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Resum

RESUM

INTRODUCCIO

L’estadiatge ganglionar és un factor pronostic clau en pacients amb cancer de
prostata (CP) localitzat de risc intermedi o alt. Donada la baixa sensibilitat de les
tecniques d'imatge per detectar afectacidé ganglionar, especialment en casos de
micrometastasi (<5 mm), la limfadenectomia pelviana (LP) continua essent I'estandard
de referéncia. L'estudi histopatoldgic convencional del teixit ganglionar es realitza
mitjangant fixacid, seccié i tinci6 amb hematoxilina-eosina (HE), i consisteix
habitualment en la revisid microscopica d’'una part representativa del teixit inclos. Aquest
procés és lent, costds i operador-dependent, presentant limitacions en la deteccié de
micrometastasis quan aquestes no es troben en els talls analitzats. EI métode de
diagnostic molecular One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) sorgeix com una
alternativa per superar aquestes limitacions, ja que permet analitzar els ganglis sencers
de manera automatitzada, objectiva i reproduible. Basat en la técnica Reverse
Transcriptase Loop-Mediated Isothermal Amplification (RT-LAMP), OSNA quantifica
'expressio d’acid ribonucleic missatger (ARNm) de citoqueratina 19 (CK19), un
marcador epitelial absent en teixit limfatic sa, util com a marcador subrogat de preséncia
tumoral. A més, permet analitzar postoperatoriament el conjunt de ganglis extirpats
mitjangant la modalitat d’agrupament de ganglis o pooling., OSNA s'utilitza actualment
com a eina diagnostica de referéncia en I'estudi intraoperatori del gangli sentinella en
cancer de mama i obre un nou escenari diagnostic per avaluar de manera precisa i

predictiva la carrega metastatica ganglionar en pacients amb CP.
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HIPOTESI

L’analisi molecular postoperatori mitjangant la tecnica OSNA en modalitat pooling
permet un diagnostic equivalent a I'estudi histopatoldgic convencional amb tincié HE per

determinar I'estat ganglionar en pacients amb CP sotmesos a LP extensa.

OBJECTIUS

Per tal de contrastar la hipotesis plantejada vam definir el seglent objectiu

principal:

Comparar I'eficacia diagnostica de la técnica molecular OSNA en modalitat pooling amb
la de lanalisi histopatoldgica convencional mitjangant tinci6 amb HE, aplicades
postoperatdriament als ganglis limfatics extrets durant la LP extensa en pacients amb

CP.

Com a objectius secundaris vam proposar:

1. Conéixer I'evidéncia actual sobre la utilitzacié del metode OSNA pel diagnostic de

metastasis ganglionars en diferents entitats tumorals i, en particular, en el CP.

2. Dissenyar i dur a terme un estudi prospectiu multicéntric amb I'objectiu de comparar
la capacitat diagnostica de I'analisi molecular OSNA en modalitat pooling amb la de
I'analisi histopatoldgica convencional amb tincié HE, realitzades postoperatdriament en

ganglis extirpats durant la LP extensa en pacients amb CP.
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MATERIAL | METODES

La present memoria s’ha estructurat com un compendi de dues publicacions.

La primera publicacio és una revisi6 sistematica de la literatura en la qual, seguint
els principis de la declaracié PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses) i l'estrategia de seleccio PICO (Population, Intervention,
Comparison and Outcomes), s’identificaren 244 referéncies bibliografiques,
seleccionant-se finalment 25 articles per a I'elaboracié de la sintesi d’evidéncia. L'eina
QUADAS-2 (Quality Assessment of Diagnostic Acuracy Studies-2) fou utilitzada per
analitzar la qualitat dels estudis inclosos.

La segona publicacio presenta I'estudi de validacio de la técnica molecular OSNA
per al diagnostic de I'estat ganglionar en pacients amb CP. La técnica OSNA es compara
amb el procediment histopatoldgic convencional basat en tincié HE.

Es realitza un estudi prospectiu i multicéntric amb la participacio de vuit centres
académics. S’inclogueren 131 pacients amb CP localitzat de risc intermedi o alt,
sotmesos a LP extensa o amb necessitat de LP de rescat per recaiguda bioquimica
després d’un tractament primari. Fou condicié sine qua non una immunohistoquimica
positiva per CK19 en la bidpsia prostatica i que s’extreguessin un minim de 12 ganglis
durant la LP. El teixit ganglionar enviat en fresc a cada unitat d’Anatomia Patologica es
dissecciona per aillar els ganglis del teixit adipds circumdant. Dels ganglis amb un
diametre superior a 5 mm, s’obtenia una seccié central de 2 mm per a estudi
convencional amb tincié HE, i la resta s’incloia en un tub Eppendorf per a estudi
mitjangant OSNA pooling (fins a 650 mg de teixit amb un maxim de sis ganglis per tub).
En ganglis menors de 5 mm, es realitza un tall central per dividir-lo en dues meitats. Tots
els ganglis foren analitzats amb els dos métodes.

Histoldbgicament, es considera micrometastasi aquell focus patologic d’entre 0,2
i 2 mm, i macrometastasi aquell de mida superior a 2 mm. Pel que fa als resultats

d’OSNA, tant tubs com pacients es definiren com a negatius o positius quan I'expressio
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d’ARNm de CK19 era <250 copies/uL o =250 copies/uL, respectivament. Es defini la
carrega tumoral total (TTL) com la suma de totes les copies d'ARNm de CK19 dels tubs
amb sobreexpressio (2250 copies/pL). Les micro i macrometastasis es definiren segons
els criteris proposats per Tsujimoto et al. per al cancer de mama: micrometastasi, amb
nivells dARNm de CK19 entre 250 i 5.000 copies/uL, i macrometastasi, amb nivells

superiors a 5.000 copies/uL.

RESULTATS

La revisio sistematica de la literatura confirma que el métode molecular OSNA
presenta una alta precisié diagnostica per detectar metastasis ganglionars en diverses
entitats tumorals, amb una excel-lent correlaci6 amb [I'estudi histopatologic
convencional. Tanmateix, hi ha una evidéncia limitada de la seva utilitat en el CP.

En el segon article, obtinguérem una sensibilitat i un valor predictiu positiu (VPP)
per pacient del 73,3%, una especificitat i un valor predictiu negatiu (VPN) del 96,6%, una
concordanca del 93,9% i un coeficient de correlacié Kappa de 0,70 entre els dos
métodes diagnostics avaluats. Dels vuit casos discordants, quatre foren diagnosticats
unicament per la via convencional i quatre, mitjangant el métode OSNA. D’aquests, sis

es classificaren com a micrometastasi.
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CONCLUSIONS

1. El métode molecular OSNA ofereix uns resultats equivalents als de les tecniques
histopatologiques convencionals basades en tinci6 HE, amb una alta precisio

diagnostica per a la deteccié de metastasis ganglionars en diferents entitats tumorals.

2. OSNA permet quantificar de manera rapida, objectiva i postoperatoria I'expressio
d’ARNm de CK19 en els ganglis extrets durant la LP extensa en pacients amb CP,

obtenint resultats comparables als de I'estudi histopatoldgic convencional amb tincié HE.

3. La modalitat pooling possibilitza I'optimitzacié de recursos i I'obtencié d’un valor de
carrega tumoral total (TTL) per a cada pacient. Tanmateix, aquesta modalitat limita
I'analisi morfologica dels ganglis i la determinacié del nombre exacte de ganglis afectats.
Malgrat aix0, la determinacié de la TTL podria aportar informacio prondstica i terapéutica

rellevant en el futur, tal com ja s'ha observat en altres neoplasies.

4. Finalment, i com a resposta a I'objectiu principal d’aquest estudi, es conclou que
'estadiatge convencional basat en la tinci6 HE podria ser substituit pel métode de
diagnostic molecular OSNA en aquells pacients en qué préviament s’hagi confirmat

I'expressio de CK19 en la bidpsia del teixit tumoral prostatic.
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Abstract

ABSTRACT

INTRODUCTION

Lymph node staging is a key prognostic factor in patients with intermediate- or
high-risk localized prostate cancer (PC). Due to the limited sensitivity of imaging
techniques in detecting lymph node involvement - particularly in cases of
micrometastasis (<5 mm) - pelvic lymphadenectomy (PL) remains the gold standard
method. Conventional histopathological analysis of lymph nodes consist on a significant
but partial microscopic exam of the node after fixation, sectioning, and haematoxylin and
eosin (HE) staining. This process is time-consuming, costly and pathologist dependent.
Moreover, it presents some limitations regarding micrometastasis detection. One-Step
Nucleic Acid Amplification (OSNA) method has been described as an alternative
molecular technique to overcome these limitations in a faster, more objective, and
reproducible way, including the possibility of analysing all excised lymph nodes
postoperatively using pooling method. Through Reverse-Transcriptase Loop-Mediated
Isothermal Amplification (RT-LAMP), OSNA quantifies messenger RNA (mRNA)
expression of cytokeratin 19 (CK19), a marker of epithelial tumour cells that is not
present in healthy lymphatic tissue and is useful as a surrogate marker of tumoral
presence. OSNA, already established as a reference method for intraoperative sentinel
lymph node evaluation in breast cancer, offers new diagnostic opportunities for

accurately and reliably assessing nodal metastatic burden in patients with PC.

HYPOTHESIS

Postoperative molecular analysis using OSNA technique with pooling method

demonstrates diagnostic performance equivalent to that of conventional
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histopathological analysis with HE staining in assessing nodal status in PC patients

undergoing extended PL.

OBJECTIVES

To test the hypothesis, the following primary objective was established:

To evaluate the diagnostic accuracy of OSNA technique using pooling method, in
comparison with conventional histopathological analysis (HE staining), both performed

postoperatively on lymph nodes excised during extended PL in patients with PC.

The secondary objectives were:

1. To review the current evidence on OSNA for the detection of lymph node metastases

across different tumour types, with particular focus on PC.

2. To design and conduct a prospective multicentre study evaluating the diagnostic
performance of OSNA compared to conventional histopathological analysis (HE
staining), performed postoperatively on lymph nodes excised during extended PL in

patients with PC.

METHODOLOGY

This doctoral thesis has been structured as a compendium of two publications.

The first publication consists of a systematic review of the literature, conducted
in accordance with PRISMA (Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and
Meta-Analyses) guidelines and based on PICO (Population, Intervention, Comparison
and Outcomes) framework. A total of 244 bibliographic references were initially identified,
from which 25 articles were ultimately selected for evidence synthesis. The quality of the

18
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included studies was assessed using QUADAS-2 (Quality Assessment of Diagnostic
Accuracy Studies-2) tool.

The second publication presents the validation study of OSNA technique for
assessing nodal status in patients with PC, comparing OSNA with conventional
histopathological analysis based on HE staining.

This prospective multicentre study was conducted across eight academic centres
and included 131 patients with intermediate- or high-risk localized PC who underwent
extended PL, or salvage PL due to biochemical recurrence following primary treatment.
Key inclusion criteria were positive immunohistochemical staining for CK19 in the
diagnostic prostate biopsy and resection of at least 12 lymph nodes during PL. Fresh
lymphatic tissue samples sent to each Pathology Department were carefully dissected
to separate lymph nodes from surrounding adipose tissue. For nodes larger than 5 mm,
a 2-mm-thick central section was processed for conventional HE analysis, while the
remaining tissue was placed in Eppendorf tubes for OSNA pooling (up to 650 mg per
tube, with a maximum of six lymph nodes). Nodes smaller than 5 mm were bisected, and
each half was analysed using both techniques.

Histologically, a metastatic focus measuring between 0.2 and 2 mm was
classified as a micrometastasis, while a focus larger than 2 mm was considered a
macrometastasis. OSNA results classified tubes and patients as either negative or
positive, based on CK19 mRNA expression levels with a threshold of <250 copies/uL for
negative results and =250 copies/uL for positive results. Total Tumour Load (TTL) was
defined as the cumulative CK19 mRNA copies in tubes exceeding the positivity threshold
(2250 copies/uL). Micro- and macrometastases were further classified according to
Tsujimoto et al.'s criteria for breast cancer, whereby micrometastases corresponded to
CK19 mRNA expression levels between 250 and 5.000 copies/uL, and

macrometastases were defined as >5.000 copies/uL.
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RESULTS

The systematic review of the literature confirmed that OSNA method exhibits high
diagnostic accuracy in detecting lymph node metastases across various tumour types,
demonstrating excellent correlation with conventional histopathological analysis.
However, evidence supporting its utility in PC remains limited.

In our second publication, OSNA method demonstrated a sensitivity and positive
predictive value (PPV) of 73.3%, a specificity and negative predictive value (NPV) of
96.6%, and an overall concordance rate of 93.9%. Kappa coefficient between both
diagnostic approaches was 0.70, indicating substantial agreement. Among eight
discordant cases, four were exclusively detected by conventional histopathological
analysis, while the remaining four were identified solely by OSNA. Notably, six of these

discordant cases were classified as micrometastases.

CONCLUSIONS

1. OSNA method yields results comparable to those obtained with conventional
histopathological analysis using HE staining, demonstrating high diagnostic accuracy in

detecting lymph node metastases across various tumour types.

2. OSNA enables rapid, objective, and postoperative quantification of CK19 mRNA
expression in lymph nodes excised during extended PL in patients with PC. Its diagnostic
performance is equivalent to that of conventional histopathological analysis with HE

staining.

3. The pooling method optimizes resources utilization and provides a total tumour load
(TTL) value for each patient. However, it limits the assessment of lymph node

morphology and precludes precise enumeration of metastatic nodes. Despite this
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limitation, TTL determination may offer significant prognostic and therapeutic value in the

future, as observed in other malignancies.

4. In conclusion, and in line with our primary objective, conventional staging based on
HE staining could potentially be replaced by OSNA method in patients with previously

confirmed CK19 expression in PC specimens.
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Introduccio

1.1. CANCER DE PROSTATA

1.1.1. Epidemiologia i etiologia

El CP és la segona neoplasia més prevalent en homes a nivell mundial, sols
superada pel cancer de pulmd, sent responsable d’'un 14,2% del total de cancers
diagnosticats 1'any 2022 (1). La seva incidéncia és molt variable entre les diferents
regions geografiques i, molt probablement, va lligada a la utilitzacié de I'antigen prostatic
especific (PSA) com a métode de cribratge i a les recomanacions que en fan els
organismes internacionals, aixi com a I'’envelliment de la poblacié (2,3). Aixi doncs, la
incidéncia de CP és major al Nord dels Estats Units, a Australia i al Nord i Oest d’Europa;
mentre que a Asia i al Nord d’Africa la taxa d’incidéncia és menor (1). Pel que fa a
mortalitat, el CP és la cinquena causa de mort cancer-especifica en homes a nivell
global. Destaca, perd, que és la principal causa de mort per cancer en alguns paisos de
descendéncia afroamericana com el Carib o com en la majoria de paisos de I'Africa
subsahariana (4). En les figures 1 i 2 s’observen la incidéncia i la mortalitat del CP
estandarditzades per edat i pais segons dades obtingudes del Global Cancer
Observatory (5).

S’han establert tres principals factors de risc pel CP: I'edat avancada, la
etnia/raga i la historia familiar o certes mutacions genétiques o sindromes (3,6). Altres
factors exdgens o ambientals i habits de vida podrien contribuir també en la seva
aparicio i progressio, perd no hi ha suficient evidéncia cientifica que recolzi mesures o

habits de caracter preventiu (7).
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Figura 1. Incidéncia del CP estandarditzada per edat i pais en la poblacié masculina mundial,

2022 (5).
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Figura 2. Mortalitat del CP estandarditzada per edat i pais en la poblaci6 masculina mundial,

2022 (5).
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1.1.2. Sospita i diagnostic del CP

La sospita de CP s’estableix habitualment per una elevacié de PSA séric i/o un
tacte rectal anomal. El diagnostic definitiu quedara establert mitjangant la realitzacio
d’una biopsia prostatica i la seva confirmacioé histopatologica.

La utilitzaci6 del PSA com a marcador séric per a sospita de CP, n’ha
revolucionat el diagnostic en les darreres décades (8), comportant un augment en la
seva incidencia (9,10). El PSA és una variable continua i a dia d’avui no es reconeixen
valors de tall clarament definits per al diagnostic de CP (11), establint-se de forma
habitual un valor superior o igual a 3 ng/ml com a punt de tall per a prosseguir amb
I'estudi diagnostic (12). Cal tenir en compte, pero, que el PSA és un marcador organ-
especific perd no cancer-especific i, per tant, pot elevar-se també per condicions no
malignes com hiperplasia benigna de prostata o prostatitis i per manipulacions
prostatiques com el tacte rectal (13). Es per aquest motiu, que la seva utilitzacié
indiscriminada com a instrument de cribratge poblacional encara és motiu de debat (9).
Amb l'objectiu de reduir el sobrediagnostic i, en consequéncia, el sobretractament de
CP degut a la utilitzacié del PSA com a unic métode de cribratge, la ressonancia
magnética (RM) prostatica ha estat validada com a eina complementaria per a reduir el
nombre de biopsies de prostata innecessaries i millorar la precisié diagnostica del CP

clinicament significatiu (14).

1.1.3. Estadificacio clinica i classificacié del CP localitzat i localment avangat segons el risc de

recurréncia bioquimica després d’un tractament primari

Realitzar un correcte estadiatge de la malaltia és fonamental donat que
impactara directament tant en la proposta de tractament com en el pronostic del pacient.
A més, altres variables com el valor de PSA i el grau de diferenciacio histologica ens

aportaran informacié pronostica crucial que complementara aquest estadiatge.
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En el CP, I'estadiatge es basa en el sistema “Tumor-Node-Metastasis” (TNM), que es

va implementar per primera vegada el 1978 i t¢ en compte tant I'afectacio local, com a

distancia de la malaltia (15). El sistema d’estadiatge TNM per CP es mostra a la Taula

1.

Taula 1. Classificacié clinica del TNM pel CP (Classification of Malignant Tumors, 8" Ed.) (15).

T — Tumor primari (estadiatge basat exclusivament en tacte rectal)

X
TO
T1

T2

T3

T4

El tumor primari no es pot avaluar

No hi ha evidéncia de tumor primari

Tumor clinicament inapreciable, que no és palpable

T1a Tumor incidental, troballa histologica en < 5% del teixit ressecat
T1b Tumor incidental, troballa histologica en > 5% del teixit ressecat
T1c Tumor identificat mitjangant biopsia prostatica amb agulla
Tumor que és palpable i es troba confinat dins la prostata

T2a Tumor que afecta < 50% d’un Iobul prostatic

T2b Tumor que afecta > 50% d’un Iobul prostatic

T2c Tumor que afecta ambdés lobuls

Tumor que s’estén i es palpa més enlla de la capsula prostatica

T3a Extensio fora de la capsula (uni o bilateral)

T3b Tumor que envaeix la(les) vesicula(es) seminal(s)

Tumor que es troba fixat o envaeix altres estructures adjacents: esfinter extern, recte,

musculatura elevadora i/o paret pelviana

N — Noduls limfatics regionals (pelvis)'

NX
NO
N1

No es poden avaluar els ganglis limfatics regionals
Noduls limfatics regionals no afectats per disseminacié metastatica

Metastasi en els ganglis limfatics regionals

M — Metastasis a distancia?

MO
M1

No evidéncia de metastasis a distancia
M1a Gangli(s) limfatic(s) no regional(s)
M1b Os(sos)

M1c Altres localitzacions

" Metastasi amb una mida <0,2 cm pot ser designada com a pNmi.

2 Quan hi ha més d’una localitzacié de metastasi, s'utilitza la categoria més avangada. (p)M1c és

la categoria més avancada.
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Una altra variable essencial per determinar I'agressivitat del tumor, entesa com
a capacitat per créixer i estendre’s rapidament, és la histologia. L’adenocarcinoma és el
tipus histologic més frequent. El grau de Gleason és un sistema de classificacio
desenvolupat el 1974 per D. Gleason i que es basa en el patrdé arquitectonic de les
cel-lules prostatiques canceroses (16). Gleason assigna una puntuacié de
desestructuracio cel-lular de I'1 al 5, i reporta els dos patrons predominants trobats en
una biopsia de prostata, sent I'1 el menys agressiu i el 5 el més agressiu. En cas de
coexistir més de dos graus, es recomana incloure el grau meés alt, encara que sigui
menys del 5% del material de la bidpsia (17). La suma dels dos graus de Gleason va de
2 a 10. Un grau total baix (2 - 6) indica un cancer menys agressiu, mentre que un grau
total alt (7 - 10) determina un tumor més agressiu.

El 2014, la Societat Internacional de Patologia Urologica (ISUP) va aprovar un
nou sistema de gradacié basat en la classificacio de Gleason (18). Per una banda
eliminava els graus 1 i 2 al no considerar-se cancerosos, permetent aixi reduir el
sobretractament del CP; i per altra, reorganitzava la resta de graus de Gleason en cinc
grups de grau (GG) pronostics que es correlacionen de forma independent amb el risc
de progressio de la malaltia. Utilitzant el sistema de la ISUP, els clinics poden avaluar
amb més precisio I'agressivitat del CP i proposar el tractament més adequat. El sistema

de classificacié de la ISUP es representa a la Taula 2.

