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Uvod

Béhem nékolika poslednich desetileti se vyvinula
pozoruhodna Skala vysoce sofistikovanych postupit pro
detekci psychotropnich latek. Imunologické testy vyuziva-
jici znaené protilatky, jako napf. enzymova immunoana-
lyza', se b&Zn& pouZivaji pro prvotni ,,screening® psycho-
tropnich latek v té€lnich tekutinach. Separacni techniky,
jako je kapalinova chromatografie nebo kapilarni elektro-
foréza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii, mohou byt
pouzity k potvrzeni pfedbéZné€ pozitivnich vysledkl ziska-
nych semikvantitativnimi nebo kvalitativnimi imunologic-
kymi testy”.

Z imunochromatografickych metod se nejvice pouzi-
va metoda lateralniho toku reagencii na prouzku s porézni
membrénou® (angl. lateral flow immunoassay; zkr. LFIA).
Pro malé analyty, jakymi jsou i psychotropni latky, jsou
imunoreagencie v daném testu konstruovany v kompe-
titivnim uspofadani. Toto uspofadani vyuziva specifické
interakce barevné znacené protilatky s antigenem ptitom-
nym ve vzorku (pozitivni vysledek testu), nebo s antige-
nem imobilizovanym v detek¢ni oblasti testu (negativni
vysledek testu). V pifipadé, Zze je LFIA prouzek schopen
detegovat vicero psychotropnich latek zjednoho vzorku
slin, jedna se o tzv. multiplexni LFIA test’. Kapalny vzo-
rek slin je aplikovan na podlozku pro nanaseni vzorku, kde
dochazi k interakci psychotropni latky (sledovany antigen)
s prislusnou protilatkou. Vzorek slin spolu s komplexem
protilatky a antigenu pak kapilarn€é vzlind podél porézni
membrany smérem k testovaci linii. V pfipadé pozitivniho
vysledku nedochdzi na testovaci linii k zadné interakci
a vzorek slin vzlina dal podél membrany smérem ke kon-
trolni linii, kde dojde k interakci primarnich a sekundar-
nich protilatek a tim k zabarveni jen této linie. V ptipadé
negativniho vysledku dochézi k specifické interakei pri-
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marnich protilatek na testovaci linii a také k interakci na
kontrolni linii, dojde tedy ke zbarveni obou linii. V pfipadé¢
multiplexniho testu je na jednom LFIA prouzku imobilizo-
vano nasobné mnozstvi imunoreagencii, ale princip detek-
ce zustava stejny.

V literatufe je popsano mnoho druhti barevnych ¢astic
vyuzivajicich se pro multiplexni LFIA technologii**®.
Znaceni protilatek je nevyhnutnou soucasti testu, protoze
bez n&j by nebyla mozna vizualizace spojeni protilatky

jich stabilita, poZadovani citlivost vysledného testu, kratka
doba konjugace a pripravy castic, naklady na pfipravu
a hlavné zpiisob vizualizace vysledku. Zlaté nanocastice
o velikosti 20—40 nm jsou Siroce oblibené zejména pro
jejich stabilitu, jednoduchou laboratorni pfipravu a jedno-
duchy princip rychlé produkce signalu. Pro odecitani vy-
sledku neni potfebny zdroj svétla ani fotometr, jako je
tomu napf. pfi pouziti enzyma’® | fluorescenénich substan-
ci*, kvantovych te¢ek™® nebo &astic vyuzivajici technologii
,.up-converting phosphor?. Jednoduchost tohoto testu tedy
umoziuje aplikaci nejen ve specializovanych laboratofich,
ale i v rukach laické vetejnosti.

Sliny jsou ultrafiltraty krve a bylo zjisténo, Ze korela-
ce mezi koncentracemi v krvi a koncentracemi ve slinach
je mnohem lepsi nez v mo¢i’. Obrovskou vyhodou pouziti
slin pro detekci psychotropnich latek je jejich snadné ode-
birdni bez omezovéani soukromi osob poskytujicich vzorek,
coz umoznuje vyuziti testu pfimo v terénu. Na druhou
stranu, existuje fada problémut spojenych s odbérem vzor-
ki slin.

