
ZNA^AJ HIMERIZMA U SUDSKOJ MEDICINI

Prema geneti~koj definiciji himerizam predstavlja
pojavu dve ili vi{e populacija geneti~ki razli~itih }elija u
jednom organizmu. Himerizam mo`e biti uro|eno ili ste~eno
stanje. Uro|eni, tzv. tetragametski himerizam, javlja se kao
posledica fuzije dva embriona u ranim fazama razvi}a. U
ste~enom himerizmu mati~ne }elije jedne osobe bivaju unete
u organizam medicinskom inervencijom: transfuzijom ili
tranplantacijom kostne sr`i. Himerizam se kod dvojaj~anih
blizanaca mo`e javiti kao posledica razmene mati~nih }elija
tokom intrauterinog razvi}a, preko anastomoza krvnih sudo-
va. 

Ovo odstupanje od standardne geneti~ke dogme da sva
tkiva jednog organizma imaju isti geneti~ki materijal ima
svoj o~igledni sudskomedicinski zna~aj. Utvr|ivanje
porekla biolo{kog materijala prona|enog na mestu zlo~ina
ili na predmetima koji se mogu dovesti u vezu sa izvr{enim
krivi~nim delom sprovodi se na osnovu upore|ivanja rezul-
tata DNK analiza tog biolo{kog traga sa referentnim
uzorkom uzetim od osobe osumnji~ene da je ostavila taj
biolo{ki trag. Pri tome se kao referentni uzorak naj~e{}e
uzima uzorak brisa bukalne sluznice. Pore|enje dobijenih
rezultata i izja{njavanje o mogu}em identitetu osobe koja je
ostavila svoj biolo{ki materijal zasniva se na pretpostavci da
je geneti~ki materijal identi~an u }elijama krvi, dlakama ili

semenoj te~nosti, sa jedne strane, i }elijama sluzoko`e usne
duplje, uzetim radi pore|enja. Nepodudarnost ovih rezultata
interpretira se kao isklju~enje mogu}nosti da prona|eni
biolo{ki materijal poti~e od testirane osobe (Stojkovi} O.,
2008). 

Himerizam, kao redak geneti~ki fenomen mo`e imati za
posledicu neo~ekivane rezultate i u slu~ajevima sudskomed-
icinskog ve{ta~enja spornog roditeljstva. Jedan od najpoz-
natijih je slu~aj `ene koja je tokom svoje tre}e trudno}e, pri-
likom razvoda od mu`a, morala socijalnoj slu`bi da dokazu-
je da je upravo njen mu` biolo{ki otac njene dece (Yu et al.,
2002). Iako su DNK analize pokazale da njen mu` jeste
biolo{ki otac dva starija deteta, socijalna pomo} joj je
uskra}ena jer su iste DNK analize pokazale da ona nije nji-
hova majka. Na tra}em poro|aju ove `ene optu`ene da je
prevarom na osnovu tu|e dece htela da prisvoji socijalnu
pomo} za sebe, prisustvovao je i sudski ve{tak koji je odmah
po ro|enju uzeo krv od novoro|en~eta. DNK analize su je
ponovo isklju~ile kao majku i ovog deteta, a optu`nica je
izmenjena u prevaru na osnovu surogat materinstva.
Preokret u sudskom postupku uneo je advokat optu`be, koji
je posumnjao da se kod ove `ene radi o himerizmu. I zaista,
kada su nakon analiza sprovedenih na uzorcima krvi, dlaka i
ko`e, koje su je sve isklju~ivale kao biolo{ku majku, analize
ponovljene na uzorku brisa cervikalne sluzoko`e, dale su
druga~ije rezultate. Ne samo da su njena razli~ita tkiva imala
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razli~ite genotipove, ve} je poslednje uzeti biolo{ki uzorak
potvrdio njeno biolo{ko materinstvo nad svo troje dece. 

