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Souhrn
V˘chodiska: Karcinoembryonální antigen (CEA) je sérov˘m nádorov˘m markerem celé fiady nádorÛ. Doposud
bylo publikováno nûkolik metodick˘ch postupÛ detekce CEA pomocí RT-PCR. V následující studii je hodnoce-
na kvantitativní RT-PCR pro CEA v diagnostice minimální reziduální choroby v kostní dfieni pacientek s karci-
nomem prsu pfied zahájením neoadjuvantní nebo adjuvantní systémové léãby. Metody: Celkem bylo vy‰etfieno
70 aspirátÛ kostní dfienû pacientek po radikálním chirurgickém v˘konu nebo pfied zahájením neoadjuvantní léã-
by s kurativním zámûrem. Celkem 37% pacientek bylo hodnoceno jako stádium I, 60% jako stádium II a 3% jako
stádium III. Pro izolaci mRNA bylo pouÏito kitu QIAamp RNA blood mini kit (Qiagen ®). Následnû byla pro-
vedena kvantitativní RT-PCR exprese CEA. V˘sledky: Transkripty CEA byly zji‰tûny v 29 (41%) vzorcích ze 70.
S mediánem sledování 22 mûsícÛ bylo hlá‰eno 8 událostí hodnocen˘ch v rámci doby do sledované události (dise-
ase free survival, DFS). Jednalo se o 4 systémové recidivy, 1 duktální karcinom in situ (DCIS), 1 lokoregionální
recidivu a 2 úmrtí bez nádoru. âtyfii DFS události (2 systémové recidivy, 2 úmrtí bez nádoru) byly pozorovány
u pacientek s prokázan˘mi transkripty CEA v kostní dfieni a 4 (2 systémové recidivy, 1 DCIS, 1 lokoregionální
recidiva) u pacientek bez CEA v kostní dfieni. Byl pozorován trend ke krat‰ímu DFS ve skupinû s CEA v kostní dfie-
ni (p=0.05548). Celkové pfieÏití nebylo hodnoceno, jelikoÏ byly doposud zaznamenány pouze 2 úmrtí (u pacientek
bez nádoru). Závûr: Kvantitativní RT-PCR pro detekci CEA mÛÏe b˘t vhodnou metodou pro detekci minimální rezi-
duální choroby v kostní dfieni. Prognostická hodnota zÛstává nejasná. Prezentované v˘sledky je nutné interpretovat
s opatrností, protoÏe mohou b˘t ovlivnûny v˘skytem 2 nenádorov˘ch úmrtí u pacientek s CEA v kostní dfieni. 
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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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Úvod
âasn˘ hematogenní rozsev nádorov˘ch bunûk je podkladem
pro pozdûj‰í vznik vzdálen˘ch metastáz. Nicménû z poãátku
je pod rozli‰ovací schopností klinicky bûÏnû dostupn˘ch
metod, a proto není zohlednûn v stagingov˘ch klasifikacích
(1). U pacientek s ãasn˘m karcinomem prsu je minimální rezi-
duální choroba v kostní dfieni prognosticky nepfiízniv˘m uka-
zatelem, kter˘ by v budoucnu mohl pfiispût k volbû léãebné
strategie (2). Doposud byly zkou‰eny rÛzné imunocytoche-
mické metody (3, 4) a techniky vyuÏívající reverzní tran-
skriptázovou polymerázovou fietûzovou reakci (RT-PCR) (5,
6, 7). Senzitivita RT-PCR je ve srovnání s imunocytochemií
10 x aÏ 100 x vy‰‰í (6). Nicménû RT-PCR je zatím kontro-
verzní metodou, protoÏe specificita techniky závisí na poãtu
amplifikaãních cyklÛ a designu pouÏit˘ch primerÛ. Navíc celá
fiada genÛ kódujících detekované molekuly není specifická jen
pro nádory, ale vyskytuje se v urãitém mnoÏství i v normál-
ních tkáních (8). 
Karcinoembryonální antigen (CEA) byl pÛvodnû popsán jako
onkofetální glykoprotein. V souãasnosti je ‰iroce pouÏíván
jako nádorov˘ marker celé fiady nádorÛ pfiedev‰ím karcinomu
prsu a tlustého stfieva (9, 10). K detekci CEA pomocí RT-PCR
bylo vyvinuto doposud nûkolik technik. Gerhard a spol. (6)
publikoval v˘sledky se specifickou metodikou detekce CEA
exprimujících nádorov˘ch bunûk v kostní dfieni pacientÛ s kar-
cinomem tlustého stfieva nebo jin˘m CEA pozitivním kar-
cinomem. V rámci testovaného souboru 62 vzorkÛ amplifika-
ce CEA specifické mRNA umoÏÀovala specifickou detekci
nádorov˘ch bunûk v kostní dfieni a periferní krvi. Mitas a spol.
(11) popsali kvantitativní CEA RT-PCR detekci minimální
reziduální choroby v axilárních lymfatick˘ch uzlinách paci-
entek s karcinomem prsu. 
V prezentované studii je zkoumána metoda kvantitativní CEA
RT- PCR detekce v diagnostice minimální reziduální choroby
u pacientek s ãasn˘m karcinomem prsu pfied zahájením systé-
mové léãby.

