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1.UVvOD

,-..0na prastara bi¢a mitologije, kao Himera, Skila, Kerber, i druga o kojima se govori da

su bila mnogi prirodni oblici koji su srasli u jedno.“ (Platon, 428-348 pr. Kr.)

Pojam kimere vuce porijeklo iz antickog doba, a predstavlja mitoloSko bi¢e naizlged
sacinjeno od dijelova viSe razli¢itih zivotinja (prikaz na slici 1). Danas, u kontekstu biologije i
medicine, kimera oznacava pojavu koja postaje sve vaznija i ce§¢a tema znanstvenih istraZivanja.
Rijec¢ je genetickoj kimeri, organizmu sacinjenog od genetski razli¢itih stani¢nih linija (Yunis i

sur. 2007).

Sve do druge polovice 20. stoljeca, jedini poznati primjeri kimerizma kod ¢ovjeka bili su
ogranieni na stanice krvi. Clanak objavljen 1953. (Dunsford i sur. 1953.) opisuje slucaj Zene
koja je, pri pokusaju doniranja krvi, pokazala krvnu grupu A i 0, rezultat koji se isprva doimao
kao slucaj osobe krvne grupe A koja je nedavno primila transfuziju od donora grupe 0. No, Zena
u pitanju nije nikada primila transfuziju. Ustanovljeno je da je Zena imala brata blizanca krvne
grupe Az koji je umro kao tromjesec¢no dijete. Analizom sline uocilo se da tu prisutne stanice

Zene imaju antigen grupe 0, te je prozvana prvim ¢ovjekom sa dvojnom krvnom grupom.

1962. objavljen je rad u kojem je opisana ljudska kimera za sva testirana tkiva, i to na
primjeru hermafroditne djevojcice (Gartler i sur. 1962) sa vidljivom asimetrijom boje o€iju
(heterochrmia simplex) i uoCenim ovotestisom na desnoj strani tijela kao anatomskim
pokazateljem prisutnosti populacija XX i XY stanica razlu€enih pri kariotipizaciji. Pojedinac se
opisao kao primjer ‘ekstenzivnog mozaicizma', ne kimerizma, a autori su predlozili da je stanje

najvjerojatnije rezultat dvostruke oplodnje.

Danasnja distinkcija pojmova kimerizma 1 mozaicizma se temelji na razlici u
mehanizmima postanka, koji su prije nekoliko desetljeca jo§ uvijek bili slabo proucavani i
poznati te je tek kasnije, daljnjim procavanjem, u struci doslo do razdvajanja pojmova i
prestanka naizmjeni¢ne uporabe istih. Otkrice mozaicizma ili kimerizma u pojedincu se najcesce
dogadalo uocavanjem nedosljednosti prilikom odredivanja krvne grupe ili nedosljednosti

komplementa spolnih kromosoma (Malan i sur. 2006).



Pojam mozaicizma podrazumijeva nastanak iz jedne zigote, dok geneti¢ki kimerizam
podrazumijeva fuziju dviju genetic¢ki razli¢itih zigota u jedan embrio (Conlin i sur. 2010). Pri
embriogenezi mozaika porijekom iz jedne zigote, tijekom brze diobe stanica moze do¢i do
nasljedne promjene (mutacija DNA, epigenetske promjene, promjene broja kromosoma) unutar
pojedine stanice Cije stanice kceri daljnjom diobom uspostavljaju novu stani¢nu liniju (Wenk,
2018).

Cilj ovog rada je objasniti mehanizme i posljedice pojave ljudskih kimera, ukazati na
poteskoc¢e u njihovoj detekciji i na kraju spomenuti neka od rjeSenja koja predstavljaju brze,

efikasnije ili preciznije metode detekcije.

Slika 1. Prikaz kimere na apulijskom tanjuru, 350-340. pr. Kr. Preuzeto sa

https://en.wikipedia.org/wiki/Chimera_(mythology)#/media/File:Chimera_Apulia_Louvre_K362.jpg.



2. KLASIFIKACIJA DOSAD OPISANIH KIMERA

Tijekom vise desetljeca proucavanja kimera od strane lije¢nika, serologa, citogenetiCara i
molekularnih biologa predlozena je klasifikacija dosad opisanih slu¢ajeva ljudskih kimera. Jedna

od predlozenih razlikuje 'prirodne' kimere koje nastaju spontano, 'umjetne’ kimere nastale

ljudskom intervencijom putem medicinskih zahvata i relativno nedavno opisane mikrokimere
(Wenk, 2018; Tablica 1.)

Prirodne kimere Umjetne Kimere Mikrokimere
Blizanacke (krvne) Transplantacijske (‘namjerne’) Fetalne
Fuzijske ljatrogene (‘nenamjerne’) Majcinske
Blizanacke

Stariji brat/sestra

Ostalo

Tablica 1. Klasifikacija ljudskih kimera s obzirom na dosadasnje opisane slucajeve

2.1. Prirodne kimere

Takozvane spontane kimere, podrazumijevaju embrionalne stanice porijeklom iz dviju
razli¢itih zigota koje daljnjom diobom proliferiraju u dvije stani¢ne populacije varijablnog
vremena opstanka u organizmu, pri ¢emu same dizigotne stanice mogu biti prisutne u razli¢itim
tkivima u razliitim omjerima. Ova klasa se odnosi na spontano nastale kimere prilikom

embriogeneze blizanaca i kao takva nije rezultat gestacije ili poroda (Boklage, 2006).

