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Kimerizm analizi, hematolojide allojenik hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (AHKHT)
sonrasi hastadaki dondr hiicre miktarinin tespiti i¢in kullanilan bir tan1 yontemidir. Transplanta-
syon sonrasi yapilan kimerizm analizi, dondr hiicre engraftmani ve hastaligin relapsi agisindan
olduk¢a o6nemli bilgiler vermektedir. Kimerizm analizi, c¢esitli belirtecler ve teknikler
kullanilarak yapilmaktadir. Son zamanlarda kantitatif-gercek zamanli polimeraz zincir reaksiy-
onu (qRT-PCR), dijital droplet-PCR (dd-PCR) ve yeni nesil dizileme (NGS) gibi yeni kimerizm
yontemleri kullanilmaktadir. Bu derlemede multipleks kisa ardisik tekrarli dizi tabanli PCR
(STR-PCR) yontemi ile yeni molekiiler qRT-PCR, dd-PCR ve NGS yontemlerinin avantajli ve
dezavantajli yonleri karsilagtirtlip tartisiimistir.

Anahtar Sozciikler: Kimerizm analizi, STR-PCR, qRT-PCR, dd-PCR, NGS

ABSTRACT

Chimerism analysis is a diagnostic method used to determine the amount of donor cells in the
patient for hematologic cases after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (AHSCT).
Post-transplant chimerism analysis provides very important information in terms of donor cell
engraftment and relapse. Chimerism analysis is performed using various markers and
techniques. Recently, new chimerism methods have been used such as quantitative-real time
polymerase chain reaction (qQRT-PCR), digital droplet-PCR (dd-PCR) and next generation
sequencing (NGS). In this review, multiplex short tandem repeat based-PCR (STR-PCR) and
new molecular methods qRT-PCR, dd-PCR and NGS were compared and discussed in the terms
of advantageous and disadvantageous aspects.
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Kimerizm Tanimi

Kimerizm terimi, bir¢ok sanat eserinde kullanilan ve mitolojide kanatli bir at olarak tasvir edilen
Pegasus’un lizerine binmis “Bellerophon” ile miicadelesiyle tanian “Kimera” adli yaratiktan
gelir (1) (Sekil-1). “Homeros’un ilyada” eserinde aslan basli, keci gévdeli, yilan kuyruklu ve
alev soluyan bir yaratik olarak tasvir edilmektedir. Diinyanin bir¢ok miizesinde, farkli kiiltiirle-
rde kimera eserlerine rastlaniimaktadir (1).

Tip literatiiriinde kimerizm, farkli zigottan koken almis farkli genetik icerige sahip birden fazla
hiicre setinin bir arada bulunmasi durumudur (2, 3). Bireylerde kimerizm, hamilelik sirasinda
fetal hiicrelerin anne kanina karigmasi ve hamileligin morula evresinde iki fertilize olmus
yumurta hiicresinin kaynasmasi ile spontane olarak gelisebilmektedir (2—4). Bu tip kimerizm
gelisimi adli tip alaninin konusu olup ilgi ¢ekici bir¢ok davanin ¢oziimlenmesinde kimerizm
vakalar1 yer almaktadir (5-7). Ayrica kimerizm analizleri ana-babalik tayini gibi adli vakalar
icin kullanilmaktadir (8—10). Disaridan bir miidahale sonrasinda da kimerizm gergeklesebilmek-
tedir. Miidahale sonucu kimerizm, allojenik doku ve organ transplantasyonu sonrasinda gelise-
bildigi gibi, biyomiihendislik alanina giren ve bir¢ok deneysel tedaviye onciiliik etmis olan
rekombinant tekniklerin kullanimi sonrasinda da gelisebilmektedir (11).

Akd Tip D 2022; 8(1):82-90

821



Abatay Sel F. ve Savran Oguz F.

)

&= “’wwvmv‘vna ‘ s
UMMM

Hematolojide Kimerizm

Allojenik hiicre tedavileri ¢ok ¢esitli hastalik ve rahatsizliklar
i¢in kullamlan bir tedavi yontemidir. Ornegin kardiyak
hastaliklarda, son dénem bdbrek yetmezliginde, ¢esitli organ
hastaliklarinda “Allojenik Kok Hiicre Tedavileri” kullanil-
maktadir (12-14). Hematolojik hastaliklarin allojenik hema-
topoetik kok hiicre transplantasyonu (AHKHT) sonrasi uzun
stireli izleminde tedavi basarist birgok faktdre baglidir. Bu
faktorler; hastaya uygun hazirhik rejimi (hastanin tiim
16semik hiicrelerinin yok edilmesinin hedeflendigi stratejik
ilag/terapi se¢imi), donér yasi (daha geng olan dondre ait T
hiicrelerinin 16semik hiicreleri yok etmede daha basarili
olusu), hastanin AHKHT anindaki durumu (aktif hastalik,
hastaligin relaps durumu) ve greft basarisidir (transplanta-

Sekil-1:

Pegasus iizerindeki Bellephoron ve Kimera figiiri Boston 400
olarak adlandirilmis kimera figiiri desenli Yunan vazosu New York
Giizel Sanatlar Miizesi’nde sergilenmektedir ve M.O. 650 yilinda
yapilmis oldugu kabul goriilmektedir.

syon sonrast olusan greftin I6semi hiicrelerini manipiile etme
glicii).

