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I. ABREVIATURAS 

A   

ADNc ADN complementario 
AFP Alfafetoproteína 
AJCC American Joint Committee on Cancer 
AMPc Adenosín monofosfato cíclico  
ARNc ARN complementario 
ARNr ARN ribosómico 
ASCO Sociedad Americana de Oncologia Clínica 

C   
CA 125 Antígeno carbohidrato 125 
CA19-9 Antígeno carbohidrato 19-9 
CEA Antígeno carcinoembrionario 
Ct Ciclo umbral 

E   
EBRT Radiación externa 
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
EMT Transición epitelial-mesenquimal 
ERCP Colangiopancreatografía retrógrada endoscópica 
ESMO Sociedad Europea para Oncolgía Médica 
EUS Ecografía endoscópica o ultrasonidos endoscópico 

F   
FDA Agencia de Alimentos y Medicamentos 

G   
GDP Guanosín difosfato 
GEM Gemcitabina 
GEO Gene Expression Omnibus 
GMP Guanosín monofosfato 
GTP Guanosín trifosfato 

I   
IFN Interferón 
Ig Inmunoglobulinas 
IL Interleucina 
IMP Inosina monofosfato 
IMRT Radioterapia de intensidad modulada 
IPMN Neoplasia mucinosa papilar intraductal 

L   
LDH Lactato deshidrogenasa 

M   
MCN Neoplasia quística mucinosa 
MDTC Tomografía computarizada multidetectora o multicorte 
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MGED Sociedad de datos de Expresión Génica de Microarrays 
MRI Imagen por resonancia magnética 
MUC Mucina 

N   
nab-paclitaxel Paclitaxel unido a albúmina 
NIH Instituto Nacional de Salud  
NK Células Natural Killer 
NSCLC Cáncer de pulmón de células no pequeñas 

P   
PanIN Neoplasia intraepitelial pancreática 
pb Pares de bases 
PBMCs Células mononucleares de sangre periférica 
PDAC Adenocarcinoma ductal pancreático 
PET Tomografía de emsión de positrones  
PS  Performance status 
PSA Antígeno específico de próstata 

Q   
qPCR PCR cuantitativa a tiempo real 
QRT Quimiorradioterapia 
QT Quimioterapia 

R   
RT Radioterapia 
R0 Resección completa 

S   
SABR Radioterapia estereotáctica ablativa 
SLAM Molécula activadora de la señalización de linfocitos 
SR Skin rash o rash en la piel 

T   
TC Tomografía computarizada 
TGF-β Factor de crecimiento transformante beta 
Th Linfocito T helper 
TILs Linfocitos infiltrantes tumorales 
TLR Receptores tipo Toll 
TNF Factor de necrosis tumoral 
TNFR Receptor del factor de necrosis tumoral 
Tregs Linfocitos T reguladores 

3   
3D-CRT Radioterapia conformacional tridimensional 

5   
5FU 5-fluorouracilo 
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II. RESUMEN 

El adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) es el tipo histológico de 

cáncer de páncreas más común, representando aproximadamente el 90% de 

los casos. A pesar de presentar una baja incidencia respecto a otros tumores, 

constituye la séptima causa de muerte por cáncer a nivel mundial, siendo sus 

tasas de supervivencia a 1 y 5 años del 29% y 7%, respectivamente. La 

detección temprana de esta patología es la mejor estrategia para mejorar estas 

cifras. Sin embargo, la ausencia de síntomas específicos y de biomarcadores 

diagnósticos precisos conduce, en la mayoría de los casos, a su diagnóstico 

tardío. Esta situación pone de manifiesto la necesidad de encontrar nuevos 

biomarcadores altamente sensibles y específicos para esta enfermedad. 

Por otra parte, la diversidad en las plataformas de microarrays 

disponibles y los distintos protocolos de experimentación empleados en los 

estudios de expresión génica, hacen que en muchos casos, los conjuntos de 

datos generados sean muy heterogéneos. Esto hace del descubrimiento de 

biomarcadores basados en expresión génica una tarea difícil, por lo que es 

necesario desarrollar modelos capaces de comparar los resultados obtenidos 

en distintos estudios. 

En primer lugar, nuestro trabajo de investigación ha pretendido identificar 

nuevos biomarcadores para PDAC en muestras de sangre periférica que nos 

permitieran diferenciar a estos pacientes de individuos sanos. Para ello, 

analizamos el perfil de expresión génica en células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs) obtenidas de pacientes con PDAC e individuos sanos (18 

pacientes con PDAC y 18 controles). A partir de los resultados obtenidos, 

seleccionamos los 4 genes más relevantes (ANKRD22, CLEC4D, VNN1 e 

IRAK3) para validarlos mediante PCR a tiempo real (qPCR) en el mismo grupo 

de muestras. Posteriormente, evaluamos la capacidad diagnóstica de este 

panel de genes en un estudio ciego con una nueva cohorte de muestras 

independiente (15 pacientes con PDAC y 15 controles sanos). Nuestros 

resultados demostraron que el análisis combinado de CLEC4D e IRAK3 podía 
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identificar a los pacientes con PDAC con una precisión del 93%, 

proporcionando una sensibilidad del 86% y una especificidad del 100%.  

En segundo lugar, con objeto de identificar genes expresados 

diferencialmente que pudieran distinguir entre pacientes con PDAC e individuos 

sanos, comparamos dos conjuntos de datos obtenidos a partir de distintas 

plataformas de microarrays, Affymetrix e Illumina. Para ello, realizamos un 

metaanálisis integrativo a partir de dos poblaciones diferentes de pacientes con 

PDAC (de 18 y 36 individuos) y la misma población control (18 personas 

sanas). Los resultados obtenidos nos permitieron identificar 5 genes (FAIM3, 

IRAK3, DENND2D, PLBD1 y AGPAT9) expresados diferencialmente tanto en 

los dos estudios individuales (Affymetrix e Illumina) como en el metaanálisis 

integrativo. Además, pudimos detectar 28 genes que mostraron diferencias de 

expresión significativas tras el metaanálisis pero no en los estudios individuales 

(“genes ganados”). Varios de estos genes se han relacionado con tumores del 

sistema digestivo en otras investigaciones, lo que apoya el potencial de esta 

tecnología para el descubrimiento de biomarcadores tumorales. 

En conjunto, estos resultados demuestran que el perfil de expresión 

génica de PBMCs en pacientes con PDAC podría ser una acertada herramienta 

para su diagnóstico. En nuestro trabajo sugerimos un panel biomarcador 

constituido por 4 genes que podría ser de utilidad para el diagnóstico de PDAC. 

Además, el metaánalisis integrativo representa una estrategia ventajosa para la 

combinación de varios conjuntos de datos relacionados con PDAC, revelando 

nuevos genes que podrían jugar un papel importante en esta enfermedad. 

En tercer lugar, uno de los aspectos más relevantes en el fracaso de la 

terapia frente a PDAC es el desarrollo de resistencia a los actuales 

tratamientos. Erlotinib, uno de los fármacos aprobados para el tratamiento del 

PDAC, es un inhibidor de la tirosina quinasa asociada al receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR), el cual se encuentra sobrerregulado en la 

mayoría de estos pacientes. El efecto secundario más común de erlotinib es el 

desarrollo de rash en la piel (SR), cuya aparición se ha asociado con mejor 

respuesta terapéutica al fármaco. En este contexto y dado el potencial de la 
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tecnología de microarrays para el descubrimiento de biomarcadores, otro de los 

objetivos de nuestro trabajo fue identificar genes relacionados con la aparición 

de SR en pacientes con PDAC tratados con erlotinib. Para ello, realizamos un 

estudio basado en microarrays de expresión génica empleando PBMCs de 

pacientes con PDAC (34 pacientes) obtenidas antes de la administración del 

fármaco. Un total de 21 pacientes desarrollaron SR mientras que el resto (13 

pacientes) fueron negativos para SR. De la comparación de ambos grupos, 

pudimos identificar 7 genes (FAM46C, IFITM3, GMPR, DENND6B, SELENBP1, 

NOL10 y SIAH2) que mostraron una expresión significativamente menor en los 

pacientes con SR. Estos datos sugieren la existencia de un perfil de expresión 

génica correlacionado con la aparición de SR inducida por erlotinib en 

pacientes con PDAC, el cual podría ser empleado como un indicador predictivo 

de respuesta al tratamiento en estos pacientes. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Summary 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMMARY 

13 

III. SUMMARY 

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common form of 

pancreatic cancer, comprising 90% of all diagnosed cases. Despite its 

moderate incidence compared to other carcinomas, PDAC is the seventh most 

frequent cause of death from cancer worldwide, with 1- and 5-year survival 

rates of 29% and 7%, respectively. Fast detection of PDAC appears to be the 

most relevant strategy to improve the long-term survival of the patients. 

However, the majority of the cases are diagnosed at advanced stages mainly 

due to the absence of specific symptoms and to the lack of reliable biomarkers 

for population screening. Consequently, novel, highly sensitive and specific 

biomarkers for the diagnosis of PDAC are urgently needed. 

On the other hand, searching for differentially expressed genes to identify 

feasible biomarkers for PDAC can be a hard task given the wide range of 

available microarray platforms and different experimental protocols applied. 

Therefore, it is necessary to establish models able to compare datasets from 

different studies. In this regard, integrative meta-analysis can significantly 

improve the reliability and robustness of differentially expressed genes 

detection methodologies. 

The first objective of this work was to identify new biomarkers in 

peripheral blood that can differentiate between PDAC patients and healthy 

controls. For this purpose, initially, we analyzed the gene expression profile in 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from PDAC patients (n=18) and 

healthy controls (n=18). From the results obtained, 4 genes were selected as 

the most relevant in our research (ANKRD22, CLEC4D, VNN1 and IRAK3) and 

were validated by real-time quantitative PCR (qPCR) in the same set of 

samples. Once our predictor set of genes was established, it was tested in a 

blinded set of new peripheral blood samples (15 PDAC patients and 15 healthy 

individuals), which confirmed the previously observed changes. Our results 

showed that the combination of CLEC4D and IRAK3 predicted the diagnosis of 

PDAC with an accuracy of 93 %, providing a sensitivity of 86% and a specificity 

of 100%.  
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Secondly, in order to identify differentially expressed genes that may 

represent potential biomarkers for this disease, we compared two gene 

expression datasets collected from two different microarray platforms, namely 

Affymetrix and Illumina. To this end, we analyzed PBMCs samples from two 

cohorts of PDAC patients, which included 18 and 36 patients, as well as from 

18 healthy controls, using both microarray platforms. A meta-analysis based on 

an empirical Bayesian methodology (ComBat) was then proposed to integrate 

these datasets avoiding bias between the two platforms. After our integrative 

meta-analysis, 5 genes were commonly identified within the individual analyses 

of the independent datasets. In addition, 28 novel genes that were not 

previously reported by the individual analyses (‘gained’ genes) were also 

discovered. Several of these gained genes have been already related to other 

gastroenterological tumors, supporting the potential of this technology for the 

discovery of tumor biomarkers. 

Taken together, these results demonstrate that gene expression profiling 

of PBMCs could be a good tool for the diagnosis of PDAC. We present a 

validated 4-gene predictor set that may be useful in PDAC diagnosis. Also, the 

proposed integrative meta-analysis has shown to be a specially advantageous 

approach for combining several datasets related to PDAC, revealing novel 

genes that may play an important role in PDAC. 

Resistance to current treatments is other of the most important aspects 

concerning PDAC, leading to disappointing survival rates. This clinical outlook 

substantiates the need for more effective therapeutic approaches in the 

management of these patients. In this sense, immunotherapy strategies are 

being the subject of numerous clinical trials involving PDAC patients. Besides, 

the search for reliable biomarkers with diagnostic and predictive value may 

facilitate the monitoring and refinement of therapies. 

One of the drugs approved in the management of metastatic PDAC is 

erlotinib, an epidermal growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitor, 

frequently overexpressed in PDAC. The drug's most frequently reported side 

effect, as a result of EGFR inhibition, is skin rash (SR), a symptom which has 

been associated with a better therapeutic response to the drug. In this context, 
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the gene expression profiling can be used as a tool to predict which patients will 

develop this important cutaneous manifestation. Thus, another aim of the 

present study was to identify which genes may influence the appearance of SR 

in PDAC patients. Before administering any chemotherapy regimen and the 

development of SR, we collected PBMCs samples from 34 PDAC patients 

treated with erlotinib: 21 patients developed SR while 13 patients did not 

(controls). These samples were studied in order to identify a differential gene 

expression pattern. Our results showed 7 genes (FAM46C, IFITM3, GMPR, 

DENND6B, SELENBP1, NOL10 and SIAH2) which were downregulated in 

PDAC patients with SR. Our results suggest the existence of a gene expression 

profile significantly correlated with erlotinib-induced SR in PDAC that could be 

used as an indicator of the response to the treatment in these patients. 
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IV. INTRODUCCIÓN 

1. Páncreas: nociones anatómicas y fisiológicas 

Anatómicamente, el páncreas es un órgano impar, de morfología alargada 

en sentido transversal y mucho más voluminoso en su extremo derecho que en 

el izquierdo. Forma parte del contenido del espacio retroperitoneal, donde se 

extiende entre el asa duodenal y el bazo, quedando dorsal al cuerpo del 

estómago y ventral a la columna vertebral (nivel de L1-L2) y músculos de la 

pared abdominal posterior. Esta localización hace de este órgano uno de los de 

más difícil exploración, ya sea mediante técnicas de palpación o de imagen. Su 

inaccesibilidad es, desde el punto de vista clínico, de gran relevancia tanto para 

el diagnóstico como para el tratamiento de las patologías que le afectan. 

Su morfología ha hecho que clásicamente se distingan en el tres 

porciones anatómicas diferenciadas denominadas de derecha a izquierda 

cabeza, cuerpo y cola. La primera, ancha y parcialmente rodeada por la C 

duodenal, se caracteriza por presentar un relieve craneal (tuber omentale) que 

representa el límite con el cuerpo, y una escotadura inferior (incisura 

pancreática) que permite el paso de los vasos mesentéricos craneales. La 

pequeña porción de páncreas situada por detrás de estos vasos se denomina 

proceso unciforme. La segunda porción o cuerpo del páncreas, porción central, 

se prolonga sin solución de continuidad con la tercera porción o cola del 

páncreas, que constituye la zona más estrecha del órgano y la que realmente 

entra en contacto con el bazo [1]. 

El sistema excretor del páncreas está constituido por los conductillos 

intercalares, que reuniéndose de forma progresiva en conductos cada vez de 

mayor calibre, terminan por formar un gran conducto central que recorre el eje 

longitudinal del páncreas y que se denomina conducto principal o de Wirsung. 

Su desembocadura, junto al colédoco, se produce en la segunda porción 

duodenal originando un relieve denominado ampolla de Vater o papila 

duodenal mayor. La parte proximal del páncreas dorsal suele conservar un 

conducto propio que desemboca por encima del anterior (conducto accesorio o 

de Santorini) que da lugar a una nueva papila ahora denominada papila 
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duodenal menor. Aunque habitualmente se origina a partir del conducto 

principal, desde el punto de vista anatómico, existen variaciones respecto a la 

disposición de ambos conductos [1, 2]. 

La localización retroperitoneal del páncreas y su disposición alargada 

hace que este órgano presente gran cantidad de relaciones anatómicas, de 

gran relevancia desde el punto de vista de la sintomatología, pronóstico y 

tratamiento, especialmente quirúrgico, para los pacientes que presentan una 

afección del mismo. Así, cabe destacar la estrecha relación que el cuerpo y la 

cola del páncreas presentan con la aorta abdominal y los vasos renales 

izquierdos y la que presenta la cabeza del páncreas, no sólo con el duodeno, 

sino también con el riñón izquierdo y la vena cava caudal, entre otras.  

Por último y en relación a la vascularización del páncreas, cabe destacar 

su vacularización arterial y venosa, dependientes de la arteria hepática y vena 

porta, respectivamente, y su red linfática, de gran importancia clínica y que le 

conecta con las cadenas esplénica, hepática y mesentérica.  

Desde un punto de vista fisológico, el páncreas puede considerarse una 

glándula mixta con tejido exocrino y endocrino (Figura 1) que representan el 

80-85% y el 2% respectivamente, de su volumen total. Los vasos y la matriz 

extracelular representan tan sólo un 10-15% de dicho volumen [3]. El páncreas 

exocrino está constituido por los acinos pancreáticos que a su vez están 

formados por células acinares, centroacinares y ductales. Su secreción es 

recogida por un sistema ductal que, como ya se ha comentado, termina 

fusionándose para dar lugar al conducto pancreático principal. Dicha secreción 

está constituida básicamente por enzimas que intervienen en el proceso 

digestivo [3]. El tejido endocrino, disperso entre el tejido exocrino aunque más 

abundante en la cola del páncreas, se encarga de secretar hormonas 

involucradas fundamentalmente en la homeostasis de la glucosa [4]. La unidad 

funcional del páncreas endocrino son los islotes de Langerhans, constituidos 

por varios tipos celulares, siendo los 4 tipos principales: 1) células alfa o A, 

secretoras de glucagón (15-20% de las células del islote), 2) células beta o B, 

secretoras de insulina (60-80%), 3) células delta o D, secretoras de 

somatostatina (5-10%) y 4) células F o PP, secretoras de polipéptido 



INTRODUCCIÓN 

21 

pancreático (<1%). Además, en la periferia de los islotes de Langerhans existe 

un tipo celular con características similares a las células de Schwann que 

representa menos del 1% de su masa y que se ha relacionado con su 

regeneración [4].  