U velikom broju kriminalisti~kih slu~ajeva, biolo{ki
materijal na mestu zlo~ina predstavlja me{avinu }elija
poreklom od razli~itih osoba, u~esnika u krivi~nom delu.
Neki od takvih slu~ajeva, kao {to je na primer me{avina
semene te~nosti napada~a i }elija epitela `rtve, mogu se
razre{iti pre sprovo|enja DNK analiza, primenom tehnika
diferencijalne ekstrakcije DNK molekula iz razli~itih tkiva,
ili fizi~kim razdvajanjem razli~itih }elija pod mikroskopom,
primenom laserske mikrodisekcione tehnike. Me{avina krvi
ili pljuva~ke poreklom od dve osobe se me|utim na ovaj
na~in ne mo`e tretirati. Dramati~no visoka senzitivnost
savremenih analiti~kih tehnika zasnovanih na primeni PCR
tehnologije, ~esto dovodi do toga da se ~ak i analizom poje-
dina~nih mrlja krvi otkriva prisustvo minimalne koli~ine
}elija poreklom od neke druge osobe. Ova situacija namet-
nula je potrebu za preciznom interpretacijom utvr|enih
me{anih DNK profila u smislu pouzdane procene relativne
zastupljenosti razli~itih }elija, poreklom od razli~itih osoba,
u me{anim biolo{kim tragovima (Clayton et al., 1998). 

Rezultati ovog metodolo{kog i tehnolo{kog napretka u
sudskomedicinskoj genetici brzo su na{li primenu i u drugim
granama medicine, pre svega u hematolo{koj genetici i
pra}enju himerizma nakon transplantacije kostne sr`i (Krsti}
A. et al., 2007). 

PRIMENA FORENZI^KIH METODA
U HEMATOLOGIJI

Transplantacija alogenih pluripotentnih mati~nih }elija
hematopoeze iz kostne sr`i predstavlja va`nu terapijsku pro-
ceduru u velikom broju uro|enih i ste~enih hematolo{kih
maligniteta. Mogu}nost pra}enja uspe{nosti transplantacije
kostne sr`i zna~ajna je za predvi|anje negativnih ishoda
bolesti, kao {to su relaps osnovne bolesti, odbacivanje kale-
ma ili nastanak kalem-protiv-doma}ina bolesti i od zna~aja
je za pravovremenu primenu adekvatnih terapijskih i profi-
lakti~kih protokola kod transplantiranih pacijenata.
Kvantitativna analiza relativne zastupljenosti graftovanih
mati~nih }elija u kostnoj sr`i pacijenta najneposrednije se
mo`e vr{iti procenom relativnog broja krvnih }elija primao-
ca i davaoca u perifernoj cirkulaciji. Stanje u kome se u per-
ifernoj krvi pacijenta pojavljuju }elije druge osobe ozna~ava
se kao himerizam.

Ranije tehnike za procenu himerizma, zasnivane na
metodama fenotipizacije antigena crvenih i belih krvnih
zrnaca, analize izotipova imunoglobulina i citogeneti~kim
studijama, bile su ograni~ene stepenom polimorfnosti
pra}enih markera, malom senzitivno{}u ili specifi~nim
zahtevima, kao {to su razlika u polu izme|u donora i recipi-
jenta. Tako na primer, jedna od veoma senzitivnih tehnika,
FISH za X i Y hromozom, mogla je da se primeni samo uko-
liko su donor i recipijent razli~itog pola. 

Savremeni pristup u proceni himerizma zapo~eo je sa
RFLP analizama bialelskih i minisatelitskih DNK markera.
Iako je ova tehnologija omogu}ila metodolo{ki pristup u
analizi brojnih visoko polimorfnih geneti~kih markera,
mana RFLP tehnologije je bila u relativno velikoj koli~ini
potrebnog polaznog materijala, te niskoj senzitivnosti pri
detekciji slabo zastupljenih }elijskih populacija. Uvo|enje
PCR tehnologije za brzu, specifi~nu i senzitivnu ampli-

fikaciju i analizu razli~itih geneti~kih markera, omogu}ilo je
prevazila`enje svih ovih problema i obezbedilo novi mo}ni
pristup u proceni himerizma. 

