Dansk Selskab for Medicinsk Genetik

Guideline om test for maternel kontaminering ved praenatal
diagnostik
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Forord

| takt med den stigende kortlaegning af genetiske sygdomme er der sket en stigning af gravide, der
efterspgrger praenatal diagnostik for monogene sygdomme. Endvidere foretages der i stigende grad
preenatale analyser uden forudgaende kendt genetisk disposition i familien, fx kromosom mikroarray.
Praenatal diagnostik foretages i dag pa bade dyrkede og udyrkede celler, bade tidligt og sent i graviditeten,
samt ved anvendelse af forskelligartede teknikker. Disse faktorer stiller seerlige krav til opmaerksomhed om
risikoen for maternel kontaminering og udredning herfor, hvor det findes relevant.



Der gnskes en specifik guideline for test for maternel kontaminering (Maternal Cell Contamination, MCC) ifm.
praenatal diagnostik. Guidelinen skal fungere som "anerkendt faglig standard” pa omradet i Danmark, og
have tilslutning fra de forskellige faggrupper inden for specialet Klinisk Genetik.

Kommissorium

Arbejdsgruppens kommissorium er:

At afgreense de kliniske situationer, der omfattes af denne guideline.

At belyse prgvekvaliteten som selvsteendig indikation for test af MCC.

At udarbejde rekommandationer for hvornar test for MCC skal udfares.

At udarbejde rekommandationer vedr. minimumskrav til MCC analysen, herunder sensitivitet.

At udarbejde rekommandationer for hvornar en specifik test for MCC evt. kan udelades.

At udarbejde rekommandationer for hvornar evt. pavisning af MCC bar medfare ny pravetagning.
At fremseette forslag til hvem der en ansvarlig for udfgrslen af test for MCC.

Noos~wNPRE

Der gnskes en vaegtning af de enkelte faktorers betydning for testning af MCC (fx arvegang,
prgveoprindelse, tidspunkt for prgvetagning etc.), en samlet konklusion og anbefaling. Alle
rekommandationer gnskes afgivet under hensyntagen til gkonomiske implikationer. Problemstillinger vedr.
evt. preenatal diagnostik ved NIPT praver skal ikke inddrages.

Forkortelser

MCC: Maternal Cell Contamination, maternel kontaminering
PND: Prenatal diagnosis, preenatal diagnostik

PCR: Polymerase chain reaction

CVS: Chorion villus sample, moderkageprove

AC: Amniocentese, fostervandsprave

SNV: Single nucleotide variant

SNP: Single nucleotide polymorphism

MLPA: Multiplex ligation-dependent probe amplification
NGS: Next generation sequencing

Baggrund

Maternel kontaminering er en velkendt udfordring ved preenatal diagnostik [1]. Risikoen for en fejlagtig
diagnostisk konklusion pa baggrund af MCC afhaenger af en raekke uafhaengige faktorer, der straekker sig fra
selve prgvetagningen, prevetype, prevestgrrelse og pravehandtering, til den specifikke analysesensitivitet
for bade den diagnostiske analyse og selve MCC testen. Der er over tid foretaget en del internationale
opggrelser over forekomsten og niveauet af MCC i forskellige situationer, men en direkte sammenligning
mellem de enkelte opggrelser er vanskelig, da de ofte har baggrund i forskellige tekniske analyser og
prevehandteringer.

Eksisterende guidelines omhandlende MCC

e Guideline fra Storbritannien (ACGS) fra 2008 omfatter undersggelse for MCC ved praenatale prgver
hvor der skal udfgres undersggelse for monogen lidelse [2]. Guidelinen er under revision (2017).



e Guideline fra Association for Molecular Pathology, USA fra 2011, som har seerligt fokus pa de
analysemaessige aspekter. Det fremgar, selv om guideline ikke specifikt omhandler indikationer, at
der bar undersgges for MCC i alle praenatale praver [3].

e "ISUOG Practice Guidelines: invasive procedures for prenatal diagnosis” giver retningslinjer for selve
prgvetagningen [4]

De to guidelines fra hhv. Storbritannien og USA er begge af seldre dato og fra en tid hvor undersggelse af
dyrkede celler var den primeere procedure. De tager begge udgangspunkt i at udelukke MCC, men forholder
sig ikke til den reelle risiko for betydende MCC ved forskellige kliniske scenarier [2, 3].

| praksis er det indtrykket, at disse guidelines ikke falges slavisk, hvilket ogsa er konklusionen pa en
undersggelse fra 2007 af handtering af emnet i 35 amerikanske laboratorier [5]. | et studie af Vanakker et al,
fra 2014 [6] omhandlende praenatal kromosom mikroarray i Belgien, anfgres det, at man har planer om
systematisk undersggelse for maternel kontaminering gennem 1 ar for derefter at fastlaegge nationale
retningslinjer pa omradet. Sa vidt vi er orienteret, er der ikke fulgt op pa dette.