Figura 1. Localización e histología del páncreas (A). Imagen obtenida de American Cancer 

Society: Pancreatic cancer [5]. Morfología del páncreas (B). Imagen obtenida de “Manual de 

Anatomía Humana para Nutrición y Dietética”. J. Prados. 2015. 

 

2. Neoplasias del páncreas 

Los tumores pancreáticos comprenden un amplio espectro de patologías 

que incluyen desde lesiones benignas hasta cánceres muy agresivos, pasando 

por tumores borderline o de potencial maligno incierto [6]. Su apariencia 

macroscópica permite distinguir entre tumores sólidos y quísticos [7] que 

pueden originarse en células ductales, acinares y/o endocrinas, lo que 



INTRODUCCIÓN 

22 

condiciona su tratamiento y pronóstico [5]. La Tabla 1 resume los tipos de 

neoplasias pancreáticas exocrinas y endocrinas. 

Generalmente, los cánceres pancreáticos se desarrollan a partir del 

componente exocrino y más concretamente del epitelio ductal. De hecho, la 

mayoría de los cánceres de páncreas son adenocarcinomas ductales (PDAC). 

Por el contrario, los desarrollados a partir de células acinares son poco 

frecuentes [5]. Los tumores del tejido pancreático endocrino, también conocidos 

como tumores pancreáticos neuroendocrinos o tumores de células del islote, 

son mucho menos comunes que los anteriores (menos del 5% de los casos). 

Podemos distinguir entre tumores endocrinos bien y pobremente diferenciados, 

lo que a su vez se ha asociado a su grado tumoral. Los bien diferenciados se 

correlacionan con grados tumorales bajos e intermedios, mientras que los 

pobremente diferenciados se asocian a neoplasias de alto grado tumoral [8]. En 

general, los pacientes con neoplasias del páncreas endocrino cuentan con un 

pronóstico favorable, ya que suele tratarse de tumores bien diferenciados, con 

síntomas tempranos que permiten un diagnóstico precoz. De hecho, incluso el 

curso clínico de los casos metastásicos suele ser prolongado. Los tumores 

pancreáticos endocrinos pobremente diferenciados son menos frecuentes 

aunque poseen una gran agresividad y por tanto peor pronóstico [9]. Por otra 

parte, aproximadamente la mitad de estos tumores muestran sintomatología 

relacionada con el aumento de los niveles sanguíneos de hormonas 

pancreáticas (tumores funcionales), denominándose en base a la hormona 

secretada y siendo los más comunes el insulinoma y el gastrinoma. Los 

tumores endocrinos no funcionales no suelen cursar con sintomatología 

temprana y tienen más probabilidades que los funcionales de ser malignos [5].  

Por último, los otros componentes del páncreas (fibroblastos, vasos, etc.) 

también son susceptibles de la transformación maligna, quedando además un 

grupo de tumores de origen indeterminado [9]. 
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Tabla 1. Clasificación de los tumores pancreáticos exocrinos y endocrinos de la Organización 

Mundial de la Salud (WHO). Modificado de WHO Classification of Tumours of the Digestive 

System 2010 (http://www.pathologyoutlines.com/topic/pancreaswho.html). 
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3. Adenocarcinoma ductal de páncreas 

Como hemos mencionado previamente (ver apartado 2. Neoplasias del 

páncreas), el PDAC representa aproximadamente el 90% de los casos de 

cáncer de páncreas [10], por lo que existe una identificación del término 

“cáncer de páncreas” con este tipo tumoral [9].  

A nivel macroscópico, el PDAC forma masas de color blanquecino o 

amarillento que suelen obstruir y por tanto dilatar los conductos pancreáticos y 

biliares [7]. Es una neoplasia de tipo epitelial infiltrante, invasiva y con 

diferenciación glandular. Histológicamente se caracteriza por una disposición 

desordenada de las glándulas, pleomorfismo nuclear, lámina glandular 

incompleta, necrosis luminal, glándulas neoplásicas adyacentes a los vasos e 

invasión perineural, linfática y vascular [11]. Puede presentarse como bien, 

moderada o pobremente diferenciado, pero es muy común encontrar elementos 

bien y pobremente diferenciados dentro del mismo tumor. No obstante, existen 

variantes morfológicas del PDAC [12]. Por último, el PDAC se caracteriza por 

una intensa reacción desmoplásica, con la presencia de un tejido estromal que 

puede llegar a suponer el 80% de la masa tumoral [13, 14] y que influye tanto 

en el proceso tumoral como en el pronóstico del paciente [15]. 

Respecto a su localización, la mayoría de los PDAC (60-70%) ocupan la 

cabeza del páncreas [16]. Son estos los que pueden desarrollar síntomas 

relacionados con la obstrucción de los conductos pancreáticos y/o biliares 

evidenciando signos clínicos que ayudan a diagnosticarlos. Por el contrario, los 

tumores situados en otras localizaciones (cuerpo y cola del páncreas), cursan 

con síntomas difusos por lo que suelen detectarse en fases más avanzadas de 

la enfermedad [17]. 

3.1. Epidemiología 

El PDAC debe ser considerado como una neoplasia de baja frecuencia y 

de incidencia moderada respecto a otros tipos tumorales sólidos. Constituye 

aproximadamente el 2,1% de los tumores diagnosticados en España, lo que 

supone unos 4.000 casos nuevos/año [18]. Sin embargo, su tasa de mortalidad 

es muy similar a la de incidencia. A pesar de ser el décimo segundo cáncer 
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más común, representa la séptima causa de muerte por cáncer a nivel mundial 

[19] y la cuarta en Estados Unidos [20] y Europa, por detrás de los cánceres de 

pulmón, colon, próstata en hombres y mama en mujeres [21]. Según la 

American Cancer Society, en 2016 se diagnosticarán 53.070 nuevos casos de 

cáncer de páncreas en Estados Unidos (aproximadamente 27.670 en hombres 

y 25.400 en mujeres), con una estimación de 41.780 muertes debidas a la 

enfermedad (21.450 hombres y 20.330 mujeres) [22]. Además, las cifras de 

incidencia y mortalidad para esta enfermedad se han incrementado 

ostensiblemente en los últimos años. Concretamente, desde el año 2000 al 

2012, se ha producido un aumento en las tasas de incidencia y mortalidad del 

1,2% y 0,4% por año, respectivamente [22]. Las previsiones para el año 2030, 

sitúan al PDAC como la segunda causa de muerte por cáncer en Estados 

Unidos, sólo por detrás del cáncer de pulmón [23]. 

3.2. Factores de riesgo 

La causa o causas que originan el desarrollo de un PDAC son aún 

desconocidas [24], aunque los estudios epidemiológicos realizados hasta la 

fecha han permitido determinar varios factores de riesgo asociados a esta 

neoplasia. Entre ellos, destacan los siguientes:  

Edad 

La probabilidad de padecer esta enfermedad aumenta a partir de los 55 

años [25], siendo la media de edad de los pacientes en el momento de su 

diagnóstico 66 años. Menos del 10% de los casos se diagnostican en edades 

más tempranas [26]. 

Sexo 

La incidencia de PDAC es ligeramente mayor en hombres que en 

mujeres. No obstante, la incidencia en mujeres ha aumentado notablemente en 

las últimas décadas, reduciéndose la diferencia entre ambos sexos. Este 

fenómeno ha sido atribuido al aumento del hábito tabáquico entre las mujeres 

[5]. 
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Tabaco 

El tabaco es uno de los principales factores de riesgo establecidos para 

el desarrollo de PDAC [20]. Sabemos que la incidencia de esta enfermedad se 

incrementa a medida que aumentan el consumo y la duración del hábito de 

fumar [27]. Se estima que alrededor del 25% de los casos de PDAC se deben 

al consumo de tabaco [28]. Las cifras indican que aumenta el riesgo en un 75% 

respecto a los no fumadores y que este riesgo persiste al menos 10 años 

después de abandonar el hábito de fumar [29], reduciéndose en un 30% a 

partir de ese momento [27]. 

Alcohol 

La posible asociación entre el riesgo de PDAC y la ingesta de alcohol no 

está totalmente dilucidada debido a la disparidad de los resultados obtenidos 

en las distintas investigaciones realizadas hasta la fecha [30]. En general, se 

considera que un consumo moderado de alcohol no aumenta el riesgo de 

PDAC. De hecho, la mayor parte de los estudios realizados no detectan 

asociación incluso con elevadas ingestas de alcohol [31-36], aunque otros sí 

relacionan un consumo diario elevado con mayor riesgo de desarrollar la 

enfermedad [37-40]. Por otro lado, el consumo de alcohol se ha asociado con 

el riesgo de sufrir pancreatitis [41] y diabetes mellitus tipo II [42], enfermedades 

ambas que se correlacionan con el riesgo de padecer PDAC [24, 43]. 

Dieta 

La asociación entre los hábitos alimenticios y el desarrollo tumoral se ha 

puesto de manifiesto en distintos tipos de cáncer [44, 45], incluyendo los del 

sistema digestivo. En el caso del PDAC, una dieta poco saludable, basada en 

la ingesta de grasas saturadas, carnes rojas y alimentos procesados, se ha 

asociado al riesgo de desarrollar la enfermedad [30, 46]. Por el contrario, una 

dieta sana, con un elevado consumo de frutas, verduras, frutos secos, folato y 

un consumo de calorías equilibrado podría jugar un papel protector frente a 

esta neoplasia [47, 48].  
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Obesidad 

El exceso de tejido adiposo se ha relacionado con el desarrollo de 

PDAC, y un elevado índice de masa corporal (>30 Kg/m2) se ha demostrado 

que incide en una mayor tasa de mortalidad en los enfermos con PDAC (20-

40%) [17]. 

Pancreatitis crónica 

La pancreatitis crónica es uno de los factores de riesgo más estudiados 

en el desarrollo de PDAC. Se le atribuyen alrededor del 3% de los casos [49], 

aunque el mecanismo por el que puede desencadenar la patología tumoral aún 

no se ha esclarecido [24]. Los hábitos alcohólico y tabáquico constituyen 

importantes factores de riesgo en el desarrollo de la pancreatitis crónica (40% y 

25%, respectivamente) [28], y se estima que estos pacientes albergan 

alrededor de 13 veces más riesgo de desarrollar PDAC [50]. No obstante, 

aunque la mayoría de los casos de PDAC cursan sin desarrollo de pancreatitis 

crónica, se ha visto que en algunos casos la presencia de tumor pancreático es 

la causa de la enfermedad. Se recomienda pues, que en los pacientes con 

pancreatitis crónica idiopática que no hayan sido consumidores habituales de 

alcohol y/o tabaco, se evalúe la posible existencia de PDAC [51]. 

Diabetes mellitus 

La alteración del metabolismo de la glucosa se relaciona con mayor 

riesgo de cáncer de páncreas [52] y se ha sugerido que elevadas 

concentraciones de insulina en el microambiente de las células ductales 

pancreáticas podrían contribuir a su transformación maligna [53]. Varios 

estudios, la mayoría centrados en la diabetes mellitus tipo II, han puesto de 

manifiesto la asociación existente entre diabetes mellitus y el desarrollo de 

PDAC. No obstante, estudios con pacientes afectos de diabetes mellitus tipo I 

otorgan un riesgo relativo similar (entre 1,5-2) para ambos tipos de diabetes 

[54-56]. De hecho, se ha sugerido la posible utilidad de esta enfermedad como 

biomarcador de PDAC en fase temprana [57], ya que se estima que la 

hiperglucemia causada por esta neoplasia ocurre aproximadamente dos años 
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antes que los síntomas que hacen sospechar y finalmente diagnosticar el 

cáncer pancreático [58]. 

Infecciones 

La exposición a determinados agentes infecciosos como el Helyobacter 

pilory, el virus de la hepatitis B o el virus de inmunodeficiencia humana se ha 

relacionado con un mayor riesgo de desarrollar PDAC [17].  

Componente hereditario 

El 80% de los cánceres pancreáticos son esporádicos y solo una 

pequeña proporción de ellos (5-10%) tienen un componente hereditario [15]. 

Existen varias mutaciones en la línea germinal que se han asociado a mayor 

riesgo de desarrollar PDAC, destacando las mutaciones en BRCA2, que 

constituye el desorden hereditario más común, p16/CDKN2, ATM, STK11, 

PRSS1/PRSS2, SPINK1, PALB2 y genes relacionados con la reparación del 

ADN [23]. Considerando la historia familiar de cáncer de páncreas, se 

consideran individuos de riesgo aquellos que tienen parientes de primer grado 

que han sufrido la enfermedad, aumentando sustancialmente el riesgo con el 

número de parientes afectados [59, 60]. Además, existen varios síndromes 

familiares relacionados con un mayor riesgo de desarrollar esta patología 

(Tabla 2). 

Grupo sanguíneo 

Respecto a las neoplasias pancreáticas, se ha observado que los 

pacientes con grupos sanguíneos A, B o AB, presentan mayor riesgo de sufrir 

la enfermedad que el grupo 0. Se ha sugerido que el grupo B es el que 

presenta mayor riesgo, seguido por los grupos A y AB, que muestran un riesgo 

intermedio. No obstante, determinar su influencia en el riesgo de PDAC 

requiere de más investigaciones [61]. 
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Predisposición heredada a PDAC Gen afectado
Riesgo de PDAC 
hasta los 70 años 

(%) 
Síndrome de Peutz–Jeghers LKB1 36 

Síndrome de melanoma familiar con lunares 
atípicos múltiples CDKN2, CDK4 17 

Síndrome de cáncer hereditario de mama y de 
ovario BRCA1, BRCA2 3‐8 

Síndrome de Li–Fraumeni TP53 <5 
Síndrome de Lynch MLH1, MLH2 <5 

Poliposis adenomatosa familiar APC <5 
Pancreatitis hereditaria PRSS1, SPINK1 40 

Fibrosis quística CFTR <5 
Cáncer de páncreas familiar BRCA2, PALB2, ATM

8‐12 (2 FPG)  
16‐38 (> 3FPG)  

Tabla 2. Patologías hereditarias que incrementan el riesgo de cáncer de páncreas. 

Abreviaturas: PDAC, adenocarcinoma ductal pancreático; FPG, familiares de primer grado 

afectados. Modificado de Bartsch y cols. [60].  

 

Exposición a agentes químicos 

Existen diferentes sustancias químicas que se han asociado a un mayor 

riesgo de desarrollar la enfermedad, como son el clorobenzoilo, los 

hidrocarburos clorados, el níquel, los compuestos de níquel y cromo y el polvo 

de sílice, entre otras [62].  

3.3. Pronóstico 

El PDAC suele ser asintomático o mostrar síntomas inespecíficos, por lo 

que en la mayoría de los casos (80%) se diagnostica de forma tardía 

presentando extensión a otras regiones. Esta extensión suele afectar a 

estructuras de vital importancia debido a la localización del páncreas (ver 

apartado 1. Páncreas: nociones anatómicas y fisiológicas) por lo que en la 

mayor parte de los pacientes el pronóstico es muy pobre y con escasas 

posibilidades de resección quirúrgica [7,63]. A pesar de los últimos avances 

realizados en el diagnóstico [64] y tratamiento del PDAC, las tasas de 

supervivencia después de 1 y 5 años de su diagnóstico, continúan siendo muy 

bajas, situándose en torno al 29% y 7%, respectivamente [22]. Por otra parte, 
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de los pacientes candidatos a una resección quirúrgica curativa (alrededor del 

20% de los casos), sólo el 25% sobrevive 5 años tras la cirugía, ya que suele 

darse recurrencia de la enfermedad [11]. 

3.4. Sintomatología y diagnóstico: marcadores tumorales  

De forma resumida podemos decir que los síntomas que acontecen en el 

curso del PDAC dependen en gran medida de la localización del tumor y de su 

fase tumoral [65]. Así, los tumores localizados en la cabeza del páncreas 

suelen producir síntomas debidos a la obstrucción de los conductos 

pancreático y/o biliar, los cuales no suelen producirse en tumores localizados 

en la cola, dificultando el diagnóstico de estos últimos [17]. En general, los 

principales síntomas que pueden presentar los enfermos con PDAC son 

ictericia, dolor abdominal que pude irradiarse a la espalda y hombros, pérdida 

de peso, cambios en los hábitos intestinales como esteatorrea, diabetes de 

novo, náuseas, vómitos, distensión abdominal, disfagia, prurito y astenia, entre 

otros [26, 66]. En los cánceres avanzados, la diabetes y el dolor abdominal son 

síntomas altamente frecuentes, produciéndose en el 97% y 78-82% de los 

casos, respectivamente [67]. Por otro lado, el dolor de espalda y hombros, la 

disfagia, los trastornos intestinales y la astenia están presentes más de 6 

meses antes del diagnóstico [66].  