Taula 2. Relacio entre el graus de Gleason i escala de GG dissenyada per la ISUP el 2014 (18).

Sumatori dels graus de Gleason GG de la ISUP
2-6 1

7 (3+4) 2

7 (4+3) 3

8 (4+4 0 3+5 0 5+3) 4

9-10 (445 0 5+4 0 5+5) 5

Darrerament, ha cobrat importancia el concepte de CP clinicament significatiu,

utilitzat per a diferenciar el CP amb un curs clinic natural indolent, d’aquell que pot
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impactar en la morbiditat o supervivéncia del pacient. Aquesta distincié és important
perqué el CP clinicament insignificant és frequent i ha estat historicament
sobrediagnosticat i tractat amb els efectes indesitjats que aixd pot comportar (3). Tot i
que I'agressivitat de la malaltia esta condicionada per diferents variables com el PSA, el
tacte rectal, I'edat del pacient i/o les seves comorbiditats entre d’altres; el GG de la ISUP
és especialment rellevant pel seu impacte pronostic. Aixi doncs, el GG 1 es considera
generalment com a clinicament insignificant, i en aquells pacients en el que es trobi
combinat amb variables de baix risc (veure Taula 3), se’ls recomana realitzar una
vigilancia activa o observacié (17). Existeix perd, una falta de consens pel que fa a la
definicié de CP clinicament significatiu. Si bé és cert que s'ha demostrat que homes amb
una puntuacié de Gleason de 3 + 4 (GG 2) en la mostra quirdrgica presenten un
pronostic favorable en comparacié amb aquells que presenten una puntuacio 4 + 3 (GG
3) (19,20) i, que les dades epidemioldgiques i d’autdpsies suggereixen que una
proporcié no menystinguda de CP amb GG 2 romanen indetectables durant la vida d’'un
home (21); a dia d’avui hi segueix havent una manca d’evidéncia clara que ens ajudi a
identificar els pacients que amb un GG =2 presentaran un curs clinic desfavorable i es
beneficiaran d’'un tractament (22); assumint-se doncs per la majoria d’autors un GG 2 o
superior com un CP clinicament significatiu.

En la practica clinica diaria, pero, s’utilitza un sistema de classificacié que té com
a objectiu principal predir I'evolucié de la malaltia localitzada o localment avangada,
utilitzant I'aparicié de recidiva bioquimica en pacients tractats amb intencié curativa com
a variable resultat. Aquests sistemes de classificacid permeten categoritzar individus
amb resultats clinics comparables i, per tant, predir el pronostic dels pacients, facilitar el
disseny d’assaigs clinics i desenvolupar recomanacions de tractament especifiques per
a cada grup de poblacio.

Un dels primers models descrits fou el de D’Amico el 1998 (23), que combina el
valor de PSA amb I'estadiatge clinic local i el grau histologic de Gleason per predir el

risc de recidiva bioquimica després d’'un tractament amb intencié curativa. Aquest
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sistema ha estat ampliament acceptat com a eina d’avaluacio pronostica en la practica
clinica i s’ha incorporat en les actuals recomanacions de les guies de I'Associacio
Europea d’Urologia (AEU). Destacar que, malgrat I'is ja expansiu de la RM per a
I'estadiatge local, el sistema de classificacié proposat segueix basant I'estadiatge local
en el tacte rectal i incorpora l'avaluacié de lafectacié a distancia (ganglionar i
metastatica) mitjangant I'is de la tomografia computada (TC) i la gammagrafia 0ssia en
pacients amb CP de risc intermedi o alt. La classificacié de risc de recidiva bioquimica
de D’Amico pel CP localitzat o localment avangat adaptada per les guies de 'AEU es

presenta en la Taula 3.

Taula 3. Grups de risc de 'AEU per a recidiva bioquimica en CP localitzat i localment avancgat

(17).

Baix risc Risc intermedi Alt risc
PSA <10ng/mL i PSA 10 —20ng/mL o | PSA > 20ng/mL o Qualsevol PSA o
GG <7 (ISUP 1)i GG 7 (ISUP 2/3) o GG >7 (ISUP 4/5)0 | GG (qualsevol ISUP)
cT1-2a* cT2b* cT2c* cT3-4 0 cN+**
Localitzat Localment avangat

*Basat en tacte rectal, ** Basat en TC.
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1.2. TRACTACTAMENT QUIRURGIC DEL CANCER DE

PROSTATA

1.2.1. Prostatectomia radical

La prostatectomia radical (PR) és el procediment quirdrgic estandard per al
tractament del CP localitzat en pacients amb una esperanga de vida superior a 10 anys.
El seu objectiu, independentment del seu abordatge, és erradicar el tumor, preservant
sempre que sigui possible la continéncia urinaria i la funcid sexual (17). Consisteix en
'exéresi complerta de la glandula prostatica, amb la seva capsula i les vesicules
seminals, realitzant-se posteriorment una anastomosi uretro-vesical (24).

Es cabdal classificar correctament els pacients amb CP per oferir-los la técnica
quirdrgica més adequada, acompanyada o no de LP en funcié del seu risc d’afectacio
nodal. El tractament quirurgic pot ser entés com a curatiu per sé en CP localitzat de baix
risc o risc intermedi o, en context d’'un possible tractament multimodal en l'alt risc i el

localment avancgat.

1.2.2. Limfadenectomia pelviana

Els ganglis de la regi6 pelviana son els més frequentment afectats per la
disseminacié tumoral en pacients amb CP candidats a cirurgia. El risc d’afectacio
ganglionar en el moment de la PR varia entre un 3 i un 24%, i podria ser major en
pacients amb CP d’alt risc (25).

Actualment, pero, el paper de la limfadenectomia pelviana en el maneig del CP
és controvertit. Per un costat, es considera el métode d’estadificacié ganglionar més
exacte i alguns estudis indiquen que com més amplia (incloent la regi6 ganglionar
presacra i de vasos iliacs comuns), més precis sera I'estadiatge (26); pero per l'altre, el
seu benefici oncologic no és clar independentment de la extensié de la mateixa (27).
Alguns autors defensen que una millor classificacio, mitjangant I'exéresi d’'un major

nombre de ganglis, comportaria uns millors resultats oncologics al indicar-se de forma
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optimitzada tractaments adjuvants com radioterapia associada, o no, a tractament de

supressié androgénica (28).

1.3. ESTADIFICACIO GANGLIONAR EN EL CANCER DE

PROSTATA

Determinar I'extensié de la malaltia és fonamental tant per al pronostic com per
a la planificacio terapéutica dels pacients amb CP de risc intermedi o d’alt risc. Malgrat
una seleccié acurada dels pacients candidats a cirurgia o radioterapia, la recaiguda
després d’'un tractament amb intencié curativa es dona entre el 27 i el 53% dels casos
(17) i, en part, és degut a que les proves d’'imatge convencionals utilitzades per a
I'estadificacio dels pacients (TC i gammagrafia 0ssia) tenen una sensibilitat i especificitat

insuficients (29,30).

1.3.1. Estadificacié radiologica

Les proves d’imatge convencionals com la RM pelviana o la TC abdominal, ens
proporcionen informacio indirecta sobre la invasié ganglionar en funcié de la mida i la
morfologia dels mateixos. Tot i aixi, cal tenir en compte que la sensibilitat d’aquestes
proves d’imatge és inferior al 40% (31). L’'aparici6 de noves técniques d’imatge
molecular com la tomografia per emissio de positrons/tomografia computaritzada
(PET/TC) basada en [I'antigen prostatic especific de membrana (PSMA), han
revolucionat I'estadificacié a distancia dels pacients amb CP. EIl PSMA és una diana
atractiva al tractar-se d’'una glicoproteina de membrana que presenta una
sobreexpressio en cél-lules prostatiques tumorals, tot i que cal tenir en compte que
també s’identifica en teixit prostatic sa i en d’altres neoplasies, podent causar falsos

positius (32).
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Estudis com el proPSMA (33) han demostrat que la PET/TC-PSMA amb Gal-li
68 té una major precisio diagnostica en la deteccid de malaltia a distancia, incloent-hi
I'afectacidé ganglionar, en comparacié amb les imatges convencionals; comportant un
canvi en I'estadiatge del pacient i, en ocasions, en el plantejament inicial de tractament.
La revisio sistematica i metanalisi publicada per Wu H. et al. (34) inclogué 13 estudis
que compararen la PET/TC-PSMA i la RM demostrant una sensibilitat més alta (65% vs.
41%) i una especificitat similar (94% vs. 92%) pel que fa al diagnostic de metastasis
ganglionars en pacients amb CP de risc intermedi o alt risc.

Altres estudis han comparat la precisio de la PET/TC-PSMA amb els resultats
histologics obtinguts en analitzar la LP extensa, considerada a dia d’avui com I'estandard
de referéncia. Corfield et al. (35) publicaren una revisid sistematica que incloia una
analisi d’'un subgrup de cinc estudis que correlacionaren els resultats de la PET/TC-
PSMA amb Galli 68 amb els resultats histologics de la LP extensa, reportant
sensibilitats entre el 33 i el 99% i especificitats per sobre del 90%. Un assaig fase I,
prospectiu i multicentric publicat I'any 2020, estudia homes amb CP de risc intermedi i
alt que foren sotmesos a PR i LP extensa, mostrant una sensibilitat i una especificitat de
la PET/TC-PSMA amb Gal‘li 68 del 40 i 95%, respectivament (36). Es coneix que la
probabilitat de positivitat de la PET/TC-PSMA va estretament lligada al PSA en avaluar
pacients amb recidiva bioquimica (37), no obstant, en l'estadificacié primaria no s’han
trobat clars predictors de positivitat (38).

Aixi doncs, la PET/TC-PSMA amb Galli 68 és més sensible que les proves
d’'imatge convencionals per a I'estadiatge ganglionar primari; malgrat aixo, la seva
sensibilitat decau quan es compara amb el diagnostic de referéncia: I'estudi
anatomopatologic dels ganglis extrets en la LP extensa. Aixo és degut a la limitada
resolucié espacial de la PET/TC, que comporta certa dificultat per a identificar

metastasis ganglionars inferior a 5 mm (39).
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1.3.2. Limfadenectomia pelviana extensa: técnica de referéncia

La LP extensa compréen I'exéresi de tot el teixit ganglionar localitzat al voltant
dels vasos iliacs externs (ascendint fins a encreuament amb l'uréter), aixi com els
ganglis localitzats en la fosa obturadora resseguint el nervi obturador i, aquells que es
troben medial i lateral a la artéria hipogastrica (17).

En l'actualitat, la recomanacio sobre els limits de la LP en les guies de 'AEU és
clara: sempre que aquesta sigui necessaria, s’haura de realitzar de manera extensa
incloent els territoris ganglionars descrits anteriorment (17). Aquest ha estat
histdricament un motiu de debat en les reunions cientifiques, existint diferents criteris
quant a la correcta extensié d’'una LP (40). El drenatge limfatic de la prostata és
completament erratic i heterogeni entre pacients (41), dificultant una estandarditzacio de
la técnica quirdrgica. Diversos estudis han definit les arees ganglionars on més
frequentment podem trobar ganglis patologics, sent les englobades en la definicié de LP
extensa les més habituals (42,43). L'estudi de Mattei et al. (44), demostra que dins els
limits de la LP extensa es trobava el 75% del drenatge primari de la prostata enfront al
38% identificat en el camp de dissecci6 tradicional d’'una LP limitada (teixit ganglionar
compreés en la fossa obturadora i rodejant la vena iliaca externa). Analitzant els territoris
ganglionars inclosos en la definici6 de LP extensa, es considera que el 94% dels
pacients seran correctament estudiats (45), essent la técnica que a dia d’avui ens
proporciona una estadificaci6 més acurada de la malaltia i, per tant, una informacio
pronostica rellevant (26). S’han establert altres limits de major extensié incloent el teixit
ganglionar que envolta vasos iliacs comuns fins a bifurcacioé aortica i també ganglis pre-
sacres. Alguns autors, consideren que aquests ultims, s’haurien d’incloure en la definicio
de LP extensa al demostrar que fins a uns 5% dels ganglis extrets en aquesta regio
seran metastatics; percentatge similar al obtingut en la fossa obturadora (45). D’altra

banda, més enlla de la delimitacié anatdmica, també s’ha suggerit que I'extraccié de
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més de 10 - 12 ganglis pot considerar-se un criteri practic per garantir la qualitat de la

disseccio (42,46).

External iliac artery and vein

Ureter

_ Common
iliac artery
and vein

Obturator nerve

Obturator vessels

Figura 3. Esquema de les regions limfatiques de la pelvis. La dissecci6 limitada dels ganglis
inclou la regi6é 1 (ganglis iliacs externs), i la disseccid extensa inclou les regions 1, 2 (ganglis de
la fossa obturadora) i 3 (ganglis hipogastrics) (47).

Indicacions

La LP extensa associada a PR esta indicada en aquells pacients diagnosticats
d’'un CP d’alt risc o localment avancat sense evidéncia de ganglis sospitosos per
tecniques d’'imatge i que siguin candidats optims per a rebre un tractament quirdrgic. En
el cas de pacients amb CP de risc intermedi, cal una avaluacié individualitzada del
pacient estimant la probabilitat de ganglis patologics mitjangant la utilitzacio de
nomogrames validats (17).

Donat que la TC i la RM son eines diagnostiques que presenten una baixa
sensibilitat per a la deteccié de ganglis limfatics patologics (31), s’han descrit i utilitzat
diversos nomogrames que combinen resultats clinics, analitics i histologics per estimar
la probabilitat de risc de que un pacient amb CP de risc intermedi presenti realment una
disseminacié ganglionar pelviana (48,49).

Amb l'aparicié de la RM i el diagnostic mitjangat biopsia per fusio dirigida a la

lesi6 diana combinada amb biopsies sistematiques, han aparegut propostes que

36



Introduccio

incorporen aquestes noves variables (50,51). Aquests nous models predictius han estat
validats externament en diferents poblacions amb diferent prevalenca d’afectacio
ganglionar per estimar un llindar de risc real d’afectacié metastatica. En el cas del model
de Briganti 2019 (50), utilitzant un llindar de possible afectacié ganglionar del 7% en una
cohort multicéntrica de 487 pacients i una prevalenga de metastasi ganglionar del 8%,
s’haurien pogut evitar un 56% de les LP extenses assumint una pérdua del 2,6% de
pacients positius per a metastasi ganglionar (52). En una altra cohort amb una
prevalenga del 26% d’afectacié ganglionar, el model de Briganti 2019 va mostrar una
sensibilitat del 0,96 i una especificitat del 0,18 (53).

Meijer et al. (54), incorporaren els resultats de la PET/TC-PSMA en els models
existents en una poblacié de 757 homes sotmesos a PR amb LP extensa millorant
substancialment la capacitat discriminativa dels models de Briganti 2017, Memorial

Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) i Briganti 2019.

Complicacions

Tot i que la morbiditat de la cirurgia augmenta en els casos que requereixen
d’'una LP extensa (26), I'aparicid de técniques quirdrgiques minimament invasives ha
contribuit a la disminucié de la taxa de complicacions. Mentre en la PR retropubica
oberta amb LP extensa trobavem fins a un 19,8% de complicacions (enfront 8,2% en la
limitada) (55); la taxa de les mateixes en la cirurgia robotica ha disminuit notablement i
es descriu per sota del 8% en la majoria de séries (56).

El limfocel és la complicaci6 més freqlient independentment de la técnica
quirurgica; no obstant, la majoria son subclinics. En una revisié sistematica de la
literatura realitzada per Ploussard et al. (56), les taxes de limfocel simptomatic
secundaries a LP extensa amb técniques minimament invasives oscil-laven entre el 0 i
el 8%. Autors com Davis et al. descrigueren resultats a favor d'un abordatge

transperitoneal per evitar limfocels simptomatics o necessitat d’'un clipatge exhaustiu i/o

37



Introduccio

fenestracioé peritoneal al finalitzar el procediment extraperitoneal (57). Les complicacions
de grau lll - IV en I'escala de Clavien-Dindo relacionades unicament amb la LP extensa
oscil-laven entre el 0 i el 5%, sense descriure’s cap lesio vascular ni conversio a cirurgia
oberta (56). Els esdeveniments tromboembolics es produeixen en menys d'1% dels
casos en general, pero el risc relatiu de trombosis venosa profunda o tromboembolisme
pulmonar associat a la LP és de 7,8 i 6,3% respectivament, sent aquest risc major en
cirurgia oberta i en pacients que presenten historia previa de trombus, un estadi T4 o

una suma de graus de Gleason 28 (58).

1.3.3. Gangli sentinella

Histolbgicament, es defineix com a gangli sentinella aquell que rebra en primera
instancia les cél-lules tumorals migratories d’'una determinada lesid neoplasica. Aixi
doncs, la biopsia d’aquest(s) gangli(s) resulta util per determinar quins pacients es
beneficiarien d’'una limfadenectomia més extensa i, en quins la podriem obviar, evitant
aixi també la morbiditat que aquesta comporta. La bidpsia del gangli sentinella s’empra
de forma rutinaria en diverses entitats cancerigenes com la mama, el penis o el
melanoma; determinant tant I'estadiatge com 'abordatge terapéutic (59-61).

En el CP, el concepte de gangli sentinella fou introduit per primera vegada 'any
1999 per Wawroschek F et al. (62) i, des d’aleshores, multiples procediments s’han
estudiat per tal d’identificar-lo i analitzar-lo. Malgrat I'afany per arribar a un consens (63),
la literatura existent avui en dia és metodoldgicament molt heterogénia i, no existeix
doncs, una clara definicié de gangli sentinella ni recomanacions sobre candidats idonis,
abordatge quirurgic, tipus de tragcador i métode de deteccio; aixi com tampoc indicacions
de com reportar-ne el resultat i fer-ne un seguiment i/o tractament en funcié de les
troballes.

Rossin et al. (64) publicaren recentment una revisié de 28 estudis ressaltant

aspectes procedimentals, de seguretat i viabilitat de la técnica emprada. La majoria
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d’estudis inclosos utilitzaren el nanocolloid de Tecneci 99m i el verd d’indocianina com
a tragadors injectats en diferents punts de la glandula prostatica o peri/intralesionals per
tal d’identificar els ganglis sentinella. Altres tragadors descrits foren els hibrids,
resultants per exemple, de la combinaci6 de les dues particules esmentades
anteriorment; aixi com les nanoparticules superparamagnétiques d’oxid de ferro
utilitzades per Engels et al. (65) en el seu estudi d’analisi de gangli sentinella mitjangant
OSNA. Pel que fa als resultats diagnostics, destaca una mediana de sensibilitat del
92,5% i un alt VPN del 97,9%, sent aquest ultim resultat especialment rellevant al
recolzar la nocié general de que un gangli sentinella negatiu indica una probabilitat
significativament baixa de trobar ganglis no sentinella patoldgics. En termes oncologics,
alguns d’aquests estudis aporten resultats prometedors quant a supervivéncia lliure de
recidiva bioquimica en pacients sotmesos a bidpsia de gangli sentinella combinada amb
una LP extensa convencional. La combinacio de les dues técniques es planteja com una
bona estratégia per detectar ganglis sentinella situats fora del mapeig de la LP extensa,
al demostrar-se un drenatge limfatic aberrant en un nombre significatiu de pacients amb
CP (66). Aixi doncs, Mazzone et al. (67) van informar que la bidpsia de gangli sentinella
amb tracador hibrid es va associar a una millora en la taxa de recidiva bioquimica a 60
mesos per a pacients sotmesos a PR amb LP extensa. Aixi ho demostraren també Claps
et al. (68) al extirpar de forma addicional els ganglis limfatics guiats per verd
d’indocianina en pacients sotmesos a LP extensa en comparacié amb aquells a qui se’ls
realitza la LP extensa estandard. No obstant aix0, es necessiten més estudis amb
seguiment a llarg termini i dissenys aleatoritzats per establir de manera definitiva el seu
impacte en la supervivéncia i el maneig global del CP.

Pel que fa a la seguretat, els procediments relacionats amb la bidpsia del gangli
sentinella es consideraren segurs al presentar un nombre limitat d'esdeveniments
adversos associats (69). Tot i aixi, cal tenir present que la dissecci6 del gangli sentinella
fora del patré habitual de LP extensa, pot resultar técnicament complex i comportar un

risc més gran de complicacions poc comunes com lesio ureteral (70).
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En els darrers anys ha anat guanyant protagonisme la cirurgia radioguiada amb
radiotragadors PSMA, al ser aquest un marcador ampliament utilitzat tant en el
diagnostic inicial del CP com en el monitoratge post tractament primari. Maurer et al.
(71) descrigueren per primer cop aquest procediment administrant de forma endovenosa
un compost radioactiu marcat amb PSMA i, posteriorment, duent a terme una PR amb
LP extensa identificant amb sonda gamma intraoperatoria els teixits amb afinitat pel
PSMA. Aquesta técnica, ha estat utilitzada tant en cirurgies de rescat on s’han reportat
resultats prometedors de supervivéncia lliure de recaiguda bioquimica (72), com en
cirurgies de tractament primari on es descriu com una técnica viable i segura. S’esperen
en un futur noves experiéncies amb cohorts més amplies per demostrar-ne una

superioritat respecte les técniques descrites anteriorment (73).

