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Stanovenie kyseliny sialovej chromatografiou na papieri*

0. MARKOVIC

Vyskumny ustav rewmatickyjch choréb, Piestany

Na oddelovanie a stanovenie derivdtov kyseliny neuraminovej sa vypra-
covala chromatografické metéda na papieri. Chromatogramy sa kvantita-
tivne vyhodnotili priamym premeranim, registrdciou kriviek a ich plani-
metrovanim. Metéda sa pouZila na stanovenie derivdtov kyseliny neurami-
novej v krvnom sére.

V poslednom &ase sa dostala do popredia biologickd dolezitost skupiny
latok oznadovanych ako ,kyselina sialova“. Izoldciu uskutoénil r. 1936
G. Blix [1] zo submaxildrneho mucinu.

Pod skupinovym ndzvom ,kyselina sialova‘ st zahrnuté acetylované
derivaty zakladnej latky — kyseliny neuraminove;j:

I S T l
CH,—(C—C—C—C—C—CH,—C—
| N N R l
OH OHOHH H H COOH

kyselina neuramincvd

a to kyselina N-acetylneuraminové, N-glykolylneuraminové a N,0-diacetyl-
neuraminové. Nomenklatira sa ustdlila az r. 1957 [2].

Uvedené latky sa vyskytuju v tkanivach a telovych tekutindch viazané
na proteiny, glykoproteiny, lipidy a polysacharidy. Vzhladom na ich délezitost
sa ukazala potreba ich stanovenia v rozli¢nom biologickom materiali. Na sta-
novenie kyseliny sialovej st opisané viaceré fotokolorimetrické metédy,
ako je metéda s Ehrlichovym é&inidlom (p-dimetylaminobenzaldehydom) [3]
s Bialovym é&inidlom (orcinolom) 4, 5], s rezorcinolom [6], s difenylaminom
[7—9] a s kyselinou tiobarbiturovou [10]. Uvedené skusky nie st $pecifické
pre kyselinu sialovi (s vynimkou metédy s kyselinou tiobarbiturovou), pretoze
obdobné farebné reakeie poskytuji aj mnohé cukry i aminocukry. Na oddelenie
derivitov kyseliny neuraminovej navzajom, ako aj od inych zloziek sa s tspe-
chom pouzila chromatografia na papieri. V literature [5, 11—13] sa uvadzaju
viaceré systémy rozpustadiel: n-butanol—kyselina octovd—voda 4 1 5,

* Prednesené na Semindri o kvantitativnych metédach v'chromatografii na papieri
v Bratislave 25. aprila 1963.
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sek-butanol—kyselina octova—voda 4 : 1 : 5, n-butanol—pyridin—voda 9:5: 8§,
sek-butanol—acetén—Lkyselina octovi—voda 6 6 3 5, n-butanol—n-pro-
panol—0,1 ~-HCl 1 2 1, etylacetdit—kyselina octovi—voda 3 1 3. Ako
detekéné &inidld pouzili autori oreinol s kyselinou trichléroctovou, p-dimetyl-
aminobenzaldehyd bez kyseliny trichléroctovej a s kyselinou trichléroctovou,
naftorezorcinol s kyselinou trichléroctovou a a-naftol s kyselinou trichlér-
octovou. L. Warren [14] uvddza postrek kyselinou tiobarbiturovou.

Experimentalna Gast

Z uvedenych systémov sa najlepsie osveddil systém n-butanol—kyselina octovd—voda
4 :1:5 pri opakovanom Stvorndsobnom vyvijani (najmé pri oddelovani kyseliny N-ace-
tylneuraminovej a N-glykolylneuraminovej). Detegovali sme p-dimetylaminobenzalde-
hydom s kyselinou trichléroctovou [12]. Zafarbenie dosiahlo optimédlnu intenzitu 30 hodin
po detegovani a po 20 mindatovom zahriati pri 105 °C. Na kvantitativne vyhodnotenie
sme skusali pouzit L. Svennerholmom [11] opisany spdsob elucie oddelenych skvin
7 chromatogramu, na ktorom sa detegovali len okraje s nanesenymi $tandardmi. Vo vod-
nom eludte sme kyselinu sialovii stanovovali fotokolorimetricky rezorcinolovou metédou
a s lepSimi vysledkami difenylaminovou metédou. Podobne ako W. Rzeczycki [13]
nedosiahli sme opisovanu presnost +3 9,. Pre vysoké blankové hodnoty eludtov bolo
potrebné papier pred chromatografovanim premyvat (0,4 9, roztokom NaHCO; a potom
a% 10 krat vodou).
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Obr. 1. Chromatogram kyseliny N-acetylneuraminovej a pravdepodobne kyseliny
N-glykolylneuraminovej s registraénym zdznamom (stanovenie v sére).
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Lepsie vysledky sme dosiahli pri pouziti metédy priameho premeriavania detegovanych
chromatogramov, nastrihanych na pédsiky s jednotlivymi nanaskami. (Ako Standard
sluzila kyselina sialovéd od prof. G. Blixa; bola to zmes kyseliny N-acetylneuraminovej
a pravdepodobne kyseliny N-glykolylneuraminovej.) Na premeriavanie chromatogramov
(v priesvite) sme pouzivali chromatometer fy Lange so synchrénnym priamopi$icim
zariadenim. Ziskali sme tak krivky, ktoré zodpovedali jednotlivym Skvrniam (obr. 1)
a ktoré sme planimetrovali. Relativne uidaje planimetra sme vyniesli do grafu zdvislosti
od mnozstva latky v pg. Graf zdvislosti velativnhych hodndt planimetra od mnozstva
kyseliny N-acetylneuramninovej v pg (obr.2) vykazuje linedrny priebeh v rozmedzi
30—100 pg kyseliny N-acetylneuraminovej. Pri nandskach nad 100 pg uz body lezali
mimo priamky. Uvedend metéda mala pri uréovani variability relativnu sirku intervalu
spolahlivosti t = 9,64 9% prin = 9.
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Obr. 2. Zavislost medzi
mnozstvom kyseliny N-
acetylneuraminovej a plo-
chou denzitogramov.
Os tusediek: plocha (S)
denzitogramu zodpoveda-
juca Skvrne kyseliny N-
-acetylneuraminovej v re-
lativnych udajoch plani-
metra.
8 Os poradnic: zodpoveda-
juce mnozstvo kyseliny
. ‘ ) N-acetylneuraminove;j
05 10 15 20 25 30 35 s v ug.
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Diskusia

