Medycyna Ogdlna i Nauki o Zdrowiu, 2015, Tom 21, Nr 2, 120-124
www.monz.pl

PRACA POGLADOWA

Jednostopniowa amplifikacja kwasow
nukleinowych (ang. One-Step Nucleic Acid
Amplification - OSNA) - nowa metoda
wykrywania przerzutéw guzéw litych do
weztéw chtonnych

Krzysztof Kaczka', Anna Grzegory', Lech Pomorski’
' Klinika Chirurgii Ogdlnej i Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w todzi, Zgierz

Kaczka k, Grzegory A, Pomorski L. Jednostopniowa amplifikacja kwaséw nukleinowych (ang. One-Step Nucleic Acid Amplification — OSNA) —
nowa metoda wykrywania przerzutéw guzéw litych do weztéw chtonnych. Med Og Nauk Zdr. 2015; 21(2): 120-124. doi: 10.5604/20834543.1152906

I Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy. Zadna ze stosowanych metod oceny weztéw chtonnych nie jest idealna. Wada pooperacyjnego
badania histopatologicznego jest dtugi czas oczekiwania na wynik. W przypadku dodatniego wyniku pooperacyjnego
badania histopatologicznego wezta wartowniczego zachodzi konieczno$¢ przeprowadzenia drugiego zabiegu opera-
cyjnego. Czes¢ przerzutéw mniejszych niz 2 mm moze zosta¢ przeoczona w rutynowym badaniu histopatologicznym.
Z kolei, badanie mrozakowe przy stosunkowo wysokiej swoistosci ma nizszg niz badanie pooperacyjne czutos¢. Badania
molekularne zwykorzystaniem technik PCR, przy wysokiej czutosci, charakteryzuja sie nizsza swoistoscia. Ponadto techniki
PCR, poza badaniem w czasie rzeczywistym, nie nadajg sie do wykorzystania jako badanie srédoperacyjne ze wzgledu na
dtugi czas oczekiwania na wynik. Jedna z nowych metod oceny weztéw chtonnych w guzach litych jest badanie OSNA.
Artykut podsumowuje swiatowe doniesienia dotyczace zastosowania tej techniki w ocenie weztéw chtonnych pacjentéw
z guzami litymi.

Opis stanu wiedzy. Badanie OSNA polega na amplifikacji mRNA cytokeratyny 19 (CK19). W chwili obecnej badanie to jest
czesto wykonywane w badaniu weztéw chtonnych u pacjentéw z rakiem piersi. W tym przypadku srédoperacyjna ocena
weztéw chtonnych wartowniczych za pomocg metody OSNA pozwala na podjecie decyzji o koniecznosci lub zaniechaniu
wykonania limfadenektomii. W innych nowotworach zastosowanie metody OSNA podlega ewaluacji w licznych badaniach
klinicznych.

Podsumowanie. Metoda OSNA by¢ moze stanie sie rutynowa technikg oceny weztéw chtonnych. Przy stosunkowo wy-
sokiej czutosci pozwala ona na ocene weztéw chtonnych w czasie 30 minut, co umozliwi wykorzystanie jej jako badania

srodoperacyjnego.

I Stowa kluczowe

jednostopniowa amplifikacja kwaséw nukleinowych, przerzuty, wezty chtonne, guzy lite