1.3.4. Tractament del pacient amb ganglis limfatics patologics en la

limfadenectomia pelviana extensa

El nombre de ganglis extirpats durant la LP, el volum tumoral en cadascun d’ells
i la preséncia d’afectacio extracapsular ganglionar en pacients amb ganglis patologics
per histologia (pN1), son factors predictors de recurréncia precog (74). Diversos estudis
han conclos que aquells pacients pN1 que presenten dos o menys ganglis afectats
tindran millors resultats oncologics a llarg termini (75,76). Per altra banda, la densitat
ganglionar, entesa com a percentatge de ganglis patologics en relacio al total d’extirpats,
s’ha associat a un mal pronostic quan és superior al 20% (77).

Tot i que existeixen estudis prospectius que demostren que el tractament
adjuvant amb terapia de supressio androgénica en pacients pN1 comporta un benefici
significatiu de supervivéncia cancer especifica i supervivéncia global, els seus resultats
no es poden generalitzar. Se sap que, malgrat tots els pacients amb afectacio ganglionar
es classifiquen com a pN1 independentment, per exemple, del nombre de ganglis

afectes i/o extrets o de les seves caracteristiques morfoldgiques, el prondstic a llarg
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termini d’aquest grup de pacients és molt heterogeni i varia segons les caracteristiques
de la malaltia (78).

En l'actualitat, les guies de 'AEU de CP es basen en el valor de dos ganglis
patologics per determinar, entre d’altres variables, la necessitat d’'un tractament adjuvant
(17). Aixi doncs, podem oferir observacio (amb un grau debil de recomanacié) en aquells
pacients que presentin una afectacié nodal limitada — inferior o igual a dos ganglis
patologics — i ens hem de plantejar tractament adjuvant amb radioterapia i amb, o sense,

supressié androgénica en aquells que presentin més ganglis afectats.

1.3.5. Analisi anatomopatologica dels ganglis limfatics

La importancia de I'analisi anatomopatologica dels ganglis limfatics en CP rau en
determinar quants d’aquests ganglis extrets durant la LP presenten dipdstis de cél-lules
tumorals en el seu interior. D’aquesta manera, podrem realitzar un estadiatge acurat del
nostre pacient i determinar-ne la necessitat de tractament adjuvant.

Un cop realitzada la LP, el teixit limfatic fresc extret durant I'acte quirurgic es
remet al Servei d’Anatomia Patoldgica. Avui dia, no existeixen unes clares indicacions
de com examinar els ganglis limfatics i el procediment pot variar considerablement
segons el patdleg i/o institucid (79). Habitualment, es realitza una disseccié manual
inicial del teixit adipds per identificar macroscopicament els ganglis i separar-los de la
grassa que els envolta, observant i/o palpant si presenten signes de diposit tumoral.
Posteriorment, se’'n realitza una secci6 central transversal de 3 - 4 mm de gruix, que
s’inclou en un bloc de parafina. En ganglis de gran mida, es poden realitzar seccions
paral-leles seriades del mateix gruix, de les quals se’n escullen una o dues
representatitves per ser parafinades. A partir de cada bloc s’obtenen una o dues lamines
histologiques de 3 - 5 ym, que es tenyeixen amb HE i es revisen al microscopi. Es
recomana avaluar almenys una lamina per cada gangli identificat per garantir un

diagnostic acurat (80). Aixi doncs, cal tenir present que només s’estudia una fraccio
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reduida del volum ganglionar, amb el conseguent risc de no detectar micrometastasis
situades en zones no seccionades. En casos dubtosos, es pot recérrer a técniques
d’immunohistoquimica utilitzant marcadors com PSA, NKX3.1 o la racemasa (AMACR),
per incrementar la sensibilitat diagnostica en la deteccié de metastasi d’origen prostatic.
El teixit restant — principalment limfatic-adipds — també s’analitza en conjunt parafinant-
se i seccionant-se de forma seriada per tal d’identificar ganglis petits que hagin pogut
passar desapercebuts en la dissecci6 inicial (79).

Diversos estudis conclouen que una inclusié complerta del teixit limfatic ressecat
augmentaria la probabilitat d’'identificar un major nombre de ganglis limfatics, sent-ne un
exemple I'estudi de Perry-Keene J et al. (81) en el qual demostraren com la inclusio en
parafina del teixit limfatic-adipdés restant d’'una primera dissecci® macroscopica,
augmentava el nombre de ganglis identificats de 3,8 a 10,8. Un augment del nombre de
ganglis limfatics va estretament relacionat amb una major probabilitat d’identificar
metastasis ganglionars. En una llarga série de pacients sotmesos a PR amb LP extensa,
Touijer et al. (82) descrigueren que la probabilitat de detectar metastasis ganglionars
era entorn a 0 quan s’extreien menys de 10 ganglis i, per sobre del 90%, quan el
recompte era de més de 28 ganglis. De la ma, trobem l'estudi basat en una poblacié de
20.789 casos identificats mitjancant la base de dades Surveillance, Epidemiology, and
End Results i que conclogué que l'examen de 20 ganglis limfatics permet una
estadificacié precisa en més del 90% dels casos (83).

El sistema d’estadiatge TNM (15) recollit en les guies de 'AEU de CP, classifica
tots els pacients amb ganglis positius en la mateixa categoria pN1. Diversos estudis,
perd, han demostrat que la preséncia d’'una afectacié nodal Unica o limitada confereix
un millor pronostic que una afectacié més extensa i, com hem vist anteriorment, aquest
és el parametre utilitzat avui dia per consensuar decisions sobre tractament adjuvant
(84,85). Per altra banda, el volum metastatic o diametre del major dipdsit metastatic,
també ha demostrat un impacte prondstic significatiu (86). Fleischmann et al. (87)

reportaren que un diametre metastatic superior a 10 mm era el factor predictor
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independent més rellevant pel que fa a supervivéncia lliure de recurréncia,
superviviéncia cancer-especifica i global. Aixi doncs, ja en el consens de la ISUP al 2009
(88) i amb el suport de la literatura cientifica, es va determinar que el diametre del diposti
metastatic de major mida havia de ser reportat de forma rutinaria. En aquesta linia, els
conceptes de micro i macrometastasi que es troben recollits en la 8a edicié de la Union
for International Cancer Control (UICC) descriuen com a micrometastasi aquell focus
tumoral d’entre 0.2 i 2 mm i, macrometastasi, aquell amb una mida superior a 2 mm.
Recentment, s’ha incorporat el concepte de pNmi (“mi” de micrometastasi) que
representa aquell focus metastatic inferior a 0,2 mm (15). Aquestes classificacions
microscopiques, perd, no s’empren a dia d’avui per a prendre decisions en quant a
estadiatge i tractament en CP, ja que tot i que alguns estudis evidencien una rellevancia
clinica, no hi ha una evidéncia prou solida que ho recolzi. Per altra banda, 'extensié
extracapsular del tumor en el gangli limfatic i el GG en el diposit metastatic, no han
demostrat ser variables pronostiques suficientment robustes i no hi ha consens sobre la

seva valoraci6 (89).

1.4. ONE-STEP NUCLEIC ACID AMPLIFICATION (OSNA)

La técnica One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA), desenvolupada per
Sysmex Corporation (Kobe, Japd), és un métode de diagndstic molecular automatitzat
dissenyat per a la deteccié rapida de metastasi ganglionar, aplicable tant en un escenari
intra com postoperatori. El sistema s’executa mitjangant I'equip RD-100i i es basa en la
amplificacié nucleica en un unic pas, emprant I'enzim transcriptasa inversa i la técnica
Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP), que permet la deteccio dARNm de la
CK19.

Les citoqueratines sén proteines filamentoses intermédies que constitueixen una
part essencial del citoesquelet de les cél-lules epitelials. Entre les seves funcions

principals destaquen el suport estructural i la regulacié de processos cel-lulars com la
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proliferacio, la migracio i I'apoptosi (90). De les 20 citoqueratines humanes conegudes,
la CK19 és ampliament expressada en epitelis simples —inclosos els teixits ductals i
glandulars—, i és absenta en teixit limfatic normal, fet que la converteix en un excel-lent
biomarcador per a la deteccid de cél-lules tumorals epitelials en els ganglis limfatics (91).

Durant el desenvolupament del métode OSNA, la companyia Sysmex va avaluar
inicialment 45 gens candidats com a marcadors moleculars a partir d’'una base de dades
publica d’expressid génica humana. Aquests gens es van seleccionar en base a dues
caracteristiques essencials: una elevada expressio en teixit de glandula mamaria i una
minima o nul-la expressio en gangli limfatic sa. Per validar-ne la seva aplicabilitat, es
van comparar els nivells d’expressio d’aquests marcadors en ganglis limfatics amb
metastasi confirmada i en ganglis histologicament negatius. Els set candidats més
prometedors es van validar posteriorment en una cohort més amplia, i la CK19 va
destacar per la seva alta sensibilitat i capacitat discriminatoria entre ganglis sans i
metastatics, amb una excel-lent deteccié de micrometastasis.

La fiabilitat de 'amplificacié molecular OSNA es basa en el disseny especific dels
primers, petits fragments d’oligonucledtids que reconeixen sequéncies concretes de
'ARNm d’interés. En el cas d’'OSNA, s’utilitzen sis primers optimitzats per a la técnica
LAMP, la qual opera a temperatura constant (65 °C) mitjangant una ADN polimerasa
amb activitat de desplacament de cadena. Aquesta metodologia isotérmica no només
garanteix una amplificacié rapida i especifica, sind que, a diferéncia de la PCR, evita
I'amplificacio d’ADN genomic. Aquest fet es veu reforgat per la naturalesa del medi de
reaccio: el pH lleugerament acid del lisat inhibeix I'activitat de la transcriptasa sobre
ADN, assegurant que el senyal detectat provingui exclusivament d’ARNm tumoral (92).

Una de les grans avantatges del sistema OSNA respecte a les técniques
histopatologiques convencionals és la possibilitat d’analitzar integrament el gangli
limfatic, evitant aixi el biaix per mostreig inherent a I'analisi amb HE i permetent una
deteccid més acurada de metastasis, especialment d’aquelles de petit volum. El

procediment es realitza sobre teixit ganglionar en fresc, mitjancant la homogeneitzacio
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completa del gangli limfatic en 4ml de tampé de lisat Lynorhag, que estabilitza les
molécules d’ARNm, inhibeix ribonucleases i precipita ’TADN gendmic. Posteriorment, la
homogeneitzacio se centrifuga i de la fase intermédia del lisat s’extrau una aliquota de
500 pL: 20 L es dilueixen 1:10 i s’analitzen amb el reactiu Lynoamp constituint la mostra
d’analisi, mentre que els 480 L restants es congelen com a mostra de back-up a -80 °C.
Durant 'amplificacio isotérmica es produeix pirofosfat com a subproducte, que precipita
formant pirofosfat de magnesi i genera una terbolesa detectable opticament pel sistema
RD-100i. Fins a 14 mostres es poden analitzar simultaniament en I'amplificador, fet que
permet una alta eficiéncia diagnostica en contextos quirargics. El sistema tradueix
aquesta senyal en una quantificacié semiquantitativa expressada en copies dARNm de

CK19 per pL, i es classifica segons els seguents intervals (93):

e Negatiu: <250 copies/uL.
e Micrometastasi: 250 — 5.000 copies/uL (equivalent a diposit tumoral de 0,2 a 2 mm
per HE).

e Macrometastasi: >5.000 copies/uL (equivalent a dipdsit tumoral >2 mm per HE).

En alguns protocols i estudis, s’inclou una categoria addicional per a cél-lules
tumorals aillades, entre 160 i 250 copies/uL, tot i que sovint es considera dins el rang
negatiu o limitrof.

El rang de pes acceptable per a I'analisi amb OSNA és entre 25 i 600 mg. Els
ganglis s’han de recollir i processar en fresc, tot i que poden ser congelats a -80 °C si
s’ha de posposar I'analisi. Els ganglis per sota d’aquest llindar han de ser processats
amb técniques histologiques convencionals, mentre que els que superen els 600 mg
han de ser seccionats i analitzats en fraccions separades. En aquests casos, el valor
final s’'obté sumant les copies de cada fraccio per determinar la carrega tumoral total,

que representa el total de copies ’ARNm detectades per gangli.
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El sistema incorpora mecanismes de deteccid i compensacié d’inhibidors
endogens (proteines, hemoglobina), mitjangant controls interns i dilucions automatiques,
assegurant aixi la fiabilitat del resultat. El temps de processament és d’aproximadament
30 minuts per un gangli i uns 40 minuts per a quatre ganglis, cosa que el fa compatible
amb I'escenari intraoperatori.

A més, la técnica permet I'analisi postoperatoria del conjunt de ganglis extirpats
mitjangant la modalitat d’agrupament o pooling, que possibilita processar fins a 14
mostres simultaniament amb diversos ganglis per tub, sempre que es respecti el rang
de pes establert (94,95). Aquesta estratégia no només simplifica el flux de treball, sin6
que també optimitza recursos i redueix significativament els costos associats a I'analisi

molecular (96).

OSNA en cancer de mama

La tecnica OSNA es va aplicar per primera vegada en I'analisi intraoperatoria del
gangli sentinella en cancer de mama I'any 2007, en un estudi de Tsujimoto et al. (93)
que en va establir les bases metodologiques i la validesa clinica. Aquest treball definia
per primer cop uns punts de tall diagnostics per distingir entre abséncia de metastasi (<
250 copies/pL), micrometastasi (250 — 5.000 copies/pL) i macrometastasi (> 5.000
copies/uL), establerts a partir de la correlacié entre el nombre de copies dARNm de
CK19i el volum del diposit tumoral observat a I'estudi histologic.

L’estudi, estructurat en dues fases, incloia una etapa de desenvolupament i una
de validacié multicéntrica. Per tal de permetre una comparacié acurada entre métodes,
cada gangli limfatic es dividia, i una part era processada amb OSNA mentre que l'altra
era sotmesa a analisi histologica mitjangant HE i immunohistoquimica per CK19. En
total, s’hi van analitzar 325 ganglis de 101 pacients, i els resultats mostraren una
concordanga global del 98,2% amb la histologia, i del 96,4% especificament per als

ganglis sentinella, amb una sensibilitat del 95% i una especificitat del 100%.
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L’'ds d’'OSNA permet lanalisi completa del teixit ganglionar mitjancant
homogeneitzacié i lisi, superant el biaix per mostreig inherent a la histologia
convencional, que només examina seccions parcials del gangli. Aquesta caracteristica
afavoreix la deteccié de metastasis de petit volum i permet obtenir resultats objectius i
estandarditzats en temps real. En I'estudi original de validacid, es van observar alguns
casos discordants entre OSNA i histologia: en quatre ganglis OSNA positius i HE
negatius, l'analisi immunohistoquimica posterior va confirmar la preséncia de
micrometastasis en tres d’ells, posant de manifest falsos negatius histologics. En canvi,
en dos casos OSNA negatius i HE positius, les metastasis es localitzaven exclusivament
a la fraccié no processada molecularment. Aquests resultats posen en relleu que la
principal causa de discrepancia entre métodes no és la limitacié técnica dOSNA, sind
el biaix d’assignacio tumoral (TAB), derivat de la necessitat de dividir el gangli per aplicar
tecniques diferents.

Després de la seva validacio inicial, OSNA es va incorporar progressivament en
la practica clinica com a técnica d’analisi intraoperatoria del gangli sentinella,
especialment en estadis inicials de cancer de mama. La seva capacitat de proporcionar
una valoracié rapida i fiable de I'estat ganglionar durant la intervencid permet evitar
segones cirurgies i la morbiditat associada a procediments quirurgics posteriors. El seu
bon rendiment diagnostic ha estat corroborat per metanalisis com el de Shi et al. (97),
amb 2.833 pacients, amb biopsia de gangli sentinella analitzada per OSNA. En aquest
treball, la sensibilitat global fou del 87%, I'especificitat del 92% i I'area sota la corba de
0,94, demostrant una excel-lent capacitat discriminatoria. L’estudi també posa en relleu
el paper del TAB com a font de falsos resultats histologics, i recomana confirmar
'expressid de CK19 en subtipus on aquesta pot ser més baixa, com els tumors
metaplastics o triple negatius.

Un dels valors afegits més rellevants dOSNA és la seva capacitat de quantificar
la carrega tumoral total (TTL), especialment quan s'utilitza I'estratégia pooling, que

consisteix en analitzar conjuntament diversos ganglis. Aquesta quantificacio,
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expressada en copies dARNm de CK19 per microlitre, permet no només establir un
diagnostic qualitatiu, sind també estimar la carrega global de malaltia d’un pacient. El
concepte de TTL fou introduit per Peg et al. (98) 'any 2013 com la suma total de copies
de CK19 detectades en tots els ganglis sentinella positius d’'un mateix individu. En el
context del cancer de mama, la TTL ha demostrat utilitat per predir I'afectacio de ganglis
axil-lars no sentinella (TTL de 1,5 x 10* copies/mL), facilitant aixi la presa de decisions
intraoperatories i personalitzant I'abordatge quirurgic en temps real; aixi com un valor
pronostic de supervivéncia lliure de malaltia i supervivéncia global (definir clarament un
grup de baix risc (TTL <2,5 x 10* copies/mL d’ARNm de CK19) i un de alt risc (TTL >2,5
x 10* copies/mL) (99).

Recentment, s’ha avaluat I'iUs de la técnica OSNA per detectar metastasi
ganglionar en pacients amb cancer de mama tractades amb terapia sistémica
neoadjuvant. Una TTL >15.000 copies/uL al gangli sentinella s’ha associat a metastasi
en ganglis no sentinella, amb un valor predictiu negatiu (VPN) del 90,5%, i una TTL
>25.000 copies/uL a una pitjor supervivéncia lliure de malaltia als cinc anys (70,0% vs.
89,9%). L’'expressio de CK19 es manté després del tractament, fet que assegura la

fiabilitat de la técnica en aquest context (100).

OSNA en altres tumors

L’aplicacié de la técnica OSNA per a la deteccié intraoperatoria de metastasi
ganglionar ha estat ampliament estudiada en diversos tipus de neoplasies més enlla del
cancer de mama. Un metanalisi publicat I'any 2021 per Tranoulis et al. (101), que inclou
24 estudis i més de 3.800 pacients, va avaluar la precisié diagnostica d’OSNA en tumors
solids com el cancer gastrointestinal, de cap i coll i de tiroides, ginecologic i pulmonar.
Els resultats van mostrar una sensibilitat global del 87% i una especificitat del 92%,
reforcant el potencial de la técnica com a eina fiable per a l'estadiatge limfatic

intraoperatori en multiples entorns oncologics.
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OSNA en cancer de prostata

L’estadificacié ganglionar representa encara un repte diagnostic en el CP. Tot i
que la limfadenectomia pelviana es considera el métode de referéncia, és una técnica
invasiva amb una morbiditat considerable i un rendiment limitat, ja que només una
minoria de pacients amb intermedi-alt risc presenta afectacié ganglionar confirmada per
histologia. En aquest context, la técnica OSNA s’ha comengat a investigar com a
possible alternativa per millorar la deteccié de metastasi ganglionar d’'una manera més
rapida, estandarditzada i menys dependent del mostreig i 'observador.

Un dels primers estudis que va avaluar la viabilitat d’OSNA en CP fou el de Winter
et al. (102) 'any 2018, que aplica la técnica a teixit tumoral obtingut de peces de
prostatectomia radical amb I'objectiu de determinar si ’TARNm de CK19 era detectable
de manera consistent. Els resultats van mostrar una expressié positiva universal de
CK19 en tots els tumors analitzats, independentment del GG, suggerint que aquest
marcador podria ser suficientment robust per justificar I'aplicacid6 d’OSNA en prostata.
Aquestes troballes contrasten, perd, amb altres estudis que han reportat una expressio
més variable de CK19, especialment en tumors de fenotip basal, neuroendocri o
altament desdiferenciat (103,104).

