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Abstract

Background Nonfunctioning pituitary adenomas (NFPAs) are common neoplasms that often
require surgical treatment and a multidisciplinary follow up. Markers that can predict an

aggressive clinical course are lacking so far.

Objective The study aimed to determine the relative gene expressions of androgen receptor
(AR) and gonadotropin releasing hormone receptor (GnRHR) in gonadotroph NFPAs and
compare these to clinical factors of aggressiveness as well as the gene expressions of estrogen

receptor o (ERa) and follicle stimulating hormone B (FSHJ).

Methods A total of 66 retrospectively collected tumor specimen were included in the study.
Messenger ribonucleic acid (mRNA) was extracted and reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) was performed to generate complementary deoxyribonucleic acid
(cDNA). Relative gene expressions were determined by performing quantitative PCR (RT-
qPCR).

Results There was no difference between females and males in the gene expression of AR
(median 0.13, interquartile range (IQR) (0.07-0.20) and median 0.14, IQR (0.07-0.19),
P=0.77, respectively) or the GnRHR (median 0.11, IQR (0.03-0.38) and median 0.10, IQR
(0.04-0.29), P=0.88, respectively). The two receptors showed no correlation to each other
(Spearman’s correlation (r5)=0.08, P=0.51). There was no association between the gene
expressions and the clinical factors of aggressiveness. AR was negatively correlated to the
ERa (1:=-0.33, P=0.008). GnRHR was positively correlated to ERa and FSHf (rs=0.38,
P=0.01 and rs=0.77, P<0.001, respectively), both exclusively in males.

Conclusions The results suggest that the relative gene expressions of AR and GnRHR is not
associated with aggressiveness in gonadotroph NFPAs. However, the regulation of FSH-
secretion through the GnRHR might be preserved in males. The results presented here needs

validation in systematic prospective and in vitro studies.
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Forord

Prosjektoppgaven er en obligatorisk oppgave pa medisinstudiet ved Universitetet i Oslo. Mitt

arbeid ble utfort mellom januar 2021 og januar 2022.

Bakgrunnen for valget av oppgaven strekker seg tilbake til min barndom, hvor interessen for
endokrinologi ble vekket i forbindelse med en MR-undersgkelse av hypofysen. Helt siden den
gang har jeg vart fascinert av dette organets mange og viktige funksjoner. Derfor falt det

naturlig for meg a skrive prosjektoppgave om nettopp hypofysen.

I mai 2020 tok jeg i kontakt med dr. Jens Bollerslev, som var ansvarlig for undervisningen i
endokrinologi pd mitt 3. studiedr. Han koblet meg til min veileder Kristin Astrid Berland
Qystese, som har vert en del av en forskningsgruppe ved Seksjon for Spesialisert
Endokrinologi i samarbeid med Forskningsinstituttet for Indremedisin ved Rikshospitalet i
Oslo. Hun fullferte sin doktorgrad pé vekst og aggressivitet i stumme hypofyseadenomer i
2018. Jeg syntes temaet hortes spennende ut, og ensket a skrive denne oppgaven som et lite

bidrag til deres tidligere forskning.

Eksperimentene som inngér i oppgaven, er utfort ved Forskningsinstituttet for Indremedisin
pa Rikshospitalet. Som folge av den pagéende koronapandemien har laboratoriearbeidet vaert
en utfordring. P4 grunn av Regjerningens smitteverntiltak har jeg ved flere anledninger ikke
hatt tilgang til sykehuset og har derfor trengt hjelp med & gjennomfere enkelte lab-forsek. Jeg
onsker 4 understreke at ekstrahering av RNA ikke er utfort av meg, men av bioingenier Linn

Olsen.

Jeg er sveert takknemlig for alle som har bidratt med & realisere denne oppgaven. Forst og
fremst onsker jeg & takke min veileder, Kristin, for god oppfelging og konstruktive
tilbakemeldinger gjennom hele perioden. Det har vart spennende og meget lererikt & jobbe
med deg. Dernest retter jeg en takk til overingenier Kjersti Normann Markussen for god hjelp
og hyggelige stunder pé laben. Jeg vil ogsé takke bioingenier Linn Olsen for & ha hjulpet meg
RNA-ekstrahering i perioden jeg ikke hadde tilgang til sykehuset. Til slutt vil jeg takke min
samboer, Thomas Skaug, for all stette under arbeidet med prosjektoppgaven sa vel som under

studiet ellers.

Oslo, januar 2022
Emilie Nygaard Jahnsen



1. Innledning

Klinisk stumme hypofyseadenomer er benigne tumores som ikke forer til et klinisk syndrom
som felge av hormonoverproduksjon (1). Svulstene er relativt vanlige og har en tendens til &
residivere hos de rammede pasientene (1). Selv om ikke alle krever kirurgisk intervensjon, er
oppfelging og behandling av slike adenomer ressurskrevende bade for pasienter og
helsevesenet (2). Til tross for at stumme hypofyseadenomer utgjor om lag halvparten av alle
hypofysesvulster, har vi fremdeles 1 dag begrenset kunnskap om hva som driver deres vekst
og aggressivitet (3). Det er et behov for 4 identifisere markerer som kan ha prognostisk verdi

og bedre oppfolgingen av denne pasientgruppen.

1.1 Hypofysens anatomi og hormoner

Hypofysen er et endokrint organ som regulerer mange funksjoner i kroppen (4). Kjertelen er
lokalisert i sella turcica pé basis av skallen og er forbundet med hypothalamus via
hypofysestilken, ogsa kalt infundibulum (4, 5). Synsnervekrysningen, chiasma, som
inneholder nervefibre fra hvert gye, er lokalisert superiort og anteriort for kjertelen, og direkte

anteriort for infundibulum (4).

Anatomisk og fysiologisk deles hypofysen i to ulike deler (5). Den fremre hypofyselappen
(adenohypofysen) er derivert fra epiteliale celler og deles videre inn i tre komponenter: pars
distalis, pars intermedia og pars tuberalis (6). I pars distalis finnes i hovedsak fem ulike
celletyper som danner acingre strukturer, der hver enkelt celletype er ansvarlig for
produksjonen av et spesifikt hormon (5). Adrenokortikotropt hormon (ACTH), thyroidea
stimulerende hormon (TSH), prolaktin (PL), veksthormon (GH) og gonadotropiner
(follikkelstimulerende hormon (FSH) og luteiniserende hormon (LH)) dannes av henholdsvis
kortikotrope, tyreotrope, laktotrope, somatotrope og gonadotrope celler (7). I tillegg er
follikulostellate celler (FS) og parenkymale ikke-sekrerende celler spredte komponenter i den
fremre hypofyselappen (4, 5).

Den bakre hypofyselappen (nevrohypofysen) er derivert fra nevroektoderm og inneholder
aksoner og nerveterminaler fra nevroner som har sine soma i hypothalamus (4, 5). Langsmed
disse aksonene transporteres antidiuretisk hormon (ADH) og oksytocin fra hypothalamus til

hypofysebaklappen, hvor de frigjeres fra nerveterminalene ved behov (4).



