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Chimerism analysis after allogeneic 
hematopoietic stem cell transplantation 
as a prognostic factor of relapse in 
hematopoietic malignancies in children 

Victoria A. Lavrinenko, Yulia E. Mareiko, Tatsiana V. Savitskaya, Mikhail V. Belevtsev, Olga V. Aleynikova
Belarusian Research Center for Pediatric Oncology, Hematology and Immunology, Minsk, Belarus

Introduction
Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (al-
loHSCT) has become an important treatment method for 
many hematopoietic malignancies. Relapse of the underly-
ing disease after alloHSCT remains the most common cause 
of transplantation failure. It has been shown in many studies 
that the patients with hematopoietic mixed chimerism (MC) 
were at higher risk of relapse after alloHSCT. MC was rec-
ognized as an important predictor of relapse and can serve 
as an index for preventive immunotherapy administration 
which may cause improvement of treatment outcomes in the 
high-risk patients after alloHSCT. In the majority of studies, 
the chimerism analysis had a sensitivity of 1 to 5% and de-
pended on the method of its registration. Moreover, there are 
no exact threshold chimerism values for individual relapse 
prediction. The aim of this study was to evaluate hematopoi-
etic chimerism in patients after alloHSCT and to determine 
the threshold chimerism levels which may predict relapse. 

Patients and Methods
We have studied chimerism levels in 51 patients with ma-
lignant diseases, following 54 HSCT (three patients received 
2nd HSCT). The patients with various oncohematological 
diseases (acute lymphoblastic leukemia, acute myeloid leu-
kemia, myelodysplastic syndrome, non-Hodgkin lympho-
ma) underwent allogeneic HSCT at the age of 0,6-29 (a me-
dian of 10 years old) between May 2009 – May 2015. The 
chimerism evaluation was performed by polymerase chain 
reaction of short tandem repeats (STR-PCR) with commer-
cial AmpFlSTR® SGM Plus® PCR Amplification Kit (Applied 
Biosystems), and capillary electrophoresis (sensitivity 1 
to 5%). The samples were taken at the days +30, +45, +60, 
+80, +100, +140, +180, +245, +365, and bi-annually at later 
terms. At the chimerism levels of 97-100%, the result was 
confirmed by a more sensitive method (±0,01%) using re-
al-time PCR detection of insertion/deletion polymorphisms 

(InDel-PCR). The samples collected at the time of docu-
mented relapse and afterwards were excluded from the main 
analysis.

Results
We determined background levels of recipient DNA in the 
samples after alloHSCT in 40 patients with successful en-
graftment, stable chimerism values, or decreasing MC in ab-
sence of relapse. The appropriate range of donor chimerism 
(DC) was 99,0 to 100% on D+30 and 99,7 to 100% at later 
terms (90th percentile). The DC of 99,7% was established as 
the threshold value which may be predictive for a relapse. 
The detectable chimerism levels following alloHSCT could 
be classified as follows: Mixed chimerism (MC) of >99% on 
day +30 and very low MC levels at later terms 99,7-100%, 
n=36; 3 relapses (group A); MC of >99% on day +30, and MC 
on subsequent days 99,7-100%, with episodes of DC<99,7%, 
n=9, 6 relapses (group B); MC of<99% on day +30, and 
decreasing MC on later terms reaching DC of >99,7% on 
day+45 to day+100, n=3, relapse-free (group B); MC on day 
+30<99%, then decreased MC on subsequent days, how-
ever, not reaching 99,7%, followed by increase in recipient 
cells, n=1, relapsed (group B); MC<99% on the day +30, fol-
lowed by increased MC and graft rejection, n=1, relapse-free 
(high-level minimal residual disease); no engraftment, n=2, 
1 relapse. Two patients were not included into analysis, since 
they had no available markers for InDel-PCR, they exhibited 
100% of DC by STR-PCR. According to the individual chi-
merism dynamics, we have classified the patients as follows: 
group A – patients with DC >99,7% including those with 
decreasing MC who reached DC level >99,7% and group B – 
patients with DC<99,7%, including those with decreasing 
MC not reached DC level 99,7%. There were 39 alloHSCT 
patients in group A. Only 3 patients (7,7%) relapsed on the 
days +195, +255 and +1184. In two cases (relapsed after 200 
days) we couldn't predict an impending relapse, due to long 
time between last DC testing and relapses (>68 days). The 
patient who relapsed on day +195 received a highly intensive 
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immunosuppression because of treatment complications. 
Group B consisted of 10 alloHSCTs, with relapse in 7 cas-
es (70%). The time period between relapse and MC increase 
(DC<99,7%) was 1 to 41 days (a median of 28 days). In two 
relapse-free children, a reconstitution of DC to >99,7% was 
observed at later terms, unlike relapsed patients who exhib-
ited increase in recipient cells. The third patient (without re-
lapse) died from the therapy complications at the DC level of 
92,9%. There were significant higher probability of relapse in 
group B (with DC level<99,7%), as compared to the group A 
patients with DC >99,7% (p=0,0001). The two-year EFS was 
16,9% for group B and 93,6% for group A (p=0,00001). 