Afgraensninger

Guidelinen omfatter MCC ved chorion villus biopsier og amnionveeske.
Guidelinen omfatter ikke problematikker vedr. MCC i forhold til navlestrengsblod, abortveev, fagtal blodprave,
NIPT, eller biokemiske analyser pa preenatale praver.

Hvad forstdr vi ved MCC og hvornadr er det betydende

Maternel kontaminering, MCC, er et begreb som knytter sig til praenatale invasive praver (fortrinsvis CVS og
AC) og betegner tilblanding af maternelt veev i det fgtale pravemateriale. CVS-vaev vurderes og sorteres i
laboratoriet netop for at belyse kvaliteten af veevet og sikre selektion af fgtalt vaev til analyse. Amnionvaeske
vurderes visuelt. Maengden af maternelt veev i fatale praver kan streekke sig fra intet/ikke betydende over alle
grader af tilblanding til udelukkende at veere rent maternelt (komplet MCC).

Komplet MCC betegner det forhold at den praenatale prgve udelukkende udggres af maternelle celler. Det
kan forekomme péa udyrkede celler, eller veere resultat af et dyrkningsartefakt, hvor maternelle celler overgror
kulturen (se senere). Det er et definitionsspgrgsmal, om det skal klassificeres som MCC eller forkert
proveidentitet, idet der er tale om en prgve fra den gravide selv og ikke graviditetsproduktet. Risikoen for
fejldiagnostik p& baggrund af komplet MCC p& CVS vaev ma, ved korrekt pravehandtering og sortering,
empirisk veere ekstremt lille. Molekyleergenetisk kan komplet MCC kun identificeres ved samtidig analyse af
DNA fra den gravide selv med anvendelse af tilstraekkelige antal hgjpolymorfe markgarer, eller ved analyse af
bade paternelt og maternelt DNA. Analyse for komplet MCC indebzaerer saledes i nogle tilfeelde mulighed for
at bestemme paternitet.

Hvornar er MCC betydende?

Meengden af MCC kan have betydning for den diagnostiske analyse, men i de fleste tilfeelde skal niveauet af
MCC veere ganske betragtelig for at kunne resultere i en fejldiagnose. | litteraturen opereres med klinisk
signifikante MCC niveauer fra 5% til 20%[7] [8] men der er meget f& eksempler pa studier der systematisk
evaluerer hvor hgjt niveauet af MCC skal veere, for at kompromittere den diagnostiske analyse.

Ved kromosom mikroarray analyse (135K) skal niveauet af MCC veere hgjere end hhv. ca. 20% og 50% far
starre duplikationer og deletioner ikke kan pavises mere [9]. Disse greenser er i sagens natur afhaengige af
platform og starrelsen af kromosomale ubalancer. Et enkelt studie fra 2004 viser at 10% MCC ikke har
afgerende indflydelse p& biokemisk analyse for peroximale sygdomme pa dyrket CVS, men det anfares at
denne graense kan veere lavere ved andre analyser [10].

De fleste PND analyser for monogene sygdomme foretages ved PCR og efterfglgende direkte
Sangersekventering. Sensitiviteten af Sangersekventering overfor mosaikke SNV alleller angives empirisk til



10-15% men er afhaengig af den specifikke kontekst. Med andre ord vil MCC pa <10-20 % veere vanskelig at
identificere ved Sangersekventering, men heller ikke pavirke analyseudfaldet, safremt der er un-biased allel
amplifikation.

