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Abstrakt

Feochromocytomy a funkcéni paragangliomy (PPGL) jsou vzacné neuroendokrinni
tumory charakteristické nadprodukci katecholaminii, ktera mutze 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 béZovée tukové tkané (BeAT), vSe v souvislosti s dal§imi méfenymi metabolickymi a
energetickymi parametry a hladinami cirkulujicich adipokinti.

Ve vzorcich retroperitonedlni VAT pacienti s PPGL jsme prokazali znadmky
UCP1-mediované noradrenalinem indukované termogeneze s vyssi expresi D/O2 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 dochézi k jejich poklesu. Zvysené hladiny FGF21
byly zvlasté evidentni u pacienti s DM a byly pozitivné spojené s hladinami glykémie na
laéno a BMI u téchto pacienti. Dusledky elevace FGF21 u pacientli s PPGL jsou nejasné.
Nemiizeme jasné urcCit, zdali jsou zvySené hodnoty dusledkem kontroverzni "FGF21
rezistence" nebo zdali mad FGF21 specificky metabolicky efekt. Domnivame se, ze hladiny
FGF21 u pacienti 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, stanovenym metodou nepiimé
kalorimetrie, jsme nena$li. Soucasné rozSifujeme moznosti endokrinni funkce termogenni
tukové tkan¢ o puasobeni adiponektinu a visfatinu.

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

u pacienti s PPGL.



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 DIO2 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.



1. Uvod

Feochromocytomy a funk¢ni paragangliomy (PPGL) jsou vzacné neuroendokrinni naddory
vychdzejici z chromafinnich bunék dfen¢ nadledvin nebo sympatickych ganglii hrudniku,
bricha nebo panve (Lenders, Eisenhofer et al. 2005). Tyto nadory jsou charakteristické svoji
schopnosti syntetizovat, metabolizovat a vétSinou i1 uvolilovat jeden nebo vice katecholamini
(adrenalin, noradrenalin, dopamin).

Nadprodukce katecholamini vede u pacientt sPPGL kSiroké Skale obtizi,
hemodynamickych a metabolickych odchylek. Klinicky obraz se vyviji zavisle na typu
uvoliiovaného katecholaminu, jeho mnozstvi a zplisobu sekrece. Tato prace se zabyva
predevsim metabolickymi zménami zpisobenych nadprodukci katecholamind. PPGL ndm tak
umoziuji studovat u¢inky dlouhodobé nadprodukce stresovych hormonti na organismus.

Jako prvni z metabolickych abnormalit u pacienti s PPGL mlZeme uvést ztratu télesné
hmotnosti nezavisle na pifijmu potravy ¢i pohybové aktivité. Aktivace hnédé tukové tkané
jako jeden z mechanismii hypermetabolismu u pacientii s PPGL zlistava diskutabilni a je
naplni této prace. K dalSim z metabolickych odchylek vyskytujici se u pacientti s PPGL patfi
poruchy metabolismu gluk6zy, zmény lipidového spektra nebo zmény v hladinach adipokind.

Tukova tkan patii mezi vazivové tkan€. Dle lokalizace rozliSujeme subkutanni (SAT),
viscerdlni (VAT) a ektopickou tukovou tkéan. Déle rozliSujeme tukovou tkan bilou (WAT),
bézovou (BeAT) a hnédou (BAT). Hnéda tukova tkan je metabolicky vysoce aktivni tkan se
schopnosti preménit chemickou energii ziskanou z lipolyzy na teplo v procesech nazyvanych
chladem a dietou indukovana termogeneze. Pro BAT je charakteristicka aktivace
B3-adrenoreceptori noradrenalinem a spusténi kaskady ustici v situaci, kdy uncoupling
protein 1 (UCP1) zabrani mitochondriim v produkci ATP a misto toho energii ziskanou
oxidaci volnych mastnych kyselin uvolni jako teplo (Cannon and Nedergaard 2004). Aktivace
BAT patii kjednim zexperimentdlnich terapii obezity. Do roku 2002 patiily PPGL
k jednomu ze tii patologickych stavii spole¢né s hibernomem a nadorovou kachexii (Leiphart
and Nudelman 1970) spojenych s vyskytem metabolicky signifikantniho mnozstvi BAT u
dospélych. Dodnes je vSak vyssi vyskyt BAT u pacienti s PPGL kontroverznim tématem.

