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Reseni se tykéi polymerni mikrodastice

na bazi hydrofilnich monomeri sestavaji z
25 a% 99,5 % hmot. hydrofilnich monomery,
vybranych ze skupiny sestéavajici z 2-hydro-
xyethylmethakrylatu, 2-hydroxyethylakrylatu,

akoZ 1 odpovidaaicich monoesterii « , w -di-
ydroxyoligo(o ethylenu) a kyseliny met-
cakrylatove &1 kyseliny akrylové 2,3-dihy-
droxypropylmethakryldtu, N-monosubstituo-
vaného akrylamidu, kde substituent miZe
byt alkyl s 1 aZz 5 atomy uhliku nebo hyd-
rox{alkyl 8 1 aZ 6 atomy uhliku, obsahuji-
ci 1 aZ 2 OH skupiny, 4=-vinylpyridinu,
2—v1ny1piridinu. lamidu a methakryla-
mida, O,1 aZ 40 ¢ hmot. ionogennich komo=-
nomery, vybranjych ze skupiny sestavajici

2 kyselini methakrylové, kyseliny akrylové,
kyseliny itakonové, maleinanhydridu, 2-
(dietylamino)ethyl-methakryladtu, 2-(dime-
thylamino)ethyl-methakrylatu, 2-(dimethyl-

no)ethyl-akrylétu, 2-(diethylamino)

ethylakrylatu, p-diethylaminostyrenu a
2—metbakrylO{ioxyethyltrimethylamonium
chloridu, 0,1 a¥ 45 & hmot. sifovadla vyb-
raného ze skupiny sestéva%ici z N, l-methy-
lenbis(akrylamidu), [I,N-ethylenbis(akry~
lamidu), 1,2,3-(triakryloyloxynethyl)pro-
panu 1.5.5—&21 loylhydrotriazinu
otbyiendimethakrﬁ $u, ethylendiakrylatu,
2,2=-0xydiethyl-dimethakrylédtu, dinethakry-
1itd ., w ~diaydroxyderivati oligoethyle-
nt a 0,05 a% 25 ,; bmot. kovalentni vazbou
vﬁzanéﬁo haptenu vybraného ze skupiny se
stavajici z Neymethakryloylglycylg ycyl-NZ
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Vyndlez se tykd polymernich mikroddstic na bézi hydrofIinich
monomert obsahujicich specifické skupiny usnadnujici jejich detek~
ci a umoznujici vazbu protildtek, jakoZ i pouziti té&chto mikrodds-
tic, predevs$im v iﬁunologii a pafazitologii a zpisobu jejich vyro-

by.

Dosavadni symtetické mikroddstice se vyrdb&ly polymerizaci za
pfitomnosfi inicidtort &i emulgdtort, které neni moZno ze vzniklé
suspenae mikroédstic beze zbytku odstranit. Dosud pouzivané postu-
py také neumoiﬁovaly ziskat polymerizaci homogenni velikost parti-
kuli. RovnéZ nebyla popsdna vyroba mikroédstic, obsahujicich jiz

zapolymerizované hapteny presné definované struktury.

Jmenované nevyhody dosud zndmych mikroddstic a pouZivanych

postupll vyroby odstranuje predmétny vyndlez.

Predmétem vyndlezu jsou polymerni mikroddstice na bdazi hydro-
filnich monomer, obsahujici specifické skupiny usnadnujici jejich
detekci. a umoznujici vazbu protildtek, vyznadené tim, Ze sestdvaji
z 25 az 99,5% hmot. hydrofilnich monomer\, vybranych ze skupiny ses-
tdvajici z 2-hydroxyethyl-methakryldatu, 2-hydroxyethyl-akryldtu,
jako%z i odpovidajicich monoestert # w-dihydroxyoligo(oxyethylenu) a
kyseliny methakrylové &i kyseliny akrylové; 2,3-dihydroxypropylme-
thakryldatu, N-monosubstituovaného methakrylamidu, N-monosubstituo-
vaného akrylamidu, N,N-disubstituovaného akrylamidu, kde substituent
miZe byt alkyl s 1 aZ 5 atomy uhliku nebo hydroxyalkyl s 1 a% 6 ato-
my uhliku, obsahujici 1 aZ 2 OH skupiny, 4-vinylpyridinu, 2-vinyl-
pyridinu, akrylamidu a methakrylamidu, 0,1 aZ 40% hmot. ionogennich
komonomeri vybranych ze skupiny sestdvajici z kyseliny methakrvIo-
vé, kyseliny akrylové, kyseliny itakonové, maleinanhydridu, 2-(di-
ethylamino)ethyl-methakryldtu, 2-(dimethylamino)ethyl-akrylétu,




