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Fenotipo Sistema Sanguineo Rh
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Familia de Proteinas Rh humanas
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Proteinas Rh en la Membrana del Globulo Rojo
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Fenotipo Rh nulo:
Ausencia de las proteinas RhD y RhCE
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Polimérficos
Baja Frecuencia

Alta Frecuencia

Antigenos que portan las Proteinas RhD y RhCE

* Compuestos
1 2 (4) 3(5) 4(2) 5(3) 6 7 8 (9) 9(8) 10 11 12
D C E c e . f - Ce cw Cx V EW ‘G
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Hr, Hr hrs S ce I CE DW

25 26 (55) 27 28 29 30 31 32 (46) 33 34 35 36

c-like I cE hrf Rh29 Go? hr8 Rh32 Rh33 Hr8 Rh35 Be?
37 38 39 40 41 42 43 (58) 44 45 46 (32) 47 48 (57)
Evans Rh39 Tar Rh41 Rh42 Crawford Nou Riv Sec Dav JAL
49 50 51 52 (8) 53 54 55 (26) 56 57 (48) 58 (43) 59 60
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Inmunogenicidad Antigenos Rh

Frecuencias antigenos eritrocitarios donantes de Santiago versus Prevalencia de
aloanticuerpos pacientes de Santiago
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Inmunogenicidad Antigenos Rh

Immunogenicity x 100

1,3 0,9 0.8
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BLOOD GROUP ANTIGENS

Immunogenicity calculation performed with the antigenic frequencies of donors from Santiago and the
frequency of antibodies of the same specificity from patients treated at the same institution.



Variantes de RhD
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Interpretacion de resultados

El informe de resultados debe establecer claramente si el paciente o donante es “Rh D positivo™ o “Rh
D negativo”.

La presencia de variantes del antigeno Rh D debe ser interpretado como “Rh D positivo (Variante)”
acompafiados de una observacion que para efectos transfusionales o embarazo debe ser considerado como
“Rh D negativo™ hasta que se resuelva su investigacion por biologl’armolecular.
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Antigenicidad de RhD

D positivo D negativo
R2R2
D positivo R1r

D parcial D debil Del

Ausencia de epitopes D “Mayoria” de epitopes D presentes

Aumento de la densidad de sitios de antigeno D
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Frecuencias (%) Antigeno E sistema Rh
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Genotipo Sistema Sanguineo Rh




Genes RHD y RHCE

“Cajas Rhesus’




Mecanismos Moleculares subyacentes a la Expresion
del Fenotipo RhD y RhCE
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Genes RHD y RHCE
Entrecruzamiento desigual y Delecion
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Genes RHD y RHCE: Conversion génica

* Gen RHD-CE(4-7)-D
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Genes Hibridos del Sistema Sanguineo Rh

RHD

A EEEEEEEEE NN R

DV Tipo |

DV Tipo I

DV Tipo Il
DV b

DBT1

d(C)ces tipo |

On the Complexity of D Antigen Typing: A Handy Decision Tree in the Age of Molecular Blood Group Diagnostics .




Genes Hibridos: Sistema Sanguineo Rh

RHCE

Rhek: Etipo Il (EKK)  —J-H- - - — - - - — |E+/-(0)

RhCe: CeCW |-l - - - = = - - — | c"4{IMAR-|(ABF y ausencia de AAF)

On the Complexity of D Antigen Typing: A Handy Decision Tree in the Age of Molecular Blood Group Diagnostics . SEPTEMBER JOGC SEPTEMBRE 2007




* anti-RH1 (-D) associated with DVI *  anti-RH9 (-C)

+  DBT and DIVb phenotypes *  anti-RH11 (-EY)
+  RHD*12.04 (DOL4) *  anti-RH17 (-Hr®)
+  RHD*03.03 (Dllic) * anti-RH18 (-Hr)

«  RHD*D-CE(2-5)-D * anti-RH19 (-hr3)
*  RHD*O01EL.31 (RHD*148+1T) *  anti-RH23 (-D")

EHFRN moderada se ha reportado en:
* anti-RH1 associated with DHar * RHD*O01EL.44 (RHD*D-CE(4-9)-D)
* Dllla and DIVa phenotypes * RHD*25 (DNB)
* RHD*O01EL.08 (RHD*486+1A) * anti-RH20 (-VS)

anti-RH29 ("total" Rh)
anti-RH30 (-Go?)
anti-RH32

anti-RH34 (-HrB)
anti-RH36 (-Be?)

anti-RH40 (-Tar), anti-RH46 (-Sec)

e anti-RH31 (-hr8)
* anti-RH37 (-Evans)

* anti-RH42

Enfermedad Hemolitica Fetal y del Recién Nacido
por Antigenos producidos por Genes Hibridos

EHFRN severa o extremadamente severa mortales o con requerimiento de transfusiones se han reportado :

anti-RH48 (-JAL)

anti-RH54 (DAK)

RHCE*02.08.02 (RHCE*CW-RHD(6-10)
RHCE*03N.01 (RHCE*cEMI).

anti-RH49 (-STEM),
anti-RH51 (-MAR),

anti-RH55 (-LOCR), anti-RH58 (-CELO).