1.2 Den gonadotrope aksen

Hypothalamus er den overordnede regulatoren av hypofysens hormonutskillelse (8). Ved
utskillelse av gonadotropinfrigjerende hormon (GnRH) fra hypothalamus, aktiveres
gonadotropinfrigjerende hormonreseptor (GnRHR) i hypofysen og ferer til sekresjon av
gonadotropinene LH og FSH fra gonadotrope celler (8). Gonadotropiner er glykoproteiner
som binder til reseptorer i gonadene og stimulerer til modning av kjennsceller og produksjon
av kjennshormonene gstradiol hos kvinner og testosteron hos menn (9-11). Dessuten forer
stimulering med FSH til frigjering av inhibin hos begge kjonn (12). En ekning i konsentrasjon
av perifere hormoner virker hemmende pd hypothalamus og hypofysen via negativ

tilbakekobling (biofeedback) (se figur 1) (13).

En av reseptorene som er ansvarlig for regulering av hypofysen er gstrogenreseptor a (ERa),
som formidler virkningen av gstradiol (14). Studier har funnet en sammenheng mellom
tilstedevarelse av ERa og reintervensjonsrate (15, 16). Derfor ensker vi med dette forsoket &
undersegke om andre reseptorer som ogsa bidrar til regulering av gonadotropinene pavirker

aggressivitet og risikoen for residiv og derved reintervensjon.

Figur 1. Regulering av den gonadotrope aksen

Kvinner Menn
Hypothalamus — —— Hypothalamus +—
+ GnRH - + GnRH -
Hypofyse ¢ — Hypofyse ¢
+LH + FSH +FSH +LH
v
Thecaceller Granulosaceller |- |-~ | Sertoliceller Leydigceller -
l /l Inhibin v l

Androgener @stradiol ‘ ‘ Inhibin Testosteron

Stimulerende effekt er markert med «+», inhiberende effekt er markert med «-».
Gonadotropinfrigjorende hormon, follikkelstimulerende hormon og luteiniserende hormon er

forkortet henholdsvis GnRH, FSH og LH.



1.3 Hypofyseadenomer

Alle celler 1 hypofysen kan bli neoplastiske og gi opphav til tumorer (17). Ifolge
epidemiologiske data forekommer hypofyseadenomer noksé hyppig og utgjer omtrent 10-
20% av alle intrakranielle tumorer (18). I den generelle befolkningen har tumorene en
prevalens pa 1/100.000 og en insidens pé 3,9-7,4/100.000 per &r (18, 19). Mikroadenomer, det
vil si sma hypofyseadenomer som maler < 10 mm i diameter, er svaert vanlige og oppdages
sjelden fordi de ikke komprimerer narliggende strukturer (1). Obduksjonsstudier har vist en
forekomst pé ca 3-23% av slike tumorer (20). Makroadenomer, det vil si tumorer som maler
>10 mm i diameter, har storre risiko for vekstprogresjon og a residivere sammenlignet med

mikroadenomer (21).

Hypofyseadenomer deles funksjonelt og klinisk i to grupper (1). Den ene hovedgruppen
karakteriseres ved kliniske trekk og biokjemiske hormonverdier knyttet til overfledig og
ukontrollert hormonproduksjon, der det kliniske bildet avhenger av hvilken type
hormonproduserende celle som er affisert (1). Den andre hovedgruppen av adenomer, sékalte
ikke-funksjonelle eller stumme hypofyseadenomer, er neoplasmer som mangler et hormonelt
hypersekretorisk syndrom (1). Enkelte studier har vist at klinisk stumme hypofyseadenomer
kan produsere inaktive subenheter, men disse tumorene regnes likevel blant de stumme

adenomene fordi det kliniske bildet er det samme (1).

1.4 Stumme hypofyseadenomer

Adenomer av den ikke-funksjonelle typen er blant de vanligste intrakranielle neoplasmene og

utgjer omlag halvparten av hypofyseadenomene (3).

Klinisk presenterer stumme hypofyseadenomer seg med et bredt spekter av symptomer.
Majoriteten av tumorene er asymptomatiske og oppdages som regel ikke (1). Dersom tumoren
vokser henimot en viss sterrelse, kan en rekke symptomer oppsté som folge av mekanisk
kompresjon av narliggende strukturer. De vanligste presentasjonene blant pasienter med
kliniske symptomer er hodepine (56,5%) eller synsforstyrrelser (37,0%) (22). Dessuten kan
tumorer som utgar fra hypofysen komprimere hypofysen selv, og folgelig fordrsake
hypopituitarisme eller hyperprolaktinemi (1). Dette medferer pavirkning av ulike hormonelle
akser til tross for at tumor selv ikke produserer hormoner (3). I verste fall kan det mekaniske

trykket pavirke sentrale blodkar, forarsake permanent synsnerveskade eller medfere



hypofyser apopleksi. Det sistnevnte kan resultere i et livslangt behov for erstatningsterapi (1,

23).

Gullstandarden for & diagnostisere et hypofyseadenom er bildediagnostisk undersekelse ved
hjelp av magnetisk resonans (MR) (1). I tillegg utferes en rekke kliniske undersekelser, blant
annet synsfeltundersokelse, og biokjemisk testing for & vurdere om det foreligger
hypofysesvikt (1, 3). De fem celletypene i adenohypofysen kan alle gi opphav til stumme
hypofyseadenomer, men disse kan ikke skilles fra hverandre pa bakgrunn av biokjemiske
prover, slik man diagnostiserer de hormonproduserende tumorene. For & kunne differensiere
mellom de stumme hypofyseadenomene, ma tumor undersgkes ved hjelp av
immunhistokjemiske (IHC) analyser (24). Dette innebaerer at man farger for
hypofysehormoner og/eller spesifikke transkripsjonsfaktorer og undersekelsen utfores etter
operativ fjerning av tumor (24). Stumme hypofyseadenomer utgatt fra gonadotrope celler har
storst forekomst, og i en studie utfert av Chanson et al. fant man at >80% av stumme

hypofyseadenomer hadde gonadotrop differensiering (25).

Dagens behandlingsindikasjoner er ved synsforstyrrelser eller andre kliniske tegn pé
kompresjon av synsnervene, nevrologiske utfall eller hypofyser apopleksi (26). For
oyeblikket finnes to tilgjengelige metoder for & behandle stumme hypofyseadenomer: Enten
kan pasienten behandles med kirurgi, der tumorvev fjernes via transsfenoidal tilgang, eller
med stralebehandling (1). I motsetning til de hormonproduserende tumorene, finnes det ikke
medikamentelle behandlingsalternativer for stumme hypofyseadenomer (27). Til tross for
gode prognoser og lav risiko for et malignt forlep, opplever mange pasienter sykdomsresidiv
og trenger gjentatte kirurgiske behandlinger (27). Dette er ugunstig for pasienten av flere
grunner, blant annet fordi kirurgi medferer risiko for infeksjon, bladninger og skade pa
strukturer som berores i forbindelse med inngrepet (1). Ved transsfenoidal kirurgi er skade pé

synsnerver eller friskt hypofysevev viktige komplikasjoner, men forekomsten er lav (1).

1.5 Aggressivitet

Hypofyseadenomer er benigne tumorer som i svert sjeldne tilfeller viser malign utvikling
(28). Til tross for dette kan tumorene vise aggressiv vekst. Et aggressivt hypofyseadenom er
karakterisert ved evnen til rask volumforgkelse, invasjon av omkringliggende strukturer og
resistens mot konvensjonell behandling (28, 29). Dette gker risikoen for tidlige og hyppige
residiver. Aggressive hypofyseadenomer krever derfor oppfelging og behandling i



multidisiplingre team som involverer endokrinolog, nevrokirurg, patolog, radiolog og

onkolog (28).