Blizanacke (krvne) Kimere su Cesta pojava dizigotnih blizanackih potomaka stoke kao
rezultat vaskularne anastomoze u placenti, pojave krvnih zila koje spajaju krvotok blizanaca
povrsinski ili putem parenhima placente (Baldwin, 1994). Pri tome je mogu¢ prijenos krvnih,
mati¢nih i primordijalnih spolnih stanice od jednog do drugog blizanca i obrnuto (Van Dijk i sur.

1996). Slican pojava uocena je i kod ¢ovjeka, no u usporedbi sa stokom, nije ¢esta pojava. U




radu iz 1996. (Van Dijk i sur. 1996) ustvrdena je ucestalost krvnog kimerizma kod 8% testiranih
blizanaca, odnosno ¢ak 21% testiranih trojki, Sto je sugeriralo mnogo vecu ucestalost pojave
nego se dotad smatralo. Analiza je napravljena pomocu fluorescencijske tehnike detekcije
eritrocitnog kimerizma, koriste¢i fluorescencijske mikrosfere oblozene antimunoglobulinom G, a
tehnika je razvijena 1998. (de Man i sur. 1988). Vecina zabiljeZenih blizanackih kimera
otkrivenih analizom krvi nikada nije potvrdena u ostalim tkivima. S prolaskom vremena se
pokazalo da vecina placenti monokorionskih jednojajcanih blizanaca ima vaskularnu
komunikaciju koja moze biti put izmjene krvi medu blizancima (van den Wijngaard i sur. 2007).
Dugo vremena se smatralo kako je monokorionska placenta dokaz monozigotnih blizanaca, no
upravo prouc¢avanjem kimera u sluc¢ajevima dizigotnih blizanaca ta ideja je odbacena (Boklage,
2006; Chen i sur. 2013).

Fuzijske kimere su posljedica oplodnje dviju zigota razli¢itim spermalnim stanicama i
potom fuzijom tih zigota u jedan organizam (Tippett, 1983). Drugi nazivi poput dispermne
kimere bili su u upotrebi dok jo$ nije bio siguran doprinos majéinskih spolnih stanica, a naziv
tetragametne kimere se ustalio nakon dokaza prisustva genoma dviju jajnih stanica (De la
Chapelle i sur. 1974). Fuzijske kimere se eksperimentalno mogu proizvesti u misa u bilo kojem
trenutku od stadija zigote do rane blastociste (Tarkowski, 1998). Prvi slucajevi su primjeceni i
opisani na hermafroditima i pojedincima nejasnih primarnih spolnih obliljezja (Gartler, 1962), a
do danas je opisano ve¢ na desetke slucajeva, uz moguénost da ih je u populaciji jo§ i vise

(Draper, 2018).

2.2. Umjetne kimere

Kimere ove klase ukljucuju transplantacijske (namjerne) kimere nastale kao posljedica
medicinskog postupka (poput transfuzije krvi, presadivanja kosStane srzi, presadivanja tkiva ili
organa) 1 ijatrogene (nenamjerne) kimere slu¢ajno nastale kao posljedica zahvata, poput

medicinski potpomognute oplodnje.

Transplantacijske kimere su primile stanice od jednog ili vise krvnog ili tkivnog donora
1 kao takve mogu biti nosioci dviju ili viSe geneticki razli€itih stani¢nih linija. Za razliku od
pirodnih kimera koje su imuno tolerantne na svoje razlicite stani¢ne linije, primatelji cesto nisu

tolerantni na alogenske transplantate. U takvim uvjetima, brojnost populacije donorskih stanica



moze varirati s vremenom, pri ¢emu donorske stanice kompetiraju u nepovoljnom imunoloskom
okolisu primatelja. Danas, transplantati kod ljudskih pacijenata su testirani za bolest i uskladeni

antigenima primatelju (Wenk, 2018).

ljatrogene kimere su pojedinci ¢iji je kimerizam nastao neplanirano, kao slucajna
posljedica medicinskog zahvata, poput pojave putujucih leukocita koji migriraju nakon
transplantacije organa, opstaju u organizmu i dovode do kimerizma (Starzl i sur. 1997). Novija
pojava koja zahtjeva daljnje istrazivanje su kimere nastale kao posljedica medicinski
potpomognute oplodnje. Prilikom postupka umjetne oplodnje (in vitro fertilisation, IVF) dva ili
viSe embrija unose se u maternicu kako bi se povecale Sansa za uspje$nu uspostavu trudnoce. Pri
takvom postupku znacajno rastu $anse pojave blizanaca ili multipleta, kako navode studije i
radovi koji se pojavljuju sve CeSce. Posebice rastu Sanse pojave monokorionskih dizigotnih
blizanaca povezanih sa pojavom prirodnih blizanackih kimera (Fauser i sur. 2005; Miura i
Niikawa, 2005).

2.3. Mikrokimere

Mikrokimerizam je opisan u slu¢ajevima gdje je populacija stanica drugog genoma vrlo
mala (Gammill i Nelson, 2010). Konsenzus oko postotka populacije stanica kojim se definira
mikrokimerizam nije jo§ dogovoren, neki autori navode <1% kao granicu (Wenk, 2018), a drugi
<5% kao granicu (Draper, 2018). Prirodne mikrokimere primarno nastaju kao rezultat izmjene
materijala izmedu majke 1 ploda tijekom trudnoce te se status mikrokimere moze zadrzati cak

desetlje¢ima (Gammill i Nelson, 2010).

