Blut

Nichtinvasive Bestimmung

des fetalen Rhesusfaktors

Standard, dass jede Rhesus negative

Schwangere die Rhesusprophylaxe
erhélt. Dadurch wird das Risiko fir die Bil-
dung von Antikorpern gegen den Rhe-
susfaktor bei einer Schwangerschaft mit
einem Rhesus-positiven Kind effizient mi-
nimiert. In Folge ist auch das Krankheits-
bild der durch Rhesus-Antikorper der
Mutter ausgelosten Andamie des Neuge-
borenen oder Foten, also eines Morbus
haemolyticus neonatorum (MHN), signifi-
kant zurlickgegangen.
Etwa 40 % der Foten von Rhesus-negati-
ven Muttern sind selbst Rhesus-negativ.
In diesen Schwangerschaften wiirde es
auch ohne Rhesusprophylaxe nicht zu
einer Immunisierung der Mutter kom-
men. Da lange Zeit der Rhesusfaktor des
Kindes nur invasiv bestimmbar gewesen
wadre, war die ,blinde” Gabe der Prophy-
laxe notwendig.
In den letzten 30 Jahren wurde eine Me-
thode zur nichtinvasiven pranatalen Di-
agnostik des Rhesusfaktors (Rhesus-NIPD)
entwickelt, wodurch eine gezielte Gabe
der Prophylaxe bei einer Schwangerschaft
mit einem Rhesus-positiven Kind moglich
ist.

Seit Jahrzehnten ist es in Osterreich

Georg Gratz stellt die wichtigsten Punkte zur Rhesusprophylaxe

dar und beschreibt die Methode zur nicht-invasiven Bestimmung

des kindlichen Rhesusfaktors, wie sie vom Labor der Blutspende-

Zentrale Wien, Niederosterreich und Burgenland des Roten Kreuzes

angewendet wird.

Relevante
immunhamatologische Begriffe
Blutgruppen

Auf der Oberflache der roten Blutkorper-
chen gibt es viele verschiedene Struktu-
ren, gegen die das Immunsystem eines
Individuums Antikorper bilden kann. Die
Bildung von Antikdrpern gegen solche
Merkmale auf Erythrozyten erfolgt, wenn
das Immunsystem eines Individuums mit
solchen Antigenen in Kontakt kommt
und diese nicht aus dem eigenen Orga-
nismus bekannt sind.

Diese Merkmale bezeichnet man als Blut-
gruppen-Antigene, welche in Blutgrup-
pensystemen zusammengefasst sind. Zum
derzeitigen Stand gibt es 47 verschiedene
Blutgruppensysteme und Uber 370 be-
kannte Blutgruppenantigene.

Am wichtigsten ist hier das Blutgruppen-
system ABO. Auf der Oberflache von Bak-
terien gibt es dhnliche Merkmale wie die
Antigene A und B. In unseren ersten Le-
bensmonaten wird unser Immunsystem
in Kontakt mit der Umwelt mit diesen An-
tigenen konfrontiert. Wenn jemand selbst
fur eines dieser Antigene negativ ist, also
Blutgruppe A oder B hat, oder beide Anti-
gene fehlen (Blutgruppe O), werden An-
tikorper gegen das entsprechende
Merkmal gebildet. Daher hat man ubli-
cherweise mit Blutgruppe A Antikorper
gegen Blutgruppe B und umgekehrt hat
jemand mit Blutgruppe AB gegen keine
der beiden Merkmale Antikorper. Aus die-
sem Grund muss bei jeder Transfusion auf
die ABO-Blutgruppe geachtet werden, da
es sonst zu lebensbedrohlichen Immun-
reaktionen kommen kann.
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An zweiter Stelle folgt das Rhesusantigen,
bei dem es notwendig ist, dass unser Im-
munsystem mit fremdem Blut Kontakt
hat, um Antikorper zu bilden. Im Gegen-
satz zu ABO sind hier Antikorper also bei
Rhesus-negativen Personen erst dann zu
finden, wenn diese durch eine Bluttrans-
fusion oder im Rahmen einer Schwanger-
schaft durch Rhesus-positives Blut immu-
nisiert worden sind. Eine Rolle spielt hier
auch die Immunisierungswahrscheinlich-
keit, also ob es Giberhaupt dazu kommt,
dass das Immunsystem bei Kontakt mit
dem Antigen Antikorper bildet. Da das
Rhesusantigen sehrimmunogen ist, liegt
bei ihm die Immunisierungswahrschein-
lichkeit zwischen 50 und 80 %, wenn eine
Rhesus-negative Person eine Rhesus-po-
sitive Bluttransfusion erhalt. Daraus er-
wachst die hohe Relevanz des Rhesus-
Antigens neben ABO.

