LABORAKTUELL

Bestimmung des fetalen Rhesusfaktors-D

Sicherheit durch Rhesus-D-Diagnostik

Klinischer Hintergrund

Die vorgeburtliche Bestimmung des fetalen Rhesusfak-
tors-D (RhD) bei RhD-negativen Schwangeren mit einer
Einlingsschwangerschaft wird in die Mutterschafts-
Richtlinien aufgenommen und damit Bestandteil des
Leistungskatalogs der gesetzlichen Krankenkassen.

Der Rhesusfaktor-D, kurz RhD, ist ein Blutgruppenmerk-
mal, welches bei etwa 17% der Menschen und damit
auch der schwangeren Frauen in Europa fehlt. Bei ihnen
besteht wahrend der ersten Schwangerschaft oder bei
der Geburt des Kindes die Gefahr der RhD-Sensibilisie-
rung (Aufbau einer Immunantwort durch die Bildung
von Antikorpern), wenn der Fetus RhD-positiv ist. Die
Sensibilisierung wird durch fetale Erythrozyten hervor-
gerufen, die das RhD-Protein auf ihrer Zelloberflache
tragen (RhD-positiv sind) und Kontakt zum matterli-
chen Immunsystem erhalten. Bei diesem als Alloim-
munisierung bezeichneten Prozess erkennt das mitter-
liche Immunsystem das fetale RhD-Antigen als fremd.
Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass es in
mehr als der Halfte der Schwangerschaften (andere
Quellen: in nahezu allen Schwangerschaften) zu ei-
nem Kontakt zwischen fetalem Blut und matterlichem
Immunsystem kommt. Als potenziell sensibilisierende
Ereignisse in der Schwangerschaft zahlen z. B.:

W invasive Pranataldiagnostik,
B Bauchtrauma,
B die Entbindung des Kindes.

Als weitere mogliche Ursachen einer Sensibilisierung
kommen eine frihere Bluttransfusion, Abort oder
Schwangerschaftsabbruch in Frage.

Der Erstkontakt mit dem RhD-Antigen und die darauf-
folgende Sensibilisierung sind in der Regel noch ohne
klinische Relevanz - die bei der Primarimmunisierung
gebildeten IgM-Antikorper haben eine zu geringe Kon-
zentration und sind aufgrund ihrer GréRe nicht plazenta-
gangiqg. Bei jeder weiteren Schwangerschaft mit einem
RhD-positiven Kind kann es hingegen zu einer RhD-
Inkompatibilitat zwischen Mutter und Fetus kommen
(Abbildung 1). Der wiederholte Kontakt des matterlichen
(sensibilisierten) Immunsystems mit dem fetalen RhD-
Antigen resultiert in einer starken IgG-vermittelten anti-
RhD-Immunreaktion (Booster-Effekt). Die IgG-Antikorper
sind plazentagangig, gelangen somit in die Zirkulation
des Fetus und binden dort an das RhD-Antigen auf den
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B Moglich ab 12. SSW (SSW 11+0)

B Fallt unter das GenDG und erfordert
eine schriftliche Einwilligung

B Verhindert eine unnétige Anti-D-Prophylaxe

B Als neuer diagnostischer Test in der Limbach
Gruppe mit hoher Spezifitat und Sensitivitat
angeboten

fetalen Erythrozyten, was zu einer unterschiedlich stark
ausgepragten Hamolyse der Erythrozyten fuhrt. Es be-
steht die Gefahr eines Morbus haemolyticus fetalis
(MHF) oder eines Morbus haemolyticus neonatorum
(MHN) mit resultierender Erythroblastose und Anamie
des Fetus oder Neugeborenen:

W pranatal: Hyperbilirubindmie, schwerster Verlauf
mit Hydrops fetalis und evtl. Fruchttod

B postnatal: Hyperbilirubindmie mit Ikterus oder
Kernikterus und in der Folge Hirnschaden

Bislang erhalten mehr als ein Drittel der RhD-nega-
tiven Schwangeren in Deutschland eine ungezielte
prapartale Anti-D-Prophylaxe, obwohl diese aufgrund
des RhD-negativen Status des Kindes klinisch nicht in-
diziert ist. RhD-negativen Schwangeren wird zwischen
der 28. und 30. Schwangerschaftswoche (SSW) und
noch einmal nach der Geburt (sofern das Neugebore-
ne RhD-positiv getestet wurde) Anti-D-Immunglobulin
gespritzt. Die Prophylaxe verhindert, dass RhD-positi-
ve Blutzellen des Fetus wéahrend der Schwangerschaft
oder in Folge der Geburt des Kindes Kontakt zum miit-
terlichen Immunsystem erhalten.