K odliSeni bilé, hnédé a bézové tukové tkané¢ miize pomoci genovy profil. Ze studii
ptedevs§im in vitro a méné& pak in vivo pochdzi seznam genii spojenych bud’ s jednim ¢i
druhym typem tukové tkané. Tyto geny z vEétSi Casti exprimuji transkripéni faktory ¢i
povrchové molekuly. V prubéhu determinace a diferenciace BeAT a BAT hraje roli nékolik

proteinti, znichZz k nejzakladnéjSim patii C/EBP, PPAR-y s koaktivatorem PGC-lo a
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PRDM16. Za klasické markery BAT je povazovany gen FBXO31, LHXS a ZIC1. Za klasické
markery BeAT jsou povazovany geny TNFRSF9, TMEM26 a SHOX2.

Adipocyty produkuji pisobky nazyvané souhrnné adipokiny. Ty zasahuji do regulace

pfijmu potravy, informuji o zasobach energie v téle, ovliviiuji imunitni reakce a inzulinovou

senzitivitu, krevni tlak, proces angiogeneze a celkovy lipidovy a glukézovy metabolismus.

Adipokinti bylo popsano jiz nékolik desitek, my jsme pro nasi praci vybrali leptin,

adiponektin, visfatin, rezistin, neutrofilni s gelatindézou asociovany lipokalin 2 (NGAL),

adipsin, inhibitor aktivatoru plasminogenu typu 1 (PAI-1) a fibroblastovy rustovy faktor 21
(FGF21).

2. Hypotézy a cile prace

Hypotézy

1.

2.

Profil genové exprese tukové tkané nemocnych s PPGL bude odlisny od kontrolni
skupiny bez feochromocytomu/paragangliomu a 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.

3. Exprese genti pro adipokiny a jejich receptory bude zménénd ve viscerdlni tukové
tkani.
4. Hladiny adipokint zasahujicich do glukoregulacnich a energetickych dé&ji budou
odlis$né u pacientl s feochromocytomem ve srovnani se zdravymi dobrovolniky.
Cile prace:
1. Porovnat mRNA expresi genu 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 tkani pacientii s feochromocytomem probihd netfesova
termogeneze a zdali je za ni zodpovédna spiSe hnéda, ¢i bézova tukova tkan.
Analyzovat mRNA expresi genl asociovanych s endokrinni funkci tukové tkané.
Porovnat hladiny adipokinii u pacienti s feochromocytomem pied operaci a rok po ni
a dale shladinami adipokini u skupiny zdravych dobrovolniki, event. s jinou
skupinou pacientd.

Srovnat hladiny vybranych adipokinl se zdkladnimi biochemickymi ukazateli.



6. Posoudit, zdali se ve zkoumanych parametrech 1i§i pacienti snoradrenergnim a
adrenergnim biochemickym fenotypem a dale pacienti s hypermetabolismem

kvantifikovanym metodou nepiimé kalorimetrie.

3. Material a metodika

Do casti studie s odbérem tukové tkané bylo zahrnuto 25 pacientti s PPGL a 14 kontrol.
Do ¢asti studie s FGF21 bylo zahrnuto 40 pacientti s PPGL, 26 zdravych dobrovolnikii a 21
obéznich. VSichni pacienti s PPGL byli vySetfeni béhem kratké hospitalizace na naSem
pracovisti pfed operaci a rok po ni. Odstranéni primarniho nadoru bylo provedeno 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 nasi klinice na zacatku hospitalizace z divodu
redukce vahy. Cholecystektomii podstoupili pacienti na 1. chirurgické klinice VFN a 1. LF
UK v Praze.

Zakladni laboratorni hodnoty byly méfeny standardnimi metodami naSi laboratofe
s mezinarodni akreditaci. Vzorky SAT 1 VAT byly ziskany béhem oteviené ¢i laparoskopické
adrenalektomie u pacienti s PPGL a béhem laparoskopické cholecystektomie u kontrol.
Vzorky VAT byly ziskany z oblasti retroperitonea u pacienti s PPGL a z omenta u kontrol.
Vzorky SAT byly ziskany z pfedni bfiSni stény. Diabetes mellitus, arteridlni hypertenze,
obezita a metabolicky syndrom byly definovany dle doporuceni pfisluSnych spolec¢nosti.
Energeticky metabolismus byl kvantifikovan metodou nepiimé kalorimetrie s uzitim
ventilované¢ kanopy. Podskupina pacientl s hypermetabolismem byla identifikovana.
Podskupiny s adrenergnim a noradrenergnim fenotypem byly taktéz definovany. Soucasné
s méfenim nepiimé kalorimetrie probihalo méfeni celkového mnozstvi tuku v téle.