Hastanin kimerizm durumu, transplantasyon basarisini
etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir. Hematopoetik kok
hiicrelerin engraftman basarisi “Tam Kimerizm” olma
dinamigine baglidir. AHKHT sonrasi yapilan kimerizm
sonucuna gore hastanin hematopoezinin tamamen ya da >
%95 dondrden gelen hematopoetik kok hiicrelerden
olustugunu gosteren kimerizm analizi sonucu “Tam
Kimerizm” olarak adlandirilir ve bu durum transplantasyon
basarist ile iligkilidir. Diger yandan transplantasyon sonrasi
hematopoezin %95’in altina diistigii ve hem dondriin hem de
hastanin  hiicrelerinden olusan duruma ise “Karigik
Kimerizm” ad1 verilmektedir (Sekil-2).
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Sekil-2:

Hematolojide Tam ve Karigik Kimerizm Losemik hiicreler sar1, saglikli dondr hiicreleri mor, saglikli hasta hiicresi ise
beyaz renkli olarak gosterilmistir. TX:Transplantasyon, Post-TX: Transplantasyon sonrasi

Karigik kimerizm, yeniden tam kimerizme donebilecegi gibi,
artan ve stabil karisik kimerizm olarak da seyredebilir. Split
ve mikrokimerizm terimleri de siklikla yer alan kavramlardir.
“Split kimerizm” transplantasyon sonrasi gelisen dinamikle-
rden biridir. Transplantasyon sonrasi hastada bir lenfosit
hiicre alt grubunun donérden, diger bir lenfosit hiicre alt
grubunun ise hastadan kaynakli olma durumudur. Ayrica total
DNA’nin kullanildigr hasta 6rneklerinde tam kimerizm
¢ikarken, lenfosit alt gruplarinda durum bunun aksine karigik
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kimerizm seklinde gozlenebilmektedir. “Mikrokimerizm”
terimi ise %0,1-0,3 oraninda dondre ait hiicrelerin hastada
goriilme durumudur. Birden fazla dogumu olan annelerde,
cinsiyet uyumsuz kan transfiizyonlar: sonucunda ve solid
organ transplantasyonu sonrasi dondr lenfositlerinin neden
oldugu kimerizm durumunu anlatmak i¢in kullanilan bir
terimdir (15-17). Tablo-I’de kimerizm gesitleri ile tanim-
lamalar1 verilmistir.
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Tablo-I: Kimerizm ¢esitleri
Kimerizm Durumu Tamm

Tam Kimerizm Transplantasyon sonrasi > % 95 ve iistii donér hiicre

hattina sahip olma durumu

Transplantasyon sonrasit % 95-5 aras1 donér hiicre

hattina sahip olma durumu

Artan Karisik Kimerizm Ardisik yapilan kimerizm testleri sonucu % 5

oranma dogru yakinlasan dondér hiicre hattina sahip

olma durumu

Stabil Karisik Kimerizm Ardisik yapilan kimerizm testleri sonucu aymi
diizeyde seyreden kangik kimerizm durumu

Mikrokimerizm Anne ile fetiis arasinda, doku transplantasyonu ve
nadiren de kan transfiizyonu yolu ile az miktarda

‘bagka bir hiicre hattina sahip olma durumu

Split Kimerizm

Total DNA’dan yapilan test sonucunun tam
kimerizm olmasma kargin, lokosit alt gruplarma
yapilan testin kangsik kimerizm tespit edilmesi