WPROWADZENIE | CEL PRACY

Ocena obecnosci przerzutéw do weztéw chlonnych u pa-
cjentéw z guzami litymi stanowi wazny element procesu
diagnostyczno-terapeutycznego. Pozwala na ustalenie wlas-
ciwego stopnia zaawansowania klinicznego choroby, a co za
tym idzie podjecie leczenia dostosowanego do konkretnego
pacjenta. Usuwanie weztéw chtonnych moze powodowa¢
powiktania takie jak: obrzeki, bolesnos¢, ograniczenie rucho-
moéci pobliskich stawdw. Moze to znaczgco obnizy¢ jakos¢
zycia chorego. Dlatego od wielu lat poszukuje si¢ metod, za
pomoca ktérych, z jednej strony mozna by z pewnoscig usu-
nac razem z guzem wszystkie zajete przez nowotwor wezly
chlonne, z drugiej jednak strony nie pozbawiaé pacjenta
wezlow wolnych od komérek nowotworowych. W tym celu
wprowadzono biopsje¢ wezla wartowniczego (ang. sentinel
lymph node biopsy — SLNB). R. Cabanas w 1977 r. w pracy
dotyczacej raka pracia przedstawil ide¢ wykonywania biopsji
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wezla wartowniczego [1]. Teorie wezta wartowniczego mozna
zastosowa¢ w innych nowotworach. W latach osiemdzie-
sigtych ubieglego wieku Morton opracowal metode limfo-
scyntygrafii, dzigki ktorej mozliwe jest okreslenie lokalizacji
wezla wartowniczego w czerniaku [2]. Nastepnie znaleziony
w ten sposob wezel chlonny nalezy oceni¢ pod katem obec-
noéci przerzutéw. Mozna w tym celu wykorzysta¢ badanie
histopatologiczne, ewentualnie w potgczeniu z badaniem
immunohistochemicznym. W klasycznym badaniu histo-
patologicznym mozna nie znalez¢ przerzutéw mniejszych
niz 2mm, co moze prowadzi¢ do niedoszacowania zaawan-
sowania nowotworu (ang. downstaging) i ewentualnego nie-
dostatecznego leczenia [3].

Podjecie decyzji o usunigciu weztéw chtonnych w trakcie
jednego zabiegu operacyjnego umozliwia badanie mroza-
kowe. Jednakze ocena $rédoperacyjna, w poréwnaniu z ba-
daniem pooperacyjnym tego samego wezta wartowniczego,
przy wysokiej swoistosci (99%) ma stosunkowo niska czutoé¢
(57-74%) [4]. U czesci pacjentéw ponowna operacja jest ko-
nieczna mimo negatywnego wyniku badania §rédoperacyj-
nego. Wezty chfonne moga by¢ takze oceniane za pomocg
metod molekularnych, w szczegdlnosci przy uzyciu réznych
odmian tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerase
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chain reaction- PCR). Badanie ilo$ciowe qRT-PCR (quan-
titative reverse transcriptase — polymerase chain reaction
gRT-PCR) polega na amplifikacji swoistego dla danego no-
wotworu markera wyizolowanego z materialu z pobranego
wezta chlonnego [5]. W ten sposdb ocenia si¢ materiat z ca-
tego wezta chlonnego, a nie tylko jego czes$¢, co moze mieé
miejsce w przypadku badania histopatologicznego — zdarza
sie pominigcie czesci wezta chlonnego, w ktdrej znajduja
sie komdrki nowotworowe. Metoda qRT-PCR okresla ilos¢
mRNA danego markera na podstawie stopnia natezenia
fluorescencji znacznika (tj. produktu ubocznego reakcji)
uwalnianego i pobudzanego do $wiecenia w trakcie taczenia
sie poszukiwanego mRNA z komplementarnym do niego
DNA(cDNA). Natezenie fluorescencji musi by¢ w przypadku
komorek nowotworowych wyzsze od okreslonego poziomu
progowego odpowiadajacego fizjologicznej ekspresji mRNA
w komorkach wezla chlonnego. Okazuje si¢ jednak, ze qRT-
-PCR, przy czuloécirzedu 78-96%, charakteryzuje si¢ nizsza
w poréwnaniu z srodoperacyjnym badaniem histologicznym
swoistoscig [6]. Jedng z najnowszych technik stosowanych
do $rédoperacyjnej oceny wezldéw chlonnych jest metoda
OSNA. Celem pracy jest podsumowanie §wiatowych donie-
sient dotyczacych zastosowania metody OSNA u pacjentow
z nowotworami: rakiem piersi, jelita grubego i zotadka, ptuca
oraz rakami z obszaru glowy i szyi.

