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RIASSUNTO

Introduzione

Il sistema Rh, dopo quello ABO, ¢ il sistema gruppo-ematico eritrocitario pitt immunogeno per
I’uomo. I principali antigeni di questo sistema sono: D (Rh1), C (Rh2), ¢ (Rh4), E (Rh3), e (Rh5).
L’antigene D ¢ il piu importante antigene, provoca reazioni trasfusionali e pud causare MEFN
pericolose in quanto possiede un’immunogenicita piu elevata rispetto agli altri antigeni del sistema
Rh.

Dalla meta degli anni ’40, quattro ulteriori antigeni — C, E, ¢ ed e — vennero riconosciuti come facenti
parte del sistema Rh. Successive scoperte hanno portato il numero degli antigeni correlati col sistema
Rh a 49, e molti di questi presentano differenze sia qualitative sia quantitative.

Il sistema Rh ¢ molto polimorfico per cui I’identificazione di donatori con varianti nel fenotipo risulta
essere di fondamentale importanza per evitare complicanze ai pazienti durante la pratica trasfusionale.
In questo studio sono stati selezionati i donatori e gli aspiranti donatori con fenotipo ccDee poiché ¢

possibile riscontrare espressioni deboli, nonché varianti degli antigeni C ed E.

Materiali e metodi

La strumentazione utilizzata per la tipizzazione sierologica gruppo-ematica comprende analizzatori
automatizzati in micropiastra (IMMUCOR NEOIRIS™ ¢ GRIFOLS ERYTRA). L’impiego di cloni
ovvero antisieri a diversa specificita ¢ stato utile per analizzare i campioni di donatori e aspiranti
donatori, raccolti dall’1 aprile 2025 al 12 settembre 2025 in tutti i Centri Raccolta Sangue (CRS) che
fanno parte del DIMT di Padova (AULSS6 Euganea + AOUP).
La tipizzazione sierologica utilizzando la piattaforma tecnologica della IMMUCOR NEOIRIS™ in
micropiastra prevede una reazione di agglutinazione diretta delle emazie con gli antisieri testati che
ne indica la presenza dell’antigene corrispondente; nessuna agglutinazione ne indica in genere
I’assenza. La tipizzazione del fenotipo RhCE del campione si determina dalla combinazione delle
reazioni ottenute fra tutti i reagenti testati dei seguenti antisieri monoclonali derivanti dal Clone 2 e
in particolare:

immunoClone® (2) Anti-C deriva dalla linea cellulare MS-273

immunoClone® (2) Anti-c deriva dalla linea cellulare MS-35

immunoClone® (2) Anti-E deriva dalla linea cellulare MS-12 € MS-260

immunoClone® (2) Anti-¢ deriva dalla linea cellulare MS-62 ¢ MS-69
La tipizzazione sierologica, per risolvere eventuali discrepanze di gruppo, pud essere eseguita

utilizzando la piattaforma tecnologica della GRIFOLS ERYTRA in microcolonna.



Gli antisieri GRIFOLS utilizzano cloni diversi rispetto alla IMMUCOR per cui possono essere
evidenziate meglio delle positivita deboli riscontrate con i cloni di altra ditta fornitrice.
Nello studio della presente tesi 1’utilizzo di antisieri a diversa specificita ha permesso di identificare

una variante del fenotipo RhCE confermata dalla biologia molecolare.

Risultati

Nel periodo di svolgimento dello studio della presente tesi, sono afferiti nel nostro laboratorio 27.691
campioni di donatori. Abbiamo selezionato i donatori e aspiranti con fenotipo ccDee (N = 360): di
cui il 5,6% di aspiranti donatori e il 94,4% di donatori attivi. I risultati ottenuti, mediante 1’utilizzo di
antisieri a specificita diversa, hanno confermato il fenotipo tipizzato, eccetto per un aspirante
donatore. Lo studio comunque ¢ stato svolto grazie alla molteplice determinazione del fenotipo di un
aspirante donatore, avvenuto precedentemente lo svolgimento di questa tesi, che presentava una

discrepanza di fenotipo con antisieri monoclonali differenti.

Conclusioni
La determinazione delle varianti fenotipiche riveste un ruolo fondamentale in ambito
immunotrasfusionale, in quanto permette di evitare possibili complicazioni a livello clinico, andando

a determinare precocemente la presenza di varianti deboli o parziali del sistema RhCE.



Introduction

The Rh system, after the ABO system, is the most immunogenic erythrocyte blood-group system for
humans. The main antigens of this system are: D (Rh1), C (Rh2), ¢ (Rh4), E (Rh3), e (RhS5).
Antigen D is the most important antigen, causes transfusion reactions and can cause dangerous HDN
as it possesses higher immunogenicity than the other antigens of the Rh system.

By the mid-1940s, four additional antigens — C, E, ¢, and e — were recognized as part of the Rh system.
Subsequent discoveries brought the number of antigens related to the Rh system to 49, and many of
these present both qualitative and quantitative differences.

The Rh system is very polymorphic so that the identification of donors with variants in the phenotype
turns out to be of fundamental importance to avoid complications to patients during transfusion
practice.

In this study, donors and aspiring donors with ccDee phenotype were selected since weak expressions

can be found, as well as variants of the C and E antigens.

Methods and materials

The instrumentation used for group-blood serological typing includes automated microplate analyzers
(IMMUCOR NEOIRIS™ and GRIFOLS ERYTRA). The use of clones or antisera with different
specificity was useful to analyze the samples of donors and aspiring donors, collected from 1 April
2025 to 12 September 2025 in all the Blood Collection Centers (CRS) that are part of the DIMT of
Padua.
Serological typing using the technological platform of IMMUCOR NEOIRIS™ in microplate
involves a direct agglutination reaction of the red blood cells with the tested antisera which indicates
the presence of the corresponding antigen; no agglutination typically indicates its absence. The typing
of the RhCE phenotype of the sample is determined by the combination of the reactions obtained
among all the tested reagents of the following monoclonal antisera deriving from Clone 2 and in
particular:

immunoClone® (2) Anti-C is derived from the MS-273 cell line

immunoClone® (2) Anti-c is derived from the MS-35 cell line

immunoClone® (2) Anti-E is derived from the MS-12 and MS-260 cell line

immunoClone® (2) Anti-¢ is derived from the MS-62 and MS-69 cell line
Serological typing, to resolve any group discrepancies, can be performed using the GRIFOLS
ERYTRA technological platform in microcolumn.
GRIFOLS antisera use different clones than IMMUCOR so they can be highlighted better than the

weak positivities found with clones from another supplier company.
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In the study of the present thesis the use of antisera with different specificity allowed to identify a

variant of the RhCE phenotype confirmed by molecular biology.

Results

During the study period of this thesis, 27,691 donor samples are attached in our laboratory. We have
selected only donors and above all aspirants with ccDee phenotype (N= 360), of which 5.6% are
aspiring donors and 94.4% active donors. The results obtained, by the use of antisera with different
specificity, confirmed the typed phenotype, except for one aspiring donor. The study was carried out
thanks to the multiple determination of the phenotype of an aspiring donor, which occurred before
this research was carried out, which presented a discrepancy in phenotype with different monoclonal

antisera.

