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UVODEM
Vazeni pratelé,

piinasime Vam tieti letosni Cislo naseho Bioprospectu.
Jak jsme Vas jiz v minulém ¢isle podrobné informovali,
nase stieSni organizace pfipravuje pro letosni podzim
(11. - 13. fijna 2023) vyznamnou mezinarodni udalost
»7th World Engineering Convention”, na jejimz progra-
mu je 14 vyznamnych a velice aktualnich tematickych
okruhlG. Zde bychom chtéli pfipomenout, Ze jednim
z téchto klicovych program( je téma ,Women in Scien-
ce and Engineering”, které bude pfedsedat Livia Simon
Sarkadi, profesorka madarské univerzity a specialistka
na vyZivu (na webu je mozné si poslechnout jeji pro-
gram kongresové sekce). K ucasti na tomto vyznam-
ném mezinarodnim kongresu se stéle jesté muzete pfi-
hlasit a vyuZit slevy registracniho poplatku, pokud jste
¢leny nasi spole¢nosti.

Radi bychom Vas déle upozornili na publikaci ISA-
AA, nazvanou ,Points to Ponder on Gene Editing: Can
We Edit the Future of Food? V této publikaci diskutuje
skupina expertd z rGznych ¢asti svéta moznosti vyuziti
téchto technik k hodnoceni bezpecnosti potravin. Od-
haduje se, Ze kolem r. 2050 dosahne pocet obyvatel ze-
mékoule 10 miliard a potfeba potravin se zvysi o 50 %.
Vzhledem k ocekavanym zménam klimatu bude ob-
tizné tolik potravin vyprodukovat. Autofi publikace se
domnivaji, Ze ,gene editing” (zmény DNA rostlin a Zi-
vocicht) mohou vytvofit sklizné s vyssi produktivitou,
rezistentni vG¢i Skdcm a chorobam tak, aby respek-
tovaly ménici se klima a zajistily dostatek potravin pro
rostouci populaci.

Na VSCHT se konala fada zajimavych pfednasek a ji-
nych aktivit. Uvadime ty nejatraktivnéjsi:

Seminai Vesmirné biotechnologie pofadany spol-
kem Biotrin, z.s. ve spolupraci s VSCHT. Jak sam nazev
naznacuje, cilem konference bylo seznamit Gcastniky
s potencialem kosmického Slechténi pfedevsim pro fe-
Seni i prevenci dopad( potravinového nedostatku a kli-

matickych zmén. Byly pfedstaveny projekty v oblasti
kosmického vyzkumu v CR i v zahraniéi.

Hlavnimi pfednasejicimi byli:
Dr. Chris Dardick
(USDA-ARS; ARS Scientists Develop Ever-Flowering
Fruit To Feed Astronauts;
Terrestrial fungus may be key to farming in space),
doc. Eduard Kejnovsky
(Pif MUNI),
prof. Zdenék Opatrny
(PiF UK; Kosmické Slechténi — nadéje,
nebo podfuk?)
Dr. Ivan Kulich (PiF UK).

Narodni centrum kompetence biorafinace

a cirkularni ekonomiky pro udrzitelnost
Podrobnosti o tomto vyznamném projektu koordinova-
ném prof. Ing. Karlem Melzochem, CSc. Ize rovnéz najit
na webovych strankach FPBT.

Pfi prohlizeni webovych stranek VSCHT se nezapo-
meiite podivat na stranky klubu absolvent(:
Alumni Klub VSCHT Praha:

Technicka 5

166 28 Praha 6 — Dejvice

Tajemnik: Bara Uhlikova, DiS.

E-mail: bara.uhlikova@vscht.cz

Telefon: +420220444 443

TéSime se na Vase pfispévky a spolupraci v dalsi
¢innosti nasi Biotechnologické spole¢nosti.

Piejeme Vam vSem pevné zdravi a splnéni Vasich
pfani v nésledujicim obdobi

Za redakci Bioprospectu
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova
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SOUCASNE TRENDY V CEREALNiI TECHNOLOGII

Pavel Skiivan, Marcela Slukova

Ustav sacharid(i a ceredlii, Vysokd $kola chemicko-technologickd v Praze; marcela.slukova@vscht.cz

Moderni biotechnologické postupy se v poslednich de-

setiletich uplatniuji i v natolik tradi¢nim oboru, jakym

je cerealni technologie. Vyroba chleba stoji do zna¢-
né miry na fermentacnich procesech jiz od pradévna

a stejné tak i dalSi vyznamné biochemické déje primar-

niho a sekundarniho zpracovani obilovin, které tam

pronikly jiz v davnych dobach. To podstatné, co charak-
terizuje vyvoj v poslednich desetiletich a promita se do
nasi technologie stale vyznamnéji, je znalost podstaty
mikrobiologickych, biochemickych a fyzikdlné che-
mickych proces(, které se zde uplatiuji, a schopnost
je smérovat a fidit. Cereélni technologie se v posledni
dobé velmi casto vraci k postuptim, které jiz upadaly
¢i upadly v zapomnéni, stejné jako k surovinam — obi-
lovinam, pseudoobilovindm, lusténinam i dalSim plodi-
nam, které se historicky vyuzivaly pro vyrobu chleba,
peciva i daldich cerealnich produktl, a globalizuje se

v tom smyslu, Ze se rozsifuje spektrum plodin i postu-

pu o takové, které mivaly pouze lokalni vyznam. K tech-

nologickym postupim uplatiiovanym v historii se vSak
navracime na nové urovni jejich poznani a chapani

a snazime se v maximalni mife vyuZit jejich potencial.

Totéz ve stejném duchu plati i o surovinach.
Hovofime-li o potencialu zrna/nazky/semena, pak

méame na mysli pfedevsim potenciél vyZivovy, tj. maxi-

malné efektivni vyuziti téch slozek nasich surovin, které
pfedstavuji nebo mohou predstavovat nutri¢ni pfinos.

Obiloviny sloutzily po tisicileti pfedevsim jako zdroj do-

stupné energie ulozené v molekulach skrobu a jako vy-

znamny zdroj proteint (byt neplnohodnotnych). V sou-
¢asné dobé viak ve vyspélych castech svéta fesSime (po-
prvé v lidské historii) problém prebytku energie v sorti-
mentu potravin dostupném naprosté vétsiné populace.
Prebytkova energetickd bilance je dana nejen bohat-
nutim spolec¢nosti, ale zejména také radikélni zménou
zivotniho stylu, ktery vedl k podstatné mensi energe-
tické naro¢nosti nasi kazdodenni ¢innosti. Klesla po-
tfeba fyzické prace a pohybu viibec. Z toho ddvodu se
historickd pfednost obilovin stala diskutabilni, a proto

v nich hledame (a ¢asto také nachazime) dalsi nutri¢né

vyznamné benefity a jejich energetickou vydatnost se

naopak snazime redukovat. Proto také navrat k zapo-
menutym plodinam a rozsifovani sortimentu surovin.

Hlavni chlebova obilovina — psenice — ktera postupné

ovladla i ty ¢asti svéta, kde se vyuzivala pouze okrajové,

s sebou sice pfinesla oblibené typy produktt (chleba,

peciva, téstovin), které maji jedinecné a jen velmi téz-

ko napodobitelné senzorické vlastnosti, ale predstavu-
ji pravé predevsim energeticky bohaté potraviny navic

s vysokym glykemickym indexem.

Zékladni cile, které z dnesniho pohledu v dal$im roz-
voji cerealni technologie vidime, jsou:

1. ZvySeni rozmanitosti produktd tradi¢niho typu (chle-
ba, peciva, téstovin) i dalSich cerealnich vyrobk
vcetné netradicnich.

2. Zvyseni podilu vldkniny a pfipadné také proteind
oproti skrobu a snizeni glykemického indexu cereal-
nich vyrobkd.

3. Dalsi rozsiteni sortimentu bezlepkovych cerealnich
produktt v ramci specialni vyZivy pro osoby trpici ce-
liakii ¢i jinou formou intolerance lepku.

4. Zefektivnéni vyuziti pfirozeného nutri¢niho potencia-
lu zpracovéavanych plodin (uchovani maxima pfinos-
nych biologicky aktivnich latek, zvySeni jejich biolo-
gické dostupnosti a vyuZitelnosti).

5. Rizené modifikace nutri¢ni hodnoty cerealnich vyrob-
kd snizenim obsahu nezadoucich slozek a zvySenim
obsahu nutri¢né pfinosnych slozek.

6. ZvySeni senzorické atraktivity cerealnich produktt
s vysokym obsahem vlakniny.

V praxi to znamena zejména vyvoj modernich typu
dezintegrace (mleti) obilovin, pseudoobilovin, lusténin
a dalsich plodin, které povedou k zddoucimu zjemnéni
granulace castic obalovych a podobalovych vrstev zrna
bohatych na vlakninu a doprovodné biologicky aktivni
latky. Toho je ovSem tieba dosahovat pfi maximalni Se-
trnosti k ostatnim slozkam.

