0,0625 0,125 0,25 0,5 0,75 1 1,25
F| 15 0 0 0 0 1.25 1.5 0 0 0 0 0
G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H| 1,25 1 0,75 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125 0,0156 | 0,0078 | 0,0039

Do kazdé oznacené jamky bylo pipetovano 300 pl vzorku. Ostatni jamky byly
ponechany prazdné. Od metody se ocekava, Ze ozna¢i jamky se vzorkem spravnou
koncentraci a prazdné jamky spravné identifikuje jako prdzdné/bez zkoumaného vzorku
(pfitadi jim nulovou koncentraci). Protoze jsou vSechny vzorky na desti¢ce znamé, je mozné

také urcit relativni chybu vzhledem k méficimu rozsahu.

5.3 Prabéh testovani

Do vodicich 1ist difuzoru byl nasunut polypropylenovy sandwichovy difuzor, a na

mobilnim telefonu nastaveny tyto parametry:

Rozliseni 4208 x 3082
ISO 100

Vyvazeni bilé Fluorescence
Meéieni expozice Spot-metering
Format souboru DNG
Zaostrovani Automatickeé
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Pro urCeni faktori relativniho Utlumu a hodnot jasu v prazdnych jamkach byly
pofizeny tii snimky desticky se vSemi jamkami naplnénymi 300 pl destilované vody a tfi
snimky desti¢ky se vzorky vnesenymi dle schématu. Tyto snimky byly odeslany do externiho
ulozisté Google Drive. Déle byla spusténa aplikace Matlab Mobile a url adresy pro sdileni
souborti byly vloZzeny do proménné url. Pomoci funkce cloud load byly nactené
snimky ulozeny také do Matlab Cloud Storage jako matice v souborech pod jmény

cloud imgX.mat, kde X indikuje potadi obrazku

Déle byla pro voldna funkce inicializace pro kazdy snimek. Dle kontrolnich

obrazkt byl zkontrolovan spravny prub¢h funkce.

Sady obou vystupnich proménnych byly zprimérovany a pieddny funkci mereni
(s upravenym rozloZenim jamek pro tento test) . Té byl také piedan vektor koncentraci,
sefazeny od maxima po minimum. Po dobéhnuti kazdého méfeni byl dle kontrolnich obrazku
zkontrolovan spravny prubéh funkce. Vystupni matice se zméfenymi koncentracemi byla opét
zprimérovana. Po dokonceni méteni bylo provedeno vyhodnoceni, jak uspésné se v kterych
jamkach povedlo ur¢it pozadované koncentrace vzorku. Ukazku jednoho z testovanych

snimkt zobrazuje Obrazek 35.
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Obrazek 35: Treti testovany snimek
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5.4 Vyhodnoceni kalibra¢ni krivky

Kazdé meéfeni (snimek) vyuziva pro vypocet koncentraci v jamkach svou vlastni
kalibra¢ni kiivku, stanovenou z n€kolika standardnich vzorkt a blanku. Vznika zde nutnost

vyhodnoceni kvality stanovené kalibra¢ni kiivky

Koeficienty polynomu, kterym je kalibracni kifivka popsana, sestavuje funkce polyfit
s parametrem udavajicim stupent polynomu 1. Funkce tedy vzdy piedlozené body proklada
piimkou. Timto je zajiSténa linearita kalibracni kiivky, je ovSem nutné vyhodnotit, do jaké
miry odpovida prolozena p¥imka (trend) piedloZzenym hodnotam. K tomu slouzi hodnota R*

RA = corrcoef (OD _computed A,well stds OD A); R2A = RA(2)"2;
RB = corrcoef (OD computed B,well stds OD B); R2B = RB(2)"2;

Ziskat tuto hodnotu je mozné z korela¢ni matice sestavené funkci corrcoef.

Cim je hodnota R? bliZe jedné, tim 1épe kalibraéni kiivka vystihuje pfedlozena data,

respektive hodnota R* uréuje procento vy&erpané variability dat.

Jeden z vystupnich grafii zobrazuje zmétfené hodnoty absorbance pro rizné
koncentrace, ze kterych vypocet kalibraéni kiivky vychazi, dale pfimku znazoriujici
kalibragni k¥ivku, a hodnotu parametru R* spolu s parametrickou rovnici piimky s hodnotami

koeficientl vypocitanymi funkci polyfit.

5.5 Relativni chyba vzhledem k méricimu rozsahu

Maximalni chyba vzhledem k méficimu rozsahu (také Ttida pfesnosti) je parametr,
ktery udava maximalni relativni chybu méfeni v celém stanoveném meéficim rozsahu. Shrnuje
v sob€ vliv riznych chybovych faktord, které na méfeni pii spravném postupu a nastaveni

pusobi. Lze jej stanovit dle rovnice

1A
0= 100 [¢
X, [%]
Kde 6 je stanovena tfida presnosti, A, je maximalni absolutni chyba a Xy je hodnota

méficiho rozsahu.

