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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Hintergrund:

Das GNASI1 Gen, welches sich auf Chromosm 20 befindet und sich iiber 13 Exons erstreckt,
kodiert fiir die a-Untereinheit der stimulatorischen G-gekoppelten Proteine. Somit nimmt es
durch deren ubiquitires Vorkommen an einer Vielzahl von Regulations- und
Signaltransduktionswegen sowie metabolischen Vorgingen im menschlichen Korper teil.
Vorangegangene Studien zeigen, dass das GNASI Gen durch bestimmte aktivierende
Mutationen in einigen Abschnitten des Gens eine Rolle in der Entwicklung bestimmter
Erkrankungen sowie in der Tumorgenese vorrangig von Weichgewebstumoren spielt. Das
Ziel dieser Arbeit war es, das Vorkommen einer aktivierenden missense-Mutation in den
beiden Hotspots R201H und R201C in Codon 201 des Exon 8 des GNAS1 Gens an einem
Spektrum myxoider Weichteil- und Knochentumoren zu untersuchen. Zudem sollte die
Priavalenz der Mutation in intramuskuldren Myxomen und der diagnostische Aussagewert der
GNAS1 Mutationsanalyse in Bezug auf die Differentialdiagnostik zu anderen myxoiden
Weichteilerkrankungen verifiziert werden.

Methoden:

Insgesamt wurden 97 Fille untersucht, wobei sich das Kollektiv aus acht Patienten mit einer
sporadisch auftretenden fibrosen Dysplasie des Knochens, 63 intramuskuldren Myxomen, 19
Fiéllen verschiedener myxoider Weichteiltumoren und sieben Vorhofmyxomen aus dem
linken Atrium zusammensetzt. Die Extraktion der genomischen DNA erfolgte aus
formalinfixierten Paraffinblocken oder mittels Mikrodissektion vom Objekttrager. Unter
Nutzung eines Primerpaares wurde ein 252 bp umfassender Abschnitt des GNAS1 Gens auf
Exon 8 amplifiziert. Positiv- und Negativkontrollen wurden dabei eingeschlossen. Die
Priifung des Erfolgs der PCR erfolgte mittels gelRED-gefdrbter 1,5-prozentiger Agarose-Gel-
Elektrophorese. Die aufgereinigte DNA wurde abschlieBend durch Kapillarelektrophorese
direkt sequenziert und mit Finch TV ausgewertet.

Ergebnis:

Von den acht analysierten Féllen der in Femur und Tibia lokalisierten fibrosen Dysplasien des
Knochens zeigten fiinf eine Mutation in Codon 201 des GNAS1 Gens, was einer

Mutationsrate von 62,5% entspricht. Es zeigten sich dabei drei R201H- und zwei R201C-
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Mutationen in der Hotspot-Region. Mit einer Prdvalenz von 36,5% zeigten 23 der 63
intramuskuldren Myxome eine GNAS1 Mutation. Es ergab sich wiederum eine &hnliche
Verteilung im Hotspot-Codon 201, in 12 Fillen lag eine R201C und in 11 Féllen eine R201H
Mutation vor. Alle mutierten intramuskuldren Myxome hatten ihre Lokalisation vorrangig in
grofleren Muskelpartien, wie beispielsweise Oberschenkel- und Riickenmuskulatur, wéhrend
die Fille ohne Mutation eher aus kleineren Muskelgruppen, wie Schulter- und
Unterarmmuskulatur entstammten. Bei keinem der 19 anderen myxoiden Weichteiltumoren
und auch bei keinem der 7 linksatrialen Myxome wurde eine GNAS1 Mutation gefunden.
Schlussfolgerung:

Die Ergebnisse dieser Studie unterstiitzen die Aussagen vorangeganger Studien in Bezug auf
die hohe Privalenz der GNAS1 Mutation sowohl in sporadisch auftretenden fibrosen
Dysplasien des Knochens als auch in intramuskuldren Myxomen. Zudem scheint die GNASI
Mutationsanalyse als zusitzliche diagnostische Option neben histopathologischen und
mikroskopischen Untersuchungen auch wertvoll bei der Differentialdiagnose zwischen
einigen benignen und malignen Knochen- und Weichgewebserkrankungen zu sein. So kann
die Analyse bei der Unterscheidung zwischen intramuskuldrem Myxom und dem low grade
Myxofibrosarkom hilfreich sein, bei welchem im Gegensatz zum intramuskuldren Myxom
bisher keine GNAS1 Mutation detektiert werden konnte. Damit gewinnt die GNASI1
Mutationsanalyse einen unterstiitzenden Stellenwert zu anderen diagnostischen Verfahren bei

der Differenzierung myxoider Knochen- und Weichgewebstumoren.
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2 Einleitung

2.1 Das GNASI1 Gen

Das GNASI Gen liegt am Telomerende des langen Armes von Chromosom 20 (20q13.2-
20q13.3) und weist eine hohe Komplexitit auf (Levine et al. 1991, Bastepe 2007). Es
erstreckt sich iiber 13 Exons und ist aufgrund eines komplizierten Imprintingmechanismus
und dem Unterliegen eines alternativen Spleilens Ausgangspunkt mehrerer Genprodukte.
Durch das Vorhandensein von alternativen ersten Exons, alternativen Promotoren und
verschiedenen methylierten Regionen (DMR‘s) kodiert das Gen unter anderem das der
maternalen Expression unterliegende NESP55 Protein. Hierbei handelt es sich um ein
neuroendokrin sekretorisches Protein, das sowohl im peripheren als auch zentralen
Nervensystem, sowie in neuroendokrinen und einigen endokrinen Geweben vorkommt
(Bastepe 2007, Ischia et al. 1997). Weitere Genprodukte sind die Majorformen der -
Untereinheit der stimulatorischen G-Proteine XLas, XXLas und das A/B-Protein, welche
paternalen Ursprungs sind und deren Funktion bisher nicht eindeutig geklart ist (Hayward et
al. 1998, Aydin et al. 2009). Das Genprodukt, durch welches das GNAS1 Gen seine
umfassende Teilnahme an den verschiedensten Stoffwechselwegen gewinnt, ist allerdings die
a-Untereinheit der stimulatorischen heterotrimeren G-gekoppelten Proteine (Gsa). Dabei
verlauft die Expression von Gsa in den meisten Geweben biallelisch, mit Ausnahme der
Hypophyse, Schilddriise, der Gonaden und Anteilen der proximalen Nierentubuli, welche
einer vorwiegend maternalen Gso-Expression unterliegen (Mariot et al. 2011, Weinstein et al.
2004). Fiir das ubiquitdir vorkommende Gsa sind jeweils zwei lange und zwei kurze
Isoformen bekannt, die durch alternatives Spleilen entstehen. Die Spleiflvarianten
unterscheiden sich durch die An- oder Abwesenheit des von Exon 3 kodierten Bereichs des
GNASI1 Gens und durch die An- oder Abwesenheit eines fiir Serin kodierenden Tripletts
(Bastepe and Jiippner 2005, Bray et al. 1986). Gsa. nimmt durch sein ubiquitéres Vorkommen
in Verbindung mit den G-gekoppelten Rezeptoren eine zentrale Stellung im menschlichen
Organismus ein. Es hat beispielsweise Anteil an Zellwachstum, -differenzierung und -
proliferation, Membranumbau, Hormonsekretion, Knochenresorption und Glykogenhaushalt
(Helms 1995, Morris and Malbon 1999). Damit stellt es gleichzeitig Ausgangspunkt fiir

