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ANOTACE

Tato prace se zabyva vyznamem a funkci kyseliny sialové v lidském organismu. Zaméfuje se
na jeji stanoveni riiznymi metodami v riznych biologickych materialech, jejich analytickymi
parametry, naroCnosti metod a vyuzitelnosti v praxi k diagnostice genetickych chorob

spojenych s ukladanim kyseliny sialové, zanéth ¢i rakoviny.

KLICOVA SLOVA
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biosenzor

TITLE

Importance and determination of sialic acid in human organism

ANNOTATION

This thesis deals with importance and function of sialic acid in human organism. It focuses on
determination of sialic acid in different biological materials, its analytical parameters, difficulty
of these methods and practical utilization for diagnosis of genetics diseases connected with

storage of sialic acid, inflammation or cancer.
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UvoD

Kyselina sialova je jednotny ndzev pro n¢kolik derivati kyseliny neuraminové, v uzsim
slova smyslu — v klinické biochemii — se timto ndzvem oznacuje sialova kyselina v naSem
organismu nejrozsifenéjsi, a sice kyselina N-acetylneuraminova. Piedstavuje vyznamnou
soucast bunécnych membran a ovliviiuje bunécné funkce.

Cilem této bakalaiské prace je seznamit s pojmem Kkyselina sialova jako takovym
a zejména s vySe zminénou kyselinou N-acetylneuraminovou. Diraz bude kladen na jeji
vyznam a stanoveni. Bakalafskd prace je pomysiné rozdélena na cast teoretickou a cast,
ve které budou popsany metody stanoveni kyseliny sialové.

V teoretické casti bude predstaven a ujasnén pojem kyselina sialovd, také historie objevu
kyseliny, ndzvoslovi a chemicka struktura. Nasledné¢ bude objasnén vyznam kyseliny sialové
v lidském téle a jeji funkce. Téz budou zminény genetické choroby spojené s ukladanim volné
kyseliny sialové.

Diulezitou soucast piedstavuje kapitola zabyvajici se stanovenim kyseliny sialové,
kde budou probrany moznosti a zptisoby stanoveni kyseliny N-acetylneuraminové, presnost

a citlivost metod, jejich vyhody a nevyhody a ptipadné vyuziti v praxi.
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1 CHARAKTERISTIKA SIALOVYCH KYSELIN

1.1 Historie objevu

Kyselina sialova byla objevena Svédskym biochemikem Gunnarem Blixem v roce 1936.
Ten izoloval z mucinu submaxilarni slinné zlazy hovéziho dobytka krystalickou slouceninu,
ktera byla pozdé¢ji pojmenovana jako kyselina sialova (z feckého slova sialon, neboli slina)
[1, 2]. Mucin je latka nachazejici se mj. ve slinach a je tvotena glykoproteiny [3].

Blix se zajimal o slozeni mucinu obsazeného ve slindch, pfi¢emz v t¢ dobé bylo znamo,
ze mucin obsahuje sacharidy hexosaminy. Jakmile byl ve vod¢ nerozpustny submaxilarni mucin
zahtat na 100 °C v jeho izoelektrickém bodé, material se rozpustil a po frakcionaci ¢asti
rozpustné v methanolu s méné polarnimi rozpoustédly se posléze v nadobce objevily kolonie

krystalii kyseliny sialové viz obrazek 1 [1].

S

Obrazek 1: Krystaly kyseliny sialové. Prevzato z [1].
Nezavisle na sob& byla kyselina sialovd o 5 let pozd¢ji také izolovana némeckym
biochemikem Ernstem Klenkem z mozkovych gangliosidi. Proto také vznikl nazev kyselina

neuraminovd — byla ziskana z nervového systému [4].

1.2 Zakladni popis sialovych kyselin

Kyseliny sialové jsou cukernaté kyseliny, nachazejici se v buiikach témét vSech obratlovcll
a v n¢kterych mikroorganismech [5]. Timto trividlnim nazvem je oznaovano nejméné 50
derivata kyseliny neuraminove (5-amino-3,5-dideoxy-D-glycero-nonulosonové),

jejiz strukturni vzorec je zobrazen na obrazku 2 [6].
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Obrazek 2: Strukturni vzorec kyseliny neuraminové. Prevzato z [7].

Kyselina neuraminova vznika kondenzaci kyseliny pyrohroznové a N-acetylmannosaminu.
Nejvyznamnéj$i v prirod¢€ jsou jeji N- a O- substituované derivaty [7].

Kyseliny sialové se li§i riznymi substituenty na amino- a hydroxyl- skupinach [8]. Tato
skupina kyselin sdili charakteristickou devitiuhlikatou kostru se zbytkem karboxylové kyseliny,
ktery je navazan na uhliku 2, kde se nachazi centrum anomeru, viz obrazek 2. Amino skupina
na uhliku 5 je pfevazné modifikovana na N-acetyl ¢i N-glykolyl. Na postranni uhlikaty fetézec
se mohou navazat acetylové, fosfatové, sulfatové ¢i methylové zbytky [5].

Kyseliny sialové jsou dulezitou soucasti glykoproteint, gangliosidi, glykosaminoglykant
a mucinl a s nadsazkou feceno, pokryvaji povrch buné€k, tcastni se bunééného rozpoznavani
a intracelularni signalizace [6, 9].

Kyseliny sialové jsou pfevazné véazany na galaktozu v fetézci glykanl pfes vazbu
a(2-3)-, a(2—6)-, nebo a(2—8)- [10].

Nejvyznamnéj§i  kyseliny sialové jsou N-acetylneuraminova kyselina (NeuSAc),
N-glykolylneuraminova kyselina (Neu5Gc) a deaminoneuraminovd kyselina (KDN),

které se lisi riznymi funkénimi skupinami, jak je zobrazeno na obrazku 3 [10].

14
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Obrazek 3: Strukturni vzorce a funkcni skupiny nejdulezitéjsich sialovych kyselin. Prevzato z [10)].

V pribéhu evoluce doslo ke ztraté schopnosti syntézy kyseliny N-glykolylneuraminové
u lidi v dtsledku delece exonu v genu CMAH, ktery koduje CMP-NeuS5Ac hydroxylazu
(hydroxylaci kyseliny N-acetylneuraminové totiz vznika kyselina N-glykolylneuraminovd)
[11].

Nicméné, N-glykolylneuraminovou kyselinu lze do organismu dostat z potravy, zejm.
cervené¢ho masa a kyselina je pak metabolicky inkorporovana do glykokonjugatti. Glykany
obsahujici navazanou N-glykolylneuraminovou kyselinu se pak mohou chovat jako
xenoautoantigeny. V organismu se vyskytuji anti-NeuSGc protildtky a pii kontaktu
se zminénym antigenem mohou zpiisobit zanétlivou reakci nazyvanou xenosialitida, kterd mize

vést az k rakoviné [12, 13].

1.3 Vymezeni pojmu

Jako kyselina sialova, resp. kyseliny sialové se mohou oznacovat v§echny derivaty kyseliny
neuraminové. V uz§im slova smyslu nazyvame trivialnim nazvem Kkyselina sialova kyselinu
N-acetylneuraminovou, nebot’ ta je v nasem téle nejrozsirenéjsi [14].

