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Auch nach Einfiihrung der generellen
Anti-D-Prophylaxe stellt der durch Anti-D-
Antikérper bedingte Morbus haemolyticus
neonatorum den Prototyp einer durch
militterliche blutgruppenspezifische Allo-
antikérper verursachten fetomaternalen
Inkompatibilitdt dar. Moderne molekular-
genetische Methoden zur Bestimmung der
Rhesus D (RhD)-Blutgruppe bieten neue
Maéglichkeiten in der prénatalen Diagnostik
und der Schwangerschaftsvorsorge. So ist
es mit der Bestimmung des fétalen RhD-
Status aus der miitterlichen Blutprobe
méglich geworden, bei RhD-heterozygoten
Vétern die nicht gefdhrdeten Kinder zu
identifizieren und eine invasive Diagnostik
zu vermeiden. Der friihzeitige Nachweis
des kindlichen RhD-Merkmals in der
Schwangerschaft erdffnet zudem die Pers-
pektive eines zielgerichteten Einsatzes
der prdpartalen Anti-D-Prophylaxe. Mit
Hilfe der paternalen RHD-Zygotiebestim-
mungen [dsst sich bei Anti-D-immunisier-
ten Frauen mit Kinderwunsch das Risiko
des Auftretens einer RhD-Inkompatibilitdt
abschdtzen.

In spite of anti-D immunoprophylaxis,
hemolytic disease of the fetus and
newborn attributed to D alloimmunization
occurs. The use of molecular genetic
technology for blood group typing has
opened new possibilities for RhD typing in
prenatal diagnostics and pregnancy
precaution. Fetal DNA in maternal plasma
can be used for non-invasive determination
of the RhD status of fetuses carried by
RhD-negative pregnant women. Moreover,
the availability of non-invasive diagnostic
assays for prenatal RHD typing makes it
possible to restrict antenatal prophylaxis
to only those women at risk for immuniza-
tion. Finally, paternal RHD zygosity testing
offers the opportunity to assess the risk of
RhD incompatibility in D alloimmunized
women.

Morbus haemolyticus
neonatorum durch
Rhesusinkompatibilitit

Pathophysiologie und
Klinik

Der Morbus haemolyticus
neonatorum (MHN) durch Anti-
D-Antikoérper ist eine schwere
hamolytische Andmie des Foten
bzw. des Neugeborenen mit Ery-
throblastose infolge gesteigerter
Erythrozytendegeneration durch
diaplazentaren Ubertritt materna-
ler Blutgruppenantikérper gegen
kindliche Blutgruppeneigenschaf-
ten bei einer Rhesus D (RhD)-in-
kompatiblen Schwangerschaft (/).
Obgleich seit Einfihrung der An-
ti-D-Prophylaxe Ende der 60er
Jahre der Anti-D-bedingte MHN
sehr stark an epidemiologischer
Bedeutung verloren hat und heute
ein MHN bei ABO-Inkompatibilitat
am haufigsten vorkommt, besitzt
der durch Anti-D induzierte MHN
klinisch nach wie vor die grofite
Bedeutung. Rhesusantikoérper
anderer Spezifitaten (z.B. Anti-c)
oder Antikorper gegen andere
Blutgruppenmerkmale (z.B. Anti-
K) sind hingegen weniger haufig

in einen MHN involviert (/).

Voraussetzungen fiir eine feto-
maternale RhD-Inkompatibilitat

sind die Immunisierung einer RhD-

T

negativen Mutter, die Bildung und
der diaplazentare Ubertritt von
Antikorpern der Klasse [gG und
das Vorhandensein des RhD-An-

tigens auf den kindlichen Erythro-
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zyten (vom RhD-positiven Vater

geerbt) (Abbildung 1). Als im-

munisierende Ereignisse kommen
ein transplanzentarer Ubertritt
fotalen, RhD-positiven Blutes, der

bis zum 3. Trimenon in knapp der

himotherapie

Halfte aller Schwangerschaften
beobachtet wird, sowie Traumata
wahrend der Schwangerschaft,

Chorionzottenbiopsien, Amnio-

Immunisierung beim Morbus
haemolyticus neonatorum

Kindsmutter
(D-negativ)

Fotus
(D-positiv)

~
Abbildung |

Wahrend der Schwangerschaft, inshesondere im

3. Trimenon, kann es zum Ubergang von fotalen Ery-
throzyten in den mitterlichen Kreislauf kommen.

In Abhangigkeit von der Dosis kannen immunologische
Tellen der Kindsmutter erythrozytire Antigene
prasentieren und die Bildung von Antikorper-produzie-
renden Zellen induzieren. Im Falle einer Vorimmunisie-
rung der Mutter werden vorgebildete Immunzellen
geboostert. Die maternalen Antikdrper des Isotyps IgG
vermogen die Plazenta-Blut-Schranke zu passieren und
konnen dann an die Oberfliche von fotalen Erythro-
zyten im kindlichen Kreislauf binden

(Opsonisierung).
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zentesen oder Bluttransfusionen
in Frage. Der Schweregrad eines
MHN wird aus immunhamatolo-
gischer Sicht im Wesentlichen
durch die Konzentration der mit-
terlichen Antikdrper, den Anteil
der die Plazenta passierenden
IgG-Antikérper und ihre Sub-
klassenverteilung sowie die An-
tigendichte und -verteilung auf
dem fotalen Gewebe bestimmt.
Das RhD-Antigen gehort zu den-
jenigen Blutgruppenmerkmalen,
die bereits in der Fruhschwan-
gerschaft auf den kindlichen Ery-
throzyten exprimiert sind (Ab-

bildung 2).