Hoy en día, las técnicas de imagen constituyen la principal herramienta 

en el diagnóstico de PDAC. No obstante, ciertos análisis de sangre pueden 

jugar un papel importante en la detección del tumor [68]. En el caso de tumores 

resecables, a menudo no se considera necesaria la extracción de una biopsia 

previa a la resección; sin embargo, la confirmación histológica sí es necesaria 

en el caso de pacientes que van a ser sometidos a tratamiento y cuando el 

diagnóstico es incierto [55, 64]. 

3.4.1. Técnicas de imagen  

Múltiples técnicas de imagen [5] pueden ser usadas para el diagnóstico 

del PDAC y para la determinación de su extensión, aspecto este esencial para 

la determinación de los tumores quirúrgicamente extirpables. De hecho, la 
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detección de metástasis (i.e. hepáticas y peritoneales) es una contraindicación 

para la resección [64].  

La tomografía computarizada (TC) multidetectora o multicorte (MDTC) es 

la técnica de elección cuando existe una marcada sospecha de PDAC ya que 

aporta una buena resolución espacial y amplia cobertura anatómica [69]. Para 

mayor eficacia diagnóstica es importante el empleo de un protocolo pancreático 

con el que visualizar tanto los vasos peripancreáticos, como el parénquima 

pancreático y el hígado [64]. Aunque este protocolo puede variar, en general se 

recomienda un estudio dinámico bifásico con fase pancreática [70], que permite 

detectar el PDAC [71] y estudiar la posible invasión de arterias y venas 

peripancreáticas [72], seguida de una fase venosa portal, para la detección de 

posibles metástasis hepáticas y visulaización de la vena mesentérica superior 

[71]. La MDTC es útil para determinar la posibilidad de resección quirúrgica, 

ayudando a identificar si ha habido propagación tumoral e invasión vascular 

[56]. Su sensibilidad diagnóstica se sitúa entre el 89-97%. No obstante, su 

mayor sensibilidad se obtiene en tumores de mayor tamaño, ya que cuando se 

trata de lesiones pequeñas (≤1.5 cm) esta sensibilidad disminuye notablemente 

(67%) [64]. Otro inconveniente añadido se relaciona con su potencial para 

predecir la resecabilidad del tejido que es menor del 50%. Además, esta 

técnica posee una capacidad limitada para caracterizar metástasis hepáticas o 

peritoneales de pequeño tamaño (<1 cm). Algunos estudios sugieren que la 

detección de metástasis ganglionares mediante MDTC también es limitada, ya 

que el criterio empleado es el tamaño ganglionar, y no siempre un mayor 

tamaño implica lesión metastásica y viceversa [64]. 

La ecografía abdominal es una técnica de imagen que no requiere el uso 

de radiación, su realización es sencilla, segura y no invasiva. Suele emplearse 

como herramienta de diagnóstico diferencial, cuando no está claro si el origen 

de los síntomas es la presencia de un tumor pancreático u otra patología [5, 

50]. Es una técnica útil para detectar obstrucción del tracto biliar. Sin embargo, 

debido a su localización retroperitoneal, esta técnica no permite una clara 

visualización de la glándula [64, 73], lo que dificulta la detección de las 

lesiones. Su precisión depende en gran medida, de la experiencia del operador 
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y del tamaño tumoral, por lo que muestra un amplio rango de sensibilidad en la 

detección del PDAC (50-90%). Además, se trata de una técnica con escasa 

capacidad para detectar lesiones tumorales pequeñas, constituyendo una 

herramienta de utilidad limitada a nivel diagnóstico y en la estadificación de 

esta patología [69].  

El empleo de resonancia magnética (MRI) en el diagnóstico de tumores 

pancreáticos está aumentando [53], no obstante, la TC sigue siendo la técnica 

de imagen más empleada [74], a pesar de que ambas han mostrado una 

precisión similar [75], siendo la MRI más sensible para la detección de 

pequeñas metástasis [17]. Como ya se ha desmostrado, el diagnóstico parece 

mejorar combinando ambas técnicas [64].  

La ecografía endoscópica o ultrasonidos endoscópico (EUS) es una 

herramienta de evaluación del PDAC. Entre sus ventajas se incluyen la 

posibilidad de obtención de imágenes de alta resolución del páncreas y 

estructuras cercanas, y la capacidad de detectar lesiones pequeñas (de 2-3 

mm) [64]. Muestra una sensibilidad diagnóstica cercana al 100%, siendo útil en 

la detección de invasión vascular (85% de sensibilidad y 91% de especificidad) 

y predicción de resecabilidad (90% y 86% de sensibilidad y especificidad, 

respectivamente) [64, 76]. Otra de sus ventajas es que posibilita la obtención 

de una biopsia guiada en tiempo real. Todo esto hace que sea una técnica muy 

utilizada en la estadificación del cáncer de páncreas [17]. Entre sus 

desventajas destaca su baja capacidad para detectar metástasis en los 

ganglios linfáticos (69% de sensiblidad y 81% de especificidad) [75], su 

carácter invasivo, su limitada disponibilidad y el que los resultados dependen 

en gran medida de la experiencia y pericia del operador [64]. En general, y a 

pesar de que la EUS se ha mostrado superior a la TC en varios aspectos, como 

su mayor poder de detección de tumores pancreáticos y mayor precisión en la 

estadificación del tumor, esta última es la técnica de imagen más utilizada ante 

un posible caso de PDAC [64].  

La colangiopancreatografía retrógrada endoscópica (ERCP) es una 

técnica que muestra la anatomía de los conducos pancreático y biliar, pudiendo 

ser utilizada para guiar la biopsia [65]. Cuenta con una elevada sensibilidad 
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diagnóstica (90-95%). Sin embargo, su utilidad ante tumores pequeños es 

limitada. Además, su carácter invasivo conlleva entre un 5-10% de riesgo de 

desarrollar complicaciones importantes tales como pancreatitis o perforación 

gastrointestinal, por lo que no suele aplicarse de forma rutinaria [68].  

En algunas circunstancias, como por ejemplo pacientes con síntomas de 

enfermedad avanzada o con grandes tumores en cuerpo o cola del páncreas, 

la estadificación por laparoscopia puede resultar de utilidad en la evaluación de 

metástasis y afectación vascular [56]. Sin embargo, su uso en tumores 

aparentemente resecables no está muy aceptado [17]. 

Por último, la tomografía de emisión de positrones (PET) no se 

encuentra entre las técnicas diagnósticas de rutina y no se recomienda para la 

estadificación. Además, se ha visto que su combinación con TC no aumenta la 

sensibilidad en la detección de metástasis [77], mostrando varias desventajas 

en el diagnóstico de PDAC, como las tasas de falsos negativos y falsos 

positivos que presenta [11].  

3.4.2. Análisis de sangre y biomarcadores tumorales 

La posibilidad de encontrar un marcador en sangre para el diagnóstico 

de procesos tumorales es uno de los principales objetivos de la oncología en 

nuestros tiempos. En este contexto, existen numerosos biomarcadores 

tumorales detectables en fracciones sanguíneas y aprobados por la Agencia de 

Alimentos y Medicamentos (FDA) que nos acercan al diagnóstico de diferentes 

tipos tumorales. Por ejemplo, la detección del antígeno específico de próstata 

(PSA) en suero es de gran utilidad en el diagnóstico de cáncer de próstata [78], 

la determinación de la lactato deshidrogenasa (LDH) está siendo usada para el 

diagnóstico de linfomas [79], la alfafetoproteína (AFP) es determinada cuando 

se sospecha hepatocarcinoma [80] y el antígeno carbohidrato 125 (CA 125) en 

el caso del cáncer de ovario [81]. 

En PDAC, el único biomarcador sanguíneo aceptado y de uso clínico 

hasta la fecha es el antígeno carbohidrato 19-9 (CA19-9) sérico, también 

conocido como antígeno sializado de Lewis [48]. En la actualidad se considera 

que valores de CA19-9 por encima de 37 U/ml [82] están relacionados con un 
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empeoramiento del pronóstico [65]. Sin embargo, dadas sus bajas sensibilidad 

y especificidad (80% y 73%, respectivamente) [83], no se recomienda su uso 

para el cribado o screening de pacientes [84]. De hecho, este biomarcador 

suele encontrarse en las células del tracto biliar, por lo que patologías no 

tumorales que afecten a estos tipos celulares (pancreatitis, cirrosis o colangitis, 

entre otras) pueden conllevar también un aumento del nivel de CA19-9 en 

suero [68] dando lugar a falsos positivos. Además, aproximadamente un 10% 

de los pacientes con PDAC son negativos para el antígeno de Lewis, siendo 

incapaces de sintetizar el marcador incluso en fases avanzadas de la 

enfermedad [65, 85]. Otra de sus grandes limitaciones es su escasa 

sensibilidad (55%) frente a lesiones neoplásicas pequeñas (<3 cm) [86], de 

modo que sólo se detectan niveles séricos de CA19-9 elevados en el 65% de 

los pacientes con PDAC resecable [87]. Frente a todas estas desventajas, este 

biomarcador parece tener cierta utilidad pronóstica en la evaluación de la 

respuesta a la terapia [68] y en la monitorización de los pacientes tras la 

cirugía. Así, una reducción de más del 50% de los niveles de CA19-9 en 

respuesta al tratamiento neoadyuvante se ha asociado con una mejor 

supervivencia global [88, 89]. Sin embargo, alrededor del 20% de los pacientes 

con niveles menores tras el tratamiento neoadyuvante, tendrán, nuevamente, 

un aumento de CA19-9 y, de estos, aproximadamente un 50% desarrollarán 

metátasis [90].  

Otros biomarcadores, como el antígeno carcinoembrionario (CEA) y CA 

125 han sido usados en el diagnóstico y seguimiento de PDAC, resultando ser 

menos precisos que el CA19-9. Así, la sensibilidad de CEA y CA 125 se sitúa 

entre el 30-60%, y la especificidad alrededor del 80% [91]. 

En resumen, a pesar de que todos estos biomarcadores carecen de la 

sensibilidad y especificidad adecuadas para el cribado en PDAC, sus niveles 

en suero pueden tener utilidad pronóstica en el seguimiento de los pacientes, 

especialmente CA19-9 [68].  
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3.5. Estadios tumorales 

La clasificación de los tumores por estadios permite conocer la extensión 

de la enfermedad, un factor importante en relación al pronóstico y opciones 

terapéuticas del paciente. Aunque existen varios sistemas de estadificación 

tumoral, la clasificación TNM del American Joint Committee on Cancer (AJCC) 

es la más extendida (Tabla 3). Este sistema describe la extensión del tumor 

primario (T), el estado de los ganglios linfáticos regionales (N) y la presencia de 

metástasis distante (M), agrupando los tumores en 5 estadios (0, I, II, III y IV) 

(Tabla 4) [92]. 

TNM Criterio 

Tumor primario (T) 
Tx Tumor primario no puede ser evaluado

T0 No evidencia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor limitado al páncreas ≤ 2cm en su dimensión mayor 
T2 Tumor limitado al páncreas > 2cm en su dimensión mayor 
T3 Extensión del tumor más allá del páncreas, sin afectar al tronco 

celíaco o a la arteria mesentérica superior

T4 Tumor afecta al tronco celíaco o a la arteria mesentérica superior 
(irresecable)

Ganglios linfáticos 
regionales (N)

Nx Ganglios linfáticos regionales no pueden ser evaluados 
N0 No metástasis en ganglios linfáticos regionales

N1 Metástasis en ganglios linfáticos regionales

Metástasis (M)

M0 No metástasis distante

M1 Metástasis distante

Tabla 3. Clasificación TNM para cáncer de páncreas de acuerdo a la 7ª edición del Manual de 

Estadificación del Cáncer del American Joint Committee on Cancer (AJCC) [92]. 

 

En la práctica clínica es de gran importancia evaluar la resecabilidad del 

tumor para identificar a los pacientes candidatos al tratamiento quirúrgico [5]. 

Así, los tumores pancreáticos son clasificados como tumores resecables, 
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potencialmente resecables (borderline) e irresecables, de acuerdo al grado de 

contacto entre el tumor y los vasos principales [17]. En este sentido, los 

tumores T1 y T2 se consideran resecables, los tumores T3 potencialmente 

resecables (aunque afectan a la vena mesentérica superior y/o venas porta y 

esplénica, estas pueden ser resecadas y reconstruidas) y los tumores T4 son 

irresecables (afectan al tronco celíaco y/o a la arteria mesénterica superior) 

[92]. En la Tabla 4 se puede observar el criterio de resecabilidad de acuerdo al 

estadio tumoral para el PDAC. 

Estadio* TNM* Descripción*† 
Media supervivencia 

global (meses)
#
 

Con cirugía Sin cirugía
IA T1, N0, M0 Resecable 24,1 6,8 
IB T2, N0, M0 Resecable 20,6 6,1 
IIA T3, N0, M0 Potencialmente resecable 15,4 6,2 
IIB T1/T2/T3, N1, M0 Resecable/Potencialmente 

resecable
12,7 6,7 

III T4, N0/N1,M0 Irresecable 10,6 7,2 
IV Cualquier T, N0/N1, 

M1 Metástasis distante 4,5 2,5 

Tabla 4. Estadificación y TNM en relación a la resecabilidad del tumor pancreático y a la 

supervivencia global. * Datos obtenidos de la 7ª edición del Manual de Estadificación del 

Cáncer del American Joint Committee on Cancer (AJCC) [92]. † Los tumores T1 y T2 se 

consideran resecables, T3 potencialmente resecable y T4 irresecables. # Datos obtenidos de 

Bilimoria y cols. [93]. 

 

3.6. Tratamiento 

3.6.1. Tratamiento quirúrgico 

Actualmente, la resección quirúrgica es la única opción de tratamiento 

curativa en pacientes con PDAC localizado [94]. En relación a este tratamiento, 

el riesgo de muerte se sitúa alrededor del 2%, siendo las cifras de morbilidad 

mucho más elevadas (60%) [95]. Estos datos se asocian con las capacidades 

del Centro Hospitalario, ya que las tasas de mortalidad y morbilidad son 

menores en centros especializados [96] que cuentan con equipos médicos más 
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experimentados, recomendándose aquellos que realicen más de 15 

resecciones pancreáticas al año [97].  

Dado que en la mayoría de los casos el tumor se diagnostica en fases 

avanzadas, solo el 20% de los pacientes diagnosticados pueden beneficiarse 

de la cirugía curativa [63]. De hecho, se ha visto que la resección no mejora la 

supervivencia de pacientes con cáncer localmente avanzado o metastásico [98, 

99], aunque, como veremos en apartados posteriores (ver apartado 3.6.5. 

Tratamientos paliativos y de soporte), en ocasiones se realiza cirugía paliativa, 

con el objetivo de disminuir los síntomas que acontecen en tumores en fases 

más avanzadas.  

Siguiendo los criterios de resecabilidad expuestos previamente (Tabla 

4), el tipo de cirugía viene determinado por la localización del tumor [85]. De 

este modo, la pancreaticoduodenectomía (o procedimiento de Whipple) es la 

cirugía de elección ante tumores localizados en la cabeza del páncreas. Sin 

embargo, en esta intervención existe un elevado riesgo de complicaciones 

postquirúrgicas [100]. Los tumores resecables del cuerpo o la cola, 

generalmente se encuentran más avanzados que los localizados en la cabeza 

del páncreas [101], por lo que el tratamiento quirúrgico para estos se basa en la 

pancreatectomía (distal o, a veces, total), generalmente acompañada de 

esplenectomía, procedimientos que también suelen presentar complicaciones 

postoperatorias en gran parte de los pacientes (alrededor del 35%) [102]. 

Actualmente, algunos pacientes con tumores tempranos pueden beneficiarse 

del tratamiento quirúrgico mediante técnicas mínimamente invasivas, como la 

laparoscopia, que produce menos efectos secundarios [101].  

3.6.2. Tratamiento quimioterápico  

El tipo de quimioterapia (QT) empleado en el tratamiento del PDAC 

depende del objetivo terapéutico perseguido [16]. Este tipo de terapia está 

indicado en todos los casos de PDAC, independientemente de que haya sido o 

no posible la resección quirúrgica del tumor. Tan sólo en aquellos casos 

metastásicos con mal estado general (performance status o PS 3/4), edad 
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avanzada y corta esperanza de vida, se considera el tratamiento de soporte 

(15-20% de los casos) [17, 103].  

Tras varias décadas empleando el 5-fluorouracilo (5FU) como 

tratamiento principal en la terapia de PDAC [104], actualmente la gemcitabina 

(GEM) constituye el tratamiento estándar para esta enfermedad, ya que ha 

mostrado mejores resultados que el 5FU en términos de supervivencia (tasa a 

1 año en PDAC avanzado 18% y 2% para GEM y 5FU, respectivamente) [105]. 

No obstante, existen otros fármacos que también son utilizados para el 

tratamiento de PDAC en monoterapia o combinados (Tabla 5). 

