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DIFFERENZIERTE DIAGNOSTIK

— die neue intraoperative
Routine der Sentineldiagnostik

NICOLAI MAASS, KIEL

it einer sicheren intra-

operativen  Analyse

des Sentinel-Lymph-

knotens kann bereits
wihrend des ersten Eingriffes eine
Entscheidung tber das weitere
chirurgische Vorgehen gefillt und
somit Zweitoperationen eingespart
werden. Allerdings kann heute mit
den konventionell angewendeten
Verfahren (Gefrierschnitt oder
Imprint-Zytologie mit anschliefSen-
der Himatoxylin-Eosin-(H&E)-
Firbung) in der begrenzten Zeit,
die wihrend des Eingriffes zur Ver-
fiigung steht, nur ein kleiner Teil
des Lymphknotens analysiert wer-
den.

Dies fiihrt zu einer reduzierten
Sensitivitdt der Analyse und einer
aus der Literatur zu entnehmenden
falsch negativen Rate von 5-52 %,
was fiir die Patientinnen bedeutet,
dass erst nach der postoperativen

¥y Sysmec
RD-1801

Die Sentinel-Lymphknotenbiopsie wird zunehmend zur
operativen Methode der Wahl bei Patientinnen mit Brust-
krebs in einem frithen Stadium und klinisch negativem
Lymphknotenbefund. Das Ziel dieses Vorgehens ist es,

die Anzahl der axilldren Dissektionen und die mit diesem
radikalen Eingriff einhergehende Morbiditét der Patien-
tinnen zu minimieren. Darum wird nur im Falle eines
metastatischen Befalles des Sentinel-Lymphknotens

(Wéchterlymphknoten) eine vollstiandige Entfernung aller

axillaren Lymphknoten durchgefiihrt.

vollstindigen histopathologischen
Untersuchung des Lymphknotens
eine verlissliche Diagnose gestellt
werden kann. Aus diesem Grund
muss sich ein gewisser Prozentsatz
der Patientinnen noch einer zwei-
ten Operation unterzichen. Die
Ursache der hohen Schwankungs-
breite ist darin begriindet, dass
die Analyse der Lymphknoten,
sowohl intraoperativ als auch post-
operativ, bis heute nicht standardi-
siert ist.

Neues Routineverfahren

Anunserem Zentrum in Kiel haben
wir im Rahmen einer klinischen
Studie zusammen mit dem Alber-

tinen-Krankenhaus ~ (Hamburg)
nachgewiesen, dass heute mit
einem neuen molekularbiologi-

schen Diagnostikverfahren intra-
operativ die Sensitivitit und Spezi-
fitit einer sehr exakten postopera-
tiven histopathologischen Unter-
suchung erzielt werden kann.

Charakteristika des neuen intraoperativen

Verfahrens

Abb. 1: RD-100i, Automat zur Amplifikation und Detektion.

» Nachweis von Zytokeratin 19 mRNA.
= Kurze Amplifikationszeit von 16 Minuten.
« Keine Isolierung der RNA notwendig.

« Sensitivitat und Spezifitat sind vergleichbar mit
einem sehr genauen und zeitintensiven
histopathologischen Verfahren.

* Unterscheidung zwischen Makro- und
Mikrometastasen bzw. negativen Lymphknoten.

 Automatisierung tiber den RD-100i.
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OSNA Methode
CK19 mRNA Bestimmung

Aufwiindige Vergleichsmethode
H&E and THC

Konkordanz von OSNA und Vergleichsmethode: 95,7 %

Abb 2: Studien Design.

Dieses  Verfahren, genannt
OSNA (One Step Nucleic acid
Amplification der Sysmex Corpo-
ration), basiert auf dem Nachweis
der mRNA von Zytokeratin 19,
einem Marker fiir Epithelzellen,
die in metastasefreien Lymphkno-
ten normalerweise nicht vorkom-
men. Vor der Amplifikationsreak-
tion muss der Lymphknoten vom
umgebenden Fettgewebe befreit
und homogenisiert werden. Die
Amplifikation und Detektion der
CK19 mRNA wird vollautomatisch
vom einem Gerit (RD-100i)
durchgefiihre (Abb. 1). Das Geriit
ist einfach zu bedienen, so dass
molekularbiologische  Vorkennt-
nisse nicht notwendig sind. Die
Amplifikation erfolgt in 16 Minu-
ten iiber ein isothermes Verfahren
(RT-LAMP*) und kann auf dem
Gerit in ,Real-Time® iiberwacht
werden.