Bei den meisten anderen Blutgruppen-
Antigenen liegt die Immunisierungs-
wahrscheinlichkeit im einstelligen Pro-
zentbereich. Diese erlangen zumeist nur
bei Personen eine Relevanz, die vielfach
Bluttransfusionen erhalten.

Rhesus, RhD, D... ist das alles dasselbe?
Rhesus, RhD, D sind synonym zu verste-
hen. Wissenschaftlich ist D ein Antigen
des Blutgruppensystems Rh, der Begriff
Rhesus bzw. Rhesusfaktor ist aber in der
Alltagssprache (auch im medizinischen
Kontext) gebrauchlicher. Zu dem Blut-
gruppensystem Rh gehéren neben D
auch viele weitere Antigene. Nach D sind
die wichtigsten C, ¢, E und e. Auch diese
Antigene werden als Rhesusantigene be-
zeichnet. Wird eine Person als,Rhesus po-



sitiv” oder,,Rhesus negativ” beschrieben,
ist Ublicherweise das Antigen D gemeint.
In Bezug auf die Rhesusprophylaxe (=
RhD-Prophylaxe) fiir Schwangere geht es
nur um das Antigen D. Prinzipiell kdnnen
auch andere Blutgruppen-Antigene aus
dem Rh-System sowie aus anderen Syste-
men einen Morbus haemolyticus neona-
torum (MHN) auslésen, jedoch ist die
Wahrscheinlichkeit einer Immunisierung,
also der Bildung von Antikérpern gegen
diese Merkmale, um ein Vielfaches gerin-
ger als bei dem Antigen D.

Zur besseren Lesbarkeit werden in die-
sem Text die Begriffe Rhesusantigen und
Rhesusfaktor anstelle von RhD bzw. D
sowie Rhesusantikorper fiir Anti-D ver-
wendet.

Rhesusprophylaxe

Im Verlauf der Schwangerschaft einer
Rhesus-negativen Frau mit einem Rhe-
sus-positiven Kind kann es zur Immuni-
sierung gegen den Rhesusfaktor kommen.
Ausgel6st wird diese durch einen Blut-
Ubertritt vom Fotus auf die Mutter, was
zum Beispiel im Rahmen der Geburt pas-
sieren kann. Aber auch andere Ereignisse
wie invasive Eingriffe oder Unfélle kdnnen
dazu fiihren. Das Risiko fiir eine Immuni-
sierung gegen den Rhesusfaktor nimmt
ab der 28. Schwangerschaftswoche zu.
Kommt es nach der Geburt zu einer
Bildung von Rhesusantikorpern, konnen
diese bei einer folgenden Schwanger-
schaft zu einem MHN flhren.

Durch die Gabe der Rhesusprophylaxe
kann das Risiko fir eine Bildung von An-
tikdrpern gegen den Rhesus-Faktor (Anti-
D) stark gesenkt werden. Die Prophylaxe
beinhaltet selbst Rhesusantikorper, wel-
che aus Plasmaspenden von Personen
stammen, die gegen das Rhesusantigen
immunisiert wurden. Die einmalige Gabe
nach der Geburt senkt das Risiko von 8%
auf 0,8%, durch die zusatzliche Gabe wah-
rend der Schwangerschaft sinkt es weiter
auf 0,08%. Die Gabe ist in Osterreich in
der 28. Schwangerschaftswoche, sowie
innerhalb von 72 Stunden nach der Ge-
burt Ublich.

Morbus haemolyticus neonatorum

Kommt es durch miutterliche Antikorper
gegen Merkmale auf roten Blutkorper-
chen zu einer Zersetzung des kindlichen
Blutes, liegt ein Morbus haemolyticus
neonatorum (MHN) vor. Davon betroffen

sind sowohl Foéten als auch Neugeborene,
daher auch die englische Bezeichnung
hemolytic disease of the fetus and new-
born (HDFN). Die Folgen dieses Krank-
heitsbildes reichen von Neugeborenen-
ikterus bis zum Tod des Kindes. Daher
muss eine Schwangerschaft beim Vorlie-
gen von Antikdrpern gegen Erythrozyten
engmaschig Giberwacht werden. Ein Neu-
geborenenikterus wird mit Phototherapie
behandelt, welcher beim Abbau des Bili-
rubins unterstitzt.