Dagens internasjonale retningslinjer anbefaler at pasienter med kirurgisk fjernede
hypofyseadenomer folges opp med histopatologisk analyse som underseker for
proliferasjonsmarkeren Ki67 (28). Dersom Ki67 er forheyet, folges pasientene ogsd opp med
p53 immundeteksjon og mitotisk telling (28). I tilfeller der tumor oppstér i tidlig alder,
anbefales i tillegg genetisk testing (28). Det finnes fremdeles ingen klare prognostiske
markerer for stumme hypofyseadenomer som kan si noe om risikoen for aggressivitet. Det er
imidlertid funnet en sammenheng mellom ERa og aggressivitet i prolaktinomer og stumme
gonadotrope hypofyseadenomer og det er stilt sparsmal ved om en mindre differensiert celle

kan vise storre tegn til aggressivitet (15, 30).

1.6 Androgenreseptor

Androgenreseptor (AR) er en intracelluler transkripsjonsfaktor som aktiveres av androgene
steroidhormoner (31). Reseptoruttrykket av AR er spesielt okt i hepatocytter, granulosaceller,
kjertelvev i mammae, peritubulere celler, Leydigceller og Sertoliceller, men reseptoren er
ogsé lokalisert i hypothalamus og hypofysen (31). AR er én av de fire transkripsjonsfaktorene
som herer til Type 1 nukleare reseptorer (32). Denne gruppen er karakterisert ved at
reseptoren er lokalisert i cytosol, bundet til Heat Shock Proteiner (HSP) (32). Nér et
steroidhormon binder til ligand-bindende domene (LBD) pa AR, dissosierer HSP for
reseptoren homodimeriserer og translokeres inn i nucleus (31). I cellekjernen binder AR-
ligand-komplekset til androgen responderende elementer (ARE) og stimulerer til transkripsjon
av ulike gener (31). I studier av brystkreft har man funnet at AR blant annet regulerer gener
som er knyttet til cellevekst, proliferasjon, migrering, deoksyribonukleinsyre (DNA)-

reparasjon og apoptose (32).

Stimulering av AR medferer aktivering av mange signalveier, der noen har vist seg 4 vaere
relatert til kreft (32). Et eksempel pé dette er aktivering av fosfoinositid 3-kinase
(PI3K)/protein kinase B (AKT) signalveien (32). Videre har studier pé prostatakreft vist at
AR spiller en sentral rolle nér det gjelder tumorvekst, og forstelinjebehandling har derfor vart
knyttet til blokkering av reseptoren med androgen depriveringsterapi (ADT) (32). Dette star i
kontrast til andre studier som har undersgkt AR sin betydning i hypofysesvulster.

Eksempelvis antydet Saeger et al. 1 2001 at mangelen pa uttrykk av AR kan vare assosiert



med rask tumorvekst, da kun 1 av 60 tumorer i deres studie uttrykte AR ved IHC-
undersgkelse (33). Dette stottes av Caronti sin studie fra 1995, som undersgkte AR sin
inhiberende effekt pa vekst 1 hypofysetumorer (34). Ifelge en artikkel fra Nature, har man i
studier pa brystkreft sett en sammenheng mellom genuttrykk av AR og ER i tumorceller, men

den prognostiske rollen til AR i disse tumorene er fortsatt uklar (32).

1.7 Gonadotropinfrigjerende hormonreseptor

GnRHR tilherer gruppen av 7-transmembran G-proteinkoblede reseptorer (forkortet GPCR pa
engelsk) og aktiveres av hormonet GnRH som utskilles fra hypothalamus (35). Reseptoren
uttrykkes primert i gonadotrope celler i hypofysen, men finnes ogsé i noen nevroner og
oligodendrocytter, hvor reseptoren har synaptisk funksjon (35). Ved binding av GnRH til
LBD pa GnRHR, assosierer reseptoren med G-proteiner og aktiverer et intracellulaert
signalsystem (35). Dette forer i sin tur til produksjon og utskillelse av gonadotropinene FSH

og LH (35).

De senere tidrene har det veart reist flere hypoteser om hva som driver tumorgenesen i
gonadotrope adenomer. Mutasjoner i GPCRer har tidligere vaert beskrevet som en viktig arsak
til ulike sykdommer, deriblant adenomer i thyroidea (36). Kaye og Millar undersekte derfor i
sin studie 1 1997 om mutasjoner eller polymorfismer - det vil si ulike utgaver av samme gen -
kunne vere drsak til tumorgenese i gonadotrope hypofyseceller (36). De fant imidlertid ingen
aktiverende mutasjoner i GnRHR-genet ved undersokelse av 18 gonadotrope adenomer (36).
En annen studie, utfert av Alexander og Klibanski i 1994, foreslér at defekter i syntesen av
GnRHR kan ligge til grunn for manglende reseptorrespons fremfor at dette er relatert til
cellulaere signaleringsveier (37). De fant at GnRHR messenger ribonukleinsyre (mRNA) i
tumorcellene korrelerte med respons pa GnRH og at kun 1/3 av gonadotrope tumorer
responderte pa pulsatil stimulering med GnRH in vitro (37). I 1996 reiste Miller og de to
forfatterne av den sistnevnte studien en hypotese om at gonadotrope celler innehar
egenskapen til & bedrive parakrin eller autokrin regulering av cellefunksjon (38). Dette var
fordi de i en ny studie péviste tilstedevarelse av bide GnRH og GnRHR mRNA i normale og
neoplastiske gonadotrope celler (38). Sanno et al. reiste den samme hypotesen i sin studie aret
etter (39). Til tross for forskningen som ble utfort pa 1990-tallet, vet vi i dag fortsatt lite om
GnRHR sin betydning for stumme hypofyseadenomer.



2. Forskningsspersmal

Formalet med prosjektoppgaven er & undersgke om genuttrykket av AR og GnRHR kan vere
assosiert med kliniske faktorer som tyder pa aggressivitet i stumme gonadotrope
hypofyseadenomer. Oppgaven er begrenset til 4 underseke gonadotrope celler da disse utgjor
storsteparten av stumme hypofyseadenomer og fordi andre varianter er lite representert i det

tilgjengelige vevsmaterialet (25).
Konkret innebarer eksperimentet a:

1) Bestemme det relative mRNA-uttrykket av AR og GnRHR 1 klinisk stumme
gonadotrope hypofyseadenomer og undersgke om disse korrelerer med hverandre.
2) Undersoke sammenhengen mellom genuttrykk av AR og GnRHR og de tre kliniske
tegnene pa aggressivitet:
e Alder ved primeroperasjon
e Tumorsterrelse
e Reintervensjonsrate
3) Sammenligne det relative genuttrykket av AR og GnRHR med genuttrykket av ERa
og follikkelstimulerende hormon f (FSHf), som ble undersekt i de tidligere nevnte

studiene (15, 17).

Var hypotese er at lavt genuttrykk av reseptorene tyder pd en mindre differensiert celle og et

mer aggressivt klinisk forlep.
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3. Materiale og metode

3.1 Pasienter, vevsinnsamling og studieseleksjon

De molekyl@rbiologiske undersekelsene ble utfort som en del av en retrospektiv studie pd
klinisk stumme hypofyseadenomer. Studien er samtykkebasert og godkjent av Regionale
komiteer for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK) og forankret i Oslo
Universitetssykehus. Resultatene som presenteres i denne oppgaven er sammenholdt med

dataanalyser fra de tidligere nevnte studiene (15, 17).