OPIS STANU WIEDZY

Metoda OSNA polega na amplifikacji mRNA cytokeratyny
19 (CK19). CK19 jest biatkiem o masie molekularnej 40 kDa,
zaliczanym do grupy cytokeratyn typu I, czyli cytokeratyn
kwasowych. Biatko to zostalo zidentyfikowane jako najlepszy
marker guzoéw litych, poniewaz charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem ekspresji w weztach chtonnych z obecnymi prze-
rzutami i niski poziom ekspresji w weztach bez przerzutéw
[7]. Najpierw pobrany material z wezta jest poddany homo-
genizacji w specjalnym roztworze buforowym, a nastepnie
krétkiemu odwirowaniu. Tak przygotowany produkt pod-
daje sie petlowej amplifikacji w stalej temperaturze z wy-
korzystaniem odwrotnej transkrypcji (RT-LAMP - rever-
se-transcription loop-mediated isothermal amplification),
wedlug oryginalnej metodyki opracowanej przez Notomi
i wsp. [8].Wykorzystuje ona sze$¢ réznych primerdw, ktore
sa zaprojektowane specjalnie do rozpoznania o§miu odreb-
nych regionéw na matrycy. Primery sg tak zaprojektowane,
aby wykluczy¢ mozliwos¢ amplifikacji pseudogenéw CK19.
Obecno$¢ takich niepozadanych produktow reakcji mogta-
by spowodowa¢ uzyskanie wynikow falszywie dodatnich.
Ponadto, prawdopodobienstwo wystgpienia niepozadanej
amplifikacji genomowego DNA jest zredukowane do zera,
dzieki niskiemu pH $rodowiska reakcji (pH=3,5) oraz izo-
termicznej temperaturze. Specyficznos¢ primeréw pozwala
na przebieg calej reakcji amplifikacji w statej temperaturze
(65°C) [9, 10]. Odréznia to metode OSNA od technik PCR,
gdzie trzy etapy amplifikacji przebiegaja w trzech réznych
temperaturach. Umozliwia to skrécenie badania do 16 minut
przy statej temperaturze 65°C. Taka temperatura zapobiega
jednoczesnej amplifikacji DNA obecnego w materiale. Ilo§¢
badanego mRNA okre$la sie za pomocg oceny metnosci roz-
tworu (liczonej w nefelometrycznych jednostkach metnosci),
ktéra powstaje na skutek wytracania pirofosforanu mag-
nezu, produktu ubocznego amplifikacji mRNA CK19 [11].

W przeciwienstwie do badan histopatologicznych, OSNA
jest procedura wysoce zautomatyzowang, wystandaryzo-
wang i niezalezna od badacza. Specjalnie skonstruowany do
odczytywania wynikéw aparat RD-100i (Sysmex Japonia)
podaje wynik metoda poétilosciowq. Za pomocg minusa (-)
okresla rezultat, jesli w materiale znajduje si¢ mniej niz 250
kopii mRNA CK19 na pl. Taki wynik wyklucza obecnos¢
komoérek nowotworowych w danym materiale. Za pomo-
cg (+) oznacza liczbe kopii, ktora miesci sie w przedziale
250-5000 kopii/pL, co sugeruje obecnos¢ mikroprzerzutow
do badanego wezta chlonnego), a (++) liczbe kopii > 5000/
uL - wynik typowy dla makroprzerzutow. Waga probek
wezlow nie powinna przekraczac 0,6g. Jesli wezel jest ciez-
szy, nalezy go rozkawatkowac i w oddzielnych fragmentach
podda¢ amplifikacji caly material. Jak dotad, w literaturze
opisano zastosowanie OSNA w ocenie wezléw chtonnych
w raku piersi, jelita grubego, zoladka, ptuc oraz glowy i szyi.

