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La sottoscritta, ANTONELLA MATTEOCCI, in qualità di Relatrice 

dichiara che

nell’esercizio della Sua funzione e per l’evento in oggetto, NON È in alcun modo 

portatrice di interessi commerciali propri o di terzi; e che gli eventuali rapporti avuti 

negli ultimi due anni con soggetti portatori di interessi commerciali non sono tali da 

permettere a tali soggetti di influenzare le sue funzioni al fine di trarne vantaggio.
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DISCREPANZE RhD
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Wagner and Flegel 2004
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CLUSTER
SOSTITUZIONE 
NUCLEOTIDICA

SOSTITUZIONE 
AMINOACIDICA

DAU 1136 C>T T379M

D weak tipo 4 667 T>G F223V

DIV a 1048 C>G N152T

Flegel 2009
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RhD POS

RhD NEG

Plethora

of

D-Variants

Daniels, BJH 2013

15% Caucasians

5% 
Sub-Saharan
Africa

1% 
Eastern Asia

“GREY AREA”

http://www.buzzle.com/img/articleImages/172817-12215-8.jpg

D-variant

1-2%

Oltre 300 alleli RHD

http://www.google.it/url?sa=i&rct=j&q=red+blood+groups&source=images&cd=&cad=rja&docid=TbASiZ00Hfze8M&tbnid=Goa9MWPsQhKHSM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.buzzle.com/articles/blood-types/&ei=C3fBUYKsFoSdO830gDA&bvm=bv.47883778,d.ZGU&psig=AFQjCNF4kmVBK53D6pULpfFAxsnkhg0UXw&ust=1371719758843618


GENI E PROTEINE RH

❑ Gli antigeni Rh derivano da due geni con omologia di sequenza, 
RHD ed RHCE, localizzati sul braccio corto del cromosoma 1 e 
costituiti da 10 esoni.

❑ Il gene RHD codifica per l’antigene D, il gene RHCE per gli antigeni 
C,c,E,e.

❑ Gli antigeni D e quelli della serie CE sono proteine 
transmembrana di 417 aminoacidi.

❑ Varianti: D-weak, D-partial, DEL
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CAUCASICI

AFRICANI

AFRICANI

66%

15%

Dpsi

Gene ibrido

RHD Deletion



FATTORI DETERMINANTI

Genetica molecolare

Espressione sulla membrana

Antisieri anti-D e tecnologie

LABORATORIO DI 
IMMUNOEMATOLOGIA

Qualificazione degli antisieri

Algoritmo delle discrepanze

E’UTILE DEFINIRE I D-VARIANT?

Esistono casistiche limitate senza follow-up

Individuare le varianti a rischio di 
immunizzazione

Le tipicita’ D-weak vengono determinate 
soltanto con la biologia molecolare

Razionalizzare l’immunoprofilassi

D-VARIANT E RISCHIO DI IMMUNIZZAZIONE

D-weak tipo 1,2,3     NO

D-weak tipo 4, 5,11  SI

D-partial SI

DEL SI

Definizione 
antigene D 
e varianti

The Rhesus Site: http://www.uni-ulm.de/~wflegel/RH/

G. Daniels, BJH 2013
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RICEVENTI 

GRAVIDE 

Tipizzazione RhD IN MICROPIASTRA 

Le varianti DVII, DNB  e weak-D type
3 vengono spesso classificate come 

RhD Positivi per l’elevata densità 
antigenica 

DONATORI

NEONATI 

Test per il Weak-D IN  FASE SOLIDA

Le varianti weak-D type 11 e DEL vengono 
spesso classificate come RhD Negativi per 

la ridotta densità antigenica

Utilizzo di due antisieri anti-D di cloni diversi

DVI+

AD (IgM)

ESD1M 

P321223B10

DVI-

AD (IgM)

RUM-1

LDM1/3

MS201/TH28/175-2

P3X61

BS232

DVI+

TAI (IgG)

ESD1

BS221

MS26

P3X290
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Campioni che presentano risultato negativo 
con sieri monoclonali anti-D IgM e / o IgM + IgG e 

positivo dopo TAI

Campioni che presentano risultati 
discordanti o score differenti con i sieri anti-D

Campioni tipizzati come RhD positivo che 
presentano anticorpi con specificità anti-D

Campioni con debole reattività se testati con 
diversi antisieri 

(≤2+ in fase liquida, ≤3+ schedina e 
micropiastra).

DISCREPANZE RHD: CRITERI PER APPROFONDIMENTO 
SIERO-MOLECOLARE
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D-Variant

• Partial-D prevalentemente negli Africani
(mutazioni missense

o conversione genica)

• Weak-D prevalentemente nei Caucasici

(mutazioni missense)

• DEL prevalentemente negli Asiatici (mutazioni 

missense o mutazioni al sito di splicing)

Le tipologie e le frequenze riportate nelle casistiche dipendono dai sieri 

anti-D e dalle metodiche utilizzate.