Maximalni relativni chybu vzhledem k rozsahu je nutné stanovovat pro specifickou
kombinaci: dany typ mobilniho telefonu - kombinace hodnot snimacich parametrii
nastavenych na mobilnim telefonu - nastaveni svitivosti LED. Absolutni chyby jsou zjiStény
jako rozdily métené hodnoty v kazdé jamce oproti ocekavané hodnoté pii naplnéni vzorky se
znamymi koncentracemi. Tyto hodnoty jsou dale vztazeny k rozsahu métenych koncentraci.
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Ze ziskané matice hodnot se pak vybere maximum, které reprezentuje maximalni relativni
chybu z daného rozsahu. Zjisténa hodnota se jeSté zkontroluje pomoci histogramu cetnosti
jednotlivych hodnot chyb, ze které¢ho je mozno usoudit, zda je vyslednd hodnota validni nebo

je vysledkem chyby v métfeni (osamoceny outlier).

5.6 Diskuze vysledki

Prvnim vystupem testu je kalibra¢ni kiivka, konkrétné Obrazek 36 ukazuje kalibracni
snimky obou metod pro tfeti snimek. VSechny kalibracni kiivky z testu jsou si velmi podobné.
Pohled na rozdily mezi kfivkou metody A a metody B jiz naznacuje, Ze ob&é metody davaji
ptiblizné shodné vysledky. V grafu jsou vyobrazeny ob¢€ parametrické rovnice. Jiz vizualné je
ziejmé, ze prolozené kiivky dobfe reprezentuji vstupni data. Uvedené parametry R* toto

potvrzuji svymi vysokymi hodnotami, velmi blizkymi jedné.

Kalibraéni kfivky - éervena = A, éema=B

A: R?=0.998758: R?=0.99857 7

Ay =11739% + 0031127 ,;5/
B y=117'x+ 0020702

oD
N

0.5 i

/@’ —— Kalibragni kfivka A

@?E —-— Kaiibraéni kilvka B
I I I I I 1

0 02 04 06 08 1 12 14

Koncentrace [ml/ 100 ml]

Obrazek 36: Kalibra¢ni kiivky tfetiho snimku

Obrazek 37 wukazuje vypocitané koncentrace v jednotlivych jamkdch obéma
metodami.Vysledky jsou kvili zobrazeni zaokrouhleny na 4 desetinnd mista. Tento snimek
potvrzuje, Ze ob¢ metody vypoctu absorbance déavaji skoro stejné vysledky. Dale lze fici, ze
obé metody urcuji koncentrace relativné ptesn€, konkrétni hodnoceni poskytne vypocet
maximalni relativni chyby z rozsahu niZze. U nizkych koncentraci dochazi v n€ktery pfipadech

k oznaceni vzorku jako nulového, tady prazdna jamka nebo destilovand voda bez ptidani
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zkoumané latky. Toto indikuje, Ze bude tfeba omezit méfici rozsah zdola, nebot’ takto nizké

koncetrace jsou jiz mimo rozliSovaci schopnost metody.

Mapa koncentraci A [ml/ 100 ml]

1 2 3 4 5 6 T a8
[IJ 6 [I] (I) 0.0|273 0.0|6‘l4 0.7|325 0.2“178
0 0 0 0 0 0 0 0

0.2206 0.1353 0.0586 0.0159
0 0.0046 0.0102 0.0244 0.0586 0.1268 0.2206
0

0 0.0021 0 0

0.0021 0 0 0 0 0 0

U.2|292 0.1|268 0.0|557 0.0]59

Mapa koncentraci B [ml/ 100 ml]

1 2 3 4 5 6 T 8
A [IJ 6 [I] (I) 0.0|27 O.OIB‘H 0.7|294 0.2“176
B 0 0 0 0 0 0 0 0

0.2205 0.1351 0.0583 0.0184
0 0.0024 0.0071 0.0242 0.0583 0.1266 0.2205

0 0 0 0 0 0

0.2|29 0.1|266 0.0?198 0.0]56

Obrazek 37: Mapa zméienych koncentraci priimérovaného snimku

Obrazek 37 také ukazuje, Ze doSlo k nékolika faleSnym detekcim koncentrace
v prazdnych jamkach, pravdépodobné v dasledku Sumu. Jak je vidét, Sum ma tedy na
vysledné méteni znacny vliv a to presto, ze jsou jasové hodnoty pixeld z jamek dvojnasobné
filtrovany, vysledné jasové hodnoty pfipravnych blankli byly primérovany a hodnoty

z mé&ficich snimki byly také primérovany.
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Maximalni chybu z rozsahu pro obé metody vypoctu ukazuje Tabulka 4.