Rak piersi

Jako pierwszy, zastosowanie techniki OSNA w raku piersi
opisat Tsujimoto z wsp. w 2007r. [12]. Na podstawie metody
qRT-PCR do badan metoda OSNA wybrano cytokeratyne
19 - CK19. W czeéci klinicznej badania wezet chtonny zo-
stal podzielony na 4 reprezentatywne fragmenty, z ktérych
dwa oceniono histopatologicznie i immunohistochemicznie,
a dwa pozostale, potozone naprzemienne, do badania metodg
OSNA. Wskaznik zgodnosci wynikéw §rédoperacyjnego ba-
dania histopatologicznego i badania OSNA wynidst 98,2% dla
wszystkich wezléw chtonnych, w tym dla 96,4% dla weztow
wartowniczych. W grupie 144 weztéw bez wykrytych prze-
rzutéw w badaniu histopatologicznym metoda OSNA nie data
anijednego wyniku falszywie dodatniego. Wedtug Tsujimoto
i wsp. badanie polowy wezta wartowniczego metoda OSNA
jest rownie wiarygodne, co badanie §rédoperacyjne. Podobne
badania, ale na wiekszym materiale (346 weztéw chlonnych
pochodzacych od 32 pacjentek), prowadzit Visser i wsp. [13].
Wykryto 18 przypadkéw niezgodno$ci wynikéw badania hi-
stopatologicznego i metody OSNA. W przypadku 15 weztow
chlonnych uzyskano dodatni wynik badania molekularnego
mimo ujemnego rezultatu badania histopatologicznego. Z ko-
lei w przypadku 3 probek wynik otrzymany metodag OSNA
byt ujemny mimo pozytywnego wyniku badania histopato-
logicznego. Tym samym wspotczynnik zgodno$ci miedzy
$rédoperacyjnym badaniem histopatologicznym i badaniem
OSNA wynosil 94,8%, natomiast czuto$¢ i swoistos¢ techniki
OSNA wynosity odpowiednio: 95,3% i 94,7%. We wszyst-
kich przypadkach niezgodno$ci badania histopatologicznego
i OSNA zastosowano dodatkowo badanie qRT-PCR i Western
Blot. W przypadku 7(2,02%) wezldéw niezgodnos¢ wynikow
uzasadniono bfedem pobrania. Do jednego z badan - histo-
patologicznego lub OSNA -trafita cz¢$¢ wezta zawierajaca
przerzut, a do drugiego badania czes¢ wezta bez komoérek
nowotworowych. Natomiast w 11(3,02%) weztach chlonnych
potwierdzono niezgodno$¢ miedzy badaniami. Tym samym
wskaznik zgodno$ci miedzy badaniem OSNA a badaniem
histopatologicznym wynosit 94,8%. Po wykluczeniu przy-
padkéw niezgodnosci wynikajacych z bledu pobrania uzy-
skano 96,8% zgodnosci wynikéw miedzy badaniem OSNA
abadaniem histopatologicznym. Obliczona ponownie czulo$¢
i swoisto$¢ dla techniki OSNA wynosita odpowiednio 95,3%
197,1%. Ponadto ilo$¢ wykrytych kopii mRNA CK19 zalezala
od wielko$ci przerzutu okreslonej na podstawie badania hi-
stopatologicznego. Pie¢dziesiat (94,3%) z 53 weztdw uznanych
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w badaniu histopatologicznym za makroprzerzuty miato
wynik badania OSNA (++) (liczba kopii >5000/pL), pozo-
stale dwa (+) (liczba kopii miedzy 500 a 5000uL). Z jednego
wezta chfonnego przy dodatnim wyniku badania histopato-
logicznego uzyskano ujemny wynik badania OSNA. Podobne
poréwnanie badania OSNA z badaniem histopatologicznym
przeprowadzit Khaddage i wsp. [14]. Uzyskal réwnie wysokie,
co w badaniu Tsujimoto, wyniki wspoéfczynnika zgodnosci,
czutodci i swoistosci techniki OSNA.