Der er fundet et enkelt studie der forsgger at estimere hvor hgj graden af MCC skal veere for at
kompromittere en Sangersekventering, og sdledes medfare en fejldiagnose. Graden af MCC der skal til for
at medfgre en diagnostisk usikkerhed er afhaengig af den specifikke sekvenskontekst, men oftest skal
niveauet af MCC vaere >10-30% for at pavirke analysen [11]. Det er arbejdsgruppen opfattelse at, sddanne
MCC niveauer med stgrste sandsynlighed ikke kan veere til stede i udyrkede prgver uden at dette kan ses
enten mikroskopisk pa CVS eller makroskopisk pa AC i form af kraftig blodtilblanding.

Ved analyser hvor der benyttes selektiv allel-amplifikation / detektion (fx TagMan assay, deletioner pa x-
kromosomet) kan selv meget sma niveauer af MCC pavirke analyseresultatet fatalt. Det frarades at sddanne
analyser anvendes til PND.

Hvordan fdar man mistanke om MCC og hvor hyppigt er MCC?

Systematiske studier er sjaeldne (tabel 1). Tilgaengelige studier er primeert foretaget pa dyrkede celler og
tager ikke stilling til i hvilket omfang pavist MCC har en klinisk betydning. Med stigende brug af DNA-
baserede preenatale analyser (primaert kromosom mikroarray og undersggelser for monogene lidelser), er
maternel kontaminering af udyrkede celler mere relevant, men der findes kun fa studier der belyser dette.

CVs:

Ved CVS af rimelig starrelse (>10mg) og kvalitet (mikroskopisk bedgmt) er det generelt muligt at undga
betydende MCC ved korrekt prgvesortering. Saledes kan maengden af maternelt materiale i CVS reduceres
og saedvanligvis elimineres ved fiernelse af maternelt decidua [12]. Er praven derimod lille eller af darlig
kvalitet gges risikoen for betydende MCC. Litteraturen om hyppigheden af MCC ved CVS er begraenset
(tabel 1). Signifikant MCC angives at optraede i op til 4% af CVS prgver [8] om end flere studier ikke finder
betydende MCC pa ikke-dyrket CVS [13, 14]. Ved dyrkning af CVS vil ikke-fiernede maternelle celler
potentielt kunne overgro CVS kulturen, om end maternelle celler oftest vil kunne detekteres i form af
"envelope/convolute cells” i kulturen. Fraveer af disse celler er dog ingen garanti mod maternel
kontaminering [15]. Et mindre studie viser at der i ca. 4% (6/139) af dyrkede CVS kan pavises MCC [16].
Grati et al. 2013 [17] fandt MCC i 1,8 % af langtidskulturer fra CVS (135/15025). Dette beregnes at give
risiko for falskt negativt resultat i 1:103.907 cases.

Et studie af 460 prgver med normal hunlig karyotype, hvor sygdomsspecifikke analyser ikke kunne udelukke
MCC, blev undersggt for MCC (bloddrabe pa filterpapir fra den gravide). MCC blev set i 1,7 % af
prgverne[18].

Amnion:

Selve prgvetagningen er vigtig for risikoen for MCC i amnion, saledes angiver forskellige
retningslinjer/studier, at de fgrste 2-3 ml vaeske bgr smides bort [7]. Ydermere er hyppigheden af MCC
korreleret til provetagningsekspertise [19].

Der er rapporteret adskillige studier af omfanget af maternel kontaminering ved amniocentese, hvor de fleste
beror pa en cytogenetisk analyse eller QF-PCR af dyrkede/udyrkede preeparationer. Forekomsten af MCC er
rapporteret lige fra 0,3 % til >20 % i udyrkede praeparationer (se [7] for referencer, tabel 1). Et stgrre studie
af >6000 udyrkede AC, finder tegn pa betydende MCC i ca.1,7 % hvor forekomsten korrelerer med synlig
blodtilblanding [12, 20] om end fraveeret af synlig blodtilblanding pa ingen made udelukker MCC [14]. |
praver med udelukkende synligt blod i cellepellet viste tilblandingen sig som en "low-level second genotype”,
hvor der i de fleste tilfeelde godt kunne afgives et svar. Ved dyrkning af celler forsvandt det maternelle bidrag
i stort set alle tilfselde [12], idet amniocytter ved dyrkning favoriseres over maternelle blodceller, hvilket
reducerer forekomsten af MCC betydeligt om end risikoen ikke elimineres fuldsteendigt [7, 21]. Evt.
maternelle fibroblaster kan ved dyrkning proliferere og specielt ved leengere tids dyrkning overgro
amniocytter og resultere i betydelig MCC [16, 20]. Oligohydramnios gger risikoen for MCC betydeligt [22].