Tabulka 4: Maximalni chyby z rozsahu p¥i jednotlivych méfenich testovaného snimku

Maximalni chyba z rozsahu | Maximalni chyba z rozsahu
metody A metody B
1. Meéfeni 4,98 % 4,67 %
2. Mg¢feni 4,26 % 4,51 %
3. Mg¢feni 4,44 % 4,24 %
Prumérované meéfeni 4,56 % 4,63 %

Z uvedené tabulky lze vyvodit, Ze maximalni hodnota chyby nepiesdhla trovenl 5 %.
Lze tedy fici, Ze za danych testovanych podminek méti metoda v rozsahu koncentraci 0.0039
az 1.5 ml / 100 ml s 5% chybou. Zaroven ob&é metody stanoveni dosahuji v chybovosti
srovnatelnych vysledka. JelikoZ byla métfeni provedena na tfech snimcich stejné desticky, bez
aktivniho zésahu do jakéhokoliv parametru (zvySend pozornost byla vénovana zachovani
konstantni polohy telefonu) a v kratkém casovém intervalu, za jednotlivymi odliSnostmi

v méfenych parametrech stoji pouze Sum.

Tabulka 5 ukazuje rozlozeni chyby v prostoru. Hypoteticky by mohla chyba rust
smérem k okrajovym jamkam, jelikoz se ale vyS$i i nizs$i chyby vyskytuji jak u krajt, tak
v prostiednich jamkéch, je zavislost chyby na prostoru spiSe nevyznamna. TaktéZz by chyba
mohla byt ovlivnéna koncentraci vzorku. ProtoZe jsou ale vysoké i nizké koncentrace

urcovany s promeénlivou chybou, ani tento vliv nejspis neni ptili§ vyznamny.

Tabulka 5: RozloZeni chyby z rozsahu v prostoru

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0,00 026 0,52 1,04 026 0,07 050 203 128 129 1,68 1,69
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 000 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 305 1,71 0,00 0,00 0,00 0,00 4,56
249 035 148 1,28 221 0,69 026 1,03 08 0,52 0,26 0,00
0,31 026 021 036 046 026 0,12 221 0,71 0,72 0,21 0,39
285 0,00 0,14 0,00 0,00 211 095 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,14 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1,12 186 1,66 2,79 0,12 045 1,03 1,04 052 0,26 0,00 0,00

T EHT AW B

Pohled na histogram Obrazek 38 vSak ukazuje jednu odlehlou hodnotu. Tato chyba
patfi jamce s nejvyssi koncentraci, je vSak ojedinéld a proto ji 1ze povazovat za outliera. Za
tohoto pifedpokladu pak Ize uvazovat nad schopnosti systému méfit s hodnotou chyby
z rozsahu 3 %.
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Obrazek 38: Histogram chyb z rozsahu u primérovaného vysledku

Na zaklad€ uvedenych informaci lze o testovani vyvodit nasledujici zavéry: Zvoleny
rozsah koncentraci dobfe reprezentuje teoreticky rozsah, kterym by mohl systém disponovat.
Prakticky se vSak nejnizs$i uvedené koncentrace projevily jako problém, nebot u nich jiz
dochazi k zdméné s nulovym vzorkem. Je tedy nutné omezit méfici rozsah zdola. Nejvyssi
koncentrace byla detekovand s max 3% chybou, mimo jednoho outliera s chybou vyssi.
Vezmeme-li v ivahu, Ze z exponencialniho tvaru transmitance lze dovodit nizké rozliSeni u
vysokych koncentraci v diisledku toho, ze i relativné velka zména koncentrace jiz vyvola jen
malou zménu odezvy na senzoru — a naopak tedy malé zmény odezvy v disledku Sumu
mohou imitovat zmény vétsi koncentrace) se navrhuje snizit pouzivany méfici rozsah pro
dané snimaci podminky z 0,0039 — 1,5 ml / 100 ml s 5% (respektive 3%) chybou z rozsahu na

uz$i interval 0,0156 — 1,25 ml / 100 ml. Horni omezeni hranice neni piili§ dilezité, nebot

vyss$i koncentrace 1ze vzdy zfedit, zméfit a vysledek vynasobit Cislem zfedéni.

Obecné pak lze konstatovat, Ze vzhledem k podminkdm, za jakych byl systém
vytvoien, mefi dostatecné piesné pro nenarocné aplikace a dokonce 1 v celém testovaném

rozsahu dosahuje maximalni chyby 5% a to i1 se zapoc¢tenim outliera.
i yoy p
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6 Realizovany vyvoj v prubéhu prace

Béhem prace na zadaném tématu prob¢hl zna¢ny vyvoj v riznych castech feseni,
ovSem v souladu s ptiivodnim teoretickym navrhem. Nejvyznamnéjsi z nich jsou uvedeny déle

v této kapitole.

