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OSNA?® fur die Lymphknotenanalyse
beim Kolonkarzinom - Verbessertes Staging
durch optimierte Bestimmung des Nodalstatus

Der Lymphknotenstatus ist der wichtigste prognostische
Faktor und Stagingparameter bei der Behandlung von Darm-
krebs. Fir Patienten, deren Lymphknoten keinen Metastase-
befall aufweisen, ist gemal der Therapierichtlinien eine
adjuvante Chemotherapie nicht indiziert. Ausgenommen
hiervon sind Hochrisikopatienten, bei denen eine adjuvante
Chemotherapie erwogen werden kann. Ein korrektes Staging
ist daher malRgeblich, um im Hinblick auf den einzelnen
Patienten die optimalen klinischen Entscheidungen treffen
zu kdnnen.

Fur die Beurteilung des Lymphknotenstatus beim Kolon-
karzinom ist, basierend auf den derzeitigen Richtlinien, die
Begutachtung von mindestens 12 Lymphknoten empfohlen.
Bei der postoperativen histopathologischen Aufarbeitung
ist die mikroskopische Untersuchung einer Schnittstufe
des Lymphknotengewebes nach HE-Farbung allgemeiner
Standard. Bis zu 30 % der im Stadium Il klassifizierten
Patienten erleiden jedoch innerhalb von 5 Jahren nach der
Operation ein lokales Rezidiv oder es kommt zu Fern-

metastasen, was zu deutlich schlechteren Uberlebens-
raten fuihrt [1]. Dies kbnnte ein Hinweis darauf sein, dass
bei einer relevanten Anzahl von Patienten - bedingt durch
den geringen Gewebeanteil, der analysiert wird - Metas-
tasen in Lymphknoten tibersehen werden. Basierend auf
erheblichen falsch-negativ Raten (11-24 % [2] ), werden
diese Patienten in einem zu niedrigen Krebsstadium klassi-
fiziert mit den entsprechenden Konsequenzen fiir weitere
Therapieentscheidungen.

Beim Kolonkarzinom hat sich das Konzept der Wachterlymph-
knoten-Biopsie (SLN-Biopsie) aufgrund der hohen falsch
negativ Raten bis dato noch nicht etabliert. Ebenso ist die
eingehende Untersuchung aller resezierten Lymphknoten
durch histologische Aufarbeitung in Serienschnitten oder
mittels IHC-Farbung (Ultrastaging) zeit- und kostenintensiv
und daher nicht Teil der Routinepraxis.
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Abb. 1: OSNA® Ablaufplan

Lymphknotenanalyse mit OSNA®

Das molekulardiagnostische Testverfahren OSNA® (One
Step Nucleic-Acid Amplification), das beim Mammakarzinom
bereits zum Nachweis von Lymphknotenmetastasen
eingesetzt wird, stellt eine optimale Losung fur die intensive
Analyse des Lymphknotenstatus bei Patienten mit Kolon-
karzinom dar und ermdglicht ein verbessertes Staging.
OSNA® ist ein automatisiertes Analyseverfahren und basiert
auf einer Technologie zur schnellen Amplifizierung von
Nukleinsduren (RT-LAMP*). Es ermdglicht die Bestimmung
der zelluldren Zytokeratin 19 (CK19)-mRNA-Expression.
CK19 ist als Epithelzellmarker im tumorfreien Lymphknoten-
gewebe nicht nachweisbar. Das Lymphknotengewebe wird
in einem einfachen Schritt homogenisiert. Im Anschluss
an einen kurzen Vorbereitungsschritt werden die Proben
im RD-100i, einem automatisierten Echtzeit-System,
analysiert. Bis zu vier Proben kénnen parallel bearbeitet
werden. Die Ergebnisse stehen nach etwa 30 Minuten zur
Verfligung (Abb. 7).
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In direkter Abhangigkeit von der gemessenen CK19-mRNA-
Kopienzahl erhdlt man die Ergebnisse in drei Kategorien
(++, +, -). Dies ermdglicht nicht nur die Unterscheidung
von positiven und negativen Ergebnissen, sondern gibt
einen Hinweis auf die GrRe der Metastasen. Da OSNA® die
Analyse des ganzen Lymphknotens ermdglicht, bietet die
Methode ein hohes Maf3 an Sensitivitat und somit eine
zuverldssige Grundlage fir klinische Entscheidungen.