Entwickelt sich eine schwere Blutarmut
des Kindes, kann diese mit Transfusionen
behandelt werden. Wird die Andmie be-
reits wahrend der Schwangerschaft dia-
gnostiziert, ist auch eine intrauterine Trans-
fusion, also eine Gabe von Blut durch eine
Ultraschall-gezielte Punktion der Nabel-
schnur im Mutterleib moglich.
Antikorper gegen den Rhesus-Faktor wa-
ren vor Etablierung der Rhesus-Prophy-
laxe die hdufigste Ursache fiir einen MHN,
das Krankheitsbild kann aber auch durch
Antikorper gegen andere Blutgruppen-
Antigene ausgel6st werden.

Bestimmung des kindlichen Rhe-
susfaktors aus mutterlichem Blut
Ublicherweise wird der Rhesusfaktor einer
Person dadurch bestimmt, dass die Reak-
tion der roten Blutkdrperchen mit dem
entsprechenden Antiserum beurteilt wird.
Wahrend eine periphere Blutentnahme
auBlerhalb des Mutterleibs unkompliziert
ist, stellt sie bei einem Fotus einen invasi-
ven, riskanten Eingriff dar.

Der Rhesusfaktor kann aber nicht nur
Uber die serologische Antigenbestim-
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mung ermittelt werden, sondern auch
mit Hilfe molekularbiologischer Metho-
den. Die hierfiir benotigte DNA befindet
sich Uberwiegend im Kern diverser Kor-
perzellen. Zur genetischen Bestimmung
eines Blutgruppen-Antigens aus dem Blut
einer Person wird primar DNA aus weil3en
Blutkdrperchen verwendet. Es gibt aber
auch eine kleine Menge zellfreier DNA,
welche sich im Blutplasma befindet. Im
Blutplasma einer Schwangeren findet sich
auch zellfreie DNA des Kindes (cell free
fetal DNA, cff-DNA). Etwa ein Prozent der
freien DNA im Blut der Mutter ist cff-DNA.
Der haufigste Grund, warum das Rhesus-
antigen auf den roten Blutkorperchen
einer Rhesus-negativen Person nicht ex-
primiert wird, ist das vollige Fehlen des
entsprechenden Gens (Deletion). Werden
also Teile des Rhesusgens (also des,Bau-
plans” des Rhesusantigens) im Blut einer
Rhesus-negativen Schwangeren nachge-
wiesen, ist davon auszugehen, dass die-
ses Erbgut vom Foten, der somit Rhesus-
positiv ist, stammt.

In seltenen Fallen kann es sein, dass eine
Person Rhesus-negativ befundet wird,
obwohl genetisch der Grof3teil des Gens
vorhanden ist. Es liegen hier einzelne Ver-
anderungen im Gen vor, welche dazu fiih-
ren, dass der Rhesusfaktor nicht expri-
miert wird. Trifft dies auf die Mutter zu,
konnen keine eindeutigen Rickschliisse
auf den Rhesusfaktor des Kindes gemacht
werden. Ebenso ist bei Rhesus-positiven
Mittern eine Bestimmung des Faktors des
Kindes mit der Rhesus-NIPD nicht mog-
lich.

Mittels Realtime-PCR wird ermittelt, ob
Teile des Rhesusantigens (Exon 5, Exon 7
und Exon 10) im Blutplasma der Mutter
nachweisbar sind. Zusatzlich wird aus
DNA, welche aus den wei3en Blutkorper-
chen der Mutter extrahiert wurde, besta-
tigt, dass sie selbst diese Merkmale nicht
besitzt, also aufgrund des Fehlens des
Gens Rhesus-negativ befundet wurde. Ist
dies der Fall und konnten in der freien
DNA die entsprechenden Merkmale nach-
gewiesen werden, gilt der Fotus als Rhe-
sus positiv.

Gegencheck

Ist keine Rhesus positive DNA nachweis-
bar, muss zum Ausschluss eines falsch ne-
gativen Ergebnisses bewiesen werden,
dass tatsachlich fetale DNA in der Probe
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zu finden gewesen ist. Hier werden zwei
Marker verwendet, die spezifisch fiir fetale
DNA sind und nur nachgewiesen werden
konnen, wenn DNA des Kindes in der
Probe vorhanden ist. Um ein Ergebnis als
Rhesus-negativ auszugeben, ist also
einerseits notwendig, dass keine Rhesus-
DNA nachgewiesen wurde, aber anderer-
seits fetale DNA in der Probe nachweisbar
war.

Die Untersuchung ist bei Einlingsschwan-
gerschaften von Rhesus-negativen Frauen
ab der zwolften Schwangerschaftswoche
moglich. Im Falle einer Mehrlingsschwan-
gerschaft muss weiterhin die ungezielte
Gabe der Rhesusprophylaxe um die 28.
Schwangerschaftswoche durchgefiihrt
werden.