durumu

Transplantasyon Basarisim Etkileyen
Kimerizm Analizi Dinamikleri

Tiim transplantasyon hekimlerinin birincil amaci transplanta-
syon sonrasinda hastada tam bir remisyon elde edip yasam
stiresini uzatmaktir ve bu durum transplantasyon sonrasi
hastanin uzun siireli takibine baglidir. Bu takip, kimerizm
izlemi ile yapilmaktadir ve izlemin hangi zamanlarda yapila-
caginin 6nemli oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (18).
Transplantasyon sonrast +30., +60. ve +100. giinlerde
kimerizm analizi degerlendirme agisindan 6nemli siiregler
oldugu, ayrica 6., 9., 12., 15. ve 18. aylarda yapilan izlemin,
transplantasyonun basar1 seyrini degistirdigi 6ne siirtilmekte-
dir (19). Transplantasyon basarisini olumsuz yonde etkileyen
artan karisik kimerizm vakalarinin, diisiik doz dondr lenfosit
inflizyonu ve transplantasyon oncesi alinan immiinsiipre-
syonlarin transplantasyonun hemen ardindan devam edilme-
mesi sebebiyle olustugu diisiniilmektedir (18, 20).
Kimerizm analizinin hassashigini etkileyen dnemli faktorle-
rden biri de, hastadan alinacak olan kan 6rneginin kékenidir
(21). Rutin kimerizm analizleri i¢in periferal kan kok hiicrel-
eri yerine kemik iliginden alinan numunelerin daha hassas
sonuglar verdigi ve periferal kandan alinan drneklerden elde
edilmis olan tam kimerizm sonuglarinin dikkatle yorumlan-
masi tavsiye edilmektedir (21, 22).

Transplantasyon basarisinin etkileyen dinamikler arasinda
kimerizm izleminde kullanilacak yontemin segilmesi de
bulunmaktadir. Kimerizm izleminde bir¢ok yontem mevcut-
tur. Eritrosit fenotiplemesi, Fluoresans In Situ Hibridizasyon
(FISH) ve DNA polimorfizmine dayanan PCR yontemleri
kimerizm igin gegmisten giinlimiize kadar kullanilan yontem-
ler arasinda yer almaktadir. Cinsiyet-uyumsuz transplanta-
syonlarda FISH teknigi tercih edilebilmektedir. FISH
tekniginde diger tekniklerden farkli olarak dondriin DNA’s1-
na gerek kalmadan c¢alisma yapilabilmektedir. FISH ve
eritrosit fenotiplemesi yontemleri uzun siirmesinin yani sira
duyarlilik agisindan diisiik kalmaktadir. Kimerizm analizi
i¢in, multipleks STR-PCR yontemi altin standart yontem
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olarak kabul edilmektedir. Son dénemlerde PCR tabanli
farkli molekiiler yontemler ve farkli duyarliliklara sahip
metotlar gelistirilmistir. Tablo-II’de molekiiler kimerizm
yontemleri avantaj ve dezavantajlariyla belirtilmistir.

Tablo—I1: Molekiiler kimerizm yontemlerinin karsilagtirilmasi

Kisithhg
ntem Avantaj Dezavantaj
(%)

Uzun siirede sonug

1-10 Semi-kantitatif raporlama ve teknigin
uygulamasinin zor olusu
Uzun siirede sonug
1-5 Semi-kantitatif
raporlama
Erken donem karigik
Semi-kantitatif, multipleks
kimerizmi yakalamak igin
1-3 sistemde 3 i giiniinde sonug
sik araliklarla test izlemine
raporlayabilme
gerek duyulmasi

Kimerizm izlemi i¢in
Kantitatif, DNA izolasyon
birden fazla (en az 3)

qRT-PCR 0,1 islemiyle 3 saatte sonug
informatif belirtece ihtiyag
raporlayabilme
duyulmasi
Kantitatif, Maliyet yiiksekligi,
Tekrar
standart egriye ihtiya¢ duyma, kimerizm izlemi i¢in
edilebilir
45 dakikada sonug birden fazla informatif
bir yontem
raporlayabilme belirtece ihtiya¢ duyulmasi
Maliyet yiiksekligi, test ve
Kantitatif, tek bir tiipte
analizinin kompleksligi ve
0,001 caligabilme avantaji, 5 saatte

biyoinformatik bilgilerin
sonug raporlayabilme
dogru yorumlanabilmesi

KIMERIZM ANALIZINDE KULLANILAN
MOLEKULER YONTEMLER

Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi
Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) metodolo-
jisi genomik DNA’nin restriksiyon endoniikleaz aktivitesi ile
farkli uzunluklarda kesimiyle iliskilidir (23). Bu yontem,
kisiden kisiye farkli sayida tekrar eden ve bu nedenle degisen
uzunluklarda olugan restriksiyon bdolgelerinin hibridizasyon
problariyla ayrimma dayanan bir yontem olarak tanimla-
nabilir. Tiim restriksiyon parcalari southern blotting teknigi
ile jelden membrana DNA pargalari transfer edilir ve
biiyiikliikler buradan tespit edilir. RFLP metodunda dikkat
edilmesi gereken bir diger dnemli nokta, genomik DNA’nin
konsantrasyonudur. Bu yontemde gerek iglemlerin uzunlugu
gerekse testin dogru ¢ikmast i¢in gereken DNA miktarinin
fazlaligi bu yontemin uygulanabilirligi oniindeki engeller
arasinda sayilmaktadir.