V literatute je popsan nestimulovany (rychlost
0,5-1,5 ml min™") a stimulovany (rychlost 2-7 ml min™")
odbér vzorkl slin. Pro stimulaci toku slin se pouziva napf.
kyselina citronova. Ta méni pH slin a ovliviiuje tim kon-
centraci drogy ve slinach. Bazické drogy, jako je napft.
amfetamin, metamfetamin, MDMA a opiaty, se pii snizeni
pH slin ionizuji a tim se jejich koncentrace ve slinach zvy-
Suje. Koncentrace drogy ve slinach je potom mnohonasob-
n¢ vyssi neZz jeji koncentrace v plazme. To milze vést
k falesné pozitivnimu vysledku pfi detekci drogy imuno-
chromatografickym prouzkem. Opak plati pro latky kyselé
(benzodiazepiny), jejichZ koncentrace ve slinach se snize-
nim pH slin klesa. Proto je jejich koncentrace pii odbéru
vzorku mnohonasobné niz§i nez koncentrace v plazmé.
V tomto piipadé muze dojit k faleSné€ negativnimu vysled-
ku. Dalsi informace o poméru koncentraci psychotropnich
latek ve slinach a v plazmé Ize najit v publikaci'?. Dal3im
problémem spojenym s odbérem vzorku slin je ztrata podi-
lu drogy pii pouziti komerénich pfistroji uréenych pro
odbér slin, jako jsou PVA pény, vatové valecky, nebo pa-
rafin''. Lipofilni drogy, jako je napt. PCP, vykazuji vyssi
pfilnavost k riznym materidlim v porovnani s drogami
hydrofilnimi. K nejvétsim ztratdam dochéazi pii odbéru
vzorku slin obsahujicich kanabinoidy. Problematika detek-
ce THC a jeho metaboliti ze slin je detailné popsana
v praci'’.

Lubrikaéni slozkou slin jsou muciny, které jsou vylu-
covany malymi slinnymi zldzami. Muciny jsou polypepti-
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dové fetézce s nizkou rozpustnosti, vysokou viskozitou,
vysokou elasticitou a silnou adhezivitou (pfilnavosti). Pra-
v¢é muciny svoji schopnosti vazat proteiny a mikroorganis-
my zpUsobuji nespecifické vazebné interakce pfi testovani
slinnych vzork imunochromatografickymi metodami'>'.

Vyznamnym problémem pifi provadéni testd
v lateralnim toku na membrané je prevence nespecifické
vazby zlatych nanocéstic navzdjem (aglutinace), dale na
absorp¢ni podlozku a na testovaci linii. Nespecificka vaz-
ba (vazba, kterd neni zprostiedkovana specifickym navaza-
nim antigenu s ptislusnou protilatkou) vede k falesné pozi-
tivnim vysledkim nebo ke snizeni limitu detekce testd.
V piipadé multiplexniho testu je zamezeni nespecifickych
interakcei, zejména na vétSim poctu testovacich linii, nutné
pro funkénost testu. Pro zamezeni nespecifickych interakci
se uplatiuje fada strategii, jako napf. ,,blokovani mem-
brany nebo podlozky pro nanadSeni vzorku. Jako blokacni
¢inidla se pouzivaji kasein, zelatina, sérovy albumin, poly-
ethylenglykol, polyvinylalkohol amnozstvi iontovych
a neiontovych detergentii. V patentu'* je popsan zpisob
upravy vzorku slin smichdnim s deoxycholatem sodnym
pred aplikaci na LFIA test. Tento postup ale pfedstavuje
dvoukrokovou aplikaci vzorku, kterd omezuje vyuZiti testu
laickou verejnosti. LFIA test vyuzivajici zlaté nanocastice,
detegujici 4 drogy najednou, zaroven schopny detekce
z komplikované matrice, jakou jsou pfirozené sliny, je
unikatem na trhu. Doposud byly vyvinuty multiplexni
LFIA prouzky pro detekci 3 drog, jejich priprava je vsak
patentoveé chranénd a nepfistupna.

V této praci popisujeme optimalizaci a sestaveni mul-
tiplexniho LFIA testu pro detekci morfinu, 3,4-methylen-
dioxymethamfetaminu (extaze), fencyklidinu (andé€lsky
prach) a amfetaminu ze vzorku slin vyuZivajiciho nanoc¢as-
tice zlata pro jednoduchou vizualni kontrolu vysledku.
Spravna uprava podlozky pro nandSeni vzorku spolu
s vhodnou metodou pfipravy stabilnich konjugat zlatych
nanocastic s protilatkami jsou klicové pro ptipravu jedno-
krokového funkéniho multiplexniho testu pracujiciho na
principu LFIA. Test je neinvazivni a svoji jednoduchosti
vhodny pro laickou vefejnost. Z hlediska pouziti zlatych
nanocastic je test nendkladny, rychly, dostatecné citlivy
a vhodny i pro aplikaci v terénu.

