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ANOTACE 

Tato práce se zabývá významem a funkcí kyseliny sialové v lidském organismu. Zaměřuje se 

na její stanovení různými metodami v různých biologických materiálech, jejich analytickými 

parametry, náročností metod a využitelností v praxi k diagnostice genetických chorob 

spojených s ukládáním kyseliny sialové, zánětů či rakoviny.  
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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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SEZNAM ZKRATEK A ZNAČEK 
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DBD-PZ  4-(N,N-dimethylsulfamoyl)-7-piperazino-benzofurazan  

DMB   1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen 

ERGO   elektrodepozicí redukovaný oxid grafenu 

FSA   volná kyselina sialová 

FSH    folikulostimulační hormon 

GlcNAc   N-acetylglukosamin  

GM1   monosialotetrahexosylgangliosid 

HA   hemaglutinin chřipky typu A 
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HE-4   lidský epididymální protein 4 

HPLC-FLD  vysokoúčinná kapalinová chromatografie s fluorescenčním detektorem 
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spektrometrem 

ISSD   infantilní forma nemoci z ukládání volné kyseliny sialové 

ITO   oxid india a cínu 

KDN   deaminoneuraminová kyselina  

LASA kyselina sialová vázaná na lipidy (též s lipidy asociovaná kyselina 

sialová) 
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LOD   mez detekce 

LOQ   mez stanovitelnosti 
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PSA   prostatický specifický antigen 
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SERS   povrchem zesílená Ramanova spektroskopie 

SIGLEC  lektin imunoglobulinového typu vázající kyselinu sialovou 

SKE   nasycená kalomelová elektroda 

TSA   celková kyselina sialová 

UFLC-MS/MS ultrarychlá kapalinová chromatografie s tandemovým hmotnostním 

spektrometrem 
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hmotnostním spektrometrem 
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ÚVOD 

Kyselina sialová je jednotný název pro několik derivátů kyseliny neuraminové, v užším 

slova smyslu – v klinické biochemii – se tímto názvem označuje sialová kyselina v našem 

organismu nejrozšířenější, a sice kyselina N-acetylneuraminová. Představuje významnou 

součást buněčných membrán a ovlivňuje buněčné funkce. 

Cílem této bakalářské práce je seznámit s pojmem kyselina sialová jako takovým  

a zejména s výše zmíněnou kyselinou N-acetylneuraminovou. Důraz bude kladen na její 

význam a stanovení. Bakalářská práce je pomyslně rozdělena na část teoretickou a část,  

ve které budou popsány metody stanovení kyseliny sialové. 

V teoretické části bude představen a ujasněn pojem kyselina sialová, také historie objevu 

kyseliny, názvosloví a chemická struktura. Následně bude objasněn význam kyseliny sialové 

v lidském těle a její funkce. Též budou zmíněny genetické choroby spojené s ukládáním volné 

kyseliny sialové.  

Důležitou součást představuje kapitola zabývající se stanovením kyseliny sialové,  

kde budou probrány možnosti a způsoby stanovení kyseliny N-acetylneuraminové, přesnost  

a citlivost metod, jejich výhody a nevýhody a případné využití v praxi. 
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1 CHARAKTERISTIKA SIALOVÝCH KYSELIN 

1.1 Historie objevu 

Kyselina sialová byla objevena švédským biochemikem Gunnarem Blixem v roce 1936. 

Ten izoloval z mucinu submaxilární slinné žlázy hovězího dobytka krystalickou sloučeninu, 

která byla později pojmenována jako kyselina sialová (z řeckého slova sialon, neboli slina)  

[1, 2]. Mucin je látka nacházející se mj. ve slinách a je tvořena glykoproteiny [3].  

Blix se zajímal o složení mucinu obsaženého ve slinách, přičemž v té době bylo známo, 

že mucin obsahuje sacharidy hexosaminy. Jakmile byl ve vodě nerozpustný submaxilární mucin 

zahřát na 100 °C v jeho izoelektrickém bodě, materiál se rozpustil a po frakcionaci části 

rozpustné v methanolu s méně polárními rozpouštědly se posléze v nádobce objevily kolonie 

krystalů kyseliny sialové viz obrázek 1 [1]. 

 

Obrázek 1: Krystaly kyseliny sialové. Převzato z [1]. 

Nezávisle na sobě byla kyselina sialová o 5 let později také izolována německým 

biochemikem Ernstem Klenkem z mozkových gangliosidů. Proto také vznikl název kyselina 

neuraminová – byla získána z nervového systému [4]. 

1.2 Základní popis sialových kyselin 

Kyseliny sialové jsou cukernaté kyseliny, nacházející se v buňkách téměř všech obratlovců 

a v některých mikroorganismech [5]. Tímto triviálním názvem je označováno nejméně 50 

derivátů kyseliny neuraminové (5-amino-3,5-dideoxy-D-glycero-nonulosonové),  

jejíž strukturní vzorec je zobrazen na obrázku 2 [6]. 
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Obrázek 2: Strukturní vzorec kyseliny neuraminové. Převzato z [7]. 

Kyselina neuraminová vzniká kondenzací kyseliny pyrohroznové a N-acetylmannosaminu. 

Nejvýznamnější v přírodě jsou její N- a O- substituované deriváty [7]. 

Kyseliny sialové se liší různými substituenty na amino- a hydroxyl- skupinách [8]. Tato 

skupina kyselin sdílí charakteristickou devítiuhlíkatou kostru se zbytkem karboxylové kyseliny, 

který je navázán na uhlíku 2, kde se nachází centrum anomeru, viz obrázek 2. Amino skupina 

na uhlíku 5 je převážně modifikována na N-acetyl či N-glykolyl. Na postranní uhlíkatý řetězec 

se mohou navázat acetylové, fosfátové, sulfátové či methylové zbytky [5]. 

Kyseliny sialové jsou důležitou součástí glykoproteinů, gangliosidů, glykosaminoglykanů 

a mucinů a s nadsázkou řečeno, pokrývají povrch buněk, účastní se buněčného rozpoznávání  

a intracelulární signalizace [6, 9].  

Kyseliny sialové jsou převážně vázány na galaktózu v řetězci glykanů přes vazbu  

α(2−3)- , α(2−6)-, nebo α(2−8)- [10]. 

Nejvýznamnější kyseliny sialové jsou N-acetylneuraminová kyselina (Neu5Ac),  

N-glykolylneuraminová kyselina (Neu5Gc) a deaminoneuraminová kyselina (KDN),  

které se liší různými funkčními skupinami, jak je zobrazeno na obrázku 3 [10]. 
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Obrázek 3: Strukturní vzorce a funkční skupiny nejdůležitějších sialových kyselin. Převzato z [10]. 

V průběhu evoluce došlo ke ztrátě schopnosti syntézy kyseliny N-glykolylneuraminové  

u lidí v důsledku delece exonu v genu CMAH, který kóduje CMP-Neu5Ac hydroxylázu 

(hydroxylací kyseliny N-acetylneuraminové totiž vzniká kyselina N-glykolylneuraminová) 

[11]. 

Nicméně, N-glykolylneuraminovou kyselinu lze do organismu dostat z potravy, zejm. 

červeného masa a kyselina je pak metabolicky inkorporována do glykokonjugátů. Glykany 

obsahující navázanou N-glykolylneuraminovou kyselinu se pak mohou chovat jako 

xenoautoantigeny. V organismu se vyskytují anti-Neu5Gc protilátky a při kontaktu  

se zmíněným antigenem mohou způsobit zánětlivou reakci nazývanou xenosialitida, která může 

vést až k rakovině [12, 13]. 