Als Folge der Einschwemmung
mutterlicher Antikérper in den
kindlichen Kreislauf kommt es
zu einer Beladung der kindlichen
Erythrozyten mit diesen Antikor-
pern und zu einem beschleunig-
ten Abbau der Antikoérper-bela-
denen roten Blutzellen im retiku-
loendothelialen System (RES),
was sich in einem hamolytischen
Syndrom mit verkiirzter Lebens-
zeit der kindlichen Erythrozyten
manifestiert. Das klinische Bild
des durch Anti-D-bedingten MHN
ist variabel (Tabelle 1) (3).

>
Tabelle |

Expression von Blutgruppenmerkmalen und
diaplazentarer Ubertritt miitterlicher IgG-Antikérper
im Verlauf der fotalen Entwicklung

BG & I. AKST
\

plazentarer Ubertritt

von IgG aus|/dem

maternalen Kreislauf

2. AKST & I. Prophylaxe

Schwangerschaftswochen (SSW)

BG = Blutgruppenbestimmung AKST = Antikarpersuchtest

In leichten Fallen entwickelt sich
lediglich eine frihzeitige Hyper-
bilirubinamie (Icterus praecox)
und eine leichte Andamie, wahrend
in schweren Féllen die Bilirubin-
konzentration so weit ansteigen
kann (Icterus gravis), dass es zu
einer irreversiblen Schadigung

von Nervenzellen und neurologi-

(modifiziert nach D. Schénitzer)

~
Abbildung 2

schen Ausfallen mit gelblicher An-
farbung der Basalganglien des Ge-
hirns (Kernikterus) kommen kann.
Als Reaktion auf die hamolytische
Anamie lassen sich im Sinne einer
ubersteigerten Erythrozytenrege-
neration und -sequestration erhoh-
te Werte von Retikulozyten und

Erythroblasten im peripheren Blut

Klassifikation eines Rhesus D-bedingten Morbus

haemolyticus neonatorum (Nach 3)

Schweregrad Bezeichnung Klinische Merkmale

Leicht Anaemia neonatorum MaBige Andmie

Mittel Icterus gravis Hyperbilirubindmie

Schwer Anaemia gravis Schwere Andmie,
Hyperbilirubindmie,
keine Odeme

Schwer Hydrops fetalis Odeme, Ascites, Pleura-,

Perikarderguss




sowie eine VergroBerung der
extramedullaren Blutbildungsor-
gane Leber und Milz nachweisen.
Die schwerste Form des MHN
wird als Hydrops fetalis bezeich-
net. Dabei handelt es sich um ei-
ne allgemeine Odemneigung mit
Wassereinlagerung in das Ge-
webe und in die Kérperhohlen
infolge andamischer Hypoxie und
Hypalbuminamie (Abbildung 3).
Ein Hydrops fetalis kann unbe-
handelt innerhalb von Tagen zum
Tode fuhren und abhangig vom
Sensibilisierungsgrad der Schwan-
geren bereits vor der 18. Schwan-

gerschaftswoche (SSW) auftreten.

Vorkommen und Haufigkeit

Vor Einfihrung der Anti-D-
Prophylaxe (Rhesusprophylaxe)
lag das Immunisierungsrisiko
RhD-negativer Schwangerer bei
7-14%. Zu dieser Zeit fand sich
ein MHN durch Anti-D bei 0,6 %
aller Schwangerschaften, von
denen 60 % therapiebedurftig
waren und 12 % tédlich endeten.
Wahrend die durch Anti-D ver-
ursachten MHNs frither 98 % aller
Falle (ABO-MHN ausgenommen)
ausmachten, hatte nach Einftuh-
rung der postpartalen Anti-D-
Prophylaxe Ende der 60er Jahre
die Haufigkeit des Auftretens ei-
nes Anti-D-bedingten MHN um

90 % abgenommen. Durch die

prapartale Anti-D-Prophylaxe

konnte die Inzidenz nochmals um
90 % gesenkt werden (4). Die Im-
munisierungsrate RhD-negativer
Schwangerer liegt seitdem nur
noch in einem Bereich von 0,2-
0,5% (5,6). Obgleich die Haufig-
keit eines Anti-D-verursachten
MHN inzwischen etwa der aller
ubrigen MHNs zusammen ent-
spricht, ist die Zahl der Kinder mit
schweren Verldufen beil einem
Anti-D-bedingtem MHN immer
noch am groBten. Seit Anfang der
90er Jahre lasst sich durch die
Zuwanderung aus Landern mit
weniger konsequenter Prophyla-
xe ein durch Anti-D verursachter
MHN im deutschsprachigen Raum

wieder haufiger beobachten.