Test de antiglobulina humana directa positivo en RN pero sin EHFRN clinicamente significativa

* anti-RH1 (-D) associated with RHD*10.05 (DAU5),
« RHD*12.02 (DOL2).

Debido a la gran cantidad de especificidades que estan asociadas a EHFRN en el sistema sanguineo Rh, todos los anticuerpos
Rh debieran ser como potencialmente capaces de causar EHFRN, incluso si ain no ha sido reportado.

Maternal red blood cell alloimmunisation Working Party, literature review. RH blood group system: Rare specificities. Transfus Clin Biol. 2021 Aug;28(3):314-320. 2021 Apr 22. A Floch


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Floch+A&cauthor_id=33895380

Deduccion Fenotipo RhD y RhCE a partir del Genotipo
genes RHDy RHCE
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Meétodos para estudio del genotipo

* PCR RFLP
* Microarray

e Secuenciacion

Meétodos “in house”, kit o plataformas comerciales




Amplificacion Regiones Gendmicas de Interés
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PCR gen RHD variantes

..

EEE -
HH- - -

e —

L -

—_——

o --u-qug
- % W 8

- C€ 301PD1
Pa rt|a| D'TYPE & 201504
1] 6646

# Eme fehlende Bande m Resktion Wl west auf DFR (Seoicgieh schwaeh D-pesti oder BHD pai (himi-Brw. homarygol, seroiogisch D-negativ) hin. Bel fevncer Informatian

(BEY

& 201501
6647

Weak D-TYPE
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10 auttret . g
- _ S Worksheet und Auswertetabelle / Worksheet and Evaluation diagram
pirtchaii b =t b . B Reaktions-Nr. / feaction No. 1 2 3 4 5 6 7 8
Worksheet und Auswertetabelle / Worksheet and Evaluation diagram PCR'Pmd"kt.(G"’Bem be) | 250 126 165 101 120 112 128 o
PCR product (size in bp) 150 83 83 153
Reaktions-Nr. / Reaction Ne. 1|23 a]s]|6]7]8 ]9 [1w0]11]12]13]1a]s
FeiuBmelulc 1Geifie In ) 134 (146|118 | 135|132 132 |120 | 673 | 184 [ 132 [166 (107 | 117 [ 129 | 140] weak D Allele / weak D alleles
PR product (size in bp) e = = = = =
B e s epletye o, [ 2o, o]0 |00 o] [0 o]0 [ o [ -

Spezifitat / specificity Standard RHD weak D type 1.1 = = b= - - - -
D-positive = = S N - | weak D type 2 - = = B = Z =
D-negative, cc - weak D type 3 = = - - - - s
D-negative, Cc oder / or CC = weak D type 4.0, 4.1 = = o]

.0, 4. = il N =
Bir T be weak D type 4.2, DAR - = = - - -
Diila, liic, Il type 4 " cDe, CD%, CD¥ — =] = =] = L=
Dilib "+ che - = e e e XD 5 = s . = = = =
Diva ™ De — -1 - £ I I wank Thyme H
Divb, Vb » =] =T=1-= =1 =1-1-1- weak D type 11 (haplotype cDe) - - - - - = =
DIV type 3 CDe =1 =1= =l=l=1=1=
V type 4 CDe = =l == = - | RHD(M295I) (haplotype CD,e) - - - - - - i
SVa, Va-like, Va-sstociated, DES CDe = - =1-1-1=
DV type 1 <DE = = =8 O N N P weak D type 15 - = = = - = =
DV type 2 cDe = e = == N A
DV type 3 cha [ [ =] =T=1=1= weak D type 20 - - - - - - -
DV type 4 [DHMT] €D, COE —T=1= == I=1=1=
ovil . ceDe Elel=l= weak D type 15, 20 - - - - - = =
DAR {weak D type 4.2} De = =1 = I I P
DAU-0, DAU-1, DAU-2, DAU-3 De — =1 =1= - weak D type 17 - - - - i -
DAU-4, [DAL-5] =" chre = -1 =1-1=
DBT type 1 = =-1=-1- =T =1=1=1- weak D type 4.2, 17 - - - bt =
DBT type 2 coe = =1=-1-1- o e
DFF_% oder / or RHD psi - = =1=1=1= Weak D type 11/ RHD(M2951}, 17 - = = = - -
DHNI cDE = ===
DB CDe == == RHD pos. oder / or RHD nea. — = — — — - = =
RHCE-G5)-CE (DHAR (Rh33]) Do -1 -1-1- = l=1l=-1=1-I=1=1-I=1= e ————
RHCE(1-9)-D{10} cdE o I e e e e e = =(=1=-1=
RHD-CE(2-8)-D Cde o e e e e e — =1 =-1-1=
RHD-CE(3-7)-D___di{Clce" Cde - =1 =1=1= - =1=-1-1-
RHD-CE(4-7)-D. cdE =1 =-1=1- o e e e
| RHO-CE(8-9)-0 Cee =] = =1 =1= -
| RHDdelExD) + CDe = AR ERERTS
RHD(1-9)-CE(10), weak D type 20 & ] owm ] o= ] o=l
RHD{Q41X) = Cde - - | = = - -
-




