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Kemik Iligi Nakli Uygulanan Hastalarda DNA Fingerprinting
Yontemiyle Kimerizm Tesbiti

Determination of Chimerism in the Bone Marrow Transplant
Patients by Using DNA Fingerprinting

Yesim {LCOL!

Ozet

Insan DNA'sinda genomun %70 kadan tek kopya gen
kalan %20-30'u ise tekrarlayan dizilerden olugmugtur.
Biyilk tlglide tekrarlayan diziler hirkag baz giltinden olu-
gan motiflen igeren mikrosatellitler ve daha uzun binmlen
igeren minisatellitlerdir. Insan genomunda yer alan bu wek-
rarlamali dizilerden olusturulmug problar kullamlarak bir-
gok iler derecede degfigken hblge egeamanh olarak ta-
nimlanabilmis ve kigive ozgil DNA Fingerprint analici
gergeklestirilmigtir,

Bu galigmada kemik iligi nakli uygulanan hastalardan
nakil Gncesi ve sonrast ve vencilerden elde edilen DNA'lar,
Hinf T ve Alu 1 restriksiyon enzimleriyle kesildikien sonra
Southarn hlot yintemiyle membrana akranidi. 5ucundan
Digoksigenin'le igarctlenmig basit tekrar problariyla hib-
ntlestinldi, 12 hastadan 3 tanesinde (%25) graft re-
jeksiyonu ve relapsta onemli bir risk fakiord olubilecegi
stiylenen kangik kimerizmin geligmis oldufu, diferlerinin
tam kimerik ofduklan tesbil edildi.

Anahtar kelimeler: DNA Fingerprinting, Southemn
blot, kemik ilifi nakli.

Abslract

Human genomic DNA is composed of approximately
T4 single copy and 20-30% repetetive sequences. Highly
repetetive scquences are microsatellites which contain
longer units, Many hipervariable regions are detected si-
multaneously using probes composed of these repelelive
sequences in human genom and an individual -specific DNA
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Fingerprint analysis is performed,

In this study the DNA samples from bone marrow
transplantation patients obtained before and alter the pro-
cedure and from the donors were digested with restrAction
endonucleases Hinf | and Alu 1. The resulting products
were transferred W membranes Southern blotting and hy-
bridized simple repeat prohes which were lubeled ot teir
Sends with digoxigenin, Mixed chimerism which is as-
sumed o be an important risk factor in predictng grafl re-
jection and relapse was detected in three of twelve (25%)
bone marrow transplants, The others were complete chi-

mengs.

Key words: DNA Fingemprinting, Southemn bloting,
bone marrow transplantation,

GIRI§

Insan genomunda ileri derecede polimorfik biil-
gelerin bulundufu, bu bélgelerin kiigik motiflerin
birbiri ardmca tekrarlanindan olugtugunu ve de-
fiskenligin tckrarlanin sayisindaki farkhibkian kay-
naklandigs bildirilmistir (1), Jeffreys ve ark. 1985
yilinda myoglobin geninde 33 be'lik bir dizinin din
kez tekrar ettifiini ve bu bilgeden elde edilen prob
larla insan penomunda bulunan pek ok defisken
sayidaki ardigitk tekrarlanin egzamanh olarak (-
mmlanabilecegini  ghstermiglerdir  (2),  Southern




Biyokimya Dergisi
@ Niy;::n- uru-lsﬁlr.imnﬂwq
Sayr: 2, Cile: 24

11

blotlarda bu multilokal problarla ileni derecede
kompleks ve kisive dzgil yapilar meydana ge-
tirilmig, bunlar DNA  Fingerprinting olarak ad-
landhimlmuglardir (3). Yapisal Szelliklerinden dolayi
tekrarlamali diziler igeren bu bolgeler minisatellitler
{4}, defisken sayida ardigik tekrarlar (5) olarak ad-
landilmiglardic. Minisatellitlerden daha kisa, birkag
baz ciftinden olusan, tekrarlayan motifler iceren lo-
kuslar mikrosatellitler ya da basit dizi tekrarlan ola-
rak adiandinlmiglardir (6).

DMNA Fingerprinting teknifi adli npta kimlik res-
bitinde (7), ikizlerin tek veya ¢ift yumurta ikizi ol-
malarinin belirlenmesinde (8), akrabahk ve babalik
tayininde (9), enfeksivonlarda etken patojenlerin ta-
mimlanmasmda (10,11), tirler aras) polimorfizmin
belirlenmesinde (12}, Huntington hastalifi, Duc-
henne kas distrofisi gibi hirgok kalusal hastaliktan
sorumlu genleri lokalize etmeye yarayan baglant
analizlerinde (13) ve kemik ilifi nakli hastalaninin
izlenmesinde kullamimaktadir (14).