Experimentalni ¢ast
Chemikélie a materialy

Morfin-BSA, (BSA je hovézi sérovy albumin) amfe-
tamin-BSA a fencyklidin-BSA konjugéty, stejn€¢ jako mo-
noklonalni mysi protilatka proti PCP (klon M12973) byly
zakoupeny od firmy Fitzgerald (USA). MDMA-BSA do-
dala firma EastCoast Bio (Némecko). Monoklonalni mysi
protilatky proti morfinu (klon M03A2) byly zakoupeny od
firmy AbD Serotec (USA), monoklonalni mysi protilatky
proti MDMA (klon MDMA21B11H6C8) byly dodany
firmou Pyxis (USA). Monoklondlni mysi protilatky proti
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amfetaminu (klon M994299) a krali¢i protilatky proti my-
$im (IgG) byly dodany firmou Antibodies-online GmbSH
(USA). Morfin, fencyklidin, amfetamin hydrochlorid,
a 3,4-methylendioxymethafetamin dodala Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové Univerzity Karlovy. Dale byly
pouzity: kyselina boritd; chlorid sodny; hydroxid sodny
(p.a.,Penta, Ceska republika); monohydrat dihydrogenfos-
fore¢nanu sodného a Tween 20 (Fluka, Svycarsko); dihyd-
rat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Riedel de Haen, N¢-
mecko); azid sodny; sacharosa; dihydrogenfosfore¢nan
draselny, hydrogenfosfore¢nan didraselny a BSA; polyvi-
nylpyrolidon; polyethylenglykol Mn 1305-1595; trihydrat
kyseliny tetrachlorozlatité; dihydrat citratu sodného; deo-
xychloat sodny; tris(hydroxymethyl)aminomethan (vSe
Sigma-Aldrich, Némecko); Brilliant Blue G (Sigma-
Aldrich, Velka Britanie). Deionizovand voda méla vodi-
vost mensi nez 5,5 uS cm™'. Plastova vyztuz prouzku PN
KN-V1080.39 byla dodiana firmou Kenosha tapes
(Amstelveen, Nizozemi). Nitrocelulosovda membrana
HiFlow Plus MILLHF12002XSS byla zakoupena od firmy
Millipore (Bedford, Irsko). Dale byly pouzity tyto materia-
ly: absorpéni podlozka ze skelnych vldken Fusion 5 (GE
Healthcare, USA); absorp¢ni podlozka — celulosa CSFP
223000; skelné vlakna GFCP 103000 (Millipore Corpora-
tion, USA); polyvinyalkoholova péna (Ramer, Velka Bri-
tanie).

Pristroje

Semiautomaticky bezkontaktni nandSe¢ vzorkl
CAMAG Linomat 5 (Camag AG, Svycarsko), pH metr
CyberScan pH 510 (Eutech Instruments, Nizozemsko),

elektroda Orion Ross Sure Flow — 8175BNWP
(Thermofisher, USA), univerzalni suSarna Memmert
UFE400 (Memmert GmbH + Co.KG, Némecko), UV/Vis
spektrofotometr Lambda 35 (Perkin Elmer, USA), lami-
narni box MSC Advantage (Thermo Scientific, USA).

Ptiprava zlatych nanocastic

Zlaté nanocastice s absorpénim maximem pfi vinové
délce 521 nm (absorbance 1,204) byly pfipraveny metodou
redukce trihydratu tetrachlorzlatité kyseliny citratem sodnym,
ktera byla vyvinuta roku 1951 Turkevitchem'2. Frens" v roce
1973 dokazal, Zze velikost Castic mize byt kontrolovédna
pomérem pridaného zlata a redukéniho Cinidla. K syntéze
byl pfipraven vzdy cerstvy 1,127% (m/v) roztok citratu
a 1,127% (m/v) roztok trihydratu kyseliny tetrachlorozlati-
té, poté byly oba roztoky prefiltrovany pies filtr 0,22 pm.
342 ml deionizované vody bylo za stalého michani ptive-
deno k varu. Nasledn¢ bylo ptidano 3,6 ml roztoku kyseli-
ny tetrachlorozlatité a po 2 min bylo pfiddno 6,80 ml roz-
toku citratu. Po 10 min byla banka odstavena z michacky
a vlozena do ledové lazné. K charakterizaci nanocastic byl
pouzit UV-Vis spektrometr. Naméfené absorpéni ma-
ximum 521 nm odpovida priméru velikosti zlatych nano-
céstic 26 nm.
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Priprava konjugati protilatek s casticemi zlata