Stanoveni genové exprese bylo provedeno na 7500 Real-Time PCR Systému. Beta-2-
mikroglobulin (B2M) byl pouzit jako validni house—keeping gen pro tuto studii. Vzorec 294t

byl pouzit ke kalkulaci relativni genové exprese. Byla stanovena exprese 23 gend.

4. Vysledky - Tukova tkan a jeji endokrinni funkce

Jak jsme oc¢ekavali, skupina s PPGL vykazovala signifikantn€ vyssi hodnoty glykémie na
lacno (FBG) (p=0,005), HbAIC (p<0,001) a hladiny volnych metanefrini 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). Patnéct pacientl
s PPGL (60 %) spliovalo kritéria pro hypermetabolismus a 8 pacienti s PPGL (32 %)

spliiovalo kritéria pro noradrenergni fenotyp.
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Ve VAT pacientil s PPGL jsme nasli zvySenou mRNA expresi gent CEBPB (<0,001),
DIO?2 (p=0,005), PPARGCIA (<0,001) a UCPI (<0,001). Rozdil v expresi genu PRDM16 se
nachdzel na hranici hladiny vyznamnosti (p=0,069). Naopak jsme nasli snizené hladiny
exprese genu TMEM?26 (p=0,007). V SAT pacienti s PPGL jsme nasli zvySenou mRNA
expresi genu pro adrenoceptor beta 3 (4ADRB3) (p=0,046), CIDEA (p=0,048) a PPARGCIA
(p=0,001). Exprese genu FBXO 31 byla vyssi v SAT kontrol (p=0,035). mRNA exprese genil
ZICl a LHX8 se ve SAT i VAT nachéazela pod detekéni schopnosti metody u obou
vySetfovanych skupin. mRNA exprese genu UCPI se nachdzela pod detekéni schopnosti
metody v SAT obou skupin.

Exprese genu UCPI korelovala pozitivné ve VAT pacienti s PPGL s expresi gent
ADRB3, CIDEA, DIO2, PPARGCIA, PPARG, PRDM16 (vse p<0,001) a TMEM?26 (p=0,033),
CEBPB (0,003), PPARD (0,044). Exprese termogennich geni ve VAT pacienti s PPGL
klesala s vékem a BMI. Exprese geni UCPI a DIO2 pozitivn¢ korelovala s hladinami
normetanefrinu v plazmé (p<0,001 a p=0,019). V SAT pacientl s PPGL se taktéz negativné
projevil vliv véku a BMI.

Ve VAT pacienti s PPGL byla pfitomna signifikantné vys$§i mRNA exprese genl
ADIPOR1 (p<0,001), INSR (p=0,040) a NAMPT (p<0,001). V SAT pacienti s PPGL byla
taktéz pritomna vys$si mRNA exprese gentt ADIPOR1 (p=0,033) a NAMPT (p=0,012).

Ve VAT pacienti s PPGL korelovala negativné s BMI mRNA exprese genu pro
inzulinovy receptor a genu pro substrat inzulinového receptoru 1. Naopak s vySSimi
hodnotami BMI se zvySovala i mRNA exprese gent pro adipokiny visfatin a leptin. V SAT
pacientli s PPGL taktéz s BMI negativné korelovala mRNA exprese genli pro adiponektin,
inzulin a substraty inzulinového receptoru 1 a 2. mRNA exprese téchto genli zaroven
negativné korelovala 1 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 plazmeg.

