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Abstrakt

Feochromocytomy a funkcéni paragangliomy (PPGL) jsou vzacné neuroendokrinni
tumory charakteristické nadprodukci katecholaminii, kterda muiize vést mj. k poruchdm
glukozového, lipidového a energetického metabolismu. Role tukové tkané v téchto procesech
zustava nejasna. Nasim cilem bylo stanovit profil genové exprese v subkutanni a visceralni
tukové tkani pacientd s PPGL se zaméfenim na endokrinni funkce tukové tkané, vyskyt hnédé
(BAT) a bézové tukové tkan¢ (BeAT), vSe v souvislosti s dalsimi méfenymi metabolickymi a
energetickymi parametry a hladinami cirkulujicich adipokint.

Ve vzorcich retroperitonedlni VAT pacienti s PPGL jsme prokazali znamky
UCP1-mediované noradrenalinem indukované termogeneze s vyssi expresi DIO2 a kli¢ovych
transkripénich faktorti adipogeneze BAT/BeAT (PPARGCIA, CEBPB a PRDM16). VAT
pacientll s PPGL neodpovidala na zéklad¢ pouzitych markerti jednoznacné¢ BAT ani BeAT.
V subkutanni tukové tkani (SAT) pacienti s PPGL jsme nasli znamky transformace v BeAT,
ale bez zndmek soucasné probihajici UCP1-mediované termogeneze.

Déle jsme prokazali, ze pacienti s PPGL maji vysSi cirkulujici hladiny FGF21 ve
srovnani s kontrolami a po adrenalektomii dochazi k jejich poklesu. ZvySené hladiny FGF21
byly zvlasté evidentni u pacientli s DM a byly pozitivné spojené s hladinami glykémie na la¢no
a BMI u téchto pacientl. Disledky elevace FGF21 u pacientti s PPGL jsou nejasné. Nemtizeme
jasné¢ urcit, zdali jsou zvySené hodnoty diisledkem kontroverzni "FGF21 rezistence" nebo zdali
ma FGF21 specificky metabolicky efekt. Domnivame se, ze hladiny FGF21 u pacientii s PPGL
jsou biologicky signifikantni a odrazi metabolické abnormality asociované s diabetem mellitus
a metabolickym syndromem. Spojeni mezi sérovymi hladinami FGF21 ¢i expresi UCP1
s hypermetabolismem jsme nenaSli. Soucasné rozSifujeme moznosti endokrinni funkce
termogenni tukové tkdn€ o plisobeni adiponektinu a visfatinu.

Nenasli jsme zmény v cirkulujicich hladinach rezistinu, lipokalinu 2, PAI-1 a adipsinu

u pacient s PPGL.

Kli¢ova slova: feochromocytom, funkéni paragangliom, hnéda tukové tkan, bézova tukova

tkan, energeticky metabolismus, metabolismus glukézy, adipokiny, FGF21, genova exprese



Abstract

Pheochromocytoma and functional paraganglioma (PPGL) are rare neuroendocrine
tumors characterized by catecholamines overproduction, which give a rise to disorders of
glucose, lipid, and energy metabolism. The role of adipose tissue in these processes remains
unclear. Our aim was to determine the gene expression profile in subcutaneous and visceral
adipose tissue of patients with PPGL focusing on endocrine functions of adipose tissue,
occurrence of brown (BAT) and beige adipose tissue (BeAT), all in connection with other
measured metabolic and energy parameters and levels of circulating adipokines.

We demonstrate signs of UCP1-dependent norepinephrine induced thermogenesis
connected with overexpression of D/O2 in retroperitoneal VAT of PPGL and higher expression
of key transcriptional factors of brown/beige adipogenesis, namely PPARGCla, CEBPB and
PRDM16. However, classic murine BAT or BeAT gene signature in VAT of PPGL was not
detected. In subcutaneous adipose tissue (SAT) of PPGL we found signs of possible BeAT
transformation, however without simultaneously undergoing UCP1-dependent thermogenesis.

We also demonstrate that patients with PPGL have higher serum levels of FGF21
compared to healthy controls and these levels do not differ from obese patients. Furthermore,
successful tumor removal decreased significantly FGF21 levels. Elevated FGF21 levels were
more evident in patients with secondary diabetes mellitus and were related positively to fasting
glucose levels and BMI in PPGL. The consequences of the elevation of FGF21 in PPGL are
unclear. We cannot identify from our work whether the elevation of FGF21 is the result of a
controversial FGF21 resistance or whether FGF21 has some biological effect. We assume, that
elevated levels of FGF21 in patients with PPGL are biologically significant and reflect
metabolic abnormalities associated with diabetes mellitus and obesity. We did not find a
relationship between FGF21 or UCP1 expression and hypermetabolic state in PPGL.

We also extend possible endocrine functions of BAT/BeAT of hormone adiponectin and
visfatin. We did not find difference in circulating levels of resistin, lipocalin 2, PAI-1 and

adipsin in patients with PPGL.

Key words: pheochromocytoma, functional paraganglioma, brown adipose tissue, beige

adipose tissue, energy metabolism, glucose metabolism, adipokines, FGF21, gene expression
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Uvod
1. Feochromocytomy a funkéni paragangliomy

Feochromocytomy a funk¢ni paragangliomy (PPGL) jsou vzacné neuroendokrinni nadory
vychézejici z chromafinnich bunék dfené¢ nadledvin nebo sympatickych ganglii hrudniku,
bricha nebo panve (Lenders, Eisenhofer et al. 2005). Tyto nadory jsou charakteristické svoji
schopnosti syntetizovat, metabolizovat a vétSinou i uvoliiovat jeden nebo vice katecholamini
(adrenalin, noradrenalin, dopamin). Paragangliomy vychazejici z parasympatickych ganglii
hlavy a krku, slouZici ptfedevSim jako chemoreceptory a baroreceptory, jsou vétSinou sekre¢né
néme a do této prace zahrnuty nebyly.

PPGL je onemocnéni vzacné, jeho prevalence se pohybuje v rozmezi 0,1 az 0,5 % vSech
pacientl s arteridlni hypertenzi a incidence byva uvadéna zhruba 0,8 na 100 000 osob/rok
(Beard, Sheps et al. 1983). Frekvence vyskytu vramci incidentalom nadledvin je u
feochromocytomu uvadéna v rozmezi mezi 11 az 23 % (Lee, Kim et al. 2017). Vyskytuji se
v jakémkoliv véku, sporadické formy nejcastéji mezi 40. a 50. rokem zivota, a postihuji stejné
casto muze i zeny (Lenders, Eisenhofer et al. 2005). Relativné ¢asto se PPGL vyskytuji v rdmci
genetickych syndromt (zhruba 3040 %) (Fishbein 2019). Chromafinni buiiky popsal poprvé
v letech 1989-1902 Albert Kohn, profesor Némecké univerzity a pifednosta Histologického
ustavu Univerzity Karlovy v Praze, ktery byl mj. nominovan na Nobelovu cenu za svou praci
na pristitnych téliskach. Prvni operace feochromocytomu byla provedena v Evropé roku 1926
C. Rouxem a v USA Ch. Mayem v roce 1927.

Katecholaminy hraji za fyziologickych podminek zasadni roli ve vSeobecném adaptacnim
syndromu. Aktivace sympatického nervového systému a vyplaveni katecholaminl z dien¢
nadledvin je soucasti prvni (poplachové) reakce na stresovy faktor. Katecholaminy jsou béhem
ni uvolilovany jednak cestou vlaken vegetativniho nervového systému (z gangliovych neuront
na periferii), jednak vyplavenim z diené nadledvin (upraveno dle (Silbernagl 2016)). Uéinek
pak zavisi na vazbé katecholamint s cilovymi receptory, které jsou a-adrenergni, B-adrenergni
a dopaminergni. Vysledny efekt také zavisi na mnozstvi a zastoupeni jednotlivych receptort,

jejich afinit€ a na mnoZzstvi a poméru jednotlivych uvoliiovanych katecholamint.

1.1. Katecholaminy — syntéza a degradace

Katecholaminy jsou biogenni aminy. Jejich jadro piedstavuje 3,4-dihydroxyfenyl
(katechol) — benzenovy kruh s dvéma hydroxylovymi skupinami, a postranni fetézec s
aminovou skupinou. Syntéza se odehrava v postgangliovych vlaknech sympatického nervového
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systému, chromafinnich buiikdch diené nadledvin a ve specifickych oblastech mozku (déle
upraveno dle (Nagatsu 2007) a (Pacak 2011)). Syntéza zaind v cytosolu hydroxylaci
aminokyseliny tyrozinu enzymem tyrozinhydroxyldzou na L-3,4-dihydroxyfenylalanin
(L-DOPA). Déle probiha dekarboxylace vétSiny L-DOPY na dopamin pomoci enzymu
dekarboxyldzy aromatickych aminokyselin. Pokud buinika jiz dalSimi enzymy fetézce
nedisponuje, syntéza kon¢i a vyslednym produktem zlstava dopamin (dopaminergni drahy
v mozku, vegetativni vlakna smétujici do ledvin). V dalsim kroku dochéazi k hydroxylaci
postranniho fetézce dopaminu enzymem dopamin-f-hydroxyldzou. Vznika tak noradrenalin.
Ten piedstavuje neurotransmiter sympatiku a noradrenergnich drah v centralnim nervovém
systému. Ve dieni nadledvin (a v nékterych skupinach neuronii v mozkovém kmeni) za pomoci
enzymu fenyletanolamin N-metyltransferazy probihd methylace noradrenalinu za vzniku
adrenalinu. V dfeni nadledvin je zhruba 75 % vzniklého noradrenalinu konvertovdno na
adrenalin. Katecholaminy jsou uklddany do sekrecnich vacka. Tyto vacky obsahuji takeé
chromogranin, ktery se vyuzivé jako marker neuroendokrinnich tumort, dale ATP a biologicky
aktivni peptidy. Vacky se uvoliiuji procesem exocytozy.

Katecholaminy maji biologicky polocas nékolik minut (dale upraveno dle (Nagatsu 2007)
a (Pacak 2011). Degradaci maji na starosti predevSim dva enzymy — monoaminooxidaza
(MAO) a katechol-O-methyl transferdza (COMT). MAO plisobi deaminaci noradrenalinu a
adrenalinu na 3,4-dihydroxyfenyl-glykolaldehyd (DOPEGAL). Aldehydova dehydrogenaza
preménuje DOPEGAL na 3,4-dihydroxymetamfetamin (DHMA). Aldehydova reduktaza méni
DOPEGAL na 3,4-dihydroxy fenyl glykol (DHPG). Enzym ald6zova reduktaza preménuje
DOPEGAL takté¢z na DHPG. DHPG je pak enzymem COMT konvertovan na vanylglykol
(MHPG) a ten na vanilmandlovou kyselinu (VMA) — kone¢ny produkt degradace adrenalinu a
noradrenalinu. Enzym COMT také katalyzuje pfeménu noradrenalinu na normetanefrin a
adrenalinu na metanefrin, které jsou pak MAO preménény na VMA. Enzymy MAO i COMT
se nachazi uvnitf chromafinnich bungk, pficemz aktivita COMT je dominantni. VMA je

eliminovana ledvinami.



Obrazek 1: Katecholaminy — syntéza a degradace
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1.2. Katecholaminy a jejich receptory

Katecholaminy jsou neurotransmitery a zaroven typické hormony s endokrinni aktivitou.
Utinky noradrenalinu, adrenalinu a dopaminu jsou zprostiedkované vazbou na adrenergni
receptory. Adrenergni receptory patii mezi transmembranové receptory sprazené s G-proteiny,
regula¢nimi proteiny lokalizovanymi na vnitini strané cytoplazmatické membrany schopnymi
vazat guanosinové nukleotidy. Adrenergni receptory se déli na a-adrenergni (al, o2),
B-adrenergni (B1, B2, B3) a dopaminergni (D1-5). Dale byly identifikovany subtypy — alA,
alB, alC, alD a a2A, a2B, a2C (Akinaga, Garcia-Sainz et al. 2019).

G-proteiny jsou tvotreny tfemi podjednotkami (a, B, y). Pokud vaze a-podjednotka GTP je
v aktivnim stavu, pokud GDP, je v neaktivnim stavu. Vyména GDP za GTP aktivuje dalsi
signdlni cestu. Existuje n€kolik typli G-proteini (dale upraveno dle (Silbernagl 2016)).
Receptory al jsou spfaZzeny s Gg-proteinem, ktery aktivuje s fosfolipazu C a tim tvorbu
druhych poslt inozitoltrifosfatu (IP3) a diacylglycerolu (DAG). Receptory o2 jsou spiazené
s inhibi¢nim Gi-proteinem, ktery inhibuje aktivitu adenylatcyklazy a tim druhého posla cAMP.
Receptory [ jsou spiazeny se stimula¢nimi Gs-receptory, které zvysuji aktivitu adenylatcyklazy

a tim koncentraci cAMP.



Takika vSechny tkdn¢ a buitky maji receptory pro katecholaminy. Jejich lokalizace a u¢inky
jsou shrnuty v Tabulce 1. al-receptory jsou postsynaptické, jejich stimulace vyvolava
predev$im vazokonstrikci a zvySeni krevniho tlaku. Céast ao-receptorii je umisténa
presynapticky a inhibuji sekreci noradrenalinu, ¢ast az-receptorti je umisténa postsynapticky a
zpusobuji vazokonstrikci (Pacak 2011). Stimulace Bi-receptorti zvySuje srdecni frekvenci a
srdeéni vydej. Stimulace Po-receptorii vyvolava bronchodilataci a vazodilataci napf.
v kosternim svalstvu (Pacak 2011). Adrenalin stimuluje obecn¢ vice Po-receptory a a-receptory

neZ noradrenalin. Noradrenalin zase stimuluje vyraznéji Bi-receptory.

Tabulka 1: Adrenergni receptory, lokalizace, u¢inky

Umisténi Efektor Typ receptoru Efekt
Duhovka M. dilatator pupillae al Kontrakce
M. constrictor pupillae B2 Relaxace
Srdce SA uzel B1, B2 1 Srdecni frekvence
AV uzel B1, p2 1 Rychlost vedeni, automacie
Sing B1, B2 1 Kontrakce a rychlost vedeni
Komory B1, p2 1 Kontrakee, rychlost vedeni
Arterioly Koronarni al, 02, B2 Konstrikee i dilatace
Kize a sliznice ol, a2 Konstrikce
Kosterni sval a, B2 Konstrikee i dilatace
CNS al Mirna konstrikce
Plice al, p2 Konstrikce i dilatace
Abdominalni al, p2 Predevsim konstrikce
Slinné ol, a2 Konstrikce
Ledvinné al, a2, 1, B2 Predevsim konstrikce
Cévy al, 02, B2 Konstrikce i dilatace
Plice Svalovina 32 Relaxace
Zlazy al, p2 Zvysena a snizena sekrece
Zaludek Motilita al, a2, p2 !
Sfinktery al Kontrakce
Sekrece 02? Inhibice
Stievo Motilita al, a2, 1, B2 l
Sfinktery al Kontrakce
Sekrece a2 Inhibice
Zluénik B2 Relaxace
Ledviny Sekrece reninu al, Bl predevsim 1
Mocovy méchyt Detrusor B2 Relaxace



Sfinkter al Kontrakce

Déloha Téhotenstvi al Kontrakce

Netéhotné B2 Relaxace
Reprodukce al Ejakulace
Kuze Svaly al Kontrakce

Potni zlazy al 1 Lokalizovana sekrece
Nadledviny 1 Sekrece katecholamini
Kosterni sval B2 1 Kontraktilita
Jatra al, B2 1 Glykogenolyza a glukoneogeneze
Pankreas aciny a | Sekrece

B-buiky o2 | Sekrece

B2 1 Sekrece

Upraveno dle (Pacak 2011)

1.3. Klinicky obraz

Nadprodukce katecholaminti vede u pacienti sPPGL kSiroké Skale obtizi,
hemodynamickych a metabolickych odchylek. Klinicky obraz se vyviji zavisle na typu
uvoliovaného katecholaminu, jeho mnozstvi a zpiisobu sekrece. Dle toho rozlisSujeme tii typy
biochemickych fenotypt (adrenergni, noradrenergni a dopaminergni). Typ katecholaminu a
jeho mnozstvi zavisi na enzymové vybaveé nadoru, a to i na vybaveni degradac¢nich enzymu.
Trvala sekrece katecholamini na rozdil od paroxysmélni umozituje down-regulaci
adrenoreceptort. Paroxysmalni sekrece se proto projevuje vyraznéjSimi, taktéz paroxysmalnimi
obtizemi. Paroxysmy mohou byt vyvolany stresovym podnétem, stejné tak farmakologicky.
Jejich Cetnost je individudlni, od nékolika paroxysmii denné do jedno za ptil roku. Nejcasteji
vyskytujicimi se piiznaky jsou bolesti hlavy, poceni a palpitace. Extra-adrenalni PPGL
produkuji dominantné noradrenalin, zatimco u adrenalnich prevlada adrenalin. Hlavni pfiznaky
PPGL jsou shrnuty v Tabulce 2. Metabolické dlsledky nadprodukce katecholaminti budou
probrany v dalSich odstavcich. Arteridlni hypertenze je u pacientii s PPGL spiSe lehkd, mtze
byt spojena s paroxysmalnimi vykyvy a casto bez poklesu v noc¢nich hodinach (tzv.

non-dipping ¢i reverzni dipping).



Tabulka 2: Pfiznaky pacientli s PPGL

Priznaky Procento (%) Znaky Procento (%)
Bolesti hlavy 70-90 Hypertenze

Palpitace 50-70 trvala 50-60
Poceni 60-70 paroxysmalni 50
Anxieta 20 Hypotenze 12
Nervozita 35-45 Zblednuti 30-60
Bolesti na hrudi/bficha 20-50 Navaly horka 18
Nauzea 26-43 Horecka az 66
Unava 15-40 Hyperglykémie 42
Dyspnoe 11-19 Zvraceni 26-43
Zavraté 3-11 Kiece 3-5
Intolerance horka 13-15

Parestezie az 11

Poruchy zraku 3-21

Zécpa 10

Priijem 6

Upraveno dle (Lenders, Eisenhofer et al. 2005)

Jako prvni z metabolickych abnormalit u pacientd s PPGL miizeme uvést ztratu télesné
hmotnosti nezavisle na pfijmu potravy ¢i pohybové aktivité. Narist télesné hmotnosti u
pacientli po UspésSném odstranéni nadoru byl pozorovan jiz v roce 1942 (McCullagh and Engel
1942). Zvétseni tukovych zasob pooperacné bylo prokazano jak v subkutanni, tak visceralni
tukové tkani (Okamura, Nakajima et al. 2015, Wang, Zhang et al. 2015). Y. An publikoval
vroce 2018 studii, ve které zkoumal 210 pacientli s feochromocytomem. V této skupiné
pacientli koreloval odpad celkovych katecholamini do moci negativné s BMI a pozitivng s
priristkem na vaze, které¢ho pacienti dosahli pooperacné¢ (An, Reimann et al. 2019). A.
Spyroglou nasel podobnou korelaci mezi koncentracemi moc¢ového noradrenalinu a ptirtstkem
na vaze pooperaéné (Spyroglou, Adolf et al. 2017). Hubnuti nebo nepfibirani na vaze pfi
soucasné hyperfagii u pacienti s PPGL je zplsobeno vysS§im energetickym vydejem
(Engelman, Mueller et al. 1964, Petrak, Haluzikova et al. 2013). Na ném se podili jednak
procesy glykogenolyzy a lipolyzy, dale pak prozanétlivy stav spojeny s nadprodukci
interleukinu 1 (IL-1), interleukinu 6 (IL-6) a tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a)
(Bosanska, Petrak et al. 2009). Aktivace hnédé tukové tkdné jako jeden z mechanismil

hypermetabolismu zlstava diskutabilni a je naplni této prace.



Dalsi z metabolickych odchylek vyskytujici se u pacienti s PPGL je porucha metabolismu
glukozy. Vyskyt poruch metabolismu gluk6zy u pacienti s PPGL je uvadén mezi 35 a 70 %
v zévislosti na studii (Stenstrom, Sjostrom et al. 1984, Ilias and Pacak 2009). Feochromocytom,
jako sekundarni pficina diabetes mellitus (DM), je zafazen ve WHO klasifikaci. Vymizeni nebo
zlepseni kompenzace DM je spojeno s uspéSnym odstranénim néadoru. Katecholaminy,
dominantné¢ adrenalin, zpusobuji hyperglykémii plisobenim na své specifické receptory
v pankreatu a jatrech (Mesmar, Poola-Kella et al. 2017):

1) Predpoklada se, ze v pankreatu pomoci a2-receptorti inhibuji inzulinovou sekreci a pres

B-receptory stimuluji sekreci glukagonu.

2) V jatrech adrenalin stimuluje glykogenolyzu a glukoneogenezi pomoci B2-receptort.
Tento proces je posilen nabidkou nesacharidovych latek, které vznikaji procesem
glykolyzy ve svalech a lipolyzou v bilé tukové tkani.

3) P2-adrenergni stimulace zvySuje inzulinovou rezistenci v kosternich svalech.

