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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Hintergrund:

Weltweit tragen maligne Neoplasien, besonders die des gastrointestinalen Traktes (GIT) zu
einer hohen Morbiditit und Mortalitét bei. Viele dieser Entartungen haben ihren Ursprung in
Mutationen. Genetische Sequenzierung gibt uns die Moglichkeit, Gemeinsamkeiten in der
Tumorigenese zu finden, Diagnosen schneller zu stellen und eine Therapie einzuleiten. Auf
dem Chromosom 20 erstreckt sich der Genlocus des GNAS1 Gens iiber 13 Exons, welches
die o-Subunit eines heterotrimeren membranstindigen Rezeptors kodiert, dessen
Hauptaufgabe die ubiquitdre Signaliibertragung ist. Mutationen dieses Genlocus konnen
Neoplasien zur Folge haben, die schon in vorangegangenen Studien besonders in
Weichteiltumoren und in anderen Tumoren nachgewiesen worden. In vorliegender Arbeit
wurden unterschiedliche Gruppen von Tumorentititen des Gastrointenstinaltraktes auf eine
mogliche GNAS1 Mutation untersucht.

Methoden:

Insgesamt wurden 135 Proben analysiert, darunter 62 Adenome des Kolons (45 tubulér-villds,
elf tubuldr und sechs rein villds), zehn hyperplastische Magenpolypen, 31
gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumore (GEP-NET’s) und 32 kolorektale
Adenokarzinome. Die DNA wurde aus formalinfixierten Paraffinblocken extrahiert, mittels
PCR ein 252 bp messender Abschnitt des GNAS1 Gens von Exon 8 amplifiziert, mit Positiv-
und Negativ-Kontrollen verifiziert und anschlieBend erfolgte die PCR-Produktiiberpriifung
mittels 1,5-prozentiger gelRED-gefiarbter Agarose-Gel-Elektrophorese. Die erhaltene und
anschlieBend aufgereinigte DNA wurde durch Kapillarelektrophorese sequenziert und auf
Mutationen ausgewertet.

Ergebnisse:

Von allen analysierten Proben wiesen fiinf (3,7%) eine GNASI Mutation auf. Vier der 62
Adenome (6,45%) zeigten eine R201H, sowie ein kolorektales Karzinom (3,13%) eine R201C
Mutation. In keinem GEP-NET oder hyperplastischen Magenpolypen konnte eine GNAS1
Mutation nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung:

Adenome zeigen teilweise GNAS1 Mutationen, vor allem aber dann, wenn sie histologisch

villose Anteile zeigen. Besonders hdufig kommen GNASI Mutationen im Rektum vor,
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scheinen aber in der Entstehung von kolorektalen Karzinomen keine gro3e Rolle zu spielen.
GEP-NET's sowie hyperplastische Magenpolypen entwickeln sich hdchstwahrscheinlich ohne
Beteiligung einer GNAS1 Mutation. Als genetischer Marker spielen GNAS1 Mutation derzeit
in der Diagnostik keine Rolle. Es scheint Unterschiede zwischen GNASI1 Mutations-
Vorkommen zwischen dem japanischen und kaukasischen Patientenkohorten zu geben. Dies
sollte ein Ansatz fiir zukiinftige wissenschaftliche Studien werden, um die Zusammenhénge
zwischen GNASI Mutationen in der Tumorigenese verschiedener Entititen und

unterschiedlicher Populationen besser zu verstehen.
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2 Einleitung

2.1 Das GNASI1 Gen

Auf dem langen Arm des Chromosoms 20 erstreckt sich im Bereich von 20q13.2-20q13.3
iiber eine Liange von 13 Exons der Genlocus des GNAS1 Gens (Bastepe 2007, Levine et al.
1991). Das GNAS1 Gen kodiert die a-Subunit eines heterotrimeren membranstdndigen
Rezeptors, dessen Hauptaufgabe die Signaliibertragung und die damit vermittelte Regulation
der Informationsweitergabe ist. Es wird vermutet, dass die Gesamtzahl aller unterschiedlichen
Rezeptoren, im Allgemeinen heterotrimere Guaninnukleotid-bindende Proteine bzw. G
protein-coupled receptor (GPCR) genannt, zwischen 500 und 1000 liegt (Kobilka 2011,
Morris and Malbon 1999). Die in vorliegender Studie untersuchte GNAS1 Mutation betrifft
die Untergruppe der stimulatorischen Guaninnukleotid-bindenden Proteine (Gs-Proteine).
Hierbei erfolgt die Signaliibertragung mittels eines auBerhalb der Zelle an den Rezeptor
bindenden Liganden, welcher die Information durch eine induzierte Konformationsdnderung
unter Abspaltung der a-Untereinheit des stimulatorischen G-Proteins (Gsa) in das Zellinnere
weitergibt (Helms 1995). Der Transmembranrezeptor erstreckt sich dabei mit sieben
Dominen durch die Lipiddoppelschicht der Zelle (Bristow et al. 1989). Intrazelluldr ist das
heterotrimere G-Protein, bestehend aus a-, B- und y-Untereinheit am COOH-Terminus des
Rezeptors verankert (Bahouth et al. 1991). Das agierende Zentrum der a-Untereinheit kann
GDP binden, welches sich bei der Signaltransduktion des Liganden durch
Konformationsidnderung intrazelluldr abspaltet (Brandt and Ross 1985). Freies intrazellulires
GTP interagiert durch Andocken an diesem Zentrum und bewitkt so eine
Konformationsénderung, welche zu einer Dissoziation des gesamten Komplexes, bestehend
aus a-, B- und y-Untereinheit fiihrt (Spiegel 2000). Die Gsa-Untereinheit aktiviert unter
Vermittlung weiterer Molekiile die Adenylatcyclase, die aus zytosolischem AMP schlielich
cAMP freisetzt (Levine 1999). cAMP ist als second messenger bei einer Vielzahl von
Signaltransduktionswegen bedeutsam und somit ubiquitér vorhanden (Calebiro and Maiellaro
2014). Durch den Austausch von GTP gegen GDP mittels der dem G-Protein eigenen
intrinsischen Aktivitit der GTPase kehrt der Gsa-Komplex wieder in seinen inaktiven
Grundzustand zuriick (Neubig and Siderovski 2002) und steht fiir einen erneuten

Signaltransduktionsvorgang bereit.