5. Diskuse — Tukova tkan a jeji endokrinni funkce

V nas$i studii jsme prokazali u pacientd s PPGL ve vzorcich retroperitonealni VAT vyssi
expresi genu UCPI, funkéniho markeru BAT i BeAT. Hodnota medianu u pacientt 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

UCPI pozitivné korelovaly s hladinami normetanefrinu v plazm& a mRNA expresi genu



ADBR3, genli odpovédného za syntézu B3-receptori. mRNA exprese genu UCPI v nasi
skuping klesala s vékem a BMI, coz je nalez 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. Hodnoty mRNA exprese genu UCPI ve VAT
pacienti s PPGL pozitivné korelovaly dale s mRNA expresi genit CIDEA a DIO2, které jsou
povazovany za markery obou tkdni — BeAT i BAT. Déle hodnoty mRNA exprese genu UCP/
pozitivné korelovaly s mRNA expresi genti pro kli¢ové transkripcni faktory adipogeneze BAT
1 BeAT. Musime zminit celkové vy$si mRNA ve VAT genu DIO2 ve VAT, koédujicim
dejodindzu typu II, ktera je povazovana za znamku zralé BAT. Z vysledka vyse zminénych
usuzujeme na pritomnost probihajici noradrenalinem-indukované UCP1 dependentni
termogeneze ve VAT pacienti s PPGL.

Nenasli jsem vSak signifikantni rozdil v expresi klicovych genovych markerii pro BAT ¢i
BeAT ve vzorcich VAT pacientl s PPGL. Prokdzali jsme nizké nebo nezménéné hladiny
klicovych marker BeAT (TMEM?26, TNFSRF9 a SHOX2) i BAT (ZIC1, FBXO31 a LHXS).
Funkce téchto genli neni znama nebo je nejednozna¢na. Seznam téchto genid je zalozen
piedevsim na in vitro a zvifecich modelech. Rozdilné vysledky byly publikovany i u pacienta
s PPGL. Di Franco s kolegy nalezli v retroperitonedlni BAT a z ni odvozenych kmenovych
bun¢k osmi pacienti s PPGL jak klasické znamky BAT, tak i BeAT. V této studii
retroperitonealni BAT a nediferencované hnédé kmenové bunky exprimovali vyssi hladiny
ZICI a TNFSRF9, ale ne LHXS8 (Di Franco, Guasti et al. 2014). Nagano s kolegy prokézali na
11 pacientech s PPGL, ze adipocyty retroperitonealni BAT exprimovaly molekularni
charakteristiky klasické hnédé spiSe nez bézové tukové tkan¢ (Nagano, Ohno et al. 2015).
Konkrétné stanovili v retroperitonealni oblasti pacienti s PPGL vyss§i expresi geni UCPI,
CIDEA, ELOVL3, EBF3, FBXO31 a LHXS, ale ne TNFSRFY9, TBXI nebo TMEM26 ve
srovnani se 7 pacienty s afunkénim tumorem nadledviny (Nagano, Ohno et al. 2015). Betz a
kol. zkoumali 57 pacientli s tumorem nadledviny (v€etné¢ PPGL). Prokazali, ze skupina, kde
se nachazi BAT vykazuje vyssi expresi UCPI, PPARGCIA, DIO2, ADRB3 ale ne PRDM16
(Betz, Slawik et al. 2013). V jiné studii prokdzal Frontini v omentalnim tuku v 12 pacienti s
PPGL vyssi expresi UCP1, ADRB3 a PRDM16, ale ne PPARGCIA a DIO2. Nase a vySe
zminéné vysledky ukazuji, Ze specificita a funkce téchto klasickych genovych markeri je
stale nejasna (Giralt and Villarroya 2013, Di Franco, Guasti et al. 2014). Na otazku, zdali se

ve VAT naSich pacientl pfevazuje BAT ¢i BeAT, proto nedokaZeme jednoznacné odpovédeét.



Na zékladé¢ nasich vysledki je pravdépodobné, Zze noradrenalin indukuje transformaci obou
tukovych tkani, tedy jak BAT, tak BeAT.