Enzymové procesy se uplatiiuji zejména béhem po-
stupl takzvané hydrotermické Gpravy zrn, Srott nebo
mouk. Aby byl jejich priibéh dostate¢né Gcinny, museji
byt spravné nastaveny tii zékladni parametry — vlhkost,
teplota a cas. Historicky se vyvinula cela skala takovych
postupl zaloZzenych na Cisté empirické bazi. Dnes jiz
zname podrobné podstatu téchto zmén. Ve vodném
prostiedi (napf. pfi nakrapéni nebo maceni obilného
zrna) dochazi k sorpci a navazani vody do struktury
biopolymerd, tj. Skrobu (rychlejsi sorpce vody probiha
v piipadé skrobu poskozeného zejména béhem dezin-
tegrace), slozek rozpustné (bobtnavé) vlakniny a pro-
tein(. Dochazi k aktivaci enzym( a k jejich hydrolytic-
kému pUlsobeni (Stépeni skrobu, degradaci proteind
i Caste¢né hydrolyze nékterych slozek vlakniny). Vsech-
ny tyto déje probihaji rychleji a intenzivnéji pfi vyssi
teploté, a to v€etné enzymové hydrolyzy. Amylasy a do
jisté miry i proteasy jsou relativné termostabilni a jejich
teplotni optima jsou vysoka. Spoluplsobeni vlhkosti
a teploty v ¢ase nazyvame souhrnné hydrotermickou
Gpravou. Zrno je mozné podrobit hydrotermické tpravé
vcelku, nebo po (¢aste¢né) dezintegraci, tj. v podobé
loupané (¢i jinak povrchové opracované), vlocek, krup,
lamanky, trhanky, Srotu, stejné jako krupic a mouk.

Rizené postupy hydrotermické Gpravy, maéeni a kli-
¢eni obilnych zrn a jejich ¢asti vedou ke zméné obsa-
hu a struktury oligosacharidd, skrobu a neskrobovych
polysacharidd. Vedle biochemickych procest (aktivace
a pUsobeni enzymd, tvorba nizkomolekularnich fer-
mentovatelnych latek a jejich zapojeni do dalsich reak-
ci, uvolnéni substratl pro vznik senzoricky vyznamnych
latek, vznik exopolysacharidii a oligosacharid() hraji
roli i fyzikalni projevy (hydratace, bobtnani a mazova-
téni, tvorba nizkomolekulérnich ve vodé rozpustnych
latek). Produkty enzymové hydrolyzy polysacharidi
jsou v kone¢né fazi jednoduché cukry (maltosa, gluko-
sa a dalsi), jejichz pfitomnost se projevuje nasladlou
chuti produktd. Reakce neenzymového hnédnuti ve-
dou k produkt@im pfispivajicim charakteristickou mirné
nahoiklou chuti a zejména Sirokym spektrem vonnych
latek.
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Vedle vyznamnych modifikaci fyzikélné-chemickych
a senzorickych (organoleptickych) vlastnosti dochazi
také v procesech hydrotermické tpravy k vyznamnym
zménam nutri¢nich vlastnosti zpracovavané suroviny.
Vlivem bobtnani a ¢aste¢né hydrolyzy dochézi k rozvol-
néni struktur obalovych a podobalovych vrstev zrna
a tim k uvolnéni slozek vldkniny a doprovodnych latek
s Casto vyznamnou biologickou aktivitou. Spravné ve-
deny proces hydrotermické tpravy ma tak za nasledek
zvySeni biologické dostupnosti téchto latek a pfispiva
tak ke zvySeni nutri¢ni hodnoty produktu.

Prikladem stale castéji pouzivanych typd hydroter-
mické Upravy jsou pfiprava zapary i zavarky, které jsou
sice tradi¢nimi postupy, nicméné v soucasné dobé pro-
vadénymi nikoli na zakladé empirickych poznatkd, jak
tomu bylo dfive, ale na zakladé soucasnych znalosti
jejich fyzikalné-chemické, biochemické a mikrobiolo-
gické podstaty. V dnedni dobé se tyto procesy vedené
fizenym zplsobem na specialnich zafizenich také ozna-
Cuji jako aromatechnologie.Pfi kontrolovaném maceni
obilnych zrn ve vodé o teploté 20 — 30°C po dobu
12 — 24 h difunduje voda mikropory dovniti zrna a tim
je zahajen proces bobtnani skrobu a proteind. Vlakni-
na, enzymy a bioaktivni latky zlstavaji v této fazi beze
zmény. Intenzivnim ohfevem zrna ve vodé po dobu né-
kolika hodin se ziskd produkt oznac¢ovany jako zépara
(ohiev pfi teploté cca 50 °C) nebo zévarka (ohfev pifi
teploté nad 60 °C).

V pfipadé zépary je po smichani vody a vétSinou ce-
lych zrn smés zahfivana na teplotu kolem 50 °C a poté
ponechana cca 2 — 3 h stat. Diky vyssi teploté v porov-
nani s macenim dochazi k rychlejSimu pohybu a pfijmu
vody do struktury zrna a ke zvétSeni objemu zrna. Pii
zahfivani a béhem stani smési dochézi k intenzivni-
mu bobtnani skrobu (nastava rozpad skrobovych zrn)
a bobtnani proteind, k ¢astecnému bobtnani slozek
rozpustné vlakniny, nepatrnému vyluhu vitamind (vita-
mind skupiny B) a rozpustnych soli mineralnich latek.

Pfi pfipravé zévarky se jedna o smichéni vody a zrn
(nebo Srotu ¢i jemnéjsich produktd — mouk), zahtati
smési na teplotu 60 — 65 °C (i vySe) po dobu nékolika
hodin. Produkt pak chladne a dozrava. Vétsinou jsou
do smési pfidavany i amylolytické enzymy, nejcasté;ji
ve formé enzymové aktivni sladové mouky. Nastava in-
tenzivni enzymové odbouravani zmazovatélého Skrobu
na dextriny nebo az na cukry (maltosa, glukosa). Jed-
noduché sacharidy zpGsobuji nasladlou chut produktu
a béhem tepelné tpravy se podili na barvé kurky a vini
a chuti pekaiského vyrobku se zavarkou. Vedle aktivace
ptvodnich amylolytickych enzym jsou aktivovéany i pro-
teolytické enzymy. Probiha hydrolyza proteint za vzniku
rGznych peptidG a aminokyselin, které mohou pfispivat
k profilu aromatickych latek zavaiky a finalniho pekai-
ského produktu. Aminokyseliny se navic pfi procesu
peceni spolu s cukry zapojuji do reakci neenzymového
hnédnuti (Maillardova reakce, vybarveni kirky peciva
a charakteristické vonné a chutové latky peciva). S delsi
dobou stani smési dochazi k intenzivnéjsimu bobtnani
¢asti rozpustné vlakniny a k vyluhu nékterych nizkomo-
lekularnich, ve vodé rozpustnych latek. Po senzorické
strance jsou obilna zrna ve formé zavaiky snadnou Zvy-
katelna, s mékkou konzistenci a velmi pfijemnou vini
a chuti. Del3i doba a vyssi teplota upravy zrna vede
ke zvyseni vyuzitelnosti nékterych bioaktivnich latek.

Fermentacni procesy provazeji zpracovani obilovin
od jeho pocatkd v davné historii. Zakladnimi procesy,
které se v ceredlni technologii uplatiiuji, jsou etano-
lové a mlé¢né kvaseni. Zatimco prvni z nich se vyuzi-
va predevsim diky tvorbé oxidu uhli¢itého (kvasného
plynu) slouziciho k nakypieni tésta, mlécné kvaseni jak
homo- tak heterofermentativniho typu ma zasadni vliv
na senzorické vlastnosti vyrobku. Ale jak se ukazalo,
také na vyZivové vlastnosti, a to jak tvorbou nékterych
nutri¢né vyznamnych a biologicky aktivnich latek (na-
priklad exopolysacharid), tak také zvySenim biologické
dostupnosti a vyuZitelnosti latek pfitomnych v zrnech
a primarnich produktech. Hlavni produkty mlé¢ného
kvaseni, pfedeviim sama kyselina mlé¢na, slouzi také
diky své antifungélni aktivité jako pfirozeny konzervant
a stabilizator vyrobkd. Pfiprava (vyroba) kvast a jejich
aplikace pfi vyrobé chleba a peciva je soucasti a v jis-
tém smyslu i fundamentem sekundarniho zpracovani
obilovin jiZ od jeho pocatkd. Kvasy se pfipravovaly pie-
devdim z primarnich produkt (Srotd a mouk) zaklad-
nich chlebovych obilovin (p3enice, jeémene a posléze
Zita) a jejich nositelem byly jak etanolové tak mlé¢né
kvaseni. Zitné kvasy, v nichi se kombinuji oba typy
kvaseni, jsou typické pro stfedni, severni a vychodni
Evropu.

Kvasy se obecné pfipravuji budto spontanni iniciaci
z piirozené mikrofléry obilovin, nebo pomoci starto-
vacich kultur rozmanitého slozeni. Vedou se v jednom
nebo vice stupnich a nékteré z nich jsou opakovatel-
né, Cili vétsi ¢ast finalniho kvasu se pouziva pro tvorbu
tésta a mensi ¢ast se vraci jako zaklad pro dalsi kvasny
cyklus. V soucasné dobé viak existuje mnoho techno-
logickych postup vyroby vitélnich (Zivych) kvasd, které
vyuZivaji moderni poznatky mikrobiologie, biochemie
a nauk o vyzivé, a které pfedstavuji skute¢né propraco-
vané biotechnologické procesy. Z diivodd uvedenych
vySe se kvasiim vénuje v moderni cereélni technolo-
gii zna¢na pozornost a vyvijeji se postupy modifikace
a optimalizace fermentacnich procesti s ohledem na
kvantitativni i kvalitativni skladbu produktl, zejména
na obsah a zvy3eni dostupnosti biologicky aktivnich
a nutri¢né piinosnych latek. Kvasy také diky své stabili-
zac¢ni schopnosti snizuji nebo eliminuji potiebu pfidav-
ka nékterych pfidatnych latek slouzicich k prodlouzeni
Cerstvosti a trvanlivosti chleba a peciva. Jako substrat
slouzi primarni produkty Zita i pSenice, ale v posledni
dobé se pozornost stale vice zaméfuje také na méné
tradi¢ni obiloviny (napf. ¢irok), ale také na pseudoobi-
loviny i lusténiny.