-2 - 241 282

2-(dimethylamino)ethyl-akryldtu, 2-(diethylamino)ethyl-akryldtu,
p-diethylaminostyrenu a 2-methakryloyloxyethyltrimethylamoniumchlo-
ridﬁ, 0,1 a% 45% hmot. sitovadla vybraného ze skupiny sestdvajici

z N,N-methylenbis(akrylamidu), N,NZethylenbis(akrylamidu), 1,2,3-
-(tfiakfyloyloxymethyl)propanu, 1,3,S—triakryloylhexahydrotriazinu,
ethylendimethakryldtu, ethylendiakryldtu, 2,220xydiethyl~dimetha-
krylétu, dimethakryldtu & ,» -dihydroxyderivatti oligoethert a 0,05 a%
25% hmot. kovalentni{ vazbou vdzaného haptenu vybraného ze skupiny
sestdvajic{ z N-methakryloylglycylglycyl-N-dinitrofenyllysinu a N-me-
thakryloylglycylfenylalanyl-N-dinitrofenyllysinu a N-methakryloyl-
~ glycylleucyl-N-dinitrofenylysinu a poptipadé @,05 a%Z 7,5% hmot. po-
lymeri;bvatelné fluorescenéni znadky vybrané ze skupiny sestdavaji-
ci z dagpylalfylaminu, N~fluoresceinrN:allylthiomoéoviny a N-tetra-

methylrhodamine N-al lylthiomo&oviny.

Zpisob vyroby mikroddstic podle vyndlezu spodivd v tom, Ze
uéinkem radikdla vzniklych ozdf¥enim se kopolymeriauje roztok sloze-
ny z 1 a%x 10% hmot. smé&si monomert a 90 a% 99%rhmot. vody nebo
Jeji smé&si s 0 az 20% obj.%‘ Cl-Ch alkoholt nebo jih&h s vodou misi-
telného rozpoustédla, pridemZ monomerni smés je sloZena z 25 a% 99,5%
bhmot. hydrofilniho monomeru (hydrofilnich monomert), 0,1 a% 4o%
hmot. ionogennich komonomerii, 0,1 aZ 45% hmot. sifovadla, 0,05% a%
25% hmot. polymerizovatelného haptenu, a pop¥ipad¥d 0,05 a% 7,5%
hmot. polymerizovatelné fluorescenéni znadky, kde jednotlivé mono-

merni sloZky jsou definovany vyse.

Monomerni roztok miZe navic je$té obsahovat a2 2% hmot. polymer-
niho aditiva s vyhodou poly[N—G&hydroXypropyl)methakrylamidu], Déle
Je moZno pouzit poly(N-monosubstituovany methakrylamid), poly(N-mo-
nosubstituovany akrylamid), kde substituent miZe byt alkyl s 1 a%

4 atomy uhliku nebo hydroxyalkyl s 1 a% 5 atomy uhliku obsahujici

1 az 2 OH skupiny, Poly(vinwalkohol), polyakrylamid, poly(ethylen)

a poly(oxypropylen), jako% i monoalkylethery. Molekulovd hmotnost
aditiv je vyhodné v rozmezi 5 000 aZ 250 000 daltoni. Poymerni adi-
tivum umoZnuje ovlivnit rozmér &4stic. Rovné% umo¥nuje provadét ko+
polymerizaci p#i vy&sich koncentracich. Lze jej hodnotit jako stabi-
lizdtor &dstic.