Einleitung

2.2 Die GNAS1 Mutation

Die Gsa-Untereinheit wird durch die von der GNAS1 Mutation betroffenen Region kodiert.
Die hier untersuchten Hotspots R201H und R201C zeigen jeweils Missense-Mutationen und
gehoren zu den friihzeitig entdeckten Veranderungen im GNAS1 Gen (Aldred and Trembath
2000, Weinstein et al. 1991, Landis et al. 1989). Die hierbei verdnderte Nukleotidabfolge
fithrt im Codon 201 des Exon 8 bei der R201C Mutation zu einem Austausch von Arginin
gegen Cystein bzw. bei der R201H Mutation gegen Histidin (Aldred and Trembath 2000).
Grundsétzlich konnen Mutationen in dieser Region zu einem aktivierenden oder zu einem
inhibierenden Effekt flihren. Die héufiger untersuchten Mutationen sind die
aktivitétssteigernden, bei denen Gsa ohne weitere extrazelluldre Aktivierung des Rezeptors
ungehemmt agiert (Lania et al. 2001). Typische Krankheitsbilder, die schon lange im
Zusammenhang mit GNAS] Mutationen beschrieben wurden, sind das McCune-Albright
Syndrom (MAS; Trias von Cafe-au-lait-Flecken, multiplen Endokrinopathien und
polyostotischer fibrose Dysplasie), die sporadisch auftretende fibrose Dysplasie (FD) und
verschiedene endokrine Erkrankungen, wie beispielsweise der Pseudohypoparathyreoidismus
(Lee et al. 2012, Diaz et al. 2007, Weinstein et al. 1991). Zusétzlich unterliegt der gesamte
Genlocus einer sehr komplexen genetischen Kontrolle, die noch nicht komplett verstanden ist
(Linglart et al. 2013, Hayward et al. 1998). Mehrere Promotoren und different methylierte
Regionen (DMR) fithren zu einer Vielzahl von Transskripten, die unterschiedliche
Genprodukte kodieren. Hierbei zeigt sich zudem ein Unterschied in der Expression, je
nachdem, von welchem Elternteil die Vererbung erfolgte (Li et al. 1993). Dieses so genannte
Imprinting fithrt zu einer spezifischen Expression von Genprodukten, bedingt jeweils nur
durch die different methylierten Regionen des miitterlichen bzw. viterlichen Allels. Teilweise
findet das Imprinting auch biallelisch statt (Hayward et al. 1998). Die entstehenden
Transskripte unterliegen zusitzlich einem alternativen Splicing, so dass unterschiedliche
Varianten von Proteinen entstehen konnen. Weitere in GNASI1 kodierte Produkte sind das
neuroendokrine sekretorische Protein 55 (neuroendocrine secretory protein 55, NESPS55), die
extra grofle Variante von Gsa (XLas) und das GNASI antisense Transkript (Rezwan et al.
2014, Weinstein 2014, Bastepe 2007, Weinstein et al. 2004). Da die Gsa-Untereinheit an
zahlreichen Signaltransduktionswegen beteiligt ist und in der Vergangenheit Zusammenhénge
zwischen Mutationen der GNAS1 Gen kodierenden Sequenzen und des Auftretens von

Neoplasien bewiesen worden sind, wurde in dieser Studie ihr Vorkommen in Bezug auf
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verschiedene Entitdten des GIT untersucht (Carter et al. 2014, Narumi et al. 2013, DiCaprio
and Enneking 2005, Alman et al. 1996).

2.3 Auswirkungen der GNAS1 Mutation

Generell unterteilt man die GNAS1 Mutationen in aktivierende oder inhibierende, welche zu
Funktionsgewinn (gain-of-function) oder Funktionsverlust (loss-of-function) des zugehorigen
Signalweges fiihren. Beispiele fiir das Auftreten von gain-of-function Mutationen sind die
fibrose Dysplasie oder das intramuskulire Myxom. Die Fibrose Dysplasie befillt
monoostotisch oder auch polyostotisch meist lange Rohrenknochen und fiihrt zu einer
intraossdren, gutartigen Auflockerung der Knochenmatrix (DiCaprio and Enneking 2005).
Intramuskuldre Myxome sind benigne Weichgewebstumoren mit unklarer Differenzierung
(Luebke et al. 2012), die zumeist in grolen stammnahen Muskeln vorkommen. Derzeitige
Studien erforschen das Vorkommen von GNASI Mutationen und deren Relevanz in der
Diagnostik dieser Entitdten (Walther et al. 2014). Mit einer inaktivierenden GNAS1 Mutation
verbunden ist der Pseudohypoparathyreoidismus Typ I (PHP I), bei welchem eine Zielorgan-
Resistenz gegen das Parathormon vorliegt (Turan and Bastepe 2013). Anhand dieser wenigen
Beispiele lassen sich die weitgeficherten Auswirkungen einer Mutation des GNAS1 Gens
ersehen. Besonders die hohe Zahl von endokrinen Verdnderungen wie auch das erwihnte PHP
I sind in der Literatur bereits beschrieben worden (Lemos and Thakker 2015), deutlich
seltener jedoch die Auswirkungen, die mit tumordsen oder besonders malignen Entititen
einhergehen. In Zusammenschau der gegenwértigen wissenschaftlichen Ergebnisse wire es
daher denkbar, dass endokrin aktive Tumore (wie GEP-NET's) eine GNAS1 Mutation tragen

konnten.

2.4 Gastrointestinale Adenome

Adenome des gastrointestinalen Traktes sind intraepitheliale Neoplasien, meist gut
umschriebene und noch als gutartig eingestufte Lasionen, bestehend aus tubuldren und/oder
villésen Strukturen. Sie werden als Vorstufe zu malignen Tumoren, besonders im Rahmen der
Adenom-Karzinom-Sequenz in Bezug auf das Adenokarzinom des GIT gezahlt. Histologisch
sind die Adenomzellen immatur und besitzen vergroflerte, geschichtete Zellkerne. Die