Jednotlivé kroky optimalizace konjugatii nejsou pied-
métem této prace. Strucny prehled krokl optimalizace 1ze
nalézt v monografii’ nebo v praci Goselové'”. K 1 ml su-
spenze zlatych nanoc¢astic (absorbance 1) byl ptidan roz-
tok 0,2 M K,CO; tak, aby hodnota pH byla mirné vyssi
nez je izoelektricky bod dané protilatky. Mnozstvi ptida-
ného pufru zaviselo na pocatecnim pH roztoku zlatych
nanocastic. Pro monoklonalni mysi protilatky proti morfi-
nu (morphine monoclonal antibodies; morfin mAb) bylo
pH upraveno na hodnotu 6,6 (MDMA mAb — pH 6,75,
PCP mAb — pH 7,1, amfetamin mAb — pH 6,75). K této
suspenzi bylo za michani pfidano experimentalné zjisténé
mnozstvi protilatek (morfin mAb — 3 ul s koncentraci
1 mg mI”', MDMA mAb — 2,2 ul s koncentraci 1 mg ml™,
PCP mAb — 3,05 ul s koncentraci 1 mg ml', amfetamin
mAb — 0,5 pl snezndmou koncentraci). Suspenze byla
dikladn¢ promichavana a ponechana reagovat po dobu
5 az 10 min. Nasledné¢ bylo pridano 50 pl 10% roztoku
BSA v 5 mM boratového pufru s pH 7,4. Po 10 min mi-
chani byla suspenze odstfedéna 20 min pii teploté 4 °C
(11952 RCF). Veskery supernatant byl opatrné odebran,
objem pelety byl zméfen a doplnén deionizovanou vodou
na kone¢ny objem 50 pl (opticka hustota vysledného kon-
jugatu je 20). Vysledné konjugaty byly poté smichany
v experimentalné zjisténém poméru, kde 50 % (v/v) tvoii
zied'ovaci pufr (diluent 2X — 0,01 M Tris pufr pH 8.5,
0,2% BSA, 0,1% PVP, 0,1% PEG, 0,15% Tween 20, 10%
sacharosa, 0,025% azid sodny), 25,83 % (v/v) deionizova-
na voda, 5 % (v/v) amfetaminovy konjugat, 8,33 % (v/v)
PCP konjugat, 2,5 % (v/v) MDMA konjugat a 8,33 % (v/v)
morfinovy konjugat. Pfipravena suspenze méla optickou
hustotu 4,3. Suspenze byla dikladné protfepana a pone-
chana 10 min odstat.

Ptiprava podlozky pro nanaSeni vzorku a konjugacni
zony

Jako pufr pro upravu podlozky pro nanaseni vzorku
byl pouzit roztok 0,1 M Tris pufru pH 9,0 a 0,5% (m/v)
roztok deoxycholatu sodného (pokud neni uvedeno jinak).
2,8 x 20 cm pas podlozky (material Fusion 5) byl ponofen
do pufru na 10 min. Poté byla podlozka opatrné vyjmuta
z roztoku a umisténa ve vodorovné poloze na sito, kde
byla ponechana do uplného vyschnuti (cca 24 h). Kon-
jugacéni zona byla pfipravena metodou impregnace, pri
které je presné stanovené mnozstvi smési konjugatii rovno-
meérné naneseno na urcitou plochu materialu. Pro material
Fusion 5 o velikosti 0,6 x 20 cm je potieba 800 pl smési
konjugatt. Konjugacni zéna byla umisténa do suSarny na
60 min pfi teploté 37 °C.

Piiprava nitrocelulosové membrany
Pas nitrocelulosové membrany (20 x 3,1 cm) byl na-

lepen na plastovou vyztuz do jeji stfedni ¢asti. Poté byly
na membranu bezkontaktnim davkovadem naneseny
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4 testovaci a kontrolni linie. Testovaci linie 1 (Morfin-
BSA, 0,5mg ml"), testovaci linie 2 (MDMA-BSA,
0,25 mg ml "), testovaci linie 3 (PCP-BSA, 0,6 mg ml™"),
testovaci linie 4 (Amfetamin-BSA, 0,5 mg ml™) a kontrol-
ni linie (kraligi protilatky proti mysim, 0,5 mg ml™") byly
na pozadovanou koncentraci fedény PBS pufrem pH 7.4
(0,2% sacharosa a 0,001% Brilliant Blue G). Testovaci
linie 1 byla nanesena pfesné 11 mm od zac¢4tku membrany,
testovaci linie 2 14 mm od zacatku membrany, testovaci
linie 3 17 mm od zacatku membrany, testovaci linie 4
20 mm od zacatku a kontrolni linie byla nanesena o 7 mm
dal od posledni testovaci linie a tedy 27 mm od zacatku
membrany. NanaSené mnozstvi imunoreagencii bylo
1 pl na cm $itky prouzku. Membréana byla poté suSena pri
konstantni teploté 37 °C po dobu jedné hodiny.

Kompletace detekéniho prouzku

Prouzky byly pfipraveny pomoci navodu firmy Milli-
pore'® s jistymi modifikacemi. Pas membrany byl nalepen
do prostfedni ¢asti platové vystuze. Na spodni okraj mem-
brany byla pfilepena konjugacni zona se suSenymi konju-
gaty a dale podlozka pro nanaseni vzorku. Na vrchni okraj
membrany byla ptilepena celulosova absorpcni podlozka.
Takto pfipravena deska byla nastfthana na jednotlivé
prouzky o Sifce 3 mm (viz obr. 1).

Na obr. 2 je LFIA test pro detekci 8 druhl psycho-
tropnich zneuzivanych latek. Test je tvofen z2 LFIA
prouzkt, kazety a podlozky pro sbér vzorku. Na obrazku je
tato podlozka tvotena skelnymi vlakny, které byly pozdéji
vyménény za PVA pénu.