Jako s vodou misitelnédho rozpoustédla lze kromé Ci-Ch alkoholt
pou#ft 1,4-dioxan, aceton, dimethylsulfoxid, dimethylformamid, ethyl-
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acetat atd. |

Jako hydrofilnich monomertt 1lze pouzit 2-hydroxyethylmethakry-
14t, 2-hydroxyethylakryldt, jakoz i odpovidajici monoestery ot ,w-di-
hydroxyoligo{oxyethylenu) a kyseliny methakrylové &i kyseliny akry-
lové; 2,3-dihydroxypropylmethakryldt, N-monosubstituovany methakryl-
amid, N-monosubstituovany akrylamid, N,N-disubstituovany akrylamid,
kde substituent miZe byt alkyl s 1 aZ 5 atomy uhliku nebo hydroxy-
alkyl s 1 a% 6 atomy uhliku, obsahujici 1 az 2 OH skupiny, 4-vinyl-
pyridiny 2-vinylpyridin; akrylamid a methakrylamid. Je moZno pouzit

i th—oznaéenich monomeru.

Yonogenni komonomery jsou Kyseliny methakrylovd, kyselina akry-
lov4, kyselina itakonovd, maleinanhydrid, 2-(diethylamino)ethyl-me-
thakryldt, 2-(dimethylamino)ethyl-methakryldt, 2-(dimethylamino)et-
hyl-akry 1it, 2-(diethylamino)ethyl-akryldt, p-diethylaminostyren,
2-methgkryloyloxyethyltrimethylamoniumchlorid.

Jako sitovadla je vyhodné pouzit N,N-methylenbis(akrylamid),
N,N-ethylenbis(akrylamid), 1,2,3-¢riakryloyloxymethyl)propan, 1,3,
5-triakryloylhexahydrotriazin, ethylendimethakryldt, ethylendiakry-
14t, 2,2 oxydiethyldimethakryldt, jako i dimethakryldty «,w-dihy-

»

droxyderivdty oligoetherti. MnoZstvi pouzitého sitovadla se ¥idi po-

v v . - v
Zadovanym stupném sesiténi. Je zdvislé na schopnosti daného sitovad-

la vytvaret priéné vazby.

Jako polymerizovatelné fluorescenéni &inidla lze pouzit napii- -
klad dansylallylamin, N-fluorescein—Niallylthiomoéovinu, N-tetrame~

thyl{hodamin~N:allylthiomoéovinu a N-akridin—N:allylthiomoéovinu.

Jako polymerizovatelné hapteny lze napriklad pouZit N-methakry-
1oylg]ycylglycyl-N‘-dinitrofenyllysin, N-methakryloylglycylglycyl-
arsanilovou kyselinu, N—methakryloylglycylfenylalanyl-N‘-dinitro—
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fenyllysin a N-methakryloylglycylleucyl-N ~DNP-dinitrofenyllysin.

P¥i polymerizaci se postupuje tak, Ze smés monomeru (polymeri-
saéni smés) se naplni do polymerizaéni nddobky, napiiklad sklenéné
ampule, probubld dusikem nebo argonem asi 15-20 minut a zatavi ne-
bo jinak utésni. Za teploty s vyhodou 0“1000.0 se ampule umisti do
centra kobaltového zdroje a ozd#{ tak, aby ddvka byla 0,1a§ Mrad.
Po ozdieni se ampule otevie, obsah 10x dekantuje nadbytkeﬁ destilo-
vané vody (event.sm&si vody a s vodou misitelného rozpoustédla a

poté destilovanou vodou) a uschovd p¥i 4°c.

Vazbu protildtek je moZno provést nékolika postupy. Napiiklad
je moZno vyuzit interakce protilidtek s haptenickymi skupinami pi¥i-
tomnymi ve struktuie mikro&dstic (viz p#iklad 1) nebo je moZno vy-
uzit funkénich skupin ptritomnych v ionogennich komonomerech - na-
p¥iklad -COOH skupin v molekule kyseliny methakrylové. K témto sku-
pindm je moZno bioaktivni molekuly navdzat pomoci N-cyklohexyl-N'F
[2—(h—morfoliny1)ethyl]karbodiimid - methyl p-toluensulfondtu, Wood-
wardova &¢inidla, 2-ethoxy-l-ethoxykarbonyl-l,2-dihydrochinolinu

a podobnych, v peptidové chemii uzivanych, kondenza&nich &inidel.