pathophysiologische Mechanismen und Storungen in Stoffwechselvorgéngen dar.



Einleitung

2.2 Aktivierende missense-Mutationen im GNAS1 Gen
Stimulatorische heterotrimere Guaninnukleotidbindende Proteine (G-Proteine), fiir welche das
GNAS1 Gen die o-Untereinheit kodiert, sind im menschlichen Korper ubiquitir

vorkommende Bestandteile von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren an der Plasmamenbran

(siche Abb. 1).
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Im Grundzustand liegen die G-Proteine als Heterotrimer vor, bestehend aus einer a-, - und y-
Untereinheit, wobei das katalytische Zentrum der a-Untereinheit in der Lage ist, GDP zu
binden (Brandt and Ross 1985, Higashijima et al. 1987). Bei Bindung eines Liganden am
Rezeptor wird eine Konformationsdnderung bewirkt, welche zu einer effektiven Interaktion
von Rezeptor und G-Protein fiihrt. Dies hat zur Folge, dass das an die a-Untereinheit gebunde
GDP dissoziiert und durch freies, in der Zelle in hoherer Konzentration vokommendes GTP
ersetzt wird (Spiegel 2000). Durch die daraus enstehende erneute Konfirmationsédnderung
kommt es sowohl zur Dissoziation des a-Komplexes (Ga) als auch des Komplexes aus - und
v-Untereinheit (GPy). Der Ga-Komplex ist dann iiber verschiedene Effektormolekiile in der
Lage, die Adenylatcyclase zu aktivieren, die iiber die Umwandlung von zytosolischem ATP
in cAMP einen wichtigen sekundiren Botenstoff freisetzt. Der second messenger cAMP
greift dann im Anschluss in multiple Stoffwechselvorginge im Organismus ein (Levine
1999). Nach Aktivierung der verschiedenen Effektormolekiile kehrt der Ga-Komplex durch
seine intrinsische GTPase-Aktividt wieder in den Grundzustand zuriick, in dem GTP gegen

GDP getauscht wird und der Komplex mit GPy reassoziiert (siche Abb. 2).
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Die Féhigkeit zur Riickkehr in den Grundzustand der Go und damit zur Beendigung der
Signaltransmission kann durch aktivierende missense-Mutationen in bestimmten Abschnitten
des GNAS1 Gens gestort sein. Vorangegangene Studien zeigen, dass beispielsweise der
Austausch von Arginin gegen Cystein (R201C) oder Histidin (R201H) im Codon 201 oder
der Ausstausch von Glutamin gegen Arginin im Codon 227 im Rahmen einer missense-
Mutation zu einer Verringerung der GTPase-Aktivitit der Gsa fithrt (Masters et al. 1989).
Dies zieht eine dauerhaft erhohte Gso-Aktivitit sowie erhdhte intrazellulire cAMP-
Konzentrationen nach sich (Weinstein et al. 1991). Die beschriebenen aktivierenden
Mutationen wurden zunédchst in GH-produzierenen Hypophysentumoren beschrieben (Landis
et al. 1989) und bislang in einigen weiteren Tumoren und Erkrankungen detektiert, darunter
Hypophysenadenome, Schilddriisenadenome und —karzinome, Nebenschilddriisenadenome,
Leydigzell-Tumoren und dem Phdochromozytom (Aldred and Trembath 2000, Lania et al.
2001, Ringel et al. 1996, Vandeva et al. 2010) (siche Tabelle 1). Eine mit einer aktivierenden
GNASI1 Mutation assoziierte Erkrankung ist das McCune-Albright-Syndrom. Bei der erstmals
von Fuller Albright and Donovan McCune beschriebenen Erkrankung handelt es sich um ein
seltenes neurokutanes Syndrom (Diaz et al. 2007), welches sich durch das Auftreten der
typischen Trias aus multiplen autonomen Endokrinopathien, Cafe-au-lait-Flecken der Haut

und einer meist polyostotischen fibrésen Dysplasie des Knochens auszeichnet (Weinstein et
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al. 1991). Spéter konnten aktivierende missense-Mutationen im GNASI Gen auch bei
sporadisch auftretenden fibrosen Dysplasien unabhingig vom McCune-Albright-Syndrom
detektiert werden (Lee et al. 2012). Weitere Manifestationen der Mutationen zeigen sich in
intramuskuldren Myxomen und im Rahmen des Mazabraud’s Syndrom, auf welche im

Folgenden eingegangen werden soll.

Tabelle 1: Ubersicht der mit aktivierenden GNAS1 Mutationen assoziierten klinischen Syndrome und
endokrinen sowie Knochen- und Weichteiltumoren (nach Levine 1999, modifiziert nach Walther et al.

2014)

McCune-Albright Syndrome 100%
Pituitary adenomas 4-50%
Growth hormone-secreting adenomas 35-40%
ACTH-secreting adenomas 4-9%
Clinically non-functioning adenomas rare
Thyroid neoplasms 3-70%

Hyperfunctioning and nonfunctioning follicular adenomas

Papillary and follicular carcinomas

Parathyroid neoplasms <5%
Parathyroid adenomas

Adrenocortical disorders <5%
Aldosterone-producing adenomas

Adrenal hyperplasia

Pheochromocytoma

Leydig cell and ovarian neoplasms 66%
Intramuscular myxoma 61%
Fibrous dysplasia >T70%

Mazabraud Syndrome

2.3 Fibrose Dysplasie

Bei der fibrosen Dysplasie (FD) handelt es sich um eine gutartige intraossire tumordse
Knochenerkrankung (DiCaprio and Enneking 2005), welche zunichst nur im Zusammenhang
mit dem McCune-Albright-Syndrom beschrieben wurde (Shenker et al. 1994). Mittlerweile
konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich bei der fibrosen Dysplasie um eine Erkrankung
mit groBer Variabilitdt hinsichtlich ihrer klinischen, morphologischen und radiologischen
Manifestation handelt (Wirth 2012), welche auch sporadisch auftreten kann (Lee et al. 2012)