Vorsorge und Anti-D-
Prophylaxe

Die zur rechtzeitigen Erkennung,
Behandlung und Prophylaxe des
Anti-D-bedingten MHN erfor-
derlichen Untersuchungen bei

Schwangeren werden durch die

<
Abbildung 3

Hydrops fetalis bei
Geburt

Mit freundlicher Genehmigung
von Herrn Dr. P. Baier,
Pranataldiagnostik,
Universitt Heidelberg

., Mutterschafts-Richtlinien” und
in den ,,Hdmotherapie-Richtlinien”
geregelt (7,8). Demnach mussen
bei jeder schwangeren Frau zu
definierten Zeitpunkten eine Blut-
gruppenbestimmung und Anti-
korpersuchtests durchgefiihrt
werden. Deuten die Ergebnisse
der Blutgruppenbestimmung auf
ein abgeschwadchtes oder vari-
antes RhD-Merkmal hin, wird ei-
ne weitere Abklarung erforder-
lich. Ein direkter Coombstest mit
den Erythrozyten des Neugebore-
nen ist durchzufiithren, wenn sich
der Verdacht eines MHN ergibt
oder wenn die nach den , Mutter-
schafts-Richtlinien” vorgeschrie-
benen Antikoérpersuchtests nicht
durchgefiuhrt wurden. Ein posi-
tiver direkter Coombstest muss
als moglicher Hinweis auf eine
fetomaternale Inkompatibilitat

weilter abgeklart werden.

Mit der Anti-D-Prophylaxe lasst
sich bei werdenden Miittern ver-
meiden, dass sich in ihrem Blut

Anti-D-Antikérper gegen die
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RhD-positiven Erythrozyten des
Kindes bilden. Das geht nur, wenn
im Korper der Rhesus-negativen
Mutter noch keine Antikérper nach-
weisbar sind. Dann bekommt die
Frau in der 28.-30. SSW und
direkt nach der Geburt (bis max.
72 Stunden post partum) eine
Standarddosis Anti-D-Immunglo-
bulin appliziert. Sollte aus tech-
nischen CGrinden die Zeit einmal
nicht eingehalten werden kénnen,
empfiehlt es sich trotzdem auch
noch am Tag 4, 5 oder 6 die Pro-
phylaxe durchzufihren, da hier
immerhin noch mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 20-50 % eine
Immunisierung verhindert wer-
den kann. Der Anti-D-Prophylaxe
liegt die Vorstellung zugrunde,
dass die RhD-positiven Erythro-
zyten des Kindes, sobald sie in
den Blutkreislauf der Mutter ge-
langen, durch die Anti-D-Antikor-
per beladen und im RES abgebaut

werden, und so der mitterliche

Korper selbst keine Antikdrper
produziert (Abbildung 4). Mit

der empfohlenen Dosis von 300 yg
kénnen ca. 10 ml Erythrozytense-
diment neutralisiert werden. Die
Anti-D-Prophylaxe kommt auch zum
Einsatz bei: Schwangerschaftsab-
bruch und Abort, Extrauterin-
Schwangerschaften, Fruchtwasser-
untersuchung oder bei Blutungen

in der Schwangerschaft.

Pranatale Diagnostik bei
Rhesusinkompatibilitit

Serologie

Bei Beginn der Schwangerschaft
sollen Frauen entsprechend der
Mutterschaftsrichtlinie u. a. auf das
Vorliegen irregularer erythrozy-
tarer Antikérper iberpruft wer-
den (7). Bereits existierende An-
tikoérper kénnen durch friheren

Fremdantigenkontakt der Schwan-

Anti-D Prophylaxe

Kindsmutter

Q
— Anti-D (IgG)

@Neugeborenes

geren induziert oder durch Be-
handlung zugefihrt worden sein.
Die wichtigsten Spezifitdten im
Zusammenhang mit einem Mor-
bus haemolyticus neonatorum
sind Anti-D, Anti-c und Anti-K.
Es konnen aber auch Antikérper
gegen Merkmale auf Thrombo-
zyten, z. B. Anti-HPA-la oder HLA-
Antikérper, induziert werden.
Die Prasenz dieser Antikdérper im
Serum kann je nach Immunsystem
unterschiedlich lang sein: einige
Antikorper kénnen nach wenigen
Wochen bereits nicht mehr nach-
weisbar sein, andere kénnen tiber
Jahre und Jahrzehnte persistieren
(es gibt Beispiele fir Allo-Anti-
korper, die Uiber einen Zeitraum
von > 50 Jahren nachweisbar
waren). Es gilt jedoch zu beach-
ten, dass einmal induzierte Anti-
koper innerhalb weniger Tage
wieder geboostert werden kén-

nen.

Bei den therapeutisch zugefiuhr-
ten Antikérpern handelt es sich im
Wesentlichen um humanes IgG-
Anti-D aus der Prophylaxe. Nach
Applikation der vorgegebenen Do-

<
Abbildung 4

Nach Geburt des Kindes (oranger Kreis) wird das Blutgruppen-
merkmal Rhesus D, der so genannte Rhesusfaktor, bestimmt.
Um eine Immunisierung der Mutter durch in den mitterlichen
Kreislauf gelangte kindliche Erythrozyten zu vermeiden, wird
nach Geburt Rhesus D-positiver Kinder eine Anti-D-Prophylaxe
appliziert. Auf diese Weise werden residuale fotale Erythrozyten
im Kreislauf der Mutter mit Antikorpern ,maskiert”.



sis zwischen der 25.und 27. SSW
werden noch zum Zeitpunkt der
Geburt therapeutisch wirksame
Antikérpertiter in der Mutter und
im Kind gemessen, da die durch-
schnittliche Halbwertszeit von IgG

ca. 20-30 Tage betragt.