V této bakalarské praci je proto pojmem kyselina sialovd mySlena pravé kyselina

N-acetylneuraminova.
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2 FYZIKALNI A CHEMICKE VLASTNOSTI

Kyselina sialova je relativng silné kyselina (mé pKa 2,6) a proto podléhé hydrolyze [15].
Jeji Cista forma ma vzhled bilého prasku [16]. Krystalizuje pti 5 °C v roztoku vody
a kyseliny octové v poméru 0,8:12 [9]. Dalsi fyzikalni a chemické vlastnosti kyseliny sialové
jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Prehled zdkladnich fyzikalnich a chemickych viastnosti kyseliny N-acetylneuraminové.
Prevzato a upraveno z [9, 17, 18, 19].

Molekulovy vzorec C1iH19NOy
Molekulova hmotnost 309,273 g/mol
Bod tuhnuti 156 °C

Bod tani 180-182 °C
Bod varu 186 °C
Hustota (pfi 25 °C) 1,2983 g/cm’
pKa 2,6

Specificka opticka otacivost [a]?%, 33,1

Kyselina sialova je hydrofilni, zaporné€ nabita kyselina. Na obrazku 4 je vzorec kyseliny
N-acetylneuraminové s vyzna¢enym zapornym nabojem na karboxylovém zbytku. Hydrofilita

a zaporny naboj jsou vlastnosti vyznamné pro mnoho procesu, kterych se tato kyselina ucastni
[20].

CH,OH
HO—
o
HO—
(@)
O
OH
OH
NH
O:<
CHj

Obrazek 4: Strukturni vzorec kyseliny N-acetylneuraminové. Prevzato a upraveno z [9].

Negativni naboj kuptikladu zptasobuje, Ze se erytrocyty, které obsahuji vysoké mnoZstvi
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kyseliny sialové na svém povrchu, nepfichyti na cévni endotelium, jenZ ma na svém povrchu
téz velké mnozstvi zéporné nabité kyseliny sialové. Vznikne tedy elektrickd repulze

a erytrocyty mohou cévou voln¢ cirkulovat [21].

2.1 Referen¢ni hodnoty

Pro rozliSeni patologického a normdlniho stavu je dilezité stanovit referen¢ni hodnoty
koncentrace kyseliny sialové v biologickych tekutindch. V tabulce 2 jsou uvedeny piiblizné

fyziologické koncentrace volné (FSA) a celkové (TSA) kyseliny sialové.

Tabulka 2: Fyziologické hodnoty koncentrace kyseliny sialové v lidském organismu.
Prevzato a upraveno z [22, 23, 24].

Forma kyseliny sialové
FSA TSA
Sérum/plazma 1-3 umol/l 1,36-3,40 mmol/l
Sliny 17,1 £ 12,1 umol/1 9,7-22,1 mmol/l
mmol/mol mmol/mol
Moc¢ 2,5-8,6 31
kreatininu kreatininu
Mo¢ mmol/mol mmol/mol
32,2-45 100,5-156,4
(déti do 1 roku) kreatininu kreatininu
MozkomiSni
119+7,1 umol/l -
mok
Mateiské
32,4 umol/l 0,2-2,28 mmol/l
mléko
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3 METABOLISMUS

3.1 Biosyntéza

Proces zacina hexosaminovou cestou (A, obrazek 5), kdy z glukosamin-6-fosfatu vznika

uridin difosfat N-acetylglukosamin [14].
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Obrazek 5: Metabolismus kyseliny N-acetylneuraminové. Prevzato a upraveno z [14].

Déle syntéza probihd v cytosolu bunky (B, obrazek 5). Gen GNE kéduje enzym glukosamin
(UDP-N-acetyl)-2-epimerazu/N-acetylmannosamin kindzu a dojde k odtrhnuti uridin
difosfatové ¢asti z UDP-GIcNAc spolu se zménou konformace N-acetylglukosaminu (GIcNAc)
na N-acetylmannosamin (ManNAc). N-acetylmannosamin je nésledné fosforylovan
na N-acetylmannosamin-6-fosfat (Man-NAc-6-P) [25, 26]. Kondenzaci ManNAc-6-P
s fosfoenolpyruvatem vznika Neu5Ac-9-fosfat, ktery je defosforylovan pomoci specifické

fosfatazy, jenz koduje gen NANP a kone¢né€ vznika volnd N-acetylneuraminova kyselina [27].

3.2 Aktivace a tvorba sialoglykokonjugatu

Aby byla volné kyselina sialovd zakomponovédna do glykant, je nutné, aby se nejprve
v jadru aktivovala na CMP-Neu5Ac, jakozto nukleotidovy donor, za katalyzy CMP-NeuSAc
syntazy. CMP-Neu5Ac se navrati zpét do cytoplazmy (cytosolu) a poté do lumenu Golgiho
aparatu pomoci specifického antiportu (C, obrazek 5) [27].

Aktivovana forma kyseliny sialové se vaze na terminalni sacharidy glykosfingolipida
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nebo glykoproteint pfes a2,3-, a2,6- nebo a2,8- konce (vazby) za pomoci az 20 rtiznych
sialyltransferdaz. Kazdd sialyltransferdza mé svou specifitu a véze kyselinu sialovou

na konkrétni ¢ast molekuly [14].

3.3 Reutilizace

Pomoci specifickych enzymu sialidaz (neuraminidazy) je z glykokonjugatii kyselina
sialova odstépena, déje se tak v lysozomech (D, obrazek 5). Dale je volna kyselina sialova
navracena zpét do cytoplazmy pomoci exporteru s ndzvem sialin a je bud’ znovu vyuzita
k tvorbé sialoglykokonjugatti, nebo je degradovéna za katalyzy specifické pyruvat lyazy,

ktera rozstépi kyselinu N-acetylneuraminovou na N-acetylmannosamin a pyruvat [27].
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4 FORMY KYSELINY SIALOVE V ORGANISMU

Kyselina sialovd se nachdzi na konci sacharidovych fetézeti v glykoproteinech

a glykolipidech (gangliosidech), jak miizeme vidét na obrazku 6 (rizovy kosoctverec):
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Obrazek 6: Diverzita umisténi kyseliny sialové. Prevzato a upraveno z [28].

4.1 Kyselina sialova vazana v glykoproteinech

Glykoproteiny jsou konjugované proteiny obsahujici jeden a vice sacharidi kovalentné
navazané na protein, pficemz se sacharidy neopakuji sériové. Pocet vazanych sacharid
se velmi lisi. Sacharidova cast obsahuje obvykle kolem 12—15 cukernych zbytkt. Sacharidy
jsou na protein vazany: a) N-glykosidovou vazbou (na asparagin); b) O-glykosidovou vazbou
(na serin ¢i threonin); ¢) O-glykosidovou vazbou vazbou na 5-hydroxylysin [29].

Kyselina sialova se vaze glykosidickou vazbou na hydroxylovou skupinu na uhliku
3 nebo 6 galaktézy nebo na hydroxylovou skupinu na uhliku 6 N-acetylglukosaminu
¢1 N-acetylgalaktosaminu [30].

Glykoproteiny se nachazejici v membranach bunck, kde ovliviiuji funkci buné€k, jsou
soucasti hlentl, které chrani tkan¢. Nekteré glykoproteiny jsou i dulezité hormony (FSH, LH,

...) a plazmatické proteiny (protrombin, plasminogen, imunoglobuliny, ...) [29].

20



4.2 Kyselina sialova vazana v gangliosidech

Gangliosidy jsou glykosfingolipidy obsazené v gangliich centralniho nervového systému
pfevazné na nervovych zakoncenich. Vyznacuji se zvySenym obsahem kyseliny sialové
(az polovina celkového mnozstvi kyseliny sialové v organismu je pravé v gangliosidech) [29].

