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Abstrakt

Diagnostika akutni myeloidni leukémie (AML) a monitorovani minimalni
rezidualni nemoci (MRD) vyzaduji detekci variant pfi extrémné nizkych
frekvencich alel. Tato studie hodnoti komplexni feseni kombinujici pripravu
knihoven Nanodigmbio pCaler™ pro AML MRD s analyzacni platformou
Variant Analyzer (VARAN).

Deduplikace a pouziti konsensualnich ¢teni pro korekci artefaktli pomoci
UMI a optimalizace specifickych parametrli umoznuje platformé VARAN
detekci variant s extrémné nizkou frekvenci. Poskytujeme dva rizné analy-
tické postupy, které vyvazuji analytickou senzitivitu a zaroven udrzuji nizky
pocet falesné pozitivnich vysledkl. Nas pristup je schopen efektivné
detekovat varianty az do 0,05 % VAF, coz se blizi technickym limitlim pfistu-
pu NGS. Diky tomu je toto feSeni obzvlasté vhodné pro monitorovani MRD.

'ﬁ Pyzer
@ Altium

v

Nanodi

Reseni VARAN pro diagnostiku
AML a MRD

Kombinace analytické platfor-
my VARAN a knihoven Nanodig-
mbio pCaler™ umoznuje detekci
variant s extrémné nizkou
frekvenci, které jsou vhodné pro
monitorovani minimalni rezidu-
alni nemoci (Minimal Residual
Disease — MRD).

Maximalni detekéni limit a citlivost

Poskytujeme dva rdzné analytic-
ké postupy (workflow — wf), které
vyvazuiji citlivost a specificitu.
Nas pfistup je schopny efektivné
detekovat varianty az do 0,05%
VAF, coz se blizi technickym
limitdm pfistupu NGS.

Doporucené experimentalni
nastaveni

Citlivé (>0,05% VAF): Sensitive
wf, 5 milionl pard ¢teni na
vzorek

Citlivé a usporné (>0,05% VAF,
kompromitovanad specificita):
Sensitive wf, Tmilion pard ¢ctenf
na vzorek

Vyvazené (>0,45% VAF, vysoka
specificita): Balanced wf, 1
milion parl ¢teni na vzorek
Vyvéazené a Usporné (>0,5% VAF,
vysoka specificita): Balanced wf,
500 000 parl &teni na vzorek




Uvod

Akutni myeloidni leukémie (AML) je hematologické
onemocnéni charakterizované rychlym ristem nadoro-
vych bunék v kostni dfeni. Minimalni rezidualni nemoc
(MRD) oznacuje maly pocet rakovinnych bunék, které
z(stavaji v téle pacienta béhem nebo po [é¢bé a slouzi
jako klicovy prognosticky indikator pro sledovani relap-
su a reakce na lécbu. Detekce téchto vzacnych klonl
vyzaduje analytické prfistupy s vysokou analytickou
senzitivitou. Kombinace technologie pfipravy NGS
knihoven od firmy Nanodigmbio a platformy VARiant
ANalyzer (VARAN) umoznuje detekci variant s extrémné
nizkou frekvenci, ktera je nezbytna pro hodnoceni MRD.

Panel pCaler™ AML v1.0 od spole¢nosti Nanodigmbio je
navrzen specificky pro naro¢né pozadavky monitorova-
ni akutni myeloidni leukémie u dospélych. Panel cili na
32 klinicky vyznamnych genl pokryvajici oblast
o velikosti ~42,5 Kb. Je navrzen pro cilenou detekci vice
typl mutaci, véetné substituci, malych inzerci/deleci
(indely) a genovych fuzi. Metoda nabohaceni vybranych
genomickych oblasti pomoci hybridizace se specificky-
mi probami je specidlné vyladéna tak, aby zachytila
vzacné maligni klony, i kdyz pfedstavuji pouze zlomek
celkové bunécné populace.

VARAN je sofistikovand webova platforma poskytovana
spolecnosti Altium International, ktera je navrzena tak,
aby transformovala surova sekvenacni data na vyuzitel-
né klinické a vyzkumné poznatky, s dirazem na bezpec-
nost a pfizplsobitelnost. VSechny vypocCty jsou prova-
dény na vykonnych a bezpecnych cloudovych serverech
umisténych v Ceské republice, coz zajistuje ochranu
citlivych klinickych dat. VARAN vyuzivd sadu nastrojl
Sentieon® pro identifikaci variant, ktera je uznavana
jako svétovy lidr v presnosti detekce. Analytické postu-
py lze pfizplsobit konkrétnim sekvenaénim knihovnam,
platformam a diagnostickym potfebam. Pro aplikace
detekce somatickych variant podporuje VARAN zpraco-
vani UMI sekvenci (Unique Molecular Identifiers) za
UCelem korekce sekvenacnich artefaktl a detekce
nizkofrekvencnich variant.

