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Вільні та зв’язані форми  
сіалових кислот у плазмі крові хворих  

на хронічний лімфолейкоз 

О.В. Нетроніна5 

Державний заклад «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», Дніпропетровськ, Україна 

Досліджено рівень вільних і зв’язаних форм сіалових кислот (СК) при хронічному лімфолейкозі (ХЛЛ) та на різних етапах 
отримання хіміотерапевтичного лікування. Визначення сіалових кислот у плазмі крові хворих на ХЛЛ проводили до лікування, у 
першу добу та через два місяці після уведення хіміотерапевтичних препаратів за комбінованими схемами. Групою контролю ви-
ступали гематологічно здорові донори. Визначення рівня СК проводили тіобарбітуровим методом, із використанням трихлороцто-
вої кислоти для розподілу загальних сіалових кислот на вільні, протеїнзв’язані та олігозв’язані. Виявлено значне підвищення кон-
центрації вільних СК відносно норми: 43,2% відносно загальної їх кількості у плазмі. Рівень зв’язаних СК був зниженим відносно 
групи гематологічно здорових донорів, при цьому виявлено збільшення олігозв’язаних і зменшення протеїнзв’язаних СК. Прове-
дення хіміотерапевтичного лікування по-різному впливає на вільні та зв’язані форми СК. У першу добу лікування зафіксоване 
збільшення концентрації вільних СК на фоні зниження загального рівня СК, зниження протеїнзв’язаних СК і відсутність впливу на 
олігозв’язані СК. Через два місяці після проведення хіміотерапевтичного лікування досліджувані показники повернулися до зна-
чень, близьких до таких, які були у пацієнтів до початку лікування. Отримані дані можуть служити додатковим критерієм ефекти-
вності проведеного хіміотерапевтичного лікування.  

Ключові слова: глікокон’югати; поліхіміотерапевтичне лікування; N-ацетилнейрамінова кислота; нейрамінідаза; сіалілтрансфераза  

Free and bound forms of sialic acid in blood plasma of patients  
with chronic lymphocytic leukemia 

O.V. Netronina 

State Institution “Dnіpropetrovsk Medical Academy of the Ministry of Health of Ukraine”, Dnipropetrovsk, Ukraine  

The level of free and bound forms of sialic acids (SА) was investigated in chronic lymphocytic leukemia (CLL) and at different stages of 
receiving chemotherapy. Determination of sialic acid in blood plasma of patients with CLL before treatment were carried out on the first day 
and 2 months after taking chemotherapy drugs for combination schemes. Hematologically healthy donors represented the control group. 
Determination of SA was conducted by thiobarbituric method using trichloroacetic acid for distribution of total sialic acids onto free, protein 
bound sialic acid, and oligo bound sialic acid. Level of free sialic acid in serum in chronic lymphocytic leukemia was equal to 43.2% 
compared to the total number of plasma. On the first day of chemotherapy on background of the general level of oligo bound sialic acids we 
observed increase in free sialic acid by 24.2% compared to patients not receiving treatment. The level of sialic acids increased 2.6 times 
compared to norm and featured no significant changes at different stages of treatment. The concentration of sialic acids bound to proteins at 
73.4% was lower compared to the control group. After receiving chemotherapy on the first day there was a decline of this indicator to 56.2% 
compared to groups of patients before treatment. Two months after the treatment the level of all parameters under study returned back to the 
values obtained at the start of treatment. This data can serve as an additional efficiency criterion of the chemotherapy.  
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Вступ  

На поверхні кожної клітини живого організму міс-
титься шар гліканів, його глікокалікс, який забезпечує її 
зв’язок із навколишнім середовищем. В еукаріотів глі-
кокалікс складається з глікокон’югатів: глікопротеїнів, 
гліколіпідів, протеогліканів, більшість вуглеводних ком-
понентів яких містять кінцеві сіалові кислоти (СК), які в 
основному представлені N-ацетилнейраміновою кисло-
тою (NeuAc) (Schnaar et al., 2014). Сіалові кислоти у 
складі гліканів впливають на процеси адгезії, розпізна-
вання речовин, визначають тривалість циркуляції у кро-
ві деяких гормонів та білків, беруть участь у гормон-
рецепторній взаємодії (Varki and Gagneux, 2012).  