(Kiss et al. 2010). Das Manifestationsalter liegt meist unter dem 30. Lebensjahr und Frauen
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scheinen héufiger betroffen zu sein als Méanner (Idowu et al. 2007). Durch den nicht selten
klinisch stummen Verlauf der fibrosen Dysplasie ist es schwer, eine genaue Aussage zur
Priavalenz zu geben, vorangegangene Studien schitzen diese aber auf ca. 5-7% (DiCaprio and
Enneking 2005, Wirth 2012). Die fibrose Dysplasie kann als monoostotische Form nur einen
Knochen oder als polyostotische Form mehrere Knochen befallen, wobei die héufigste
Lokalisation in den langen Rohrenknochen, den Rippen und den kraniofazialen kndchernen
Strukturen zu verzeichnen ist (DiCaprio and Enneking 2005). Mit ca. 70% iiberwiegt die
monoostotische Form der sporadischen fibrésen Dysplasie (Weinstein et al. 2002). Die
polyostotische Form scheint wiederum mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit des Auftretens
von klinischen Symptomen assoziiert zu sein, was sich vorrangig durch lokale Schmerzen,
Schwellungen, Knochendeformititen und dem Auftreten pathologischer Frakturen zeigt
(Wirth 2012). Das Risiko einer malignen Entartung zu einem Osteosarkom liegt laut
vorangegangener Studien zwischen 0,4% und 4% (DiCaprio and Enneking 2005).
Histopathologisch kennzeichnet die fibrose Dysplasie eine hohe Variabilitdt. Neben eher
osteolytischen Formen sind auch sklerosierende oder osteolytisch-sklerotische Mischformen
beobachtet worden, wobei die GroBenausdehnung des Tumors stark variieren kann.

Mikroskopisch zeigen sich eine aufgelockerte Knochenmatrix, spindelférmige Zellen mit

niedrigen Mitoseraten und Ausziehungen der kollagenen Fasern (Lee et al. 2012, Wirth 2012)
(siche Abb. 3).

& Abb. 3: Histologie einer fibrosen
Dysplasie. Aufgelockerte

Knochenmatrix mit spindelférmigen
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Aufgrund der histologischen Uberschneidung mit einigen anderen benignen fibroossiren
Knochenverdnderungen kann die Differentialdiagnose zur fibrosen Dysplasie (FD) zuweilen
sehr schwierig sein (Liang et al. 2011). Eine der wichtigsten Differentialdiagnosen ist dabei
das FD-dhnliche niedrig maligne Osteosarkom, welches duBlerst schwer von der fibrosen
Dysplasie abzugrenzen ist und insbesondere wegen seines malignen Potentials einer korrekten
Diagnose bedarf (Lee et al. 2012). Als Ursache der Entstehung der sporadisch auftretenden
fibrosen Dysplasie konnte parallel zur Entstehung der fibrosen Knochenldsionen im Rahmen
eines McCune-Albright-Syndroms die aktivierende postzygotische Mutation im Exon 8 des
GNASI1 Gens detektiert werden (Wirth 2012). Die haufigsten Mutationen sind dabei die
missense-Mutationen im Codon 201, jedoch wurden auch einige wenige fibrose Dysplasie-
Fille mit missense-Mutationen in Codon 227 beschrieben (Idowu et al. 2007, Lee et al. 2012).
Lee et al. detektieren die Prdvalenz der aktivierenden GNAS1 missense Mutationen in einer

groflen Metaanalyse auf iiber 70% (Lee et al. 2012).

2.4 Intramuskulire Myxome

Das intramuskuldre Myxom ist ein seltener benigner Weichgewebstumor, der in der aktuellen
WHO-Klassifikation den Weichgewebstumoren mit unklarer Differenzierung zugeordnet wird
(Luebke et al. 2012). Die Inizidenz der Erkrankung wird mit 0,1-0,13 pro 100 000 Einwohner
angegeben (Heymans et al. 1998). Bisher wurde in der Literatur kein malignes
Entartungspotential des Tumors beschrieben (Willems et al. 2009). Der Erkrankungsgipfel
liegt zwischen der fiinften und achten Lebensdekade und Frauen sind mit 60-70% héufiger
betroffen als Ménner (Heymans et al. 1998, Luebke et al. 2012). Die Tumoren haben ihre
Lokalisation vorrangig in den groBen stammnahen Muskelpartien, wie Riicken-,
Oberschenkel-, Gluteal- und Schultermuskulatur, konnen aber auch seltener in kleineren
Muskelarealen vorkommen. Thre Grofle bewegt sich in den meisten Fillen zwischen 5-10 cm
Durchmesser (Yamashita et al. 2013). Die intramuskuliren Myxome liegen als isolierte
Lésion vor und konnen sporadisch oder im Zusammenhang mit einem McCune-Albright-
Syndrom oder einer fibrosen Dysplasie vorkommen (Delaney et al. 2009, Luebke et al. 2012,
Silver et al. 2002). Es handelt sich um einen langsam wachsenden Tumor, der wegen seiner
hiufig blanden Klinik meist als Zufallsbefund detektiert wird (Luebke et al. 2012).
Histologisch ist das intramuskuldre Myxom gekennzeichnet durch stern- und spindelférmige

Zellen, welche eingebettet sind in ein hypovaskulédres und hypozelluldres myxoides Stroma.
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Es kann die angrenzende Muskulatur infiltrieren und dabei Pseudozysten ausbilden. Zellulére

Atypien fehlen (Charron and Smith 2004, Yamashita et al. 2013) (siche Abb. 4).
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By g . Luebke et al. 2012).

Wichtige Differentialdiagnosen, von denen es das intramuskulire Myxom zu unterscheiden
gilt, sind das juxtaartikulire Myxom und das low grade Myxofibrosarkom (Luebke et al.
2012, Yamashita et al. 2013). Beide zeigen eine dem intramuskuldrem Myxom sehr &hnliche
Histologie und sind von diesem nur schwer zu differenzieren. Ein wesentlicher Unterschied
dieser beiden Entititen zum intramuskuliren Myxom ist allerdings, dass bei ihnen bisher
keine Mutationen im Codon 201 des GNASI1 Gens detektiert wurde, sodass dieser Umstand
zur Stellung der korrekten Diagnose einbezogen werden konnte (Luebke et al. 2012,
Yamashita et al. 2013). Das intramuskulire Myxom zeigt im Gegenzug dazu die
aktivierenden missense-Mutationen im Codon 201 des Exons acht des GNAS1 Gens mit einer

Pravalenz von bis zu 61% (Delaney et al. 2009).