Im Rahmen der Mutterschafts-
firsorge wird in Deutschland
heute routinemafBig zwischen der
24.und 26. SSW der Antikoérper-
suchtest wiederholt. Ist der Anti-
korpersuchtest negativ, wird die
Anti-D-Prophylaxe appliziert; ist
er positiv, ist eine exakte Abkla-
rung der Spezifitat des Antikor-
pers erforderlich, inklusive einer
quantitativen Bestimmung. Die
quantitative Bestimmung kann
einerseits durch den Vorgang der
Titrierung mit definierten Testzel-
len bestimmt werden (haufigste
Durchfiihrung), andererseits
durch Vergleichstestung mit ei-
nem quantitativen Standard (sel-
tenere Durchfuhrung). Fur die
Vergleichstestung bietet sich das
Praparat der Anti-D Prophylaxe
an, da hier exakt definierte Men-
gen gegeben sind. Ein Vorteil
dieser Methode ist die gute Ver-
gleichbarkeit der Untersuchungs-
ergebnisse; allerdings wird die-
ses Verfahren nur von wenigen
Laboratorien eingesetzt. Vorteil
der Technik der Titrierung mit

definierten Testzellen ist die ein-

fache und schnelle Handhabung
sowie die Ubertragbarkeit auf
andere Antikorperspezifitaten.
Die grofB3e technische Variabilitat
dieses Verfahrens macht jedoch
einen Vergleich zwischen verschie-
denen Laboratorien kaum sicher
moglich. Dies liegt vor allem da-
ran, dass die ermittelten Titerstu-
fen stark in Abhangigkeit verschie-
dener Testparameter variieren:
> von der eingesetzten Methode
(Rohrchen, Gelkarte oder
Mikrotiterplatte),
> von der Losung, mit der
verdinnt wurde (NaCl, Plasma
oder LISS),
> von den eingesetzten Zellen
(homozygot, heterozygot,
enzymbehandelt) und

> anderen Testbedingungen

Damit vor Ort eine relativ gute
Beurteilung der Antikdrpertiter-
werte moglich wird, sollte zwi-
schen den Klinikern und dem
untersuchenden Labor eine de-
finierte Vorgehensweise festge-
legt werden. Aus diesem Grund
wird empfohlen, Wiederholungs-
untersuchungen moglichst durch
das Labor ausfiuhren zu lassen, in
dem bereits die Erstuntersuchung

stattgefunden hat.

Zur Risikoeinschdtzung des An-
tikoérpertiters sind zwei Punkte

beachtenswert: erstens, die Hohe

des Titerwertes (quantitative Men-
ge des physiologisch vorliegen-
den irregularen Antikorpers) und
zweitens, die Veranderung des
Titerwertes im Verlauf. Titerwerte
als solche sagen relativ wenig
uber die klinische Relevanz ver-
schiedener Antikérper aus. So
sind einerseits schwere MHN-Ver-
laufe mit niedrigtitrigem Antikor-
per bekannt und andererseits
Schwangerschaften mit hohen
Antikorpertitern ohne klinisch
relevante Hamolyse des Kindes.
Titerveranderungen werden
wahrend der Schwangerschaft
zur Verlaufsbeobachtung heran-
gezogen, wobei Veranderungen
um zwel oder mehr Verdinnungs-
stufen im Allgemeinen als ein
Indiz fur eine gesteigerte immu-
nologische Aktivitat gewertet
werden konnen. Haufig gehen
Veranderungen im Antikorper-
titer den mit technischen Geréaten
erkennbaren morphologisch-
physiologischen Veranderungen

eines MHN voraus.

Fotale Sonographie

Fir die Untersuchung des unge-
borenen Kindes werden heutzu-
tage bevorzugt Ultraschallgerate
eingesetzt (Doppler-Sonographie),
da dieses Untersuchungsverfahren
nicht-invasiv ist. Im Falle einer star-

kergradigen Anamie oder eines
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MHN bei einem Féten, verandert
sich die Flussgeschwindigkeit in
den Kopfarterien, was mit dieser
Technik darstellbar ist. Flir den
Nachweis einer schweren fotalen
Anamie lag die Sensitivitat der
Doppler-Sonographie in einer
kirzlich durchgefihrten Multicen-
ter-Studie bei 88 %, die Spezifitat
bei 82 %. Die noch haufig durch-
gefihrte spektrophotometrische
Bestimmung der Bilirubinoide

im Fruchtwasser (AODy5,) zeigte
dahingegen eine Sensitivitat von
nur 76 % und eine Spezifitat von

7% (9).

Invasive Diagnostik

Um genauere Kriterien zur Ein-
schatzung der Krankheit und des
MHN-Risikos zu erhalten, ist eine
Punktion mit Gewebe-/Zellent-
nahme erforderlich. Technisch
stehen daflr heute drei Verfahren
zur Verfugung: in frihen Stadien
der Schwangerschaft wird ver-
sucht, Zellen von den Chorionzot-
ten zu isolieren; in spdteren Sta-
dien kommen die Amnionzentese
(Punktion der Fruchtblase) und
die Kordazentese (Punktion der
Plazenta bzw. der Nabelschnur) in
Frage. Mit Zellen aus der entnom-

menen Gewebeprobe des Kindes

>
Tabelle 2

kann eine molekulargenetische
Bestimmung der Blutgruppengene
erfolgen. Das durch die Kordazen-
tese gewonnene Blut ermdglicht
zusatzlich die serologische Be-
stimmung der Blutgruppenanti-
gene auf den fotalen Erythrozyten,
den Nachweis irreguldrer Anti-
korper der Mutter im kindlichen
Plasma sowie die Bestimmung re-
levanter Laborparameter, wie den
Hamatokrit, die Hamoglobinkon-
zentration, die Blutzellzahlen, En-

zyme, etc..