Bislang erfolgte die Bestimmung des kindlichen RhD-
Merkmals erstmalig nach der Geburt - die prapartale
Anti-D-Prophylaxe war bei ca. 40% der RhD-negati-
ven Schwangeren aufgrund des RhD-negativen Status
des Fetus klinisch Gberflissig. Die pranatale Bestim-
mung des fetalen RhD-Merkmals erlaubt nunmehr die
gezielte Prophylaxe nur bei denjenigen Frauen, deren
ungeborenes Kind Trager des RhD-Merkmals ist.
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Indikation
Die medizinischen Voraussetzungen fir die Untersu-

chung sind:

B RhD-negative Schwangere mit Einlingsschwanger-
schaft,

B ab 12. SSW (SSW 11+0); die Sensitivitat des Tests
steigt mit zunehmender SSW (optimal ab ca.
SSW 20).

Da es sich bei der Bestimmung des fetalen Rhesusfak-
tors-D um eine vorgeburtliche genetische Untersuchung
handelt, sind neben den klinischen Voraussetzungen
die Regelungen, die sich aus dem Gendiagnostikge-
setz (GenDG) ergeben, zu berlcksichtigen. Dafir ist
zum einen die informierte, schriftliche Einwilligung der
Schwangeren zur humangenetischen Untersuchung
notwendig. Fur ein entsprechendes Formular kontak-
tieren Sie bitte Ihr Limbach Labor. Zum anderen gelten
der Arztvorbehalt und die arztlichen Aufklarungs- und
Beratungsverpflichtungen entsprechend GenDG.

Labordiagnostik

Methode

Analysiert wird die im Blut der Mutter frei zirkulierende
fetale DNA: cffDNA (aus dem Englischen fir cell-free
fetal DNA). Jeder Mensch hat im Blut frei zirkulieren-
de DNA, die auch unter physiologischen Bedingungen
aus den Zellen in den Blutkreislauf freigesetzt wird. Im
Falle der cffDNA gelangt fetale DNA in die mutterliche
Zirkulation. Die Menge an cffDNA nimmt im Verlauf
der Schwangerschaft stetig zu.

Fachliche Voraussetzungen zur genetischen
Beratung

Die genetische Beratung bei nicht invasiven Pra-
nataltests (NIPT) darf nur durch Gyndkologin-
nen und Gyndkologen erfolgen, die tber eine
entsprechende Qualifikation fiir diese Beratung
gemaR GenDG und den Richtlinien der Gendia-
gnostik-Kommission verfiigen. Dafdr sind 72 Fort-
bildungseinheiten und eine dazugehorige prak-
tisch-kommunikative QualifizierungsmaBnahme
erforderlich.

Hiervon unberihrt bleiben die bereits vorhan-
denen Beratungsqualifikationen von folgenden

Fachgruppen:

B Facharztin oder Facharzt fir Humangenetik,

B Frauenarztin oder Frauenarzt, die ihre Be-
scheinigung ,fachgebundene genetische
Beratung” beispielsweise im Rahmen einer
Ubergangsregelung bis zum 10. Juli 2016 er-
worben haben.

Da lediglich eine Blutentnahme bei der Mutter er-
forderlich ist (der Fetus selbst muss nicht untersucht
werden), spricht man - im Gegensatz zu einer Cho-
rionzottenbiopsie oder einer Fruchtwasseruntersu-
chung - von einem nicht invasiven Verfahren (NIPT,
nicht invasiver Pranataltest, bzw. NIPD, nicht invasive
Pranataldiagnostik).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Auspragung einer RhD-Inkompatibilitat zwischen Mutter und Fetus,



Die ¢ffDNA wird aus dem Blutplasma gewonnen, der
Test auf das Vorliegen der fetalen RhD-DNA, konkret
des RHD-Gens, erfolgt mittels quantitativer PCR (qPCR,
manchmal auch als RT-PCR bezeichnet).