W metaanalizie Cserni i wsp. uzyskano 96% zgodnos¢
wynikéw pomiedzy badaniem histopatologicznym wspo-
maganym immunohistochemig a badaniem OSNA [15]. Nie-
wielka liczba wynikow falszywie ujemnych wskazuje, w oce-
nie autoréw, na mozliwo$¢ stosowania techniki OSNA jako
badania §rédoperacyjnego. Wysoka czutos¢ badania OSNA
w wykrywaniu przerzutéw raka piersi potwierdzono takze
w innym badaniu [16]. Przy uzyciu tej techniki znaleziono
wiecej mikroprzerzutéw niz w badaniu mrozakowym we-
216w chlonnych podzielonych na dwumilimetrowe fragmen-
ty. Pacjenci po wezesniejszej jakiejkolwiek operacji gruczotu
piersiowego nie moga by¢ badani metodg OSNA. CK 19 jest
obecna w komorkach nablonka skéry. Podczas tworzenia
sie blizny komorki te migruja do wnetrza ciata. Zjawisko to
moze by¢ przyczyna falszywie dodatnich wynikéw badania
OSNA [17]. Jak wskazujg badania Guillen-Paredes i wsp.,
technika OSNA w przypadku raka piersi moze stanowi¢
warto$ciowa alternatywe dla standardowego pooperacyjne-
go badania histopatologicznego réwniez z ekonomicznego
punktu widzenia [18]. Autorka obliczyta, ze koszty generowa-
ne w przypadku zastosowania OSNA byly nizsze 0 319,99 €
na pacjenta. OSNA stata sie w Hiszpanii realng, alternatywna
dla standardowego badania histopatologicznego metoda
oceny wezléw chlonnych. Moze to ograniczy¢ negatywne
skutki reoperacji pacjentek z rakiem piersi.

Rak jelita grubego

W raku jelita grubego takze probuje sie stosowac jednostop-
niowg amplifikacje kwaséw nukleinowych. W przeciwien-
stwie do raka piersi, korzys$¢ z zastosowania tej metody nie
polega na uniknieciu dodatkowej operacji. By¢ moze OSNA
w raku jelita grubego pozwoli na precyzyjniejsza ocene stop-
nia zaawansowania nowotworu. Standardem w diagnostyce
raka jelita grubego jest pooperacyjna ocena co najmniej 12
weztéw chlonnych za pomocg barwienia hematoksyling
i eozyna. Klasyczne badanie histopatologiczne umozliwia
ocene jedynie poszczegdlnych fragmentéw wezla chlonne-
go. Duza czes$¢ wezla zostaje niezbadana. Jedli znajduja sie
w niej komorki nowotworowe, to mogg zostaé przeoczone.
Skutkuje to niedoszacowaniem stopnia zaawansowania no-
wotworu. Obecno$¢ komoérek nowotworowych w weztach
chtonnych stanowi podstawe do zakwalifikowania chorych
do III stopnia zaawansowania, a tym samym do obligato-
ryjnego stosowania chemioterapii adjuwantowej. Zwieksza
ona odsetek 5-letnich przezy¢ i zmniejsza odsetek nawrotow
[19]. Okreslenie obecnosci przerzutéw w weztach chtonnych
jest wiec kluczowe dla podjecia wlasciwej terapii. Jak szacuje
Croner, nawroty choroby wystepuja u ok. 20% pacjentéw,
u ktérych za pomoca badania histopatologicznego w weztach
chtonnych nie stwierdzono przerzutéw [20]. Liefers i wsp.
przebadali 192 wezty chtonne pochodzace od 26 pacjentéw
z rakiem jelita grubego w II stopniu zaawansowania, tj.
bez obecnosci przerzutéw w standardowym badaniu histo-
patologicznym [21]. Wezly oceniono za pomocg techniki