Conclusion
The determination of phenotypic variants plays a fundamental role in the immunotransfusion field,
as it allows us to avoid possible complications at a clinical level, determining early the presence of

weak or partial variants of the RhCE system.



1. INTRODUZIONE

Nella classificazione dei gruppi sanguigni, dopo il sistema ABO, il sistema Rh ¢ il pit immunogeno
grazie alla presenza dell’antigene D, il quale presenta un’immunogenicitd maggiore rispetto agli altri
antigeni del sistema Rh, ovvero rispetto a C, ¢, E ed e. Oltre a essere immunogeno, ¢ anche il piu
polimorfo e quindi presenta varianti sia sul gene RHD e sia sul gene RHCE. Queste varianti sono
solitamente date da mutazioni, sostituzioni o da crossing-over ineguali e portano alla mancanza,
alterazioni o sostituzioni degli epitopi presenti negli antigeni del sistema Rh. Gli epitopi, definiti
anche determinanti antigenici, sono quella parte di antigene che entra in contatto con il sito di legame
di un anticorpo o con il recettore per 1’antigene delle cellule T del sistema immunitario, di
conseguenza sono la regione piu importante dell’antigene perché permettono di evocare la risposta

immunitaria 2.

In immunoematologia ¢ importante riconoscere i soggetti caratterizzati dall’antigene D parziale

poiché se esse ricevessero emazie Rh positive “complete”, sia per gravidanza sia in seguito a una

trasfusione, gli epitopi mancanti, alterati o sostituiti potrebbero essere riconosciuti come estranei da
9

parte del sistema immunitario e quindi si potrebbe sviluppare una risposta immunitaria contro questi

epitopi. Gli anticorpi che vengono prodotti contro questi epitopi possono reagire anche con le cellule

Rh positive “complete” e quindi determinare una reazione trasfusionale.

La tipizzazione sierologica permette d’individuare tempestivamente varianti nel fenotipo RhCE
attraverso 1’utilizzo di diversi cloni o antisieri monoclonali. Questa analisi ci permette di studiare le
varianti degli antigeni C ed E che mostrano un’espressione debole, attraverso 1’utilizzo di diversi

cloni (nel caso di questo studio sono tre) poiché vanno a legare epitopi diversi.

La tipizzazione molecolare, invece, ci permette d’identificare con certezza la presenza di
polimorfismi nei geni RHD e RHCE, ovvero una variazione della sequenza del DNA presente in
almeno 1’1% della popolazione e che non sviluppa patologie. Viene effettuata attraverso un multiplex

PCR con tecnologia Luminex xMAP.

In questa tesi sono stati utilizzati i campioni di sangue di tutti i donatori e aspiranti donatori aventi
fenotipo ccDee raccolti dall’1 aprile 2025 al 12 settembre 2025 provenienti dalle varie strutture del
DIMT di Padova, e sono stati analizzati nel Laboratorio di Medicina Trasfusionale di

Camposampiero, nel settore di Immunoematologia.



Lo scopo ¢ stato quello di confermare il fenotipo ccDee ed escludere quindi eventuali varianti a carico
del sistema RhCE. La rilevazione ¢ avvenuta attraverso l’utilizzo di tre cloni ovvero antisieri
monoclonali che permettono d’individuare antigeni espressi debolmente grazie al riconoscimento di
epitopi diversi.

Durante questo periodo di studio, sono afferiti 27.691 donatori e aspiranti donatori, di cui 360 soggetti
con fenotipo ccDee. Di questi il 5,6% erano aspiranti donatori e il restante 94,4% donatori. I risultati
ottenuti hanno confermato la tipizzazione del fenotipo alla prima determinazione, eccetto per un
campione. Considerato il breve periodo di lavoro, non ¢ stato possibile estendere la tipizzazione a
tutti i donatori e aspiranti che si rivolgono al nostro Centro.

Questo studio ¢ stato avviato grazie alla determinazione del fenotipo RhCE di un aspirante donatore
inizialmente tipizzato come ccDee e solo alla terza determinazione ¢ emerso un campo misto nella
reazione di agglutinazione con gli antisieri utilizzati che ha fatto sospettare la presenza di una
possibile variante. L’utilizzo di antisieri monoclonali a diversa specificitd ha permesso il
riconoscimento di una espressione debole dell’antigene C, confermato poi con la biologia molecolare
che poteva trattarsi di una debole espressione fenotipica dell’antigene sulla superficie dei globuli

rossi.

La determinazione di varianti nel fenotipo RhCE ¢ un aspetto importante in ambito
immunotrasfusionale poiché la loro determinazione eviterebbe eventuali implicazioni indesiderate,
come una reazione trasfusionale o la malattia emolitica del feto e del neonato (MEFN). In
quest’ultimo decennio in cui I’interconnessione tra popolazioni e culture ha portato anche a un
maggiore accesso nelle strutture sanitarie a gruppi etnici con differenti caratteristiche
immunoematologiche e quindi sarebbe buona pratica eseguire la determinazione del fenotipo RhCE
testando cloni a specificita diversa per individuare eventuali assetti fenotipici diversi rispetto alla

frequenza dell’etnia caucasica.



2. IL SISTEMA Rh

Il sistema Rh, o sistema Rhesus, rappresenta il secondo sistema antigenico per importanza dopo il
sistema ABO e consiste in un sistema di natura proteica, in cui gli antigeni sono presenti sulla
superficie dei globuli rossi. Con fattore Rhesus o fattore Rh si identifica 1’antigene D che possiede
un’importante rilevanza dal punto di vista clinico. In base alla presenza o assenza del fattore Rh
possiamo distinguere:

e Soggetti Rh positivi (+), che rappresentano 1’80% della popolazione e sono caratterizzati dalla

presenza di tale fattore sulla superficie dei globuli rossi;
e Soggetti Rh negativi (-), che rappresentano il restante 20% della popolazione a cui, invece,

manca il fattore Rhesus sulla superficie degli eritrociti.

L’antigene D ¢ caratterizzato da una immunogenicita molto elevata rispetto ad altri antigeni
eritrocitari. Diversamente dagli antigeni 4 e B, tuttavia, le persone che non possiedono 1’antigene D
sui propri eritrociti non presentano, regolarmente, 1’anti-D. La formazione dell’anticorpo anti-D

origina dall’esposizione, per motivi trasfusionali o gravidanza, a emazie che presentano 1’antigene D
2

2.1 La scoperta del sistema ABO e dell’antigene Rh-D

Il sistema ABO venne scoperto quando, agli albori del secolo scorso, Karl Landsteiner rilevo
I’agglutinazione dei globuli rossi umani utilizzando dei sieri provenienti da altri individui, e quindi
descrisse in dettaglio il modello di reattivita di tre tipologie antigeniche: A, B e O. Venne infatti
scoperto che i sieri dei soggetti di gruppo B agglutinavano i globuli rossi di gruppo A, e viceversa. |
globuli rossi invece che non erano agglutinati né dal siero A e né dal siero B vennero successivamente

definiti di gruppo O. Il gruppo AB venne poi identificato da Von Decastello e Sturli '2.