Arran de la confirmacié de I'expressidé de CK19 en teixit tumoral prostatic,
diversos grups han explorat el potencial de la técnica OSNA per a I'analisi molecular de
ganglis limfatics en el CP. L’estudi de Engels et al. (105) representa el primer treball
prospectiu que avalua aquesta técnica en una cohort de 64 pacients amb CP d’intermedi
o alt risc. Per a la deteccié del gangli sentinella, es va utilitzar una técnica basada en
injeccid intraprostatica de nanoparticules de ferro i localitzaci6 amb dispositiu de
magnetometria, seguida de LP extensa i PR. Es van analitzar 534 ganglis sentinella,
dividits en seccions de 2 mm assignades alternativament a OSNA i histopatologia (HE i
immunohistoquimica per CK19). OSNA va mostrar una sensibilitat del 84,2%, una

especificitat del 96,1% i una concordanga del 94,4% amb la histologia (k = 0,78),
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millorant encara més en I'analisi ajustada per micrometastasis susceptibles de TAB
(sensibilitat del 91.4% i especificitat del 100%). OSNA va permetre identificar metastasi
en set pacients que haurien estat considerats falsos negatius per HE. Tot i aquests
resultats prometedors, aquest estudi presenta diverses limitacions. La divisié dels
ganglis per a analisi paral-lela (OSNA i histopatologia) pot introduir un biaix d’assignacio
tumoral, especialment rellevant en micrometastasis que poden quedar confinades a una
sola meitat del gangli. A més, el nombre de pacients, tot i ser superior a estudis previs,
continua sent relativament limitat (n = 64), i se centra només en tumors d’intermedi i alt
risc. Tampoc s’inclou un seguiment clinic que permeti valorar el valor prondstic de la
TTL o correlacionar-la amb recidiva o supervivéncia. Finalment, la dependéncia
exclusiva del marcador CK19, que pot presentar expressio absent o molt débil en tumors
desdiferenciats, pot afectar la sensibilitat diagnostica.

En paral-lel, I'estudi de Argun et al. (106) presenta una serie pilot de set pacients
sotmesos a PR robotica amb LP extensa, en qué es van analitzar 25 ganglis limfatics
mitjangant empremta citologica, HE de seccid congelada i OSNA de forma
intraoperatoria. Cadascun dels ganglis va ser parcialment examinat mitjangant técniques
convencionals, i la resta del teixit destinat a I'analisi molecular. L’estudi va identificar cinc
casos amb resultats discordants: en tres d’ells, la histologia va detectar macrometastasi
perd OSNA no va identificar, i en dos casos OSNA va detectar micrometastasi (400 i
1100 copies/uL), que van passar desapercebudes per histologia. Malgrat la rellevancia
clinica potencial d’aquestes discordances, els autors no en discuteixen les causes ni
aporten interpretacio clinica dels resultats. Aquest estudi, a més, presenta limitacions
importants. La mostra és molt reduida (7 pacients, 25 ganglis) i la metodologia no inclou
protocols estandarditzats ni una analisi completa amb immunohistoquimica en tots els
casos. No es realitza cap quantificacié de TTL, fet que n’impedeix I'aplicacié prondstica,
i no s’estudia tampoc l'impacte clinic dels resultats OSNA en el maneig postoperatori.
Tampoc s’hi inclou cap analisi estadistica del rendiment diagnostic, fet que en limita la

capacitat per extreure conclusions cliniques amb validesa. Els autors conclouen que, en
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aquest context, I'is dOSNA amb CK19 pot no ser fiable per a la deteccié de metatesis
ganglionar en el CP.

Pel que fa a les aportacions conceptuals, cal destacar que Engels et al. (105)
proposen diverses estratégies per millorar I'aplicacio clinica dOSNA en prostata. Entre
elles, destaquen la necessitat de confirmar préviament I'expressié de CK19 al tumor
primari mitjangant immunohistoquimica, la possibilitat d’agrupar diversos ganglis
(metodologia pooling) per reduir costos, i la valoracid6 de nous biomarcadors més
especifics per a prostata. També suggereixen, per analogia amb el cancer de mama,
que la quantificacié del TTL podria tenir valor pronostic i ajudar a personalitzar el
tractament adjuvant. Tot i que Argun et al. no plantegen propostes de forma explicita,
els seus resultats poc favorables posen en questié la fiabilitat del métode i apunten la
necessitat de revisar els criteris d’indicacio i interpretacio d’OSNA en aquest context.

Finalment, tots dos treballs coincideixen en subratllar la necessitat de nous
estudis amb cohorts més amplies i ben dissenyades, que permetin validar I'is clinic de
la técnica amb una metodologia estandarditzada. Sera fonamental avaluar no només la
sensibilitat i especificitat, sind també el valor afegit de la quantificacié del TTL com a
marcador pronostic, aixi com els possibles avantatges economics i organitzatius derivats

d’'una aplicacié intraoperatoria eficient i fiable.
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Hipotesi
2.1. JUSTIFICACIO DEL PROJECTE

El CP representa un dels principals reptes en salut masculina a escala mundial,
essent la segona neoplasia maligna més frequent i la cinquena causa de mortalitat
oncologica entre els homes (1).

En pacients amb CP clinicament localitzat, la preséncia d’afectacié ganglionar
regional és un dels factors pronostics més rellevants, amb una incidéncia que oscil-la
entre el 3% i el 24% (25). Aquesta afectacio impacta de manera significativa en la
supervivencia especifica per cancer (27), motiu pel qual una valoracié acurada de I'estat
ganglionar és essencial per a una planificacio terapéutica adequada.

En els darrers anys, I'aveng en técniques d’imatge molecular, com la PET/TC
amb radiofarmacs dirigits al PSMA, ha millorat notablement la capacitat diagnostica en
comparacio amb les modalitats convencionals (TC i RM). Diversos estudis han reportat
una especificitat superior al 90% i una sensibilitat variable entre el 33 i el 99% (31). No
obstant, la seva capacitat per detectar micrometastasis (<5 mm) continua sent limitada
(39), fet que pot comprometre una correcta estadificacié ganglionar. Com a
conseqliéncia, la LP extensa continua essent la tecnica de referéncia per a I'avaluacio
ganglionar (17), malgrat estar associada a una taxa de complicacions no menyspreable
que oscil-la entre el 8% i el 20%, segons la via quirdrgica emprada (55,56).

Actualment, I'estudi histopatologic amb tinci6 HE de les mostres obtingues
mitjangcant LP extensa es considera I'estandard per a la detecci6 de metastasis
ganglionars (80). Tanmateix, aquest procediment presenta limitacions importants. D’una
banda, habitualment només s’analitza una o poques lamines del gangli de forma
aleatoria, deixant part substancial del teixit fora del camp d’observacié microscopica.
Aquest biaix, conegut com a biaix per mostreig, pot generar falsos negatius,
especialment en casos de metastasis de petit volum o de distribucié focal. D’altra banda,

la interpretacid microscopica pot estar subjecta a variabilitat interobservador, fet que
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n’afecta la reproductibilitat. A més, es tracta d’'un procediment lent i costds, que implica
una carrega assistencial significativa per als serveis d’Anatomia Patologica.

Davant d’aquestes limitacions, és fonamental explorar i validar técniques
alternatives o complementaries que permetin una avaluacid més objectiva, sensible i
exhaustiva del teixit ganglionar, com és el cas de I'analisi molecular mitjangant la teécnica
OSNA.

La tecnica OSNA es basa en la deteccié quantitativa dARNm de CK19, una
proteina d’origen epitelial absent en teixit limfatic, perd ampliament expressada en
tumors epitelials (91,93). Aquesta metodologia permet un processament automatitzat,
rapid i integral de tot el teixit ganglionar, evitant el biaix derivat de I'analisi per seccions.
OSNA ha estat validada extensament en tumors com el cancer de mama, i també
analitzada en el cancer colorectal, gastric i d’endometri (97,107-109), entre d’altres,
mostrant una elevada sensibilitat, especificitat i concordanga amb I'estudi histopatologic
convencional. Aixd n’ha propiciat la inclusié en diverses guies cliniques internacionals
com a métode alternatiu a la tincio HE per a I'estudi intra o postoperatori de gangli
sentinella en cancer de mama (110,111).

Pel que fa al CP, estudis previs han confirmat I'expressiéo de CK19 en el teixit
prostatic maligne (102), i investigacions recents han demostrat la capacitat d OSNA per
detectar metastasis ganglionars amb una elevada concordanca respecte a la
histopatologia convencional, obrint la porta a la seva aplicacio en I'estadiatge ganglionar
del CP (105).

En aquest escenari, marcat per la necessitat d’optimitzar [I'estadificacio
ganglionar i minimitzar la morbiditat associada a la LP, la incorporacio dOSNA com a
eina complementaria o alternativa a la tinci6 HE esdevé una proposta altament
prometedora. A més, el fet que OSNA permeti quantificar la carrega tumoral total (TTL)
pot tenir implicacions pronodstiques i terapéutiques rellevants, com ja s’ha evidenciat en
altres tumors (111,112). La modalitat de processament per agrupacié o pooling, descrita

en tumors sense un gangli sentinella clarament identificable o en context de
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limfadenectomies extensives (94,95), pot constituir una alternativa eficient per reduir tant
el cost com el temps de processament, mantenint o incrementant el rendiment
diagnostic. En aquest context, resulta rellevant aprofundir en la seva validacio en el CP,
especialment en 'ambit postoperatori, amb la finalitat de consolidar-ne la utilitat clinica i

afavorir-ne la integracio en la practica assistencial habitual.
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2.2. HIPOTESI

L’analisi molecular postoperatori mitjangant la tecnica OSNA en modalitat pooling
permet un diagnostic equivalent a I'estudi histopatolodgic convencional amb tincié HE per

determinar I'estat ganglionar en pacients amb CP sotmesos a LP extensa.
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Objectius

Objectiu principal:

Comparar I'eficacia diagnostica de la técnica molecular OSNA en modalitat
pooling amb la de I'analisi histopatologica convencional mitjangant tincié amb HE,
aplicades postoperatoriament als ganglis limfatics extrets durant la LP extensa en

pacients amb CP.

Objectius secundaris:

1. Coneixer I'evidéncia actual sobre la utilitzacié del métode OSNA pel diagnostic de

metastasis ganglionars en diferents entitats tumorals i, en particular, en el CP.

2. Dissenyaridur aterme un estudi prospectiu multicéntric amb I'objectiu de comparar
la capacitat diagnostica de I'analisi molecular OSNA en modalitat pooling amb la de
I'analisi histopatoldgica convencional amb tincié HE, realitzades postoperatdriament en

ganglis extirpats durant la LP extensa en pacients amb CP.
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Abstract

Background: Lymph node (LN) status is a key prognostic factor in the decision-making process of different cancer
entities, including prostate cancer (PCa). Sectioning and haematoxylin and eosin (H&E) staining technigue remain

the gold standard for the evaluation of LN metastases despite some limitations, especially low sensitivity in detecting
an accurate tumour burden within the LN, as well as a subjective and time-cansuming result. One-step nucleic acid
amplification (OSNA) guantifies mRNA copies of cytokeratin 19 (CK19) in a fast, objective, automated, and reproduc-
ible way, raising a general interest to explore its utility for lymphatic metastasis identification in different malignancies.

Methods: To present the latest evidence related to the detection of LN metastases in several tumours by using OSNA
compared with the conventional H&E methad, a systematic review of articles published since March 2021 was con-
ducted using PubMed, Cochrane Library, and Web of Science databases. References from primary papers and review
articles were checked to obtain further potential studies. Our procedure for evaluating records identified during the
|iterature search followed the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analyses criteria. With the
aim to design and justify future clinical routine use of OSNA in PCa, novel PCa evidence has been included in this
review for the first time.

Results: Twenty five studies were included. LN from six different groups of tumours: breast, gastrointestinal, gyneco-
logical, lung, head and neck and prostate cancers has been assessed. OSNA was compared with post-operative forma-
lin-fixed parafiin-embedded tissue sections with H&E staining as the reference standard. Contingency tables were
created, and concardance rate, sensitivity, specificity and predictive values were reported. Seventeen studies analysed
the discordant cases using different techniques.

Conclusion: OSNA method has a high diagnostic accuracy for the detection of LN metastases in several CK19

expressing tumours. Available evidence might encourage future investigations about its usage in PCa patients to
Improve LN staging and prognosis.
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metastases

Background

Prostate cancer (PCa) is the second most incident neo-
plasm and the fifth cancer specific cause of male mor-
tality worldwide [1]. Upon diagnosis, PCa is classified
into major risk categories based on TNM clinical stage,
biopsy Gleason score, and serum prostate specific anti-
gen (PSA) levels. High-risk patients associate more bio-
chemical recurrence, metastatic progression, and PCa
related death [2].

Pelvic lymph nodes (LN) represent the most common
site of metastases in PCa patients considered for surgi-
cal treatment, According to the series reviewed, the risk
of LN invasion at radical prostatectomy ranges between
3 and 24%, and could be even higher in high-risk PCa
patients [3].

Conventional imaging techniques, such as computed
tomography and magnetic resonance imaging, have low
sensitivity for the detection of LN metastases [4]. The
introduction of positron emission tomography with dif-
ferent radiotracers such as 11C-Choline and especially
68Ga-PSMA has increased the sensitivity to detect LN
metastases. The 68Ga-PSMA has demonstrated >90%
specificity with sensitivity rates of 33—99% depending on
serum PSA [5]. As <5mm metastases are mostly missed
by these techniques [6], extended pelvic lymph node dis-
section (ePLND) remains the most accurate staging pro-
cedure despite the fact that up to 20% of patients will
present some kind of complication after its performance
[71.

Due to the limited sensitivity of imaging techniques
in the detection of small metastases, different nomo-
grams based on preoperative characteristics have been
described in order to define which PCa patient will truly
benefit from an ePLND [8, 9].

Lymphadenectomy extent and histological nodal eval-
uation have an impact on the staging and consequent
prognosis of the disease. The gold-standard procedure
consists of a macroscopic identification of the LN, fol-
lowed by its sectioning into 3—-4mm slices, and then
analysis through haematoxylin and eosin (H&E) staining
of at least one slice per LN [10]. Main limitations of this
approach are metastatic tissue allocation and interob-
server bias, as well as being costly and time-consuming.

New methods, such as serial section analysis (slices
with a thickness of 1-2mm), immunohistochemistry
(IHC), and molecular tissue analysis using Reverse Tran-
scription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) for PSA
have demonstrated a higher sensitivity to identifying

low tumour burden in the nodes [11]. High costs, the
time required for the analysis, and some limitations to
standardization have hindered their routine application,
though they remain relevant in clinical research.

In 2008, an innovative biomolecular technique called
One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA) was intro-
duced in Europe to assess LN metastases. OSNA is an
automated system based on reverse transcription loop-
mediated isothermal amplification method, able to quan-
tify copies of cytokeratin 19 (CK19) mRNA. CK19 is a
marker expressed by several solid tumours of epithelial
origin, but not by healthy lymphatic tissue [12]. OSNA
allows a quick and accurate analysis of the tumour bur-
den of entire LN tissue in an objective, automated, and
reproducible way [13-15]. It has been proven useful in
different cancer entities, such as breast, colorectal, gas-
tric, endometrial, cervical, lung, and head and neck
cancer, achieving a high sensitivity and specificity in
the detection of LN involvement, as well as a high con-
cordance compared to comprehensive histopathological
examination, in some cases even comparable to ultra-
staging [16].

OSNA was first applied in the intraoperative analysis
of sentinel lymph node (SLN) in breast cancer, introduc-
ing an objective evaluation of the nodal tissue, as well as
reducing the required time and effort by the laboratory
personnel. More than 10years ago, Tsujimoto et al. [15]
demonstrated the correlation between OSNA and con-
ventional histopathological analysis of the SLN in breast
cancer and defined the cut-off values for the distinction
between macrometastases, micrometastases, and unaf-
fected tissue. Since then, more than 200 studies have
been published and the application range of OSNA was
extended to other cancer entities [17].

The available scientific and clinical evidence, together
with the mentioned characteristics, has introduced
OSNA in current national and European clinical guide-
lines as an alternative technique for the determination
of lymphatic involvement in breast cancer through SLN
analysis [18]. Moreover, data available from studies in
colorectal cancer demonstrated that OSNA is a valid
technique for the detection of lymphatic involvement
also in this cancer entity [19]. Hence, OSNA is now
included in the recommendations for the determination
of biomarkers in colorectal carcinoma [20].

Interestingly, the quantitative outcome of the OSNA
assay was identified as useful tool to predict, during sur-
gery, non-SLN involvement in breast and gynecological
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cancer, thus supporting tailoring of surgical procedure
[21]. In breast and colorectal cancer, OSNA was shown

to provide also prognostic information [22].

Main advantages and disadvantages of OSNA assay

are summarized in Table 1,

Regarding urological tumours, based on previous
studies that demonstrated the expression of CK19 in
PCa tissue, Winter et al. showed that OSNA method
can detect CK19 mRNA in 100% of primary PCa
tumours regardless of Gleason score and even more
effectively than CK19 IHC expression, suggesting the
valid application of this technique in LN evaluation
[23]. In a very recent study, Engels et al. [24] demon-
strated that OSNA can identify nodal metastases at
an equivalent or, in cases of micrometastases, better
rate than enhanced histological examination in PCa
patients, confirming its promising use in intraoperative

decision-making in personalized LN surgery.

To set up future clinical use of OSNA in PCa, the aim
of this review is to analyse the available evidence of this
technique in different tumours and propose short-term
course of actions to transfer the validated concepts and
successes from the other malignancies to PCa.

Methods
Search strategy

To retrieve all relevant papers published before the
end of March 2021, three databases including PubMed,
Cochrane Library, and Web of Science were searched
by two independent reviewers combining the following
Medical Subject Headings: one-step nucleic acid ampli-
fication, OSNA, lymph nodes, lymph node metastases,
cytokeratin 19, CK19. References from primary papers
and review articles were checked to obtain further
potential studies. Our procedure for evaluating records
identified during the literature search followed the
Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and
Meta-analyses (PRISMA) criteria [25]. Disagreements

were resolved through discussion.

Table 1 Advantages and disadvantages of OSNA

Page3of 10

Eligible criteria

We defined study eligibility using the PICO strategy
(patient population, intervention, comparison, and out-
comes) [26]. A study was considered relevant to this
review according to the following criteria: 1) Adult
patients with confirmed cancer, eligible for surgical treat-
ment and undergoing SLN biopsy (SLNB) or regional
lymphadenectomy; 2) patients did not undergo any neo-
adjuvant treatment; 3) the main objective was to com-
pare OSNA using fresh LN with postoperative standard
formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)-H&E analysis;
4) LN were dissected and analysed using both OSNA and
the standard technique at the same time; 5) the patholog-
ical examination method was fully described; 6) results
were reported per node (minimum 100 nodes); 7) suffi-
cient data was available to calculate true-positive, false-
positive, false-negative and true-negative values. We
limited these criteria to English original studies. Review
articles, meta-analysis, conference abstracts, and letters
were excluded.

Study selection
The flow diagram of study selection process was outlined
in Fig. 1. A total of 244 potentially relevant studies were
identified using the searching terms described. Eighty-
nine duplicated studies were initially excluded. After
screening titles and abstracts, 102 papers were removed.
From the remaining 52 studies, 28 were excluded after
full text review because the comparison was made with
intraoperative frozen section or touch imprint cytology
as a reference method, less than 100 nodes were included,
analysis was performed per patient, or insufficient data
was available to form 2 x 2 tables.

Finally, 25 studies met all the requirements to be con-
sidered in the systematic review.

Quality assessment

Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies
2 (QUADAS-2) was used as an evidence-based qual-
ity assessment tool [27]. QUADAS-2 comprised four
domains: patient selection, index test, reference standard,

Advantages

Disadvantages

Fast, objective, automated, and reproducible technique
Intraoperative analysis
Analysis of the whaole LN

Quantitative analysis:
+ Cut-off points for macro and micrometastases
« T1L: potential predictive and prognastic factor

Ability to a more accurate identification of micrometastases

Nat valid for non-CK19 expressing tumours

Trained pathologist needed (thorough dissection)

Potential contamination of the sample

Not applicable in case of coexisting neoplasms with the same LN drainags

No tissue left to re-analysis (except RNA-based maolecular tests)
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Potentially relevant studies from PubMed (155), Cochrane Library (15) and ScienceDirect (74)
one-step nucleic acid amplification, OSNA, lymph nodes, lymph node metastases, cytokeratin 19, CKI19
Filters: clinical research literawure, full text availability, english language, humans

IDENTIFICATION

89 duplications removed

l 155 papers screened by titles and abstracts l

102 papers excluded:

SCREENING

. 7 systematic reviews or meta-
analysis
. 93 papers met exclusion criteria:
= OSNA compared with non-
standard method
- OSNA and H&E applied at
different time
? Included patients undergoing

53 full-text articles assessed for eligibility

new adjuvant therapies

ELIGIBILITY

28 articles did not meet all the inclusion criteria:
= Results reported on per node
= Sufficient data available to
perform a contingency table
= = 100 lymph nodes analysed

INCLUDED

25 studies included after review of full text

Fig. 1 PRISMA flow dizgram

and flow and timing. The risk of bias of each study was
evaluated by two independent reviewers as low “+, high
“” or unclear “?” risk.

The QUADAS-2 results summarized in Table 2 suggest
a low risk of bias and a moderate to high overall quality of
all 25 included studies.