Da es sich hierbei jedoch um
invasive Techniken mit einem
nicht unerheblichen Verletzungs-
risiko fur den Féten handelt, sollte
diese Diagnostik in Einrichtungen
mit speziellem Therapiespektrum
durchgefiihrt werden. In Tabelle 2
sind Daten aus Studien wiederge-
geben, die Angaben zum relati-
ven Abortrisiko enthalten. Bei der
Amnionzentese kam es dabel in
13-62 % der Falle zu Blutungen,
die zwischen ein und drei Minuten

dauerten. Das ausgetretene Blut-

volumen betrug zwischen 50 und
680 pl. Selbst diese kleinen
Blutmengen kénnen fur die
Induktion von irreguldren Anti-
koérpern in der Mutter ausreichend
sein. Besonders hoch waren die
Werte bei der Punktion in oder
durch die Plazenta hindurch oder
direkt in die Nabelschnur.
Geflrchtet sind vor allem Hama-
tome, die nach der Punktion an
der Einstichstelle entstehen und
zu einem massiven Blutverlust des

Foten fihren kénnen.

Die Kordazentese ist jedoch
nicht nur Mittel zur Diagnostik
sondern stellt auch eine sehr gute
Moglichkeit zur effektiven Thera-
pie dar. Mit einer gezielten Punk-
tion der Plazenta oder der Nabel-
schnur ist es in spezialisierten
Zentren heute moglich, Foten
durch intrauterine Transfusion
(IUT) mit kompatiblen Erythro-
zyten (D-negativen Erythrozyten,
Anti-CMV-negativ, bestrahlt) ab
der 20. SSW zu behandeln (Ab-
bildung 5).

Abortrisiko nach Amnionzentese (23-25)

Amnionzentese Risiko fiir Abort
Fotus < 16 SSW bis 5-8 %

Fotus > 20 SSW ca.l %
therapeutische Punktion bis 14 %
Punktion bei Hydrops fetalis bis 25 %




Intrauterine Transfusion

Postpartal bleiben die Neuge-
borenen noch fiir einige Zeit be-
handlungsbedirftig. Die Fremd-
erythrozyten kdnnen einen
supprimierenden, aber rever-
siblen Effekt auf das autologe
Knochenmark entfalten. In Ab-
hangigkeit von der Antikérper-
konzentration kénnen die heran-
reifenden RhD-positiven kind-
lichen Blutzellen noch fir einen
gewlssen Zeitraum beladen und
abgebaut werden. In Einzelfdllen
kann sich die Transfusionsbedurf-
tigkeit der betroffenen Neugebo-
renen Uber bis zu vier Monate

hinziehen.

Rhesus-Diagnostik bei
aberrantem miitterlichem

RhD-Merkmal

Beim Auftreten ungewohnlicher
Befunde im Rahmen der mitter-
lichen RhD-Bestimmung ist heut-
zutage eine weitergehende Spezi-
fizierung des RhD-Status anzustre-

ben. Fir eine korrekte Versorgung

Transfusion von 50 ml Blut/kg KG,
Blutgruppe 0 RhD-negativ, gewaschen,
bestrahlt, CMV-negativ

(Hdmatokrit des Erythrozytenprdparates > 70%)
Ultraschall-gestttzte Punktion eines
Venenpools der Plazenta oder direkt

in die Nabelschnur

(alle 7-14 Tage in OP-Bereitschaft)
Blutvolumen des Kindes:

80-100 ml/kg KG

~
Abbildung 5

der Miitter mit einer Anti-D-Prophy-
laxe ist es erforderlich, Anti-D-
immunisierbare RhD-Untergrup-
pen von solchen, die kein Anti-D-
Immunisierungsrisiko aufweisen,
zu differenzieren. Unter den aber-
ranten RhD-Phanotypen werden
grundsatzlich RhD-Blutgruppen
mit verminderter Expression
(weak D-Typen) von solchen mit
qualitativ veranderter Antigen D-
Auspragung (Partial-D’s oder D-
Kategorien) unterschieden. Die
haufigen weak D-Typen, die Ty-
pen 1 bis 3, sind nach heutigem
Kenntnisstand nicht Anti-D-immu-
nisierbar und sollten daher im
Rahmen der Schwangerschafts-
vorsorge als RhD-positiv betrach-
tet werden. Im Gegensatz dazu
muss bei Schwangeren mit Partial-
D’s aufgrund des Fehlens einzel-
ner RhD-Epitope mit einer Allo-
Anti-D-Immunisierung gerechnet
werden. Das Anti-D-Immunisie-
rungsrisiko der vielen anderen,
sehr seltenen weak D-Typen ist

zur Zeit nicht abschatzbar. Der

spezifische Nachweis der weak D-
Typen und der Partial-D’s ist nur
mit Hilfe moderner molekularbio-

logischer Methoden moglich.

Nach den derzeit giiltigen Hamo-
therapierichtlinien werden zur Be-
stimmung des Antigens D in der
Mutterschaftsvorsorge zwei unter-
schiedliche monoklonale Anti-D-
Antikorper eingesetzt, die mit der
in unseren Breiten haufigsten D-
Kategorie, der D-Kategorie VI,
nicht reagieren. Dieses Verfahren
fuhrt dazu, dass Schwangere mit
D-Kategorie VI absichtlich als
“falsch-negativ’ bestimmt werden.
Ist der Reaktionsausfall mit beiden
Antikoérpern positiv, so ist die
Schwangere RhD-positiv und be-
notigt keine Anti-D-Prophylaxe.

