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La biopsia del linfonodo sentinella si sta rapida-
mente affermando come la procedura chirurgica 
d’elezione per pazienti affette da carcinoma mam-
mario in stadio precoce con linfonodi clinicamente 
negativi. L’analisi intraoperatoria tradizionale del 
linfonodo sentinella (SLN) è stata finora eseguita 
effettuando sezioni congelate oppure tramite 
analisi citologia di imprint con rapida colorazione 
E-E (ematossilina ed eosina). La sensibilità di 
questi metodi istopatologici non è particolamente 
elevata, e dipende dal numero di sezioni e livelli 
che si analizzano. Infatti, soltanto una piccola  
proporzione del tessuto linfonodale può essere 
esaminata in dettaglio durante la fase intra-opera-
toria. Di conseguenza, esiste un rischio considere-
vole di ottenere risultati falsi negativi che possono 
essere identificati soltanto da un successivo 
esame post-operatorio.

OSNA (One Step Nucleic Acid Amplification,  
amplificazione in un’unica fase degli acidi nucleici) 
è una procedura diagnostica già affermata su ampia 
scala che, per la prima volta, consente l’analisi 
dell’intero linfonodo durante la fase intra-opera-
toria. È possibile prendere una decisione clinica 
definitiva, sicura ed informata, senza la necessità 
di ricorrere a un secondo intervento chirurgico 
oppure ad un’analisi istopatologica postoperatoria 
di conferma.



Tecnologia avanzata
OSNA è un saggio di dosaggio diagnostico molecolare automatiz-
zato che utilizza una tecnologia di amplificazione rapida degli acidi 
nucleici (RT-LAMP*) per rilevare il livello di espressione di mRNA 
della citocheratina 19 (CK19). La citocheratina 19 è un marcatore 
delle cellule epiteliali normalmente non presente nel tessuto dei 
linfonodi. La quantità di mRNA della CK19 è correlata alle dimensioni 
dei foci metastatici. La base per la valutazione del risultato del 
paziente è una curva standard con tre diversi calibratori. 

Selezione del marcatore
Durante lo sviluppo del metodo OSNA, Sysmex ha selezionato 45 
mRNA di marcatori candidati, da una banca dati pubblica dell’espres- 
sione del gene umano. I criteri di selezione sono stati l’elevato 
livello di espressione dell’mRNA nei tessuti della ghiandola mam-
maria in abbinamento con l’espressione minima o assente nel  
normale tessuto del linfonodo. Il rapporto del livello di espressione 
di mRNA di questi marcatori è stato valutato utilizzando linfonodi 
istopatologicamente positivi e negativi (Fig. 1 a+b).

Test di 45 geni di marcatori potenziali

Fig. 1a Rapporto di espressione di mRNA tra linfonodi istopatologicamente 
positivi e negativi

Fig. 2 Espressione di mRNA di marcatori nei linfonodi istopatologicamente 
positivi e negativi

*	RT-LAMP = amplificazione isotermica mediata da loop a trascrizione inversa; 
	 utilizzo della licenza su autorizzazione di Eiken Chemical CO., LTD

In una seconda fase, i sette marcatori candidati più promettenti 
con livello elevato di espressione di mRNA in linfonodi positivi a 
metastasi ed espressione minima in linfonodi negativi, sono stati 
ulteriormente valutati in un numero maggiore di linfonodi (Fig. 2).

Di conseguenza, la CK19 è stato identificato come il marcatore più 
idoneo, mostrando elevati livelli di espressione di mRNA in linfo-
nodi metastatici e bassi livelli di espressione in linfonodi non me-
tastatici, offrendo un potenziale di elevata sensibilità e la capacità 
di discriminare i linfonodi metastatici da quelli non metastatici.

Fig. 1b Espressione di mRNA di ciascun marcatore nei linfonodi 
istopatologicamente positivi

FOXA1 (proteina forkhead box A1), SPDEF (pointed domain SAM contenente fattore di 
trascrizione ETS), CEA (antigene carcino-embrionario), TACSTD2 (trasduttore 2 del segnale 
del calcio associato al tumore), MGB1 (mammoglobina1), MUC1 (mucina1)

	 CK19	 FOXA1	 SPDEF	 CEA	 MGB1	 TACSTD2	 MUC1	
+	 –	 +	 –	 +	 –	 +	 –	 +	 –	 +	 –	 +	 –	



L’amplificazione indesiderata del DNA genomico viene evitata dalla 
precipitazione del DNA a basso pH (3,5) durante la preparazione 
dei campioni e dalla temperatura di reazione isotermica di 65°C.

Tecnologia RT-LAMP 
L’innovativa tecnologia di amplificazione «RT-LAMP» è una rapida 
procedura isotermica che presenta numerosi vantaggi rispetto ai 
metodi di amplificazione PCR tradizionali. La reazione di amplifica-
zione avviene in 16 minuti, senza richiedere alcuna estrazione e 
preventiva purificazione dell’RNA. Le condizioni per la prepara-
zione dei campioni e la particolare struttura del primer sono appo-
sitamente studiate per garantire elevata specificità ed evitare risul-
tati falsi positivi.