2.5 Mazabraud Syndrom
Treten die fibrose Dysplasie und das intramuskuldre Myxom in Kombination auf, spricht man
von dem sehr seltenen Mazabraud Syndrom. Erstmals beschrieben von Henschen 1926 und

von Mazabraud im Jahre 1967 (Petersen et al. 2012), sind bis heute erst knapp iiber 80
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beschriebene Fille in der Literatur bekannt (Gaumétou et al. 2012, Schimmoller et al. 2012).
Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 45 Jahren und Frauen sind wesentlich hdufiger
betroffen als Manner (Pollandt et al. 2002). Die fibrose Dysplasie kann bei dieser Erkrankung
sowohl in mono- als auch polyostotischer Form vorliegen. Au3erdem ist auffallend, dass die
intramuskuldren Myxome, die sonst nur solitdr auftreten, im Rahmen des Mazabraud
Syndrom multipel vorliegen kénnen (Gaumétou et al. 2012). Die Verbindung eines solitdren
intramuskuldren Myxoms mit einer monoostotischen fibrésen Dysplasie ist eine sehr seltene
Variante des Syndroms (Endo et al. 2007). Beide Léasionen liegen hdufig im gleichen
anatomischen Gebiet, ein Zusammenhang zum Mazabraud Syndrom wird aber meist erst nach
der Diagnose eines intramuskuldren Myxoms hergestellt, welches in anatomischer Néhe zu
einer meist Jahre zuvor diagnostizierten fibrosen Dysplasie liegt (Kabukcuoglu et al. 2004).
Ein wichtiger Aspekt des Syndroms stellt die Tatsache dar, dass das maligne Potential der
fibrésen Dysplasie erhoht scheint. Liegt die Entartungsrate zum Osteosarkom bei sporadisch
auftretenden fibrosen Dysplasien bei max. 4%, so ist sie im Rahmen des Mazabraud
Syndroms auf bis zu 8,3% erhoht (Gaumétou et al. 2012, John et al. 2013, Munksgaard et al.
2013). Eine maligne Entartung eines in das Mazabraud Syndrom involvierte intramuskulédre
Myxom ist bis heute nicht beschrieben. Entsprechend des Auftretens der Mutationen in den
beiden sporadisch auftretenden Entitdten, wurden die Punktmutationen im GNAS1 Gen auch

beim Mazabraud Syndrom beschrieben (Gaumétou et al. 2012, Munksgaard et al. 2013).
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3 Ziele der Arbeit

Die vorangegangene ausfiihrliche Schilderung der aktuellen Datenlage beziiglich des
Vorkommens der aktivierenden GNAS1 Mutation wirft die Frage auf, welchen diagnostischen
Stellenwert die GNAS1 Mutationsanalyse bei der Diagnose und der Differentialdiagnose von
myxoiden Knochen- und Weichteiltumoren einnimmt. Ziel dieser Arbeit war es daher, die
Pravalenz der GNASI Mutationen in dem Hotspot-Codon 201 (R201H und R201C) bei der
fibrosen Dysplasie und dem intramuskuldren Myxom zu verifizieren. Desweiteren sollte der
diagnostische Stellenwert der GNAS1 Mutationsanalyse in Hinsicht auf die
Differentialdiagnose dieser Entitéten, sowie auf das Vorkommen der GNASI Mutation bei

dem Vorhofmyxom, analysiert werden.

11
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PCR and direct sequencing were applied to analyze GNAS1 mutation status using genomic DNA isolated
from 97 formalin-fixed and paraffin-embedded samples, including 63 intramuscular myxomas, 19 various
myxoid lesions, 8 cases of sporadically occurring fibrous dysplasia, and 7 cases of atrial myxoma.

Mutations of GNAS1 were detected in 23 out of 63 (36.5%) intramuscular myxoma patients, with muta-
tional hotspots R201H and R201C being equally affected. GNAS1 mutations in codon 201 were found in
5 out of 8 fibrous dysplasias (62.5%), while no mutations of GNAS1 were detected in the other studied

entities, including atrial myxomas.
GNAS1 mutation analysis has diagnostic value in screening patients with intramuscular myxoma and
patients with fibrous dysplasia.

© 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Introduction

The aim of our work was the study of two activating muta-
tion hotspots of the GNAS1 gene, R201C and R201H. The gene
is located on chromosome 20q13.2-q13.3. It harbours 13 exons,
shows alternative splincing and is involved in genomic imprint-
ing. [1,2]. It is controlled by four alternative promoters, alternative
5’ first exons and differently methylated regions [3-5]. The gene
plays an important role in many different metabolic and regulatory
pathways by encoding the alpha subunit of G protein, Gsa, which
couples receptor binding by several hormones to the activation of
adenylate cyclase. The gene also encodes for several gene products,
including paternally expressed XLos, XXLas, A/B-transcript and
maternally expressed NESP55 [6]. The Gso expression is biallelic in
most tissues, with a few exceptions like the pituitary gland, thyroid
gland, parts of the renal tubules, and the gonads [7]. G-proteins are
ubiquitous and are an essential part of transmembrane signaling.
The G proteins forward an extracellular signal through nucleotide
exchange into a cell and can regulate further functions. Loss of
signals from the extracellular environment or erratic stimulation
of signals from the extracellular environment may cause signifi-
cant changes in transmembrane signaling. Small mutations of the
Gsa protein can result in the alteration of widespread downstream

* Corresponding author at: Institute of Pathology, University Hospital Jena,
Friedrich-Schiller-University Jena, Ziegelmiihlenweg 1, 07743 Jena, Germany.
Tel.: +49 03641 933120; fax: +49 03641 933111.
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0344-0338/$ - see front matter © 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.prp.2013.09.003

intracellular signaling pathways. Thus GNAS1 gene mutations may
play arole invarious disease processes and tumorigenesis of several
tissue tissues.

An activating mutation in the GNAS1 gene results in an
enhanced stimulation of adenylyl cyclase and an augmented intra-
cellular activity of cAMP [8,9]. Diseases associated with GNAS1
activating mutations include: (1) McCune-Albright syndrome, a
rare genetic disorder of the bone combined with skin pigmentation,
premature puberty, and endocrine disorders [10,11]; (2) sporadic
fibrous dysplasia of the bone [12-14]; (3) intramuscular myxo-
mas; (4) growth hormone producing pituitary adenomas [15,16];
(5) thyroid nodules [1,17]; and (6) adrenocortical hyperplasia [18].

