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OSNA - die Zukunft der
Sentineldiagnostik?

CHRISTIAN SCHEM, KIEL

ine intra-operative Detek-

tion von Metastasen im Sen-

tinel-Lymphknoten ermég-

licht es, in gleicher Sitzung
sofort eine axillire Lymphknoten-
Dissektion durchzufithren. Auf
diese Weise wird etwa 10-15 %6 der
Brustkrebspatienten eine Zweit-
operation erspart. Gegenwirtig
wird die intra-operative Diagnos-
tik mit Schnellverfahren in Form
von H&E (Himatoxylin-Eosin)
gefirbten Gefrierschnitten (,,Fro-
zen Sections®) oder einer Touch-
Imprint Zytologie durchgefiihrt
(Abb.). Der Nachteil beider
Methoden liegt in der Anzahl falsch
negativer Ergebnisse, da in der
Kiirze der Zeit nur ein Teil des
Lymphknotens analysiert werden
kann. Die in der Literatur beschrie-
bene Sensitivitiit der intra-operati-
ven Diagnostik schwanlkt zwischen
55 % und 91 % und scheint stark
untersucherabhiingig. Eine routi-
nemifig vollstindige histopatholo-
gische Untersuchung des Lymph-
knotens erfolgt meist post-operativ.

Neues Diagnostikverfahren

Um auch intra-operativ  eine
schnelle und vollstindige Untersu-
chung des Sentinel-Lymphknotens
zu erméglichen, wurde ein innova-
tives molekularbiologisches Dia-
gnostikverfahren entwickelt, wel-
ches derzeitan unserem Zentrum in
Kiel im Rahmen einer klinischen
Studie zum Einsatz kommt. Hierbei

Der traditionell starkste Prognosefaktor beim Mamma-
karzinom ist der axillire Lymphknoten-Status. Die
klassische Axilladissektion war lange der Goldstandard in
der Behandlung des Mammakarzinoms. Ein Paradigmen-
wandel in der chirurgischen Behandlung des Mammakarzi-
noms fiihrte in den friihen 90er Jahren zur Einfithrung des
Konzeptes der Sentinel-Lymphknoten-Biopsie. Bei diesem

Konzept fiihrt nur ein tumorbefallener, positiver Sentinel-

Lymphknoten (Wachterlymphknoten) zur vollstindigen Entfernung aller
axillaren Lymphknoten. Enthilt jedoch der Sentinel-Lymphknoten keine
Metastase(n), kann auf diese radikale Operation verzichtet werden. Somit
kann die mit diesem Engriff einhergehende Morbiditét entscheidend

verringert werden.

wird die mRNA-Konzentration
von Zytokeratin 19 (Marker fiir
Epithelzellen) in Lymphknotenme-
tastasen bei Mammakarzinompa-
tientinnen quantitativ und standar-

disiert gemessen (Abb.). Im tumor-
freien Lymphknoten finden sich
normalerweise keine epithelialen
Zellen, somit erscheint dieser Mar-
ker zur Detektion einer Lymph-
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Abb.: Konventionelle histopathologische Diagnostik und innovatives OSNA-Verfahren
zur Detektion von Metastasen im Sentinel-Lymphknoten.
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knotenmetastase ideal. Bisherige
Untersuchungen an kleineren Kol-
lektiven zeigten, dass alle Makro-
metastasen und die meisten Mikro-
metastasen mit dieser innovativen
Methode nachgewiesen werden
konnten.

Schnelle Ergebnisse

Das von der Firma Sysmex entwi-
ckelte Verfahren zur Detektion von
Metastasen nennt sich OSNA
(One-Step Nucleic Acid Amplifica-
tion). Die Amplifikation erfolgt
direkt vom Lymphknoten-Lysat
ohne vorherige Aufreinigung der
mRNA. Fiir die Amplifikation wird
ein spezielles Verfahren (Reverse-
Transcriptase Loop-Mediated [so-
thermal Amplification, RT-LAMP)
verwendet, das in automatisierter
Form nach 16 Minuten das Ergeb-
nis liefert. Die Gesamtzeit der Ana-
lyse vom Eintreffen der Lymph-
knoten bis zum Abschluss der
Amplifikationsreaktion betrdgt 30
Minuten.

OSNA vs. histopathologische
Untersuchung

Um diese neue Methode mit der
derzeit eingesetzten histopatholo-
gischen Untersuchung zu verglei-
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chen, haben wir Lymphknoten
unmittelbar nach der Entnahme
geviertelt und je zwei Viertel
(immun-)histopathologisch  bzw.
molekularbiologisch  untersucht.
Fiir die histopathologische Ver-
gleichsmethode wurde in § Stufen
mit 200 pm Abstand, jeweils eine
H&E-Firbung, eine immunohisto-
chemische Firbung mit dem Zyto-
keratin-Antikérper LUS und eine
immunohistochemische Firbung
mit einem CK19-spezifischen Anti-
kérper durchgefiihrt.

Die Zwischenanalyse von bis-
lang 90 Proben zeigte eine Uber-
einstimmung zwischen OSNA und
der histopathologischen Untersu-
chungvon 93,9 % (84/90) und eine
Sensitivitit von 100 %. Es ist anzu-
nehmen, dass ein Teil der unter-
schiedlichen Ergebnisse auf der
ungleichen Verteilung der Metasta-
se(n) in den untersuchten Vierteln
beruht. Zur weiteren Analyse die-
ser Hypothese wird in den diskor-
danten Fillen der komplette
Lymphknoten in 200 um-Stufen
aufgearbeitet, um alle eventuell
vorliegenden Mikrometastasen zu
detektieren. In einem diskordanten
Fall konnte das positive OSNA-
Ergebnis bereits durch mehrere iso-

lierte Tumorzellen in der detaillier-
ten immunochistochemischen Fir-
bung bestiitigt werden. Im weiteren
Verlauf der Studie, die am Ende
350 Lymphknoten umfassen soll,
wird die Sensitivitit und Spezifitit
von OSNA ermittelt.

Resiimee

Bereits in dieser Zwischenanalyse
unserer Untersuchung erweist sich
OSNA und der Nachweis von
Zytokeratin 19 als exzellenter
Ansatz zur Detektion von Lymph-
knotenmetastasen beim Mamma-
karzinom. Sollte sich dieser Ein-
druck in der Endanalyse bestitigen,
kann OSNA entscheidend zu einer
verbesserten, untersucherunabhiin-
gigen intra-operativen Diagnostik
beitragen und so die Anzahl der
Zweitoperationen weiter reduzieren.
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