Materialy a metody

Vzorky

Referencni vzorek (testovaci vzorek) byl zredén do Buffy
Coat pool (10 germinalnich vzorkd) k vytvoreni fedici
fady vzorkd: Vzorek 1 (1:9 fedéni testovaciho vzorku),
Vzorek 2 (1:99 fedéni), Vzorek 3 (1:999 fedéni).

Priprava knihovny a sekvenace

Knihovny byly vytvofeny pomoci pCaler™ AML MRD a
sekvenovany na sekvenatoru DNBSEQ-T1+ (MGI)
s chemii 2x150 bp. V tabulce 1 naleznete seznam gen(
a jejich pokryti panelem pCaler AML Panel v1.0. Pro
vyhodnoceni efektu sekvenacniho pokryti na vysledek
detekce byla data subsamplovana od 50 miliond az po
10 tisic parQ ¢teni, ¢imz vzniklo 8 paralelnich datovych
sad (50M, 10M, 5M, 1M, 500K, 100K, 50K, 10K). Kvalita
sekvenovani dosahla Q30 pro vice nez 96 % a Q40 pro
vice nez 90 % bazi.

Analyza dat v platformé VARAN

Data byla zpracovéna pomoci sady nastrojli Sentieon
integrované do platformy VARAN. Pro zmirnéni sekve-
nacnich artefaktd a zlepseni specificity pfi nizkém VAF
byly pouzity UMI sekvence k vytvoreni duplexnich
konsensualnich ¢teni. Byly porovnany Ctyfi workflows:
i) Bez UMI (standardni somaticka detekce bez dedupli-
kace a korekce pomoci UMI), ii) Normalni (standardni
somaticka detekce s pouzitim ¢teni opravenych pomoci
UMI), iii) Vyvazené citlivda — Balanced (optimalizovana
pro nizké VAF s vyvazenou specificitou) a iv) Vysoce
citlivd — Sensitive (optimalizovana pro extrémné nizké
VAF).

Definice oc¢ekavanych variant

Pro vyhodnoceni efektivity feSeni byla vytvofena sada
oc¢ekdvanych variant. Genetické varianty (SNV a indels)
Buffy Coat poolu a testovaciho vzorku byly stanoveny
pomoci nezavislého NGS panelu (SureSelect target
enrichment HS XT) a nastroje Varsome Clinical. Celkem
45 variant s VAF > 3 %, nachdazejici se v regionech
panelu pCaler™ AML, bylo pouzito jako referenc¢ni sada.

Tabulka 1. Seznam genti pokrytych panelem pCaler AML Panel v1.0.

ASXL1 BRINP3 CBL CEBPA* DNMT3A EZH2 FLT3 GATA2 HNRNPK IDH1 IDH2
Exon 12,13 Exon3,8 Exon 8,9 Full CDS Exon 8-23 Exon 4-6,8,13-20 Exon 14,15,20 Exon 3-6 Exon 4-6,10,12,15,16 Exon 4 Exon4
JAK2 KIT KMT2A* KRAS MYH11* NPM1 NRAS PHF6* PTEN PTPN11 RAD21*
Exon 14 Exon 8,17 Intron 8-10 Exon2,3 Intron 32 Exon 10,11 Exon23 FullCDS Exon 5,7 Exon 3,13 FullCDS
RUNX1* SF3B1 SMCIA SMC3 SRSF2 STAG2 TET2" TP53"
Full CDS Exon 14,15 Exon2,9,11,13,15-17,22 Exon 9,10,13,19,24,25,27 Exon 1 Exon 5,6,8-10,15,17,19,20,25,27-31 Full CDS Full CDS
U2AF1 WT1

Exon?2 Exon7-10

“Oznacuje, pokryti celé protein-kodujici oblasti genu.
TOznacuje, pokryti intronické oblasti pro detekci genové fuze.




Pro zfedéné vzorky (Vzorek 1, 2 a 3) byla oc¢ekavana
VAF pro kazdou variantu vypocitana jako vazeny soucet
VAF z Buffy Coat a Testovaciho vzorku, zohlednujici
jednotliva fedéni. FaleSné pozitivni varianty byly predi-
kovany pro VAF >0,1 % diferenciaci mezi fedénimi
vzork(. Konkrétné falesné pozitivni varianty byly defino-
vany jako varianty pfitomné ve vzorku 3 s VAF > 0,1 % a
zaroven nepfitomné ve vzorku 1 (VAF limit 1 %).