RT-PCR ukierunkowanej na poszukiwanie mRNA dla CEA.
Dodatni wynik badania molekularnego uzyskano u 14 (54%)
pacjentéw. Grupe badang obserwowano przez 5 lat. Piecio-
letni wskaznik przezycia wynosit 36% dla grupy z dodatnim
wynikiem badania RT-PCR i 75% dla grupy z wynikiem
ujemnym. Autorzy pracy podkre$laja, ze dodatni wynik
badania molekularnego moze §wiadczy¢ o obecnosci mikro-
przerzutdw i powinien by¢ wskazaniem do stosowania che-
mioterapii adjuwantowej. Croner i wsp. w 2010 r. jako pierwsi
ocenili wezly chlonne u pacjentéw z rakiem jelita grubego za
pomoca metody OSNA [22]. Sto osiemdziesiat cztery wezly
chlonne podzielono na 4 reprezentatywne czeéci. Dwie z nich
poddano ocenie za pomocg techniki OSNA, a dwa pozostate
przy uzyciu standardowego badania histopatologicznego.
Zgodne wyniki uzyskano w 176 (95,7%) weztach. Pozostate
wezly, z ktorych uzyskano rézne wyniki badania histopato-
logicznego i OSNA, poddano badaniu qRT-PCR. W badaniu
stwierdzono, ze w przypadku 3 weztéw niezgodno$¢ wyni-
kow byla spowodowana obecnoscig ognisk przerzutowych
tylko we fragmencie poddanemu badaniu molekularnemu
lub histopatologicznemu. Ostatecznie uzyskano zgodnos¢
wynikéw na poziomie 97,2% przy czulosci i swoistosci bada-
nia OSNA odpowiednio 94,9% i 97,9%. Podobne badanie, ale
na wigkszej grupie pacjentoéw, opublikowal rok pozniej Yama-
moto i wsp. [23]. Przebadano tacznie 506 wezléw chlonnych
od pacjentéw z rakiem jelita grubego. W pierwszym etapie
pracy udowodniono, ze ocena metodg OSNA nie powoduje
wzrostu liczby wynikow fatszywie dodatnich, w poréwnaniu
zbadaniem histopatologicznym. Wyniki takie niepotrzebnie
zwiekszaja odsetek chorych poddawanych chemioterapii na
skutek zawyzonego zaawansowania. W drugiej czesci bada-
nia poréwnano badanie OSNA z badaniem histopatologicz-
nym. Uzyskane wyniki byly zblizone do tych, ktére uzyskat
Croner i wsp. Wspétczynnik zgodnosci wynikéw wyniost
97,1%, czulo$¢ badania OSNA wynosita 95,2%, natomiast
swoisto$¢ 97,7%. Ponadto za pomocg badania OSNA udato
sie wykry¢ mRNA dla CK19 w komoérkach nowotworowych
uwszystkich pacjentow (niezaleznie od typu histologicznego
raka), nawet jesli za pomocg techniki qRT-PCR stwierdzono
niskg amplifikacje CK19 mRNA. W chwili obecnej nie ma
badan oceniajacych ryzyko wystapienia wznowy u chorych
z rakiem jelita grubego, ktorych wezly chlonne badano za
pomocg badania OSNA.

Rak zotadka

Badanie metodg OSNA prébuje sie takze wykorzysta¢ do
srodoperacyjnej oceny wezta wartowniczego w raku zotadka,
zwlaszcza w I stopniu zaawansowania (TINOMO) [24, 25,
26]. Yaguchi i wsp. opublikowali w 2011 r. wyniki swojego
badania [27]. Przebadano 162 wezly pobrane od 32 pacjentdw.
Kazdy wezel podzielono na 4 czeéci, z ktérych dwie oceniano
za pomocg badania histopatologicznego a dwie pozostale
zbadano za pomoca qRT-PCR i OSNA. Oceniono, ze CK19
jest najlepszym markerem dla badan molekularnych. Wspot-
czynnik zgodno$ci wynikéw miedzy badaniami wynosit
94,4% przy 88,9% czutoscii 96,9% swoistosci badania OSNA.
Poziom ekspresji mRNA CK19 byl wyraznie wyzszy w we-
zlach objetych przerzutami i korelowal z wielko$cig przerzu-
tu. U pieciu chorych badanie OSNA dafo wynik ujemny przy
dodatnim wyniku badania histopatologicznego. U 2 z nich
stwierdzono obecno$¢ mikroprzerzutdw, natomiast u 3 po-
zostalych obecnoé¢ izolowanych komérek nowotworowych.
Chorzy ci mieli stosunkowo niewielka (< 50 kopii/uL) liczbe
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kopii mRNA dla CK19. Wedlug ostatnio opublikowanej me-
taanalizy z czterech o$rodkoéw japonskich, czulos¢ badania
OSNA wraku zotadka jest poréwnywalna z badaniem histo-
patologicznym [28]. W badaniu oceniono 394 wezty chlonne
otrzymane od 61 pacjentéw. Zgodnos¢ wynikéw miedzy
metodg OSNA a badaniem histopatologicznym wynosila
94,2%, czulo$¢ i swoistos¢ badania OSNA odpowiednio
83,3% oraz 95,9%. Niezgodno$¢ zaobserwowano w przy-
padku 23 (5,8%) weztéw chlonnych. Byla ona spowodowa-
na umiejscowieniem komoérek nowotworowych tylko we
fragmencie wykorzystanym do OSNA i/lub niska ekspresja
mRNA CK19. Wedlug autoréw, metoda OSNA moze by¢
traktowana jako badanie uzyteczne w §rédoperacyjnej ocenie
wezlow chlonnych u pacjentéw z rakiem zotadka. W chwili
obecnej stosowanie techniki OSNA do oceny wezta wartow-
niczego w raku zoladka budzi kontrowersje, poniewaz nie
istnieje jednolity sposob rozprzestrzeniania sie przerzutow
w tym nowotworze. Szczeg6lnie jest to widoczne w wyzszych
stopniach zaawansowania guza [29].

