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Abkürzungsverzeichnis

BCSI Blood Cell Storage Incorporation, Seattle, WA, USA 

Hersteller der SNAPTM-Karte  

cfDNA zirkulierende freie Desoxyribonukleinsäure 

(engl.: circulating free desoxyribonucleic acid) 

cffDNA zirkulierende freie fetale Desoxyribonukleinsäure 

(engl.: circulating free fetal desoxyribonucleic acid) 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

(engl.: desoxyribonucleic acid) 

ffDNA freie fetale Desoxyribonukleinsäure 

(engl.: free fetal desoxyribonucleic acid) 

HDF Morbus haemolyticus des Feten 

(engl.: hemolytic disease of the fetus) 

HDN Morbus haemolyticus des Neugeborenen 

 (engl.: hemolytic disease of the newborn) 

MHN  Morbus haemolyticus neonatorum 

PCR Polymerase Kettenreaktion  

(engl.: polymerase chain reaction) 

RASSF Ras association domain family member

SNP Einzelnukleotid Polymorphismus  

(engl.: single nucleotid polymorphism) 

SSW Schwangerschaftswoche  
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1. Einleitung 

1.1 Fetomaternale Blutgruppenunverträglichkeit: Pathophysiologie und Klinik 

Bei Alloimmunzytopenien kann das Überleben fetaler Blutzellen bereits in frühen 

Schwangerschaftsstadien erheblich beeinträchtigt sein. Durch den Übertritt fetaler Zellen 

in den mütterlichen Kreislauf kann das Immunsystem der Mutter gegen Merkmale des 

Kindes, die der Mutter fehlen, sensibilisiert werden. Sobald von der Mutter gebildete 

IgG - Antikörper gegen Antigene auf den Oberflächen fetaler Zellen die Plazenta-

schranke überwinden und  im kindlichen Kreislauf zirkulieren, besteht die Gefahr, dass 

die mit den Antikörpern beladenen Zellen im kindlichen Blut beschleunigt eliminiert 

werden. Das bekannteste Beispiel für eine Alloimmunzytopenie ist der Morbus 

hemolyticus fetalis (MHF) beziehungsweise der Morbus hemolyticus neonatorum (MHN). 

Levine und Mitarbeiter  zeigten 1941 erstmals1, dass Blutgruppenmerkmale für 

verschiedene Komplikationen von der Totgeburt bis zum Kernikterus beim 

Neugeborenen verantwortlich sein können. Der Schweregrad der klinischen 

Manifestationen derartiger Allimmunzytopenien variiert erheblich. Er reicht von leichten 

Anämien bis zu massiven Beeinträchtigungen. Schwerwiegende fetalen Anämien 

imponieren zunächst als Hepato- und Splenomegalie. Die Leber dient ab der 8. SSW als 

Hauptorgan der Erythropoiese, die als Reaktion auf die Hämolyse meist deutlich 

stimuliert wird. Der beschleunigte Abbau der Antikörper-beladenen Erythrozyten erfolgt 

vorwiegend im retikulo-endothelialen System der Milz.  Hydrops fetalis mit Ödemen und 

Aszitesbildung sowie Pleura-oder Perikardergüssen treten bei exzessiven fetalen 

Anämien auf.  

Selbst in den Fällen mit weniger ausgeprägter Hämolyse vor der Geburt können bei 

Neugeborenen (MHN)  bereits niedrigere Bilirubinkonzentrationen im Blut die sich erst 

entwickelnden Kapazität der Leber zur  Konjugation des Bilirubins überfordern, so dass 

die Konzentration  des freien Bilirubins im Blut toxische Werte erreichen kann. Das 

Bilirubin reichert sich in Nervenzellen an (Kernikterus) und hinterlässt bei den wenigen 

überlebenden Neugeborenen katastrophale  neurologische Langzeitschäden. 

In dem Maße, wie die mütterlichen Antikörper nach der Geburt aus dem kindlichen 

Kreislauf verschwinden, erholt sich das Kind und es kann sich im Anschluß, soweit keine 

irreversiblen Schäden eingetreten sind, völlig normal entwickeln.
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1.2  Determinanten des Schweregrades der Alloimmunzytopenie 

Welche Faktoren das Ausmaß der Bedrohung des kindlichen Organismus durch die 

Alloimmunisierung der Mutter im Rahmen feto-maternaler Blutgruppeninkompatibilität 

bestimmen, ist bisher nur wenig verstanden. 

