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Preco tekuta biopsia?

@ Obmedzenia tkanivovej biopsie:
e Invazivny zakrok s nepohodlim a rizikami pre pacienta,
o Méze zachytit len East priestorove] heterogenity nadoru,
o Nie je vhodna pre opakovany odber.
e Vyhody tekutej biopsie:
e Minimalne invazivne profilovanie z krvnej plazmy,
e Umoziuje dlhodobé sledovanie.
e Vyzva: V¢asna detekcia rakoviny kvoli nizkej frakcii nadorovej DNA.
o cfDNA fragmentomika: doplha mutaéné analyzy o fyzikalne signaly (distribacie dlzok,
pozicie koncov, vzory pokrytia).
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Preco mitochondrialna cfDNA (ccf-mtDNA)?

Charakteristiky mtDNA:
o Kompaktny geném (~16,5 kb),
o Vysoky pocet kopii na bunku (~100-10 000 képii),
e Hojné ready za urcitych experimentalnych podmienok.

Signaly savisiace s rakovinou v mtDNA:
e Mutacné vzory,
e Fragmentacné profily,
e Genémova lokalizacia pozdlz mitochondriadlneho genému.

Fragmentomika mtDNA je malo preskiimana v porovnani s jadrovou cfDNA.

Nedavne stadie ukazuja, ze ccf-mtDNA vykazuje odlisné fragmentomické spravanie.
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Hlavna myslienka a ciele prace

Centralna hypotéza

Diskriminativny signal sa nachadza v koincidencii atribatov fragmentov (dlzka x pozicia x
mutacné signaly).

Problém s agregaciou na arovni vzorky:
@ Globalne histogramy a priemery mézu rozmazat zdruzené vzory.

@ Informativna koincidencia sa straca pri nezavislom sumarizovani priznakov.

Ciele prace:
© Charakterizovat ccf-mtDNA fragmenty (dlzka, pozicia, mutacie).
@ Navrhnat multiparametricky framework prirad'ujici rizikové skére fragmentom.

© Vyhodnotit oproti baseline na klasifikacii rakovina/kontrola.
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e Sacasny stav poznania
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Globalny prehlad tekutej biopsie (2020-2026)

@ Genetické analyzy: mutacie ctDNA, CNV (cielené panely, WGS).

o Epigenetické analyzy: metylacia cfDNA pre v€asna detekciu viacerych typov rakoviny (MCED) +
tkanivo pévodu.

@ Fragmentomika: velkostné profily, koncové body, koncové motivy, genémovo-3iroké fragmentaéné
vzory (Easto ML).

@ Trend: kombinacia viacerych slabych signalov = lepsia senzitivita pri nizkej frakcii nadoru.

Vybrané ref.: Liu (MC) et al., Ann Oncol 2020; Klein et al., Ann Oncol 2021; Lo et al., Science 2021; Tsui et
al., Cancer Cell 2025.
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Fragmentomika cfDNA: hlavné rodiny signalov

@ Vel'kosti fragmentov: obohatenie kratsich fragmentov v ctDNA; chvostové spravanie a pomery
kratke/dlhé.

@ Gendémovo-siroké fragmentacné profily: pomery kratke/dIhé na trovni binov (DELFI-type
priznaky).

@ Koncové body fragmentov: preferované miesta rezu + koncové motivy odrazaja aktivitu
nukleaz a tkanivo pévodu.

@ Footprinting: vzory ochrany nukleozémami / TF = proxy pre chromatin a génovia expresiu.

Vybrané ref.: Cristiano et al., Nature 2019; Jiang et al., Cancer Discov 2020; Lo et al., Science 2021; Tsui et al.,
Cancer Cell 2025.
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Jadrova cfDNA fragmentomika: dokazy klinickej uzito¢nosti

@ Multi-cancer (WGS): DELFI dosiahlo AUC ~0,86 az >0,99 naprie¢ typmi rakoviny (vysoka
Specificita).