Jak uz bylo psano diive, z hlediska konstrukce zafizeni byla vétSina Casti misto 3D
tisku zaménéna za balsové dfevo. Toto bylo ucinéno predevsim z divodu Setfeni tiskového
Casu, také tim byla ziskdna moznost ¢asteénych uprav zatizeni i po kompletaci, nebot’ dievo
je stale mozné otrezat, ptripadn¢ rychle dolepit nové kusy. Tistény zlstaly pouze listova
konstrukce pro umisténi osvétlovaci jednotky, difuzoru, reflektoru a desticky. Velky kryt vSak

timto krokem ztratil na své robustnosti a je nutné s nim nakladat s opatrnosti.

V prvni verzi byl kryt aparatu nizsi, vySka ¢inila 160 mm, protoze se vSak objevily
problémy s ndhledem obrazového senzoru telefonu do krajnich jamek, byl tento problém

kompenzovan zvysenim krytu na 300 mm.

Protoze balsové dievo je nativné svétle hnédé, zatimco tiskovy plast PLA byl dodan
v ¢erné barvé a samotnou podstatou krytu je izolace vzorkil od vnéjSiho svétla, byl kryt

nabarven ¢ernou sprejovou barvou pro minimalizaci vnitfnich odrazt.

Pfi prvotnim pofizovani snimkii v hotovém zafizeni bylo zjisténo, ze intenzita svétla
proslého pres difuzor i desticku zpiisobuje piesyceni snimace telefonu. Na snimcich se tak
objevoval rozsahla Cisté bila oblast, ve které dochdzelo k iplné ztraté informace. Protoze
zmény v nastaveni fotoaparatu nevedly k dostatecnému zlepSeni, byl v obvodu vyménén
napét'ovy stabilizator za variantu s nastavitelnym vystupnim napétim, kterym lze regulovat

napdjeci napéti LED a tedy jejich svitivost.

Stabilizator napéti se prichodem proudu zahtiva, coZ by pii delSim sepnuti obvodu
mohlo ovlivnit jeho funk¢nost. Proto byl umistén mimo DPS a opatien pasivnim chladi¢em,
piimontovanym k bazi aparatu (Obrazek 39). Ten zajistuje dostatecné chlazené a umoZznuje
nechat obvod sepnuty po dlouhou dobu bez vyrazngjsiho zahiivani.
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Obrazek 39: Pohled na odkrytou bazi aparatu s oranZovym pasivnim chladi¢em napét'ového stabilizatoru. Po jeho
levé strané se nachazi odporovy trimr. Vyiez dole vede k DC konektoru osvétlovaci jednotky.

Znaénym vyvojem proSla softwarovd detekce jamek na desticce. Zpocatku byla
zobrazovana cela mikrotitracni desticka, jelikoz je vSak desticka prihlednd, vznikd mezi
jamkami s nizkou absorbanci a okolim velmi nizky kontrast, coZ znesnadnuje detekci jamek.
Nejdtive byla snahou fesit tento problém softwarové, feSeni vSak nebyla dostate¢né efektivni.
Naopak elegantnim se ukazalo byt feSeni pomoci kombinace jednodussiho software s 3D
tisténym stinitkem. Stinitko zavedlo do snimku vysoky kontrast jak mezi svétlymi jamkami a
tmavym okolim, tak 1 u tmavych jamek diky pfitomnosti svétlého prstence mezi objemem
jamky a hranou otvoru ve stinitku. Tim se stala detekce jamek mnohem jednodussi a
ucinnéjsi. Byly opustény postupy spoléhajici na registraci snimk, které konzumovaly vyssi
mnozstvi Casu, a misto nich byly zavedeny morfologické operace a detekce kruznic pomoci
Houghovy transformace.

Pfi sniméni do formatu DNG lze u rozlozeni jasovych hodnot pixelt pfipadajicich na
obraz difuzoru (potazmo jamkové desticky) pozorovat zietelnou nehomogenitu v zavislosti na
jejich pozici, kdy pixely piiblizné ve stiedu difuzoru se jevi velmi svétlé a smérem ke krajim
se §ifi utlum (Obrazek 40). Na tento jev maji pravdépodobné vliv rizné faktory, jako smérova
citlivost snimace (naptf. Obrdzek 41), rozdil v prostorovém rozloZzeni LED paneli a
difuzoru/mikrotitracni desti¢ky nad nimi, pocet diod piispivajicich svym svétlenym tokem do
konkrétni oblasti difuzoru klesajici smérem ke krajim, nezanedbateln€¢ maly rozdil v draze
detekovaného svétla skrz jamku v zavislosti na tthlu ndhledu, ¢i nedokonalosti samotného
difuzoru nebo desticky.
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Prostorova distribuce intenzity osvétleni mezi jamkami

1 o Jamky

Obrazek 40: Prostorova distribuce detekovaného jasu mezi jamkami

110%
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Incident angle [* ]