METODY
Soubor pacientek
Zafiazen˘m pacientkám Onkologické kliniky 1.LF UK a VFN
v Praze byly odebrány vzorky kostní dfienû z hrudní kosti nebo
lopaty kosti kyãelní. V‰echny pacientky byly buì po radikál-
ním chirurgickém v˘konu bez známek onemocnûní nebo pfied
zahájením neoadjuvantní léãby s kurativním zámûrem. Nábor
probíhal od bfiezna 2001 do ãervna 2004. Vstupní kritéria zahr-
novala: primární karcinom prsu stádia I, II, a nebo III podle
UICC (12), adekvátní radikální chirurgick˘ v˘kon, nebo plá-
novaná neoadjuvantní léãba s kurativním zámûrem. Celkem
bylo na základû zmínûn˘ch kritérií zafiazeno 70 pacientek: 26(37
%) stádia I, 19 (27 %) stádia IIA, 23 (33 %) stádia IIB a 2 (3 %)
stádia IIIB. Podrobná charakteristika souboru je popsána
v tabulce 1. Adjuvantní léãba byla indikována na základû plat-
ného konsensu ze St. Gallen buì z roku 2001 (13) nebo z roku
2003 (14). Adjuvantní chemoterapie zahrnovala antracyklíno-
vé reÏimy nebo reÏimy s antracyklíny a taxány nebo reÏimy bez
antracyklínÛ. Celkem byla podána 51(73 %) pacientkám. Z 62
(89 %) pacientek s expresí hormonálních receptorÛ byla 54
(77%) podána pfiíslu‰ná adjuvantní hormonální léãba tamoxi-
fenem nebo anastrozolem. Osm pacientek s expresí hormonál-
ních receptorÛ nebylo zatím léãeno adjuvantní hormonální léã-
bou, protoÏe v dobû anal˘zy neukonãily adjuvantní
chemoterapii nebo radioterapii. Devût premenopauzálních paci-
entek podstoupilo chirurgickou nebo farmakologickou ovari-
ální ablaci. V pfiípadû prs zachovávajícího chirurgického v˘ko-
nu následovala vÏdy radioterapie. Pacientky s více neÏ 3
postiÏen˘mi axilárními lymfatick˘mi uzlinami nádorem pod-

stoupily ozafiování axily. V‰echny zafiazené subjekty byly sle-
dovány stran recidivy a pfiípadného úmrtí. 
V˘zkum probíhal ve shodû s Helsinskou deklarací a byl schvá-
len místní etickou komisí. V‰echny pacientky podepsaly for-
muláfi informovaného souhlasu.

Aspirace kostní dfienû
Pfied odbûrem byla provedena drobná koÏní incize za úãelem
zamezení kontaminace vzorku epiteliálními buÀkami. Celkem
bylo do zkumavek s EDTA odebráno pomocí jednorázové
punkãní jehly (Allegiance Healthcare Corporation, McGaw
Park, IL, USA) 0,5 aÏ 7, 5 (medián 1,5) ml kostní dfienû z kos-
ti hrudní (u 49 pacientek) nebo lopaty kosti kyãelní (u 21 paci-
entek). Vzorky byly ihned zpracovány níÏe zmínûnou techni-
kou. Odbûry poskytly dostateãné mnoÏství mRNA.

Zpracování vzorkÛ kostní dfienû 
Extrakce RNA ze vzorkÛ kostní dfienû byla provedena pomo-
cí komerãního kitu (QIAamp RNA Blood Kit, Qiagen, Valen-
cia, USA) podle instrukcí v˘robce. âistota RNA byla kontro-
lována pomocí UV spektrofotometru. 