La scoperta dell’antigene Rh-D risale alla prima meta del Novecento e avvenne grazie agli studi

condotti da Levine e da Stetson 3

, 1 quali descrissero un caso di una donna nella sua seconda
gravidanza e che aveva partorito un feto morto. La paziente aveva avuto un’emorragia post-partum
ed era stata trasfusa in urgenza con il sangue del padre, anch’egli di gruppo O; tuttavia, la trasfusione
determin0d una violenta reazione emolitica. Levine e Stetson notarono che il siero della donna
agglutinava circa 1’80% dei campioni di sangue ABO-compatibili che vennero esaminati. Da qui

conclusero che la donna doveva essersi immunizzata con un antigene eritrocitario presente nei globuli

rossi del feto che, a sua volta, aveva ereditato dal padre.
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Nella prima meta del Novecento, Landsteiner e Wiener studiarono un anticorpo ottenuto
dall’immunizzazione di conigli e cavie con emazie di Macacus Rhesus e notarono come 1’anticorpo
agglutinava circa 1’85% degli eritrociti umani esaminati e gli autori indicarono il determinante
corrispondente col nome di fattore Rh.

Negli stessi anni, Levine e Katzin trovarono anticorpi analoghi nei sieri di diverse donne che avevano
partorito recentemente e, almeno uno di questi sieri, presentava reazioni analoghe a quelle ottenute
con i sieri anti-Rhesus di origine animale.

Sempre in quegli anni, Wiener e Peters rilevarono anticorpi con la medesima specificita nei sieri di
soggetti i cui eritrociti mancavano del determinante e che avevano ricevuto, in precedenza, trasfusioni
ABO compatibili.

Poco tempo dopo la scoperta dell’anti-D, studi familiari dimostrarono che 1’antigene D ¢
geneticamente determinato e la via di trasmissione del carattere seguiva quella di un carattere

autosomico dominante 2.

Nel 1941 venne pubblicata la teoria di Fisher-Race in cui si sostiene che gli antigeni del sistema Rh
sono controllati da tre coppie di geni che occupano dei loci strettamente associati sullo stesso
cromosoma. Nel sistema Rh vi sono di solito due o tre alleli a ogni locus: un locus ¢ occupato da D o
d,unaltroda C,co %, unterzoda £ o dae.

Nella teoria di Fischer-Race il gene d risulta un gene silente o amorfo dal momento che non esiste un
prodotto dimostrabile derivante da esso, poiché si suppone che il gene d sia presente quando D ¢

assente 2+,

Nel 1943, al contrario, venne pubblicata la teoria di Wiener, nella quale si presuppone che due geni,
uno per cromosoma, controllano I’intera espressione del sistema Rh. I geni ai due loci possono essere
uguali (omozigote) o diversi tra loro (eterozigote). Di questo gene esistono molti alleli e 1 piu
importanti sono R®, R*, R* R, r,v', v e r¥ 2

Secondo I’ipotesi di Wiener ogni gene produce sul globulo rosso una struttura detta agglutinogeno e
ogni agglutinogeno puo essere identificato da parti di esso, o fattori, che reagiscono con gli anticorpi
specifici. 11 gene R* & presente sul cromosoma e sull’altro cromosoma ¢ espresso 7; il gene R*
determina sulle emazie la presenza dell’agglutinogeno Rh,, costituito da almeno tre fattori —Rh,,
rh'e hr" . 1l gene r determina I’agglutinogeno rh che ¢ riconoscibile sulle emazie per mezzo dei suoi
fattori hr'e hr'' 2,

Queste due teorie sono alla base delle notazioni comunemente usate per il sistema Rh.
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Siccome la nomenclatura di Fischer-Race e di Wiener si basano su concetti di genetica o su teorie di
ereditarieta, negli anni 60 Rosenfield e i suoi collaboratori proposero una nomenclatura basata sul
risultato dei test di laboratorio. La nomenclatura Rosenfield permette di assegnare un fenotipo basato
solo sui risultati sierologici ottenuti, senza indurre ipotesi che possono risultare scorrette.

11 fenotipo della cellula ¢ espresso dal simbolo Rh seguito da due punti e dall’elenco dei numeri che
codificano gli antisieri usati; ogni numero ¢ separato da una virgola e il segno meno precede il numero

corrispondente al siero risultato negativo 2.

Ad oggi viene utilizzata la terminologia della Internationl Society of Blood Transfusion (ISBT) per
gli antigeni dei gruppi sanguigni. La parte numerica della terminologia ISBT si basa sulla
nomenclatura descritta da Rosenfield, in cui RH30 e RH50 sono stati utilizzati per descrivere i geni
che codificano le proteine Rh (RH30) e la glicoproteina Rh (RH50). I numeri che vengono utilizzati
si riferiscono alla massa molecolare apparente delle proteine studiate su un gel di poliacrilammide

SDS L.

2.2 Antigeni del sistema Rh

Il sistema Rh ¢ caratterizzato dagli antigeni D, C, ¢, E ed e.

Gli antigeni D possono essere classificati in base sierologica in D parziali, D deboli o D*, DEL o
alleli non funzionali. Vengono classificati grazie alla presenza di anticorpi anti-D che si legano in
modo specifico parti differenti dei RBC e che quindi differiscono solamente nella loro capacita di

legare forme aberranti di RhD >*,

Gli antigeni D parziali sono costituiti da uno o piu epitopi che talvolta, forse a causa di mutazioni o
di crossing-over ineguali, vengono persi, alterati o sostituiti € portano un cambiamento della
conformazione dell’antigene D nel suo complesso (variante qualitativa). Probabilmente questo
cambiamento coinvolge solo una parte molto piccola dell’antigene D e, siccome la maggior parte
degli antisieri Rh sono eterogenei, la cellula reagisce ancora come Rh positiva. Questo concetto ¢
importante in immunoematologia poiché se una persona che presenta un antigene D parziale ricevesse
delle emazie Rh positive del tipo comune, sia per gravidanza sia in seguito a una trasfusione,
quell’epitopo potrebbe essere riconosciuto come estraneo da parte dell’organismo e, che quindi
potrebbe produrre anticorpi contro quell’unico epitopo. Questa tipologia di anticorpi, anche se
specifici per quel determinato epitopo, possono reagire con tutte le cellule Rh positive del tipo

comune, che portano I’antigene totale, e quindi determinare una reazione trasfusionale.
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Un esempio di antigene D parziale ¢ la categoria VI poiché la piu frequente a livello sierologico (dal
6% al 10% tra i casi di antigene D parziale). Essa pud provocare MEFN nel caso di neonati RhD
positivi nati da madri caratterizzate da categoria VI, inducendo lo sviluppo da parte della madre di
anticorpi specifici verso le emazie del feto '*6. Nei donatori ¢ importante caratterizzare la categoria

VI per evitare possibili reazioni immunotrasfusionali nei potenziali riceventi Rh negativi.