Alle pasientene gjennomgikk kirurgisk behandling med fjerning av tumorvev over en periode
fra 1996 til 2009 ved Oslo Universitetssykehus. Indikasjon for kirurgi ble stilt pa klinisk
grunnlag. Den kirurgiske reseksjonen ble i hovedsak gjennomfert via transsfenoidal tilgang
og kun noen fa med transkranial tilgang. Tumorvev ble innsamlet pa operasjonssalen ved hver
kirurgiske intervensjon og vevspravene ble avsatt i 2 ml ror. Disse ble fryst pa is eller med

flytende nitrogen, for lagring ved -80°C i fryseskap.

Totalt ga 195 pasienter samtykke til & delta 1 den opprinnelige studien. Tumorprover fra
primeroperasjon var tilgjengelig for 107 av pasientene, og 80 vevsprever kunne brukes til
eksperimentet etter at kvalitetskontroller med RNA-integritetsnummer (RIN)-skar var
gjennomfort (videre beskrevet nedenfor). Blant disse 80 prevene ble 66 klassifisert som
gonadotrope adenomer basert pd IHC-undersekelse fra den tidligere nevnte studien (15, 40).

Oppfoelgingen av pasientene ble avsluttet i september 2015.

3.2 Markerer for aggressivitet

Aggressivitetsdefinisjonen tilsier at reseptorene ma undersekes opp mot volum, vekst,
invasivitet og behandlingsresistens (28). I det tilgjengelige datamaterialet var folgende

variabler tilgjengelige undersgkelser med hensyn pa aggressivitet:

e Alder ved primaroperasjon: kan si noe om evne til rask vekst.

e Tumorvolum: malt ved hjelp av Cavalieris metode pa bakgrunn av MR-undersokelse
(27).

e Invasivitet: bestemt ved bruk av Knosp-gradering (27). Knosp er et etablert
graderingssystem for invasjon ved hypofyseadenomer, som baserer seg pa vekst
utover ulike tangenter rundt arteria carotis pa koronarsnitt (41). Graderingen gar fra 0

til 4, der verdier > 2 betraktes som invasivt (41).
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e Reintervensjonsrate: kan vere et mal pa vekstpotensialet til tumoren. Her er
reintervensjonsrate definert som antall postoperative stralebehandlinger og/eller
reoperasjoner, der behandling innen de forste 12 méneder etter primaroperasjon er

ekskludert.

3.3 Primer design

De offisielle National Center for Biotechnology Information (NCBI)-gensymbolene ble
funnet pd PubMed (42). Dette ble gjort ved & velge «gene» i menyfanen pa nettsiden og
deretter taste inn henholdsvis «androgen receptor» og «gonadotropin releasing hormone
receptor». NCBI-symbolene ble funnet til & vaeere «AR» og «GNRHR» for arten homo

sapiens.

PrimerBank ble deretter brukt for 4 finne primere (43). I seket ble det spesifisert & soke etter
«NCBI gene symbol» og «human» som art. Videre ble NCBI-symbolene (AR og GNRHR)

tastet inn separat. Primerbanken fant tre mulige primer-par for AR og to for GnRHR.

En primer ber ideelt sett ha visse karakteristikker og egenskaper (44). For & avgjere hvilken
primer som var den best egnede, ble PubMed sin funksjon «PrimerBLAST» brukt til & teste
spesifisitet (45). Det ble undersgkt om primerne hadde en lengde mellom 18-24 baser,
smeltetemperatur (Tm) mellom 50-60°C, nukleotidfordeling med 40-60% G eller C innhold
og selv-komplementaritet for 5’-ende og 3’-ende under en verdi pa to (44). Alle faktorene ble
undersekt for samtlige primere og resultatene for de to best egnede primerkandidatene er vist i

Tabell 1.

Til sist ble det undersgkt om produktene hver primer produserte, korresponderte med
produktene som var egnsket. For & gjore dette, ble genomet lastet ned fra Ensemble Data Base

(www.ensembl.org) og undersgkt med hensyn pa intron-ekson grenser ved & sammenligne

primerne med deres lokalisasjon pa genomet (46). Dette ble gjort ved & seke opp forover og
revers primersekvens (reversert ved hjelp av «reverse complement» hos bioinformatics.org)

og kontrollere at disse var lokalisert pa ulike eksoner. Resultatene er vist i Tabell 1.

12



Tabell 1. Primersekvenser for AR og GnRHR

Gensymbol Sekvens (5°>3°) Antall Tm®* GC%° Kompl? 3’Kompl® Intron-
og ID?* baser ekson
grense
AR Ff: CCAGGGACCATGTTTTGCC 19 59,03 57,89 5,00 1,00 Ulike
349501065c1 cksoner

R#: CGAAGACGACAAGATGGACAA 21 58,33 47,62 2,00 1,00

GNRHR F: TGTCTGGAAAGATCCGAGTGA 21 58,47 47,62 4,00 1,00 Samme

61676182c1 ekson
R&: AGGTTGGCTAAGGTCAGATGTT 22 59,36 45,45 4,00 3,00

¢ NCBI gensymbol og PrimerBank ID
b Temperatur i °C

¢ G eller C nukleotider i %

4 Selv-komplementaritet (5’ 23’)

¢ Selv-komplementaritet (3’ 25’)

! Forover primer (5°23’)

& Revers primer (5’ 23’)

3.4 Forberedelse av pravematerialet

RNA ekstrahering

Vevspravene var blitt homogenisert pa forhdnd ved bruk av Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). Et QIAGEN miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) ble anvendt etter
produsentens beskrivelser for & rense RNA. Et spektrofotometer, Nanodrop ND-1000
Spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE), ble brukt for 4 méle
absorbans og derved bestemme RNA-konsentrasjoner. RNA-kvalitet ble testet med
elektroforesemaskinen Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) og kapiller gelelektroforesemaskinen QIAxcel Advanced system (Qiagen, Hilden,
Germany). Kvaliteten pa RNAet ble funnet til & vaere intakt for 80 av 107 prever nr man

satte en avskjaeringsverdi for RIN-skér til & vere over fire (46).

Revers transkriptase polymerasekjedereaksjon (RT-PCR) og fortynninger

Revers transkriptase er et enzym som bruker RNA som oppskrift for & transkribere en
komplementaer DNA-trdd (¢cDNA) (47). Fra hver prove ble 1uL RNA pipettert over i et High
capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) som
deretter ble plassert i et Labnet MultiGene Gradient Thermal Cycler (Labnet International Inc,
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Edison, NJ, USA). Derved ble cDNA dannet fra ekstrahert mRNA. Videre ble cDNAet
fortynnet med H»O til en ratio pa 1:10 og brukt til kvantitativ PCR (qPCR) (46).

3.5RT-qPCR

2uL 1:10 fortynnet cDNA og 8uL Mastermix (5,0 uL PerfeCTa SYBR Green FastMix, ROX
(Quantabio, Beverly, Massachusetts, USA), 0,125 uL forover primer (Sigma-Aldrich), 0,125
pL revers primer (Sigma-Aldrich), 2,75 puL nukleasefritt vann (,cH20)), for en total av 10uL
per reaksjon ble avsatt i duplikat pd en 384 brennersplate ved hjelp av pipetteringsmaskinen
epMotion 5070 (epMotion® 5070 CB, Hamburg, Tyskland). Deretter ble RT-qPCR
gjennomfort ved & bruke en ABI 7900 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) maskin.