Fármacos aprobados para el tratamiento de adenocarcinoma ductal 
pancreático

• Fluorouracilo (Adrucil®) • Capecitabina (Xeloda®) 

• Gemcitabina (Gemzar®) • Cisplatino (Platinol®) 

• Erlotinib (Tarceva®) • Paclitaxel (Taxol®) 

• Irinotecán (Camptosar®) • Docetaxel (Taxotere®) 

• Oxaliplatino (Eloxatin®) • Irinotecán liposomal (Onivyde®) 

• Paclitaxel ligado a albúmina 
(Abraxane®) 

• Mitomicina (Mutamycin®) 

Tabla 5. Fármacos aprobados por la Agencia de Alimentos y Medicamentos (FDA) para el 

tratamiento de adenocarcinoma ductal pancreático. Modificado de American Cancer Society: 

Pancreatic cancer [5]. 

 

Aunque la resección tumoral sea el tratamiento más eficaz ante un caso 

de PDAC, la tasa de recidiva tras la cirugía es elevada, produciéndose el 80% 

de ellas en los 2 primeros años tras la operación [103]. Según varios estudios 

clínicos, la QT adyuvante ha conseguido mejorar el pronóstico de estos 

pacientes, proporcionando ventajas respecto a aquellos solo sometidos a 

tratamiento quirúrgico, en relación a diferentes aspectos clínicos (desarrollo de 

recurrencia, supervivencia libre de enfermedad, etc.) [106-110]. Estos datos 

ponen de manifiesto la importancia que tiene la QT adyuvante en pacientes con 

enfermedad localizada (resecable), y en los que el tratamiento suele consistir 
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en GEM o 5FU+leucovorín [17]. Ambos regímenes terapéuticos adyuvantes no 

muestran diferencias significativas respecto a la supervivencia global en PDAC 

completamente resecado [111]. 

Menos de un 5% de los casos de PDAC son tumores borderline o al 

límite de la resección (antes considerados como irresecables) [103]. Aunque 

estos tumores también son sometidos a regímenes de tratamiento adyuvante, 

la terapia neoadyuvante es de vital importancia en este tipo de pacientes, en un 

intento de hacer factible la resección tumoral. De hecho, con este tratamiento 

se consiguen mayores tasas de resección completa (R0) [112]. El tratamiento 

neoadyuvante recomendado para estos pacientes consiste en QT seguida de 

quimiorradioterapia (QRT) [17] aunque, como veremos en aparados posteriores 

(ver apartado 3.6.4 Quimiorradioterapia), la ventaja que supone el empleo de 

quimiorradiación es un tema muy discutido. Por todo esto, si existe la 

posibilidad, es muy recomendable la inclusión de los pacientes con tumores 

borderline en ensayos clínicos [100]. 

Respecto al tratamiento de tumores no resecables (localmente 

avanzados o metastásicos), la primera línea de tratamiento consiste en GEM 

[105]. Sin embargo, hay que destacar que la mayoría de los pacientes no 

responden a dicho tratamiento por la elevada quimiorresistencia [113], con lo 

que la GEM no muestra un gran impacto en la supervivencia global de estos 

pacientes [114, 115]. Por este motivo, se han realizado varios estudios 

combinando GEM con otros agentes como capecitabina [116], oxiplatino [117] y 

cisplatino [118], sin embargo, los resultados no muestran una mejora 

significativa en la superviencia de pacientes con tumores irresecables [119, 

120]. Por otro lado, la combinación de GEM+nab-paclitaxel (paclitaxel unido a 

albúmina) ha conseguido mejorar la supervivencia en pacientes con cáncer 

avanzado respecto a GEM en monoterapia [121, 122], presentando una 

toxicidad similar [123]. Además, se ha visto que nab-paclitaxel provoca efectos 

sinérgicos en combinación con GEM y aumenta los niveles de quimioterápicos 

en el tumor [121].  
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Otro tratamiento aprobado para el PDAC avanzado está basado en la 

combinación de GEM y erlotinib, un inhibidor de la tirosina quinasa asociada al 

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), capaz de inhibir la 

proliferación celular a muy bajas concentraciones [124]. La estimulación de 

este receptor conduce a la activación de distintas e importantes vías de 

señalización, como la ruta de las MAPK y la vía PI3K/AKT, promoviendo el 

crecimiento y la supervivencia celular [124]. La mayoría de los pacientes con 

PDAC presentan sobreexpresión del EGFR [125, 126], lo que se ha asociado 

con mal pronóstico y progresión de la enfermedad en este tipo tumoral [127]. 

En este sentido, la adición de erlotinib al tratamiento con GEM ha conseguido 

una cierta mejora en la supervivencia de los pacientes con PDAC localmente 

avanzado o metastático, respecto al uso de GEM en monoterapia [128]. No 

obstante, hay que reseñar que la combinación de GEM con inhibidores del 

EGFR no ha resultado en beneficios de supervivencia significativos para los 

pacientes en todos los estudios realizados en PDAC [129]. Por otra parte, es 

importante destacar que la actividad del EGFR es esencial para la función 

fisiológica normal de la epidermis y, por tanto, su inhibición suele causar 

efectos adversos cutáneos. De este modo, la aparición de erupciones en la 

piel, también llamada rash (SR), es el efecto secundario más común de 

erlotinib [130]. En este contexto, varios estudios con distintos tipos tumorales, 

incluyendo cáncer de pulmón de células no pequeñas, de cabeza y cuello, de 

páncreas y de ovario, han asociado el desarrollo de SR en pacientes a mejores 

resultados clínicos [131, 132], de forma que, de manera general, la aparición de 

SR se considera un marcador subrogado potencial de respuesta a esta terapia 

[133, 134]. 

Otro régimen quimioterápico que combina distintos agentes, pero sin 

suministrar GEM al paciente, es FOLFIRINOX (oxaliplatino, irinotecán, 5FU y 

leucovorín), que ha conseguido mejoras en la supervivencia global y 

supervivencia libre de progresión en pacientes metastásicos respecto a GEM 

(11.1 vs 6.8 meses y 6.4 vs 3.4 meses, respectivamente). 

Desafortunadamente, FOLFIRINOX provoca un cuadro de efectos secundarios 

importante, por lo que su uso en pacientes es limitado [135]. Así, según las 

guías de la Sociedad Europea para Oncolgía Médica (ESMO), para pacientes 



INTRODUCCIÓN 

41 

con enfermedad localmente avanzada, el tratamiento adyuvante estándar se 

basa en GEM durante 6 meses [17], mientras que para los casos metastásicos 

existen ciertas consideraciones: la quimioterapia para pacientes con PS 2 

puede consistir en GEM en monoterapia o GEM combinada con nab-paclitaxel 

(este último tratamiento también puede considerarse en pacientes con PS 0 o 

1), reservándose el uso de FOLFIRINOX para pacientes con PS 0 o 1 [17]. 

Recientemente, se ha aprobado el uso de irinotecán junto con 5FU y leucovorín 

para tratar pacientes con PDAC metastásico que hayan sido previamente 

tratados con GEM, dadas las mejoras en la supervivencia observadas en el 

estudio NAPOLI-1 (supervivencia media de 6,1 meses y 4,2 meses con 

irinotecán/5FU/leucovorín y 5FU/leucovorín, respectivamente) [136]. 

3.6.3. Tratamiento radioterápico 

En general, los pacientes con PDAC pueden recibir dos tipos diferentes 

de radiación, externa o interna. La radiación externa (EBRT), se aplica desde 

fuera del cuerpo y se centra en la localización del tumor. Existen distintos tipos 

de EBRT para PDAC, incluyendo radioterapia conformacional tridimensional 

(3D-CRT), radioterapia de intensidad modulada (IMRT) y radioterapia 

estereotáctica ablativa (SABR). Por otro lado, la radiación interna, también 

llamada braquiterapia, se aplica desde el interior del cuerpo durante la cirugía, 

implantando una fuente radiactiva lo más cerca posible del tumor [137]. 

La ventaja que este tipo de tratamiento podría suponer para los 

pacientes con PDAC es un tema que suscita controversia debido a la 

discrepancia en los resultados obtenidos [138]. Algunos autores sugieren que 

la radioterapia (RT), podría aportar beneficios a los pacientes con PDAC, 

especialmente cuando nos encontramos ante tumores borderline, en los que la 

RT neoadyuvante podría conseguir que tumores previamente clasificados como 

irresecables lleguen a ser resecables tras el tratamiento [16, 138]. Además, en 

el contexto adyuvante, la RT podría ayudar al control local del tumor una vez 

realizada la cirugía [139]. Por otro lado, alrededor de un 33% de los pacientes 

sometidos a pancreatectomía no pueden recibir terapia adyuvante por distintos 

motivos (como elevada morbilidad, diseminación temprana, etc.), con lo que la 
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optimización de la RT como tratamiento neoadyuvante podría aportar 

beneficios a estos pacientes [138]. 

En general, cuando se hace uso de la RT para el tratamiento del PDAC, 

esta se combina con QT en un intento de potenciar el efecto antitumoral [137].  

3.6.4. Quimiorradioterapia 

Dado que la QRT implica el uso de QT junto con terapia de radiación, el 

uso de este tratamiento también ha sido objeto de debate en el contexto del 

PDAC [140]. Una de las ventajas expuestas entorno al uso de la QRT 

neoadyuvante es su potencial para excluir de la resección quirúrgica a aquellos 

pacientes con progresión en desarrollo, evitándoles así una cirugía innecesaria, 

la cual, muy probablemente, no les aportaría beneficios y sí numerosas 

complicaciones [141]. Sin embargo, el hecho de realizar un tratamiento de QRT 

neoadyuvante se traduce en una resección más tardía, lo cual podría aumentar 

el riesgo de progresión tumoral [142].  

Algunos de los resultados disponibles actualmente indican que la QRT 

neoadyuvante podría ser beneficiosa en el tratamiento, principalmente en 

tumores borderline, donde ha conseguido aumentar tanto la supervivencia 

como las tasas de resecciones completas (R0) en tumores inicialmente 

irresecables [112, 143-146]. Sin embargo, otros resultados obtenidos sugieren 

que este tratamiento neoadyuvante no proporciona mejoras significativas en la 

supervivencia global [142].  

La QRT como tratamiento adyuvante también ha mostrado resultados 

positivos sobre la supervivencia global en PDAC [147-149], incluso en 

pacientes con tumores irresecables [150], aunque las conclusiones en este 

último caso se consideran poco fiables por la metodología seguida y su limitado 

poder estadístico [151]. Sin embargo, otras investigaciones determinan que la 

QRT adyuvante no aporta beneficios significativos en la supervivencia de estos 

pacientes [110, 142, 152-154], e incluso que podría tener efectos negativos 

sobre la misma [106]. 
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De acuerdo a la guía de la ESMO, no se recomienda, de manera 

genérica, el tratamiento mediante QRT para tumores localizados, excepto en 

ensayos clínicos. Sin embargo, su uso tras un periodo de QT antes de la 

cirugía se considera la mejor opción en pacientes con tumores borderline. 

Respecto a los tumores localmente avanzados, la QRT basada en capecitabina 

es la más recomendada [17]. 

3.6.5. Tratamientos paliativos y de soporte 

Los pacientes con tumores en fases más avanzadas (localmente 

avanzados y metastásicos) deben recibir tratamiento de soporte para intentar 

controlar los síntomas de la enfermedad, independientemente de que estos 

pacientes sean o no candidatos a tratamiento con QT. En este sentido, las 

cifras muestran que el 15-20% de los pacientes con PDAC avanzado solo 

pueden recibir tratamiento de soporte [103].  

Cuando no es posible la resección tumoral, puede realizarse una cirugía 

paliativa en los casos avanzados, con el objetivo de controlar algunos de los 

síntomas de la enfermedad [5]. Entre los principales síntomas que sufren estos 

pacientes se encuentran la ictericia obstructiva y la obstrucción duodenal, que 

pueden abordarse mediante intervenciones quirúrgicas y endoscópicas [11], 

siendo estas últimas las mejor consideradas [17]. El dolor es otro de los 

síntomas más importantes, pudiendo tratarse con métodos analgésicos 

clásicos o con técnicas quirúrgicas, no quirúrgicas o RT [77]. 

La QT paliativa puede mejorar ligeramente la supervivencia en pacientes 

no candidatos a cirugía, al igual que las terapias ablativas [77], aunque estas 

últimas no suelen emplearse en tumores del páncreas exocrino como es el 

caso del PDAC [5]. El tratamiento basado en GEM es la QT paliativa más 

común, ya que prolonga la supervivencia y mejora la calidad de vida de los 

pacientes [105, 155]. Como mencionamos anteriormente (ver apartado 3.6.2. 

Tratamiento quimioterápico), otros de los tratamientos considerados para el 

PDAC avanzado o metastásico son la combinación de GEM con erlotinib [156] 

o nab-paclitaxel y el uso de FOLFIRINOX [17]. 
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3.7. Lesiones precursoras  

Los resultados derivados de estudios histológicos y genéticos realizados 

en PDAC sugieren que esta patología puede originarse a partir de distintas 

lesiones precursoras, cuya progresión ocurre a lo largo de una media de 17 

años [10] y que se han denominado neoplasia intraepitelial pancreática 

(PanIN), neoplasia quística mucinosa (MCN) y neoplasia mucinosa papilar 

intraductal (IPMN) [10, 25]. La mayoría de los PDAC se originan a partir del 

primer tipo [11]. Los eventos descritos [157, 158] han permitido desarrollar un 

modelo génico multipaso, similar al establecido para carcinoma colorrectal 

[159], que explica cómo desde un epitelio ductal normal del páncreas y tras el 

acúmulo de mutaciones paralelas a la transformación histológica, se originan 

lesiones precursoras que terminan en un carcinoma invasivo (Figura 2) [160, 

161]. 

Figura 2. Modelo de progresión desde tejido pancreático normal hasta adenocarcinoma ductal 

pancreático (PDAC) a partir de lesiones precursoras. Imágenes obtenidas de Matthaei y cols. 

[162], Castellano-Megías y cols. [163], Fritz y cols. [164], Volkan Adsay NV [165]. 
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Clásicamente, el sistema de clasificación para cada una de estas 

lesiones se basaba en el establecimiento de tres categorías de acuerdo a su 

histología (bajo, medio y alto), de modo que estas se establecían en base a los 

grados de atipia arquitectónica y citológica observados en la lesión. Sin 

embargo, en el año 2015, se ha revisado este esquema de clasificación y se ha 

sugerido que un sistema que establezca sólo dos niveles para cada una de las 

lesiones, igualmente basado en la histología de la lesión, es más apropiado en 

la rutina clínica [166]. 

3.7.1. Lesiones precursoras quísticas microscópicas 

Las PanINs constituyen las lesiones precancerígenas más frecuentes y 

estudiadas en PDAC. Son proliferaciones epiteliales microscópicas y no 

invasivas en los conductos pancreáticos [11, 167] de pequeño calibre, que 

normalmente se localizan en la cabeza del páncreas [168]. Presentan distintos 

grados de atipia citológica y estructural [11], lo que ha permitido clasificarlas en 

lesiones de bajo grado (PanIN1), lesiones de grado intermedio (PanIN2) y 

lesiones de alto grado (PanIN3) [25, 168], siendo estas últimas las que 

preceden al carcinoma in situ. Como comentamos anteriormente, este sistema 

se ha modificado, distinguiendo en la actualidad entre PanINs de bajo (PanINs1 

y PanINs2) y alto grado (las PanINs3). Son estas últimas las que entrañan un 

riesgo más elevado de originar un carcinoma invasivo [166], denominándose en 

muchas ocasiones carcinoma in situ [15]. 

A medida que estas lesiones progresan en su desarrollo, aumentan su 

tasa de proliferación celular [169], el grado de displasia y su complejidad, 

presentando mayor atipia nuclear y una arquitectura más desorganizada [170], 

todo ello acompañado de una serie de alteraciones genéticas, hasta la 

formación de un carcinoma invasivo [68]. Este modelo de progresión multipaso 

desde PanINs a PDAC se conoce como PanINgram [171] (Figura 3). Es común 

encontrar PanINs de bajo grado en tejido pancreático no tumoral, 

especialmente en personas de mayor edad o con pancreatitis crónica [15] y 

PanINs3 en tejido pancreático de personas con predisposición familiar a PDAC 

o con adenocarcinoma establecido [15, 68]. A pesar del potencial de estas 

lesiones para la transformación maligna, la identificación de PanINs en 
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márgenes de resección R0 en pacientes con PDAC, no se correlaciona con la 

supervivencia, independientemente de su grado de displasia [172]. 

Figura 3. Modelo de desarrollo desde PanINs hasta adenocarcinoma ductal pancreático 

invasivo. Modificado de Maitra y cols. [171]. 

 

3.7.2. Lesiones precursoras quísticas macroscópicas 

Estas lesiones prescursoras son menos comunes que las anteriores, 

presentan mayor tamaño [170] y también, siguiendo la modificación del 

esquema de clasificación (2015), se han categorizado en bajo grado y alto 

grado de displasia, siendo estas últimas las lesiones con implicaciones clínicas 

importantes [166].  

3.7.2.1. Neoplasia mucinosa papilar intraductal 

A nivel celular, las IPMNs se asemejan a las PanINs, pero las primeras 

forman quistes mucinosos de mayor tamaño (> 1 cm) [170, 173]. Se originan en 

el sistema de conductos del páncreas, normalmente a partir del conducto 

principal o de conductos secundarios de gran calibre [170], siendo las primeras 

las de mayor potencial maligno [68] (riesgo de desarrollar carcinoma invasivo 
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en un plazo de dos años a partir de IPMNs del conducto principal o de sus 

ramificaciones 58% y 9%, respectivamente) [174]. 