Bei Rhesusvarianten, auch wenn sie sero-
logisch negativ reagieren, ist die Rhesus-
NIPD ebenfalls nicht moglich. In diesen
Fallen kann es jedoch sinnvoll sein, mit-
tels genetischer Bestimmung zu ermit-
teln, ob die Mutter die Rhesusvariante
Weak D Type 1, 2 oder 3 hat. Bei diesen
drei Varianten kann generell wie bei
Rhesus-positiven Personen vorgegangen
werden. Das heil3t eine Rhesusprophylaxe
ist nicht erforderlich und im Fall von
Transfusionen konnen Rhesus-positive
Erythrozyten Konzentrate gegeben wer-
den. Handelt es sich bei einem abge-
schwéachten Rhesusfaktor jedoch nicht
um eine dieser drei Varianten, soll wie bei
einer Rhesus-negativen Person vorge-
gangen werden.

In einigen europdischen Landern wie
zum Beispiel Deutschland ist die Rhesus-
NIPD bereits standardmaflig im Einsatz. In
Deutschland ist sie Bestandteil der Mut-
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terschaftsrichtlinie des gemeinsamen
Bundesausschusses. Die Aufnahme in
diese Richtlinie stiitzt sich auf eine Fach-
gruppe, welche zahlreiche Studien zu die-
sem Thema ausgewertet hat, mit dem
Ergebnis, dass die durch die Rhesus-NIPD
unterstiitzte gezielte Gabe (oder nicht-
Gabe) der Rhesusprophylaxe als genauso
sicher wie die ungezielte bewertet wer-
den kann. Diese Aussage konnte jedoch
nur fur Einlings-Schwangerschaften ge-
troffen werden, da fiir Mehrlings-Schwan-
gerschaften zu wenig Daten vorlagen.

Instrument

zur Risikoeinschatzung

Neben der gezielten Gabe der Rhesus-
prophylaxe stellt die Risikobeurteilung
bei Schwangerschaften, in denen bereits
Antikorper gegen den Rhesusfaktor im
Blut der Mutter nachgewiesen wurden,
eine weitere Indikation furr die Durchfiih-
rung einer Rhesus-NIPD dar.

Ist eine Schwangere bereits gegen den
Rhesusfaktor immunisiert, ist die Gabe
der Rhesusprophylaxe nicht mehr sinn-
voll. Hier dient die Rhesus-NIPD dazu, das
tatsachliche Risiko flr einen MHN korrekt
einschatzen zu konnen. Ist der Fétus Rhe-
sus-negativ, kann durch Antikdrper gegen
den Rhesusfaktor kein MHN verursacht
werden, ist er jedoch Rhesus positiv, ist
eine spezialisierte Betreuung notwendig.

Blutabnahme

Zum derzeitigen Stand ist die Rhesus-
NIPD in Osterreich keine Kassenleistung.
In unserem Labor kostet die Durchfiih-
rung 124 € . Es ist eine Blutabnahme er-
forderlich, diese kann nach Terminverein-
barung in unserem Labor in Wien durch-
gefuhrt werden. Es ist aber auch moglich,
die entsprechenden Rohrchen bei nie-
dergelassenen Arzt*innen oder Hebam-
men abnehmen zu lassen und an uns zu
schicken (Anforderungsschein und Rohr-
chenspezifikation unter:
https://www.roteskreuz.at/blutspenden/-
blutspendezentrale-kundenbereich/fe-
tale-rhesusdiagnostik.

Bitte beachten Sie, dass je nach Rohr-
chentyp unterschiedliche Vorgaben ein-
zuhalten sind. Ebenso muss der Anfor-
derungsschein vollstandig ausgefiillt sein.
Die Blutréhrchen kénnen bei Raumtem-
peratur mit der Post verschickt werden.
Dazu wird das vollstandig beschriftete
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Réhrchen in einem UbergefiB gemein-
sam mit dem Anforderungsschein in
einem Luftpolsterumschlag mit UN33-73
Kennzeichnung als Gefahrengutsendung
an unsere Adresse verschickt. Die Proben
mussen innerhalb von 72 Stunden nach
Abnahme in unserem Labor eintreffen.
Fir die Befunderstellung werden maxi-
mal zwei Wochen benétigt. Die Befunde
werden dann an die anfordernde Person
(beziehungsweise die zuweisende Kran-
kenanstalt) Gbermittelt. Es ist daher sinn-
voll, die Abnahme moglichst bis zur 26.
Schwangerschaftswoche durchzufiihren,
damit in der 28. Schwangerschaftswoche
fiir die Entscheidung, ob eine Rhesuspro-
phylaxe erforderlich ist, das Ergebnis be-
reits vorliegt.
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