Amplifiseringen ble initiert ved oppvarming til 50°C i 2 minutter etterfulgt av en
temperaturegkning til 95°C i 10 minutter. Deretter fulgte 40 sykluser ved 95°C i 15 sekunder
og 60°C 1 1 minutt. Smeltekurven ble generert ved et initialt denatureringssteg ved 95°C 1 15
sekunder og 60°C i 15 sekunder etterfulgt av gradvis oppvarming til 95°C i 15 sekunder, som

beskrevet av Normann et al. (46).

Parallellene til duplikatene ble undersokt for avvikende verdier, men alle ble funnet til & ha
akseptabel tilfeldig variasjon. I tillegg ble smeltekurven undersokt for a lete etter
produktspesifisitet og eventuelle primer-dimerer. Syklusterskelverdier (cycle treshhold, Ct)
ble justert med det geometriske gjennomsnitt av de to referansegenene ALAS1 og GAPDH og
genekspresjonen ble kvantifisert etter ACt-metoden pa folgende mate (48):

ACt = 2—(Ct(genet av interessse)—Ct(geometrisk gjennomsnitt av ALAS1 og GAPDH))

3.6 Referansegener

Referansegener er konstitutive gener, altsa gener som alle celler mé inneha og uttrykke for &
opprettholde normal funksjon (49). Kvantifisering av mRNA-uttrykket til referansegener
brukes derfor som endogene kontroller pa prove-til-prove variasjoner nar man utferer qPCR-

undersokelser.

I dette eksperimentet ble dataene justert ved & anvende to ulike referansegener:
aminolevulinat syntase 1 (ALASI) (PrimerBank ID: 362999012¢3) og glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenase (GAPDH) (tilgangsnummer: 001256799). Disse genene er validert som stabile

referansegener i stumme hypofyseadenomer i en studie utfeort av Normann et al (46).
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For a bruke referansegener som kontroller, ma en kalibreringskurve genereres ut ifra
kvadratiske fortynninger (standardlesninger). Disse ble laget ved & avsette 85uL. cDNA
(bestaende av cDNA hestet fra samtlige tumorprever) og 255uL 1cH20 1 én tube og fortynne
dette ved 4 tilsette og blande 170uL .cH20 i tre pafelgende steg. Dette resulterte 1 en
fortynningsratio mellom cDNA og n.H2O pé 1:4, 1:8, 1:16 og 1:32. Den automatiske
pipetteringsmaskinen epMotion® 5070 (CB, Hamburg, Tyskland) avsatte 2uL fra hver av de
fire losningene 1 hver sin brenn og tilsatte 8uL Mastermix (laget etter samme oppskrift som

beskrevet ovenfor). Deretter ble standardlesningene analysert med RT-qPCR.

3.7 Dataanalyse og statistikk

Alle RT-qPCR-resultater ble ssmmenholdt med kliniske data og resultatene til andre gener

som tidligere er undersokt i samme kohort.

Statistiske analyser ble utfort i statistikkprogrammet SPSS® (Version 26, 2019). Data har blitt
analysert for kvinner, menn og kjennene kombinert. Siden resultatene ikke betraktes som
normalfordelte, ble Mann-Whitney U test brukt for & sammenligne kontinuerlige data mellom
to grupper. Kji-kvadrattest ble brukt for & sammenligne to grupper med kategoriske variabler,
mens den ikke-parametriske korrelasjonstesten Spearman rho (rs) ble brukt til

korrelasjonsanalyser. P-verdier < 0.05 ble vurdert til & veere signifikante.
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4. Resultater

Totalt 66 gonadotrope tumorer ble undersekt med RT-qPCR. Preoperativt MR-bilde var

tilgjengelig hos 25 av pasientene, hvorav 7 kvinner og 18 menn. Vi fant ikke forskjell i alder,

tumorvolum, invasivitet, reintervensjonsrate eller genuttrykk av AR eller GnRHR mellom

kvinner og menn (Tabell 2).

Tabell 2. Kjonnsforskjeller i kliniske data og genuttrykk av AR og GnRHR

Kvinner (n=19) Menn (n = 47) Totalt (n=66) Sign.?
Alder P 54 (48-72) 57 (47-64) 57 (48-65) 0,83
Oppfolgingstid ¢ 114 (98-179) 142 (97-166) 137 (98-168) 0,76
Tumor volum ¢ 3665 (3561-6614) 6341 (4464-11192) 5918 (3825- 0,12
10334)

Invasivitet ¢ 3(43) 3(17) 6 (24) 0,30
Strilebehandling © 1 (5) 6 (13) 7 (11) 0,66
Reintervensjoner ¢ 4 (21) 17 (36) 21 (32) 0,23
AR™ 0,13 (0,05-0,30) 0,14 (0,07-0,19) 0,13 (0,07-0,20) 0,77
GnRHR " 0,11 (0,03-0,38) 0,10 (0,04-0,29) 0,11(0,04-0,31) 0,88
Totalt 19 (29) 47 (71) 66 (100)

Median og interkvartilbredde (IKB) er gitt for alle kontinuerlige data. Antall (n) og prosent
(%) av total er gitt for kategoriske variabler.

¢ P-verdier er gitt for sammenligning av kjonnene
b Alder i antall dr ved primeeroperasjon

¢ Tid i antall maneder fra primceroperasjon til avslutning av oppfolging uavhengig av
retintervensjoner

4 Preoperativt tumorvolum i mm?3

¢ Basert pa Knosp-skar der verdier > 2 betraktes som invasivt

I Inkluderer bdde adjuvant behandling innen 12 mdneder og reintervensjoner

& Reintervensjoner inkluderer postoperativ strdlebehandling og sekundcere operasjoner.
Tidlig reintervensjon innen 12 mdneder etter primcroperasjon regnes som adjuvant
behandling og er derfor ikke regnet med. En pasient fikk gjennomfort bdde reoperasjon og
strdalebehandling, én pasient gjennomgikk totalt tre reoperasjoner og to pasienter
gjennomgikk to reoperasjoner.

h ACT-verdier
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4.1 Relativ ekspresjon av AR og GnRHR

Det ble ikke funnet noen signifikant forskjell mellom kvinner og menn i genuttrykk av AR
eller GnRHR (Tabell 2). Det var tre av adenomene som hadde tydelig hoyere genuttrykk av
GnRHR sammenlignet med de andre. Dette gjaldt for to av kvinnene og én av mennene.
Ekskludering av disse tre avvikene forte ikke til noen endring i signifikansverdi mellom
kjonnene. Genuttrykket til AR og GnRHR korrelerte ikke med hverandre (Spearmans
korrelasjon (r5)=0,08, P=0,51). Det var ingen statistisk signifikant ssmmenheng mellom alder
og genuttrykket av de to reseptorene (rs=0,00, P=0,99 og r.=-0,01, P=0,92 for henholdsvis AR
og GnRHR).