Die naheliegende Überlegung, dass die absolute Zahl der Antigen-Trägermoleküle auf 

der Zelloberfläche von Bedeutung sein könnte, hat sich nicht bestätigt. 

Auf der Oberfläche von Erythrozyten dominieren mit rund 1 Million Molekülen pro Zelle 

die AB0-Merkmale, der Anion-Austauscher 1 (Diego Merkmal) und das Glycophorin A 

(MN-Antigene). 

Deutlich schwächer vertreten sind die D-Antigene (mit ca 100.000 Molekülen/Zelle) und 

das Kell-Antigen (mit ca. 1000 Moleküle/Zelle). Dennoch sind diese beiden Antigene die 

wesentlichen Auslöser von schwerwiegenden Manifestationen eines MHF/MHN. 

Die ausgeprägte Immunogenität des D-Merkmals könnte mit der Struktur des Proteins, 

das das D-Antigen repräsentiert, zusammenhängen. In der Zellmembran der 

Erythrozyten D-positiver Individuen ist das RhD-Protein als integrales Membranprotein 

verankert. Die Polypeptidkette des (416 Aminosäuren umfassenden) RhD-Proteins 

durchquert die Zellmembran zwölffach und präsentiert mit seinen 6 extrazellulären 

Schleifen rund 80 Aminosäuren direkt an der Oberfläche der Zellmembran. Das 

komplette Fehlen eines antithetischen Antigens bei D-Negativen kann die 

beeindruckende Immunogenität des D-Proteins erklären.  

Obwohl auch andere Antikörper des Rh-Systems (anti-C, anti-E, anti-e, anti-G) als 

Auslöser von MHF/MHN beschrieben sind, ist ihre Bedeutung aufgrund der Seltenheit 

und der  wenig bedrohlichen Verläufe gering. 

Neben dem D-Antigen spielt das K-Merkmal für Alloimmunisierungen in der 

Schwangerschaft eine bedeutende Rolle. Antikörper gegen das K-Antigen können sehr 

ausgeprägte  und rasante MHF-Verläufe in Gang setzen. Ein einfacher Austausch der 

Aminosäure Threonin durch Methionin in Position 193 des Kell-Glykoprotein der 

Erythrozytenmembran generiert das K-Antigen. Da diese Substitution die 

Konsensussequenz für die N-Glykosylierung des Proteins unterbricht, bietet die zu 

erwartende Auswirkung auf die Glykosylierung des Membranproteins eine plausible 

Erklärung für die starke Immunigenität des K-Antigens. 
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Die klinische Relevanz von K-Antikörpern mit zum Teil dramatischen MHF-Verläufen 

dürfte auch mit der ausgeprägten Unterdrückung der Erythropoiese durch anti-K 

zusammenhängen, die aus Zellkulturuntersuchungen beschrieben ist2. 

Relativ häufig (bei 15% Schwangerer in Europa) tritt Risikokonstellation einer Mutter mit 

der Blutgruppe 0 mit Feten der Blutgruppe A oder B auf. Obwohl die Isoagglutinine anti-

A, anti-B und anti-A,B häufig Immunglobuline der Klasse IgG umfassen und Placenta-

gängig sind, gehören schwerwiegende Verläufe eines MHF/MHN mit dieser ABO-

Inkompatibilität zu sehr seltenen Ausnahmen. Sowohl die relativ geringe Dichte der ABO- 

Antigene auf den fetalen Erythrozyten als auch die Gegenwart löslicher A- oder B-

Antigene im fetalen Plasma bieten plausible Erklärungen für diese Diskrepanzen.

1.3 Genetik von  Blutgruppenmerkmalen am Beispiel des D-Antigen

Antigene, wie D im Rh-System, werden üblicherweise dominant vererbt. Der D-negative 

Phänotyp (Fehlen des D-Antigens) wird rezessiv an die Folgegeneration weitergegeben. 

Rund 12% bis 18% der Kaukasier sind  für das Merkmal D des Rh-Blutgruppensystems 

negativ und können gegen das D-Antigen immunisiert werden. Der Anteil D-negativer 

Individuen liegt bei Afrikaner zwischen 2% und 5% und beträgt bei Asiaten weniger als 

1%. 

