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d Sistema complejo
50 antigenos
muchos fenotipos
minimo 200 alelos
un fenotipo pode generar varios genotipos

A Principales antigenos
D; Clc; Ele

8 haplotipos: Dce(R,),Ce(r’), DcE(R,), CE(r"),
Dce(R,), ce(r), DCE(R,), CE(r,)



d Rh
 Sistema ISBT: 004
d Simbolo ISBT: RH
d Fenotipo: D+C+E-c+e+
RH:1,2-3,4,5
Dce/ce ou Dce/dce=R;r
4 Probable genotipo: DCE/ce, RH1,2,5/RH*4,5
ou Rlr

i



Por gue RhD es tan inmunogénico?
Principal causa de la DHFR
40-75% de los D- tornan se aloinmunizados cuando expuestos a la hematies D+

Tl-
ﬂhﬁ!
Por que grupos étnicos Africanos/ Hispanicos desarrollan anticuerpos RhD

complicados?
Anti-D en D+, D débil M

Por que el sistema Rh es tan complejo?
- NUmero elevado de antigenos

D, C/c, E/e (comunes)
~ otros 40

Variantes
- Diferencias en la expresion de D
D positivo o D negativo?
- D debil
- D parcial




RHD
Rhpositivo” D> < e

antigeno D antigenos CcEe

“Rh negativo” X Deletado X ce
Europeos- 15-17%

C/E El/e
NN~ )

RhD

g i
) SRAVAN

Circulos- representan 32-35 diferentes amino acidos entre RhD y

1. Esa diferencia explica por que RhD es tan inmunogénico
Mayoria de los antigenos de grupos sanguineos difieren en u (o pocos) aa M



Delecion) RHPecUHe pPorcrossing over desigual

----p RHD

U B RHD > B2 -
Wagner and Flegel M

Blood 2000,95:3662



RHD

RHD

antigeno D antigenos CcEe

- Localizacion en el cromosoma - genes mucho préximos
- Orientacion —final 3’ cara a cara un con otro

<7 N\
Durante la replicacion cromosémica
formacion de hair-pins
cambios ocurren
- un actua como template para la porcion do otro

“Conversion genica”
Principal causa para la diversidad RH

<

e



3 mutaciones missenses en el exon
RHD ¥ M218I, F223V, S225F
|

|

Cuadro de lectura

Ningdn franscrito detectado;
Ninguna RhD en la superficie de las hematies il



Rhesus RheSUS
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» —[7) =] ] S D par'cial (DIVb, DVI, DBT)
Fenotipos D- -, Dc-, r's
» RHD — Antigenos de baja incidencia
5 3'

———-

Direccion del gegne ——— M



SNP en el exon 5
RHD

| |
SNPs en el exon 6

Alteran epitopes y la expresion del antigeno RhD
en la superficie de las hematies il



Del
RhD-neg

Stop codon prematuro

Cuadro de lectura

Ningun transcrito detectado;
Débil expresion RhD en la superficie de las hematies il



Discrepancias
entre resultados
(pasado y
presente)

Variantes RhD
( D debil, D parcial,
Del)

Variedad de
meétodos
(microplaca, gel,
tubo)




Diferencias en la expresion de RhD

D-negativo - 15-17% Europeos - debido a delecién RHD
3-7% Africanos, 0.5-1% Asiaticos — debido a mutaciones RHD

D-positivo — Mayoria tiene el gene RHD — PERO HAY EXCEPCIONES




1 D debil (presentan todos los epitopes de D, pero con
variaciones en la expresion dependiendo del monoclonal)

1 D parciales (pierden epitopes y reacciona con algunos
monoclonales y no reacciona con otros)

) Del (expresion muy baja, detectado solamente por testes
de adsorcion y eluicidon
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mutaciones de unico polimorfismo (SNP) en lo gene (72 tipos descritos)

¢

efecto en la cantidad de la proteina, pero no en los epitopes de D
generalmente no desarrollan anti-D M




expresion muy deébil del antigeno RhD : siempre fenotipado como D
negativo (17 tipos descritos)

- detectado por eluiciéon

- mutaciones de unico polimorfismo (SNP) en el gene

- mutaciones en sitios de splice

- impiden la integracion con la membrana

i #I.HH, 2l

- DEL RHD(K409K) encontrado en los raros Asiaticos D negativos (1/3) y son
generalmente C+



D categorias (31) y otros tipos de D parcial (57)

- SNPs- extracelular
- O muchos genes hibridos- regiones del gene RHD
cambiadas por RHCE
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- nuevos antigenos y epitopes D alterados
pueden desarrollar anti-D

%, e Ao
P ¥ 10T Fop,

7y

el ¢ 5
ki § L

by
JEREL A TRy |
Y e



RhD
Débil

1. Algunos son di ficéis de detectar con reactivos seroldgicos
Discrepancias en la tipaje: D- con un reactivo; D+ con otro
Se unidades de sangre de donantes son rotuladas como D- pueden
estimular anti-D en receptores D-

Ejemplos: D Debil tipo 2
D Débil con RHCe en trans
DEL- ningun reactivo detecta

2._Algunos pacientes desarrollan anti-D
Preconizado - mayoria dos pacientes con D débil no desarrollan anti-D
- altera cantidad da proteina, pero no los epitopes D da superficie M

- No es regla para todos los tipos de D debil — dificil de pre determinar



O RhD: 10.000 a 25.000 sitios/hematies
O D Débil: densidad antigénica varia de acuerdo con el tipo
de D débil: 66 a 5.000 sitios/hematies

25001
1500 o
1000—— tipo 1
L
500— — IKE¥D -
Cut off serologico=
500 ags/hematies
- .
300— 2