Vypocet citlivosti a FPR

Citlivost byla vypocitana na zakladé celkového souboru
vSech kombinaci variant a vzork( ve vzorku 1, vzorku 2
a vzorku 3. V tomto modelu se jedna varianta pocita
vicekrat, pokud je nezavisle identifikovana napfic razny-
mi vzorky a Urovnémi zfedéni, coz poskytuje Sirsi pohled
na detekeni limity. Abychom ziskali standardizovanou
metriku pro specificitu, byla vypocitana FPR (False
Positive Rate) jako pocet falesné pozitivnich variant na
kilobazi (kbp) cilové oblasti panelu.

Vysledky a diskuse
Zvyseni specificity pomoci UMI konsensu

Detekce nizkofrekvencnich SNVs pfi monitorovani MRD
je primarné omezena technickym Sumem NGS techno-
logie. | kdyz moderni sekvenacni platformy dosahuji
relativné vysoké kvality — sekvenacni chybovost v
fadech 0,01 % (Q40) — hlavnim uskalim zlstava PCR
reakce béhem zpracovani knihovny. V disledku je tedy
pozorovan vyskyt arteficielnich variant s VAF dosahuiji-
cim témér 1 %.

Ackoli analyza dat umoZnuje detekovat varianty s
nizkou frekvenci, uskalim byva Casto pravé odliseni
téchto chyb. Pro prekonani tohoto problému VARAN
vyuziva tvorbu duplexniho konsensudlniho ¢teni pomoci
UMI sekvenci, coz efektivné snizuje Sum v datech a

umoznuje rozliSit skutec¢né biologické varianty od
technickych artefakta.

Jak ukazuje obrazek 1, workflow s deduplikaci a korekci
chyb pomoci UMI (UMI cons.) a normalni workflow (bez
UMI) vykazuji podobny vysledek pfi detekci variant s
VAF nad 1,0 %. Jakmile se vSak detek¢ni limit posune
pod tuto hranici, standardni workflow vykazuje prudky
narlst poctu identifikovanych variant. Tato divergence
primo odpovida o¢ekavané kumulativni chybovosti PCR
amplifikace a sekvenaéni chemie.

Analyza s UMI zachovava vysokou analytickou citlivost
a zdroven drasticky snizuje miru fale$né pozitivnich
vysledkd (FPR). To ukazuje, Zze deduplikace a korekce
s pouzitim UMI konsenzu je nezbytnou soucasti spoleh-
livé detekce variant v citlivém rezimu, nezbytnym pro
identifikaci vzacnych klond.

Citlivost analyzy pomoci nastroje VARAN

Pro naplnéni riznych pozadavki klinického vyzkumu a
monitorovani MRD byly v platformé VARAN vyvinuty dvé
specializované workflows: Balanced a Sensitive. Tyto
workflows vyvazuji detekéni limity vaéi mife faleSné
pozitivnich vysledk( (FPR). Vysledky byly posuzovany
pro vzorky se sekvenacnim pokrytim 1 milion parG ¢teni
na vzorek, coz odpovida sekvenanci hloubce pfiblizné
6 400x. Rozdil mezi jednotlivymi workflows je znazor-
nén na obrazku 2.

Workflow Balanced je vyvazena, aby poskytla vysokou
citlivost s nizkym poc¢tem falesné pozitivnich vysledk( a
doporucuje se pro vétsinu pripadd. Poskytuje rozliseni
0,45% VAF pfi zachovani nizké miry faleSnych pozitiv-
nich vysledk( (méné nez 1 falesné pozitivni vysledek na
kbp).

Workflow Sensitive je optimalizovana pro detekci
extrémné nizké VAF pfi monitorovani MRD. Dosahuje

UMI cons.
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Obrazek 1. Porovnani analyzy s a bez korekce pomoci UMI. Graf zobrazuje pocet variant detekovanych
v zavislosti na minimalni detekované VAF pro vsechny testované vzorky se sekvenacnim pokrytim

1 milion part ¢teni na vzorek. Pferusovana ¢dra pfedstavuje normalini workflow (bez UMI), zatimco plnd
Gara ukazuje vysledky po deduplikaci a korekci chyb pomoci UMI (UM cons.). Sedd plocha zvyrazriuje
kritickou oblast VAF, kde se technicky Ssum (chyby PCR/sekvenovani) stava dominantnim faktorem

ve workflows bez UMI (No UMI).




rozliSeni 0,05 % VAF. Tato zvySena citlivost je dosazena  Vztah mezi hloubkou sekvenacniho pokryti a analytic-
na ukor vyssiho pocCtu artefaktl (pfiblizné 34 falesnych  kou citlivosti

pozitivnich vysledki na kbp), coz je v kontextu detekce  Abychom uréili optimalni sekvenaéni pokryti pro moni-
konkrétnich MRD variant obecné akceptovatelné. torovani MRD, provedli jsme analyzu vzorkd s pokrytim
od 10 tisic do 50 miliond parQ ¢teni na vzorek.