@ Rakovina pliac (prospektivna kohorta): DELFI AUC ~0,90 (5tadium | AUC ~0,76) + nezavisla
validacia.

@ Prakticky smer: fragmentomické signaly sa daji extrahovat aj z cielenych klinickych panelov,
nielen WGS.

Vlybrané ref.: Cristiano et al., Nature 2019; Mathios et al., Nat Commun 2021; Helzer et al., Nat Commun 2025.
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Fragmentomika ccf-mtDNA: multi-cancer detekcia (2024)

@ ccf-mtDNA vykazuje odlisnii fragmentomiku oproti jadrovej cfDNA: velkostny profil fragmentov,
5’ bazova preferencia a diverzita motivov.

@ Regidéno-zavisla fragmentacia pozdiz mtDNA spojena s vizbou proteinov, zlozenim baz a
Struktdrou genému.

o Capture-based stadia (1607 plazmatickych vzoriek): multi-cancer modely dosiahli AUC > 0,93
v internej/externej validacii a presnost tkaniva povodu ~89%.

Viybrana ref.: Liu et al., EMBO Mol Med 2024.
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tDNA: aktualne smery a otvorené otazky

@ Single-cancer stadie: vCasna detekcia kolorektalneho karcinému pomocou fragmentomickych
priznakov ccf-mtDNA.

@ Okrem fragmentomiky: pocet képii cf-mtDNA a mtDNA mutéacie sa aktivne skimaja ako
biomarkery.

@ Pre-analyticka citlivost: extrakcia a priprava kniznic moze skreslit mnozstvo mtDNA a profily
dlzok fragmentov.

o Specifické confoundery mtDNA: NUMTs, efekty hranice cirkularneho genému a nerovnomerné

pokrytie.

Viybrané ref.: Peng et al., Cancer Biol Med 2023; Wang et al., 2025 (CRC); Liu et al., EMBO Mol Med 2024.
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Ako tato praca zapada do medzery vo vyskume

Klacova medzera

Mnoho pristupov stale spolieha na agregaciu na dGrovni vzorky (marginaly), zatial €o diskriminativny
signal sa méze skryvat vo vzoroch koincidencii.

@ Zameranie prace: multiparametricka reprezentacia na trovni fragmentov (dlzka x pozicia x
mutaéné signaly).

o Ciel robustnosti: explicitne riesit kohortovy posun / batch efekty a testovat medzikohortovy
prenos.

@ Vystup: end-to-end pipeline (rekonstrukcia — priznaky — skérovanie fragmentov — agregacia
vzorky).

Toto priamo nadvazuje na déraz zadania prace na koincidencii dlzky, mutacii a genémovej lokalizicie na drovni
fragmentov.
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Datasety (interné kohorty)

Kohorta PreveLynch: Kohorta GenoScan:
@ n = 976 vzoriek plazmatickej cfDNA @ n = 453 vzoriek plazmatickej cfDNA
@ 753 zdravych kontrol @ 380 zdravych kontrol

@ 223 pacientov s kolorektalnym karcindmom e 73 pacientov s karcindmom prostaty

@ Silna triedna nevyvazenost (~3:1 kontroly:rakovina).
@ Niektori pacienti prispievaja viacerymi €asovymi bodmi = potrebné zoskupenie podla
pacienta.

@ Rézne typy rakoviny = potencial pre typovo-Specifické efekty.
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@ Predbezné baseline experimenty
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Nastavenie baseline: priznaky z QualiMap

@ Priznaky parsované z QualiMap BamQC reportov (mtDNA QC + fragmentacné sthrny).
@ Modelovanie v scikit-learn: medidnova imputacia — Standardizacia — klasifikator.
e Evaluacia bez Gniku dat: 5-fold GroupKFold podla ID pacienta.

Rodiny priznakovych sad

Fac (14) QC suthrny (ready, pokrytie, chybovost, MAPQ)
Frrag (26) Fragmentacia (percentily, sikmost, Spicatost)
Fist (57) Uplné deskriptory z histogramov

Frybria (36)  QC + kuratorované fragmentaéné priznaky
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Vykon baseline v ramci stadie (ROC-AUC)

Sada priznakov  # priz.

