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Souhrn

Vychodiska: Karcinoembryonalni antigen (CEA) je sérovym nadorovym markerem celé fady nadorti. Doposud
bylo publikovano nékolik metodickych postupil detekce CEA pomoci RT-PCR. V nasledujici studii je hodnoce-
na kvantitativni RT-PCR pro CEA v diagnostice minimdlni reziduélni choroby v kostni dfeni pacientek s karci-
nomem prsu pied zahdjenim neoadjuvantni nebo adjuvantni systémové 1écby. Metody: Celkem bylo vySetieno
70 aspirati kostni dfené pacientek po radikalnim chirurgickém vykonu nebo pfed zahdjenim neoadjuvantni 1é¢-
by s kurativnim zamérem. Celkem 37% pacientek bylo hodnoceno jako stadium I, 60% jako stadium II a 3% jako
stadium III. Pro izolaci mRNA bylo pouZito kitu QIAamp RNA blood mini kit (Qiagen ®). Nasledné byla pro-
vedena kvantitativni RT-PCR exprese CEA. Vysledky: Transkripty CEA byly zjiStény v 29 (41%) vzorcich ze 70.
S medidnem sledovéni 22 mésici bylo hldSeno 8 udélosti hodnocenych v rdmci doby do sledované udalosti (dise-
ase free survival, DFS). Jednalo se o 4 systémové recidivy, 1 duktédlni karcinom in situ (DCIS), 1 lokoregiondlni
recidivu a 2 umrti bez nddoru. Cty¥i DFS udalosti (2 systémové recidivy, 2 amrti bez niddoru) byly pozorovany
u pacientek s prokdzanymi transkripty CEA v kostni dfeni a 4 (2 systémové recidivy, 1 DCIS, 1 lokoregiondlni
recidiva) u pacientek bez CEA v kostni dieni. Byl pozorovan trend ke krat§Simu DFES ve skupiné s CEA v kostni die-
ni (p=0.05548). Celkové pteziti nebylo hodnoceno, jelikoZ byly doposud zaznamenany pouze 2 tmrti (u pacientek
bez nadoru). Zdveér: Kvantitativni RT-PCR pro detekci CEA muiiZe byt vhodnou metodou pro detekci minimélni rezi-
dudlni choroby v kostni dfeni. Prognostickd hodnota zlistdvé nejasnd. Prezentované vysledky je nutné interpretovat
s opatrnosti, protoZe mohou byt ovlivnény vyskytem 2 nenddorovych timrti u pacientek s CEA v kostni dieni.

Klicova slova: karcinom prsu, kostni dfefi, CEA, minimalni rezidualni choroba

Summary

Background: Carcinoembryonic antigen (CEA) is widely used as a serum tumour marker in various types of can-
cer. Several systems for the CEA-RT-PCR approach have been reported to date. In this study, we have evaluated
the quantitative CEA-RT-PCR as a diagnostic tool for detection of minimal residual disease in bone marrow of
early breast cancer patients prior the administration of any adjuvant systemic therapy. Methods: We obtained bone
marrow aspirates of 70 patients with stage I (37%), II (60%), and III (3%) breast cancer who underwent either
immediate complete resection of the tumour or neoadjuvant therapy with subsequent curative surgery. mRNA
was isolated using QIAamp RNA blood mini kit (Qiagen ®). Subsequently quantitative RT-PCR for the expres-
sion of CEA has been performed. Results: CEA transcripts were detected in samples from 29 (41%) out of 70
patients. With a median follow-up of 22 months we observed 8 disease free survival (DFS) events including 4 sys-
temic recurrences, 1 ductal in-situ carcinoma (DCIS), 1 local recurrence, and 2 deaths without tumour. Four DFS
events (2 systemic recurrences, 2 deaths without tumour) occurred in patients with CEA transcripts in the bone
marrow and 4 (2 systemic recurrences, 1 DCIS, 1 locoregional recurrence) in patients without CEA in the bone
marrow. There was a trend to shorter DFS in the group with CEA in the bone marrow (p=0.05548). Overall sur-
vival was not assessed because only 2 deaths (both in patients without tumour) have been reported to date.
Conclusion: Quantitative RT-PCR assay for CEA may be a useful tool for detection of minimal residual disease
in the bone marrow. Clinical and prognostic relevance of minimal residual disease using this technique remains
unproven. Our results should be interpreted with caution with regard to 2 deaths in CEA positive group with no
relationship to disease recurrence.
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Uvod