Minisatellitler: Degisken Sayilx

Ardisik Tekrarlar

Laboratuvarlarda PCR yodnteminin kullanilmaya baslanmasi
ile birlikte spesifik sekanslarin komplementerleri olan
primerler araciligryla cesitli bdolgelerin amplifikasyonu
gerceklestirilerek RFLP yontemine gore daha kolay yontem-
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ler gelistirilmistir. Bunlardan biri DNA’nin ardisik tekrarli
bolgelerinin kullanilmasima dayanmaktadir ve bu bolgeler
kimerizm metodu i¢in siklikla kullanilan genom boélgeleridir.
Bu ardisik tekrarli bolgelere “satellit” ad1 verilir ve genomda
bulundugu bolge, uzunluk ve baz ¢iftlerinin tekrarlarina gore
iice ayrilmaktadirlar:

1. Makrosatellit

2. Mikrosatellit

3. Minisatellit

Satellitler DNA’nin 1000-100.000 tekrarlart igeren bdlge-
leridir.

Makrosatellitler genomun biiyiik bir boliimiinde, kromozom-
larin sentromer ve telomer bdlgelerinde bulunur. Genellikle
CpG adaciklarindan zengin olan makrosatellitler

kromatin organizasyonunda yapisal ve diizenleyici bir role
sahip oldugu kabul edilmektedir (24).

Tim satellit bolgeler 100 milyon baz ¢ifti uzunlugunda,
heterokromatin bolgeler icermektedir. Kimerizm analizinde
mikrosatellitler ve minisatellitlerin &zelliklerinden faydal-
anilarak PCR tabanli laboratuvar teknikleri gelistirilmistir.
Minisatellitler 9—100 baz ¢iftlik tekrarlarla 500-30.000 baz
¢ifti uzunlugunda olan ve genellikle 6kromatin bdlgede yer
alan ardigik tekrarli bolgelerdir. Minisatellitler, degisken
sayili ardisik tekrarlar (VNTR) olarak bilinmektedir. VNTR
yontemi, uzun siirede sonug vermesi ve hassasiyetinin diigiik
olmast nedeniyle giiniimiizde tercih edilen bir yoOntem
degildir. Ayrica kantitatif bir degerlendirme olanak saglayam-
amast ve diger yontemlere kiyasla ¢ok daha fazla DNA
konsantrasyon ve miktarmin gerekliliginden dolayr bu
yontem tercih edilmemektedir.

Mikrosatellitler: Kisa Ardisik Sayil: Tekrarlar
Mikrosatellitler genomun her yerine dagilmig durumda olan
tekrarli bolgelerdir. Kisa Ardisik Tekrarlar (STR) olarak

adlandirilirlar. Bu tekrar bolgeleri 2—6 baz ¢iftinin ardisik
tekrarindan olusmakta olup genomda 10.000-100.000 baz
ciftlik bir uzunluga sahiptirler. VNTR ile karsilastirildiginda
ardisik tekrar uzunlugu daha fazla olmasma karsin daha
kiigiik birimler olusturmaktadir. Tek niikleotid polimorfizm-
leri (SNP), RFLP, VNTR ve STR’lar genomda farkli bolgele-
rde, farkli uzunluklarda bulunup farkli ayirim giictine sahip-
tirler (Sekil-3) (25).

Kapiller elektroforeziyle ¢aligan ve 96 kuyucuklu plate’in tek
bir kuyucugunda hastanin birden fazla lokusa ait ayirt edici
bilgileri veren multipleks STR-PCR yontemi, kimerizm
analizi i¢in altin standart yontem olarak kabul edilmektedir
(26, 27). Bu yontem ile bilgilendirici (informatif) lokus
ayrimi; farkli boylardaki molekiiler belirtegler ve farkli
renklerdeki primerler araciligiyla saglanabilmektedir. Bir
diger dnemli avantaji ise az miktarda hiicreden elde edilen
DNA ile kolay bir sekilde kimerizm izlemi yapilabilmesine
olanak saglamasidir. Informatif lokuslarm secimi ve
sonrasinda bu lokuslar iizerinden yapilan izlem ile manuel bir
veri analizi yapilmasii gerektirir ve bu durum zaman
alicidir. Bu yontemle analiz sonucu iki ya da i¢ is giinii i¢inde
verilebilmektedir. Karigik Kimerizm saptanmasit durumunda
Thiede ve arkadaslarinin 1999 yilinda yaymlamis olduklari
denklem ile analiz yazilimindaki informatif lokuslara ait
alanlardan kantitatif bir deger hesaplanabilmektedir (28).
Semi-kantitatif bir analiz sonucu verilmesi insan hatalarina
kars1 acik kilabilmektedir. Buna karsilik R tabanli programla-
ma ile yazilmig ve iicretsiz erisim sunulan RChimerism
programi, STR-PCR ydntemini hem kantitatif hale dontisme-
sine hem de analizin daha kisa stirede gergeklesmesine sebep
olacag one siirlilmiistiir (29). Ayrica RChimerism ile ¢ift
donorlii kordon kani transplantasyonu sonrasi olusan hemato-
poezden her iki dondre ait hiicrelerin yiizdesinin verilebi-
lecegini belirtmislerdir.

