Molekularne metode prikladne za pradenje kimerizma
nakon transplantacije krvotvornih matic¢nih stanica

Jandin, Jana

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:524410

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-18

L STE U2
S EN 2

72
< £,
& %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
) ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:524410
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:11095
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:11095
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:11095

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematic¢ki fakultet
Bioloski odsjek

Jana JancCin

Molekularne metode prikladne za
utvrdivanje kimerizma nakon transplantacije

krvotvornih mati¢nih stanica

Diplomski rad

Zagreb, 2022.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Jana JancCin

Molecular methods of choice for chimerism
monitoring after hematopoietic stem cell

transplantation

Master thesis

Zagreb, 2022.



Ovaj rad je izraden u Odjelu za tipizaciju tkiva, Klinickog zavoda za transfuzijsku medicinu i
transplantacijsku biologiju, Klini¢kog bolnickog centra Zagreb, pod mentorstvom prof.dr.sc Zorane
Grubi¢. Rad je predan na ocjenu BioloSkom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu radi stjecanja zvanja magistra eksperimentalne biologije.



ZAHVALE

Najprije bih se voljela zahvaliti svojoj poStovanoj mentorici prof.dr.sc. Zorvani Grubic¢ na pruzenoj
prilici, ukazanom povjerenju, strucnim savjetima te velikom strpljenju tokom izrade ovog rada.
Hvala Vam prvenstveno na ovom iskustvu koje me uvelo u svijet znanosti i koje ¢e mi sasvim

sigurno pomoci otvoriti brojna vrata u buducnosti.

Takoder, voljela bih se zahvaliti svim djelatnicima Odjela za tipizaciju KBC-a Zagreb na iznimno
ugodnoj radnoj atmosferi, pristupacnosti i pomoci. Posebno se moram zahvaliti dr.sc. Katarini
Stingl Jankovié¢ na svim savjetima, odgovorima, strpljenju, a najvise na ukazanoj podrsci. Bez Vas

izrada ovog rada ne bi bila toliko ugodno iskustvo.

Beskrajno se zahvaljujem svojoj obitelji na bezuvjetnoj podrsci, pomoci i strpljenju tokom cijelog

mog obrazovanja.

U konacnici se zahvaljujem i svim svojim prijateljima koji su cijelo ovo vrijeme bili uz mene. Hvala

vam za sve uspomene koje smo zajedno izgradili tokom godina.



TEMELIJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

Molekularne metode prikladne za utvrdivanje kimerizma

nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica

Jana Jancin

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska

Uspjeh transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica (TKM) procjenjuje se analizom statusa
kimerizma odnosno, udjela primateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS. Cilj
istrazivanja bio je usporediti dvije molekularne metode u prac¢enju kimerizma: metodu umnazanja
kratkih uzastopnih ponavljanja DNA lan¢anom reakcijom (PCR-STR) i metodu lanc¢ane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu (qPCR) u svrhu odredivanja pouzdanosti, osjetljivosti i
preciznosti metoda ovisno o omjeru primateljevih i davateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon
TKMS. Istrazivanje je obuhvatilo 12 parova primatelj-davatelj te sveukupno 42 uzorka kimera u
kojima je udio primateljevih stanica bio u rasponu od 10-90%. Od 21 analiziranog lokusa STR,
najinformativnijima su se pokazali lokusi D13S797, D18S976 1 D21S1442, dok je medu 30 biljega
gPCR za daljnu analizu su naj¢esce upotrebljavani biljezi KMR040 i KMRO050. Raspon dobivenih
vrijednosti za udio primateljevih stanica su u prosjeku bio je manji za lokuse STR nego raspon
dobiven analizom biljega qPCR. Istrazivanje je pokazalo da je metoda qPCR manje pouzdana od
metode PCR-STR u odredivanju udjela primateljevih stanica kod bolesnika s >10% udjela vlastitih
stanica u uzorku nakon TKMS. Zaklju¢no, metoda PCR-STR je bolji izbor za pracenje kimerizma
kod bolesnika s visokim udjelom primateljevih stanica.

Klju¢ne rije¢i: PCR-STR, gPCR, informativni lokusi
(60 stranica, 9 slika, 48 tablica, 34 literaturna navoda, jezik izvornika: hrvatski)
Rad je pohranjen u Sredi$njoj bioloSkoj knjiZnici

Mentor: Dr. sc. Zorana Grubi¢, red. prof., KBC Zagreb
Ocjenitelji:
Dr. sc. Zorana Grubi¢, red.prof., KBC Zagreb

Dr. sc. Petra Kora¢, izv. prof., PMF Sveucilista u Zagrebu
Dr. sc. Ana Galov, izv. prof., PMF Sveucilista u Zagrebu

Rad prihvacen: 08.09.2022.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Master thesis

Molecular methods of choice for chimerism monitoring after
hematopoietic stem cell transplantation

Jana Jancin

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Croatia

Success of hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is evaluated by chimerism analysis,
which is based on determination of recipient and donor cells ratio in patient's sample after HSCT.
Purpose of this study was to compare two molecular methods in chimerism monitoring: Short
Tandem Repeat-Polymerase Chain Reaction (STR-PCR) and Real time-Polymerase Chain
Reaction (qQPCR), in order to determine their reliability, sensitivity and accuracy depending on
ratio of recipients and donors cells in recipient’s sample after HSCT. This study included 12
recipient-donor pairs and altogether 42 post-HSCT samples in which recipient’s cell ratio was in
the range of 10-90%. Out of 12 analysed STR loci the most informative ones were D13S797,
D18S976 and D21S1442, while among 30 investigated qPCR markers, KMR040 and KMR050
were most frequently used for chimerism analysis. Range of values obtained for percentage of
recipient cells was lower for STR loci in comparison to the one obtained by analysis of gPCR
markers. The study showed that gPCR s less reliable then STR-PCR for chimerism monitoring
for patients with >10% of their own cells in post HSCT sample. In conclusion, PCR-STR method
is a better choice for chimerism status monitoring of those patients with a higher percentage of
recipient cells.

Keywords: PCR-STR, gPCR, informative loci
(60 pages, 9 figures, 48 tables, 34 references, original in: Croatian)
Thesis is deposited in Central Biological Library.

Mentor: Dr. Zorana Grubi¢, Prof., University Hospital Centre Zagreb

Reviewers:
Dr. Zorana Grubi¢, Prof., University Hospital Centre Zagreb
Dr. Petra Kora¢, Prof., Faculty of Science, University of Zagreb
Dr. Ana Galov, Prof., Faculty of Science, University of Zagreb

Thesis accepted: 08.09.2022.



SADRZAJ

L UV O D . 1
1.1. Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS)..............oooiiiiiiiiiii, 1
B 10113 V2 1 DO 3
1.2.1. Podjela kimerizmanakon TKMS..... .. e 4
1.3. Pracenje statusa KIMETIZIMA. .......o.uiieiiitt ittt e et e e et e e e e e aeeenaees 6
1.3.1. Metoda PCR-STR u pracenju statusa KImerizma.................cooviiriiieriniiinieaneannn, 8
1.3.2. Metoda qPCR u pradenju statusa KImerizma............c.coovueiiiieiniiiieeiieeiiieanneenns. 9

2. CILT ISTRAZIVANTIA ...t 12
3. MATERIJALI I METODE. ... .o e 13
TR0 PR 535317235 ( 5 13
3.2 MBOE. . .o 13
3.2, 1. 1Z01aCTja DN A .o e 13
3.2.2. Metoda PCR-STR. ...t e e 14
3.2.3. BIeKEIOfOT@Za. . ..o e 15
3.2.4. Analiza produkata PCR-STR ..ot e, 26
3.2.5. Izracun udjela stanica primatelja i davatelja u uzorku primatelja nakon TKMS............ 17
3.2.6. Metoda qPCR. ... e 19
3.2.6.1. Protokol genotipizacije qPCR.... ..ot 20
3.2.6.2. Protokol pracenja statusa KIimerizma..............c..ooveieiiiiiiiiiiiiiiiiinneiaeenen. 21
3.2.7. StatistiCka obrada podataka. ... 22
A REZUL T AT L e e 23



4.2. Analiza statusa kimerizma u uzorcima bolesnika nakon TKMS.........oooiiiiiii ... 23

5. RASPRAVA

............................................................................................... 53
6. ZAKLIUC AK .o 57
7 L TERATUR A . o 58

8. ZIVOTOPIS



KRATICE

DNA deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic Acid)

GvHD reakcija presatka protiv primatelja (engl. Graft versus Host Disease)
HLA Glavni sustav tkivne podudarnosti (engl. Human Leukocyte Antigen)
PCR lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)
gPCR PCR u stvarnom vremenu (engl. Real-Time quantitative PCR)

STR kratka uzastopna ponavljanja (engl. Short Tandem Repeats)

TKMS transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

MRD minimalna ostatna bolest (engl. Minimal Residual Disease)



1. UVOD



1.1. TRANSPLANTACIJA KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS) je postupak kojim se Krvotvorni sustav
bolesnika zamjenjuje s presadenim krvotvornim mati¢nim stanicama koje potom preuzimaju ulogu
proizvodnje krvnih stanica (slika 1). Cilj TKMS je zamjena malignih ili nefunkcionalnih stanica
krvotvornog sustava bolesnika sa zdravim stanicama donora (Storb 2004). lzvor krvotvornih
mati¢nih stanica moze biti kostana srz, umbilikalna krv ili periferna krv.

Postoje tri tipa TKMS: autologna, alogeni¢na ili singeni¢na transplantacija. Kod autologne
transplantacije prikupljaju se krvotvorne mati¢ne stanice bolesnika koje mu se, nakon pripreme,
ponovno infundiraju. U alogeni¢noj transplantaciji presaduju se krvotvorne mati¢ne stanice druge
osobe dok je kod singeni¢ne TKMS davatelj jednojajcani blizanac.

Ishod TKMS uvelike ovisi 0 izboru davatelja odnosno o podudarnosti bolesnika i davatelja. Pritom
su se od klju¢ne vaznosti pokazali geni glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl. Human
Leukocyte Antigen, HLA), buduci da je dokazano kako je rizik za pojavu reakcije presatka protiv
primatelja (engl. Graft versus Host Disease, GVHD) izravno povezan s nepodudarno$¢u bolesnika
i davatelja za gene HLA. Geni HLA kodiraju molekule HLA, odnosno membranske proteine, Cija
je glavna uloga razluc¢ivanje vlastitih od tudih stanica te aktivacija imunoloSkog odgovora prilikom
susreta sa stranim antigenom (Andreis i sur. 2004). Molekule HLA su znacajne u sazrijevanju
limfocita T u timusu, gdje limfociti T prolaze kroz proces pozitivne i negativne selekcije u vidu
selekcije isklju¢ivo onih limfocita T koji su skloni prepoznavanju i razlué¢ivanju vlastitih molekula
HLA. 1z spomenutog je razloga otkric¢e sustava HLA, odnosno podudarnosti gena HLA primatelja
i davatelja, postalo od prijeke vaznosti u provedbi TKMS (Thorsby 2009). S obzirom na vaznost
podudarnosti bolesnika i davatelja za povoljan ishod TKMS, prvi izbor za davatelja KMS je HLA
identi¢an brat ili sestra, odnosno srodni davatelj. U slucaju da unutar uZe obitelji ne postoji HLA
identi¢na osoba, provodi se pretrazivanje registara dobrovoljnih darivatelja krvotvornih mati¢nih
stanica ili banki umbilikalne krvi u potrazi za podudarnim nesrodnim davateljem ili jedinicom
umbilikalne krvi. Naposljetku, u posljednje vrijeme se, uslijed pobolj$anja u postupcima vezanim
uz sprije¢avanje razvoja GVHD-a, za davatelja moze izabrati i tzv. haploidenti¢ni davatelj, unutar

obitelji, koji s njim dijeli jedan zajednicki haplotip HLA.
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Slika 1. Prikaz alogeni¢ne transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica

(Preuzeto 1 prilagodeno sa: https://www.researchgate.net/)

LijeCenje TKMS se smatra jedinom terapijom koja moze dovesti do potpunog izljecenja od
razli¢itih malignih i nemalignih bolesti krvotvornog sustava (tablica 1) (Snowden i sur. 2022).
Prije same transplantacije potrebno je provesti pravilnu pripremu bolesnika, tzv. kondicioniranje,
¢iji tip ovisi o bolesti koja se lije¢i i o opem stanju bolesnika. Mijeloablativni postupak ukljucuje
kemoterapiju 1 zraenje u svrhu supresije imunoloskog sustava bolesnika ne bi li se smanjila
mogucnost odbacivanja transplantata te smanjio broj tumorskih stanica ukoliko pacijent boluje od
maligne bolesti. Ovaj postupak u potpunosti unistava hematopoetski sustav bolesnika. Stariji
bolesnici i bolesnici tezeg zdravstvenog stanja koji ovakav agresivni postupak ne bi mogli
podnijeti, prolaze kroz nemijeloablativno kondicioniranje odnosno kondicioniranje smanjenog
intenziteta. Nemijeloablativno kondicioniranje se temelji na jakoj i dugotrajnoj imunosupresiji

bolesnika pomocu niskih doza zracenja ili citostatika. Nakon same transplantacije, Krvotvorne

matine stanica davatelja preuzimaju ulogu u obnovi krvotvornog i imunoloskog sustava



primatelja. Ipak, vazne su i zrele stanice davateljevog imunoloskog sustava, ponajvise citotoksi¢ni
limfociti T, koje dovode do ucinka transplantata protiv tumora (engl. Graft-versus-Leukemia,

GVL) sto je posebno bitno u slu¢ajevima kondicioniranja smanjenog intenziteta (Ringden 2005).