Casny hematogenni rozsev nadorovych bunék je podkladem
pro pozdéjsi vznik vzdilenych metastdz. Nicméné z pocatku
je pod rozliSovaci schopnosti klinicky b&€Zné€ dostupnych
metod, a proto neni zohlednén v stagingovych klasifikacich
(1). U pacientek s ¢asnym karcinomem prsu je minimalni rezi-
duélni choroba v kostni dfeni prognosticky nepiiznivym uka-
zatelem, ktery by v budoucnu mohl pfispét k volbé 1é¢ebné
strategie (2). Doposud byly zkouSeny rtizné imunocytoche-
mické metody (3, 4) a techniky vyuZivajici reverzni tran-
skriptdzovou polymerazovou fetézovou reakci (RT-PCR) (5,
6, 7). Senzitivita RT-PCR je ve srovnani s imunocytochemii
10 x az 100 x vyssi (6). Nicméné RT-PCR je zatim kontro-
verzni metodou, protoZe specificita techniky zavisi na poctu
amplifikacnich cyklf a designu pouZitych primeri. Navic celd
fada genti kddujicich detekované molekuly neni specifickd jen
pro nédory, ale vyskytuje se v ur€itém mnoZstvi i v normal-
nich tkénich (8).

Karcinoembryondlni antigen (CEA) byl ptivodné popsén jako
onkofetalni glykoprotein. V soucasnosti je Siroce pouzivan
jako nadorovy marker celé fady nadori predevsim karcinomu
prsu a tlustého stfeva (9, 10). K detekci CEA pomoci RT-PCR
bylo vyvinuto doposud nékolik technik. Gerhard a spol. (6)
publikoval vysledky se specifickou metodikou detekce CEA
exprimujicich nddorovych bunék v kostni dfeni pacientt s kar-
cinomem tlustého stfeva nebo jinym CEA pozitivnim kar-
cinomem. V rdmci testovaného souboru 62 vzorkt amplifika-
ce CEA specifické mRNA umozZiovala specifickou detekci
nidorovych bunék v kostni dfeni a periferni krvi. Mitas a spol.
(11) popsali kvantitativni CEA RT-PCR detekci miniméalni
rezidudlni choroby v axilarnich lymfatickych uzlinich paci-
entek s karcinomem prsu.

V prezentované studii je zkoumdéna metoda kvantitativni CEA
RT- PCR detekce v diagnostice minimdlni rezidudlni choroby
u pacientek s ¢asnym karcinomem prsu pied zahdjenim systé-
mové 1éCby.