Results

The 25 eligible studies have been published between
January 2007 and March 2021. Our review included
SLN and non-SLN from six different groups of
tumours: 1) breast [15, 28-34], 2) gastrointestinal —
colorectal [35-38] and gastric cancers [39-41]—, 3)
gynecological —cervical [42] and endometrial can-
cers [43-45]—, 4) lung [46-48], 5) head and neck —
head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC)

[49] and thyroid cancers [50]— and 6) PCa [24]. All
studies were prospectively designed. OSNA was con-
sidered as index test and a threshold of 250 copies of
CK19 mRNA per pL was fixed to differentiate between
negative (<250 copies/pL) and positive (>250 copies/
uL) results. OSNA was compared with post-operative
FFPE tissue sections with H&E staining as the refer-
ence standard. Eleven studies also included also CK19
IHC analysis in addition to H&E staining and OSNA.
A LN was cut into at least two parts (depending on LN
size) and divided between OSNA assay and pathology.
Contingency tables were created, and concordance rate
was reported. Seventeen studies analysed the discord-
ant cases (OSNA + / H&E -; OSNA - / H&E+) using
different techniques.
Detailed characteristics are shown in Table 3.
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Table 2 Risk of bias of included studies

Page 50f 10

2a)
Group | Authar Risk of biax
Paticnt selection Index test Reference Standard Flow and
timing
Selection Clinical Threshold | Uninterpretable | Pathology | Blinded Were all
criteria data pre= rosults method pathologist? | samples
clearly available? | specified? | analysed? descniption? cluded?
described?
[§) Tsujimoto ct al. [15] * + + + + ? +
Feldman et al. [28] + 3 + + K + 3
Le Frére-Belda ot sl. + + + 7 + T =
[29)
Vegue et al [30] + + + - ¥ W "
Wang etal. [31] + + + = + + 3
Pathmanathan et al, + + + O + T 7Y
32
Hanenyee ctal, [33] T T T T - = =
Liectal [39) + + -+ e + e =
2) Croner at al. [35] + - - + i T =
Yamamolo et al, [36] * * - + B FS =
Guller et al. (37] + ¥ T ¥ ¥ 5 73
Yamamoto ct al. [38] + + + + T 3 =
Yaguchi et al, [39] 7 + - + ? 7= >
Kumagai et al [40]28) | + + + + T .‘, =
Shimada et al. [41] T T T 7 T 0 =
) Okmmoto et al + + + + 0 @
[42)29)
Nagai et al. [43] = B + ¥ S 0 7
Fanfani ¢! al. [44] i + = 7 F G T
Kostun ctal [45]G0) | + 0 = 7 n 7 T
4 Inoue ct ol [46] 1 + + ? + W n
Nakagawa et al. [47] + + - + - - =
Escalante-Pérez el al. + + =+ + + - +
(48]
5) Goda et al, [49] 2 ? + ? v " I
Sofia del Carmen et al, | + 7 - ? + 0] =
[50]
6) Engcls ctal. [24) - ? + 7 T W =
2b)
I |
Flow snd Timing | I e 1
Refcecnce standard : | : |
Tndex Test I ]l LI
[ 20 40 &0 80 100
OLow OUnclear BHigh

a) Assessment of risk of bias. Summary of risk of bias for each study; +: low risk of bias; —: high risk of bias;2: unclear risk of bias

b) Risk of bias graph about each risk of bias item presented as percentages across all incdluded studies
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Group Author Year Country Tumour type No.Patients No.Nodes Reference method CK191HC Analysisof
discordant
cases
1 Tsujimoto et al. [15] 2007 lapan Breast 101 325 H&E and IHC yes yes
Feldman et al. [28] 2011 USA Breast 496 1044 H&E and IHC yes yes
Le Frére-Belda et al. [29] 2012 France Breast 233 503 H&E and HC yes yes
Vegué et al. [30] 2012 Spain Breast 57 567 HRE yes no
Wangetal. [31] 2012 China Breast 552 1188 H&E no yes
Pathmanathan et al 2014 Australia Breast 98 170 H&E and IHC no no
321
Banerjee etal [33] 2014 UK Breast 170 268 H&E no no
Li et al. [34] 2015 China Breast 15 n H&E no yes

2) Croner et al. [35] 2010 Germany Colorectal 184 184 H&E and IHC yes yes
Yamamato et al. [36] 2011 Japan Colorectal 85 385 H&E no yes
Gulleret al [37] 2012 Switzerland Colorectal 22 313 H&E and IHC yes yes
Yamamaoto et al. [38] 2016 lapan Calorectal 204 1925 HRE no no
Yaguchiet al. [39] 2011 Japan Gastric 32 162 H&E no yes
Kumagai et al. [40] 2014 lapan Gastric 51 3% H&E no yes
Shimada et al. [41] 2019 lapan Gastnc 43 439 H&E no yes

3) Okamoto et al [42)(29) 2013 Japan Cervcal 32 130 HRE no yes
Nagai =t al. [43] 2015 Japan Endometrial 35 137 HRE no yes
Fanfani et al. [44] 2018 ltaly Endometrial 40 110 H&E and [HC yes no
Kost'un et al [451(30) 2019 CzechRepublic Endometrial 58 135 H&E and IHC yes no

4) Inoue et al [46] 2012 lapan Lung 49 165 H&E and IHC no no
Nakagawa et al. [47] 2016 Japan Lung m 410 HRE no yes
Escalante-Pérez et al. 2019 Spain Lung 160 705 HR&E and [HC yes no
48]

5) Geda et al. [49] 2012 Japan HNSCC 65 312 HRE no yes
Sofia del Carmenetal 2016 Spain Thyroid 37 267 H&E and IHC yes yes
[50]

6) Engelsetal. [24] 2021 Germany Prostate 64 534 H&E and IHC yes yes

CK19 Cytokeratin 19, FN False negative, FP False positive, HNSCC Head and neck squamous cell carcinoma, H&E Hematoxylin and eosin, IHC Immunohistochemistry, No

Numbser of, TN True negative, TP True positive

Sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV),
negative predictive value (NPV), and concordance are
listed in Table 4. Discordant cases are included in the
reported results.

Discussion

LN status is a key prognostic factor in the decision-
making process of cancer management. For a long time,
sectioning and H&E staining technique has been the
gold standard for the evaluation of LN metastases. Even
though it remains an adequate tool, some limitations
have been described, especially low sensitivity in detect-
ing the accurate tumour burden, mainly as a consequence
of sampling bias [10], as well as a subjective and time-
consuming result. To overcome these limitations, OSNA
assay has been developed as a fast, objective, automated,
and reproducible way to examine the whole LN, raising a

general interest to explore its utility for lymphatic metas-
tases identification in different tumours.

OSNA gives a quantitative result of CK19 mRNA cop-
ies, which is present in several simple epithelia but is not
expressed in healthy lymphatic tissue [12]. CK19 was ini-
tially proposed as a marker for the detection of LN metas-
tases in breast cancer, where it is found in up to 98% of
cases [51]. In 2007, Tsujimoto et al. [15] determined 250
copies/pl as the optimum cut-off point to define a posi-
tive axillary LN in breast cancer population. Nonetheless,
it is known that the number of positive LN and the size
of metastases are significant prognostic factors in most
tumours. Therefore, it was also established a second cut-oft
point of 5000 copies/pl to distinguish between micro and
macrometastases [15]. Subsequent studies have confirmed
these values and all the results reflected in this review are
based on them.
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Table 4 OSNA accuracy comparad with histopathological examination in included tumours

Group Author HE&E positive H&E negative Sensitivity Specificity Concordance
OSNA neg. OSNA positive OSNA negative OSNA p

)] Tsujimoto et al. [15] 06(2) 13.2(43) 85(276) 12(4) 956 986 582 (319/325)
Feldman et al. [28] 3@3n 102 (107 831 (868) 36(38) 775 958 934 (975/1044)
LeFrére-Beldaetal [29] 24(12) 10.1(51) 821(413) 54(27) 809 939 922 (464/503)
Vegué et al. [30] 0(0) 116 921 (522) 69 (39) 100 93 93.1(528/567)
Wang etal (31] 26(31) 134(159) 78(927) 6(71) 837 929 91.4(1086/1188)
Pathmanathanetal. 32] 1.B(3) 147 (25) 806 (137) 3(5) 893 965 953 (162/170)
Banerjee et al. [33] 07() 146(39) 81217) 3700 95.1 956 95.5 (256/268)
Lietal [34] 2(6) 956 (30) 855 (266) 29(9) 833 96.7 95.2(296/311)

2) Croner et al. [35] 1.63) 20.137) 755(139) 275 925 96.5 957 (176/184)
Yamameto et al. [36] 1) 205 (79) 7656 (295) 18(7) 952 a7z 97.1 (374/385)
Guller et al. [37] 06(2) 163(51) 796 (249) 350 962 5.7 95.8 (300/313)
Yamamoto et al. [38] 1(20) 65(125) 892(1717) 33(63) 852 96.5 95.7 (1842/1925}
Yaguchi et al. [39] 3.1 24.7(40) 688(113) 25(4) 839 9.6 944 (153/162)
Kumagai et al [40] 2309 11.4(45) 827 (326) 36(14) 833 959 94.2 (371/394)
Shimada et al. [41] 1.8(8) 32(14) 939(412) 1.1(5) 636 988 97 (426/439)

3) Okamoto et al. [42] 233 23(3) 938(122) 15(2) 50 984 96.2(125/130)
Nagai etal. [43] 2.2(3) 10.2(14) 869(119) 07(1) 824 99.2 97.1(133/137)
Fanfani et al. [44] 09(n) 7.2(8) 86.4 (95) 54 (6) 839 94.1 936 (103/110)
Kost'un et al, [45] 070) 7400 785 (106) 133018 909 855 853 (116/135)

4) Inoue et al. [46] 06(1) 115(19) 873(149) 06(1) 95 9.3 988 (163/165)
Nakagawa et al. [47] 29(12) 115(47) 8120333 44018 797 94.5 92.7 (380/410)
Escalante-Pérezetal 48] 0.1(1) 48(34) 213649 37(26) 97.1 96.1 96.2 (678/705)

5) Goda et al [49] 268) 1763 772241 32(10) 859 %6 942 (254/312)
Sofia del Carmen et al 52014 28.1(75) 60(160) 6.7(18) 842 899 88 (235/267)
[50]

6) Engels et al. [24] 22(12) 14.2 (76) 805 (452) 34(18) 914 100 988 (528/534)

Figures are expressed as percentages and (number of cases) in parentheses

H&E Hematoxylin and eosin, No Number of, OSNA One-step nucleic acid ampiification

In 2013 V. Peg et al. [21] defined the concept of total
tumour load (TTL) as the total CK19 mRNA copies of
all positive SLNs. TTL serves as a predictive and prog-
nosis value, providing more accurate staging than path-
ological findings. Accordingly, different OSNA studies
in breast SLN have set cut-off values in order to predict
the axillary LN status; some of which (10,000-15,000
copies) are already included in clinical guidelines [52,
53]. In 2017, Rakislova et al. [54] explored its utility
to predict recurrences in colorectal carcinoma, and
a recent study confirmed that a TTL > 6000 copies/pl
was associated with worse disease free survival in those
patients [55].

The analysis of SLN in breast cancer patients is still its
main clinical application, but over the years OSNA has
raised interest in the pathology community for a more
accurate LN staging in other cancer entities. In the last
decade, several reports comparing OSNA with histo-
pathological examination have been published, but after

a systematic review of the available literature, to date only
two studies related to PCa have been found [23, 24].

All the articles included in this review compare OSNA
assay with postoperative H&E staining in the same LN.
There is a general concordance between OSNA and
standard H&E of over 85%. No full information about
discordant cases is available, but we have found not only
different explanations for them but also heterogeneity in
its analysis. Main justifications for the discordant cases
are low or no tumour CK19 expression, tumour alloca-
tion bias (TAB) and contamination by other epithelial
cells [46].

As CK19 is the single molecular marker used in
OSNA assay, low tumour CK19 expression may result
in a false-negative OSNA case. Different CK19 expres-
sion levels have been described for other malignancies
such as colorectal (94.1%) [36], gastric (98.6%) [39],
gynecological (98%) [43], lung (96%) [48], HNSCC
(91.1%) [49] or PCa (100%) [23]. Moreover, certain
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tumour subtypes are more likely to the lack of CK19
expression, as observed in metaplastic and lobular
breast carcinomas [56]. Interestingly, Goda et al. [49]
performed a CK19 [HC in primary HNSCC as a first
step when analyzing discordant results, detecting no
expression of CK19 in 75% of those cases. Aiming to
reduce false-negative cases in breast, thyroid and lung
carcinomas, Vegué et al. [30], del Carmen et al. [50],
and Escalante Pérez et al. [48] verified the presence of
CK19 in primary tumour by IHC before LN analysis.
For a more accurate interpretation of the results, we
encourage future researchers to include CK19 expres-
sion in primary tumours as patient inclusion criteria.

When compared to histopathological examination,
OSNA offers the advantage to obtain objective and quanti-
tative data about tumour load of the whole LN in a fast and
effortless way, avoiding interobserver variability. However,
to properly compare both techniques on the same node,
it is mandatory to split it, leading to a possible misdetec-
tion of metastasis by one of the methods, which is called
TAB. Trying to justify the discrepancies by the need for
sectioning, 17 studies have reported different strategies:
second-round OSNA analysis, CK19 IHC, exhaustion of
the paraffin-embedded SLN slices, CK19 Western blot, or
CK19 gRT-PCR. Most of the metastases from the discrep-
ancies were confirmed thanks to these strategies.

In contrast, a potential disadvantage of examining
the whole LN with OSNA is that there is no tissue left
for subsequent histopathological examination follow-
ing complete homogenization. Nonetheless, RNA-based
molecular tests are possible using OSNA lysate, thus
allowing any follow-up molecular testing. Moreover,
fresh lymphatic tissue requires a thorough dissection to
avoid missing nodes, which must be completely sepa-
rated from fat tissue by a trained pathologist. It is also
important to note that in the case of a coexisting neo-
plasm, OSNA cannot define which primary tumour the
metastases come from and is unable to distinguish LN
tumour cells from other benign epithelial inclusions.
Therefore, it is imperative to exclude other cancers with
the same lymphatic drainage and avoid contaminations.

Despite these concerns, the results reported show a
high specificity, concordance rate, and NPV of OSNA
assay when compared with the H&E method. Specifically,
in breast cancer patients, that high NPV provides enough
evidence to become the gold standard for SLN evaluation.
As slicing is required for the analysis per node, a concord-
ance of 100% cannot be achieved due to Tab. A high con-
cordance rate of over 85% suggests that OSNA could be
an alternative technique to histopathological examination
in terms of its ability to detect LN metastases.

Regarding PCa, CK19 has been found not only in neo-
plastic tissue but also in basal and luminal cells of normal,
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dysplastic and benign hyperplastic tissues, although com-
plete data concerning CK19-RNA levels is still missing
[57]. In 2018, Winter et al. [23] published the first OSNA
assay in PCa. A total of 20 primary PCa tumours from
intermediate-high risk PCa patients (Gleason =7) were
analysed. A central slice was analysed by OSNA, while
surrounding slices were sent for both conventional HXE
staining and CK19 IHC. PCa was confirmed by H&E in
all 20 samples; OSNA was able to detect CK19 mRNA
in 100% of cases, ranging from 320 to 250.000copies/ul
while IHC did not detect CK192 in one specimen. Given
the small sample size and the high tumour burden of the
selected patients, we cannot fully extrapolate these find-
ings for all PCa patients. Recently, Engels et al. [24] pub-
lished an assay that verifies the reliability of OSNA for
the first time in PCa. A total of 574 SLNs from 64 PCa
patients undergoing prostatectomy and sentinel lym-
phadenectomy were included. SLNs were assessed by
conventional H&E staining and OSNA assay. The com-
parison between both techniques showed a sensitivity,
specificity and concordance rates of 84.2, 96.1 and 94.4%,
respectively, concluding that OSNA assay provides an
accurate diagnosis that might improve LN staging in PCa.

To date, the ePLND remains the most accurate staging
procedure [58], but individual assessment of all dissected
LNs is laborious and time consuming. Using OSNA, LNs
can be pooled together and analysed in a few samples
as already done in colorectal cancer [54]. In fact, Engels
et al. [24] suggested that such approach could be feasible
to analyse PCa LN as a faster and economic alternative.

Based on available evidence, current European PCa
Guidelines [58] state a weak recommendation of offering
adjuvant therapy to pN1 PCa patients with >2 positive
LN after radical prostatectomy with ePLND, especially
in cases with higher pathologic grade, as they have an
increased risk of biochemical recurrence. To that point,
post-operative OSNA analysis and the possibility to
define a TTL value might be helpful in the identification
of this subgroup of patients suitable for adjuvant therapy.
Moreover, intraoperative use of OSNA may be a great
opportunity to set up sentinel-guided LN dissection in
PCa. Future investigations may bring light to the clinical
impact of OSNA in PCa as well as to its potential predic-
tive and prognostic roles.

Conclusion

OSNA is a suitable tool to standardize LN evaluation in
most CK19 expressing tumours due to the possibility to
analyse the whole LN in a fast, objective, automated, and
reproducible way. According to limited data available,
OSNA assay has also demonstrated a high diagnostic
accuracy for the detection of LN tumour burden in PCa,
but more studies are needed to confirm its validation.
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Abstract: Pelvic lymph node dissection (PLND) is the most accurate procedure for lymph node
(LN) staging in prostate cancer (PCa) patients. LN sectioning and hematoxylin and eosin (H&E)
staining of at least one slice remains the gold standard for LN evaluation, potentially leading to
misdetection of small metastatic focus. Entire LN analysis is possible with One-Step Nucleic Acid
Amplification (OSNA) by detecting cytokeratin 19 (CK19) mRNA as a surrogate for LN invasion.
This study aimed to compare postoperative performance of OSNA pooling with conventional H&E
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staining for pathological LN detection in PCa patients. POPCORN was an observational, prospective,
and multicenter study of patients with PCa who underwent PLND. Dissected LNs were analyzed by
both methods. This study included 2503 LNs from 131 patients, showing no statistically significant
differences in pathological LN detection. Concordance between methods was high (93.9%), as
were specificity (96.6%) and negative predictive value (96.6%) of OSNA pooling. The measure of
agreement (Cohen'’s Kappa [k]) was 0.70. Only eight (6.1%) discordances were observed, including
four misdetections from each method. Results showed a high concordance between OSNA pooling
and H&E staining, suggesting that OSNA pooling may be a good altemnative to H&E staining to
detect LN metastases in PCa patients.

Keywords: prostate cancer; pelvic lymph node dissection; lymph node metastases; OSNA; cytokeratin
19; pooling; hematoxylin and eosin staining

1. Introduction

Pelvic lymph nodes (LNs) are the most frequent site of metastases in prostate cancer
(PCa), with 13.8% to 18.8% of patients with PCa who underwent radical prostatectomy with
pelvic LN dissection (PLND) showing LN invasion [1,2]. In addition, pelvic LN metastases
have been related to worse prognoses [3-5]. Therefore, identifying pelvic LN metastases is
crucial to guide therapeutic decisions in these patients.

To date, no presurgical test has shown enough sensitivity to detect LN metastases [6].
In recent years, new imaging techniques have been developed for diagnosing LN inva-
sion in patients with PCa, such as Ga-68 prostate-specific membrane antigen (PSMA)
positron emission tomography combined with computed tomography (PET/CT) scan,
which has shown improved sensitivity and accuracy compared with conventional imaging
techniques [7]. However, Ga-68 PSMA-PET/CT scan does not detect most of the smallest
metastatic LNS (i.e., <5 mm) compared with histopathological examination [8]. Addition-
ally, according to recent findings, PSMA-PET/CT scan does not preclude the need for an
extended PLND in PCa patients at high risk or in those with ductal adenocarcinoma [9].
Thus, extended PLND remains the most accurate method for LN staging of patients with
localized and locally advanced PCa. European Association of Urology (EAU) risk groups
for biochemical recurrence [10] and nomograms are used to assess the risk of having LN
metastases and consequently identify candidates for extended PLND [11].

After performing a PLND, LNs are sectioned into 34 mm slices, and at least one of
them is prepared for microscopic examination after hematoxylin and eosin (H&E) stain-
ing [12]. This technique is currently the gold-standard method for LN assessment, but
also presents several limitations, including low sensitivity in detecting micrometastases—
generally due to tissue allocation bias (TAB), which hinders the detection of metastases
located outside the analyzed slice—interobserver bias, and its time-consuming nature.
To overcome these limitations, new molecular methods have been developed, such as
One-Step Nucleic Acid Amplification (OSNA).

OSNA is a molecular technique that allows the detection of mRNA of cytokeratin 19
(CK19), an epithelial membrane protein found in some tumors and used as a biomarker
of LN metastases in different types of cancer [13,14]. It allows a quick analysis of the
entire LN, either intraoperatively or in a postoperative scenario, by using the reverse-
transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) method to amplify CK19
mRNA. This technique was initially applied for the intraoperative evaluation of sentinel
LNs in breast [15], but it also allows a pooled analysis of a high number of LNs with few
molecular tests, as demonstrated for patients with colorectal carcinoma or non-small cell
lung cancer [16,17].