Ve VAT pacienti s PPGL jsme zaznamenali signifikantn¢ vyS$$i expresi genii pro
transkripéni faktory PPARGCIA a CEBPB. Exprese genu pro dalsi transkripéni faktor a to
PRDM16, se nachazela na hranici vyznamnosti. Exprese genu PPARGCIA korelovala ve
VAT pacienti s PPGL s expresi geni UCPI (p<0,001), TMEM?26 (p=0,009), CIDEA, DIO?2
(oba p<0,001) a ADRB3 (p<0,001). PGC-1a, kédovany genem PPARGCIA, je povazovan za
hlavni regulator mitochondridlni biogeneze a esencidlni latku pro chladem a agonisty
B3-receptori indukovanou termogenezi (Uldry, Yang et al. 2006). CEBPB ko&duje
CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBP-), dalsi transkripéni faktor v adipogenezi.
Ztrata C/EBP-B 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 transkrip¢ni faktor, ktery indukuje vyvoj hnédé tukové tkdn€ namisto myoblasth
z MY {5-pozitivnich prekurzori u mysi (Seale, Bjork et al. 2008) a zvySuje transformaci WAT
do BeAT za ptitomnosti PPARYy agonistli nebo agonistii B3-receptorti u mysi (Ohno, Shinoda
et al. 2012). Nenalezli jsme Zadny rozdil v expresi PPARG ¢ PPARD, skupin€ genl pro
jaderné receptory. Domnivame se vSak, Ze zvySena aktivita transkrip¢nich faktori zminénych
vyse odrazi zvysSenou diferenciaci termogenni tkan€ ve zkoumanych vzorcich, at’ uz se jedna
o BAT ¢i BeAT. Tyto transkripéni faktory se nachazi jednak na zacatku diferenciace a jednak
odrazi aktivitu i zralejsi tkane.

V SAT pacienti s PPGL jsme prokazali vyssi mRNA expresi genti PPARGCI1A a ADRB3
spole¢né s vy$Simi mRNA hladinami genu CIDEA. mRNA exprese genu CIDEA korelovala
pozitivn¢ s expresi genti pro transkripcni faktory a to PPARGCIA a PRDM16 (oba p<0,05).
mRNA expresi funkéniho genu termogeneze UCPI jsme vSak v SAT pacientd s PPGL
nezaznamenali (ani v SAT kontrol). O tom, Ze 1 v SAT dochézi ke zmén¢ u pacienti s PPGL
informoval napf. T. Okamura s kolegy (Okamura, Nakajima et al. 2015). Jasny prikaz v
hnédnuti SAT u pacienti s PPGL vSak zatim k dispozici neni (Vergnes, Davies et al. 2016).
Naproti tomu k hnédnuti SAT dochézi jasné u mysi. NaSe vysledky nemliZeme povazovat za
jasny dilkaz zvysSené diferenciace tkang, a tady nase hypotéza o transformaci SAT nebyla
potvrzena. Na druhou stranu nase vysledky nevyvraci moznost existence UCP1-nezavislé
termogeneze, ktera je v literatute také hojné diskutovana.

Dle hodnoty REE/BEE jsme rozdé¢lili pacienty s PPGL na podskupinu s

hypermetabolismem a podskupinu s normalnim metabolismem. Dale jsme pacienty s PPGL



rozdélili na podskupinu s adrenergnim a noradrenergnim fenotypem. Nenalezli jsme rozdil v
genové expresi mezi pacienty s PPGL a normometabolismem ve srovnani s
hypermetabolismem nebo pacienty s adrenergnim fenotypem ve srovndni s noradrenergnim
fenotypem. Nicméné limitaci naSi prace v podrobngjSich subanalyzach byl nizky pocet
pacientii s feochromocytomem, nebot’ se jednd o vzacné onemocnéni. Dale musime brat v
uvahu riznorodé rozpéti katecholamind u pacientii s PPGL nebo vliv sezénnich teplot.