Fetalni mikrokimerizam javlja se kod Zena u ¢ijoj cirkulaciji i tkivima fetalne stanice
opstaju godinama nakon same tudnoce. Fetalne stanice su semialogenske naspram majke, jer je
polovica genoma fetalnih stanica porijeklom od oca i kao takve mogu prouzrociti imunoloski
odgovor majke (Lissauer i sur. 2009). U vecini opisanih slucajeva detektirane su fetalne stanice
muskog potomka pomocu sondi za DNA na Y kromosomu, a interes za pronalaskom i
istrazivanjem ovakvih fetalnih mikrokimera raste zbog mogucih implikacija na zdravlje zene

(Bianchi i sur. 2001).

Majcinski mikrokimerizam pokazuju osobe u ¢ijem organizmu stanice njihove majke

opstaju nakon poroda, moguce i do odrasle dobi, kod imunodeficijentnih i imunokompetentnih
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pojedinaca. Prva proucavanja su se vodila na imunodeficijentnim pojedincima, poput onih
oboljelih od skleroderme, no daljnjim istraZivanjem novijim PCR tehnikama maj¢inski
mikrokimerizam se uocio u odrasloj dobi i kod zdravih, imunokompetentnih pojedinaca ¢ak i
kod postojanja HLA inkompatibilnosti. Ponovno se dolazi do pitanja kakav je moguci utjecaj
majéinskih stanica i mikrokimerizma na razvoj pojedinca, s obzirom da je fetus izlozen

maj¢inskim stanicama jo§ dok se imunoloski sustav razvija (Maloney et al., 1999).

Blizanacki mikrokimerizam uglavnom nastaje mehanizmima opisanim kao i kod klase
prirodnih kimera, ali je udio populacije disparatnih stanica vrlo mala. Uz to, blizanac donor moze
blizancu primatelju donirati znacajan broj stanica u kostanu srz, ¢ija populacija s viemenom pada
na vrijednost u definiciji mikrokimerizma. Na kraju, jo§ jedan hipotetski mehanizam bi bio
ulazak stanica jednog blizanca transplacentalnom cirkulacijom u krvotok majke i tom

cirkulacijom mogu zavrs$iti u drugom blizancu (Wenk, 2018).

Ostali oblici mikrokimerizma su jo$ slabo istrazeni, ali postoje pretpostavke na temelju
indirektnih dokaza, da zbog postojanja fetalnog mikrokimerizma, majka moze prenijeti fetalne
stanice prethodnog potomka na nove potomke u buduc¢im trudnoc¢ama (Dierselhuis i Goulmy,
2013).



3. DETEKCIJA KIMERIZMA

Prvi opisani slu¢ajevi kimerizma otkriveni su zbog nedosljednosti pri odredivanju krvne
grupe (Dunsford i sur. 1953), a to je ¢ak i danas naj¢e$¢i nacin otkrivanja kimera. Vidljive
asimetrije fizickog fenotipa poput razli¢ite boje ociju (Slika 2), specificnih uzoraka pigmentacije
koze (Slika 3) i nejasnoce izgleda primarnih spolnih obiljezja (Gartler, 1962) rijetki su vidljivi
fizicki simptomi prirodnog Kimerizma. Ipak, ova obiljezja ne moraju nuzno biti definitivni
pokazatelji kimerizma jer mogu nastati kao posljedica nekih drugih uzroka, poput razli¢itih vrsta
geneti¢kih mutacija (Gladstone, 1969; Thomas i sur. 1989; Yordam i sur. 2001).

Slika 2.  Heterokromija kod o¢iju djeteta, preuzeto sa  https://howlingpixel.com/i-

en/Heterochromia_iridum.

Slika 3. Neuobicajen uzrak pigmentacije koze abdomena tetragametne kimere, preuzeto sa

https://science.howstuffworks.com/life/genetic/chimerism-be-own-twin.htm.
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Opcenito, detekcija kimerizma moZe se provesti na 4 nacina: klinicki i patoloski pregledi,
serologija krvnih grupa, citogeneti¢ka analiza, te molekularna tipizacija polimorfnih lokusa
(Wenk, 2018).

3.1. Klini€ki i patoloski pregledi

Fizicke asimetrije u fenotipu ne mogu posluziti kao sigurna determinacija kimerizma, ali
predstavlja prvi korak u dijagnostici kimerizma. U veéini slucajeva se radi o nekoj vrsti
anomalije spolnih obiljezja. Dosad je zakljuceno kako 13% sluéajeva pravih hermafrodita (stanje
pri kojem je u pojedincu prisutno testikularno i ovarijsko tkivo, (Malan et al., 2006), zapravo
predstavljaju posljedicu prirodnog 46,XX/46,XY kimerizma (Sperling, 2008). Prema Freiberg i
sur. (1988) ovakav kimerizam dosad je potvrden na pojedincima raznovrsnih fenotipskih

obiljezja i simptoma, ukljucujuéi:

= hipospadija — pomak otvora uretre na ventralnu stranu penisa od normalnog polozaja na
vrhu (Fitzgerald i sur. 1970)

= povremena hematurija — pojava krvi u urinu (Raspa i sur. 1986)

= ginekomastija — povecano tkivo dojki kod muskog pojedinca (Minowada i sur. 1982)

= preponska hernija — meko tkivo ili dio crijeva se probilo kroz trbusnu stijenku i ispupcuje

ispod koze nanpodrucju prepona (Shanfield i sur. 1973)

Uz prethodno spomenute primjere, opisane su i pojave kimerizma kod pojedinaca normalnih

fenotipskih obiljezja koji su neplodni (Choi et al., 2019).