Für D-negative Mütter hängt die Wahrscheinlichkeit einer D-Inkompatibilität bei der 

Schwangerschaft vom D-Genotyp des Vaters ab. 

Bei einem Vater der homozygot für D ist, ist stets ein D-positiver Phänotyp für das Kind zu 

erwarten. Bei einem heterozygoten RHD-Genotyp des Vaters beträgt die Wahrscheinlich-

keit 50%, dass das RH-Gen vom Vater an das Kind nicht weitergegeben wird. In der 

Konstellation, dass weder Mutter noch Vater das RHD-Gen an das Kind vererben, werden 

die kindlichen Zellen das D-Merkmal nicht tragen und entsprechend wird kein Risiko für 

ein D-Merkmal bedingtes Risiko von MHF/MHN bestehen. 

Dieser übersichtliche Erbgang wird im Detail durch zahlreiche RHD-Allele kompliziert, 

bei denen die Expression des D-Merkmals auf den Erythrozyten abgeschwächt ist3,4 oder 

Teile des D-Proteins gar nicht exprimiert werden5. 
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1.4 Management von Risikoschwangerschaften mit fetomaternaler 
Blutgruppeninkompatibilität

Idealerweise sollte versucht werden, die Alloimmunisierung der Mutter zu verhindern. 

Neben der Beachtung der Rh-Blutgruppenmerkmale bei der Hämotherapie von Frauen 

im gebärfähigen Alter gehört dazu auch die konsequente  D-Immunprophylaxe im 

Rahmen von Schwangerschaften D-negativer Frauen. Die Prophylaxe hat sich in Regionen 

mit gut entwickelten Gesundheitssystemen seit Jahrzehnten als sehr effektiv bewährt, so 

dass MHF oder MHN nur noch sehr selten auftreten.  Migrantinnen aus Osteuropa (15-

17% der kaukasischen Bevölkerung in Europa ist D-negativ), arabischen Ländern (ca. 

10% D-negative Frauen) oder afrikanischen Ursprungs (ca. 5% D-negative Frauen) 

tragen wesentlich dazu bei, dass Schwangerschaften mit einer Alloimmunisierung gegen 

das D-Merkmal in Deutschland zunehmen.  

Die in den 1980ern entwickelte Möglichkeit, mittels Ultraschalluntersuchung die fetale 

und plazentare Entwicklung in der Schwangerschaft zu verfolgen, hat faszinierende 

Optionen zur Diagnose6,7 und Therapie bei MHF erschlossen. Geschickte Punktion der 

Nabelschnurvene vorzugsweise im Bereich des plazentaren Nabelschnuransatz unter 

Ultraschallkontrolle erlaubt, nicht nur eine fetale Blutprobe zu entnehmen sondern auch  

Erythrozyten wiederholt bedarfsgerecht intrauterin zu transfundieren8-10. 

Für ein optimales Management dieser vorübergehenden Bedrohung des Kindes ist es 

hilfreich, möglichst frühzeitig festzustellen, ob überhaupt die Risikokonstellation einer 

fetomaternalen Blutgruppeninkompatibilität im Rahmen der aktuellen Schwangerschaft 

gegeben ist. Ist eine Risikokonstellation gesichert, helfen regelmäßige 

Ultraschallkontrollen und gegebenenfalls intrauterine Erythrozytentransfusionen, das 

Kind durch diese bedrohliche Phase zu führen.

1.5 Genotypisierung fetaler Blutgruppenmerkmale am Beispiel RHD

Pränatale Untersuchungen des RHD-Status mittels PCR wurden erstmals 1993 

beschrieben11. Bei D-positiven Individuen umfasst der RH-Locus auf dem kurzen Arm des 

Chromosom 1 (p36.13-p34.3) die beiden Gene RHCE und RHD, die hochgradig homolog 

jeweils aus 10 Exons bestehen (Abb.1A). Der RH-Genort D-Positiver wird aus einer 

„upstram Rh box“, dem RHD-Gen, gefolgt von der „downstream Rh box“, SMP1-Gen mit 

unbekannter Funktion sowie dem RHCE-Gen gebildet12,13.  Dieser Aufbau legt nahe, dass 



9 

sich durch Verdoppelung des ursprünglichen RH-Gens die beiden Gene RHD und RHCE

entwickelt haben.  