METODY

Soubor pacientek

Zarazenym pacientkdm Onkologické kliniky 1.LF UK a VFN
v Praze byly odebrany vzorky kostni dfen€ z hrudni kosti nebo
lopaty kosti kycelni. VSechny pacientky byly bud po radikéal-
nim chirurgickém vykonu bez zndmek onemocnéni nebo pied
zahdjenim neoadjuvantni 1é¢by s kurativnim zdmérem. Nébor
probihal od biezna 2001 do ¢ervna 2004. Vstupni kritéria zahr-
novala: primdrni karcinom prsu stadia I, II, a nebo III podle
UICC (12), adekvatni radikélni chirurgicky vykon, nebo pla-
nované neoadjuvantni 1é¢ba s kurativnim zdmérem. Celkem
bylo na zéklad€ zminénych kritérii zatazeno 70 pacientek: 26(37
%) stadial, 19 (27 %) stadia IIA, 23 (33 %) stadiaIlIB a2 (3 %)
stadia IIIB. Podrobné charakteristika souboru je popsédna
v tabulce 1. Adjuvantni 1é¢ba byla indikovéana na zékladé plat-
ného konsensu ze St. Gallen bud z roku 2001 (13) nebo z roku
2003 (14). Adjuvantni chemoterapie zahrnovala antracyklino-
vé reZimy nebo reZimy s antracykliny a taxdny nebo reZimy bez
antracyklint. Celkem byla podana 51(73 %) pacientkam. Z 62
(89 %) pacientek s expresi hormondlnich receptorti byla 54
(77%) podéna prislu$né adjuvantni hormondlni lé¢ba tamoxi-
fenem nebo anastrozolem. Osm pacientek s expresi hormonal-
nich receptori nebylo zatim lé¢eno adjuvantni hormonalni 1é¢-
bou, protoZze v dobé analyzy neukoncily adjuvantni
chemoterapii nebo radioterapii. Devét premenopauzalnich paci-
entek podstoupilo chirurgickou nebo farmakologickou ovari-
alni ablaci. V pfipadé prs zachovévajiciho chirurgického vyko-
nu nédsledovala vzdy radioterapie. Pacientky s vice neZ 3
postiZenymi axildrnimi lymfatickymi uzlinami nddorem pod-
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Tabulka ¢. 1: Soubor pacientek (N=70)

Pacientky
T No. % |

Vek

Medidn 52

Rozmezi 28-76

Premenopauzdlni 27 39

Postmenopauzalni 43 61
Stddium

I 26 37

1A 19 27

1B 23 33

1B 2 3
N+ (postiZeni spadovych axildrnich uzlin) 35 50
HR + (hormondlni receptory) 62 89
Histologie

Invazivni duktdlni karcinom 53 76

Invazivni lobuldrni karcinom 14 20

SmiSeny duktdlni/lobuldrni karcinom 3 4
Chemoterapie

Neoadjuvantni (F)AC* 4 6

antracyklin-taxdn 3 4

letrozol 1 1
Adjuvantni

(F)AC/F)EC * 37 53

CMF** 5 7

antracylin-taxdn 9 13
Tamoxifen 52 74
Anastrozol 2 3

* (F)AC/(F)EC: (fluorouracil), doxorubicin, cyklofosfamid/(fluorouracil), epirubicin,
cyklofosfamid
**CMF: cyklofosfamid, metotrexdt, fluorouracil

stoupily ozafovani axily. VSechny zafazené subjekty byly sle-
dovény stran recidivy a ptipadného umrti.

Vyzkum probihal ve shodé s Helsinskou deklaraci a byl schva-
len mistni etickou komisi. VSechny pacientky podepsaly for-
muldf informovaného souhlasu.

Aspirace kostni direné

Pied odbérem byla provedena drobna koZni incize za tcelem
zamezeni kontaminace vzorku epitelidlnimi butikami. Celkem
bylo do zkumavek s EDTA odebrdno pomoci jednordzové
punkeni jehly (Allegiance Healthcare Corporation, McGaw
Park, IL, USA) 0,5 az 7, 5 (median 1,5) ml kostni diené z kos-
ti hrudni (u 49 pacientek) nebo lopaty kosti kycelni (u 21 paci-
entek). Vzorky byly ihned zpracovény niZe zminénou techni-
kou. Odbéry poskytly dostate¢né mnozstvi mRNA.

Zpracovani vzorka kostni diené

Extrakce RNA ze vzorki kostni diené byla provedena pomo-
ci komer¢niho kitu (QIAamp RNA Blood Kit, Qiagen, Valen-
cia, USA) podle instrukci vyrobce. Cistota RNA byla kontro-
lovdna pomoci UV spektrofotometru.