5= =
‘? = =2
= N 1 J_c/
.- ' -——————— .
-2 ; - ! 3 ;
i : \ : H
e | : : :
y »> A 4 v v v
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= - HH = A [pet |
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—— —— —— o—
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iC
::; Minisatellit Mikrosatellit
— — —
T>C — — — — ! —
— — —
—
VNTR
[Tek Lokus) — Tek Lokusluk STR'lar
SNP RFLP B
(Coklu Lokus)

Sekil-3: Kimerizm Y 6nteminde Kullanilan DNA Polimorfizmleri Polimorfizm populasyonda % 1’in {izerinde bulunan cesitli DNA sekanslarinda-
ki degisim olarak tanimlanmaktadir. Bu degisimler DNA sekansindaki tek bir niikleotidin degisikligi olabilecegi gibi, sekanslarin uzunluklari ve
tekrarlarmi kapsayan bolgeler seklinde de olabilir. m:RFLP ve SNP’leri gostermektedir. Bu sekilde sol tarafta, RFLP tek bir lokusta bulunan ve
sabit boyutlu iki polimorfik bant iiretmektedir. SNP ise bu restriksiyon alanindaki tek bir baz ¢iftinin degisikligini gostermektedir (T>C), 0 isareti
ise tek bir lokustaki VNTR bantlarini gostermektedir. Bu polimorfizmler RFLP’lere gore daha informatiftir, ®: Farkli tek lokus VNTR larmin
birlesimi (Coklu VNTR) gésterilmis olup bu tip polimorfizm ise bireyler bazinda degerlendirilme yapildiginda ¢ok daha karakteristik ve ayrintili
bilgi verebilmektedir, o: Mikro satellitler gosterilmektedir. Her bir STR, tek lokustaki VNTR gibi farkli bir profil olusturur. PCR ile multipleks
calisildiginda ise VNTR ’lara gore oldukea yiiksek ayirim giicline sahiptir.
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Kantitatif Gercek Zamanli PCR

Gilintimiizden 25 yil kadar dnce, molekiiler diyagnoz ve
arastirma yontemlerinde PCR kullanim1 sonrasinda, gelenek-
sel PCR’a gore daha hizli, hassas ve kolay olan kantitatif
gercek zamanli PCR (qRT-PCR) olarak adlandirilan bir
yontem gelistirilmistir (30). gqRT-PCR yonteminde negatif ve
pozitif kontrol eklenmesiyle, STR-PCR’a gore yodntemin
dogrulugu, calismasi ve kontaminasyonu gibi testin hassasi-
yetini etkileyen risk faktorleri giderilmistir.

Kantitatif kimerizm yonteminde real time metodu igin
TagMan fluoresan teknigi kullanilmaktadir. TagMan
probunun genel 6zelligi 5°-3” u¢larinda Haberci—5’ (reporter)
ve Susturucu—3’ (quencher) denilen boyalar bulunmakta olup
bu problar arasinda ise hedef sekansa yonelik primer yer alir.
Probun 5’ ucunda FAM (6-karboksifluoresen), 3’ ucunda ise
TAMRA (6-karboksitetrametilrodamin) olarak adlandirilan
floresanlar bulunur. Cogu probda haberci—5’ ucunda bir diger
fluoresan olan VIC ile birlikte iki boya kullanilmaktadir (31).
Aequorea victoria’dan elde edilen VIC, yogun yesil fluoresan
1s1ma yapmaktadir. Bu boyalarm kullanilmasi testin hassasi-
yetini etkileyen en dnemli unsurlarindan biridir. Belli sicak-
liklarda ve dongiilerde kurulan PCR sonrasi real time cihazin-
da problar arasinda bulunan sekans bdlgesi amplifiye olmaya
basladik¢a fluoresan 1siklari lazer 1s181nin etkisi ile sogurup
1s1maya baslamaktadir. Bu 1g1ma siddeti ile PCR, ilgili analiz
yaziliminda izlenebilir olmakta, ayni anda negatif ve pozitif
kontrollerin takibi de yapilabilmektedir. Kullanilan yazilim
araciliftyla tam bir kantitatif degerlendirme yapilip,
STR-PCR yonteminden farkli olarak insan kaynakli hesapla-
ma hatalarinin da 6niine gecilebilmektedir.