Tablica 1. Prikaz najce§¢ih malignih/nemalignih bolesti koje se lije¢e transplantacijom

krvotvornih mati¢nih stanica

Maligne bolesti Nemaligne bolesti
Akutna mijeloi¢na leukemija (AML) Aplasti¢na anemija
Akutna limfocitna leukemija (ALL) Hemoglobinopatije
Kroni¢na limfocitna leukemija (CLL) Kongenitalni poremecaji hematopoeze
Mijelodisplasti¢ni sindrom (MDS) Kongenitalne imunodeficijencije
Mijelofibroza Urodene greske metabolizma
Hodgkinova bolest (HL) Autoimuni poremecaji
Multipli mijelom
Solidni tumori

1.2. KIMERIZAM

Izraz kimera potjece od rijeci “Chymera” koja opisuje stvorenje iz grcke mitologije sastavljeno od
glave lava, tijela koze i repa zmije (slika 2). Gledano s medicinskog stajalista, kimerizam opisuje
stanje u kojem unutar pojedinca postoje populacije stanica dviju ili vise geneticki razli¢itih jedinka.
Moze nastati prirodnim putem nakon trudnoce, kada nailazimo na majcine stanice unutar djetetove
cirkulacije u slu¢aju kada fetalne stanice prodiru u maternalni sustav cirkulacije ili kao posljedica

medicinskih postupaka poput transfuzije ili transplantacije (Rinkevich 2001).



Slika 2. Prikaz grckog mitoloskog stvorenja “Chymera”
(Preuzeto sa: https://www.shutterstock.com/)

1.2.1. PODJELA KIMERIZMA NAKON TKMS

Nakon TKMS unutar krvotvornog sustava bolesnika javlja se kimerizam ¢ija podjela ovisi o udjelu
davateljevih, odnosno primateljevih stanica. Razlikujemo potpuni kimerizam u slu¢aju kada
nalazimo samo stanice davatelja te mijesani kimerizam gdje nalazimo stanice kako primatelja tako
i davatelja (Bader i sur. 2005). Takoder, razlikujemo i,,split* kimerizam kod kojeg su unutar jedne
stani¢ne linije prisutne samo stanice primatelja, a u drugoj samo stanice davatelja (Grubi¢ 2014).
Mijesani kimerizam obuhvaca nekoliko razli¢itih podtipova koji se razlikuju po promjeni omjera
stanica davatelja i primatelja. Prvi podtip je rastuci kimerizam za koji je specifi¢an porast udjela
stanica primatelja u odredenom vremenskom periodu. Suprotno tomu postoji i padajuci kimerizam
u kojem se javlja smanjenje udjela stanica primatelja, a najéesée se javlja netom nakon same
transplantacije. Takoder moze biti prisutan i stabilni kimerizam kod kojeg se udio stanica

primatelja i davatelja ne mijenja znacajno s vremenom (slika 3) (Antin i sur. 2001).
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Slika 3. Primjeri tipova statusa kimerizma nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih

stanica (br. 4 i 6-aleli STR primatelja; br. 3 i 5- aleli STR davatelja)



1.3. PRACENJE STATUSA KIMERIZMA

Jedan od kriterija kojim se prati uspjeh TKMS, odnosno prihvacanje transplantata, je analiza
statusa kimerizma koja prepoznaje specificne geneticke razlike koje razlu¢uju primateljeve od
davateljevih stanica, odnosno utvrduje porijeklo stanica u perifernoj krvi ili kostanoj srzi (Lion i
sur. 2012). Utvrdivanje podrijetla stanica nam govori o funkcioniranju transplantata, u¢inkovitosti
kemoterapije i imunosupresivne terapije. Ipak, utvrdivanjem prisutnosti primateljevih stanica
analizom statusa kimerizma ne mozemo utvrditi da li je rije¢ o tumorskim stanicama ili zdravim
krvotvornim stanicama primatelja. Upravo zato je uz analizu statusa kimerizma takoder vazna i
analiza minimalne ostatne bolesti (engl. Minimal Residual Disease, MRD) koja podrazumijeva
pracenje biljega specifi¢nih za maligne stanice primatelja za vrijeme ili nakon lije¢enja (R0sS i sur.
2013).

Status kimerizma se drugacije tumaci ovisno o tome radi li se o lijeCenju maligne ili nemaligne
bolesti. Ukoliko je rije¢ o nemalignoj bolesti dovoljno je postici status mijeSanog kimerizma. Svrha
TKMS u vidu lijeCenja nemalignih bolesti je poboljSanje funkcije krvotvornih stanica ili
imunokompetentnosti pacijenta pa nije nuzno doseci potpuni kimerizam (Collins i sur. 2000).
Ukoliko je ipak rijec o lije€enju malignih bolesti, nuzno je posti¢i potpuni kimerizam, odnosno u
potpunosti zamijeniti primateljev krvotvorni sustav s davateljevim. Ako se pra¢enjem statusa
kimerizma dokaze prisutnost primateljevih stanica to moZe ukazati na potencijalno prezivljavanje
tumorskih stanica primatelja.

Prvi uzorak bolesnika analizira se 21. dan nakon TKMS, tj. nakon oporavka hematopoeze, dok se
ovisno o nalazu statusa kimerizma ali i samoj dijagnozi odreduje daljnja terapija te vremenski
period pracenja. Status Kimerizma, kod lijeenja malignih bolesti, preporuceno je pratiti na tjednoj
razini prvih 100-200 dana ovisno o tipu kimerizma koji je prisutan kod bolesnika, upravo zbog
potencijalnog povratka bolesti koji se najéesce javlja u tom periodu. Idué¢ih 18 mjeseci nakon
TKMS status kimerizma se preporuca pratiti na mjese¢noj razini. Ukoliko nalaz statusa kimerizma
prikazuje da je prisutan puni kimerizam, potrebno je daljnje pracenje jednom mjesecno iduce dvije
godine ne bi li se naknadno ponovno uodile vlastite stanice u uzorku bolesnika. U slucaju
padajuceg mijeSanog kimerizma vazno je provoditi tjedne analize sve dok se ne uspostavi puni
kimerizam, dok je kod rastué¢eg mijeSanog kimerizma potrebno provoditi analizu na tjednoj bazi

prvih 200 dana nakon TKMS. Ipak, ukoliko je udio primateljevih stanica stabilan, vazno je pratiti



status kimerizma jednom tjedno ili s vremenom barem dva puta mjesecno. Bolesnicima kod kojih
je uocen ,,split* kimerizam, preporuca se analiza odvojenih stani¢nih linija ne bi li se tako izbjeglo
odbacivanje transplantata (Bader i sur. 2005).

Analiza statusa kimerizma bazira se na odredivanju omjera hematopoetskih stanica davatelja u
odnosu na primatelja u uzorcima periferne krvi ili kostane srzi. U tu svrhu Kkoriste se razliite
metode iako se svaka od njih temelji na otkrivanju informativnih polimorfnih genetickih biljega.
Citogenetska analiza, fluorescentna in situ hibridizacija (engl. Fluorescent In Situ Hybridization,
FISH), polimorfizmi duljine restrikcijskog fragmenta (engl. Restriction Fragment Length
Polymorphism, RFLP), fenotipizacija eritrocita te analiza biljega specifi¢nih za kromosom X samo
su neke od metoda koje su se u proslim desetlje¢ima koristile za pracenje statusa kimerizma, a
vrijednosti njihove osjetljivosti i informativnosti navedene su u tablici 2 (Blouin i sur. 2021). lako
bi se zbog svoje velike raznovrsnosti geni HLA mogli koristiti za pracenje statusa kimerizma, to
nije slucaj jer se TKMS 1 dalje naj¢es¢e provodi izmedu HLA podudarnog primatelja i davatelja,
Sto umanjuje mogucénost uporabe ove metode.

Danas se ipak najéesée upotrebljavaju dvije molekularne metode od kojih se jedna temelji na
umnazanju kratkih uzastopnih ponavljanja DNA lan¢anom reakcijom polimerazom, PCR-STR
(engl. Polymerase Chain Reaction-Short Tandem Repeats), a druga metoda se temelji na lan¢anoj
reakciji polimerazom u stvarnom vremenu, gPCR (engl. Real-time quantitative Polymerase Chain
Reaction). Posljednjih je dvadesetak godina metoda PCR-STR bila naj¢esc¢e upotrebljavana u
prac¢enju statusa kimerizma, dok se zadnjih godina metoda qPCR pokazala osjetljivijom u pracenju
kinetike presatka i ranog prepoznavanja odbacivanja istog. Osim navedenih metoda, posljednjih
nekoliko godina se upotrebljavaju i novije metode iznimno visoke osjetljivosti poput droplet
digital PCR, ddPCR (engl. droplet digital Polymerase Chain Reaction) te sekvenciranje nove
generacije, NGS (engl. Next Generation Sequencing). Metoda ddPCR, za razliku od metode qPCR,
omogucuje apsolutnu kvantifikaciju neovisnu o bazdarenoj krivulji, te je pritom manje osjetljiva
na utjecaj inhibitora PCR. Prednosti metode NGS, osim u osjetljivosti, leze i u paralelnom ¢itanju

vise milijuna sekvencija, brzini postupka ali i niskim troskovima (Blouin i sur. 2021).



Tablica 2. Usporedba metoda u pracenju statusa kimerizma nakon TKMS

Metoda Osjetljivost (%) Informativnost
Fenotipizacija eritrocita 0,04-3 niska
Citogenetska analiza 5-10 niska
FISH 0,07-5 visoka
RFLP 5-10 visoka
Biljezi X kromosoma 0,1-4 visoka
PCR-STR 1-5 jako visoka
gPCR 0,01-0,1 srednja
ddPCR 0,01-0,1 srednja
NGS 0,01-1 srednja

Legenda: FISH - Fluorescent In Situ Hybridization; RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorphism; PCR-STR - Polymerase Chain Reaction-Short Tandem Repeats; gPCR - Real-time
quantitative Polymerase Chain Reaction; ddPCR - droplet digital Polymerase Chain Reaction;

NGS - Next Generation Sequencing

1.3.1. METODA PCR-STR U PRACENJU STATUSA KIMERIZMA

Metoda PCR-STR temelji se na umnazanju kratkih uzastopnih ponavljanja slijeda DNA, odnosno
mikrosatelitskih lokusa (STR). Mikrosateliti zahvaljuju¢i visokom polimorfizmu imaju vaznu
ulogu u mapiranju genoma, identifikaciji genotipova, populacijskoj genetici te sudskoj i
forenzi¢noj medicini.

Lokusi STR su smjesteni u eukromatinskim regijama kromosoma unutar izvangenskih, ali i
kodirajuc¢ih regija gena. Ipak se u genomu covjeka 90% mikrosatelita nalazi u nekodiraju¢im
regijama DNA §to je i razlog za manjkom fenotipske ekspresije izazvane mutacijama (Cummings
i Zoghbi 2000). Cine ih dijelovi genoma kod kojih je prisutno ponavljanje slijeda nukleotida
duzine 1-6 pb u prosjeku svakih 6 kb ukoliko je rije¢ o ljudskom genomu (Hearne i sur. 1992).
Ovisno o broju ponavljanja i duZzini slijeda mozemo medusobno razlikovati jednostavna, slozena i

kompleksna ponavljanja. Jednostavna sadrze dijelove identi¢ne duzine i slijeda. SloZena se



ponavljanja sastoje od viSe jednostavnih dok ona kompleksna sadrzavaju vise dijelova
ponavljajuc¢ih jedinica ¢iji se slijedovi mogu mijenjati. Raznolikost lokusa STR je posljedica
visoke ucestalosti mutacija koju objasnjavaju dvije hipoteze. Prva se hipoteza bazira na greSkama
u samoj replikaciji kada polimeraza, tijekom sinteze zaostajuceg lanca DNA, ne replicira sve
ponavljajuce slijedove ili neke replicira vise puta. Rezultat je novi lanac DNA Koji sadrzi razli¢it
broj ponavljanja u odnosu na roditeljski lanac (slika 4). Druga se hipoteza zasniva na greSkama u
crossing-overu, u kojem dolazi do nejednoli¢ne raspodjele ponavljanja izmedu kromosoma (Jarne
i Lagoda 1996). Upravo zbog toga $to se aleli mikrosatelitskih lokusa razlikuju po duljini i slijedu
pogodni su za pracenje statusa kimerizma (Urquhart i sur. 1994).
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Slika 4. Mehanizam stvaranja polimorfizma lokusa STR

(Preuzeto i prilagodeno sa: https://www.quora.com/)

1.3.2. METODA qPCR U PRACENJU STATUSA KIMERIZMA

Metoda gPCR omogucuje mjerenje koli¢ine umnozene DNA u stvarnom vremenu tijekom
umnazanja. Koriste se dialelni biljezi, tzv. insercije/delecije za koje pojedina osoba moze biti
pozitivna ili negativna, a vazno je odrediti koji su biljezi specifi¢ni za primatelja, a koji za davatelja

(tablica 3). Za ovu je metodu znacajna fluorescentno obiljeZena proba, ugradena izmedu pocetnica



51 3, koja na jednom svom kraju ima vezan reporter fluorescencije, a na drugom prigusivaé
fluorescencije. Vezanjem probe za ciljnu sekvenciju, prigusivac i reporter se nalaze u bliskom
kontaktu te na taj na¢in sprijeCavaju emisiju fluorescencije. Tijekom koraka produljenja za vrijeme
ciklusa PCR, polimeraza uzrokuje hidrolizu probe zbog Cega se reporter otpusta i omogucuje se
emisija fluorescencije (slika 5). Svakim se ciklusom koli¢ina probe udvostrucuje zbog ¢ega postoji
linearan odnos izmedu koli¢ine produkta PCR i fluorescencije (Alizadeh i sur. 2002). Rije¢ je o
direktnoj kvantitativnoj metodi koja vrednuje Ct vrijednost (engl. Cycle threshold), koja je obrnuto
proporcionalna koli¢ini pocetne DNA od interesa (Karlen i sur. 2007). Postotak primateljeve,
odnosno davateljeve DNA dobiva se u konacnici usporedbom Ct vrijednosti DNA nakon
transplantacije sa Ct vrijednoS¢u DNA primatelja ili davatelja prije transplantacije, uzevsi pritom

u obzir vrijednosti dobivene za referentni biljeg (slika 6) (Khan i sur. 2004).