SniZena sekrece inzulinu postprandidlné byla prokazana u pacienti s PPGL v n€kolika studiich
(Wilber, Turtle et al. 1966, Colwell 1969, Vance, Buchanan et al. 1969, Ishii, Inoue et al. 2001).
V nékterych studiich bylo pozorovano zlepSeni inzulinové sekrece po zahéjeni terapie alfa-
blokatory, ale jen maly efekt byl pozorovan po ptidani beta-blokatort (Colwell 1969, Turnbull,
Johnston et al. 1980). Vysledky stran inzulinové rezistence u pacienti s PPGL pii pocitani ISI
(insulin sensitivity index) byly u pacientti s PPGL riiznorodé. E. Diamanti-Kandarakis a T.D.
Wiesner prokazali zlepSeni inzulinové senzitivity po operaci u pacientti s PPGL (Diamanti-
Kandarakis, Zapanti et al. 2003, Wiesner, Bluher et al. 2003), zatimco napt. H. Komada pfti
podobné metodice ke stejnym vysledkiim nedosel (Komada, Hirota et al. 2017).

Nekteré studie také pozorovaly snizené hladiny adiponektinu, hormonu, u kterého se
piedpoklada, ze by mohl zvySovat inzulinovou senzitivitu (Elenkova, Matrozova et al. 2010,
Okauchi, Ishibashi et al. 2018). Opacné vysledky vSak byly publikovany jinymi autory (Isobe,
Fu et al. 2009). Podobné nejednoznacné vysledky byly publikovany s leptinem, dal§im zndmym
adipokinem s potencidlné inzulin senzitizujicimi G¢inky (Bottner, Eisenhofer et al. 1999,
Bosanska, Petrak et al. 2009).

Na adipocytech najdeme vSech 5 subtypli adrenoreceptorii. NejzndméjSim efektem
katecholaminti na adipocyty je spusténi procesu lipolyzy. Elevace volnych mastnych kyselin u
pacientll s PPGL byla publikovana (Spergel, Bleicher et al. 1968, Brooks, Guha et al. 1969),
ale ne potvrzena vSemi studiemi (Komada, Hirota et al. 2017). Zmény v hladinach LDL nebo

triglyceridi nebyly u pacient s PPGL publikovany. Co se tyce hladin HDL, opét protichtidné



vysledky byly publikovany s pfevahou vyssich hladin HDL piedoperacné u této skupiny
pacienttii (Pedersen, Bak et al. 1999).

1.4. Diagnostika

Doporuceni stran diagnostiky, terapie a dal§iho sledovani vychazeji z guidelines J.W.M.
Lenderse s posledni aktualizaci v roce 2020.

Zlatym standardem v diagnostice jsou stidle volné metanefriny v plazmé nebo
frakciované metanefriny ve sbéru moci. Timto zplisobem méfime produkty metabolismu
katecholaminli vznikajicich v nddoru, nezavisle na jejich soucasném uvoliiovani do krevniho
obéhu. Volné metanefriny v plazmé métime kapalinovou chromatografii s elektrochemickou
detekci. Krev je pacientim odebirana ze zavedené kanyly, vleze, po 20 minutach v klidu a po
predchozich nékolikadennich dietnich opatienich. Z funk¢nich testd se nejvice uziva supresni
klonidinovy test.

Zobrazovaci metodou prvni volby ziistavd CT bficha a panve s podanim kontrastni
latky. Pro feochromocytom je typicka nativni denzita tumoru vyssi nez 10 HU (Hunsfieldovych
jednotek). Na zakladé doporuceni Evropské spolecnosti nukle4drni mediciny z roku 2019 (Taieb,
Hicks et al. 2019) je v pfipad¢ paragangliomu ¢i feochromocytomu nad 4 cm doporuceno
vysetieni PET/CT nejlépe s 18F-FDOPA (fluorodihydroxy-fenylalanine) ¢i Ga-68 DOTATE
s vysokou selektivitou k somatostatinovym receptorim 2. typu, bohuzel zatim v CR
nedostupné. Diive Casto vyuzivany SPECT s uzitim 1231-MIBG (metaiodobenzylguanidine)
dnes slouzi jiz jen terapeuticky. Volba zobrazovaci metody taktéz zavisi na lokalizaci tumoru a

genetickém pozadi.

1.5. Terapie

Lécebnou metodou zlstava chirurgické odstranéni nadoru. Pred operaci je doporucené
podavani a-blokatori minimaln¢ 7 dni, s moZznym pfidanim B-blokatori k ovlivnéni
tachykardie. Laparoskopickd adrenalektomie je preferovana pii malych neinvazivnich
tumorech nadledvin (do 6 cm). U nékterych paragangliomil byva preferovana oteviena operace.
Pooperacéné je dilezity monitoring krevniho tlaku, srde¢ni frekvence, glykémie a event.
hypokortikalismu pfi operaci nadledvin. V pifipadé¢ bilateralniho postiZzeni nadledvin Ize volit
tzv. adrenal sparing surgery, tedy metodu zachovavajici kiru nadledviny. Sledovéani ve
specializovanych centrech je dale samoziejmosti s ro¢nimi, event. pilro¢nimi odstupy nejméné
10 let od operace. Pii metastatickém postiZenim pfichazi v uvahu opera¢ni redukce nadorové

masy, chemoterapie nebo paliativni terapie MIBG.



2. Energeticky metabolismus a termoregulace

Rizeni energetického metabolismu souvisi s regulaci piijmu potravy, regulaci télesné vahy
a regulaci t€lesné teploty (upraveno dle (Trojan 2003)). Energeticka rovnovéha je zalozena na
principu, Ze spotieba energie je rovna energii piijaté. VSechny buriky naseho téla spottebovavaji
energii, avSak u n¢kterych je spotieba velmi variabilni, napt. prace kosterniho svalstva pti
fyzické aktivité. Energii neumi organismus tvofit, jen pifeménit z jedné formy na jinou. Pfijata
energie pochédzi jednak z potravy, jednak z naSich energetickych zéasob, které ptedstavuje
predevsim tukova tkan. Spotieba energie je hrazena v pfijimané stravé zadkladnimi zivinami
(bilkovinami, cukry a tuky). Metabolismus pak pfevadi chemickou energii Zivin pomoci
oxidace do makroergnich vazeb. Teplo je pak vedlejsim produktem metabolismu. Vyssi ptijem
energie, predevSim ve formé tukli, nez jeji vydej a naslednd expanze tukové tkané, je
etiopatogenetickym zakladem pro vznik obezity — onemocnéni, které nyni dosahuje charakteru
pandemie.

Bazalni metabolismus (basal metabolic rate, BMR) je takové mnozstvi energie vydané
v klidu a vleze, v teplotn€ neutralnim prostiedi a pii normalni t€lesné teploté a po 12 hodinach
la¢néni. Vydej energie v tomto stavu je dan pouze fungovanim zivotné dalezitych organti. Tato
hodnota se méni podle pohlavi, véku, t€lesné hmotnosti a vysky. Nejcastéji k jejimu vypoctu
vyuzivame Harris-Bennedictovu rovnici (Frankenfield, Muth et al. 1998). Klidovy energeticky
vydej (resting energy expenditure, REE) je veliina métfena nejcastéji v klinickych studiich
metodou nepiimé kalorimetrie. Za pomoci pristroje métime spotiebu kysliku a vydechovaného
oxidu uhli¢itého po urcitou dobu. REE je pak vypocitdn za pomoci vypoctu respira¢niho
kvocientu (RQ). Na metabolickém obratu se tedy uplatiiuje bazalni energeticky vydej,
energeticky vydej kosterniho svalstva pii praci a piijimand potrava (mluvime o tzv.
termogennim efektu potravy — nérocich, které maji jednotlivé ziviny na jejich vstfebavani,
traveni a ukladéani) (upraveno dle (Silbernagl 2016).

Clovék je tvor teplokrevny, schopny zajistit teplotu svého jadra na ikor metabolickych d&ji.
Teplotu jadra zajistuje udrzovanim rovnovahy mezi tvorbou a spotiebou tepla. V klidu je teplo
v nejvetsi mife produkovdno vnitfnimi orgdny, pii praci pak nastupuje kosterni svalstvo.
V ptipadé chladné periferie ma télo n¢kolik moZnosti, jak zareagovat. Metabolické navyseni
tepelné produkce je jednou z nich. Tresova termogeneze je zaloZena na opakovanych svalovych
kontrakcich zprosttedkovanych eferentnimi svalovymi vlakny. Netfesova termogeneze je
lokalizovana do hnédé tukové tkané, kde po lipolyze specidlni proteiny lokalizované na vnitini

membrané mitochondrii odpoji dychaci fetézec od produkce ATP, misto toho dojde k produkci



tepla. Mezi stimuly k tomuto d&i patii i vysoko-kaloricka strava. Tento jev byl dlouho
popisovan jako vysada hibernujicich zvifat a novorozenct (upraveno dle (Silbernagl 2016).
Jednim z mechanism, jak pfi obezité indukované vyssim kalorickym piijmem doséhnout
opét rovnovahy, je zvySeni energetického vydeje. Toho Ize nejlépe dosdhnout zvySenim télesné
aktivity. Zvyseni energetického vydeje cestou aktivace hnédé tukové tkané je jednim
z terapeutickych cili u obezity. Nejlakavéjsi predstavou zastava situace, kdy aktivovana hnéda
tukova tkan bude schopna spalit v§echny nadmérné ptijaté kalorie ve formée tepla bez nutnosti

zvySeni télesné aktivity.
3. Tukova tkan

Tukova tkan patfi mezi vazivove tkdné. Je tvofena adipocyty, endotelialnimi buiikami,
fibroblasty a buiitkami imunitniho systému. Dle lokalizace rozliSujeme subkutanni, visceralni a
ektopickou tukovou tkan. Dalsi déleni se tyka zdkladniho stavebniho kamene tkané€ — tukové
buniky (adipocytu). RozliSujeme tukovou tkan bilou, béZovou a hnédou, dle n€kterych zdroja

navic rizovou a zlutou (Giordano, Smorlesi et al. 2014, Zwick, Guerrero-Juarez et al. 2018).
3.1. Subkutanni tukova tkan

Subkutanni tukova tkan (subcutaneous adipose tissue, SAT) tvoii zhruba 80 % celkové
masy tuku v téle. Je lokalizovana predevsim ve femoroglutealni oblasti, na zadech a na predni
sténé biisni. Jejim hlavnim tkolem je ukladani energie ve formé triglyceridu a slouzi jako prvni
Stit pti vysoko kalorické stravé spojené s nedostatecnou télesnou aktivitou (Ibrahim 2010). Ve
chvili, kdy je kapacita této tkan¢ u daného jedince ptekroCena, tuk se za¢ind hromadit v jinych
organech. Adipocyty SAT jsou v priméru mensi a vice senzitivni k u¢inkiim inzulinu (Ibrahim

2010). Inervace 1 krevni zasobeni SAT je chudsi nez u visceralni tukové tkan¢ (Ibrahim 2010).
3.2. Visceralni tukova tkan

Visceralni tukova tkan (visceral adipose tissue, VAT) obaluje vnitfni organy, je
metabolicky aktivngj$i a krev z ni je odvadéna piimo do portalni Zily a do jater. Jatra jsou tak
pfimo vystavena latkdm endokrinné€ uvoliiovanymi adipocyty, stejné tak jako objemné nalozi
volnych mastnych kyselin (VMK). Témito mechanismy dochéazi k podpofe prozanétlivych
imunitnich reakci v jatrech (Ibrahim 2010). Adipocyty VAT jsou v priméru vét§si a maji
snizenou senzitivitu k inzulinu. Expanze VAT je tak spojena s vét§imi metabolickymi
komplikacemi a chronickym zanétlivym stavem (Shuster, Patlas et al. 2012). Je rozdilna 1
endokrinni funkce obou tkani — VAT produkuje vice adiponektinu a méné leptinu. Adipocyty

VAT maji také vysS$i senzitivu ke katecholaminy-indukované lipolyze. B3-receptory a
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a2-receptory VAT maji také vyssi senzitivu ke katecholaminiim nez receptory adipocytli v SAT
(Hellmer, Marcus et al. 1992). Hustota B3-receptori je vyssi ve VAT nez SAT (Arner,
Hellstrom et al. 1990, Krief, Lonngvist et al. 1993).

3.3. Ektopicka tukova tkan

Ektopickou tukovou tkani rozumime ukladani triglyceridti tam, kde Zadné tukové buiiky by
byt nemély nebo se fyziologicky nachazeji jen v minimalnim mnozstvi. Nejcastéji se toto
ektopické ukladani tyka jater, perikardu, myokardu a kosterni svalové tkané. Tyto procesy pak

narusuji funkce jednotlivych organt a ovliviiuji i organy vzdalené.

Obrazek 2: Lokalizace riiznych typi tukové tkané

A B L
A: Ektopicka tukova tkan ve svalech, kostni dfeni, pankreatu, jatrech a epikardu
B: Subkutanni (zlut€) a visceralni (bile) tukova tkan
C: Hnéda tukova tkan cervikaln€, supraklavikularng, axilarn€, paravertebraln€, paraaortalné,

suprarenalné a intraabdominalné
3.4. Bila tukova tkan

Bila tukova tkan (white adipose tissue, WAT) je potencialné Siroce expandibilni orgén a
jeden z nejvétsich endokrinnich organt v lidském tele (Zwick, Guerrero-Juarez et al. 2018).

Jako endokrinni orgdn zasahuje do celkového energetického a glukdzového metabolismu,
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reguluje pfijem potravy a zasahuje do imunologickych dé&jii. Je obecné znamo, ze jeji
morfologie se méni pfi obezité a s ni spojenych onemocnénich. Zdravy muz a Zena maji v téle
zhruba 10 az 15 kg bilé tukové tkané, coz tvoii 10 az 20 % celkové hmotnosti t€la u muzt a 20
az 30 % u Zen. Adipocyt WAT obsahuje velkou tukovou kapénku, kterd vytlacuje jadro na okraj
a je chudy na mitochondrie (Wronska and Kmiec 2012).

3.5. Hnéda tukova tkan

Hnéda tukova tkan (brown adipose tissue, BAT) je metabolicky vysoce aktivni tkan se
schopnosti pfeménit chemickou energii ziskanou z lipolyzy na teplo v procesech nazyvanych
chladem a dietou indukovana termogeneze. BAT byla poprvé popsana Svycarskym lékafem K.
Gessnerem v roce 1551 u hibernujicich hlodavcii (Cannon and Nedergaard 2008). Poprvé byla
BAT u dospélych lidi popséna v roce 1670 (Kristensen 1985). Podobna tkan byla nasledné
popsana u lidského fétu a novorozenct s tendenci mizet v pribé¢hu starnuti (Aherne and Hull
1966). Az do roku 2002 ptevladal vSeobecny néazor, ze u dospélého jedince se BAT
v signifikantnim mnozZstvi nevyskytuje vibec. AZ rutinni rozSifeni pozitronové emisni
tomografie  vyuzivajici  fluorodeoxyglukézu  spojené s pocitaCovou  tomografii
(18F-FDG-PET/CT) v onkologii umoznilo detekci BAT (Engel, Steinert et al. 1996). Nicméné
uz v 90. letech byly publikovany studie, které poukazovaly na symetrické vychytavani FDG v
oblasti krku a lopatek dospélych jedincii (Barrington and Maisey 1996). Nasledné byly bunky
s histologickou skladbou BAT nalezeny u dospélych v oblasti krku, mediastina, axily,
paravertebralni a retroperitonealné (Heaton 1972, Paidisetty and Blodgett 2009).

Na rozdil od bilé tukové tkané tvoii BAT adipocyty bohaté na mitochondrie a mnohocetné
lipidové kapénky, jadro je lokalizovano do stfedu bunky (Ikeda, Maretich et al. 2018). BAT je
husté vaskularizovana a inervovana vlakny sympatického nervového systému. Na studiich s
hlodavci bylo prokazano, ze tato tkan vychazi ze stejnych progenitort jako pruhované svalstvo
a Myf-5 je specifickym markerem pro obé¢ tyto linie (Ikeda, Maretich et al. 2018).

Pro BAT je charakteristickd pfitomnost mitochondrialniho Uncoupling proteinu 1 (UCP1)
proteinu, ktery slouzi jako medidtor netfesové termogeneze. Na zvitecich modelech zptsobuje
ztrata UCP1 genu intoleranci chladu (Enerback, Jacobsson et al. 1997) a obezitu u mysi
(Feldmann, Golozoubova et al. 2009). Transgenni exprese UCP1 ve WAT naopak snizuje
télesnou hmotnost (Kopecky, Clarke et al. 1995), zatimco odstranéni BAT nebo jeji inaktivace
vede k rozvoji obezity a souvisejicich onemocnéni opét u mysi populace (Lowell, V et al. 1993,
Bachman, Dhillon et al. 2002). Uncoupling proteiny (UCPs) jsou transmembranové proteiny

mitochondrii. Proces netfesové termogeneze zac¢ind navazdnim noradrenalinu, uvolnéného z
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nervovych sympatickych zakonceni, na B3-adrenoreceptory. To aktivuje reakce vedouci
k aktivaci protein kindzy A pomoci cyklického adenosinmonofosfatu a vedouciho k uvolnéni
volnych mastnych kyselin z triglyceridi pomoci lipdzy. Volné mastné kyseliny poté aktivuji
UCP1. UCP1 zabrani mitochondriim v produkci ATP a misto toho energii ziskanou oxidaci
volnych mastnych kyselin uvolni jako teplo (Cannon and Nedergaard 2004). Teplo je pak
cirkulaci vedeno po téle. Kromé chladu a potravy zvysSuje expresi UCP1 mnoho jinych stimula.
Jejich seznam se stale rozSifuje a nyni ¢itd nékolik desitek polozek.

N. J. Rothwell a M. J. Stock pied 3 dekddami ucinili hypotézu, ze 20 % celkového klidového
energetického vydeje by mohlo byt pfic¢itano 50 g maximalné stimulované BAT (Rothwell and
Stock 1983). K. A. Virtanen hypotézoval, Ze 63 g pIné aktivované BAT dokéze spalit ptiblizné
4,1 kg tukové tkané za rok (Virtanen, Lidell et al. 2009). V. Ouellet spocitala, ze primérné bez
stimulace chladem mohou muZi a Zeny aktivovat do 24 g resp. 42 g BAT (Ouellet, Routhier-

Labadie et al. 2011).

Obrazek 3: Aktivace UCP1

‘_0 s Noradrenalin
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Zkratky: GLUT4, glukézovy transportér 4; TAG, triacylglyceroly; Acetyl-CoA, acetylkoenzym A; UCPI,

uncoupling protein 1
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3.6. Bézova tukova tkan

Dalsim typem tukové tkané, kterou najdeme u dospé€lych v podobé ostrivkli ve WAT je tzv.
bézova tukova tkan (breite, beige, inducable adipose tissue, BeAT), ktera také exprimuje UCP1
a mize byt indukovéana chladem nebo stimulaci agonisty B3-adrenoreceptorti. Adipocyt BeAT
obsahuje mensi mnozstvi mitochondrii nez adipocyt BAT, ale vice nez adipocyt WAT (Ikeda,
Maretich et al. 2018). Stejné tak obsahuje vice malych tukovych kapének, ale jejich mnozstvi
nedosahuje charakteru adipocytu BAT. Bila tukova tkan je derivovana z Myf-5 negativnich
prekurzord, které se na zakladé riznych stimultt mohou diferencovat v bézovy fenotyp (Lee,
Swarbrick et al. 2013). Oproti tomu Cinti s kolegy vyjadiili hypotézu, Ze specificky stimulus
muZe vyvolat transdiferenciaci adipocytu WAT 1 ve funkéné zralou BAT (Lee, Swarbrick et al.
2013). Q. A. Wang naopak demonstroval, Ze bézové adipocyty objevujici se ve WAT jsou
derivovany s vétsi pravdépodobnosti z jinych specifickych prekurzort nez z bilych adipocytt

(Wang, Tao et al. 2013).
4. Vyskyt hnédé tukové tkané u dospélych

V roce 2011 publikovala V. Ouellet z Kanadského institutu pro vyzkum zdravi a obezity v
Qubecku retrospektivni studii zamétenou na faktory ovliviiujici prevalenci BAT, jeji celkovou
hmotu a vychytavani glukozy na 18F-FDG PET/CT (Ouellet, Routhier-Labadie et al. 2011).
Zamg¢iili se na cervikalni, mediastinalni, paravertebralni a perirendlni oblasti. Zkoumala vliv
mj. venkovni teploty, pohlavi, véku, BMI, glykémie, DM, délky dne a vyskytu rakoviny.
Pacienti lacnili 4 hodiny, po injekci 18F-FDG sedéli v pokoji o teplot¢ 24°C. Indikace k
vySetieni byla vétSinou onkologicka. Bylo prozkouméano 6652 snimkl od 4842 pacienti, u
kterych byla BAT zobrazena v 328 ptipadech (tzv. 6,8 %). Pokud méli pacienti 2 snimky, do
studie byl zahrnut jen jeden.