4.2 AR, GnRHR og aggressivitet

Genuttrykket til AR og GnRHR viste ingen sammenheng med tumorvolum (r=0,1, P=0,31 og
rs=0,11, P=0,62 for henholdsvis AR og GnRHR). Det ble ikke funnet noen assosiasjon
mellom genuttrykket til AR eller GnRHR og reintervensjonsrate. Ekspresjonen av AR hadde
medianverdi 0,13, interkvartilbredde (IKB) (0,07-0,23) og 0,14, IKB (0,07-0,20) for
henholdsvis gruppen som fikk utfert reintervensjon og gruppen som ikke fikk utfort
reintervensjon (P=0,85). Ekspresjonen av GnRHR hadde medianverdi 0,10, IKB (0,03-0,24)
og 0,11, IKB (0,04-0,36) henholdsvis for gruppen som fikk utfert reintervensjon og gruppen
som ikke fikk utfert reintervensjon (P=0,29).

4.3 Korrelasjon med andre gener 1 den gonadotrope aksen

Sammenligning med ERa

Genuttrykket av AR og GnRHR ble sammenlignet med genuttrykket av ERa (n=65).
Korrelasjonsanalyser viste en signifikant, men svak sammenheng mellom AR og ERa (rs=-
0,33, P=0,008) og GnRHR og ERa (r:=0,25, P=0,05). Det var tre av adenomene som hadde
tydelig hoyere genuttrykk av GnRHR sammenlignet med de andre. Korrelasjonen mellom
GnRHR og ERa forble imidlertid signifikant nar disse tre adenomene ble ekskludert fra
analysene. Ved deling mellom kjonnene ble det funnet at ERa ikke korrelerte med GnRHR
hos kvinner, men at sammenhengen var signifikant hos menn (r.=0,08, P=0,75, n=19 og
1—=0,38, P=0,01, n=46 for henholdsvis kvinner og menn). For AR ble det ikke funnet noen

forskjell i signifikans ved deling mellom kjennene.
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Figur 2. Korrelasjon mellom AR og ERa hos begge kjonn
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Scatter-plot som viser sammenhengen mellom androgenreseptor (AR) (x-akse) og
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astrogenreseptor o (ERa) (v-akse) der begge kjonn er inkludert. Hver sirkel representerer én
tumor sitt uttrykk av de to reseptorene. Vi ser en svak negativ sammenheng, der okt uttrykk av
ERa ser ut til d korrelere med redusert ekspresjon av AR og motsatt (rs=-0,33, P=0,008).

Figur 3. Korrelasjon mellom GnRHR og ERa hos menn
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Scatter-plot som viser sammenhengen mellom gonadotropinfrigjorende hormonreseptor
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(GnRHR) (x-akse) og ostrogenreseptor o (ERa) (v-akse) hos menn. Hver sirkel representerer
en tumor sitt uttrykk av de to reseptorene. Vi ser en svak positiv sammenheng der okt uttrykk
av én av reseptorene korrelerer med okt uttrykk av den andre reseptoren (rs=0,38, P=0,01).

18



Sammenligning med FSHf

Genuttrykket til GnRHR ble sammenlignet med genuttrykket av FSHf (n=55). Det var ingen

korrelasjon mellom genuttrykket av reseptorene hos kvinner, men det var en sterkt signifikant

sammenheng hos menn (rs=0,38, P=0,14, n=17 og rs=0,77, P<0,001, n=38 for henholdsvis

kvinner og menn).

Figur 4. Korrelasjon mellom GnRHR og FSH3 hos menn
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Scatter-plot som viser sammenhengen mellom gonadotropinfrigjorende hormonreseptor
(GnRHR) (x-akse) og follikkelstimulerende hormon [ (FSHp) (y-akse) hos menn. Hver sirkel
representerer én tumor sitt uttrykk av de to reseptorene. Vi ser en sterk positiv sammenheng

der okt uttrykk av én av reseptorene korrelerer med okt uttrykk av den andre reseptoren

(rs=0,77, P<0,001).
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5. Diskusjon

I denne studien ensket vi & undersgke genuttrykket av AR og GnRHR i stumme gonadotrope
hypofyseadenomer hos begge kjonnene og sammenligne dette med tre kliniske tegn pa
aggressivitet: 1) alder ved primaroperasjon, 2) tumorvolum og 3) reintervensjonsrate. Vi
onsket dessuten 4 sammenligne genuttrykket av de to reseptorene med hverandre og med

ekspresjon av ERa og FSH fra de tidligere nevnte studiene (15, 17).

Resultatene viste ingen forskjeller mellom kjennene nar det gjaldt genuttrykk av hverken AR
eller GnRHR 1 stumme gonadotrope hypofyseadenomer. Reseptorene viste heller ingen
korrelasjon til hverandre. Vi fant ingen sammenheng mellom nivéet av genuttrykk til hverken
AR eller GnRHR og alder ved prima&roperasjon, tumorvolum eller reintervensjonsrate.
Imidlertid fant vi at det var en negativ korrelasjon mellom genuttrykket av AR og ERa for
begge kjonn, mens den positive korrelasjonen mellom GnRHR og ERa kun gjaldt for menn.
Dessuten var det en positiv korrelasjon mellom GnRHR og FSHf}, men denne sammenhengen

gjaldt ogsd kun for menn.

5.1 Diskusjon av hovedfunn

Genuttrykk av AR og GnRHR

Vi fant at genekspresjonen av AR ikke var signifikant forskjellig mellom kjennene. Studier av
bade mennesker og dyr har vist at androgener hemmer ovariefunksjon og kan forérsake
infertilitet ved & pavirke nevroendokrin funksjon hos kvinner (50). Mannlig infertilitet kan
derimot vare forarsaket av utilstrekkelig androgen stimulering eller mutasjoner i reseptoren,
slik at androgenene ikke utever sin virkning (51, 52). P4 grunn av denne viktige forskjellen i
androgen regulering mellom kjennene ville man kanskje forvente at genuttrykket av AR i
hypofysen var ulikt mellom kvinner og menn, men vare funn strider altsd med denne
antagelsen. Arsaken kan vere at vi har undersekt tumorvev og ikke normalvev. Det er
vanskelig 4 vite om funnene tilsvarer genuttrykk i normalt hypofysevev da vi ikke har slikt

vev tilgjengelig for ssmmenligning.

Litteraturen sier lite om hvordan GnRHR er uttrykt hos kvinner og menn. Vi vet imidlertid at
et velregulert GnRHR-uttrykk er avgjerende for a opprettholde maksimal
reproduksjonskapasitet hos begge kjonn (53). Derfor vil det vaere rimelig & anta at GnRHR er
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relativt likt uttrykt mellom kvinner og menn. Vér studie samsvarer med denne antagelsen da

genuttrykket av GnRHR ikke var signifikant forskjellig mellom kjennene.

I en musestudie utfort av Genevieve et al. 1 2017, fant man ved undersgkelser av mRNA at
AR positivt regulerer GnRHR i gonadotrope hypofyseceller (54). En slik assosiasjon ble ikke
pavist 1 var studie av humant tumorvev. Det kan hende at utvalget i véar kohort ikke var stort
nok til & vise en slik ssmmenheng. En annen mulighet er at AR ikke regulerer GnRHR 1
humane hypofyseceller slik som hos mus, eller at en slik regulering mangler i tumorvev

sammenlignet med normalt hypofysevev.

Har AR og GnRHR betydning for aggressivitet?