Tablica 3. Prikaz odredivanja biljega informativnog za primatelja/davatelja u uzorku
bolesnika nakon TKMS

BILJEG gPCR PRIMATELJ DAVATELJ BILJEG INFORMATIVAN ZA
KMRO013 pozitivan negativan primatelja

KMR028 negativan pozitivan davatelja

KMRO037 pozitivan pozitivan N.I.

KMRO056 negativan negativan N.I.

Legenda: N.I. — biljeg nije informativan
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Slika 5. Metoda qPCR temeljena na fluorescentno obiljeZenoj probi

(Preuzeto i prilagodeno sa: https://commons.wikimedia.org/)
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Slika 6. Grafi¢ki prikaz Ct vrijednosti (broja ciklusa kod kojeg razina fluorescencije
prelazi prag znac¢ajnog odstupanja od prethodno definirane grani¢ne vrijednosti
fluorescencije) kod metode gPCR
(Preuzeto i prilagodeno sa: https://toptipbio.com/)



2. CILJ ISTRAZIVANJA



Glavni cilj ovog istrazivanja je medusobno usporediti dvije molekularne metode u pracenju
kimerizma: metodu PCR-STR i metodu qPCR u svrhu odredivanja osjetljivosti, pouzdanosti i
preciznosti metoda te njihove primjene u razlicitim slu¢ajevima ovisno o omjeru primateljevih i

davateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS.

Specificni ciljevi su sljededi :

1. Metodom PCR-STR testirati 12 parova primatelj-davatelj u programu TKMS i za svaki par
odrediti informativne lokuse.

2. Metodom gPCR testirati 12 parova primatelj-davatelj u programu TKMS i za svaki par odrediti
informativne biljege.

3. Utvrditi informativnost svakog pojedinog lokusa STR.

4. Odrediti informativnost svakog pojedinog biljega qPCR.

5. Usporediti rezultate dobivene metodama PCR-STR i gPCR i utvrditi algoritam primjene
odredene metode u pracenju statusa kimerizma.

6. Dobivene rezultate usporediti s rezultatima iz literature.
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3. MATERIJALI | METODE



3.1. ISPITANICI

Postupci koji se provode u ovom istrazivanju dio su rutinskog postupka u praé¢enju bolesnika nakon
TKMS te su obuhvaceni informiranim pristankom kojeg svaki bolesnik potpisuje prije ulaska u
program TKMS.

Istrazivanje je provedeno na dvanaest parova primatelj-davatelj nakon TKMS. Ukljucena su
sveukupno 42 uzorka periferne krvi (5 ml) s antikoagulansom EDTA (etilendiamintetraoctena
kiselina), prikupljena u Odjelu za tipizaciju tkiva Klini¢kog zavoda za transfuzijsku medicinu i
transplantacijsku biologiju KBC Zagreb, u razdoblju od 2018.-2022. godine. Uzorci bolesnika
nakon transplantacije su prikupljani najranije 21 dan nakon TKMS, te potom u razliCitim
vremenskim intervalima, ovisno o klinickom statusu bolesnika. Za ispitivane je uzorke prethodno
utvrden udio primateljevih stanica u rasponu od 10-90% jednom od metoda (PCR-STR ili gPCR)
te se ovisno o tome kojom su metodom prethodno testirani, u sklopu istrazivanja testiraju drugom

metodom.

3.2. METODE

3.2.1. IZOLACIJA DNA

Prvi je korak izolacija DNA iz svih uzoraka periferne krvi pomocu ,Nucleospin Blood”
komercijalnog seta za izolaciju DNA (Nucleospin, Macherey Nagel, Diiren, Njemacka). Metoda
se temelji na specificnom vezanju DNA za silikatnu membranu kolumne. Prvotno se stanice
liziraju inkubacijom uzorka (200uL) zajedno sa proteinazom K (25uL) te dodatkom pufera B3
(200pL). Dodatkom etanola (210uL) u lizat, DNA se veze za silikatnu membranu kolumne.
Pomoc¢u pufera BW (500uL) u prvom ispiranju te pufera BS (600uL) u drugom ispiranju se postize
ispiranje oneciscenja, dok se Cista genomska DNA ispire pomocu alkalnog elucijskog pufera BE
(100uL). Po zavrsetku izolacije koncentracija i Cistoca Ciste genomske DNA je odredena pomocéu

spektrofotometrijskog uredaja NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD).
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3.2.2. METODA PCR-STR

Umnazanje lokusa STR provedeno je pomocu seta Aneufast Multiplex QF-PCR Kit
(MOIGENTIX, Barcelona, Spanjolska) i PCR aparata Applied Biosystems 7500 real-time PCR

System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Set sadrzi sustav sa pet fluorescentnih

boja koji omogucuje automatiziranu analizu DNA odsje¢aka. KoriSteni Multiplex QF-PCR setovi

S1 1 S2 omoguéuju istovremenu analizu po pet lokusa STR na svakom od autosoma 21, 18 i 13,
tri pseudoautosomalna (DXYS267, X22 | DXYS218) i jedan vezan uz X kromosom (tablica 4).

Umnazaju se i dvije nepolimorfne sekvencije AMXY i SRY vezane uz spol. Prilikom umnazanja

lokusa STR, upotrebljavaju se fluorescentno obiljeZzene pocetnice specificne za sljedove DNA

pojedinog mikrosatelitskog lokusa.

Tablica 4. Lokusi STR uklju¢eni u setove S1i S2

Lokus STR

AMXY (S1)
SRY (S2)

X22 (S2)
DXYS267 (S1)
DXYS218 (S2)
HPRT (S2)
D21S1414 (S1)
D21S1411 (S2)
D2151446 (S1)
D2151435 (S2)
D2151442 (S1)
D18S391 (S1)
D18S390 (S2)
D18S535 (S1)
D185386 (S2)
D18S976 (S1)
D13S631 (S1)
D135634 (S2)
D135258 (S2)
D13S305 (S1)
D135797 (S1)

Smjestaj

Xp22.1 Ypl1l.2
Ypll.2
Xq28 Yq (PAR2)
XQ21.31 Ypl11.31
Xp22.32 Ypl1.3 (PAR1)
Xq26.1
21921
21922.3
21922.3-ter
21921
21q11.11
18p11.2
18g22.2
18g12.2
18g22.1
18p11.31
13931-32
13914.3
13921
13g12.1-13q14.1
13932-0933

Duljina ponavljanja (pb)

104-109
463
189-253
330-354
266-294
264-313
328-443
246-319
200-228
142-188
136-174
144-168
398-430
126-156
319-387
164-184
192-218
460-500
230-281
426-458
417-454

Legenda: pb — parovi baza
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Ukupni volumen reakcije PCR iznosi 7,5 pL a sastoji se od Multiplex PCR Mix-a, odredenog
volumena DNA ovisno o iznosu koncentracije DNA dobivene prethodnom izolacijom, seta
pocetnica (S1 1 S2) te vode do ukupnog volumena ( tablica 5). Uvjeti reakcije PCR prikazani su u

tablici 6.

Tablica 5. Sastavnice reakcije PCR

Set pocetnica ( S1iS2) 3,5 uL
Aneufast PCR Mix 1,5 uL
DNA 30 ng

H20 do konac¢nog volumena od 7,5 pL.
Konaéni volumen PCR 7,5 ulL

Tablica 6. Program umnazZanja DNA

Aktivacija N L o Zavr$no
) Denaturacija | Hibridizacija | Produljenje o Pohrana
Taq polimeraze produljenje
] 95°C-40s | 59°C-1min, 30s | 72°C - 40s _
95°C - 15min i 60°C - 30min 4°C
25 ciklusa

3.2.3. ELEKTROFOREZA

Umnozeni se produkti razdvajaju elektroforezom s obzirom da ¢e zbog medusobno razlicite
duljine sljedova putovati drugacijom brzinom kroz gel. Elektroforeza se odvija pomocéu
automatskog sekvencera 3130 XL Genetic Analyzer ( Applied Biosystems, Hitachi, Japan). Prije
elektroforeze su unutar iste tubice pomije$ani umnozeni S1 i S2 produkti (1.5 uL S1 + 1,5 pLL S2)
sa Hi-Di formamidom (40 pL) i standardom GeneScan™ 500 LIZ™ ( 0.3 uL). Hi-Di formamid
se koristi za resuspendiranje uzoraka prije injektiranja u sustav kapilarne elektroforeze, dok je
standard vaZan za analizu duljine odsjecka DNA. Uzorci se prije same elektroforeze denaturiraju

dvije minute na 95°C, te zatim nanose u sekvencer.
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Pomocu fotosenzora koji ocitava fluorescenciju, moguce je odrediti duljinu alela usporedbom
vremena od pocetka elektroforeze pa do detekcije fluorescencije alela lokusa STR od interesa te
odsjecka DNA ¢ija nam je duljina poznata (Koreth i sur. 1996). Pomoc¢u ra¢unalnog programa ABI
PRISM GeneScan® Analysis Software (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) odredene
su duljine analiziranih odsje¢aka DNA na temelju vremena elektroforeze standarda ¢iji su

odsjecaka DNA poznate duljine.

3.2.4. ANALIZA PRODUKATA PCR-STR

Svaki je biljeg definiran bojom i veli¢inom odgovarajuc¢eg produkta, dok su biljezi s alelima sli¢nih
veli¢ina obiljezeni razli¢itim flourokromima. Boje FAM, VIC, NED 1 PET koriste se za
obiljezavanje pocCetnica, a na elektroforetogramu se vide kao plava, zelena, zuta i crvena boja, dok
se naran¢asta boja LIZ koristi isklju¢ivo za poznate standarde. Umnazanjem lokusa STR stvara se
fluorescentni produkt koji je direktno proporcionalan koli¢ini analizirane sekvencije unutar
pocetnog uzorka. Koli¢ina flouresciraju¢eg produkta PCR numericki je odredena podrucjem
»pika“ na elektroforetogramu, dok je visina ,,pika“ takoder i mjera za aktivnost flourescencije.
Racunalni program prikazuje rezultat elektroforeze odnosno elektroforetogram, ali pritom i stvara
tablice sa svim vaznim informacijama (slika 7). Tablica prikazuje vrijednost veli¢ine tj. duljinu
produkta u parovima baza te visinu i regiju ¢ije vrijednosti odreduju aktivnost flourescencije a

samim time i koli¢inu produkta PCR (Aneufast User’s Manuel 2011).
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Slika 7. Prikaz elektroforetograma i njemu pripadajuce tablice
(Preuzeto iz: Aneufast User’s Manual Revised Aug 2011 V2)

3.2.5. IZRACUN UDJELA STANICA PRIMATELJA | DAVATELJA U UZORKU
PRIMATELJA NAKON TKMS

Koncentracija DNA dobivena reakcijom PCR proporcionalna je udjelu stanica primatelja tj.
davatelja u uzorku primatelja nakon TKMS. Zahvaljuju¢i fotosenzoru koji ocitava fluorescenciju
usred prolaska molekule DNA kroz lasersku zraku te rezultat izrazava kao visinu signala pojedinog
alela, jednostavno je izraCunati udio primatelja odnosno davatelja u uzorku primatelja nakon
TKMS upravo iz omjera visine signala alela od interesa. Postoji viSe formula koje omoguc¢avaju
izraCun omjera a razlikuju se ovisno o tome da li su primatelj i/ili davatelj homozigoti za pojedini

alel ili se razlikuju u oba ili samo jednom alelu (slika 8) (Nollet i sur. 2001).
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Primjer 1. Primatelj i davatelj se razlikuju
za oba alela

Primatelj

Davatelj
A /A

Eimera
A A A [\
at+th

% primatelj =

ath+c+d

Primjer 3. Davatelj je homozigot za jedan
od alela koji ima primatelj

/5\
A

Primatelj

Davatelj

Kimera
A R
2a
%0 primatelj =
a+h

Primjer 2. Primatelj i davatelj se razlikuju
za jedan alel, dok in je drugi alel isti

Primatel]

A A
AA
Ab A

%o primatelj =

atece

Primjer 4. Primatelj je homozigot za jedan
od alela koji ima davatelj

Primatelj

Davately

A A

Kimera

a-b
%0 primatelj =
a+h
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Primjer 5. Primatelj je homozigot za alel Primjer 6. Davatelj je homozigor za alel

kaji nema davatelj kaji nema primatelj
Primatel Primatelj

A A
Davatelj Davatelj

M\ A /e

Eimera Eimera

A L\ A A L\ A

a ath
04 primatelj =————— %o primatelj =
athbh+e atbh+tec

Slika 8. Primjeri formula za izraunavanje omjera stanica primateljai davatelja u uzorku

bolesnika nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica

3.2.6. METODA gPCR

Umnazanje biljega specificnih za primatelja odnosno davatelja provedeno je pomocu seta
KMRtype i KMRtrack (GenDx, Utrecht, Nizozemska). Metoda nam omogucuje testiranje
sveukupno 30 biljega rasporedenih na razli¢itim kromosomima unutar genoma (slika 9). Nakon
umnazanja se kvantifikacijom dobivaju rezultati o prisutnosti biljega koji se koriste za pracenje
statusa kimerizma. Za pracenje statusa kimerizma koristise uzorak bolesnika prije TKMS , uzorak
nakon TKMS te dva biljega informativna za primatelja. Biljeg se smatra pozitivnim ukoliko je Ct
vrijednost niza od 33 a negativnim ukoliko je visa od 38, dok se Ct vrijednosti u rasponu od 33 do
38 smatraju neinterpretabilnim. Za standardizaciju rezultata koristi se KMRassay referentni gen
(GenDx, Utrecht, Nizozemska).
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Slika 9. PoloZaj testiranih biljega unutar genoma

(Preuzeto sa: https://www.gendx.com/product_line/kmrtype/)

3.2.6.1. PROTOKOL GENOTIPIZACIJE gPCR

Genotipizacijom uzoraka primatelja i davatelja dobivaju se podaci o prisutnosti biljega koji se
potom koriste za pracenje statusa kimerizma.