Vzorovy ptiklad struktury gangliosidu je uveden na obrazku 7. Tvofi je ceramid
(hydrofobni ¢ast) zabudovany do lipidové dvojvrstvy na bunééné membrané a sacharidovy
fetézec (hydrofilni cast) sloZzen z n€kolika monosacharidii a kyseliny sialové, ktery vycniva
z povrchu buiky. Z celkového mnozstvi lipidi v mozkové tkani tvofi gangliosidy cca 6 %.

Mimo mozkovou tkan je najdeme v podstaté ve vSech tkanich [31].
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Obrazek 7: Priklad struktury gangliosidu. Prevzato z [32].

4.3 Volna forma kyseliny sialové

Volné kyselina sialovd se v organismu objevuje béhem posledniho kroku metabolismu
kyseliny sialové, kdy dochézi k jejimu odstépeni z glykanového fetézce v urcitém Zivotnim
stadiu této molekuly. Poté mtize dojit bud’ k jeji degradaci na N-acetyl-mannosamin a pyruvat
nebo k jejimu znovuvyuZiti a zabudovani do jiného glykanového tetézce [27].

Pii genetické poruse muize dojit k jejimu nadmérnému ukladani, coZ ma za nasledek
rozséhle zdravotni obtize v podob& neprospivani, mentalni retardace, cetnych zmén ve tvaru

obliceje az po malformace kosti [33, 34].
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5 CHOROBY SPOJENE S VOLNOU KYSELINOU SIALOVOU

5.1 Lysozomalni akumulace volné kyseliny sialové

Existuji dva druhy této choroby: nemoc Salla (podle mésta ve Finsku, kde byla poprvé
popsana) a ISSD (Infantile Sialic acid Storage Disease), neboli infantilni forma této nemoci
[33].

Tyto vzadcné autozomdln€¢ recesivni choroby jsou zpasobeny hromadénim
N-acetylneuraminové  kyseliny v lysozomech. Vznikaji mutaci genu SLCI17AS,
ktery koduje sialin, membranovy protein transportujici volnou kyselinu sialovou z lysozomu
po jejim odStépeni ze sialoglykokonjugatt, které podléhaji degradaci [34, 35].

Spole¢nymi symptomy téchto nemoci jsou poruchy v rozvoji intelektu, svalova hypotonie,
Spatné prospivani, zachvaty ¢i malformace kosti [35].

Nemoci jsou rozpoznany podle zvySeného mnozstvi volné kyseliny sialové v moci (napf.
pomoci kapalinové chromatografie). U lysozomalni akumulace volné kyseliny sialové je
zvySena volna kyselina sialova v moc¢i, kdezto u sialidozy je zvySena vazana kyselina sialova
[35].

5.1.1 Nemoc Salla

Nemoc je rozpoznana mezi 6. az 12. mésicem vyvoje, nebot’ po narozeni jesté nejsou videt
klinické ptiznaky. U pacientli se objevuje nizky svalovy tonus (svalova hypotonie), porucha
koordinace pohybt (ataxie), objevuje se 1 nystagmus (rychly pohyb oc¢i probihajici mimovolné
a rytmicky [36]) a zachvaty. Motoricky vyvoj je opozdén (napft. chodit zaénou déti primérné
az ve 4 letech) stejné jako je opozdén riist. Obvod hlavy je v normalu, hepatosplenomegalie

se neobjevuje. Kognitivni schopnosti jsou siln¢€ naruseny [35].

5.1.2 Infantilni forma nemoci z ukladani volné kyseliny sialové

Tato forma choroby lysozomalni akumulace kyseliny sialové je nejvice zavazna, projevuje
se jiz v prenatalnim véku ¢i bezprostfedné po narozeni. Objevuje se psychomotoricka retardace,
otoky bficha z dlivodu zadrzovani tekutiny, dysostosis multiplex, u plodu se objevuje hydrops

fetalis a tekutina v dutin€ bfi$ni. Délka Zivota je velmi kratka [37].

5.2 Sialidoza

Sialidoza, neboli mukolipiddza typu 1, je autozomalné recesivni onemocnéni opét spojené
s ukladanim v lysozomech, které je zpiisobeno defektem v genu, ktery koduje neuraminidézu,
enzym S$tépici vazbu mezi kyselinou sialovou a glykolipidem ¢i glykoproteinem.
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Chorobu rozdélujeme do dvou typt. Sialidéza typu I se objevuje pozdéji a ma mirnéjsi
prabeh, kdezto sialidoza typu II je vazné€jsi a objevuje se jiz v mladistvém veéku [38].

5.2.1 Sialidoza typu I

Mezi symptomy této leh¢i formy sialidozy patii mozkové ataxie, neboli porucha hybnosti

a koordinace pohybt, epilepsie, zaSkuby svalil a typicka tfesnové Cervena skvrna na ocnim

pozadi, resp. makule (zluta skvrna) viz obrazek 8 [39].

Obrazek 8: Cervend ocni skvrna. Prevzato z [40].
Pacient mlze trpét 1 hypotonii, nastygmem, poruchou feci a vidéni [39]. Symptomy nemoci
se rozvinou v pubertalnim véku az dvacatém roku zivota. Casto pacient skonci na vozicku, kvili

porucham pohybu. Inteligence, stejné jako délka zivota neni touto chorobou ovlivnéna. [41]

5.2.2 Sialid6za typu II

wevr

poruchy ve vyvoji kosti, vyrazné rysy obliceje, zvétSeny jazyk a nosni dirky orientované

doptedu viz obréazek 9 [39].

Obrazek 9: Vyrazné rysy obliceje u sialidozy typu II. Prevzato z [42].

Objevuje se Sedy zakal, myoklonus, hypotonie, kardiomyopatie. Pacient je mentaln¢
retardovany [39]. Nemoc se rozviji bud’ jesté pfed narozenim a dité se ¢asto narodi mrtvé, nebo
zemie brzy po porodu. MiiZe se objevit i béhem prvniho roku Zivota, ¢i pozdéji v détském veku.
Cim pozdgji se tato forma objevi, tim jsou symptomy mirn&jsi, nicméné hlavni znaky zfistavaji

a délka zivota se odviji jak od zdvaznosti symptomd, tak od doby prvnich projevi [41].
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6 VYZNAM A FUNKCE

6.1 Ochranna funkce

Kyselina sialova je soucasti glykoproteinu mucinu, ktery se nachazi na povrchu dychacich
cest, v gastrointestinalnim a urogenitalnim traktu. Tvofi ochrannou bariéru tkani a zajistuje
hydrataci diky zdpornému naboji a schopnosti vazat vodu. Sialoglykany vytvari na mucinech
(a ostatnich glykoproteinech) rozsitené polypeptidové konfigurace, které by se bez glykosylace
zhroutily. Seskupeni sialoglykanti podél polypeptidového fetézce muze chranit protein
pied protedzami. Vysoké mnozstvi sialoglykani vazanych na membranu bunck zajistuje
zaporny naboj povrchu buiiky, ktery funguje jako bariéra a reguluje funkce povrchu buiiky [43].
Koncentrace kyseliny v glykokalyxu buiiky mtze dosahnout az 100 mmol/I [44].