Savremeni pristup u proceni himerizma zasniva se na
upotrebi fluorescentno obele`enih prajmera za PCR
umno`avanje polimorfnih genskih lokusa, a kvalitativna i
kvantitativna analiza umno`enih produkata u aparatima za
automatsko sekvenciranje molekula DNK omogu}uje pre-
ciznu procenu udela donorovih i recipijentovih alela u
uzorku periferne krvi transplantovanog pacijenta. Iako se
na~elno razli~iti polimorfizmi (SNPs- singularni nukleotidni
polimorfizmi, indels- inserciono delecioni polimorfizmi,
STR- kratki uzastopni ponovci) mogu pratiti primenom ove
tehnologije, Me|unarodni registar transplanta kostne sr`i
(IBMTR-International Bone Marrow Transplant Registry,
2001), preporu~uje PCR analizu upravo mikrosatelitskih
(STR) genskih lokusa u uzorcima periferne krvi pacijenata,
budu}i da ovaj pristup predstavlja senzitivan, reproducibilan
i informativan postupak za procenu himerizma hematopoet-
skih tkiva. ^ak i u slu~aju kada su donor i pacijent najbli`i
srodnici, me|u analiziranim genskim lokusima mo`e se
prona}i vi{e informativnih markera na kojima je mogu}e
proceniti kvantitativno u~e{}e donorskih alela u perifernoj
cirkulaciji pacijenta. 

U pilot studiji koja je sprovedena u saradnji Instituta za
zdravstvenu za{titu majke i deteta Srbije "dr Vukan ^upi}" i
Instituta za sudsku medicinu Medicinskog fakulteta u
Beogradu, kojom je obuhva}eno deset bolesnika, pokazali
smo da multipleksovana (simultana) analiza 15 mikrosatelit-
skih genskih lokusa daje veoma vernu procenu stanja
himerizma kod pacijenata nakon transplantacije mati~nih
}elija hematopoeze. Pouzdanost ove metode posebno je
zna~ajna kada su primalac i davalac najbli`i srodnici, po{to
se  me|u analiziranim genskim lokusima mo`e na}i vi{e
informativnih markera koji omogu}avaju procenu kvantita-
tivnog prisustva alela davaoca u perifernoj cirkulaciji paci-
jenta. Sistem koji smo primenili istovremeno analizira i
amelogenin, gen koji je u razli~itim alelskim varijantama
prisutan na mu{kom i `enskom polnom hromozomu, {to
nam daje dodatne analiti~ke mogu}nosti i kada su davalac i
primalac razli~itog pola. Multipleksovana simultana analiza
15 mikrosatelitskih genskih lokusa kao i polno vezanih alel-
nih varijanti amelogenih gena radi utvr|ivanja procentualne
zastupljenosti alela davaoca u perifernoj krvi bolesnika
sprovodi se u precizno definisanim vremenskim intervalima
nakon u~injene transplantacije.

Na osnovu poznavanja genotipova donora i pacijenta pre
transplantacije, donosi se zaklju~ak o relativnoj procentual-
noj zastupljenosti alelskih varijanti poreklom od donora i
onih poreklom od recipijenta, u uzorku periferne krvi paci-
jenata posle transplantacije. Kao relativna mera koli~ine
amplifikovanog produkta, uzima se veli~ina povr{ina ispod
signala (peak area), iz softverskog paketa Genotyper. Na
ovaj na~in, mogu}e je himerizam izraziti procentualno, uz
standardnu gre{ku izra~unatu na osnovu ve}eg broja infor-
mativnih genskih lokusa.