Ukupni volumen reakcije PCR iznosi 20 pL a sastoji se od KMRtype mjesavine (KMRassay gPCR
pufer, KMRassay enzim i voda), KMRassay referentnog gena te DNA od interesa za svakog
davatelja i primatelja (tablica 7). U posebno oznaene jazice na plocici dodaje se KMRtype
mjeSavina te DNA od interesa, dok se na preostale kolone umjesto DNA dodaje KMRassay

referentni gen (5 uL) te voda do ukupnog volumena. Uvjeti reakcije PCR prikazani su u tablici 8.
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Tablica 7. Sastavnice reakcije PCR

KMRassay qPCR pufer 5uL
KMRassay enzim 0,4 uL
DNA 9 uL

H20 0,6 uL

Konaéni volumen PCR 20 uL

Tablica 8. Program umnazZanja DNA

Inicijalna denaturacija Denaturacija Hibridizacija/Elongacija
95°C - 15s 62°C - 1min
95°C - 5min i
40 ciklusa

3.2.6.2. PROTOKOL PRACENJA STATUSA KIMERIZMA

Dobiveni rezultati se nakon umnazanja unose u racunalni program za analizu KMRengine (GenDx,

Utrecht, Nizozemska) pomocu kojeg se odabire informativni biljeg za pracenje te referentni

uzorak. Ukupni volumen reakcije PCR iznosi 20 pL te se sastoji od PCR mixa (KMRassay qPCR

pufer, KMRassay enzim i voda) pripravljenog prema tablici 7, informativnhog KMRtrack biljega i

DNA od interesa (tablica 9). U pozitivnu kontrolu se dodaje KMRassay referentni gen (5 pL), dok

se u negativnu uz referentni gen dodaje i voda (9 uL). Nakon zavrSetka reakcije PCR dobiveni se

rezultati ponovno unose u KMRengine ra¢unalni program koji potom prikazuje postotak stanica

primatelja i davatelja u referentnom uzorku.

Tablica 9. Sastavnice reakcije PCR

KMRtype mjesavina 6 uL
KMRtrack informativni biljeg 5uL
DNA 9 uL

Konacni PCR volumen 20 pL
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3.2.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Metodom PCR-STR za svaki par primatelj-davatelj su dobivene vrijednosti udjela primateljevih
stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS za maksimalno 21 lokus STR, dok su metodom gPCR za
svaki par primatelj-davatelj dobivene vrijednosti za maksimimalno 30 biljega informativnih za
primatelja. Srednje vrijednosti udjela primateljevih stanica u uzorcima bolesnika nakon TKMS,

izracunate su prema formuli:

X = X1+x2+x3+-+xk _ Tk xi
N N

X- srednja vrijednost udjela primateljevih stanica u uzorku
bolesnika nakon TKMS dobivena metodama PCR-
STR/QPCR

X- vrijednost udjela primateljevih stanica u uzorku
bolesnika nakon TKMS, za jedan lokus STR/biljeg

informativan za primatelja

Informativnost i uspjesnost lokusa STR/biljega gPCR izracunata je prema formuli:

X
% =—
N X- broj parova primatelj-davatelj za koje je lokus

STR/biljeg gPCR bio informativan/uspjesan

N- sveukupan broj parova primatelj-davatelj
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4. REZULTATI



4.1. ODREDIVANJE INFORMATIVNIH LOKUSA STR ZA PAROVE PRIMATELJ-
DAVATELJ

Za 12 parova parova primatelj-davatelj provedena je analiza lokusa STR u svrhu odredivanja
porijekla stanica. Svi parovi primatelj-davatelj testirani su metodom PCR-STR za ukupno 21 lokus
STR. Za analizu udjela primateljevih, odnosno davateljevih stanica potrebno je odrediti koji lokusi
STR su informativni, odnosno za koji lokus STR se primatelj i davatelj razlikuju u barem jednom
alelu.

Uzorci periferne krvi 12 bolesnika prije TKMS kao i njihovih davatelja analizirani su i za 30
dialelnih biljega metodom qPCR. U svrhu izraCunavanja udjela primateljevih stanica u uzorku
nakon TKMS, potrebno je analizirati biljege koji su informativni za primatelja, odnosno one
biljege koji prisutni kod primatelja, a odsutni kod davatelja.

4.2. ANALIZA STATUSA KIMERIZMA U UZORCIMA BOLESNIKA NAKON TKMS

U tablicama 10-21 prikazana je usporedba rezultata dobivenih s metodama PCR-STR i gPCR za
svakog pojedinog bolesnika. Broj informativnih lokusa je ve¢i u onim slu¢ajevima kada primatelj
i davatelj nisu u krvnom srodstvu. Kod 12 bolesnika je metodom PCR-STR testirano u prosjeku
15 od ukupno 21 informativnih lokusa, dok su za svakog bolesnika pracena dva biljega
informativna za primatelja. Izracunate srednje vrijednosti udjela stanica primatelja u uzorku
bolesnika nakon TKMS dobivene objema metodama su prikazane u tablicama 10-21. Lokusi
AMXY i SRY nisu ukljuéeni u izracun.
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Tablica 10a. i 10.b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega gPCR za par primatelj-davatelj br. 1

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

BILJEG
gPCR

PRIMATELJ
BR. 1

DAVATELJ
BR.1

gPCR BILJEG
INFORMATIVAN
(da/ne)

ALELLI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LB Gl A
INFORMATIVAN
STR BR. 1 BR. 1 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 109 104, 104 da
SRY 463 / ne
D13S258 241, 282 245, 270 da
D13S305 442, 450 446, 450 da
D13S631 209, 209 201, 209 da
D135634 472, 475 472, 475 ne
D13S797 438, 438 417, 438 da
D18S386 347, 356 347, 373 da
D18S390 418, 422 418, 418 da
D18S391 161, 161 161, 164 da
D18S535 146, 146 136, 150 da
D18S976 178, 184 172,176 da
D21S1411 287, 299 287, 303 da
D21S1414 347, 347 347, 354 da
D21S1435 177,181 181, 185 da
D21S1442 145, 158 154, 158 da
D21S1446 210, 218 210, 224 da
HPRT 281, 281 281,281 ne
X22 200, 209 200, 204 da
DXYS218 286, 286 277, 286 da
DXYS267 335, 339 339, 339 da

Legenda: pb — parovi baza

KMR009
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMRO028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMRO040
KMR041
KMR042
KMRO043
KMR044
KMR045
KMRO046
KMRO047
KMR048
KMR049
KMRO050
KMRO051
KMR052
KMR053
KMRO054
KMR055
KMR056
KMR057

+ X+ A+ o

+ 4+ A+ 4+

+ X X + '+ + 4+ o+

ne
ne
ne
da (primatelj)
da (primatelj)
da (primatelj)
ne
ne
da (primatelj)
da (primatelj)
ne
da (primatelj)
ne
ne
da (primatelj)
ne
ne
da (primatelj)
da (davatelj)
da (davatelj)
ne
ne
da (primatelj)
ne

ne
ne
ne

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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U tablici 10c prikazani su rezultati analiza za bolesnika br. 1.Analiza rezultata pokazala je razliku
u srednjoj vrijednosti udjela primateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS dobivenih
metodom PCR-STR i gPCR. Za uzorak kimere 1 razlika rezultata u srednjoj vrijednosti iznosi
2,2%, dok za uzorak kimere 2 iznosi 4,5%. Pritom je metodom PCR-STR testirano 17
informativnih lokusa a metodom qPCR su prac¢ena dva biljega informativna za primatelja. Raspon
udjela primateljevih stanica u uzorku nakon TKMS za metodu PCR-STR iznosi 2-34% za kimeru
1 te 15-34% za kimeru 2, dok za qPCR razlika u vrijednostima za dva biljega iznosi 4,7% za
kimeru 1 te 0,9 % za kimeru 2.

Tablica 10c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih
s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br.1

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U
LOKUS/ UZORCIMA NAKON TKMS (%)
BILJEG ) :

Kimera 1 Kimera 2
D135258 16 24
D13S305 19 26
D13S631 12 19
D13S797 2 15
D185386 15 24
D18S390 15 22
D18S391 9 25
v | D18S535 16 25
| D18S976 14 24
D21S1411 18 24
D21S1414 16 25
D2151435 19 26
D2151442 14 21
D2151446 14 22
X22 12 20
DXYS218 11 18
DXYS267 34 34
KMR016 11,8 -

x | KMR037 16,5 -

O | KMR019 - 27,9

o | KMR037 - 27,0

ASTR 16,0 23,0
AgPCR 14,2 27,5

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije

krvotvornih mati¢nih stanica prikupljeni u odredenim vremenskim razmacima
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Tablica 11a. i 11b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 2

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

BILJEG
gPCR

PRIMATELJ
BR. 2

DAVATELJ
BR.2

gPCR BILJEG
INFORMATIVAN
(da/ne)

ALELLI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LB Gl A
INFORMATIVAN
STR BR. 2 BR. 2 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 104 104, 109 da
SRY / 463 ne
D13S258 237, 241 237, 237 da
D13S305 438, 438 450, 454 da
D13S631 205, 209 197, 197 da
D13S634 472, 480 472, 478 da
D13S797 442,442 438, 442 da
D18S386 355, 373 369, 377 da
D18S390 418, 418 418, 418 ne
D18S391 156, 160 160, 160 da
D18S535 146, 154 146, 146 da
D18S976 171, 175 167, 175 da
D21S1411 299, 303 277,299 da
D21S1414 359, 367 343, 351 da
D21S1435 181, 181 169, 185 da
D21S1442 136, 136 150, 158 da
D21S1446 218, 224 224, 224 da
HPRT 277, 289 285, 285 da
X22 204, 238 204, 228 da
DXYS218 281, 285 281, 281 da
DXYS267 339, 339 335, 339 da

Legenda: pb — parovi baza

KMR009
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMR028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMR040
KMRO041
KMR042
KMR043
KMR044
KMR045
KMR046
KMRO047
KMR048
KMR049
KMRO050
KMR051
KMR052
KMR053
KMRO054
KMR055
KMR056
KMR057

+ + + 4+ +

+

+ 1

+

1 X 4

+ + + + + + +

+ + 4

+ 0+ + X

+ +

+ + + + +

ne
da (davatelj)
da (davatelj)
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
da (davatelj)
da (davatelj)
ne
da (primatelj)

ne

da (davatelj)
ne
ne

da (davatelj)
ne

da (davatelj)
ne

da (davatelj)
ne

da (davatelj)
da (davatelj)
ne

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Metodom qPCR pronaden je samo jedan informativni lokus za primatelja medu 30

analiziranih biljega te je analiza napravljena na dodatnih 9 biljega od kojih su se 4

pokazala informativnim za primatelja.

Tablica 11c. Dodatni biljezi gPCR

gPCR BILJEG

BILJEG PRIMATELJ DAVATELJ
INFORMATIVAN
gPCR BR.2 BR.2
(da/ne)

KMRO004 + - da (primatelj)
KMRO010 + - da (primatelj)
KMRO014 - + da (davatelj)
KMRO017 - + da (davatelj)
KMRO020 + + ne
KMRO029 + - da (primatelj)
KMRO031 - - ne
KMRO033 + - da (primatelj)
KMRO034 + + ne
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Kod bolesnika br. 2 metodom PCR-STR testirano je 18 informativnih lokusa od kojih analiza
jednog lokusa nije bila uspjesna, dok su metodom qPCR praéena dva biljega informativna za
primatelja. Tablica 11d prikazuje raspon udjela primateljevih stanica dobiven metodom PCR-STR,
u iznosu od 48-71% za kimeru 1, te 11-25% za kimeru 2. Metodom gPCR dobivena razlika u
vrijednostima za dva biljega iznosi 35% i 0,8%. Razlika u srednjoj vrijednosti udjela primateljevih
stanica, dobivenih s dvije metode, u uzorku bolesnika nakon TKMS iznosi 22,6% za uzorak kimere
1 te 4,8% za uzorak kimere 2.