GNAS1 mutations associated with fibrous dysplasia of the bone
were initially described only in cases of polyostotic fibrous dys-
plasias found in McCune-Albright syndrome [8,9]. Later, GNAS1
mutations were found in over 70% of sporadic fibrous dysplasias
of the bone [7]. Intramuscular myxomas are rare benign soft tissue
tumors characterized by spindle cells embedded in a hypovascular
and hypocellular myxoid stroma (Fig. 1). Intramuscular myxomas
arise mainly in women in their 5th-8th decade and are found
predominately in large axial muscles, including the back, thigh,
and gluteal muscles. There are no reported cases of malignant
progressions of intramuscular myxomas. However, it is difficult
to distinguish intramuscular myxomas from low-grade malignant
myxofibrosarcomas [19,20]. Furthermore, Mazabraud's syndrome
is a rare syndrome in which patients have both multiple intra-
muscular myxomas and polyostotic fibrous dysplasia of the bones,
first described by Henschen in 1926 and by Mazabraud in 1967
[21]. There have only been 80 reported cases [22,23]. Mazabraud's
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Fig. 1. Histological morphology of intramuscular myxoma.

syndrome affects women twice as often as men, the average age of
diagnosis being 45 years.

In both solitary intramuscular myxoma and multiple intra-
muscular myxomas as seen in Mazabraud’s syndrome, activating
missense mutations R201H and R201C are detected in exon 8 at
codon 201 of the GNAS1 gene [20].

These data raise the question of whether mutation analysis of
the GNAS1 gene can help to distinguish between fibrous dysplasia
of the bone and malignant bone lesions, as well as between intra-
muscular myxoma and other myxoid soft tissue lesions. Therefore,
the aim of our work was to verify the prevalence of the GNAS1
mutations in codon 201 in intramuscular myxoma, fibrous dyspla-
sia of the bone, and a spectrum of various myxoid lesions, including
atrial myxomas.

Materials and methods
Tumor samples

Eight samples of fibrous dysplasia of the bone originated from
from the tibia and femur. Sixty-three intramuscular myxomas
were derived primarily from excisions of thigh muscles, calf mus-
cle, gluteal muscles, and back muscle. Additionally, a spectrum of
19 various myxoid lesions, including 2 angiomyxomas, 1 ossified
fibromyxoid tumor, 1 myxoid chondrosarcoma, 1 chondrolipoma,
2 myxoid liposarcomas, 2 myxofibrosarcomas, 1 angiofibroma, 1
fibromyxoma, 1 myxoid neurothekeoma, 1 spindle cell lipoma, 1
nodular fasciitis, 1 chronic scarring sinusitis, 1 atypical lipoma with
fibrous component, and 3 not otherwise specified myxoid tumors
were enrolled in the study (Table 1). Furthermore, we analyzed 7

Table 1
Study cohort.

Entity Case number
Intramuscular myxoma 63

Atrial myxoma 7

Fibrous dysplasia of the bone 8

19 [2 Angiomyxomas, 1 ossifying
fibromyxoid tumor, 1 myxoid
chondrosarcoma, 1 chondrolipoma, 2
myxoid liposarcomas, 2
myxofibrosarcomas, 1 angiofibroma, 1
fibromyxoma, 1 myxoid neurothekeoma, 1
spindle cell lipoma, 1 nodular fasciitis, 1
chronic scarring sinusitis, 1 atypical lipoma
with fibrous component, 3 not otherwise
specified myxoid tumors]

Various myxoid lesions

atrial myxomas originating from the left atrium. All the samples
were retrieved from the database of the Institute of Pathology of
Jena University Hospital from 2005 to 2012.

Genomic DNA extraction, PCR, and mutation analysis

Genomic DNA was extracted from FFPE tissues using a
QiAmp® DNA Mini Kit according to the manufacturer’s instruc-
tions (QIAGEN, Germany). In 32 cases, manual microdissection was
performed. PCR amplification was carried out with the following
primer pair: 5'-CTCTTTCCAAACTACTCCAGACC-3’ (sense) and 5'-
AGCTGGTTATTCCAGAGGGACT-3' (antisense). PCR was performed
in a 50 pl volume (50-100 ng genomic DNA, 2.0 mM dNTPs, and
10 pmol of each primer) with the following condition: 94 “C 1 min,
56-°C45s,72 -C45s, for 40 cycles, with initial denaturation at 95 'C
for 15 min and final elongation at 72 “C for 7 min. Positive and neg-
ative controls were included. The expected size of PCR product
for GNAS1 is 252-bp. All PCR products were visualized on a 1.5%
agarose gel stained with gelRED for 20-30 min (VWR, Germany).
PCR products were purified using a DNA Clean&Concentrator™ 5-
KIT (Zymo Research, Germany) according to the manufacturer’s
guide. One hundred nanograms of purified PCR products were
applied for direct sequencing by capillary electrophoresis (LGC
Genomics, Berlin, Germany).

Results

Five out of eight analyzed fibrous dysplasia of the bone proved
positive for GNAST mutation in codon 201, resulting in a mutation
rate of 62.5% in this entity, with three cases bearing R201H muta-
tions (60%) and two cases (40%) showing R201C mutations. The
63 intramuscular myxoma cases originated from 48 female (76.2%)
and 15 male patients (23.8%). The mutation analysis showed that
23 out of 63 (36.5%) intramuscular myxomas harbored mutations
at codon 201 in the GNAS1 gene. In the 23 positive mutation cases,
12 cases showed a R201C mutation (52.2%) while the other 11 cases
exhibited a R201H mutation (47.8%). With regard to gender differ-
ence, 19 out of the 23 mutated cases were from women (82.6%) and
four cases were from men (17.4%). The mean age of patients with
GNAS1 mutation was 61.4 years, the mean age of patients without
was 59.6 years. No differences could be found in patients with or
without GNAS1 mutation. Analysis of the site of the lesions showed
that 15 out of 23 mutated samples were localized in the muscles
of the thigh, 4 cases in the gluteal muscle, 2 cases in the calf, and 2
cases in the back muscles. Furthermore, we noticed that the sam-
ples of intramuscular myxomas without GNAS1 mutation derived
primarily from smaller, peripheral muscles. Other clinical features
could not be obtained for this study. Additionally, none of the 19
various myxoid lesions showed a GNAS1 mutation at codon 201
and no mutation of GNAS1 was detected in the 7 atrial myxomas
(Figs. 2 and 3).