Entartungsrate zu malignen Neoplasien ist abhéngig von GroBle und Lokalisation. Lésionen
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unter zwei Zentimeter Durchmesser haben eine Entartungswahrscheinlichkeit von etwa 2%,
ab zwei Zentimeter Tumordurchmesser steigt die Malignititswahrscheinlichkeit auf 40%-50%
an (Kleihues and Sobin 2000). Morphologisch unterteilt man die Adenome in vier Gruppen:
Bei einem tubuldren Adenom muss mindestens 80% des Adenoms aus sich verzweigenden,
tubuldren Anteilen bestehen und von Lamina propria umgeben sein. Villése Adenome
definieren sich durch das Vorhandensein von mindestens 80% fingerférmigen Strukturen,
deren Lamina propria von dysplastischem Epithel bedeckt ist. Das tubulo-villose Adenom
kombiniert morphologische Eigenschaften der beiden anderen, hier miissen mindestens je
20% eines villosen und tubuliren Adenoms in der Tumormasse vorliegen. Eine vierte
Adenomart ist das sessile serratierte Adenom (sessile serrated Adenoma, SSA), bei dem die
Driisengidnge sdgezahnformig aufgebaut sind. Die héufigste vorkommende Entitdt ist dabei
das tubuldre Adenom (72%), gefolgt vom tubulo-villdsen (27%) und dem villésen Adenom
(1%) (Frimberger et al. 1978). In der Literatur werden die zuletzt erwdhnten Verdnderungen
auch als papilldre oder papillar-tubuldre Adenome bezeichnet (Kleihues and Sobin 2000). Die
SSA sind selten und wurden in dieser Arbeit nicht genetisch aufgearbeitet (Lugli and Jass
2006). Adenome gelten als Prikanzerosen und konnen iiber verschiedene Mutationen zu
malignen Neoplasien entarten, die die genannten Adenomentititen als Ursprung haben
konnen (Terada 2013). Es wurden in der Vergangenheit verschiedene Tumorentitdten des GIT
in Hinsicht auf die GNAS1 Mutation untersucht, die entsprechenden Studien fanden dabei
allerdings vorrangig im asiatischen Raum statt (Yamada et al. 2012). Ahnliche Forschungen
beziiglich dieser Entititen im europdischen und westlichen Raum stehen derzeit noch
weitestgehend aus. Es wurde in dieser Arbeit das Vorliegen von GNASI Mutationen in
gastrointestinalen Tumoren untersucht, um diese und deren Rolle in der Tumorigenese besser

verstehen zu konnen und die Ergebnisse international vergleichbar zu machen.

2.5 Hyperplastische Magenpolypen

Insgesamt wird die Inzidenz von Magenpolypen in der Literatur mit 9,8% beschrieben. Dabei
sind die hyperplastischen Polypen des Magens mit 19% die zweithdufigste vorkommende
polypose Lésion nach den Funduspolypen mit 80% (Sonnenberg and Genta 2015).
Hyperplastische Polypen sind zumeist breitbasig oder gestielt wachsende Lisionen, die
typischerweise weniger als zwei Zentimeter messen und sich vermehrt antrumnah finden

lassen. Histologisch weisen sie eine Proliferation oberflichlicher Foveolarzellen mit tief in
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das Stroma reichenden Gruben auf (Kleihues and Sobin 2000). Eine zugrunde liegende
Infektion mit dem Bakterium Heliobacter pylori ist im Gegensatz zu Polypen des Fundus ein
Risikofaktor und kann zur Entstehung von hyperplastischen Magenpolypen beitragen (Huang
et al. 2014). Eine Studie, die das McCune-Albright Syndrom in Hinsicht auf mdgliche
GNAS1 Mutationen untersuchte, konnte GNAS1 Mutationen in gastrointestinalen Polypen
nachweisen (Zacharin et al. 2011). Um zu evaluieren, ob Magenpolypen auch unabhéngig des
Vorliegens eines MAS eine GNAS1 Mutation vorweisen konnen, wurden in vorliegender
Arbeit hyperplastische Magenpolypen auf die GNAS1 Mutation in den Hotspots R201H und
R201C untersucht.

2.6 Gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumoren

Neuroendokrine Tumoren stellen eine weit gefiacherte Gruppe von Neoplasien dar, deren
gemeinsames Merkmal die Sekretion von Neurotransmittern bzw. Hormonen ist. Darunter
zahlen beispielsweise Karzinoide, Phidochromozytome, Neuroblastome, medulldre
Schilddriisenkarzinome und gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumoren (GEP-
NET’s), wie das Gastrinom oder Insulinom (Kulke et al. 2015, Langley 1994). GEP-NET’s
sind seltene Tumore mit einer geschdtzten Inzidenz von zwei bis fiinf Erkrankungen auf
100000 Einwohner (Katalinic et al. 2014). Es finden sich bisher nur wenige dltere Studien, die
sich ausschlieflich mit diesen Entitidten auseinandergesetzt haben. Letztlich beruht die
Heterogenitét darauf, dass es sich bei den GEP-NET’s um ein Sammelsurium von Entititen
handelt, die frither anders benannt und separat betrachtet wurden. So schliefit die Bezeichnung
GEP-NET alte Entitidten wie das Karzinoid des Ileums, das Insulinom des Pankreas oder das
Gastrinom mit ein. Dazu kommen potentiell hochmaligne neuroendokrine Karzinome, die in
vielen Organen des Gastrointestinaltraktes vorkommen. Der Heterogenitdt versucht man
einerseits mit der Unterscheidung von ,,neuroendokrinen Tumoren* und ,,neuroendokrinen
Karzinomen* gerecht zu werden, andererseits durch Tumorgrading und -staging (Kloppel et
al., 2010). Manche GEP-NET’s zeigen eine hohe Mortalitit (Einjahresiiberleben: zwei
Patienten von 17 Follow-up Studienteilnehmern bei rektalem Karzinoid (Gaftey et al. 1990)),
andere Studien zeigen eine komplette Remission nach chirurgischer Resektion (Gunavathy et
al. 2014). Die am héufigsten vorkommenden Tumore sind Karzinoide (55%) (durch ,,NET*
abgeloste Bezeichnung, die gut differenzierte neuroendokrine Tumore zusammenfasst

Kloppel et al. 2010)), pankreatisch nicht-sekretierende Tumore (20%), Metastasen bei
(Klopp P
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Vorliegen eines sogenannten CUP-Syndroms (Cancer of unknwon primary) (9%), Insulinome
(8%) und schlieBlich Gastrinome (4%) (Garcia-Carbonero et al. 2010). Zudem findet man
einen Fallreport, bei dem ein Patient zeitgleich einen intestinalen GEP-NET Tumor und ein
Adenokarzinom des Kolons aufweist (Katalinic et al. 2014). In der bisherigen Literatur
wurden noch keine GEP-NET’s auf eine GNASI Mutation hin untersucht. Besonders im
Zusammenhang mit bewiesenen GNAS1 Mutationen bei Adenomen bzw. kolorektalen
Karzinomen (Fecteau et al. 2014) kann eine Mutationsanalyse der GEP-NET's das

Verstiandnis dieser Entitdten erweitern und zur Aufklarung der Pathogenese beitragen.