Tablica 11d. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih
s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 2

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U
LOKUS/ UZORCIMA NAKON TKMS (%)
BILJEG : :
Kimera 1 kimera 2

D135258 54 13
D13S305 57 14
D13S631 58 15
D13S634 57 14
D18S797 48 10
D185386 58 X
D18S391 60 19

y | D18S535 54 13

I | D185976 56 17
D21S1411 58 13
D21S1414 54 13
D2151435 56 15
D2151442 57 15
D2151446 58 13
HPRT 71 25
X22 55 12
DXYS218 52 14
DXYS267 49 11
KMRO010 96,1 -

x | KMR033 61,1 -

O | KMR004 - 9,6

S | KMR029 - 8,8
ASTR 56,0 14,0
AGPCR 78,6 9,2

Legenda: X — analiza nije uspjela; A - srednja vrijednost ; uzorci bolesnika
nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica prikupljeni u odredenim

vremenskim razmacima
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Tablica 12a. i 12b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 3
b) Biljezi qPCR

a) Lokusi STR

BILJEG
gPCR

PRIMATELJ
BR. 3

DAVATELJ
BR. 3

gPCR BILJEG
INFORMATIVAN
(da/ne)

ALELI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LOKUS STR
INFORMATIVAN
STR BR. 3 BR. 3 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 109 104,109 ne
SRY 463 463 ne
D13S5258 242,274 242,242 da
D13S305 442,442 430, 442 da
D13S631 197, 197 193, 201 da
D13S634 468, 490 476, 484 da
D13S797 442,442 438, 442 da
D18S386 343, 361 339, 371 da
D18S390 414,418 414, 414 da
D18S391 160, 164 156, 164 da
D18S535 146, 150 146, 150 ne
D18S976 175,179 171,183 da
D21S1411 278, 290 290, 298 da
D21S1414 346, 360 354, 356 da
D21S1435 181, 181 181, 181 ne
D21S51442 154, 154 140, 150 da
D21S1446 210, 214 210, 214 ne
HPRT 289, 289 281, 281 da
X22 204, 232 200, 210 da
DXYS218 281, 281 281, 285 da
DXYS267 338, 346 334, 338 da

Legenda: pb — parovi baza

KMR009
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMR028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMR040
KMR041
KMR042
KMR043
KMR044
KMR045
KMR046
KMRO047
KMR048
KMR049
KMRO050
KMRO051
KMR052
KMR053
KMRO054
KMR055
KMR056
KMRO057

+ F X X+ 0+ o+ o+ o+ o+

+ + + +

+ X + A+ X+ o+ o+ o

+ + 4+ 10X 4+ X

+ + + + +

ne
ne
ne
ne
ne

da (davatelj)
ne

da (davatelj)
ne
ne
ne
ne

da (davatelj)
ne

ne
ne
da (davatelj)
ne
da (primatelj)
da (davatelj)
da (davatelj)
ne
ne
ne
da (primatelj)

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Za bolesnika br. 3 dvije su kimere testirane metodom PCR-STR za 17 informativnih lokusa, od
kojih analiza Cetiri lokusa nije bila uspjesna, a metodom qPCR pracena su dva biljega informativna
za primatelja. U tablici 12¢ utvrdena je razlika u srednjoj vrijednosti udjela primateljevih stanica
u uzorku bolesnika nakon TKMS dobivenih ovim dvjema metodama. Za kimeru 1 ta razlika u
srednjoj vrijednosti iznosi svega 1,5% , dok za uzorak kimere 2 iznosi ¢ak 24,2%. Metodom gPCR
dobivena je razlika u vrijednostima za dva biljega u iznosu od 1,8% i 3,4%, a metodom PCR-STR
su dobiveni rasponi udjela primateljevih stanica u uzorku nakon TKMS od 19-27% i 8-14%.

Tablica 12c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih
s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 3

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U
LOKUS/ UZORCIMA NAKON TKMS (%)
BILJEG : :
kimera 1 kimera 2

D13S258 24 11
D13S305 21 8
D13S631 25 X
D13S634 26 12
D18S797 19 X
D18S386 27 13
D18S390 25 12

v | D18S391 27 13

I | D18S976 25 X
D21S1411 26 11
D21S1414 25 11
D21S1442 X X
HPRT 25 12
X22 25 12
DXYS218 26 14
DXYS267 25 12
D13S258 24 11

o KMRO051 24,4 34,5

% | KMRO57 22,6 37,9
ASTR 25,0 12,0
AQPCR 235 36,2

Legenda: X — analiza nije uspjela; A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika
nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica prikupljeni u odredenim

vremenskim razmacima
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Tablica 13a. i 13b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 4

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

ALELLI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LB Gl A
INFORMATIVAN
STR BR. 4 BR. 4 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 104 104, 109 da
SRY / 463 ne
D13S258 241, 278 237, 241 da
D13S305 443, 443 443, 447 da
D13S631 205, 209 201, 201 da
D13S634 472, 477 468, 472 da
D13S797 434, 442 438, 442 da
D18S386 344, 347 332, 365 da
D18S390 414, 418 414, 422 da
D18S391 161, 165 161, 161 da
D18S535 145, 145 150, 150 da
D18S976 178, 179 175, 179 da
D21S1411 291, 291 295, 299 da
D21S1414 354, 356 350, 350 da
D21S1435 173,177 173,177 ne
D21S1442 136, 136 150, 166 da
D21S1446 224, 232 210, 224 da
HPRT 265, 289 281, 281 da
X22 223, 223 199, 209 da
DXYS218 277, 281 281, 281 da
DXYS267 339, 343 339, 339 da

Legenda: pb — parovi baza

BILJEG PRIMATELJ | DAVATELJ CRER EllLd=e
qPCR BR. 4 BR. 4 INFORMATIVAN
(da/ne)
KMRO009 + - da (primatelj)
KMRO011 + - da (primatelj)
KMRO013 + - da (primatelj)
KMRO016 + > da (primatelj)
KMRO019 + - da (primatelj)
KMR028 + + ne
KMRO030 + + ne
KMRO035 + + ne
KMRO036 + - da (primatelj)
KMRO037 + + ne
KMRO038 + + ne
KMRO039 + = da (primatelj)
KMR040 + - da (primatelj)
KMR041 - - ne
KMR042 + + ne
KMR043 + - da (primatelj)
KMR044 + + ne
KMR045 + + ne
KMRO046 + + ne
KMRO047 - - ne
KMR048 + - da (primatelj)
KMR049 + + ne
KMRO050 + - da (primatelj)
KMRO051 - + da (davatelj)
KMRO052 + + ne
KMRO053 - - ne
KMR054 + - da (primatelj)
KMRO055 + + ne
KMR056 + - da (primatelj)
KMR057 + - da (primatelj)

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Tablica 13c prikazuje razliku u srednjoj vrijednosti udjela primateljevih stanica u uzorku bolesnika
br. 4 nakon TKMS, dobivenih metodom PCR-STR i gPCR, za uzorke prve i trece kimere u iznosu
0d 4,6% i 2%, dok su za uzorak druge kimere srednje vrijednosti jednake u iznosu od 35%. Pritom
su uzorci testirani za 14 informativnih lokusa metodom PCR-STR te su metodom qPCR pracéena
dva biljega informativna za primatelja. Raspon udjela primateljevih stanica u uzorku nakon TKMS
za metodu PCR-STR iznosio je 7-23% za kimeru 1, 22-51% za kimeru 2 te 28-64% za kimeru 3,
dok su za gPCR razlike u vrijednostima za dva biljega iznosile redom: 13,5%, 1,5% i 14,1%.

Tablica 13c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih s metodama PCR-
STR i gPCR za bolesnika br. 4

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U UZORCIMA NAKON TKMS

LOKUS/ (%)

SSe Kimera 1 Kimera 2 kimera 3
D13S258 23 51 64
D13S305 15 41 49
D13S797 16 41 48
D135386 14 37 41
D18S390 16 40 46
D18S391 13 36 41

|rJ_: D185976 7 24 29
»n | D21S1411 14 39 46
D21S1414 13 40 46
D21S1435 10 32 38
D21S1442 9 23 30
D21S1446 13 40 45
HPRT 7 22 28
DXYS218 9 29 36
KMRO019 10,8 - 47,1
o | KMR048 24,3 - -
O | KMR054 - 35,7 -
o | KMR057 - 34,2 33,0
ASTR 13,0 35,0 42,0
AQPCR 17,6 35,0 40,0

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih

stanica prikupljeni u odredenim vremenskim razmacima
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Tablica 14a. i 14b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 5
b) Biljezi qPCR

a) Lokusi STR

ALELLI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LB Gl A
INFORMATIVAN
STR BR. 5 BR. 5 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 104 104, 109 da
SRY / 463 ne
D13S258 237, 241 237, 237 da
D13S305 438, 438 450, 454 da
D13S631 205, 209 197, 197 da
D13S634 472, 480 472, 478 da
D13S797 442,442 438, 442 da
D18S386 355, 373 369, 377 da
D18S390 418, 418 418, 418 ne
D18S391 156, 160 160, 160 da
D18S535 146, 154 146, 146 da
D18S976 171, 175 167, 175 da
D21S1411 299, 303 277,299 da
D21S1414 359, 367 343, 351 da
D21S1435 181, 181 169, 185 da
D21S1442 136, 136 150, 158 da
D21S1446 218, 224 224, 224 da
HPRT 277, 289 285, 285 da
X22 204, 238 204, 228 da
DXYS218 281, 285 281, 281 da
DXYS267 339, 339 335, 339 da

Legenda: pb — parovi baza

BILJEG PRIMATELJ | DAVATELJ CRER EllLd=e
qPCR BR. 5 BR. 5 INFORMATIVAN
(da/ne)
KMRO009 + - da (primatelj)
KMRO011 + + ne
KMRO013 - + da (davatelj)
KMRO016 + + ne
KMRO019 - - ne
KMR028 + + ne
KMRO030 + + ne
KMR035 X + =
KMRO036 + + ne
KMRO037 + = da (primatelj)
KMRO038 + + ne
KMR039 + + ne
KMR040 + - da (primatelj)
KMR041 X + -
KMR042 + - da (primatelj)
KMR043 - + da (davatelj)
KMRO044 + - da (primatelj)
KMR045 - + da (davatelj)
KMR046 - + da (davatelj)
KMRO047 - + da (davatelj)
KMR048 + + ne
KMR049 - - ne
KMRO050 + - da (primatelj)
KMRO051 - + da (davatelj)
KMR052 - + da (davatelj)
KMRO053 - - ne
KMRO054 - + da (davatelj)
KMRO055 + - da (primatelj)
KMRO056 - + da (davatelj)
KMR057 - + da (davatelj)

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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U tablici 14c prikazana je razlika od 5,2% za srednju vrijednost udjela primateljevih stanica za
bolesnika br. 5 nakon TKMS. Metodom PCR-STR testirano je 17 informativnih lokusa od kojih
analiza jednog lokusa nije bila uspjesna te je dobiven raspon udjela primateljevih stanica od 47-
60%. Metodom qPCR pracena su dva biljega informativna za primatelja, te je dobivena razlika od
14%.

Tablica 14c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih
s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 5

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U
LOKUS/ UZORCIMA NAKON TKMS (%)
BILJEG :
Kimera 1

D13S258 47
D13S305 50
D13S631 54
D13S634 51
D18S797 50
D185386 55
D18S390 53

v | D18S391 51

I | D188535 54
D18S976 53
D21S1411 53
D21S1414 54
D21S1442 53
HPRT X
X22 51
DXYS218 60
DXYS267 52

o KMR040 41,2

% | KMRO055 55,2
ASTR 53,0
AQPCR 48,2

Legenda: X — analiza nije uspjela; A - srednja vrijednost; uzorak bolesnika
nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica prikupljen u odredenom

vremenskom razmaku
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Tablica 15a. i 15b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 6

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

BILJEG
gPCR BR.6

PRIMATELJ

DAVATELJ
BR. 6

gPCR BILJEG
INFORMATIVAN
(da/ne)

ALELLI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LB Gl A
INFORMATIVAN
STR BR. 6 BR. 6 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 104 104, 104 ne
SRY / / ne
D13S258 274, 278 274, 278 ne
D13S305 450, 454 446, 450 da
D13S631 197, 209 209, 209 da
D13S634 468, 472 468, 472 ne
D13S797 438, 442 438, 438 da
D18S386 343, 365 361, 367 da
D18S390 419, 419 419, 419 ne
D18S391 161, 165 161, 161 da
D18S535 141, 154 146, 150 da
D18S976 180, 182 178, 183 da
D21S1411 287, 295 287, 295 ne
D21S1414 356, 360 342, 360 da
D21S1435 177,181 173, 177 da
D21S1442 154, 162 154, 170 da
D21S1446 210, 224 210, 224 ne
HPRT 281, 281 281, 289 da
X22 228, 234 228, 228 da
DXYS218 282, 282 278, 282 da
DXYS267 335, 347 335, 347 ne

Legenda: pb — parovi baza

KMR009 -
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMR028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMRO040
KMR041
KMR042 -
KMR043
KMR044
KMR045
KMR046
KMRO047
KMR048
KMR049
KMRO050
KMR051
KMR052
KMR053 =
KMRO054 -
KMR055 +
KMR056 -
KMR057 -

+ 0+ 4 + 4+

+ + + +

4+ 0 4

+

+ + + + + 0+ 4

+

ne
ne
ne

da (primatelj)
ne
ne
ne
ne
ne

da (primatelj)
ne
ne

da (primatelj)
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne

da (primatelj)
ne
ne
ne

da (davatelj)

ne
ne
ne
ne

Legenda: x — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Kod bolesnika br. 6 su tri uzorka kimera testirana za 13 informativnih lokusa, te su dobiveni

rasponi udjela primateljevih stanica u iznosu od 18-27% za kimeru 1, 14-33% za kimeru 2 te 16-
30% za kimeru 3. Metoda qPCR pokazala je razliku u iznosu od 2,2%, 2,8% i 8,9%. Usporedbom

rezultata dobivenih ovim dvjema metodama uocena je razlika u srednjoj vrijednosti primateljevih

stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS, koja za uzorak kimere 1 iznosi 6%, za uzorak kimere 2

iznosi 1%, dok za uzorak kimere 3 iznosi 9%.