Ponekad se kod pojedinaca s kimerizmom pojavljuje koZa dviju razli¢itih pigmentacija,
pritom najées¢e prate¢i Blaschkove linije koje predstavljaju specifican uzorak koznog
mozaicizma. Poznat je primjer SestogodiSnjaka koji je poslan na pregled zbog kozne
pigmentacije za kojeg se ispostavilo da je djecak 46,XY/46,XX kimera (Lipsker i sur. 2008).
Uzorak na kozi koji prati Blaschkove linije nije jedinstven kKimerizmu veé se moze pojaviti i kod
genetickog ili epigenetiCkog mozaicizma, razli¢itih sindroma poput McCune-Albright-ovog ili
sindroma vezanih za X kromosom kod Zena te dominantnih autosomalnih mutacija (Molho-
Pessach i Schaffer, 2011).



Heterokromija je promjena boje i strukture irisa. 'Binokularna heterokromija' moze se
uociti kod kimernih pojedinaca, ali ponovno, nije jedinstveno vezana pojava uz kimerizam.
Faktori koji utje¢u na boju o€iju su nasljedni faktori, simpaticka stimulacija melanocita irisa,
melanocit stimuliraju¢i hormon (MSH) i1 biokemijski faktori ukljuceni u metabolizam melanina

(Gladstone, 1969).

Mikroskopski, tkivo kimera pokazuje morfoloSki normalne populacije stanica, kao na
primjer kod dizigotnih embrija, koje se ne mogu medusobno razlikovati. Razlike nastupaju na

submikroskopskim razinama koje se mogu uociti drugim metodama.

3.2. Serologija krvnih grupa

Karl Landsteiner je otkrio ABO sustav krvnih grupa 1901., odredenih ABO lokusom na
dugom kraku kromosoma 9 (9934.1). Od tada je definirano jo$ nekoliko sustava ljudskih krvnih
grupa poput sustava MN, Rh, Kel i P sustava (Farhud i Zarif Yeganeh, 2013). Mijesana
aglutinacija (mixed-field agglutination) je djelomi¢na aglutinacija (sljepljivanje veéih Cestica ili
stanica u vece ili manje nakupine djelovanjem antitijela) pri ¢emu dio stanica koje ne aglutiniraju
ostaju u suspenziji, a dio koji je aglutinirao sedimentira. Ona nije specifi¢na za kimerno stanje,
jer se moze pokazati kod osobe sa nasljedenim A i/ili B antigenima koja je nedugo prije
testiranja primila transfuziju krvi grupe 0. Ipak, vaznost ovog fenomena proizlazi iz ¢injenice da,
kao dio standardnog pretransfuzijskog testiranja, ukazala na 80% dosad opisanih slu¢ajeva
kimera (Wenk, 2018).

Tipizacija krvne grupe je nepouzdana metoda otkrivanja kimera, jer je moguce da
pojedinac ne pokazuje kimerizam na povrsini krvnih eritrocita, nego u drugim tkivima i
organskim sustavima. Nadalje, uzorci s npr. malom populacijom stanica grupe 0 medu veéinskim
A ili B stanicama Cesto pokazuje slabu ili gotovo nikakvu mijeSanu aglutinaciju. Svakako, pri
pojavi mijesane aglutinacije, potrebno je provjeriti anamnezu pacijenta za bilo kakve prijasnje

transfuzije ili transplantacije i provesti dodatne pretrage.

3.3. Citogeneticka analiza

Citogenetika proucava strukturu i svojstva kromosoma, njihovo ponasanje tijekom mitoze

I mejoze te utjecaj na fenotip (Hare i Singh, 1979). 1956. pouzdano se utvrdio diploidni broj



ljudskih kromosoma kao 46, a razvoj tehnika pruganja je otvorio potpuno novi spektar
mogucénosti proucavanja kromosoma, pri ¢emu je tehnika G pruganja do danas ostala
najrasirenija. 1986. je razvijena molekularna metoda vizualizacije kromosoma FISH
(fluorescence in situ hybridization) kojom se pomocu fluorescentno obiljeZzenih sondi mogu
vizualizirati specifi¢ne sekvence nukleinskih kiselina u morfoloski fiksiranim kromosomima,
stanicama i tkivima. Ovom metodom moguce je detektirati abnormalnosti malih segmenata DNA
ako se sonda nalazi na toénom mjestu, a omogudila je i kariotipizaciju jezgri stanica koje se ne
dijele. Uspostavom FISH-a, dalje su se razvijale nove metode, poput spektralne kariotipizacije

(SKY), visebojnog FISH-a i komparativne hibridizacije genoma (CGH).

Metode detekcije kimerizma pomno su pratile razvoj citogenetickih metoda. Dok je u
samim poc¢ecima bilo moguée uociti samo Y kromosom kao pokazatelj kimerizma u Zenskih
osoba, razvojem boljih tehnika pruganja i vizualizacije omogucena je detekcija nasljednih
varijanti na kromosomima. Na primjer, postoji 5 nasljednih varijanti dugog kraka (q krak) Y
kromosoma u populaciji koje se s velikom vjerno$¢u prenose s oca na sina, a u slucaju da se
varijante morfoloski ili duljinom razlikuju medu stanicama, moguce je detektirati 46,XY/46,XY
kimeru. Pronalaskom dva ili vise heteromorfizama na autosomima takoder je moguce detektirati
prirodnu kimeru. Ipak, zbog koli¢ine utrosenog vremena i troska, molekularna tipizacija mozda

predstavlja bolju metodu identifikacije kimerizma (Wenk, 2018).