Kvantitativni RT-PCR

Komplementdrni DNA (cDNA) byla pfipravena pomoci kitu
RevertAid (Fermentas, Burlington, Kanada) na gradientovém
cykléru Thermal Cycler PTC 200 (MJ Research, Waltham,
MA) s pouzitim nasledujiciho schématu: V prvnim kroku byla
smés 3 pg celkové RNA s 0,3 pg ndhodnych hexamerd Ran-
dom primers (Promega, Madison, WI, USA) inkubovéna



Sminut p¥i 70 °C, poté rychle zchlazena na ledu. V nasleduji-
cim kroku bylo ke smési pfidano 6pl 5x RT pufru (Fermen-
tas), 3ul 10mM dNTP a 0,75 pl inhibitoru ribonukledz RNA-
sin (40U/pl) (Promega, Madison, WI, USA). Smés byla
ponechdna 5 minut pfi pokojové teploté, a na zavér bylo pri-
déano 150 U reverzni transkriptazy M-MuLV RevertAid (Fer-
mentas, Burlington, Kanada) a inkubovdno 60 minut pti 42 °C.
Poslednim krokem byla tepelnd inaktivace reverzni transkrip-
tazy 5 minut pfi 95 °C.

Piivodné publikované priméry na detekci karcinoembryonal-
niho antigenu (CEA, CEACAMS, NM 004363) (15) byly
modifikovany a designovany tak, aby nedoslo k amplifikaci
jinych podobnych genti anebo genomické DNA: CEA3 (5° -
TAA GTG TTG ACC ACA GCG ACC C-3’), CEA4 (GTT
CCC ATC AAT CAG CCA AGA A - 3’) a TagMan proba
CEA- P (ATG TCC TCT ATG GCC CAG ACGACCC-3
BHQI - HEX). Celkova délka amplikonu je179 bp. Jako stan-
dardy pro absolutni kvantifikaci bylo pouZity amplikony o dél-
ce 513 bp pfipravené pomoci specifickych primerdt CEA3outer
(5 - ACA GTC TAT GCA GAG CCA CCC AAA -3
aCEA4outer (5” - GCT GTG GCC ACT GGC TGA GT - 3°).
Real-time RT-PCR bylo provedeno nareal-time cykléru Rotor-
Gene 3000 (Corbett-Research, Sydney, Australie). PCR reak-
ce bylazahdjena 15-ti minutovou inkubaci pfi teploté 96°C, kdy
doslo k aktivaci HotStart Taq polymerdzy (AB Gene, Epsom,
Velkd Britdnie) . Poté néasledovalo samotné cyklovani
15s/95°C - 15s/65°C. Reak¢ni smés o celkovém objemu 251
pro detekci CEA obsahovala primery o koncentraci CEA3
300nM, CEA4 600nM, specifickou TagMan sondu CEAP
o koncentraci 200nM (vSe Generi-Biotech, Hradec Kralové,
Ceska republika), MgCl2 3mM, 10x PCR buffer, 1U HotStart
Taq polymerazy (vSe AB Gene, Epsom, Velkd Britanie), ANTP
200uM (Promega, Madison, WI, USA) a 100ng cDNA. K pre-
venci kontminace béhem zpracovéani vzorkt bylo pouZivino
Spicek s filtry a oddélenych pracovnich ploch. Kazdy vzorek
byl analyzovén v dubletu. B€hem analyz byly pouZivany pozi-
tivni a negativni kontroly k ovéfeni senzitivity, specificity,
reprodukovatelnosti a k detekci eventudlni kontaminace.
Vyhodnoceni real-time RT-PCR reakce bylo provedeno soft-
warem Rotor-Gene 3000 verze 6.0 (Corbett-Research, Sydney,
Australie) a absolutni kvantifikace hledaného markeru byla
vztaZzena na mnoZstvi RNA vstupujici do reverzni transkripce.