Obrazek 41: Smérova citlivost obrazového senzoru - IMX135 ¢arkované

Konceptem faktort relativniho Gtlumu je mySlena hypotéza, Ze na takto prostorové
rozlozeny utlum jasovych hodnot pixeli v oblasti zajmu (ROI — difuzor/desticka) 1ze nahliZet
jako na vysledek aplikace jakési utlumové funkce. Hodnota jasu kazdého pixelu v ROI by
v idedlnim piipad¢ méla stejnou velikost (nyni neuvazujeme Sum) jako je maximalni hodnota
jasu mezi vSemi pixely v ROI — tedy nejniz$i mozny Gtlum. Na prostoroveé zavislé tlumeni
(uvazujeme nyni pouze prostorovou zavislost tlumeni) lze nahlizet jako na ndsobeni
maximalni hodnoty jasu u kazdého pixelu v ROI funkéni hodnotou Gtlumové funkce v daném
bodé/pixelu. Pokud poloZime maximalni zaznamenany jas pixelu jako roven 1, pak hodnota
kazdého dalSiho tlumeného pixelu v ROI je zaroven hodnotou oné funkce prostoroveé
zavislého ttlumu.
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Nazvéme tedy tuto hodnotu faktorem relativniho atlumu (proti nejvyssi zaznamenané
hodnot¢ jasu v ROI, nikoliv proti maximalni mozné hodnot¢). Pro ucel této prace se staci
omezit na jasové hodnoty reprezentujici hodnotu v dané jamce, neni tieba se zabyvat uplné
kazdym pixelem v ROI. Zfunkce inicializace tedy zjistime jasové hodnoty
reprezentujici kazdou zjamek naplnénych jen destilovanou vodou, tedy matici o 8x12
prvcich. Kazdou hodnotu této matice vydé€lime jejim maximem — tim ziskame relativni Gtlum
kazdé jamky oproti jamce s maximalnim jasem (rozumné Ize predpokladat, ze ta bude n¢kde
uprostfed matice). Vznikne matice 8x12 obsahujici ony faktory relativniho Gtlumu ulozenou

v proménné transm fault:

transm fault = well vals ./ max (well vals(:));

Protoze ptedpokladdme, ze tlumené hodnoty jasu v jamkach byly ziskany nasobenim
hodnoty jamky s nejvys§im jasem funkcni hodnotou oné pomysiné tlumici funkce, kterou jiz
zname, zbavime se jejitho vlivu délenim hodnoty z matice zméfenych jasti odpovidajici

hodnotu z matice faktoru relativniho atlumu:

well vals cleared = well vals ./ transm fault;

Jendou z pfi¢in vySe popsanych problémi je pravé rozdil mezi rozméry mikrotitracni
desticky a rozméry LED panelt (varianta paneld s korespondujici velikosti nebyla nalezena).
Softwarove je sice tento problém feSen vzhledem k méfeni koncentrace vzorku, nicméné
utlum svétla pod krajnimi jamkami stdle sniZuje pouZzitelny rozsah koncentraci, které je
mozné¢ metit. Dal§i odpoveédi na tento problém bylo tedy sestaveni reflektoru — pruhti
zrcadlového metalického papiru rozmisténych po obvodu LED panelll. Ty sméfuji ¢ast jinak
nevyuzitého svétla vzhiiru k difuzoru, ¢imz zlepSuji prostorovou distribuci intenzity osvétleni.
Tim se zaroven snizuje vliv faktorii relativniho Utlumu (viz déle), coz je Zddané, nebot’
faktory sice Castecné kompenzuji problém prostorové distribuce intenzity svétla, ale také
zesilyji jemné odchylky v hodnotach vzniklé negativnim vlivem Sumu ¢i nepfesnosti

v piipravé a méfeni.
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7 Teoretické varianty reSeni a optimaliza¢ni navrhy

7.1 Vyuziti optickych vlaken

Vramci teoretickych navrhtt byla vypracovdna varianta konstrukce obsahujici
svétlovodna - opticka vlakna. Ugelem jejich pouZiti je odstranéni negativniho vlivu nahledu
do jamek pod rliznymi uhly, omezeni vlivu smérové citlivosti obrazového senzoru, spolehlivé
vzorkovani jamek z desticky a zvySeni kontrastu v z4jmové casti obrazu. Vyhodu lze také
spatfovat v SirSich moznostech tvarti konstrukce celého snimaciho ptipravku, ktery diky
optickym vlakniim nemusi byt omezeny na vertikalni fazeni prvka zdroj svétla — vzorky —

snimac.