RHD V270G

RHD RHCE RHCE RHD

RHD RHD

Gli antigeni Rh derivano da due geni con omologia di sequenza, RHD ed RHCE, 

localizzati sul braccio corto del cromosoma 1 e costituiti da 10 esoni.
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PARTIAL-D ON THE MEMBRANE

M. Reid, 2008

15



Weak-D

Weak-D tipo 1

Weak-D tipo 2

Weak-D tipo 3

Weak-D tipo 4.0/4.3

Weak-D tipo 4.1

Weak-D tipo 5

Weak-D tipo 11

Weak-D tipo 15

V270G

G385A

S3C

G282D

M295I

A149D

T16C T201R F223V

F223VT201R P291A

1 2           3            4           5           6              7         8             9          10
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WEAK-D ON THE MEMBRANE
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DAU3: 10.880 siti
DAU4: 1.909 siti
DVII: 8.398 siti
DNB: 6.000 siti

DVI tipo1 (cE): 1.050 siti
DVI tipo2 (Ce): 2.286 siti

DFR: 5.330 siti
D weak tipo 1: 1.285 siti
D weak tipo 2: 489 siti

D weak tipo 3: 1.932 siti
D weak tipo 4.0: 2.288

D weak tipo 4.1: 3.811 siti
D weak tipo 4.2: 1.650 siti

D weak tipo 5: 296 siti
D weak tipo 11: 183 siti
D weak tipo 15: 297 siti

Fenotipo RhD N.Siti antigenici/GR

D Positivo 10.000 – 33.000

D variant <100 – 10.000

D - - 75.000 – 200.000 18

Ann Blood 2023;8:18 | 
https://dx.doi.org/10.21037/aob-22-6



D-variant Esoni
Associazione 
con   fenotipo 

Rh

N. Siti 
Antigenici/ 

Emazia

D-weak tipo 2 9 cE 500

DVI tipo1 4,5 cE 300-1.000

DVI tipo2 4,5,6 Ce 1.600-2.900

DVII 2 Ce 3.600-8.400

D-VARIANT: TIPIZZAZIONE SIEROLOGICA E DENSITA’ ANTIGENICA
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Varianti e Paesi

• DVI tipo IV Spagna

• D-weak tipo 2 Portogallo

• DEL Asia

• D-weak tipo 15 Cina

• DNB Nord Europa

• DIV Africa

• D-weak tipo 4.2 Africa

• D-weak tipo 1.1 Germania 
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RHD VARIANTS Phenotypes  %

Ccee CCee CcEe ccEe ccee

Weak-D type 1 98,5 0,4 0,7 0,1 0,3

Weak-D type 2 4,3 0 2,6 93,1 0

Weak-D type 3 89,3 8,4 1,5 0,8 0

Weak-D type 4.0/4.1 10,6 0 0 0 89,4

Weak-D type 4.2 5,7 0 0 0 94,3

Weak-D type 5 0 2,8 2,8 94,4 0

Weak-D type 9 0 0 0 100 0

Weak-D type 11 93,3 6,7 0 0 0

Weak-D type 15 0 0 0 100 0

Weak-D type 18 100 0 0 0 0

DVa 80 10 0 0 10

DVI type 1 0 0 0 100 0

DVI type 2 100 0 0 0 0

DVI type 4 100 0 0 0 0

DVII 94,2 5,8 0 0 0

DFR 95,8 0 0 0 4,2

DNB 81,8 0 18,2 0 0

DAU 11,1 0 0 0 88,9

DΨ 0 0 0 0 100

Percentage of Rh phenotypes associated with D-variants identified



Discrepanza sierologica RhD

4. Campioni con debole 
reattività se testati con diversi 
antisieri (≤2+ in fase liquida, ≤3+ 
schedina e micropiastra).

2. Campioni tipizzati 
come RhD positivo che 

presentano anticorpi con 
specificità anti-D

1. Campioni che presentano 
risultato negativo con sieri 

monoclonali anti-D IgM e / o IgM + 
IgG e positivo dopo TAI

3. Campioni che 
presentano risultati 
discordanti o score 

differenti con i sieri anti-D

CRITERI PER INDAGINI AVANZATE 
SIERO-MOLECOLARI

Indagini sierologiche
Pannelli estesi di sieri monoclonali anti-epitopi

Indagini molecolari
1^ tecnologia

2^ tecnologia molecolare

REFERTAZIONE VARIANTE

Concordanza indagini siero-molecolari Discrepanza indagini siero-molecolari

Concordanza tra tecnologie Discrepanza tra tecnologie 

Sequenziamento genico

Test di Coombs Diretto

Figura 1: 
Algoritmo diagnostico per la 
gestione delle discrepanze RhD

PositivoNegativo

Allele noto

Allele nuovo
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Slide Test o Test su vetrino per tipizzazione ABO/Rh

Red molecule

Sangue intero (1 goccia) + anti-siero anti-D (2 gocce)

Mescolare i reagenti e oscillare il vetrino per 2 minuti

Leggere e registrare le reazioni

Agglutinoscopio da 
riscaldare per Rh

https://icponline.it/stock-photo-preview/55632418/1000/02h91851.jpg
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Type 9, 16