3.4. Molekularna tipizacija

Metode molekularne tipizacije zahtijevaju veliki broj kopija promatranog gena ili dijela
kromosoma, §to je moguce zahvaljuju¢i PCR-u (polymerase chain reaction), neophodnom alatu
moderne molekularne biologije kojeg je razvio Kary Mullis 1983. Uzorkovanjem stanica,
izolacijom DNA, PCR amplifikacija DNA i analiza iste mogu jednoznac¢no identificirati kimeru.
U sklopu nekodiraju¢e DNA postoje repetitivne sekvence koje nisu pod strogom regulacijom
selektivnih sila evolucije kao $to je kodirajuéa DNA (pod uvjetom da ne komprimitiraju
prezivljavanje jedinke). Mikrosateliti su visoko polimorfni sljedovi nekodiraju¢e DNA, drugog
naziva STR (short tandem repeats) ili SSR (short sequence repeats), a predstavljaju uzastopna
ponavljanja od 1-6 parova baza (Bagshaw, 2017). Polimorfnost lezi u samoj sekvenciji i broju
ponavljanja, a aleli STR lokusa se razlikuju prema broju kopija ponavljaju¢e sekvencije. Ova

klasa molekularnih biljega se ve¢ godinama koristi u forenzici, populacijskoj genetici, mapiranju
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genoma i mnogim drugim podruc¢jima. Aleli na STR lokusu su kodominantni i nasljeduju se po

Mendelovim principima, a $to se veci broj lokusa analizira veca je mo¢ raz¢ucivanja.

Prilikom analize, svaki PCR-om amplificirani alele se fluorescentno obiljezava, a
intenzitet fluorescencije svakog alela graficki se zabiljezava pomocu elektroferograma. Kada je
osoba homozigot za promatrani alel, na elektroferogramu se vidi jedan signal za taj alel, a u
slu¢aju da je osoba heterozigot, vidljiva su dva signala. Dizigotne kimere ¢e na jednom alelu dati
1-4 signala zbog prisutnosti po 2 kopije alela u svakoj stani¢noj populaciji. Na primjer, ako su
vidljiva 3 signala, to zna¢i da je jedna stani¢na populacija homozigot za dani alel, a druga
heterozigot, ili se jedan alel pojavljuje u obje populacije stanica (Slika 4). Neki lokusi mogu
pokazati samo 2 signala, ali u slu¢aju kimere vrlo rijetko ¢e lokus pokazati samo jedan signal jer

bi to znacilo da su svi aleli identi¢ni.
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Slika 4. Elektroferogram 46,XY/46,XX kimere, 8 od 15 markera pokazuje 3 signala, 2 markera pokazuju
cak 4 signala, preuzeto iz (Choi i sur. 2019)
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4. VAZNOST I IMPLIKACIJE POUZDANE DETEKCIJE KIMERIZMA

Proucavanje kimera, koje predstavljaju rijedak fenomen u ljudskoj populaciji, nije se
moglo razvijati znaCajnom brzinom upravo zbog problema detekcije. Danas, zahvaljujuci
raSirenosti molekularnih metoda i visokog stupnja razvoja ostalih metoda, moguce je lakSe no
ikad prona¢i kimerne pojedince. Trenutno, literatura koja se bavi kimerama uglavnom se bavi
analizom pojedina¢nih slu¢ajeva i preglednih radova dosadasnjih spoznaja, a malo je izvornih
istrazivaCkih studija. Upravo zbog poboljSanja metoda detekcije i mnogih pretpostavki o
moguéim ulogama razli¢itih oblika kimerizma u razvoju i zdravlju pojedinca, javlja se potreba za

detaljnijim ispitivanjem fenomena kimerizma.

4.1. Transplantacija

Transplantacija alogenskih hematopoetskih mati¢nih stanica je postupak u sklopu
lije¢enja bolesti poput urodenih metabolickih efekata, deficijencije imunosnog sustava i tumora u
krvnom sustavu. Provodi se u sluéaju kada pacijentu Zivot ovisi o ovom riziénom postupku, Koji
prije same transplantacije zahtijeva kemoradioterapiju (Hatzimichael & Tuthill, 2010). Iznimno
je vazno pratiti zdravlje pojedinca nakon zahvata, kako bi se izbjegle komplikacije poput
povratka bolesti, odbacivanja presadka ili bolesti presatka (graft-versus-host disease, GVHD), a
pracenje kimerizma nakon zahvata je vaZzan dio ovog procesa. Nekolicina istrazivanja ve¢
upucuje na vaznost kvantitativne analize kimerizma kao moguénosti ranog razlikovanja
neuspjesSnog primanja presadka od usporenog primanja, a i mogucnost rane detekcije pacijenata
sa visokim rizikom od bolesti presatka ili povratka bolesti. Smatra se kako upravo ovisno o
obliku kimerizma nakon zahvata (to jest, pracenje omjera odredenih stani¢nih populacija), moze
posluziti kao vodilja za predvidanje malignih pojava nakon zahvata 1 pravovremeno

prilagodavanje terapije kako bi se te pojave izbjegle (Khan i sur. 2004).