Det finnes sparsomt med litteratur som beskriver genuttrykk av AR og GnRHR i stumme
hypofyseadenomer. I studier av prostatakreft har man derimot funnet at AR er en viktig driver
av tumorprogresjon (55). Av den grunn er AR-inhibering med antiandrogene medikamenter et
sentralt behandlingsmal (55, 56). I studier av brystkreft har man ogsa funnet en mulig
sammenheng mellom AR og kreftutvikling (57, 58). Nér det gjelder GnRHR, har en studie
utfort av Canzian et al. konkludert med at vanlige polymorfismer av GnRHR ikke er assosiert

med risiko for brystkreftutvikling (59).

Vare resultater peker ikke i retning av sammenheng mellom genuttrykk av AR eller GnRHR
og de tilgjengelige kliniske aggressivitetsmarkerene: alder ved primaroperasjon, tumorvolum
og reintervensjonsrate. En mulig forklaring pa hvorfor vi ikke fant noen assosiasjon kan vare
at vart materiale ikke var stort nok for & pavise en slik sammenheng. Dessuten kan det hende
at de tilgjengelige kliniske markerene for aggressivitet ikke er gode mal pa dette, men at
andre markerer er bedre prediktorer. Eksperimentet har eksempelvis ikke sammenlignet
genuttrykk med de andre aggressivitetsmarkerene som retningslinjene beskriver, for eksempel
uttrykk av Ki67, P53 eller mitotisk telling (28). Alle svulstene inkludert i kohorten er operert
pa klinisk indikasjon, noe som medforer en seleksjon av tumorer med et visst vekstpotensiale.
Dette kan bidra til mindre heterogenitet i adenomene som er undersgkt, og gjore det

vanskeligere a avdekke forskjeller mellom aggressive og mindre aggressive svulster.

Er det en sammenheng mellom AR og ERa?
Det ble funnet en negativ korrelasjon mellom AR og ERa, men édrsaken til denne

sammenhengen er uklar. I studier av brystkreft har man funnet at forholdet mellom AR og
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ERa spiller en viktig rolle ved resistens mot hormonell behandling, og at AR-ekspresjon er
forbundet med bedre prognose (60, 61). Nar det gjelder hypofyseadenomer viste studien til
Qystese et al. at lavt uttrykk av ERa var assosiert med gkt reintervensjonsrate (15). Det kan
dermed hende at gkt uttrykk av AR i stumme hypofyseadenomer, i motsetning til i brystkreft,
er assosiert med en dérligere prognose og at dette henger sammen med uttrykket av ERa.
Imidlertid var ssmmenhengen vi fant noksa svak, og ma verifiseres i et storre og mer

systematisk innsamlet materiale.

Er det en sammenheng mellom GnRHR, ERa og FSHf?

Det ble funnet en svak korrelasjon mellom GnRHR og ERa. Om resultatet kan forklares pé
bakgrunn av normalfysiologien i den gonadotrope aksen er uvisst. ERa er en reseptor som
aktiveres av det perifere hormonet estrogen (62). Som tidligere nevnt medferer en gkning i
perifere hormoner negativ tilbakekobling pa hypothalamus og hypofysen, slik at produksjonen
og utskillelsen av hormoner fra disse organene reduseres (13). Studier pé rotter har vist at
ostradiol ogsa pavirker nivaet av GnRHR (63). Det kan tenkes at GnRHR og ERa. for
eksempel reguleres av hverandre, men resultatet kan ogsé skyldes differensiering av tumorvev

fra normalt hypofysevev.

Vare resultater paviste en sterk assosiasjon mellom GnRHR og FSHf (P<0,001). Siden
adenomene er klinisk stumme, ville man kanskje forvente at FSH ikke ble produsert. Vart
funn stettes imidlertid av Hanson et al., som 1 sin studie demonstrerte at tumorcellene bade
produserte og skilte ut FSH in vitro og in vivo (64). Dette kan tyde pé at reguleringen av FSH
via GnRHR 1 klinisk stumme gonadotrope hypofyseadenomer er bevart. Det er likevel uklart
om vare mélinger samsvarer med normalfysiologi eller om funnet er forskjellig fra hva man
ville pdvist i normalt hypofysevev. I utgangspunktet var det enskelig & sammenligne begge
gonadotropinene (FSH og LH) med AR og GnRHR, men RT-qPCR-undersgkelser for LH var

ikke tilgjengelige for vért utvalg av tumorer.

Er assosiasjonen mellom GnRHR og FSHf kjoennsavhengig?

Det var en sterk korrelasjon mellom GnRHR og FSHf3 hos menn, men ingen signifikant
korrelasjon hos kvinner. En mulig forklaring pd hvorfor det var forskjell mellom kjennene,
kan vere at fa kvinner var representert i var kohort. Dette kan gi manglende styrke til & pdvise

en sammenheng mellom GnRHR og FSHf. En annen forklaring kan vaere at menn er mindre
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utsatt for sykliske hormonvariasjoner enn kvinner, og at dette kan pavirke
reseptordistribusjonen (65). I tillegg var mange av kvinnene i var kohort i klimakterisk alder,
selv om de fleste var over den gjennomsnittlige alderen for menopause (66). Det kan tenkes at
hypogonadisme som folge av menopause kan pavirke genekspresjonen og derved forarsake en
slik kjonnsavhengig sammenheng mellom genuttrykkene. Vi manglet klinisk informasjon om
menopause i var kohort. I tillegg demonstrerte Ilie et al. i sin studie at subtyper av
gonadotrope adenomer kan inneha ulike karakteristikker, og ulik fordeling mellom kvinner og
menn (67). Vi har ikke tatt hoyde for at det kan finnes ulike subtyper av gonadotrope
adenomer, noe som kan pdvirke resultatene. Alt i alt rader usikkerhet omkring den

kjonnsavhengige sammenhengen mellom genuttrykkene av GnRHR og FSHf.

5.2 Begrensninger og feilkilder

I all forskning kan det oppsta ulike former av feil. Av sterst betydning er sékalte systematiske
skjevheter (bias), mens tilfeldige feil spiller en mindre viktig rolle fordi de som regel ikke
pavirker resultatene i noen bestemt retning (68). Ved eksperimentelle studier er det viktig &

identifisere og vurdere mulige feilkilder, slik at resultatene kan tolkes pé rett mate.

Den mest apenbare feilkilden ved dette eksperimentet er det retrospektive studiedesignet med
manglende systematisk inklusjon av pasienter. Det tilgjengelige vevsmaterialet som ble brukt
er hentet fra tidligere studier. Vi har ikke kjennskap til hvilke pasienter som ogsa fikk utfort

kirurgisk reseksjon av hypofyseadenomer i samme tidsperiode, og som ikke er inkludert i vart
materiale. Folgelig er studien utsatt for seleksjonsbias, og resultatene som presenteres her kan

derfor kun brukes hypotesegenererende (69).

En del av materialet var svaert gammelt (enkelte vevsprever var datert tilbake til 1996), med
en vevskvalitet som var for darlig til & utfere eksperimenter. Dette forte til et begrenset utvalg
tumorprever og derved tap av variasjon i faktorer som kjonn, alder og IHC-klassifisering. Ved
analyse av ERa og FSHf3, manglet data fra de tidligere studiene for henholdsvis 1 og 11 av
pasientene som var inkludert i var kohort. Dette kan ha pévirket eksperimentets

generaliserbarhet.