Prevalence BAT byla negativné asociovand s venkovni teplotou, vékem, BMI a vyskytem
DM. Hmota BAT a vychytavani glukozy se také lisila v zavislosti na venkovni teploté, véku a
BMI. Byla mens$i u muzi nez u Zen a u pacientll s DM nez u nediabetikd. Zhruba polovina
pacientii méla aktivni nddorovou chorobu — jejich zastoupeni se vSak neliSilo mezi BAT+/-
pacienty. Nejvétsi pravdépodobnost pozorovat BAT byla v tnoru, nejmensi v cervnu. Studie
teplota v dané sezoné. BAT byla aktivni vice u Zen, ale s vékem tento rozdil mizel. Data dale
ukdzala, Ze oblasti cervikalni, supracervikalni a paravertebralni jsou nejvice frekventované ve
vyskytu BAT. Ddle studie ukézala, Ze pokud je BAT prokdzdna v perirendlni nebo

mediastinalni oblasti, jisté je pfitomna i v cervikalni, supracervikalni ¢i paravertebralni oblasti.
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Retroperitonedlnim vyskytem BAT se zabyval i Y. Tanuma. Ten v roce 1975 uvetejnil
vysledky pitev obecné populace, kdy prokazal BAT u 92 % resp. 72 subjekti (Tanuma,
Tamamoto et al. 1975). V roce 1985 publikoval S. Cunningham studii se zaméfenim na
prevalenci BAT u dospé€lych (Cunningham, Leslie et al. 1985). Jako vzorek byla pouzita biopsie
z perirenalni oblasti 22 subjektti ve véku 3 az 74 let. Patnact osob byli zivi darci operovani pro
ruzné patologie, u zbylych sedmi byly odebrany vzorky post mortem do 18 hodin od smrti.
Nikdo z nich nebyl obézni. Mezi vySetifovanymi byl také pacient s feochromocytomem. BAT
byla prokéazana u vétSiny dospélych pod, méné pak u téch nad 50 let (Cunningham, Leslie et al.
1985).

Jina studie pievazné s 18F-FDG PET/CT sledovala 33 Zen s rakovinou prsu, které byly 5x
vySetfeny behem 1écby (Rousseau, Bourbouloux et al. 2006). U 6 Zen ani jednou nebyla BAT
zobrazena, ale jen u jedné zeny se BAT zobrazila pokazdé z péti vySetieni. Z této studie by
vyplyvalo, Ze prevalence BAT je 80 % (Rousseau, Bourbouloux et al. 2006). Tato studie
ukazuje také zajimavost, Ze nemiizeme jediné zobrazovaci mefeni povazovat za plné dostatecné

ke stanoveni prevalence BAT.

5. Vyskyt hnédé tukové tkané u pacientii s PPGL

Do roku 2002 patiily PPGL k jednomu ze tii patologickych stavli spolecné s hibernomem
a nadorovou kachexii (Leiphart and Nudelman 1970) spojenych s vyskytem metabolicky
signifikantniho mnozstvi BAT u dospé€lych. Poprvé publikoval popis tukové tkdn¢€ odpovidajici
BAT u pacienta s PPGL rakousky patolog F. Feyrter v roce 1947. Nejdiive zkoumal vzorek z
lumbalni oblasti ziskany biopsii od pacienta suspektniho pro PPGL. Pii pitvé, kterd nasledovala
nekolik mésicti pozdéji, byl histologicky potvrzeny jak feochromocytom, tak "multilokularni
tukova tkan". Feyrter piisel také s hypotézou, ze katecholaminy hraji dilezitou roli v
metabolismu a pireméné hnédé tukové tkané.

M. Melicow, expert na malignity urologického traktu, publikoval v roce 1957 studii, kde
zkoumal vztah mezi feochromocytomem a incidenci hnédého tuku, ktery tehdy nazyval
"hibernujicim tukem" (Melicow 1957). Prokazal hnédou tukovou tkan v perikapsuldrni oblasti
tumoru ale ne nikde jinde u 16 z 18 pacientll s feochromocytomem. U ostatnich tumort
vychézejici z nadledviny podobné zmény v tukové tkdni nezaznamenal. Tkan popisoval jako
"zpénénou" a jadra bunék popsal jako mala s centralnim postavenim.

V roce 1964 publikoval kanadsky patolog G. Rona kazuistiky dvou Zen, které zemfiely ¢asné
po adrenalektomii pro feochromocytom (Rona 1964). Pfi pitvé prvni pacientky byla nalezena

Ctyfti téliska o velikosti 2,0 az 5,0 cm, verifikovany jako feochromocytomy a dale dvé podlouhlé
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mahagonov¢ zbarvené masy tkané ptiléhajici na epikard. Pouzdro ledviny bylo tvofeno hnédou
tkani pfipominajici tkan v epikardu. Podobné nalezy byly ucinény v pojivové tkani v oblasti
nadledvin a paraaortalné. Celkova hmotnost této hnédé tukové tkané v bisni dutiné tvotila 1500
g. V jinych lokacich, jako napft. v subkutanni tukové tkani nebo v kostni dieni, byla nalezena
pouze bilad tukova tkan klasického vzhledu. Pti pitvé druhé Zeny byla objevena dvé hnédé
zabarvena loziska, prvni tésné naléhajici na abdominalni aortu a dals$i na dolnim poélu levé
nadledviny vazici 18 g. V jiné lokalizaci podobné abnormalita nalezena nebyla.

V roce 1982 zkoumali D. Ricquier, M. Nechad a G. Mory v PafiZi neurohormonalni
determinanty bunécného ristu, diferenciace a mitochondridlniho vyvoje BAT. Reagovali tak
na ¢lanek P. Huttunena a kolegl, ktefi detekovali aktivity mitochondridlnich enzymi v
multilokularni tukové tkani muzi pracujicich venku v severnim Finsku. Francouzsti autofi
pouzili dvé populace mys$i, z nichz jedné byly vpraveny buiiky feochromocytomu a za 3-8 tydnt
byly odebrany vzorky z interskapularni oblasti. Druha skupina mysi byla vystavena chladové
stimulaci a vzorky byly odebrany ze stejného mista. U obou skupin bylo pozorovano zvétSeni
objemu BAT, ackoliv mensi u skupiny vystavené chladu. U mysi s buitkami feochromocytomu
byla pozorovana silnd vazodilatace, zvySené procento bilkovin a fosfolipidi, alterace lipida,
zvyseni mitochondridlnich proteint a narast tzv. 32,000-dalton uncoupling proteinu (Ricquier,
Mory et al. 1983).

Na zéklad¢ tohoto pozorovani publikovali autoii v roce 1982 studii, kde stanovili
biochemickd a morfologickd kritéria pro BAT. O nejzajimavéjsi molekule, 32000-Mr
uncoupling proteinu, zvetejnili F. Bouillaud, M. Combes-George a D. Ricquier ¢lanek v roce
1983 v Bioscience Reports (Bouillaud, Combes-George et al. 1983). Prokazali, ze
mitochondrialni membrany BAT dospélych jedinct obsahuji 32000-Mr uncoupling protein,
ktery odpovida uncoupling proteinu BAT hlodavct. Dosli tak ke stejnému vysledku jako J.M.
Heaton a kolegové. Ob¢ skupiny vychdzely z premisy, Ze "uncoupling — odpfaZeni" (jakoZto
zakladni akt netfesové termogeneze) mize byt indukovano pfidanim purinovych nukleotidt
jako GDP, ADP, GTP a ATP a tim kvantifikovano. Vytvoftili tak marker BAT u dospélych.
Dal8im krokem byla izolovani DNA sondy k lidskému UCP. To se povedlo skupiné védct v
roce 1988 (Bouillaud, Villarroya et al. 1988). Sonda byla poprvé pouzita k detekci mRNA
lidského UCP u pacientli s PPGL a hibernomem. Byla tak potvrzena specificita UCP1 pro BAT
a objeven nastroj pro detekci BAT v lidském téle.

Prevalence BAT u pacienti s PPGL se 1i8i v zavislosti na studii. V roce 1985 publikoval L.
J. Medeiros skolegy v casopise Human Patology studii zahrnujici 60 pacientl s

feochromocytomem, ve které srovnavali prevalenci BAT u téchto pacientl a kontrolni skupiny.
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Vysledna prevalence byla 53,4, resp. 50,9 % (Medeiros, Katsas et al. 1985). Studii uzavieli s
tim, ze pfitomnost BAT v periadrendlni oblasti u pacienti s PPGL je bézna, ale nelisi se od
zdravych lidi a d4 se tedy povazovat za koincidenci. V roce 1986 publikoval M. E. Lean
s kolegy vysledky studie, kde pfitomnost UCP1 proteinu byla zvySena u pacientii s PPGL ve
srovnani s piipady nadhlého iimrti, novorozenci, détmi a to nejen v blizkosti tumoru, ale i ve
vzdalenych oblastech (Lean, James et al. 1986). V roce 2007 publikoval M. Hadi s kolegy v
Journal of the Nuclear Medicine retrospektivni studii 96 pacienti s PPGL, ktefi podstoupili
18F-F-DA ¢i 18F-FDG PET/CT, ptip. 123I-MIBG. BAT byla nalezenau 17,9 %. Z 83 pacientd,
ktefi podstoupili vySetfeni s 18F-FDG, 19,2% mélo nélez odpovidajici BAT. Celkem u 26
pacientl (27,0 %) z 96 pacientll zahrnutych do studie byla prokdzand BAT minimaln¢ jednou
ze tfi modalit (Hadi, Chen et al. 2007). Podobny vysledek prokazal T. Puar, ktery u 21 ze 73
(28,8 %) pacientli s PPGL popsal aktivni BAT pomoci 18F-FDG PET/CT bez ohledu na typ
mutace (Puar, van Berkel et al. 2016).

V roce 2013 publikoval M. Betz s kolegy studii jejimz cilem bylo stanovit prevalenci BAT
retroperitonealné u dospélych jedincl. Vzorky retroperitonealni tukové tkané byly odebrany 57
pacientim, ktefi podstoupili adrenalektomii pro benigni tumor. Jednalo se o nefunkcni
adenomy, 32 aldosteron-produkujicich adenomt, 9 kortizol-produkujicich adenomt a 8
feochromocytomii. UCP1 byl prokézan metodou Western blot PCR analyzou u 26 vzorki (tedy
45,6 %). Rozdily u jednotlivych typt nadorti signifikantni nebyly, pravdépodobné kviili
malému poctu vzorkt v jednotlivych skupinach. U feochromocytomu byla BAT prokazana u 5
vzorkil z 8 (tzv. 62,5 %). Déle byla prokadzana signifikantné vy$s$i koncentrace dalSich
"hnédych" genti u UCP1 pozitivnich vzorkl. Prevalence BAT mirné korelovala s vékem a
venkovni teplotou. Prevalence BAT se neliSila signifikantné dle pohlavi, BMI, pfitomnosti DM
nebo hormonu, ktery byl produkovany tumorem (Betz, Slawik et al. 2013).

S rozvojem 18F-FDG PET obecné piibyva kazuistik vyskytu BAT u pacientli s PPGL.
Naptiklad v roce 2008 publikoval Revathy B. Iyer kazuistiku 62leté pacientky s pfevazné
noradrenalin produkujicim feochromocytomem, u které byla na CT bficha zobrazena 35 mm
rozsahld expanze pravé nadledviny s vyraznou akumulaci v okolnim tuku a déle v mediastinu.
Kontrolni CT po ptipravé a- a B-blokatory zobrazilo zmenSeni masy diive popisované tkang
(Iyer, Guo et al. 2009). Dalsi kazuistiky byly publikované napt. C. Ramacciottim v roce 2006
(Ramacciotti, Schneegans et al. 2006), S. K. Dundamadappou v roce 2007 (Dundamadappa,
Shankar et al. 2007), J. Banzem v roce 2013 (Banzo, Ubieto et al. 2013), E. Sendergaardem
v roce 2014 (Sondergaard, Gormsen et al. 2015) nebo M-S. Llnasem v roce 2015 (Martinez-
Sapina Llanas, Romeu Vilar et al. 2015).
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Uvedené kazuistiky ukazuji n¢kolik zajimavosti. Zaprvé, Ze vyrazné zvysena aktivita BAT
u pacientit s PPGL nezabrani negativnimu efektu katecholaminti na glukézovy metabolismus.
Zadruhé, ze diferenciace visceralni tukové tkan¢ v BeAT muze az zdvojnasobit REE. Za tieti,
ani zdvojnéasobeni REE se nemusi projevit zménou vahy pii asto diky hyperfagickym skloniim
pacientil. A za ¢tvrté, alfa-adrenergni blokéda redukuje aktivitu BAT na FDG PET/CT takika
na normalni hodnotu, ale nezabrani prikazu UCP1 a dalsich geni termogeneze v periadrenalni
biopsii pii adrenalektomii. Coz muZze znacit nutnost urcitého Casu na transdiferenciaci a
dediferenciaci BeAT, zaroven také ukazuje na mozny efekt alfa-adrenergnich receptorti na

regulaci lidské BAT.

6. Adipogeneze, transkrip¢ni faktory a specifické markery

Adipogeneze, vyvoj zralého adipocytu, je odliSna v pribéhu embryogeneze a postnatalné,
piicemz pribéh obou procesii je stale nejasny. Adipocyty vznikaji v pruibéhu embryogeneze
v procesu determinace a diferenciace z mezenchymalnich kmenovych bunék. Tukoveé polstare
vznikaji nejdiive v druhém trimestru, a to nejdiive v oblasti hlavy a krku, poté v trupu a déle na
koncetinach. Studie ukéazaly, Ze rozdéleni na subkutanni a visceralni tukovou tkan dle lokalizace
je nedostacujici. Bylo dokazano, ze jak SAT 1 VAT se 1isi dale dle lokalizace a jednotliva tukova
depa vznikaji z riznych bunécnych linii, a to nejen v ramci druhu, ale 1 jedince (Sanchez-
Gurmaches and Guertin 2014). Dalsi studie ukazaly, Ze tato anatomicky odliSna depa jsou i
funk¢éné odlisna a jejich genova exprese je jina (Lee, Wu et al. 2013). Proces adipogenze je
dvoustupiiovy. Nejdiive vzniké preadipocyt, nediferencovany fibroblast, ten se dale diferencuje
na zraly adipocyt. Dlouho se ptredpokladalo, ze adipocyty WAT 1 BAT vznikaji ze stejnych
prekurzori. Nyni se predpoklada, ze se hnéd¢ adipocyty vyviji z progenitorti pozitivnich na gen
Myf5, které davaji vznik 1 myocytim. Adipocyty BeAT i WAT se vyviji z odlisSnych
prekurzori, Myf5 negativnich a Pdgfra pozitivnich (Ikeda, Maretich et al. 2018). BAT vznika
u hlodavci mnohem diive nez WAT.

V prvnich letech Zivota dochéazi k expanzi tukové tkdn€ v procesu hypertrofie a hyperplazie
bun¢k (Knittle, Timmers et al. 1979). V dospé€losti dochazi k obnové 10 % adipocyti. U
hlodavcti je toto Cislo vétsi a zavisi na lokalizaci tukové tkang. Tukové tkan ma v pribéhu zivota

schopnost expandovat (muize tvofit az 60 % hmotnosti u morbidné obéznich) i smrstit se (napf-.

vvvvvv

vvvvvv

hypertrofie adipocyti. Hyperplazii rozumime aktivaci prekurzori adipocytll a jejich

diferenciaci ve zralé adipocyty. Lokalizace prekurzort adipocytl postnatalné je stale nejasna.
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Prevlada ndzor, Ze adipocyty postnatdlné vznikaji z prekurzorii lokalizovanych v blizkosti
endotelu cév zasobujici jiz vznikla tukova depa. Dalsim nazorem je, ze skupina prekurzort je
uvolnovana do cirkulace z tukové tkané kostni diené a dava vznik zhruba 10 % adipocytu.
Dalsim typem prekurzorit mohou byt myocyty hladkého svalstva. Dilezitou otdzkou zlstava,
zdali jsou prekurzory v pribéhu embryogeneze totozné s témi uplatiujici se v postnatalni
adipogenezi. Odpovéd’ je opét spise kladna — obé tyto bunécné linie jsou povazovany za odlisné.
Stejné jsou regula¢ni mechanismy v prubéhu embryogeneze povazovany za odlisné od téch
v prubéhu postnatalni adipogeneze.

K odliseni BeAT a BAT mtze pomoci genovy profil. Ze studii predevs§im in vitro a méné
pak in vivo pochazi seznam gent spojenych bud’ s jednim ¢i druhym typem tukové tkané. Tyto
geny z vetsi Casti exprimuji transkripéni faktory ¢i povrchové molekuly. V prabéhu
determinace a diferenciace BeAT a BAT hraje roli nékolik proteintl, z nichz k nejzédkladnéj$im

patii C/EBP, PPAR-y s koaktivatorem PGC-1a a PRDM16.

6.1. PRDM16

PR domain containing 16 (Prdm16), kédovany genem PRDM]I6, je protein obsahujici
zinkovy prst a fungujici jako transkripcni faktor. V urcité mife je exprimovan v mnoha tkanich,
ale jeho funkce v adipogenezi je klicova a nejlépe popsana. PRDM16 se uplatituje predevsim
na zacCatku adipogeneze a urcuje osud Myf5 pozitivniho prekurzoru — zdali se vyvine v adipocyt
BAT nebo myocyt (Seale, Bjork et al. 2008). Jeho exprese ve zralych adipocytech BAT je nizka
(Di Franco, Guasti et al. 2014). Dlouho se predpokladalo, ze je PRDM16 znakem ryze BAT.
Pozdéji se vSak ukazalo, ze PRDM16 je esencialni i pro proces hnédnuti a tedy vytvareni BeAT.
Ve studiich na mySich PRDM16 zvysuje diferenciaci BeAT v SAT pii stimulaci PPARy nebo
B3-agonisty a jeho inaktivaci ztrati WAT schopnost pfemény na BeAT pii pisobeni vyse
zminénych stimuli (Ohno, Shinoda et al. 2012). Obecné Ize konstatovat, ze v mysi populaci je
PRDM16 vyrazné vice exprimovan v BAT nez viscerdlni WAT (Seale, Kajimura et al. 2007).
U lidi byl PRDM16 prokazan vyrazné vice v BAT ve srovnani se subkutanni WAT (Virtanen,
Lidell et al. 2009). Ve studiich bylo prokazdno ze inaktivace PRDMI16 vyrazn€ sniZzuje
termogenni charakteristiky BAT 1 BeAT a zvySuje expresi genil spojenych s diferenciaci
myocyti (Virtanen, Lidell et al. 2009). Dalsi studie ukazala, Ze ektopickd produkce PRDM16
v myoblastech vede k jejich diferenciaci v adipocyt s termogennimi funkcemi (Seale, Bjork et
al. 2008).

Utinek PRDM16 je zprostiedkovan vazbou a vzijemnou modulaci s dal§imi transkripénimi

faktory — ¢/EBPf, PPAR-y, PPAR-a a PGC-1a (Seale, Bjork et al. 2008, Kajimura, Seale et al.
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2009). Mezi dalsi faktory, které pozitivné moduluji vyvoj BAT i BeAT skrz modulaci
PRDM16, patii bone morphogenetic protein 7 (BMP7) (Tseng, Kokkotou et al. 2008) a
thiazolidindiony agonizujici receptory PPAR-y (Ohno, Shinoda et al. 2012). K faktorim, které
negativné moduluji vyvoj BAT i BeAT skrz modulaci PRDM16 patii microRNA miR-133
(Trajkovski, Ahmed et al. 2012).

6.2. PPARy

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma kodovany genem PPARG patii do
rodiny jadernych receptorti fungujicich jako ligandem aktivované transkripcni faktory. PPARy
je povazovan za klicovy regulétor adipogeneze, protoze Zadny jiny faktor sam o sobé nedokéze
bez ptfitomnosti PPARYy adipogenezi indukovat. PPARY hraji kli¢ovou tlohu v adipogenezi
vSech tii typt adipocytl. Ektopické exprese samotnych PPARY dokéze spustit ve fibroblastech
proces adipogeneze (Rosen and MacDougald 2006). Studie ukézaly, ze PPARYy jsou nutné i pro
funkeci zralych adipocytt a jejich inaktivace vede k jejich zaniku (Imai, Takakuwa et al. 2004).
Pacienti s heterozygotni mutaci pro PPARy trpi lipodystrofii a maji zvySenou inzulinovou
rezistenci (Semple, Chatterjee et al. 2006). V procesu vyvoje hnédého a bézového adipocytu
hraje roli pfedevsim komplex PPARy s PRDM16, histone-lysine N-methyltransferazou a early
B-cell faktorem 2. Za klicovy transkripni komplex v plné¢ funkéni BAT a BeAT jsou tedy
povazovany PPARy, PRDM16 a Pgc-1a (Lasar, Rosenwald et al. 2018). Knockout genu pro
PPARYy vedl k Gplné ztraté bilé a hnédé tukové tkan¢ (Barak, Nelson et al. 1999). Aktivace
PPARYy vede k expresi termogennich genti v BAT i BeAT. PPARYy hraji diilezitou roli v obou
krocich adipogeneze, ale predpoklada se, ze PPARy spolecné¢ s c/EBPa jsou aktivni predevsim
v druhém kroku.