Stran endokrinni funkce tukové tkan¢ jsme dosli k nasledujicim vysledkiim. 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 vyS$$si mRNA expresi genu ADIPORI ve VAT i1 SAT pacienti s PPGL.
Adiponektin je znam Sirokou Skalou pozitivnich ucinkd na metabolismus, ale jeho vliv na
BAT je nejasny. Q. Wei s kolegy ukazali, Ze kmen mysi s ablaci genu pro adiponektin
(Adipog —/—) po vystaveni chladu nedokaze dobie udrzet teplotu téla a exprese termogennich
genti ve VAT 1 SAT je snizena. Také ukazal ze pocet mitochondrii v BAT je u téchto mysi
snizen, stejné tak jako exprese mitochondridlnich genl. Dale ukézal Ze delece genu pro
adiponektin vede ke snizené sympatické stimulaci a down-regulaci B3-receptori 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 mysi 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 métil mRNA expresi adiponektinu a
jeho receptorti 1 a 2 v tkéni feochromocytomu u 49 pacienta (Iacobellis, Di Gioia et al. 2013).
Zéarovenn metil hladiny v plazmé celkového a HMW adiponektinu u 10 pacientd s
feochromocytomem a u 33 zdravych dobrovolnikli. Prokazal vy$§i mRNA expresi hlavné pro
ADIPORI u pacienti s PPGL a adrenergnim fenotypem. U pacientd s noradrenergnim
fenotypem prokézal vyssi hladiny celkového i HMW adiponektinu (Iacobellis, Di Gioia et al.
2013). V jedné z naSich minulych studii jsme zmény adiponektinu v jeho cirkulyjici frakci u
18 pacientl s PPGL pted operaci ve srovnéni se stavem po operaci, nezaznamenali (BoSanska,
Petrak et al. 2009). NaSe soucasna prace s tukovou tkdni hovoii spiSe pro pozitivni vazbu
mezi adiponektinem a termogenezi, ktery se mliZze projevovat na parakrinni Grovni.

Adipocyty BAT obsahuji velké mnozZstvi inzulinovych receptorti a tkan BAT je obecné

povaZovéana za vysoce inzulin-senzitivni tkan. Ve VAT pacientli s PPGL jsme naSli vyssi



mRNA expresi genu pro inzulinovy receptor (INSR), ale ne substrati pro inzulinovy receptor
1 a 2. mRNA exprese UCP1 avSak pozitivné korelovala s mRNA expresi jak inzulinového
receptoru, tak IRS1 (oba p<0,05). Nemuzeme vyloucit, ze se jednd o up-regulaci receptora pti
celkové snizenych cirkulujicich hladinach inzulinu.

V SAT i VAT pacienti s PPGL jsme prokazali vy$si mRNA expresi genu NAMPT, ktery
koéduje hormon visfatin. Pfedpoklada 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 u€inky inzulinu a sniZzuje hladinu
glukozy v krvi (Adeghate 2008). Rozdil v mRNA expresi gent pro leptin a rezistin jsme ve
VAT ¢i SAT u pacientt s PPGL nenasli.

6. Vysledky — FGF21

Laboratorné obézni skupina vykazovala vyssi BMI a procento télesného tuku ve srovnani
s PPGL 1 kontrolami (p<0,001). Jejich lipidogram se taktéz liSil v hladin¢ triglyceridti 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 % pacientii s PPGL. Jak obézni,
tak pacienti s PPGL vykazovali vy$$i hodnoty systolického krevniho tlaku nez kontroly
(p=0,002). Hladiny FBG a HbAlc byly u skupiny PPGL 1 obéznich podobné, ale vyssi nez u
kontrol (p<0,001). Hladiny inzulinu byly nizsi u pacientti s PPGL neZ u kontrol a o¢ekavané
vys§i u obéznich (p=0,037) spolecn¢ s HOMA-IR (p<0,001) ve srovnani s kontrolami.
Adrenergni fenotyp byl pfitomen u 61 % pacienti s PPGL a noradrenergni u 39 % pacienti s
PPGL.

Podskupina 27 pacientll byla vysetiena 1 rok po provedeni unilateralni adrenalektomie.
Pokles v hladin€ volnych metanefrinti v plazmé a chromograninu A odréazi tispéSnost operace
(p<0,001). Véahovy ptirastek byl signifikantni ve vSech sledovanych parametrech. Zadny
pacient po operaci nesplnil kritéria pro hypermetabolismus. Arteridlni hypertenze zistala
pfitomna u 22 % pacientl, ale celkovy pocet uzivanych antihypertenziv se snizil. Hladiny
FBG a HbAlc vyznamné poklesly (p<0,001 a p=0,018). Ptekvapivé nedoslo k normalizaci
hladin inzulinu, ale normoglykémie byla pooperacné pifitomna u vétSiny pacientl (93 %).
Inzulin rok po operaci neuzival zadny pacient.