D débil tipo 5: generalmente tipados como RhD-negativo M



(A RhD: 10.000 a 25.000 sitios/hematies
A DEL: densidad antigénica: < 50
sitios/hematiés

Cut off serologico=500 ags/hematies

DEL: generalmente tipados como RhD-negativo

DEL encontrado en los raros Asiaticos RhD-negativos y son C+ ou E+ M



Gene RHD y donantes DEL-positivos entre
donantes D-negativos

Fenotipo Rh HD Pos
27.859
1.241

~0S

N
w

— f—

CCEe
Total 29.823

N
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Hematies D Parcial reacciona como D+ y no son
iIdentificadas hasta que el paciente desarrolle anti-D

poseen epitopes de D alterados

NH2

Debido a las mutaciones localizadas en la region extracelular

DMH- L54P DFW- H166P DHMi- T283l D'- A354D
DVI-L110P DHR- R229K DNU-G353R DNB- G355S

Debido a las proteinas RhD/RhCE hibridas
DIl DIV DV DVI DBT DAR DOL DAU etc.




A RhD: 10.000 a 25.000 sitios/hematies
D parcial: densidad antigénica: 500 a 25.000
sitios/hematies

D Cat VI y DAR: pueden ser tipados como RhD-negativo

"



RHD(L299G)
RHD(A22E)

RHD(L214F)
RHD(G336R)
RHDL383P)
RHDdelF407W408)

RHD(RIOW)
) 2007-2008

RHD(1253N) RHD(A226P)
RHD(A294V) RHD(S225F)
RHD(A23D) RHD(L227P)
RHD(V3061) RHD(H171Q)
RHD(R10P) RHD(1288T)
RHD(D404E) RHD(S284L)
RHD(A414V) RHD(L207F)
RHD(IVS3=3G>C) RHD(Q49R)
RHD(IVS4+5G>A) RHD(G96S)
RHDIVS6-14DEL13) RHD(S103P)
RHD(165C>T)
RHD(960G>A) g
14
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RHD(IVS8+1G>A)
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Tipo de variante

Antigeno D Alelo (tipo molecular)

D categoria RHD-CE-D (alelos hibridos)

D parcial: Europeos Cambio missense (1 aa) extracelular

D parcial: Africanos Cambio missense (varios aa) extracelular

D débil Cambio missense (1 aa) no extracelular
DEL e. X. Mutaciones en sitios de splice

D negativo Delecion RHD
Reordenacidn no funcional
Mutaciones nonsense




D Fraco

Tipo 1
Tipo 2

Tipo 3

Tipo 4

Qutros

Total

Alemanha

95 (60%)

43 (27%)

Tyrol Republica Franca Espanha Portugal

Checa

43 (33%) 98 (58% ) 30 (4€. , 21 (49%° »T A%

10 (8%) 17(10%)  21(32% _ 14" o%)g® 63 (64%)

D débil tipos 1-4 son los mas
frecuentes: 94-96% Europa
91-99% Brasil

Brasil

207 (46% )

81 (18%)




Tipar como RhD-
pacientes con D parcial
gue pueden
se aloinmunizar

ldentificar gestantes
gue necesitan hacer
uso de la profilaxia Rh

ldentificar donantes
con variantes de D
gue pueden aloinmunizar
pacientes RhD-
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Implicados en |a
D categoriay a|0inmuni2aCiC')n

otros tipos de
D parcial
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/'- Implicados en la
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Transfusiones
RhD+ en pacientes
D débil tipos
1-4

3-6% de las unidades de sangre
RhD- son preservadas
Mejor aprovechamiento

de los estogues de sangre
RhD-

No utilizacidon
De la profilaxia Rh en
gestantes
D débil tipos
1-4

Mejor utilizacion
De la profilaxia Rh
Menor costo




Aumento de la seguridad
transfusional

Reduccion de la
aloinmunizacion




RHD
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ce
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Prevalente en Africanos

D-exon conversion
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RHD
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ce
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X SNP
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Problems

n
D
L
=

En Africanos, Hispanicos, y grupos étnicos mixtos con
un gene hibrido D-CE-D especifico

RHD RHCE
TR - ces
W16C L245V
15 % D/Ce/D hibrido: D-negativo Variante ce
C-positivo

Fenotipo C positivo; desarrolla anti-C
Gene hibrido D-CE-D asociado a la variante e desarrolla anti-e

Ese haplotipo RH es frecuente en pacientes falciformes
aproximadamente 22% Africanos

-



Problemas en la fenotipage del antigeno e

En Africanos, Hispanicos, y grupos étnicos mixtos
- ce “convencional”

Muchos genes diferentes, todos con expresion alterada del antigeno e

(N ces

w16C L245V G336C
- ceMO
wW16C V223F

(Sl ceEK

W16C M238V R263G M267K

ceAR

W16C M238V L245V R263G M267K 1306V

(S - ceBI

W16C M238V A273V L378V

Desarrollan anti-e y/o anti-ce M

Frecuentes en pacientes falciformes



con O Sin
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C+ e+

103Ser
SR i 0

C+ e+
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226Pro
c+ E+

EHE R

226Pro
C+ E+

Alelos variantes

>100 RHD diferentes

D parcial, D débil, DEL etc.

hrs-, hrB-, etc
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JMuchas regiones do gene deben ser analizadas

1 Generalmente requiere secuenciamiento do gene
entero

_INecesidad de genotipage por microarray

1 Conocimiento de los cambios en lo gene que
alteran los epitopes de la proteina = clinicamente

significantes




Perspectivas

Fenotipo Genotipo

R
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A 255

aglutinacion




Hemocentro |

Hemacentro Il
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