Jiz v blizké budoucnosti mizZeme ocekavat, ze se
moznosti regulace enzymovych a fermentaé¢nich pro-
cesll pfestanou omezovat pouze na metody, které se
v praktické cerealni technologii uplatiiuji dosud zce-
la prevaziné, totiz na Upravy fyzikélnich a fyzikalné-
-chemickych podminek, za nichz tyto procesy probihaji,
nebo na pfidavky enzym ¢i inokulaci mikroorganismy.
PouZivat se za¢nou hlubsi a sofistikované;jsi zasahy do
jejich molekularné biologické podstaty. Takové zasahy,
které povedou k tGcinnéjsimu ovlivnéni slozeni cereal-
nich produktd, at jiz ve smyslu obohaceni o biologicky
aktivni latky, nebo naopak eliminace nékterych neza-
doucich slozek (napf. lepku) jsou jiz piedmétem vyzku-
mu a jejich aplikace je pouze otazkou ¢asu.
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ODBORNE PRISPEVKY

PERSPEKTIVY DERIVATU INZULINU S PREFERENCNIM

PUSOBENIM V JATRECH

. v

Ji¥i Jiracek a Lenka Zakova

Ustav organické chemie a biochemie AV CR, Flemingovo ném. 2, 16610 Praha 6 jiri.jiracek@uochb.cas.cz

Uvod

Diabetes mellitus, neboli cukrovka, je vainé meta-
bolické onemocnéni zpisobené bud’ neschopnosti
slinivky bfisni produkovat peptidovy hormon inzulin
(diabetes prvniho typu) nebo ztraty schopnosti orga-
nismu na inzulin spravné reagovat (diabetes druhého
typu)'2. Diabetes prvniho typu je zplisoben autoimun-
ni destrukci bunék slinivky produkujicich inzulin a do-
provazi lidstvo od nepaméti. Tento typ diabetu je pro-
zatim nelécitelny, ale podanim exogenniho inzulinu
Ize eliminovat projevy diabetu, tzn. neschopnost téla
pojmout glukézu z krve do bunék a metabolizovat ji,
a tak umoznit diabetikdim vést viceméné plnohodnotny
zivot. V roce 2022 uplynulo jiZ sto let od prvniho Gspés-
ného podani inzulinu diabetickému pacientovi. Napros-
ta vétsina diabetikd (pfes 90 %) ovsem trpi diabetem
druhého typu, kdy télo produkuje inzulin viceméné bez
problémd, ale ztraci schopnost na néj citlivé reagovat.
Molekulérni mechanismus vzniku diabetu druhého
typu je stale nejasny, jedna se o onemocnéni zpiso-
bené dysfunkci vice genl a diabetes druhého typu je
takika vidy doprovazen obezitou. Diabetes druhé-
ho typu je tedy onemocnéni zplsobené nezdravym
zplsobem Zivota, nedostatkem pohybu a nadmérnym
pfijmem vysokokalorické potravy. Kvdli rostoucimu
poctu diabetiki a obéznich lidi v populaci je situace
v souéasnosti pfirovnavana k epidemii. V Ceské repub-
lice vice nez jeden milion obcan( trpicich diabetem?.
Diabetes druhého typu Ize 1écit v pocatecni fazi dietou
a zvySenym pohybem, pozdéji oralnimi antidiabetiky,
jako je napfiklad metformin. U fady diabetik druhého
typu oviem v pozdéjsi fazi onemocnéni dochazi k se-
beposkozovani slinivky, nebot ta se snazi kompenzovat
nizkou citlivost organismu na produkovany inzulin jeho
stale vysokou produkci a sekreci. To mze nakonec
vést ke ztraté schopnosti produkce vlastniho inzulinu
a v disledku nakonec k nutnosti aplikovat denné inzu-
lin stejné jako u diabetu prvniho typu.

Spole¢nym projevem obou typd diabetu je vysoka
hladina cukru v krvi a neschopnost jej efektivné me-
tabolizovat. Chronicky dlouho trvajici zvy3ena hladina
cukru v krvi mé pro organismus fatalni dasledky, ne-
bot pozvolna dochéazi ke kovalentni modifikaci protei-
nd ve sténach krevnich cév molekulou glukosy a k je-
jich naslednému poskozeni. V disledku toho diabeticti
pacienti trpi fadou cévnich a nervovych onemocnéni,
které mohou vést ke ztraté funkénosti organd ¢i konce-
tin, nizS§imu komfortu Zivota a k prfed¢asnym umrtnim.
Hlavnim cilem lé¢by u diabetik( je tedy udrzet hladinu
krevni glukézy ve fyziologickém rozmezi, tzn. pfiblizné
3,9 — 5,6 mmol/I.

Fyziologicka produkce inzulinu pankreatickymi B-bun-
kami a jeho sekrece do krevniho fecisté je nesmirné

efektivni a precizné regulovany proces, kdy pankreas
citlivé, v rozmezi nékolika malo minut, reaguje sekreci
inzulinu na vyssi ¢i nizkou hladinu glukosy v krvi a kdy
koncentrace inzulinu v krvi neklesa obvykle pod pfi-
blizné 50 pmol/l na la¢no a nepievySuje 250 pmol/I
po jidle. Pili§ mnoho inzulinu v krvi by totiz mohlo
piivést organismus do stavu hypoglykémie, tzn. pfilis
nizké hladiny krevni glukosy, coz by pro organismus
mohlo byt fatélni v ddsledku poskozeni mozku, ktery
nepretrzité spotfebovava znaéné mnozstvi glukosy. Ri-
kdme tedy, Ze inzulin ma velmi Gzky terapeuticky index,
coZ znamena, Ze je organismu prospésny jen v Gzkém
koncentra¢nim rozmezi, mimo které inzulin $kodi*.

Pii fyziologickém pusobeni je inzulin ze slinivky nej-
prve vylu¢ovan portalni Zilou do jater, kde inzulin za-
stavi produkci jaterni glukosy inhibici glukoneogeneze
a glykogenolyzy®. Odhaduje se, ze jatra metabolizuji asi
polovinu inzulinu pfichazejiciho ze slinivky. Zbyly inzu-
lin se poté dostava do cirkulace a periférie organismu,
zejména do svalové a tukové tkané, kde umozni vstup
glukosy do bunék aktivaci receptoru inzulinu a nasled-
né glukosového transportéru GLUTA4. Pfi podkoZnim po-
dani exogenniho inzulinu diabetikéim se inzulin z mista
vpichu uvoliiuje hlavné nejprve do tukové a svalové
tkané a jeho plsobeni v jatrech zpozdéno. V dlsledku
toho dochazi k opozdénému utlumeni endogenni pro-
dukce glukosy a tim k nerovnovaham v regulaci hladiny
krevniho cukru, coz dlouhodobé vede ke zdravotnim
problémam.

Z téchto davodu byla vynalozeno znacné Usili pozmé-
nit molekulu inzulinu tak, aby putovala do jater po pod-
koznim podani rychleji nez inzulin lidsky ¢i jeho klinicky
pouzivané analogy.

Hepatoselektivni inzulin peglispro

V tomto kontextu, firma Eli Lilly vyvinula derivat in-
zulinu nazvany peglispro (LY2605541 ¢i BIL), ktery
obsahuje kovalentné pfipojeny linearni 20 kDa po-
lyetylenglykolovy (PEG) fetézec k postrannimu fetézci
LysB28 (derivat peglispro jesté obsahuje oproti lids-
kému inzulinu zdménu aminokyselin ProB28-LysB29
za LysB28-ProB29)“. Prodlouzeného ucinku je dosa-
zeno diky zvétSené hydrodynamické velikosti analogu
diky konjugatu s PEG, ktery je vice nez Ctyfikrat vétsi
nez nemodifikovany inzulin. Toto zvétSeni velikosti ma
za nasledek pomalejsi podkozni absorpci a také pod-
statné snizenou glomerularni filtraci, coz oboji pfispi-
va k vyraznému prodlouzeni polocasu Zivota peptidu®.
Klinické studie s inzulinem peglispro potvrdily farma-
kokinetiku s prodlouzenym G¢inkem na snizeni gluko-
sy, ktery pfetrvaval az 36 hodin’. Z pfimého srovnani
inzulinu peglispro s inzulinem glarginem u pacientd
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s diabetem prvniho typu vyplynulo, Ze pacienti léeni
inzulinem peglispro doséhli lepsi kontroly glykémie
a poutziti peglispra bylo doprovazeno mensim rizikem
hypoglykémie, a dokonce snizenim vahy u pacientd,
coz je u lécby inzulinem unikatni®. Jedine¢nou vlast-
nosti inzulinu peglispro je jeho hepatoselektivni pl-
sobeni v klinickych studiich provedenych u pst i lidi,
kdy subkutanni podani inzulinu peglispro vykazovalo
preferenc¢ni jaterni Ucinek, coz se projevilo posunem
od spotieby jatry produkované glukézy k vyuZiti peri-
ferni glukozy®. Tato data naznacovala, Ze tento analog
muze po podkozinim podani fungovat fyziologictéjSim
zplsobem nez lidsky inzulin.