7.1.1 Konstrukce

Konstrukci aparatury lze uvazovat naptiklad takto (Obrazek 42): Pti dispozici 96
vldken s primérem 1 az 3 mm je mozné namodelovat a na 3D tiskdrn€é vyrobit upinaci
desticku, vysokou nékolik milimetri, s 96 otvory dan¢ho priméru. Tato desti¢ka je upevnéna
k télu snimaciho ptipravku, ve vysce nékolik milimetrti nad svrchni plochou mikrotitraéniho
jamkového pole. Otvory v upinaci desticce jsou svymi stiedy shodné se stfedy jamek pole.
Jednotlivé spodni konce optickych vldken jsou pak vsazeny do odpovidajicich otvorl a
fixovany (pokud konce vlaken v otvorech nedrzi samy, napf. kvili nepfesnym rozmérim
otvoru, lze uvazovat nad fixaci naptiklad pomoci plastické modelovaci hmoty — reverzibilni
upevnéni a neagresivita k plastovému povrchu vlakna). Nésledné jsou vldkna vedena
(riznymi zplsoby dle navrhu konstrukce ptipravku) k druhé, horni upinaci desti¢ce. Tuto
desticku lze opét modelovat a vyrobit 3D tiskem, opét obsahuje 96 otvor dané¢ho priméru,
ovSem tentokrat jsou otvory koncentrovany do mensi plochy, v souladu s robustnosti tisténé
desticky (tedy nakolik je mozné otvory k sobé piiblizit, aniz by byla ohrozena strukturalni
integrita desticky). Optickd vlakna jsou do této desticky fixovana obdobné jako v piipade
spodni desticky. Lokalizace horni upinaci desti¢ky je v blizkosti fotoaparatu (v fadu jednotek
cm), upevnéna na téle snimaciho ptipravku. Pti lokalizaci pftili§ blizko mobilnimu
fotoaparatu, kdy by jiz na danou vzdalenost telefon nebyl schopen spravné zaostfit, nebo pfi,
vzhledem k vzdalenosti od fotoaparatu, pfili§ Sirokému rozlozeni celé matice vlaken (Siroky
prumér vldken, vyS§i vzdalenost mezi upinacimi jamkami apod.) lze uvaZovat zatfazeni
malych optickych cocek mezi fotoaparat telefonu a horni upinaci desticku, tak aby se
fotoaparatu jevila upinaci desticka mensi a ve vétsi vzdalenosti. Pfi ndvrhu konstrukce celého
ptipravku a umisténi horni upinaci desticky je nutno brat v uvahu mezni tthel ohybu pouzitych
optickych vldken.
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Obrazek 42: Jednoduché schéma navrhu obsahujiciho opticka vldkna

7.1.2 Software

Z obrazoveho hlediska je snimacem pofizena fotografie tmave plochy s 96 svétlejSimi
modrymi kruhy, rozmisténymi v matici 12 x 8 prvkd. Pfi zpracovani obrazu Ize tedy v zésad¢
postupovat obdobn¢ jako v realizované varianté. Je zde vSak pfitomna zaruka spravného
vhledu do vSech jamek (tedy vzdy shodné s vertikalni osou jamky) a konstantnich rozmért
modrych diskl. Lze tedy ze zpracovani vypustit kroky realizujici ¢teci rdmec (Cast snimku, ze
které jsou pro danou jamku nacitany jasové hodnoty pixelll) a kompenzujici nespravny vhled

do jamky pomoci posunu ¢teciho ramce od vypocteného stiedu jamky.

7.1.3 Teoretické vyhody

Mezi vyhody uvedeného feSeni lze jednoznaéné zatadit zaruku spravného vhledu do
jamek a zjednoduSeni a zptesnéni procesu detekce zdjmovych oblasti v obraze (modré disky).
Dale 1ze uvést $ir§i moznosti pro konstrukci celého méticiho ptipravku, kdy by bylo mozné
snizit celkovou vysku ptipravku, nebo dokonce zménit polohu mobilniho telefonu vzhledem

k ptipravku. Lze naptiklad uvazovat i pfevraceni fazeni prvka v ptipravku, kdy se bude zdroj
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svétla nachazet nad vzorkovym polem, optickd vldkna pod nim a mobilni telefon na bocni

stran¢ piipravku.

7.1.4 Teoretické nevyhody

Mezi nevyhody pak stejné jednoznacné patii vysSi cena optickych vldken v daném
mnozstvi. Ta byla mezi hlavnimi divody, pro¢ nebyla tato moznost realizovana. Dale je nutno
uvazovat konstrukéni slozitosti, které by tato varianta zavadéla. Pii tisku predméta 3D
tiskarnou z materidlu PLA se projevuje teplotni roztaznost, kdy pfi ochlazeni vyhotoveného
télesa po dokonceni tisku dojde ke zméné rozmért télesa. V piipadé desticky by tento jev
negativné zasdhl predevSim délkové rozméry, zménu vysky lze pii malych rozmérech
zanedbat. V pribchu prace na realizované varianté¢ bylo u 12,8cm x 8,6cm desticek
zaznamenano zkraceni o n€kolik desetin milimetru. Tento jev by mohl negativné ovlivnit
predevsim fixaci vlaken v upinacich destickach. Jak jiz bylo zminéno, za timto ucelem by

vSak mohlo byt vyhodné pouzit plastické modelovaci hmoty nebo jiné fixacni prosttedky.

Dalsi nevyhodou je pak ptitomnost optickych Cocek, které dale zvySuji predevsim

cenu a také konstrukéni slozitost ptipravku.