Gli antigeni D deboli o D* sono quei fenotipi in cui ’antigene D ¢ espresso ma in maniera ridotta,
determinando cosi reazioni deboli con i sieri anti-Rh, (variante quantitativa). Questa variante ¢ data
da una sostituzione amminoacidica situata nei segmenti trans-membrana o intracellulari che
determina solamente una espressione quantitativamente ridotta ma qualitativamente invariata -2,

Un antigene D molto debolmente espresso viene definito DEL perché in origine veniva rilevato solo
tramite eluizione. In genere i globuli rossi con I’antigene DEL esprimono 200 o meno copie

dell’antigene per RBC °.
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Changes in RHD
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Figura 1 — Basi molecolari dei fenotipi D parziali 7. Vengono rappresentati graficamente i diversi

alleli RHD che causano fenotipi D parziali. Viene illustrata la struttura genetica di ogni gene D

parziale con I’antigene a bassa incidenza associato e la frequenza genica stimata.

Con le scatole nere vengono raffigurati gli esoni RHD e con le scatole bianche gli esoni di RHCE.
Legenda:

Numero di probanti: pochi =da 1 a 10 esempi; molti = 11 o piu esempi.

Origine etnica: B = nero; C = caucasico; J = giapponese.
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I meccanismi che portano agli antigeni D parziali, D deboli e ai fenotipi D negativi potrebbero anche
verificarsi in RhCE e portare ad alleli RhCE aberranti che trasportano antigeni parziali, antigeni
deboli o antigeni a bassa frequenza o non esprimere I’antigene specifico. Questi fenomeni vengono
riconosciuti meno frequentemente perché gli antigeni sono meno immunogenici rispetto a RhD ed

esistono pochi anticorpi monoclonali che potrebbero risolvere questa mancanza di epitopi °.

I soggetti i cui RBC presentano un fenotipo Rh-D debole non producono anti-D, mentre 1 soggetti i
cui RBC presentano un fenotipo Rh-D parziale possono produrre anti-D, ovvero degli alloanticorpi
che nel sistema Rh possono causare la distruzione dei RBC trasfusi e dei RBC fetali nella MEFN.
Questo presenta una questione diversa a seconda che il soggetto sia un donatore o un paziente. Per i
donatori, il rilevamento degli antigeni D parziali o deboli viene verificato attraverso 1’utilizzo dei due
reagenti anti-D a diversa specificita; la positivita con entrambi i reagenti determina RhD positivo e la
negativita della ricerca del D weak o D debole determina invece RhD negativo. Se viene riscontrata
la discrepanza nel risultato con i due reagenti anti-D, viene attribuita in maniera “cautelativa” il
fenotipo RhD positivo, per garantire la sicurezza trasfusionale. Per i riceventi di trasfusione e donne
in gravidanza ¢ pratica comune invece classificare i globuli rossi con antigene D debole, parziale o
negativo come RhD negativo per impedire I’alloimmunizzazione, poiché le varianti dell’antigene D
sono spesso associate a reazioni trasfusionali o a eventi di incompatibilita. Dall’introduzione della
profilassi anti-D post-partum alla fine degli anni *60 e della profilassi anti-D pre-partum e post-
partum combinata all’inizio degli anni *90, I’incidenza delle MEFN a causa dell’isoimmunizzazione

¢ stata ridotta di oltre il 90% !.
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2.3 Basi molecolari e genetiche del sistema RhCE

Il sistema del gruppo sanguigno Rh ¢ codificato da due geni altamente omologhi, RHD ¢ RHCE, i
quali sono posti sul braccio corto del cromosoma 1 e codificano per i polipeptidi non glicosilati che
esprimono gli antigeni Rh (Figura 2). Un gene, designato RHD, determina la presenza della proteina
che attraversa ripetutamente la membrana eritrocitaria e conferisce la specificita antigenica D al

globulo rosso.

Polimorfici D,C,E, c, e, f, Ce, G, hr3, CY, Rh26 (c-like), cE, hr, Rh41

Bassa prevalenza CY. CE NS, EVY VS, CE. DY It Go*, Rh32, Rh33, Rh35, Be*,
Evans, Tar, Rh42, Crawford, Riv, JAL, STEM, FPTT, BARC, JAHK,
DAKA, LOCR, CERN

Alta prevalenza Hro, Hr, Rh29, HiB, Rh39, Nou, Sec, Dav, MAR, CEST, CELO, CEAG

~ = polimorfo in popolazioni con discendenza africana.

(LTI T ST i

T H— crmes

— —Rhesssbax  HTKp

S‘a’ﬁ— "5'4 '3“? 3:— :s'i_

10 EXONS 97% di omologia 10 EXONS

Figura 2 — Rappresentazione grafica degli antigeni presenti nel sistema Rh &,

Attraverso vari studi, ¢ stato riscontrato che nei soggetti caucasici D negativi il gene RHD ¢ deleto,
mentre in altre popolazioni (come nei soggetti di origine africana, giapponese e cinese) il gene RHD
puo essere inattivo, mutato o parziale.

Il gene RHCE ¢ quello che determina gli antigeni C, E, c ed e. I suoi alleli sono RHCe, RHCE, RHcE
ed RHce 5.

Gli attuali modelli strutturali delle proteine RhD e RhCE indicano che entrambe sono composte da
417 amminoacidi circa (differiscono da 34 a 37 amminoacidi) e in particolare predicono la presenza
di 6 loop extracellulari, ovvero delle regioni dove la proteina si estende verso I’esterno della cellula
e le quali sono importanti per 1’interazione della proteina con altre molecole presenti nella matrice

extracellulare, 12 transmembrana e 7 intracellulari segmenti proteici (Figura 3).
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Figura 3 — Topologia Rh nella membrana RBC '*6, Entrambe le proteine del sistema Rh mostrano
417 amminoacidi, i quali vengono rappresentati da cerchi. Con i cerchi gialli vengono sottolineate le
sostituzioni degli amminoacidi che distinguono la proteina RhD dalla proteina RhCE. Con i cerchi
verdi invece vengono mostrati i quattro aminoacidi che codificano ’antigene C e con il cerchio nero
I’amminoacido che codifica per I’antigene E. Con i cerchi in blu vengono rappresentate le sostituzioni
di un singolo amminoacido che codifica per I’antigene D parziale e con i cerchi in rosso quelli che
codificano per I’antigene D debole. Invece con 1 cerchi in azzurro e in arancione vengono

rappresentate le mutazioni.

Gli antigeni C e c si differenziano solamente per quattro amminoacidi nelle posizioni 16, 60, 68 e
103; di queste differenze, solo quella tra la serina e la prolina nella posizione 103 sembra essere

I’elemento critico. La presenza della prolina o dell’alanina nella posizione 226 differenzia E da e >*°.

2.4 Polimorfismo genetico del sistema RhCE

Il sistema Rh ¢ il piu polimorfo di tutti i 30 sistemi di gruppi sanguigni. I due geni polimorfici, RHD
e RHCE, codificano i cinque principali antigeni: RHD codifica per 1’antigene D e RHCE codifica per
gli antigeni C, E, c ed e. I fenotipi varianti RhCE possono essere causati da sostituzioni di un singolo
nucleotide o piu nucleotidi nel gene RHCE o da alleli ibridi RHCE-D-CE presso il locus del gene
RHCE. Rari fenotipi di RhCE sono stati invece rilevati da anticorpi contro gli antigeni RhCE a bassa

e ad alta prevalenza o da un’espressione debole o parziale dei principali antigeni RhCE.
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Un modo per scoprire le varianti RhCE ¢ I’espressione di antigeni a bassa prevalenza e alcuni si
verificano in proteine RhCE, i cui principali antigeni sono alterati. Un esempio ¢ 1’allele ibrido
Rhce-D-ce che codifica una proteina RhCE che esprime gli antigeni RH33 (Har) e RH50 (FPTT) a

bassa prevalenza °.