Discussion

Mutation detection can be a powerful adjunct to diagnostic
histopathology when combined with microscopic features [20]. In
this study, we found that 62.5% of the sporadic occurring fibrous
dysplasia had GNAS1 exon 8 mutations. Lee et al. observed similar
percentages of mutations at the hotspot 201 (58.3-71.9%) These
findings support the notion that GNAS1 mutation is a frequent
molecular event in fibrous dysplasia. One of the most difficult dif-
ferential diagnoses of fibrous dysplasia is the fibrous-dysplasia-like
low-grade osteosarcoma. There is a radiological and histologi-
cal overlap between both entities and the prevalence of GNAS1
mutations in the sarcoma is very low. Only one case of R201C
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Fig. 2. Sequence analysis of GNAS1 R201H mutation with forward (left) and reverse primers (right) in intramuscular myxoma.

mutation in fibrous-dysplasia-like low-grade osteosarcoma could
be demonstrated by Pollandt et al. [24]. However, it must be said
that other criteria, such as the radiogical setting, clinical crite-
ria and immunhistochemical analysis of MDM2 and CDK4, are
considerably more important to determine the correct diagno-
sis. Although the value of the mutation analysis for distinguishing
between fibrous dysplasia and malignant bone lesions is limited it
might provide relevant support for establishing the correct diag-
nosis. Other studies have also shown the importance of the GNAS1
mutation status in codon 201 in relation to the differential diag-
nosis between fibrous dysplasia and other benign fibro-osseous
lesions [25]. Our case of an ossifying fibromyxoid tumor, which
was negative for the mutation, supports this hypothesis.
Intramuscular myxoma, a rare benign soft tissue tumor, is char-
acterized by the appearance of a missense mutation in codon 201
(exon 8) of the GNAS1 gene, where arginine is exchanged to histi-
dine or cysteine (R201H and R201C). Our investigation of 63 cases
has shown a prevalence of this mutation of 36.5% by using conven-
tional PCR and direct sequencing. This result is in good agreement
with data published up to now [20]. Certainly, there are reasons
to believe that the prevalence of the mutation is vastly higher.
Delaney et al. detected a higher mutation rate of 61% by using

coamplification at lower denaturation temperature PCR as a more
sensitive examination method [20]. In this context it should be
mentioned that the mutation is usually represented by a small peak
in the sequence profile (see Fig. 2) which may impede its correct
identification. The distinction between intramuscular myxoma and
grade I myxofibrosarcoma can be difficult because of their histolog-
ical overlap. Both are characterized by a myxoid matrix. Utilization
of a sensitive method to analyze the GNAS1 mutation status in
codon 201 can be helpful in distinguishing between the two entities
since the GNAST mutation does not seem to exist in low grade myx-
ofibrosarcoma [26]. Our two cases of myxofibrosarcoma were also
negative for the GNAS1 mutation, thus corroborating the obser-
vation. Moreover, in contrast to the mutation analysis of fibrous
dysplasia, our analysis of intramuscular myxoma shows an approx-
imately uniform distribution of R201C (52.17%) and R201H (47.8%)
missense mutations.

On the other hand, it is also possible that at least some of the
GNAS1 mutation-negative intramuscular myxomas harbor a Q227
mutation, which occursina small proportion of cases of fibrous dys-
plasia[27]. However, in this study, we only focused on the mutation
status of GNAST at codon 201. It would be interesting to analyze
GNAS1 mutations at other codons in the future.

1§ Ve

Fig. 3. Sequence analysis of GNAST R201C mutation with forward (left) and reverse primers (right) in intramuscular myxoma.
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Furthermore, it is highly advisable to consider the possibility
of an occurrence of Mazabraud’s syndrome after finding a GNAS1
mutation-positive intramuscular myxoma. It could be advanta-
geous to test patients who have either isolated intramuscular
myxoma or isolated fibrous dysplasia for the other tumor entity
for a potential diagnosis of a Mazabraud’s syndrome because an
increased risk of malignant transformation of the fibrous dysplasia
to osteosarcoma exists. By contrast, no case of malignant transfor-
mation of intramuscular myxoma in Mazabraud's syndrome has
been identified [23,28]. It is particularly critical to consider Maz-
abraud’s syndrome if the two lesions are localized the same region
[23]. Additionally, we analyzed the mutation status of GNAS1 in 19
other myxoid lesions and 7 atrial myxomas. It turned out that all
of these cases were negative for GNAS1 mutation. Consequently, it
can be stated once more that the mutation analysis may be use-
ful to distinguish among several myxoid lesions, and that GNAS1
mutations are non-existing or at least rare in atrial myxoma.

Analysis of tumors using a simple biopsy for their malignant
potential is critical for the affected person. It can be very reassuring
to a clinician to possess that knowledge before deciding whether
to pursue a surgical or conservative treatment. We hope that our
findings can help guide patients and doctors to the right diagnosis
and therapy of fibromyxoid lesions of the bone and soft tissue.

Take home messages

(1) The GNAS1 gene plays an important role in different pathways
and metabolic procedures. It encodes for the alpha subunit of
the ubiquitously expressed stimulatory G-proteins. Mutations
in the gene are associated with a broad range of different dis-
eases and may cause significant changes in cell signaling.

(2) The mutation analysis of exon 8 at codon 201 of the gene may
help to distinguish between low grade myxofibrosarcoma and
intramuscular myxoma.
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5 Diskussion