Abb.1:  Aufbau des RH-Genortes (A), Genkonversion (B) führt zu  RHD-CE-D

Hybridgenen (C); schematische Darstellung  von F.F. Wagner12,13

Im Unterschied zur üblicherweise gleichen Orientierung von duplizierten Genen als 

„Tandem“ liegen sich die beiden Gene RHD und RHCE in einer End-zu-End Position 

gegenüber. Aufgrund dieser Clusterstruktur kann eine Aneinanderlagerung beider 

Gene zum Austausch homologer Genabschnitte führen (Abb. 1B). Werden beispielsweise 

die Exons 3-6 des RHD-Gens durch die entsprechenden Abschnitte des RHCE-Gens 

ersetzt, entsteht ein RHD-CE(3-6)-D Hybridgen, das den Phänotyp einer D-Kategorie VI –

Typ 3 kodiert (Abb. 1C). Individuen mit diesem Phänotyp sind D-positiv und können 

dennoch gegen von Exon 3-6 kodierte Segmente des D-Proteins Antikörper entwickeln. 

Diese klinisch relevanten Varianten können zu Fehlinterpretationen bei der RHD-

Genotypisierung führen. Deshalb sollten mindestens zwei entfernte Regionen der RH-

Gene für eine korrekte RHD-Genotypisierung untersucht werden. 

Bei Kaukasiern fehlt D-negativen Individuen das RHD-Gen. Die Mehrheit D-negativer 

Afrikaner weisen anstelle des deletierten RHD das RHD-Pseudogen RHD auf14, das 

aufgrund mehrerer Mutationen nicht transkribiert wird. 
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Lange Zeit standen nur invasive Techniken zum Nachweis einer entsprechenden 

Risikokonstellation zur Verfügung. Chorionzottenbiopsie oder Amniozentese bieten zwar 

eine aussagekräftige Diagnostik bereits in dem ersten Trimenon der Schwangerschaft. 

Sie gehen allerdings mit einem relevanten Abortrisiko von bis zu ca. 1% der Eingriffe 

einher (bei sehr erfahrenen Untersuchern eher von ca. 0,2%).  

Erst 1997 konnte die Arbeitsgruppe von Lo et al. zeigen, dass im Plasma und Serum der 

Schwangeren freie fetale DNA (ffDNA) vorliegt15. Diese Beobachtung hat unter anderem 

die Möglichkeit zur Genotypisierung fetaler Blutgruppenmerkmale aus mütterlichem Blut  

eröffnet. In zahlreichen Publikationen11,15-49 ist die Anwendbarkeit dieser Methodik 

gezeigt worden, wobei sich die Mehrzahl der Arbeitsgruppen auf den Nachweis des 

fetalen RHD Gens fokussiert hat.  

Weiterführende Untersuchungen von Lo et al.16 belegen die Abhängigkeit der 

Konzentration freier fetaler DNA im Blut der Mutter vom Gestationsalter: je weiter die 

Schwangerschaft fortgeschritten ist, desto höher ist die Konzentration der ffDNA. Zum 

sicheren Ausschluß einer Risikokonstellation bereits in einem frühen Stadium der 

Schwangerschaft ist ein eindeutiger Nachweis einer ausreichend hohen Konzentration 

von ffDNA notwendig, damit ein negativer Befund für das kritische Blutgruppenmerkmal 

valide interpretiert und auf ein weiteres engmaschiges Anämie-Monitoring beim Feten 

verzichtet werden kann. 

1.6 Fragestellung 

In der nicht-invasiven pränatalen Diagnostik wird als interne Kontrolle für das 

Vorhandensein ffDNA die Möglichkeit genutzt, bei männlichen Feten spezifische 

Sequenzen (z.B. SRY, AMEL) für das Y-Chromosom nachzuweisen. Die Implementierung 

einer internen Kontrolle bei weiblichen Feten ist ungleich schwieriger. Der Nachweis von 

Insertionen/Deletionen, einzelnen SNPs oder des RASSF-Gens kommen dafür in Frage. 