Mikroddstice pfipravenépdle vyndlezu jsou velmi vhodné pro po-
uzitf{ k detekci specifickych membrdnovych znaki a k fagocytdrnim
testam predeviim bundk udastnicich se na imunitnich reakcich,. ale
i dal$ich typa bunék. Na rozdil od fady dosud pouZivanych technik
je moZno soudasné detekovat jak vazbu &4dstice na sledovany receptor,
tak i fagocytozu timto receptbrem zprostiedkovanou. Zvlist vyhodné
se jevi byt pouziti &4stic se zapolymerovanou fluorescenéni znadkou,
umoznujici p¥i detekci ve fluorescentnim mikroskopu rozli$eni fago-
cytované od nefagocytované &dstice pouzitim vhodné 1latky zhdSejici
fluorescenci nefagocytovanych &dstic. OdliSeni fagocytovanych od ne-
fagocytovanych mikroddstic se provede po prob&hnuti testu zhasnutim
fluorescence fluorescentni modifikace mikroddstic zhd$eci 1latkou,

naptiklad krystalovou violeti.

Vyhodou zabudovdni haptenti ptresné definované struktury postupemrr
dle vynilezu je to, Ze hapteny nejsou z mikroddstic uvolnovany do
prostiedi a zachovdvaji si svoji imunogennost i funkceschopnost.

Vazba bioaktivnich molekul pfimou polymeriZdci, ale i prostifednict-
vim kondenwaénich &inidel je velmi jednoducha a stdld. Trvanlivost

suspengze samotné i s navdzanymi hapteny byla ovérovdna na Imunolo-
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gickém oddéleni MBY §SAV od dubna 1981 do unora 1984,

V dal$im jsou uvedeny pi¥iklady objasnujici predmét vyndlezu,
aniZz by jej néjak omezovaly.

P¥iklad 1 ‘

Reakci 5 mg tetramethylrhodamin{ sothiokyandtu s nadbytkem
allylaminu v acetonu pri 50°C byla pripravena N-tetramethylrhodamin-
—N'-allylthiomoéovina. Aceton a nadbyteény allylamin byly oddesfilo-
vany za snizeného tlaku. K ziskanému oleji bylo pifiddno O,h ml smési
monomera (76,9 hmoé.dilﬁ 2-hydroxyethylmethakryldtu, 0,1 hmot.dild
ethylendimethakryldtu, 2 hmot.dily methylen-bis-akrylamidu, 20 hmot.
dilh methakrylové kyseliny a 1 hmot.dil N-methakryloylglycylglycyl-
-N‘-dinitrofenyllysinu) a 19,6 ml destilované vody. Ziskany homogen-
ni roztok byl prefiltrovdn, naplnén do ampule, probubldn 15 min. du-
sikem a ozdren v 6000 zdroji (1,2 Mrad). Ziskand suspenze byla nali-
ta do prebytku destilované vody, 7x dekantovdana. Byla ziskdna suspen-

a2e &astic o velikosti Z/um.

Tyto &dstice byly reagovdny s maximdlni subaglutinadni ddvkou
my$ich monoklondlnich anti-trinitrofenyl protildtek, isotyp IgE.
C4stice byly promyty (600g, 10 min.), resuspendovdny a uchovidviny
pri h°c. Byly pouzivdny k detekci receptort pro imunoglobuliny na

povrchu bunék a k fagocytdrnim testim.

-

Priklad 2

10g smési sestdvajici z 77,8% hmot. 2-hydroxyethylmethakryld-
tu, 2% hmot.methylen-bis-akrylamidu, 0,2% hmot.polyethylenoxidmono-
methyletheru o M_ = 5 000 a 20% hmot.kyseliny methakrylové bylo
rozpusténo ve 190 ml destilované vody. Ddle bylo pii polymerizaci
postupovdno jako v pfiklﬁdu 1. Byly ziskdny &dstice o pruméru 1,2 gem.
50 mwg mikro&dstic (suchd hmotnost) bylo resusp@ndovéno v 1 ml roz-
toku %i%téné C 3 slo¥ky komplementu (1 mg/ml). Po vychlazeni na
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4°c bylo pomalu za intenzivniho tiepdni piiddno 5 mg N-cyklohexyl-
-N’=[2-(4-morfolinyl)ethyl]karbodiimid methyl p-toluensulfondtu.
pH bylo ihned upraveno na 7,0 a mikroddstice byly inkubovdny 10 ho-

rd

din p¥i u°c‘£§ stdlého trepdni. Po nékolikerém promyti ve fyziolo-
gickém roztoku (250 g, 15 minut) a naifedéni na koncentraci 109 éas-
tic/ml bylo 0,1 ml takto ziredénych mikroédstic smichdno s 106 bunék
(v 0,1 ml) a inkubovdno 60 min. p¥i laboratorni teplot&. Bunky

s adherovanymi 3 a vice mikro&dsticemi byly povaZovdny za bunky ne-

souci receptor pro C 3 slozku komplementu.