La mayoría de las IPMNs (> 80%) se desarrollan en la cabeza del 

páncreas [175] y en personas con mas de 70 años [68]. Se pueden encontrar 

IPMNs de bajo y alto grado [166] de displasia, existiendo una secuencia 

acumulativa de mutaciones a medida que aumenta el grado de la lesión [25]. 

Aunque estas neoplasias crecen lentamente, en el momento de la resección, 

alrededor de un tercio de ellas están asociadas a un adenocarcinoma invasivo 

[11, 25]. 

3.7.2.2. Neoplasia quística mucinosa 

Las MCNs son menos comunes que las anteriores, teniendo lugar 

mayoritariamente en mujeres [11, 175]. Son grandes lesiones productoras de 

mucina que no están conectadas con los conductos pancreáticos [11]. 

Normalmente se localizan en el cuerpo y la cola del páncreas, siendo una de 

sus principales características la presencia de un estroma de tipo ovárico 

subyacente [11, 170]. Al igual que en el caso anterior, se clasifican en lesiones 

de bajo y alto grado [166], presentan acúmulo de mutaciones y en el momento 

de la resección suelen presentar un carcinoma invasivo asociado [11].  

3.7.3. Alteraciones génicas en lesiones precursoras 

Durante los últimos años se han realizado numerosos análisis genéticos 

que han aportado un gran conocimiento sobre distintas alteraciones génicas 

que subyacen en el desarrollo de PDAC [11]. Esto ha permitido la identificación 

de distintas vías alteradas en la carcinogénesis pancreática [170] (Figura 4). En 

este sentido, un estudio basado en 100 tejidos con PDAC, reveló un total de 

11.868 variantes somáticas (media de 119 por paciente) en la estructura 

cromósomica, incluyendo deleciones, duplicaciones, duplicaciones en tándem, 

inversiones, etc. [176]. Muchas de las alteraciones encontradas en PDAC, 

como mutaciones, modificaciones epigenéticas o cambios de expresión a nivel 

de ARN y proteínas [177], se han identificado también en lesiones precursoras, 

con una frecuencia creciente paralela al progreso de la lesión. Este hecho, 

apoya el modelo multipaso de la carcinogénesis pancreática, el cuál ha sido 
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más ampliamente caracterizado en las PanINs (modelo PanINgram) [171] que 

en las IPMNs y MCNs [157]. 

Figura 4. Rutas de señalización y procesos celulares alterados en adenocarcinoma ductal 

pancreático. Modificado de Samuel y Hudson [178]. 

 

Entre las alteraciones moleculares que se han detectado en las lesiones 

precursoras de PDAC, podemos destacar las siguientes: 

Oncogenes 

Una de las alteraciones genéticas más tempranas que se ha observado 

en el desarrollo de PDAC son las mutaciones que activan el oncogen KRAS2 

[157], implicado en las cascadas de señalización RAF/MAPK, PI3K/AKT y Ral-

GDS. Estas mutaciones inducen alteraciones en los procesos de proliferación, 
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diferenciación y la supervivencia celular [177] y tienen lugar en casi el 100% de 

los PDAC avanzados [179] y con alta frecuencia en lesiones PanINs, IPMNs y 

MCNs [180-182]. Mutaciones de KRAS2 han sido detectadas en lesiones 

PanINs1A (36%), PanINs1B (44%) y PanINs2 y PanINs3 (87%) [183] y también 

en lesiones IPMNs (40-65%) [184], principalemnte en el subtipo pancreatobiliar 

[185], y en MCNs de bajo, medio y alto grado (20%, 33% y 89%, 

respectivamente) [186]. Este hecho refleja la importancia de estas mutaciones 

en los primeros pasos de la carcinogénesis del páncreas [157].  

Además, se ha observado alteración de otros oncogenes en lesiones 

precursoras, como PI3K, que aparece mutado en el 10-20% de las IPMNs de 

tipo intestinal auque no en PDAC [187, 188]. Mutaciones que activan el gen 

GNAS y que parecen conducir a una mayor proliferación celular por la 

producción de adenosín monofosfato cíclico (AMPc) continuada [189], 

aparecen en algunos tipos de lesiones precursoras, siendo específicas de 

IPMNs (66%) [184] principalmente en el subtipo intestinal [177, 185] y no 

apareciendo en MCNs ni PanINs [190]. 

Genes supresores de tumores 

Las mutaciones que inactivan genes supresores de tumores constituyen 

otro de los eventos genéticos más estudiados en el desarrollo de PDAC. Por 

ejemplo, la inactivación del gen CDKN2/P16, implicado en el control del ciclo 

celular, impide la entrada en la fase S del ciclo conduciendo a una proliferación 

celular continuada [170, 191]. Aproximadamente el 95% de los pacientes con 

PDAC presentan inactivación de CDKN2 [192], al igual que el 30% de las 

lesiones PanINs1, 55% de PanINs2 y 71% de PanINs3, constituyendo una de 

las alteraciones genéticas más tempranas en el desarrollo de PDAC [191, 192]. 

Además, se ha detectado alteración de la expresión de CDKN2A/P16 en 

IPMNs [177] y MCNs [180]. Sin embargo, la pérdida de CDKN2A/P16 se ha 

catalogado como un evento tardío en el desarrollo de lesiones IPMNs [193], 

observándose principalmente en IPMNs de alto grado [180] y aumentando su 

frecuencia al aumentar el grado de displasia [194]. 
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Los genes supresores de tumores TP53 y SMAD4 parecen alterarse de 

forma tardía en la carcinogénesis pancreática [180, 181, 185, 195]. TP53 actúa 

activando la transcripción de genes implicados en la reparación del ADN, ciclo 

celular y apoptosis [196], de forma que su inactivación aumenta la inestabilidad 

genómica, permitiendo la proliferación y supervivencia de células con daños en 

el ADN [157, 170]. Esta ha sido observada en las fases más avanzadas de la 

enfermedad [177, 180, 181, 192, 197] y en el 75% de los PDAC [191, 192]. La 

alteración de SMAD4, que interviene en la vía de señalización del factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β), impide la inhibición del crecimiento 

mediante este factor y conduce a la proliferación de las células tumorales 

pancreáticas [170]. En general, las lesiones PanINs1 y PanINs2 muestran una 

expresión normal de este gen, observándose su inactivación en PanINs3 (30%) 

[198, 199] y PDAC (55%) [180]. Las lesiones IPMNs también presentan falta de 

expresión de SMAD4, aunque esta no es tan frecuente como en las PanINs de 

alto grado [177], además, dicha expresión no se encuentra alterada en algunos 

tipos de IPMNs, como el intestinal [199]. Las MCNs avanzadas también 

muestran inactivación de SMAD4 [181, 200]. Curiosamente, esta inactivación 

no se detecta en el estroma tipo ovárico adyacente, incluso en lesiones MCNs 

de alto grado, lo que sugiere que las células de este estroma adyacente no 

presentan características neoplásicas [180, 181]. La expresión de este gen se 

ha asociado con una mayor supervivencia en pacientes con PDAC sometidos a 

resección quirúrgica [201], y su inactivación con enfermedad más agresiva 

[202]. Por último, el gen LKB1/STK11 [177, 203] se ha observado mutado en el 

25% de IPMNs [177, 204]. 

Reparación del ADN 

Algunos genes implicados en el mantenimiento de la estabilidad 

genómica, cuya inactivación promueve la progresión maligna [169], también se 

han relacionado con PDAC. Uno de estos genes es BRCA2, aunque su 

mutación se ha relacionado con el PDAC familiar. Las mutaciones germinales 

en BRCA2, asociadas con riesgo de cáncer de mama y de ovario familiar, 

también se relacionan con riesgo incrementado de desarrollar PDAC [180], 

pudiendo estar acompañadas de mutaciones somáticas [177]. La alteración de 
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BRCA2 se ha observado en PDAC familiar [205] y en lesiones PanINs 

avanzadas (PanIN3) [206], con lo que la inactivación de BRCA2 parece ser un 

evento tardío en el desarrollo de la enfermedad [180]. Mutaciones en BRCA1 

también se han asociado con riesgo de PDAC [179]. Además, se han descrito 

mutaciones somáticas en genes implicados en la reparación del ADN, 

incluyendo BRCA1 y BRCA2, en casos de PDAC esporádico [176, 207].  

Acortamiento telomérico 

El acortamiento de los telómeros, estructura protectora que proporciona 

estabilidad cromosómica en la división celular, es otra de las alteraciones que 

tienen lugar en el desarrollo de PDAC. Este acortamiento representa una de los 

eventos más tempranos en el modelo de progresión del PDAC a partir de 

lesiones precursoras, aumentando a medida que la lesión progresa [177]. Se 

ha encontrado acortamiento telomérico en el 90% de las lesiones PanINs de 

menor grado [208] y en el 50% de las IPMNs de bajo grado [209]. 

Alteraciones transcriptómicas 

Las alteraciones transcriptómicas pueden dar lugar a sobreexpresión en 

genes como PSCA, miembros de la familia EGF y MMP-7, en fases tempranas 

del modelo de desarrollo del PDAC [180]. La proteína PSCA, que no se 

encuentra en tejido pancreático no tumoral, se ha detectado en PanINs1, 

panINs2 y panINs3 [171] y en el epitelio de MCNs [210]. Algunos miembros de 

la familia EGF, como los receptores EGFR y HER2, implicados en la 

proliferación celular, están sobreexpresados en lesiones precursoras 

tempranas y avanzadas y en PDAC [169, 211-215]. Concretamente, la 

sobreexpresión de HER2 se ha observado en PanINs1, PanINs3 [212, 213] e 

IPMNs [199] (50-82%, 80-95% y 75%, respectivamente). La sobreexpresión de 

MMP-7, importante en la proteólisis de la superficie celular [216], se ha 

detectado en PanINs1 y en la mayoría de los PDAC, pero no en tejido 

pancreático normal [217]. 

La sobreexpresión de ciclina D1, un esencial regulador del ciclo celular 

[180], se ha descrito como evento intermedio en el modelo de progresión del 

PDAC, detectándose en PanINs2, PanINs3 y PDAC y no en lesiones más 
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tempranas [171]. Por otra parte, la sobreexpresión de mesotelina, implicada en 

la adhesión celular, se ha detectado en PanINs1, 2 y 3 y en el 100% de PDAC 

[180, 171, 218] mientras que Topo II alfa y Ki-67 no muestran una expresión 

significativa en las lesiones más tempranas, detectándose tan solo en PanINs2 

y 3 [171]. Además, durante el desarrollo de las IPMNs, también se ha 

observado sobreexpresión de algunos marcadores de proliferación, incluyendo 

Ki-67 [219]. 

Otras alteraciones transcriptómicas detectadas en lesiones precursoras 

incluyen alteraciones en la expresión de ciertos miembros de la familia de las 

claudinas. Por ejemplo, la expresión de claudina 18 se incrementa durante el 

desarrollo de las lesiones precursoras y se considera una alteración temprana 

en el desarrollo tumoral [220]. Por otro lado, la claudina 2 presenta un patrón 

transcritómico basado en una disminución de la expresión a medida que 

aumenta el grado de displasia [221]. Algunas mucinas (MUC) también se 

encuentran alteradas, por ejemplo, la expresión de MUC1 es común en tejido 

pancreático normal, aunque también se ha asociado con MCNs de alto grado y 

con PDAC. Por el contrario, MUC2, que se expresa comúnmente en IPMNs y 

MCNs de bajo grado, no se expresa en tejido pancreático normal, PDAC ni en 

PanINs [171, 177]. Además, en MCNs e IPMNs [192] se observa la 

sobreexpresión de MUC5AC, y por su parte, MUC6 sigue un mismo patrón en 

PanINs, IPMNs y MCNs, expresándose en fase temprana [177, 192]. 

Dadas las características epiteliales de las MCNs, existen diferentes 

alteraciones transcriptómicas según se trate del epitelio o del estroma ovárico. 

Mientras existe sobreexpresión epitelial de los genes S100P, MYC, catepsina E 

y MET [177], el estroma ovárico sobreexpresa genes relacionados con el 

metabolismo de estrógenos como STAR y SR1 [210]. 
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4. Nuevos biomarcadores diagnósticos en cáncer: perfil de 

expresión génica 

La tecnología de microarrays es una metodología de alto rendimiento que 

permite estudiar determinadas características de una muestra biológica, 

proporcionando desde miles a millones de datos cuantitativos y/o cualitativos 

de manera simultánea [222]. El desarrollo de esta tecnología, junto con la 

publicación de los resultados del Proyecto Genoma Humano en el año 2001 

[223, 224] y los avances bioinformáticos, suponen una poderosa herramienta 

en el campo de la investigación del cáncer [225, 226]. Un array consiste en una 

matriz en la que se anclan sondas en las que hibridan, por homología, los 

ácidos nucleicos. Dependiendo del tipo de sondas así será su aplicación, 

existiendo microarrays basados en proteínas, para estudios de microARNs, 

metilación del ADN, etc. [227]. No obstante, nos centraremos en los 

microarrays de expresión génica, dado que son los que nos ocupan en este 

trabajo. 

4.1. Microarrays de expresión génica 

Los microarrays de expresión permiten estudiar, en una muestra 

biológica determinada, la expresión de miles de genes simultáneamente. Los 

microarrays de expresión génica se basan en la hibridación, o unión específica, 

de un fragmento de ácido nucleico monocatenario derivado de la muestra a 

estudiar (denominado diana o target) a una sonda (también denominada probe 

o reporter), que posee la secuencia complementaria al ARNm transcrito por un 

gen determinado. En un microarray se incluyen millones de sondas, las cuales 

representan a miles de genes, adheridas a una superficie, de modo que la 

mezcla de ADNc o ARNc marcado derivada de la muestra de interés, hibrida 

con las sondas del microarray. Posteriormente, se cuantifica la señal emitida, 

que representa la abundancia de transcrito presente en la muestra problema 

[228]. En general, de acuerdo a la longitud de las sondas presentes en el 

microarray, podemos distinguir microarrays de ADNc y microarrays de 

oligonucleótidos [229], ambos tipos difieren respecto a la fabricación y 

protocolo experimental (Figura 5). 
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Figura 5. Esquema de hibridación de muestras en microarrays. 

 

Los microarrays de ADNc incluyen sondas de mayor longitud que los de 

oligonucleótidos, constituidas por más de 100 pares de bases (pb), las cuales 

son sintetizadas y posteriormente adheridas a la superficie del microarray [229, 

230]. Esta aproximación permite hibridar la muestra de interés y la de 

referencia en un mismo microarray, dado que el ADNc derivado de cada una de 

ellas puede marcarse con fluoróforos diferentes, proporcionando una imagen 

bicolor [231, 232]. De esta forma, tras la hibridación y el análisis, podemos 

estimar la cantidad de transcritos de la muestra problema en relación a la 

muestra de referencia [233].  

Por el contrario, los microarrays de oligonucleótidos están constituidos, 

generalmente, por sondas cortas, normalmente entre 25-80 pb [230, 234], las 

cuales se sintetizan in situ [235] mediante distintas tecnologías, por ejemplo 
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fotolitografía, [229, 236], empleada en los chips de Affymetrix (Santa Clara, CA) 

[227, 229, 237]. En este caso, el ADNc obtenido de la muestra de interés se 

retrotranscribe a ARNc, con nucleótidos marcados. El marcaje suele realizarse 

con fluoróforos o con biotina, siendo este último el empleado por Affymetrix. 

Tras la hibridación se analiza la fluorescencia, aunque en el caso de los chips 

de Affymetix existe un paso previo de tinción con estreptavidina conjugada con 

un fluoróforo [237], obteniéndose una imagen monocolor, donde la señal 

detectada representa la cantidad absoluta de cada transcrito [238]. 

El uso de microarrays de oligonucleótidos se ha generalizado como 

alternativa a los microarrays de ADNc, dado que ofrecen ciertas ventajas como 

la mayor facilidad de diseño y especificidad [239], minimizando las 

hibridaciones cruzadas. Aunque existen numerosas compañías dedicadas a la 

fabricación de microarrays de oligonucleótidos, como Agilent Technologies 

(Palo Alto, CA) o Roche NimbleGen (Madison, WI), la plataforma GeneChips de 

Affymetrix (Santa Clara, CA) es la más conocida y empleada [222]. No 

obstante, la evolución en este campo ha permitido el desarrollo de otras 

aproximaciones, como por ejemplo los BeadArrays de Illumina (San Diego, 

CA), basados en oligonucleótidos largos unidos a microesferas [240]. A pesar 

de la amplia variedad de microarrays de expresión disponibles, todos 

comparten las mismas bases públicas para la publicación de la información 

obtenida [241], como Gene Expression Omnibus (GEO) [242, 243] 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), ArrayExpress [244] 

(http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/), y CIBEX [245] (http://cibex.nig.ac.jp/), 

todos ellos repositorios recomendados por la Sociedad de datos de Expresión 

Génica de Microarrays (MGED) [241, 246]. 