1.3 Vymezení pojmu 

Jako kyselina sialová, resp. kyseliny sialové se mohou označovat všechny deriváty kyseliny 

neuraminové. V užším slova smyslu nazýváme triviálním názvem kyselina sialová kyselinu  

N-acetylneuraminovou, neboť ta je v našem těle nejrozšířenější [14].  

V této bakalářské práci je proto pojmem kyselina sialová myšlena právě kyselina  

N-acetylneuraminová. 
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2 FYZIKÁLNÍ A CHEMICKÉ VLASTNOSTI 

Kyselina sialová je relativně silná kyselina (má pKa 2,6) a proto podléhá hydrolýze [15]. 

Její čistá forma má vzhled bílého prášku [16]. Krystalizuje při 5 °C v roztoku vody  

a kyseliny octové v poměru 0,8:12 [9]. Další fyzikální a chemické vlastnosti kyseliny sialové 

jsou uvedeny v tabulce 1. 

Tabulka 1: Přehled základních fyzikálních a chemických vlastností kyseliny N-acetylneuraminové.  

Převzato a upraveno z [9, 17, 18, 19]. 

Molekulový vzorec C11H19NO9   

Molekulová hmotnost 309,273 g/mol  

Bod tuhnutí 156 °C  

Bod tání 180–182 °C  

Bod varu 186 °C  

Hustota (při 25 °C) 1,2983 g/cm3  

pKa 2,6  

Specifická optická otáčivost [𝛼]    𝐷
20  -33,1  

 

Kyselina sialová je hydrofilní, záporně nabitá kyselina. Na obrázku 4 je vzorec kyseliny  

N-acetylneuraminové s vyznačeným záporným nábojem na karboxylovém zbytku. Hydrofilita 

a záporný náboj jsou vlastnosti významné pro mnoho procesů, kterých se tato kyselina účastní 

[20]. 

O

OH

OH

OH

OH

NH

O

O
-

CH2OH

O

CH3  

Obrázek 4: Strukturní vzorec kyseliny N-acetylneuraminové. Převzato a upraveno z [9]. 

Negativní náboj kupříkladu způsobuje, že se erytrocyty, které obsahují vysoké množství 
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kyseliny sialové na svém povrchu, nepřichytí na cévní endotelium, jenž má na svém povrchu 

též velké množství záporně nabité kyseliny sialové. Vznikne tedy elektrická repulze  

a erytrocyty mohou cévou volně cirkulovat [21]. 

2.1 Referenční hodnoty 

Pro rozlišení patologického a normálního stavu je důležité stanovit referenční hodnoty 

koncentrace kyseliny sialové v biologických tekutinách. V tabulce 2 jsou uvedeny přibližné 

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

Tabulka 2: Fyziologické hodnoty koncentrace kyseliny sialové v lidském organismu.  

Převzato a upraveno z [22, 23, 24]. 

 Forma kyseliny sialové 

 FSA TSA 

Sérum/plazma 1–3  μmol/l 1,36–3,40  mmol/l 

Sliny 17,1 ± 12,1  μmol/l 9,7–22,1  mmol/l 

Moč 2,5–8,6  
mmol/mol 

kreatininu 
31  

mmol/mol 

kreatininu 

Moč 

(děti do 1 roku) 
32,2–45  

mmol/mol 

kreatininu 
100,5–156,4  

mmol/mol 

kreatininu 

Mozkomíšní 

mok 
11,9 ± 7,1  μmol/l - 

Mateřské 

mléko 
32,4  μmol/l 0,2–2,28  mmol/l 
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3 METABOLISMUS 

3.1 Biosyntéza 

Proces začíná hexosaminovou cestou (A, obrázek 5), kdy z glukosamin-6-fosfátu vzniká 

uridin difosfát N-acetylglukosamin [14]. 

 

Obrázek 5: Metabolismus kyseliny N-acetylneuraminové. Převzato a upraveno z [14]. 

Dále syntéza probíhá v cytosolu buňky (B, obrázek 5). Gen GNE kóduje enzym glukosamin 

(UDP-N-acetyl)-2-epimerázu/N-acetylmannosamin kinázu a dojde k odtrhnutí uridin 

difosfátové části z UDP-GlcNAc spolu se změnou konformace N-acetylglukosaminu (GlcNAc) 

na N-acetylmannosamin (ManNAc). N-acetylmannosamin je následně fosforylován  

na N-acetylmannosamin-6-fosfát (Man-NAc-6-P) [25, 26]. Kondenzací ManNAc-6-P 

s fosfoenolpyruvátem vzniká Neu5Ac-9-fosfát, který je defosforylován pomocí specifické 

fosfatázy, jenž kóduje gen NANP a konečně vzniká volná N-acetylneuraminová kyselina [27]. 

3.2 Aktivace a tvorba sialoglykokonjugátů 

Aby byla volná kyselina sialová zakomponována do glykanů, je nutné, aby se nejprve 

v jádru aktivovala na CMP-Neu5Ac, jakožto nukleotidový donor, za katalýzy CMP-Neu5Ac 

syntázy. CMP-Neu5Ac se navrátí zpět do cytoplazmy (cytosolu) a poté do lumenu Golgiho 

aparátu pomocí specifického antiportu (C, obrázek 5) [27]. 

Aktivovaná forma kyseliny sialové se váže na terminální sacharidy glykosfingolipidů  
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nebo glykoproteinů přes 2,3-, 2,6- nebo 2,8- konce (vazby) za pomocí až 20 různých 

sialyltransferáz. Každá sialyltransferáza má svou specifitu a váže kyselinu sialovou  

na konkrétní část molekuly [14]. 

3.3 Reutilizace 

Pomocí specifických enzymů sialidáz (neuraminidázy) je z glykokonjugátů kyselina 

sialová odštěpena, děje se tak v lysozomech (D, obrázek 5). Dále je volná kyselina sialová 

navrácena zpět do cytoplazmy pomocí exporteru s názvem sialin a je buď znovu využita 

k tvorbě sialoglykokonjugátů, nebo je degradována za katalýzy specifické pyruvát lyázy,  

která rozštěpí kyselinu N-acetylneuraminovou na N-acetylmannosamin a pyruvát [27]. 
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4 FORMY KYSELINY SIALOVÉ V ORGANISMU 

Kyselina sialová se nachází na konci sacharidových řetězců v glykoproteinech  

a glykolipidech (gangliosidech), jak můžeme vidět na obrázku 6 (růžový kosočtverec): 

 

Obrázek 6: Diverzita umístění kyseliny sialové. Převzato a upraveno z [28]. 

4.1 Kyselina sialová vázaná v glykoproteinech 

Glykoproteiny jsou konjugované proteiny obsahující jeden a více sacharidů kovalentně 

navázané na protein, přičemž se sacharidy neopakují sériově. Počet vázaných sacharidů  

se velmi liší. Sacharidová část obsahuje obvykle kolem 12–15 cukerných zbytků. Sacharidy 

jsou na protein vázány: a) N-glykosidovou vazbou (na asparagin); b) O-glykosidovou vazbou  

(na serin či threonin); c) O-glykosidovou vazbou vazbou na 5-hydroxylysin [29]. 