Dalsi znamé& funkce PPARy pfedstavuje UCinky na gluk6zovy metabolismus.
Thiazolidindiony jsou syntetické ligandy PPARYy. Patii mezi peroralni antidiabetika, zvysuji
senzitivitu cilovych tkani k inzulinu a uZzivaji se v 1é€bé diabetes mellitus druhého typu. Na

mySich modelech zvySuji thiazolidindiony expresi GLUT4 pfenaSeci.
6.3. Pge-1a

Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator (PGC-1a) kédovany genem
PPARGCIA je povazovan za kliCovy regulator mitochondridlni biogeneze a oxidativniho
metabolismu. Poprvé byl popsan jako partner PPARy v BAT u mysi (Puigserver, Wu et al.
1998). V adipocytech Pgc-1a indukuje expresi UCP1 a dalSich termogennich gent (Puigserver,

Wu et al. 1998). U mysi neni esencidlni v pritbé¢hu embryogeneze a BAT se vyviji i bez néj
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(Lin, Wu et al. 2004), avSak tato BAT neexprimuje v signifikantni mife UCP1 ani jiné geny
termogeneze. Pfitomnost PGC-1la je krucialni jednak v chladem a agonisty [3-receptort
indukované termogenezi BAT, dale pak ve vyvoji BeAT v prubéhu zivota (Leone, Lehman et
al. 2005, Kleiner, Mepani et al. 2012). Pgc-1a je povazovan za hlavniho zprostiedkovatele
adrenergni aktivace adipocytl s termogenni kapacitou. Toho dosahuje interakci s receptory

PPAR-y, PPAR-a a thyroidalnimi.

6.4. c/EBPp

CCAAT-enhancer-binding protein beta (c/EBPP) kédovany genem CEBPB je vice
exprimovan v BAT nez WAT a tento rozdil je jesté markantnéjsi po stimulaci chladem nebo
agonisty B-receptorii (Kajimura, Seale et al. 2009). Ztrata c/EBPP je asociovana s defektni
termogenezi (Carmona, Hondares et al. 2005), naopak zvySena exprese c/EBP vede k vyvoji
BeAT ve WAT (Kajimura, Seale et al. 2009). Fyziologicky ke zvySené expresi ¢/EBPJ (a
¢/EBPJ) dochazi v prvnim kroku adipogeneze. ¢/EBPJ spole¢né s PRDM16 urcuje osud Myf5
pozitivniho prekurzoru na jeho vyvojové draze ke zralému adipocytu BAT. Ve druhém kroku

adipogeneze dochézi k expresi jinych Clent rodiny a to ¢/EBPa.
6.5. DIO2

Dejodinaza typu II (DIO2) je kédovéana genem DIOZ2. DIO2 méni prohormon tyroxin na
aktivni trijodtyronin. DIO2 je exprimovana ve zralych adipocytech BAT, které obsahuji tisice
tyroidalnich receptorii a navazanim trijodtyroninu vede k lokalnimu stavu hypertyre6zy. Ve
studiich na mysi populaci je DIO2 zasadni v noradrenalinem indukované UCP1 dependentni
termogenezi a diferenciaci BAT v embryich (de Jesus, Carvalho et al. 2001, Bianco and

McAninch 2013).
6.6. CIDEA

Cell Death Inducing DFFA Like Effector A (CIDEA) je protein kddovany genem CIDEA.
Umoziuje tukovym kapénkdm rlst tim, Ze jedna miiZe uvolnit sviij obsah do druhé. CIDEA se
u mysi nachazi vyhradné v BeAT a BAT, proto je u nich pouZivana jako marker obou tkani. Je
znamo, ze exprese CIDEA stoupa spolecné s procesem diferenciace BeAT v mysi populaci,
avsak jeji role na expresi UCP1 se povazuje za supresivni (Fischer, Shabalina et al. 2017). U
lidi byva popisovana situace odlisnd. CIDEA u lidi se nachdzi i ve WAT a koreluje
s inzulinovou senzitivitou a stzv. "zdravou" obezitou (Puri, Ranjit et al. 2008). Jedno

z vysvétleni rozdilnych vysledkl ve studiich na mySich a lidech je, Ze CIDEA u obou druhti
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plni jinou funkci. S. Jash publikoval studii, ve které ukazal, ze i u lidi CIDEA reguluje expresi
UCPI a diferenciaci BeAT (Jash, Banerjee et al. 2019).

6.7. Genové markery

Seznam specifickych genovych markeri BAT a BeAT pochazi z n€kolika studii. Ke
znamym pracim patii napt. analyza na mysich a bunéénych liniich, kterou publikoval J. Wu
(Wu, Bostrom et al. 2012), dale pak studie N. Petrovice taktéz provedena predev§im na mySich
a bunécnych liniich (Petrovic, Walden et al. 2010) a dale pak prace N. J. Jespersena, ktery
izoloval tukovou tkan ze supraklavikuldrni oblasti 21 dosp€lych operovanych z divodu
malignity v oblasti krku, a ktery prokazal zvySenou expresi mysich markert BAT i BeAT v této
oblasti (Jespersen, Larsen et al. 2013).

Za klasické markery mysi BAT je povazovany gen F-box only protein 31 (FBX031), LIM
homeobox 8 (LHXS8) a Zic family member 1 (ZICI). Funkce téchto genti v adipogenezi je vSak
nejasna a jedinecnost ZIC1 v BAT byla jiz zpochybnéna (Perugini, Bordoni et al. 2019). Za
klasické markery BeAT jsou povazovany Tumor necrosis factor receptor superfamily member
9 (TNFRSF9), Transmembrane protein 26 (TMEM?26) a Short stature homeobox 2 (SHOX2).
Tmem?26 a TNFRSF9 jsou povrchové markery nativnich adipocyti BeAT. Funkce samotnych
gent v adipogenezi také neni objasnéna. Vyuziti a specifi¢nost téchto genti zpochybnilo vice

autorti, napi. M.J. de Jong (de Jong, Larsson et al. 2015).

Obrazek 4: Shrnuti rozdiltit mezi bézovou a hnédou tukovou tkani stran morfologie, vyskytu

u lidi a hlodavci, genové exprese a transkripcnich faktorti (upraveno dle (Harms and Seale

2013))

Typ Genové Transkripéni
tkané Vyskyt u lidi Vyskyt u mysi markery faktory
Krk, mezi
Krk, mezi lopatkami lopatkami ZICI C/EBPp
Paravertebralné Axily LHXS PRDM16
BAT Perirenalné Medistinum FBX031 PPARYy, PGC-1a
Para-aortalné Perirenalné EVAI PPARa
PDK4,
1? EPSTII EBF2
Supraklavikularné Ttisla CD137 C/EBPf
Krk, mezi
Para-aortalné lopatkami TBX1 PRDM16
BeAT Perirenalné TMEM26 PPARy, PGC-1a
Intraabdominalné SHOXI ?
Axilarné CITEDI
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7. Endokrinni funkce tukové tkané

Zralé adipocyty produkuji pisobky s parakrinnimi a endokrinnimi vlastnostmi nazyvané
souhrnné adipokiny. Ty zasahuji do regulace pfijmu potravy, informuji o zasobach energie
v téle, ovliviiyji imunitni reakce a inzulinovou senzitivitu, krevni tlak, proces angiogeneze a
celkovy lipidovy a gluk6zovy metabolismus. Adipokinti bylo popsano jiz nékolik desitek, jejich
klasifikace je vSak svizelnd, protoze se do nich Casto pocitaji i latky uvoliiované jinymi buiikami

pritomnymi v tukové tkani nez samotnymi adipocyty.
7.1. Leptin

Objev leptinu v roce 1994 spustil vinu zdjmu o endokrinni funkci tukové tkané€. Y. Zhang
tehdy definoval gen zodpovédny za téZkou obezitu a hyperfagii ve specifickém kmenu mys$i
(Zhang, Proenca et al. 1994). Produkt tohoto OB genu, lokalizovaném na chromozomu 7 a
skladajiciho se ze 166 aminokyselin, nazval leptin, z feckého leptos (hubeny). Leptin je
predevsim produktem bilé tukové tkan€, avSak jeho exprese byla v mensim mnozstvi nalezena
1 v jinych tkanich (zaludek, srdce, placenta) (Kelesidis, Kelesidis et al. 2010). Receptory pro
leptin jsou bohaté exprimované v mozku, hlavné hypotalamu, méné pak v zaludku, placenté a
cévnim systému (Kelesidis, Kelesidis et al. 2010).

Leptin je produkovan adipocyty, vstupuje do krevni cirkulace a piekracuje
hematoencefalickou bariéru. Jeho hladiny v mozkomisnim moku koreluji s BMI a hodnotami
procentualniho zastoupeni tuku v lidském téle (Schwartz, Peskind et al. 1996). Leptin se vaze
na své specifické receptory v mozku a tim informuje o zasobach energie v téle. Tato informace
vyusti ve snizeni kalorického ptijmu a zvyseni energetického vydeje s cilem udrzeni konstantni
vahy (Jorgensen, Vahl et al. 1998). Leptin snizuje piijem potravy zvySenim exprese
anorexigennich peptidi, napf. o-melanocyty-stimulujiciho hormonu, a snizenim exprese
orexigennich peptidl, napi. ghrelinu (Klok, Jakobsdottir et al. 2007, Kelesidis, Kelesidis et al.
2010).

Mysi s nedostatkem leptinu vykazuji ve studiich tézkou obezitu, hyperfagii, snizeni
energetického vydeje a také hyperinzulinémii (Farooqi, Matarese et al. 2002). Podobné
vysledky byly publikovény i u lidi (de Luis, Perez Castrillon et al. 2009) avSak frekvence
vyskytu zminénych mutaci u lidi je niZsi. Studie ukézaly, Ze prosta obezita je naopak spojena
s vy$8imi plazmatickymi hladinami leptinu u lidi i hlodavch a ¢asto se mluvi v souvislosti
s obezitou o leptinové rezistenci pti downregulaci receptort (Gruzdeva, Borodkina et al. 2019).
U téchto pacientil podavani leptinu nevede k tpravé stavu. Co se tyce korelace hladin leptinu a

energetického vyvoje u lidi, protichiildné vysledky byly publikovany. Dalsi oblasti, ve kterych
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se predpoklada funkce leptinu je ateroskler6za, vyvoj neurodegenerativnich onemocnéni nebo

modulace imunologické odpovédi (Klok, Jakobsdottir et al. 2007).

7.2. Adiponektin

Adiponektin, kodovany genem ADIPOQ a skladajici se z 244 aminokyselin, byl popsan
soubézné nékolika vyzkumnymi skupinami v letech 1995 a 1996 (Scherer, Williams et al. 1995,
Maeda, Okubo et al. 1996). Adiponektin je produkovan piedevsim adipocyty bilé tukové tkané,
v mens$i mife 1 osteoblasty, hepatocyty, myocyty a buitkami placenty (Robinson, Prins et al.
2011). Adiponektin je multimericky protein, ktery je produkovan ve ¢tyfech formach — jako
trimer, hexamer, multimer o vysoké molekulové hmotnosti a v globularni formé& (Robinson,
Prins et al. 2011). Pfedposledné jmenovany piedstavuje hlavni biologicky aktivni izoformu.
Byly objeveny dva hlavni typy receptori pro adiponektin, oznaCované jako AdipoR1 a
AdipoR2. AdipoR1 ma vysokou afinitu ke globularni formé¢ a je exprimovan nejvice
v kosternim svalstvu. AdipoR2 ma naopak vysokou afinitu k multimerim a je exprimovan
pfevazné v jatrech (Robinson, Prins et al. 2011).

Sérové hladiny adiponektinu klesaji s BMI a pozitivné koreluji s inzulinovou senzitivitou
(Arita, Kihara et al. 1999, Hotta, Funahashi et al. 2000). Adiponektin po vazbé na své receptory
v kosternim svalstvu zvySuje vychytavani glukézy a oxidaci volnych mastnych kyselin
(Yamauchi, Kamon et al. 2002). Dale se ptedpokladd, ze snizuje hladiny glykémie snizenim
glukoneogeneze a glykogenolyzy. Dalsi ucinek, ktery byva adiponektinu pfisuzovan je
vazoprotektivita. Ve studiich bylo prokazano, ze nadmérna exprese adiponektinu vede k nizsi
tvorbé aterosklerotickych plati, a naopak jeho deficience vede k vysSimu vyskytu aterosklerozy

(Okamoto, Folco et al. 2008). Predpokldda se, ze téchto ucinkii dosahuje svymi

'''''

7.3. Visfatin

Visfatin je adipokin popsany roku 2004 (Fukuhara, Matsuda et al. 2005). Ukazalo se, Ze je
strukturaln€ identicky s dfive popsanym pre-B cell colony-enhancing faktorem a nikotinamide
fosforibosyltransferazou (NAMPT) (Saddi-Rosa, Oliveira et al. 2010). Dlouho se véfilo, Ze
jeho hlavnim mistem produkce je bild tukova tkan VAT, pozdéji se ale ukazalo, Ze je
produkovén spiSe makrofagy infiltrujicimi tukovou tkan neZ vlastnimi adipocyty. Na zvitecich
modelech visfatin zvySuje vychytavani glukdzy adipocyty a myocyty a inhibuje glykogenolyzu
— mimikuje tedy G¢inky inzulinu (Saddi-Rosa, Oliveira et al. 2010). ZvySené hodnoty visfatinu
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byly nalezeny napf. u aterosklerdzy, pii pfitomnosti nestabilnich platt (Dahl, Yndestad et al.

2007) nebo u obéznich (Haider, Schindler et al. 2006).

7.4. Rezistin

Rezistin byl poprvé popsan u mysi v roce 2001 (Steppan, Bailey et al. 2001, Jamaluddin,
Weakley et al. 2012) a své jméno dostal pro svoji schopnost interferovat s u¢inky inzulinu.
Hlavnim mistem produkce rezistinu je u mysi bila tukova tkan. U lidi je produkovan pfedevsim
makrofagy a dalSimi bunikami imunitniho systému, dale pak buiikami kostni dfené. Zdali je
rezistin produkovan 1 lidskymi adipocyty, je kontroverzni téma. U lidé se vyskytuje v nékolika
nizko a vysokomolekularnich izoforméch.

Zvysené hladiny rezistinu byly nalezeny u obéznich pacientl a dale pacientti s DM 2 typu
(Steppan, Bailey et al. 2001). Hladiny rezistinu korelovaly s dal§imi prozanétlivymi markery,
vyskytem koronarni aterosklerozy a metabolického syndromu (Ohmori, Momiyama et al.
2005). U mysi rezistin snizuje inzulinovou senzitivitu cilovych tkani, avSak u lidé nejsou

vysledky tak jednoznac¢né (Jamaluddin, Weakley et al. 2012).
7.5. FGF21

Fibroblastovy rtustovy faktor 21 (FGF21) byl objeven v roce 2000 T. Nishimurou jako 21.
¢len superrodiny fibroblastovych rastovych faktorii (Nishimura, Nakatake et al. 2000). Lidsky
FGF21, skladajici se z 209 aminokyselin, mé nejblize k FGF19 (Nishimura, Nakatake et al.
2000) a produkuji ho ptevazné jatra (Nishimura, Nakatake et al. 2000). Dale je produkovan
napt. kosternim svalem a adipocyty. Funkce FGF21 a jeho klinicky dopad poprvé popsal A.
Kharitonenkov v roce 2005. Ukazal, ze lidsky rekombinantni FGF21 stimuluje vychytavani
glukozy v diferencovanych mysSich a lidskych adipocytech nezavisle na inzulinu pomoci
upregulace GLUT1 receptorti (Kharitonenkov, Shiyanova et al. 2005). Podavani FGF21
obéznim myS$im a mySim s DM vedlo ke snizeni glykémie a hodnot triglyceridii
(Kharitonenkov, Shiyanova et al. 2005). Nadmérna exprese FGF21 u mysi vedla ke Stihlejsi
populaci s niz§imi hodnotami glykémie, s vétSim objemem BAT a rezistenci
k dietou-indukované obezité (Kharitonenkov, Shiyanova et al. 2005). Naopak, knockout tohoto
genu vedl k obezité a porucham metabolismu glukézy (Kharitonenkov, Shiyanova et al. 2005).
Podobnych vysledki bylo dosaZzeno u makakli (Kharitonenkov, Wroblewski et al. 2007,
Adams, Halstead et al. 2013). Dalsi studie ukézaly, ze FGF21 stimuluje lipolyzu (Arner,
Pettersson et al. 2008), zvySuje energeticky vydej (Adams, Yang et al. 2012), zlepSuje funkci
B-bunék pankreatu (Wente, Efanov et al. 2006), snizuje steatdzu jater (Fisher, Estall et al. 2011)
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a systolicky krevni tlak (Sa-Nguanmoo, Chattipakorn et al. 2016). FGF21 piekracuje
hematoencefalickou bariéru a je detekovatelny v lidském 1 hlodavéim mozkomisnim moku
(Hsuchou, Pan et al. 2007, Tan, Hallschmid et al. 2011). Kontinualni intracerebralni podavani
FGF21 vedlo ke zvysenému energetickému vydeji a inzulinové senzitivité (Sarruf, Thaler et al.
2010). FGF21 pisobi skrz CNS zvyseni hladin glukokortikoidd, potlacuje fyzickou aktivitu a
ovliviiyje cirkadianni chovani (Bookout, de Groot et al. 2013, Liang, Zhong et al. 2014).

Dalsi studie ukazaly, ze v lidské populaci nachazime zvysené hodnoty FGF21 u diabetikt
2. typu, obéznich a pacienti s dyslipidémii. Zacalo se tedy, podobné jako u leptinu, u lidi
hovofit o rezistenci. AvSak podavani analogu FGF21 dosud nevedlo u dospélych k poklesu

glykémie (Gaich, Chien et al. 2013, Dong, Rossulek et al. 2015, Talukdar, Zhou et al. 2016).
7.6. Dalsi adipokiny — NGAL, Adipsin, PAI-1

Neutrofilni s gelatinézou asociovany lipokalin 2 (neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL)) neboli lipokalin 2 je protein akutni faze dilezity pro bakteridlni imunitni odpovéd'.
Lipokalin 2 je také povazovan za jeden z moznych regulatort glukozové, lipidové a energetické
homeostazy s vlivem na termogenni funkce BAT (Zhang, Guo et al. 2014). Bohuzel studie u
lidi ptinaseji protichtidné vysledky (Ishii, Katsuura et al. 2017).

Adipsin byl jakozto adipokin poprvé popsan v roce 1987, ale pozdé&ji byl identifikovan jako
faktor komplementu D. Knockout genu pro adipsin vedl u mysi k horsi glukézové toleranci pii
vysokokalorické stravé nebo pii stresu. To bylo zplisobeno snizenou sekreci inzulinu
z pankreatickych B-bunék (Lo, Ljubicic et al. 2014). Nedostatek adipsinu hral téz roli
v né¢kolika modelech t¢zké mysi obezity (Lowell, Napolitano et al. 1990).

Inhibitor aktivatoru plasminogenu typu 1 (PAI-1) je serinova protedza hrajici roli ve
fibrinolyze. Je produkovand piedev§im endotelovymi bunkami, ale také tukovou tkani. Jeji
hladiny jsou zvysené pfi obezité a metabolickém syndromu a povazuje se za diivod zvysSeného

rizika trombozy u téchto onemocnéni (Bilgili, Celebiler et al. 2008).
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Cile prace a hypotézy

V prvni ¢asti prace jsme se zaméfili na viscerdlni a subkutanni tukovou tkan u pacientl

s PPGL ve srovnani s kontrolni skupinou. Nejdiive jsme se zabyvali funkénim markerem

termogeneze (UCP1), poté specifickymi markery pro hnédou a bézovou tukovou tkan a dale

nespecifickymi ukazateli metabolismu netfesové termogeneze. Déle jsme se zabyvali

transkripcnimi faktory, které provazeji diferenciaci hnédé a bézové tukové tkan€. V neposledni

fad¢ jsme srovnali nalezy v tukové tkani se zdkladnimi biochemickymi nélezy v periferni krvi

a metabolickymi charakteristikami vySetfované skupiny. V tukové tkani jsme taktéz stanovili

mRNA expresi predevsim adipokinti a jejich receptorti. Nase hypotézy pro tuto ¢ast prace byly

nasledujici:

Profil genové exprese tukové tkdné nemocnych s PPGL bude odlisny od kontrolni
skupiny bez feochromocytomu/paragangliomu. Tento vysledek piedpokladdme
ptedevsim ve viscerdlni tukové tkani.

Genovy profil u pacientli s feochromocytomem bude charakterizovan zvySenym
zastoupenim UCP1 a dalSich gent typickych pro netfesovou termogenezi.

Zaroven bude tento genovy profil obsahovat zvySenou expresi specifickych markert
pro hnédou nebo bézovou tukovou tkan, ptipadné oboji.

Exprese genii pro adipokiny a jejich receptory bude zménéna ve visceralni tukové tkani.

Cile prace pro tuto ¢ast studie byly nésledujici:

1.

Porovnat mRNA expresi genti asociovanych s vyskytem a aktivitou hnédé a bézové
tukové tkdn€ v subkutanni a visceralni tukové tkani pacientii s feochromocytomem ve
srovnani s kontrolni skupinou.

Zjistit, zda v tukové tkdni pacienti sfeochromocytomem probihd netiesova
termogeneze a zdali je za ni zodpovédna spiSe hnéda, ¢i bézova tukova tkan.
Analyzovat mRNA expresi genl asociovanych s endokrinni funkci tukové tkané.
Posoudit, zdali se ve zkoumanych parametrech li§i pacienti s noradrenergnim a
adrenergnim biochemickym fenotypem.