In RT-LAMP si utilizzano sei diversi primers, scelti appositamente 
al fine di evitare l’amplificazione degli pseudogeni della CK19 o dei 
loro trascritti, nonché accelerare la reazione del dosaggio.

Tutti i reagenti sono pronti per l’uso. 

I coloranti blu o i colloidi marcati con radioisotopi utilizzati 
nell’identificazione del SLN non interferiscono con la reazione 
OSNA.

Fig. 3 Monitoraggio della reazione in tempo reale

■	 procedura isotermica a 65°C
■	 reazione veloce (16 minuti)
■	 non occorre purificazione dell’RNA
■	 nessuna amplificazione indesiderata di pseudogeni 
	 e DNA genomico
■	 elevata specificità dovuta a 6 diversi primer

Il processo viene monitorato in tempo reale nel sistema automatico 
di amplificazione e rilevamento RD-100i. I risultati sono disponibili in 
circa 30–45 minuti, a seconda del numero di SLN analizzati (Fig. 3).
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Studi di validazione e dati clinici 
Il metodo OSNA è stato valutato in numerosi studi multicentrici 
condotti in diversi paesi [1–5]. In ciascuno di questi studi, OSNA 
è stato posto a confronto con un esame istopatologico approfon-
dito. Dai linfonodi sono state tagliate 4 sezioni di 1 o 2 mm di spes-
sore. Le sezioni sono state utilizzate alternativamente al dosaggio 
OSNA oppure sottoposte a esame istologico multilivello su sezioni 
permanenti. Sono state prelevate sezioni da 5 livelli con porzioni di 
cute di 100, 200 o 250 µm.

Per riassumere, sono stati analizzati 2313 linfonodi e ottenuti i 
seguenti dati di prestazione:

I risultati di tutte le valutazioni cliniche mostrano che l’mRNA della 
CK19 è un eccellente marcatore molecolare per la rivelazione  
di metastasi dei linfonodi nel carcinoma mammario. In conclu-
sione, il dosaggio tramite il metodo OSNA può essere applicato 
come strumento diagnostico per il rilevamento rapido delle meta-
stasi nei campioni bioptici dei linfonodi sentinella, prelevati da 
pazienti con carcinoma mammario.

È conforme alla direttiva europea per la diagnostica in vitro 
98/79/CE (marchio CE-IVD) e quindi interamente approvato per 
uso diagnostico nell’intera UE.
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Tabella 1 L’analisi di 144 linfonodi derivanti da 60 pazienti pN0 ha mostrato 
una specificità del 100%

Come parte dello studio giapponese, si è potuto dimostrare che 
la specificità di OSNA in pazienti pN0 (144 linfonodi analizzati) è 
stata del 100 % (Tabella 1).

Tasso di concordanza 			   96.5%

Sensibilità 				    95.6%

Specificità				    96.7%

Il numero di copie di mRNA della CK19 dei linfonodi negativi analiz-
zati in questo studio di specificità è stato sensibilmente inferiore 
rispetto al valore di cut-off del dosaggio OSNA. Ciò indica chia-
ramente che si può quasi escludere il rischio di risultati falsi 
positivi (Fig. 4).

Fig. 4 Distribuzione del numero di copie dell’mRNA della CK19 di 144  
linfonodi prelevati da 60 pazienti pN0
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RD-100i

sistema di rilevamento RD-100i dell’amplificazione genica
OSNA (One Step Nucleic Acid Amplification, amplificazione in un’unica fase degli acidi nucleici) 
mRNA della CK19 
RT-LAMP (amplificazione isotermica mediata da loop della transcriptasi inversa)
variazione della luce trasmessa causata dalla precipatazione di pirofosfato di magnesio a seconda 
del grado della reazione
CK19 Q (risultato qualitativo per la CK19)
CK19 (tempo di salita della CK19)
CK19 C (concentrazione dell’mRNA della CK19)
4 campioni/ lotto
50 –600 mg
2 µL
LYNORHAG, reagente di omogeneizzazione
LYNOAMP BC, reagente di amplificazione 
Tutti i reagenti pronti per l’uso 
2000 campioni
controllo positivo e negativo
180 punti di controllo dati/file
collegamento computer host (RS232, LAN)
collegamento stampante (USB)

596 x 548 x 622

circa 66 kg 

Strumento
Metodo
Parametro
Tecnologia
Rilevamento

Parametri visualizzati 

Cadenza analitica
Range tessuto/campione
Volume campione
Reagenti

Salvataggio dati
Controllo Qualità

Interfacce

Dimensioni dell’analizzatore 
l x h x p [mm]

Peso dell’analizzatore

Eventuali variazioni potrebbero essere dovute a ulteriore sviluppo del prodotto.
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SNSC opzionale con il Servizio «Sysmex Service Agent» e l'accesso remoto.
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