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Introduccion

La Leucemia Linfoide Crodnica (LLC) es la leucemia mas comun en adultos de paises occidentales. Su baja incidencia en personas de paises orientales, incluyendo aquellos que han emigrado a
occidente, sugiere que las influencias genéticas son mas importantes que las ambientales en su patogenia, sin embargo su etiologia es aun desconocida. Actualmente al menos seis virus diferentes
han sido implicados en alrededor de 15% de los canceres humanos. Por otro lado, el Virus de la Leucemia Bovina es un retrovirus identificado como el agente etiologico de la Leucemia Bovina
Enzootica, una patologia con caracteristicas similares a la LLC humana. Estos y otros datos permiten plantear la hipotesis de un posible origen viral de la LLC. En este trabajo realizamos la busqueda
de un virus como posible agente etioldgico de la LLC mediante analisis del transcriptoma de linfocitos B leucémicos utilizando dos estrategias de secuenciado masivo (pirosecuenciado y secuenciado

por sintesis) combinadas con una sustractiva digital.

Pacientes, estrategias experimentales y resultados

Pirosecuenciado (454)

Paciente Sexo Edad Binet CD38 LPL EM Evolucidn
LLC 046 F 45 A Neg Pos NM Progresor
LLC 072 M 61 C Neg Pos NM Indolente
LLC 080 F 63 C Neg Pos NM Progresor
LLC 083 M 60 B Pos ND NM Progresor
LLC 096 M 70 C Neg Neg NM Progresor

Binet: estadio de Binet; LPL: lipoproteinlipasa; EM: estado

Reads crudos de 454

mutacional de genes IgVH; ND: no determinado.

~ 450.000 sec ~ 400.000 sec Reads crudos de 454

largo: 21-508 nt en muestras

largo: 37-801 nt en muestras de LLC

normales
Analisis de calidad
de secuencias
~ 430.000 sec Reads filtrados por ~ 380.000 sec Reads filtrados por
largo: 50-508 nt | calidad en normales largo: 50-481 nt calidad en LLC

Reads para analizar
en normales

Se obtuvieron bibliotecas de ADNc a partir de
un pool de ARNm de células B neoplasicas de

Remocion de
ribosomalesy
ADN mitocondrial
Reads para analizar
en LLC
+ 500 sec. de VIH

BLAST LLC vs Normal
E-value 1x1010

Reads restantes en

cinco pacientes con LLC y otro pool de cinco 116.850 sec LLC

donantes sanos, generandose por
pirosecuenciado aproximadamente 400.000
reads por cada pool. Del conjunto de
secuencias obtenidas del pool leucémico se
sustrajeron digitalmente aquellas presentes
en el pool normal y aquellas de origen
humano, resultando 558 reads candidatos a
ser secuencias xenobiodticas. Estas fueron
comparadas contra bases de datos de
genomas Y proteinas virales no
encontrandose alineamientos significativos.

Con el fin de evaluar si nuestra estrategia de
sustraccion digital era capaz de identificar
secuencias virales nuevas presentes en el pool
de LLC pero no en el pool normal, tomamos

+ 500 sec. de VIH

BLAT LLC contra
transcriptoma humano
E-value 1x10-10
Reads en LLCy no en

85.602 sec transcriptoma

+ 500 sec. de VIH

BLAT LLC contra
genoma humano
E-value 1x101°

Reads de LLC

2.968 sec “candidatos”

+ 500 sec. de VIH

E-value 2

Reads finales de LLC

558 sec “candidatos”

+ 500 sec. de VIH
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un genoma de VIH y simulamos secuencias
con 0%, 10%, 20%, 30% y 40% de divergencia

BLASTN y BLASTX de reads “candidatos” contra
bases de datos de genomas y proteinas virales

con el original y un largo similar a los reads
obtenidos por 454. Cien secuencias de cada
nivel de divergencia fueron agregadas a los
reads de LLC. Se repitido el analisis
identificandose las secuencias con hasta 30%
de divergencia como secuencias de VIH,
mientras aquellas con un 40% de divergencia
fueron identificadas como de origen viral.

Y

Sin similitud significativa

|

—

- Luego de estos analisis transcriptomicos no se

logro identificar ninguna secuencia que

pueda ser relacionada con un agente etiolégico de la LLC.