Tabel 1: Udvalgt litteratur vedrgrende maternel kontaminering i preenatale prgver

. Veev Dyrkede / udyrkede Klinisk
Studie (# praver) celler Mce Metode betydende MCC Note
Winsor et al, Cvs Ikke specificeret 4% Mikrosatellitter Ved >5% ny pragve To komplette MCC. En dyrket og en
2010 [8] (#148) (6/148) udyrket CVS
Mann et al, 2004 AC/CVS Ikke specificeret. 1,68% Mikrosatellitter Angiver "significant Finder komplet MCC men angiver ikke
[12] (#7699) Angiver primeert blodig 99,95% af praver level” andelen. Ikke verificeret ved paternel
AC). er informative. prave.
Jorge et al, 2014 Cvs Primeert udyrket, men 1,7% Mikrosatellitter Ikke specificeret Finder tilsyneladende en komplet MCC.
[18] (#460) ikke specificeret (8/460)
Grati et al, 2013 Cvs Sammenligning mellem 1,8% Cytogenetisk. Ikke specificeret. 2 af 135 viser komplet MCC (ren
[17] (#15025) kort og langtidsdyrkede (135/15025) Efterfulgt af decidua). Identificeret ved at
celler. mikrosatellitter. korttidsdyrkning mislykkedes. Angiver
risikoen for betydende MCC til 1/104.000
Tojilkovic-Mikic AC/CVS Udyrket 11% Mikrosatellitter Ikke specificeret 5 AC uden synligt blod viste MCC.
et al, 2005 [14] (#254/53) (28/254 AM)
Weida et al, AC Udyrket 68% har MCC Mikrosatellitter >5% (ref til [8]) Us de farste 2 ml af AC der normalt
2017 [7] (#47) 26% >5% MCC kasseres.
Lamb et al 2011 AC/CVS Dyrket 0,9% / 4,3% Ikke specificeret Ikke specificeret
[16] (#327/139) (3/327, 6/139)

Analyser til pavisning af MCC

Pavisning af MCC i preenatale prgver er direkte afhaengig af sensitiviteten af det specifikke assay. Historisk
blev MCC vurderet ved cytogenetiske markgrer i form af kenskromosomer ved kromosomanalysen. Med
implementering af PCR-baserede analyser foretages MCC bestemmelse fortrinsvis pa udyrket veev med en
hagjere fglsomhed end tidligere. Specifik bestemmelse af MCC baserer sig fortrinsvis pa mikrosatellit
analyser (kommercielt kit eller in-house) pa DNA fra den praenatale prgve overfor DNA fra den gravide. MCC
ses da som overtallige alleller eller biased allel-intensitet. | de fleste tilfelde vil MCC pa 5 % kunne
detekteres konfident.

Anvendes mikrosatellitter pa kromosom 13, 18 og/eller 21 bgr den gravide veere informeret om dette og
laboratoriet bgr have klare retningslinjer for svarafgivelse. Det har veaeret anfgrt at MCC testen skal indeholde
min. to informative markgrer [2] men det er arbejdsgruppens opfattelse at dette ma bero pa lokale
retningslinjer.

I mange tilfeelde vil evt. MCC kunne afslgres direkte af den diagnostiske test (fx qf-PCR,
mikroarray/cytogenetiske analyser eller repeat-sygdom), og der vil vaere tilfaelde hvor en specifik malrettet
analyse for MCC ikke er ngdvendig (se senere).

Hvis der udfgres test for MCC, bgr sensitiviteten af MCC analysen veere hgjere end den diagnostiske PND
analyse, for at sikre at et evt. lavt niveau af MCC ikke pavirker den diagnostiske analyse [2].

Betragtninger vedr. analysemetoders folsomhed overfor MCC

Der findes kun sparsom litteratur om fglsomhed af de enkelte teknikker overfor MCC.

QF-PCR
QF-PCR ville kunne afslgre MCC med en hgj sensitivitet i alle praver, s&fremt der benyttes et tilstraekkeligt
antal markgrer.