Kyselina sialová se váže glykosidickou vazbou na hydroxylovou skupinu na uhlíku  

3 nebo 6 galaktózy nebo na hydroxylovou skupinu na uhlíku 6 N-acetylglukosaminu  

či N-acetylgalaktosaminu [30]. 

Glykoproteiny se nacházející v membránách buněk, kde ovlivňují funkci buněk, jsou 

součástí hlenů, které chrání tkáně. Některé glykoproteiny jsou i důležité hormony (FSH, LH, 

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

buněčná membrána 

glykosfingolipid 

membránový glykoprotein intracelulární prostředí 

extracelulární prostředí 
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4.2 Kyselina sialová vázaná v gangliosidech 

Gangliosidy jsou glykosfingolipidy obsažené v gangliích centrálního nervového systému 

převážně na nervových zakončeních. Vyznačují se zvýšeným obsahem kyseliny sialové  

(až polovina celkového množství kyseliny sialové v organismu je právě v gangliosidech) [29]. 

Vzorový příklad struktury gangliosidu je uveden na obrázku 7. Tvoří je ceramid 

(hydrofobní část) zabudovaný do lipidové dvojvrstvy na buněčné membráně a sacharidový 

řetězec (hydrofilní část) složen z několika monosacharidů a kyseliny sialové, který vyčnívá 

z povrchu buňky. Z celkového množství lipidů v mozkové tkáni tvoří gangliosidy cca 6 %. 

Mimo mozkovou tkáň je najdeme v podstatě ve všech tkáních [31]. 

 

 

Obrázek 7: Příklad struktury gangliosidu. Převzato z [32]. 

4.3 Volná forma kyseliny sialové 

Volná kyselina sialová se v organismu objevuje během posledního kroku metabolismu 

kyseliny sialové, kdy dochází k jejímu odštěpení z glykanového řetězce v určitém životním 

stadiu této molekuly. Poté může dojít buď k její degradaci na N-acetyl-mannosamin a pyruvát 

nebo k jejímu znovuvyužití a zabudování do jiného glykanového řetězce [27]. 

Při genetické poruše může dojít k jejímu nadměrnému ukládání, což má za následek 

rozsáhle zdravotní obtíže v podobě neprospívání, mentální retardace, četných změn ve tvaru 

obličeje až po malformace kostí [33, 34]. 
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5 CHOROBY SPOJENÉ S VOLNOU KYSELINOU SIALOVOU 

5.1 Lysozomální akumulace volné kyseliny sialové 

Existují dva druhy této choroby: nemoc Salla (podle města ve Finsku, kde byla poprvé 

popsána) a ISSD (Infantile Sialic acid Storage Disease), neboli infantilní forma této nemoci 

[33].  

Tyto vzácné autozomálně recesivní choroby jsou způsobeny hromaděním  

N-acetylneuraminové kyseliny v lysozomech. Vznikají mutací genu SLC17A5,  

který kóduje sialin, membránový protein transportující volnou kyselinu sialovou z lysozomu 

po jejím odštěpení ze sialoglykokonjugátů, které podléhají degradaci [34, 35]. 

Společnými symptomy těchto nemocí jsou poruchy v rozvoji intelektu, svalová hypotonie, 

špatné prospívání, záchvaty či malformace kostí [35]. 

Nemoci jsou rozpoznány podle zvýšeného množství volné kyseliny sialové v moči (např. 

pomocí kapalinové chromatografie). U lysozomální akumulace volné kyseliny sialové je 

zvýšená volná kyselina sialová v moči, kdežto u sialidózy je zvýšená vázaná kyselina sialová 

[35]. 

5.1.1 Nemoc Salla 

Nemoc je rozpoznána mezi 6. až 12. měsícem vývoje, neboť po narození ještě nejsou vidět 

klinické příznaky. U pacientů se objevuje nízký svalový tonus (svalová hypotonie), porucha 

koordinace pohybů (ataxie), objevuje se i nystagmus (rychlý pohyb očí probíhající mimovolně 

a rytmicky [36]) a záchvaty. Motorický vývoj je opožděn (např. chodit začnou děti průměrně 

až ve 4 letech) stejně jako je opožděn růst. Obvod hlavy je v normálu, hepatosplenomegálie  

se neobjevuje. Kognitivní schopnosti jsou silně narušeny [35].  

5.1.2 Infantilní forma nemoci z ukládání volné kyseliny sialové 

Tato forma choroby lysozomální akumulace kyseliny sialové je nejvíce závažná, projevuje 

se již v prenatálním věku či bezprostředně po narození. Objevuje se psychomotorická retardace, 

otoky břicha z důvodu zadržování tekutiny, dysostosis multiplex, u plodu se objevuje hydrops 

fetalis a tekutina v dutině břišní. Délka života je velmi krátká [37]. 

5.2 Sialidóza 

Sialidóza, neboli mukolipidóza typu 1, je autozomálně recesivní onemocnění opět spojené 

s ukládáním v lysozomech, které je způsobeno defektem v genu, který kóduje neuraminidázu, 

enzym štěpící vazbu mezi kyselinou sialovou a glykolipidem či glykoproteinem.  
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Chorobu rozdělujeme do dvou typů. Sialidóza typu I se objevuje později a má mírnější 

průběh, kdežto sialidóza typu II je vážnější a objevuje se již v mladistvém věku [38]. 

5.2.1 Sialidóza typu I 

Mezi symptomy této lehčí formy sialidózy patří mozková ataxie, neboli porucha hybnosti 

a koordinace pohybů, epilepsie, záškuby svalů a typická třešňově červená skvrna na očním 

pozadí, resp. makule (žlutá skvrna) viz obrázek 8 [39]. 

 

Obrázek 8: Červená oční skvrna. Převzato z [40]. 

Pacient může trpět i hypotonií, nastygmem, poruchou řeči a vidění [39]. Symptomy nemoci 

se rozvinou v pubertálním věku až dvacátém roku života. Často pacient skončí na vozíčku, kvůli 

poruchám pohybu. Inteligence, stejně jako délka života není touto chorobou ovlivněna. [41] 

5.2.2 Sialidóza typu II 

Typ II je mnohem závažnější a způsobuje nápadné symptomy, jako hepatosplenomegálie, 

poruchy ve vývoji kostí, výrazné rysy obličeje, zvětšený jazyk a nosní dírky orientované 

dopředu viz obrázek 9 [39]. 

 

Obrázek 9: Výrazné rysy obličeje u sialidózy typu II. Převzato z [42]. 

Objevuje se šedý zákal, myoklonus, hypotonie, kardiomyopatie. Pacient je mentálně 

retardovaný [39]. Nemoc se rozvíjí buď ještě před narozením a dítě se často narodí mrtvé, nebo 

zemře brzy po porodu. Může se objevit i během prvního roku života, či později v dětském věku. 

Čím později se tato forma objeví, tím jsou symptomy mírnější, nicméně hlavní znaky zůstávají 

a délka života se odvíjí jak od závažnosti symptomů, tak od doby prvních projevů [41]. 
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6 VÝZNAM A FUNKCE 

6.1 Ochranná funkce 

Kyselina sialová je součástí glykoproteinu mucinu, který se nachází na povrchu dýchacích 

cest, v gastrointestinálním a urogenitálním traktu. Tvoří ochrannou bariéru tkání a zajišťuje 

hydrataci díky zápornému náboji a schopnosti vázat vodu. Sialoglykany vytváří na mucinech 

(a ostatních glykoproteinech) rozšířené polypeptidové konfigurace, které by se bez glykosylace 

zhroutily. Seskupení sialoglykanů podél polypeptidového řetězce může chránit protein  

před proteázami. Vysoké množství sialoglykanů vázaných na membránu buněk zajišťuje 

záporný náboj povrchu buňky, který funguje jako bariéra a reguluje funkce povrchu buňky [43]. 