Iako se STR-PCR metoda koristi u mnogim laboratorija-
ma u svetu za pra}enje himerizma, do danas, nije formirana
standardizacija vremenskih intervala kao ni tipova uzoraka
za analizu. Jo{ uvek se porede klini~ke studije i diskutuje
koliki je prognosti~ki zna~aj me{anog himerizama za pojavu
relapsa kod razli~itih hematolo{kih bolesti. Na{ rad, uz
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izvesne modifikacije, oslanja se na preporuke Ameri~kog
dru{tva za transplantacije koje su objavljene 2001 godine
nakon "workshop"-a u kome je u~estvovao ve}i broj dijag-
nosti~kih centara (Buno I. et al, 2005.; Antin et al., 2001).

Mnogobrojne studije su pokazale da upotreba STR-PCR
metode omogu}ava veliku osetljivost, preciznost i brzo
dobijanje rezultata (Hoelle W. et al.,2004). Osetljivost STR-
PCR metode se kre}e izme|u 0.1% i 5% zbog same kompet-
itivne prirode metode lan~anog umno`avanja molekula
DNK. Kori{}enjem multipleks metode (sa 16 genskih
lokusa) pove}ava se preciznost kvantifikacije koli~ine DNK
u uzorku. Potencijalni problem kod STR analize su tzv.
"stutter" signali, koji nastaju zbog proklizavanja replika-
cione ma{inerije prilikom umno`avanja monotonih sekven-
ci koje sadr`e uzastopne kratke ponovke.Budu}i da je prob-
lem nespecifi~nih produkata amplifikacije najve}i kod
mikrosatelita sa di- i trinukleotidnim ponovcima, njihova
upotreba se naj~e{}e izbegava u ovom pristupu, ve} se pre-
poru~uje primena sudskomedicinsko geneti~kih markera
koji sadr`e tetranukleotidne ponovke. Kod forenzi~ki validi-
ranih STR markera, stutter signali kra}i su za svega jedan
ponovak od "pravog" alela, a intenzitet stutter signala je u
principu konstantan i dobro definisan za svaki genski lokus.
Pored toga, u sistemima koji se koriste u sudskomedicinskoj
genetici, primenjuje se tzv. multipleks pristup, koji
omogu}ava da se simultano analizira veliki broj (10 do 15)
mikrosatelitskih lokusa. Ovim pristupom pove}ava se {ansa
da se me|u analiziranim lokusima otkrije ve}i broj informa-
tivnih lokusa, koji se u razli~itim alelskim varijantama javl-
jaju kod donora i pacijenta, te i da se izbegnu lokusi kod
kojih nespecifi~ni produkti PCR amplifikacije ometaju
pravilnu interpretaciju rezultata (Schichaman et al.2002;
Antin et al. 2001).

PROGNOSTI^KI ZNA^AJ STR-PCR METODA ZA
PRA]ENJE BOLESNIKA NAKON TRANSPLANTACI-
JE MATI^NIH ]ELIJA HEMATOPOEZE

Pra}enje pacijenata obolelih od malignih hematolo{kih
bolesti u kra}im vremenskim intervalima STR-PCR
metodom omogu}ava da se predvidi relaps i da se otkriju
pacijenti sa najve}im rizikom da odbace kalem. Na`alost, u
slu~ajevima kada je mali vremenski interval izme|u pojave
me{anog himerizma i pojave relapsa blagovremena inter-
vencija nije mogu}a. Korelacija izme|u himerizma i relapsa