Kromosom mikroarray

Array-CGH vil kunne indikere MCC safremt fosteret har et Y-kromosom, dog med empirisk lav sensitivitet.
Kromosom mikroarray der helt eller delvist baserer sig pa SNPs, kan detektere MCC uafhaengigt af fosterets
kan, dog erfaringsmaessigt med mindre sensitivitet end QF-PCR. Sensitiviteten gges hvis bade mor og
graviditetsprodukt analyseres. Niveauet af MCC skal veere >20-50% for at kompromittere en diagnostisk
kromosom mikroarray analyse, afheengig af stgrrelsen af abnormiteten [9] [16].



MLPA

MLPA vil kunne indikere MCC safremt fosteret har et Y-kromosom, men metoden er ikke szerlig egnet hertil.

Empirisk skal der forekomme naer komplet MCC far Y-signalet ikke kan detekteres laengere. Et enkelt studie

finder at MCC graden skal veere >30% for at medfgre en diagnostisk usikkerhed ved detektion af en normal-
allel tilblandet en DNA prgve heterozygot for en deletion. | et tilsvarende blandingsforsgg med en DNA prgve
heterozygot for en duplikation, viste 40% tilblanding ingen betydende usikkerhed [11].

Fragmentanalyser

Safremt der undersgges med PCR og fragmentanalyse i form af mikrosatellitter (fx ved repeatsygdomme), vil
analysen i mange tilfeelde kunne afslgre bade delvis og komplet MCC, afhaengig af hvordan allellerne
fordeler sig blandt foreeldrene.

Sangersekventering

Sangersekventering har typisk en sensitivitet over for mosaik SVN pa ca.10-15 % afhaengig af den specifikke
nukleotidsekvens [23]. Der skal derfor empirisk forekomme >20% MCC for at det kan identificeres med
Sangersekventering, forudsat analysen indeholder en informativ SNV som mor og foster har forskellig
genotype for. Ved en dominant sygdom, hvor mor er heterozygot for mutationen, og fosteret ikke har arvet
denne, vil risikoallellen teoretisk kun udggre 25% af allellerne ved 50% MCC. Risikoallellen vil da ses ved
Sangersekventering, hvor den abnorme allelbias bgr blive bemeaerket, sammenlignet med en sand
heterozygot kontrol. | den omvendte situation hvor far beerer risikoallellen og videregiver denne til fosteret vil
risikoallellen ligeledes udgare 25% af allellerne ved 50% MCC. Begge situationer bagr udlgse specifik test for
MCC. Empirisk vurderes det sdledes, at graden af MCC skal veere ganske betydeligt (>10-30%) fgr man
risikerer en fejldiagnose. Dette underbygges af en nyligt publiceret blandingsstudie [11].

NGS

NGS vil kunne afslare MCC séafremt analysen indeholder en informativ SNV som mor og foster har forskellig
genotype for. Teknikken kan potentielt afslgre selv meget sma maengder af MCC, men oftest vil der vaere et
bioinformatisk cut-off pa 10-20% allelfrekvens for variant kald, svarende til et MCC niveau pa 20-40%.
Empirisk skal der neer komplet MCC for at medfare en fejldiagnose.

Betragtninger vedr. vurdering og sortering for MCC i laboratoriet

Risiko for betydende MCC har udelukkende baggrund i pr@vetagning og prevehandtering preeanalytisk. Alle
invasive prgver skal derfor ngje vurderes ved modtagelsen. Ved CVS-prgver sorteres veevet ved positiv
selektion for fgtalt vaev, saledes at betydende meaengder af maternelt decidua ikke indgar i det materiale der
anvendes til selve analysen. Det selekterede veev til analyse vurderes visuelt. MCC kan mistaenkes ved:

- Atypisk veev
- Lille prave (seerlig opmaerksomhed)

Amnion:
- Synlig blodtilblanding
- Grumset

Ved dyrkning:
- Envelope/convolute celler i kultur

Hvis der pa rekvisitionen er anfart forbehold vedr. pravetagning skal der veere seerlig opmaerksom pa
materialets beskaffenhed.

Arbejdsgruppens anbefalinger

Generelt anbefales specifik undersggelse for MCC udfart safremt der er mistanke om MCC ud fra
vurderingen af materialet. Dette geelder alle analyser uanset indikation. Atypisk udseende, lille biopsi eller
vanskelig pravetagning, fordrer saerlig opmaerksomhed om evt. betydende MCC.