Erfolgskritisch für den möglichst frühzeitigen Nachweis oder Ausschluß einer 

fetomaternalen Blutgruppeninkompatibilität ist dabei auch die Leistungsfähigkeit des 

Verfahrens zur DNA-Isolierung. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb ein neuartiges 

Extraktionsverfahren mittels SNAP-Card zur möglichst effizienten Anreicherung von 

ffDNA aus mütterlichem Blut eingehend mit dem etablierten Verfahren verglichen 

werden. 
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3. DISKUSSION

Für eine nicht-invasive pränatale RHD-Genotypisierung ist die real-time PCR die am 

häufigsten genutzte Methode, da die Technologie auf der Amplifikation kleiner DNA-

Fragmente (100-200 Basenpaare) beruht und daher besonders für die stark fragmentierte 

freie fetale DNA geeignet ist. Der Einsatz fluoreszenzmarkierter Sonden ermöglicht die 

direkte Identifizierung der Amplifikate mit einer hohen Sensitivität. Wird gleichzeitig 

eine zweite Fluoreszenzfarbe in einem Multiplex-Ansatz integriert, kann neben der RHD-

Sequenz ein weiteres Gensegment als interne Kontrolle detektiert werden, wie 

beispielsweise die bereits erwähnten Y Chromosom-spezifischen Sequenzen.  

Das deutsche Gendiagnostikgesetz fordert bei der Untersuchung einer väterlichen Probe 

die Einverständniserklärung zur genetischen Untersuchung und eine anschließende 

humangenetische Beratung. Begründet ist der Beratungsbedarf bei der gemeinsamen 

molekulargenetischen Bearbeitung von maternaler, paternaler und fetaler DNA durch die 

Zuordnung dieser Untersuchung in das Fachgebiet  der Abstammungsbegutachtung. Aus 

diesem Grund wurde für die vorliegende Arbeit eine Methode eingesetzt, die mit 52 

verschiedenen SNPs als interne Kontrolle arbeitet48. Bei diesem Ansatz wird die DNA aus 

mütterlichen Leukozyten mit der DNA aus dem Plasma hinsichtlich der SNP-Verteilung 

verglichen, ohne dass eine paternale DNA-Probe nötig ist. Die Untersuchung erfolgt in 

vier separaten PCR-Ansätzen, auf die sowohl die 52 SNPs als auch die notwendigen 

Primer und Sonden für vier verschiedene RHD-Bereiche verteilt sind (Exon 3, 4, 5 und 7).  

Die Aussagekraft einer nicht-invasiven pränatalen RHD-Genotypisierung hängt nicht 

allein von den analytischen Qualitäten der verwendeten Nachweisverfahren sondern 

auch ganz wesentlich von der Leistungsfähigkeit der DNA-Extraktion ab. Deshalb wurde 

das neu entwickelte SNAP-Card Verfahren an identischen Proben direkt mit der 

Standardmethode der DNA-Anreicherung an magnetische Partikel (MagnaPure) anhand 

der Analytik einer repräsentativen Sammlung von 281 Schwangeren verglichen. Die 

Ergebnisse zeigen, dass die Kombination von DNA isoliert mit der SNAP-Karte und dem 

SNP-Assay ein besonders sensitives Werkzeug für die nichtinvasive Diagnostik von 

Risikoschwangerschaften ist. 
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Für eine nicht-invasive pränatale Diagnostik bei Schwangerschaften mit einer 

Risikokonstellation bzw. vorhandenen Antikörpern bedarf es einer vernünftigen 

Strategie, die sowohl die Richtigkeit der Ergebnisse als auch den Aufwand der 

Untersuchungen berücksichtigt.  

Laut statistischem Bundesamt wurden in der Bundesrepublik Deutschland im Jahr 2014 

insgesamt 714.927 Kinder geboren: 366.835 Jungen und 348.092 Mädchen50. Wie bereits 

erwähnt ist die nicht-invasive pränatale RHD-Diagnostik bei männlichen Feten durch die 

Inklusion einer Y-spezifischen Kontrolle in der real-time PCR gut abgesichert. Deshalb 

war es das Ziel der vorliegenden Untersuchung, ein Verfahren zur nichtinvasiven 

Pränataldiagnostik auch für Schwangerschaften mit einem weiblichen Feten zu 

optimieren. 

Für eine kaukasische Population wird eine Verteilung von 55% RhD-positiven und 45% 

RhD-negativen Individuen angenommen, dementsprechend entfallen 156.641 Geburten 

auf RhD-negative Mütter. Wird diese Verteilung auch für die Kinder erwartet, so 

verbleiben rund 70.500 Schwangerschaften in der Kombination einer RhD-negativen 

Mutter und einem RhD-negativen (weiblichen) Feten beziehungsweise rund 86.150 

Schwangerschaften in der Konstellation RhD-negative Schwangere und RhD-positiver 

Fetus.  