6.2 Interakce s patogeny

6.2.1 Viry

Vzhledem ke své poloze na povrchu bunék, resp. na samém konci glykokonjugatu,
se kyselina sialova G€astni mezi prvnimi klicové interakce s riznymi patogeny, kuptikladu viry.
Je zndmo mnoho vird, které se vazou na kyselinu sialovou hostitele ptes hemaglutinin a svymi
enzymy zpusobuji zménu kyseliny sialové na bunice. Napt. enzymy sialidazy (neuraminidéazy)
z glykokonjugatii odstranuji kyselinu sialovou, nebo esterazy, které odStépuji estericky
navazanou acetyl skupinu [45].

U béZného chiipkového viru probéhne navazani pres antigen (hemaglutinin) na receptor
bunky hostitele, tedy kyselinu sialovou. Hemaglutinin HA je rozStépen na slozky HA1 a HA2
(dimer), dale se uklada jako trimer. Nasledné, po adsorpci na receptor, se virus pomoci
endocytozy vpravi do endozomu. Virus poté ztrati sviij obal a transportuje se do jadra,
kde zapoc¢ne transkripce RNA viru [46].

Léky proti chfipce, napt. Oseltamivir ¢i Zanamivir funguji pravé na principu inhibitorQ
neuraminidaz. V podstaté napodobuji pfirozeny substrdt neuraminiddzy, jsou to analogy
kyseliny sialové, které vSak maji vyssi afinitu k enzymu neuraminiddza a navazi se na néj.
Na obrazku 10 jsou jejich strukturni vzorce. RiZoveé jsou oznaceny funkéni skupiny kyseliny
sialové. Timto zpisobem zabrani Stépeni bunééné kyseliny sialové a virus se tak nedostane

do bunky [47].
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Obrazek 10: Strukturni vzorce analogii kyseliny sialové obsazenych v lécivech Oseltamivir a Zanamivir.
Prevzato a upraveno z [47].

6.2.2 Bakterie

Bakterie obsahuji na svém povrchu latky nazyvané adheziny, molekuly, kterymi lze
zprostfedkovat adhezi. Bylo nalezeno né€kolik Gram-pozitivnich 1 negativnich bakterii,
které vyuzivaly jako ligandy sialované glykokonjugaty. Bakterie téz obsahuji lektiny, skupinu

proteintl, kterd vaze sacharidy [30, 48].

6.3 Role kyseliny sialové v imunité

6.3.1 Dendritické buniky

Dendritické bunky vznikaji z monocytd diferenciaci. Zprostfedkovavaji spojeni
mezi nespecifickou a specifickou imunitou. Nachazi se zejm. na mistech, kde organismus
interaguje s okolim, jako napf. kiize nebo sliznice pokryvajici travici trakt nebo dychaci cesty,
avSak najdeme je v malém mnozstvi témét ve vSech organech [49].

Maji funkei rozpoznavaci, kdy rozpoznaji antigen a predaji o ném informaci sekundarnim
lymfatickym orgdntim, napt. T buiikam [50].

Na téchto imunitnich buikéach, konkrétné navazanych napf. na protein neuropilin,
se nachazi polymerni forma kyseliny sialové zvana polysialovd kyselina, ktera formuje
interakce s jinymi buitkami [44].

6.3.2 Sialyl-Lewis antigeny

Kyselina sialova tvoti jednu z hlavnich soucasti oligosacharidové struktury, ktera se nazyva
sialyl-Lewis antigen. V hojném mnozstvi se nachdzi na povrchu leukocyti a tvoii ho Ctyfi
k sobé charakteristicky vazané sacharidy, popofad¢: kyselina sialova, galaktdza,

N-acetylglukosamin a fuko6za. Sialyl-Lewis antigen je ligandem pro lektin s ndzvem P-selektin.
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Timto zplisobem vazby se kuptikladu zprostfedkovava kontakt mezi buikami endotelu cévni

stény a leukocyty v krvi [51].

6.4 Funkce kyseliny sialové jako soucast gangliosidi

Gangliosidy hraji dalezitou roli v bunécném rozpoznavani, pohyblivosti, adhezi a ristu,
téz se vyznamné podili na regulaci funkce iontového kanalu a signalizace receptoru. Jsou
dilezité v pfenosu a ukladdni informaci do paméti, diky interakcim mezi véapnikem
a membranovymi proteiny [52]. V nervovych buiikach téz piisobi jako ligandy stability myelinu
a podili se svou ucasti na regeneraci nervi. V oblastech Ranvierovych zafezi
a v presynaptickych nervovych zakoncenich se jich nachazi nejvice [31].

Prikladem gangliosidu mize byt napt. GM1. Za jeho negativni ndboj mtize vdécit kyseliné
sialové, které rovnéz zvySuje hydrofilicitu sacharidového fetézce [53]. Zaroven se ucastni

synaptogeneze a neurotransmise [15].

6.5 Potencialni biomarker

6.5.1 Definice biomarkeru

Termin biomarker oznacuje znak ¢i latku, které mohou byt pfesné a reprodukovatelné
zméfeny. Mnozstvi biomarkeru vyjadiuje stav néjakého biologického procesu (nemoci,
rakoviny, zanétu...). Pfikladem biomarkeru mohou byt napt. vysledky krevnich testi,
ale 1 krevni tlak ¢i puls [54].

Velky vyznam biomarkerl je v diagnostice rakoviny, kde tyto nddorové biomarkery
indikuji pfitomnost rakoviny nebo lze pomoci nich sledovat jeji prubéh. Téz lze pomoci
nadorovych markerii predikovat rozvoj nadoru a vyuzit je ke v€asnému screeningu rakoviny
u rizikovych osob (rakovina v rodin€, alkoholici, osoby trpici obezitou, ...) [55].

Ptiklady nadorovych markert jsou napt. CA 19-9, CA 125, CEA, AFP, PSA, hCG, HE-4,

ferritin a jiné. Biomarkery, resp. onkomarkery jsou pfevazné glykoproteinové povahy [56].

6.5.2 Biomarker zanétlivych procesu

Bylo zjisténo, ze se pti aterosklerdze zvySuje mnozstvi vazané kyseliny sialové (TSA)
a s lipidy asociované kyseliny sialové (LASA) v séru. Diivodem zvySeni miZe byt skutecnost,
Ze se organismus snaZzi pusobit proti zanétlivym zménam a zvysSenou syntézou kyseliny sialové
zaplnit mista s deficienci této kyseliny. Kyselina sialovd mé v endoteliu ochrannou funkci
a aterosklerotické zmény zplisobuji pravé desializaci. ZjiSt€na byla i zvySena aktivita

sialyltransferazy. Dal§im divodem zvySené kyseliny sialové v séru mize byt souvislost
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se zvySenym vyskytem reaktantl akutni faze, tedy povétSinou glykoproteini s navdzanou

kyselinou sialovou [57].

6.5.3 Tumormarker

Zanétlivy proces muze iniciovat pocateni stadium rakovinného bujeni. Ma se za to,
ze hypersializace buné¢ného povrchu indikuje jak proces zanétu, tak i rakovinu [58].

Zjistilo se, ze se v séru markantné zvysuje koncentrace celkové a na lipidy vazané kyseliny
sialové (LASA) béhem rakovinného bujeni, napt. u leukémie, rakoviny vaje¢nikd, rakoviny
prsti nebo u kolorektalniho karcinomu, dale t€Z u rakoviny plic ¢i neuroblastomu. Nicméng,
jak uz bylo naznaceno, tento nartst koncentrace neni charakteristicky pro jeden typ rakoviny,
nybrz spiSe znaci, ze v organismu néjaky typ rakoviny probihé [59].