Kvantitativní RT-PCR
Komplementární DNA (cDNA) byla pfiipravena pomocí kitu
RevertAid (Fermentas, Burlington, Kanada) na gradientovém
cykléru Thermal Cycler PTC 200 (MJ Research, Waltham,
MA) s pouÏitím následujícího schématu: V prvním kroku byla
smûs 3 µg celkové RNA s 0,3 µg náhodn˘ch hexamerÛ Ran-
dom primers (Promega, Madison, WI, USA) inkubována

Pacientky

No. %

Vûk

Medián 52

Rozmezí 28-76

Premenopauzálni 27 39

Postmenopauzálni 43 61

Stádium

I 26 37

IIA 19 27

IIB 23 33

IIIB 2 3

N+ (postiÏeni spadov˘ch axilárnich uzlin) 35 50

HR + (hormonální receptory) 62 89

Histologie

Invazivni duktálni karcinom 53 76

Invazivni lobulární karcinom 14 20

Smí‰eny duktálni/lobulární karcinom 3 4

Chemoterapie

Neoadjuvantni  (F)AC* 4 6

antracyklin-taxán 3 4

letrozol 1 1

Adjuvantni

(F)AC/(F)EC * 37 53

CMF** 5 7

antracylin-taxán 9 13

Tamoxifen 52 74

Anastrozol 2 3

Tabulka ã. 1: Soubor pacientek (N=70)

* (F)AC/(F)EC: (fluorouracil), doxorubicin, cyklofosfamid/(fluorouracil), epirubicin, 
cyklofosfamid
**CMF: cyklofosfamid, metotrexát, fluorouracil
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5minut pfii 70 °C, poté rychle zchlazena na ledu. V následují-
cím kroku bylo ke smûsi pfiidáno 6µl 5x RT pufru (Fermen-
tas), 3µl 10mM dNTP a 0,75 µl inhibitoru ribonukleáz RNA-
sin (40U/µ l) (Promega, Madison, WI, USA). Smûs byla
ponechána 5 minut pfii pokojové teplotû, a na závûr bylo pfii-
dáno 150 U reverzní transkriptázy M-MuLV RevertAid (Fer-
mentas, Burlington, Kanada) a inkubováno 60 minut pfii 42 °C.
Posledním krokem byla tepelná inaktivace reverzní transkrip-
tázy 5 minut pfii 95 °C.
PÛvodnû publikované priméry na detekci karcinoembryonál-
ního antigenu (CEA, CEACAM5, NM 004363) (15) byly
modifikovány a designovány tak, aby nedo‰lo k amplifikaci
jin˘ch podobn˘ch genÛ 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 TaqMan próba
CEA- P (ATG TCC TCT ATG GCC CAG ACG ACC C - 3’
BHQ1 - HEX). Celková délka amplikonu je179 bp. Jako stan-
dardy pro absolutní kvantifikaci bylo pouÏity amplikony o dél-
ce 513 bp pfiipravené pomocí specifick˘ch primerÛ CEA3outer
(5’ - ACA GTC TAT GCA GAG CCA CCC AAA - 3’)
a CEA4outer (5’ - GCT GTG GCC ACT GGC TGA GT - 3’). 
Real-time RT-PCR bylo provedeno na real-time cykléru Rotor-
Gene 3000 (Corbett-Research, Sydney, Austrálie). PCR reak-
ce byla zahájena 15-ti minutovou inkubací pfii teplotû 96°C, kdy
do‰lo k aktivaci HotStart Taq polymerázy (AB Gene, Epsom,
Velká Británie) . Poté následovalo samotné cyklování
15s/95°C - l5s/65°C. Reakãní smûs o celkovém objemu 25µl
pro detekci CEA obsahovala primery o koncentraci CEA3
300nM, CEA4 600nM, specifickou TaqMan sondu CEAP
o koncentraci 200nM (v‰e Generi-Biotech, Hradec Králové,
âeská republika), MgCl2 3mM, 10x PCR buffer, 1U HotStart
Taq polymerázy (v‰e AB Gene, Epsom, Velká Británie), dNTP
200uM (Promega, Madison, WI, USA) a 100ng cDNA. K pre-
venci kontminace bûhem zpracování vzorkÛ bylo pouÏíváno
‰piãek s filtry a oddûlen˘ch pracovních ploch. KaÏd˘ vzorek
byl analyzován v dubletu. Bûhem anal˘z byly pouÏívány pozi-
tivní a negativní kontroly k ovûfiení senzitivity, specificity,
reprodukovatelnosti a k detekci eventuální kontaminace.
Vyhodnocení real-time RT-PCR reakce bylo provedeno soft-
warem Rotor-Gene 3000 verze 6.0 (Corbett-Research, Sydney,
Austrálie) a absolutní kvantifikace hledaného markeru byla
vztaÏena na mnoÏství RNA vstupující do reverzní transkripce. 