5.1 Die Bedeutung der GNAS1 Mutationsanalyse in der Diagnostik der fibrosen
Dysplasie
In vorliegender Studie wurde eine Mutationsanalyse auf Exon 8 des GNASI Gens bei acht
Fillen einer sporadisch auftretenden fibrésen Dysplasie durchgefiihrt. Der Focus lag dabei auf
Codon 201, bei dem es durch eine Punktmutation zum Austausch von Arginin gegen Histidin
(R201H) oder Cystein (R201C) kommen kann, was zu einer erhohten Aktivitit von cAMP
und damit im Knochen zu gesteigerter Zellproliferation und abnormaler Zelldifferenzierung
fiihrt (Idowu et al. 2007). Fiinf der von uns getesteten acht sporadischen fibrésen Dysplasien
waren positiv fir die detektierte Mutation, dies entspricht einer Pravalenz von 62,5%. In drei
der Fille erfolgte dabei ein Austausch von Arginin gegen Histidin (60%), in zwei Fillen
gegen Cystein (40%). Diese Ergebnisse sind mit den Daten anderer Studien vergleichbar. In
einer Metaanalyse beschrieben Lee et al. die Pravalenz der GNAS1 Mutation in Codon 201
mit 58,3%-71,9%. Die Verteilung der Hotspots R201H zu R201C &hnelte mit 66,4% fiir den
Austausch gegen Histidin und 30,8% fiir den Austausch gegen Cystein unseren Daten (Lee et
al. 2012). Kritisch muss angemerkt werden, dass die Fallzahl unseres Kollektivs recht klein
war, um eine fundierte und valide Aussage zu Haufigkeit und Verteilung (R201C versus
R201H) treffen zu konnen. Gleichwohl bestitigt unsere Arbeit die in vorangegangenen
Studien gemachte Beobachtung, dass die aktivierende GNASI-missense-Mutation ein
frequentes genetisches Ereignis in der Entwicklung einer fibrosen Dysplasie darstellt (Lee et
al. 2012). Zudem gibt es Grund zu der Annahme, dass die Pravalenz der GNAS1 Mutation in
vielen bisherigen Studien unterschitzt wurde. Dies hat seine Begriindung darin, dass die meist
verwendete direkte Sequenzierung der durch PCR amplifizierten DNA-Abschnitte weniger
sensitiv. als einige andere Methoden zu sein scheint, wie beispielsweise die
Pyrosequenzierung oder ein mutationsspezifischer Restriktionsenzymverdau (Idowu et al.
2007, Liang et al. 2011, Lietman et al. 2005, Puls et al. 2014). Unabhéngig davon stellt sich
allerdings die Frage, welche Position die GNAS1 Mutationsanalyse bei der Diagnosestellung
einer fibrésen Dysplasie einnimmt. Der Goldstandard zur Diagnosesicherung einer fibrosen
Dysplasie umfasst neben dem klinischen Bild der Erkrankung die radiologische Diagnostik
und die mikroskopische Untersuchung (Idowu et al. 2007, Wirth 2012), womit in den meisten
Féllen die sichere Diagnosestellung moglich ist (Tabareau-Delalande et al. 2013). Bei Féllen,

die ein atypisches klinisches, morphologisches oder radiologisches Bild zeigen, konnte die
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GNAS1 Mutationsanalyse allerdings sinnvoll sein, insbesondere auch in Hinsicht auf den
Ausschluss der wichtigsten Differentialdiagnosen der fibrésen Dysplasie, dem FD-dhnlichen
niedrig malignen Osteosarkom und anderen benignen fibroossiren Lisionen (Lee et al. 2012,
Tabareau-Delalande et al. 2013). Bei einigen vorangegangenen Studien wurde ein mdglicher
Zusammenhang der GNAS1 Mutation im Codon 201 mit dem FD-dhnlichen niedrig malignen
Osteosarkom untersucht, wobei in keiner dieser Studien eine solche im genannten
Osteosarkom nachgewiesen wurde (Lee et al. 2012, Puls et al. 2014, Tabareau-Delalande et
al. 2013). Lediglich Pollandt et al. gelang der Nachweis einer R201C-Mutation in einem FD-
dhnlichen niedrig malignen Osteosarkom (Pollandt et al. 2001). Nach aktueller Kenntnis ist
dies allerdings der bisher einzig dokumentierte Fall einer solchen Mutation in einem FD-
dhnlichen niedrig malignen Osteosarkom, sodass von einer sehr geringen Pravalenz der
Mutation bei dieser Erkrankung ausgegangen werden muss. Dies impliziert, dass die GNAS]1-
Mutationsanalyse durch die im Vergleich dazu hohe Prévalenz der Mutation bei der fibrésen
Dysplasie als unterstiitzende Diagnosemethode in der Differentialdiagnose beider
Erkrankungen genutzt werden kann (Idowu et al. 2007). An dieser Stelle sollte allerdings
kritisch darauf hingewiesen werden, dass andere supplementire diagnostische Verfahren
existieren, welche in der Differentialdiagnostik der fibrosen Dysplasie und des FD-dhnlichen
niedrig malignen Osteosarkoms genutzt werden konnen. Einige Studien zeigen, dass die
immunhistochemische Untersuchung auf MDM2 und CDK4 eine sensitive Methode darstellt,
ein FD-dhnliches niedrig malignes Osteosarkom zu diagnostizieren. Demnach konnten die
Marker bei dieser Erkrankung in bis zu 90% der Fille detektiert werden, wiahrend MDM2 und
CDK4 in benignen Knochenldsionen einschlieBlich der fibrosen Dysplasie nicht nachweisbar
waren (Dujardin et al. 2011, Gilg et al. 2013). Damit stellt die immunhistochemische
Untersuchung dieser beiden Marker eine sensitivere Methode dar, die beiden Entititen
voneinander zu unterscheiden. Einen hoheren, aber in der Differentialdiagnose immer noch
nur unterstiitzenden Part, scheint die GNAS1 Mutationsanalyse bei der Differentialdiagnose
der fibrosen Dysplasie von anderen benignen fibroossiren Lédsionen inne zu haben. Bei diesen
konnten keine aktivierenden GNAS1 Mutationen im Codon 201 nachgewiesen werden und
Tabareau-Delalande et al. schlossen daraus, dass die entsprechende GNAS1 missense-
Mutation innerhalb der benignen Knochenldsionen spezifisch fiir die fibrose Dysplasie ist.
Dabei sollte bedacht werden, dass der fehlende Nachweis einer Mutation das Vorliegen einer
fibrosen Dysplasie nicht ausschlieBt. Bei positiv getestetem Gewebe kann jedoch bei
passender Histomorphologie von einer fibrdsen Dysplasie ausgegangen werden.

Schlussfolgernd konnte man sagen, dass die GNAS1 Mutationsanalyse der aktivierenden
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missense-Mutationen im Codon 201 auf Exon 8 eine wichtige supplementéire Rolle in der
Diagnose und Differentialdiagnose der fibrésen Dysplasie und benigner und maligner

fibroossirer Knochenldsionen einzunehmen vermag.