Transplantacija je dio tretmana bolesnika u terminalnim fazama zatajenja organa ciju
uspjeSnost narusavaju duge liste cekanja, nuspojave, imunosupresivni lijekovi 1 teze
prezivljavanje presadka. Na temelju razmatranja kod monozigotnih blizanaca u Zivotinja, sada
ve¢ postoji nekoliko posebnih slucajeva gdje je bolesnik razvio imunotoleranciju na renalni
presadak ako mu je prethodilo presadivanje hematopoetskih mati¢nih stanica od istog donora, to

jest, preko hematopoetskog kimerizma postignuta je transplantacijska tolerancija (Sayegh i sur.
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1991). Medutim, presadivanjem hematopoetskih mati¢nih stanica javlja se mogucnost bolesti
transplantata protiv primatelja i procjenjuje se da se javlja u 15% slucajeva nakon presadivanja
(Pasquini i sur. 2010). Trenutno se jo$ uvijek radi na uspjeSnom protokolu indukcije i pracenja
kimerizma u svrhu razvoja tolerancije na presatke koji moze imati funkcionalnu klinicku

primjenu (Mahr i sur. 2017).
4.2. Bolesti

Sistemi¢na skleroza (systemic sclerosis, SSc) autoimuna je bolest klini¢ki sli¢na bolesti
transplantata prema primatelju, a okarakterizirana je autoimunosc¢u, fibrozom koze i unutarnjih
organa te vaskulopatijom. Primarna determinanta bolesti transplantata prema primatelju je odnos
izmedu HLA gena donora i primatelja pa se tako pojavio interes za istrazivanjem
mikrokimeizma i odnosima HLA gena kod autoimunih bolesti (Nelson, 2012). Studija provedena
1998. ustvrdila je znacajno viSe koncentracije muske DNA u perifernoj krvi zena oboljele od
sistemi¢ne skleroze nego kod zdravih. Oboljele Zene su u veéini slucajeva prethodno rodile
muskog potomka kompatibilnog s vlastitom HLA klasom Il, sugeriraju¢i da podudaranje HLA
izmedu majke i djeteta povecava rizik maligne pojave. Nije joS ustvrdena poveznica patogeneze
bolesti i fetalnog mikrokimerizma, ali svakako predstavlja zanimljivo podru¢je istrazivanja u

buduénosti (Nelson i sur. 1998).

Fetalni mikrokimerizam proucavan je i kod sluc¢ajeva autoimunih bolesti §titnjace, poput
Hashimotovog tiroiditisa i Gravesove bolesti kao neke od najpoznatijih. Pretezno pogadaju Zene,
a rizik pojave bolesti visi je nakon porodaja. Fetalne stanice u perifernoj krvi tijekom trudnoce i
neposredno nakon porodaja nisu neuobiCajena pojava, ali one se u organizmu Zene mogu
dugotrajno zadrzati, cak do 27 godina. Visoka koncentracija fetalnih stanica u tkivu $titnjace kod
Zzena koje boluju od neke autoimune bolesti Stitnjace namecu pitanje o mehanizmu koji
usmjerava te fetalne stanice na migraciju 1 zadrzavanje u tkivu Stitnjace, ali zasad samo postoje
hipoteze. Sama uloga fetalnih stanica u patogenezi takoder je jo$ uvijek predmet rasprave.
Trenutne su pretpostavke da negativan, pozitivan, ili neutralan efekt fetalnih stanica ovisi i 0
drugim faktorima poput vrsta stanica, okoliSu tkiva u kojem se nalaze i poklapanju HLA

haplotipa izmedu majke i potomka (Lepez i sur. 2013).
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Majc¢inski kimerizam je uofen i kod nekih autoimunih bolesti poput miozitisa,
neonatalnog lupusa i dijabetesa tipa 1. Kod juvenilnog miozitisa, majéinske T stanice pronadene
su u krvi i miSi¢ima u znaéajno viSim razinama nego kod zdrave djece te se pretpostavlja da
igraju ulogu u alo-autoimunosti. Majc¢inske stanice, ve¢inom sréani miociti, nadene su u
miokardu djece umrle od neonatalnog lupusa za razliku od zdrave kontrolne populacije. Kao i
prije, raspravlja se o ulozi majéinskih stanica kao metama imunosnog odgovora, to jest u auto-
aloimunosti (Nelson, 2012). Kod dijabetesa tipa 1, majcinski kimerizam u perifernoj krvi
primjecen je u veéem postotku nego kod zdrave djece, a u gusteraci dijabetiCara nadeno je vise
inzulin-pozitivnih majéinskih stanica. Njihova to¢na uloga nije jo§ sigurna, zasad postoje
pretpostavke o ulozi maj¢inskih stanica kao metama autoimunosnog odgovora ili kao korisnim

stanicama koje sudjeluju u regeneretivnim procesima ostec¢enog tkiva (Vanzyl i sur. 2010).

Zanimljivi rezultati proizasli su iz istrazivanja papilarnog raka Stitnjace koji ¢ak 2-4 puta
cesce pogada zene. Identifikacijom SRY sekvenci primjecena je znacajna koncentracija muskih
fetalnih stanica kod gotovo 50% ispitanih oboljelih Zena, koje su pri tom imale barem jednu
prethodnu trudnocu nose¢i muskog potomka. Uz to, imuno-FISH analizama uoceno je da su
muske fetalne stanice bile pozitivne za CD45 marker, a negativne za MHC II antigen,
sugerirajuci time mogucéu ulogu eliminacije tumorskih stanica, a Tg pozitivne/MHC II negativne
stanice bi mogle imati reparativnu ulogu (Cirello i sur. 2008). Pri tome, koncentracija fetalnih
stanica u perifernoj krvi oboljelih Zena pokazala se mnogo nizom nego kod zdravih o0soba,
sugeriraju¢i ciljanu migraciju stanica prema oboljelom tkivu. Toéni mehanizmi kojima bi fetalne
stanice sudjelovale u regeneraciji tkiva i eliminaciji tumorskih stanica nisu jo§ razjaSnjeni, vec

predstavljaju joSe jednu hipotezu koja zahtijeva daljnje istrazivanje (Cirello i sur. 2010).