Statistika
Pro statistické anal˘zy bylo pouÏito software Statistica verze 6.0
(StatSoft © 2003). Byly vyhodnoceny korelace mezi expresí
CEA o ostatními prognostick˘mi faktory jako je velikost nádo-
ru, infiltrace axilárních lymfatick˘ch uzlin, poãet infiltrovan˘ch
uzlin, exprese hormonálních receptorÛ, histologick˘ typ a nádo-
rov˘ grading. Byla provedena univariaãní anal˘za posuzující
vliv CEA na dobu do sledované události (disease free survival,
DFS), dobu do vzniku vzdálen˘ch metastáz (distant metastasis
free survival, DMFS) a dobu do recidivy (relapse free survival,
RFS). DFS byl definován jako doba od vstupu do studie do vzni-
ku vzdálen˘ch metastáz, lokoregionální recidivy, kontralaterál-
ního karcinomu prsu, duktálního karcinomu in-situ (DCIS) nebo
úmrtí bez nádoru. DMFS byl definován jako doba od vstupu do
studie do vzniku vzdálen˘ch metastáz. RFS byl definován jako
doba od vstupu do studie do vzniku vzdálen˘ch metastáz, loko-
regionální recidivy, kontralaterálního karcinomu prsu nebo duk-
tálního karcinomu in situ (DCIS).

V˘sledky
Celkem byly odebrány vzorky kostní dfienû od 70 pacientek

pfied zahájením systémové léãby. Dostateãné mnoÏství mRNA
bylo izolováno u v‰ech 70 vzorkÛ. Transkripty CEA mRNA
byly zji‰tûny v kostní dfieni u 29 (41%) pacientek. Vût‰ina paci-
entek byla stádia II: 9 stádium IIA, 9 stádium IIB. Deset paci-
entek mûlo klinické stádium I a pouze 1 stádium IIIB. Více jak
polovina z nich (15/52%) mûla prokázané postiÏení axilárních

lymfatick˘ch uzlin. Ve srovnání s ostatními prognostick˘mi
faktory nebyla prokázána korelace s nádorov˘m gradingem
(r = -0,22), expresí hormonálních receptorÛ (r = 0) a histolo-
gick˘m typem (r = 0,06). 
Medián doby sledování ãinil v dobû anal˘zy 22 mûsícÛ (roz-
mezí: 2 aÏ 45 mûsícÛ). U 8 pacientek (9%) byla zaznamenána
událost hodnocena v rámci DFS. Z nich se jednalo u 4 paci-
entek o vznik vzdálen˘ch metastáz, 1 lokoregionální recidivu,
1 DCIS a 2 úmrtí bez nádoru (plicní embolie, autonehoda).
U pacientek s transkripty CEA v kostní dfieni byly zazname-
nány 2 systémové recidivy a 2 úmrtí bez nádoru. U pacientek
bez CEA v kostní dfieni byly zji‰tûny 2 systémové recidivy, 1
DCIS a 1 lokoregionální recidiva. Byl zji‰tûn trend ke krat‰í-
mu DFS ve skupinû s CEA v kostní dfieni. Nicménû statistic-
ky se pohyboval tûsnû nad hranicí statistické v˘znamnosti
(p=0,05548, Gehan-Wilcoxon). Kfiivka pro DFS, je znázornû-
na na obrázku 1. Nebyl pozorován statisticky v˘znamn˘ roz-
díl mezi jednotliv˘mi skupinami ve smyslu DMFS (p=0.271)
a RFS (p=0.37231). Celkové pfieÏití nebylo hodnoceno, jeli-
koÏ se v souboru objevily pouze 2 úmrtí (obû nenádorové).