4.1.1. Validación de los resultados obtenidos mediante microarrays  

Dado el auge adquirido por la tecnología de microarrays, existen 

numerosas plataformas tecnológicas dedicadas a su fabricación, lo que 

conlleva una gran variabilidad en los procedimientos técnicos [247]. Además, 

dado el elevado número de genes analizados, el uso de microarrays para el 

estudio de las diferencias de expresión génica puede llevar a la obtención de 

falsos positivos [248, 249]. Para solventar este problema, es necesario el uso 
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de una tecnología independiente para la validación de los resultados, como el 

Northern blot o la PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR), siendo esta última la 

más utilizada tras los experimentos con microarrays [247]. 

4.1.1.1. PCR cuantitativa a tiempo real 

Una vez realizados los estudios de expresión diferencial mediante 

microarrays, se obtiene una gran cantidad de información sobre miles de 

genes, de modo que la validación del experimento generalmente se realiza 

sobre aquellos que son candidatos a estar expresados diferencialmente entre 

las dos condiciones a comparar [238]. Para llevar a cabo esta validación, la 

mayoría de los investigadores se decantan por el uso de la qPCR, que permite 

evaluar aspectos críticos de los microarrays [250] a la vez que presenta varias 

ventajas, como su elevada sensibilidad en la detección de la señal, 

especificidad de las secuencias [251], realización fácil y rápida y alta precisión 

en la cuantificación sobre un amplio rango de concentraciones [252]. 

La qPCR se basa en la técnica de PCR desarrollada por Mullis y cols., la 

cual permite la amplificación del ADN presente en una muestra de forma 

cíclica, generando numerosas copias [253, 254]. La reacción de PCR 

convencional consta de 3 fases: exponencial, lineal y meseta (Figura 6). En la 

primera se duplica el producto de la reacción, acumulándose en cada ciclo; en 

la fase lineal se consumen parte de los reactivos, el producto de reacción no se 

duplica en cada ciclo y este es muy variable; finalmente se alcanza la fase 

meseta, en la que se agotan los reactivos y la reacción se detiene [255]. 

Aunque la PCR convencional cuenta con una serie de ventajas, como su 

rapidez y sensibilidad, no es una técnica cuantitativa, ya que el amplificado se 

mide en el punto final de la reacción (en la fase meseta) [255], con lo que la 

amplificación deja de ser exponencial y la cantidad de producto de reacción no 

es proporcional a la concentración inicial. 
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Figura 6. Distribución de las fases exponencial, lineal y de meseta, durante una reacción de 

PCR con diluciones seriadas de la misma muestra. Modificado de Applied Biosystems 

(http://www.appliedbiosystems.com). 

 

Esta importante limitación se superó gracias al desarrollo de la qPCR, 

que se basa en la amplificación por PCR y la detección del producto originado 

de manera simultánea [256], de forma que monitoriza, mediante fluorescencia, 

la cantidad de amplificado durante el curso de la reacción y no al final de la 

misma. De este modo, la abundancia de producto de PCR presente en cada 

ciclo de amplificación es proporcional a la intensidad de fluorescencia [257], 

permitiendo la cuantificación de los niveles de ácido nucleico presentes en una 

muestra. Los datos se adquieren cuando la intensidad de fluorescencia es 

mayor que la señal de fondo (background), momento conocido como ciclo 

umbral (Ct) [258]. 

Entre los sistemas de detección empleados en esta técnica podemos 

distinguir métodos no específicos (genéricos) y específicos [259]. Dentro de 

ambos grupos podemos encontrarnos distintos formatos de detección, sin 

embargo, nos centraremos en el ejemplo más representativo de cada uno de 

ellos. 
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Dentro de los agentes no específicos, el más empleado [252] es SYBR 

Green® [260], un agente intercalante que se une específicamente al ADN de 

doble cadena, emitiendo fluorescencia únicamente cuando se produce esta 

unión. La señal se detecta cuando existe la mayor cantidad de producto de 

PCR, en los pasos de hibridación o extensión de cada ciclo [261].  

Respecto a los métodos específicos, el uso de las sondas de hidrólisis 

TaqMan® (también denominadas sondas 5’ nucleasas) [262] está ampliamente 

extendido [255]. Son oligonucleótidos que hibridan específicamente con su 

secuencia diana. Estas sondas están marcadas con dos fluoróforos en los 

extremos y su acción se basa en la transmisión de fluorescencia entre un 

dondador o reporter (marcado con FAM), situado en el extremo 5’, y un aceptor 

o quencher (marcado con BHQ), localizado en el extremo 3’. Cuando la sonda 

está intacta, ambos fluoróforos se encuentran próximos y el aceptor absorbe la 

fluorescencia del donador, al alejarse por la actividad 5’ exonucleasa de la ADN 

polimerasa durante la amplificación, el aceptor no puede absorber la 

fluorescencia del donador y esta es detectada por el sistema [252, 256]. 

Algunas de las ventajas del empleo de SYBR Green® son su facilidad de 

uso y menor coste [261], sin embargo, su principal desventaja es la 

inespecificidad, ya que al unirse a cualquier ADN de doble cadena, parte de la 

señal detectada puede ser debida a artefactos en la reacción, como la unión a 

dímeros de primers [259]. Esta limitación puede ser superada analizando la 

curva de disociación o melting al final de la reacción de qPCR, lo que permite 

examinar la presencia de estos artefactos [256]. Por otro lado, las sondas 

TaqMan® presentan una elevada especificidad, sin embargo el coste 

económico es mayor [261]. No obstante, para el desarrollo de experimentos de 

expresión génica ambos métodos se consideran fiables [263]. 

4.2. Biomarcadores en cáncer 

De acuerdo a la definición propuesta por el Biomarkers Definitions 

Working Group del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos de 

América (NIH), un biomarcador es “cualquier característica medible de forma 

objetiva y que puede ser evaluada como un indicador de procesos biológicos 
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normales o patológicos, o de respuesta farmacológica a una intervención 

terapéutica” [264]. Particularmente, en el campo de la oncología, se define 

biomarcador tumoral como “cualquier molécula, objetivamente medible, 

producida por las células tumorales o por el organismo en respuesta al tumor, y 

que puede ser evaluada como indicador de procesos cancerosos en el cuerpo” 

[78]. Otra definición alternativa de biomarcador tumoral es la propuesta por 

Duffy, que lo describe como “cualquier molécula que indica la presencia de un 

tumor o proporciona información sobre el comportamiento futuro más probable 

del cáncer” [265]. 

En general, podemos distinguir varios tipos de biomarcadores tumorales 

en función de su utilidad clínica (Tabla 6).  

Tipo de 
biomarcador Utilidad  

Evaluación de riesgo 
Estiman el riesgo que presenta el paciente de desarrollar 

cáncer en el futuro 

Screening  
Permiten la detección de la enfermedad o su grado, la 
diferencia entre ambos radica en que los de screening 
implican la detección de la enfermedad en personas 
asintomáticas, cuando esta se encuentra en fases más 

tempranas 
Diagnóstico 

Pronóstico 
Aportan información sobre el curso de la enfermedad, 
permitiendo guiar las decisiones respecto al tratamiento 

Predictivos de 
respuesta a terapia 

Valoración del beneficio que supondrá para el paciente un 
tratamiento determinado 

Farmacodinámico 
Evaluación de los efectos que un fármaco provoca en el 

tumor o el paciente a corto plazo, ayudando en la selección 
de la dosis 

Monitorización 
Seguimiento del paciente respecto a la efectividad de la 

terapia o la progresión de la enfermedad  

Tabla 6. Tipos de biomarcadores tumorales de acuerdo a su utilidad. 
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Independientemente de su utilidad, el biomarcador ideal debe tener una 

serie de características, como son: elevadas sensibilidad y especificidad, 

posibilidad de detección precoz, niveles correlacionados con la carga tumoral, 

vida media corta para permitir mediciones seriadas frecuentes, la prueba 

empleada para su detección debe ser barata, con el objetivo de su aplicación 

clínica, y poco invasiva para el paciente [79]. Aunque actualmente existen 

diferentes biomarcadores con elevadas especificidad y sensibilidad muy útiles 

en el manejo de pacientes con determinados tipos de cáncer, no existen 

biomarcadores tumorales con dichas características en la rutina clínica del 

PDAC [265]. 

4.2.1. Biomarcadores diagnósticos en adenocarcinoma ductal 

pancreático   

La detección temprana del PDAC es de vital importancia para las 

opciones de tratamiento para los pacientes, ya que las posibilidades de 

curación son mucho mayores en fases iniciales de la enfermedad (fases I y II) 

[25, 266]. Como mencionamos en apartados previos (ver apartado 3.4.2 

Análisis de sangre y biomarcadores tumorales), los biomarcadores empleados 

en clínica para el seguimiento de estos pacientes cuentan con una capacidad 

diagnóstica limitada. De hecho, en el año 2006, la Sociedad Americana de 

Oncologia Clínica (ASCO) estableció que CA19-9 por sí solo no es 

recomendable para el diagnóstico de PDAC ni para seleccionar pacientes 

candidatos a cirugía, ya que no proporciona evidencias definitivas del resultado 

postoperatorio ni de la recurrencia de la enfermedad [84]. En este sentido, la 

identificación de nuevos biomarcadores que permitan una detección más 

temprana de la enfermedad es la mejor estrategia para optimizar el pronóstico 

del PDAC. 

Los últimos avances en el conocimiento de la neoplasia pancreática han 

permitido conocer que estas células tumorales tardan varios años en producir 

metástasis, la causa de muerte más común en estos pacientes, lo que supone 

una oportunidad para la detección de la enfermedad antes de que se dé lugar 

esta dispersión [267]. 
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4.2.2. Fuentes de biomarcadores en adenocarcinoma ductal pancreático 

El examen del tejido tumoral pancreático es la aproximación más directa 

en la búsqueda de nuevos biomarcadores para PDAC, ya que es más probable 

que estos se encuentren en mayores concentraciones en el propio tumor. Sin 

embargo, aunque este enfoque puede conseguir grandes avances en el 

conocimiento de la carcinogénesis pancreática y su tratamiento más adecuado, 

en relación al aspecto diagnóstico presenta importantes limitaciones, como el 

difícil acceso a la muestra y el riesgo de complicaciones clínicas dada la 

localización de esta glándula. Por estas razones, el análisis del tejido 

pancreático no constituye una opción diagnóstica y de screening ideal para la 

rutina clínica [268]. 

Otra de las fuentes de biomarcadores estudiadas en diferentes 

investigaciones son las secreciones pancreáticas, las cuales constituyen una 

herramienta atractiva en este campo, dada su proximidad al tumor y su 

especificidad [268]. Sin embargo, la necesidad de endoscopio para recoger la 

muestra reduce su aplicabilidad diagnóstica y de screening [269] en el ámbito 

clínico.  

La identificación de nuevos biomarcadores en muestras cuya recogida 

no requiera el uso de técnicas invasivas, constituye el enfoque diagnóstico más 

prometedor en PDAC [269]. En este sentido, la sangre periférica, las heces, la 

saliva, el microbioma oral e intestinal [25] o la orina [267], son algunos ejemplos 

de fuentes potencialmente útiles en oncología por su facilidad de muestreo.  

La sangre periférica es un medio complejo y dinámico, cuyos 

componentes reflejan el estado fisiológico o patológico de un individuo [270]. 

De este modo, la sangre de pacientes oncológicos contiene numerosos 

componentes asociados al tumor, como proteínas, ADN, microARNs, células 

tumorales circulantes, etc., que podrían suponer una herramienta diagnóstica 

en PDAC [267]. El análisis de la sangre periférica para la búsqueda de 

biomarcadores en cáncer ha sido objeto de estudio en numerosas 

investigaciones. De hecho, en los últimos años se ha acuñado el término 

“biopsia líquida” para describir el uso de muestras de sangre con el fin de 



INTRODUCCIÓN 

62 

detectar biomarcadores tumorales [271]. El empleo de la biopsia líquida en el 

ámbito diagnóstico oncológico constituye una opción muy interesante, ya que 

conlleva importantes ventajas, como su accesibilidad y, por tanto, su escasa 

invasividad en la obtención [25], su bajo coste [268] y su aplicabilidad en la 

clínica diaria [272]. 

El desarrollo de tecnologías de alto rendimiento, como los microarrays, 

ha permitido a muchos investigadores realizar extensos análisis genómicos, 

proteómicos y transcriptómicos [273], a partir de distintas fracciones 

sanguíneas, incluyendo suero, plasma y células mononucleares, con el objetivo 

de identificar nuevos biomarcadores tumorales. Además, teniendo en cuenta la 

complejidad genética inherente al PDAC [10], estas aproximaciones han 

contribuido en gran medida al avance en el conocimiento sobre la 

heterogeneidad de esta enfermedad. 

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) incluyen 

linfocitos (células T, células B y células Natural Killer (NK)) y monocitos, 

fundamentales en la respuesta inmunitaria. Estas células viajan a través del 

torrente circulatorio alcanzando los distintos órganos y tejidos, con lo que están 

expuestas a todas las señales del organismo [274]. Esta extensa vigilancia 

inmune hace que las PBMCs puedan proporcionar información sobre el estado 

del organismo. 

En relación al desarrollo del proceso oncológico, se ha observado que la 

mayoría de los pacientes con cáncer no desarrollan una respuesta antitumoral 

adecuada, lo que implica estrategias de evasión inmune por parte del tumor, 

como por ejemplo la secreción de factores inmunosupresores (como 

interleucina (IL) 3, IL-10 y TGF-β), y la inducción de la tolerancia inmune a 

antígenos tumorales específicos [275]. Dada esta influencia que ejerce el tumor 

sobre el sistema inmunitario, muchos estudios sugieren que el análisis de las 

PBMCs, tanto a nivel celular como molecular [274], podría reflejar la existencia 

de una neoplasia, lo que ha llevado a numerosas investigaciones para evaluar 

su utilidad como marcadores subrogados en cáncer [276].  
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Varios grupos de investigación han sugerido que la proporción de los 

distintos tipos de PBMCs en sangre podría ser un indicador del pronóstico en 

distintos tipos de neoplasias. Por ejemplo, se ha observado mayor cantidad de 

linfocitos T reguladores (Tregs), un tipo de células T cuya función es la 

supresión de la respuesta inmune, en pacientes con cáncer. Esta situación 

lleva a la inmunosupresión en el paciente, evitando que las células T 

reaccionen contra el tumor. Así, mayor número de Tregs en sangre periférica 

se ha asociado con peor pronóstico en varios tipos de cáncer, incluyendo 

cáncer de páncreas [277-279]. 

Por otro lado, se ha demostrado la existencia de diferencias en el 

transcriptoma de las células del tejido tumoral respecto al tejido normal [280]. 

Sin embargo, el empleo de estas alteraciones en el diagnóstico del PDAC 

requiere la identificación de biomarcadores en tejidos más accesibles, evitando 

una biopsia de difícil acceso y que puede llevar a numerosas complicaciones. 

Además, en esta patología es de máxima importancia la identificación de 

biomarcadores de diagnóstico temprano, ya que es esencial para mejorar el 

pronóstico de los pacientes. En este sentido, las PBMCs han sido ampliamente 

evaluadas como biomarcadores en pacientes con PDAC [281-284], aunque 

ninguno de los paneles propuestos ha llegado a ser una realidad clínica. Los 

principales mecanismos que provocan este cambio en el transcriptoma de las 

PBMCs son el reconocimiento del tumor por parte del sistema inmune y la 

evasión de la respuesta inmune por parte del tumor. Dado que estos 

mecanismos se inician en fases muy tempranas del desarrollo tumoral, estos 

cambios observados en las PBMCs de pacientes con PDAC podrían constituir 

una herramienta eficaz para la detección precoz de la enfermedad, antes de 

que el tumor adquiera capacidad invasiva [283]. 
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V. OBJETIVOS 

 

1. Identificar mediante tecnología de microarrays, nuevos biomarcadores 

basados en el perfil de expresión génica diferencial de PBMCs, que permitan 

diferenciar pacientes con PDAC de sujetos sanos. 

 

2. Determinar biomarcadores candidatos para el diagnóstico de PDAC a través 

de técnicas de metaanálisis capaces de integrar datos de expresión génica 

obtenidos mediante dos plataformas de microarrays diferentes. 

 

3. Investigar la existencia de un perfil de expresión génica diferencial en 

PBMCs de pacientes con PDAC asociado al desarrollo de SR inducido por 

erlotinib. 

 

4. Revisar los mecanismos inmunitarios implicados en el establecimiento y 

desarrollo del PDAC con el fin de estudiar el posible uso de nuestros 

biomarcadores como dianas inmunoterapéuticas. 
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Abstract 

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a lethal malignancy 

associated with poor survival rates.Fast detection of PDAC appears to be the most 

relevant strategy to improve the long-term survival of patients. 

Aims: Our objective was to identify new markers in peripheral blood that differentiates 

between PDAC patients and healthy controls. 