Dalsi data z klinickych studii ovSem ukazala, Ze pouZi-
ti peglispro, ve srovnani s inzulinem glarginem (analog
inzulinu s prodlouzenym G¢inkem), bylo doprovazeno
vys$simi hladinami jaterniho tuku, triglycerid a alanin
aminotransferasy, avSak bez zdvainého poskozeni ja-
ter’®. Nicméné kvdli t¢émto nepfiznivym Gcinkim spo-
le¢nost Eli Lilly nejprve odlozila zadost o schvaleni in-
zulinu peglispro jako léciva, aby mohla dale vyhodnotit
bezpec¢nost tohoto derivatu v pokracujicich studiich
faze 111, a nakonec v roce 2015 ukoncila jeho vyvoj*.

Izoformy receptoru pro inzulin

Inzulin vyvolava své fyziologické efekty vazbou na re-
ceptor pro inzulin a aktivaci tohoto receptoru. Receptor
pro inzulin je transmembréanovy glykoprotein o relativ-
ni molekulové hmotnosti vice nez 150 kDa. Je pomér-
né mélo zndmym faktem, zZe receptor inzulinu existuje
ve dvou izoformach, A (IR-A) a B (IR-B), které se lisi
pouze 12 aminokyselinami, které jsou v IR-B umisté-
ny na C-konci a-podjednotky a které v IR-A receptoru
chybi". Téchto rozdilovych 12 aminokyselin receptoru

Obrazek 1. Interakce inzulinu s doménami L1, CR
a a-CT izoformy A receptoru pro insulin. Konec C do-
mény a-CT IR-A je zobrazen ve svétle modré barvé
a ve formé kostry peptidového fetézce (Caste¢né ve
Sroubovicové konformaci) a se zobrazenymi postranni-
mi fetézci aminokyselin Phe714, Val715, Pro716, Arg717
a Pro718. Cervena hvézditka oznatuje misto, kde je
do a-CT vlozeno 12 aminokyselin izoformy B recepto-
ru. Pfilehlé domény L1 a CR receptoru jsou znazornény
jako svétle $edy povrch. Retézce insulinu jsou zobra-
zeny v okrové barvé a v insulinu jsou oznaceny ami-
nokyseliny TyrB26, ThrB27, ProB28, LysB29 a ThrB30.
Obrazek byl pfipraven v programu PyMol na zékladé
struktury PDB 1D 6SOF.

je ovSem umisténo v blizkosti vazebného mista pro in-
zulin (Obrazek 1). Lidsky inzulin ma va¢i obéma izo-
formam receptoru piiblizné stejnou vazebnou afinitu™.
Dulezitym faktem je, Ze obé izoformy maji rozdilné
tkarnové zastoupeni. Zatimco lidsky mozek a lymfatické
tkané obsahuji takika vyhradné IR-A, jatra maji takika
vyhradné IR-B a ostatni tkané jako tukova nebo svalova
obsahuji rGizné poméry obou izoforem™®.

Tkanové zastoupeni obou izoforem a zejména takika
vyhradni zastoupeni IR-B v jatrech vedly k ivaham, zda
by bylo mozné lidsky inzulin pozménit tak, aby vykazo-
val vazebnou specifitu vii¢i IR-B, idealné nizsi vazebnou
afinitu viici IR-A a vyssi viici IR-B, ve srovnani s lidskym
inzulinem.

Analogy inzulinu s pozménénou
vazebnou specifitou vii¢i izoformam
receptoru pro inzulin

Vyzkumnici z Novo Nordisk A/S vyvinuli analog inzuli-
nu INZ-B ([HisA8, AsnB25, GluB27-desThrB30]-inzulin),
ktery vykazuje 26 — 30 % vazebné afinity lidského in-
zulinu vici IR-B a 8 — 10 % vici IR-A. To znamena, ze
INZ-B asi 3x specifi¢téjsi vici IR-B nez vici IR-A. Poda-
filo se jim také vyvinout derivat inzulinu INZ-A, ktery
vykazuje 55 % vazebné afinity lidského inzulinu vidi
IR-A a 10 % vici IR-B a jeho vazebna afinita je tedy
asi 5,5x vy$si vaci IR-A néz vici IR-B. Tyto dva derivaty
inzulinu s pozménénou vazebnou specifitou byly po-
uzity pro studium jejich ucink v potkanech in vivo™.
INZ-A byl vice Gcinny ve stimulaci syntézy glykogenu
ve svalu nez v hepatocytech a také nez pfi stimulaci li-
pogeneze v adipocytech. Naproti tomu INZ-B byl vice
Gcinny v hepatocytech nez ve svalu a adipocytech. Tyto
vysledky dobie reflektuji tkarnové zastoupeni izoformy
IR-B (vice v hepatocytech a méné ve svalu a adipocy-
tech) a vazebnou selektivitu analogl. Vysledky této stu-
die jsou duleZité, protoze dokladaji, Ze i analogy inzu-
linu s relativné mirné (3 — 5x) pozménénou vazebnou
specifitou v(ci izoformam IR mohou vyvolévat tkanové
selektivni fyziologické efekty, a napovidaji, Ze tato stra-
tegie modifikace inzulinu by mohla byt perspektivni
pro vyvoj novych léciv diabetu. Firma Novo Nordisk
A/S ovsem v tomto slibném vyzkumu dale nepokraco-
vala.

Pfed nékolika lety jsme se v nasi laboratofi rozhodli
v ,oZivit" myslenku analogl inzulinu se zvySenou va-
zebnou selektivitou vaci IR-B™. Vyuzili jsme znalosti,
jak se inzulin vaze na IR-A. Ve struktufe inzulinu v kom-
plexu s IR-A ovSem neni 12 rozdilovych aminokyselin
receptoru pfitomnych a struktura komplexu s IR-B,
ve kterém by tyto aminokyseliny byly vidét, se jesté vy-
fesit nepodafilo. Ddvodem miuze byt zna¢na pohybli-
vost tohoto Useku.

Nasi strategii bylo modifikovat ty aminokyseliny v in-
zulinu, které by mohly byt pfipadné v kontaktu s 12
rozdilovymi aminokyselinami IR-B (Obrazek 1). Ze
série asi 50 analogl inzulinu®™, které jsme pfipravili
a které byly systematicky testovany za Géelem zjisténi
jejich vazebnych afinit vaci IR-A a IR-B, analog [AlaB29,
GluB31, amidB31]-inzulin (¢i LZ-162), s koncem C fe-
tézce B prodlouzenym o amid kyseliny glutamové,
vykazoval vice nez trojnasobnou vazebnou selektivitu
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vici IR-B, pficemz jeho afinita k IR-
-B byla vyssi (140 %) a k IR-A niz-
$i (44 %) nez u inzulinu lidského
(100 %). DalSim zajimavym po-
znatkem bylo, Ze analog LZ-162
vykazoval také asi 4 x vy$si odol-
nost vici denaturaci pii 37 °C nez
lidsky inzulin. Odolnost preparatd
inzulinu vi¢i denaturaci je dulezi-
ty faktor, nebot inzulin je dodéavan
pacientim v roztoku a ti jej casto
uchovavaji bez moznosti chlazeni.
Usoudili jsme tedy, Ze derivat inzu-
linu LZ-162 by mohl byt vhodnym

Obrazek 2. Schopnost lidského inzulinu a analogu LZ-162 stimulovat auto-

fosforylaci receptord IR-A a IR-B.

Obrazek 3. Zmény koncentrace krevni glukézy v my-
Sich (samci C57BI/6n, 10 zvifat na skupinu) po aplika-
ci solného roztoku (¢erné), lidského inzulinu (modie)
a analogu LZ-162 v dévce 4,5 nmol/kg aplikované po
5h hladovéni. Vysledky jsou zobrazeny jako priiméry
deseti hodnot se smérodatnou odchylkou (SEM). *je
pro p < 0,05, ** je pro p < 0,01, a *** je pro p < 0,001.
Modré hvézdicky indikuji, ve kterych hodnotach byl
efekt lidského inzulinu statisticky vyznamné rozdilny
od efektu solného roztoku. Zelené hvézdicky indikuiji,
ve kterych hodnotéach byl efekt LZ-162 statisticky vy-
znamné rozdilny od efektu solného roztoku a cerve-
né hvézdicky indikuji, ve kterych hodnotach byl efekt
LZ-162 statisticky vyznamné rozdilny od efektu lidského
inzulinu.
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Déle jsme porovnali schopnost
analogu LZ-162 a lidského inzuli-
nu stimulovat autofosforylaci receptoru inzulinu ve fib-
roblastech produkujicich pouze jednu z jeho izoforem
(Obrézek 2). Analog LZ-162 aktivuje IR-B v bunkéch po-
dobné jako inzulin lidsky, ale jeho schopnost aktivovat
IR-A byla znatelné niZsi.

Tento vysledek nas povzbudil k testovani schopnosti
analogu LZ-162 snizovat hladinu krevni glukosy v my-
Sich in vivo a ponékud piekvapivé bylo zjisténi, Ze je
analog pfi stejné davce zdanlivé aktivnéjsi nez lidsky in-
zulin (Obrazek 3). Je lakavé spekulovat, Ze vyssi aktivita
LZ-162 v mysich by mohla byt zplsobena jeho silnéjsi
a rychlejsi aktivitou v jatrech.