Diskuse
Detekce minimální reziduální choroby v kostní dfieni pacientek
s ãasn˘mi stádii karcinomu prsu mÛÏe pfiispût k zdokonalení sta-
gingov˘ch klasifikací a tím k pfiesnûj‰ímu odhadu prognózy
nemocné. (16). Doposud bylo pro RT PCR detekci reziduální
choroby zkou‰eno u pacientÛ s rÛzn˘mi nádory vãetnû karcino-
mu prsu nûkolik markerÛ jako napfi. cytokeratiny, mammaglo-
bin amaspin (17,18,19). Exprese CEA jako markeru nádorov˘ch
bunûk byla zkoumána v lymfatick˘ch uzlinách, periferní krvi
akostní dfieni. Min aspol. (16) publikovali dobré v˘sledky sCEA
RT PCR detekcí nádorov˘ch bunûk v sentinelové uzlinû. Mitas
a spol. (11) dosáhl podobn˘ch v˘sledkÛ pfii pouÏití kvantitativ-
ní RT PCR. Naopak nûktefií autofii shledali detekci CEA expre-
se ve stejn˘ch indikacích jako málo pfiínosnou (21). BohuÏel
v‰echny zvefiejnûné studie trpûly mal˘m poãtem zafiazen˘ch paci-
entek (od 17 do 22), a tak je obtíÏné na základû dostupn˘ch dat
vyvodit koneãné závûry. Podobnû nekonzistentní v˘sledky byly
publikovány odetekci CEA vperiferní krvi (22). Na základû pfie-
hledu literatury byly transkripty CEA mRNA v kostní dfieni zji‰-
tûny u 17, 4% aÏ 67 % pacientÛ. Gerhard a spol. (6) zjistil CEA
pomocí 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 nejvût‰ím publikovaném souboru (181 pacien-
tek skarcinomem prsu po radikálním v˘konu pro karcinom prsu).
Berois a spol. (24) ve své práci publikoval proporcionálnû
nejmen‰í záchyt CEA ve vzorcích kostní dfienû (17,4%; 8 z 46
pacientek). Vna‰í práci jsme pomocí metody kvantitativního RT-
PCR pro detekci CEA prokázali minimální reziduální chorobu
u 41% (29 ze 70) pacientek s ãasn˘m karcinomem.

Obr. 1: DFS (Kaplan Maier)

Kumulativní podíl pfieÏívajících (Kaplan-Meier)
◊ Ukonãené   + Cenzorované
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V dfiíve publikovan˘ch studiích byla minimální reziduální cho-
roba detekována pomocí imunocytochemie potvrzena jako
nezávisl˘ negativní prognostick˘ faktor pro krat‰í dobu do reci-
divy a celkové pfieÏití pacientek s ãasn˘m karcinomem prsu
(16) . Navíc nedávno publikovaná metanal˘za tyto závûry
potvrdila (25) . U CEA jako markeru nádorov˘ch bunûk v peri-
ferní krvi byla prokázána negativní prognostická hodnota
u pacientÛ s kolorektálním karcinomem a nemalobunûãn˘m
karcinomem plic (26, 27) . U karcinomu prsu Jotsuka a spol.
(28) publikoval v˘sledky studie ze 101 pacientkami z ãasn˘m
karcinomem prsu. PrÛkaz transkriptÛ mRNA pro CEA v peri-
ferní krvi byl prognosticky nepfiízniv˘m faktorem. Stathopo-
ulou a spol. (29) zkoumali expresi CEA v periferní krvi paci-
entÛ s karcinomem prsu, tlustého stfieva a hematologick˘ch
malignit. BohuÏel zvefiejnûné v˘sledky neobsahují data ohled-
nû pfieÏití. Doposud nebyla publikovaná vût‰í studie zab˘va-
jící se prognostickou hodnotou CEA v kostní dfieni. V na‰í stu-
dii pfii mediánu sledování 22 mûsícÛ jsme pozorovali 8 událostí
hodnocen˘ch v rámci DFS. âtyfii z nich byly popsány u paci-
entek s CEA transkripty v kostní dfieni. Nicménû 2 události ve
skupinû s CEA expresí nemûly pfiím˘ vztah k nádoru. Ve sku-
pinû s CEA v kostní dfieni byl pozorován trend ke krat‰ímu
DFS, kter˘ byl tûsnû nad hranicí statistické v˘znamnosti

(p=0.05548). Nicménû tento trend nebyl potvrzen obdobn˘mi
nálezy u DMFS a RFS. Data t˘kající se DFS by mûla b˘t inter-
pretována s velkou opatrností, protoÏe mohou b˘t pfii daném
poãtu pacientek a událostí ovlivnûna 2 nenádorov˘mi úmrtí-
mi ve skupinû pacientek s CEA expresí v kostní dfieni. Neby-
la potvrzena korelace s ostatními klinick˘mi a laboratorními
prognostick˘mi faktory. Studie prokázala, Ïe technika kvan-
titativní RT PCR pro CEA mÛÏe b˘t vyuÏita pro detekci mini-
mální reziduální choroby v kostní dfieni pacientek s ãasn˘mi
stádii karcinomu prsu. Nicménû specificita techniky by mûla
b˘t ovûfiena na vzorcích kostní dfienû zdrav˘ch dobrovolníkÛ,
aby byla stanovena míra ilegitimní transkripce CEA v nor-
mální kostní dfieni. Prognostická hodnota CEA v kostní dfieni
pacientek s karcinomem prsu zÛstává nejasná.
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