Zjistit, zdali se ve zkoumanych parametrech liS§i pacienti s hypermetabolismem

kvantifikovanym metodou nepiimé kalorimetrie.
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V druhé casti prace jsme se zabyvali perifernimi hladinami vybranych adipokinii.

Ptedevsim jsme se zamétili na FGF21. Vyuzili jsme jednak skupiny zdravych dobrovolniki a

jednak skupinu obéznich pacientl. Nase hypotéza byla pro tuto ¢ast nasledujici:

1.

Hladiny adipokinli zasahujicich do glukoregulacnich a energetickych déji budou
odli$né u pacientd s feochromocytomem ve srovnani se zdravymi dobrovolniky. Tyto

hladiny se mizou lisit v zavislosti na dalSich metabolickych ukazatelich.

NasSe cile prace byly nésledujici:

1.

Porovnat hladiny adipokinil u pacientt s feochromocytomem pied operaci a rok po ni a
dale s hladinami adipokini u skupiny zdravych dobrovolniki, event. navic se skupinou
obéznich.

Srovnat hladiny vybranych adipokint se zakladnimi biochemickymi ukazateli.

Zjistit, zdali se ve vybranych hladinach adipokinii li§i pacienti s noradrenergnim a
adrenergnim fenotypem.

Zjistit, zdali se ve vybranych hladinéch adipokinii li§i pacienti s hypermetabolismem
kvantifikovanym metodou nepiimé kalorimetrie.

Zjistit, zdali se ve vybranych hladinach adipokinti 1isi pacienti s a bez diabetes mellitus.
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Metodika

1. Design studie

Do studie byli zahrnuti pacienti s PPGL, obézni jedinci a zdravé kontroly. Do ¢asti studie
s odbérem tukové tkan¢ bylo zahrnuto 25 pacientti s PPGL (24 pacientli s feochromocytomem
a 1 pacient s abdominalnim funk¢nim paragangliomem) a 14 kontrol. Do ¢asti studie s FGF21
bylo zahrnuto 40 pacienti s PPGL (38 pacientd s feochromocytomem a 2 pacienti
s abdominalnim funk¢énim paragangliomem), 26 zdravych dobrovolnikti a 21 obéznich. VSichni
pacienti s PPGL byli vySetfeni béhem kratké hospitalizace na naSem oddé€leni (odd€leni C I11.
interni kliniky VFN a 1.LF UK v Praze) pted operaci a rok po ni. Operace byly provedeny na
1. chirurgické klinice VFN a 1.LF UK v Praze nebo na Urologické klinice VFN a 1.LF UK
v Praze. Obézni pacienti byli vySetfeni na na$i klinice na zacatku hospitalizace z diivodu
redukce vahy. Cholecystektomii podstoupili pacienti na 1. chirurgické klinice VFN a 1.LF UK
v Praze. VySetieni byli béhem této hospitalizace a dale béhem ambulantni kontroly s odstupem
3 mésict od operace.

Diagnéza PPGL byla stanovena na zakladé hladin volnych metanefrinti v plazmé, zobrazeni
primarniho tumoru majoritné pomoci PET/CT a na zaklad¢ histologického potvrzeni
pooperacné. Ostatni pri¢iny sekundarni hypertenze byly vylouceny. Hyperkortizolismus byl u
skupiny obéznich vyloucen. Kontrolni skupina se skladala jednak ze zdravych dobrovolniku a
dale z pacienti podstupujicich elektivni cholecystektomii. Nikdo z pacienti podstupujicich
cholecystektomii nebyl operovan v dobé¢ akutni exacerbace. Vzorky SAT i VAT byly ziskany
béhem oteviené Ci laparoskopické adrenalektomie u pacienti s PPGL a béhem laparoskopické
cholecystektomie u kontrol. Vzorky VAT byly ziskany z oblasti retroperitonea u pacientti
s PPGL a z omenta u kontrol. Vzorky SAT byly ziskany z pfedni bfiSni stény. Vzorky byly
odebrany ihned po odstranéni nadoru.

Informovany souhlas byl obdrZen od vSech pacientti. Eticka komise nasi instituce schvalila
studii (21. 4. 2015, eticky kod: 20/15). Nase studie byla provedena v souladu s Helsinskou

deklaraci.

2. Antropometricka méreni, laboratorni metody a odbéry vzorki tukové tkané

Krevni vzorky byly odebrany nala¢no béhem 6. a 7. hodiny ranni. Zakladni laboratorni
vySetieni, v€etné glykémie na la¢no (FBG), glykovaného hemoglobinu (HbAlc), lipidogramu
a C-reaktivniho proteinu (CRP) byly méfeny standardnimi metodami nasi laboratofe

s mezindrodni akreditaci. Inzulin byl analyzovan RIA kitem (Luminex). HOMA-IR
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(Homeostasis model assessment index-insulin resistance) byl spocitan jako glykémie na la¢no
nasobena hodnotou la¢ného inzulinu a délena 22,5. Podskupina pacientl s diabetem mellitem
byla definovana 1) jiz diagnostikovanym diabetem mellitem, 2) hladinami la¢né glykémie >7,0
mmol/l, 3) hladinami glykémie >11,1 mmol/l po dvou hodinach po zatézi 75 g glukozy v
ordlnim glukézovém toleran¢nim testu dle definice WHO z roku 2006. Véaha byla zmétena
v kilogramech (kg), vyska v centimetrech (cm) a BMI bylo vypocitano vydélenim hmotnosti
pacienta druhou mocninou jeho vysky. Dale byl méfen obvod pasu v cm. Obezita byla
definovana jako BMI >30 kg/m* a nadvéha jako BMI >25 kg/m? Krevni tlak byl méfen
oscilometrickym sfygmomanometrem dle doporuceni Evropské spolecnosti pro hypertenzi.
Arterialni hypertenze byla definovéana taktéz v souladu s doporucenimi Evropské spolecnosti
pro hypertenzi. Metabolicky syndrom byl definovan na zakladé¢ doporuceni Mezinarodni
diabetické federace jako ptitomnost centralni obezity (BMI >30 kg/m? nebo obvod pasu >102
cm u muzi a >88 cm u Zen), a jakékoliv ze dvou nésledujicich abnormalit: triglyceridy >1,7
mmol/l nebo specificka 1é€ba k jejich sniZzeni; HDL cholesterol <1,03 mmol/l u muzi a <1,29
mmol/l u Zen nebo specifickd 1écba k jejich zvyseni; systolicky krevni tlak >135 mm Hg nebo
diastolicky tlak >85 mm Hg nebo 1écba diive diagnostikované hypertenze; lacné glykémie >5,6
mmol/l nebo diive diagnostikovany DM.

Volné metanefriny v plazmé (normetanefrin a metanefrin) byly kvantifikovany kapalinovou
chromatografii s elektrochemickou detekci (HLPC-ED, Agilent 1100, Agilent Technologies,
Inc., Wilmington, DE, USA). Noradrenergni biochemicky fenotyp byl definovan jako
dominujici zvySeni normetanefrinu doprovazené bud’ normalni hladinou metanefrinu nebo jeho
zvySenim, které odpovida méné jak 5 % z celkové hodnoty obou latek. Adrenergni biochemicky
fenotyp byl definovan jako dominantni zvySeni metanefrinu nad horni hranici normy nebo
zvySeni vice jak 5 % z celkové sumy obou metabolitl (Eisenhofer, Lenders et al. 2005).

Sérové hodnoty FGF21 byly métfeny komerénim ELISA kitem (BioVendor, Modfice,
Czech Republic), ktery je zaloZen na polyklonalnich protilatkach proti lidskému FGF21.

Vzorky tkani VAT 1 SAT byly odebrany do RNA stabilizatoru a uchovéany v -80 °C pted
dalSim zpracovanim.

Casti pacientim zahrnutym do studie s FGF21 jsme stanovili periferni hladiny dal$ich

vybranych adipokinti. Jejich hladiny byly méfeny komerénimi RIA ¢i ELISA kity.
3. Neprima kalorimetrie

Energeticky metabolismus byl kvantifikovdn metodou nepiimé kalorimetrie s uzitim

ventilované kanopy (Vmax Encore 29 N system, VIASYS Healthcare Inc; SensorMedics,
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Yorba Linda, California). Pomoci ni byla v prubehu 30 minut métena klidova produkce kysliku
(O2) a oxidu uhli¢itého (CO2) a automaticky byl vypocitan respiracni kvocient (RQ) a klidovy
energeticky vydej (REE). Vysetieni probihalo v klidu, za termoneutralnich podminek (teplota
ve vySetfovné 22-24 °C) a nalacno. Primérny REE byl vyjadien v kilokaloriich za 24 hodin.
Pro vypocet bazalniho metabolického vydeje (BEE) byla pouzita Harris-Benediktova rovnice.
K vyjadieni rychlosti metabolismu byla hodnota REE délena BEE a vynasobena 100.
Hypermetabolismus byl definovan jako pomér REE/BEE vice jak 110 %.

Soucasné s métenim nepiimé kalorimetrie probihalo méfeni celkového mnozstvi tuku v téle
(BFP). To bylo méteno ptistrojem Bodystat 1500 (Bodystat Ltd, Isle of Man, United Kingdom)
na zakladé¢ méfeni bioelektrické impedance. Pfistroj mél rozsah impedance 20-2000 €,

piesnost na 6 Q, a frekvenci 50 KHz. Byly pouZity 4 elektrody.

4. Stanoveni mRNA exprese kvantitativni polymerazovou retézovou reakci

F-box only protein 31 (FBX0O31), LIM homeobox 8 (LHXS) a Zic family member 1 (ZICI)
byly vybrany jako markery BAT. Cluster of differentiation-137 (CD137) neboli TNF receptor
superfamily member 9 (TNFSRF9), Transmembrane protein 26 (TMEMZ26) a Short stature
homeobox 2 (SHOX?) byly vybrany jako markery BeAT (Petrovic, Walden et al. 2010, Sharp,
Shinoda et al. 2012, Wu, Bostrom et al. 2012, Harms and Seale 2013, Jespersen, Larsen et al.
2013). Cell death inducing DFFA like effector (CIDEA) a lodothyronine deiodinase 2 (DI02)
byly vybrany jako markery obou zminénych tkani (Fischer, Shabalina et al. 2017). PR/SET
domain 16 (PRDM16), CCAAT Enhancer Binding Protein Beta (CEBPB), Peroxisome
proliferator activated receptor delta (PPRD), Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARG) a PPARG coactivator 1-alpha (PPARGC1A) byly vybrany jako klicové transkripcni
faktory béhem adipogeneze hnéd¢ a bézové tukové tkané. Uncoupling protein 1 (UCPI) byl
vybran jako funkcni marker netfesové termogeneze.

Celkova RNA byla izolovana ze vzorkli SAT a VAT. Vzorek (70 mg) byl homogenizovany
v MagNa Lyser Instrumentu (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko) za pomoci
Magna Pure Compact RNA Izolujiciho kitu (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko).
Cistota a kvantita RNA byla stanovena NanoFotometrem (Implen, Mnichov, Némecko).
Reverzni transkripce 250 ug celkové RNA byla provedena za pomoci primert podle protokolu
vyrobce vysoko-kapacitnich cDNA kit reverzni transkripce (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Stanoveni genové exprese bylo provedeno na 7500 Real-Time PCR Systému
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Pro reakci byl pouZit mix TagMan® Universal
PCR Master Mix II, NO AmpErase® UNG (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), voda
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neobsahujici nukledzy (Fermentas Life Science, Vilnius, Lithuania) a specifické TagMan®
Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Katalogova cisla jsou pro jednotlivé TagMan® Gene Expression Assays nasledujici:
ADIPOR1 (Hs00360422 ml), ADIPOQ (Hs00605917 ml), ADRB3 (Hs00609046 ml),
CEBPB (Hs00270923 s1), CIDEA (Hs00154455 m1), DIO 2 (Hs00255341 ml), FBXO 31
(Hs00375554 ml), INSR  (Hs00961557 ml), IRS1  (Hs00178563 ml), IRS2
(Hs00275843 s1), LHX8 (Hs00418293 ml), LEP (Hs00174877 ml), NAMPT
(Hs00237184 m1), PPARD (Hs00602622 ml), PPARG (Hs00234592 ml), PPARGCIA
(Hs00173304_m1), PRDMI16 (Hs00223161 ml), RETN (Hs00220767 ml), SHOX2
(Hs00243203 m1), TMEM26 (Hs00415619 ml ), TNFRSF9 (Hs00155512 ml), UCPI
(Hs01084773_m1), ZIC1 (Hs00602749 m1), B2M (Hs99999907 m1).

Beta-2-mikroglobulin (B2M) byl pouzit jako validni house—keeping gen pro tuto studii. LDL
receptor related protein 10 (LRP10) a T-box 1 (TBX1) byly taktéz testovany jako vhodné
endogenni geny. Vzorec 29t byl pouzit ke kalkulaci relativni genové exprese. Zkratky genti

jsou v textu psané kurzivou, jejich produkty bez ni.

5. Statisticka analyza

K statistické analyze jsme zvolili program Statistica pro Windows verze 9.1 (StaSoft, Inc.,
Tulsa, OK, USA). VSechna data prosla testem normality (Shapiro-Wilk testem). Parametry bez
normalniho rozlozeni jsme logaritmicky pfevedli a opét zkontrolovali pfed pouzitim
parametrického testu. V piipad¢ normalniho rozdéleni uvadime hodnoty jako prumér =+
standardni odchylka (standard deviation, SD), zatimco neparametricka data vyjadiujeme jako
median a mezikvartilové rozpéti [Interquartile range, IQR]. Kategorick¢é proménné jsou
uvedeny jako frekvence vyskytu (%). Ke srovnani dvou nezéavislych skupin jsme pouzili
Studentoviv t-test nebo test Mann-Whitney. Zavislé skupiny testujeme Studentovym parovym
t-testem nebo Wilcoxonovym testem. Data tfi a vice skupin testujeme modelem ANOVA.
Korelace mezi proménnymi zkoumame Pearsonovym korelaénim koeficientem. Kategorické
proménné hodnotime Chi-kvadratovym testem nebo Fisherovym testem. Hodnoty p<0.05 jsou

povazovany za signifikantni.
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Vysledky
Tukova tkan

1. Zakladni charakteristiky skupin

Klinické a metabolické charakteristiky jednotlivych vySetfovanych skupin jsou shrnuty
v Tabulce 3. Obé¢ skupiny se signifikantné nelisily ve véku, BMI, hladindich CRP, hodnotach
krevniho tlaku nebo v poméru zen k muziim. Obé skupiny zahrnovaly jedince s normalni
vahou, nadvahou 1 obezitou. 36 % pacienti s PPGL splnilo definici diabetes mellitus. Tti
pacienti uzivali pfedopera¢né inzulin. PAD u vSech pacientl piedstavoval metformin. VSichni
pacienti s PPGL uZivali minimalné tfi tydny pfed operaci alfa-blokatory. Tti Ctvrtiny pacientl
s PPGL wzivaly beta-blokatory (72 %). VSichni pacienti byli eutyrézni. Nikdo ze
skupiny kontrol nebyl operovan beéhem akutni exacerbace cholecystitidy.

Jak jsme ocekavali, skupina s PPGL vykazovala signifikantné vys$si hodnoty FBG
(p=0,005), HbA1C (p<0,001) a hladiny volnych metanefrinii v plazmé (p<0,001). Zaroven tato
skupina vykazovala vyssi energeticky vydej (REE/BEE) (p=0.008). Srovnani hladin HDL se
nachazelo na hranici vyznamnosti (p=0,055). Patnact pacienti s PPGL (60 %) spliiovalo
kritéria pro hypermetabolismus a 8 pacienti s PPGL (32 %) spliovalo kritéria pro

noradrenergni fenotyp.
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Tabulka 3: Klinické a metabolické charakteristiky skupin

Faktor PPGL Kontroly

n=25 n=14 p
Zeny (n, %) 13 (52) 9 (64) 0,872
Vek (roky) 543+ 14 55,7+ 15 0,775
Body mass index (kg:m?) 26,3 £4,7 27,0+£3.3 0,628
P-metanefrin (nmol/1) 3,1[74] 0,2 0,1] 0,001
P-normetanefrin (nmol/1) 5,5[18,6] 0,3 [0,2] 0,000
FBG (mmol/l) 5,8[1,7] 4,910,3] 0,005
HbA1C (mmol/mol) 44,0 [18] 35,0 [4] 0,000
Celkovy cholesterol (mmol/1) 48+1,1 5,2+0,9 0,363
HDLc (mmol/1) 1,5+0,5 1,4+0,5 0,055
LDLc (mmol/l) 2,8+0,9 29+0,7 0,983
Triglyceridy (mmol/l) 1,3+1,0 2,1+1,6 0,618
CRP (mg/l) 25+2,4 23+1,3 0,273
Systolicky TK (mm Hg) 132 +18 125+£16 0,273
Diastolicky TK (mm Hg) 82+ 12 79 +£13 0,392
REE (Kcal/den) 1690 + 313 1462 + 313 0,087
BEE (Kcal/den) 1508 +234 1511 +£192 0,974
REE/BEE (%) 111,8+14 96,1 £11 0,008
Diabetes mellitus (n, %) 9 (36) 0(0) -
Obezita (n, %) 3(12) 321 -
Alfa blokatory (n, %) 25 (100) 0 (0) -
Beta blokatory (n, %) 18 (72) 1(8) -
Statiny (n, %) 10 (40) 2 (15) -
Peroralni antidiabetika (n, %) 7 (28) 0(0) -
Inzulin (n, %) 3(12) 0 (0) -

Statisticka vyznamnost je p < 0,05. Zkratky: P-, v plasme; FBG, glykémie na la¢no;

HbAlc; glykovany hemoglobin; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; LDLc,

low-density lipoprotein cholesterol; CRP, C-reaktivni protein; TK, krevni tlak; REE,
klidovy energeticky vydej; BEE, bazalni metabolicky vydej
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2. Rozdil v expresi genlt VAT a SAT pacientii s PPGL ve srovnani s kontrolami

mRNA exprese vSech genti SAT a VAT u pacientti s PPGL ve srovnani s kontrolami je
shrnuta v Tabulce 4. Ve VAT pacienti s PPGL jsme nasli zvySenou mRNA expresi gent
CEBPB (<0,001), DIO2 (p=0,005), PPARGCIA (<0,001) a UCPI (<0,001). Rozdil v expresi
genu PRDM16 se nachédzel na hranici hladiny vyznamnosti (p=0,069). Naopak jsme nasli
snizen¢ hladiny exprese genu TMEM?26 ve VAT pacientl s PPGL ve srovnani s kontrolami
(p=0,007). Zbytek gend nevykazoval vyznamné rozdily v expresi. V SAT pacientli s PPGL
jsme nasli zvySenou mRNA expresi genu pro adrenoceptor beta 3 (ADRB3) (p=0,046), CIDEA
(p=0,048) a PPARGCIA (p=0,001). Exprese genu FBXO 31 byla vys§i v SAT kontrol
(p=0,035). mRNA exprese genti ZICI a LHXS se ve SAT 1 VAT nachazela pod detekéni
schopnosti metody u obou vysetfovanych skupin. mRNA exprese genu UCP! se nachazela pod

detek¢ni schopnosti metody v SAT obou skupin.
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Tabulka 4: mRNA exprese gent potencialné spojenych s BAT a BeAT ve vzorcich SAT a

VAT pacientil PPGL ve srovnani s kontrolami

Symbol genu Jméno genu SAT VAT
PPGL Kontroly PPGL Kontroly
n=25 n=14 p n=25 n=14 p

ADRB3 Adrenoceptor Beta 3 1,5 [2,3] 0,4 [0,4] 0,046 2,4[4,4] 1,2 [1,9] 0,156
CCAAT Enhancer

CEBPB o ) 0,9 [0,7] 0.9 [0,6] 0,255 1,310,8] 0,7 [0,5] <0,001
Binding Protein Beta
Cell death inducing

CIDEA 1,4 [1,3] 0,8 [0,7] 0,048 1,2[1,4] 0,910,9] 0,532
DFFA like effector
Iodothyronine Deiodinase

DIO 2 5 1,1 [0,8] 0,76 [1,3] 0,554 1,09 [2,3] 0,47 [0,4] 0,005

FBXO 31 F-Box Protein 31 0,91 [0,4] 1,2 [0,3] 0,035 1,0[0,3] 0,89 [0,3] 0,378

LHX8 LIM Homeobox 8 Undet. Undet. - Undet. Undet. -
Peroxisome Proliferator

PPARD ) 0,7 [0,6] 0,9 [0,4] 0,971  1,0[0,5] 1,0 [0,6] 0,320
Activated Receptor Delta

PPARG PPAR Gamma 1,0 [0,4] 0,9 [0,5] 0,144  1,310,6] 0,9 [0,7] 0,248
PPARG Coactivator 1-

PPARGCIA 1,5[1,0] 0,6 [0,7] 0,001 1,7[2,0] 0,510,3] <0,001
Alpha

PRDM16 PR/SET domain 16 1,1 [0,6] 0,9 [0,4] 0,224  1,0[0,8] 0,7 [0,5] 0,069
Short Stature Homeobox

SHOX2 5 0,9 [1,0] 0,9 [0,6] 0,624 1,1[1,2] 0,8 10,8] 0,609
Transmembrane Protein

TMEM?26 26 1,11,5] 1,11,5] 0,892 0,8[0,60] 1,11,7] 0,007
TNF Receptor

TNFRSF9 ) 0,8 [1,4] 1,511,2] 0,126 0,8 10,8] 1,2 0,9] 0,075
Superfamily Member 9

UCPI Uncoupling Protein 1 Undet. Undet. - 3,5[25,0] 0,1[0,7] <0,001

ZICI Zic Family Member 1 Undet. Undet. - Undet. Undet. -

Statistickd vyznamnost je p<0,05. Zkratky: Undet., Nestanoveno
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3. Analyza genové exprese u pacientii s PPGL

Korela¢ni analyza mezi mRNA expresi vybranych genti ve VAT a SAT pacienti s PPGL
je shrnuta v Tabulce 5 a Grafu 1. Korela¢ni analyza mezi mRNA expresi UCP/ a vybranych
genu je shrnuta v Tabulce 6. Exprese genu UCPI korelovala pozitivné ve VAT pacientl
s PPGL s expresi gentt ADRB3, CIDEA, DIO2, PPARGCIA, PPARG, PRDM16 (vse p<0,001)
a TMEM?26 (p=0,033), CEBPB (0,003), PPARD (0,044). Exprese termogennich genti ve VAT
pacienti s PPGL klesala s vékem a BMI. Exprese geni UCPI a DIOZ2 pozitivn¢ korelovala
s hladinami normetanefrinu v plazmé (p<0,001 a p=0,019). V SAT pacient s PPGL se taktéz

negativné projevil vliv véku a BMI.