Hladiny FGF21 se nachazely u vSech skupin v Sirokém rozpéti. Hladiny FGF21 byly
signifikantné vyssi u PPGL neuz u kontrol (p<0,001) a srovnatelné¢ s obéznimi. Pacienti

s PPGL a diabetem vykazovali vyssi hladiny FGF21 neZ ti s normélni gluk6zovou toleranci
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(438,2 [337] pg/ml vs. 154,5 [97] pg/ml; p=0,007). Pacienti s PPGL a diabetem taktéz
vykazovali vyssi hladiny FGF21 nez ti s prediabetem (438,2 [337] pg/ml vs. 154,5 [97]
pg/ml; p=0,022). Obézni diabetici taktéz vykazovali vyssi hladiny FGF21 nez obézni
s normalni glukézovou 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 pacientd s PPGL a noradrenergnim fenotypem
se liSily od téch s adrenergnim fenotypem lehce nad urovni vyznamnosti (p=0,062). Rozdil
mezi pacienty s PPGL a hypermetabolismem ¢i normalnim 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 dyslipidemii vykazovali vyss§i hladiny
FGF21 nez jedinci bez téchto onemocnéni (p<0,001).

Nenasli jsme signifikantni rozdil v zddnym z dalSich stanovenych adipokini.

7. Diskuse — FGF21

Nase studie ukazala, ze pacienti s PPGL maji vys§i hladiny FGF21 ve srovnani
s kontrolami a tyto hladiny se neliSi od hladin FGF21 obéznich jedinct. Dale jsme
zaznamenali signifikantni pokles v hladinach FGF21 po odstranéni nadoru. Zvysené hladiny
FGF21 byly zvlasté evidentni u pacientd s PPGL a DM a pozitivné korelovaly s hladinami
glykémie na lacno a BMI. Nenasli jsme spojeni mezi FGF21 a hypermetabolismem u pacientii
s PPGL.

Nadprodukce katecholaminti u pacientti 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 pacienti s PPGL byla prokéazéana 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 neodrézi parakrinni aktivitu
FGF21 v tukové tkani.

Experimentalni studie ukézaly, Ze to je noradrenalin, ktery stimuluje produkci FGF21
v hnédé tukové tkani ptes aktivaci B-receptorii (Hondares, Iglesias et al. 2011) a tento jev neni
ovlivnén soucasnym podavanim alfa-blokatorti (Hondares, Iglesias et al. 2011). Prekvapivé
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
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zlatym standardem pii diagnostice PPGL. Jsou kontinudln¢ produkovany nadorovymi
buitkami PPGL nezavisle na sekreci katecholaminl, a proto nereflektuji biochemickou
aktivitu nadorti. 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
100nasobnd ve srovnani s bilou tukovou tkani, coz naznacuje, Ze jatra jsou primdrnim
zdrojem FGF21 u ¢lovéka (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 vySs$i sérové hladiny FGF21, které zaroven
korelovaly s BMI a hladinou glykémie na la¢no. U naSich pacient s PPGL byly vysledky
podobné, ackoliv jejich hodnoty BMI byly nizsi. Otazkou zistava, zdali je to hyperglykémie,
kdo vyvolava nadprodukci FGF21 u pacientl s PPGL. Podle dostupnych studii je mozné
lidské sérové hladiny FGF21 zvysit infuzi glukézy (Lin, Gong et al. 2012, Dushay, Toschi et
al. 2015, Vienberg, Jacobsen et al. 2017) a 24hodinovou hyperglykémii udrZovanou
intravenozni infuzi glukézy (von Holstein-Rathlou, BonDurant et al. 2016). Na druhou stranu
R.J. Samms se spolupracovniky ukazali, Ze inzulin vice nez glukoza zvySuje celkovy a
bioaktivni FGF21 v postprandidlné obdobi u dosp€lych si bez DM béhem funkénich testh
(Samms, Lewis et al. 2017). V nasi skupiné pacienti s PPGL byly naméteny hodnoty inzulinu
signifikantné nizs$i nez u obéznich a hubenych kontrol. U pacienti s PPGL je inzulinova
sekrece ovlivnéna inhibi¢nim efektem katecholaminové nadprodukce pomoci a-adrenergnich
receptorti v B-buitkach pankreatu (Colwell 1969, Isles and Johnson 1983, Cryer 1993). H.
Komada s kolegy prokazali u pacienti s PPGL poruchu inzulinové sekrece piredevsim v asné
fazi (Komada, Hirota et al. 2017). Nase prace ukazuji, Ze metabolické zmény u PPGL jsou
castecné reverzibilni. Rok po odstranéni tumoru jsme prokézali zlepSeni v metabolismu
glukozu a inzulinové rezistence doprovazejici pokles v sérovych hladinach FGF21 1 pfes

signifikantni narlst na vaze u nasich pacienta.