Insersiyon ve delesyonlar (InDel) ile SNP’ler bu yontemde
belirte¢ olarak kullanilir (32-34). Belli bir baz pozisyonunda
tek bir niikleotidin degigmesi olarak tanimlanan SNP, DNA
replikasyonu sirasinda olusan hatalar sonucu meydana
geldigi diistiniilmektedir. Cesitli hastaliklara yatkinlik, farma-
kogenetik arastirmalar, epidemiyolojik caligmalar gibi bircok
konuda SNP’lerden yararlanildigt gibi kimerizm analizinde
de ayirt edici Ozelliginden yararlanilmaktadir. SNP
belirteglerinin  kullanildigt gqRT-PCR  kimerizm analizi,
STR-PCR yontemine gore hassas olmasinin yaninda, relaps
riski yliksek olan hastalarin daha erken tespitinde oldukca
avantajlidir  (35). Diger yandan InDel belirteglerin
kullanildigi kantitatif real time metodu iyi karakterize edilmis
bir yontem oldugu gosterilmistir (36). Ozellikle akut 16semili
hastanin artan karigik kimerizm statlisiinde olanlar igin,
relaps riskinin izlenmesinde ve dnlenmesinde oldukga hassas
ve kolay bir metot oldugu dne siiriilmiistiir (33).

Dijital Droplet PCR

En son gelistirilmis teknolojilerden biri olarak kabul edilen
dijital droplet-PCR (dd-PCR), konvansiyonel olarak bilinen
PCR’dan oldukga farklt bir metoda sahiptir. Bu yontem ile
kullanilan az miktardaki DNA, sivi fazdaki damlaciklara
boliinerek ve kopyalarinin amplifikasyonu ile tespiti saglan-
maktadir (37). dd-PCR metoduyla siiper miks denilen ve
sonrasinda cihazda damlaciklara boliinen 6zel bir master
miks ile hedef bolgelerin oldugu primer-prob birlesiminden
olusan belirtecler araciligiyla gerceklestirilir. Hedef bolgeye
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ait belirteg ve bir DNA molekili PCR cihazinda
damlaciklara ayrilir. Bu damlacik pozitif damlacik olarak
secilir ve kantitatif degerlendirilmesi, pozitif damlaciklar
iizerinden yapilir. Cihazdaki emiilsiyon stabilize edici madde
iceren damlacik olusturma yagi ile dolu olan kanaldan
damlaciklar sira halinde gecerler ve bu sirada lazer ile aktive
olan belirteglerin rengine gdre ayrimi yapar. Bu belirtecler
qRT-PCR’da oldugu gibi yine VIC, FAM boyalarini igerir.
Her bir plate’in kuyucugundaki farkli belirteglerin kullan-
masiyla bu yontemden oldukga hassas ve dogru sonuglar elde
edilmesi saglanir. Yontemin en 6nemli avantajinin konsantra-
syondaki hedef bolgelerin sayist bilindigi i¢in standart bir
egriye gerek duyulmamasi oldugu belirtilmistir (37). Yani
ayr1 ayr1 pozitif ve negatif sekilde hedefe yonelik fluoresan
siddetinin sinyali Ol¢iilmekte olup bu sinyalden pozitif
olanlar “bir”, negatif olanlar “sifir” olacak sekilde ikili bir
kod teknigi kullanilmaktadir. Veriler Poisson dagilimina gore
hesaplanir, boylece DNA kopya sayilar1 dogrudan standart
egriye gerek kalmadan hesaplanabilmektedir.Bu yontem ile
STR-PCR ve qRT-PCR yontemleri karsilagtirildiginda
karigik kimerizm vakalarinda erken niiksiin tespiti ile
AHKHT hastalarmin sag kalimimi 6nemli oranda olumlu
olarak etkileyebilecegini ve daha hizli bir protokol ile bir
adim 6nde olabilecegini 6ne siiren ¢alismalar mevcuttur (38,
39).

Yeni Nesil Dizileme

Son donemde bir¢ok aragtirma ve rutin laboratuvari, oldukca
hassas sonug¢ veren Yeni Nesil Dizileme (NGS) yontemini
kullanmaktadirlar (40-42). Genel olarak NGS 1ii¢ ana
basamaktan olusmaktadir: 1- Kiitiiphane olusturma, 2- DNA
pargalarinin ayri ayri dizilemesi, 3- Dizilerin birlestirilmesi.
Bu yontemde genomik olan DNA pargalara ayrilir ve ardin-
dan denatiirasyona ugrayan DNA’lara adaptdr molekiillerin
bulundugu primerler baglanir. Mikroskopi lamina benzeyen
ozel slaytlara adaptor protein bagli DNA 6rnekleri eklenir ve
cihazdaki amplifikasyon ardindan klonal olarak &rneklerin
¢ogalmasi, denatiirasyon ardindan kiimelerin olusmasi
seklinde bir protokol akigi vardir. Niikleotidlerin 3’OH uglar1
kimyasal olarak slayta baglanmig ve kapanmis oldugundan
zincir sonlanmasina neden olur ve reaksiyon sonlanir. Elde
edilen tim bilgiler bilgisayar ortaminda uygun yazilim
iizerinde biyoinformatik araglar kullanilarak analiz edilir.
Kimerizm analizi i¢in de NGS yontemi gelistirilmis ve
verimli sonuglar elde edilmistir (43, 44). Hatta SNP tabanli
gelistirilmis olan NGS yonteminin karisik kimerizm tespiti
zor olan minimal rezidiiel hastaligin (MRH) tespitinde
oldukga basarili, hatta altin standart yonteme gore daha {istiin
oldugunu 6ne siiren ¢aligmalar mevcuttur (44).