Hypersializace je zpisobena zvysenou mirou exprese sialyltransferaz nddorovou buikou,
zvySenou dostupnosti aktivované kyseliny sialové béhem jejiho metabolismu uvnitt bunky
a téz zvySenou aktivitou neuramidaz, kdy dojde k odStépeni kyseliny sialové z glykokonjugata.
Hypersializace mé své opodstatnéni z hlediska odpovédi imunitniho systému [58].

SIGLECs, neboli lektiny imunoglobulinového typu vazajici kyselinu sialovou
(z angl. Sialic acid-binding ImmunoGlobulin-type LECtins) nachazejici se na buikach
imunitniho systému jsou molekuly vazajici kyselinu sialovou na bunééném povrchu a déavaji
organismu informaci, Ze buiika je télu vlastni. Imunitni systém pak tuto buriku toleruje a neznici
ji. Této skutecnosti vyuzivaji nadorové buiikky pomoci hypersializace svého povrchu [60].

Kyselina sialova interaguje téz se selektiny, typem lektinti, které jsou vyluovany
napt. na endoteliu postizeném zanétem, kde slouzi k adhezi a pohybu leukocytli, konkrétné
kutaleni, pficemz jejich hlavnim ligandem je struktura zvana sialyl-Lewis (konkrétné typ X),
ktera obsahuje ve své molekule mj. kyselinu sialovou. Nadorové buiiky vSak dokaZzi obejit tento
mechanismus diky tomu, Ze na svém povrchu obsahuji kyselinu sialovou a mohou tak

metastazovat pomoci extravazace [58].
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7 STANOVENI KYSELINY SIALOVE

Diky z4jmt védct o poznani funkce kyseliny sialové jakozto biologického indikatoru
nadorovych a zanétlivych onemocnéni bylo prozkouméano nékolik metod jejiho stanoveni.
Zaroven bylo potieba vyvinout metodu pro screening jeji zvySené koncentrace v moci,
kvali genetickym onemocnénim spojenym s jejim nadmérnym ukladanim.

V této kapitole budou predstaveny rizné metody stanoveni kyseliny sialové, pocinaje

upravou vzorku a kvantifikaci analytickych parametrii konce.

7.1 Uprava vzorku

Obvykle analyza kyselina sialové zacina jejim uvolnénim z vazby na glykoprotein,
glykolipid ¢i gangliosid (pokud se nestanovuje pouze volna kyselina sialova). Lze pouzit dva
zpusoby pro uvolnéni z vazby:

o Kyseléd hydrolyza — je nejvice pouzivana [61]. Za horka (70-90 °C) se do vzorku ptida
kyselina, napt. kyselina sirova (nejpouzivanégjsi, koncentrace 25-100 mmol/l),
chlorovodikova, octova, dile mlze byt pouzita kyselina fluoroctova ¢i kombinace
s ultrazvukem nebo mikrovlinnou hydrolyzou, které zkracuji délku hydrolyzy [23, 24,
35, 62, 63]. Vyhodou je mensi cena reagencii, vysoka reprodukovatelnost a snadné
pouziti. Mezi nevyhody patii skutecnost, Ze kysela hydrolyza mtize ¢ast kyseliny sialové
poskodit [61].

e Enzymatickd metoda — pomoci enzymul neuraminidéz. Nevyhodou je obtizna kontrola
reakéni kaskady v biologickych vzorcich, zaleZzi na druhu a struktufe vzorku
a puvodu ziskaného enzymu. Enzymy se ziskavaji napf. z bakterii. Vyhodou vsak je,
Ze tato metoda je mén¢ agresivni nez kysela hydrolyza [61, 64].

Po uvolnéni kyseliny sialové je nutné vzorek purifikovat, jelikoZ biologické vzorky casto
obsahuji proteinové, lipidické &i glykanové frakce. Casto se pfistupuje na metodu precipitace
proteinli pomoci organického rozpoustédla napf. methanolu nebo acetonitrilu [62, 65, 66].
K oddéleni precipitovanych proteinii a supernatantu se pouziva centrifugace, také filtrace
polytetrafluorethylenovymi mikroporéznimi filtry ¢i mikroporéznimi filtratnimi destickami
[23, 67]. Vyuzivana je téZ iontova vymeéna, ktera je vSak pomérné nakladna nebo extrakce tuhou
fazi, kterd je jednodus$si, ovSem nachylna vici interferencim, a proto je vhodnd spiSe
na docisténi [61].

Po aprave vzorku se pristoupi na vybér vhodné instrumentace a podle potieby je provedena

derivatizace vzorku, jejiz moznosti budou probrany u jednotlivych metod.
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7.2 Kapalinova chromatografie

Metody kapalinové chromatografie jsou pro stanoveni kyseliny sialové vyuzivané velmi
Casto, zejména s detekci tandemovym hmotnostnim spektrometrem. Existuji rGzné druhy
kapalinové chromatografie, jako je vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC),
ultrarychld kapalinova chromatografie (UFLC), ultravysokotlakd kapalinova chromatografie
(UHPLC) ¢i mikrokolonova chromatografie (u-LC) [23, 24, 35, 62, 63, 66, 67, 68].

Analyzu lze provést jak bez derivatizace vzorku, tak s derivatizaci, pficemz vétSinou
derivatizace zvysuje citlivost stanoveni [35, 66, 67]. Pfevazna ¢ast chromatografli pro stanoveni
kyseliny sialové je opatiena C18 kolonou a polarni mobilni fazi, napt. kyselina mravenci,
mravenc¢an amonny, acetonitril, methanol nebo voda. PouZivaji se taktéZ jejich smési a vétSina
analyz vyuziva gradientovou eluci [23, 24, 35, 62, 63, 66, 68]. Existuje i kapalinova
chromatografie vyuzivajici perfluoroalkylovou stacionarni fazi a mobilni faze kyselinu
trifluoroctovou s kyselinou propionovou a isopropanolem v destilované vod¢, ptip. methanolu,
kde je i vzorek derivatizovan fluorovou slouc¢eninou a diky interakci fluorovanych slouc¢enin

nedochazi k vlivu matricového efektu [67].

7.2.1 Stanoveni pomoci kapalinové chromatografie s

tandemovym hmotnostnim spektrometrem

Po zékladni Upravé vzorku lze zvolit moZnost bez derivatizace, kdy se biologicky vzorek
zpracuje a je pripraven k analyze na kapalinovém chromatografu.
V ptipadé volby derivatizace vzorku jsou moznosti nasledujici [35, 66, 67]:
e Pomoci HCI v n-butanolu — zapfticini butylaci molekuly kyseliny sialové [35].
e Heptadekafluoroundecylaminem — navaZe amidovou skupinu na karboxylovou
skupinu kyseliny sialové [67].
e 3,4-diaminotoluenem — reakci vznika stabilni derivat heterocyklické slouceniny
chinoxalin [66].
Jak v ptipad¢ s derivatizaci, tak 1 bez derivatizace je detektorem hmotnosti spektrometr

s elektrosprejovou ionizaci [23, 35, 62, 66, 67].
7.2.2 Stanoveni pomoci kapalinové chromatografie s fluorescené¢ni detekei
Principem této metody je zejména derivatizace vzorku fluorogennim cinidlem,
které umozni, aby byla kyselina sialova detekovéana fluorimetrem. Po absorpci excita¢niho
zafeni indukovaném vybojkou vyzafi analyt sekundarni, tzv. emisni zafeni trvajici

10 a7 107 sekundy [69]. Fluorescenci je mozné indukovat i laserem, coZ se vyuziva pfi detekci
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nizké koncentrace znaceného analytu pii priatoku kapilarou [24, 70]. VInova délka excita¢niho
zateni se pohybuje v rozmezi 300450 nm, vinova délka emisniho (fluorescencniho) zareni
400-560 nm [24, 63, 68].