Testgenauigkeit

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass der RhD-
NIPT ab ca. der 10. bis 12. SSW valide Ergebnisse liefert,
wobei die Testgenauigkeit mit hoherer SSW zunimmt.
Durch den Gemeinsamen Bundesausschuss (G-BA)
wurde daher die Mindesttestgiite des RhD-NIPT de-
finiert: Die Sensitivitdt muss demnach mindestens
999 betragen, die Spezifitat des Tests muss bei min-
destens 98% liegen. Falsch positive Ergebnisse sind
klinisch unbedenklich, da sie die in diesem Fall uber-
flissige Anti-D-Prophylaxe nach sich ziehen. Falsch
neqative Ergebnisse hingegen treten beim RhD-NIPT
mit vergleichbarer Haufigkeit auf wie bei postnatalen
RhD-Tests. Die Gefahr einer immunologischen Ab-
wehrreaktion liegt dann bei 1-2%. Zudem ist in die
Risikobetrachtung das mit der Prophylaxe verbundene
Restrisiko, das mit der Verabreichung von Blutspen-
deprodukten verbunden ist, einzubeziehen. Dariber
hinaus wird die Limbach Gruppe eine Testroutine um-
setzen, bei der eine Rate falsch negativer Befunde
< 0,2% zu erwarten ist.

Unabhangig vom Ergebnis des RhD-NIPT ist nach wie
vor beim Neugeborenen postnatal die serologische
Bestimmung des RhD-Blutgruppenmerkmals vorzu-
nehmen.

Befundbewertung

Der Befund wird in Form eines qualitativen Ergebnis-
ses an die beauftragende Praxis ibermittelt (Tabelle
1). Eine Befundiibermittlung an die Schwangere ist
aufgrund der Regelungen durch das GenDG nicht mog-
lich. Neben der Befundbewertung ,RhD-positiv” oder
,RhD-negativ” kann es in seltenen Fallen zu sogenann-
ten No-Call-Ergebnissen kommen, d.h., es kann kein
valides Ergebnis mitgeteilt werden. Analytisch kann
eine unzureichende Konzentration von cffDNA - beson-
ders am Ende des ersten oder zu Beginn des zweiten
Trimenons - in einem nicht validen Ergebnis resultie-
ren. Wenn maglich, sollte dann die Wiederholung des
RhD-NIPT zu einem spéteren Zeitpunkt in der Schwan-
gerschaft erwogen werden; liegt bis SSW 29+6 kein
Untersuchungsergebnis vor, ist die Durchfihrung der
ungezielten Anti-D-Prophylaxe indiziert. Eine weitere
Ursache fir nicht aussagekraftige Ergebnisse sind sel-
tene Genvarianten und Polymorphismen, wie sie bei
allen humanen Genen auftreten. Diese kdnnen sowohl
die Mutter (die Mutter ist genetisch nicht RhD-negativ,
7.B. bei serologisch inaktiven Varianten oder nach
fruherer Knochenmarksspende) als auch den Fetus
betreffen.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die maglichen
Befundergebnisse

Wert Bedeutung”
Der Fetus ist Eine RhD-Prophylaxe ist
RhD-positiv einzuleiten.

(ca. 60% der Schwangeren)

Auf eine RhD-Prophylaxe kann
verzichtet werden.
(ca. 40% der Schwangeren)

Eine RhD-Prophylaxe ist
einzuleiten. (selten, siehe Text)
* Der Anteil der RhD-positiven und -negativen Feten lasst sich ungefahr

vorhersagen, da die statistische Verteilung der RHD-positiven und
-negativen Allele in der europaischen Bevdlkerung bekannt ist.

Der Fetus ist
RhD-negativ

No-Call-Ergebnis

Praanalytik

Aufgrund der niedrigen Konzentration von cffDNA
in maternalem Blut benétigen wir 7,5 oder 9 ml
EDTA-Vollblut (EDTA-Monovette oder ggf. Vacutainer
> 7,5 ml). Obwohl DNA prinzipiell ein vergleichsweise
robuster Analyt ist, sollten mechanische und physika-
lische Belastungen vermieden werden, um zum einen
die Freisetzung maternaler DNA aus den mitterlichen
Blutzellen in der Probe und damit ihren Anteil zu mi-
nimieren und zum anderen den Abbau der cffDNA zu
reduzieren. Die Probe sollte daher weder geschittelt
noch zentrifugiert werden, sie darf keinesfalls einge-
froren werden. Auf das Rohrchen dirfen keine weite-
ren Untersuchungen angefordert werden. Bitte achten
Sie auch auf die entsprechenden Herstellerangaben
bei Handhabung der Réhrchen.

Ein ziigiger Versand an das Labor, der bis zur Analy-
se der Probe 5 Tage nicht Uberschreiten sollte, ist er-
forderlich. Die Bearbeitungszeit zur Bestimmung des
fetalen RhD-Merkmals betragt 2-7 Werktage.