Obr. 1. Sestaveny LFIA prouZek: a — membrana se 4 testovaci-
mi liniemi a kontrolni linii, b — konjuga¢ni zéna, ¢ — podlozka pro
nanaseni vzorku, d — absorpéni podlozka

Obr. 2. Jednokrokovy LFIA test pro detekci 8 druhi psycho-
tropnich latek ze vzorku slin
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Provedeni detekce LFIA testem

Vyklopna c¢ast kazety LFIA testu byla vsunuta pod
jazyk dobrovolnika po dobu 2-5 min, tak aby méla pod-
lozka Cas nasat potiebné mnozstvi slin. Nasledné byla
vyklopna ¢ast zaklopena do kazety a test byl ponechan
10 min ve vodorovné poloze. Po 10 min byl vyhodnocen
vysledek testu. Pro kvalitativni posouzeni pfitomnosti
psychotropnich latek ve slinach se intenzita zbarveni testo-
vacich linii a kontrolni linie vyhodnocuje vizualné. Vzor-
ky, pfi jejichz analyze doslo k zbarveni vSech linii, byly
povazovany za negativni (—) (viz obr. 3A), tudiz zadnou
drogu neobsahovaly, nebo byla koncentrace drogy pod
detekénim  limitem (LOD). V pfipadé, Ze jedna
z testovacich linii nebyla zabarvena, byl vzorek slin hod-
nocen jako pozitivni (+) (viz obr. 3B). Pokud nebyla za-
barvena kontrolni linie, test byl povazovan za neplatny
(viz obr. 3C).

A B C
S S —
KL KL KL
AM AM AM
PCP PCP PCP
MD MD MD
OoP opP opP

Obr. 3. A — negativni vysledek testu, B — pozitivni vysledek na
MDMA, C — neplatny test
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Vysledky a diskuse

Vyvoj testu pro multiplexni detekci drog zacinal vy-
vojem 4 singletovych prouzki, pficemz kazdy konjugat
protilatek a zlatych nanocastic a prislusné testovaci linie
byly optimalizovany na jednom LFIA prouzku. Singletové
prouzky mély v pocate¢nim stadiu vyvoje podlozku pro
nanaSeni vzorku upravenou 50 mM boratovym pufrem,
2% Tween 80, 0,2% BSA. Tento postup byl ptevzat
z bakalaiské prace Zolala', ve které byl popsan vyvoj
a optimalizace singletového prouzku pro detekci amfeta-
minu z riznych matric. Optimalizace singletovych prouz-
k@ probéhla bez vyznamnéjsich problémd, ty vsak nastaly
pri snaze inkorporovat 4 konjugaty a 4 testovaci linie na
jeden LFIA prouzek. Zatimco singletové prouzky byly
schopny detekce drog z moci, slin nebo z vodnych roztokt
s mirnym rozdilem v limitu detekce®, slozeny multiplexni
prouzek s upravenou podlozkou pro nanaseni vzorku byl
schopny detegovat drogy zvodnych vzorku, avSak ze
vzorkll ptirozenych slin prouzek nebyl schopny detekce
ani jedné ztestovanych drog a to ani pfi pouziti vysoce
koncentrovanych vzorki slin. Z toho vyplyva, Ze na rozdil
od jednoduchého prouzku sjednou testovaci linii,
v mutiplexnim  systému se 4 riznymi  konjugaty
a 4 testovacimi liniemi dochazi k mnoha interakcim, které
znemoznuji funkénost testu, pokud je pouzit pro kompli-
kovan¢jsi vzorek, jakym jsou pravé sliny. Jednou z moz-
nosti, jak zamezit nezadoucim nespecifickym interakcim
mezi slozkami pfirozenych slin a imunoreagenciemi testu,
je optimalizace podlozky pro nanaseni vzorku v nékolika
krocich:
uréeni vhodného pH impregnac¢niho roztoku,
zména molarity impregnac¢niho roztoku (pufr s vhod-
nou pufraéni kapacitou),
vybér vhodného detergentu,
vybér materialu podlozky.

Obr. 4. Testovani vliva rizného pH umélych slin na nespecifické interakce LFIA prouzku: A — umélé sliny s pH 5,5, MDMA konju-
gat vs. AM, PCP, MDMA, OP testovaci linie, B — umélé sliny s pH 6,5, MDMA konjugat vs. AM, PCP, MDMA, OP testovaci linie, C —
umélé sliny s pH 7,5, AM konjugat vs. AM, PCP, MDMA, OP testovaci linie, D — umé¢lé sliny s pH 8,44, AM konjugat vs. AM, PCP,
MDMA, OP testovaci linie, E — umélé sliny s pH 9,04, AM konjugat vs. AM, PCP, MDMA, OP testovaci linie
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Pfirozené sliny mohou mit pH 6,3 az 8, a také jejich
pufraéni kapacita mize kolisat v zavislosti na tom, jestli je
jejich odbér stimulovany nebo nestimulovany?'. Podlozka
pro nanaseni vzorku je dulezitou ¢asti testu, kterd ma za
ulohu prefiltrovat a upravit pfirozené sliny tak, aby jejich
rozdilné vlastnosti pfed aplikaci nemély vliv na vysledek
testu. Pufracni (tlumiva) kapacita vyjadiuje miru schop-
nosti pufru udrzet pH po pfidani kyseliny nebo béze.
V naSem piipadé byl hledan puft, ktery je schopny udrzet
konkrétni pH po pfidavku pfirozenych slin.