Rak ptuc

Inoue i wsp. wykorzystali badanie OSNA do oceny weztow
chtonnych u pacjentéw z niedrobnokomoérkowym rakiem
pluc [30]. W pierwszym etapie pobrano 165 weztéw chlon-
nych od 49 pacjentéw. Za pomocg RT-PCR wyselekcjono-
wano dwa markery CKI9mRNA i CK7mRNA, ktére wy-
kazywaly najwicksze réznice ekspresji w weztach zajetych
przez przerzuty i wolnych od komoérek nowotworowych.
W dalszym etapie kazdy z weztéw chlonnych przebadano za
pomoca standardowego badania histopatologicznego w po-
tfaczeniu z badaniem immunohistochemicznym oraz metoda
OSNA. Zgodno$¢ miedzy badaniami wynosila 98,8% dla
CK19 oraz 96,4% dla CK7. Jeden wynik falszywie ujemny
otrzymany w badaniu OSNA wynikat z martwicy komoérek
nowotworowych. Z kolei jeden wynik falszywie dodatni ba-
dania molekularnego spowodowany byt obecnoscig komédrek
nowotworowych tylko we fragmencie poddanym badaniu
OSNA. Badanie wykazato, ze CK19 jest najlepszym marke-
rem. Dodatkowe okredlenie ekspresji CK7mRNA nie pod-
niosto czutoéci ani swoistosci. Metoda OSNA moze stanowié
skuteczne narzedzie diagnostyczne weztéw chionnych w raku
niedrobnokomérkowym ptuc. Hayama M. i wsp. w pracy
z 2013 r. badali zastosowanie metody OSNA u pacjentéw
z niedrobnokomoérkowym rakiem pluc [31]. Analizowano
149 weztéw chlonnych pobranych w czasie lobektomii od
20 pacjentéw. Z grupy badanej wyltgczono chorych, ktérzy
otrzymywali chemio- lub radioterapie. Rozbiezno$ci miedzy
wynikiem OSNA i badania histopatologicznego stwierdzono
w 4 stacjach weztéw chlonnych. Przeprowadzono dodatko-
we badanie histopatologiczne skrawkéw o grubosci 1 mm
wybarwionych H&E. W jednym z czterech przypadkow
wykryto mikroprzerzuty. Czulo$¢ badania OSNA wynosita
100% a swoistos¢ 91,7%.