Mezi  fluorogenni Cinidla, kterymi Ize oznacit kyselinu sialovou patii
napf. DBCEEC neboli 2-[2-(7H-dibenzo[a,glkarbazol-7-yl)-ethoxy]ethylkarbonylhydrazin,
dale 4-(N,N-dimethylsulfamoyl)-7-piperazino-benzofurazan (DBD-PZ)
¢i 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen (DMB) [24, 63, 68].

Analyzu je mozné spojit s automatizovanou extrakci tuhou fazi za asistence systému

,,lab-on-valve‘* zobrazeném na obrazku 11 [24].

(A) (C)

: o

hydrolyzovany DMB-eluat
vzorek
vialky se pfidrZovaci
vzorkem ultrazvuk diia
LOV systém . .
pridrZovaci civka (B)

—_—— e — — — — — — — — —

selekéni ventil

Cerpadlo s

mikrostrikackou

i 6-cestny SPE kolona I
ventil

odpad
Obrazek 11: Schéma postupu analyzy se systémem LOV. Pievzato z [24].

SPE kolonka obsahujici sorbent aminopropyl se aktivuje roztokem acetonitrilu a vody
a nadavkuje se do ni hydrolyzovany vzorek. Eluce ze sorbentu se pak spoji zaroven
s derivatizaci, a sice tak, ze se kolonka promyje roztokem DMB ve vod¢ a methanolu.
Prepnutim ventilu se eluovana frakce vede k pfidrZzovaci civce, kde je ultrazvukovana a posléze
je piipravena k analyze v kapalinovém chromatografu [24].

Derivatizaci je také mozno provést zaroven s hydrolyzou piimo ve stiikacce,
kdy se do komory stfikacky natdhne vzorek séra a kyselina octova, uzavie se vickem a vloZzi se
do ultrazvuku. Poté je do stiikacky natahnut DBCEEC v ledové kyselin€ octové a opé€t se uzavie
vickem a vlozi do ultrazvuku za horka. Po ochlazeni na laboratorni teplotu se smés prefiltruje

ptes specialni stiikackovy mikrofiltr a filtrat se vstfikne rovnou do chromatografu [63].
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7.3 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie

Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie — SERS (z angl. Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy) spodivd ve velkém zesileni intenzity Ramanova rozptylu (az 10'%krat) diky
blizkosti zaktiveného povrchu uslechtilého kovu, napt. zlatych nebo stribrnych nanocastic.

Ramanovo spektrum se proméfi pomoci Ramanova spektrometru a laseru. Do hlinikové
nadoby se umisti substrat — stfibrné nanocastice redukované citratem sodnym spolecné
se vzorkem, popf. standardem kyseliny sialové. Nasledné se na roztok s vyuzitim optického
mikroskopu namifi laserovy paprsek o urcité vinové délce. Kromé stiibrnych nanocastic nejsou
potieba jiné chemikalie ¢i substraty [71, 72, 73].

Dalsi postup pro stanoveni NeuSAc s vyuZzitim SERS byl konkrétné vyzkouSena na lidském
séru a spocivd v nashromazdéni zlatych nanocéstic na skle z oxidu india a cinu (ITO),
kdy se tento povrch modifikuje navdzanim 4-merkaptofenylboronové kyseliny (MPBA),
ktera ma schopnost zachycovat a reagovat s kyselinou sialovou za vzniku esterové
vazby — takto vznikne tzv. sendvicova struktura, kterd zesiluje Ramaniv rozptyl. Jelikoz
se bézné v séru nachazi i glukdza, kterd by téz reagovala s MPBA, je tfeba ji ze vzorku odstranit
pomoci enzymu glukézaoxidazy [65].

Postup je zdlouhavy, nebot’ je tfeba postupné tvofit sendvicovou strukturu a nékolikrat
opakovat 24hodinovou inkubaci, na druhé strané¢ jde o metodu velmi citlivou, selektivni

a bezinterferencni. Téz I1ze timto zplisobem stanovit 1 glukozu [65].

7.4 Spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometrickd  stanoveni patiti krychlym a jednoduchym zplisobim,
jak kvantifikovat kyselinu sialovou. Existuji specialni kity, resp. sady, které obsahuji vSechny
potfebné reagencie pro rychlé spektrofotometrické, popi. fluorimetrické stanoveni kyseliny
sialové v biologickych vzorcich pomoci enzymi. Daji se zakoupit ve velkoobchodech
s chemickymi latkami jako je napt. Sigma-Aldrich [74].

Tyto kity obsahuji enzymy aldolazu kyseliny N-acetylneuraminové, pyruvat oxidazu
a nékteré i laktatdehydrogendzu a neuraminiddzu popt. kyselinu na hydrolyzu, dale pufry
a standardy kyseliny sialové [74, 75]. Enzymy jsou Casto v lyofilizované formé¢. Kity obsahuji
1 podrobné navody a lze provést 25-100 testli, zalezi na vyrobku. Ze zmény absorbance
po proméieni na spektrofotometru se vypocita vysledna koncentrace kyseliny sialové [74, 75,
76].

Jiné spektrofotometricka, resp. kolorimetrickd metoda, vyuziva agregaci zlatych nanoc¢astic
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pomoci kyseliny 3-aminofenylboronové, ktera je na nich navazana a stabilizovana a jeji funkcni
skupiny reaguji s cis-diolovymi skupinami kyseliny sialové za vzniku barevného cyklického

esteru [77].

& & *-®
L 2 L S

Obrazek 12: Dispergované zlaté nanocastice. Obrazek 13: Agregované zlaté nanocastice

Prevzato z [77]. - vytvoreny cyklicky ester. Prevzato z [77].

Na obrazku 12 cervené kolecko znazorniuje zlatou nanocastici s navazanym citratem
sodnym (modra kapka) a kyselinou 3-aminofenylboronovou (zluty trojuhelnik). Obrazek 13
pak zobrazuje agregované zlaté nanocastice a vytvoreny cyklicky ester (viz obrazek 14)
po reakei s kyselinou sialovou (zeleny obdélnik). Tmaveé modra barva kolecka (zlaté partikule)

oznacuje zménu barvy roztoku z ¢ervené na modrou [77].

Obrazek 14: Vzorec casti vzniklého esteru po reakci kyseliny sialové s kyselinou 3-aminofenylboronovou.
Prevzato z [77].

Barevna zmeéna z ervené na modrou je méfena na spektrofotometru jakozto zmeéna
absorbance v rozmezi vlnovych délek 400-800 nm [77].

Pro samotnou analyzu ve slindch byla konkrétné v tomto experimentu pouzita jejich
nahrada, tedy umeéle vytvofené sliny [77]. Reakéni pH 5,6 bylo zjisténo jako idealni
pro selektivni detekcei kyseliny sialové, kdy béhem pokusu nebyla zjisténa zddna barevna zména

pii aplikaci jinych sacharidd [77].