Statistika

Pro statistické analyzy bylo pouZito software Statistica verze 6.0
(StatSoft © 2003). Byly vyhodnoceny korelace mezi expresi
CEA o ostatnimi prognostickymi faktory jako je velikost nddo-
ru, infiltrace axilarnich lymfatickych uzlin, pocetinfiltrovanych
uzlin, exprese hormonélnich receptortl, histologicky typ a naddo-
rovy grading. Byla provedena univariacni analyza posuzujici
vliv CEA na dobu do sledované udalosti (disease free survival,
DEFES), dobu do vzniku vzdilenych metastiz (distant metastasis
free survival, DMFES) a dobu do recidivy (relapse free survival,
RFS). DES byl definovén jako doba od vstupu do studie do vzni-
ku vzdalenych metastdz, lokoregiondlni recidivy, kontralateral-
niho karcinomu prsu, duktilniho karcinomu in-situ (DCIS) nebo
umrti bez nddoru. DMFS byl definovén jako doba od vstupu do
studie do vzniku vzdalenych metastdz. RFS byl definovan jako
doba od vstupu do studie do vzniku vzdalenych metastaz, loko-
regiondlni recidivy, kontralaterdlniho karcinomu prsu nebo duk-
talniho karcinomu in situ (DCIS).

Vysledky

Celkem byly odebrany vzorky kostni dien€ od 70 pacientek
pred zahijenim systémové 1é€by. Dostate¢né mnoZstvi mRNA
bylo izolovano u vSech 70 vzorki. Transkripty CEA mRNA
byly zjiSt€ny v kostni dfeni u 29 (41%) pacientek. Vétsina paci-
entek byla stadia II: 9 stddium IIA, 9 stddium IIB. Deset paci-
entek mélo klinické stddium I a pouze 1 stadium ITIB. Vice jak
polovina z nich (15/52%) méla proké4zané postiZeni axilarnich

lymfatickych uzlin. Ve srovndni s ostatnimi prognostickymi
faktory nebyla prokédzana korelace s niddorovym gradingem
(r =-0,22), expresi hormondlnich receptori (r = 0) a histolo-
gickym typem (r = 0,06).

Medidn doby sledovani €inil v dobé€ analyzy 22 mésict (roz-
mezi: 2 aZ 45 mésich). U 8§ pacientek (9%) byla zaznamenana
udélost hodnocena v rdmci DFS. Z nich se jednalo u 4 paci-
entek o vznik vzdalenych metastdz, 1 lokoregiondlni recidivu,
1 DCIS a 2 amrti bez nadoru (plicni embolie, autonehoda).
U pacientek s transkripty CEA v kostni dieni byly zazname-
nény 2 systémové recidivy a 2 umrti bez nadoru. U pacientek
bez CEA v kostni dfeni byly zji$té€ny 2 systémové recidivy, 1
DCIS a 1 lokoregiondlni recidiva. Byl zji$tén trend ke krats$i-
mu DFS ve skupiné s CEA v kostni dfeni. Nicméné statistic-
ky se pohyboval té€sné¢ nad hranici statistické vyznamnosti
(p=0,05548, Gehan-Wilcoxon). Ktivka pro DFS, je zndzorné-
na na obrazku 1. Nebyl pozorovan statisticky vyznamny roz-
dil mezi jednotlivymi skupinami ve smyslu DMFS (p=0.271)
a RFS (p=0.37231). Celkové preZiti nebylo hodnoceno, jeli-
koZ se v souboru objevily pouze 2 umrti (obé nenddorové).

Obr. 1: DFS (Kaplan Maier)
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Diskuse