Nicht alle dieser Schwangerschaften implizieren eine Risikokonstellation. Daten zur 

Prävalenz von anti-D-Antikörpern weisen eine Größenordnung von 1% auf, was 

berechnet auf die Zahlen aus dem Jahr 2014 ungefähr 700 Risiko-Schwangerschaften 

entspricht51,52.  Nur für diese Gruppe ist ein Ansatz der RHD-Genotypisierung mit einer 

internen Kontrolle für das Vorhandensein von ffDNA sinnvoll. Ein Untersuchungspfad zur 

nicht-invasiven pränatalen RHD-Bestimmung ist demnach der initiale Einsatz der real-

time PCR, die entweder  

a) auf einen RHD-positiven Feten hinweist (männlich und/oder weiblich) 

b) einen RHD-negativen männlichen Feten erkennt oder  

c) im Falle eines RHD-negativen weiblichen Feten ein nicht-interpretierbares 

Ergebnis aufweist.  

Erst danach und nur im Fall des unter c) aufgeführten Ergebnisses ist eine weitergehende 

Diagnostik mit einer geschlechtsunabhängigen internen Kontrolle erforderlich. 



14 

Trotz Rh-Prophylaxe sind allo-Antikörper gegen das RhD Antigen der häufigste 

Risikofaktor in Schwangerschaften RhD-negativer Frauen. Bei der Untersuchung von 419 

Schwangerschaften mit einem positiven Antikörperscreening wiesen 222 Frauen einen 

anti-D-Antikörper auf, gefolgt von anti-K (n=55), anti-E (n=51) und anti-c (n=38). Die 

verbliebenen 53 Fälle bildeten eine inhomogene Gruppe aus anti-s, anti-Jk, anti-M und 

anti-C Antikörpern (unpublizierte Daten).  

Die vorliegende Arbeit adressiert die  Herausforderungen des nicht-invasiven RHD 

Nachweises bei Feten als begleitende Diagnostik für Schwangerschaften mit allo-

Antikörpern gegen das RhD-Antigen. Ein weiteres Beispiel für die Anwendung dieser 

molekularbiologischen Pränataldiagnostik ist die gezielte Indikationsstellung für die 

pränatale Rh-Prophylaxe. Bei dieser Anwendung wird der weltweiten zunehmenden 

Verknappung von Anti-D Immunglobulin Präparaten Rechnung getragen.  Sie hilft auch 

Risiken der Immunprophylaxe zu vermeiden. Diese beiden Anwendungen der 

Pränataldiagnostik unterscheiden sich wesentlich im Zeitpunkt der Probennahme. Für 

Schwangerschaften mit allo-Antikörpern dient ein möglichst früher Zeitpunkt in der 

Schwangerschaft (ca. 9. – 15. SSW) für die Risikoabschätzung seitens der behandelnden 

Gynäkologen. Die Entscheidung über die Gabe der Rh-Prophylaxe muss üblicherweise 

erst zwischen der 20. – 29. SSW getroffen werden. Der Gehalt an freier fetaler DNA im 

Blut der Schwangeren steigt mit zunehmender Schwangerschaftsdauer an. Er erreicht die 

höchsten Werte zwischen der 20. und 29. SSW.  

Bislang wurde der Einsatz der pränatalen RHD-Genotypisierung aus mütterlichem Blut 

nur zur Beurteilung der Notwendigkeit einer Rh-Prophylaxe angemessen in klinischen 

Studien evaluiert. 

Eine entsprechend umfangreiche prospektive Studie zu dieser Fragestellung wurde vom 

National Health Service in England durchgeführt35. Dabei wurden Blutproben von 1997 

RhD-negativen Frauen in der 28. (8. – 38.) SSW gewonnen. Mehr als 90% der 

Untersuchungsproben stammten aus der 26. bis 32. SSW. Bei 1805 Entbindungen in 

diesem Kollektiv konnte die Nabelschnur asserviert und der RhD-Serotyp der 

Neugeborenen bestimmt werden. Die Ergebnisse der serologischen und der 

molekularbiologischen Diagnostik sind in der folgenden 4-Feldertafel zusammengestellt. 