7.5 Elektrochemické metody

Mezi elektrochemické metody patfi amperometrie, kde se méfi proud za konstantniho
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nap¢ti, potenciometrie, kde se naopak méfi napéti, resp. potencial za konstantniho proudu
¢i impedimetrie — méfeni odporu. Pro stanoveni koncentrace kyseliny sialové v biologickych

vzorcich je snaha vytvaret opakovatelné pouzitelné biosenzory [64, 78, 79, 80, 81].

7.5.1 Potenciometrické stanoveni

Méteni zmeény elektrického potencidlu je zalozeno na schopnosti kyseliny boronové vazat
se na 1,2-diolovou skupinu kyseliny sialové. Vznika tak stabilni cyklicky boronatovy ester,
jehoz vznik je zaznamenan pomoci zmény potencidlu AE [78, 79].

Elektroda se pfipravi elektrodepozici redukovaného oxidu grafenu (ERGO) na elektrodu
ze skelného uhliku s naslednym pokrytim elektrody poly(anilinboronovou kyselinou) (PABA)
pomoci elektropolymerizace [78]. Ta mize byt provedena za Gcasti standardu kyseliny sialové
na elektrodé. Kyselina sialové se pak odstrani extrakci uhli¢itanovym pufrem. Jedna se o tzv.
molekulovy imprinting [79].

Misto elektrodepozice grafenem lze také vyuzit karboxylované karbonové nanotrubicky,
které se pridaji do roztoku chitosanu a vzniklou suspenzi se potte elektroda ze skelného uhliku.
Chitosan napomaha tomu, aby se na elektrodé vytvofil film pomoci elektrostatickych interakci
[79].

Elektroda se uchovava ve fosfatovém pufru. U metody vyuzivajici grafenové nanotrubicky
byl pouzit pufr o pH 7,4 a u metody vyuzivajici grafenovy nanoprasek pH 4,75. Pufr
o konkrétnim pH se pak pouzije 1 k fedéni séra [78, 79].

Pracovni elektrodou je pak zkonstruovanad elektroda, referentni SKE a pomocnou je
platinovy dratek [78, 79].

7.5.2 Amperometrické stanoveni

Amperometricky biosenzor je zaloZeny na enzymatické reakci s kyselinou sialovou v krvi.
Senzor sestava  zdvou  enzymd: aldolazy  kyseliny = N-acetylneuraminové
(Neu5Ac-aldolaza) a pyruvat oxidazy, které jsou imobilizovany a navazany na mikroporézni
membrané umisténé na diskové platinové elektrodé. Enzymatickou reakci, popsanou nize,
vznikd peroxid vodiku, ktery je na anod¢ oxidovan a tento proces je amperometricky detekovan

[64, 80].

3 3 . . , neuraminidaza ; . . ;
vazana kyselina sialovh —— > volna kyselina sialova

; . . , Neu5Ac—aldolaza } .
volna kyselina sialova pyruvat + N- acetyl- D- mannosamin

pyruvat oxidaza

pyruvat + PO;” + 0, ———— > acetylfosfat + €O, + H,0,

V plivodni studii Marzouka a spol. z roku 2007 byla pouzita diskova platinova elektroda
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elektropolymerizaci pokryta ochrannou vrstvou m-fenylendiaminu. Nésledovala imobilizace
enzymu tzv. cross-linkingem s 25% vodnym roztokem glutaraldehydu a hovézim sérovym
albuminem, pfiCemz celd tato smés byla pufrovana ve fosfaitovém pufru. Enzymova smés
se pomoci pipety nanesla na mikroporézni polyesterovou membranu, nechala se zesitovat
a zaschnout pfi laboratorni teploté a poté se zafixovala na platinovou elektrodu. Membrana
zajiStovala vybornou adhezi a ochranu enzymové vrstvy. Biosenzor se uchovava ve fosfatovém
pufru pii teploté 4 °C [64].

V pokracujici studii Marzouka a spol. z roku 2011 byla pouzita zlata elektroda pokryta
vrstvou platiny a enzymy byly imobilizovany na porovitém skle umisténé v kolonce z nerezové
oceli. Tato kolonka s enzymy slouzila jako enzymaticky reaktor. Konstrukce, jakozto pratokové
zafizeni, byla doplnéna o pumpu, termostat, ve kterém byl enzymovy reaktor a priitokovou celu,
ve které byl umistén biosenzor s referencni a pomocnou elektrodou viz obrazek 15 [80].

Referentni
elektroda

Pracovni
elektroda

Pritokova
cela —

Civka

Enzymaticky
reaktor

— Pomocna
elektroda

Nadoba Pumpa Davkovaci

g nogicem ventil tPritok vody|
(termostat)

Obrazek 15: Pritokovy systém s enzymatickym reaktorem a amperometrickou detekci. Prevzato z [80)].
V obou ptipadech byla vytvofena pracovni elektroda jeSté¢ doplnéna o referencni

chloridosttibrnou elektrodu a pomocnou elektrodu, kterou byl platinovy dratek [64, 80].

7.5.3 Impedimetricky cytosenzor

Tento biosenzor byl vytvofen specialné pro odhaleni karcinomu ledvin pomoci detekce
kyseliny sialové na povrchu bunék, které se dostdvaji z karcinomu do moci. Na zakladé¢
rozpoznani kyseliny sialové se pak zméfi koncentrace bun€k tohoto karcinomu v zavislosti
na zméné impedance AR¢. Nejde tedy pifimo o méteni koncentrace kyseliny sialové.

Pracovni elektrodu tvofi zlatd elektroda modifikovand filmem tvofenym pyrrolem

a stfibrnymi mikroc¢asticemi v hovézim sérovém albuminu s integrovanymi molekulami
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kyseliny 3-aminofenylboronové, ktera byla jiz zminéna jako latka, ktera specificky vaze

kyselinu sialovou [81].

7.6 Porovnani metod stanoveni kyseliny sialové

Pti vybéru analytické metody je vhodné znat, zda je metoda piesna a citliva. V tabulkéach 3
a4 na dalSich strankdach je ¢iseln¢ vyjadiena preciznost, vytéznost a citlivost jednolivych metod.

Metodou snejniz§i mezi detekce byla ultrarychld kapalinovda chromatografie
s tandemovym hmotnostnim spektrometrem, ktera méla LOD v fadech attomoli/l, je to tedy
metoda velmi citlivd schopna zachytit stopova mnozstvi kyseliny sialové [67]. Kapalinova
chromatografie s kolonou HILIC a fluorescencni detekci méla téz vybornou citlivost v fadech
fmol/l [68]. Nejptesnéjsi z kapalinové-chromatografickych metod, z hlediska hodnot
preciznosti a vytéznosti, byla vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci
[63].

Z optickych metod byla presnéjsi kolorimetrie, naopak povrchem zesilend Ramanova
spektroskopie byla citlivejsi [65, 77].

Z biosenzori byl nejcitlivéj$i potenciometricky biosenzor, ktery vyuzival grafitovy
nanopraSek a poly(anilinboronovou kyselinu) [78]. Nejptesnéjsi z biosenzort byl vSak ten

amperometricky, konkrétné€ vylepSeny o enzymovy reaktor a pritokovy systém [80].
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Kapalinova chromatografie s tandemovym hmotnostnim spektrometrem byla pfevazné
pouzita ke kvantifikaci volné a vazané kyseliny sialové v moci, coz je vhodné pro diagndézu
nemoci spojenych s jejim ukladanim [23, 35, 67]. ZvySena koncentrace TSA v moci vSak miize
poukazovat 1 na rakovinu mocového meéchyie, selhani ledvin ¢i non-inzulin dependentni
diabetes mellitus [23]. HPLC-MS/MS muze byt téZ vhodna pro stanoveni kyseliny sialové
v mozkomi$nim moku, za uc¢elem diagnostiky meningitidy nebo nadoru mozku [62].