Хронічний лімфолейкоз являє собою неопластичне 
захворювання, яке характеризується зміною рівня дифе-
ренціювання лімфоцитів і зростанням їх кількості. По-
рушення процесу дозрівання білих клітин крові суттєво 
впливає на їх імунологічні властивості. За різних варіан-
тів імунних патологій у першу чергу змінюються струк-
турно-механічні властивості мембран лімфоцитів 
(Gornik and Lauc, 2008; Sladkova and Skorkina, 2013). 
Структури вуглеводного компонента глікопротеїнів та 
гліколіпідів, які містять сіалові кислоти, істотно зміню-
ються за непластичної трансформації. Найчастіше по-
рушення глікозилювання виникає внаслідок зміни фер-
ментативної активності нейрамінідаз і сіалілтрансфераз, 
що зумовлює відщеплення залишків сіалових кислот від 
глікопротеїнів. Ці процеси можуть спричинити до збі-
льшення концентрації вільних сіалових кислот у крові 
(Bose et al., 2013; Gruszewska et al., 2014).  

Аналіз літературних даних свідчить про те, що за-
гальний рівень СК у плазмі крові підвищується при 
багатьох захворюваннях, наприклад, запальних або 
онкологічних (Nigam at al., 2006). Але мало відомостей 
про розподіл різних форм сіалових кислот. Загальні 
сіалові кислоти в організмі представлені двома форма-
ми: вільними та зв’язаними. Зв’язані, у свою чергу, 
поділяються на сіалові кислоти, зв’язані з білками (сіа-
логлікопротеїни) та з олігомерами (сіалоолігосахариди, 
сіалопептиди, сіалоглікопептиди). Концентрація віль-
них сіалових кислот у плазмі крові незначна (Varki, 
2008; Ozkan et al., 2014).  

Протипухлинні засоби – препарати, які застосовують 
для лікування злоякісних пухлин. Лікарська терапія не 
замінює оперативні та променеві методи лікування, а 
доповнює їх і лише за деяких пухлинних захворювань 
може бути використана як основний або єдиний метод 
лікування. Серед цих захворювань – хронічний 
лімфолейкоз (Delgado et al., 2009; Geisler et al., 2011). 
Нині найпоширеніші комбіновані схеми лікування 
лейкозів, які включають різні групи препаратів: 
кортикостероїди (преднізолон), алкілувальні препарати 
(циклофосфамід), препарати на основі алкалоїдів 
барвінка (онковін, вінкристин), антрацикліни (докси-
рубіцин), аналоги пуринів (флударабін) (Allan, 2006; 
Fijas' and Frenkel, 2011).  

Зважаючи на вищевикладене, мета даної статті – ви-
значити розподіл різних форм сіалових кислот у хворих 
на хронічний лімфолейкоз за впливу хіміотерапев-
тичного лікування.  

Матеріал і методи досліджень  

Об’єкт дослідження – сироватка крові хворих на 
хронічний лімфолейкоз на різних етапах лікування. 
Клінічне обстеження пацієнтів проводили згідно зі стан-
дартами медичної допомоги в умовах спеціалізованого 
стаціонару – гематологічного відділення комунального 
закладу «Міська багатопрофільна клінічна лікарня № 4» 
м. Дніпропетровськ. Всі пацієнти давали письмову згоду 
на участь в обстеженні.  

Залежно від етапу проведення поліхіміотерапії хворі 
складали три дослідні групи. До першої входили хворі 
до проведення курсу лікування, другу складали хворі у 
першу добу проведення хіміотерапії, третя група – через 
два місяці після проведення стандартного курсу 
поліхіміотерапії. Контрольну групу складали 
гематологічно здорові донори віком 50–60 років. 
Виділення різних форм сіалових кислот здійснювали за 
допомогою трихлооцтової кислоти (ТХУ). Під час 
нагрівання глікопротеїнів плазми із трихлооцтовою ки-
слотою від них відщеплюються сіалові кислоти, які 
гідролізують із відщепленням вільної сіалової та оцтової 
кислот. Для визначення сіалових кислот використовува-
ли кольорову реакцію з тіобарбітуровою кислотою 
(Karpishhenko, 2013).  

До 0,5 мл сироватки крові додавали рівний об’єм 
охолодженої 9% ТХУ. Для видалення білків та 
сіалопротеїнів суміш перемішували та центрифугували 
10 хв за 3 000 об./хв. У першу пробірку для визначення 
вільних сіалових кислот (ВСК) відбирали 0,3 мл 
надосадової рідини та зберігали для подальшого 
дослідження у воді з льодом. Для визначення 
олігозв’язаних сіалових кислот (ОЗСК) у другу пробірку 
поміщали 0,2 мл супернатанта і гідролізували на 
киплячій водяній бані (7–8 хв), після чого охолоджували 
до 10–20 ºС. До отриманого осаду, який попередньо 
двічі відмивали 1 мл холодною ТХУ, додали 2 мл ТХУ. 
Отриману суміш гідролізували на кип’ячій водяній бані 
(7–8 хв), охолодили до 18–24 ºС та центрифугували 
(3 000 об./хв, 5–6 хв). 0,2 мл отриманого супернатанта 
переносили до третьої пробірки для визначення 
протеїнзв’язаних сіалових кислот (ПЗСК).  