Type 5, 15
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Type 17

Type 1 

Type 4.2

Type 12

Type 6, 8, 13

Type 3
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Type 7
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DONATORI PAZIENTI

DEL
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2+ 3+
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0+ 2+

Score 
2+ 4+
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DVI Tipo3
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DNU
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DONATORI PAZIENTI

Score 
3+ 4+

Score 
3+ 4+

Score 
0+ 3+
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TIPIZZAZIONE RhD IN 
GRAVIDANZA 
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D-weak tipo1,2,3 
non determinati

-A rischio di formare anti-D
-Candidati a RhIg
-Da trasfondere RhD neg

D-weak tipo1,2,3  
determinati

-Non a rischio di formare anti-D
-Non candidate a RhIg
-Da trasfondere RhDpos (?)

Genotipizzazione RHD
per D-weak

Discrepanti/ 
inconclusivi o score di 

reazione debole 
(fenotipi sierologici 

deboli
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Varianti e Alloimmunizzazione anti-D 

G. Daniels, BJH 2013

The Rhesus Site: http://www.uni-ulm.de/~wflegel/RH/
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Vox Sanguinis (2019) 114, 869–875



Tipizzazione antigene D neg: potenziali discrepanze

• Aplotipo dCe(r’): in trans con D (effetto Ceppellini) e D-weak tipo 1

• Varianti D-weak: singola sostituzione aminoacidica (SNP)                    
D-weak tipo1, tipo2, tipo5, tipo38

• Varianti D-partial: conversione genica       DVI tipo 1,2,3,4 – DFR  o  
SNP           D-weaktipo15 

• DEL: tecniche di adsorbimento-eluizione (D-weak tipo11)

• RHD-delezione o alleli RHD non funzionali; Chimera D-/D+

Un fenotipo D-weak è 
definito in sierologia da 
un’agglutinazione ≤2 o

da un test negativo in 
agglutinazione diretta o

da un ‘agglutinazione 
moderata o forte dopo test 

all’antiglobulina      
(metodo sensibile)

Definizione D-weak
sierologici

E’raccomandata 
la tipizzazione 

molecolare
Utilizzare Rh Control

e due sieri anti-D

DVI- IgM:  RUM-1, MS201
DVI+ IgM: ESD1M
DVI+ IgG:  BS221, MS26

cloni

G.Daniels, BJH 2013
FF Wagner, TMH 2013

SG Sandler,Transfusion 2015



Immunizzazione con unità di sangue D-/w
D-weak tipo 2 con 450 antigeni/cellula
D-weak tipo 1 /dCe in trans con 357 antigeni/cellula
D-weak tipo 26 con 70 antigeni/cellula
DEL con 36 antigeni/cellula

Frequenza DEL
1:350-1:2.000 Europa

1:5 Asia

Ccdee 1:51
ccdEe 1:344
CcdEe 1:67

ccdee 1:43.053

Test D-weak (in fase solida)



Discrepanza sierologica RhD

CRITERI PER APPROFONDIMENTO DIAGNOSTICO
SIERO-MOLECOLARE

Test di Coombs Diretto

Negativo Positivo

Indagini sierologiche
Pannelli estesi di sieri monoclonali anti-epitopi

Indagini molecolari
1^ tecnologia

Altri sieri anti-D e/o tecnologie diverse

Tecnologia di routine                            
(schedina o micropiastra)

Concordanza indagini siero-molecolari Discrepanza indagini siero-molecolari

REFERTAZIONE VARIANTE

Commento su 
gestione clinica

D weak tipo 1,2,3 no 
rischio immunizzazione

Altre varianti a rischio 
immunizzazione

ALGORITMO PER LA GESTIONE DELLE 
DISCREPANZE RHD

Discrepanza con 2^ tecnologia molecolare

35
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Frequency of Rh 

antigens

D: 85% Caucasians, 92% Blacks, 99% Asians

C: 68% Caucasians, 27% Blacks, 93% Asians

E: 29% Caucasians, 22% Blacks, 39% Asians

c: 80% Caucasians, 96% Blacks, 47% Asians

e: 98% Caucasians, 98% Blacks, 96% Asians

DEBOLE ESPRESSIONE ANTIGENI Rh

Cause alterata espressione:

-Aplotipi DCE, DcE (C, E)

-Mutazioni, geni ibridi (C, E, c, e)

G. Daniels, 2013



The haplotype d(C)ces (previously known as r′ s ) produces c, e s , ce (f), a weak 
partial C. Many individuals with d(C)ce s phenotype have produced alloanti-C.

PARTIAL C

Has exons 1, 2, and the 5 ′ end of exon 3 derived from RHD , and so encodes 
Trp16 and Ser103 from RHD , but Thr152 and the amino acids of the third 
extracellular loop from RHCE . RHD - CE - D s produces weak partial C 

d(C)ces haplotype that is relatively common in Africans 

TIPIZZAZIONE MOLECOLARE GENI RH/RHCE IN EMOGLOBINOPATICI



GRAZIE PER L’ATTENZIONE
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