V soucasné dobé porovnavame efekty LZ-162 a lid-
ského inzulinu na aktivaci receptoru inzulinu v réznych
organech po aplikaci do mysi. Doufame, Ze se nam
podafi prokazat selektivni Gi¢éinek analogu na nékteré
organy. Pokud bude vysledek pozitivni, budeme uva-
Zovat o rozsahlejsi a komplexnéjsi studii ucinkl LZ-162
ve zvifatech. Cilem je prokazat, ze koncept derivatd in-
zulinu s pozménénou vazebnou afinitou vici jednotli-
vym izoforméam receptoru inzulinu je Zivotaschopny
a stoji za dalsi vyvoj.
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Souhrn

Jiraéek ). et al.: Perspektivy derivatii inzulinu s preferencnim piisobenim v jatrech

Cukrovka je vaZzné metabolické onemocnéni zpisobené neschopnosti téla produkovat inzulin & na négj citlivé reagovat. Zivoty miliént
diabetickych pacientl jsou zachrafiovény diky pravidelné podkozni aplikaci inzulinu. Pfes 100 let vyzkumu inzulinu stale jesté neni
optimalizovéno jeho podani pacientlim, které se lisi od fyziologického piasobeni, kdy je inzulin sekretovan ze slinivky nejprve do jater,
kde plni dtlezZité fyziologické funkce, a az pak do periferie organismu. Opozdéné pisobeni inzulinu v jatrech po podkoznim podani
zpUsobuje nerovnovahy v glykémii pacient( a tim i zdravotni komplikace. V této praci shrnujeme vysledky dosazené pfi vyvoji derivat
inzulinu s preferenénim plsobenim v jatrech a diskutujeme jejich potenciél pro l1é¢bu cukrovky.

Klicova slova: inzulin, analog, cukrovka, receptor inzulinu, izoforma, vazebna afinita, hepatoselektivita

Summary

Jiracek ). et al.: Perspectives of insulin derivatives with preferential action in the liver

Diabetes mellitus is a serious metabolic disease caused by the inability of the body to produce or respond to insulin. The lives of millions
of diabetic patients are saved by regular subcutaneous administration of insulin. Despite 100 years of research on insulin, its administ-
ration to patients is still not optimized because it differs from the physiological action, where insulin is secreted from the pancreas first
to the liver, where it performs important physiological functions, and then to the periphery of the body. The delayed action of insulin
in the liver after subcutaneous administration causes imbalances in patients’ glycaemia and thus health complications. In this paper,
we summarize the results obtained in the development of insulin derivatives with preferential action in the liver and discuss their

potential for the treatment of diabetes.

Keywords: insulin, analogue diabetes mellitus, insulin receptor, isoform, binding affinity, hepatoselectivity

MIKROFLUIDNI PCRS VYUZITIM PI':!iSTROJE BIOMARK X:
VYSOKOKAPACITNi METODA ANALYZY (NEJEN) GENOVE

EXPRESE

Martina Novotna, Eva Jablonska

Ustav biochemie a mikrobiologie, Vysokd $kola chemickotechnologickd v Praze, stankovg@vscht.cz

Uvod

Genova exprese (GE) je proces, pfi kterém se synte-
tizuje genovy produkt na zékladé informaci poskytova-
nych deoxyribonukleovou kyselinou (DNA). Analyza GE
hraje kli¢covou roli pro nase porozuméni bunécné fyzio-
logie, genetickych chorob a progrese onemocnéni' 2.

K detekci hladin GE na trovni mRNA (neboli sledo-
vani relativni miry transkripce, zkr. RMT) jsou nejcasté;ji
pouzivané laboratorni techniky Northern blotting, kvan-
titativni polymerazova fetézova reakce (qQPCR), DNA ¢ip
(DNA microarray) a RNA sekvenovani (RNA-Seq)'. Béz-
ny zplsob méfeni RMT sestéva z nékolika kroka, vcet-
né odbéru vzorkd, izolace RNA, reverzni transkripce na
cDNA a nasledné amplifikace pomoci polymerazové fe-
tézové reakce (PCR). Tyto kroky jsou obecné pouzitelné
pro vétsinu metod méfeni RMT, at uz jde o microarray,
RNA-Seq nebo qPCR'.

Soucasné techniky pro analyzu RMT jsou neustéle vy-
vijeny a zdokonalovany. Jednim z novych systémd, kte-
ry poskytuje nékolik vyhod je pfistroj Biomark X. Jedna

se o inovativni pfistroj, ktery na zdkladé PCR v mikro-
fluidnim uspofadani umoznuje (nejen) analyzu genové
exprese>.

Technologie zalozené na mikrofluidice

Hlavni myslenkou mikrofluidiky je zaclenit operace,
které ¢asto vyzaduji celou laboratof, do malého, jedno-
duchého systému. Mikrofluidika zpracovava velmi malé
objemy tekutin, az po femtolitry (fL). Tekutiny v mik-
rofluidnim ¢ipu jsou smérovéany, michany, separovany
nebo jinak upravovany za Gcelem detekce vice analy-
td v jednom vzorku (angl. multiplexing), automatizace
a vysokokapacitniho uspofadani. Tuto technologii Ize
vyuzit napfiklad pro jiz zminénou PCR, ale i pro elektro-
forézu, nebo chromatografii‘.

Pro PCR nabizi mikrofluidika celou fadu vyhod: auto-
matizaci pfi pfipravé reakci, rychlejsi analyzu diky krat-
$im reakénim/separa¢nim dobam, paralelni zpracova-
ni vzorkd, nizkou spotfebu ¢inidla a snizené naklady
na analyzu®.
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Tab. 1 - Srovnani pfikladd pfistroji fungujicich na podobném principu jako Biomark X®°

Nazev . . . wags . Objem /
pristroje Firma Princip Vyuziti Vyhody Pocet reakci
Analyza genové MUIt'P!eX'
. .- Mikrofluidicky exprese, genotypi- automatizace,
Biomark X Fluidigm . ro vysoka pfesnost 6,7 nl / 9216
systém (PCR) zace, kvantifikace "
DNA/RNA _a citlivost,
tisice reakci
Thermo Genové analvza Vlysoka hustota
OpenArray | Fisher Scientific | Mikrofluidicky o yza, reakci na Cipu,
. , kvantifikace DNA/ v . + .| 33nl/3072
System (Applied systém (PCR) RNA zmensené reakéni
Biosystems) objemy

Mikrofluidiku vyuziva i dalsi dilezita technika - digi-
talni PCR (dPCR). Jejim principem je rozdéleni reakéni
smési na PCR do mnoha dil¢ich reakci (tzv. mikroobje-
mua) jiz pfed amplifikaci. Viysledky mohou pfesné urcit
pocet kopii a tim i koncentrace vzork( nukleovych ky-
selin bez nutnosti pouZiti standard(. Nékteré pfistroje
obé moznosti kombinuji - umoziiuji na ¢ipu bud pro-
vedeni vysokokapacitni PCR (jedna pozice Cipu = jedna
samostatna reakce), nebo provedeni dPCR (jedna pozi-
ce ¢ipu = jeden mikroobjem).

Specifikace piistroje Biomark X

BioMark X je automatizovany, vysokokapacitni PCR
systém, ktery vyuziva technologii mikrofluidiky, konkrét-
né integrované fluidni obvody (angl. Integrated Fluidic
Circuit, zkr. IFCs) Tyto obvody slouZi ke zpracovani vzor-
kd v objemech nanolitrCi na zafizeni o velikosti bézné
96jamkové desticky. Lze jej vyuZit pro genovou expresi,

genotypizaci, identifikaci vzork(, analyzu variaci poctu
kopii (CNV) a PCR v redlném case®.

Dynamicky systém IFCs podporované Biomarkem X
s nejvyssi kapacitou je ,96.96 Dynamic Array IFC for
Gene Expression”, ktery je schopny provést 9216 reakci
po zkombinovéni 96 vzorkd a 96 testl a to v jediném
3,5hodinovém béhu pfistroje6. 7. Diky tomuto zpUso-
bu je mozna paralelni analyza Siroké skaly cilG. Maly
reakéni objem, ktery ¢ini 6,7 nl, navic snizuje naklady
na ¢inidla a zvysuje efektivitu’. Pfi analyze genové ex-
prese na platformé Biomark X se k monitorovani po-
stupu PCR reakce pouzivaji interkala¢ni barviva, jako je
EvaGreen. Lze poutzit i specifické hydrolyza¢ni sondy>.
Pristroj je schopny excitace a detekce emitovaného
fluorescenéniho signalu o rGznych vinovych délkach
(tabulka 2)¢. Diky této schopnosti lze provadét cteni
ve tfech kanélech, coz umoznuje detekci rliznych fluo-
rofor( i multiplexovani.