Ist der Reaktionsausfall negativ,
muss die Schwangere eine Prophy-
laxe erhalten. Liegt ein fraglich
positiver serologischer Befund vor,
so wird eine weitere Abklarung
erforderlich. Die allermeisten der
unklaren Blutproben reprasen-
tieren weak D-Typ 1, Typ 2 oder
Typ 3, deren spezifischer Nachweis
nur mit molekularen Methoden ge-
lingt. Angesichts der Fulle geneti-
scher D-Varianten kénnte eine
pragmatisch ausgerichtete moleku-
larbiologische RhD-Typisierung
50 aussehen, dass nur die haufigen
weak D-Typen 1 bis 3 identifiziert

und alle anderen selteneren weak
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D-Typen sowie D-Kategorien nicht
erfasst werden. Auf diese Weise
bekdme man beil den meisten
Schwangeren mit weak D-Typen
eine gesicherte Indikation, um auf
eine Anti-D-Gabe verzichten zu
koénnen. Bei den restlichen Fallen
mit aberranten RhD-Phanotypen
lieferte dieses Vorgehen eine diffe-
renziertere Grundlage fur die An-

wendung der Anti-D-Prophylaxe.

Molekulargenetische
Bestimmung des fotalen
RhD-Status aus miitter-
lichem Blut

Fotale DNA im

miitterlichen Blut

In den letzten Jahren konnte
im Rahmen von Studien die Be-
stimmung fétaler Rhesus-Fakto-
ren im miutterlichen Blut etabliert
werden. Fotale DNA wird in der
Schwangerschaft wahrscheinlich
tberwiegend aus apoptotischen
Synzytiothrophoblastzellkernen
freigesetzt. Der Synzytiotropho-
blast steht in direktem Kontakt
mit dem mutterlichen Kreislauf
und apoptotische Zellkerne kon-
nen beim Umbau der Plazenta in
das miitterliche Blut gelangen.
Weiterhin werden wahrend der
Schwangerschaft Mikrovesikel

aus der Plazenta freigesetzt, die

fotale RNA und DNA enthalten
und mit einer Halbwertszeit von
ca. 15 Minuten aus dem miitter-
lichen Kreislauf entfernt werden.
Am haufigsten wird eine Real-
time-PCR mit sequenzspezi-
fischen Primern und Sonden
eingesetzt, um fétale Rhesus-
Faktoren anhand spezifischer
Nukleinsdurepolymorphismen im
mitterlichen Blut zu bestimmen.
Freie fétale DNA unterliegt im
mitterlichen Blut einem raschen
Abbauprozess und ist wenige
Stunden nach der Geburt nicht
mehr im mitterlichen Blut nach-
weisbar (/0). Im Vergleich zur mo-
lekulargenetischen Bestimmung
aus Chorionzotten, Amnionfissig-
keit oder Nabelschnurblut ist da-
her nicht in allen Féllen ausrei-
chend freie fotale DNA im miitter-
lichen Kreislauf nachweisbar. Da
die Fragmente freier fétaler DNA
zum grofB3en Teil deutlich kiirzer
sind (< 300 bp), miissen Methoden,
die ursprunglich anhand von ge-
nomischer DNA aus Amnionzellen
oder Chorionzotten etabliert wur-
den, mit miitterlichem Plasma neu

validiert werden.

Aufgrund der vorliegenden phy-
siologischen Erkenntnisse und
longitudinaler Untersuchungen ist
es verstandlich, dass die Konzen-
tration freier fotaler DNA zu Beginn

der Schwangerschaft geringer ist

als zum Ende der Schwanger-
schaft. Es kommt jedoch nicht zu
einem linearen Anstieg der Kon-
zentration fotaler DNA im Verlauf
der Schwangerschaft, sondern
dieser Anstieg verlauft wellenfor-
mig. Die erhebliche biologische
Variabilitat wurde durch eine Un-
tersuchung in der 30. SSW deut-
lich, in der zwischen 15 und 708
Genomaquivalente RHD-positive
DNA pro Milliliter Plasma bei 160
RhD-negativen Schwangeren mit
RhD-positiven Foten nachgewie-

sen wurden (11).

Fotale RhD-Bestimmung
bei Anti-D immunisierten

Schwangeren

Im Rahmen der Rhesus-Diagnos-
tik in der Schwangerschaft kann die
Bestimmung fétaler Rhesus-Fakto-
ren aus mitterlichem Blut wertvoll
sein, da dadurch die mit einer in-
vasiven Diagnostik verbundenen
Risiken vermieden werden. Diese
Diagnostik wird in Deutschland
studienbegleitend zur Zeit vom Ins-
titut Bremen-Oldenburg des DRK
Blutspendedienst NSTOB angebo-
ten; im Ausland haben sich Zentren
in Amsterdam und Bristol etabliert
(12). Die Grenzen der Methode
miissen in die Befundinterpretation
immer mit einflieBen, um nicht
durch Fehlschlusse zu neuen Risi-

ken fur den Foten und die Schwan-



gere zu fihren. So sollte z.B. bei
einer Schwangeren mit Anti-D und
einem, aus mutterlichem Blut be-
stimmten negativen fétalen RhD-
Status sichergestellt werden, dass
in der untersuchten Probe ausrei-
chend fotale DNA vorhanden war.
Zur Befundsicherung kann der mo-
lekulargenetische Nachweis des
Y-Chromosoms verwendet werden,
wobei jedoch die Methode zum
Nachweis des Y-Chromosoms nicht
empfindlicher sein sollte als die
Methode zum Nachweis des RhD-
Faktors. Bei RhD-negativen weib-
lichen Féten miissen zundchst infor-
mative Polymorphismen identifi-
ziert werden, die vom Kindsvater
vererbt werden konnten und in
mitterlichen Blutlymphozyten nicht
vorkommen. Auch bei diesem auf-
wandigen Vorgehen kommt es vor,
dass keine informativen Polymor-
phismen im miitterlichen Blut iden-
tifiziert werden kénnen. Wie bei
jeder Blutgruppenbestimmung ist
es ratsam, bel Schwangeren mit
Anti-D den Genotypisierungsbe-
fund aus mitterlichem Blut durch
eine Wiederholungsuntersuchung

abzusichern.