m hohere Sensitivitat im Vergleich zu
herkdmmlichen Methoden
m automatisiertes und standardisiertes Verfahren
m verbessertes Staging
m schnellere Verfuigbarkeit der Ergebnisse,
sofern gewlinscht auch intraoperativ
m reduzierter Arbeitsaufwand flr das pathologische Labor

* RT-LAMP = Reverse transcription loop-mediated isothermal amplification, lizensiert von Eiken Chemical Co., Ltd



Klinische Validierungsstudien

und deren Ergebnisse

Die Eignung von CK19 als Marker wurde bereits in der
Entwicklungsphase aufgeziegt. Die Expressionsrate von
CK19 wurde im Vergleich zu anderen potentiellen Markern
anhand histopathologisch positiver und negativer Lymph-
knoten untersucht (Abb. 2). Dabei erwies sich CK19
aufgrund seiner hohen Sensitivitdt und Spezifitat als
geeigneter Marker zur Detektion von Lymphknotenmetas-
tasen beim Kolonkarzinom.
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Abb. 2: Analyse von 28 positiven Lymphknoten von 19 Patienten und
38 negativen Lymphknoten von 11 pNo Patienten

In den Validierungsstudien [3-5] wurde OSNA® mit einer sehr
ausfuhrlichen histopathologischen Untersuchung verglichen.
Dazu wurden die Lymphknoten in 4 Scheiben geschnitten.
Zwei alternierende Scheiben wurden mit OSNA® analysiert,
die beiden Vergleichsproben fixiert und histologisch auf-
gearbeitet. Fur jede Scheibe wurden Schnitte in finf Stufen
im Abstand von 200 pm angefertigt. Die Analyse von
insgesamt etwa 1.000 Lymphknoten ergab die folgenden
Daten fiir die OSNA®-Methode:

Konkordanzrate 96.7 %
Sensitivitat 95.0%
Spezifitat 97.1 %

Im Rahmen einer japanischen Studie wurden 136 Lymph-
knoten von pNO-Patienten analysiert und die Spezifitat des
OSNA®-Verfahrens bestitigt [4].
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Abb. 3: Analyse von 136 Lymphknoten von pNO-Patienten

Die CK19-mRNA-Kopienzahl lag bei allen Proben deutlich
unter dem Cut-off-Wert und ergab eine Spezifitdtsrate von
100 %. Damit kann das Risiko falsch-positiver Ergebnisse
nahezu ausgeschlossen werden (Abb. 3). In den Validierungs-
studien ergaben sich erste Hinweise auf das Upstaging-
Potenzial der Methode. In einer weiteren klinischen Studie,
die gerade abgeschlossen wurde und deren Daten in Kiirze
verdffentlicht werden, konnte dies bestatigt werden. Die
Lymphknotenanalyse von pNO Patienten mit OSNA® fiihrte
im Vergleich zur herkdmmlichen histologischen Untersu-
chungsmethode zu einer Upstaging-Rate von etwa 26 %.



OSNA?® in der klinischen Routine

Die einfache Vorbereitung der Proben in Verbindung mit
der hohen Reaktionsgeschwindigkeit gewahrleisten ein
HoéchstmalR an Flexibilitat beim routineméaRigen Einsatz
des Systems. Optional kdnnen bei Anwendung der Senti-
nelbiopsie eine intraoperative Analyse der Sentinellymph-
knoten (lokalisiert durch in-vivo-Mapping), die postoperative
Untersuchung der Sentinellymphknoten (ex-vivo-Mapping)
sowie das Ultrastaging multipler Lymphknoten durchge-
fuhrt werden.

Intraoperative In-vivo- bis zu 4 LN
Analyse SLN-Mapping innerhalb von 40 Minuten
Postoperative Ex-vivo- bis zu 4 LN
Analyse SLN-Mapping innerhalb von 40 Minuten
Postoperative Lymphknoten, 12 LN oder mehr
frisch oder .
Analyse innerhalb von 2 Stunden
gefroren
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Mit dem OSNA®-System steht ein optimiertes Testverfah-
ren flr die verschiedenen klinischen Anforderungen zur
Verfugung, die dem Ziel dienen, das Staging zu verbessern
und optimale klinische Entscheidungen fiir Patienten mit
Kolonkarzinom zu erméglichen.

m schnelle und prazise Ergebnisse

m optimiertes Staging und Patientenmanagement
m zuverldssige Basis fur klinische Entscheidungen
m schnellerer Therapiebeginn
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