Tab. 2 — Kompatibilni fluorofory a jejich vinové délky pro systém Biomark X' "

Fluorofor Vinova délka excitace (nm) Vinova délka emise (nm)
EvaGreen 499 526
FAM 495 520
VIC (& HEX) 538 554

Libovolny fluorofor

V rozmezi 465 a 505

V rozmezi 500 a 550

Libovolny fluorofor

V rozmezi 510 a 550

V rozmezi 540 a 600

Obr. 1 - pfistroj Biomark X°

Obr. 2 — Mikrofluidni ¢ip pro pfistroj Biomark X’
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Postup analyzy genové exprese
s pristrojem Biomark X

Prvni kroky analyzy jiz byly zminény v ivodu: Analyza
zacina bunécnou lyzi a izolaci RNA z bunék. Nasleduje
reverzni transkripce, kdy z RNA vznika cDNA (komple-
mentarni DNA). Pfed samotnou kvantitativni PCR je vy-
robcem doporuceno provést tzv. pre-amplifikaci. cDNA
je amplifikovana pomoci smési vsech specifickych pri-
merQ, které cili na geny zdjmu* >. Pre-amplifikace se
provadi, protoze objem reakce na cipu je velmi maly
(v jednotkach nl) a mohlo by dojit k ziskani falesné
negativnich vysledk('s. V nékterych pfipadech (abun-
dantni cilové sekvence) neni tfeba preamplifikaci pro-
vadét®™. Existuje obava, Ze béhem pre-amplifikace do-
jde k selektivnimu namnozeni pouze nékterych oblasti
zdjmu kvili pfitomnosti desitek pard primerd a jejich
moznym neZadoucim interakcim'. Pfed samotnym na-
nesenim vzork( je zapotiebi pfipravit mikrofluidni ¢ip
aplikaci oleje, aby se uzavfely ventily rozhrani, ¢imz se
zabréani pted¢asnému smichani vzorkd a primer do
C¢ipu. Nasleduje aplikace vzorkt (vzorky cDNA piedem
smichané s master-mixem), do jedné casti desticky
a aplikace sad primerQ (popi. sad primerd a sond) do
druhé &asti desticky. V nasledujicim kroku ,Naplnéni”
je dynamicky systém umistén na fidici jednotku IFC
a pomoci softwarového rozhrani je poutzit tlak k napl-
néni komponentt analyzy do reak¢nich komor. Kom-
ponenty analyzy se automaticky kombinuji na cipu® .
Systém si automaticky pfenasi desticku na moduly, kde
probiha real-time PCR (cyklické zmény teplot) a fluo-
rescen¢ni detekce. Na zavér se ziskana data analyzuji
za pouziti volné dostupného softwaru (SBI real-time
PCR). Je moZné importovat rozlozeni desticky s infor-
macemi o nazvech vzork(, primerd, referen¢nich ge-
nech, jednoho referenéniho vzorku, zobrazit amplifika¢-
ni kiivky, kfivky tani, zobrazit tepelné mapy (heatmapy)
a vypocitat relativni miru transkripce®”". Pro pokroci-
lejsi funkce je tieba exportovat hodnoty Cq pro jednot-
livé vzorky ve formatu cvs a dale s daty pracovat napfi-
klad v programu R — existuje bali¢ek s nazvem fluidgr,
ktery umozZnuje import dat ve forméatu cvs do programu
R a déle napfiklad normalizaci dat ¢i rGzné formy vizu-
alizace®™. Importovana data je také mozné zpracovavat
pomoci dalSich dostupnych bali¢kd (napf. ReadqPCR
a NormgPCR).

DalsSi moznosti vyuziti pristroje Biomark X

Biomark X je pfistroj, ktery ma mnoho vyuziti. Usnad-
néni sledovani genové exprese, které umoziiuje pro-
filovat Uroven exprese pro vice gend soucasné, coz
umoziuje studium genové regulace, porozuméni mo-
lekulérnich mechanism( nemoci apod., je pouze jed-
nou z moznych aplikaci. Biomark X je také schopen
genotypizace, coz je proces identifikace genetickych
variant v genomu jedince. Timto zplsobem je moz-
né zkoumat specifické genetické znaky a rozdily mezi
jedinci. Pod genotypizaci fadime také analyzu SNP
(Single Nucleotide Polymorphisms). Jednéa se o jed-
nobazové variace v sekvencich DNA, které mohou vy-
znamné ovlivnit vlastnosti organismu. Dal$i moznost
vyuZiti je pro analyzu variace poctu kopii DNA (Copy

Number Variation - CNV), kdy je pfistroj schopen pies-
né kvantifikace zmén v poctu kopii DNA. Pfistroj je také
mozné vyuZit pro identifikaci a charakterizaci mikroor-
ganism0 napf. rznych klinicky vyznamnych patogend.
Navic je pomoci Biomark X mozna analyza jednotlivych
bunék, ¢ehoz muze byt vyuZito pro studium bunécné
heterogenity a dynamiky. Tato metoda nam umoziiu-
je detailné prozkoumat jednotlivé burnky v ramci kom-
plexnich buné¢nych populaci a ziskat dalezité informa-
ce o interakcich, genové expresi a funkcich bunék? &7,

Zavér

Biomark X ma diky svému mikrofluidnimu designu
a diky své schopnosti provadét multiplex analyzu je-
dine¢né vlastnosti pro analyzu genové exprese, ktera
je klicova pro studium a porozuméni biologickych pro-
cesl. S neustalym rozvojem mikrofluidiky a pfistrojd
na jeji bazi se oteviraji nové moznosti ve studiu nejen
genové exprese.

Podékovani

Dékujeme firmé Dynex za zapUjceni pfistroje Bio-
mark X na Ustav biochemie a mikrobiologie a jmeno-
vité Ing. Jakubovi Polakovi za pomoc pfi analyze vzorka.
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Souhrn

Novotna M., Jablonska E.: Mikrofluidni PCR s vyuzitim p¥istroje Biomark X: Vysokokapacitni metoda analyzy (nejen) genové
exprese

Mikrofluidika je inovativni obor, ktery se zabyva zpracovanim malého mnozZstvi kapaliny v mikrokanalech. V kombinaci s pokrocilymi
analytickymi technikami, jako je napf. mikrofluidni PCR, nabizi vyznamné vyhody nejen pro analyzu genové exprese. Tato metoda vyuziva
mikrokanaly a mikroventily k pfesnému dévkovani a michani ¢inidel, ¢imz se minimalizuje spotieba vzorku a ¢inidla a také ¢as strave-
ny pipetovanim. Tyto vlastnosti ¢ini mikrofluidni PCR ideélni pro analyzu genové exprese, kde je vyZzadovano podrobné monitorovani
a kvantifikace mRNA. Jednim z pfistroj& umoziiujicim mikrofluidni PCR je Biomark X. Diky své schopnosti multiplexovani a také diky své-
mu mikrofluidnimu designu umoziiuje analyzu mnoha vzorkd soucasné. Tato pokrocila technologie ma Siroké uplatnéni v biologickém
vyzkumu, diagnostice a personalizované mediciné a nabizi nové pfileZitosti k objevovani a pochopeni genetickych procesd.

Klicova slova: mikrofluidika, genova exprese, mikrofluidni PCR, kvantitativni PCR

Summa

Novotna 'I;Ily., Jablonska E.: Microfluidic PCR utilizing the Biomark X instrument: A high-throughput method for (not only) gene
expression analysis

Microfluidics is an innovative science that deals with the manipulation of small volumes of fluid in microchannels. In combination with
advanced analytical techniques such as microfluidic PCR, it offers significant advantages not only for gene expression analysis. Microflui-
dic PCR enables PCR reactions to be performed using very small sample volumes, as it utilizes microchannels and microvalves for precise
reagent dispensing and mixing. This fact increases both sensitivity and accuracy of the analysis. The Biomark X instrument utilizes micro-
fluidic PCR for gene expression analysis, as it is ideal for mRNA quantification. With its multiplexing capability and microfluidic design,
it enables the analysis of multiple samples simultaneously. This advanced technology finds broad applications in biological research,
diagnostics, and provides new opportunities for the discovery and understanding of genetic processes.

Keywords: microfluidics, gene expression, microfluid PCR, quantitative PCR
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HYPERTHYROXINEMIE

Radovan Bilek
Endokrinologicky ustav v Praze; rbilek@endo.cz

Uvod

Laboratorni diagnostika Stitné Zlazy zavisi na nékoli-
ka predpokladech, které jsou dulezité pfi interpretaci
imunoanalyticky stanovenych vysledkd. Prvnim pred-
pokladem je, Ze tyreotropin (TSH), ktery ovlada témér
veskerou c¢innost stitné Zlazy, mé logaritmickou odezvu
na tyreoidalni hormony (TH) thyroxin (T4) a trijodtyro-
nin (T3). Z tohoto divodu ma dulezitou tlohu v labo-
ratorni diagnostice stitné zlazy a je ¢asto prvnim méfit-
kem diagnostického kritéria. Druhym pifedpokladem je,
ze biologicky aktivni jsou pouze volné frakce TH, tj. ty
frakce, které nejsou vazany na vazebné (transportni)
proteiny, jako je TBG (thyroid-binding globulin), tran-
styretin nebo albumin. Volné frakce TH jsou v cirkula-
ci v pikomolovém mnozstvi, zatimco celkové TH jsou
v nanomolarni koncentraci. Tretim pfedpokladem je,
ze biologicka aktivita dané latky nemusi vidy presné
odpovidat imunologické kvantité.

Za normaélnich podminek eutyroidniho stavu spa-
da sérova koncentrace TSH do normalniho referenc-
niho rozmezi, které je rovno pro dospélé jedince
hodnoté 0,27 - 4,20 mIU/L. Také hodnoty TH jsou
vnormalnim referenénim rozmezi, které jsou pro dospélé
jedince rovny 12 — 22 pmol/L pro volnou frakci T4
(FT4), 3,1 — 6,8 pmol/L pro volnou frakci T3 (FT3),
66 — 181 nmol/L pro celkovy T4 a 13 - 31 nmol/L
pro celkovy T3.