Regarding PCa, Winter et al. detected the overexpression of CK19 mRNA with OSNA
in primary PCa tumors of all patients included in the study [18]. Later, Engels et al. used
OSNA to stage 64 patients with PCa, finding a good sensitivity, specificity, and concordance
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versus H&E staining [19]. However, more studies are needed to confirm the usefulness of
OSNA in staging PCa patients. Given the lack of consensus on defining and identifying
sentinel LNs in PCa, the current guidelines” recommendations on conducting an extended
PLND when LN staging is required, and the high yield of LNs retrieved following an
extended PLND, we considered it essential to evaluate the performance of the OSNA
technique for identifying LN metastases by using a LN pooling approach. Additionally, we
hypothesized that LN staging via OSNA pooling may be at least comparable to LN staging
performed with H&E staining. Therefore, this study aimed to assess the performance of
OSNA (specifically, OSNA pooling) in detecting LN metastases in patients with PCa who
had undergone PLND using conventional H&E staining as the reference method.

2. Results
2.1. Characteristics of Study Patients

This study included 131 patients, of whom only 1 (0.8%) had undergone a salvage
PLND. As shown in Table 1, at the time of diagnosis, most patients were classified as
having PCa at clinical stages T1c/2a and N0, and the most common International Society
of Urological Pathology (ISUP) grade groups of biopsies were 2 and 3. Similarly, after
surgery, most patients were diagnosed with pathological stages T2/3a and NO, and the
most common ISUP grade groups of the surgically removed prostates were 2 and 3.

Table 1. Characteristics of study patients at diagnosis. n = 131, unless otherwise specified.

ns

Age (vears), median (IQR) 65.0 (59.5-69.0)
Serum PSA (ng/mL), median (IQR) 85 (5.7-127)
Clinical T stage, n (%), n = 130

cTlc 76 (58.5)
cT2a 28 (21.5)

<T2b 12(9.2)

cl2c 5(3.8)

I3 9 (6.9)

Clinical N stage, n (%)

0 126 (96.2)

1 5(3.8)

Prostate biopsy grade group, 1 (%), n =130

1 10(7.7)
2 37 (28.5)
3 61 (46.9)
4 22 (16.9)

5 0 (0.0)

Criteria for lymphadenectomy, n (%), n = 130
Intermediate risk (nomogram) 92 (70.8)
High risk 38(29.2)
Pathological T stage, n (%), n=129
pT2 48 (37.2)
pT3a 54 (41.9)
pT3b 27 (20.9)
Pathological N stage, n (%)

0 116 (88.6)
1 15 (11.5)
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Table 1. Cont.

Surgical specimen grade group, n (%), n =129

1 1(0.8)
2 42 (32.6)
3 67 (51.9)
1 12 (9.3)
5 7 (54)

PSA, prostate-specific antigen.

A total of 2503 LNs were removed, corresponding to a median (IQR) of 18.0 (14.0-23.0)
LNs per patient. According to H&E staining, 116 (88.6%) patients did not have any
pathological LN, 11 (8.5%) showed 1 or 2 metastatic LNs, and 4 (3.0%) had >2 LNs affected.

2.2. Detection of Lymph Node Metastases per Patient with OSNA Pooling

After LN sample pooling, 972 sample tubes were obtained to be analyzed by OSNA
pooling, containing a median (IQR) of 2.0 (1.0-3.0) LNs each. The discrimination capacity
of this method to identify LN metastases already detected with H&E staining is shown in
Figure 1.

A B 10
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0.328 (0.765 - 1000 0.35% (2760 - 0.967)
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Figure 1. Receiver operating characteristic curves showing the discrimination ability of OSNA to
identify lymph node metastases already diagnosed with H&E staining. Results are presented by
patient (A) and sample tube (B). A threshold of 250 copies/ L of CK19 mRNA is used as a surrogate
marker for LN metastasis in PCa, as outlined in the manufacturer’s manual.

As seen in Table 2, no statistically significant differences were observed between OSNA
pooling and conventional H&E staining for LN metastasis detection, and only eight (6.1%)
patients showed discordant results with H&E staining and OSNA pooling: four (3.1%)
patients tested positive according to OSNA pooling but negative as per H&E staining, and
four (3.1%) patients tested negative according to OSNA pooling but positive as per H&E
staining. The Venn diagram represented in Figure 2 visually delineates the overlap and
differences in results between H&E staining and OSNA pooling.

Table 2. Crosstabs of OSNA pooling results per patient, using H&E staining as reference method,
n (%).

H&E Results P
Negative Positive All
<250 copies 112 (85.5) 4(3.1) 116 (88.5)
OSNA results  >250 copies 4(3.1) 11 (8.4) 15 (11.5) 1.00
All 116 (88.5) 15 (11.5) 131 (100.0)

H&E, hematoxylin and eosin; OSNA, One-Step Nucleic Acid Amplification.
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H&E and OSNA negative H&E and OSNA positive

Figure 2. Comparison of examination results for the presence of tumor cells using the H&E stain-
ing and OSNA pooling methods. A: H&E, hematoxylin and eosin; B: OSNA, One-Step Nucleic
Acid Amplification.

Additionally, Table 3 shows a strong concordance between OSNA pooling and conven-
tional H&E staining, a high level of agreement, and robust specificity and NPV for OSNA.

Table 3. Concordance and performance parameters of OSNA pooling results to identify lymph node
metastases per patient using H&E staining as reference method, % (95% confidence intervals).

Concordance 93.9 (88.4-96.9)
Sensitivity 733 (48.1-89.1)
Specificity 9.6 (91.5-98.7)

PPV 73.3 (48.1-89.1)
NPV 96.6 (91.5-98.7)
Kappa coefficient 070 (0.62-0.78)

H&F, hematoxylin and eosin; OSNA, One-Step Nucleic Acid Amplification; NPV, negative predictive value; PPV,
positive predictive value.

2.3. Discordances Between HEE Staining and OSNA Pooling

Figure 3 shows an overview of the concordance between OSNA and histopathology
considering the copies of CK19 mRNA detected by OSNA.

L

OSNA

® Negativ
o Toative

CKI9 mRNA (Copies/ul)
&~

H&E

Figure 3. Scatter plot representing CK19 mRNA levels in discordant cases. The green line marks the
cut off of 250 copies/uL of CK19 mRNA, above which the case is considered positive or pathological
Note that the three discordant cases located below 160 copies/ul. are repr d in the mini
established detection value of OSNA. CK19, cytokeratin 19; H&E, hematoxylin and eosin; OSNA,
One-Step Nucleic Acid Amplification.
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Table 4 provides details of the eight discordant cases. In all of these, the same results
were obtained after applying the respective confirmation techniques. In the four cases
where OSNA pooling tested positive (but H&E staining tested negative), micrometastases
were identified. Conversely, among the four patients where H&E staining was positive
(but negative according to OSNA pooling), two were micrometastases and the other two.
macrometastases. Notably, one of the micrometastases identified exclusively by H&E
staining showed a CK19 mRNA total tumor load (TTL) of 210 copies/uL in the OSNA
pooling analysis. Table 5 shows additional information regarding the discordant cases.

Table 4. Detailed analysis of cases with discordant results with H&E staining and OSNA pooling
techniques.

H&E Results (Number  OSNA Results (CK19 Type of Metastasis * Supplementary Tests and

Fatigrit ID of Positive LNs) mRNA Copies/uL) from Positive Results Results
2 Negative (NA) Positive (360) Micrometastasis CK19 IHC: negative
13 Negative (NA) Positive (580) Micrometastasis CK19 IHC: negative
99 Negative (NA) Positive (330) Micrometastasis CK19 IHC: negative
100 Negative (NA) Positive (310) Micrometastasis CK19 [HC: negative
- ’ g " OSNA repetition: negative
7 Positive (2) Negative (210) Micrometastasis (210 copies/uL)
74 Positive (2) Negative (<160) Macrometastasis OSNArepetition: negative
(<160 copies/uL)
G 5 ; OSNA repetition: negative
101 Positive (2) Negative (<160) Macrometastasis (<160 copies/pL)
- < . " OSNA repetition: negative
121 Positive (1) Negative (<160) Micrometastasis (<160 copies/uL)
* Micro- and macros were defined according to LN metastatic focus size (0.2-2 mm, micrometastasis;
>2 mm, macrometastasis [20]) (H&E staining) or CK19 mRNA levels (2504999 copies/ ul, micrometastasis;
25000 copies/ L, macrometastasis as proposed by Tsujimoto et al. for breast cancer [15]) (OSNA pooling). CK19,
cytokeratin 19; H&E, h lin and eosin; THC, i histochemistry; NA, not applicable; OSNA, One-Step
Nucleic Acid Amplification.
Table 5. Characteristics of the primary tumors of discordant cases.
Patient ID Pathological T Stage Tumor Volume ISUF Grade % of Gleason Patterns > 3
2 2 Low 3 60% (pattern 4)
13 3a Low 2 40% (pattern 4)
99 3a Low 3 60% (pattern 4)
100 3a High 3 70% (pattern 4) + 3% (pattern 5)
7 3b High 3 90% (pattern 4)
74 3a High 5 50% (pattern 4) + 40% (pattern 5)
101 3a Low 2 10% (pattern 4)
121 3a High 3 70% (pattern 4)
H&E, hematoxylin and eosin; ISUT, Ink tional Society of Urological Pathology; OSNA, One-Step Nucleic Acid
Amplification.

3. Discussion

In this study of patients with PCa and indication of PLND, LN invasion was found
to be present in 15 (11.5%) patients according to H&E staining, and in 15 (11.5%) patients
according to OSNA pooling, although eight (6.1%) discordant cases were observed. No
statistically significant differences were observed in the results between OSNA pooling
and conventional H&E staining for LN metastasis detection. In addition, the concordance
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between both methods was very high (93.9%), as well as the specificity (96.6%) and NPV
(96.6%) of OSNA pooling.

To our knowledge, only two studies have compared H&E staining and OSNA for
the detection of pelvic LN metastases in PCa patients [19,21]. Among them, the study
by Engels et al. also evaluated the performance of OSNA on a per-LN basis, reporting
concordance, sensitivity, and specificity values of 94.4%, 84.2%, and 96.6%, respectively [19].
These results are consistent with our patient-based findings, which showed concordance,
sensitivity, and specificity of 93.9%, 73.3%, and 96.6%, respectively.

However, the study of Engels et al. [19] and ours show some differences. Engels et al.
included 64 PCa patients who underwent extended and magnetometer-guided sentinel
PLND, examining only sentinel LNs (1 = 534), whereas, in our study, all dissected LNs
(n = 2503) obtained from PLND of 131 PCa patients were analyzed. While an OSNA pooling
approach was conducted in our study, Engels et al. performed an OSNA analysis for each
individual sentinel LN. CK19 expression in primary tumors was stated as an inclusion
criterion in our study. In contrast, Engels et al. assessed CK19 expression in primary tumors
in the discordant cases, identifying a low or no expression of CK19 in five of six OSNA-
negative macrometastases cases, and suggesting the importance of CK19 determination
at diagnosis. These differences may explain the variation in sensitivity among the two
studies. Moreover, based on recent literature, a lower rate of positive LNs after PLND than
expected was found, which may result from a higher proportion of intermediate versus
high-risk population in our study. A higher number of patients with LN metastases may
have improved our OSNA pooling sensitivity value.

Regarding sentinel LNs in PCa, the recent prospective SENTINELLE study showed
good performance of intraoperative gamma probe-guided sentinel LN biopsy compared to
extended PLND as reference standard for LN staging in patients with intermediate or high
risk localized PCa patients [22]. However, there is still a lack of consensus on the definition
and identification of sentinel LN in PCa, and current guidelines strongly recommend an
extended PLND when LN staging is mandatory [10]. Thus, as conducted in other types of
tumors when lacking a clear sentinel LN definition [16,17], LNs were analyzed by OSNA
pooling, which, to our knowledge, has not been reported yet in PCa patients. Nevertheless,
if sentinel LNs become well defined for PCa in the future, we believe that OSNA may be
used intraoperatively to identify sentinel LN invasion, as in patients with breast cancer [23].
This approach may help avoid extended PLND and its associated morbidity, and the lower
number of LNs removed would decrease surgical time and pathologists’ burden.

As opposed to the OSNA procedure conducted by Engels et al. [19] and H&E staining,
the OSNA pooling method applied in this study prevented us from determining the number
of affected LNs per patient, which should be considered to decide subsequent treatments,
such as adjuvant therapy. Further, it allowed us to assess the TTL of patients while entailing
lower costs than performing OSNA for each individual LN. Moreover, OSNA represents a
standardized, fast, reproducible and objective method that can analyze the whole LNs. In
addition, using molecular techniques instead of histopathological assessments seems to
enhance the detection of LN micrometastases in PCa patients [24].

In our study, eight discordant cases were identified, six of which were micrometastases.
These discmpnncies may be attributed to TAB, where metastases were present in LN
samples assessed by H&E staining but absent in those analyzed using OSNA assay, or
vice versa. Furthermore, the use of different LN sections for different procedures has
been described as the main reason for discrepancies between molecular and histological
analyses [19,25]. The remaining two cases, which involved macrometastasis detected solely
by H&E staining, may also be explained by TAB. However, an alternative explanation for
these two discordances could be the heterogeneous expression of cytokeratin 19 (CK19), as
previously reported, which varies according to the degree of cancer dedifferentiation [26]. Tn
this regard, we tried to avoid cases with a weak CK19 mRNA expression by using positive
CK19 immunohistochemistry in the biopsy of the primary tumor as one of the inclusion
criteria of our study. Nevertheless, when revising the results of the pathology department,
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we found that almost all metastases only detected by H&E staining corresponded to cases
with prognostically poor criteria according to Engels et al. (ie., pathological stage T3,
high tumor volume, ISUP grade > 3, poor Gleason grading) [19]. Therefore, it is possible
that cases with advanced and dedifferentiated tumors are not detectable by OSNA due
to a lack of CK19 mRNA expression [26], although Winter et al. demonstrated CK19
mRNA expression in 100% of the PCa specimens analyzed by OSNA, regardless of the
degree of tissue dedifferentiation. More studies are needed to address the variability in
CK19 mRNA expression in PCa, as well as to consider the possibility of analyzing other
DPCa-specific biomarkers, such as PSMA [27], either alone or in combination with CK19.
Additionally, one micrometastasis detected exclusively by H&E staining produced a CK19
mRNA TTL of 210 copies/ uL by OSNA pooling, which is close to the positivity threshold
of >250 copies/uL for OSNA. This finding raises the question of whether this borderline
value holds clinical significance in PCa, although further studies are required to set a
specific cut-off point for PCa.

This study presents some limitations. As mentioned, the OSNA pooling approach
prevented us from assessing LN morphological aspects and the number of affected LNs per
patient, which may be considered for assessing the need for adjuvant therapy according
to current PCa guidelines [10]. Nonetheless, it did allow us to determine the TTL per
patient, which may have prognostic and therapeutic significance in the future, as described
in studies with breast cancer patients [28-30]. Methodologically, the need to split the LN
entailed risk of TAB, which might have affected the comparison between both techniques.
However, the large number of LNs in the study may have helped to overcome this drawback.
Despite these limitations, to our knowledge, this is the first study comparing H&E staining
and OSNA pooling method for identifying LN metastases in PCa patients.

Next steps to consolidate the clinical application of OSNA in PCa might come from
further well-designed prospective and randomized studies, so that LN is not divided, and
TAB can be avoided. Specific cut-off points or even the prognostic impact of TTL value for
the management of these patients might be explored. Additionally, the cost-effectiveness of
the OSNA pooling method should be addressed in future studies to confirm if introducing
this approach can both economically and clinically benefit healthcare providers and patients,
respectively, as previously reported for patients with colorectal carcinoma [31].

4. Materials and Methods
4.1. Study Design and Patients

POPCORN was an observational, prospective, and multicenter study of patients with
PCa and indication of PLND. This study was performed in eight tertiary centers from Spain
between September 2019 and June 2023.

Patients were included in this study if they had been diagnosed with primary, his-
tologically confirmed PCa, showed positive CK19 immunohistochemistry (i.e., >250% of
membrane or cytoplasmic staining) in a biopsy specimen core, and had an indication of
radical prostatectomy with extended PLND. Only patients with a minimum of 12 LNs
removed were included, as previously established for standard (10-12 LNs) and extended
(>12 LNs) PLND [32,33].

Alternatively, they could have undergone salvage PLND due to biochemical recurrence
and present LN uptake by choline PET scan. Patients with metastatic PCa or other CK19-
positive tumors with the same lymphatic drainage and patients receiving or having received
neoadjuvant therapies were excluded from this study.

All patients had their LNs analyzed by OSNA pooling and H&E staining. However, all
therapeutic decisions were based only on the results obtained by the conventional method
(ie., H&E staining), as normally performed in all the participant centers.

All data were processed according to General Data Protection Regulation 2016/679 on
data protection and privacy for all individuals within the European Union and the local
data protection regulatory framework [34]. This study was approved by ethics committee
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at the coordinating center, Ethics Committee of Hospital Vall d'Hebron (PR(AG)316/2019),
and all the local ethics committees.

4.2. Study Variables

Age, serum prostate-specific antigen (PSA), clinical T stage by rectal digital examina-
tion and clinical N stage by computed tomography scan [20], prostate biopsy grade group
according to the ISUP grading system [35], and the criteria used to determine the indication
for lymphadenectomy were collected at the time of diagnosis. In addition, the number of
LNs surgically removed, the pathological T and N stages [20], and the surgical specimen
grade group [35] were recorded postoperatively. Other variables registered included the
tumor volume and Gleason patterns.

4.3. Collection and Processing of Lymph Nodes

Samples were collected from 130 patients who underwent radical prostatectomy with
an extended PLND, which included all LNs overlying the external iliac artery and vein,
those within the obturator fossa located cranially and caudally to the obturator nerve,
and those medial and lateral to the internal iliac artery, as described in the PCa European
Guidelines [10]. One patient with indication of salvage PLND was submitted to a more
extended surgery, including common iliac artery and presacral LNs.

Once removed, LNs were immediately sent to the pathology department, where they
were dissected from the adipose tissue on an ice-cooled surface. Then, to reproduce the
conventional diagnosis by H&E staining, in which a central slice of 3-4 mm of the LN is
usually analyzed, each LN was cut along its long axis. All LNs were analyzed by H&E
staining and OSNA pooling. For this purpose, LNs < 5 mm were cut into two halves, and
each half was analyzed using the above methods. One half was put into a cassette for
standard H&E, and the other half was introduced into a microcentrifuge tube for delayed
OSNA analysis. For LNs > 5 mm, a central slice of approximately 2 mm was cut. The central
slice was examined using standard Hé&E staining, and both lateral slices were submitted
for OSNA analysis (Figure 4).

<5 mm

Cassette with lymph

N\ 4 N > nodal lissue
\\_/’ \\ = / L
>5mm OSNA
= //\\
Va N N =
/ P
/ \ / \ I’ />
- ! < r—]\ - L (‘ S~ Sample tuses with
\ / \ =6 lymph nodes and
& /./ g 5 e S‘ <650 mg of lymph rodal
N —— — lissuo of a givon patient

Figure 4. Processing of lymph nodes for hematoxylin and eosin (H&E) staining and One-Step Nucleic
Acid Amplification (OSNA) pooling analyses.

When discordant results were obtained, additional assessments were conducted. In
case an LN did not show metastasis as per H&E staining, but it did as per OSNA, the
remaining LN tissue embedded in paraffin was divided into three levels, and two samples
were collected in each level; one sample was used for another assessment with H&E staining,
whereas the other one was used for an evaluation by CK19 immunohistochemistry. In case
a LN showed metastasis as per H&E staining but not as per OSNA, the OSNA procedure
was repeated for the sample tube where discordant results were found.
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4.4. H&E Staining

The formalin-fixed LN tissue was embedded in paraffin and cut into 5 pum-thick
sections. After deparaffinization and rehydration, these sections were automatically stained
with H&E. According to UICC TNM 8th edition [20], micrometastasis was defined as LN
metastatic focus between 0.2 and 2 mm, whereas a metastatic focus of more than 2 mm was
considered a macrometastasis.

4.5. OSNA Pooling Analysis

The analysis of LNs by OSNA was performed with pooled samples of a given patient.
For this purpose, LNs were put together into microcentrifuge tubes, each containing a
maximum of six LNs, which added up to 650 mg. Each tube had a paraffin block embedding
multiple LNs. LNs weighing >650 mg were cut into fragments <650 mg and placed in
different microcentrifuge tubes. The tubes were then stored at —80 °C for ulterior OSNA
analysis, which was conducted using the RD-210 platform (Sysmex Corporation, Kobe,
Japan) following the manufacturer’s instructions.