Das Ergebnis der Genotypisierung war bei 3,4% der Untersuchungsproben  nicht 

beurteilbar. Dieser Anteil ist in der 4-Feldertafel nicht erfasst. 
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Serotyp 

D-positiv D-negativ 

Genotyp 
D-positiv 1118 14 

D-negativ 3 670 

1121 684 1805.

Bei 1788 von insgesamt 1805 auswertbaren Proben, d.h. bei 99,1% der Untersuchungen, 

stimmten die Ergebnisse der serologischen mit der molekularbiologischen Diagnostik 

überein. Der Anteil der falsch-positiven Genotypisierungen lag bei 0,78%, der falsch-

negativer Ergebnisse bei 0,17%. Die Sensitivität der Genotypisierung im Vergleich zur 

Serologie als Goldstandard erreichte 99,7% und die Spezifität 98,0%. Insgesamt 

bewerteten die Autoren die Sensitivität und die Spezifität der nicht-invasiven RHD-

Genotypisierung als vertretbar.  Sie schlußfolgerten, dass dank dieser Diagnostik ca. 

38% der RhD-negativen Schwangeren eine nicht notwendige RhD-Prophylaxe erspart 

werden konnte. 

Wie bereits betont ist die pränatale RHD-Diagnostik aus maternalem Blut in früheren 

Stadien der Schwangerschaft insbesondere vor der 20. SSW aufgrund der sehr geringen 

Mengen fetaler DNA analytisch noch anspruchsvoller und die Ergebnisse der englischen 

Studie können nicht einfach auf diese Fragestellung übertragen werden. Leider ist es 

derzeit in  Deutschland (auch aufgrund der Datenschutzbestimmungen) sehr schwierig 

entsprechende Daten systematisch zu erheben, da die Risikoschwangerschaften initial an 

spezialisierten Pränatalzentren betreut werden und die Entbindung nicht selten in 

anderen Kliniken erfolgt.  
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Fetomaternale Blutgruppeninkompatibilitäten können anhand der Genotypisierung 

fetaler DNA aus mütterlichem Blut bereits in frühen Stadien der Schwangerschaft erkannt 

werden, so dass Risikoschwangerschaften entsprechend begleitet und die Risiken für das 

Kind minimiert werden können. 

Wesentliche Voraussetzung für die Genotypisierung ist ein zuverlässiger Nachweis 

fetaler DNA in dem Blut der Mutter. Somit ist die Isolierung der zellfreien DNA aus dem 

mütterlichen Blut von besonderer Bedeutung für die diagnostische Aussagekraft der 

nichtinvasiven Diagnostik. In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA -Extraktion mittels 

eines neuartigen Verfahrens durch die Bindung an die Glassoberfläche im 

Kapillarsystem der SNAPTM-Karte mit dem Standardverfahren unter Verwendung von 

Magnetkügelchen (MagnaPure compactTM) aus identischem Probenmaterial direkt 

miteinander verglichen. Bei mütterlichen Blutproben von 281 Schwangerschaften (7. bis 

39. Schwangerschaftswoche) mit Antikörpern gegen Blutgruppenmerkmale wurden die 

beiden Verfahren angewendet, um die DNA-Konzentration im Extrakt, die Reinheit der 

DNA und die Nachweisbarkeit fetaler Merkmale in zwei PCR Systemen 

(Einzelbasenverlängerung zum Nachweis von informativen Einzelnukleotid-

polymorphismen SNPs, RHD-Nachweis mittels real-time PCR) zu ermitteln. 

Die Extraktion mit der SNAP-Karte liefert im Durchschnitt mit 33,8 ng DNA/µL deutliche 

höhere DNA-Gehalte im Extrakt als das MagnaPure-Verfahren mit 15,7 ng DNA/µL und 

reinere Präparationen. Für die Extrakte aus der SNAP-Karte waren im Mittel 3,7 

informative Polymorphismen (SNPs) durch Basenverlängerung in der PCR nachweisbar. 

Die mittels MagnaPure gewonnen Extrakte ließen im Mittel nur 2,5 informative SNPs bei 

der PCR erkennen. 

Mit diesen Qualitäten verbessert die Extraktion mit dem SNAP-Kartensystem die 

Leistungsfähigkeit nichtinvasiver Genotypisierung fetaler Blutgruppenmerkmale aus 

Blutproben der Mutter und bietet ein wertvolles Werkzeug zur Erkennung von 

Risikokonstellationen in frühen Stadien der Schwangerschaft. 
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