Klinicky se manifestujici hypo/hypertyre6za méa hod-
noty TSH mimo referen¢ni rozmezi a také hodnoty TH
jsou reciproce mimo referen¢ni rozmezi. Subklinickd
hypo/hypertyreéza ma hodnoty TSH mimo referen¢ni
rozmezi, ale hodnoty TH spadaji do referen¢niho roz-
mezi. Centralni hypo/hypertyre6za ma snizeny nebo
zvySeny TSH a stejné tak i TH. Posledni patofyziologicky
stav stitné Zlazy se oznacuje jako dystyreonemie a je

zajimavy tim, Ze je v protikladu s prvnim pfedpokladem
laboratorni diagnostiky stitné zlazy. V tomto pfipadé je
TSH v norméalnim referen¢nim rozmezi, ale hodnoty TH
spadaji mimo referen¢ni rozmezi.

V praci jsou uvedeny vysledky nasi laboratorni dia-
gnostiky za obdobi 2003 aZ 2022 tykajici se hyperthy-
roxinemie, tj. paralelniho stanoveni TSH a FT4, kde TSH
je v referen¢nim rozmezi, ale vysledky FT4 jsou vy3si
nez odpovidajici referen¢ni rozmezi. Jsou diskutovany
pficiny, pro¢ je frekvence tohoto stavu relativné vyso-
kéd a jaké opatieni je mozné pfijmout, aby byl tento
patofyziologicky stav limitovan. Pokud jde o log/linear-
ni inverzni relaci mezi TSH a FT4 v cirkulaci, hyperthy-
roxinemie neni normalnim fyziologickym stavem stitné
Zlazy.

Metody a vysledky

Paralelné stanovené analyzy TSH a FT4 byly zpraco-
vany pomoci statistického program NCSS (Number
Cruncher Statistical Systems, Kaysville, Utah, USA). Na
zékladé statistického vyhodnoceni vysledk( diagnos-
tiky stitné zlazy ziskanych v Endokrinologickém usta-
vu v Praze v obdobi 2003-2022, které byly stanoveny
pomoci imunoanalytickych systému firmy Roche Dia-
gnostics GmbH, Némecko pracujicich v rezimu ECLIA
(elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza), jsme zjis-
tili relativné vysoky vyskyt hyperthyroxinémie. Paralelni
analyza TSH a FT4 byla provedena u 818277 stanoveni.
Z toho pocet analyz, kdy TSH spadalo do normalniho
referencniho rozmezi, byl 604792 (100 %) a hyperthy-
roxinemie, kdy hodnota FT4 byla vy$si nez horni bod
referen¢niho rozmezi, zatimco koncentrace TSH byla
normalni, méla hodnotu 6,7 %. Rozdéleni podle po-
hlavi pacienti s normalnimi koncentracemi TSH a kon-
centracemi FT4 piesahujicimi horni bod referen¢niho

Tab I. Laboratorni diagnostika stitné zZlazy na zakladé referen¢niho rozmezi pro TSH a TH.

Diagnéza TSH TzreOida"""
ormony
Klinicka Hypertyreoza snizené zvysené
Hypotyredza zvySené sniZené
Subklinicka Hypertyreo6za snizené normalni
Hypotyredza zvysené normalni
Centralni Hypertyreoza zvysené zvysené
Hypotyredza snizené snizené
Dystyreonemie Hypertyreonemie normalni zvysené
Hypotyreonemie normalni snizené
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Obr. 1 Hyperthyroxinemie podle stéfi jedincl. Na ose X jsou skupiny podle stafi a je zde uveden pocet n, pficemz
pocet jedincl s hyperthyroxinemii je znazornén na vrcholu kazdého sloupci. Posledni 2 fadky uvadéji referencni
rozmezi TSH a horni bod referen¢niho rozmezi pro FT4 pro dané vékové skupiny.

rozmezi (Zeny n = 34434, FT4 primér (AVG) 23,91
+ smérodatna odchylka (SD) 2,27 pmol/L; muzi n
= 5885, FT4 AVG 24,19 + SD 2,89 pmol/L) ukazalo,
ze Zen s hyperthyroxinemii je pfiblizné 6x vice nez
muzd.

Hyperthyroxinemie podle data narozeni je znazor-
néna na obr. 1. Pacienti byli rozdéleni podle stéfi do

+

skupin 0 — 1 rok, 1 — 6 rokd, 6 — 11 rokd, 11 — 18 rokg,
dospéli starsi 18 let. Na ose X je uveden pocet jedinct
patficich do dané vékové skupiny a na vrcholu sloupce
je uveden pocet jedincli s hyperthyroxinémii. Déle je
uvedeno referen¢ni rozmezi pro TSH a horni bod re-
feren¢niho rozmezi pro FT4 piislusejici dané vékové
skupiné. Do statistického zpracovéni neni mozné zafa-

Obr. 2 Hyperthyroxinémie (sloupce) a primérné hodnoty FT4 (kiivka) podle roku, kdy bylo provadéno paralelni

stanoveni TSH a FT4.
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dit skupinu mladsi nez 1 rok, protoze za celé obdobi
2003 - 2022 jsme zpracovali pouze 25 takto starych
déti. Z obr. 1 vyplyva, Ze se zvysujicim se vékem stoupa
pocet hyperthyroxinemii az do hodnoty kolem 7 % cha-
rakteristickych pro dospélé jedince.

Zkoumali jsme také hyperthyroxinémii podle roku,
kdy byla analyza provedena. Vysledky jsou na obr. 2
a je z nich patrné, ze neexistuje trend poklesu nebo
zvySeni hyperthyroxinémie v zavislosti na roku analyzy.
Hodnoty hyperthyroxinémie se pohybuji okolo 7 %
a hodnoty FT4 okolo 23,9 pmol/L. Viysledky jsou zna-
zornény na obr. 2.

Diskuse

Priciny hyperthyroxinemie je tfeba zkoumat jak z ana-
lytického, tak i z klinického hlediska. Z analytického
hlediska se jedna predevsim o aplikaci levothyroxinu
pacient@im rano nala¢no pied odbérem krve a dalsi pfi-
¢inou je protilatkova interference. Z klinického hlediska
je nutné uvazovat variabilitu ve vazebnych (transport-
nich) proteinech a léky vytésiujici TH z téchto protei-
nd, syndrom rezistence v(i¢i TH, zménénou biologickou
aktivitu TSH, porusenou funkci dejodas a vliv endokrin-
nich disruptorl pasobicich na stitnou Zlazu. Obecné je
ale analytické hledisko vyznamnéjsi, nebot frekvence
pficin spocivajicich v ramci klinického hlediska je ome-
zena.

Analytické pric¢iny hyperthyroxinémie

Zmény v koncentraci sérového T4 po podani 400 ug
levothyroxinu byly popsany v casopise Thyroid'. Au-
tofi ovérovali funkci slozitého pocitacového modelu
fesiciho pribéh zpétné vazby na ose hypothalamus-
-hypofyza-stitnd Zlaza po absorpci levothyroxinu
a z tohoto dlvodu sbirali po dobu 120 hodin farma-
kokineticka data paralelné stanovenych TSH, T4 a T3
u zdravych eutyreoidnich dobrovolnikd. Béhem casu
sbéru naméfili celkem 33 paralelné stanovenych kon-
centraci TSH, T4 a T3. Po 24 hodinach sledovani byl
dobrovolnikim podan nala¢no levothyroxin a zkoumal
se priibéh zmén v koncentraci T4, T3 a TSH. Do 3 hodin
po podani vzristala koncentrace T4 a dalsich pfiblizné
6 hodin od vrcholu piku se hladina T4 postupné sni-
zovala. Podobné vysledky pro T4 i FT4 byly naméfeny
i jinymi autory> 3. ZvySend koncentrace sérového FT4
s vrcholem 3 hodiny po podani levothyroxinu, ktera
klesd na normaélni hladinu dalsich pfiblizné 6 hodin,
muze podstatné ovlivnit vysledky stanoveni FT4. Z to-
hoto dlvodu je nutné doporucit piedepisujicim léka-
fim, aby pacienty poucili, Ze si mohou vzit levothyroxin
az po odbéru krve.

Z analytického hlediska mohou byt zavainé inter-
ference pfi stanoveni FT4 a TSH zplsobeny pfitom-
nosti endogennich nebo heterofilnich autoprotilatek
a revmatoidnich faktor(l ve vzorcich séra. Interference
vedouci k falesné vysokému nebo nizkému vysledku
ovliviiuje konkrétni vzorek a nemusi byt zjevna navzdo-
ry nejpiisnéjsim laboratornim kontrolnim schématm®.
Endogenni lidské autoprotilatky vii¢i TH jsou casto spo-
jovany s autoimunitnimi a jinymi zanétlivymi onemoc-

nénimi. V mensi mife se vyskytuji i u zdanlivé zdravych
lidi*. TH jsou syntetizovany na tyreoglobulinu, ktery je
jednim z hlavnich autoantigend pfi autoimunitnim
onemocnéni S$titné Zlazy°. Prevalence autoprotilatek
proti TH stanovené polyethylenglykolovou precipitaci
radioaktivné zna¢eného komplexu T4 — autoprotilatka
méla hodnotu 1,8 % v bézné populaci a az 30 % u pa-
cientll s autoimunnim onemocnénim §titné zlazy’. Jini
autofi uvadéji, Zze prevalence autoprotilatek vici TH je
7 % u hypotyredzy, 1,5 % u hypertyredzy a 7,5 % u ne-
tyreoidnich autoimunitnich stav(i®. Ve vzorcich majicich
vysoky vyskyt antimikrozomalnich a/nebo antityreoglo-
bulinovych protilatek jsou v 80 — 100 % pfipadl pfi-
tomny i autoprotilatky proti hormonim Sstitné Zlazy°.
Na rozdil od autoprotilatek vici TH jsou autoprotilatky
proti TSH vzacné®.