Die gesamte Analysezeit betrigt
etwa 30 Minuten, vom Eintreffen
des Lymphknotens bis zum Ab-
schluss der Reaktion.

Der OSNA-Test bestimmt quan-
titativ die Menge an CK19 mRNA,
die direkt mit der Gréfle der Meta-
stasen korreliert. Da der Test die
Untersuchung des Lkompletten
Lymphknotens  erlaubt,  wird
mittels OSNA die tatsichliche
Grofle der metastatischen Herde in
einem Lymphknoten analysiert;
d. h. es wird zwischen Makro- und
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Mikrometastasen bzw. fehlenden
Metastasen unterschieden. Die
Ergebnisse sind in drei Kategorien
dargestellt: Makrometastasen
(++), Mikrometastasen (+) und
negative Lymphknoten (=), so dass
eine direkte intraoperative Ent-
scheidung erméglicht wird.

Studien Design in Kiel

Die OSNA-Methode wurde bei uns
am Zentrum in Kiel an 342 Lymph-
knoten durchgefiithrt und mit einer
ausfiihrlichen histopathologischen
Untersuchung verglichen. Zu die-
sem Zweck wurden die Lymph-
knoten von axilliren Dissektionen
unmittelbar nach der Entnahme
geviertelt und je zwei Viertel histo-
pathologisch bzw. molekularbiolo-
gisch untersucht (Abb. 2). Fiir die
histopathologische Vergleichsme-
thode wurden in fiinf Stufen jeweils
drei Gewebeschnitte mit ¢cinem
Abstand von 100 pm angefertigt,
die mit H&E oder immunohisto-
chemisch (pan-Zytrokeratin-Anti-
kérper LUS und CK19-spezifischer
Antikérper) gefirbt wurden.

Ergebnisse

Der Vergleich zwischen OSNA und
der histopathologischen Unter-
suchung zeigte eine Ubereinstim-
mung der Methoden von 91,9 %
(316/344) und eine Sensitivitit von
98,1 %. Aufgrund des Vorhanden-

seins von kleineren Metastasen in

nur einem Gewebesegment ist ein
bestimmter Prozentsatz an diskor-
danten Ergebnissen zu erwarten.
Zur Bestitigung dessen wurde in
den diskordanten Fillen der kom-
plette Lymphknoten in 100 pm-
Stufen aufgearbeitet, um alle even-
tuell vorliegenden Mikrometasta-
sen zu detektieren. Des Weiteren
wurde eine QRT-PCR zum Nach-
weis der mRNA von drei Marker-
genen durchgefiihrt, die entweder
spezifisch fiir Epithel- oder Tumor-
zellen sind (CK19, SPDEF- und
FOXAT1) sowie ein Western Blot,
um das CK19-Protein nachzuwei-
sen. Auf diese Weise konnten 14
diskordante Ergebnisse eindeutig
mit einer ungleichen Metastasen-
verteilung erklirt und von der Ana-
lyse ausgeschlossen werden. Nach
Ausschluss der diskordanten Fille
wurde somit eine Konkordanz von
95,7 %, eine Spezifitit von 96,5 %
und eine Sensitivitit von 100 %
erreicht. In den iibrigen diskordan-
ten Fillen konnte entweder keine
intakte RNA mehr aus dem OSNA-
Lysat isoliert werden bzw. war es
nicht auszuschlieflen, dass in den
verworfenen 100 wm-Stufen Meta-
stasen unentdeckt blieben.

Résumé

Die Ergebnisse dieser Studie zei-
gen, dass OSNA —basierend auf der
Detektion von CK19 mRNA - eine
exzellente automatisierte und stan-
dardisierte Methode zur intraope-
rativen Detektion von Lymphkno-
tenmetastasen beim Mammakarzi-
nom darstellt. Durch den Einsatz
von OSNA konnte die Anzahl an
Zweitoperationen weiter reduziert
werden. Wir werden bei uns in Kiel
zukiinftig OSNA im intraoperativen
routinemifBigen Einsatz im Rah-
men des Sentinelkonzeptes testen.

* RT-LAMP = Reverse transcription
loop-mediated isothermal amplifica-
tion; licensed under the agreement
with EIKEN CHEMICAL CO.: LTD
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