Methods: Peripheral blood samples from PDAC patients (n=18) and controls (n=18) 

were analyzed by whole genome cDNA microarray hybridization. The most 

relevantgenes were validated by quantitative real-time PCR (RT-qPCR) in the same set 

of samples. Finally, our gene prediction set was tested in a blinded set of new 

peripheral blood samples (n=30). 

Results: Microarray studies identified 87 genes differentially expressed in peripheral 

blood samples from PDAC patients. Four of these genes were selected for analysis by 

RT-qPCR, which confirmed the previously observed changes. In our blinded validation 

study, the combinationof CLEC4D and IRAK3 predicted the diagnosis of PDAC with 

93% accuracy, with a sensitivity of 86% and specificityof 100%. 

Conclusions: Peripheral blood gene expression profiling is an useful tool for the 

diagnosis of PDAC. We present a validated four-gene predictor set (ANKRD22, 

CLEC4D, VNN1, and IRAK3) that may be useful in PDAC diagnosis. 

 

Keywords 

Pancreatic ductal adenocarcinoma · Biomarkers · Peripheral blood · Gene expression 

profiling · cDNA microarrays 
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Introduction 

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), the most common histological type of 

pancreatic cancer [1], is a lethal malignancy with five-year survival rates of 15% in 

patients with resectable disease [2–4]. However, most patients are diagnosed with 

advanced disease (locally advanced or metastatic) [5], because there are currently no 

tumor markers that allow reliable and fast screening. Some tumor markers have been 

associated with the diagnosis of PDAC [6, 7]. Antigen CA 19-9 is the most frequently 

employed [8], although elevated serum levels have been detected in only 65% of 

patients with resectable PDAC and are often not reliable to identify this disease [9]. 

Microarray techniques have been used to determine cancer gene expression profiling 

and may be used as cancer marker [10]. The first tissue-based cDNA microarray study 

in PDAC was published by the Lerach group in 1997 [11], and, in this context, some 

genes with differential expression between normal and tumor tissue have been 

proposed for PDAC diagnosis, staging, and prognosis [12–14]. However, the difficulty 

and potential complications of obtaining a pancreas biopsy limits its clinical application. 

Peripheral blood is an accessible source of cells for the investigation of cancer markers 

[15]. In fact, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) develop a complex 

transcriptional response when in contact with the microenvironment of the altered 

tissue [16], modifying the gene expression profile of these cells [15, 17]. Hence, 

PBMCs have emerged as surrogate marker of several diseases, including inflammatory 

(e.g., chronic pancreatitis) [18] and malignant [19] conditions. Most serum tumor 

biomarkers, such as CA 19-9, are released from cancer cells and increase with greater 

tumor burden [20], while the evasion by cancer cells of the immune system can induce 

differential gene expression in PBMCs at the onset of premalignant disease [21, 22]. 

Therefore, analysis of the gene expression profile in PBMCs may offer a reliable tool 

for a fast detection of a malignant lesion. 

In this study, microarray-based gene expression profiling of PBMC samples from 

PDAC patients revealed a panel of 87 genes with differential expression in comparison 

with a healthy control group. Quantitative RT-PCR (RT-qPCR) of 4 selected genes 

(ANKRD22, CLEC4D, VNN1, and IRAK3) was used to verify this altered expression. 

Finally, the diagnostic capacity for PDAC of the selected genes was tested in a new set 

of 30 blinded samples. The aim of this study was to detect differential gene expression 

in PBMCs from patients with PDAC that may be useful for the diagnosis of this disease. 
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Materials and Methods 

Study Population 

From January 2009 to July 2012, all patients with unresectable PDAC at the Virgen de 

las Nieves University Hospital were recruited. The diagnosis of PDAC was based on 

clinical evaluation and imaging studies, which were histologically confirmed by surgery 

or imaging-guided biopsy. Finally, 18 patients and 18 gender-, age-, and habit matched 

healthy controls were included. The study was approved by the Ethics Committee of 

the Virgen de las Nieves University Hospital in Granada, and all clinical investigations 

have been conducted (seven) according to the principles expressed in the Declaration 

of Helsinki.Written informed consent was obtained from all patients and controls before 

their enrollment in the study. 

Blood Collection and Isolation of Total RNA from PBMCs 

Before any type of chemotherapy was received, peripheral blood samples (12ml) of the 

patients (all from Virgen de las Nieves University Hospital) and controls were collected 

in PAXgene Blood RNA Tubes (PreAnalytix) to achieve immediate and persistent 

stabilization of the RNA. Samples were stored at room temperature for 24h. The 

PAXgene Blood RNA Kit (PreAnalytix) was used for RNA isolation in accordance with 

manufacturer’s instructions. The concentration of purified RNA was assessed by 

absorbance at 260nm in a NanoDrop 2000c spectrophotometer (Thermo Scientific), 

and the quality was assessed by using the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). All 

samples had an RNA integrity number (RIN) >7.0 and a28S:18S rRNA ratio >1.0. 

cDNA Microarray Analysis of PBMCs 

Whole genome cDNA microarray hybridization of PBMC samples was performed to 

identify potential PDAC markers. Microarray hybridization, scanning, and analysis were 

carried out by the Genomic Unit of the Andalusian Center for Molecular Biology and 

Regenerative Medicine (CABIMER, Seville). Affymetrix microarray-based gene 

expression profiling was done in PBMC samples from patients with PDAC and healthy 

controls, using GeneChip_Human Gene ST 1.0 Arrays (Affymetrix Inc.). Briefly, 1µg of 

high-quality total RNA was used to synthesize double-stranded cDNA, and biotin-

tagged cRNA was produced. This cRNA was recovered and purified and then 

hybridized to the chips (overnight at 45˚C). After being washed and stained, arrays 

were scanned with a GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix Inc.) following the 

manufacturer’s protocol. 
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Hybridization data were processed and normalized using Robust Multi-array Average 

(RMA) analysis from the Bioconductor package oligo [23]. From the normalized data 

obtained, we selected those genes most likely to be differentially expressed in PDAC 

patients versus controls by analyzing the gene expression microarray data with the 

linear models for microarray data (LIMMA) software package [24]. 

Validation of Microarray Data by RT-qPCR 

Microarray hybridization results for the selected genes were validated by RT-qPCR 

using the StepOne Plus Real-Time PCR System (Applied BioSystems). One 

microgram of previously obtained RNA was reverse-transcribed into cDNA by 

employing the High Capacity cDNA ReverseTranscription Kit with RNase inhibitor 

(Applied Biosystems) in a final volume of 20µL with the following program: 25˚C 10 

min, 37˚C 120 min, and 85˚C 5 min. We utilized the same set of 18 PBMC samples 

from the PDAC patients, while a mixture of cDNA from the 18 healthy subjects served 

as control. Each sample was run in quadruplicate, and the GAPDH gene was used to 

normalizethe results. The cDNA was mixed with TaqMan Fast Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems) and predeveloped TaqMan assays targeting GADPH and the 

selected genes ANKRD22, CLEC4D, VNN1, and IRAK3 (reference number 

Hs00944018_m1, Hs00431023_m1, Hs01546812_m1, and Hs00936103_m1, 

respectively from Applied Biosystems) corresponding to the selected genes in a 20µL 

reaction volume and subjected to the following conditions: 50˚C for 2 min, 95˚C for 10 

min, followed by 40 cycles of 95˚C for 15 s, and 60˚C for 1 min in 96-well optical 

reaction plates (Applied Biosystems). The concentration of each primer and probe was 

optimized before use. Dissociation curves were generated at the end of the 

amplification to verify the absence of primer-dimer formations. 

The 2-ΔΔCt method was applied to determine the correlation between microarray and 

RT-qPCR results according to the fold change in gene expression obtained. Using the 

same control RNA as that employed in the microarray, the median fold change in 

expression between PDAC patients and healthy controls was calculated for each gene 

and compared with the microarray hybridization result. 

Correlation Between Expression of the Selected Genes with Clinicopathological 

Characteristics in PDAC 

The Spearman’s rank correlation coefficient, the nonparametric Mann–Whitney test, 

and the Fisher’s test were used to determine any correlations between the expression 

of the proposed four PDAC marker genes and the clinicopathological characteristics of 
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the PDAC patients. Study variables were survival time, time interval to tumor 

progression, sex, age, history of pancreatitis and type II diabetes mellitus pre-PDAC 

diagnosis, smoking and alcohol habits, CA 19-9 and CEA levels at the PDAC 

diagnosis, TNM status, and tumor stage. SPSS 19.0 software (SPSS Company, 

Chicago, IL) was used for all data analyses, and statistical significance was set at p 

<0.05. 

Blinded Validation of the Gene Predictor Set 

Once our predictor set of genes was established, it was validated by RT-qPCR in a 

new set of 30 randomly selected samples (15 PDAC patients and 15 healthy 

individuals) with matching clinicopathological characteristics to previous PDAC 

patients. The statistician was blinded to identity of the samples. The Mann–Whitney 

test was used to compare the values of the four markers between the PDAC group and 

the control group. Receiver operating characteristics (ROC) curve analysis was used to 

evaluate the diagnostic power of the selected genes [area under the curve (AUC), p 

value of the Wald’s test, sensitivity, and specificity]. Finally, logistic regression analysis 

was performed to test the optimal combination of genes for the marker set. As above, 

all data analyses were performed using SPSS 19.0 software, and statistical 

significance was set at p <0.05. 

Results 

Patients’ Characteristics 

The study included 18 PDAC patients and 18 healthy controls. Table 1 exhibits the 

characteristics of the patients and controls: Patients were nine men (50%) and nine 

women (50%) with a mean age of 61.4 years (range 37–76 years). No patient had a 

history of pancreatitis, but seven (38.9%) had a history of type II diabetes mellitus 

before the PDAC diagnosis; 33.3% of the patients were smokers and 5.6% were 

alcohol consumers. At the diagnosis, 12 patients (66.6%) had stage IV tumors and six 

(33.4%) had stage III tumors. Healthy controls were 10 men (55.55%) and eight women 

(45.45%) with a meanage of 60.39 years (range 35–74 years). No subject had a history 

of pancreatitis or type II diabetes mellitus; four (22.22%) of the controls were smokers 

and three (16.67%) were alcohol consumers. 
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Table 1 Characteristics of PDAC patients used in the study 

Differential Gene Expression Profiling in PBMCs from PDAC Patients 

Data deposition: The data of microarrays reported in this paper have been deposited in 

the Gene Expression Omnibus (GEO) database, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo with 

the accession number GSE49641. After normalization of the data, the LIMMA software 

package was used to analyze global gene expression changes between samples from 

18 PDAC patients and those from 18 healthy controls, identifying 87 differentially 

expressed genes (Supplementary Table 1, Supplementary Table 2, and Fig. 1). Among 

these, nine genes were found to have a ≥two-fold differential expression between the 

groups (seven upregulated and two downregulated; Table 2). 
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Fig. 1 Global gene expression analysis in PBMCs from PDAC patients versus healthy controls. 

Hierarchical cluster analysis of global gene expression profile by cDNA whole genome 

microarray comparing healthy controls and PDAC samples using the 87 genes found to be 

statistically differentially expressed between both groups (p<0.05, U test). Hierarchical cluster 

analysis of the 87 differentially expressed genes comparing healthy control and PDAC samples 

using all genes found to be statistically differentially expressed between both groups. 

Pseudocolors indicate differential expression: black no change; green upregulation; red 

downregulation 
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Table 2 Genes upregulated and downregulated in PBMCs of PDAC patients (Data for LIMMA 

statistical analysis) 

RT-qPCR Validation of Selected Genes 

Out of the nine PBMC genes identified as differentially regulated in PDAC patients by 

microarray analysis, the most relevant genes were selected according to their Gene 

Ontology (GO) biological process term. Given the nature of the samples, we selected 

four genes related to the innate immune response and/or protein binding in blood 

plasma (ANKRD22, CLEC4D, VNN1, and IRAK3). 

These genes were analyzed in quadruplicate in the same 18 samples from PDAC 

patients and 18 control samples as in the microarray analysis. All four genes showed 

similar changes in median fold expression to those obtained in the microarray analysis: 

ANKRD22 gene appear a bit more upregulated in PDAC patients in the microarrays 

studies (3.26) than in RT-qPCR (3.06); the same effect was observed in CLEC4D (2.36 

vs 2.21) and VNN1 (2.34 vs 2.17) genes; IRAK3 showed the lowest difference between 

the values obtained by microarray and RT-qPCR (2.1 vs 2.07) (Fig. 2). 
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Fig. 2 Comparison of median fold change (pancreatic ductal adenocarcinoma/normal) of 

selected genes by microarray and quantitative RT-PCR (RT-qPCR). Microarray results were 

validated by RT-qPCR using TaqMan primers. Four genes shown to be upregulated by 

microarray (ANKRD22, CLEC4D, VNN1, and IRAK3) were validated in the same set of 18 

peripheral blood mononuclear cell samples from the PDAC patients, while a mixture of cDNA 

from the 18 healthy subjects served as control. The fold change in gene expression was 

determined by the 2-ΔΔCt method using the same control RNA as that employed in the 

microarray. The median fold change in expression between PDAC patients and healthy controls 

was calculated for each gene and compared with the microarray result 

Correlation Between Selected Genes with Clinicopathological Characteristics in PDAC 

Possible correlations between expression of the four selected PBMCs genes and the 

clinicopathological characteristics of the PDAC patients were evaluated by dividing the 

PDAC samples according to their clinicopathological characteristics. However, no 

significant correlation was found between the expression level of any of the selected 

genes in PDAC patients and the clinicopathological characteristics studied. 

Blinded Validation of the Gene Predictor Set 

In order to test the potential diagnostic utility of our gene predictor set, RT-qPCR was 

used to obtain values in 30 new PBMC samples. These data were used to classify the 

samples as deriving from PDAC patient or healthy control in a blinded manner, using 

ROC methodology. The proposed genes showed significant AUC values in these new 

samples. The highest AUC values were observed for CLEC4D (0.974) and IRAK3 

(0.995) (Table 3), and the combined analysis of these two genes predicted PDAC 

diagnosis with 93% accuracy, offering a sensitivity of 86% and specificity of 100%. 
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Table 3 Receiver operating characteristic (ROC) analysis of the four selected genes for 

discrimination between PDAC patients and healthy controls 

Discussion 

An earliest diagnosis of PDAC is essential for improving the prognosis of these patients 

[2]. However, the symptoms of this malignancy are difficult to detect, and only 15–20% 

of PDAC patients are diagnosed with resectable disease [25]. The failure of a large 

number of the studies designed to discover novel PDAC markers may be attributable to 

an inappropriate selection of samples. There remains an urgent need to identify novel 

non-invasive biomarkers to enhance PDAC detection. 

Over recent years, it has been well documented that the presence of some 

malignancies, such as cancer, impacts on PBMC gene expression profiling, suggesting 

the potential suitability of these genes as diagnostic and prognostic markers. Whitney 

et al. [15] published the first study of this type in patients with diffuse large B cell 

lymphoma and chronic lymphocytic leukemia. In the same year, other authors reported 

100% accuracy in the diagnosis of advanced renal cell carcinoma using a panel of 8 

differentially expressed genes in blood samples [17]. More recently, Huang et al. [26] 

described 48 PBMC genes that were differentially expressed between pancreatic 

cancer (PC) patients and healthy controls. Baine et al. [22] proposed a set of eight 

genes for PC diagnosis, and this panel was found to be superior to CA 19-9 for 

distinguishing between resectable PC and chronic pancreatitis [27]. 

A recent comparison of PBMCs between PDAC patients and healthy controls found 

that RT-qPCR determined olfactomedin 4 expression may be a prognostic marker for 

this cancer, although the study sample was small (5 patients and controls), and the 

values obtained by microarray technology (4.46) and RT-qPCR (4.80) were some what 

different [28]. The present extensive analysis of PBMC gene expression profiles was 

performed in 18 PDAC patients and 18 healthy controls. Among the genes found to be 

significantly upregulated in the PDAC patients by microarray analysis, we selected 
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those genes related to the innate immune response and/or protein binding in blood 

plasma (ANKRD22, CLEC4D, VNN1, and IRAK3). 

The gene showing the highest upregulation was the ankyrin repeat domain 22 gene 

(ANKRD22), with a value of 3.06 in the RT-qPCR analysis. The function of ANKRD22 

remains unknown, but it has been patented by Rosenthal et al. as a possible biomarker 

for several types of cancer and by Brichard et al. for identification of the patient 

response to cancer immunotherapy. Baine et al. [22] indicated an over-expression of 

ANKRD22 in PBMCs of PC patients but the difference (1.676-fold by microarray and 

1.16-fold by RT-qPCR) was not statistically significant, unlike in the present study. This 

discrepancy may be attributable to differences in patient selection. Their patients were 

in different stages of the disease and undergoing distinct therapies, in contrast to the 

homogeneity of our patient population, allowing us to avoid bias from the influence of 

stage or treatment on the gene expression [29]. 

CLEC4D and VNN1 were also selected as differentially expressed genes in the present 

study. The product of CLEC4D is an endocytic receptor involved in antigen uptake at 

infection sites, either for clearance of the antigen or for its processing and further 

presentation to T cells [30]. The protein encoded by VNN1 is an ectoenzyme anchored 

to the surface of epithelial cells that is involved in lymphocyte migration, cell adhesion, 

and colonization of the thymus by hematopoietic precursor cells [31]. Both CLEC4D 

and VNN1 genes were included by Marshall et al. [32]. in a seven-gene biomarker 

panel for discriminating colorectal cancer patients using blood RNA samples, which 

showed an accuracy of 71% with a sensitivity of 72% and specificity of 70%, Yip et al. 