В усі досліджені проби додавали по 0,3 мл реактиву, 
що містить 25 мМ йодної кислоти, розчиненої в 0,125 н 
сірчаній кислоті. Отриману суміш залишали на 18–24 ºС 
на 18–20 хв, після чого вносили у пробірки по 0,5 мл 2% 
арсенату натрію, розчиненого в 0,5 н соляній кислоті. 
Вміст пробірок ретельно перемішували та додавали 2 мл 
тіобарбітурової кислоти (0,1 М), рН якої доводили до 9,0 
насиченим гідроксидом натрію (1,25 М). Отримані 
суміші нагрівали на кип’ячий водяній бані протягом 7–
8 хв, охолоджували, рН доводили до 4,8–5,0 гідроксидом 
натрію. Для видалення хромогенів, які не характерні для 
сіалових кислот, до проб додавали по 4 мл н-бутанолу. 
Після перемішування та центрифугування (3 000 об./хв, 
5–6 хв) шар бутанолу із суміші видаляли. Потім у 
пробірки додавали по 2 краплі 10,5 М сірчаної кислоти 
та знову екстрагували хромоген. Вміст ВСК (І пробірка), 
ОЗСК (ІІ пробірка), та ПЗСК (ІІІ пробірка) визначали 
спектрофотометричним методом за довжини хвилі 
549 нм і виражали в ммоль/л. За різницею вмісту СК у 
першій і другій пробірках знаходили кількість ОЗСК.  
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Результати та їх обговорення  

У групі гематологічно здорових донорів рівень 
сіалових кислот, які вільно циркулюють у плазмі крові 
склав 0,08 ± 0,0058 ммоль/л (табл.). Отримані дані 
підтверджуються літературними джерелами (Uslu et al., 
2003). У групі хворих на хронічний лімфолейкоз до про-
ведення хіміотерапевтичного лікування спостерігали 
достовірне (Р ˂ 0,05) збільшення рівня ВСК, який значно 
перевищував норму і склав 1,27 ± 0,074 ммоль/л. У першу 
добу проведення стандартного курсу поліхіміотерапії на 

фоні зниження загального рівня сіалових кислот 
відбулося на 24,2% підвищення вмісту ВСК відносно 
хворих до лікування. Через два місяці після проходження 
хіміотерапевтичного лікування рівень ВСК повернувся до 
значень, отриманих на початку лікування.  

Рівень вільних сіалових кислот у групі гематологічно 
здорових донорів склав 3,1% відносно загальної кількос-
ті їх у плазмі крові (рис.). У групі хворих до проведення 
хіміотерапевтичного лікування вільні СК склали 43,2%. 
У першу добу цей показник зріс до 60%, а через два 
місяці після лікування знизився до 44,1%.  

Таблиця  
Концентрація різних форм сіалових кислот у сироватці крові здорових волонтерів  

і хворих на хронічний лімфолейкоз  

Концентрація сіалових кислот, ммоль/л 
Група досліджуваних 

вільні СК олігозв’язані СК протеїнзв’язані СК 
Здорові донори (контроль), n = 30 0,08 ± 0,058 0,20 ± 0,018 1,65 ± 0,120 
ХЛЛ до лікування, n = 30   1,27 ± 0,074*   0,52 ± 0,680* 0,95 ± 0,050 
ХЛЛ у першу добу лікування, n = 30 1,58 ± 0,085 0,60 ± 0,052 0,41 ± 0,030 
ХЛЛ через 2 місяці після лікування, n = 30 1,29 ± 0,110 0,70 ± 0,050 0,82 ± 0,060 

Примітка: * – достовірна різниця порівняно з контрольною групою за Р ˂ 0,05.  