2.7 Kolorektale Adenokarzinome

Kolorektale Neoplasien verursachen weltweit und besonders in den Industrienationen héufig
therapeutische Interventionen und Krankenhausaufenthalte. Vor allem in Europa kommt dem
kolorektalen Karzinom eine hohe Bedeutsamkeit zu, da es in der Todesursachenstatistik durch
Krebserkrankungen bei beiden Geschlechtern den zweiten Platz einnimmt. Im Jahr 2008
wurden ca. 447000 neu aufgetretene Félle von kolorektalen Karzinomen in der Europdischen
Union erfasst (Ferlay et al. 2013). Die Inzidenz speziell fiir das Adenokarzinom wird dabei
mit ca. 38 Betroffenen auf 100000 Einwohner angegeben. Als Risikofaktoren werden ein
hoher Fleisch- und Alkoholkonsum, Rauchen und ein bewegungsarmer Alltag angesehen.
MutmaBlich protektive Faktoren sind ballaststoffreiche Erndhrung, viel Bewegung und einige
Hormonersatztherapien (Kleihues and Sobin 2000). Lisionen ohne eine Infiltration der
Submucosa bilden in der Regel keine Metastasen und werden daher zumeist als
»Adenocarcinoma in situ* bezeichnet. Das kolorektale Adenokarzinom weist morphologisch
eine driisenformige, in ihrer GroBe sehr variable Struktur auf. Histopathologisch stellen sich
die epithelialen Zellen relativ grof3 dar, die Driisengdnge enthalten oft Debris (Kleihues and
Sobin 2000). Zusétzlich zum Bestehen bekannter Risikofaktoren konnen genetische
Dispositionen oder Mutationen eine Rolle bei der Tumorigenese spielen. In dieser Studie
wurden in Erweiterung schon bestehender Studien (Yamada et al. 2012) kolorektale

Adenokarzinome auf das Vorliegen der GNAS1 Mutation hin untersucht.
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3 Ziele der Arbeit

In vorliegender Arbeit wurden insgesamt 135 Proben von gastrointestinalen Tumoren
untersucht, darunter gastroenteropankreatische neuroendokrine Tumoren (GEP-NETs);
tubulére, villése und tubulo-villése Adenome, hyperplastische Magenpolypen und kolorektale
Adenokarzinome. Die Vielzahl von tumordsen Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes sowie
die hohe Morbiditdt und Mortalitdt dieser Neoplasien stellen besonders in Industrienationen
hohe Anforderungen an friihdiagnostische MaBnahmen und die daraus resultierenden
therapeutischen Ziele (Ferlay et al. 2013, Okines et al. 2010). Im Allgemeinen sind eine
korrekte zeitige Diagnose jedweder morbiden Entwicklung und die daraus resultierende
angepasste Therapie mit einem besseren Krankheitsverlauf assoziiert. Fiir den Therapeuten ist
es in seiner Entscheidungsfindung unverzichtbar, soviel wie moglich iiber gefundene
pathologische Strukturen zu erfahren, um eine differenzierte Behandlung einleiten zu kénnen.
Bei Tumoren des gastrointestinalen Systems ist eine Resektion der Neoplasie allein meist
nicht ausreichend, oft miissen auch Anteile von umgebenden Gewebe mit entfernt werden
(Courtney et al. 2014). Je nach Entitit kdnnen verschiedene operative Moglichkeiten (offene
Resektion, endoskopische Abtragung, minimal invasive Chirurgie) in Betracht gezogen
werden. Zudem ist bei manchen Tumoren und Patienten die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens von Zweitneoplasien hoher, welches von genetischen Alterationen abhingig ist.
Ziel dieser Studie ist es, Entitdten des gastrointestinalen Traktes auf die GNAS1 Mutation zu
untersuchen, um deren Stellenwert als Marker zur Fritherkennung bzw. Einordnung der
Malignitét gastrointestinaler Tumoren zu eruieren sowie eventuelle Unterschiede in den

Ergebnissen im Vergleich mit anderen Studien zu detektieren.
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Abstract: GNASI codes for a part of the ¢-stimulatory subunit (Gsa) of the G protein. Mutation of GNAS1
has been frequently found in myxoid soft tissues, however, in gastrointestinal tumors, little is known about the
mutation status of GNAS1. The aim of the study was to analyze the occurrence of GNAS1 mutations in different
gastrointestinal, gastroenteropancreatic neuroendocrine tumors (GEP-NETs) and colorectal tumors. Mutation
status of GNAS1 exon 8 was analyzed in one hundred thirty-five formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE)
gastrointestinal tumor samples including 45 tubular-villous adenomas, 11 tubular adenomas, 6 villous adenomas,
10 hyperplastic gastric polyps, 31 GEP-NETs and 32 colorectal adenocarcinomas by using polymerase chain
reaction (PCR) and direct sequencing. Five GNAS] mutations were found in 2 tubular-villous adenomas, 2
villous adenomas and 1 colorectal adenocarcinoma. No mutations were detected in the tubular adenomas, the
hyperplastic gastric polyps or GEP-NETs. GNAS1 mutation is not a frequent molecular event in GEP-NETs or
hyperplastic gastric polyps. The study confirms the presence of GNAS1 mutations in colon tumors with villous

differentiation. (Folia Histochemica et Cytobiologica 2014, Vol. 52, No. 2, 89-94)
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Introduction

Cancer is worldwide and especially in more industria-
lized nations a major reason for hospitalization and
treatment. In 2008, there were 447 000 new cases of
colorectal cancer in the European Union [1]. About
65% of all new cases occur in high-income countries.
Behavioral risk factors including diet, alcohol intake
and physical inactivity account for a large proportion
of cases. In Europe, colorectal cancer (CRC}) is the
second most common cause of cancer death in both
men and women. It is the second most common form
of cancer in women, after breast cancer, and the third
most common in men, after lung and prostate cancer
[1]. Although the incidence of gastric cancer is decre-
asing, there were still 159 900 new cases in Europe in
2006, and about 118 200 deaths, representing the fifth
highest incidence and fourth highest cause of cancer
-related death [2]. To achieve a reduced mortality of
gastrointestinal cancer, a better understanding of the

Correspondence address: I. Petersen, M.D.
Institute of Pathology, University Hospital,
Friedrich-Schiller-University, Jena
Ziegelmiihlenweg St. 1, 07743 Jena, Germany
tel.: +49 (0)3641 933120, fax: +49 (0)3641 933111
e-mail: iver.petersen@med.uni-jena.de

©Polish Saciety for Histochemistry and Cytochemistry
Folia Histochem Cytobiol. 2014
10.5603/FHC.2014.0011

molecular mechanisms underlying carcinogenesis is
essential which eventually will lead to early diagnosis
of the disease.