Anbefalinger baserer sig pa tilliden til, at vurdering af veevet ved prgvemodtagelse og dyrkning, vil give
mistanke om betydende MCC.

Anbefalinger vedr. indikation for MCC test

e Mistanke om MCC ud fra vurdering af veevet.

e Kendt familizer genetisk risiko (fx monogen sygdom), kan, afhaengig af lokale retningslinjer, udlgse
test for MCC.

o Udfgrende laboratorie kan selvstaendig initiere test for MCC, hvis den diagnostiske analyse giver
anledning hertil.

Iveerkseettelse af analyser for monogene sygdomme pé grund af abnorme ultralydsfund, er ikke
selvsteendig indikation for MCC test.

Anbefalinger vedr. prpvetagning / hdndtering

e Laboratoriet skal have en entydig procedure for at hver CVS evalueres mikroskopisk mhp. at sikre at
der er tale om chorion villi. Ved tilstedevaerelse af maternelle celler skal der foretages en positiv
selektion af CVS veev, saledes at de maternelle celler ikke indgar i det materiale, der anvendes til
analyse. Sorteringen bgr dokumenteres og afvigelse fra normalen bgr registreres og information
herom skal fglge prgven videre.

o Prgver med abnormt udseende bgr undersgges for MCC eller afvises
o Ved prgver med lille materialemaengde bgr undersggelse for MCC overvejes
o Prgver der vurderes som udelukkende maternelle skal afvises

e Ved AC skal evt. synlig blodtilblanding noteres og information herom skal fglge proven videre. Ved
synlig blodtilblanding/grumset fostervand kan prgven afvises eller bgr som minimum undersgges for
MCC. Rade blodlegemer i cellepellet efter centrifugering er ikke selvsteendig indikation for at
undersgge for MCC. AC kan evt. dyrkes hvorved der selekteres for fagtalt materiale.

o nsker rekvirenten specifik test for MCC, er det rekvirentens ansvar at indhente en DNA prgve fra
den gravide, der fglger den praenatale pragve, samt oplyse det udfgrende laboratorie herom.

e Som udgangspunkt bar PND for monogene sygdomme udfgres pa udyrket veev.

Anbefalinger til hvorndr undersggelse for MCC kan undlades:

e Huvis resultatet af den diagnostiske undersggelse i praksis udelukker betydende MCC (fx
tilstedeveerelse af entydig paternel allel ved monogen sygdom).

e Hvis den primeere analyse viser hanlig kenskromosombesaetning og i gvrigt ikke giver mistanke om

MCC.

Anbefalinger vedr. tekniske aspekter ved MCC

e Den diagnostiske analyse og test for MCC skal foretages pa samme prave / DNA oprensning.

o Den diagnostiske test og MCC test kan med fordel udfgres af samme laboratorie, men dette er ikke
et krav.



¢ MCC analysen bgr indeholde et antal markarer der sikrer en hgj sensitivitet. Det er det enkelte
laboratoriums ansvar at sikre den forngdne testsensitivitet evt. ved inddragelse af en paternel prgve.

e Sensitiviteten af evt. MCC analyse skal veere hgjere end sensitiviteten af den diagnostiske analyse.

e Specifik analyse for MCC skal kunne pavise min. 10% maternel tilblanding.

e Hvis graden af pavist MCC vurderes at kunne pavirke resultatet af den diagnostiske analyse, bar
analysen gentages pa en ny prgve. Ved blodtilblandet amnion kan der dog evt. tilbydes dyrkning

med efterfglgende analyse.

e Der bar ikke anvendes analyser der beror pa selektiv allel detektion til preenatal diagnostik.

Anbefalinger vedr. svarafgivelse

¢ Ved PND analyse for monogen sygdom bgr det af analysesvaret entydigt fremga i hvilket omfang og
hvem der har udfart test for MCC.

e Huvis der i anden sammenhaeng er udfart analyse for MCC, bgr dette fremga af svaret.

e Pavisning af et lavt niveau af MCC, der ikke influerer den diagnostiske analyse, behgver ikke
naevnes specifikt i analysesvaret.

Lokale forhold

e Det enkelte laboratorium bgr have retningslinjer for handtering af problematikker vedr. MCC.
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