 

Рис. Співвідношення рівня вільних і зв’язаних форм сіалових кислот у плазмі крові хворих на хронічний 
лімфолейкоз: І група – до початку хіміотерапевтичного лікування, ІІ група – перша доба проведення хіміотерапії,  

ІІІ група – через два місяці після поліхіміотерапії  

При різних видах лейкемії (Patel et al., 1991) рівень 
ВСК підвищується, і цей показних разом з іншими 
біохімічними маркерами може бути використаний для 
диференціювання різних видів лейкозів. У попередньо-
му досліджені ми визначили активність нейрамінідази – 
ферменту, який відщеплює залишки сіалових кислот. 
У цій групі хворих її активність зростала відносно нор-
ми, чим можна також пояснити підвищений рівень ВСК 
у плазмі (Maslak et al., 2013). Також нами показано 
збільшення експресії NEU1 за еритремії (Maslak et al., 
2014). За даними інших авторів, дослідження, проведені 
на клітинній лінії лімфоми Дальтона, показали, що після 
уведення циклофосфаміду та цисплатину до живильного 
середовища відбувається зниження концентрації СК. 
Існує думка, що внаслідок втрати клітинами сіалових 
кислот знижується негативний поверхневий заряд, що 
може спричинити деформації клітин і підвищення їх 
чутливості до фагоцитозу (Nicol and Prasad, 2002). Мож-
ливо, підвищення ВСК є показником ефективності 
хіміотерапії.  

Збільшення рівня вільних сіалових кислот може бути 
зумовлене збільшенням експресії NEU1, що показано 

нами під час досліджень мієлопроліферативного захво-
рювання еритремії (Maslak et al., 2014).  

Також установлено збільшення кількості сіалових 
кислот, які зв’язують олігомери в 2,6 раза частіше в 
І групі порівняно з нормою. У першу добу лікування та 
через два місяці після його проходження значних 
відмінностей за даним показником не виявилось. Щодо 
вмісту сіалових кислот, зв’язаних із білками, виявлене 
зменшення їх концентрації на 73,6% порівняно з групою 
гематологічно здорових донорів. Під час проведення 
поліхіміотерапії відбулося зниження цього показника на 
56,2% відносно групи хворих до лікування та на 75,1% 
відносно норми. Через два місяці після лікування рівень 
ПЗСК майже повернувся до значень, отриманих на по-
чатку лікування.  

Вільні олігосахариди – продукти клітинного метабо-
лізму глікокон’югатів, будова яких аналогічна вуглевод-
ній частині глікополімерів. Відомо, що концентрація 
вільних олігосахаридів у плазмі крові хворих на 
сублейкемічний мієлоз (одна з форм хронічних мієло-
проліферативних захворювань) значно вища, ніж у здо-
рових донорів, чим можна пояснити підвищений рівень 
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олігозв’язаних сіалових кислот (Pis'meneckaja and 
Batters, 2013). Сіалові кислоти, як правило, займають 
термінальне положення у складі глікокон’югатів, на-
даючи молекулі негативного заряду. Будь-яка зміна 
глікопротеїнів викликає зміни сіалових кислот і навпаки 
(Shantaram et al., 2009; Colucci et al., 2015). При 
хронічному лімфолейкозі показане зниження у плазмі 
крові концентрації імуноглобулінів G, M, A, які за 
хімічною природою є сіальованими глюкопротеїнами 
(Colovic et al., 2001; Al-Dabagh and Al-Maya, 2011). Так, 
IgG належить до N-гліканів комплексного типу та 
складає 75% імуноглобулінів плазми крові (Vidarsson et 
al., 2014). IgA на своїй поверхні містить О- та N-сайти 
глікозилювання та становить 10–20% імуноглобулінів 
плазми крові (Takahashi, 2014). IgM – високоглікозильо-
ваний білок, який має 5 сайтів N-глікозилювання ком-
плексного та олігоманозного типів (Shade and Anthony, 
2013). Відомо, що різні види хіміотерапевтичного 
лікування знижують рівень імуноглобулінів (Zugmaier et 
al., 2014). Отже, загальний рівень сіалових кислот 
підвищується при хронічному лімфолейкозі, що може 
бути пов’язаним із посиленим біосинтезом і виходом у 
кров білків гострої фази, які містять сіалові кислоти.  

Висновки  

При хронічному лімфолейкозі у сироватці крові 
рівень вільних сіалових кислот склав 43,2% відносно 
загальної кількості їх у плазмі крові.  

У першу добу проведення хіміотерапевтичного 
лікування на фоні зниження загального рівня сіалових 
кислот спостерігається підвищення концентрації вільних 
сіалових кислот на 24,2% відносно хворих, які не отри-
мували лікування.  

Рівень олігомерзв’язаних сіалових кислот зростає у 
2,6 раза порівняно з нормою і незначно змінювався на 
різних етапах лікування.  

Концентрація сіалових кислот, зв’язаних із білками, 
на 73,4% нижча порівняно з групою контролю. Після 
отримання поліхіміотерапевтичного лікування у першу 
добу спостерігається зниження цього показника на 
56,2% відносно групи хворих до лікування.  

Через два місяці після лікування рівень усіх 
досліджених показників повернувся до значень, отрима-
них на початку лікування.  
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