PCR en Tiempo Real para estudio del gen RHD en ADNfl en plasma de

embarazadas RhD negativo
Se administra profilaxis anti-D a todas las
embarazadas RhD-, sin saber si el feto es D+ o D-

[Rarty ropert ]
Aprox, solo un 40 a 60% de las gestantes Rh(D)- Presence of fetal DNA in maternal piasma and serum

son portadoras de un feto Rh (D)+.

Y M Dennis Lo, Noemi Corbetta, Paul F Chamberiain. Vik Rai, lan L Sargent, Christopher W G Redman,
James S Wainscoat

Se puede conocer el fenotipo RhD del feto deducido del
estudio del genotipo RHD en ADNT]




PCR en Tiempo Real para studio del gen RHD en ADNf(l

Método in house, resultados Clinica Santa Maria

sangre de corddn

Resultados genotipo RHD en ADNfl y fenotipo RN en

sangre de cordon Negativo

Los resultados moleculares cg

confirmacion del sexo por ecog

2

Resultado n (%)
Positivo 37 72,5 :
Gen RHD en ADNfl . ‘
Negativo 14 27.5
. 4% Revista Chilena de ) :
Fenotipo RhD en | Positivo Obstetricia/Ginecologia

Resultados genotipo SRY y sexo fetal por ecografia

s

£ b -
iSOl LGN

Genotyping of
negative pregnant women

N

Resultado n (%)
Positivo 29 56,9%
Gen SRY en ADNfl .
Negativo 23 43,1%
g [ 29 56,9
i |'.) Check for updates
23 43,1

the RHD gene in free fetal DNA in plasma of RhD

en sangre de RN, y con |la

ad, especificidad

El genotipo RHD en ADNfl permite deducir el fenotipo del feto:

e Administrar la IgG anti-D solo a las portadoras de un feto RhD+.
e Sacar del grupo de riesgo a las portadoras de un feto RhD-.
e Noarriesgar la seguridad fetal con procedimientos invasivos




Microarray para Genotipificacion y Obtenc
Deducido

ion de Fenotipo

L4 | /
Extraccion de DNA $—> Preparacion de MIX I 4= i’a —

Mastermix y Taq polimerasa
incluidos en el kit HEABeadChip

Amplificacion
PCR Multiplex

Transferencia a software
de interpretacion BASIS

Identificacidon de Alelos y
Genotipo Eritrocitario

Eliminacion de dNTPs | —, @ ) |
y primers residuales - § § -

Generacion de

Captura de imagenes Deteccion por Hibridacién
Sistema AIS 200 ,_r__s_]

b HAHPPOH

v

Fenotipo deducido del genotipo

hebra simple ,_}’_} i;qtqt
!

Aplicacion ADN simple hebra a los
chips e Incubacion




Informes

PreciseType Human Erythrocyte Antigen (HEA)
Genotype by DNA Analysis Report
Sample Information Blood Group Folymorphism Result Comments
° Rh 307C=T (RhCE-P1035) AX
e n Ot I p O Patient'Donor Name:
109-bp Ins (RRCE-109Ins)| AB
PatientiDonor 10- 676G>C (RhCE-A226F) | AB
Sample ID: 342878 1006G>T (RhCE-G336C) | AA
Chip ID: HEAHZE44 1
Status- Axitl T33C>G [RhCE-L245V) AL

PreciseType Human Erythrocyte Antigen (HEA)
Phenotype by DNA Analysis Report
Sample Information Blood Group Antigen | Result Comments
F t 1 d d 1 d PatlantiDonor Mamsa: Rh c *
enotipo aeaucido c [ =+
PatiantiDonor ID- e +
Samipla 10 I0I4ZET B
E +
Chip 10 HEAHZ844 1
Statua: i 0
llr‘f:ﬂnnﬂ i~ I‘I\'E_Iﬂl'fl:j‘l'l'\'lﬂ AT-99 gaae ) reny] Whrrsnl VS ']