Detekce minimélni reziduélni choroby v kostni dieni pacientek
s Casnymi stadii karcinomu prsu mtiZe pfispét k zdokonaleni sta-
gingovych klasifikaci a tim k pfesnéjsimu odhadu progndzy
nemocné. (16). Doposud bylo pro RT PCR detekci rezidudlni
choroby zkouSeno u pacientl s riznymi nadory véetn€ karcino-
mu prsu nékolik markert jako napf. cytokeratiny, mammaglo-
binamaspin (17,18,19). Exprese CEA jako markeru nadorovych
bunék byla zkouména v lymfatickych uzlinach, periferni krvi
akostni dfeni. Min a spol. (16) publikovali dobré vysledky s CEA
RT PCR detekci nddorovych bunék v sentinelové uzlin€. Mitas
a spol. (11) dosahl podobnych vysledk pfi pouZiti kvantitativ-
ni RT PCR. Naopak néktefi autofi shledali detekci CEA expre-
se ve stejnych indikacich jako mélo pfinosnou (21). Bohuzel
vSechny zvefejnéné studie trpély malym poctem zarazenych paci-
entek (od 17 do 22), a tak je obtiZzné na zakladé dostupnych dat
vyvodit konecné zavéry. Podobné nekonzistentni vysledky byly
publikovéany o detekci CEA v periferni krvi (22). Na zakladé pre-
hledu literatury byly transkripty CEA mRNA v kostni dfeni zjis-
tény u 17, 4% az 67 % pacientil. Gerhard a spol. (6) zjistil CEA
pomoci RT PCR u 4 z 6 pacientek z karcinomem prsu. Zhong
a spol. (23) detekoval CEA podobnou technikou u 27,8% paci-
entek v doposud nejvétsim publikovaném souboru (181 pacien-
tek s karcinomem prsu po radikdlnim vykonu pro karcinom prsu).
Berois a spol. (24) ve své préci publikoval proporcionalné
nejmensi zadchyt CEA ve vzorcich kostni dfené (17,4%; 8 z 46
pacientek). V nasi prici jsme pomoci metody kvantitativniho RT-
PCR pro detekci CEA prokézali miniméalni rezidudlni chorobu
u41% (29 ze 70) pacientek s Casnym karcinomem.
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V diive publikovanych studiich byla miniméalni reziduélni cho-
roba detekovdna pomoci imunocytochemie potvrzena jako
nezavisly negativni prognosticky faktor pro krat$i dobu do reci-
divy a celkové preZiti pacientek s ¢asnym karcinomem prsu
(16) . Navic neddvno publikovand metanalyza tyto zavéry
potvrdila (25) . U CEA jako markeru nddorovych bunék v peri-
ferni krvi byla prokdzana negativni prognostickd hodnota
u pacientl s kolorektdlnim karcinomem a nemalobuné¢nym
karcinomem plic (26, 27) . U karcinomu prsu Jotsuka a spol.
(28) publikoval vysledky studie ze 101 pacientkami z ¢asnym
karcinomem prsu. Prikaz transkripth mRNA pro CEA v peri-
ferni krvi byl prognosticky nepiiznivym faktorem. Stathopo-
ulou a spol. (29) zkoumali expresi CEA v periferni krvi paci-
entll s karcinomem prsu, tlustého stieva a hematologickych
malignit. BohuZel zvefejnéné vysledky neobsahuji data ohled-
né preZiti. Doposud nebyla publikovana vétsi studie zabyva-
jici se prognostickou hodnotou CEA v kostni dfeni. V nasi stu-
dii pfi medidnu sledovani 22 mésict jsme pozorovali 8 udalosti
hodnocenych v ramci DFS. Ctyfi z nich byly popsany u paci-
entek s CEA transkripty v kostni dieni. Nicméné 2 udalosti ve
skupiné s CEA expresi nemély pfimy vztah k naddoru. Ve sku-
piné s CEA v kostni dieni byl pozorovan trend ke krat§imu
DFS, ktery byl tésné nad hranici statistické vyznamnosti

(p=0.05548). Nicméné tento trend nebyl potvrzen obdobnymi
nalezy u DMFS a RFS. Data tykajici se DFS by méla byt inter-
pretovana s velkou opatrnosti, protoZe mohou byt pfi daném
poctu pacientek a udalosti ovlivnéna 2 nenddorovymi amrti-
mi ve skupiné pacientek s CEA expresi v kostni dfeni. Neby-
la potvrzena korelace s ostatnimi klinickymi a laboratornimi
prognostickymi faktory. Studie prokazala, Ze technika kvan-
titativni RT PCR pro CEA muZe byt vyuZita pro detekci mini-
malni rezidudlni choroby v kostni dfeni pacientek s Casnymi
stadii karcinomu prsu. Nicméné specificita techniky by méla
byt ovéfena na vzorcich kostni dfené zdravych dobrovolnik,
aby byla stanovena mira ilegitimni transkripce CEA v nor-
malni kostni dfeni. Prognostickd hodnota CEA v kostni dfeni
pacientek s karcinomem prsu zUstdva nejasnd.
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