Koncentrace kyseliny v glykokalyxu buňky může dosáhnout až 100 mmol/l [44]. 

6.2 Interakce s patogeny 

6.2.1 Viry 

Vzhledem ke své poloze na povrchu buněk, resp. na samém konci glykokonjugátů,  

se kyselina sialová účastní mezi prvními klíčové interakce s různými patogeny, kupříkladu viry. 

Je známo mnoho virů, které se vážou na kyselinu sialovou hostitele přes hemaglutinin a svými 

enzymy způsobují změnu kyseliny sialové na buňce. Např. enzymy sialidázy (neuraminidázy) 

z glykokonjugátů odstraňují kyselinu sialovou, nebo esterázy, které odštěpují estericky 

navázanou acetyl skupinu [45]. 

U běžného chřipkového viru proběhne navázání přes antigen (hemaglutinin) na receptor 

buňky hostitele, tedy kyselinu sialovou. Hemaglutinin HA je rozštěpen na složky HA1 a HA2 

(dimer), dále se ukládá jako trimer. Následně, po adsorpci na receptor, se virus pomocí 

endocytózy vpraví do endozomu. Virus poté ztratí svůj obal a transportuje se do jádra,  

kde započne transkripce RNA viru [46]. 

Léky proti chřipce, např. Oseltamivir či Zanamivir fungují právě na principu inhibitorů 

neuraminidáz. V podstatě napodobují přirozený substrát neuraminidázy, jsou to analogy 

kyseliny sialové, které však mají vyšší afinitu k enzymu neuraminidáza a naváží se na něj.  

Na obrázku 10 jsou jejich strukturní vzorce. Růžově jsou označeny funkční skupiny kyseliny 

sialové. Tímto způsobem zabrání štěpení buněčné kyseliny sialové a virus se tak nedostane 

do buňky [47]. 
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Obrázek 10: Strukturní vzorce analogů kyseliny sialové obsažených v léčivech Oseltamivir a Zanamivir.  

Převzato a upraveno z [47].  

6.2.2 Bakterie 

Bakterie obsahují na svém povrchu látky nazývané adheziny, molekuly, kterými lze 

zprostředkovat adhezi. Bylo nalezeno několik Gram-pozitivních i negativních bakterií,  

které využívaly jako ligandy sialované glykokonjugáty. Bakterie též obsahují lektiny, skupinu 

proteinů, která váže sacharidy [30, 48]. 

6.3 Role kyseliny sialové v imunitě 

6.3.1 Dendritické buňky 

Dendritické buňky vznikají z monocytů diferenciací. Zprostředkovávají spojení  

mezi nespecifickou a specifickou imunitou. Nachází se zejm. na místech, kde organismus 

interaguje s okolím, jako např. kůže nebo sliznice pokrývající trávicí trakt nebo dýchací cesty,  

avšak najdeme je v malém množství téměř ve všech orgánech [49]. 

Mají funkci rozpoznávací, kdy rozpoznají antigen a předají o něm informaci sekundárním 

lymfatickým orgánům, např. T buňkám [50]. 

Na těchto imunitních buňkách, konkrétně navázaných např. na protein neuropilin,  

se nachází polymerní forma kyseliny sialové zvaná polysialová kyselina, která formuje 

interakce s jinými buňkami [44]. 

6.3.2 Sialyl-Lewis antigeny 

Kyselina sialová tvoří jednu z hlavních součástí oligosacharidové struktury, která se nazývá 

sialyl-Lewis antigen. V hojném množství se nachází na povrchu leukocytů a tvoří ho čtyři 

k sobě charakteristicky vázané sacharidy, popořadě: kyselina sialová, galaktóza,  

N-acetylglukosamin a fukóza. Sialyl-Lewis antigen je ligandem pro lektin s názvem P-selektin. 
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Tímto způsobem vazby se kupříkladu zprostředkovává kontakt mezi buňkami endotelu cévní 

stěny a leukocyty v krvi [51]. 

6.4 Funkce kyseliny sialové jako součást gangliosidů 

Gangliosidy hrají důležitou roli v buněčném rozpoznávání, pohyblivosti, adhezi a růstu,  

též se významně podílí na regulaci funkce iontového kanálu a signalizace receptoru. Jsou 

důležité v přenosu a ukládání informací do paměti, díky interakcím mezi vápníkem  

a membránovými proteiny [52]. V nervových buňkách též působí jako ligandy stability myelinu 

a podílí se svou účastí na regeneraci nervů. V oblastech Ranvierových zářezů  

a v presynaptických nervových zakončeních se jich nachází nejvíce [31].  

Příkladem gangliosidu může být např. GM1. Za jeho negativní náboj může vděčit kyselině 

sialové, které rovněž zvyšuje hydrofilicitu sacharidového řetězce [53]. Zároveň se účastní 

synaptogeneze a neurotransmise [15].  

6.5 Potenciální biomarker 

6.5.1 Definice biomarkeru 

Termín biomarker označuje znak či látku, které mohou být přesně a reprodukovatelně 

změřeny. Množství biomarkeru vyjadřuje stav nějakého biologického procesu (nemoci, 

rakoviny, zánětu…). Příkladem biomarkeru mohou být např. výsledky krevních testů,  

ale i krevní tlak či puls [54]. 

Velký význam biomarkerů je v diagnostice rakoviny, kde tyto nádorové biomarkery 

indikují přítomnost rakoviny nebo lze pomocí nich sledovat její průběh. Též lze pomocí 

nádorových markerů predikovat rozvoj nádoru a využít je ke včasnému screeningu rakoviny  

u rizikových osob (rakovina v rodině, alkoholici, osoby trpící obezitou, …) [55]. 

Příklady nádorových markerů jsou např. CA 19-9, CA 125, CEA, AFP, PSA, hCG, HE-4, 

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

6.5.2 Biomarker zánětlivých procesů 

Bylo zjištěno, že se při ateroskleróze zvyšuje množství vázané kyseliny sialové (TSA)  

a s lipidy asociované kyseliny sialové (LASA) v séru. Důvodem zvýšení může být skutečnost, 

že se organismus snaží působit proti zánětlivým změnám a zvýšenou syntézou kyseliny sialové 

zaplnit místa s deficiencí této kyseliny. Kyselina sialová má v endoteliu ochrannou funkci  

a aterosklerotické změny způsobují právě desializaci. Zjištěna byla i zvýšená aktivita 

sialyltransferázy. Dalším důvodem zvýšené kyseliny sialové v séru může být souvislost  
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se zvýšeným výskytem reaktantů akutní fáze, tedy povětšinou glykoproteinů s navázanou 

kyselinou sialovou [57].  

6.5.3 Tumormarker 

Zánětlivý proces může iniciovat počáteční stadium rakovinného bujení. Má se za to,  

že hypersializace buněčného povrchu indikuje jak proces zánětu, tak i rakovinu [58]. 