Per quanto riguarda il gene RHD, la piu frequente causa dell’assenza funzionale della proteina RhD
¢ la delezione dell’intero gene RHD. Questa combinazione di varianti alleliche, definita anche
aplotipo, che portano all’allele D negativo rappresenta il 40% di tutti gli aplotipi presenti nella
popolazione caucasica e nella popolazione africana. La delezione dell’intero gene RHD ¢ causato da
un diseguale crossing-over delle Rhesus boxes, ovvero due sequenze di DNA omologhe presenti a
monte e a valle del gene RHD.

Altre cause che portano a fenotipi che presentano una variante nel gene RHD possono essere:
riarrangiamenti dei geni RHCE e/o RHD; una mutazione puntuale in entrambi i geni che causano
cambiamenti degli amminoacidi presenti, con conseguente perdita di alcuni epitopi e/o espressione
di un antigene a bassa incidenza; mutazioni nonsense; e¢ delezioni di nucleotidi che causano un

frameshift o un codone che provoca un arresto precoce 19,
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3. STANDARD DI APPLICAZIONE NELLA MEDICINA
TRASFUSIONALE

Gli ST ! definiscono ed applica le specifiche modalita operative, controlli ed algoritmi decisionali
per la gestione dei test di immunoematologia eritrocitaria che vengono effettuati. Le modalita
operative, compresa anche la gestione di anomali e discrepanze dei risultati analitici rispetto ai valori
attesi, devono essere definite con riferimento alle esigenze legate alla sicurezza immunologica della
trasfusione e alla prevenzione della MEFN. A questo scopo, i test devono risultare di comprovata
sensibilita e specificita e la frequenza dei controlli deve essere basata su una valutazione dei rischi
che prenda in considerazione tutti i fattori rilevanti, comprese le raccomandazioni del produttore. Le
procedure, i criteri di controllo e gli algoritmi decisionali devono garantire I’osservanza delle
disposizioni normative vigenti, nonché la piena conformita ai principi e agli standard definiti dalla
Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components (EDQM — European
Directorate for the Quality of Medicine & Healthcare, Council of Europe '?).

La definizione del gruppo sanguigno sull’etichetta dell’emocomponente deriva da due determinazioni
su due campioni distinti.

Per i1 donatori che risultano gid tipizzati per i sistemi gruppo-ematici ABO ed Rh con due
determinazioni complete, il controllo eritrocitario del gruppo ABO ed Rh da effettuare in occasione
delle donazioni viene eseguito mediante 1’utilizzo almeno dei reagenti anti-A, anti-B e anti-D, e
quest’ultimo deve essere in grado di rilevare la variante D VI.

Per i donatori che non risultano precedentemente tipizzati per i sistemi gruppo-ematici ABO e RhD
la determinazione eritrocitaria del gruppo sanguigno ABO viene effettuata mediante 1’utilizzo dei
reagenti anti-A, anti-B e anti-AB, la determinazione sierica/plasmatica del gruppo sanguigno ABO
viene effettuata mediante 1’utilizzo di eritrociti test almeno di fenotipo Al, A2 e B, e infine la
determinazione del fenotipo RhD viene effettuata utilizzando due diversi reagenti anti-D di
comprovata sensibilita, di cui almeno uno dovrebbe rilevare la variante D VI, al fine di evitare ’errata
attribuzione del fenotipo RhD negativo a donatori portatori della variante D VI. In caso di RhD
negativo, viene eseguita la ricerca dell’antigene D debole o D weak, la quale deve essere effettuata

con la metodica dell’antiglobulina indiretta '3
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Per Dattribuzione del fenotipo RhD nel donatore devono essere adottati i seguenti criteri di
attribuzione:
a) nel caso di positivita con entrambi i due reagenti anti-D allora viene attribuito il fenotipo RhD
positivo;
b) nel caso di negativita con entrambi i due reagenti anti-D e negativita della ricerca del D debole
allora viene attribuito il fenotipo RhD negativo;
c) nel caso di discrepanza nel risultato con i due reagenti anti-D con la ricerca del D debole allora
si attribuisce in maniera “cautelativa” il fenotipo RhD positivo. Viene raccomandato di
approfondire le eventuali incongruenze rilevate, effettuando anche la ricerca sierologica dei
D variant con altri cloni anti-D o con kit estesi di sieri monoclonali anti-epitopi e/o
determinando il fenotipo RhD mediante metodiche di tipizzazione genomica;
d) nel caso si confermasse la presenza di un D varianti allora viene attribuito il fenotipo RhD
positivo 2.
L’attribuzione di uno specifico fenotipo D variant con metodiche sierologiche deve sempre essere
confermata in biologia molecolare, dal momento che gli antigeni monoclonali anti-D non permettono

da soli di discriminare con sicurezza un antigene D debole da un antigene D parziale .
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4. SCOPO DELLO STUDIO

Il sistema ABO e Rh sono i principali sistemi di classificazione dei gruppi sanguigni. In particolare,
dopo il sistema ABO, il sistema Rh ¢ caratterizzato da una elevata immunogenicita, grazie alla
presenza dell’antigene D, e da un significativo polimorfismo che presenta varianti, come mutazioni
o sostituzioni che determinano la mancanza o 1’alterazione degli epitopi degli antigeni del sistema
Rh. In immunoematologia ¢ fondamentale saper riconoscere queste varianti per evitare a livello
clinico di sviluppare reazioni trasfusionali o MEFN. Grazie alla tipizzazione sierologica ¢ possibile
individuare in tempi rapidi le varianti del fenotipo RhCE.

Per tale ragione, lo scopo di questa tesi ¢ quella di ampliare la tipizzazione sierologica degli aspiranti
e donatori afferenti ai Centri di Raccolta Sangue del DIMT di Padova utilizzando cloni, in particolare
di tre tipologie, a specificita diversa per tutti i donatori e aspiranti donatori per confermare il fenotipo

ccDee riscontrato alla prima determinazione.
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5. MATERIALI E METODI

Sono stati selezionati i campioni di donatori e di aspiranti donatori che si sono presentati dall’1 aprile
2025 al 12 settembre 2025 nel DIMT di Padova; sono stati selezionati quelli che presentano il fenotipo
ccDee, poiché ¢ il fenotipo in cui si verificano la maggior parte dei casi di espressione debole del
gene RHCE.

Sono stati raccolti 26.507 campioni donatori, di cui 340 caratterizzati da fenotipo ccDee (1,3%), e

1.184 aspiranti donatori, di cui 20 caratterizzati da fenotipo ccDee (1,7%).

5.1 Tipizzazione sierologica in micropiastra

Attraverso I’utilizzo dello strumento IMMUCOR NEO IRIS™ nel settore di Immunoematologia del
Laboratorio di Medicina Trasfusionale di Camposampiero, sono stati tipizzati tutti i donatori e tutti
gli aspiranti donatori con fenotipo ccDee utilizzando il Clone 2.