DNA Fingerprinting kemik ilifi nakli sonras: he-
mopoetik kimerizmin ortaya konulmasinda gok ya-
rarth bir genetik belirleyici teknikur. Nakil sonrasi
hem kendisinin hem de vericisinin hiicrelerini tagivan
hastada karisik kimerizm, sadece vericisinin hiic-

relerini tagiyan hastada tam kKimerizm gelismigtir,

DNA analizinin a2 sayida bilimmeyen gekirdekli
hiicre kullanilarak yapilabilmesi Restriksiyon Parga
Uzunlugu Polimorfizmi (RPUP) analizinin kuvvetli
hir engraftment isaretleyicisi olmasimi saglar (15),
Eelaps ve rejeksivonun onemli bir belirteci ola-
bilecefi siylenen kansik kimerizmin, DNA Fin-
gerprinting analiziyle belirlenmesi son derece dzgiil
ve duyarh hir yintemdir. Avrica relaps olan has-
talarda lGsemik hiicrelerin kikeninin belirlenmesinde
de kullamlabilmekiedir { 16),

GEREC VE YONTEM

Kemik iligi nakli nitesinde izlenen 12 hastanin
6 tanesinde AML. 4 tancsinde KM, 2 tanesinde ALL
nedeniyle kemik iligi nakli uygulanmigtr. Hustalarin
40 erkek, B kadin, yaglan 17-39 arasinda de-

gigmektedir, Hastalann 7'sine karsi cinsten kar-
deginden nakil yapilmignr,

Hastalardan nakil dncesi (nakilden 1 hafta once)
ve sonrast (nakilden 3 hafta sonra) ve vericilerden
iginde 0,1 ml 0.5 M EDTA (ph:8.0) bulunan tiiplere
10 ml kan alind: ve DNA'lan elde edildi (17). DNA
safbifs ve miktan spektrofotometrik olarak tespit
edildi (18). Elde cdilen DNA'lar RPUP analizlen ya-
pilana kadar -20°C'de bekletildiler. Elde edilen
DNA'n 10 pgi Hinf 1 vada Alu [ enzimleni ile
37°C'de 4 saat inkiibasyon ile kesildi. Omekler 1xTAE
elektroforez tamponu iginde (08'1ik agaroz gelde 20
Voli, 30 mA'de 16 saar yiirindildii. Gel elektroforez
sonunda ethidium bromid ile boyvandi ve UV 15m
alnda gozlendi. Naylon membrana transfer edilecck
DNA'lan igeren gel pargasi 15 dk depiirinasyon, 30
dk denatiirasyon solusyonunda bekletldi. DNA So-
uthern transfer yontemiyle gelden memrana aktanidi,
Membran transfer sonrasi oda misinda kurotuldukian
sonra 2 saal 80°C'lik clivde hekletilerek DNA'min
naylon membrana baflanmas: sadlands,

Naylon membran Ozgil olmayan baglanmalan
onleyici deelligh olan bloke edici madde iceren
6x55C iginde ve oda 1sisnda 1 sant bekletildikien
sonra (CAC)S probu igin 40°C'de. (GACAM probu
igin 38°C'de on hibritlegtirme tamponu ile inkiibe
edildi. En az 1 saat stiren &n hibritlestirmeden sonra,
membran 4 saat ayni isilarda hibritlestirme w@wmponu
ile inkiibe edildi. Bu sekilde igaretli prob DNA ip-
likgiginde komplemanter  oldufu  bilgeye  hib-
ridizasyon agamasinda bafilandikian sonra, dzgiil ol-
mayan antikor baglanmalanini onlemek igin bloke
edici madde iceren 6xSSC igerisinde ve oda 1sinda |
saat bekletildi. Yikama tamponu ile 10 dk yi-
kandiktan sonra alkalen fosfatazla konjuge olmug
antidigoksigenin antikoru aym tampon igerisine
1:5000 oranmnda eklendi ve membran bunun ige-
risinde 15 dk hekletildi. Fazla antikorlar vikama
tamponu ile vikanarak vzaklagurildidar. Membran
0.33 mg/ml NBT(nitrobluc teirazolyum tuza) ve 0,17
mg/ml BCIP {5-bromo-4 kloro-3- indolil fosfat) ila-
vesinden sonra gece boyu bekletildi ve 12 saat sonra
mavi mor hibrit molekiillerinin olugumu gézlendi.
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BULGULAR

12 hasta ve vericisinde (CAC)S ve (GACAM
problariyla hibridizasyon sonras: olugan ortalama po-
limorfik band sayis hesapland (Tablo 1). Hastalarin
cesitli zelliklerine gére dafilimlan Tablo 2'de, he-
matolojik dzellikleri Tablo 3'de gosterilmistir.