Zjistilo se, že se v séru markantně zvyšuje koncentrace celkové a na lipidy vázané kyseliny 

sialové (LASA) během rakovinného bujení, např. u leukémie, rakoviny vaječníků, rakoviny 

prsů nebo u kolorektálního karcinomu, dále též u rakoviny plic či neuroblastomu. Nicméně,  

jak už bylo naznačeno, tento nárůst koncentrace není charakteristický pro jeden typ rakoviny, 

nýbrž spíše značí, že v organismu nějaký typ rakoviny probíhá [59].  

Hypersializace je způsobena zvýšenou mírou exprese sialyltransferáz nádorovou buňkou, 

zvýšenou dostupností aktivované kyseliny sialové během jejího metabolismu uvnitř buňky  

a též zvýšenou aktivitou neuramidáz, kdy dojde k odštěpení kyseliny sialové z glykokonjugátů. 

Hypersializace má své opodstatnění z hlediska odpovědi imunitního systému [58].  

SIGLECs, neboli lektiny imunoglobulinového typu vázající kyselinu sialovou  

(z angl. Sialic acid-binding ImmunoGlobulin-type LECtins) nacházející se na buňkách 

imunitního systému jsou molekuly vázající kyselinu sialovou na buněčném povrchu a dávají 

organismu informaci, že buňka je tělu vlastní. Imunitní systém pak tuto buňku toleruje a nezničí 

ji. Této skutečnosti využívají nádorové buňky pomocí hypersializace svého povrchu [60].  

Kyselina sialová interaguje též se selektiny, typem lektinů, které jsou vylučovány  

např. na endoteliu postiženém zánětem, kde slouží k adhezi a pohybu leukocytů, konkrétně 

kutálení, přičemž jejich hlavním ligandem je struktura zvaná sialyl-Lewis (konkrétně typ X),  

která obsahuje ve své molekule mj. kyselinu sialovou. Nádorové buňky však dokáží obejít tento 

mechanismus díky tomu, že na svém povrchu obsahují kyselinu sialovou a mohou tak 

metastázovat pomocí extravazace [58]. 
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7 STANOVENÍ KYSELINY SIALOVÉ 

Díky zájmů vědců o poznání funkce kyseliny sialové jakožto biologického indikátoru 

nádorových a zánětlivých onemocnění bylo prozkoumáno několik metod jejího stanovení. 

Zároveň bylo potřeba vyvinout metodu pro screening její zvýšené koncentrace v moči,  

kvůli genetickým onemocněním spojeným s jejím nadměrným ukládáním.  

V této kapitole budou představeny různé metody stanovení kyseliny sialové, počínaje 

úpravou vzorků a kvantifikací analytických parametrů konče. 

7.1 Úprava vzorku 

Obvykle analýza kyselina sialové začíná jejím uvolněním z vazby na glykoprotein, 

glykolipid či gangliosid (pokud se nestanovuje pouze volná kyselina sialová). Lze použít dva 

způsoby pro uvolnění z vazby: 

• Kyselá hydrolýza – je nejvíce používaná [61]. Za horka (70–90 °C) se do vzorku přidá 

kyselina, např. kyselina sírová (nejpoužívanější, koncentrace 25–100 mmol/l), 

chlorovodíková, octová, dále může být použita kyselina fluoroctová či kombinace 

s ultrazvukem nebo mikrovlnnou hydrolýzou, které zkracují délku hydrolýzy [23, 24, 

35, 62, 63]. Výhodou je menší cena reagencií, vysoká reprodukovatelnost a snadné 

použití. Mezi nevýhody patří skutečnost, že kyselá hydrolýza může část kyseliny sialové 

poškodit [61]. 

• Enzymatická metoda – pomocí enzymů neuraminidáz. Nevýhodou je obtížná kontrola 

reakční kaskády v biologických vzorcích, záleží na druhu a struktuře vzorku  

a původu získaného enzymu. Enzymy se získávají např. z bakterií. Výhodou však je,  

že tato metoda je méně agresivní než kyselá hydrolýza [61, 64]. 

Po uvolnění kyseliny sialové je nutné vzorek purifikovat, jelikož biologické vzorky často 

obsahují proteinové, lipidické či glykanové frakce. Často se přistupuje na metodu precipitace 

proteinů pomocí organického rozpouštědla např. methanolu nebo acetonitrilu [62, 65, 66]. 

K oddělení precipitovaných proteinů a supernatantu se používá centrifugace, také filtrace 

polytetrafluorethylenovými mikroporézními filtry či mikroporézními filtračními destičkami 

[23, 67]. Využívaná je též iontová výměna, která je však poměrně nákladná nebo extrakce tuhou 

fází, která je jednodušší, ovšem náchylná vůči interferencím, a proto je vhodná spíše  

na dočištění [61]. 

Po úpravě vzorku se přistoupí na výběr vhodné instrumentace a podle potřeby je provedena 

derivatizace vzorku, jejíž možnosti budou probrány u jednotlivých metod. 
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7.2 Kapalinová chromatografie 

Metody kapalinové chromatografie jsou pro stanovení kyseliny sialové využívané velmi 

často, zejména s detekcí tandemovým hmotnostním spektrometrem. Existují různé druhy 

kapalinové chromatografie, jako je vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), 

ultrarychlá kapalinová chromatografie (UFLC), ultravysokotlaká kapalinová chromatografie 

(UHPLC) či mikrokolonová chromatografie (μ-LC) [23, 24, 35, 62, 63, 66, 67, 68]. 

Analýzu lze provést jak bez derivatizace vzorku, tak s derivatizací, přičemž většinou 

derivatizace zvyšuje citlivost stanovení [35, 66, 67]. Převážná část chromatografů pro stanovení 

kyseliny sialové je opatřena C18 kolonou a polární mobilní fází, např. kyselina mravenčí, 

mravenčan amonný, acetonitril, methanol nebo voda. Používají se taktéž jejich směsi a většina 

analýz využívá gradientovou eluci [23, 24, 35, 62, 63, 66, 68]. Existuje i kapalinová 

chromatografie využívající perfluoroalkylovou stacionární fázi a mobilní fáze kyselinu 

trifluoroctovou s kyselinou propionovou a isopropanolem v destilované vodě, příp. methanolu, 

kde je i vzorek derivatizován fluorovou sloučeninou a díky interakci fluorovaných sloučenin 

nedochází k vlivu matricového efektu [67]. 

7.2.1 Stanovení pomocí kapalinové chromatografie s 

tandemovým hmotnostním spektrometrem 

Po základní úpravě vzorku lze zvolit možnost bez derivatizace, kdy se biologický vzorek 

zpracuje a je připraven k analýze na kapalinovém chromatografu.  

V případě volby derivatizace vzorku jsou možnosti následující [35, 66, 67]: 

• Pomocí HCl v n-butanolu – zapříčiní butylaci molekuly kyseliny sialové [35]. 

• Heptadekafluoroundecylaminem – naváže amidovou skupinu na karboxylovou 

skupinu kyseliny sialové [67]. 

• 3,4-diaminotoluenem – reakcí vzniká stabilní derivát heterocyklické sloučeniny 

chinoxalin [66]. 

Jak v případě s derivatizací, tak i bez derivatizace je detektorem hmotností spektrometr 

s elektrosprejovou ionizací [23, 35, 62, 66, 67]. 