TARTISMA

Allojenik Hematopoetik Kan Kok Hiicre Transplantasyonu
sonrast kimerizm izlemi birgok ydnden transplantasyon
basaris1 agisindan olduk¢a Onemlidir. Kimerizm izlemi,
relapsa donebilen veya karisik kimerizmin erken tespitini
saglayarak hizli bir sekilde gerekli tedavi protokoliiniin
olusturulmasina yardimci olabilmektedir. Ozellikle artan
karigik kimerizm vakalari i¢in normal seyirli devam eden
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kimerizm izlemlerine gore daha sik araliklarla olusturulmus
bir ajanda ile kimerizm takip edilmektedir. Sik aralikli artan
karisik kimerizm izlemindeki amag, se¢ilmis olan tedavinin
hastadaki yanitini izlemek, doz ayarlarini iyilestirmek ve
gerekli ise alternatif tedavi se¢imlerini degerlendirmektir.

Kimerizm izleminde transplantasyon basarisini saglamak ve
devam ettirmek i¢in en dnemli unsurlar, ydontemin segimi ve
uygulama stratejisidir. Bunlardan multipleks STR-PCR altin
standart yontem olarak kabul edilmektedir (45, 46). Ancak
periferal kandan almman Ornegin total l6kosit DNA
kullanilarak STR-PCR kimerizm sonucu analizlerinde sensi-
tivitesinin yeterli olmadigini gosteren galigmalar mevcuttur
(46-48). Bir diger dezavantaj1 ise semi-kantitatif bir yontem
olmasidir. Karistk kimerizm  gozlenmesi durumunda
kullanilan yazilimdaki transplantasyon Oncesi-sonrasina ait
piklerin yorumlanip manuel olarak hesaplamasi zorunlulugu,
insan kaynakli hatalara sebep olabilmektedir (28). Bu
dezavantajli durumun ticretsiz olarak sunulan, R tabanli bir
program ile ¢oziilebilecegi ve kantitatif bir sonu¢ verebi-
lecegi one siirtilmiistiir (29). Teknolojinin gelismesi ile birlik-
te qRT-PCR yontemi kimerizm izleminde kullanilmaya
baslanmistir.  Ozellikle MRH tespiti igin, STR-PCR
yontemine gore daha hassas yontemlere ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Periferal kandan elde edilen DNA ve TagMan teknoloji-
si kullanilan yontemle % 0,1 oraninda hasta hiicresini tespit
edebildigi gosterilmistir (36). Bundan dolayr multipleks
STR-PCR yaninda qRT-PCR yontemi kullaniminin 6zellikle
relapsa donebilecek riskli AHKHT hastalarinin  karigik
kimerizm tespitinde kullaniminin avantajli olabilecegini dne
stiren ¢aligmalar mevcuttur (49, 50). Erken relapsin tespiti ile
hastaya uygulanacak tedavi seceneklerinin erken baslatil-
masi, transplantasyon basarisina ve dolayisiyla hasta sag
kalim {izerine etkili olabilecegi diistiniilmektedir (51).
qRT-PCR ayrica multipleks STR-PCR ydntemine gore sonug
verme siiresi bakimindan avantajli durumdadir. STR-PCR ile
ortalama iki ya da {i¢ is giinii igerisinde sonug¢ verilebiliy-
orken qRT-PCR ile bu siireyi saatlere diisiirmek miimkiin
kilinmaktadir. Yapilan testin ardindan yazilimdan direkt
olarak kantitatif degerlendirme alinmaktadir ve bdylece
hesaplama hatasinin  gergeklesmesi  engellenmektedir.
Kimerizm haricinde bir¢ok hastalik ve diyagnoz testleri igin
qRT-PCR yontemi kullanilir ve bu testler i¢in ¢ok az miktarda
DNA yeterli olmaktadir. Kimerizm igin gelistirilmis
qRT-PCR metodunda bir hasta i¢in en az alti kuyucuk
kullanildigindan, STR-PCR ile karsilagtirildiginda daha fazla
DNA o6rnegine ihtiya¢ duyulmaktadir. Hastanin qRT-PCR ile
kimerizm izlemi baska bir laboratuvara gegecek ise hastanin
transplantasyon Oncesi yeterli DNA’st transfer edilen
merkeze temin edilmelidir (52). Yine bu yontemin yiiksek
hassasiyetine ragmen, tekrarli testlerin yapilmasinin gerekli
olmast, bir hasta i¢in en az alt1 kuyucukta testin tekrar ediliy-
or olmasi kantitatif deger verme giiclinii sinirlamaktadir (53).
Son zamanlarda gelistirilen dd-PCR kimerizm yontemi
bircok agidan umut vaat etmektedir. Binlerce miktarda
cogaltilmig PCR {irinii olan amplikonlar ve reaksiyona
girmis olan primer-probe ¢ifti, cihazda her biri, bir damlacik-
ta bulunmak {izere ayrilirlar ve analiz bu damlaciklar
iizerindeki 1g1ma ile yapilmaktadir. Flow sitometri ve real
time metotlarmin hibridi gibi sekillendirilmis, geleneksel
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metotlardan oldukga farkli olan bu yontemle tam bir kantitatif
degerlendirme yapilabilmektedir (37). Bu yontem ile
qRT-PCR yontemleri karsilastirildiginda  dikkat ¢ekici
sekilde daha hassas ve kolay oldugu gosterilmektedir (38).
Yontemin diisik DNA konsantrasyonunda c¢alisabilmesi,
tekrarlanabilir 6l¢iimler yapiliyor olabilmesi, testin uygulama
kolayligr, hizli ve yine dijital bir platformdan sonug
verebilmesi dd-PCR ydnteminin avantajlarinin en 6nemli
faktorleri arasinda sayilabilir. Ozellikle ¢ok kiigiik konsantra-
syonlarda DNA elde edilen lenfosit hiicre alt gruplariin
kimerizm izleminin hizli, kolay ve STR-PCR ile korele
sonuglar verdigi gosterilmis olan ¢aligsmalar mevcuttur (39).