The GNASI gene is located on chromosome
20q13.3. It has 13 exons and can undergo alternative
splicing [3, 4]. GNASI codes for the a-stimulatory
subunit (Gsa) of heterotrimeric G proteins. Gsa
activates the adenylyl cyclase which then catalyzes
cyclic adenosine monophosphate (cAMP) produc-
tion and can thereby regulate downstream signaling
pathways [6]. As a vital parameter in cellular signaling
Gsa is ubiquitously found [7]. Different diseases are
described with gain-of-function and loss-of-function
mutations such as McCune-Albright-Syndrome,
a disease which combines café-au-lait spots, polyostotic
fibrous dysplasia and endocrinopathies [8], fibrous
dysplasia itself [9] or endocrinological diseases like
pseudohypoparathyroidism [10] with various muta-
tion hotspots [11]. How imprinting mechanism of this
gene leads to different diseases partly depending on
parent’s gender, is not totally understood [5]. Because
of the widespread occurrence of G-protein-coupled
receptors mutations of the gene could in principle be
involved in a large number of different tumor types.
And indeed, it was shown that GNAS1 mutation could
be found in different neoplasia throughout the whole
body ranging from pituitary gland tumors [12] over
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Table 1. Study collective and experimental results
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Entity Number of samples Age Mutations found Kind of mutation
Tubular-villous adenoma 45 2 R201H
Tubular adenoma 1 Mean 76; range 47-85 No

Villous adenoma 6 2 R201H
Hyperplastic gastric polyps 10 Mean 72; range 49-85 No

GEP-NET’s 31 Mean 56; range 19-87 No

Colorectal adenocarcinoma 32 Mean 77; range 58-85 1 R201C

All 135 5

pancreatic intraductal papillary mucinous neoplasm
(IPMN) [13, 14], low-grade appendiceal mucinous
neoplasia [15], villous adenomas of the colorectum
[16] to colorectal carcinoma [17]. However, the mu-
tation status of GNASI in gastrointestinal cancer has
not yet been well investigated. So far only a handful
of publications addressed this issue. Therefore in our
study we focused on mutation analysis of GNASI in
different neoplasia of the digestive tract.

Material and methods

Tumor samples. Altogether 135 gastrointestinal tumor
samples from different entities were included in our study
(Table 1). Among them, 45 were tubular-villous adenomas,
11 tubular adenomas, both of them ranging from low to high
grade, 6 villous adenomas, a rare tumor type, 10 hyperplastic
gastric polyps, 31 gastroenteropancreatic neuroendocrine
tumors (GEP-NETs) and 32 colorectal adenocarcinomas.
The tubular-villous adenomas were collected throughout
the whole gastrointestinal tract and were found in follo-
wing regions: sigmoid colon — 13, colon not otherwise
specified — 11, descending colon — 6, cecum — 5, rectum
— 4, transverse colon — 3, and ascending colon — 3. All
entities described above were removed endoscopically or
surgically, and were fixed in formalin and embedded in
paraffin (FFPE). The GEP-NET collective represented a
subgroup from a recently published series [18]. The grading
for the tumor samples was defined according to the WHO
classification of tumors of the digestive system [19]. The
GEP-NETs grading was performed according to Capella
et. al [20]. All samples were retrieved from the collection of
the Institute of Pathology of the Jena University Hospital;
the GEP-NETs from 1995 to 2008 and all the other samples
from 2010 to 2012.

Genomic DNA isolation, PCR product purification. Geno-
mic DNA was isolated from the 135 FFPE tumor samples by
using a QiAmp® DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
following the guidelines of the manufacturer.
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The primer pair: 5°-CTCTTTCCAAACTACTCCA-
GACC-3" (sense) and 5 -AGCTGGTTATTCCAGAGG-
GACT-3" (antisense) was used for the PCR amplification
of GNASL. PeqSTAR 96 Universal Gradient PCR thermo-
cycler has been used for PCR amplification and PeqGold
Hot Taq DNA polymerase (Peglab Biotechnology GmbH,
Erlangen, Germany) was applied. PCR was performed in a
50 1 volume (50-100 ng genomic DNA, 2.0 mM dNTPs and
10 pmol of primer pair) under the following conditions: 94°C
1 min, 56°C 45 s, 72°C 45 s, for 40 cycles after an initial dena-
turation at 95°C for 15 min and a final elongation at 72°C for
7 min. In each PCR run, positive and negative controls were
included. The expected size of the GNAS1 product is 252-bp.
All PCR products were visualized on a 1.5% agarose. PCR
products were purified by using a DNA Clean& Concentra-
tor™ 5-KIT (Zymo Research Europe, Freiburg Germany)
according to the manufacturer’s instructions. One hundred
nanogram (100 ng) of purified PCR products were applied
for direct sequencing by capillary electrophoresis (LGC
Genomics, Berlin, Germany).

Results

Of all 135 samples examined, we found that only 5
cases (3.7%) showed GNAS1 mutations (Table 1). In
adenomas, 4 out of 62 (6.45%) were mutated. One of
the mutated adenoma could not be assigned to a speci-
fic region of the colon, whereas all other 3 were found
in the rectum. The mutation pattern of all GNAS1
positive adenomas was a change from Arginine to
Histidine (R201H; CGT > CAT) (Figure 1). Two
of them were diagnosed as tubular-villous low grade
adenomas and 2 were villous high grade adenomas,
one with severe and one with moderate dysplasia. Out
of the 32 colorectal carcinomas, only one positive case
(3.13%) was identified. It consisted of the recurrence
of a mucinous rectal adenocarcinoma (rpT3, rpNO
(0/5), L0, VO, Pn0, G3, R0). In contrast to the muta-
tions of adenomas, the nucleotide exchange resulted
in the substitution of Arginine to Cysteine (R201C;
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Figure 1. Sequence analysis of GNAS1 R201H mutation in a villous ddenoma
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Figure 2. Sequence analysis of GNAS1 R201C of the colorectal carcinoma

CGT > TGT) (Figure 2). The carcinoma harbored an
additional KRAS mutation (G13D; GGC > GAC).
The histological analysis of the GNAS1-mutated
tumors revealed no peculiar patterns compared to
the non-mutated cases (Figure 3).