Det ble en overvekt av menn sammenlignet med kvinner i var kohort. Fordelingen mellom
kjennene var 29% kvinner og 71% menn. Det betyr at vart utvalg var ytterligere skjevfordelt
enn den opprinnelige kohorten (n=164), som besto av 38% kvinner og 62% menn (15).

Enkelte studier peker i retning av en sterre livsstilsprevalens for hypofyseadenomer for menn
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enn for kvinner, mens andre sier det motsatte (70-72). Sammenlignet med epidemiologiske
data var det likevel en storre skjevfordeling i den opprinnelige kohorten enn man skulle
forvente, uten at bakgrunnen for dette var kjent (15). I virt materiale matte flere av provene
ekskluderes pa grunn av darlig vevskvalitet. Dette kan ha medfert en ytterligere bias som kan
ha forstyrret forholdet mellom antallet kvinner og menn. Til tross for skjevfordelingen
mellom kjennene var antall reintervensjoner omtrent likt fordelt mellom kvinner og menn.

Dette stemmer overens med funnene i den store kohorten (15).

Medianalderen ved primeroperasjon hos pasientene i var kohort (n=66) var tilnermet lik den
opprinnelige kohorten (n=195), men kvinnene som gruppe var yngre i vért utvalg (54 ar

versus 61 ér) (15). En mulig forklaring pd hvorfor medianalderen til kvinnene var lavere i vér
kohort, kan vere at svulstene som var tilgjengelige for analyser i hovedsak tilherte de yngste

kvinnene.

Tumorvolum, beregnet ved hjelp av MR-undersokelser, viste ingen signifikant forskjell
mellom de to kjennene. Mennene hadde imidlertid sterre median tumorvolum enn kvinnene
(3665mm? og 6340mm? for henholdsvis kvinner og menn). Dette samsvarer med studiene
utfort av Ilie et al. og Somma et al., som fant at de sterste stumme hypofyseadenomene var
signifikant assosiert med det mannlige kjonn (67, 73). Kohorten som ble undersokt manglet
MR-undersekelser for en stor del av pasientene og har derved redusert styrke til & pavise
forskjell mellom kjennene. Det var imidlertid heller ingen signifikant forskjell i preoperativt
tumorvolum mellom kvinner og menn nar sterre deler av den opprinnelige kohorten ble

undersekt (27).

Vi har basert var definisjon av aggressive hypofyseadenomer pé internasjonale retningslinjer,
som vektlegger radiologiske undersekelser av tumorvolum, invasivitet og vekst, i tillegg til
behandlingsresistens (28). Som folge av manglende preoperative MR-bilder, ble
reintervensjonsrate - som med lang oppfelgingstid kan gi et inntrykk av vekstpotensialet i
svulstene - var viktigste marker for aggressivitet. Fordelen med & bruke reintervensjon som
endepunkt, var at data var tilgjengelig for alle pasientene. I tillegg var oppfelgingstiden lang
nok til at eventuell tumorvekst med stor sannsynlighet ville blitt oppdaget opp og behandlet.
Samtidig kan eksempelvis forhold ved operasjonen, som kirurgens teknikk, tumorens
lokalisasjon eller pasientens tilstand ved operasjonen, fore til at tumor ikke blir fjernet i sin
helhet. Det er forsekt & korrigere for slike forhold ved & ekskludere reintervensjoner som er

utfort innen de forste 12 manedene etter primaroperasjon.
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For a kvantifisere det relative genuttrykket ble mRNA ekstrahert og brukt som templat for &
danne cDNA, for PCR-amplifisering. Metoden er ikke en direkte pavisning av reseptoren, og
mRNAet i cellen viser kun et gyeblikksbilde av reseptorproduksjonen pa et spesifikt tidspunkt
i cellens livssyklus. Vi vet ikke om cellene har stabil reseptorproduksjon over tid eller om
denne kan pévirkes av ukjente faktorer in vivo eller ex vivo. En kjent utfordring ved arbeid
med RNA er at det raskt kan denaturere grunnet tilstedeverelse av ribonukleaser (RNAser) i
eukaryote celler (74). For a sikre at kvaliteten pé det tilgjengelige vevsmaterialet var

tilstrekkelig, ble samtlige prover kontrollert ved hjelp av elektroforese og RIN-skaring.

For at et RT-qPCR-forsek skal lykkes, ma primerne vaere selektive og ikke amplifisere cDNA
vi ikke ensker 4 underseke. Selv-komplementariteten for flere av primersekvensene til bade
AR og GnRHR hadde verdier > 2, hvilket betyr at de kan amplifisere seg selv (Tabell 1).
Uspesifikke primere som amplifiserer flere gener vil resultere i multiple og brede
smeltekurver. Folgelig ble Ct-kurvene til samtlige prover undersekt for eventuelle primer-

dimerer eller andre uforventede avvik, og alle ble funnet til 4 vaere representative.

I dette eksperimentet ble Ct-verdiene dessuten kontrollert mot to ulike referansegener.
Metoden med a bruke Ct-verdier er ingen direkte pdvisning av hverken reseptorer eller
mRNA, men kan brukes som et uttrykk pa relativ genekspresjon nar man sammenligner med
stabile referansegener. Hele metoden beror med andre ord pa at disse referansegenene er
stabile, at standardkurvene som lages er korrekte og at primerne for referansegenene
amplifiserer det genmaterialet vi ensker. P& grunn av amplifiseringens natur, vil selv smé feil
kunne resultere i store avvik. Derfor ble alle provene kjort i paralleller, hvorpa smeltekurvene
til proveparene ble undersekt for divergens. Det ble ikke funnet noen avvikende smeltekurver

blant vare prover.

Til slutt er det verdt & nevne at alle forsekene er utfort av en medisinstudent med begrenset
kunnskap om, og erfaring med, metodene som er brukt. Eksperimentene er utfort under
oppsyn av personell ved avdelingen. Alle statistiske analyser er utfort i samarbeid med og

under rettledelse av veileder for prosjektoppgaven.
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6. Konklusjon

Det ble ikke pdvist noen forskjeller mellom kvinner og menn i det relative genuttrykket av
hverken AR eller GnRHR og reseptorene viste ingen samvariasjon. Det ble heller ikke funnet
noen sammenheng mellom AR eller GnRHR og de kliniske tegnene pa aggressivitet. Vi fant
en svak negativ assosiasjon mellom AR og ERa hos begge kjonn. GnRHR viste seg & vare
svakt assosiert med ERa og sterkt assosiert med FSHf3, men disse sammenhengene gjaldt kun

for menn.

Funnene tyder pa at genuttrykket av AR og GnRHR ikke har sammenheng med aggressivitet i
klinisk stumme gonadotrope hypofyseadenomer. Det kan imidlertid se ut til at reguleringen av
FSH via GnRHR er bevart hos menn. Det finnes lite informasjon om hvorfor gonadotrope
adenomer oppstér, og om de har intakt hormonproduksjon og utskillelse. Adenomene er ansett
som stumme, men enkelte studier tyder pé at de kan skille ut gonadotropiner. Ytterligere

forskning kreves for bedre a forstd og behandle disse svulstene.

Materialet i denne studien er retrospektivt samlet inn og funnene ber derfor testes i

cellestudier og valideres i prospektive studier som har systematisk inklusjon av pasienter.
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