Tablo 1. 12 hasta ve vericisinde (CAC)S ve

(GACA)4 problariyla  hibridizasyon
sonrast olugan bantlar

Prob  Restriksiyon Enzimi  Bir kigide olusan ortlama

polimorfik bant sayisi
(CAC)5 Alu | 16.6
Hinf 1 14.2
(GACA)M Alul 34
Hint | 31

(CACYS ve (GACA) basit tekrar problanimim
naylon membrana aktanlan DNA ile hibritlestiriimesi
neticesi renk reaksiyonu ile olusan profiller incelendi.
Nakil sonrasi alicinin profilinin vericininkiyle tamamen
avm olmast tam kimerizm, tamamen aym olmamas: ve

Tablo 2. Hastalann ¢esitli dzelliklerine gire dagilimian

alicinin nakil @ncest bandlanmin bir kismimn nakil
sonrast profilde gorilmesi kangik kimerizm olarak de-
gerlendirildi. Hastalarin 3 tanesinde kangik Kimerizm
gelistigi (%625) (Resim 1), digerlerinin ise tam kimenk
olduklan belirlendi (Resim 2).

e,

e

. |

Resim 1. Kangik kimerizm,

Vericimin (a), hastamn nakil sonrass (b) ve hastanm nakil Gooes: (c)

DNATanmn, Alu 1 ile kesiminden elde edilen pargalann (CAC)HS
ile hibidlegtilmesinin renk reaksiyomu e gdriimes,

{Abci-verici farkldigin gosteren bandlor okla gosterilmigir, )

Resim 2. Tam kimerizm.

Vericinin (a), hastanin nakil sonras: (h) ve hastanim nakil dnoesi (¢)

DNATanmn, Hinf 1 ile kesiminden elde edilen pargalann {CACK

peobu ite hibridlegtinimesinin renk reaksivonu ile gonilmesi.

Karnsik Tam
Toplam kimerizm kimerizm

Hasta sayisi 12 3 9
Median yag 25 27 24
Yag aralif 17-39 17-36 18-39
Hastanin cinsiyeti

Kadin 8 2 4]

Erkek 4 ! 3
Vericinin cinsiyeti

Kadin 5 | 4

Erkek 7 2 5
Verci/alic: cinsiyet uyumu

Kadin / Kadin 3 | 2

Erkek / Erkek 2 | |

Kadin { Erkek 2 u 2

Erkek / Kadin 3 1 4
Hastahk
Akut myeloid 16semi (AML) ¥ 2 4
Kronik myeloid losemi (KML) 4 | 3
Akur lenfohlastik 16semi (ALL) 2 0 p

Tablo 3. Hastalarin gegitli hematolojik &zellikleri

Kadin Hastalar

Erkek Hastala

Liikosit (ful) 0L7-2.4x103 0.9-3.1x103
Eritrosit {ful) 2.01-3.68x10.6 1.8-4.0x 100
Hemoglobin (g/dl) 6.5-11.8 8.9-13.0
Hematokrit (%) 20-34.1 25.2-38.5
Trombaosit (ful 1) 13-110 2-9%
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Kullandipimiz yontemin kangik Kimerizmi be-
lirleme duyarlilifini saptamak igin alict DNA's ve-
rici DNA'siyla total lokosit DNA' iginde %1, %35,
00, %15 ve %25 oranlannda olacak sekilde ka-
nstinddi. Bu deney sonucunda aher DNA's: total
DNA iginde en az %5 oraminda bulundufu zaman
kanigik kimerizmi belirliyebildigimizi tesbit ettik.

TARTISMA

DNA  Fingerprinting  tekniBi, elde edilen
DNA'larin restriksiyon enzimleriyle kesimi, memb-
rana aktarimi, membramn isaretli problarla hib-
ridizasyonu ve olusan profillerin incelenmesi ba-
samaklanim icermektedir, Meydana getirilen kigiye
tizgiil yamlar bireylerin hirbirinden ayrilmasin sag-
lamaktadar (7).