Priklad 3

5 mg dansyallylaminu bylo rozpus$téno v 4,5 ml smési monomert,
sestdvajici z 50% hmot. 2-hydroxyethylmethakryldtu, 20% hmot. N,N-
-diethylakrylamidu, 4% hmot.triethylenglykoldimethakryldtu a 26%
hmot.kyseliny akrylové; K tomuto roztoku bylo p#idano 245 ml desti-
lované vody. Ddle bylo pri polymerizaci postupovano stejné jako

v piikladu 1.

Priklad 4

Reakci 3 mg fluoresceinisothiokyandtu (isomer I) s nadbytkem
allylaminu v acetonu pri 40°c byla piipravena N-fluorescein-N'-
~allylthiomodovina. Aceton a nadbyteény allylamin byly oddestilova-
ny za sniZeného tlaku. K ziskanym krystalkim bylo pridéano 0,6 ml
sm&si monomerda (77 hmot.dil 2-hydroxyethylmethakryldtu, 2 hmot.di-
ly methylen-bis-akrylamidu, 20 hmot.dild kyseliny methakrylové a
1 hmot.dil N-methakryloylglycylglycyl-N‘-dinitrofenyllysinu) a
15,4 ml destilované vody. Ddle bylo pri polymerizaci postupoviano
stejné jako v prikladu 1. Tyto &dstice byly inkubovdny s maximalni
subaglutinaéni ddvkou mySich monoklondlnich anti-trinitrofenyl pro-
tildatek isotypu IgM (22°C, 1 hod). Potﬁnbyly édstice promyty, re-
suspendovany a skladovany v lednici. Byly pouZity k detekci Fc re-
ceptorti na povrchu bunék - po inkubaci bunék s takto modifikovany-
mi mikroéésticemi-(22oc) byly bunky pozoroviny ve fluorescenénim
mikroskopu. Bunky, které mély adherovdny 3 a vice mikroédstic, byly
pova¥ovény za bunky obsahujici Fc receptory.
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Priklad 5

Byly ptipraveny dva zdsobni roztoky. Rozfok A, sestavajici z
0,02 g N,N—methylenbis(akrylamidu), 1,309 g 2-hydroxyethyl-metha-
kryldtu a 0,308 g 2-(diethylamino)ethyl-methakryldtu. Roztok B, ses-
tdvajici z 1,589 g polyethylenoxidmethyletheru (m. v. 5 000), roz-
pusténého v 38,2 ml vody. Do sklenéné ampule bylo predloZeno 0,4 ml
roztoku A, 4 ml roztoku B a 35,6 ml vody. Ddle bylo p¥i polymeriza-

ci postupovédno jako v p¥ikladu 1.

Piiklad 6

v

4 mé‘dans&léllyiaminu bylo rozpuéféno ve smési monoﬁerﬁ, ses-
tdvajici z 55% hmot. 2-hydroxyethyl-methakryldtu, 15% hmot. N-ethyl-
akrylamidu, 5% hmot. 1,2,3-(triakryloyloxymethyl)propanu a 25% hmot.
b-vinylpyridinu. K tomuto roztoku bylo pfiddno 230 ml destilované
vody. Ddle bylo pii polymerizaci postupovdno stejné jako v prikla-
du 1.
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PREDMET VYNALEZU