Tabulka 5: Korela¢ni analyza mezi mRNA expresi vybranych genti ve vzorcich VAT a SAT

a metabolickych parametra pacientti s PPGL

VAT SAT
Symbol genu  Faktor R p Symbol genu Faktor R )4
ADRB3 Age -0,398 0,049  ADRB3 Age -0,507 0,016
CIDEA Age -0,354 0,082 CIDEA BMI -0,624 <0,001
PPARG Age -0,418 0,037  PPARGCIA BMI -0,596 0,002
UCPI Age -0,347 0,096  PPARG BMI -0,477 0,016
ADRB3 BMI -0,427 0,033  PRDMI6 BMI -0,568 0,003
CIDEA BMI -0,349 0,087
PPARGCIA  BMI -0,457 0,021
UCPI BMI -0,365 0,079
TMEM?26 P-Nor 0,360 0,077
UCPI P-Nor 0,474 0,019
DIO 2 P-Nor 0,530 <0,001
SHOX2 BEE/REE  -0,561 0,005

Statistickda vyznamnost je p<0,05. Zkratky: BMI, body mass index; P-Met, metanefrin v plasmé; P-Nor,
normetanefrin v plazmé; FBG, glykémie na la¢no; REE, klidovy energeticky vydej; BEE, bazalni metabolicky
vyde;
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Tabulka 6: Korelacni analyza mezi mRNA expresi UCPI a vybranych geni ve vzorcich

VAT pacienti s PPGL

Symbol genu R p
ADRB3 0,711 <0,001
CEBPB 0,466 0,003
CIDEA 0,741 <0,001
DIO 2 0,782 <0,001
FBXO 31 -0,410 0,047
PPARD 0,329 0,044
PPARGCIA 0,832 <0,001
PPARG 0,667 <0,001
PRDM16 0,688 <0,001
SHOX2 0,011 0,949
TMEM26 0,434 0,033
TNFRSF9 -0.176 0,290

Statisticka vyznamnost je p<0,05

Graf 1: Korelacni analyza mezi hladinami volného normetanefrinu v plazmé a mRNA

expresi UCPI a DIO?2
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Statisticka vyznamnost je p<0,05; Zkratky: logio, dekadicky logaritmus, UCP1, Uncoupling protein 1; Dio2,
dejodaza typu 2
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4. Endokrinni funkce tukové tkané

mRNA exprese genl predevsim adipokinl a jejich receptori ve VAT a SAT pacientl
s PPGL ve srovnani s kontrolami je shrnuta v Tabulce 7. Korela¢ni analyza mezi mRNA expresi
téchto genll a vybranych metabolickych faktor je shrnuta v Tabulce 8. Ve VAT pacientl
s PPGL byla pfitomna signifikantné¢ vy$si mRNA exprese geni ADIPORI (p<0,001), INSR
(p=0,040) a NAMPT (p<0,001). V SAT pacienti s PPGL byla taktéz ptitomna vyssi mRNA
exprese geni ADIPORI (p=0,033) a NAMPT (p=0,012).

Ve VAT pacientti s PPGL korelovala negativné s BMI mRNA exprese genu pro inzulinovy
receptor a genu pro substrat inzulinového receptoru 1. Naopak s vys$§imi hodnotami BMI se
zvysovala i mRNA exprese gentl pro adipokiny visfatin a leptin. V SAT pacientd s PPGL taktéz
s BMI negativné korelovala mRNA exprese genii pro adiponektin, inzulin a substraty
inzulinového receptoru 1 a 2. mRNA exprese téchto gend zdrovenl negativné korelovala i
s FBG. Pozitivni korelace byla nalezena mezi BMI a mRNA expresi genu pro leptin. mRNA
exprese genu pro leptin taktéz vykazovala negativni korelaci s volnym normetanefrinem a

metanferinem v plazm¢.
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Tabulka 7: mRNA exprese piredevsim gent adipokint a jejich receptori ve VAT a SAT

pacientii s PPGL ve srovnani s kontrolami

SAT VAT
PPGL Kontroly PPGL Kontroly
Gene
Gene name n=25 n=14 p n=25 n=14 p
symbol
Adiponectin, C1Q and collagen
ADIPOQ ) . 1,1 [0,6] 0,910,6] 0569 1,1[0,7] 0,910,8] 0,640
domain containing
ADIPORI  Adiponectin Receptor 1 1,1 [0,6] 0,810,3] 0,003 1,1[0,3] 0,80,4] <0,001
INSR Insulin receptor 1,1 [0,6] 0,910,3] 0,099 1,2[0,4] 1,0[0,7] 0,040
IRS1 Insulin receptor substrate 1 1,1 [0,7] 1,0[0,5] 0,790 1,0[0,5] L1[L,2] 0,579
IRS2 Insulin receptor substrate 2 1,1 [0,8] 0,9[0,4] 0351 1,0[0,3] 1,0[0,9] 0,513
LEP Leptin 1,2 [0,9] 0,7 [0,8] 0,348 1,1 [1,2] 1,4 [1,0] 0,425
Nicotinamide
NAMPT ) 1,2 [1,0] 0,6[09] 0012 1,2][1,2] 0,510,3] <0,001
Phosphoribosyltransferase
RETN Rezistin 1,3 [1,0] 1,0[0,9] 0250 1,1[1,1] 0,8[2,2] 0,738

Statisticka vyznamnost je p<0,05

Tabulka 8: Korelacni analyza mezi mRNA expresi vybranych gent ve vzorcich VAT a SAT

a metabolickych parametra pacientti s PPGL

VAT SAT
Symbol genu Faktor R P Symbol genu Faktor R P
INSR BMI -0,385 0,057  ADIPOQ BMI -0,520 0,007
IRS1 BMI -0,451 0,023 INSR BMI -0,611 0,001
LEP BMI 0,467 0,019  IRSI BMI -0,566 0,003
NAMPT BMI 0,417 0,038 IRS2 BMI -0,626 <0,001
ADIPOR1 P-Nor 0,398 0,048 LEP BMI 0,463 0,019
LEP P-Nor -0,348 0,088  ADIPOQ FBG -0,432 0,031
INSR FBG -0,405 0,044
IRS1 FBG -0,435 0,029
IRS2 FBG -0,498 0,013
LEP P-Met -0,475 0,016
LEP P-Nor -0,377 0,063

Statistickd vyznamnost je p<0,05 Zkratky: BMI, body mass index; P-Met, volny metanefrin v plazmé; P-Nor,

volny normetanefrin v plazmé; FBG, glykémie na la¢no
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Diskuse

Tukova tkan

Do roku 2002 se piedpokladalo, ze se hnéda tukova tkan u zdravého dospélého cloveka
nevyskytuje. Feochromocytom/paragangliom byl povazovani za jeden ze tii patologickych
stavii (spolecné s hibernomem a nadorovou kachexii), pii kterych BAT dosahuje
signifikantniho mnozstvi nutného k uc¢inkim na metabolismus (Hany, Gharehpapagh et al.
2002, Cohade, Mourtzikos et al. 2003, Cohade, Osman et al. 2003, Yeung, Grewal et al. 2003).
Od rozsifeni pozitronové emisni tomografie s uZitim 18F-FDG PET/CT se BAT stala obecné
akceptovanou jako organ s potencidlnim terapeutickym vyuZzitim pi1 1écbé obezity a DM
druhého typu (Betz and Enerback 2015, Poher, Altirriba et al. 2015). S pfibyvajicimi studiemi
BAT i BeAT vyvstalo mnoho otdzek, a to i u pacientii s PPGL. Néktefi autoti popieli zvySeny
vyskyt BAT u PPGL, jini autofi dale popsali u pacienti s PPGL spiSe BeAT nez BAT (Di
Franco, Guasti et al. 2014). Dalsi autofi zase zcela popiraji existenci dietou-indukované
termogeneze BAT (Kozak 2010).

Z naSich vlastnich zkuSenosti, dostupnych studii a kazuistik vime, Ze hubnuti pfi
zachovalém apetitu, stravovacich navycich i fyzické aktivite, je charakteristické pro pacienty
s PPGL. Tento zvySeny energeticky vydej jsme kvantifikovali pomoci neptimé kalorimetrie
v nasi minulé studii na 17 pacientech s PPGL, ktefi byli vySetfovani pied operaci a rok po ni
(Petrak, Haluzikova et al. 2013). Méfeny REE vyrazné pooperacné poklesl, a to 1 pii vztazeni
k vaze a télesnému povrchu. K procestim, které k hypermetabolismu vedou, obecné byvaji
fazeny katabolické ucinky katecholamini a vyskyt chronického prozanétlivého stavu, ktery
jsme taktéz prokazali v nasich minulych studiich (Zelinka, Petrak et al. 2007, BoSanska, Petrak
et al. 2009, Petrak, Haluzikova et al. 2013). Aktivace BAT ¢i BeAT se nabizi jako dalsi
z mechanismil hypermetabolismu u pacienti s PPGL vzhledem k dominantni roli, kterou hraje
sympaticky systém v jeji funkci. Nasim cilem bylo popsat tukovou tkan u pacientli s PPGL na
urovni mRNA exprese a zaméfit se na geny spojené jednak se samotnou adipogenezi a dale
aktivaci BAT a BeAT. Dale jsme se chtéli vyjadfit k otdzce, zdali ve VAT u pacientli s PPGL
ptevldada BAT ¢i BeAT s vyuzitim specifickych markerti, které zndme ze zvifecich modelt.
V neposledni fad€ jsme se zaméfili na expresi genil spojenych s endokrinni funkci tukové tkang.

V nasi studii jsme prokézali u pacientli s PPGL ve vzorcich retroperitonealni VAT vyssi
expresi genu UCPI, funkéniho markeru BAT 1 BeAT. Hodnota medidnu u pacientti s PPGL
prevysila 35x hodnotu medianu kontrol. Hodnoty mRNA exprese UCP! se obecné nachazely

u pacientll s PPGL (na rozdil od kontrol) v Sirokém rozmezi. Hodnoty mRNA exprese genu
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UCPI pozitivné¢ korelovaly s hladinami normetanefrinu v plazmé¢ a mRNA expresi genu
ADBR3, geni odpovédného za syntézu B3-receptord. mRNA exprese genu UCPI v nasi
skuping klesala s vékem a BMI, coz je ndlez v souladu s obecnym nalezem ve zdravé populaci
(Pfannenberg, Werner et al. 2010, Wang, Zhang et al. 2015). Vliv pohlavi na expresi UCP!
jsme naopak v nasi skupiné nezaznamenali (ve zdravé populaci vychazi v nékterych studiich
vétsi podil BAT u zenského pohlavi (Wang, Zhang et al. 2015)). Hodnoty mRNA exprese genu
UCP1 ve VAT pacienti s PPGL pozitivn¢ korelovaly dale s mRNA expresi gentt CIDEA a
DIO2, které jsou povazovany za markery obou tkani — BeAT 1 BAT. Déle Hodnoty mRNA
exprese genu UCPI pozitivné korelovaly s mRNA expresi genti pro kli¢ové transkripcni
faktory adipogeneze BAT 1 BeAT a to PPARGCIA, PPRG a PRDM16. Dalsi korelace byla
nalezena mezi expresi genu pro marker béZové tukové tkané TMEM?26 a mRNA expresi UCPI.
Na tomto mist¢ jesteé nelze opomenout zminit celkoveé vyssi mRNA expresi ve VAT genu DIO2,
kédujicim dejodindzu typu 1II, kterd je povazovana za znamku zralé BAT. Z vysledkl
vySe zminénych usuzujeme na piitomnost probihajici noradrenalinem-indukované¢ UCP1
dependentni termogeneze ve VAT pacientti s PPGL.

Dle dostupnych vysledi se povazuje BAT 1 BeAT za kapacitné velmi podobné tkané
stran aktivity netfesové termogeneze. Vyvojove se vSak jednd pravdépodobné o dvé rozdilné
tkan¢ s odliSnou schopnosti aktivace, obnovy a expanze a s tim spojenych odliSnych cest
regulace. Za jednu z moZznosti k odliSeni BeAT a BAT se nyni vyuziva prikaz exprese sady
gentl. Seznam téchto gent se v riznych publikacich odliSuje, ale nékolik genti ziistava stejnych.
V na$i praci jsme téchto genl vyuzili. Nenasli jsem vSak signifikantni rozdil v expresi
klicovych genovych markerti pro BAT ¢i BeAT ve vzorcich VAT pacienti s PPGL. Prokazali
jsme nizké nebo nezménéné hladiny klicovych markert BeAT (TMEM?26, TNFSRF9 a SHOX?)
1 BAT (ZICI, FBXO31 a LHXS). Je nutné zminit, ze funkce téchto genii neni znama nebo je
nejednoznacna. Seznam téchto genl je zaloZen pfedevSim na in vitro a zvifecich modelech (s
hlodavci). Rozdilné vysledky byly publikovany 1 u pacientii s PPGL. Di Franco s kolegy nalezli
v retroperitonealni BAT a z ni odvozenych kmenovych bun€k osmi pacienti s PPGL jak
klasické znamky BAT, tak i BeAT. V této studii retroperitonedlni BAT a nediferencované
hnédé kmenové buiiky exprimovali vyssi hladiny ZIC1 a TNFSRF9, ale ne LHXS (D1 Franco,
Guasti et al. 2014). Nagano s kolegy prokazali na 11 pacientech s PPGL, Ze adipocyty
retroperitonedlni BAT exprimovaly molekularni charakteristiky klasické hnédé spiSe nez
bézové tukové tkan€ (Nagano, Ohno et al. 2015). Konkrétné stanovili v retroperitonedlni oblasti
pacientii s PPGL vyssi expresi genit UCPI, CIDEA, ELOVL3, EBF3, FBXO31 a LHXS, ale ne
TNFSRF9, TBXI nebo TMEM?26 ve srovnani se 7 pacienti afunkénim tumorem nadledviny
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(Nagano, Ohno et al. 2015). Betz a kol. zkoumali 57 pacientli s tumorem nadledviny (vcetné
PPGL). Prokézali, ze skupina, kde se nachazi BAT vykazuje vyssi expresi UCP1, PPARGCIA,
DIO2, ADRB3 ale ne PRDM16 (Betz, Slawik et al. 2013). V jiné studii prokazal Frontini
v omentalnim tuku v 12 pacientd s PPGL vyssi expresi UCPI, ADRB3 a PRDM16, ale ne
PPARGCIA a DIO2. Nase a vyse zminéné vysledky ukazuji, Ze specificita a funkce téchto
klasickych genovych markert je stale nejasna (Giralt and Villarroya 2013, Di Franco, Guasti et
al. 2014). Na otazku, zdali se ve VAT naSich pacientd pievazuje BAT ¢i BeAT, proto
nedokdzeme jednoznacné odpoveédét. Na zdklad¢ naSich vysledkd je pravdépodobné, ze
noradrenalin indukuje transformaci obou tukovych tkani, tedy jak BAT, tak BeAT.

Ve VAT pacientii s PPGL jsme zaznamenali signifikantné vysS$i expresi genli pro
transkripcni faktory PPARGCIA a CEBPB. Exprese genu pro dalsi transkripéni faktor a to
PRDM]16, se nachazela na hranici vyznamnosti. Exprese genu PPARGCIA korelovala ve VAT
pacientll s PPGL s expresi gent UCPI (p<0,001), TMEM26 (p=0,009), CIDEA, DIO2 (oba
p<0,001) a ADRB3 (p<0,001). Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
l-alpha (PGC-la), kodovany genem PPARGCIA, je povazovan za hlavni regulator
mitochondrialni biogeneze a esencialni latku pro chladem a agonisty B3-receptorti indukovanou
termogenezi (Uldry, Yang et al. 2006). CEBPB koduje CCAAT/enhancer-binding protein beta
(C/EBP-B), dalsi transkripéni faktor v adipogenezi. Ztrata C/EBP-f vede ke snizené
termogenezi mysi (Carmona, Hondares et al. 2005) a jeho zvySena funkce vede ke zvySeni
aktivity BAT (Karamanlidis, Karamitri et al. 2007). PRDM16 je transkripcéni faktor, ktery
indukuje vyvoj hnédé tukové tkan¢ namisto myoblasti z MY f5-pozitivnich prekurzorti u mysi
(Seale, Bjork et al. 2008) a zvySuje transformaci WAT do BeAT za ptitomnosti PPARy agonistl
nebo agonistil B3-receptortt u mysi (Ohno, Shinoda et al. 2012). Nenalezli jsme zaddny rozdil
v expresi PPARG ¢i PPARD, skupinu gena pro jaderné receptory. Domnivame se vSak, ze
zvySena aktivita transkripénich faktori zminénych vysSe odrazi zvysSenou diferenciaci
termogenni tkané ve zkoumanych vzorcich, at’ uz se jednd o BAT ¢i BeAT. Tyto transkripéni
faktory se nachdzi jednak na zacatku diferenciace a jednak odrazi aktivitu i zralejsi tkané.
Zminéné transkrip¢ni faktory vSak nejsou 100 % specifické pro BAT ¢i BeAT.

V SAT pacientli s PPGL jsme prokézali vy$si mRNA expresi geni PPARGCIA a
ADRB3 spoletné s vys§imi mRNA hladinami genu CIDEA. mRNA exprese genu CIDEA
korelovala pozitivné s expresi genll pro transkripéni faktory a to PPARGCIA a PRDM16 (oba
p<0,05). mRNA expresi funkéniho genu termogeneze UCP! jsme vSak v SAT pacientii s PPGL
nezaznamenali (ani v SAT kontrol). O tom, Ze 1 v SAT dochézi ke zméné u pacientii s PPGL

informoval napf. T. Okamura s kolegy (Okamura, Nakajima et al. 2015). Jasny prikaz
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v hnédnuti SAT u pacientli s PPGL vSak zatim k dispozici neni (Vergnes, Davies et al. 2016).
Naproti tomu k hnédnuti SAT dochdzi jasné u mysi. NaSe vysledky nemizeme povazovat za
jasny dikaz zvySené diferenciace tkané, a tady nase hypotéza o transformaci SAT nebyla
potvrzena. Na druhou stranu nase vysledky nevyvraci moznost existence UCP1-nezavislé
termogeneze, ktery je v literatuie také hojné diskutovan.

Dle hodnoty REE/BEE jsme rozdélili pacienty sPPGL na podskupinu
s hypermetabolismem a podskupinu s normélnim metabolismem. Déle jsme pacienty s PPGL
rozdélili na podskupinu s adrenergnim a noradrenergnim fenotypem. Nenalezli jsme rozdil
v genoveé expresi mezi pacienty sPPGL a normometabolismem ve srovnani
s hypermetabolismem nebo pacienty s adrenergnim fenotypem ve srovnani s noradrenergnim
fenotypem. Nicmén¢ limitaci nasi prace v podrobnéjsich subanalyzach byl nizky pocet pacientti
s feochromocytomem, nebot’ se jednd o vzacné onemocnéni. Ddle musime brat v tvahu
riznorodé rozpéti katecholaminti u pacientti s PPGL nebo vliv sezénnich teplot.

Stran endokrinni funkce tukové tkané jsme dosli k nasledujicim vysledktim. Nasli jsme
pozitivni korelaci mezi mRNA expresi genu UCPI a expresi genu kodujicim hormon
adiponektin (ADIPOQ) a receptor pro adiponektin 1 (ADIPORI) (oba p<0,001). Zaroven jsme
prokézali vyssi mRNA expresi genu ADIPORI ve VAT i1 SAT pacientti s PPGL. Adiponektin
je znam Sirokou skélou pozitivnich u€inkli na metabolismus, ale jeho vliv na BAT je nejasny.
Q. Wei s kolegy ukazali, ze kmen mys3i s ablaci genu pro adiponektin (Adipog ”~) po vystaveni
chladu nedokédze dobie udrzet teplotu téla a exprese termogennich genii ve VAT 1 SAT je
snizena. Také ukazal ze pocet mitochondrii v BAT je u téchto mysi sniZen, stejné tak jako
exprese mitochondridlnich genii. Déle ukézal Ze delece genu pro adiponektin vede ke snizené
sympatické stimulaci a down-regulaci f3-receptorii v BAT u téchto mysi (Wei, Lee et al. 2017).