Indikationsbezogene Anti-

D-Prophylaxe

Die Bestimmung des fotalen
RhD-Status aus mitterlichen Blut

ist eine nicht-invasive Methode,

die nicht nur dazu beitragen kann,
bei Schwangeren mit Anti-D frih-
zeitig eine fetomaternale RhD-In-
kompatibilitat zu diagnostizieren,
sondern bietet auch die Moglich-
keit, den fotalen RhD-Status in der
Schwangerschalft bereits vor Gabe
der prapartalen Anti-D-Prophyla-
xe zu bestimmen. Die derzeitigen
Regelungen lassen streng genom-
men keine indikationsbezogene
(nur bei RhD-positiven Foten) Anti-
D-Prophylaxe nach Untersuchung
von fotalem Material zu. Bei 40 %
der RhD-negativen Schwangeren
besteht eigentlich keine Indikation
fiir eine Anti-D-Prophylaxe, da der
Foétus RhD-negativ ist. Damit erhal-
ten jahrlich mindestens 50.000
Schwangere in Deutschland un-
notigerweise Anti-D-Immunglo-
bulin. Bei Einfihrung der Anti-D-
Prophylaxe war ein indikations-
bezogenes Vorgehen wahrend der
Schwangerschalft nicht moéglich, da
keine Testverfahren zur Bestim-
mung der fotalen RhD-Eigenschaft
zur Verfugung standen. In den
letzten Jahren sind jedoch zahl-
reiche Studien publiziert worden,
die die Zuverlassigkeit einer mole-
kulargenetischen RHD-Bestim-
mung aus Fruchtwasser oder auch
mitterlichem Blut belegen (10,/2-
18). Daher wird derzeit diskutiert,
ob eine generelle prapartale Anti-
D-Prophylaxe unter medizinischen

Gesichtspunkten noch zu rechtfer-

tigen ist, zumal das Restrisiko einer
Infektion durch das aus mensch-
lichem Plasma gewonnene Anti-D-
Praparat besteht. In den Nieder-
landen steht eine indikationsbe-
zogene Anti-D-Prophylaxe bereits
kurz vor der landesweiten Ein-

fihrung.

EU-Exzellenznetzwerk SAFE

Die diagnostische Genauigkeit
der prapartalen RhD-Bestimmung
aus mutterlichem Plasma lag in der
bisher grofiten Studie mit 1.257 Be-
stimmungen in der 30. SSW bei
99,4 % (19). In dieser Studie wurden
drei falsch negative und funf falsch
positive Ergebnisse beobachtet.
Falsch positive Ergebnisse wer-
den z. B. beobachtet, wenn RHD-
Gen-Varianten mit RhD-negativem
Phanotyp mit den molekulargene-
tischen Methoden als RhD-positiv
bestimmt werden. Diese Konstella-
tion ist jedoch in der deutschspra-
chigen Bevoélkerung sehr selten
und hatte lediglich eine nicht-in-
dizierte Anti-D-Prophylaxe zur
Folge. Derzeit besteht im Rahmen
eines mit insgesamt 12 Mio € fur
53 Arbeitsgruppen uber funfJahre
seit 2004 geforderten EU-Projekts
(Exzellenznetzwerk SAFE) (20)
die Moglichkeit, an einer Studie
der Abteilung Transfusionsmedi-
zin an der Universitat Gottingen

teilzunehmen, um die diagnos-
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Organisation des Rhesus-Genkomplexes
und der Rhesus boxen

Rhesus box, upstream

Rhesus D positi\;’\,

Rhesus box, downstream

- R - <_RHCE-

Rhesus D negativ

tische Genauigkeit mit den mo-
dernsten Verfahren zu ermitteln.
Zur Optimierung der Testverfah-
ren finden innerhalb des EU-Netz-
werks Workshops und Standardi-
sierungskonferenzen statt. Jahrliche
internationale Ringversuche wur-
den bereits implementiert. Ein
internationales Konsensusproto-
koll fur die fétale RhD-Bestim-
mung aus miutterlichem Blut wird

fur 2007 erwartet.

Paternale RhD-Diagnos-
tik bei Kinderwunsch

Wird bei einer schwangeren
Frau ein irreguldarer Anti-D Anti-
korper identifiziert, besteht haufig
die Frage nach dem MHN-Risiko
beil weiteren Schwangerschaften.
Aus epidemiologischen Untersu-
chungen ist bekannt, dass ein MHN
meistens erst bel einer Zweit- oder

Drittschwangerschaft eintritt.

d e

Rhesus box, Hybrid

(modifiziert nach Wagner & Flegel)

A
Abbildung 6

Ob ein Kindsvater fur das Merk-
mal RhD homozygot ist, kann mit
serologischen Techniken nicht
bestimmt werden, da Uber die
Antigenreaktion keine Aussage
gemacht werden kann, ob hier ein
RHD-Gen oder zwei RHD-Gene
vorliegen. Aus diesem Grund
wird in serologischen Befunden
bei RhD-positiven Personen ein

Punkt gesetzt (D.).