Fluorescencni detekce byla vyuzita zejména u stanoveni kyseliny sialové v séru
a vyznacCovala se vyssi citlivosti. Kombinace kapalinové chromatografie a fluorescencni
detekce proto mize byt vhodna pro vyzkum kyseliny sialové jakozto biomarkeru [24, 63, 68].

Co se tyce Casové naro¢nosti, delsi jsou ta stanoveni, u kterych je provadéna hydrolyza
a derivatizace. Hydrolyza trva cca 1 hodinu, derivatizace dle riznych postupti mize trvat 5 min
ale 1 60 min [24, 35, 63, 66, 67, 68]. 1 piesto je kapalinova chromatografie spolehlivou
a relativné rychlou metodou vhodnou do praxe pro rutinni screening FSA a TSA v mo¢i, séru
¢i mozkomisnim moku [23, 24, 35, 62, 63, 66, 67, 68].

Spektrofotometrickd stanoveni patii k tém rychlejsim a jednodu$$im metodam, zvlasté
kdyz existuji ptipravené sady, které¢ obsahuji vSechny reagencie potfebné k méfeni i s ndvody.
Hodi se tak do rutinnich laboratofi, které jsou ve vétsing ptipadii vybaveny spektrofotometrem
[74, 75, 76]. Dalsi moznosti spektrofotometrického stanoveni je kolorimetrické stanoveni
zaloZzené na agregaci zlatych nanocastic prostfednictvim kyseliny boronové. Bylo zatim
vyzkouseno na simulovanych lidskych slinach a pfi analyze opravdovych slin by byl potieba
klast velky daraz na jejich ociSténi, protoze sliny jsou velmi komplexni. NejdelSi casti této
metody je ptiprava zlatych nanocastic z roztoku HAuCly, které se vS§ak mohou ptipravit piredem
a lze je uchovavat vledni€ce. Samotné smichdni nanocastic s kyselinou
3-aminofenylboronovou a nékolika standardy kyseliny sialové neni nikterak sloZzité a inkubacni
doba €ini pouhych 5 min pfi laboratorni teploté. Métfeni absorbance pak prob&hlo na UV-VIS
spektrometru. Instrumentace je jednoducha a analyza je rychla [77].

Metody povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie byly zkoumany hlavné pii stanoveni
kyseliny sialové jakozto tumormarkeru. Klasické provedeni SERS je rychlé a muze slouzit
ke zjisténi rakoviny prsu ¢i vajecniki ze slin [71, 73]. Nova modifikace — enzymaticky
asistovand Ramanova spektroskopie mé vyhodu ve vyssi citlivosti a ve vylouceni interferenci,
obrovskou nevyhodou vSak je dlouha doba ptipravy. Vytvotreni ITO/Au/MPBA substratu trva
témer 2,5 dne, inkubace tohoto substratu v kyseling sialové trva 2 hodiny, dalsi inkubace
v MPBA zabere 24 hodin, a nakonec se cela struktura musi nechat po 24 hodin v roztoku zlatych

nanocastic. Metoda tedy neni vhodna do rutinni praxe [65].
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A na zavér, jako dalsi zmoznosti stanoveni byly pfedstaveny biosenzory,
jak amperometricky, tak potenciometricky ¢i impedimetricky. Amperometricky biosenzor byl
zaloZen na enzymatické reakci s kyselinou sialovou v krvi a jeho tiskalim byl pokles aktivity
enzyml po 8 dnech, ¢im se snizila 1 jeho citlivost. VylepSeni tohoto senzoru spocivalo
v zafazeni enzymového reaktoru, ktery poskytl vétsi Zivotnost enzymt, delSi Cas zachytu
vzorku a tim padem Uplnou reakci se substratem a dale byl senzor doplnén o pratokovou celu.
Ptiprava senzoru byla jednoducha a nebylo potfeba odd€lovat sérum z plné krve centrifugaci
[64, 80].

Potenciometricky senzor s pouzitim grafenové vrstvy poskytl vyssi citlivost oproti druhé
variant¢ s uhlikovymi nanotrubi¢kami. Grafenova vrstva zrychlila pfenos elektronti a zvétsila
povrch elektrody, coz ptispélo k vyssi citlivosti stejn€ jako specificka vazba kyseliny sialové
s kyselinou aminofenylboronovou. Vykazoval dobré regeneracni schopnosti a vybornou
stabilitu (po 1 mésici se jeho potenciometrickd odpovéd’ snizila jen na 91,8 %). Piiprava této
elektrody vSak vyzaduje o néco delsi dobu [78, 79].

Oba typy biosenzorl by se daly opét vyuzit ve vyzkumu kyseliny sialové jako biomarkeru
[64, 78, 79, 80].

Impedimetricky biosenzor neslouzil pfimo k zjisténi koncentrace kyseliny sialové,
ale ke zjisténi koncentrace ledvinovych rakovinnych bunék pravé pomoci navazani
3-aminofenylboronové kyseliny na kyselinu sialovou, ktera hojné pokryva povrch rakovinnych
bunék. Opét se jednda o vhodnou metodu kvyzkumu kyseliny sialové jako

biomarkeru/tumormarkeru [81].
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ZAVER

Cilem prace bylo popsat vlastnosti, vyznam a funkce kyseliny sialové a rovnéz moznosti
jejiho stanoveni riiznymi metodami.

Kyselina sialova tvofi vyznamnou soucast gangliosidil, glykoproteintl, antigenii, ucastni se
imunitnich reakci a interakci s patogeny, taktéz svym charakteristickym umisténim tvoii
ochrannou bariéru sliznic, ma ukol v bunétné adhezi a téz napi. v pohybu erytrocytli cévnim
reCistém. Mnohé studie zjistily, Ze kyselina sialova mize fungovat jako marker zanétu,
zejm. co se tyka kardiovaskularni oblasti a té€z jako tumormarker, avSak ne specificky.

Existuji i nemoci spojené s ukladanim volné 1 vazané kyseliny sialové, které zptsobuji
mentalni retardaci, neprospivani a rizné malformace a projevuji se mj. zvySenym vylucovanim
kyseliny sialové v moci.

Metody stanoveni kyseliny sialové jsou rizné, mezi nejcastéji pouzivané patii hlavné
kapalinovd  chromatografie s detekci tandemovym  hmotnostnim  spektrometrem
¢i fluorescencni detekci. Dale pak spektrofotometrické stanoveni, Ramanova spektroskopie
a amperometrické ¢i potenciometrické stanoveni s vyuzitim biosenzort. Pfevazna ¢ast metod
je zalozena na schopnosti kyseliny sialové navazat se na rizné derivaty kyseliny boronové.
Metoda s nejlepSimi vysledky presnosti a citlivosti je vysokouc¢inné kapalinova chromatografie
s fluorescen¢ni detekci. V praxi pro rutinni pouZiti je vhodné spektrofotometrické stanoveni

s vyuzitim kitl, které je rychlé a instrumentace je v laboratofich dostupna.
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