Urceni vhodného pH

Pro pozorovani vlivu pH na nespecifické interakce
byla provedena fada experimentl s pouzitim umélych slin
(1,4 mg ml™"  chloridu sodného, 0,5 mg ml™"  chloridu
draselného, 0,1 mg ml™  chloridu vapenatého, 0,1725
mg ml™' monohydratu dihydrogen-fosfore¢nanu sodného,
0,025 mg ml™ chloridu hofe¢natého, 0,09 mg ml”!' moco-
viny a 02 mgml" glukosy v deionizované vodg). Do
vysledného roztoku byl pfidan i azid sodny ((m/v) 0,1%).
Pro zjednoduSeni téchto prvotnich experimenti nebyly
do umélych slin pfiddny enzymy a muciny. Postup byl
prevzat z prace Chou a Hee? a poté modifikovéan pro nase
ucely. pH umélych slin bylo upraveno 1% HCI (pfipadné
1 M NaOH) na 5,5, 6,5, 7.5, 8,44 a 9,04. Testy byly prove-
deny na LFIA prouzku, ktery byl sestaven podle vySe uve-
deného postupu s rozdilem pouzitého materialu pro pod-
lozku pro nanédSeni vzorku a konjugacni zénu, kde v obou
pripadech byla pouzita skelna vlakna GFCP 103000
(Millipore Corporation, USA). Aby bylo mozné pozorovat
nespecifické interakce, byl vzdy pouzit jen jeden druh
konjugétu, ktery spolu se vzorkem slin migroval membra-
nou se 4 testovacimi liniemi. Testy byly provedeny
v kazet€¢ s PVA houbickou pro naséti vzorku, ktera byla
vzdy ponotena do vzorku umélych slin a poté preklopena
na podlozku pro nanaseni vzorku, v tomto pfipadé uprave-
né 50 mM boratovym pufrem pH 8,4, 0,2% BSA, 2%
Tween80.

Z obr. 4 je patrné, ze zména pH ma obrovsky vliv na
eliminaci nezddoucich nespecifickych interakci mezi kon-
jugatem a nepfislusnymi liniemi. V pfipadé pouziti umé-
lych slin s pH 9,04 (ovSem bez pridavku mucinu a protei-
ni) se povedlo docilit jen specifického vazani amfetamino-
vého konjugatu na jeho pfislusnou linii. Proto bylo konsta-
tovano, ze je nutné zménit podlozku pro nanaseni vzorku
tak, aby byla schopna upravit pH pfirozenych slin na hod-
notu 8,5-9,0.

Vybér pufru a optimalizace jeho koncentrace

Pro optimalizaci koncentrace byly provedeny experi-
menty s realnymi slinami s riznymi pufry. Prvnim testova-
nym pufrem byl 50 mM boréatovy pufr s pH 8,4 (pufr A viz
obr. 5). Do 450 pl ptirozenych slin odebranych od dobro-
volnika €. 1 bylo postupné pfidavano jisté mnozstvi pufru
a smés byla poté dikladné promichana. Poté bylo zméteno
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pH smési. Nasledovalo ptidani dalsiho mnozstvi pufru
a proces méteni pH byl zopakovan né€kolikrat. Méfeni bylo
provedeno pro 3 vzorky pfirozenych slin od riznych dob-
rovolnikll. Tyto experimenty byly provedeny pro fadu
vybranych pufri: pufr B — 100 mM boratovy pufr, pH 7.4,
pufr C — 100 mM boratovy purf, pH 8,4, pufr D — 100 mM
boratovy pufr, pH 9,04 a pufr E — 100 mM fosfatovy pufr,
pH 9,0, F — 100 mM Tris pufr, pH 9,0 vZdy pro nejméné
3 vzorky prirozenych slin od rtznych dobrovolnikii. Vy-
sledky jsou zobrazeny na obr. 5.