No GNAS1 mutation was found in 10 hyperplastic
gastric polyps and 31 GEP-NETs.

Discussion

Many signaling pathways are connected with stimu-
latory G proteins. In particular, G protein-coupled
receptors are the most common receptors which exert
their function through nucleotide exchange on hete-
rotrimeric G proteins [21]. These receptors undergo
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an exchange of GTP for GDP on the Gsa-subunit
initiating downstream signaling [22]. Mutations in
Gsa itself, but also mutations in the binding pocket
of G protein-coupled receptors, can affect their
downstream function [23]. Being embedded with its
seven transmembrane domains [24] in the double
lipid layer of a cell, a G protein-coupled receptor
transfers information from outside to the inside by the
heterotrimeric G protein and in particular by its GTP
-bound alpha subunit. GNASI therefore represents a
fundamental link to stimulate the cell in order to carry
out its proper function. False stimulation or missing
input leaves the cell without vital information or may
initiate autonomous growth. Generally, mutation can
cause an uninhibited activation [25] or a loss of func-
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Figure 3. Representative histological images of two adenomas with GNAS R201H mutations (X 200 magnification)

tion [5]. Tissues with high cell turnover like epidermis
or epithelium of gastrointestinal tract are especially
vulnerable for acquiring mutations. It was proved
long ago that RAS, a small G protein, is frequently
mutated in colorectal cancer. GNAS1, however, was
only recently identified to be mutated in a subset of
colon neoplasia, i.e. villous adenoma [16]. Therefore,
we decided to assess the most frequent mutation of
GNASI1 gene by analyzing the FFPE samples of dif-
ferent subsets of gastrointestinal tumors.

In our study, among 45 tubular-villous adenomas,
2 cases showed GNASI mutations (4.44%), which
is in good agreement with the data from Yamada
et al., who tested 35 tubular-villous adenomas and
found only in one case (3%) a GNAS1 mutation [16].
It indicates the possibility that GNAS1 mutations
could be a factor in adenoma development. GNAS1
R201H and R201C are the most frequently missense
mutations found in different non-cancer and cancer
diseases [9, 26]. Interestingly Yamada et al. found
that 20 out of 24 (83%) villous adenomas presented
GNASI1 mutations [16]. We could prove two GNAS1
mutation out of 6 villous adenomas (33.33%). This
discrepancy between findings may be explained by
a different racial background between Japanese and
Caucasian populations. In fact, a very recent Japanese
study of 12 villous adenomas in association with colon
adenocarcinoma confirmed the high incidence since
GNAS1 mutations were detected in 9 cases (75%).
Interestingly, the GNAS1 mutations were shared in
only 3 of the 12 adenocarcinomas (25%) of which
11 also harbored KRAS mutations [27]. It should be
mentioned, however, that this study came from the
same group that initially reported GNAS1 mutation
in villous adenoma. Unfortunately, to our knowledge
there are no independent reports from other groups
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confirming the high incidence of GNAS1 mutations
in villous adenoma. Still, the data implicates that there
may be a connection between a villous differentiation
and the GNAS1 mutation in codon 201. The fact that
also tubular-villous adenomas were mutated, suggests
that even a small villous component raises the possibility
of carrying a GNAS1 mutation. In contrast pure tubular
adenomas showed no mutation, which corroborates the
up to now published data [16]. Thus, it seems that there
is no or only a very small relationship between tubular
differentiation in colorectal adenoma and the GNAS1
mutation. This should be evaluated in further studies,
with discrimination between the villous and tubular
components and separate testing of the GNAS1 locus.

We found only one GNAS1 mutation in 32 tested
colorectal adenocarcinomas. This is in concordance
with the data from other groups regarding GNAS1
analysis. L.e., Yamada et al. found 2 mutations in 76
(3%) colorectal adenocarcinomas [16]. Because of
the above mentioned possible connection between
villous differentiation in adenoma and the GNASI1
mutation, we wanted to examine if there was a
similar villous component in our GNAS1 mutation
positive tested CRC. However, our assumption co-
uld not be confirmed, because no remarkable villous
differentiations were found in this specific GNAS1
positive CRC. Furthermore, there was no noticeable
distinction in the histological appearance between
the one mutated sample and the other 31 colorectal
adenocarcinomas. Further studies of CRC focusing
on the histological appearance and their possible
GNASI1 mutation should be performed to classify the
importance of this mutation in the development of
colorectal adenocarcinoma. The recent study by Se-
kine et al. might indicate that the mutation is relevant
for tumor initiation but dispensable for malignant
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tumor progression. It confirms our observation of the
potential coincidence with a KRAS mutation [27].
Another recent study of 428 colon adenocarcinoma
reported a rather low GNAS1 mutation rate of 2.3%
and also a coincidence with KRAS mutations. In
addition, a correlation with right-sided location was
reported, however, this finding does not correlate
with our case which consisted of the recurrence of
a rectal adenocarcinoma [28]. In addition, it may be
interesting to compare the mutation status with the
immunohistochemical expression pattern of colon
tumors, e.g. markers like CDX2, desmocollin 1-3,
PITXI [29] or the MSS/MSI phenotype.

Similarly to other studies [16] we did not find
GNAS1 mutations in hyperplastic gastric polyps.
Thus, GNAS1 mutation seems to be a rare molecular
event in hyperplastic polyps. The analysis was inspired
by recent studies showing GNAS1 mutations in pylo-
ric gland adenomas [30, 31]. Our results suggest that
distinct genes and pathways are affected in different
gastric tumor entities.