Pri pouziti metédy premeriavania chromatogramov v priesvite sme pre-
meriavali i chromatogramy impregnované parafinovym olejom. Vysledky
pri porovnani so Standardmi boli zhodné s vysledkami ziskanymi premeriava-
nim chromatogramov bez impregnacie. Neosvedéil sa ani spésob vyhodnoco-
vania kriviek pomocou vysky maxim, pretoze pri uréovani kyseliny sialovej
v sére nebol tvar skvfn vzdy zhodny so Standardom. Planimetrovanie ziska-:
nych kriviek a ich vyhodnocovanie z grafu zavislosti mnoZstva Standardu
od relativneho tdaja planimetra poskytovalo i v pripade pretiahnutych skvin
reprodukovatelné vysledky. Uvedenti metédu sme pouzili na stanovenie
derivatov kyseliny neuraminovej v krvnom sére po hydrolyze v 5 %, kyseline
trichléroctovej [13]. Opakovanym Stvornasobnym vyvijanim v systéme
n-butanol—kyselina octovd—voda 4 1 5 sme dosiahli dplné oddelenie
derivatov kyseliny neuraminove;j.

Dalkwjem prof. G. Blixovi za poskytnutie standardu kyseliny sialovej.
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ONPLEJEJTEHUE CHAJOBOM KHCJOTHI XPOMATOIPAOUEN HA BYMATE

0. MaprkoBud

1lcesiejoBaTe IbCKUIT HHCTHTYT peBMaTAYecKU X 3aboneBannit,
IIuemrsaanl

Il onpejiesieHUst MpPOM3BOAHLIX HEypaMMHOBOM KUCJTIOTLI Xpomatorpadueii ma Gymare
OpMMEHHJIH YCTHIPCXKPATHYI0 00pafoTKY XpOMATOrpaMM CACTeMOod n-OyTamos — yKCyCHasm
KMCIOTa—BOjla 4 1 5, mposBieRME CMECHIO n-JHMeTUIAMUHOOCH3AJIZEruaa U TPUXJIOL-
YKCYCHOIl KMCJIOTLL 1 OlCHKa Oblia NpoBejeHa NPAMLIM M3MEPEHHEM XPOMATOTpaMM, pe-
CHCTPAIMEH KPUBLIX M MX IUIAHHMETpHpoBanueM. MeToj Obi MpHUMeHEH AJIsl OIIpejesICHN s
NpOM3BOJHLIX HCYPAMHUHOBOM KUCJIOTLL B CHIBOPOTKE KPOBH.

Prelozil M. Fedoroviko

BESTIMMUNG DER SIALINSAURE MITTELS
DER PAPIERCHROMATOGRAPHIE

0. Markovié

Forschungsinstitut fiir rheumatische Krankheiten, Piestany

Zur Bestimmung von Derivaten der Neuraminséiure mittels der Papierchromatographie
wurde eine vierfache Entwicklung der Chromatogramme im System n-Butanol—Essig-
sdure—Wasser (4:1:5) und die Detektion durch p-Dimethylaminobenzaldehyd mit
Trichloressigséiure verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels direkter Vermessung
der Chromatogramme, durch die Registrierung der Kurven und deren Planimetrieren.
Die Methode wurde fiir die Bestimmung von Derivaten der Neuraminsiure im Blutserum
herangezogen.

Prelozil M. Liska
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