Pro tUpravu podlozky (2,8 x 10 cm) pro nanaseni
vzorku impregnacéni metodou se pro materidl skelna vldkna
GFCP 103000 pouzil objem pufru 2 ml. Jednomu LFIA
prouzku Sirokému 3 mm tedy odpovida mnozstvi 30 pl
pufru naneseného na této podlozce. JelikoZ pro jeden LFIA
prouzek je potfeba minimalné¢ 100-150 pl pfirozenych
slin, na mnozstvi 450 pl slin, které bylo vyuZito pro
pufracni experimenty, ptipadd 90-135 pl pufru, ktery by
m¢él hypoteticky upravit hodnotu jejich pH na 8,5-9,0, jak
50 mM boratovy pufr A s pH 8,4 disponuje velice nizkou
pufracni kapacitou a vzorky slin po pridavku 90-135 pl
maji pH 7,4-7,7. Dvakrat koncentrovanéjsi 100 mM bora-
tovy pufr C s pH 8,4 dokézal 1épe upravit pH vzorku slin
apo pridavku 90-135 ul mély hodnoty pH 7,5-8,0. Jen
pufr D a F dokézaly pH vzorkt slin dobrovolnikd upravit
na poZadovanou hodnotu a jiZ po ptidavku 90-135 pl mély
hodnoty pH 8,5-8,8. Oba pufry byly pouzity pro Gpravu
podlozky pro nanaSeni vzorku LFIA prouzku a patfi¢né
testovany pro zjisténi kompatibility s konjugaty a dalSimi
imunoreagenciemi. Pro upravu podlozky (skelnd vlakna
GFCP 103000, 2,8 x 10 cm) byly pouzity tyto pufry:
100 mM boratovy pufr pH9, 0,2% BSA, 2% Tween 80
a 100 mM Tris pufr pH 9,0, 0,2% BSA, 2% Tween 80.
Z t&chto dvou se osveéd¢il pufr 100 mM Tris pufr pH 9,
0,2% BSA, 2% Tween 80. Prouzky LFIA byly tentokrat
testovany na pfirozenych slinach, ve kterych byly muciny
a slozky proteinového charakteru denaturovany zahianim
na 80 °C po dobu 2 h. Pro pozorovani nespecifickych in-
terakci byl pouzit opét jen amfetaminovy konjugat, ktery
migroval se vzorkem membrinou se 4 liniemi OP,
MDMA, PCP, AM (viz obr. 6).

Z obr. 6 vyplyva, ze ackoli ma pufr Tris vhodné
upravenou pufraéni kapacitu a pH, pfi pouziti pfirozenych
slin stale dochazi k nezddoucim nespecifickym interakcim.
Testovany byly proto i dal$i pufry, jako napt. 200 mM
fosfatovy pufr pH9, 0,2% BSA, 2% Tween 80, jehoz
molarita v§ak byla piili§ vysoka pro ucely LFIA prouzku.
Pufr mél vliv na rozpad nékterych konjugatti, coz se proje-
vilo jako fialové-Sedé zabarveni testovacich linii. ZvySeni
pufracni kapacity vétSiny z testovanych pufrt, neboli zvy-
Seni molarity pufrtt nad 150 mM mélo vétsinou nezadouci
efekt na stabilitu konjugat, aproto bylo nutné hledat
vhodngjsi detergent nez je Tween 80, a také vhodné&jsi
material pro podlozku pro nanaseni vzorku.
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Vybér vhodného detergentu a materialu podlozky

Pro vybér vhodného detergentu byly vyuzity informa-
ce ziskané z amerického patentu', ktery popisuje metodu
predupravy ptirozenych slin ptidavkem soli Zlucové kyse-
liny a nasledné pouZiti pro LFIA test. Pro ovlivnéni nespe-
cifickych interakci nebo zamezeni falesné pozitivnimu
vysledku sendvicového LFIA testu byl pouzit deoxycholat
sodny. Tento aniontovy detergent, ktery disponuje emulsi-
fikacnimi a solubiliza¢nimi vlastnostmi, ma také schopnost
hydrolyzovat lipidy za vzniku glycerolu a mastnych kyse-
lin (tzv. lipolyza)™. Pro naSe téely nasel deoxycholat sod-
ny uplatnéni jako slozka pufru pro upravu podlozky pro
nanaSeni vzorku. Testovany byly 3 riizné koncentrace a to
0,5, 1 a 2 % deoxycholatu sodného v 100 mM pufru Tris
pH 9,0. Jiz pii pouziti koncentrace 0,5 % deoxycholatu
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9 |-
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sodného bylo mozné eliminovat veskeré nespecifické in-
terakce zplisobenymi muciny. Pro zlepSeni tokovych vlast-
nosti slin LFIA prouzkem byl také proveden ,,screenning®
materiall pouzitych pro podlozku a zaroven konjugacni
zénu. Z fady materiala byl vybran material Fusion 5 (cit.®).
Z hlediska struktury je Fusion 5 tvofen skelnymi vlakny,
ktera obsahuji umélé pojivo pro zvyseni mechanické pev-
nosti a udrzeni fyzikalnich vlastnosti, jako je hydrofilnost
a odvod vlhkosti v prubéhu skladovani. Dalsi z vyhod
Fusion 5 v porovnani se skelnymi vlakny GFCP 103000 je
vys$i homogenita vlaken a rychlej$i nasdkavost vzorku.
Vysledky optimalizace podlozky byly testovany na LFIA
prouzku v negativnim vzorku slin a nasledné ve vzorku
pfirozenych slin s pfidavkem drogy. VSechny pozitivni
vzorky pfirozenych slin byly namichany v laboratofi, ne-
pochéazely tedy od dobrovolnikii. Pozitivni vzorek slin
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Obr. 5. Zména pH prirozenych slin (vzorek slin 1 — plna ¢ara, vzorek slin 2 — pferusovana ¢ara, vzorek slin 3 — teckovana ¢ara) po pri-
davku pufru: pufr A — 50 mM boratovy pufr pH 8,4, pufr B — 100 mM boratovy pufr, pH 7,4, purf C — 100 mM boratovy purf, pH 8,4,
pufr D — 100 mM boratovy pufr, pH 9,04 a pufr E — 100 mM fosfatovy pufr, pH 9,0, F — 100 mM Tris pufr, pH 9,0
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Obr. 6. Testovani nespecifickych interakci zpiisobenych pfiro-
zenymi slinami; A — ,,denaturované* pfirozené sliny, B — pfiro-
zené sliny