Lo strumento IMMUCOR NEO IRIS™ utilizza le micropiastre in cui inizialmente su alcuni pozzetti
effettua una sospensione delle emazie del campione al 2-4% circa in soluzione salina.
Successivamente su altri pozzetti mette a contatto una goccia di sospensione di eritrociti con una
goccia di reagente. La micropiastra viene poi centrifugata a una velocita adatta a produrre risultati
positivi con eritrociti antigene-positivi e risultati negativi con eritrociti antigene-negativi.
L’agglutinazione degli eritrociti con gli immunoClone® indica la presenza dell’antigene
corrispondente (risultato positivo). L’assenza di agglutinazione indica ’assenza dell’antigene
corrispondente sugli eritrociti esaminati (risultato negativo).

I test su micropiastra devono essere interpretati immediatamente dopo la risospensione per evitare
risultati errati dovuti alla sedimentazione degli eritrociti o alla dissociazione degli agglutinati

eritrocitari.

5.2 Tipizzazione sierologica in gel su microcolonna

Attraverso lo strumento GRIFOLS ERYTRA nel settore di Immunoematologia del Laboratorio di
Medicina Trasfusionale, vengono utilizzate le schedine DG Gel ABO/Rh (2D) (RT) per la
determinazione indiretta del gruppo ABO e le schedine DG Gel Rh Pheno + Kell per la
determinazione dei fenotipi Rh e dell’antigene K. Le schedine sono prodotte dalla GRIFOLS. Su
questi strumenti viene utilizzato il Clone Grifols.

11 principio del test ¢ basato sulla tecnica gel descritta da Yves Lapierre che permette il rilevamento

delle reazioni anticorpali dell’antigene dei RBC '*. Le schedine DG Gel si compongono di otto
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microprovette e ciascuna ¢ costituita da una camera, definita camera di incubazione, posta sulla
sommita di una microprovetta lunga e stretta, nota come “colonna”.

La microprovetta della schedina si presenta gia piena con una soluzione tampone in gel contenente
anticorpi monoclonali specifici (Anti-A, Anti-B, Anti-AB o Anti-D). L’agglutinazione si verifica
quando gli antigeni degli eritrociti reagiscono agli anticorpi corrispondenti presenti nella soluzione
in gel o nel campione di siero o plasma. La colonna di gel funge da filtro in quanto blocca gli eritrociti
agglutinati durante il passaggio di quest’ultimi attraverso la colonna di gel nel corso della
centrifugazione della schedina. La colonna di gel separa gli eritrociti agglutinati dagli eritrociti non
agglutinati in base alla dimensione: gli eritrociti agglutinati vengono bloccati sulla sommita o lungo
la colonna di gel, laddove gli eritrociti non agglutinati raggiungono la parte inferiore della

microprovetta formando un sedimento.
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Figura 4 — Schema dei gradi di reazione.

T

|
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\
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|

Negativo Sedimento ben definito di RBC non agglutinati sul fondo della colonna di

Tabella 1 — Gradi di reazione.

gel e assenza di cellule agglutinate visibili nel resto della colonna di gel.

Positivo: Granelli di dimensioni ridotte, appena visibili, di cellule agglutinate nella
+/- | parte inferiore della colonna di gel e sedimento di cellule non agglutinate

sul fondo.

Alcuni granelli di dimensioni ridotte di cellule agglutinate, piu
| frequentemente nella meta inferiore della colonna di gel.

+
E inoltre possibile osservare un piccolo sedimento sul fondo della colonna

di gel.

Granelli di piccola o media dimensione di cellule agglutinate lungo tutta
la colonna di gel.

2+ .
E inoltre possibile notare alcune cellule non agglutinate sul fondo della

colonna di gel.

; Presenza di alcuni granelli di media dimensione di cellule agglutinate
+

nella meta superiore della colonna di gel.
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Striscia ben definita di RBC agglutinati nella parte superiore della

4+ | colonna di gel.
E possibile notare alcune cellule agglutinate al di sotto della striscia.
Doppia Striscia di RBC posti sulla parte superiore del gel o sparsi lungo la
Popolazione DP | colonna di gel e un sedimento sul fondo allo stesso modo di un risultato
negativo.
Emolisi H Emolisi nella microprovetta con pochissimi o nessun RBC nella colonna

di gel.

5.3 Utilizzo di antisieri a diversa specificita

L’utilizzo di diversi cloni, quindi di tipologie diverse di antisieri immunoClone specifici, ci permette

di studiare le varianti degli antigeni che mostrano un’espressione debole che, molto spesso, non

vengono rilevate da uno dei tre antisieri monoclonali. E ben noto nel settore dell’immunoematologia

che anticorpi monoclonali diversi possono mostrare variazioni nella reattivita con gli eritrociti che

presentano alterazioni nell’espressione dell’antigene. Viene infatti raccomandato di esaminare

ulteriormente, per esempio a livello molecolare e/o biologico, i campioni che mostrano discrepanze

nei risultati per una maggiore chiarezza.
Vengono utilizzati i kit immunoClone® (WERFEN — IMMUCOR) e le microprovette DG Gel Rh
Pheno + Kell (GRIFOLS).

Clone 1I:

immunoClone® (1) Anti-C deriva dalla linea cellulare MS-24.

immunoClone® (1) Anti-c deriva dalla linea cellulare MS-33.

immunoClone® (1) Anti-E deriva dalla linea cellulare MS-80 e MS-258.

immunoClone® (1) Anti-¢ deriva dalla linea cellulare MS-16, MS-21 e MS-63.

Clone 2:

immunoClone® (2) Anti-C deriva dalla linea cellulare MS-273.

immunoClone® (2) Anti-c deriva dalla linea cellulare MS-35.

immunoClone® (2) Anti-E deriva dalla linea cellulare MS-12 ¢ MS-260.

immunoClone® (2) Anti-¢ deriva dalla linea cellulare MS-62 ¢ MS-69.
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Gli anticorpi sono diluiti in soluzione fisiologica tamponata contenete albumina bovina, EDTA, sodio
azide (concentrazione finale <0.1%) come conservante e potenzianti chimici macromolecolari.
Siccome questi prodotti derivano da bovini, sono stati valutati come a basso rischio di TSE.

Inoltre, il reagente immunoClone® Anti-e contiene materiale di origine suina.

I reagenti vengono conservati con una temperatura che varia da +2°C a +8°C: la conservazione con
temperature piu elevate oppure il congelamento e scongelamento ripetuti possono portare a risultati

falsamente positivi o falsamente negativi.

Clone Grifols:
Microprovetta C: Monoclonale umano anti-C. Anticorpi IgM, clone MS-24.
Microprovetta E: Monoclonale umano anti-E. Anticorpi IgM, clone 906.
Microprovetta ¢c: Monoclonale umano anti-c. Anticorpi IgM, clone MS-33.
Microprovetta e: Monoclonale umano anti-e. Miscela di anticorpi IgM, clone MS-21, MS-63 ¢

MS-16.

Ogni microprovetta sulla scheda DG Gel Rh Pheno + Kell contiene una soluzione tamponata in gel
contente il conservante e anticorpi specifici o nessun anticorpo. Tutte le microprovette contengono

sodio azide quale conservante a una concentrazione finale di 0,09%.