7.2.2 Stanovení pomocí kapalinové chromatografie s fluorescenční detekcí 

Principem této metody je zejména derivatizace vzorku fluorogenním činidlem,  

které umožní, aby byla kyselina sialová detekována fluorimetrem. Po absorpci excitačního 

záření indukovaném výbojkou vyzáří analyt sekundární, tzv. emisní záření trvající  

10-8 až 10-5 sekundy [69]. Fluorescenci je možné indukovat i laserem, což se využívá při detekci 
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nízké koncentrace značeného analytu při průtoku kapilárou [24, 70]. Vlnová délka excitačního 

záření se pohybuje v rozmezí 300–450 nm, vlnová délka emisního (fluorescenčního) záření  

400–560 nm [24, 63, 68]. 

Mezi fluorogenní činidla, kterými lze označit kyselinu sialovou patří  

např. DBCEEC neboli 2-[2-(7H-dibenzo[a,g]karbazol-7-yl)-ethoxy]ethylkarbonylhydrazin,  

dále 4-(N,N-dimethylsulfamoyl)-7-piperazino-benzofurazan (DBD-PZ)   

či 1,2-diamino-4,5-methylendioxybenzen (DMB) [24, 63, 68]. 

Analýzu je možné spojit s automatizovanou extrakcí tuhou fází za asistence systému  

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

 

Obrázek 11: Schéma postupu analýzy se systémem LOV. Převzato z [24]. 

SPE kolonka obsahující sorbent aminopropyl se aktivuje roztokem acetonitrilu a vody  

a nadávkuje se do ní hydrolyzovaný vzorek. Eluce ze sorbentu se pak spojí zároveň 

s derivatizací, a sice tak, že se kolonka promyje roztokem DMB ve vodě a methanolu. 

Přepnutím ventilu se eluovaná frakce vede k přidržovací cívce, kde je ultrazvukována a posléze 

je připravená k analýze v kapalinovém chromatografu [24]. 

Derivatizaci je také možno provést zároveň s hydrolýzou přímo ve stříkačce,  

kdy se do komory stříkačky natáhne vzorek séra a kyselina octová, uzavře se víčkem a vloží se  

do ultrazvuku. Poté je do stříkačky natáhnut DBCEEC v ledové kyselině octové a opět se uzavře 

víčkem a vloží do ultrazvuku za horka. Po ochlazení na laboratorní teplotu se směs přefiltruje 

přes speciální stříkačkový mikrofiltr a filtrát se vstříkne rovnou do chromatografu [63]. 
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7.3 Povrchem zesílená Ramanova spektroskopie  

Povrchem zesílená Ramanova spektroskopie – SERS (z angl. Surface-Enhanced Raman 

Spectroscopy) spočívá ve velkém zesílení intenzity Ramanova rozptylu (až 1014krát) díky 

blízkosti zakřiveného povrchu ušlechtilého kovu, např. zlatých nebo stříbrných nanočástic.  

Ramanovo spektrum se proměří pomocí Ramanova spektrometru a laseru. Do hliníkové 

nádoby se umístí substrát – stříbrné nanočástice redukované citrátem sodným společně 

se vzorkem, popř. standardem kyseliny sialové. Následně se na roztok s využitím optického 

mikroskopu namíří laserový paprsek o určité vlnové délce. Kromě stříbrných nanočástic nejsou 

potřeba jiné chemikálie či substráty [71, 72, 73]. 

Další postup pro stanovení Neu5Ac s využitím SERS byl konkrétně vyzkoušena na lidském 

séru a spočívá v nashromáždění zlatých nanočástic na skle z oxidu india a cínu (ITO),  

kdy se tento povrch modifikuje navázáním 4-merkaptofenylboronové kyseliny (MPBA),  

která má schopnost zachycovat a reagovat s kyselinou sialovou za vzniku esterové  

vazby – takto vznikne tzv. sendvičová struktura, která zesiluje Ramanův rozptyl. Jelikož  

se běžně v séru nachází i glukóza, která by též reagovala s MPBA, je třeba ji ze vzorku odstranit 

pomocí enzymu glukózaoxidázy [65].  

Postup je zdlouhavý, neboť je třeba postupně tvořit sendvičovou strukturu a několikrát 

opakovat 24hodinovou inkubaci, na druhé straně jde o metodu velmi citlivou, selektivní  

a bezinterferenční. Též lze tímto způsobem stanovit i glukózu [65].  

7.4 Spektrofotometrické stanovení 

Spektrofotometrická stanovení patří k rychlým a jednoduchým způsobům,  

jak kvantifikovat kyselinu sialovou. Existují speciální kity, resp. sady, které obsahují všechny 

potřebné reagencie pro rychlé spektrofotometrické, popř. fluorimetrické stanovení kyseliny 

sialové v biologických vzorcích pomocí enzymů. Dají se zakoupit ve velkoobchodech 

s chemickými látkami jako je např. Sigma-Aldrich [74].  

Tyto kity obsahují enzymy aldolázu kyseliny N-acetylneuraminové, pyruvát oxidázu  

a některé i laktátdehydrogenázu a neuraminidázu popř. kyselinu na hydrolýzu, dále pufry  

a standardy kyseliny sialové [74, 75]. Enzymy jsou často v lyofilizované formě. Kity obsahují 

i podrobné návody a lze provést 25–100 testů, záleží na výrobku. Ze změny absorbance  

po proměření na spektrofotometru se vypočítá výsledná koncentrace kyseliny sialové [74, 75, 

76]. 

Jiná spektrofotometrická, resp. kolorimetrická metoda, využívá agregaci zlatých nanočástic 
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pomocí kyseliny 3-aminofenylboronové, která je na nich navázaná a stabilizovaná a její funkční 

skupiny reagují s cis-diolovými skupinami kyseliny sialové za vzniku barevného cyklického 

esteru [77]. 

 

 

 

 

 

 

 

Na obrázku 12 červené kolečko znázorňuje zlatou nanočástici s navázaným citrátem 

sodným (modrá kapka) a kyselinou 3-aminofenylboronovou (žlutý trojúhelník). Obrázek 13 

pak zobrazuje agregované zlaté nanočástice a vytvořený cyklický ester (viz obrázek 14)  

po reakci s kyselinou sialovou (zelený obdélník). Tmavě modrá barva kolečka (zlaté partikule) 

označuje změnu barvy roztoku z červené na modrou [77].  
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Obrázek 14: Vzorec části vzniklého esteru po reakci kyseliny sialové s kyselinou 3-aminofenylboronovou.  

Převzato z [77]. 

Barevná změna z červené na modrou je měřena na spektrofotometru jakožto změna 

absorbance v rozmezí vlnových délek 400–800 nm [77].  

Pro samotnou analýzu ve slinách byla konkrétně v tomto experimentu použita jejich 

náhrada, tedy uměle vytvořené sliny [77]. Reakční pH 5,6 bylo zjištěno jako ideální  

pro selektivní detekci kyseliny sialové, kdy během pokusu nebyla zjištěna žádná barevná změna  

při aplikaci jiných sacharidů [77].  

7.5 Elektrochemické metody 

Mezi elektrochemické metody patří amperometrie, kde se měří proud za konstantního 

Obrázek 12: Dispergované zlaté nanočástice. 

Převzato z [77]. 
Obrázek 13: Agregované zlaté nanočástice 

- vytvořený cyklický ester. Převzato z [77]. 
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napětí, potenciometrie, kde se naopak měří napětí, resp. potenciál za konstantního proudu  

či impedimetrie – měření odporu. Pro stanovení koncentrace kyseliny sialové v biologických 

vzorcích je snaha vytvářet opakovatelně použitelné biosenzory [64, 78, 79, 80, 81]. 