Tablica 15c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih s metodama PCR-

STR i gPCR za bolesnika br. 6

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U UZORCIMA NAKON TKMS

LOKUS/ (%)
SSe Kimera 1 Kimera 2 kimera 3
D13S305 20 16 19
D13S631 21 23 19
D13S797 20 17 19
D135386 25 22 25
D18S391 25 33 20
x D18S535 21 19 20
(l; D185S976 18 17 17
D21S1414 25 24 26
D21S1435 19 16 17
D21S1442 21 20 30
HPRT 27 22 21
X22 21 18 18
DXYS218 18 14 16
» KMRO037 15,0 22,3 25,7
8 KMRO049 17,2 - -
o | KMR016 - 19,5 34,6
ASTR 22,0 20,0 21,0
AQPCR 16,1 20,9 30,2

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih

stanica prikupljeni u odredenim vremenskim razmacima
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Tablica 16a. i 16b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 7
b) Biljezi gPCR

a) Lokusi STR

BILJEG
gPCR

PRIMATELJ
BR. 7

DAVATELJ
BR. 7

gPCR BILJEG
INFORMATIVAN
(da/ne)

ALELI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LOKUS STR
INFORMATIVAN
STR BR. 7 BR.7 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 109 104, 109 ne
SRY 463 463 ne
D13S5258 278, 278 230, 242 da
D13S305 446, 450 450, 450 da
D13S631 205, 205 197, 209 da
D13S634 474, 488 468, 476 da
D13S797 434,434 438, 438 da
D18S386 372,374 348, 366 da
D18S390 405, 421 413, 417 da
D18S391 160, 160 160, 160 ne
D18S535 146, 150 140, 150 da
D18S976 168, 176 176, 178 da
D21S1411 287, 303 287, 303 ne
D21S1414 351, 355 341, 349 da
D21S1435 177,185 177,181 da
D21S51442 154,170 154, 158 da
D21S1446 210, 224 210, 210 da
HPRT 288, 288 280, 280 da
X22 203, 227 203, 231 da
DXYS218 277, 281 281, 285 da
DXYS267 335, 339 335, 343 da

Legenda: pb — parovi baza

KMR009
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMR028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMR040
KMR041
KMR042
KMR043
KMR044
KMR045
KMR046
KMRO047
KMRO048
KMR049
KMRO050
KMR051
KMR052
KMR053
KMRO054
KMR055
KMR056
KMR057

+

+ 0+ X X

+

+ + + X +

X 4+ o+ A+ X X+

+ + + X +

+

ne
ne
ne

da (davatelj)
ne
ne

da (davatelj)

da (davatelj)

ne
da (davatelj)
da (primatelj)
da (davatelj)
ne
da (davatelj)
da (davatelj)

da (primatelj)
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
da (davatelj)

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Rezultati usporedbe dviju metoda za bolesnika br. 7 prikazani su u tablici 16¢. U uzorku kimere 1
dobivena je razlika u srednjoj vrijednosti od 19% za rezultate dobivene metodama PCR-STR i
gPCR, dok za uzorak kimere 2 ta razlika iznosi 8%. Metodom PCR-STR testirano je 17
informativnih lokusa te su pritom za udio primateljevih stanica u uzorcima dobiveni rasponi od
73-86% i 20-38%. Pracenjem dva biljega informativna za primatelja metodom qPCR dobivene su
razlike u iznosu od 18,9% i 3,2%.

Tablica 16c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih
s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 7

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U
LOKUS/ UZORCIMA NAKON TKMS (%)
BILJEG : )
Kimera 1 kimera 2

D13S258 74 22
D13S305 84 38
D13S631 78 26
D13S634 79 25
D18S797 80 29
D18S386 86 20
D18S390 77 25

y | D18S535 76 29

k| D18S976 80 27
D21S1414 78 25
D21S1435 74 26
D21S1442 77 25
D21S1446 73 26
HPRT 76 24
X22 79 28
DXYS218 80 30
DXYS267 81 35

o KMR042 49,6 36,3

% | KMR048 68,5 33,1
ASTR 78,0 27,0
AQPCR 59,0 34,7

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije

krvotvornih mati¢nih stanica prikupljeni u odredenim vremenskim razmacima
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Tablica 17a. i 17b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 8

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

ALELI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LOKUS STR
INFORMATIVAN
STR BR. 8 BR. 8 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 109 104, 109 ne
SRY 463 463 ne
D13S5258 237, 269 233, 241 da
D13S305 443, 451 443, 451 ne
D13S631 209, 209 201, 205 da
D13S634 481, 487 473, 479 da
D13S797 434,442 438, 442 da
D18S386 332, 362 372, 380 da
D18S390 419, 423 419, 419 da
D18S391 160, 160 156, 164 da
D18S535 132, 154 146, 146 da
D18S976 175, 175 175,178 da
D21S1411 291, 299 279, 299 da
D21S1414 346, 360 350, 350 da
D21S1435 173,181 177,181 da
D21S51442 136, 158 144, 154 da
D21S1446 214,218 218, 218 da
HPRT 285, 285 285, 285 ne
X22 228, 228 200, 224 da
DXYS218 281, 289 265, 277 da
DXYS267 334, 338 334, 338 ne

BILJEG PRIMATELJ | DAVATELJ treR B EISE
qPCR BR. 8 BR. 8 INFORMATIVAN
(da/ne)
KMR004 - - ne
KMRO010 - - ne
KMRO014 + - da (primatelj)
KMRO017 + + ne
KMR020 - + da (davatelj)
KMR029 + > da (primatelj)
KMRO031 + + ne
KMRO033 + + ne
KMR034 - - ne

Legenda: pb — parovi baza

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Kod bolesnika br. 8 pracen je uzorak samo jedne kimere te je pritom isti testiran za 16
informativnih lokusa metodom PCR-STR te za dva biljega informativna za primatelja metodom
gPCR. Zbog tehnickih razloga, kod bolesnika br. 8, je analizirano 9 biljega qPCR iz dodatnog seta
umjesto 30 biljega gPCR iz primarnog seta, za koje su testirani ostali bolesnici. Metoda PCR-STR
pokazala je raspon od 25-45% za udio primateljevih stanica u uzorku nakon TKMS, dok je
metodom gPCR dobivena razlika u vrijednostima za dva biljega u iznosu od 3,9%.

Tablica 17c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih
s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 8

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U
LOKUS/ UZORCIMA NAKON TKMS (%)
BILJEG :
kimera 1

D135258 30
D135631 28
D135634 26
D18S797 30
D185386 36
D18S390 28
D185391 29

x | D18S535 30

> | D18s976 25
D2151411 30
D2151414 31
D2151435 30
D2151442 45
D2151446 34
X22 26
DXYS218 27

o KMRO014 25,8

L | KMR029 21,9
ASTR 30,0
AGPCR 23,9

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorak bolesnika nakon transplantacije

krvotvornih mati¢nih stanica prikupljen u odredenom vremenskom razmaku
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Tablica 18a. i 18b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 9

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

BILJEG
gPCR

PRIMATELJ
BR. 9

DAVATELJ
BR. 9

gPCR BILJEG

INFORMATIVAN

(da/ne)

ALELI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LOKUS STR
INFORMATIVAN
STR BR. 9 BR. 9 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 105, 109 105, 109 ne
SRY 463 463 ne
D13S5258 229, 233 233, 237 da
D13S305 443, 450 443, 447 da
D13S631 205, 209 205, 209 ne
D135S634 468, 485 468, 485 ne
D13S797 438, 442 438, 442 ne
D18S386 344, 373 344, 373 ne
D18S390 418, 418 402, 418 da
D18S391 161, 161 161, 165 da
D18S535 128, 159 146, 150 da
D18S976 179, 179 169, 169 da
D21S1411 287, 299 299, 312 da
D21S1414 343, 350 350, 350 da
D21S1435 185, 185 181, 185 da
D21S51442 136, 158 136, 154 da
D21S1446 210, 228 210, 214 da
HPRT 285, 285 285, 285 ne
X22 204, 214 204, 242 da
DXYS218 282, 286 282, 282 da
DXYS267 335, 339 335, 339 ne

Legenda: pb — parovi baza

KMR009
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMRO028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMR040
KMRO041
KMR042
KMR043
KMR044
KMR045
KMR046
KMRO047
KMR048
KMR049
KMRO050
KMR051
KMR052
KMR053
KMRO054
KMR055
KMR056
KMR057

+ 4+ 0+ 4+ X 4o

A

+ +

+

4+ 1 X

4+ 1+ 4+

e

+ +

ne
ne

da (primatelj)
ne

da (primatelj)
ne
ne
da (primatelj)
ne
ne
ne
ne
da (primatelj)
ne
ne
da (primatelj)
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Usporedba rezultata udjela primateljevih stanica u uzorku bolesnika br. 9 dobivenih metodama
PCR-STR i qPCR prikazana je u tablici 18c. Analiza rezultata pokazala je razliku u srednjoj
vrijednosti kod uzorka svih devet kimera u iznosima od 3,5%, 3%, 7,1%, 8,9%, 12,3%, 1,7%,
35,8%, 60% i 22%. Uzorci bolesnika nakon TKMS testirani su za 13 informativnih lokusa
metodom PCR-STR te za dva biljega informativna za primatelja metodom qPCR. Rasponi udjela
primateljevih stanica u uzorcima nakon TKMS za metodu PCR-STR iznose redom: 17-29%, 39-
50%, 32-44%, 39-51%, 73-84%, 69-82%, 66-81%, 68-79% i 80-94%, dok za gqPCR razlike u
vrijednostima za dva biljega iznose: 2,8%, 1,1%, 5,6%, 0,4%, 14,2%, 1,9%, 17,1%, 5,3% i 19,4%.

42



Tablica 18c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 9

LOKUS / UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U UZORCIMA NAKON TKMS (%)

SLISE kimeral | kimera2 | kimera3 | kimera4 | kimera5 |kimera6 |Kkimera7 | Kkimera8 | kimera9
D13S258 29 48 44 51 83 81 78 78 90
D13S305 21 42 38 45 77 75 71 72 84
D18S390 17 40 32 42 78 77 73 72 87
D18S391 27 46 44 49 79 78 66 72 87
D18S535 25 45 42 47 78 78 74 74 85

o D18S976 23 44 39 48 80 79 75 75 88
(|7) D21S1411 19 40 36 39 80 79 74 74 89
D21S1414 25 47 43 51 84 82 81 79 94
D21S1435 19 39 34 42 73 69 67 68 80
D21S1442 23 43 39 46 74 72 69 74 81
D21S1446 22 42 37 46 77 77 73 73 88
X22 26 50 43 51 82 81 79 79 90
DXY218 23 42 39 46 75 73 73 71 84
KMRO013 27,9 - 48,9 55,1 - 77,7 - - -
o | KMR028 25,1 - - - - - 28,6 16,6 55,3
g_’ KMRO041 - 41,5 43,3 54,7 - - - - -
o | KMR044 - 40,4 - - 58,6 - - - -
KMRO036 - - - - 72,8 79,6 45,7 11,3 74,7
ASTR 23,0 44,0 39,0 46,0 78,0 77,0 73,0 74,0 87,0
AgPCR 26,5 41,0 46,1 54,9 65,7 18,7 37,2 14,0 65,0

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica prikupljeni u odredenim

vremenskim razmacima

43



Tablica 19a. i 19b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 10

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

BILJEG
gPCR

PRIMATELJ
BR. 10

DAVATELJ
BR. 10

gPCR BILJEG
INFORMATIVAN
(da/ne)

ALELLI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LB Gl A
INFORMATIVAN
STR BR. 10 BR. 10 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 109 104, 109 ne
SRY 463 / ne
D13S258 229, 232 232, 242 da
D13S305 439, 445 439, 445 ne
D13S631 197, 217 197, 197 da
D135634 471, 481 481, 481 da
D13S797 438, 438 434,438 da
D18S386 370, 372 370, 372 ne
D18S390 414, 418 414, 418 ne
D18S391 152, 160 152, 156 da
D18S535 150, 150 140, 150 da
D18S976 171, 182 179, 182 da
D21S1411 282, 282 282, 282 ne
D21S1414 338, 346 346, 346 da
D21S1435 180, 180 164, 180 da
D21S1442 150, 154 150, 154 ne
D21S1446 210, 214 210, 224 da
HPRT 285, 285 285, 285 ne
X22 229, 233 229, 233 ne
DXYS218 277, 281 277, 281 ne
DXYS267 334, 338 338, 342 da

Legenda: pb — parovi baza

KMR009
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMR028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMR040
KMR041
KMR042
KMRO043
KMR044
KMR045
KMR046
KMRO047
KMRO048
KMR049
KMRO050
KMR051
KMR052
KMR053
KMR054
KMR055
KMRO056
KMRO057

+ 4+ 4+ X+ + X+ + +

+ 0+ o+ o+ 4+

+ 4+ + +

+ X+ +++ X+ + X+ + A+

N

+ 4+ 4+ +

+

ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
da (davatelj)

ne
da (primatelj)
da (davatelj)
ne
ne
ne
da (primatelj)
ne
ne
da (davatelj)
da (davatelj)
da (davatelj)
da (primatelj)
ne
da (primatelj)
da (primatelj)

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Tablica 19¢ pokazuje razlike u srednjoj vrijednosti udjela primateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS za svih pet testiranih

kimera u iznosu od 2%, 9%, 2%, 2% i 3%. Testirano je 11 informativnih lokusa STR i dva biljega qPCR informativna za primatelja.
Metodom gPCR dobivene su razlike u iznosima za dva biljega od 7,9%, 1,1%, 25,5%, 32,3% i 3,7%, dok su metodom PCR-STR

dobiveni rasponi od 12-23%, 22-34%, 35-46%, 40-54% i 2-19%.