7.2 Matice samostatnych LED

Jako alternativu k dvéma LED panelim a reflektoru l1ze uvaZovat 96 samostatnych
LED napéjenych na DPS v matici 12 x 8 s odpovidajici lokalizaci jamek a diod — 1 jamka/l
dioda. Zapojeni lze uvazovat podobné jako u LED paneli — se spolecnou katodou/anodou.
Vyhodou by pravdépodobné bylo pouziti LED s difuznim pouzdrem, které by produkovaly jiz
mirné rozptylené svétlo jesté pred vstupem do hlavniho difuzoru. Reseni by také bylo mozné
doplnit o jiz pouzity reflektor, ktery by odrazel ¢ast jinak nevyuZitého svétla do difuzoru,
potazmo do mikrotitracni desticky.

Vyhodu takového feSeni lze oc¢ekavat ve zmirnéni nehomogenity intenzity osvétleni
plochy difuzoru a tim 1 vyrovnané¢j$i hodnoty intenzity osvétleni v jednotlivych jamkach.
Zaroven je vSak divodné ptredpokladat, ze by nedoslo k uplné homogenizaci, nebot’ stiedni
¢ast difuzoru by na rozdil od ¢asti okrajovych byla stale vystavena nejen zafeni z LED piimo

cvwr

hlediska by tato varianta neznamenala Zadnou zménu.

Nevyhodou pak je opakované zminovany problém s vyS$si cenou oproti LED paneltiim
a také vyssi konstrukéni slozitost, nebot’ je zapotiebi pfipajet vSech 96 LED samostatné.
Zaroven je tieba dbat na dodrzeni rovnomérné kvality péjeni, aby nedochazelo mezi
jednotlivymi LED k rozdilné svitivosti. Pfi selhani jedné LED vSak toto feSeni umoznuje

rychlou nédhradu jednoho elementu misto celého panelu.
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7.3 Obecné uvahy

Jednim z cilt této prace je samoziejmé navrhnout dalsi moznosti optimalizace metody.
Zde navrhovana feSeni lze v zasad¢ rozdelit do dvou skupin. Prvni vychdzi z omezenych
zdroji, které byly pfi této praci k dispozici, kdy pii jejich navySeni by nepochybné doslo ke
kvalitativnimu posunu v n¢kterych oblastech. Tyto ndvrhy jsou v zéasadé opacné
k optimaliza¢nim krokim, které byly redln¢ podniknuty pfedevsim v zdjmu snizeni finan¢nich
nakladii, zatimco zde predkladané navrhy maji za cil optimalizovat z hlediska kvality. Druha
skupina je pak zalozena na novych poznatcich, ziskanych béhem feSeni této prace a

smétujicich k obecnému zlepSeni metody.

V otazce difuzort Ize pravdépodobné dosahnout dalsi optimalizace. V této préci byly
prozkoumany tfi rizné plastové difuzory a pro testovani byl vybran ten, ktery nejlépe
odpovidal danym podminkdm. Jist¢ vSak existuji i jind mozna feSeni, ktera mohou byt i
vhodngjsi a pfispét k lepsim vysledkiim. Testovani riznych jinych difuzort by vyzadovalo

dalsi vyzkum.

Déle lze navrhnout tisk celého zafizeni na 3D tiskdrné, nevyhodou by zde byl
pfevazné potiebny tiskovy cCas. Balsové dfevo, prodavané navic ve standardizovanych
prknech, neposkytuje proti tiskovému materidlu PLA vyraznéj$i cenovou vyhodu (pokud
ovSem neni nutné z n¢jakého diavodu tisk opakovat, predev§im u vétSich casti). Naopak
pouzitim tisku by bylo docileno vyssi robustnosti celého zafizeni nez u ruéné fezané lehké

balsy. Nutné je ovSem brat v potaz teplotni roztaznost PLA.

Pti konstrukei zatizeni lze uvazovat 1 variantu, u které neni cely velky kryt pfi vyméené
vzorkl sniman, ale zGstava ptiklopen a oteviraji se jen bo¢ni dvitka na delsi stran€. Jedna se o
jednu z moZnosti, jak zamezit pohybu telefonu usazeného na vrchu velkého krytu pfi jeho

vymeéné a tim opét omezit prostor pro vznik chyby.

Ur¢ity navrh lze také vznést smérem k pouziti Matlabu a aplikace Matlab Mobile.
ProtoZe je aplikace v né€kterych ohledech znaéné omezena, vyZzaduje ti¢et u MathWorks (pro
praci s Matlab Cloud), blokuje operace trvajici déle nez 50 s a casto dochéazi ke kritickym
selhanim, lze za urcitych velmi specifickych okolnosti doporucit pifechod na jiné prostiedi.
Avsak vzhledem k tomu, ze je Matlab velmi dobfe vybaven pro provadénou analyzu obrazu a
ptes uvedené nedostatky je pro tento ukol velmi silnym nastrojem, 1ze toto doporucit opravdu
pouze za omezenych okolnosti — vysoké znalosti programovani mobilnich aplikaci (Java,

SDK), vlastni server apod.