Nase studie s tukovou tkdni ma nasledujici limitace. Zaprvé, obé vySetiované skupiny
obsahovaly jedince s obezitou i nadvahou, coz jsou stavy, které jsou samy o sob¢ spojené
s pfestavbou tukové tkan€. Zadruhé, vzorky VAT nebyly odebrany ze stejnych oblasti.
Retroperitonedlni tukova tkan obsahuje fyziologicky vice hnédé tukové tkané, zatimco

omentalni ji obsahuje minimaln€ nebo viibec, a to jak ve zdravi, tak nemoci. Jsme si tohoto
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faktu védomi a snazili jsme se vyhnout nepfesnym srovnanim. Nemizeme taktéz vyloucit vliv
uzivané¢ medikace, procesu odbéru tukové tkané a odlisné teploty v daném obdobi. Dale
musime brat také v tivahu, Ze genova exprese neodpovida striktné vysledné proteosyntéze.
Rozsah koncentrace FGF21 v séru dospélych jedinci je Siroky, coz déla jeho
interpretaci slozitou. Taktéz nemlzeme vyloucit 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 pacientli limituje interpretaci statistickych testi nebo jejich

provedeni. Tato obtiz nastava piedevsim pii analyzach podskupin.

8. Zavéry

Nase prace piinasi nové poznatky ohledn¢ tukové tkané a cirkulujicich adipokini,
predevsim FGF21, u pacienti s feochromocytomem. Zaroven rozsifujeme znalosti ohledné
dlouhodobého plisobeni katecholaminli na metabolismus.

Ve vzorcich retroperitonedlni VAT pacienti s PPGL ve srovnani s omentalni VAT
kontrol jsme prokazali znamky UCPIl-mediované noradrenalinem indukované termogeneze
s vys$§i expresi genu DIO2. Zaroven jsme prokazali v této tkani pacientii s PPGL vys$§i mRNA
expresi klicovych transkripénich faktorii adipogeneze BAT/BeAT a to PPARGCIA, CEBPB a
PRDM]16. Ptekvapivé jsme neprokazali klasicky zvifeci model genové exprese BAT ani
BeAT ve vzorcich VAT pacientli s PPGL. Na otazku, zdali u pacienti s PPGL pievlada
vyskyt BAT nebo BAT proto nedokdzeme jednoznacné odpovédét. V SAT pacientt s PPGL
jsme nasli zndmky mozné transformace v BeAT, ale bez znamek soucasné probihajici
UCPI-mediované termogeneze. Soucasné¢ rozSifujeme znalosti o moznych endokrinnich
funkci termogenni tukové tkan¢ o pusobeni adiponektinu a visfatinu. NenaSli jsme jasnou
korelaci mezi zminénou genovou expresi a hypermetabolismem ¢i jednim ze sledovanych
katecholaminovych fenotyp.

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 pacienti s DM a byly pozitivné spojené s hladinami glykémie na
lacno a BMI u téchto pacientl. Dusledky elevace FGF21 u pacienti s PPGL jsou nejasné.
NemilZzeme z na8i prace fict, zdali jsou zvySené hodnoty disledkem kontroverzni "FGF21
rezistence" nebo zdali ma FGF21 specificky metabolicky efekt. Domnivame se, Ze hladiny

FGF21 u pacienti s PPGL jsou biologicky signifikantni a odraZi metabolické abnormality
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asociované s diabetem mellitus a metabolickym syndromem. Spojeni mezi sérovymi
hladinami FGF21 s hypermetabolismem jsme nenasli.

Nenasli jsme u pacienti s PPGL rozdil v cirkuluyjicich hladinach rezistinu, NGAL,
adipsinu nebo PAI-1. Mozné zmény tkanovych koncentraci s ptevladajicimi parakrinnimi
ucinky vylouc¢it ale nemtzeme, coz dokldda prvni cast prace, kterd zahrnovala mj.

adiponektin.
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