7.5.1 Potenciometrické stanovení 

Měření změny elektrického potenciálu je založeno na schopnosti kyseliny boronové vázat 

se na 1,2-diolovou skupinu kyseliny sialové. Vzniká tak stabilní cyklický boronátový ester, 

jehož vznik je zaznamenán pomocí změny potenciálu ∆E [78, 79]. 

Elektroda se připraví elektrodepozicí redukovaného oxidu grafenu (ERGO) na elektrodu  

ze skelného uhlíku s následným pokrytím elektrody poly(anilinboronovou kyselinou) (PABA) 

pomocí elektropolymerizace [78]. Ta může být provedena za účasti standardu kyseliny sialové 

na elektrodě. Kyselina sialové se pak odstraní extrakcí uhličitanovým pufrem. Jedná se o tzv. 

molekulový imprinting [79]. 

Místo elektrodepozice grafenem lze také využít karboxylované karbonové nanotrubičky, 

které se přidají do roztoku chitosanu a vzniklou suspenzí se potře elektroda ze skelného uhlíku. 

Chitosan napomáhá tomu, aby se na elektrodě vytvořil film pomocí elektrostatických interakcí 

[79]. 

Elektroda se uchovává ve fosfátovém pufru. U metody využívající grafenové nanotrubičky 

byl použit pufr o pH 7,4 a u metody využívající grafenový nanoprášek pH 4,75. Pufr  

o konkrétním pH se pak použije i k ředění séra [78, 79]. 

Pracovní elektrodou je pak zkonstruovaná elektroda, referentní SKE a pomocnou je 

platinový drátek [78, 79]. 

7.5.2 Amperometrické stanovení 

Amperometrický biosenzor je založený na enzymatické reakci s kyselinou sialovou v krvi. 

Senzor sestává z dvou enzymů: aldolázy kyseliny N-acetylneuraminové  

(Neu5Ac-aldoláza) a pyruvát oxidázy, které jsou imobilizovány a navázány na mikroporézní 

membráně umístěné na diskové platinové elektrodě. Enzymatickou reakcí, popsanou níže, 

vzniká peroxid vodíku, který je na anodě oxidován a tento proces je amperometricky detekován 

[64, 80]. 

𝑣á𝑧𝑎𝑛á 𝑘𝑦𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑎 𝑠𝑖𝑎𝑙𝑜𝑣á
𝑛𝑒𝑢𝑟𝑎𝑚𝑖𝑛𝑖𝑑á𝑧𝑎
→           𝑣𝑜𝑙𝑛á 𝑘𝑦𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑎 𝑠𝑖𝑎𝑙𝑜𝑣á  

𝑣𝑜𝑙𝑛á 𝑘𝑦𝑠𝑒𝑙𝑖𝑛𝑎 𝑠𝑖𝑎𝑙𝑜𝑣á
𝑁𝑒𝑢5𝐴𝑐−𝑎𝑙𝑑𝑜𝑙á𝑧𝑎
→             𝑝𝑦𝑟𝑢𝑣á𝑡 + 𝑁–𝑎𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙–𝐷–𝑚𝑎𝑛𝑛𝑜𝑠𝑎𝑚𝑖𝑛 

𝑝𝑦𝑟𝑢𝑣á𝑡 + 𝑃𝑂4
3− +  𝑂2

𝑝𝑦𝑟𝑢𝑣á𝑡 𝑜𝑥𝑖𝑑á𝑧𝑎
→            𝑎𝑐𝑒𝑡𝑦𝑙𝑓𝑜𝑠𝑓á𝑡 +  𝐶𝑂2 +  𝐻2𝑂2 

V původní studii Marzouka a spol. z roku 2007 byla použita disková platinová elektroda 
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elektropolymerizací pokrytá ochrannou vrstvou m-fenylendiaminu. Následovala imobilizace 

enzymů tzv. cross-linkingem s 25% vodným roztokem glutaraldehydu a hovězím sérovým 

albuminem, přičemž celá tato směs byla pufrována ve fosfátovém pufru. Enzymová směs  

se pomocí pipety nanesla na mikroporézní polyesterovou membránu, nechala se zesíťovat  

a zaschnout při laboratorní teplotě a poté se zafixovala na platinovou elektrodu. Membrána 

zajišťovala výbornou adhezi a ochranu enzymové vrstvy. Biosenzor se uchovává ve fosfátovém 

pufru při teplotě 4 °C [64].  

V pokračující studii Marzouka a spol. z roku 2011 byla použita zlatá elektroda pokrytá 

vrstvou platiny a enzymy byly imobilizovány na pórovitém skle umístěné v kolonce z nerezové 

oceli. Tato kolonka s enzymy sloužila jako enzymatický reaktor. Konstrukce, jakožto průtokové 

zařízení, byla doplněna o pumpu, termostat, ve kterém byl enzymový reaktor a průtokovou celu, 

ve které byl umístěn biosenzor s referenční a pomocnou elektrodou viz obrázek 15 [80]. 

 

Obrázek 15: Průtokový systém s enzymatickým reaktorem a amperometrickou detekcí. Převzato z [80].  

V obou případech byla vytvořená pracovní elektroda ještě doplněna o referenční 

chloridostříbrnou elektrodu a pomocnou elektrodu, kterou byl platinový drátek [64, 80]. 

7.5.3 Impedimetrický cytosenzor 

Tento biosenzor byl vytvořen speciálně pro odhalení karcinomu ledvin pomocí detekce 

kyseliny sialové na povrchu buněk, které se dostávají z karcinomu do moči. Na základě 

rozpoznání kyseliny sialové se pak změří koncentrace buněk tohoto karcinomu v závislosti  

na změně impedance ∆Ret. Nejde tedy přímo o měření koncentrace kyseliny sialové. 

Pracovní elektrodu tvoří zlatá elektroda modifikovaná filmem tvořeným pyrrolem  

a stříbrnými mikročásticemi v hovězím sérovém albuminu s integrovanými molekulami 
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kyseliny 3-aminofenylboronové, která byla již zmíněna jako látka, která specificky váže 

kyselinu sialovou [81]. 

7.6 Porovnání metod stanovení kyseliny sialové 

Při výběru analytické metody je vhodné znát, zda je metoda přesná a citlivá. V tabulkách 3 

a 4 na dalších stránkách je číselně vyjádřená preciznost, výtěžnost a citlivost jednolivých metod.  

Metodou s nejnižší mezí detekce byla ultrarychlá kapalinová chromatografie 

s tandemovým hmotnostním spektrometrem, která měla LOD v řádech attomolů/l, je to tedy 

metoda velmi citlivá schopna zachytit stopová množství kyseliny sialové [67]. Kapalinová 

chromatografie s kolonou HILIC a fluorescenční detekcí měla též výbornou citlivost v řádech 

fmol/l [68]. Nejpřesnější z kapalinově-chromatografických metod, z hlediska hodnot 

preciznosti a výtěžnosti, byla vysokoúčinná kapalinová chromatografie s fluorescenční detekcí 

[63].  

Z optických metod byla přesnější kolorimetrie, naopak povrchem zesílená Ramanova 

spektroskopie byla citlivější [65, 77]. 