PreveLynch GenoScan

Faoc 14
F Frag 26
FHist 57
FHybrid 36

0,760
0,674
0,664
0,814

0,630
0,675
0,703
0,693

@ Hybridna reprezentacia zlepsuje AUC (40,054 na PrevelLynch).

@ Obava: top prediktory zahfnaju technické QC premenné (error _rate, MAPQ).

@ Mozny confounding s batch efektmi.
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Hybridna sada: porovnanie modelov na Prevelynch

Model ROC-AUC Presnost Recall F1
Random Forest 0,791 £+ 0,019 0,708 0,336 0,453
SVM (RBF) 0,814 + 0,021 0,484 0,659 0,557

Gradient Boosting 0,809 + 0,021 0,678 0,440 0,530

@ SVM dosahuje najlepsie ROC-AUC, ale nizSiu presnost (viac falosne pozitivnych).
@ Random Forest: vysoka presnost, ale slaby recall (minie vela pripadov rakoviny).

@ Klacova otazka: Prenesie sa vykon v ramci stidie medzi kohortami?
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Krizova validacia medzi stadiami (dataset shift)

Tréning — Test SVM AUC RF AUC
PreveLynch — GenoScan 0,436 0,411
GenoScan — Prevelynch 0,382 0,386

Kritické zistenie

ROC-AUC < 0,5 znamena horsi vysledok ako nahodné hadanie.
Modely sa naucia kohortovo-3pecifické vzory, ktoré sa invertuji na druhom datasete.

Mozné priciny:
@ Batch efekty a technické confoundery,
@ Rozdiely v typoch rakoviny (kolorektalny vs. prostata),

@ Kohortovo-specifické protokoly a efekty pracoviska.
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e Navrhovany pristup na Grovni fragmentov
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End-to-end workflow

Zarovnané Rekonstrukcia Extrakcia Model Agregécia Rakovina/
ready fragmentov priznakov rIZIka na vzorku Kontrola

o Ciel: zachytit zdruzené vzory dizka/pozicia/mutacie.

@ Prekonat agregaciu na Grovni vzorky, ktora rozmazava koincidecné vzory.
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Definicia a filtrovanie fragmentov

e Rekonstrukcia fragmentov: z paired-end readov zarovnanych na chrM.
e Kvalitativné filtre:

e MAPQ prah na vylucenie malo spolahlivych zarovnani,
o iba spravne pary (korektna orientacia, rozumna vel'kost insertu),
o filtrovanie rozsahu velkosti insertu (napr. 50-500 bp).

o Specifické vyzvy pre mtDNA:

o NUMTs (nuklearne mitochondrialne DNA segmenty) = prisne filtrovanie,
o cirkularny geném = osetrenie breakpointov prechadzajicich cez origin.
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Priznaky na arovni fragmentov

Fragmentacné priznaky: Priznaky sivisiace s mutaciami:
o Dlzka fragmentu @ Pocet mismatchov na fragment
e Start/end pozicie (breakpointy) e Typ mutacie (trieda substiticie)
@ Pokrytie zavislé od regiénu o Kvalita baz na variantnych miestach
@ Priradenie genémového binu o Lokalny sekvenény kontext

Vystupna reprezentacia

Tabulkovy dataset: 1 riadok = 1 fragment s priznakmi fragmentu + metadata vzorky.
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Koincidencia a zdruzené vzory

e Klacovy insight: diskriminativny signal lezi v zdruzenych distribaciach, nie v
marginalnych.
@ Analytické pristupy:
o Heatmapy: dlzka x pozicia, mutacia x pozicia,
o Stratifikované distribacie dlzok podla genémového regiénu,
o Profily hustoty mutacii pozdlz mtDNA.

o Explorativna analyza na identifikaciu rakovina-Specifickych vzorov pred modelovanim.
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Stratégia multiparametrického modelovania

Dvojstupnovy pristup:
@ Skérovanie na Grovni fragmentov: natrénovat model na priradenie rizikového skére
kazdému fragmentu.
o Modely: logisticka regresia, gradient boosting, random forest.
@ Agregacia na arovni vzorky: konvertovat skére fragmentov na predikciu vzorky.
o Priemerné skore, top-k priemer, podiel nad prahom.