Tablica 19c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 10

LOKUS / UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U UZORCIMA NAKON TKMS (%)
l=e kimera 1 kimera 2 kimera 3 kimera 4 kimera 5
D13S258 21 32 43 47 17
D13S631 19 30 41 46 14
D13S634 22 34 46 54 16
D13S797 14 22 35 40 10
o D18S391 20 30 41 48 14
(l; D18S535 14 27 39 47 9
D18S976 21 29 41 50 15
D21S1414 20 30 43 51 15
D21S1435 12 24 35 42 2
D21S1446 20 30 41 49 15
DXY267 23 34 42 53 19
KMRO048 17,3 38,8 - - -
x | KMR056 25,2 37,7 55,8 65,6 -
g KMRO054 - - 30,3 33,6 17,6
S | KMR057 - - - - 13,9
ASTR 19,0 29,0 41,0 48,0 13,0
AgPCR 21,3 38,3 43,1 49,6 15,8

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica prikupljeni u odredenim

vremenskim razmacima
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Tablica 20a. i 20b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 11

a) Lokusi STR

b) Biljezi gPCR

BILJEG
gPCR

PRIMATELJ
BR. 11

DAVATELJ
BR. 11

gPCR BILJEG
INFORMATIVAN
(da/ne)

ALELLI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LB Gl A
INFORMATIVAN
STR BR. 11 BR. 11 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 104 104, 104 ne
SRY 463 / ne
D13S258 241, 274 241, 274 ne
D13S305 442, 446 446, 446 da
D13S631 201, 209 205, 209 da
D13S634 477, 484 484, 484 da
D13S797 438, 442 438, 438 da
D18S386 336, 365 365, 372 da
D18S390 414, 423 423, 423 da
D18S391 156, 161 161, 165 da
D18S535 146, 154 146, 154 ne
D18S976 178, 182 171,171 da
D21S1411 295, 319 295, 303 da
D21S1414 350, 358 350, 358 ne
D21S1435 177, 189 189, 189 da
D21S1442 140, 140 150, 150 da
D21S1446 210, 210 210, 210 ne
HPRT 277, 277 277, 289 da
X22 213, 238 213, 228 da
DXYS218 278, 281 281, 281 da
DXYS267 338, 346 334, 342 da

Legenda: pb — parovi baza

KMR009
KMRO011
KMRO013
KMRO016
KMRO019
KMR028
KMRO030
KMRO035
KMRO036
KMRO037
KMRO038
KMRO039
KMR040
KMR041
KMR042
KMR043
KMR044
KMR045
KMR046
KMRO047
KMR048
KMR049
KMRO050
KMR051
KMR052
KMR053
KMR054
KMR055
KMR056
KMR057

N T LT R + 0+ + 0+ x4+

+ + + +

+ + +

+ X F o+ o+ o+ o+ o+ 4+

4+ ¢+ 4+ 1

+ +

ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
ne
da (davatelj)
ne
ne
ne
da (primatelj)
ne
ne
ne
ne
ne
da (primatelj)
ne
ne
ne
da (primatelj)
da (primatelj)
ne
ne

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Kod bolesnika br. 11 dokazana je razlika u srednjoj vrijednosti udjela primateljevih stanica u
uzorku bolesnika nakon TKMS dobivenih metodama PCR-STR i gPCR za sva tri testirana uzorka
kimera. Uzorci su metodom PCR-STR testirani za sveukupno 15 informativnih lokusa STR, a
metodom gPCR za dva biljega informativna za primatelja. Tablica 20c prikazuje razlike u srednjim
vrijednostima u iznosu od 3% za uzorak kimere 1, 14% za uzorak kimere 2 te 43% za uzorak
kimere 3. Pojedinac¢no rezultati raspona dobiveni metodom PCR-STR iznose redom: 56-87%, 60-
86% i 57-81%, dok metodom gPCR dobivene razlike za dva biljega iznose redom: 30,5%, 8,4% i
16,8%.

Tablica 20c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih s metodama PCR-
STR i gPCR za bolesnika br. 11

UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U UZORCIMA NAKON TKMS

LOKUS/ (%)

SSe Kimera 1 Kimera 2 kimera 3
D13S305 73 74 75
D13S631 66 66 66
D135634 71 72 72
D13S797 65 66 66
D185386 73 75 75
D18S390 70 71 72

» D18S391 70 71 71
(|7) D18S976 80 81 81
D21S1411 61 63 66
D21S1435 87 86 71
D21S1442 70 69 69
HPRT 56 60 57
X22 62 62 64
DXYS218 72 74 75
DXYS267 58 60 61
» KMRO044 56,8 - 33,9
8 KMRO055 87,3 59,7 17,1
o | KMR050 - 51,3 -
ASTR 69,0 70,0 69,0
AQPCR 72,1 55,5 25,5

Legenda: A - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih

stanica prikupljeni u odredenim vremenskim razmacima
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Tablica 21a. i 21b. Rezultati analize informativnosti lokusa STR i biljega qPCR za par primatelj-davatelj br. 12
b) Biljezi gPCR

a) Lokusi STR

ALELI ALELI
LOKUS PRIMATELJA | DAVATELJA LOKUS STR
INFORMATIVAN
STR BR. 12 BR. 12 (da/ne)
(pb) (pb)

AMXY 104, 109 104, 109 ne
SRY 463 463 ne
D13S5258 229, 274 237,274 da
D13S305 434, 450 434, 450 ne
D13S631 209, 209 201, 209 ne
D13S634 468, 488 468, 468 da
D13S797 438, 438 443, 450 da
D18S386 362, 365 362, 365 ne
D18S390 410, 418 410, 418 ne
D18S391 161, 161 156, 161 ne
D18S535 137, 150 137, 105 ne
D18S976 171,178 171,178 ne
D21S1411 290, 295 290, 295 ne
D21S1414 354, 354 346, 354 ne
D21S1435 173,173 173,181 da
D21S51442 136, 158 136, 145 da
D21S1446 210, 224 224,224 da
HPRT 285, 285 285, 285 ne
X22 219, 219 219, 219 ne
DXYS218 277, 285 277, 285 ne
DXYS267 342, 346 342, 346 ne

Legenda: pb — parovi baza

BILJEG PRIMATELJ | DAVATELJ IqungRl\/?:'_I'JI\E/iN
gPCR BR. 12 BR. 12 (da/ne)
KMRO009 + - da (primatelj)
KMRO011 X X -
KMRO013 + - da (primatelj)
KMRO016 + + ne
KMRO019 + + ne
KMR028 + > da (primatelj)
KMRO030 + + ne
KMR035 + + ne
KMRO036 + + ne
KMRO037 X + =
KMRO038 - - ne
KMR039 - - ne
KMRO040 + + ne
KMRO041 i + ne
KMRO042 - - ne
KMRO043 - - ne
KMRO044 + + ne
KMR045 - + da (davatelj)
KMRO046 - - ne
KMRO047 + + ne
KMRO048 - - ne
KMRO049 X X -
KMRO050 + - da (primatelj)
KMRO051 + + ne
KMR052 - + da (davatelj)
KMRO053 - - ne
KMR054 + + ne
KMRO055 + + ne
KMRO056 + + ne
KMRO057 - - ne

Legenda: X — rezultat izvan prihvadenog raspona za pozitivnu/negativnu

reakciju
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Metodom PCR-STR i gPCR testirani su uzorci ukupno devet kimera za bolesnika br. 12. U tablici 21c prikazane su vrijednosti udjela

primateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS za Sest testiranih lokusa metodom PCR-STR od kojih analiza jednog lokusa nije
bila uspjesna, te rasponi njihovih srednjih vrijednosti u iznosu od 12-21%, 22-32%, 48-56%, 67-80%, 23-45%, 18-19%, 26-36%, 29-
53% i 23-27%. Metodom qPCR pracena su dva biljega informativna za primatelja te su dobivene razlike u vrijednostima za dva biljega
u iznosima od: 0,5%, 3,9%, 9,5%, 20,6%, 14,5%, 12,1%, 3%, 12,8% i 13,4%. Usporedbom rezultata dobivenih metodama PCR-STR i

qPCR dobivene su razlike u srednjim vrijednostima za uzorke devet kimera Cije vrijednosti iznose: 6%, 9%, 10%, 7%, 19%, 57%, 4%,

7% 1 8%.

Tablica 21c. Usporedba rezultata analize statusa kimerizma dobivenih s metodama PCR-STR i gPCR za bolesnika br. 12

LOKUS / UDIO PRIMATELJEVIH STANICA U UZORCIMA NAKON TKMS (%)

SlklEe kimera 1 kimera 2 kimera3 | kimera4 kimera 5 kimera 6 kimera 7 kimera 8 kimera 9
D13S258 15 22 55 67 24 19 27 39 24
D13S634 21 32 X X 45 X 36 49 X

ln_: D13S797 13 23 52 72 24 18 26 38 24
o | D21S1435 17 22 48 69 25 19 28 29 27
D21S1442 13 22 50 68 23 18 26 37 23
D21S1446 12 25 56 80 33 19 28 53 25
KMRO009 211 - - - - 82,4 - - 10,6
o | KMRO013 20,6 16,5 - - 55,1 - 26,1 - -
8 KMRO050 - 12,6 36,8 73,8 - 70,3 23,1 27,2 24
S | KMRO028 - - 46,3 94,4 40,6 - - 40 -
ASTR 15,0 24.0 52,0 71,0 29,0 19,0 29.0 41.0 25,0
AQgPCR 20,9 14,6 41.6 84,1 47.9 76,4 24.6 33,6 17,3

Legenda: X - analiza nije uspjela; 4 - srednja vrijednost; uzorci bolesnika nakon transplantacije krvotvornih mati¢nih stanica

prikupljeni u odredenim vremenskim razmacima
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Tablica 22 prikazuje analizu informativnosti za 19 lokusa STR te uspjesnosti njihovog testiranja
za ukupno 12 parova primatelj-davatelj u uzorcima prije TKMS. Analizom je utvrdeno da su lokusi
D13S797, D18S976 i D21S1442 bili informativni u najveéem broju slu¢ajeva, odnosno svaki je
lokus STR bio informativan za 11 parova primatelj-davatelj, dok su se lokusi D18S390 i HPRT
pokazali kao najmanje informativni buduéi su se mogli koristiti za daljnje pra¢enje samo kod 7
parova primatelj-davatelj. U prosjeku su lokusi STR bili informativni za 9 parova primatelj-
davatelj, tj. njihova prosjecna informativnost iznosi 75%. Niti jedan od lokusa STR ukljuc¢enih u

istrazivanje nije bio informativan kod svih parova.

Tablica 22. Prikaz informativnosti testiranih lokusa STR (N=12)

LOKUS STR INFORMATIVNOST
n (%)

D13S258 10 (83,3)
D13S305 9 (75,0)
D13S631 10 (83,3)
D13S634 9 (75,0)
D13S797 11 (91,7)
D185386 9 (75,0)
D18S390 7 (58,3)
D18S391 10 (83,3)
D18S535 9 (75,0)
D18S976 11 (91,7)
D21S1411 8 (66,7)
D21S1414 10 (83,3)
D21S1435 10 (83,3)
D21S1442 11 (91,7)
D2151446 9 (75,0)
HPRT 7 (58,3)
X22 10 (83,3)
DXYS218 10 (83,3)
DXYS267 8 (66,7)

Legenda: n — broj parova primatelj-davatelj

50



Tablica 23 prikazuje analizu informativnosti i uspjesnosti za 30 biljega gPCR kod 11 parova

primatelj-davatelj u uzorcima prije TKMS. Analiza je provedena za 11 od ukupno 12 parova zbog

tehnickih razloga kod bolesnika br. 8 koji je bio testiran samo za 9 biljega gPCR iz dodatnog seta.

