








rozliSeni 0,05 % VAF. Tato zvySena citlivost je dosazena
na ukor vyssiho poctu artefakt( (pfiblizné 34 falesnych
pozitivnich vysledkt na kbp), coz je v kontextu detekce
konkrétnich MRD variant obecné akceptovatelné.
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Sensitive

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.

Vztah mezi hloubkou sekvenacniho pokryti a analytic-
kou citlivosti

Abychom urcili optimalni sekvenacni pokryti pro moni-
torovani MRD, provedli jsme analyzu vzork( s pokrytim
od 10 tisic do 50 miliond parQ ¢teni na vzorek.

Jak je znazornéno na obrazku 3, citlivost se vyrazné
zlepsSuje s rostouci hloubkou sekvenovani z 10 tisic na
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-
na jiz jednoduse neobsahuje dalsSi unikatni fragmenty.
Ackoli jsou tyto duplikaty uzite¢né pro korekci chyb
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-

4AGW _JP 2NSNR QS &+ XJ HNYQN[TXY UmN W.._ S HM MQTZGP HM XJP[JST
pro obé workflows pfi pfiblizné 500 000—1 000 000 pérech &teni. Seda plocha oznaduje doporudeny optimalni rozsah
sekvenovani
9FGZQPF 9JTWJIYNHP [X ITXF"JS WT_QNwJS RJYTIN ; &+
Hloubka Hrubé PCR yisté Teoreticky Dosa &na Dosa &na
sekvenovani sekvenami duplikaty sekvena mi VAF limit s VAF VAF
[pary peni] pokryti [%0] pokryti 95% citlivosti* (Sensitive) (Balanced)
50M 320031 96,56% 11 003 0,03% 0,05% 0,35%
10M 64 064 85,30% 9401 0,03% 0,05% 0,35%
5M 32 032 75,16% 7 946 0,04% 0,05% 0,35%
1M 6 406 40,97% 3779 0,08% 0,05% 0,45%
500K 3 203 26,70% 2 347 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.
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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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