Kemik iligi nakli hastalarinda engrafiment ken-
disini graniilosit ve trombosit sayilarindaki artig ve
retikiilositlerin yeniden ortaya gikagt ile belli eder.
Ortalama engraftment siiresi olan 15-20 giin ige-
risinde hastanin periferinde gérilen bu hiicrelerin
kendisine ya da vericising ait oldufu karyotipleme,
immimoglobilin allotipleri, kirmuzi ve beyaz hiicre
enzimleri, eritrosit  hiicre  antijenleri  ile  be-
lirlenebilmektedir, Derin likopeni, transfiizyon ba-
fimlihign ve siddetli immunsupresyon 6zellikle erken
nakil sonrasi donemde bu isaretleyicilerin kul-
lamlabilirligini simrlayan baghica etmenlerdir (19),
Bu diinemde DNA Fingerprinting yintemiyle eng-
rafment tesbiti Gnem tasir.

Alici-vericinin aym cinsten olmadifa olgularda
verici ve wher hiicrelerinin birarada var olmast fe-
nomeninin (kangik kimerizm) belirlenmesinde si-
togenclik analiz stklikla kullamlmogtir. Yapilan bu
gahgmalarda sitogenetik analizle RPUP'lerin du-
varhliklann  kargilastinlmis ve RPUP'lerin  nakil
sonrast dénemde ahcr hiicrelerinin yeniden ortaya
gtkigimin saptanmasinda daha duyarl bir yintem ol-
dugu sonucuna varlmigtr (20).

Yapilan ¢aligmalann bir kisminda hematolojik
kanserler nedeniyle ilik nakh uygulanan ve kansik
kimerizm gelisen hastalarda relaps riskinin yiiksek

oldugu belirtilirken (20-22), diger bir kisminda bu
sonug dogrulanmamistr (23). Alici-vericide nadir
de olsa noninformatif durumlar olabilmektedir ancak
olgularda bu durumlar ghrlilmemigtir, Caligma gru-
bumuz |2 kemik iligi nakli hastasindan olusan kiigiik
bir grup olmakla birlikte, hastalanmizda be-
lirledigimiz karigik Kimerizm orani (%23) daha dince
yapilan gahgmalarla uyum géstermigtir. llerki ga-
lismalarda kangik kimerizm gelisen olgulann uzun
siire izlenmesinin ve bu dbnemlerdeki kimerizm du-
rumlarimn degerlendirilmesinin, bu hastalardaki re-
laps orannin belirlenmesi agisindan ¢ok faydali ola-
cagim diginmekteyiz,

RPUPlerin aheci hiicreleri hastanin periferinde
e 10-25 oraminda bulundugu zaman kangik ki-
merizmi saptadiklann bildirenlerin yansiea, %1-5
oramnda  bulundufunda saptayabildifini gosteren
caligmalar da vardir. Calismamizda kangik ki-
merizmi  belirleme  duyarhhin  incelendi; ahe
DNA's 9 1'den baglayarak artan oranlarda total 16-
kosit DNA's1 iginde verici DNA'siyla kangunlarak
%5 bulundu, Bu sonug RPUP'lerin kansik kimenizmi
belirleme hassasiyetinin yitksek oldufunu bildiren
galismalarla aym gériigl paylagmaktadir. Kangik
kimerizmin relaps riskini arturdign tesbit edildigi
taktirde kullandiinme yéntemin relaps riski hak-
kinda ¢ok degerli bilgiler verecefini diigiiniiyoruz,
DNA Fingerprinting'de kullamlan basit dizi tekrar
problarindan (CAC)S  ile olugturulan hibridizasyon
bandlarinin sayisi ve sikhis diger problara gtire daha
fazladir (24). Bu probla yapilan daha Gnceki DNA
Fingerprinting deneylerinde gesitli restriksiyvon en-
#zimleriyle DNA'min kesimi sonrast bu probun 11-16
band olugturdugu goriilmiistir. Daha az polimorfik
olan (GACA M probu i1se (CAC)S probuna gire daha
kiigiik DNA pargalanm tammaktadir, Caligmamizda
bu problar ile daha oneeki galismalarda elde edilen
band sayilarina yakin bulundu. Calismamizda di-
zoksigenin ile igaretli (GACA)4 probunun 2-9 kb'dan
daha biiyiik DNA pargalanm da tamiyabildiging be-
lirledik.

Kullanilan problann radyoaktif olmayan yon-
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temlerle igaretlenmesinin gesitli avantajlan vardr,
Daha dayamikh  olmalar, radyoaktivitenin teh-
likelerine maruz kalinmamasi, sonuglanin daha kisa
sitrede elde edilebilmesi bunlardan birkagidir (25).
Streptavidinin nitroselliloz ya da naylon membran
anlidigoksigenin sistemi, yine radyoaktif olmayan
biyotn-streptavidin  sistemine tercih edilmektedir
(26). Bu nedenlerle galigmamizda radyoaktif ol-
mayan digoksigemin-antidigoksigenin sistemi tercih
edilmistir,
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