Polymerni mikroédstice na bdzi hydrofilnich monomeru Ibsuﬂﬂjtff
specifické skupiny, usnadnujici jejich detekci a umoZn jl;c} az-e
bu protildtek, vyznadené tim, Ze sestdvaji z 25 a2 99,1% hmg%ao
hydrofilnich monomerd vybranych ze skupiny sestdvajici]l z 2-hydro~
xyethylmethakryldtu, 2-hydroxyethylakryldtu, jakoZ i povida-
jicich monoesterti #,w-djihydroxyoligo(oxyethylenu) a kyk&liny metha-
krylové &i kyseliny ékrylové, 2,3-dihydroxypropyl-methakryldith,
N-monosubstituovaného methakrylamidu, N-monosubstituovaného akryla-
midu, N,N-disubstituovaného akrylamidu, kde substituent miZe byt
alkyl s 1 az 5 atomy uhliku nebo hydroxyalkyl s 1 aZ 6 atomy uh-
liku, obsahujici 1 aZ 2 OH skupiny, 4-vinylpyridinu, 2-vinylpy-
ridinu, akrylamidu a methakrylamidq, 0,1 a%? 40% hmot. ionogen-

nich komonomeri vybranych ze skupiny sestdvajici z kyseliny metha-
krylové, kyseliny akrylové, kyseliny itakonové, maleinanhydridu,
24hiethylamino)ethyl—methakrylétu, Z{dimethylamino)ethyl-metha-

kry ldtu, 2-(dimethylamino)ethyl-akryldtu, 2-(diethylamino)ethyl-
-akrylatu, p-diethylaminostyrenu a 2-methakryloyloxyeth&ltrime—
thylamoniumc hloridu, 0,1 az h5% hmot. si{ovadla vybraného ze skupi-~
ny sestdvajici z N,N:methylenbis(akrylamidu), N,N:ethylenbis(ak—
rylamidu), 1,2,j—tri(akryloyloxymethyl)propanu, 1,3,5-triakryl-
oylhexahydrotriazinu, ethylendimethakryldtu, ethylendiakrylééu,
2,Zioxydiethyl-dimethakrylétu, dime thakrylitu &« ,w-dihydroxyderi-
vatlu oligoetherd a 0,05 aZ 25% hmot. kovalentni vazbou vdzaného
haptenu vybraného ze skupiny sestdvajici z N-methakryloylglycyl-
glycyl-Nc-dinitrofenyllysinu a,N-methakryloylglycy1fenylalanyl—N'
-dinitrofenyllysinu a N-mefhakryloylglycylleucyl—NC-dinitrofenyl—
lysinu a pop¥ipadé 0,05 az 7,5% hmot. polymerizovatelné fluCrescen-
éni znaéky vybrané ze skupiny sestdvajici z dansylallylamihu, N-
—fluorescein—N:allylthiomoéoviny a N-tetramethylrhodamin-N:allyl—

thiomoéoviny.

Polymerni mikroddstice podle bodu 2, vyznalené tim, Ze hydrofil-
ni monomer je 2-hydroxyethylmethakryldt.
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Polymerni mikroddstice podle bodu 1, vyznadené tim, Ze ionogenni

komonomer je kyselina methakrylovi.

Polymerni mikroédstice podle bodu } vyznadené tim, Ze sitovadlo

je N,N-methylenbis(akrylamid).

Zpusob vyroby mikroddstic na bdzi hydrofilnich monomert, obsa-
huj]'.C'Kh specifické Skupi}éy.l‘ilcserl;la(i‘%u llkcé:id](‘e’gz}ﬁlll{ d%gel:)czlfae(ﬁoszlcl
vazbu. protildtek podle bodu I"V?znaGen ¢ tim, %e SEyKopo erigu-
je roztok sloZeny z 1 az 10% hmot. smési monomert a 9C az 99%
hmot._vody nebo jeji smési s O =22 20% obj. . Cl_ch alkohold nebo
jindho s vodou misitelného rozpousStédla, priéemZ monomerni smés je
sloZena z 25 az 96,5% hmot. hydrofilniho monomeru (hydrofilnich
monomert), 0,1 a% 40% -hmot. ionogennich komonomert, 0,1 a¥ 45%
hmot. sitovadla, 0,05% az 25% hmot. polymerizeovatelného haptenu

a pop#ipadé 0,05 az 7,5% hmot. polymerizovatelné fluorescen&ni

znatky, kde jednotlivé monomerni sloZky jsou definovdny v bodu 1.

Zpusob podle bodu 5, vyznadeny tim, Ze monomerni roztok obsahuje
navic az 2% hmot. polymerniho aditiva, s vyhodou poly LN—(Z-hy-
droxypropyl)methakrylamidlua
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