5.2 Die Bedeutung der GNAS1 Mutationsanalyse in der Diagnostik der

intramuskuliren Myxome
In der Gruppe der intramuskuldren Myxome umfasste unsere Studie ein Fallkollektiv von 63
Tumoren. Davon zeigten 23 Fille eine aktivierende Mutation im Codon 201 des GNASI1
Gens, was einer Privalenz von 36,5% entspricht. Auch diese Daten stehen im Einklang mit
den Ergebnissen vorangegangener Studien. So detektierten Delaney et al. bereits im Jahr 2009
unter Nutzung von konventioneller PCR und bei einer kleineren Patientengruppe eine
Pravalenzrate der aktivierenden GNAS1 Mutationen auf Exon 8 von 29%, sodass der geringe
Unterschied in der Mutationsrate am ehesten auf die unterschiedliche Fallzahl beider Studien
zuriick zu fiihren sein diirften (Delaney et al. 2009). Wie auch bei der Mutationsanalyse der
fibrosen Dysplasie des Knochens scheint allerdings die Probensequenzierung der mittels
konventioneller PCR amplifizierten DNA weniger sensitiv als andere Analysemethoden zu
sein. Delaney et al. detektierten unter Nutzung einer sogenannten COLD-PCR mit geringerer
Amplifikationstemperatur und anschlieBendem spezifischen Restriktionsenzymverdau eine
Pravalenz der GNAS1 Mutation im Codon 201 von 61% (Delaney et al. 2009). Daher scheint
auch beim intramuskuldren Myxom die Haufigkeit der GNAS1 Mutation bisher unterschétzt
worden zu sein. Im Bezug auf die Verteilung der beiden Mutationen konnten wir mit 52,2%
fir die R201C-Mutation und mit 47,8% fiir die R201H-Mutation bei den getesteten
intramuskuldren Myxomen eine anndhernde Gleichverteilung feststellen. Auch dieser
Umstand korreliert mit den publizierten Daten von Delaney et al. (Delaney et al. 2009). Die
relativ. _hohe Mutationsrate rechtfertigt damit die Frage, inwiefern die Analyse der
aktivierenden GNAS1 Mutationen in Diagnostik und Differentialdiagnostik des benignen
Tumors zu anderen Entitdten genutzt werden kann. Diese Frage gilt es besonders in Bezug auf
die Unterscheidung von intramuskuldrem Myxom und low grade Myxofibrosarkom zu kliren
(Luebke et al. 2012). Das Myxofibrosarkom zeigt im Gegensatz zum intramuskuldren Myxom
eine Wahrscheinlichkeit der Metastasierung und der Rezidivbildung (Willems et al. 2009),
weshalb es einer korrekten Diagnosestellung und Unterscheidung zum intramuskulérem
Myxom bedarf. Ahnlich der Diagnostik der fibrésen Dysplasie kann die korrekte Diagnose

eines intramuskuliren Myxoms meist durch das Zusammenspiel von klinischem und
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radiologischem Bild, Histologie und Immunhistochemie gestellt werden. Nichtsdestotrotz
kann die Abgrenzung der beiden Entitdten bei Tumorrezidiven oder nur kleinen atypischen
Gewebeproben zuweilen schwierig sein (Luebke et al. 2012). An dieser Stelle konnte die
GNASI1 Mutationsanalyse zum entscheidenden diagnostischen Schritt beitragen, da bisher bei
keinem der untersuchten low grade Myxofibrosarkome in der publizierten Literatur eine
GNASI1 Mutation nachgewiesen wurde (Delaney et al. 2009, Luebke et al. 2012, Willems et
al. 2009, Yamashita et al. 2013). Die zwei in dieser Studie exemplarisch untersuchten und fiir
die GNAS1 Mutation negativen low grade Myxofibrosarkome unterstiitzen diese Feststellung.
Delaney et al. analysierten zusétzlich ein Kollektiv von 19 high grade Myxofibrosarkomen,
die ebenfalls negativ fiir die GNAS1 Mutationen im Codon 201 waren (Delaney et al. 2009).
Eine weitere potentielle Differentialdiagnose des intramuskuldren Myxoms ist das niedrig
maligne fibromyxoide Sarkom (low grade fibromyxoid sarcoma, LGFMS). Es kommt zwar
nur selten innerhalb der Muskulatur vor, doch kann die Histomorphologie dhnlich sein. Das
LGFMS ist durch eine andere Mutation gekennzeichnet, die Fusion des FUS-Gens mit dem
CREB3L2 oder seltener dem CREB3L3 Gen. Diese Mutation kann durch einen
Chromosomenbruch im Bereich des FUS-Gens mittels einer sogenannten "Break-apart"
Fluorezenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH) detektiert werden. Zudem konnte der
immunbhistologische Nachweis einer MUC4-Expression als Surrogatmarker fiir das Vorliegen
eines Sarkoms mit Rearrangierung des FUS-Gens etabliert werden (Doyle et al. 2012,

Yamashita et al. 2013).

Im Hinblick auf das bereits ausfiihlich beschriebene Mazabraud Syndrom konnte es von
Vorteil sein, das medizinische Bewusstsein auf das Vorkommen dieser Erkrankung zu
schérfen. Durch die bisher sehr geringe Zahl beschriebener Félle (Gaumétou et al. 2012) und
dem dadurch noch geringen Bekanntheitsgrad des Syndroms steht zu vermuten, dass es Fille
und Krankheitsverldufe gibt, bei denen die Diagnose des Mazabraud Syndroms nicht korrekt
gestellt wird. Aufgrund der beschriebenen gesteigerten Entartungsrate der in ein Mazabraud
Syndrom involvierten fibrosen Dysplasie des Knochens kann es jedoch von hohem Wert sein,
bei Auftreten eines intramuskuldren Myxoms bei einem Patienten mit bekannter fibroser
Dysplasie an ein solches Syndrom zu denken und durch die addquate Behandlung eventuelle

maligne Krankheitsverldufe rechtzeitig zu erkennen und zu verhindern.
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6 Schlussfolgerungen

Es kann als gesichert gelten, dass die aktivierenden missense-Mutationen im Codon 201 des
Exons 8 des GNAS1 Gens ein frequentes Ereignis in der Pathogenese der fibrosen Dysplasie
des Knochens und des intramuskuldren Myxoms darstellen. Die vorliegende Arbeit korreliert
dabei mit den Priavalenzangaben vorangegangener Studien, wobei davon ausgegangen werden
muss, dass die Mutationshiufigkeit der GNAS1 Mutation in genannten Tumorgeweben
aufgrund der Verwendung von Analysemethoden mit geringerer Sensitivitdt bisher noch
unterschiatzt ~ wird.  Neben  klinischen,  radiologischen, histologischen  und
immunhistochemischen Methoden kann die GNAS1 Mutationsanalyse sowohl in der
Differentialdiagnostik zwischen fibroser Dysplasie, benignen fibroossdren Knochenldsionen
und dem FD-dhnlichen niedrig malignen Osteosarkom als auch zwischen intramuskuldrem
Myxom und low grade Myxofibrosarkom einen supportiven Stellenwert einnehmen. Fiir eine
bessere Behandlung und schnellere und sicherere Diagnostik einer eventuellen malignen
Entartung einer in ein Mazabraud Syndrom involvierten fibrosen Dysplasie sollte die

Sensibilitdt fiir das Existieren dieser Erkrankung geschérft werden.
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