Zcela opacné vysledky publikoval L. Qiao s kolegy, ktefi oznacili efekt adiponektinu za
vyrazné anti-termogenni a jejich kmen mysi Adipog '~ se choval v chladu zcela jinak neZ kmen
mys$i ve studii Q. Weia (Qiao, Yoo et al. 2014). Pozoruhodné je, Ze efekt na termogenezi v této
studii nebyl zprostfedkovany vazbou adiponektinu na receptory pro adiponektin 1 ani 2 (Qiao,
Yoo et al. 2014). G. Iacobellis mé&fil mRNA expresi adiponektinu a jeho receptori 1 a2 v tkani
feochromocytomu u 49 pacientli (Iacobellis, Di Gioia et al. 2013). Zarovent méfil hladiny v
plazmé celkového a HMW adiponektinu u 10 pacienti s feochromocytomem a u 33 zdravych
dobrovolnikii. Prokézal vy$§i mRNA expresi hlavné pro ADIPORI u pacientl s PPGL a
adrenergnim fenotypem. U pacientil s noradrenergnim fenotypem prokazal vyssi hladiny
celkového i HMW adiponektinu (Iacobellis, Di Gioia et al. 2013). V jedné z naSich minulych

studii jsme zmény adiponektinu v jeho cirkulyjici frakei u 18 pacientti s PPGL pted operaci ve
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srovnani se stavem po operaci, nezaznamenali (BoSanskd, Petrak et al. 2009). Nase soucasna
prace s tukovou tkani hovoti spise pro pozitivni vazbu mezi adiponektinem a termogenezi, ktery
se miiZze projevovat na parakrinni Grovni.

Adipocyty BAT obsahuji velké mnozstvi inzulinovych receptorti a tkait BAT je obecné
povazovéana za vysoce inzulin-senzitivni tkan. Ve VAT pacienti s PPGL jsme nasli vyssi
mRNA expresi genu pro inzulinovy receptor (INSR), ale ne substratii pro inzulinovy receptor 1
a 2. mRNA exprese UCP1 avSak pozitivn¢ korelovala s mRNA expresi jak inzulinového
receptoru, tak /RS (oba p<0,05). Nemiizeme vyloucit, Ze se jedna o up-regulaci receptorii pti
celkové snizenych cirkulujicich hladinach inzulinu.

V SAT 1 VAT pacientll s PPGL jsme prokdzali vyssi mRNA expresi genu NAMPT,
ktery koduje hormon visfatin. Predpoklada se, ze visfatin je produkovan makrofagy
infiltrujicimi tukovou tkan spiSe nez adipocyty samotnymi a jeho hladiny koreluji se stupném
zanétu (Saddi-Rosa, Oliveira et al. 2010). Visfatin mimikuje G€inky inzulinu a sniZuje hladinu
glukozy v krvi (Adeghate 2008). Rozdil v mRNA expresi gent pro leptin a rezistin jsme ve
VAT ¢i SAT u pacient s PPGL nenasli.
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Vysledky
FGF21

1. Zakladni charakteristiky skupin

Biochemické, antropometrické a klinické charakteristiky jednotlivych skupin jsou shrnuté
v tabulce 9. Skupina obéznich a kontrol obsahovala vice Zen (p=0,008). Ve véku se jednotlivé
skupiny neliSily. Ve skupin€ pacientli s PPGL se nachézeli i obézni jedinci (15 %), stejné tak
se nachazeli pacienti s arterialni hypertenzi ve skupin€ obéznich (86 %). Obézni pacienti uzivali
vetsi pocet antihypertenziv (p=0,038). V dobé¢ vysetteni 70 % pacientli s PPGL uzivalo
alfa-blokatory a 35 % beta-blokéatory. Inzulin uzivali jak pacienti s PPGL (8 %), tak obézni (19
%). VSsichni pacienti (obézni 1 pacienti s PPGL) uzivajici PAD uzivali metformin. UZivani
statinti bylo v obou skupinach takika vyrovnané. Definici metabolického syndromu splnila
vétSina obéznich pacientd.

Laboratorné obézni skupina vykazovala vyssi BMI a BFP ve srovnani s PPGL 1 kontrolami
(p<0,001). Jejich lipidogram se taktéz lisil v hladiné triglyceridd a HDL (p<0,001). Vyssi
energeticky metabolismus byl pfitomen jak u skupiny s PPGL, tak u obéznich (p=0,007).
Definici hypermetabolismu spliiovalo 49 % pacienti s PPGL. Jak obézni, tak pacienti s PPGL
vykazovali vyss$i hodnoty systolického krevniho tlaku nez kontroly (p=0,002). Hladiny FBG a
HbA Ic byly u skupiny PPGL i obéznich podobné, ale vyssi nez u kontrol (p<0,001). Hladiny
inzulinu byly nizsi u pacientti s PPGL nez u kontrol a ocekavané vyssi u obéznich (p=0,037)
spolecné s HOMA-IR (p<0,001) ve srovnani s kontrolami. Adrenergni fenotyp byl piitomen u
61 % pacientli s PPGL a noradrenergni u 39 % pacientii s PPGL.
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Tabulka 9: Zakladni charakteristiky skupin

Kontroly Obézni PPGL P

n=26 n=21 n=40
Zeny (n, %) 21 (81) 18 (86) 21 (53) 0,008
Vek (roky) 48,5+ 10 54,6+ 14 524+ 14 0,262
Body mass index (kg/m?) 239+3 44,9 £ 9*% 25,14 <0,001
Procento télesného tuku (%) 27,5+ 11 51,4 £ 11%% 29,5+8 <0,001
Klidovy energeticky vydej (Kcal/den) 1467 £ 165 1943 +398** 1691 £327 <0,001
REE/BEE (%) 98,7+8 101,9 +18% 110,3 £ 12¢ 0,007
Systolicky krevni tlak (mm Hg) 115+15 133 £ 17% 132 £ 18 0,002
Diastolicky krevni tlak (mm Hg) 71+15 79+ 10 76 £11 0,106
Stiedni arterialni tlak (mm Hg) 86+ 12 97 £ 11% 95+ 13 0,013
Pulzni tlak (mm Hg) 50+9 54+10 5612 0,439
Glykémie (mmol/1) 4,2 10,9] 6,0 [31* 58[2,11° <0,001
HbAlc (mmol/mol) 34,0 [6] 44,0 [25]* 42,0 [16]° <0,001
Inzulin (mIU/1) 6,1 [4] 16,3 911 3,7 [3]F <0,001
HOMA-IR 1,2 [1] 4,9 [7]1* 0,95 [1] <0,001
Celkovy cholesterol (mmol/1) 5,1+0,8 49+1 46+1 0,180
HDL cholesterol (mmol/l) 1,6 £ 0,4 1,1 £0,3* 1,5+0,5 <0,001
LDL cholesterol (mmol/1) 3+0,7 2,9+0,9 2,61 0,144
Triglyceridy (mmol/1) 1,0[0,4] 1,7 [0,4]*+ 0,9 10,7] <0,001
FGF21 (pg/ml) 107,9[116]  160,4 [180]* 174,2 [283]° <0,001
Hypertenze (n, %) - 18 (86) 26 (65) 0,185
Diabetes Mellitus (n, %) - 11 (52) 13 (33) 0,757
Obezita (n, %) - 21 (100) 6 (15) -
Dyslipidemie (n, %) - 18 (86) 23 (58) 0,718
Metabolicky syndrom (n, %) - 19 (90) 20 (50) 0,118
Uzivani PAD (n, %) - 10 (48) 10 (26) 0,025
Uzivani inzulinu (n, %) - 4(19) 3(8) -
UZivani statinu (n, %) - 10 (48) 16 (40) 0,863
Pocet antihypertenziv (n) - 2,38+1,5 1,85+ 1,1 0,038
UZzZivani alfa blokatort (n, %) - 4(19) 28 (70) -
Uzivani beta blokatort (n, %) - 12 (57) 14 (35) 0,017

*<0,001 Obézni vs. Kontroly; T <0,001 Obézni vs. PPGL; *<0,05 Obézni vs. PPGL; { <0,05 Obézni vs. Kontroly;
*<0,05 PPGL vs. Kontroly; © <0,001 PPGL vs. Kontroly; Statistickd vyznamnost je p<0,05; Zkratky: REE, klidovy
energeticky vydej; BEE, bazalni metabolicky vydej; HbAlc, glykovany hemoglobin; HOMA-IR, homeostasis
model assessment of insulin resistance; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; PAD,

peroralni antidiabetika
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2. Efekt adrenalektomie u pacientii s PPGL

Podskupina 27 pacientll byla vySetfena 1 rok po provedeni unilateralni adrenalektomie.
Zakladni charakteristiky obou skupin pfed a po operaci jsou shrnuty v Tabulce 10. Pokles
v hladiné volnych metanefrinti v plazmé a chromograninu A odrazi UspéSnost operace
(p<0,001). Véahovy pfiristek byl signifikantni ve vSech sledovanych parametrech. Zadny
pacient po operaci nesplnil kritéria pro hypermetabolismus. Arteridlni hypertenze zistala
pritomna u 22 % pacientd, ale celkovy pocet uzivanych antihypertenziv se snizil. Hladiny FBG
a HbAlc vyznamné& poklesly (p<0,001 a p=0,018). Piekvapivé nedoslo k normalizaci hladin
inzulinu, ale normoglykémie byla poopera¢né pritomna u vétSiny pacientd (93 %). Inzulin rok

po operaci neuzival zadny pacient.
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Tabulka 10: Pacienti s PPGL pted a rok po operaci

Pred Po )4

n=27 n=27
Zeny (n, %) 15 (56) 15 (56) -
Veék (roky) 51,9+ 13 53,0+13 <0,001
Body mass index (kg/m?) 247+3 26,2+4 <0,001
Procento télesného tuku (%) 29,3+9 32,3+£9 0,034
BEE (Kcal/den) 1509 +252 1543 + 266 0,001
REE (Kcal/den) 1655+ 311 1477 £216 <0,001
REE/BEE (%) 110,8 £ 12 96,5+ 7 <0,001
Systolicky TK (mm Hg) 132+£19 125+17 0,084
Diastolicky TK (mm Hg) 76 £11 7511 0,598
MAP (mm Hg) 94+ 13 91+12 0,253
Pulzni tlak (mm Hg) 56+13 56+19 0,888
FBG (mmol/l) 5,7 [1,7] 4,8 10,8] <0,001
HbAlc (mmol/mol) 42,0 [17] 40,0 [6] 0,018
Inzulin (mIU/1) 33+3 2,8+3 <0,001
HOMA-IR 0,9+0,9 0,6 +0,7 <0,001
Celkovy cholesterol (mmol/1) 48+1 46+1,1 0,436
HDLc¢ (mmol/1) 1,5+0,5 1,4+0,8 0,237
LDLc¢ (mmol/l) 2,7+1 2,7+0,8 0,771
Triglyceridy (mmol/1) 0,8 [0,6] 1,2 [0,7] 0,017
FGF21 (pg/ml) 176,4 [284] 131,3 [225] <0,001
P-Metanefrin (nmol/1) 3,1[9] 0,17[0,2] <0,001
P-Normetanefrin (nmol/l) 11,6 [14] 0,33 10,4] <0,001
Chromogranin (ng/ml) 334,8 [489] 39,6 [38] <0,001
Art. hypertenze (%) 19 (70) 6 (22) 0,071
Diabetes mellitus (%) 9(33) 2(7) 0,037
Obezita (n, %) 2(7) 2(7) -
Dyslipidemie (n, %) 17 (63) 18 (67) 0,775
MS (n, %) 14 (52) 6 (22) 0,241
Uzivani PAD (n, %) 5(19) 2(7) 0,203
Uzivani inzulinu (n, %) 3(11) 0 (0) 0,074
UZivani statind (n, %) 11 (41) 13 (48) 0,583
Uzivani antihypertenziv (n) 1,93+1 0,37+0,7 <0,001

Statistickd vyznamnost je p<0,05; Zkratky: REE, klidovy energeticky vydej; BEE, bazalni metabolicky vydej; TK,
krevni tlak; MAP, stiedni arteridlni tlak; FBG, glykémie na la¢no; HbAlc; glykovany hemoglobin; HOMA-IR,
homeostasis model assessment of insulin resistance; HDLc, high-density lipoprotein cholesterol; LDLc, low-
density lipoprotein cholesterol; FGF21, fibroblastovy ristovy faktor 21; P-, v plazmé; MS; metabolicky syndrom,;
PAD, peroralni antidiabetka
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3. Hladiny FGF21 a jeho korelace

Hladiny FGF21 se nachazely u vSech skupin v Sirokém rozpéti. Korelace mezi FGF21 a
vybranymi faktory jsou uvedeny v Tabulce 11 a Grafu 2. Hladiny FGF21 byly signifikantné
vys$si u PPGL neuz u kontrol (p<0,001) a srovnatelné s obéznimi. Pacienti s PPGL a diabetem
vykazovali vyss$i hladiny FGF21 nez ti s normalni gluk6zovou toleranci (438,2 [337] pg/ml vs.
154,5 [97] pg/ml; p=0,007). Pacienti s PPGL a diabetem taktéZ vykazovali vys$si hladiny FGF21
nez ti s prediabetem (438,2 [337] pg/ml vs. 154,5 [97] pg/ml; p=0,022). Obézni diabetici taktéz
vykazovali vyS$i hladiny FGF21 nez obézni s normalni gluk6zovou toleranci (314,1 [300]
pg/ml vs. 140,5 [7] pg/ml; p = 0,049). Obézni s diabetem vykazovali vyssi hladiny FGF21 nez
obézni s prediabetem (314,1 [300] pg/ml vs. 113,1 [54] pg/ml; p=0,024). Hladiny FGF21 u
pacientll s PPGL a noradrenergnim fenotypem se liSily od téch s adrenergnim fenotypem lehce
nad Grovni vyznamnosti (p=0,062). Rozdil mezi pacienty s PPGL a hypermetabolismem ¢i
normdalnim metabolismem nebyl zachycen.

Hladiny FGF21 korelovaly pozitivné u pacienti s PPGL s vékem (p=0,005), BMI
(p=0,028), pulznim tlakem (p=0,032), glykémii na lacno (p=0,002) a HbAlc (p=0,014).
Pacienti s PPGL a s metabolickym syndromem nebo dyslipidémii vykazovali vyssi hladiny
FGF21 nez jedinci bez téchto onemocnéni (p<0,001). Hladiny FGF21 u hlavnich komponent

metabolického syndromu jsou shrnuty v Tabulce 12.
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Tabulka 11: Korelace mezi hladinami FGF21 a vybranymi faktory

PPGL (n = 40)
R p
Vek (roky) 0,435 0,005
Vaha (kg) 0,267 0,095
Body mass index (kg.m-2) 0,348 0,028
P-Metanefrin (nmol/1) 0,212 0,194
P-Normetanefrin (nmol/l) 0,086 0,602
Respiracni kvocient -0,121 0,474
BEE (Kcal/den) 0,169 0,316
REE (Kcal/den) 0,163 0,336
REE/BEE (%) 0,018 0,915
Systolicky krevni tlak (mm Hg) 0,194 0,231
Diastolicky krevni tlak (mm Hg) -0,047 0,755
Stfedni arterialni tlak (mm Hg) 0,058 0,721
Pulzni tlak (mm Hg) 0,338 0,032
Glykémie na lacno (mmol/l) 0,459 0,002
HbA1c (mmol/mol) 0,426 0,014
Inzulin (mIU/1) 0,097 0,551
HOMA-IR 0,248 0,121
Celkovy cholesterol (mmol/l) -0,045 0,785
HDL cholesterol (mmol/1) 0,009 0,593
LDL cholesterol (mmol/1) -0,211 0,196
Triglyceridy (mmol/1) 0,255 0,113

Statisticka vyznamnost je p<0,05; Zkratky: P-, v plazmé; REE, klidovy energeticky vydej; HbAlc, glykovany
hemoglobin; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; HDL, high-density lipoprotein;

LDL, low-density lipoprotein
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Tabulka 12: Hladiny FGF21 u jednotlivych komponent metabolické syndromu u pacientil s

PPGL
FGF21 P

Dyslipidemie Ano 264,9 [343] <0,001
Ne 133,7[102]

Diabetes mellitus Ano 438,2 [337] 0,001
Ne 158,0 [170]

Centralni obezita Ano 214,2 [326] 0,486
Ne 167,1 [280]

Metabolicky syndrom Ano 377,9 [333] <0,001
Ne 147,8 [94]

Hypertenze Ano 214,2 [348] 0,085
No 160,4 [131]

Statisticka vyznamnost je od p <0,05

Graf 2: Korelace hladin FGF21 a vybranych faktort u pacientii s PPGL
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4. Hladiny dalSich vybranych adipokini

Hladiny vybranych adipokinti u pacientli ped operaci ve srovnani se stavem po operaci a
s kontrolami, jsou shrnuty v tabulce 13. Nenasli jsme signifikantni rozdil v Zadnym ze

stanovenych hormont. Z technickych diivodi neinterpretujeme hladiny adiponektinu.

Tabulka 13: Sérové hladiny dalSich adipokini u pacientti s PPGL pied operaci, po operaci a

u zdravych kontrol
Faktor PPGL pied PPGL po Kontroly

n=40 n=34 n=23 p
Adiponektin (pg/ml) - - - -
Lipokalin 2/NGAL (ng/ml) 182,2 [112] 157,6 [107] 169,7 [61] 0,418
Rezistin (ng/ml) 65,3 [30] 70,6 [27] 81,1 [38] 0,249
Adipsin (ug/ml) 4,11[1,5] 4,3 11,7] 3,9 [1,5] 0,365
PAI 1 (pg/ml) 92,6 [47] 87,5 [37] 81,7 [38] 0,106

Statisticka vyznamnost je p <0,05; Zkratky: PAI-1, Inhibitor aktivatoru plasminogenu typu 1
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Diskuse

FGF21

V této ¢asti studie jsme se zabyvali FGF21 — peptidem u kterého se predpoklada vliv na
energeticky, glukozovy a lipidovy metabolismus, stejné tak jako vliv na BAT, event. BeAT.
Nase studie ukézala, ze pacienti s PPGL maji vyssi hladiny FGF21 ve srovnani s kontrolami a
tyto hladiny se nelisi od hladin FGF21 obéznich jedinci. Dale jsme zaznamenali signifikantni
pokles v hladinach FGF21 po odstranéni nadoru. ZvySené¢ hladiny FGF21 byly zvlasté
evidentni u pacientll s PPGL a DM a pozitivn€ korelovaly s hladinami glykémie na la¢no a
BMI. Nenasli jsme spojeni mezi FGF21 a hypermetabolismem u pacientd s PPGL.

Ze zvitecich modelil vime, Ze FGF21 stimuluje vydej energie a zvySuje metabolicky
obrat a fyzickou aktivitu (Xu, Lloyd et al. 2009). U lidi byly publikovany protichtidné vysledky
v zavislosti na studované populaci. U zdravych dobrovolnikd s vdhou v mezich normy
korelovaly pozitivné hladiny FGF21 s celkovym energetickym vydejem béhem vystaveni
chladu (Straczkowski, Karczewska-Kupczewska et al. 2013). V jiné studii korelovaly hladiny
FGF21 pozitivné s glykémii na lacno a REE, zvlasté¢ u obéznich pacienti (Straczkowski,
Karczewska-Kupczewska et al. 2013). Na druhou stranu, nebyla nalezena zadna asociace mezi
FGF21 a REE u pacientt s hyperkortisolismem ¢i u zdravé populace s nizkou porodni vahou
(Durovcova, Marek et al. 2010, Vienberg, Brons et al. 2012).

Nadprodukce katecholaminti u pacienti s PPGL vede ke zvySenému energetickému
vydeji (Petrak, Haluzikova et al. 2013). Ackoliv jsme prokazali zvySené hladiny FGF21, nenasli
jsme spojeni s hypermetabolismem. V biopsiich tuku u pacientti s PPGL byla prokéazéna vyssi
exprese mRNA FGF21 ve srovnani s kontrolami podstupujicich elektivni cholecystektomii
(Hondares, Gallego-Escuredo et al. 2014). Tato studie vSak neobsahovala hladiny FGF21
v periferni krvi. Mizeme se tedy domnivat, ze sérové hladiny neodrazi parakrinni aktivitu
FGF21 v tukové tkani.