5.4 Tipizzazione in biologia molecolare

La tipizzazione in biologia molecolare permette d’identificare e caratterizzare le varianti genetiche
p

che sono state precedentemente individuate tramite la tipizzazione sierologica.

E stata eseguita la biologia molecolare dell’aspirante donatore per confermare la discrepanza
attraverso I’utilizzo del kit ID COREXT. 1l test utilizza tecnologia Luminex xMAP.

Sulla base della scheda tecnica ID CORE XTI, il DNA genomico ¢ stato estratto da sangue intero in
EDTA, amplificato e biotinilato mediante multiplex PCR. I prodotti della PCR sono stati poi
denaturati e ibridati con sonde oligonucleotidiche accoppiate alle perline codificate a colori. Il DNA
ibridato ¢ stato marcato con un coniugato fluorescente e il segnale risultante viene rilevato con sistema
Luminex. I dati grezzi sono stati elaborati con il SOFTWARE di analisi ID COREXT per ottenere
genotipi di polimorfismo, genotipi allelici e fenotipi previsti per ciascun gruppo sanguigno.
L’algoritmo di analisi converte il polimorfismo in genotipi allelici e fenotipi previsti per ciascun

gruppo di sangue e antigene, rispettivamente, in base alla letteratura.
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BLOODchip ID analytical procedure

1. AMPLIFICATION n + n + B > @
15 min 2.5 hr
2. HYBRIDIZATION I + ’0 / > @
10 min 30 min
Beads Mazter Max PO Product
3. LABELING I + g / 5=
S min 10 min
Eurter
4. DATA ACQUISITION >
+ ANALYSIS . 20 min
[ S
Hands-on time Automntod time
30 min 3.5hr

Overall time 4 hr

Figura 5 — Procedura analitica della genotipizzazione molecolare gruppoematica.
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6. RISULTATI

Lo spunto per I’avvio di questa tesi si deve a un aspirante donatore, il quale ha effettuato una prima

determinazione del gruppo sanguigno completo il 12 marzo 2023 e che risultava ccDee, come si pud

notare nella Figura 6.

SequenceNumber Device Test Wellimage WelllD OnginalValue . EditedValue MeasuredValue Date Time
Anti-C(2) (10mi) A1 0 0 105 12/13/2023 944 .
[ R T R il i i 1 T I -
2 | Antitte @) (10m) | R |4 i feag i b | 121073944,
3 Ati-EQ) (10ml) A3 0 0 90 12/13/2023 944,
Ty - M I ‘ = ] I HETH i i i ] \‘ [ T
4 Aewte @) (10m) | (NN lpoa e 4 o9 ey
M e A | L A Tl T
5 Anti-Kell (10ml) A5 1] 0 130 12/13/2023 944 }
_‘: 10 1 I M I “I ‘ll 1“ I I |
6 Rh cd (10ml) | |nos 0 0 110k I th2nares 9.4,
i M 1 i il il | |
7 {PHENO16_3 ccee K- L Tl 1_2_/_13/:2{_?23 944

Figura 6 — Prima determinazione del gruppo sanguigno dell’aspirante donatore (2023).

Successivamente, il 3 febbraio 2024 effettua una seconda determinazione del gruppo sanguigno

completo, secondo il Decreto del Ministero della Salute 2 novembre 2015 secondo il quale il gruppo

sanguigno deve essere confermato su due campioni distinti prima che la sacca di sangue possa essere

trasfusa.

Come si puo notare nella Figura 7, il gruppo sanguigno dell’aspirante donatore risultava ancora

ccDee.
SequenceNumber  Device Test Welllmage ~ WelllD OnginalValue | EdiedValue MeasuredVakie | DateTime
Anti-C(2) (10mi) HO1 0 0 10.1 3/2/2024 1.01 PM
1 I T -..!.” i I T I”H HHI i T '”H' T
1l (L (116 il 1] e i .
2 Acitidittie c(2) (10ml) | o2 l.“ Il Il a1 il L W Il \I 1 %ﬂl\‘ Il I SM?J(H.‘IIEI*HHPH
(il il ””I-II i {1l UL il it I H”' i |m | IULi I
3 Anti-E(2) (10mi) HO3 0 0 79 3/2/2024 1:01 PM
T m‘; T i i i T m [ l I i e i
4 Artrdntie (2) (10mi) i .I’Hm-,”"'””‘",- .._| i il i Il i Ilﬂ‘““ ”I “W- m#l It I 22/2004 10T PM
T I il il | L | i :
5 ArtiKell (10mi) HO5 0 0 93 3/2/2024 101 PM
ol T il I‘““”Hm IIIHH|I|' il ‘”“”H | Il i . I
& {7 ctrl (10mi} i 1 TG ”"‘”n?i I A | D‘m e L 3/2/A04 1DTPM |
i i A 1 i il i
|7 PHEND16_2 i co ee K- {3/2/2024 1:01 PM

Figura 7 — Seconda determinazione del gruppo sanguigno dell’aspirante donatore (2024).
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Il Laboratorio di Medicina Trasfusionale di Camposampiero effettua una terza determinazione per gli

aspiranti donatori, la quale non ¢ obbligatoria per legge ma viene adottata da alcuni Centri

Trasfusionali per un criterio di ulteriore sicurezza. Effettivamente grazie alla terza determinazione,

effettuata il 28 gennaio 2025, si ¢ notato una discrepanza nel fenotipo effettuato nelle prime due

determinazioni. Nella Figura 8 viene mostrato come il fenotipo non risulti piu ccDee, ma bensi si

possa notare una espressione debole dell’antigene C. Questa discrepanza ¢ stata successivamente

confermata dalla biologia molecolare.
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Figura 8 — Terza determinazione del gruppo sanguigno dell’aspirante donatore (2025).

Nell’arco di questa tesi effettuata su 27.691 campioni, dei quali 360 con fenotipo ccDee, sono stati

confermati tutti i gruppi sanguigni eccetto uno, un aspirante donatore che nella prima determinazione

di gruppo lungo risultava ccDee con un campo misto nell’antigene C, attraverso 1’utilizzo del Clone

:

2.
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Figura 9 — Prima determinazione del fenotipo dell’aspirante donatore.
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Abbiamo rieseguito 1’analisi su vetrino con il Clone I, della dita WERFEN — IMMUCOR, e come
dimostrato nella Figura 10, la reazione di agglutinazione con il Clone I era molto piu chiara ed

evidente rispetto al Clone 2.

Figura 10 — Seconda determinazione del fenotipo dell’aspirante donatore. Si puo notare la differenza
di agglutinazione tra il Clone I, rappresentato dal vetrino con il simbolo €, e il Clone 2, rappresentato

invece con il simbolo C,.

E stata successivamente eseguita 1’analisi del fenotipo anche con il Clone Grifols attraverso le

microprovette DG Gel Rh Pheno + Kell ed ¢ stato riconfermato il fenotipo CcDee.

Figura 11 — Terza determinazione del fenotipo dell’aspirante donatore. Si osserva una positivita

molto forte (4+) dell’antigene C attraverso il Clone Grifols.
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Grazie ad un’indagine anamnestica, abbiamo riscontrato che questo aspirante donatore aveva gia
effettuato in altra sede un approfondimento con la biologia molecolare che confermava il fenotipo
CcDee, riscontrato anche da noi grazie all’utilizzo di antisieri a diversa specificita.