GEP-NETs are neuroendocrine tumors with a
rising incidence and also represent the most common
NETs [32]. Plockinger et al. suggested surgery as the
only therapeutic option for patients with GEP-NETs
[33] and despite severe pharmacologic tests it is still the
only option currently [34], although radionuclide the-
rapy showed a certain constricted value [34]. Patients
with GEP-NETSs have a very heterogeneous prognosis,
ranging from an overall five-year-survival from 100%
to lower than 10% depending on the location of tumor
and its biological aggressiveness [35]. Therefore, it is
particularly important to identify biomarkers and bet-
ter understand biology of these tumors with regard to
early diagnosis and treatment. Since we did not find any
GNASI1 mutation in 31 GEP-NETs, it may be assumed
that this mutation is rarely involved in the development
of this kind of tumors. Our findings contrast with re-
ports which showed a detectable frequency of GNAS1
mutation in other neuroendocrine tumors, for example
40% GH-secreting pituitary tumors presented GNAS1
mutations [36] and toxic thyroid adenomas — 4.71%
GNAS1 mutations [37]. The mutational spectrum of
GNAST1 seems also to be different in patients with
pseudohypoparathyroidism [38].

In summary, GNASI exon 8 mutations seem to be
rare events in gastrointestinal tumors. We confirmed
that GNAS1 mutations may occur in tubular-villous
adenoma and villous adenoma. GNAS1 mutations may
be particularly important for epithelial colon tumors
with villous differentiation, however, they occur very
rarely in colorectal adenocarcinoma. Moreover, GEP-
NETs and hyperplastic polyps of the stomach seem not
to be connected to genetic mutation of GNAS1 exon 8.
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Diskussion

5 Diskussion

5.1 GNAS1 Mutationsanalyse der gastrointestinalen Adenome

In dieser Studie wurden insgesamt 62 Adenome des GIT histologisch aufgearbeitet und
mittels direkter Sequenzierung beziiglich einer GNASI Mutation untersucht. Unter den
Adenomen befanden sich 45 tubulo-villose Adenome, elf rein tubuldre und sechs rein villose
Adenome. Im Vergleich zu den Inzidenzen &lterer Studien mit 27% (Frimberger et al. 1978),
stellten die tubulo-villésen Adenome mit 72,6% in dieser Studie einen viel héheren Anteil der
Proben dar. Insgesamt konnte eine Mutationsrate von 6,45% der Adenome gezeigt werden
(vier von 62 Fillen). Alle GNASI Mutationen wiesen einen Austausch von Arginin gegen
Histidin (CGT zu CAT) auf, waren also R201H Mutationen. Von den tubulo-villosen
Adenomen zeigten 4% eine Mutation (zwei von 45 Fillen), bei den rein tubuldren Adenomen
konnte keine GNAS1 Mutation nachgewiesen werden und 33% (zwei von sechs Fillen) der
villésen Adenome zeigten ebenfalls eine R201H Mutation. Yamada et al. fanden in 3% (einer
von 35 Fillen) der untersuchten tubulo-villosen Adenome eine GNAS1 Mutation, keine
Mutation in den rein tubuldren Adenomen, aber eine Mutationsrate von 83% bei den villosen
Adenomen (20 von 24 Fillen) (Yamada et al. 2012). Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
decken sich sehr gut mit den von Yamada et al. gefundenen Daten, besonders in Hinblick auf
tubulo-villose und tubuldre Adenome. Die Mutationsrate der von Yamada et al. untersuchten
villosen Adenome von 83% konnte in dieser Arbeit nicht bestitigt werden. Dies kann
verschiedene Ursachen haben. Einerseits war die Probenanzahl bei Yamada et al. hoher,
andererseits konnte es sich auch um einen generellen Unterschied im genetischen Genpool
von kaukasischer und japanischer Bevolkerungsgruppe handeln. Diese Hypothese wird durch
eine neuere GNAS1 Mutationanalyse aus Japan gestiitzt, die eine Mutationsrate von 75% der
villosen Adenome aufwies (Sekine et al. 2014). Leider wurden bis heute keine weiteren
Studien aus dem europdischen Raum verdffentlicht, die sich mit villosen Adenomen in Bezug
auf GNAS1 Mutationen beschéftigen. Hier besteht daher die Notwendigkeit weiterer
Forschungsarbeit, um den Zusammenhang zwischen Entstehung der entsprechenden
Neoplasien und der Rolle der GNAS1 Mutation besser verstehen zu kdnnen. Die bisherigen
Daten lassen darauf schlieBen, dass es eventuell kulturelle (beispielsweise Erndhrung) oder
genetische Unterschiede in der Entstehung von villésen Adenomen geben konnte. Interessant

ist auch, dass drei der vier GNASI positiv gestesteten Adenome sich direkt im Rektum
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befanden. Dem vierten positiven Adenom lie sich keine genaue Lokalisation zuordnen. Doch
auch mit der Annahme, dass sich dieses nicht im Rektum befand, sind 75% der mutierten
Neoplasien in einem doch sehr kleinen Gebiet des GIT gefunden worden. Dies war in

dhnlichen Studien (Fecteau et al. 2014) ebenso.

5.2 GNASI1 Mutationsanalyse der hyperplastischen Magenpolypen

Es wurden in dieser Studie insgesamt zehn hyperplastische Magenpolypen auf das Vorliegen
einer GNAS1 Mutation hin untersucht. Bei dem schon beschriebenen McCune-Albright
Syndrom wurden in verschiedenen Fillen Mutationen des GNAS1 Genlocus gefunden (Lee et
al. 2012, Diaz et al. 2007, Wagoner et al. 2007, Weinstein et al. 1991). Eine weitere Studie
beschiftigte sich mit Lisionen des GIT bei ebensolchen Patienten und konnte GNASI
Mutationen in Polypen des Magens und/oder des Duodenums bei 75% der Betroffenen
nachweisen, darunter auch eine R201C Mutation (Zacharin et al. 2011). Interessanterweise
wurden die Mutationen dabei nicht nur in den untersuchten Polypen, sondern auch im
umgebenden, histologisch unauffilligen Gewebe sowie im peripheren Blut detektiert. In
einigen Fillen konnte die Mutation allerdings nur isoliert im Polypen, nicht jedoch im
peripheren Blut nachgewiesen werden. In unserer Studie wurden die Polypen auf die R201C
und die R201H Mutation hin untersucht, da diese bereits im Rahmen von Adenokarzinomen
gefunden wurden (Yamada et al. 2012). Wir konnten in keinem der zehn Polypen eine
GNAS1 Mutation erfassen. Daraus ldsst sich schlieen, dass die GNAS1 Mutation in der
Genese von hyperplastischen Magenpolypen ohne zugrundeliegendes MAS keine Rolle spielt.
Es scheint daher empfehlenswert, beim Vorliegen eines MAS endoskopische Kontrollen
beziiglich maligner Entartungen von polypdsen Léasionen durchzufiihren. Beim Auffinden von
hyperplastischen Polypen ohne MAS ist eine GNAS1 Mutationsanalyse in ihrer Aussage eher
eingeschrinkt. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass zum Verstindnis der Komplexitét
des gesamten Genlocus und der ubiquitdr im Rahmen der Signaltransduktion vorkommenden

Genprodukte noch weitere Forschungsarbeiten notwendig sind.