After OSNA analysis and according to the threshold reported by Tsujimoto et al. [15]
for detecting LN metastases in breast cancer, sample tubes and patients were defined as
negative or positive when CK19 mRNA levels were <250 copies/uL or >250 copies/uL,
respectively. Additionally, the TTL for a given patient was defined as the sum of all
CK19 mRNA copies corresponding to all sample tubes with CK19 mRNA overexpres-
sion (i.e., >250 copies/uL). Micro- and macrometastases were defined as proposed by
Tsujimoto et al. for breast cancer (i.e., micrometastases when CK19 mRNA levels ranged
between 250 and 4999 copies/pl; and macrometastases when CK19 mRNA levels were
2>5000 copies/uL) [15].

4.6. Statistical Analysis

The statistical analysis was performed using R Studio version 4.3.2. Main clinical
and pathological data of interest were reported. Quantitative variables were described as
the median and interquartile range (IQR, 25th and 75th percentiles), whereas qualitative
variables were presented as frequencies and percentages. To assess the discrimination
ability of OSNA to identify LN metastases already detected with H&E staining, receiver
operating characteristic (ROC) curves were plotted, and the corresponding area under the
curve (AUC) was determined. To compare the performance of OSNA and conventional
H&E staining in detecting LN metastases, crosstabs and McNemar’s test were used, and
concordance and the measure of agreement (Cohen’s Kappa coefficient [k]) between the
two methods was determined. Sensitivity, specificity, and positive and negative predic-
tive values (PPV and NPV) of OSNA were also calculated. The threshold for statistical
significance was set at a two-sided alpha value of 0.05.

5. Conclusions

The OSNA pooling method was comparable to H&E staining for the detection of LN
invasion after PLND in PCa patients.

This article is a revised and expanded version of a paper entitled “POPCORN Study:
Application of the “One-Step Nucleic Acid Amplification” (OSNA) Method for the Detec-
tion of Nodal Metastasis in Patients with Prostate Cancer”, which was presented at the
Congress of the European Association of Urology (EAU24), Paris (France), 7 April 2024 [36].
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Resultats

El nostre projecte s'ha centrat en avaluar el rendiment diagnostic dOSNA com a
métode alternatiu per a la deteccié de metastasis ganglionars en pacients amb CP
sotmesos a LP. L'examen histopatoldogic convencional mitjangcant tinci6 HE, tot i
considerar-se l'estandard de referéncia actual, presenta certes limitacions, com ara la
subjectivitat de I'observador, el consum elevat de temps i una sensibilitat limitada per
detectar diposits tumorals petits o focals. Aquesta limitacio, coneguda com a biaix per
mostreig, és inherent al métode i pot comportar un risc de falsos negatius en I'estat
ganglionar. En aquest context, OSNA es presenta com una alternativa prometedora,
basada en l'analisi quantitativa de copies d'/ARNm de CK19, que permet estudiar la
totalitat del teixit ganglionar de forma rapida, objectiva, automatitzada i reproduible,
millorant aixi la precisié diagnostica i determinant I'estat ganglionar dels pacients amb
CP.

En la revisio sistematica de la literatura publicada a BMC Cancer (113), se
seleccionaren 25 estudis prospectius, publicats entre el gener de 2007 i el marg de 2021,
seguint els principis de la declaracio PRISMA (114). L’objectiu principal fou presentar la
darrera evidéncia sobre la deteccid de metastasis ganglionars en diferents entitats
tumorals mitjangant el métode OSNA, en comparacio amb I'estandard de referéncia
postoperatori (HE). Per primera vegada, s’hi inclogué un estudi sobre CP (105). L'analisi
de qualitat mitjangant 'eina QUADAS-2 (90) revela un baix risc de biaix i una qualitat
global moderada a alta dels estudis inclosos (Taula 2). S’hi analitzaren ganglis sentinella
i no sentinella de sis grups neoplasics diferents: 1) cancer de mama (93,115-121); 2)
tumors gastrointestinals: colorectal (122-125) i gastric (108,126,127); 3) tumors
ginecologics: de cérvix (128) i d’endometri (129-131); 4) cancer de pulmo (132-134); 5)
tumors de cap i coll: carcinoma de cél-lules escamoses de cap i coll (135) i de tiroides
(136); i 6) CP (105). En tots els casos, els ganglis limfatics foren seccionats en dues o
més seccions (en funcié de la mida) i analitzats aleatoriament amb ambdues técniques

diagnostiques: OSNA i HE postoperatoria.
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Resultats

Els resultats es resumiren en dues taules. La Taula 3 recull les principals
caracteristiques dels estudis inclosos: tipus de cancer, any de publicacid, nombre de
pacients i ganglis limfatics analitzats —més de 100 ganglis per estudi—, métode de
diagnostic de referéncia emprat (generalment HE, complementada en 11 estudis amb
immunohistoquimica) i, la realitzacié d’estudis addicionals per a casos discrepants
(descrits fins en 17 dels 25 estudis). La Taula 4 sintetitza els resultats per gangli,
mostrant que OSNA presenta una elevada sensibilitat i especificitat per detectar
metastasis, incloses les micrometastasis, en tumors amb expressié confirmada de
CK19.

La concordanga entre OSNA i HE va superar el 85% en tots els grups, amb valors
especialment alts en el cancer de mama, colorectal i pulmé (entre el 91% i el 98%). Tant
el VPP com el VPN foren també elevats, confirmant la fiabilitat diagnostica d’'OSNA.

Pel que fa al CP, I'tinic estudi disponible en el moment de la realitzacioé de la
revisio sistematica reporta una sensibilitat del 84,2%, una especificitat del 96,1% i una
concordanga del 94,4% en comparacié amb HE (105). Aquests resultats, similars als
obtinguts en altres tumors, reforcen el potencial ’OSNA per millorar I'estadiatge limfatic
en pacients amb CP.

La revisio sistematica conclou, doncs, que el métode de diagndstic molecular
OSNA permet detectar metastasis ganglionars amb alta precisio diagnostica —incloses
les micrometastasis— en tumors amb expressi6 de CK19 mostrant una excel-lent
correlacié amb la histopatologia convencional. En consequéencia, OSNA es postula com
una eina prometedora per millorar I'estadificacié ganglionar i afavorir la presa de
decisions tant intraoperatories com postoperatories. Tanmateix, la limitada evidéncia en
CP en el moment de la seva realitzacié justificava la seva inclusié com a hipotesi del
nostre projecte de recerca.

Amb aquest objectiu, es dissenya i desenvolupa I'estudi prospectiu multicéntric
POPCORN (137), publicat recentment en la International Journal of Molecular Sciences,

amb la finalitat de validar la técnica OSNA en la modalitat pooling per detectar
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metastasis ganglionars en pacients amb CP sotmesos a LP. OSNA fou comparat amb
el métode histopatoldgic convencional amb HE.

S’analitzaren un total de 2.503 ganglis limfatics de 131 pacients amb CP, tots ells
amb expressio positiva de CK19, confirmada per immunohistoquimica a la biopsia
prostatica diagnostica, fet que minimitzava la probabilitat de falsos negatius amb OSNA.
Dels 131 pacients, només un (0,8%) fou sotmes a una LP per recaiguda bioquimica. Les
caracteristiques basals dels pacients es detallen a la Taula 1. La mediana d’edat fou de
65 anys, i el valor inicial de PSA fou de 8,5 ng/ml. El 80% dels pacients presentaren un
estadi clinic inicial cT1c o cT2a i només un 7% presenta malaltia localment avangada
(T3). Els GG de la ISUP predominants en la bidpsia prostatica foren el 2 i el 3,
representant el 75,5% dels casos. L’estat ganglionar determinat per métodes d’imatge
convencional (TC i gammagrafia 0ssia) fou negatiu (cNO) en 126 pacients (88,6%), i
positiu en cinc (11,5%). Un 30% foren classificats com a pacients d’alt risc segons els
grups de risc de recidiva bioquimica de 'AEU i el 70% restant com a risc intermedi, i
foren sotmesos a LP extensa segons diverses calculadores de risc. Postoperatoriament,
gairebé la meitat dels pacients presentaren malaltia localitzada (pT2) i, I'altra meitat,
malaltia localment avangada (pT3a en el 41,9% casos i pT3b fins en un 21%). El GG de
la ISUP més freqlient a la peca de prostatectomia fou el 3 (52%), seguit del GG 2 (37%)
i del GG 4 (9,3%), amb un increment del 5,4% del GG 5 respecte a la biopsia. S’analitza
una mediana de 18 ganglis limfatics per pacient. Dels cinc pacients amb ganglis
clinicament positius (cN1), es passa a 15 amb afectacié patologica (pN1) confirmada
per HE, amb 11 pacients (8,5%) amb una o dues metastasis ganglionars, i quatre (3%),
amb més de dues.

La taula de contingéncia representada en la Taula 2 mostra que 112 pacients
obtingueren resultats negatius per a deteccié de metastasis ganglionars amb ambdues
tecniques diagnostiques, mentre que 11 foren positius. Tanmateix, cal destacar resultats
discrepants en vuit pacients (6,1%): en quatre, OSNA fou positiu i HE negatiu, i en

quatre, la situacié fou inversa. Tot i I'abséncia de diferéncies estadisticament
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significatives (p = 1,00), els parametres de rendiment diagnostic d’OSNA pooling foren
clinicament rellevants. La concordanga global entre OSNA i HE fou del 93,9% (IC 95%:
88,4 - 96,9), amb un coeficient Kappa de 0,70, indicatiu d’'un grau d’acord substancial
entre técniques. OSNA mostra una sensibilitat del 73,3% i una especificitat del 96,6%,
mentre que el VPP i VPN foren del 73,3% i 96,6%, respectivament. Aquests valors
indiquen una excel-lent capacitat dOSNA per descartar metastasi en cas de resultat
negatiu i una alta fiabilitat per confirmar-la quan el resultat és positiu.

Per facilitar la comprensié dels resultats, I'estudi inclou representacions
grafiques. La Figura 1 il-lustra les corbes ROC (Receiver Operating Characteristic), que
mostren la capacitat discriminatoria d’OSNA per identificar metastasi ganglionar a nivell
de pacient i de tub, amb un bon rendiment general pel llindar de 250 copies/uL d’ARNm
de CK19 establert pel fabricant. La Figura 2, mitjangant un diagrama de Venn, permet
visualitzar clarament les coincidéncies i discrepancies entre técniques.

Aixi doncs, tot i la bona concordanga global, s’identificaren vuit casos
discordants. En quatre pacients, OSNA detecta metastasi (310 i 580 copies/uL), pero ni
la tinci6 amb HE ni la immunohistoquimica per CK19 en la mateixa seccié van mostrar
preséncia tumoral. Es considera, per tant, que podria tractar-se de micrometastasis no
localitzades per I'estudi histologic, probablement a causa del biaix d’assignacio tumoral
(TAB) assumit metodologicament en aquest estudi. En els altres quatre casos, HE
detecta metastasis (dues micro i dues macrometastasis), mentre que OSNA fou negatiu.
En tres d’ells, els nivells ARNm de CK19 foren inferiors a 160 copies/uL (limit de
deteccié de la técnica) i, en un cas, de 210 copies/uL, un valor proper al llindar de
positivitat. Aquesta situacio es reflecteix a la Figura 3, que presenta un diagrama de
dispersid6 on es contextualitzen aquests valors i es reforca la hipotesi que
micrometastasis amb baixa expressié de CK19 poden no ser detectades per OSNA.

La revisio de les caracteristiques tumorals d’aquests pacients (Taula 5) revela

que els casos HE positius i OSNA negatius sovint presentaven caracteristiques
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adverses, com estadi pT3, alta carrega tumoral i GG de la ISUP alts, fet que podria
relacionar-se amb una expressié reduida de CK19 en tumors menys diferenciats.

Aixi doncs, en I'estudi POPCORN, la técnica OSNA en modalitat pooling mostra
una capacitat diagnostica comparable a 'HE per a la detecci6é de metastasis ganglionars

en pacients amb CP sotmesos a LP.
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6.1. DISCUSSIO

La preséncia de metastasis ganglionars en el CP és un factor prondstic
desfavorable, amb impacte tant en la supervivéncia lliure de recidiva bioquimica com en
la supervivéncia global (138—140). Aixi doncs, una determinacié acurada de I'estat
ganglionar és essencial per guiar el tractament. Tot i els avengos en técniques d’'imatge,
com la PET/TC amb PSMA-68Ga, la identificacié de ganglis afectats continua essent un
repte. Malgrat la seva elevada especificitat (>90%), la sensibilitat per detectar metastasis
de petit volum (<5 mm) és limitada (33,141), fet que implica un risc considerable de
falsos negatius. Per aquest motiu, la LP extensa es manté com el métode més fiable per
avaluar la invasio limfatica en pacients amb CP localitzat o localment avangat, amb un
risc intermedi-alt de recidiva bioquimica segons la classificacié de les guies de 'AEU
(17). No obstant aixo, tant els criteris d’'indicacié com la definicio de I'extensio dptima de
la LP continuen essent objecte de debat continu i el seu benefici terapéutic per se es
manté controvertit. Tot i que algunes evidéncies suggereixen un possible impacte en la
supervivencia lliure de recidiva bioquimica, la LP es considera principalment una eina
d’estadiatge i comporta un risc no menyspreable de complicacions (26,142). En aquest
escenari, resulta fonamental explorar técniques alternatives d’estadiatge limfatic que
millorin la sensibilitat diagnostica i permetin optimitzar la deteccid precisa de
micrometastasis, tot reduint la morbiditat associada a la limfadenectomia.

Un cop realitzada la LP els ganglis extirpats s’analitzen mitjangant técniques
histoldgiques convencionals. El protocol estandard consisteix en el tall macroscopic dels
ganglis en intervals de 3 - 4 mm, seguits d’un processament histoldgic amb tincié d’'HE
i revisié6 microscopica d’almenys una lamina de cadascun (80). Tot i ser el métode de
referéncia actual, aquest procediment presenta limitacions importants. En primer lloc,
I'analisi d’'una petita part del teixit pot comportar errors de classificacid, especialment en
el cas de micrometastasis, que poden quedar fora del tall analitzat. Aquest fenomen,

conegut com a biaix per mostreig, compromet la sensibilitat diagnostica de la técnica. A
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més, el processament histologic és laboridés i consumeix temps, recursos materials i
humans, representant una carrega assistencial notable per als serveis d’Anatomia
Patologica. Cal afegir que la interpretacio dels resultats depén en gran mesura del criteri
del patdleg, amb una variabilitat interobservador no menyspreable, especialment en
contextos de metastasis de petit volum o amb morfologia atipica.

Davant d’aquestes limitacions, el métode molecular OSNA ha estat proposat com
a alternativa per a I'analisi de I'estat ganglionar. Aquesta técnica, introduida per primera
vegada I'any 2007 en el context del cancer de mama, es basa en la deteccié quantitativa
de 'ARNm de la CK19 mitjangcant amplificacié isotérmica en temps real (RT-LAMP) (93).
A diferencia de la histologia convencional, el teixit ganglionar és processat integrament
mitjangant homogeneitzacio, fet que permet una avaluacié global. Posteriorment,
s’analitza I'expressio d’ARNm de CK19, una proteina epitelial expressada en diversos
tumors i utilitzada com a marcador de metastasi ganglionar, atés que es troba
habitualment absent en el teixit limfatic sa (91,143). El resultat s’expressa com el nombre
de copies dARNm de CK19 per puL, fet que permet establir llindars diagnostics
diferenciats entre teixit negatiu (<250 copies/uL), micrometastasi (entre 250 i 5.000
copies/uL) i macrometastasi (>5.000 copies/uL) (93).

Un dels avantatges més destacats de la técnica OSNA és la possibilitat
d’analitzar la totalitat del teixit ganglionar, fet que elimina el biaix de mostreig i
incrementa la capacitat de deteccié de micrometastasis. A més, el seu funcionament
automatitzat redueix la variabilitat interobservador i accelera el temps de resposta
diagnostica, fet que resulta especialment util en entorns d’elevada carrega assistencial
0 en escenaris intraoperatoris. La rapida aplicacio, I'objectivitat i la reproductibilitat del
métode fan que sigui una eina diagnostica altament atractiva en multiples contextos
clinics.

Des de la seva validaci¢ inicial en el cancer de mama, on la CK19 s’expressa en
més del 98% dels casos (90), la técnica OSNA ha estat aplicada amb éxit en altres

neoplasies epitelials com el cancer colorectal, gastric, ginecoldgic (cérvix i endometri),
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pulmonar, tiroidal i de cap i coll. En aquests tumors, la técnica ha demostrat una elevada
precisi6 diagnostica en la diferenciacid entre ganglis limfatics metastatics i no
metastatics, amb valors de concordanga amb la histologia convencional que oscil-len
entre el 80% i el 97% (101). En el context del cancer de mama, I'aplicacié intraoperatoria
en el gangli sentinella ha permés reduir el temps quirurgic, evitar reintervencions i
millorar I'eficiéncia assistencial. Aquests avantatges, juntament amb la seva fiabilitat
diagnostica, han afavorit la seva incorporacié a diverses guies de practica clinica
internacionals com a técnica validada per a I'estudi del gangli sentinella (110,111).

Tanmateix, perqué la técnica sigui aplicable de manera fiable, és imprescindible
que el tumor primari expressi CK19, ja que aquest és I'inic marcador que detecta OSNA.
En aquest sentit, la revisié sistematica publicada el 2022 (113) posa de manifest que la
majoria de tumors epitelials presenten una elevada expressio d’aquest marcador: 98%
en tumors de mama (90), 94.1% en colorectal (123), 98,6% en gastric (108), 96% en
pulmé (134), 98% en tumors ginecologics (129) i 91% en carcinomes escamosos de cap
i coll (135). Aquesta elevada prevalenga en multiples neoplasies n’ha permés una
aplicaciéo amplia. A més, els resultats publicats mostren valors de concordanga amb la
histologia superiors al 85%, reforgant-ne la validesa com a alternativa diagnostica.
Tanmateix, diversos estudis han posat de manifest la variabilitat en 'expressié de CK19
segons el tipus histologic i el grau de diferenciacié del tumor. En tumors de mama, per
exemple, s’ha observat una pérdua del marcador en subtipus menys freqients, com els
carcinomes metaplastics o lobulars (144), mentre que en tumors escamosos de cap i
coll s’ha detectat 'abséncia del marcador fins en el 75% de les mostres amb resultats
discordants entre OSNA i HE (135). Com a resposta a aquest risc de falsos negatius,
diversos estudis recents en tumors de mama, tiroide i pulmé han incorporat
sistematicament la verificacid immunohistoquimica prévia de CK19 com a criteri per a
I'aplicacio d’'OSNA (117,134,136).

En el cas especific del CP, la literatura disponible presenta resultats aparentment

contradictoris. L’estudi de Winter et al. (102) descrigué una expressio universal de CK19
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en el 100% dels tumors prostatics analitzats mitjiangant OSNA, independentment del GG
de la ISUP. Tot i que aquest treball estava limitat per una mostra petita (n = 20),
seleccionada majoritariament amb tumors de mal pronostic (PSA >10 ng/mL, pT3 i GG
de la ISUP 23), va constituir un precedent important per al desenvolupament posterior
d’aquesta linia d’investigacid. En canvi, Engels et al. (65) reportaren diversos casos de
metastasi ganglionar amb OSNA negatiu. L’analisi retrospectiva revela una expressio
debil o absent de CK19 en el tumor primari, especialment en tumors altament
desdiferenciats, amb patrons histologics desfavorables (pT3, GG de la ISUP = 3, alt
volum tumoral i elevat percentatge de patrons Gleason 4 i 5). Aquests resultats posen
de manifest la heterogeneitat en I'expressié de CK19 en el CP, influida pel grau de
desdiferenciaci6 cel-lular, habitualment associat a un pitjor pronostic (104), i per subtipus
histologics menys frequents, com els tumors neuroendocrins i de cél-lula petita, en qué
el marcador pot estar parcial o totalment absent. A més, a diferéncia d’altres tumors
epitelials, el teixit prostatic benigne també pot expressar CK19, especialment en
contextos de hiperplasia o inflamacié (103). Encara que aquesta expressid no té
implicacié maligna, pot generar falsos positius si es produeix contaminacié durant la
manipulacié quirurgica o al laboratori. Aquesta situacido és especialment critica en
pacients amb valors de CK19 propers al llindar diagnodstic, en queé la interpretacié pot
ser més ambigua. Igualment, una neoplasia sincronica amb drenatge limfatic compartit
podria donar lloc a un resultat falsament positiu. Per tal de minimitzar aquests riscos, el
nostre estudi (137) incorpora dos criteris metodologics clau: i. 'exclusio sistematica de
pacients amb tumors epitelials sincronics amb drenatge compartit, ji. la verificacié prévia
d’'una expressido positiva de CK19 (amb wuna intensitat =50%) mitjangant
immunohistoquimica en el tumor primari com a requisit d’inclusié. Aquest doble filtratge
assegura que només se seleccionin casos amb una expressio molecular adequada del
marcador i amb risc minim de contaminacid, incrementant la fiabilitat i precisié de la
tecnica OSNA aplicada a prostata. En paral-lel, i com a linia de futur, es proposa

complementar OSNA amb biomarcadors moleculars més especifics del teixit prostatic,
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com el PSMA (145), que ha demostrat gran utilitat tant en el diagnostic per imatge com
en les terapies dirigides. La combinaciéo de CK19 amb dianes moleculars propies del
teixit prostatic podria millorar la sensibilitat de la técnica i ampliar-ne I'aplicabilitat,
especialment en tumors atipics o de fenotip agressiu.