Experimentalni studie ukazaly, Ze to je noradrenalin, ktery stimuluje produkci FGF21
v hnédé tukové tkani ptes aktivaci B-receptorti (Hondares, Iglesias et al. 2011) a tento jev neni
ovlivnén soucasnym podavanim alfa-blokatort (Hondares, Iglesias et al. 2011). Piekvapivé
jsme nenasli spojeni mezi sérovymi hladinami FGF21 a volnymi metanefriny v plazmé ¢i
jednotlivymi fenotypy. V nasi studii jsme vyuZili volné metanefriny v plazmé, které jsou zlatym
standardem pfii diagnostice PPGL. Jsou kontinualné produkovany nadorovymi buitkami PPGL

nezdvisle na sekreci katecholaminl, a proto nereflektuji biochemickou aktivitu nadort.
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Domnivame se, Ze tento jev by mohl vysvétlit slabou spojitost mezi FGF21 a noradrenergnim
fenotypem v této ¢asti studie.

Mraz se spolupracovniky ukazali, ze exprese FGF21 v lidskych jatrech byla vice nez
100nasobna ve srovnani s bilou tukovou tkdni, coz naznacuje, Ze jatra jsou primarnim zdrojem
FGF21 u ¢loveéka (Mraz, Bartlova et al. 2009). Zvysena produkce FGF21 jatry byla spojena
s obezitou, DM2T nebo metabolickym syndromem (Zhang, Yeung et al. 2008, Mraz, Bartlova
et al. 2009, Semba, Sun et al. 2012). Nase studie ukazuje podobné spojitosti. Obézni pacienti
s metabolickym syndromem méli vyssi sérové hladiny FGF21, které zaroven korelovaly s BMI
a hladinou glykémie na la¢no. U nasich pacienti s PPGL byly vysledky podobné, ackoliv jejich
hodnoty BMI byly nizsi. Otazkou zlstava, zdali je to hyperglykémie, kdo vyvolava
nadprodukci FGF21 u pacienti s PPGL. Podle dostupnych studii je mozné lidské sérové
hladiny FGF21 zvysit infuzi gluk6zy (Lin, Gong et al. 2012, Dushay, Toschi et al. 2015,
Vienberg, Jacobsen et al. 2017) a 24hodinovou hyperglykémii udrzovanou intravendzni inftzi
glukézy (von Holstein-Rathlou, BonDurant et al. 2016). Na druhou stranu R.J. Samms se
spolupracovniky ukdézali, ze inzulin vice nez glukoza zvySuje celkovy a bioaktivni FGF21
v postprandialné obdobi u dospélych s i bez DM béhem funkcnich testlh (Samms, Lewis et al.
2017). V nasi skupin€ pacienti s PPGL byly naméfeny hodnoty inzulinu signifikantn€ nizsi nez
u obéznich a hubenych kontrol. U pacienti s PPGL je inzulinova sekrece ovlivnéna inhibi¢nim
efektem katecholaminové nadprodukce pomoci a-adrenergnich receptortt v B-bunikach
pankreatu (Colwell 1969, Isles and Johnson 1983, Cryer 1993). H. Komada s kolegy prokézali
u pacientli s PPGL poruchu inzulinové sekrece predevsim v casné fazi (Komada, Hirota et al.
2017). Nase prace ukazuji, ze metabolické zmény u PPGL jsou ¢astecné reverzibilni. Rok po
odstranéni tumoru jsme prokazali zlepSeni v metabolismu glukézu a inzulinové rezistence
doprovazejici pokles v sérovych hladinach FGF21 1 ptes signifikantni nartist na vaze u nasich

pacientu.
Dalsi adipokiny

Nenasli jsme u pacientll s PPGL rozdil v sekreci NGAL ¢i adipsinu, adipokinti hrajicimi
roli vimunitni odpovédi. Stejné tak jsme nezaznamenali u naSi skupiny pacientd zmény
v sekreci PAI-1, faktoru plsobicim v procesu fibrinolyzy ¢i hormonu rezistinu. VSechny tyto
hormony byly méteny v séru. Eventudlni rozdily v jejich tkanové koncentraci s potencialnim
parakrinnim uc¢inkem nemiZeme vyloucit. Obdobné v nasi minulé praci jsme nenasli rozdily

v perifernich hodnotéach adiponektinu a leptinu (BoSanska, Petrak et al. 2009).
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Limitace

Nase studie s tukovou tkdni mé nasledujici limitace. Zaprvé, obé vySetfované skupiny
obsahovaly jedince s obezitou i nadvahou, coz jsou stavy, které jsou samy o sob¢ spojené
s prestavbou tukové tkan¢. Zadruhé, vzorky VAT nebyly odebrany ze stejnych oblasti.
Retroperitonealni tukova tkan obsahuje fyziologicky vice hnédé tukové tkané, zatimco
omentalni ji obsahuje minimalné nebo viibec, a to jak ve zdravi, tak nemoci. Jsme si tohoto
faktu védomi a snazili jsme se vyhnout nepiesnym srovnanim. Nemuizeme taktéz vyloudit vliv
uzivané¢ medikace, procesu odbéru tukové tkané a odlisné teploty v daném obdobi. Dale
musime brat také v tivahu, Ze genova exprese neodpovida striktn€ vysledné proteosyntéze.

Rozsah koncentrace FGF21 v séru dospélych jedincti je Siroky, coz déla jeho
interpretaci slozitou. TaktéZ nemlzeme vyloudit v této Casti prace vliv uzivané medikace.
V nasi studii jsme métili celkovy FGF21, a ne jeho bioaktivni formu. Feochromocytom je
onemocnéni vzacné a pocet pacienti limituje interpretaci statistickych testli nebo jejich

provedeni. Tato obtiZ nastava predevsim pii analyzach podskupin.

56



Zaveér

Nase prace piinasi nové poznatky ohledné¢ tukové tkané a cirkulujicich adipokint,
pfedevsim FGF21, u pacientii s feochromocytomem. Zaroven rozsifujeme znalosti ohledné
dlouhodobého pisobeni katecholaminli na metabolismus.

Ve vzorcich retroperitonealni VAT pacienti s PPGL ve srovndni s omentalni VAT
kontrol jsme prokéazali znamky UCP1-mediované noradrenalinem indukované termogeneze
s vy$$i expresi genu DIO2. Zaroven jsme prokazali v této tkani pacientti s PPGL vys$i mRNA
expresi klicovych transkripénich faktorti adipogeneze BAT/BeAT a to PPARGCIA, CEBPB a
PRDM 6. Prekvapivée jsme neprokazali klasicky zvifeci model genové exprese BAT ani BeAT
ve vzorcich VAT pacientli s PPGL. Na otazku, zdali u pacienti s PPGL ptevlada vyskyt BAT
nebo BAT proto nedokazeme jednoznacné odpovédét. V SAT pacienti s PPGL jsme nasli
znamky mozné¢ transformace v BeAT, ale bez znamek soucasné probihajici UCP1-mediované
termogeneze. Soucasné rozSifujeme endokrinni funkce termogenni tukové tkan€é o mozné
pusobeni adiponektinu a visfatinu. Nenasli jsme jasnou korelaci mezi zminénou genovou
expresi a hypermetabolismem ¢i jednim ze sledovanych katecholaminovych fenotypti.

Déle jsme prokazali, ze pacienti s PPGL maji vysSi cirkulujici hladiny FGF21 ve
srovnani s kontrolami a po adrenalektomii dochézi k jejich poklesu. Zvysené hladiny FGF21
byly zvlasté evidentni u pacientli s DM a byly pozitivné spojené s hladinami glykémie na la¢no
a BMI u téchto pacientl. Disledky elevace FGF21 u pacientti s PPGL jsou nejasné. Nemtizeme
z nasi prace fict, zdali jsou zvySené hodnoty disledkem kontroverzni "FGF21 rezistence" jak
byva popisovano u obéznich pacientii nebo pacienti s DM 2. typu nebo zdali méd FGF21
specificky metabolicky efekt. Domnivame se, ze hladiny FGF21 u pacienti s PPGL jsou
biologicky signifikantni a odrdzi metabolické abnormality asociované s diabetem mellitus a
metabolickym syndromem. Spojeni mezi sérovymi hladinami FGF21 s hypermetabolismem
jsme nenasli.

Nenasli jsme u pacientll s PPGL rozdil v cirkulyjicich hladinach rezistinu, NGAL,
adipsinu nebo PAI-1. Mozné zmény tkanovych koncentraci s ptevladajicimi parakrinnimi

ucinky vyloucit ale nemlizeme, coz doklada prvni ¢ast prace, kterd zahrnovala mj. adiponektin.

57



Souhrn

PPGL jsou vzacné neuroendokrinni nadory vychézejici z chromafinnich bunék dfené
nadledvin nebo sympatickych ganglii. Je pro n¢ typickd nadprodukce katecholaminti, ktera
muize vést kSiroké Skale obtizi a metabolickych odchylek zahrnujicich mj. poruchu
gluk6zového, lipidového a energetického metabolismu. Tyto nddory nam tak umoziuji
studovat ucinky dlouhodobé nadprodukce stresovych hormonii na organismus.

Z nasich vlastnich zkuSenosti, dostupnych studii a kazuistik vime, Ze hubnuti pfi
zachovalém apetitu, stravovacich navycich 1 fyzické aktivité, je charakteristické pro pacienty
s PPGL a naplno se projevi az po odstranéni tumoru. ZvySeny energeticky vydej jsme
kvantifikovali pomoci nepiimé kalorimetrie v jedné z ptedchazejicich studiich. K procestim,
které k hypermetabolismu vedou, byvaji fazeny katabolické ucinky katecholamini a vyskyt
chronického prozanétlivého stavu, ktery jsme taktéz prokdzali v minulych studiich. Aktivace
hnédé ¢i béZzové tukové tkdné se nabizi jako dalSi z mechanismil hypermetabolismu u pacientl
s PPGL vzhledem k dominantni roli, kterou hraje sympaticky systém v jeji aktivaci. BAT je
nyni povazovana za metabolickou tkan s potencialnim terapeutickym vyuzitim pii 1é€b¢ obezity
a DM druhého typu, onemocnénich, které dosahly charakteru pandemie.

Nasim cilem bylo popsat tukovou tkan u pacientii s PPGL na trovni mRNA exprese a
zamg¢frit se na geny spojené jednak se samotnou adipogenezi a dale aktivaci BAT a BeAT. Dale
jsme se chtéli vyjadrit k otdzce, zdali u pacienti s PPGL prevlada BAT ¢i BeAT s vyuzitim
specifickych markera, které zname ze zvifecich modelti. V neposledni fad€ jsme se zaméfili na
expresi genu spojenych s endokrinni funkci tukové tkané. V druhé ¢asti prace jsme se vénovali
cirkulujicim hormontim tukové tkané, adipokiniim, a to piedev§im FGF21. Nasim cilem bylo
dale srovnat hodnocené parametry s metabolickymi charakteristikami skupin.

Ve studii jsme m¢éli zatazené pacienty s PPGL, vySetfené pied operaci a rok po ni,
pacienty absolvujici elektivni cholecystektomii, obézni a dale skupinu zdravych dobrovolniki.
Vzorky SAT i VAT byly ziskany béhem oteviené ¢i laparoskopické adrenalektomie u pacientli
s PPGL a b&hem laparoskopické cholecystektomie u kontrol. mRNA exprese gent byla métena
metodou real-time PCR. Energeticky metabolismus byl kvantifikovan metodou nepiimé
kalorimetrie s uzitim ventilované kanopy.

Ve vzorcich retroperitonedlni VAT pacientli s PPGL ve srovnani s omentalni VAT
kontrol jsme prokéazali znamky UCP1-mediované noradrenalinem indukované termogeneze
s vyS8i expresi DIO2. Zaroven jsme prokazali v této tkani pacientl s PPGL vy$§i mRNA

expresi klicovych transkripénich faktort adipogeneze BAT/BeAT a to PPARGCI1A, CEBPB a
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PRDM16. Piekvapivé jsme neprokazali klasicky zvifeci model genové exprese BAT ani BeAT
ve vzorcich VAT pacientl s PPGL. Na otazku, zdali u pacienti s PPGL ptevlada vyskyt BAT
nebo BAT proto nedokazeme odpovédét. V SAT pacientli s PPGL jsme nalezli zndmky mozné
transformace v BeAT, ale bez znamek soucasné probihajici UCP1-mediované termogeneze.
Soucasné rozsifujeme mozné endokrinni funkce tukové tkané o pusobeni adiponektinu a
visfatinu. Nenasli jsme jasnou korelaci mezi zminénou genovou expresi a hypermetabolismem
¢i jednim ze sledovanych katecholaminovych fenotypti.

Dale jsme prokazali, ze pacienti s PPGL maji vysSi cirkulujici hladiny FGF21 ve
srovnani s kontrolami a po adrenalektomii dochazi k jejich poklesu. ZvySené hladiny FGF21
byly zvlasté evidentni u pacientli s DM a byly pozitivné spojené s hladinami glykémie na la¢no
a BMI u téchto pacientti. Dusledky elevace FGF21 u pacientti s PPGL jsou nejasné. Nemtzeme
z nasi prace fict, zdali jsou zvySené hodnoty dlsledkem kontroverzni "FGF21 rezistence" jak
byva popisovdno u obéznich pacientii nebo pacienti s DM 2. typu nebo zdali méd FGF21
specificky metabolicky efekt. Domnivdme se, Ze hladiny FGF21 u pacientii s PPGL jsou
biologicky signifikantni a odrdZi metabolické abnormality asociované s diabetem mellitus a
metabolickym syndromem. Spojeni mezi sérovymi hladinami FGF21 s hypermetabolismem
jsme nenasli.

Nenasli jsme u pacientdl s PPGL rozdil v cirkulujicich hladinéch rezistinu, NGAL,
adipsinu nebo PAI-1. Navazujeme tim na naSi star§i praci, kdy jsme nenalezli rozdil
v cirkulujicich hladindch adiponektinu a leptinu. Mozné zmény tkanovych koncentraci s
prevladajicimi parakrinnimi ucinky vyloucit ale nemtizeme.

S nasi praci tak piinaSime nové poznatky ohledné tukové tkané a cirkulujicich
adipokint, predevSim FGF21, u pacientii s feochromocytomem. Zaroven timto rozsifujeme

znalosti ohledné dlouhodobého ptlisobeni katecholaminii na metabolismus.
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Summary

PPGL are rare neuroendocrine tumors arising from chromaffin cells of adrenal medulla
or sympathetic ganglia. They are characterized by catecholamines overproduction, which give
a rise to wide scale of signs and symptoms including disorders of glucose, lipid and energy
metabolism. PPGL allow us to study impact of long-time overproduction of stress hormones on
human body.

Based on our own experience, accessible studies and case histories, weight loss despite
normal food intake and physical activity accompanies PPGL and manifests itself fully after
adrenalectomy. We quantified the increased energy expenditure by indirect calorimetry in one
of our previous studies. Processes leading to hypermetabolism in patients with PPGL include
katabolic actions of catecholamines and long-lasting chronic proinflammatory state, which was
also demonstrated in one of our previous studies.

Activation of brown or beige adipose tissue is another possible mechanism of
hypermetabolism due to crucial role of sympathetic system in activation of those tissues. BAT
is nowadays considered as potential therapeutic target in curing obesity and DM type 2, the
wide-spread chronic diseases.

Our aim was to characterize the adipose tissue of patients with PPGL by using mRNA
expression of genes potentially connected with differentiation and activation of BAT/BeAT.
Our aim was also to determine the type of thermogenic adipose tissue in patients with PPGL
based on specific set of core murine genes connected with BeAT or BAT. Finally, we wanted
to determine the mRNA expression of genes related with endocrine functions of adipose tissue.
In the second part of our study, we determined the circulating levels of adipokines, mainly the
FGF21. We also compared all measured values with metabolic characteristics of our patients.

Patients with PPGL were examined before and one year after surgery. Patients
undergoing elective cholecystectomy, obese patients and healthy volunteers were enrolled.
Samples of VAT and SAT were obtained during laparoscopic or open adrenalectomy and
laparoscopic cholecystectomy. mRNA expression of selected genes in SAT and VAT was
measured via real-time PCR. Energy expenditure was quantified via indirect calorimetry using
a canopy.

We demonstrate signs of UCP1-dependent norepinephrine induced thermogenesis
connected with overexpression of D/O2 in retroperitoneal VAT of PPGL in comparison with
omental VAT of controls. We also demonstrate in VAT of patients with PPGL higher

expression of key transcriptional factors of brown/beige adipogenesis, namely PPARGCla,
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CEBPB and PRDM16. However, classic murine BAT or BeAT gene signature in VAT of PPGL
was not detected. The question whether BAT or BeAT dominate in VAT of PPGL remains
unanswered. In SAT of PPGL we found signs of possible BeAT transformation, however
without simultaneously undergoing UCP1-dependent thermogenesis. We also extend possible
endocrine functions of BAT/BeAT of hormone adiponectin and visfatin. We did not find clear
relation between mRNA expression of selected genes and hypermetabolism or one of
catecholamine phenotypes.

We also demonstrate that patients with PPGL have higher serum levels of FGF21
compared to healthy controls and these levels do not differ from obese patients. Furthermore,
successful tumor removal decreased significantly FGF21 levels. Elevated FGF21 levels were
more evident in patients with secondary diabetes mellitus and were related positively to fasting
glucose levels and BMI in PPGL. The consequences of the elevation of FGF21 in PPGL are
unclear. We cannot identify from our work whether the elevation of FGF21 is the result of a
controversial FGF21 resistance as is known in obese and diabetic patients, or whether FGF21
has some biological effect. We assume, that elevated levels of FGF21 in patients with PPGL
are biologically significant and reflect metabolic abnormalities associated with diabetes
mellitus and obesity. We did not find a relationship between FGF21 and hypermetabolic state
in PPGL.

We did not find difference in circulating levels of following hormones in patients with
PPGL: resistin, lipocalin 2, adipsin and PAI-1. In our previous work, we did not detect
difference in circulating levels of adiponectin and leptin in patients with PPGL.

With our study we bring new findings of adipose tissue and circulating adipokines,
primarily FGF21, in patients with PPGL. Simultaneously, we extend our knowledge of

long-lasting actions of catecholamines on human metabolism.
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Seznam pouZitych zkratek

I.LF UK 1. 1ékarska fakulta Univerzity Karlovy
ADIPOQ Adiponektin

ADIPORI, 2 Receptor pro adiponektin 1 a 2

ADRB3 3-adrenoreceptory

ATP/ADP Adenosintrifosfat/Adenosindifosfat

BAT Hnéda tukova tkan

BeAT Bézova tukova tkan

BFP Procento télesného tuku

BMI Body mass index

Bmp7 Bone morphogenetic protein 7

BMR Bazalni metabolicky vydej

C/EBPp/a CCAAT-enhancer-binding protein beta/alfa
CIDEA Cell Death Inducing DFFA Like Effector A
COMPT Katechol-O-methyltransferaza

CRP C-reaktivni protein

DAG Diacylglycerol

DHMA 3,4-Dihydroxymandelova kyselina

DHPG Dihydroxyfenylglykol

DIO2 Deiodinaza typu I1

DM Diabetes mellitus

DNA/RNA/mMRNA | Deoxyribonukleova kyselina /Ribonukleova kyselina/messenger RNA
DOPEGAL 3,4-Dihydroxyfenylglykolaldehyd

ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay
FBG Glykémie na lacno

FBXO31 F-box only protein 31

FDG Fludeoxyglukéza

FGF21 Fibroblastovy riistovy faktor 21

GLUT4 Glukézovy transportér typu 4

GTP/GDP Guanosintrifosfat/Guanosindifosfat

Hbalc Glykovany hemoglobin

HDL Lipoproteiny s vysokou hustotou
HOMA-IR Homeostaticky index inzulinové rezistence
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HU

DM

IL-1
IL-6
INSR
1P3

IQR
IRS1
IRS2

ISI
L-DOPA
LDL
LEP
LHXS
MAO
MIBG
MYF5
NAMPT
NGAL
PAD
PAI-1
PCR
Pdgfra
PET/CT
PGC-la
PPARYy/a
PPGL
PRDM16
REE
RETN
RQ

SAT

SD

Housfieldovy jednotky

Diabetes mellitus

Interleukin 1

Interleukin 6

Inzulinovy receptor

Inositol trifosfat

Mezikvartilové rozpéti

Substrat pro inzulinovy receptor 1

Substrat pro inzulinovy receptor 2

Insulin sensitivity index
L-3,4-dihydroxyfenylalanin

Lipoproteiny o nizké hustoté

Leptin

LIM homeobox 8

Monoaminooxidaza

Metaiodobenzylguanidin

Myogenic factor 5

Visfatin

Neutrofilni s gelatinazou asociovany lipokalin
Perorélni antidiabetika

Inhibitor aktivatoru plazminogenu typ 1
Polymerazova fetézova reakce

Platelet Derived Growth Factor Receptor
Pozitronova emisni tomografie / Pocitacova tomografie
Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma/alfa
Feochromocytomy a funkéni paragangliomy
PR domain containing 16

Klidovy energeticky vydej

Rezistin

Respiracni kvocient

Subkuténni tukova tkan

Standardni odchylka
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SHOX2
SUV
TMEM26
TNF-a
TNFSRF9
UCPs
UCP1
VAT
VMA
VMK
WAT
WHO
ZIC1

Short stature homeobox 2
Standardized uptake value
Transmembrane protein 26
Tumor nekrotizujici faktor alfa
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 9
Uncoupling proteiny
Uncoupling protein 1

Visceralni tukova tkan

Kyselina vanilmadlova

Volné mastné kyseliny

Bila tukova tkan

Svétova zdravotnicka organizace

Zic Family Member 1
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