Secuenciacion de Siguiente Generacion

Amplificacion

X2OC0OOTPBOC ADN Input

Amplicones

Digestion parcial OCOCOODITK
de amplicones it

Unidn adaptadores (contienen index)

Adaptador
WOSC 0O OO TOOTL
W‘: WOOC 0O OO TOOTL
KWOTOX WO OO OO TOOS,

W M

Amplificacion : libreria

118
:

Cuantificacion y Pool

Secuenciacion

Formato Fastq de lecturas secuenciadas

Melal D E G ETIE
TCCCTTACCCCCAAGCTCCATACCCTCCTAATGCCCACACCTCTTACCTTAGGA

_l-ELI:.:l‘rLE.:l-kl- FFFEFFEFFFEFCFC<EEFEFFFCEFI<; EEFF=FEE?FCE
[@IL31 436B8:1 996:21421/2
CARAAACTTTCACTTTACCTGCCGGGTTTCCCAGTTTACATTCCACTGTTTGAC
L >DBDDE, BSBAAJAABTBB? TBBB=91;+*@; 5<BT+*=/*@@7%9=73=.7) 7*
M@IL31_4368:1:1:997:10572/2
GATCTTCTGTGACTGGAAGARAATGTGTTACATATTACATTTCTGTCCCCATTG

.
|LE?=EECE<EEEESBEEEEAEFBD??BEEAEAR><EERBCEEDEC<<EBDA=DEE
[@IL31_4368:1:1:997:15684/2
CAGCCTCAGATTCAGCATTCTCAAATTCAGCTGCGGCTGAAACAGCAGCAGGAC
+

| EEEEDEEE9EREEDEEEEEEFEEECEEAREEDEE<CD=D="BCAC?; CB, <D@,
[BIL31_4368:1:1:997:15248/2
AARTGTTCTGAAACCTCTGAGAAAGCARATATTTATTTTAATGAAAAATCCTTAT

LLEDEEC; EEE; EEE?EECE; TAEEEEEEQTEECEA; DED>+EE4E7EEE4 ; E=EA
[@IL31 4368:1:1:997:6273/2
ACATTTACCAAGACCAAAGGAAACTTACCTTGCAAGAATTAGACAGTTCATTTG

LEEAAFFFEEFEFCFAFFAFCCFFEFEF>EFFFFB?ABARECEE=-<F@DERDDE;
BIL31_4368:1:1:997:1657/2
CCCACCTCTCTCAATGTTTTCCATATGGCAGGGACTCAGCACAGGTGGATTAAT

(|

Archivo BAM

Archivo VCF




Recién Nacido con fenotipo RhD positivo variante

O Recién nacido, O RhD positivo

O D: aglutinacion débil en fase SAGH con anti-D m

Phenotype Allele name
O Fenotipo: R1r
_ DVI type 1 RHD*06.01
O PAD: Negativo RH:—52 RHD*DVI.1
(BARC—)

O PCR SSP con kit Baggene: RhD positivo

0 Secuenciacion (NGS): 676C, 787A y 800T




Secuenciacion de Siguiente Generacion

Crom. 6 gen RHAG, VUS: delecidon no Frameshift,

9 nucledtidos, exon 2, delecion proteina 3 aa
1= \ : - - - =

;
[ E?=EECE<EEEE98EEEEAEEBD??BE@AEAB><EEABCEEDEC<<EBDA=DEE )
- RIL31 4368:1:1:997:15684/2 | |

CAGCCTCAGATTCAGCATTCTCARATTCAGCTGCGGCTGAAACAGCAGCAGGAC

EEEEDEEEYEAEEDEEEEEEEEEE CEEAAEEDEE<| CD=D=*BCAC?;CB, <DE,
BIL31_4368:1:1:997:15249/2

AATGTTCTGAAACCTCTGAGAAAGCAAATATTTATTTTAATGAAAAATCCTTAT '
EDEEC; EEE; EEE?EECE; TAEEEEEEQTEECEA; D6D>+EE4ETEEE4 ; E=EA
BIL31_436B8:1:1:997:6273/2

ACATTTACCAAGACCAAAGGAAACTTACCTTGCAAGAAT TAGACAGTTCATTTG

EEAAFFFEEFEFCFAFFAFCCFFEFEF>EFFFFB?ABARECEE=<FRDERDDE;
BIL31_4368:1:1:997:1657/2
CCCACCTCTCTCAATGTTTTCCATATGGCAGGGACTCAGCACAGGTGGATTAAT




Conclusiones

e El sistema sanguineo Rh es muy complejo y polimorfico.

* Es importante la actualizacion constante ya que la generacion de informacion es vertiginosa.
* Queda mucho por descubrir de este sistema.
e La rigurosidad y observacion de los resultados serologicos impactaran en los resultados
* La BM es especialmente relevante en el estudio del sistema Rh.

e ¢Serologia o Biologia Molecular?

Biologia
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