Conclusions
Analysis of chimerism in the patients with hematopoietic 
malignances requires more sensitive methods (InDel-PCR) 
than the "golden standard" STR-PCR, in order to predict 

a developing clinical relapse. Those patients who have not 
reached chimerism level >99,7%, or showed a reduced DC 
level of<99,7% after alloHSCT, were at higher risk of relapse. 
A more frequent chimerism monitoring is recommended for 
this group of recipients.
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Химеризм после аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток как прогноз  
развития рецидива у детей  
со онкогематологическими заболеваниями

Виктория А. Лавриненко, Юлия Е. Марейко, Татьяна В. Савицкая, Михаил В. Белевцев, Ольга В. Алейникова
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Введение
Аллогенная трансплантация стволовых гемопоэтиче-
ских клеток (аллоТГСК) является важным методом 
лечения многих онкогематологических заболеваний. 
Однако актуальной проблемой остается развитие ре-
цидивов после аллоТГСК. Во многих исследованиях по-
казано, что пациенты со смешанным химеризмом (СХ) 
имели более высокий риск развития рецидива после 
аллоТГСК. Эти результаты свидетельствуют, что СХ – 
прогностический фактор рецидива у пациентов и мо-
жет служить критерием для назначения превентивной 
иммунотерапии, что будет способствовать улучшению 
результатов лечения пациентов высокой группы риска 
после аллоТГСК. При этом анализ химеризма в боль-
шинстве исследований имеет чувствительность 1-5% 
и зависит от метода его определения. Кроме того, нет 
четкого определения порогового значения уровня химе-
ризма для прогноза рецидива.

Цель
Оценить гемопоэтический химеризм у пациентов после 
аллоТГСК, определить пороговое значение уровня химе-
ризма, которое может предсказать развитие рецидива.