Sli¢ne ideje i rezultati eksperimenata pojavljuju se kod studija raka dojke, oboljenja za
koje je primijeceno da se ¢esce javlja kod nerotkinja. Koriste¢i DYS14 gen za detekciju muskih
fetalnih stanica, primijeceno je da koncentracija fetalnih stanica uvelike niza kod Zena s rakom
dojke nego kod zdravih Zena. Ovo se slaze s hipotezom prema kojoj bi alogene fetalne stanice
mogle pruZati zastitu od razvoja raka dojke, predlazuci aloimuni nadzor pomocu fetalnih stanica
ako su sposobne prepoznati maj¢inske karcinomske antigene (Gadi i Nelson, 2007). Zanimljivo
je da je suprotan efekt uocen kod raka debelog crijeva, gdje se paralelno istrazivala prisutnost

fetalnih stanica kod Zena oboljelih od raka dojke i raka debelog crijeva, pri ¢emu su istraZivaci
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imali pristup uzorcima krvi uzetih prije pojave bolesti. Dok je detekriana veca koncentracija
fetalnih stanica kod zdravih zena nego onih oboljelih od raka dojke, suprotno je uo¢eno kod raka
debelog crijeva. Pretpostavlja se 0 mogucoj aloimuno reakciji koja bi uzrokovala kroni¢nu upalu
crijeva, Sto bi se poklapalo sa otprije uo¢enom poveznicom Crohnove bolesti i raka debelog

crijeva (Kamper-Jorgensen i sur. 2012).

4.3. Ekspresijski kimerizam

Genomski imprinting nuzan je proces uspostave pravilnih mono-alelnih, roditeljski
specificnih uzoraka genske ekspresije u razvoju sisavaca, a uz inaktivaciju X kromosoma
predstavlja najistaknutije oblike ekspresije samo jednog od dva alela po stanici. Ova dva procesa
reguliraju ekspresiju 5-10% genoma sisavaca, a ukljuCeni geni organizirani su u grupama,
regulirani su master (krovnom) kontrolnom regijom sa vise dugih nekodiraju¢ih RNA. Pojave
epimutacija kojima su ovi procesi naruSeni uzrok su vise sindroma poput Rettovog, Beckwith-
Wiedemann, Prader-Willi i fragilnog X kromosoma (Lee i Bartolomei, 2013). Eliminacijom
majcinskog gena TRIM28, ¢iji protein sudjeluje u regulaciji metilacijskih i demetilacijskih
procesa, uzrokuje stohasticku demetilaciju diferencijalno metiliranih regija ¢ime se javlja
fenotipska varijabilnost za koju se smatra da je uzrokovana epigenetskim kimerizmom.
Negativni u¢inak ove delecije ne moze se kompenzirati ekspresijom s ocinskog alela tijekom
aktivacije zigotnog genoma. U konacnici, misji embriji zaceti u TRIM28 deficijentnim majkama
nisu prezivljavali dulje od 5 dana nakon oplodnje, §to se slaze s premisom o nuznosti maj¢inskog
TRIM28 odmah nakon oplodnje te prije, a mozda ¢ak i nakon aktivacije zigotnog genoma
(Lorthongpanich i sur. 2013). Razni oblici karcinoma mogu se smatrati kimerizmom, pri ¢emu je
doslo do genetske ili epigenetske promjene kojom se aktiviraju onkogeni sposobni promovirati

rast stanica ili inaktivacijom tumor-supresorskih gena koji utisavaju rast stanica.

4.4. Kimerizam u forenzi¢koj analizi DNA

Forenzika je znanstvena disciplina koja se koristi u postupku identifikacije prilikom
nasilnih zlo¢ina i identifikacije Zrtava prirodnih katastrofa. Kimerizam kao takav predstavlja
jedinstvenu pojavu koja moze prouzrocCiti krivu interpretaciju rezultata analize, kao kod
determinacije spola u sluc¢aju da je uzorak porijeklom iz npr. 46,XX/46,XY kimere. Prilikom

determinacije spola forenzickom analizom, mogu se upotrijebiti razli¢iti markeri. Amelogenin je
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je jedan od najCesce koriStenih gena za razlikovanje spolnih kromosoma, a razlika AMELX 1
AMELY temelji se na duZini prvog introna na genu. Zenska osoba pokazati ée homozigotnost, a
muska heterozigotnost za gen. SRY gen smyjesSten je na kra¢em kraku kromosoma Y na poziciji
11.2 (Yp1l.2) i odreduje razvoj embrija u musku jedinku, a njegovom prisutnos¢u u uzorku

zakljucuje se da je osoba muskog spola (George i sur. 2013).