Tablica 23. Prikaz informativnosti i uspjesnosti testiranih
biljega qPCR (N=11)

BILJEG | INFORMATIVNOST | USPJESNOST ANALIZE
gPCR n (%) n (%)
KMRO009 3(27,3) 11 (100)
KMRO011 1(9,1) 10 (91,0)
KMR013 3(27,3) 11 (100)
KMRO016 3(27,3) 11 (100)
KMR019 1(9,1) 9 (81,8)
KMR028 3(27,3) 11 (100)
KMRO030 0 (0) 10 (91,0)
KMRO035 0 (0) 8 (72,7)
KMRO036 2 (18,2) 10 (91,0)
KMRO037 3(27,3) 9(81,8)
KMRO038 1(9,1) 10 (91,0)
KMRO039 1(9,1) 10 (91,0)
KMRO040 4 (36,4) 11 (100)
KMR041 2 (18,2) 8(72,7)
KMR042 2 (18,2) 10 (91,0)
KMR043 2 (18,2) 11 (100)
KMRO044 3(27,3) 11 (100)
KMRO045 0 (0) 10 (91,0)
KMRO046 1(9,1) 11 (100)
KMRO047 0 (0) 9(81,8)
KMR048 3(27,3) 11 (100)
KMR049 1(9,1) 9(81,8)
KMRO050 4 (36,4) 11 (100)
KMRO051 2 (18,2) 11 (100)
KMRO052 0 (0) 11 (100)
KMRO053 0 (0) 9(81,8)
KMR054 2 (18,2) 9(81,8)
KMRO055 2 (18,2) 11 (100)
KMRO056 2 (18,2) 11 (100)
KMRO057 3(27,3) 11 (100)

Legenda: n — broj parova primatelj-davatelj
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Utvrdeno je da su biljezi KMR040 i KMRO0S50 bili informativni za najveci broj parova primatelj-
davatelj, odnosno da njihova informativnost iznosi 36,4%. Biljezi KMR030, KMR035, KMRO045,
KMRO047, KMR052 i KMRO053 nisu bili informativni niti za jedan par primatelj-davatelj. Ipak,
prosjec¢na informativnost biljega iznosi 18%. Srednja vrijednost uspjesnosti analize biljega qPCR
iznosi 91%, Sto znaci da je u prosjeku svaka analiza biljega qPCR bila uspjesna za 10 parova

primatelj-davatel;.
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5. RASPRAVA



Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica se smatra jedinom terapijskom metodom koja moze
dovesti do trajnog izljecenja malignih i nemalignih bolesti krvotvornog sustava. lako postoji rizik
od odbacivanja presatka, povratka bolesti te pojave GvHD, broj izvedenih TKMS znacéajno raste
posljednjih nekoliko desetlje¢a (D’Souza i sur. 2017). Pracenje statusa kimerizma od iznimne je
vaznosti u procjeni uspjeha TKMS, ali i pravilnoj prilagodbi terapije nakon transplantacije. 1z tog
je razloga primarni cilj ovog rada bio usporediti rezultate praéenja statusa kimerizma za 12 parova
primatelj-davatelj nakon TKMS u KBC Zagreb, dobivene dvjema molekularnim metodama koje
se danas najcesc¢e upotrebljavaju: PCR-STR 1 qPCR. Usporedba metoda temelji se na odredivanju
njihove osjetljivosti i preciznosti te primjene ovisno o omjeru primateljevih i davateljevih stanica
u uzorku bolesnika nakon TKMS.

Metoda PCR-STR je posljednjih dvadesetak godina jedna od najceSc¢e klinicki upotrebljavanih
metoda za pracenje statusa kimerizma s osjetljivos¢u od 1-5%. Dodatna prednost ove metode
ogleda se i u njenoj brzini, pouzdanosti i reproducibilnosti. Za ovu je metodu potrebna mala
koli¢ina DNA (1-5ng), Sto je vazno ukoliko se status kimerizma utvrduje u pojedinim stani¢nim
linijama, npr. medu limfocitima B ¢ija je ucestalost u perifernoj krvi niska. Uzevsi u obzir da je
metoda PCR-STR danas naj¢e$¢e koriStena metoda u ovu svrhu, dostupan je ¢itav niz
komercijalnih setova i raunalnih programa za analizu dobivenih rezultata (Blouin i sur. 2021).
Lokuse STR odlikuje iznimna raznovrsnost §to im omogucuje visoku informativnost odnosno
mogucénost za razlikovanje dviju zasebnih jedinki. Takoder, osim $to je pogodnija za odredivanje
mijesanog kimerizma pri kojem je udio manje zastupljene populacije visi, njena slabija osjetljivosti
u odnosu na metodu qPCR se, kad je rije¢ o klinickom znacaju i postransplantacijskoj terapiji,
moze u odredenim sluc¢ajevima ¢ak smatrati i prednoS¢u. Naime, smatra se da metode sa viSom
osjetljivos¢u mogu rezultirati 1 lazno pozitivnim nalazom, odnosno nalazom laznog mijeSanog
kimerizma upravo zbog slu¢ajno prikupljenih stanica koze, epitela ili stromalnih stanica primatelja
(Tozzo i sur. 2021). Metodi PCR-STR ide u prilog i ¢injenica da ukoliko ponestane uzorka
bolesnika prije transplantacije, postoji moguénost prikupljanja bukalnog uzorka primatelja i
davatelja te usporedbe rezultata analize lokusa STR na uzorcima prije TKMS sa rezultatima
dobivenim nakon TKMS, §to nije slu¢aj za metodu qPCR.

Ipak, kada je rije¢ o niskom postotku kimerizma, odnosno u slu¢ajevima kada je udio primateljevih
stanica nizi (<10% primateljevih stanica), dio istraZivanja pokazuje kako se ova metoda ipak nije

pokazala dovoljno preciznom upravo zbog svoje nize osjetljivosti (Blouin i sur. 2021). Dodatno,
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neka istrazivanja navode najprikladnijim izborom utvrdivanja kimerizma kombinaciju pracenja
statusa kimerizma zajedno sa pracenjem MRD, pri ¢emu bi bilo uputno koristiti metode vise
osjetljivosti (>0,1%) (Tyler i sur. 2019).

Rezultati dobiveni u ovom radu u skladu su s literaturnim podacima te su pokazali vecu preciznost
I pouzdanost metode PCR-STR kada su u pitanju oni uzorci kimera kod kojih je postotak
primateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS veéi od 10%. S obzirom da su za ovo
istrazivanje odabrani samo oni bolesnici €iji je udio primateljevih stanica u uzorku nakon TKMS
veci od 10%, nije bilo moguce napraviti usporedbu s literaturnim podacima vezano uz smanjenu
pouzdanost metode PCR-STR kada je rije¢ o manjim udjelima primateljevih stanica. Metodom
PCR-STR za svaki je par primatelj-davatelj dobiven velik broj informativnih lokusa za daljnje
pracenje (>10), ¢ime se povecava preciznost dobivenih rezultata. Svaki je primatelj u prosjeku
imao 15 (71,4%) informativnih lokusa. Opcenito, broj informativnih lokusa se smanjuje ukoliko
su primatelj 1 davatelj u krvnom srodstvu, §to mozemo primjetiti 1 kod naSih rezultata. Naime
bolesnici kojima je davatelj bio srodnik (bolesnici br. 6, 9, 10, 11 i 12) imali su u prosjeku 5 manje
informativnih lokusa od bolesnika s nesrodnim davateljem (bolesnici br. 1, 2, 3, 4, 5, 7i 8)
Takoder, istrazivanje je pokazalo da informativnost lokusa STR u prosjeku iznosi 92%, dok je
uspjesnost analize lokusa STR uzorcima parova primatelj-davatelj prije TKMS iznosila 100%. Ovi
rezultati idu u korist primjenjivosti, ali i pouzdanosti metode PCR-STR, koja je pokazala vec¢u
informativnost te uspjesnosti analize od metode qPCR ¢ija prosje¢na vrijednost informativnosti
biljega gPCR iznosi svega 18%, dok je uspjeSnost analize iznosila u prosjeku 91%. Rasponi
vrijednosti udjela primateljevih stanica dobiveni metodom PCR-STR su u prosjeku bili niski iako
su u nekim slu¢ajevima vrijednosti odskakale. Takav primjer uo¢avamo kod bolesnika broj 1, ¢iji
su uzorci nakon TKMS bili analizirani za ukupno 17 informativnih lokusa. Kod uzorka kimere 1
za navedenog bolesnika, dobivena je podjednaka vrijednost udjela primateljevih stanica za 14
informativnih lokusa u uzorku nakon TKMS (11-19%), dok su vrijednosti dobivene za preostala
tri informativna lokusa odskakale i do 10-15 % od srednje vrijednosti. Problem je vjerojatno
rezultat umnaZanja odnosno specifi¢nosti pojedinog lokusa. S obzirom da je rije¢ o velikom broju
testiranih lokusa, srednja vrijednost se, u ovom slu¢aju, nece znacajno promijeniti ukoliko se u
izracun uvrste 1 rezultati dobiveni za one lokuse STR ¢ije vrijednosti znatnije odudaraju.
Posljednjih desetak godina se u svrhu pra¢enja kimerizma nakon TKMS sve viSe upotrebljavaju

novije metode poput metode qPCR ¢ija osjetljivost doseze 1 0,1-0,01%, $to se smatra velikom
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prednosc¢u u odnosu na metodu PCR-STR (Abatay-Sel i sur. 2019). Upravo zbog svoje visoke
osjetljivosti ova se metoda smatra pogodnom za pracenje ne samo statusa kimerizma nego i MRD,
Sto je takoder vazno ukoliko je rije¢ o bolesniku sa zlo¢udnom boles¢u. Dodatne prednosti ove
metode, osim visoke osjetljivosti, leze i u jednostavnosti njenog provodenja, kao i brzini
odredivanja DNA od interesa (Tozzo isur. 2021). Dokazana je moguénost odredivanja vrlo niskog
udjela primateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS, $to je od iznimne vaznosti za rano
uocavanje mijeSanog kimerizma $to doprinosi boljem sagledavanju klinicke slike bolesnika i
donosenju odluka o daljnjim postupcima (Abatay-Sel i sur. 2019).

Porastom osjetljivosti metode raste 1 rizik od smanjene specifi¢nosti 1 pove¢ane mogucnosti za
pojavom lazno pozitivnih rezultata koja u nekim istrazivanjima doseze visokih 22,7% (Blouin 1
sur. 2021). Lazno pozitivni rezultati mogu uzrokovati nepotrebnu primjenu terapije nakon TKMS
kod onih bolesnika kod kojih se povrat bolesti zapravo nije ni dogodio (Fry i sur. 2010). Problem
predstavlja i potreba za velikom koli¢inom primateljeve DNA prije same transplantacije s obzirom
da se u svakoj sljedecoj reakciji PCR ona ponovno analizira. Takoder, metoda qPCR nije prikladna
ukoliko je rije¢ o drugoj transplantaciji s novim davateljem jer vjerojatnost pronalaska
informativnog biljega medu dialelnim biljezima koji se analiziraju gPCR metodom znac¢ajno opada
kad je potrebno razluciti stanice porijeklom od tri razli¢ite osobe. Zaklju¢no su dakle nedostaci
gPCR metode potreba za velikom pocetnom koli¢inom DNA, potreba za kalibracijskim
krivuljama, slaba mo¢ razlu¢ivanja dialelnih biljega te mali broj varijacija za analiziranje (Chen 1
sur. 2011).

Rezultati dobiveni metodom gPCR u ovom radu su u skladu s podacima iz literature u kojima se
metoda opisuje kao slabije pouzdanom kada je udio primateljevih stanica ve¢i od 10%. Kao $to je
navedeno ranije, u istrazivanje su ukljuceni upravo takvi bolesnici stoga takoder nije bilo moguce
usporediti dobivene rezultate s literaturnim podacima o pouzdanosti metode gPCR kada su u
pitanju manje vrijednosti primateljevih stanica. Kao Sto je ve¢ spomenuto, kod metode qPCR
postoji manji broj varijanta za analiziranje. Iz tog je razloga za neke bolesnike bio problem naci
dva biljega informativna za primatelja. Upravo takav slu¢aj je kod bolesnika broj 2, za kojeg je u
pocetnoj skupini od 30 analiziranih biljega, pronaden samo jedan koji je bio informativan za
primatelja. 1z tog razloga je taj par primatelj-davatelj bio dodatno testiran za dodatnih 9 biljega,
Sto u svakom slucaju oteZava i usporava postupak analize statusa kimerizma. Kod svakog su

bolesnika u prosjeku sveukupno pracena samo cetiri biljega informativna za primatelja, pri cemu
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su za svaki uzorak nakon TKMS u analizi koristena dva biljega., S obzirom da se reakcije za svaki
biljeg provode u triplikatu, prema veéini danas koriStenih protokola za pracenje kimerizma
metodama qPCR, smatra se kako su dva biljega dovoljna za analizu uzorka kimere. Kod vecine je
uzoraka razlika u vrijednosti za udio primateljevih stanica za dva biljega znacajno velika, s
ponekom iznimkom, te je iznosila i do 30%. Takav rezultat ide u korist podacima da je metoda
qPCR manje pouzdana kad je rije¢ o ve¢em udjelu primateljevih stanica.

Zakljuéno, rezultati ovog istrazivanja ukazali su na prednosti metode PCR-STR u odnosu na
metodu qPCRu slucajevima kada je udio primateljevih stanica u uzorku bolesnika nakon TKMS
ve¢i od 10%. Rezultati ukazuju na nuznost zadrzavanja obje metode u protokolu rutinskog
pracenja statusa kimerizma nakon TKMS pri ¢emu bi se brza i jednostavna metoda qPCR koristila
kao prvi izbor. U sluajevima kada bi rezultat analize biljega qPCR ukazivao na porast udjela
primateljevih stanica na vise od 10%, nuzno je ponoviti analizu metodom PCR-STR te tog

bolesnika dalje nastaviti pratiti metodom PCR-STR.
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6. ZAKLJUCAK



. Od 21 analiziranog lokusa STR, najinformativnijima su se pokazali lokusi D13S797, D18S976
1 D21S1442, dok su najmanje informativni bili lokusi D18S390 i HPRT.

. Medu 30 biljega testiranih metodom gqPCR, dva (KMRO040 i KMRO050) su bila najéesce
informativna, dok ¢ak 6 biljega (KMR030, KMR035, KMR045, KMR047, KMRO052 i
KMRO053) nije bilo informativno niti za jedan par primatelj-davatel;.

. Raspon dobivenih vrijednosti za udio primateljevih stanica je u prosjeku bio manji za lokuse
STR nego onaj dobiven analizom biljega qPCR.

. Metoda PCR-STR pouzdanija je kad je rije¢ o uzorcima kimera s vi$im postotkom primateljevih
stanica (>10%).

. Metoda gPCR je manje pouzdana od metode PCR-STR za one uzorke ¢iji je postotak
primateljevih stanica visi od 10%.

. Obje metode imaju svoje prednosti i nedostatke, te ovisno o statusu kimerizma pojedinog

bolesnika treba odabrati, odnosno prilagoditi izbor metode za njegovo odredivanje.
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