Heterofilni protilatky jsou lidské anti-zvifeci proti-
latky (napf. HAMA - lidské anti-mysi protilatky) nebo
proteiny, jako jsou revmatoidni faktory, které se vazou
na zvifeci specifické analytické protilatky pouzivané
v imunoanalyzach®. Vznikaji bud jako vysledek tésného
kontaktu se zvifaty, nebo po injekci mysich monoklo-
nalnich protilatek pro diagnostické nebo terapeutické
Ucely™. Prevalence heterofilnich protilatek (HAMA) byla
3,1 % v obecné populaci (n = 2600)". Revmatoidni
faktory jsou pfitomny asi u 5 % bézné populace, ale
jejich vyskyt je az 70 % u revmatoidnich pacientd®. He-
terofilni protilatky mohou zplsobovat pozitivni i nega-
tivni interference v imunometrickych (sendvicovych)
testech na bazi monoklonélnich protilatek, ale castéji
podléhaji pozitivni interferenci™, protoze mohou spojo-
vat primarni imobilizované analytické protilatky se zna-
¢enymi signalnimi protilatkami i bez pfitomnosti méfe-
ného antigenu. Vytvafi tak faleSny sendvic, ve kterém je
stanovovany antigen nahrazen heterofilni protilatkou.
Vede to napf. k falesné vysoké hodnoté TSH.

V kompetitivnich imunotestech blokovani analytic-
kych protilatek heterofilnimi nebo endogennimi proti-
latkami zpUsobuje faleSné zvy3eni méfeného analytu.
Vysoka afinita antigenu a znaceného antigenu k analy-
tické protilatce vsak ve srovnani s heterofilni nebo en-
dogenni protildtkou minimalizuje interferenci v kom-
petitivni imunoanalyze celkovych TH™. Naproti tomu
u stanoveni volnych frakci TH endogenni autoprotilatky
vG¢i TH omezuji dostupnost signalniho antigenu a vy-
sledkem je falesné vysoka koncentrace stanovovaného
antigenu, jako je napf. FT4.

Klinické pficiny hyperthyroxinémie

Variabilita koncentraci TBG, transtyretinu a albumi-
nu, které jsou vazebnymi (transportnimi) proteiny pro
TH, je nej¢astéjsim zdrojem dystyreonémie pro celkové
frakce TH™. Principilni je TBG s nejvyssi afinitou k TH.
Jeho biosyntézu v jatrech zvySuji estrogeny (a také
antikoncepce) a snizuji androgeny nebo glukokorti-
koidy. Akutni onemocnéni, jina onemocnéni a léky
také ovliviiuji koncentraci a vazebnou afinitu TBG™ .
Nadbytek transportnich proteinG zplsobuje hyperty-
reonémii celkovych TH, ale volné frakce TH jsou obvykle
v eutyreoidnim rozmezi. Zda se v3ak, Ze existuje ¢astec-

Ro¢nik 33

Bioprospect ¢. 3/2023



néa zavislost imunoanalytického stanoveni volnych TH
na transportnich proteinech pro TH se stejnymi désled-
ky jako pro stanoveni celkovych TH'.

Hyperthyroxinémii zplsobuje nadbytek TBG, ktery
muizZe byt dédi¢ny i iatrogenni a je nejzietelnéjsi pfi
méfeni celkovéhoT4, ale mizZe ovliviiovat i stanoveni
FT4' 6, Hyperthyroxinémie spojena s transtyretinem
byla nalezena napfiklad u pacient s variantou transty-
retinu, ve které methionin nahrazuje threonin na pozici
119, coz je vazebné misto proteinu pro jodothyronin.
Tato varianta transtyretinu vykazuje zvySenou T4 va-
zebnou afinitu’. Familiarni dysalbuminemicka hyperty-
roxinémie je autozomalné dominantni stav s defektem
v genu ALB. Mutantni albumin ma pfiblizné 60x vyssi
afinitu k T4 nez normalni albumin, vysledkem jsou fa-
leSné vysoké hladiny FT4 nebo T4 v imunotestech®2,
Méfeni T3 obvykle neni ovlivnéno™. Prevalence fami-
lidrni dysalbuminemické hypertyroxinémie je vzacna
a byla zjisténa pouze u 0,17 % z 15674 vzork( od obou
pohlavi?'.

Hyperthyroxinemie muize byt zplsobena i v dusled-
ku syndromu nepfiméiené sekrece TSH, ktery je pozo-
rovan u pacientd s rezistenci na hormony stitné zlazy
nebo ktefi trpi adenomem hypofyzy secernujicim TSH
se zménénou biologickou aktivitou. Rezistence na hor-
mony Stitné Zlazy je autozomalné dominantni stav.
Asi 90 % pfipadt je zplisobeno mutaci genu THRB, kte-
ry produkuje defektni beta receptor pro hormony stit-
né zlazy a narusuje tak smycku negativni zpétné vazby
v ose hypothalamus-hypofyza-stitna zlaza?2. Pozméné-
na glykosylace molekuly TSH produkované adenomem
muizZe zménit konfiguraci nebo konformaci epitopt
na molekule TSH?. Za téchto okolnosti nemusi byt
biologickd aktivita TSH v souladu s imunometrickou
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aktivitou méfeného TSH. Jind onemocnéni stitné zlazy
mohou také zpUsobit rozdily v glykosylaci TSH s nasled-
nou zménou afinity interakci mezi méfenym TSH, TSH
kalibratorem a specifickymi protilatkami?*. U pacient
s deficitem nebo porusenou funkci dejodasy typu 2
bylo zjisténo zvySeni FT4 pfi normalnim TSH a FT3%.

Rada léka, véetné salicylatu, fenytoinu, karbamazepi-
nu, furosemidu a heparinu, narusuje vazebnou rovno-
vahu vytésnénim hormont stitné Zlazy z jejich vazeb-
nych protein(® 2 27, Stejny efekt maji neesterifikované
mastné kyseliny, které mohou vznikat pfi skladovani
vzorku nebo jako efekt podani heparinu s naslednou
mobilizaci lipoproteinové lipasy®. Vysledkem je zvySe-
ni FT4, zatimco TSH se zédsadné neméni. Hypertyroxi-
némie muze byt také pozorovana u pacientt lé¢enych
amiodaronem®.

Zaver

Hyperthyroxinemie v systému TSH-FT4 je Casto zpU-
sobena podanim levothyroxinu kratce pfed tyreoidalni
analyzou krve. Hyperthyroxinemie je zplsobena také
pfitomnosti endogennich autoprotilatek vici T4 pirede-
v§im u pacientd s autoimunnim onemocnénim stitné
Zlazy. Frekvence vyskytu hypertyroxinémie z ostatnich
pfi¢in neni tak zavaina. Hyperthyroxinémie je asocio-
vana s onemocnénim S§titné zlazy. Hyperthyroxinemie
u obecné eufunké¢ni populace (nahodny vybér z po-
pulaénich studii v raznych krajich Ceské republiky,
n = 3455) méla hodnotu pouze 0,67 %, tj. byla 10x niz-
$i nez u pacientl Endokrinologického ustavu.
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Souhrn

Bilek R.: Hyperthyroxinemie

Hyperthyroxinemie je stav, kdy hodnoty TSH v krvi jsou v normalnim referenénim rozmezi, ale hodnoty thyroxinu jsou vy33i nez refe-
ren¢ni rozmezi. Na zakladé statistického vyhodnoceni vysledk( diagnostiky stitné Zlazy ziskanych v Endokrinologickém ustavu v Praze
v obdobi 2003 — 2022, které byly stanoveny pomoci imunoanalytickych systém0 firmy Roche Diagnostics GmbH, Némecko pracujicich
v reZzimu ECLIA (elektrochemiluminiscen¢ni imunoanalyza), jsme zjistili relativné vysoky vyskyt hyperthyroxinémie, jejiz hodnota byla
6,7 % z celkem 604792 stanoveni, kde TSH byl normalni. Hyperthyroxinemie v systému TSH-FT4 je ¢asto zplsobena podanim levo-
thyroxinu krétce pied tyreoidalni analyzou krve. Hyperthyroxinemie je zplsobena také piitomnosti endogennich autoprotilatek vaci T4
pfedevsim u pacientl s autoimunnim onemocnénim stitné Zlazy. Frekvence vyskytu hypertyroxinémie z ostatnich pfic¢in neni tak zavazna.
Klicova slova: tyreotropin, thyroxin, volna frakce thyroxinu, hypethyroxinemie, imunoanalyza

Summary

Bilek R.: Hyperthyroxinemia

Hyperthyroxinemia is a condition in which the TSH values in the blood are within the normal reference range, but the thyroxine values
are higher than the reference range. Based on the statistical evaluation of thyroid diagnostic results obtained at the Institute of Endocri-
nology in Prague in the period 2003 — 2022, which were determined using immunoanalytical systems from Roche Diagnostics GmbH,
Germany operating in the ECLIA (electrochemiluminescence immunoassay) mode, we found a relatively high incidence of hyperthyroxi-
nemia, the value of which was 6.7 % out of a total of 604792 determinations where TSH was normal. Hyperthyroxinemia in the TSH-FT4
system is often caused by administration of levothyroxine shortly before thyroid blood analysis. Hyperthyroxinemia is also caused by the
presence of endogenous autoantibodies against T4, especially in patients with autoimmune thyroid disease. The frequency of occurren-
ce of hyperthyroxinemia from other causes is not as serious.

Keywords: thyrotropin, thyroxine, free fraction of thyroxine, hypothyroxinemia, immunoanalysis
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