Suvremene metode uglavnom se temelje na multipleks STR analizama X i Y gena, SNP
(single nucleotide polymorphism) pirosekvenciranju ili analizi Y STR haplotipova koji se vjerno
nasljeduju s oca na sina, a u populaciji je prisutan velik broj polimorfizama. Kod primjera
transplantacijskih kimera, ako su donor i primatelj istog genetickog uzorka a razli¢itog spola, pri
analizi moze doc¢i do pogresne determinacije, a neposredno nakon transplantacije STR-ovi u krvi
¢e biti nepodudarni sa onima u korijenu kose, iako se zapravo radi o istoj osobi (von Wurmb-
Schwark i sur. 2007). Zene koje su prethodno rodile sinove, zbog moguéeg fetalnog
mikrokimerizma prilikom analize moze dovesti do pogresne identifikacije spola ako se u uzorku
nasao veliki broj muskih fetalnih stanica. Prilikom analize uzorka prirodne 46,XX/46,XY kimere
moze do¢i do dvosmislenih rezultata pa je potrebna uporaba metoda visoke razlucivosti, poput
npr. multipleks STR tipizacije Y kromosoma ili pirosekvenciranja. No ipak, u veéini sluc¢ajeva
forenzicki analiti¢ar ne zna unaprijed detalje o uzorku i osobi kojoj pripada te ne¢e nuzno odmah

koristiti takve metode.

RaSirenijjom uporabom STR analize, americki laboratoriji koji provode testove
roditeljstva su pronasli nekoliko kimera. Problemi nastaju kad analiza uzorka kimere daje
rezultate koji se mogu odbaciti jer su naizgled kontaminirani, poput pojave vise od dva signala
na lokusu. Uz to, uzorak uzet iz dva razliCita tkiva kimernog pojedinca mogu pokazati razlicite
rezultate, to jest u jednom tkivu mogu biti prisutne stanice dviju geneticki razlicitih populacija, a
u drugom samo jedna od tih populacija stanica. Nadalje, DNA populacije stanica prisutne u
malom postotku se mozda ne uspije amplificirati. Kona¢no, u slucaju kimere vjerojatnost
roditeljstva zahtijeva atipi¢nu kalkulaciju (Wenk, 2018). Dva poznata slucaja Zena za koje se
smatralo da nisu majke svoje djece su na kraju pokazala da su te Zene zapravo prirodne kimere
(Yu i sur. 2002). Sami rezultati koji su govorili da nisu majke svoje djece su od pocetka bili

upitni obzirom da su za vise od jednog djeteta Zene dobiveni sli¢ni rezultati, a slucajevi gdje je
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majéinstvo usitinu isklju¢eno su iznimno rijetki i vezu uz sluéajeve zamjene djece pri rodenju ili

otmici djece.
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5. ZAKLJUCAK

Nova saznanja o kimerama sporo su se akumulirala zbog ograni¢enja detekcijskih
metoda, koja su u samim pocecima ovisila isklju¢ivo o fenotipskim fizi¢kim asimetrijama
pojedinaca ili slucajnim otkri¢ima nakon uocene mijesane aglutinacije kod determinacije krvnih
grupa. Upravo je s novim molekularnim metodama detekcije doslo i do otkri¢a novih vrsta
kimera kao Sto su mikrokimere i ijatrogene kimere. S daljnjim razvojem metoda i porastom
interesa za istrazivanjem kimera ponajprije zbog biomedicinskog aspekta, vjerojatno je da ce
broj opisanih slu¢ajeva kimerizma nastaviti ubrzano rasti. Moguce je da je geneti¢ki kimerizam
puno cesci fenomen kod Covjeka nego Sto se prije smatralo, pogotovo u usporedbi sa vremenom
kada su tek opisivani prvi slucajevi u 20. stolje¢u. Mjesta za razvoj i usavrSavanje detekcije ima
mnogo, a od znacajnog je interesa kad se uzme u obzir da se jo§ ne moZze sa sigurnoscu reci koje
sve to¢no implikacije na zdravlje pojedinca nosi kimerizam. Bolje uzorkovanje, razlicitost tkiva
iz kojih se uzorci uzimaju, bolja osjetljivost analitickih metoda, neinvazivne metode prikupljanja
uzorka i primjena sekvencioniranja sljedec¢e generacije samo su neki od nacina kojima bi se

detekcija kimerizma mogla poboljsati.
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7. SAZETAK

Geneticka kimera oznacava jedinku u ¢ijem su organizmu prisutne populacije geneticki
razliCitih stanica. Prvi slucajevi opisani su polovicom 20. stolje¢a, a detekcija kimernih
pojedinaca pratila je poboljsanje i razvoj metoda njihove detekcije. Prvo je to bila serologija
krvnih grupa i primje¢ivanje morfoloskih karakteristika, potom citogenetika, a sada su to
molekularne metode tipizacije. Danas je poznato nekoliko tipova kimerizma obzirom na
mehanizam nastanka, a neki oblici su relativno nedavno otkriveni upravo zbog napretka
tehnologije 1 metoda detekcije. Sve CeSce spominjanje kimera u kontekstu biomedicinskih
istrazivanja 1 forenzickih analiza potic¢e potrebu za daljnjim razvojem metoda detekcije kako bi

se omogucilo sustavno proucavanje i pracenje ove pojave kod Covjeka.
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8. SUMMARY

A genetic chimera means that an individual carries two genetically distinct lines within
its cells. The first cases were described in the middle of the 20th century and the detection of
such individuals closely followed advancement and development of new methods of detection.
First it was blood group serology and physical symptoms, then cytogenetic methods and now,
molecular typing methods. Today, several types of chimerism are known and all differ by their
mechanism of origin, some of which were relatively recently discovered because of the
mentioned technological advancement of new detection methods. Increasing interest for
chimerism in the context of biomedical research and forensic analysis encourages need for
further development of more precise detection methods to enable and systematic study and

tracking of this phenomena in humans.
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