Krizova validacia zoskupena podla pacientov; ROC-AUC a PR-AUC pri triednej nevyvazenosti.
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@ Obmedzenia a dalsie kroky
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Klacové vyzvy

e Batch efekty / confounding:
o Technické QC premenné (chybovost, MAPQ) koreluji s labelmi,
o Kohortovo-specifické protokoly mézu spésobit falosné asociacie.
e Specifické problémy mapovania mtDNA:
o NUMTs mdzu zaviest falosné zarovnania,
o Low-complexity regiény vyzaduji opatrné MAPQ filtrovanie.
e Heterogenita typov rakoviny:

o Pozorované opacné smery efektov (napr. frag cv),
o Univerzalny detektor méze vyzadovat diverzné multi-cancer trénovacie data.
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Poucenie z predbeZznych baseline experimentov

Analyza zlyhania krizovej validacie

Niekol'ko priznakov vykazuje opacné smery medzi kohortami:

Priznak PreveLynch GenoScan
frag_cv Nizsi pri rakovine  Vyssi pri rakovine
frag_std Nizsi pri rakovine  Vyssi pri rakovine

frag_pct gt250 Nizsi pri rakovine  VySsi pri rakovine

= Motivuje reprezentacie na Grovni fragmentov, ktoré zachytia biologicky podlozenejsie vzory.
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Dizajnové principy pre robustné modelovanie

Na zaklade baseline analyzy tri klacové principy:
© Evaluacia bez aniku dat:

o Zoskupenie podla pacientov v krizovej validacii,
e Ziadne vzorky od toho istého pacienta v trénovacej a testovacej sade.

@ Robustnost voci batch efektom:
o Explicitné hodnotenie efektov stadie/pracoviska,
o Zvazit batch-korekciu (napr. ComBat).

© Reprezentacie na arovni fragmentov:
o Zachytit koincide¢né vzory stratené pri agregacii,
o Potencialne lepsie prenositelné medzi kohortami.
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Budice smery

Rozsirit diverzitu kohort: multi-site, multi-cancer trénovacie data.

Doménova adaptacia: naudit sa stiudiovo-invariantné reprezentacie.
Pokrocilé modely:

o Multiple Instance Learning (MIL) pre klasifikaciu na arovni vzorky,
o Attention-based agregacia skére fragmentov.

Robustnost priznakov: vyberat priznaky na zaklade konzistencie medzi kohortami.

Analyza citlivosti: kvantifikovat signal po odstraneni technickych QC premennych.
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@ Zaver
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Problém: Vcasna detekcia rakoviny z tekutej biopsie je narocna kvéli nizkej frakcii nadoru.

Pristup: Multiparametrické modelovanie mtDNA fragmentov, zachytavajac zdruzené vzory
dlzky, pozicie a mutécii.
Zistenia z baseline:

o V ramci kohorty existuje signal (ROC-AUC az 0,81),

e Prenos medzi kohortami zlyhdva = batch efekty a heterogenita typov rakoviny.

e Motivacia pre pristup na arovni fragmentov:
e Agregacia na Grovni vzorky méze zakryt diskriminativne koincideéné vzory,
e Priznaky na Grovni fragmentov ponikaji bohatsiu, potencialne robustnejSiu reprezentaciu.
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Ocakavané prinosy

© Komplexna charakterizacia ccf-mtDNA fragmentomiky.
@ Multiparametricky framework na Grovni fragmentov pre diskriminaciu rakovina/kontrola.
© Systematické porovnanie s agregativnymi baseline.

@ Poznatky o batch efektoch a generalizacii medzi kohortami.

Dakujem za pozornost!

Otazky?
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