Inoltre, abbiamo notato come entrambi gli aspiranti donatori, quindi il soggetto da cui ¢ partita questa
ricerca e quello trovato durante lo svolgimento dello studio, condividono la stessa etnia (entrambi
sono originari del Marocco e possiedono lo stesso cognome) e le stesse caratteristiche fenotipiche.

E stato dedotto che possa esistere una espressione fenotipica caratterizzante della popolazione del

Marocco e quindi si puo ipotizzare la presenza di una variante endemica.
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7. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Questo studio presenta alcune criticita di carattere generale, le quali sono importanti da considerare.
La contaminazione batterica o chimica dei materiali del test, il tempo o una temperatura di
incubazione inadeguati, una centrifugazione errata, una conservazione dei materiali inadeguata o
I’omissione di reagenti del test possono causare risultati falsamente positivi o falsamente negativi. Le
micropiastre in plastica nuove e non utilizzate, le quali vengono impiegate durante la tipizzazione
sierologica, sono in grado di adsorbire passivamente le cellule e le proteine del siero sulle loro
superfici e quindi puo portare a risultati errati.

I campioni datati o emolizzati potrebbero indurre reazioni piu deboli rispetto a quelle ottenute con un
campione fresco, e i campioni caratterizzati da anticorpi ad alta potenza potrebbero ricoprire gli

eritrociti completamente, causando un’agglutinazione spontanea.
9

Diversi alleli RHCE frequenti nella popolazione africana sono rari in quella europea e spesso
differiscono per una moltitudine di mutazioni (Tabella 2). Questi alleli possono codificare per proteine
RhCE prive di alcuni antigeni ad alta frequenza. Le immunizzazioni verso questi antigeni possono
porre seri problemi a livello trasfusionale, soprattutto se si verificano in individui dipendenti dal
supporto trasfusionale cronico, ad esempio per anemie ereditarie o per anemie iporigenerative
dell’anziano.

Diversi meccanismi differenti contribuiscono al gran numero di alleli RHCE molti dei quali sono
condivisi dalla maggior parte degli altri geni e contribuiscono alla complessita di altri gruppi
sanguigni. Una sostituzione di un singolo nucleotide puo causare un cambiamento dell’amminoacido
codificato (mutazione missense); 1’introduzione di un codone di stop prematuro (mutazione non-
sense), porta a una proteina troncata; la distruzione della sequenza consenso di giunzione (mutazione
del sito di giunzione) impedisce la corretta giunzione dell'allele. Inserzioni o delezioni di uno o pochi
nucleotidi solitamente portano ad un frameshift che risulta in sequenze di amminoacidi
completamente aberranti. Infine, le ricombinazioni tra alleli diversi portano ad alleli che condividono
le peculiarita di entrambi gli alleli genitori.

L'elevata omologia di sequenza dei geni RHD e RHCE e il loro orientamento opposto possono
favorire conversioni geniche in cui le parti interne di un gene sono sostituite dalle parti corrispondenti
dell'altro gene.

In letteratura ¢ noto che 1’analisi delle distribuzioni alleliche nelle diverse popolazioni e la varieta
degli alleli ¢ di gran lunga piu grande negli africani. Dalla tabella sottostante si evince come la
frequenza del fenotipo CcDee sia di gran lunga inferiore nella popolazione africana rispetto a quella

caucasica e di contro come sia piu frequente il fenotipo ccDee °.
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Table 2 Prevalence of Rh Phenotypes Detected in This Study in I(Z/bmpariso\n\to Other Pqpﬂlations

[ |
Phenotype Current Study Indian"? \ Cau(‘nian'ﬁ- | African'* | Chinese'?
% % OR %~——"| or %~ oRrR % OR

DCCee 14 44 4.8+ 19 14 o 0.1* 41 4.3FeF

DCcEe 9 8 09 13 IS 4 0.4 39 6.5
———f— | DCcee 36 30 08 35 09 21 0.5% 8 0.2%

DecEE 3 | 0.5 2 07 0 0.2 7 |

DeccEe 9 9 | 12 14 19 2.4% 4 0.4
——— | Dccee 9 I 0.2 2 03 46 7.9% 0 0.1*

decee 20 3 0.3+ I5 07 7 0.3* 0 0.0**

Notes: *P<0.05, ** P<0.0l and =*P<0.001.

Tabella 2 — Prevalenza dei fenotipi Rh nelle diverse popolazioni 3.

Nei casi sottoposti alla nostra attenzione, il fenotipo iniziale ccDee degli aspiranti donatori sembrava
essere in linea con la frequenza riportata nella tabella soprastante. Solo dopo aver eseguito la
successiva determinazione ¢ emerso una possibile discrepanza di fenotipo, confermata
successivamente dalla biologia molecolare.

Lo scopo della presente tesi ¢ stato quindi quello di allargare la tipizzazione sierologica degli aspiranti
e donatori afferenti ai Centri di Raccolta Sangue del DIMT di Padova utilizzando cloni a specificita
diversa per tutti i donatori e aspiranti donatori aventi fenotipo ccDee.

Dall’1 aprile 2025 fino al 12 settembre 2025 sono afferiti 27.691 donatori, di cui 360 con fenotipo
ccDee. Di questi lo 5,6% erano aspiranti donatori e il restante 94,4% donatori attivi. I risultati ottenuti
hanno confermato la tipizzazione del fenotipo alla prima determinazione, eccetto un campione.
Visto il breve periodo di lavoro non ¢ stato possibile estendere la tipizzazione a tutti 1 donatori e
aspiranti che afferiscono presso il nostro Centro.

Per la determinazione del fenotipo, del caso in questione, I'utilizzo di antisieri monoclonali con
specificita diversa ha permesso di poter dirimere la presenza di un antigene C debole/variant rispetto
a una prima valutazione da campo misto potendo giungere alla refertazione di gruppo. Sarebbe
auspicabile avere a disposizione antisieri monoclonali provenienti da diverse linee cellulari tali da
poter discriminare eventuali varianti fenotipiche senza dover necessariamente ricorrere agli
approfondimenti di II livello, come la tipizzazione molecolare gruppoematica.

In una prospettiva in cui la globalizzazione e I’integrazione culturale prevede sempre di piu I’accesso
alle strutture sanitarie di etnie diverse con diverso assetto immunoematologico sarebbe buona norma
poter eseguire per tutti gli aspiranti donatori tipizzazione immunoematologica genomica. Infatti, la
genotipizzazione RHCE rimane il gold standard per poter discriminare le varianti fenotipiche, che
potrebbero sfuggire con la tipizzazione sierologica, nell’ottica di evitare implicazioni cliniche
significative in ambito trasfusionale. Inoltre, questa tecnica ¢ fondamentale per la ricerca degli

antigeni cosiddetti “minori”, consentendo cosi la creazione di una banca donatori con fenotipo
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gruppoematico completo, molto importante per 1’assegnazione di emazie concentrate per pazienti

politrasfusi oppure portatori di alloimmunizzazione complessa.
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