Пациенты и методики
Мы исследовали уровень химеризма после 54 аллоТГСК 
у 51 пациента (3 пациента получили вторую аллоТГСК) 
в возрасте 0,6-29 (медиана 10) лет со злокачественны-
ми заболеваниями (острым лимфобластным лейкозом, 
острым миелоидным лейкозом, миелодиспластическим 
синдромом и неходжскинскими лимфомами) с мая 2009 
по май 2015. Анализ химеризма проводился при помо-
щи полимеразной цепной реакции STR (short tandem 
repeats) маркеров (STR-ПЦР) и капиллярного электро-
фореза (с чувствительностью 1-5%) коммерческим набо-
ром AmpFlSTR® SGM Plus® PCR Amplification Kit (Applied 
Biosystems)на +30, +45, +60, +80, +100, +140,+180, +245, 
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+365 дни и затем каждые 6 месяцев. Если уровень хи-
меризма был 97-100%, результат подтверждался  более 
чувствительным (0,01%) ПЦР в реальном времени InDel 
(insertion/deletion) полиморфизмов (InDel-ПЦР). Об-
разцы на момент рецидива и после не учитывались. Ре-
зультаты: В результате анализа данных пациентов с при-
живлением трансплантата, стабильно высоким уровнем 
химеризма или уменьшающимся СХ и не развивших 
рецидив после аллоТГСК (n=40) был определен уро-
вень «нормального» колебания химеризма. Он составил 
99,0-100% на +30 день и 99,7-100% в последующие дни 
(90-й процентиль). Значение уровня химеризма 99,7% 
после +30 дня было принято за пороговый уровень для 
определения риска развития рецидива. После аллоТГСК 
определяли различные уровни химеризма, а именно: 1) 
смешанный химеризм (СХ) на +30 день >99% и очень 
низкий уровень СХ в последующие дни 99,7-100%, n=36, 
3 рецидива (группа A); СХ на +30 день >99% и уровень 
СХ в последующие дни 99,7-100% с эпизодами паде-
ния ДХ<99,7%, n=9, 6 рецидивов (группа B); СХ на +30 
день<99% и уменьшающийся СХ в последующие дни, 
достигший >99,7% на +45-+100 дни, n=3, без рецидивов 
(группа A); СХ на +30 день<99% и уменьшающийся СХ 
в последующие дни, но не достигший 99,7% и затем на-
растающий % клеток реципиента, n=1, рецидив (группа 
B); СХ на +30 день<99%, дальнейший увеличивающийся 
СХ и отторжение трансплантата, n=1, без рецидива (вы-
сокий уровень минимальной остаточной болезни); нет 
приживления, n=2, 1 рецидив. Два (3,7%) пациента не 
были включены в анализ, так как не было информатив-
ных маркеров InDel, у них был 100% ДХ методом STR-
ПЦР. В зависимости от динамики ДХ после +30 дня мы 
выделили 2 группы пациентов: группа А – пациенты с 
ДХ >99,7%, в том числе с уменьшающимся СХ, достиг-
шие донорского химеризма (ДХ) >99,7% и группа В  – 
пациенты с ДХ<99,7%, в том числе с уменьшающимся 
СХ, не достигшие ДХ >99,7%. В группу А вошло 39 ал-
лоТГСК, только 3 (7,7%) пациента развили рецидив на 
+195, +255 и +1184 дни. В двух случаях (рецидивы после 

200 дня) мы не смогли предсказать возврат заболевания 
из-за длительного периода между последней точкой ис-
следования химеризма и диагностикой рецидива (более 
68 дней). Пациентка, развившая рецидив на +195 день 
получала высокоинтенсивную иммуносупрессивную 
терапию по поводу осложнений лечения. В группу В 
вошло 10 аллоТГСК, в 7 (70%) случаях развился реци-
див. Время между развитием рецидива и увеличением 
СХ (ДХ<99,7%) составило 1-41 день (медиана 28 дней). 
У двоих детей, не развивших рецидив, при повторном 
исследовании наблюдалось восстановление ДХ >99,7% в 
отличие от пациентов с рецидивом, у которых в даль-
нейшем выявлялось нарастание аутологичных клеток. 
Третья пациентка (без рецидива) умерла от осложнений 
терапии при ДХ 92,9%. В группе В (пациентов с уровнем 
ДХ<99,7%) вероятность развития рецидива значитель-
но выше, чем в группе А (с ДХ>99,7%) (p=0,0001), 2-х 
летняя безрецидивная выживаемость составила 16,9% и 
93,6%, соответственно (p=0,00001).

Заключение
Пациенты с онкогематологической патологией для ис-
следования химеризма после аллоТГСК требуют ис-
пользования более чувствительных методов (InDel-
ПЦР), чем «классический» STR-ПЦР для своевременной 
выделения группы риска рецидива. Пациенты после 
аллоТГСК не достигшие уровня химеризма более 99,7% 
или снизившие уровень ДХ<99,7% находятся в группе 
риска развития рецидива. У данной группы реципиен-
тов рекомендуется более частый контроль химеризма.
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