5.3  GNASI1 Mutationsanalyse GEP-NET s

GEP-NET's stellen durch ihre Sekretion von Hormonen eine besondere Herausforderung an

den behandelnden Kliniker, denn schon ein sehr kleiner Tumor kann bedeutende Mengen von
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endokrin aktiven Substanzen erzeugen. Die Lokalisation bzw. das Auffinden des priméren
Ursprungs ist daher oft nicht leicht, in manchen Fillen selbst trotz aufwendiger Suche nicht
moglich. Héufig stechen am Anfang der Diagnostik die Symptome, ausgelost durch
hormonelle Aktivitit, ohne dass es Hinweise auf ein neoplastisches Geschehen gibt. Es wére
diagnostisch sehr hilfreich, bei diesen sehr unterschiedlichen Tumoren vielfaltiger moglicher
Lokalisationen eventuelle Gemeinsamkeiten aufzuzeigen, um die Diagnostik zu verbessern.
Wenn beispielsweise die grofite Gruppe, die der Karzinoide mit 55% (Garcia-Carbonero et al.
2010) ein gemeinsames Merkmal aufweisen wiirden, konnte man sich in der Suche auf dieses
Merkmal konzentrieren oder gerade dieses ausschlieBen, um andere Entitidten in den Fokus
riicken zu lassen. Wiirden alle Tumore, die ihren Ursprung im Kolon oder Pankreas haben,
eine Gemeinsamkeit wie eine Mutation aufweisen, konnte man nach Analyse der zuvor
gefundenen Metastasen Riickschliisse auf den Primdrtumor ziehen. Fiir Patienten mit einem
CUP-Syndrom, bei denen nur Metastasen, aber kein Primértumor festgestellt worden sind,
wiére dies ein groBer Schritt in der Diagnostik und Therapie. Bei keinem der beiden
untersuchten Hotspots des GNAS1 Lokus konnte allerdings bei den GEP-NET's keine
Mutation nachgewiesen werden. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass eine GNAS1 Mutation
in der Entstehung der GEP-NET's keine oder nur eine sehr seltene Ursache darstellt. Die
Mutationsanalyse scheint daher keine Relevanz in der Diagnostik der GEP-NET's

darzustellen, sie hat derzeit Forschungcharakter.

5.4  GNASI1 Mutationsanalyse der kolorektalen Karzinome

Die kolorektalen Karzinome stellen, wie schon beschrieben, einen Grofteil der
vorkommenden malignen Neoplasien bei beiden Geschlechtern dar und sind durch ihre
Eigenschaften mit einer hohen Mortalitdt belegt. Jede Maflnahme, die zu einer schnelleren
Diagnosestellung und damit einhergehend zu einem fritheren Einsetzen der Therapie beitrégt,
ist somit von grofler ethischer und wirtschaftlicher Bedeutung. Im Zusammenspiel der
einzelnen Komponenten der Entstehung eines kolorektalen Karzinoms wird das Adenom als
Vorstufe eines Karzinoms gewertet. In anderen Studien wurden ebenfalls kolorektale
Karzinome auf eine GNAS1 Mutation hin untersucht und in 2,3% der Tumoren nachgewiesen
(Fecteau et al. 2014). Die vorliegende Studie unterstiitzt dieses Ergebnis mit 3,31%
gefundenen GNAS1 Mutationen und léasst die Schlussfolgerung zu, dass die untersuchten Hot

Spots tatséchlich eine Rolle bei der Entwicklung der Neoplasien spielen konnten. Das positiv

13



Diskussion

getestete kolorektale Karzinom in vorliegender Arbeit wies eine GNAS1 R201C Mutation
auf, als einzige Neoplasie in unserer Analyse. Alle anderen Mutationen bei o.g. Entitdten
waren R201H Mutationen. Wie bereits beschrieben, zeigen gastrointestinale Adenome mit
6,45% eine deutlich hohere Mutationsrate als das kolorektale Karzinom mit 3,31%. Die
maligne Entartung zu einem kolorektalen Karzinom scheint also nur in geringem Malle mit
den GNAS1 Mutationen im Codon 201 einherzugehen, sodass der Adenom-Karzinom-
Sequenz eine andere Pathophysiologie zu Grunde zu liegen scheint. Eine nachgewiesene
GNASI1 Mutation eines rektalen Adenoms wiirde dann eher gegen eine weitere Entartung zu

einem Karzinom sprechen.
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6 Schlussfolgerungen

GNAS1 Mutationen kommen bei den verschiedensten Tumorentititen vor. Die in
vorliegender Studie untersuchten Neoplasien des gastrointestinalen Traktes zeigten bei den
Adenomen und kolorektalen Karzinomen Mutationen im Codon 201 Exon 8 des Gens, bei
den getesteten hyperplastischen Magenpolypen sowie bei den GEP-NET’s wurden keine
entsprechenden Mutationen nachgewiesen. Die untersuchten villdsen Adenome wiesen im
Vergleich zu Studien aus Japan eine weitaus geringere Mutationsrate auf, was auf einen
unterschiedlichen Genpool und eventuelle kulturelle Faktoren zuriickzufiihren sein konnte.
Schlussfolgernd aus Ergebnissen vorliegender Arbeit kann es als gesichert gelten, dass die
GNAS1 Mutation im Codon 201 keine Rolle in der Pathogenese der GEP NET’s und der
hyperplastischen Magenpolypen spielt. Bezogen auf die gastrointestinalen Adenome und das
kolorektale Karzinom konnten Mutationen in den benannten Hotspots nachgewiesen werden,
treten jedoch mit nur geringer Prévalenzrate auf. Zur Abschitzung der malignen
Entartungswahrscheinlichkeit eines gastrointestinalen Adenoms im Rahmen der Adenom-
Karzinom-Sequenz konnte die GNAS1 Mutationsanalyse einen klinischen Stellenwert

erlangen.
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