Existeixen dues modalitats d’aplicacié de la técnica OSNA descrites en la
literatura: l'analisi del gangli limfatic sentinella i I'analisi mitjangant la metodologia
d’agrupacio ganglionar (pooling). En tumors com el de mama, on la técnica de gangli
sentinella esta ampliament validada, OSNA s’ha consolidat com una técnica fiable per a
l'analisi intraoperatoria, amb capacitat per discernir entre preséncia o abséncia de
metastasi ganglionar, quantificar la carrega tumoral total (TTL) i predir I'afectacio
ganglionar addicional. Per contra, el drenatge limfatic prostatic és altament variable i
sovint bilateral (41), fet que complica I'estandarditzacié d’aquesta estratégia. En els
darrers anys, alguns estudis han explorat técniques per a la deteccié del gangli sentinella
mitjangant la injeccio de tragadors radioactius i 'is de gamma-probes intraoperatories.
En aquest sentit, el recent estudi multicéntric SENTINELLE (66) ha aportat dades
rellevants: en una cohort de 162 pacients amb CP localitzat de risc intermedi o alt, la
biopsia de gangli sentinella mostra una sensibilitat del 95,4% i una especificitat del 100%
en la deteccié de metastasi ganglionar, prenent com a referéncia la LP extensa. Tot i
aquests resultats prometedors, la técnica del gangli sentinella encara no s’ha consolidat
com a estandard clinic en prostata, principalment per la manca de protocols homogenis,
la complexitat anatomica del drenatge i I'abséncia de validacio en cohorts amplies (17).
En aquest escenari, cal destacar que I'estudi d’Engels et al. (105), a diferéncia del nostre
estudi POPCORN, analitza individualment els ganglis sentinella identificats i extirpats
mitjangant cirurgia guiada per magnetometre, després de la injeccio intraprostatica de
nanoparticules d'oxid de ferro superparamagnetiques. Davant d’aquesta situacio,
diversos autors han proposat I'aplicacié d’OSNA mitjangant la metodologia pooling, és
a dir, analitzant diversos ganglis dins d’'un mateix tub per optimitzar recursos,

especialment en tumors amb disseccions ganglionars amplies. Aquesta estratégia ja
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havia estat aplicada préviament en altres tumors com el colorectal i el pulmonar, amb
bons resultats diagnostics (94,95). Tanmateix, fins ara no s’havia avaluat de manera
sistematica ni prospectiva en el CP. El nostre estudi POPCORN és el primer treball
multicentric i prospectiu que aplica OSNA en modalitat pooling (137). S’hi analitzaren
2.503 ganglis limfatics de 131 pacients, agrupats en 972 tubs de mostra, i els resultats
obtinguts mostren una elevada concordanga amb la histologia convencional amb HE (k
= 0,70; 93,9%), amb una especificitat i un VPN del 96,6%, i una sensibilitat del 73,3%.
Aquestes dades son consistents amb estudis previs en altres tumors, i també amb les
reportades per Engels et al., consolidant I's d’OSNA com una técnica diagnostica fiable
en el CP, sempre que s’apliqui sota criteris de seleccié adequats (113).

Centrant-nos en la metodologia pooling, aquesta presenta diversos avantatges
que la fan especialment atractiva en el context del CP. En primer lloc, permet analitzar
un elevat nombre de ganglis per pacient amb un nombre reduit de reaccions moleculars,
la qual cosa suposa en un estalvi significatiu de temps, costos i carrega de treball, tant
per als laboratoris com per als serveis d’Anatomia Patoldgica. Aquesta eficieéncia
logistica és especialment rellevant en tumors com el CP, on la disseccié ganglionar pot
incloure més d’'una vintena de ganglis per pacient. A més, en analitzar tot el teixit
ganglionar, es redueix el biaix per mostreig propi de la histologia convencional i s’obté
una mesura objectiva de la carrega tumoral total (TTL), potencialment util com a eina de
prediccié d’afectacié addicional en ganglis no analitzats i com a factor pronostic de
recurréncia, com ja s’ha demostrat en altres neoplasies com el cancer de mama (99) .
Tanmateix, si en un futur s’aconsegueix una definicié consistent del gangli sentinella en
prostata, la técnica OSNA podria esdevenir una eina altament util per a l'analisi
intraoperatoria d’aquest gangli, permetent decisions quirargiques immediates i evitant
disseccions extensives innecessaries.

A més dels avantatges técnics i diagnostics, I'estratégia pooling també podria
tenir un impacte positiu des del punt de vista economic i logistic. El fet d’analitzar

diversos ganglis en un mateix tub permet reduir de forma significativa el nombre de
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reaccions moleculars necessaries, amb la conseguent disminucié de costos i temps de
laboratori. Tot i que caldrien estudis especifics de cost-efectivitat per confirmar-ho,
'evidéncia existent en altres neoplasies ja ha suggerit que I'is d’OSNA en modalitat
pooling pot traduir-se en beneficis econdmics i clinics per als sistemes de salut i els
pacients (96). En aquest sentit, futurs estudis haurien d’avaluar si la seva implementacio
sistematica pot contribuir a optimitzar recursos sense comprometre la qualitat
diagnostica. Tanmateix, I'estratégia pooling comporta certes limitacions. El fet d’agrupar
multiples ganglis en un unic tub impedeix conéixer-ne els aspectes morfologics i
determinar el nombre exacte de ganglis afectats, una informacio rellevant avui dia per
valorar la necessitat de tractaments adjuvants (17). Aixi mateix, el procés
d’homogeneitzacié del teixit no permet conservar el material per a estudis histologics
complementaris ni per a biobanc. Aquestes limitacions metodoldgiques s’han de tenir en
compte a I'hora d’integrar la técnica en la practica clinica, i poden condicionar-ne
I'aplicacié segons el context assistencial i els objectius de I'estudi.

En resum, I'estratégia pooling ofereix una via innovadora, practica i altament
eficient per aplicar OSNA en tumors en qué no és factible identificar un gangli sentinella,
com el CP. Tot i aixi, la seva implementacié ha de tenir en compte els condicionants
clinics, técnics i logistics propis de cada centre i de cada pacient, aixi com el proposit
diagnostic o pronostic perseguit.

Tot i els avantatges exposats del métode OSNA —com la seva rapidesa,
objectivitat, automatitzacio i capacitat per analitzar integrament el gangli limfatic—, un
aspecte clau a considerar en la seva aplicacié clinica sén els casos amb resultats
discordants respecte a la histologia convencional. De manera practicament unanime,
tots els estudis comparatius publicats fins avui, inclos el nostre estudi POPCORN, han
reportat discrepancies entre els resultats OSNA i els de I'analisi mitjangant tincié amb
HE. Aquestes discordances poden presentar-se en dues direccions: ganglis limfatics
que son OSNA positius perdo HE negatius, i d’altres que sén HE positius pero OSNA

negatius. Malgrat representar una proporci6 minoritaria de casos, aquestes
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discrepancies poden tenir implicacions rellevants en la presa de decisions cliniques,
especialment en pacients amb carrega metastatica baixa o limitrofa. En aquest context,
entendre els punts forts i febles de cada técnica és essencial per evitar errors
d’estadiatge que podrien condicionar el tractament quirurgic o adjuvant. Les causes
d’aquestes discrepancies, comentades anteriorment amb més detall, inclouen
principalment el biaix per assignacio tumoral (TAB), la variabilitat en I'expressié de CK19
i el llindar de deteccio utilitzat per OSNA.

En primer lloc, I'alta sensibilitat de la técnica pot permetre detectar cél-lules
tumorals de petit volum que no son visibles en el tall histoldgic analitzat, especialment
en contextos de micrometastasi. En aquests casos, I'aparent fals positiu podria reflectir,
de fet, una deteccié més precog o més completa de la malaltia. Tanmateix, també poden
produir-se falsos positius reals, com en situacions de contaminacié accidental durant la
manipulacid, o bé en pacients amb neoplasies sincroniques que comparteixen drenatge
limfatic i que poden expressar també CK19, com certs tumors d’origen urotelial o
colorectal. Aquestes situacions subratllen la importancia d’'un acurat coneixement del
context clinic i d’una seleccié adequada dels pacients.

D’altra banda, els falsos negatius d’OSNA poden apareixer en tumors amb baixa
o inexistent expressi6 de CK19 —especialment en subtipus desdiferenciats o
histoldogicament atipics—, o bé en aquells casos en qué la metastasi es troba
exclusivament en el fragment ganglionar que no ha estat processat per OSNA. Aquest
darrer suposit és especialment rellevant des del punt de vista metodologic: per fer una
comparacio fiable entre OSNA i HE, la mostra ganglionar s’ha de dividir entre ambdues
tecniques, sovint mitjangant una distribucié aleatoria del teixit. Aquest fet comporta un
biaix inherent al disseny dels estudis comparatius i fa practicament impossible assolir
una concordanga diagnostica del 100%. Aquest fenomen ha estat ampliament
documentat en tumors com el de mama, colorectal, gastric, pulmoé i ginecologics, on
OSNA ha demostrat un rendiment molt alt pero, igualment, ha generat dubtes i la

necessitat de validaci6 en casos limit. Diversos grups han proposat técniques
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complementaries per estudiar millor aquests casos discordants, com la verificacio
immunohistoquimica per CK19 en el tumor primari, la repeticié de I'analisi amb OSNA,
I'exhauriment de blocs de parafina, o fins i tot técniques moleculars com la gqRT-PCR o
western blot. Aquestes aproximacions han permés confirmar moltes metastasis
inicialment dubtoses i han ajudat a redefinir el valor prondstic i la sensibilitat real de la
técnica.

En aquest context general, el CP representa un ambit emergent per a I'aplicacié
d’OSNA, amb un interés creixent per millorar I'estadificacié ganglionar en pacients amb
malaltia local o localment avangada de risc intermedi o alt. Tot i aixi, les dades sobre
'ts d’OSNA en prostata son molt limitades. El nostre estudi POPCORN aporta nova
evidéncia en aquest sentit, mitjangant I'analisi molecular de ganglis limfatics extrets en
el context d'una LP extensa. Amb un total de 131 pacients i més de 2.500 ganglis
analitzats en modalitat pooling, I'estudi mostra una concordanga elevada (93,9%) entre
OSNA i HE, una especificitat del 96,6% i un VPN igualment alt.

Tot i aquests bons resultats globals, es van detectar vuit pacients amb resultats
discordants (6,1%), una proporcié similar a la reportada en altres neoplasies. Quatre
d’aquests casos van resultar positius per OSNA i negatius per HE, i en tots ells es van
identificar micrometastasis. En canvi, quatre pacients presentaven metastasis
detectades només per HE (dues micro i dues macrometastasis). Entre aquests, destaca
una mostra amb un valor OSNA de 210 copies/uL, molt proper al llindar diagnostic
establert per a micrometastasi, plantejant dubtes sobre la interpretacié clinica i valor
pronostic d’aquestes carregues moleculars tan baixes. Aquestes situacions podrien
correspondre a cél-lules tumorals aillades o a metastasis molt incipients, pero
actualment no disposem de dades suficients per establir-ne el comportament clinic.
Aquesta incertesa subratlla la necessitat de futurs estudis que permetin definir, si escau,
uns llindars especifics per a CP. D’altra banda, la majoria dels casos falsament negatius
amb OSNA presentaven caracteristiques histopatologiques desfavorables, en linia amb

les observacions realitzades per Engels et al. (105): pT3, alt volum tumoral, GG de la
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ISUP = 3 i elevat percentatge de patrons Gleason desfavorables (4 i 5), fet que podria
associar-se a una menor expressié de CK19 i, en conseqiiéncia, a una reducci6 de la
sensibilitat diagnostica en tumors d’alt risc.

Les discrepancies observades entre OSNA i la histologia convencional amb HE,
lluny de desautoritzar cap de les dues técniques, posen de manifest la importancia de
coneixer-ne els limits, comprendre’n el funcionament i considerar-les com a eines
complementaries en I'estudi ganglionar. OSNA, doncs, aporta una analisi objectiva,
rapida i exhaustiva del teixit limfatic, amb capacitat per detectar micrometastasis i
quantificar la carrega tumoral total (TTL), dos factors amb potencial valor diagnostic i
pronostic. Tot i aixd, aspectes com la baixa expressi6 de CK19 en tumors
desdiferenciats, la possible contaminacié o la comparticid6 de drenatge amb altres
neoplasies poden afectar-ne la precisio i generar discrepancies.

Concloem aquest resum de discussio destacant que el nostre estudi POPCORN
és el primer que descriu i valida I'aplicacid6 d’OSNA en modalitat pooling per a I'analisi
ganglionar de pacients amb CP sotmesos a LP, mostrant una elevada concordan¢ca amb
la histologia convencional amb HE. Aquests resultats consoliden OSNA com una
alternativa diagnostica robusta i eficient per a I'estadificacié limfatica en el CP, si bé
caldra validar-los en cohorts més amplies i amb el seguiment clinic per determinar el
seu valor predictiu en relaci6 amb la recidiva bioquimica i el seu impacte real en la

practica assistencial.
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6.2. LIMITACIONS

El nostre projecte presenta certes limitacions que cal considerar per a una
correcta interpretacié dels resultats. En el cas de la revisié sistematica, la principal
limitacié fou I'heterogeneitat entre els estudis inclosos, fins i tot dins de cada subgrup
tumoral. Tot i compartir el mateix punt de tall diagnostic per a OSNA, es detecten
diferéncies en el disseny dels estudis, els criteris d’inclusid, el nombre de ganglis
analitzats, la verificacio prévia de I'expressi6 de CK19 i I'Us de técniques
complementaries en casos discordants. Aquesta variabilitat metodologica dificulta la
comparabilitat i limita I'extrapolacié dels resultats. A més, la manca de dades de
seguiment clinic en la majoria dels estudis impedeix valorar I'impacte pronostic real de
la deteccié molecular. Finalment, no es va poder dur a terme un metanalisi per la manca
d’homogeneitat, tot i que hauria permés obtenir una estimacié global més robusta de la
sensibilitat i especificitat d’OSNA.

Pel que fa a 'estudi POPCORN, malgrat el seu disseny multicéntric, prospectiu i
I'elevat nombre de ganglis analitzats, presenta també algunes limitacions que cal tenir
en compte. En primer lloc, la comparacié entre OSNA i HE es basa en una divisié fisica
del teixit ganglionar, fet que introdueix un biaix inevitable d’assignaci6é tumoral (TAB),
especialment rellevant en el cas de micrometastasis. Aquest aspecte pot explicar
algunes de les discrepancies detectades i és compartit per la majoria d’estudis que
comparen técniques moleculars i histologiques. En segon lloc, tot i que es va verificar
préviament I'expressio de CK19 en el tumor primari, no es pot descartar una certa
heterogeneitat intraindividual en aquesta expressio, especialment en tumors amb
fenotip desdiferenciat o amb preséncia de multiples subclons cel-lulars. Aquesta
heterogeneitat podria reduir la sensibilitat diagnostica d’OSNA en subgrups especifics
de pacients. Addicionalment, I'estudi no incorpora dades de seguiment clinic, la qual

cosa impedeix analitzar la correlacio entre els resultats moleculars obtinguts i I'evolucio
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oncologica dels pacients. Aquesta abséncia limita la capacitat de valorar el valor
pronostic real de la carrega tumoral total (TTL) detectada per OSNA.

Finalment, tot i haver exclos pacients amb neoplasies sincroniques amb drenatge
compartit i haver establert directrius de manipulacié per evitar contaminacid, no es pot
descartar completament aquest risc en I'aplicacio real de la técnica, especialment en
entorns amb alta carrega quirurgica. Per tot aix0, els nostres resultats s’han d’interpretar
amb precaucid, i caldra validar-los en futurs estudis amb cohorts més amplies,
seguiment clinic prolongat i, si escau, integracié de nous biomarcadors moleculars que

permetin augmentar la sensibilitat i especificitat de la técnica OSNA aplicada al CP .
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Conclusions

1. El métode molecular OSNA ofereix uns resultats equivalents als de les tecniques
histopatoldgiques convencionals basades en tincid HE, amb alta precisié diagnostica

per a la deteccié de metastasis ganglionars en diferents entitats tumorals.

2. OSNA permet quantificar de manera rapida, objectiva i postoperatoria I'expressio
d’ARNm de CK19 en els ganglis extrets durant la LP extensa en pacients amb CP,

obtenint resultats comparables als de I'estudi histopatoldgic convencional amb tincié HE.

3. La modalitat pooling possibilitza I'optimitzacié de recursos i 'obtencié d’un valor de
carrega tumoral total (TTL) per a cada pacient. Tanmateix, aquesta modalitat limita
I'analisi morfologica dels ganglis i la determinacié del nombre exacte de ganglis afectats.
Malgrat aix0, la determinacié de la TTL podria aportar informacio pronostica i terapéutica

rellevant en un futur, tal i com ja s'ha observat en altres neoplasies.

4. Finalment, i com a resposta a I'objectiu principal d’aquest estudi, es conclou que
'estadiatge convencional basat en la tinci6 HE podria ser substituit pel métode de
diagnostic molecular OSNA en aquells pacients en qué préviament s’hagi confirmat

I'expressio de CK19 en la bidpsia del teixit tumoral prostatic.
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Linies de futur

Els resultats obtinguts, juntament amb I'analisi de I'evidéncia disponible, senten
clares hipotesis de treball i obren la porta a noves arees de recerca que poden reforcar
i ampliar I'aplicabilitat clinica de la técnica OSNA en el CP. A continuacié, es descriuen
algunes linies de treball futures que poden contribuir a optimitzar-ne I'iis diagnostic i

pronostic.

1. Estudis aleatoritzats amb seguiment clinic. S6n necessaris estudis prospectius
aleatoritzats amb seguiment oncoldgic que permetin correlacionar els valors de carrega
tumoral total (TTL) obtinguts mitjangcant OSNA amb el risc de recidiva bioquimica i/o
progressio clinica, i comparar aquests resultats amb els criteris actuals basats en el
nombre de ganglis afectats segons [I'analisi histopatologica convencional (HE),
especialment amb el llindar de més de dos ganglis positius. Addicionalment, caldra
validar els resultats en cohorts més amplies i diverses per tal de garantir la seva
aplicabilitat en contextos clinics diferents.

2. Verificacié sistematica de la CK19. La incorporacié sistematica de la técnica
d’immunohistoquimica per a CK19 en el tumor primari, abans de I'aplicacio dOSNA en
el teixit ganglionar, pot ajudar a evitar falsos negatius en tumors amb baixa expressio.
Aquesta estratégia podria esdevenir una part essencial del protocol diagnostic, garantint
una aplicacié més segura i eficient de la técnica molecular.

3. Estudi i validacié del gangli sentinella en CP. El desenvolupament de técniques
fiables i reproduibles per a la identificacié del gangli sentinella en CP permetria explorar
l'aplicaci6 d’'OSNA en escenaris intraoperatoris. La seva aplicacié podria evitar
disseccions ganglionars innecessaries i reduir la morbiditat quirurgica associada.

4. Combinacié amb altres biomarcadors moleculars. L’Us combinat de CK19 amb
altres biomarcadors especifics de prostata, com el PSMA, podria augmentar la
sensibilitat d’OSNA, especialment en tumors desdiferenciats. Aquesta estratégia obre la

porta al desenvolupament de versions multiplexades de la técnica.
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5. Comparacié amb técniques d’imatge molecular. L’estudi comparatiu entre OSNA
i técniques com la PET/TC-PSMA permetria definir millor el paper complementari de
cada eina en I'estadiatge ganglionar. OSNA podria tenir un rol rellevant en la deteccio
de micrometastasis no visibles radiologicament.

6. Redefinicié del punt de tall especific per prostata. Seria interessant explorar si el
llindar diagnostic actual (250 copies d’ARNm de CK19/uL) és I'dptim per al CP. Estudis
especifics podrien contribuir a definir punts de tall més ajustats al context histologic i
bioldgic d’aquest tumor.

7. Estudis cost-efectivitat. Es important desenvolupar estudis econdmics que
analitzin I'impacte de la técnica OSNA, especialment en la seva modalitat de pooling, en
comparacié amb la histologia convencional amb HE. Aquests estudis haurien de tenir
en compte no només els costos directes del procés diagnostic, sind també els beneficis

associats a I'optimitzacié dels recursos patologics i a una millor estratificacié del risc.
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