je u nekim studijama potvr|ena (Bader P. et al.,1996;
Ramirez M.et al.,1996; Formankova R. et al., 2000;
Gorezynska E. et al., 2004) dok u drugim nije potvr|ena
(Shatenberg A.et al.,1989; Suttrop M. et al., 1993; Schaap N.
et al., 2002; Choi SJ. et al., 2000). Ove razlike se delimi~no
mogu objasniti razli~itim protokolima za uzimanje uzoraka
(Bader P. et al., 2005). Guimond i sar. su pokazali da me{ani
himerizam u razli~itim subpopulacijama }elija hematopoeze
mo`e imati razli~it zna~aj za prognozu. Na primer me{ani
himerizam T }elija i NK }elija je dokazan kod pacijenata
kod kojih je do{lo do relapsa dok nije bio prisutan kod paci-
jenata koji su u{li u remisiju (Guimond M. et al., 2000).
Analiza himerizma u razli~itim subpopulacijama }elija
hematopoeze zna~ajno pove}ava senzitivnost analize i
mogu}nost prognoze klini~kog ishoda. Nasuprot, kod
uro|enih hematolo{kih bolesti (kao {to su talasemija, aplas-
ti~na anemija i dr.) stabilni me{ani himerizam predstavlja
dobru prognozu.

Pra}enje himerizma STR-PCR metodama ima prognos-
ti~ki zna~aj u smislu da li je do{lo do prihvatanja kalema, ali
ne mo`e slu`iti kao indirektni pokazatelj za postojanje min-
imalne rezidualne bolesti u slu~aju hematolo{kih malignite-
ta. Detekcija minimalne rezidualne bolesti mora da bude
specifi~na za odre|eni maligni klon i mora se pratiti anali-
zom }elija kostne sr`i. Prisustvo me{anog himerizma ne
zna~i i obavezno prisustvo malignog klona, koji je mogu}e
pratiti jedino kori{}enjem specifi~nih PCR tehnika ukoliko
je pacijent pre transplantacije bio pozitivan na primer za
neki fuzioni transkript ili je poznati TCR- ili IG- genski rear-
an`man kod ALL (van Dongen et al.,2003;Gabert et
al.,2003; van der Velden et al, 2003). Dakle, kombinacija
analize himerizma i analize minimalne rezidualne bolesti
daje najbolje rezultate za procenu statusa post-transplanta-
cione remisije i omogu}ava da se individualno kod svakog
pacijenta izabere strategija za prevenciju negativnog ishoda
(Bader P. et al.,2005).

Iz svih navedenih razloga, zaklju~ujemo da su standard-
ne forenzi~ke metode za identifikaciju osoba na{le veoma
zna~ajnu primenu u pra}enju hematolo{kih bolesnika nakon
transplantacije mati~nih }elija hematopoeze.
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Apstrakt 

Standardne DNK analize koje se uobi~ajeno koriste u sudskomedicinskoj genetici, bilo u cilju
identifikacije biolo{kih tragova ljudskog porekla u okviru kriminalisti~kih istraga, bilo za utvr|ivan-
je spornih srodni~kih odnosa, zasnivaju se na simultanim analizama ve}eg broja mikrosatelitskih
(STR) genskih lokusa, primenom PCR metode. Me|unarodni Registar za Transplantaciju Kostne Sr`i
je 2001 godine predlo`io upravo ovaj pristup kao metodolo{ki optimalan na~in za pra}enje uspe{nosti
transplantacije kostne sr`i. Transplantacija kostne sr`i je medicinska procedura koja uklju~uje trans-
plantaciju mati~nih }elija hematopoeze kod pacijenata sa uro|enim ili ste~enim hematolo{kim obol-
jenjima. Glavni cilj post-transplantacionog monitoringa u transplantaciji mati~nih }elija hematopoeze
je predvi|anje negativnog ishoda, kao {to je relaps bolesti, odbacivanje kalema i bolest kalem-protiv-
doma}ina. U tom smislu, kvantifikacija relativne zastupljenosti }elija donora i pacijenta  prisutnih u
perifernoj cirkulaciji pacijenta nakon transplantacije, mo`e poslu`iti da se ustanovi prihvatanje kale-
ma, odnosno da se proceni da li postoji puni ili me{ani himerizam.
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