- Las estrategias de sustraccion digital mostraron ser adecuadas y eficientes para la
identificacion de secuencias virales, no solo de las simuladas (secuencias divergentes del VIH)
sino también de las obtenidas a partir de las muestras biologicas (virus de Epstein-Barr).

- Estos resultados no permiten descartar un posi
metodologia empleada requiere un nivel minimo d

ole origen viral de la leucemia ya que la
e similitud del nuevo agente con los virus

hoy conocidos. Tampoco podemos excluir la posibi

idad de la existencia de un virus integrado

al genoma celular con nula o indetectable tasa de transcripcion, lo que podria ser estudiados
con nuevas tecnologias de analisis a nivel genomico.

- Secuenciado por sintesis (lllumina)

Paciente Sexo Edad Binet CD38 LPL EM Evolucion
LLC 238 M 76 C Neg Neg M Progresor
LLC 250 M 57 B ND Pos UM Progresor

Binet: estadio de Binet; LPL: lipoproteinlipasa; EM:

Con la finalidad de aumentar Ia
profundidad del analisis, células B de
dos pacientes con LLC fueron
estimuladas in vitro con un potente
agente mitogénico (éster de forbol,
TPA), generandose dos muestras
pareadas: una activada y otra no
activada por cada uno de los pacientes.
Las bibliotecas de ARN total fueron
normalizadas Y secuenciadas
masivamente por sintesis (lllumina, Inc.),
incrementandose alrededor de 90 veces
la profundidad del secuenciado. Luego
de ser filtrados, entre 22 y 28 millones
de reads por muestra fueron mapeados
utilizando la herramienta Burrows-
Wheeler Alignment (BWA) al genoma vy
transcriptoma humano de referencia.
Alrededor de 2 millones de reads no
fueron asignados a un origen humano.
Estos fueron cotejados sucesivamente
con BLAST (siguiendo un protocolo de
mayor sensibilidad) en base de datos de
genomas virales, secuencias humanas y
no redundante del NCBI. Si bien nueve
reads de una de las muestras activadas
fueron finalmente asignados a virus de
Epstein-Barr (demostrando la eficiencia
de la estrategia empleada), ninguna
secuencia pudo ser asociada a un
posible agente etiolodgico.

Remocion de reads

estado mutacional de genes IgVH; ND: no determinado.

Reads crudos de
lllumina en cada
muestra

~ 36 mill. reads
largo: 115 nt

Analisis de calidad
de secuencias

Reads filtrados por

~ 26 mill. reads calidad

BWA: remocion de
reads ribosomales

Reads no ribosomales

BWA: sustraccion de
reads contra genoma
humano

Reads no gendmicos

BWA: sustraccion de
reads que abarcan
regiones de splicing

~ 2 mill. Reads que no
reads/muestra mapearon con BWA

Busqueda BLASTN en
bases de datos de
genomas virales

~200.000 Reads iniciales
reads “candidatos”

Busqueda BLASTN en
bases de datos de
genoma+transcriptoma
humano

humanos Reads finales

“candidatos”

1

Busqueda BLASTN en bases de datos
no redundantes

Y

Reads NM NM_act Mut Mut_act
Mamiferos 176 162 198 455
MPMV-likel 336 193 139 92
Otros virus-like? 0 1 13 6
Virus Epstein-Barr 0 0 0 9
Otros3 146 121 161 176
Total 658 477 511 738

MPMV: Mason-Pfizer monkey virus.

Los reads que mostraron alineamientos con el genoma de MPVM fueron finalmente asignados al tRNA-Lys

de origen humano.

Comprenden reads que alinean con genomas virales diferentes a MPMV o virus de Epstein-Barr. Estos

alineamientos también fueron descartados.

3Alineamientos que involucraron especies imprevistas. Errores de secuenciacion pueden ser la causa de estos

resultados llamativos.

Contenido de GC seglin posicion en el read de las secuencias que alinearon con MPMV

El analisis mostré secuencias simil
quiméricas, en las cuales la primera
mitad del read deriva del precursor de
tRNA-Lys mientras la region siguiente es
variable.
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