40 Jak je znazornéno na obrazku 3, citlivost se vyrazné

# Balanced ° zlepSuje s rostouci hloubkou sekvenovani z 10 tisic na
30 @ Sensitive 500 tisic parl ¢teni. Mezi 500 tisic a 1 milionem par(
Cteni vSak dochdzi k ustdleni. Zvyseni hloubky sekve-
novani nad 1 milion parQ cteni vede k vyznamnému
zvyseni miry PCR duplikatd, které dosahuje 96,56 % pfi
50 milionech para ¢teni (tabulka 2). V tomto bodé jiz
dalsi sekvenacéni kapacita ztraci efekt, protoze knihov-

]
o

False positive rate per Kbp
(VAF>0.1%)
=
S

0 ¢ na jiz jednoduse neobsahuje dalsSi unikatni fragmenty.
1.00% 0.10% 0.01% Ackoli jsou tyto duplikaty uzite¢né pro korekci chyb
Minimal VAF with 100% sensitivity pomoci UMI deduplikace, nevedou ke zvyseni rozliseni

nad prahovou hodnotu 0,05 % VAF.

Pro obé workflows proto doporucujeme 1 milion par(
¢teni na vzorek jako optimalni vystup sekvenovani, coz
odpovida ~ 6 400x hrubému pokryti. Dostate¢na
citlivost je zajisténa pfi 0,45 % VAF pro Balanced work-
flow a pfi 0,05 % VAF pro Sensitive workflow. U Balan-

Obrazek 2. Citlivost a FPR workflows v platformé
VARAN. Graf zobrazuje minimalni hodnotou VAF
potrebnou k dosazeni 100% citlivosti a vyslednou mirou
falesné pozitivnich vysledkd (FPR) na kilobazi cilového
panelu. Datové body predstavuji workflow Balanced a
workflow Sensitive pri sekvenancim pokryti T milionu pard
Cteni na vzorek.
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Obrazek 3. Minimalni VAF se 100% citlivosti pFi riznych hloubkach sekvenovani. Graf ukazuje saturaci citlivosti
pro obé workflows pfi pfiblizné 500 000—1 000 000 pérech &teni. Seda plocha oznaduje doporudeny optimalni rozsah
sekvenovani

Tabulka 2. Teoretické vs. dosaZené rozliseni metody (VAF) podle hloubky sekvenovani.

Hloubka Hrubé PCR Cisté Teoreticky DosaZena DosazZena
sekvenovani sekvena¢ni duplikaty sekvenaéni VAF limit s VAF VAF
[pary ¢teni] pokryti [%] pokryti 95% citlivosti* (Sensitive) (Balanced)

50M 320 031 96,56% 11 003 0,03% 0,05% 0,35%
10M 64 064 85,30% 9401 0,03% 0,05% 0,35%
SM 32032 75,16% 7 946 0,04% 0,05% 0,35%
1M 6 406 40,97% 3779 0,08% 0,05% 0,45%
500K 3203 26,70% 2347 0,13% 0,45% 0,50%
100K 640 7,17% 594 0,50% 5,87% 5,87%
50K 320 3,69% 308 0,97% 5,87% 6,16%
10K 64 0,61% 64 4,70% 13,54% 27,88%

* Predpoklada se, Ze jedno Cteni je dostacujici pro detekci varianty a sekvenacni pokryti je rovnomeérné.
Pro odhad sekvenacni hloubky s 95% pravdépodobnosti pokryti alespori jednim ¢tenim byla pouZita
Poissonova distribuce.




ced workflow mdze uzivatel zvazit snizeni vystupu
sekvenovani az na 500 tisic parQ Cteni, pficemz lze
ocCekavat podobny detekeni limit.

Zaver

Kombinace knihovny pCaler™ a analyzy VARAN posky-
tuje robustni feSeni pro monitorovani MRD u pacientl s
diagnozou AML. Pro optimalni vykon doporucujeme
sekvenacéni hloubku 1 milionu pard ¢teni na vzorek, coz
poskytuje nejlepsi rovnovahu mezi citlivosti a sekve-
nanci kapacitou. Zatimco u workflow Balanced (detek-
ce ~0,5 % VAF) mUze stacit 500 tisic pard ¢teni, work-
flow Sensitive vyZaduje 1 milion pard ¢teni, aby dosah-
la svého maximalniho rozliSeni 0,05 % VAF. Workflow
Sensitive se timto blizi technickych limitd metodiky
NGS zalozené na hybridizaci.
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