Die Kenntnis tiber die genomi-
sche Organisation des Rhesus-
komplexes ermdglicht seit weni-
gen Jahren die Zygotieabklarung
mit molekulargenetischen Tech-
niken (Abbildung 6) (21). Der
Rhesuskomplex besteht aus den
beiden Genen fur Rhesus D (RHD)
und Rhesus CcEe (RHCE). Diese
bestehen jeweils aus zehn Exonen
und sind in umgekehrter Orien-
tierung auf dem Chromosom an-
geordnet. Zwischen beiden Genen
liegt das SMP1-Gen, dessen Funk-

tion bis heute nicht geklart ist. Vor

und hinter dem RHD-Gen liegen
zwel sehr dhnliche Bereiche, die
50 genannten Rhesus boxen, die
sich aber auf der Ebene der DNA-
Sequenz unterscheiden lassen.
Aufgrund der Ahnlichkeit der bei-
den Sequenzen kann es in diesem
Bereich zu einer Rekombination
kommen, die eine Eliminierung
des RHD-Gens zur Folge hat (an-
gedeutet mit gestrichelten Linien
in Abbildung 6). Die Rhesus box,
die dabel entsteht, ist dann zusam-
mengesetzt aus der upstream- und
der downstream-Rhesus box. Bel
Verwendung geeigneter Amplifi-
kationsprimer kénnen diese Be-
reiche durch PCR vermehrt und
differenziert werden. Das Fehlen
einer hybrid Rhesus box bedeu-
tet, dass der Proband homozygot
fur das RHD-Gen ist und damit
RhD-positiv ist. Der Nachweis
einer hybrid Rhesus box hinge-
gen bedeutet, dass der Proband
entweder heterozygot fur das RHD-
Gen ist oder kein RHD-Gen besitzt.
In Zusammenschau mit dem sero-
logischen RhD-Status des Proban-
den kann dann auf eine RHD-Hete-
rozygotie oder ein Fehlen des RHD-

Gens zuruckgeschlossen werden.

Alternativ kann die Homozygo-
tie des RHD-Gens auch uber die
quantitative Messung und den
Vergleich einzelner Exone be-

stimmt werden (Abbildungen 7a



>
Abbildung 7a

Bei der quantitativen Bestimmung werden

die Verhaltnisse bestimmter Exone zueinander
gemessen. In der Abbildung ist die Lage der
Sonden im Bereich der Exons 3, 4, 5, 6, 7 und
10 dargestellt.

und 7b) (21). Dafiir benutzt man
z.B. als Kontrolle das RHCE-Gen,
das in der Regel immer zweimal
vorkommt. Wenn nun die Genko-
pien der Exone drei der RHD- und
RHCE-Gene quantifiziert werden
und das Mengenverhaltnis 1:1 be-
tragt, liegt eine RHD-homozygoter
Proband vor; ist das Verhaltnis der
Genkopienzahl 1:2, ist der Proband
folglich heterozygot fir das RHD-
Gen. In Abbildung 7a ist die Lage
verschiedener fluoreszenzmar-
kierter DNA-Sonden wiedergege-
ben, mit denen eine solche Mes-
sung durchgefiithrt werden kann.
Bedingt durch die hohe Anzahl von
varianten RAD-Allelen gibt es leider
RHD-Varianten, bei denen einzelne
Exons fehlen kénnen. Aus diesem
Grund ist es empfehlenswert, die
Untersuchung an zwei unterschied-
lichen Exons durchzufiihren. In Ab-
bildung 7b ist die Auswertung in-
nerhalb einer Probandenstudie in
Form einer Skizze wiedergegeben.
Die blauen Kreuze symbolisieren
dabei DNA-Proben von heterozy-
goten RhD-positiven Kindern von
RhD-negativen Mittern. Aufgrund
der hohen Allelvariabilitat im Rhe-

suskomplex — zur Zeit sind tiber 150

M

Quantitative Bestimmung der RHD-Zygotie
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Abbildung Tb

Bei Verwendung der Real-Time-PCR wird gemessen, bei welchem PCR-Iyklus das Amplifikat sicher
nachgewiesen werden kann. Je mehr Ausgangsmaterial vorhanden ist, desto friiher ist ein Signal (CT)
messbar. Aus den Unterschieden zwischen den Signalen (ACT) lasst sich bestimmen, ob die DNA fir ein

definiertes Exon einfach oder doppelt vorkommt.

Homozygote Probanden zeigen (ACT) Messwerte zwischen +2 und -I.

Heterozygote Probanden zeigen (ACT) Messwerte zwischen -2 und -4.

Die Rhesus D-positiven Kinder von Rhesus D-negativen Miittern sind RHD-heterozygot.
Die blauen Kreuze liegen alle in der unteren Halfte der Auswertetabelle.

Varianten bekannt — kann eine ex-
akte Bestimmung der Zygotie des
RHD-Gens, insbesondere bei Pro-
ben mit afrikanischem Ursprung,

sehr komplex werden. Die Ergeb-

nisse laufender internationalen

Studien werden zeigen, welche der

beiden genannten Methoden in
praxi die sichersten Ergebnisse

liefert.

Die Literaturhinweise finden Sie im
Internet zum Download
www.drk.de/blutspende
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