Nowotwory glowy i szyi

Matsuzuka T. i wsp. zastosowali metode OSNA do $rédd-
operacyjnej oceny wezléw chlonnych u pacjentéw z pla-
skonabtonkowym rakiem glowy i szyi [32]. Pobrano 175
weztéw chlonnych od 56 operowanych. W przypadku tego
nowotworu przyjeto, ze za wyniki dodanie badania OSNA
zostang uznane probki zawierajace minimum 131 kopii/l
pL dla CK19 mRNA. Przy takich zalozeniach czuloé¢ ba-
dania OSNA wynosila 82,4%, swoisto$¢ 99,3% w stosunku

do badania histopatologicznego. W opinii autoréw, techni-
ka OSNA moze by¢ srédoperacyjng metoda oceny weztow
chlonnych w rakach plaskonablonkowych glowy i szyi.
Podkredlajg jednak konieczno$¢ przeprowadzenia dalszych
badan na wiekszej grupie pacjentéw przed sformutowaniem
ostatecznych wnioskéow.

Kolejne badania oceniajace technike OSNA w nowotwo-
rach glowy i szyi na wigkszej grupie chorych przeprowadzit
Goda H. i wsp. Badaniu poddano 312 weziéw chtonnych od
65 pacjentéw. W 61 (19,6%) stwierdzono obecnos¢ przerzutéw
w pooperacyjnym badaniu histopatologicznym. Uzyskano
94,2% zgodno$¢ wynikéw pomiedzy badaniem OSNA a hi-
stopatologia, przy przyjeciu tych samych kryteriéw metody
OSNA co dla raka piersi. Autorzy pracy przeprowadzili
pilotazowe badanie weziéw chonnych u pacjentéw z rakiem
rdzeniastym tarczycy. W opinii autoréw, badanie moleku-
larne OSNA moze by¢ alternatywa dla badania histopato-
logicznego. Obecnie mozna je przeprowadzi¢ poszukujac
mRNA dla CK19. W przypadku raka rdzeniastego byloby
ciekawe poréwnac,klasyczne” badanie OSNA z badaniami
przy uzyciu innych markerdw, szczegélnie kalcytoniny.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach pojawia si¢ coraz wigcej doniesien na-
ukowych dotyczacych zastosowania techniki jednostop-
niowej amplifikacji kwaséw nukleinowych w ocenie weztow
chtonnych pacjentéw z rakami wywodzacymi sie z réznych
narzadow. Zwykle wykazuje ona czulosé i swoisto$¢ zblizong
do standardowego badania histopatologicznego. W przeci-
wienstwie do badania histopatologicznego, metoda OSNA
jest wysoce zautomatyzowang, wystandaryzowang i nieza-
lezng od badacza procedurg. Krotki czas badania umozliwia
wykorzystanie jej jako badania §rédoperacyjnego.
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One-Step Nucleic Acid Amplification - a new method
for the detection of metastases of solid tumours

of the lymph nodes

I Abstract

Introduction and purpose. None of the applied methods of lymph node assessment is perfect. The need to wait a long
time for the results is the disadvantage of postoperative histopathological examination. In the case of a positive outcome
of the post-operative histopathology of sentinel lymph node it is necessary to perform a second surgery. Some metastases
smaller than 2 mm can be omitted in routine histopathology. In turn, frozen section examination, with relatively high
specificity, has lower sensitivity than postoperative histopathology. Molecular assays, using PCR techniques, with high
sensitivity, have lower specificity. In addition, except for real-time PCR, all other techniques are not suitable for use as an
intraoperative examination due to the long waiting time for the result. OSNA is one of the latest methods of lymph node
assessment in solid tumours. The article summarizes world reports on the application of this technique in the evaluation
of lymph nodes in patients with solid tumours.

Summary of the state of knowledge. The OSNA test is based on mRNA for cytokeratin 19(CK19) amplification. At present,
this test is often performed in the search for lymph nodes metastases in patients with breast cancer. Intraoperative
evaluation of sentinel lymph nodes in breast cancer, using the OSNA method, allows deciding whether or not to perform
lymphadenectomy. In other cancers, the use of the OSNA method has been evaluated in numerous clinical trials.
Summary. The OSNA method could become a routine technique for the assessment of lymph nodes. It has a relatively high
sensitivity and allows evaluation of lymph nodes in 30 minutes, which enables its use as an intraoperative examination.
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One-Step Nucleic Acid Amplification, metastases, lymph nodes, solid tumours
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