Dizileme yontemlerinin hizli gelisimi ile birlikte kimerizm
icin yeni nesil dizileme yontemi kullanilabilir hale gelmistir
(54). Biyoinformatik tabanli bir sonu¢ vermesi, STR
belirtegleri iizerinden izlemin yapilmasi NGS ydnteminin
avantajlarindandir. NGS yonteminde, qRT-PCR ydntemine
gore ¢ok az DNA orneginde bile 100 kattan fazla veri elde
edilebilmektedir. Pettersson ve arkadaslari, gelistirmis
oldugu NGS tabanli kimerizm yontemiyle, STR-PCR ve
qRT-PCR’1n birlikte kullanildig1 kimerizm izleme stratejisi-
nin yerine gegebilecegi, MRH’de lenfosit hiicre alt gruplari
kimerizm izlemi i¢in de kullanilabilecegini ileri siirmekte-
dirler (43). Ayrica MRH tespitinde SNP-NGS yo6nteminin,
STR-PCR’a gore daha iistiin oldugunu bildiren g¢aligmalar
mevcuttur (44). Her ne kadar diger molekiiler kimerizm
metotlarina gore daha kesin ve hassas sonug verse de, analiz-
inin ve test protokoliiniin uzunlugu ve kompleks yapisi,
maliyetinin yiiksekligi ve yontemin uygulanabilirligi, NGS
kimerizm yoOnteminin 6niinde asilmasi gereken engellerin
arasinda yer almaktadir.

SONUC

Allojenik hematopoetik kok hiicre transplantasyonu sonrasi
kimerizm izlemi transplantasyon basarisinda énemli bir yer
almaktadir. Molekiiler kimerizm yontemlerin gelismesi ile
yillar i¢cinde PCR tekniginin ¢esitli modifikasyonlariyla farkli
secenekler ve oldukca hassas yontemler gelistirilmistir. Son
yillarda ise kanser taramasindan, genom arastirmalarina,
transplantasyon Oncesi “insan lokosit antijen” uyumundan,
birgok arastirma alaninda kullanilabilen yeni nesil dizileme
yontemi de kimerizm izlemi i¢in modifiye edilmis ve oldukca
basarili sonuglar agiklanmigtir. Bu derlemede altin standart
olan STR-PCR kimerizm yontemine alternatif ydntemler
avantajlart ve dezavantajlari ile birlikte agiklanmigtir. Trans-
plantasyon sonrasi kimerizm izleminde hangi yontemin
secilecegi ve hangi sikliklarla uygulanacagi hastaligin tiiriine,
relaps riskine, transplantasyon hekiminin takip stratejisine,
takip laboratuvarinin sahip oldugu altyapt ve kosullarina
bagli olmaktadir. Ancak giliniimiizde gelistirilen kimerizm
yontemleri degerlendirildiginde, ¢ok daha az miktarda
DNA’nin hassas ve kantitatif sonuglar verdigi alternatif
yontemler, geleneksel olan altin standart yontemin yerini
alabilecegi yoniindedir.

Cikar Catismasi: Yazarlarin beyan edecek bir ¢ikar
catismasi yoktur.

Finansal Destek: Yazarlar bu ¢alisma igin finansal destek
almadiklarini beyan etmislerdir.
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