Z biosenzorů byl nejcitlivější potenciometrický biosenzor, který využíval grafitový 

nanoprášek a poly(anilinboronovou kyselinu) [78]. Nejpřesnější z biosenzorů byl však ten 

amperometrický, konkrétně vylepšený o enzymový reaktor a průtokový systém [80]. 
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Kapalinová chromatografie s tandemovým hmotnostním spektrometrem byla převážně 

použita ke kvantifikaci volné a vázané kyseliny sialové v moči, což je vhodné pro diagnózu 

nemocí spojených s jejím ukládáním [23, 35, 67]. Zvýšená koncentrace TSA v moči však může 

poukazovat i na rakovinu močového měchýře, selhání ledvin či non-inzulin dependentní 

diabetes mellitus [23]. HPLC-MS/MS může být též vhodná pro stanovení kyseliny sialové 

v mozkomíšním moku, za účelem diagnostiky meningitidy nebo nádoru mozku [62].  

Fluorescenční detekce byla využita zejména u stanovení kyseliny sialové v séru  

a vyznačovala se vyšší citlivostí. Kombinace kapalinové chromatografie a fluorescenční 

detekce proto může být vhodná pro výzkum kyseliny sialové jakožto biomarkeru [24, 63, 68]. 

Co se týče časové náročnosti, delší jsou ta stanovení, u kterých je prováděna hydrolýza  

a derivatizace. Hydrolýza trvá cca 1 hodinu, derivatizace dle různých postupů může trvat 5 min 

ale i 60 min [24, 35, 63, 66, 67, 68]. I přesto je kapalinová chromatografie spolehlivou  

a relativně rychlou metodou vhodnou do praxe pro rutinní screening FSA a TSA v moči, séru 

či mozkomíšním moku [23, 24, 35, 62, 63, 66, 67, 68]. 

Spektrofotometrická stanovení patří k těm rychlejším a jednodušším metodám, zvláště 

když existují připravené sady, které obsahují všechny reagencie potřebné k měření i s návody.  

Hodí se tak do rutinních laboratoří, které jsou ve většině případů vybaveny spektrofotometrem 

[74, 75, 76]. Další možností spektrofotometrického stanovení je kolorimetrické stanovení 

založené na agregaci zlatých nanočástic prostřednictvím kyseliny boronové. Bylo zatím 

vyzkoušeno na simulovaných lidských slinách a při analýze opravdových slin by byl potřeba 

klást velký důraz na jejich očištění, protože sliny jsou velmi komplexní. Nejdelší částí této 

metody je příprava zlatých nanočástic z roztoku HAuCl4, které se však mohou připravit předem 

a lze je uchovávat v ledničce. Samotné smíchání nanočástic s kyselinou  

3-aminofenylboronovou a několika standardy kyseliny sialové není nikterak složité a inkubační 

doba činí pouhých 5 min při laboratorní teplotě. Měření absorbance pak proběhlo na UV-VIS 

spektrometru. Instrumentace je jednoduchá a analýza je rychlá [77].  

Metody povrchem zesílené Ramanovy spektroskopie byly zkoumány hlavně při stanovení 

kyseliny sialové jakožto tumormarkeru. Klasické provedení SERS je rychlé a může sloužit  

ke zjištění rakoviny prsu či vaječníků ze slin [71, 73]. Nová modifikace – enzymaticky 

asistovaná Ramanova spektroskopie má výhodu ve vyšší citlivosti a ve vyloučení interferencí, 

obrovskou nevýhodou však je dlouhá doba přípravy. Vytvoření ITO/Au/MPBA substrátu trvá 

téměř 2,5 dne, inkubace tohoto substrátu v kyselině sialové trvá 2 hodiny, další inkubace 

v MPBA zabere 24 hodin, a nakonec se celá struktura musí nechat po 24 hodin v roztoku zlatých 

nanočástic. Metoda tedy není vhodná do rutinní praxe [65]. 
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A na závěr, jako další z možností stanovení byly představeny biosenzory,  

jak amperometrický, tak potenciometrický či impedimetrický. Amperometrický biosenzor byl 

založen na enzymatické reakci s kyselinou sialovou v krvi a jeho úskalím byl pokles aktivity 

enzymů po 8 dnech, čím se snížila i jeho citlivost. Vylepšení tohoto senzoru spočívalo 

v zařazení enzymového reaktoru, který poskytl větší životnost enzymů, delší čas záchytu 

vzorku a tím pádem úplnou reakci se substrátem a dále byl senzor doplněn o průtokovou celu. 

Příprava senzoru byla jednoduchá a nebylo potřeba oddělovat sérum z plné krve centrifugací 

[64, 80]. 

Potenciometrický senzor s použitím grafenové vrstvy poskytl vyšší citlivost oproti druhé 

variantě s uhlíkovými nanotrubičkami. Grafenová vrstva zrychlila přenos elektronů a zvětšila 

povrch elektrody, což přispělo k vyšší citlivosti stejně jako specifická vazba kyseliny sialové 

s kyselinou aminofenylboronovou. Vykazoval dobré regenerační schopnosti a výbornou 

stabilitu (po 1 měsíci se jeho potenciometrická odpověď snížila jen na 91,8 %). Příprava této 

elektrody však vyžaduje o něco delší dobu [78, 79].  

Oba typy biosenzorů by se daly opět využít ve výzkumu kyseliny sialové jako biomarkeru 

[64, 78, 79, 80]. 

Impedimetrický biosenzor nesloužil přímo k zjištění koncentrace kyseliny sialové,  

ale ke zjištění koncentrace ledvinových rakovinných buněk právě pomocí navázání  

3-aminofenylboronové kyseliny na kyselinu sialovou, která hojně pokrývá povrch rakovinných 

buněk. Opět se jedná o vhodnou metodu k výzkumu kyseliny sialové jako 

biomarkeru/tumormarkeru [81]. 
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ZÁVĚR 

Cílem práce bylo popsat vlastnosti, význam a funkce kyseliny sialové a rovněž možnosti 

jejího stanovení různými metodami.  

Kyselina sialová tvoří významnou součást gangliosidů, glykoproteinů, antigenů, účastní se 

imunitních reakcí a interakcí s patogeny, taktéž svým charakteristickým umístěním tvoří 

ochrannou bariéru sliznic, má úkol v buněčné adhezi a též např. v pohybu erytrocytů cévním 

řečištěm. Mnohé studie zjistily, že kyselina sialová může fungovat jako marker zánětu,  

zejm. co se týká kardiovaskulární oblasti a též jako tumormarker, avšak ne specifický. 

Existují i nemoci spojené s ukládáním volné i vázané kyseliny sialové, které způsobují 

mentální retardaci, neprospívání a různé malformace a projevují se mj. zvýšeným vylučováním 

kyseliny sialové v moči. 

Metody stanovení kyseliny sialové jsou různé, mezi nejčastěji používané patří hlavně 

kapalinová chromatografie s detekcí tandemovým hmotnostním spektrometrem  

či fluorescenční detekcí. Dále pak spektrofotometrické stanovení, Ramanova spektroskopie  

a amperometrické či potenciometrické stanovení s využitím biosenzorů. Převážná část metod 

je založená na schopnosti kyseliny sialové navázat se na různé deriváty kyseliny boronové. 

Metoda s nejlepšími výsledky přesnosti a citlivosti je vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

s fluorescenční detekcí. V praxi pro rutinní použití je vhodné spektrofotometrické stanovení 

s využitím kitů, které je rychlé a instrumentace je v laboratořích dostupná.  
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