Pokud se budeme ubirat smérem hypotetické profesionalizace nad rdmec této prace,
lze pak navrhnout vytvofeni kombinace ¢teci hlavy s nékolika upnutymi optickymi vlakny,

kombinované s uchycenim v systému pojezdi a krokovych motorki, které budou schopny
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piesouvat Cteci hlavu nad jednotlivé jamky, tak jako to ¢ini komeréni ELISA ¢tecky. Tento
systtm by mohl byt ovladadn prostfednictvim mikrokontroléru, spojené¢ho s mobilnim

telefonem.

Zajimava je teoreticka uivaha, zda by bylo mozné uplatnit podobné algoritmy, jako zde
prezentované, pro fotografovani vzorkii a vyhodnocovani méfeni bez potieby komplexniho
zafizeni, nybrz na otevieném svétle bez podpory dalSich systéml. Dle minéni autora lze
divodné predpokladat moznost takového pienosu metody s pouzitim ¢asti  zde
prezentovanych feSeni, a to za predpokladu rozumného piistupu k osvétleni a okolnimu
svétlu, homogenniho a reprodukovatelného podkladu, korekce na svételné podminky a

kalibrace na zakladé koncentrac¢nich standarda.

70



8 Zavér

Prvni c¢ast predkladané prace zaméfené na vyuziti mobilnich telefoni k analyze
tekutych vzorka se vénuje provedené literarni resersi, poskytujici zédkladni nahled na vyuziti
mobilnich telefonli v biomedicin€, novou a rozvijejici se vétev oboru. Protoze se jedna o
relativné nové prostiedi, vétSina zdroji je tvofena predevSim pracemi univerzitnich tymu,
publikovanymi v odbornych cCasopisech, a predkladajicimi feSeni inovativni nebo

demonstrativni.

Druhé cast prace se vénuje teoretickému navrhu analytického systému, ktery vyuzije
mobilni telefon pro méfeni hladiny kortizolu ve slinach. Navrhovanou metodou analyzy je
ELISA na standardni 96jamkové mikrotitraéni desticce. Systém je rozvrzen do tii funkénich
blokt: snimaci pfipravek, mobilni telefon a analyticky software ve spojeni s mobilni aplikaci
Matlab Mobile.

Jadrem prace i predkladaného textu je pak samotnd realizace navrhu, a to jak
z hlediska hardware a vyroby snimaciho pfipravku, skladdajiciho se z uzaviené pouzdro, baze
obsahujici osvétlovaci jednotku s napdjenim, difuzor, reflektor a samotnou mikrotitrani
desticku, tak z hlediska vyvoje software, ktery provadi obrazovou analyzu snimkii nafocenych
mobilnim telefonem ve formatu DNG prostiednictvim souboru vytvotenych funkci

spusténych pod aplikaci Matlab Mobile.

Realizované feseni bylo otestovano pro vybrané podminky pomoci vzorka ¢erveného
inkoustu, vysledky testli byly diskutovany a byly vyvozeny zavéry ohledn¢ kvality méteni a

pouzitelného méficiho rozsahu.

Zavérecnou Cast prace tvorfi uvaha nad moZnostmi optimalizace systému a také jeden

konkrétni teoreticky navrh feSeni, které by zvysilo roven zde predstaven¢ho systému.
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Seznam zkratek a symbolii

CCD

CMOS

DPS

ELISA

FWHF

HSL/V

/O

LED

OS

RGB

ROI

SNR

URL

Charge-Coupled Device

Complementary Metal-Oxide—Semiconductor
Deska Plosnych Spojt

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Full Width at Half Maximum

barevné prostory Hue, Saturation, Lightness / Value
Input/Output

Light-Emitting Diode

Operacni Systém

barevny prostor Red,Green,Blue

Region Of Interest

Signal-to-Noise Ratio

Uniform Resource Locator
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Seznam Priloh

Specifikace mikrotitra¢ni desticky: ANSI SLAS 1-2004 FootprintDimensions1.pdf
Specifikace LED 8x8 matrix: KWM-50881XBB.pdf
3D model kryt: cell phone box 2 demonstrace.stl
3D model stinitko: stinitko horni Imm.stl
osvetlovaci_jednotka v2-brd.svg
Skripty a funkce: mereni.m
inicializace.m
cloud load.m
rotace_hrany.m
testing.m — skript, jen pro PC
lab_kal avg.mat — soubor s inicializa¢nimi proménnymi pro testing.m
3 inicializa¢ni snimky DNG (jen na CD kvuli omezené velikosti ptilohy)
3 snimky z testovani DNG (jen na CD kvili omezen¢ velikosti ptilohy) pro skript testing.m

[lustra¢ni varianty snimku ve formatu JPEG
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