s morfinem mél koncentraci 20 ng ml™' (LOD 15 ng ml™"),
pozitivni vzorek slin s MDMA mél koncentraci 150 ng ml™
(LOD 100 ng ml™"), pozitivni vzorek slin s fencyklidinem
mél koncentraci 300 ng ml™' (LOD 250 ng ml™"), pozitivni
vzorek slin s amfetaminem mé&l koncentraci 100 ng ml™'
(LOD 75 ng ml™"). Testovaci linie byly tentokrat naneseny
manualné hamiltonovou stiikadkou (1 pl mm™' prouzku).
Vysledky zobrazené na obr. 7 dokazuji, ze test neni ovliv-
nén nespecifickymi interakcemi a je tady plné¢ funkéni
i pro takovou matrici, jakou jsou pfirozené sliny.

Zaveér

Byl sestaven jednokrokovy multiplexni imunoche-
micky membranovy test pro rychlou detekci morfinu,
3,4-methylendioxymethamfetaminu, fencyklidinu a amfe-
taminu z jednoho vzorku pfirozenych slin. Pro vizualizaci

Laboratorni pfistroje a postupy

protilatek byly pouzity zlaté nanocastice, coz umoziuje
snadnou vizualni kontrolu vysledku bez nutnosti pouziti
fotometru. Na jeho funkcénost méla nejvétsi vliv spravna
uprava podlozky pro nanaseni vzorku. Podlozka byla upra-
vena vhodny pufrem, jehoz pufracni kapacita a pH byly
optimalizovany. Dale  pufr obsahoval detergent
(deoxycholat sodny) pro solubilizaci mucint pfitomnych
v prirozenych slinach, které jsou jinak divodem vzniku
nespecifickych interakci imunoreagencii na LFIA prouzku.
Podlozka pro nandSeni vzorku a konjugacni zoéna byly
tvofeny materidlem Fusion 5, ktery v kombinaci s danym
pufrem vyrazné zlepsil tokové vlastnosti slin LFIA prouz-
kem. Vysledek testu je mozno odecitat jiz po 10 min. Se-
staveny test je mozné pouziti k terénni kontrole osob napf.
fidicich automobil pod vlivem psychotropnich latek.

Tato prace se uskutecnila v ramci Narodniho progra-
mu udrzitelnosti (NPU I LO1215) MSMT — 34870/2013).
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B. Durtiova, A. Zolal, K. Syslova, and P. Kacer
(Department of Organic Technology, University of Chem-
istry and Technology, Prague): Gold Nanoparticles
Based Multiplex Lateral Flow Immunoassay for Detec-
tion of Drugs of Abuse

One step multiple test line lateral flow immunoassay
was designed in a competitive format for the detection of
drugs of abuse (namely morphine, 3,4-methylen-dioxy-
methamphetamine, phenycyclidine and amphetamine)
from oral fluids. For the labeling of antibodies, gold nano-
particles produced by the Turkevich method were used. It
was found that saliva contains mucin glycoproteins which
cause non-specific interactions on test lines. These unde-
sirable interactions can be influenced by higher pH, higher
buffer capacity, and a choice of suitable detergent for the
sample pad buffer in combination with suitable sample pad
material. Optimized sample pad buffer contained 100 mM
Tris and 0.5% sodium deoxycholate to yield pH 9.0.
Screening of all the materials (mainly sample pad, conju-
gate pad) was performed and Fusion 5 was selected in
order to develop rapid test able to provide results within 10
minutes. The other key advantage of this format of the test,
as compared to other immunoassays, is its low cost and
simplicity requiring no sample or reagent preparation and
no photodetector for its measurement.