[33] used the same panel and reported an accuracy of 70% with a sensitivity of 61% 

and specificity of 77% in a study of 99 colorectal cancer patients. VNN1 combined with 

MMP9 upregulation has been also observed by microarray and RT-qPCR in type II 

diabetics who developed PC in comparison with those who did not [26], suggesting that 

these genes may be useful for detecting early PC in this risk group. In our study, no 

difference in MMP9 gene expression was observed between the patients and healthy 

controls, probably because of the relatively low prevalence of type II diabetes in our 

patients. 

Microarray and RT-qPCR analysis also showed IRAK3 gene over-expression in the 

PBMCs of PDAC patients versus the controls. This gene has been related to immune 

system modulation mediated by different processes, such as sepsis-induced 

immunosuppression [34], and to the development of tolerance to cancer cells in human 

monocytes [35]. IRAK3 increases the expression of cytokines and other cellular 
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mediators as well as co-stimulatory molecules, acting as a negative regulator of innate 

immunity signaling processes [36]. IRAK3 upregulation has been reported in 

monocytes from chronic myeloid leukemia patients and from cancer patients with 

metastases, contributing to tumor formation and growth [35]. 

The diagnosis capacity of our four proposed genes was validated in a blinded analysis 

of 30 new samples, confirming that they were able to discriminate between patients 

and controls. Once our predictor set of four genes was established, we performed a 

statistical analysis to determinethe gene combination offering the highest accuracy for 

PDAC diagnosis. The results demonstrated that CLEC4D and IRAK3 was the optimum 

combination for differentiating between PDAC patients and healthy controls, obtaining 

a sensitivity of 86% and specificity of 100%. 

In conclusion, recent research findings have demonstrated that PBMCs gene 

expression profiling is useful for the diagnosis of various diseases, including cancer. 

After microarray analysis and validation by RT-qPCR, we demonstrated a significant 

differential gene expression in PBMCs of PDAC patients in relation to healthy controls, 

with an upregulation of four genes (ANKRD22, CLEC4D, VNN1, and IRAK3). Further 

studies are warranted to test the effectiveness of this panel for the diagnosis of one the 

most lethal cancers worldwide. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL  

Supplementary Table 1 Upregulated genes differentially expressed in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) patients 

Probe 
set ID 

Name Description 
Entrez 

gene ID 
Fold 

change 
P value 

7934898 ANKRD22 
ankyrin repeat domain 

22 
118932 3.26 9.96e-06 

8122058 ARG1 arginase, liver 383 2.83 0.00922 

7920244 S100A8 
S100 calcium binding 

protein A8 
6279 2.79 0.00314 

7953749 CLEC4D 
C-type lectin domain 
family 4, member D 

338339 2.36 0.00293 

8129618 VNN1 vanin 1 8876 2.34 0.00314 

7922174 F5 
coagulation factor V 
(proaccelerin, labile 

factor) 
2153 2.11 0.00084 

7956878 IRAK3 
interleukin-1 receptor-
associated kinase 3 

11213 2.1 0.00084 

7961440 PLBD1 
phospholipase B domain 

containing 1 
79887 1.95 0.000244 

8083272 GYG1 glycogenin 1 2992 1.89 0.00084 

8025285 C19orf59 
chromosome 19 open 

reading frame 59 
199675 1.89 0.0037 

7909877 MOSC1 
MOCO sulphurase C-

terminal domain 
containing 1 

64757 1.88 0.00146 
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8103728 HMGB2 
high-mobility group box 

2 
3148 1.88 0.00314 

8023043 PSTPIP2 
proline-serine-threonine 
phosphatase interacting 

protein 2 
9050 1.77 0.00084 

8096116 AGPAT9 
1-acylglycerol-3-

phosphate O-
acyltransferase 9 

84803 1.72 0.000859 

8094228 BST1 
bone marrow stromal 

cell antigen 1 
683 1.6 0.00293 

8009476 MAP2K6 
mitogen-activated 

protein kinase kinase 6 
5608 1.57 0.00678 

8146000 ADAM9 
ADAM metallopeptidase 

domain 9 
8754 1.57 0.00914 

8122554 RAB32 
RAB32, member RAS 

oncogene family 
10981 1.52 0.00452 

8057677 SLC40A1 
solute carrier family 40 

(iron-regulated 
transporter), member 1 

30061 1.52 0.00474 

Entrez gene ID, Sequence accession Identifier
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Supplementary Table 2 Downregulated genes differentially expressed in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) patients 

Probe 
set ID 

Name Description 
Entrez 

gene ID 
Fold 

change 
P value 

8153175 TRAPPC9 
trafficking protein particle 

complex 9 
83696 0.763 0.00707 

8174761 NKAPP1 
NFKB activating protein 

pseudogene 1 
158801 0.761 0.00828 

7986789 ATP10A ATPase, class V, type 10A 57194 0.755 0.00314 

8156770 GALNT12 

UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-

acetylgalactosaminyltransferase 
12 (GalNAc-T12) 

79695 0.753 0.00377 

7981460 PPP1R13B 
protein phosphatase 1, 

regulatory (inhibitor) subunit 
13B 

23368 0.751 0.00314 

7963092 FMNL3 formin-like 3 91010 0.738 0.00314 

8012423 CTC1 
CTS telomere maintenance 

complex component 1 
80169 0.735 0.00973 

7925089 PCNXL2 pecanex-like 2 (Drosophila) 80003 0.732 0.00526 

7953111 ITFG2 
integrin alpha FG-GAP repeat 

containing 2 
55846 0.727 0.00779 

8169083 ZCCHC18 
zinc finger, CCHC domain 

containing 18 
644353 0.725 0.00482 

7934451 AGAP5 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

5 
729092 0.723 0.00424 

7912537 DHRS3 
dehydrogenase/reductase 

(SDR family) member 3 
9249 0.722 0.00624 



METODOLOGÍA Y RESULTADOS 

95 

8039062 ZNF665 zinc finger protein 665 79788 0.72 0.00564 

7959638 TCTN2 tectonic family member 2 79867 0.718 0.00911 

7933427 AGAP5 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

5 
729092 0.717 0.00383 

8114300 KLHL3 kelch-like 3 (Drosophila) 26249 0.713 0.00175 

7927353 AGAP5 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

5 
729092 0.71 0.00847 

7933331 AGAP5 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

5 
729092 0.71 0.00847 

7936463 ABLIM1 actin binding LIM protein 1 3983 0.71 0.00973 

8079058 NA NA NA 0.709 0.00314 

7933574 AGAP7 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

7 
653268 0.707 0.00314 

7927552 AGAP6 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

6 
414189 0.703 0.00348 

7984364 SMAD3 SMAD family member 3 4088 0.703 0.00427 

7933252 AGAP4 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

4 
119016 0.699 0.00377 

8103025 ZNF827 zinc finger protein 827 152485 0.698 0.00314 
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7933405 AGAP4 
ArfGAP with GTPase domain, 
ankyrin repeat and PH domain 

4 
119016 0.697 0.0033 

8120654 KCNQ5 
potassium voltage-gated 

channel, KQT-like subfamily, 
member 5 

56479 0.696 0.00084 

7918487 DENND2D 
DENN/MADD domain 

containing 2D 
79961 0.695 0.00383 

8052798 AAK1 AP2 associated kinase 1 22848 0.692 0.00314 

7932326 CUBN 
cubilin (intrinsic factor-
cobalamin receptor) 

8029 0.691 0.00546 

8039674 ZNF154 zinc finger protein 154 7710 0.688 0.00383 

8052803 AAK1 AP2 associated kinase 1 22848 0.686 0.00447 

8136641 TAS2R3 
taste receptor, type 2, member 

3 
50831 0.67 0.00314 

7899023 LDLRAP1 
low density lipoprotein receptor 

adaptor protein 1 
26119 0.669 0.00314 

7996772 SLC7A6 
solute carrier family 7 (cationic 

amino acid transporter, y+ 
system), member 6 

9057 0.669 0.00952 

8115543 EBF1 early B-cell factor 1 1879 0.668 0.00707 

8085716 SATB1 SATB homeobox 1 6304 0.662 0.00488 

8157800 MIR181A2 microRNA 181a-2 406954 0.656 0.00321 
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8146687 ADHFE1 
alcohol dehydrogenase, iron 

containing, 1 
137872 0.652 0.00606 

7909350 CR2 
complement component 

(3d/Epstein Barr virus) receptor 
2 

1380 0.65 0.00433 

8144699 NA NA NA 0.648 0.00314 

8143441 KIAA1147 KIAA1147 57189 0.646 0.00393 

8067040 NFATC2 
nuclear factor of activated T-

cells, cytoplasmic, calcineurin-
dependent 2 

4773 0.641 0.00398 

7972888 PCID2 PCI domain containing 2 55795 0.636 0.00293 

8045974 SLC4A10 
solute carrier family 4, sodium 

bicarbonate transporter, 
member 10 

57282 0.626 0.000138

8068350 FLJ46020 FLJ46020 protein 400863 0.624 0.00084 

8112582 NA NA NA 0.621 0.00678 

8120967 NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73) 4907 0.619 0.00314 

8142538 NA NA NA 0.614 0.00546 

8050115 C2orf46 
chromosome 2 open reading 

frame 46 
339789 0.61 0.00162 

7969794 LOC100132099 FRSS1829 100132099 0.605 0.00406 
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8125857 NA NA NA 0.599 0.00922 

7916018 NA NA NA 0.597 0.0032 

8106660 RASGRF2 
Ras protein-specific guanine 
nucleotide-releasing factor 2 

5924 0.594 0.00305 

7921275 FCRL3 Fc receptor-like 3 115352 0.593 0.00314 

8081710 SIDT1 
SID1 transmembrane family, 

member 1 
54847 0.59 0.002 

8111358 NA NA NA 0.59 0.00482 

8054254 AFF3 AF4/FMR2 family, member 3 3899 0.578 0.00451 

7963851 KIAA0748 KIAA0748 9840 0.578 0.00718 

8128247 BACH2 
BTB and CNC homology 1, 

basic leucine zipper 
transcription factor 2 

60468 0.576 0.00084 

8108050 TCF7 
transcription factor 7 (T-cell 

specific, HMG-box) 
6932 0.564 0.00314 

8082086 PARP15 
poly (ADP-ribose) polymerase 

family, member 15 
165631 0.564 0.00314 

8079383 CCR3 
chemokine (C-C motif) receptor 

3 
1232 0.56 0.00452 

8047370 NIF3L1 
NIF3 NGG1 interacting factor 3-

like 1 (S. pombe) 
60491 0.557 0.00383 
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8049528 LRRFIP1 
leucine rich repeat (in FLII) 

interacting protein 1 
9208 0.531 0.00314 

7902452 AK5 adenylate kinase 5 26289 0.506 0.00377 

7923917 FAIM3 
Fas apoptotic inhibitory 

molecule 3 
9214 0.493 0.00393 

8135488 LRRN3 leucine rich repeat neuronal 3 54674 0.39 0.00482 

Entrez gene ID, Sequence accession Identifier 
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Abstract 

Pancreatic cancer (PC) is a lethal disease representing the seventh most frequent 

cause of death from cancer worldwide. Resistance of pancreatic tumors to current 

treatments leads to disappointing survival rates, and more specific and effective 

therapies are urgently needed. In recent years, immunotherapy has been proposed as 

a promising approach to the treatment of PC, and encouraging results have been 

published by various preclinical and clinical studies. This review provides an overview 

of the latest developments in the immunotherapeutic treatment of PC and summarizes 

the most recent and important clinical trials. 

Keywords 

Immunotherapy, pancreatic cancer, clinical trial 

INTRODUCTION 

Cancer disease results from the uncontrolled proliferation of abnormal cells that can 

spread throughout the body, generating metastasis. Carcinogenesis has been revealed 

as a multistep process1 in which tumor cells develop sustained growth, resistance to 

cell death, induction of angiogenesis, alteration of energy metabolism, and immune 

system evasion, among other hallmarks.2 

The link between the immune system and tumor development has long been 

investigated.3 In 1909, Ehrlich4 first hypothesized that the immune system continuously 

eliminates nascent transformed cells before their clinical detection. Several years later, 

Burnet and Thomas5 proposed the immune surveillance theory, according to which the 

immune system exerts a critical role in recognizing and eradicating nascent 

transformed cells, acting as a guard against malignant transformation. Over recent 

years, immunosurveillance has become considered as a part of a broader concept 

known as cancer immunoediting, which describes more accurately the relationship 

between the immune system and cancer.6 

The model of cancer immunoediting explains tumor development as a dynamic process 

composed of 3 phases: elimination, equilibrium, and escape7 (Fig. 1). During this 

process, the tumor phenotype is determined by the host immune response.8 In the 

elimination or protection phase, immune surveillance destroys transformed cells by 

adaptive and innate immune responses,9,10 protecting the host from tumor 

development. In the equilibrium phase, the immune system eliminates tumor cells, but 
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this process leads to the emergence of resistant tumor cells with reduced 

immunogenicity, producing a balance between the removal of tumor cells and the 

production of resistant tumor cells.9,11 However, if this equilibrium phase is disrupted, 

the process can progress to the last step, the escape phase, triggering tumor 

growth.6,12 

FIGURE 1. Schematic cancer immunoediting. The process of cancer immunoediting is 

conceived as 3 phases: elimination, equilibrium, and escape. 

IMMUNOTHERAPY 

Although our knowledge of the mechanisms underlying cancer has markedly improved 

over recent years, contributing to significant progress in anticancer therapies, the 

outcomes of most current treatments remain unsatisfactory. 

Gemcitabine therapy is the first-line treatment against advanced pancreatic cancer 

(PC), but survival outcomes are <6 months for metastatic disease and between 9 and 

12 months for locally advanced disease.13,14 Cytotoxic agents combined with 

gemcitabine-based regimens have shown no significant survival benefit.15 Treatment 

with FOLFIRINOX, a combination of fluorouracil, leucovorin, irinotecan, and oxaliplatin, 

has improved survival rates (11.1 vs. 6.8 mo for gemcitabine),16 although these remain 

inadequate.17 
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The capacity of the immune system to mount an antitumor immune response has been 

widely demonstrated in various types of cancer,18 including PC.19 Thus, it is well 

established that T cells can detect tumor cells by recognizing tumor-associated 

antigens (TAAs) and tumor-specific antigens.20,21 However, their recognition of TAAs is 

not sufficient to develop an effective immune response; in addition, the limitation of 

inhibitory signals from immune checkpoints and the presence of positive costimulatory 

molecules are required.22 

There are many strategies by which tumor cells can escape from immune control. In 

this regard, various studies have demonstrated the dual effect on the immune response 

produced during the course of PC, which triggers not only an antitumor response but 

also a protumor effect,23,24 encouraging immunosuppression and an anti-inflammatory 

environment.17 Several tumor-infiltrating immune cell populations have shown this dual 

role3 and have been related to the prognosis of PC patients.19 

Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs), key elements in the tumor-specific cellular 

adaptive immune response, may exert opposite effects in antitumor defense.3 Thus, 

CD8 + cytotoxic T cells have been positively correlated with a favorable prognosis in 

PC patients23,25; however, it has also been observed that part of the T-cell population, 

including certain CD8 + T cells, may contribute to an unfavorable prognosis in PC, 

depending on the factors that they secrete.24 Tumor-infiltrating CD4 + T cells may also 

have contrasting effects on PC development. T helper-1 (Th1) cells have been related 

to antitumor features, whereas T helper-2 (Th2) cells seem to promote tumor 

development and have been associated with reduced survival in PC patients.17,26,27 T-

regulatory cells (Tregs) block the adaptive immune response, contributing to immune 

evasion, and leading to a poor prognosis,28,29 and this population increases during 

tumor progression.19,30 T helper-17 (Th17) subtype exerts both protumor and anti-tumor 

effects in different cancer types19 and has been found to play both a protective and 

protumor role in PC, although all authors have emphasized the lack of certainty on this 

issue.29,31,32 

Other types of infiltrating immune cell have also exhibited opposite effects in PC.19 

Dendritic cells (DCs) mediate the action of tumor-specific effector T cells and have 

been correlated with a favorable prognosis,33 but their function was reported to be 

adversely affected by the immunosuppressive tumor environment.17 Moreover, DCs 

have been observed to produce a shift from the Th1 to Th2 subtype, hampering 

antitumor immune responses and illustrating their dual role.34 Natural killer (NK) cells 

are involved in the recognition and elimination process of tumor cells35 and have been 
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correlated with a better prognosis,36 but PC cells can escape the immune control of NK 

cells by suppressing their antitumor properties.17 Finally, myeloid-derived suppressor 

cells contribute to tumor development and invasion19 by suppressing innate and 

adaptive immunity37 and promoting the immunosuppressive environment,17,19 and they 

have been correlated with a poor prognosis in PC.38 

Tumor-associated macrophages are among the infiltrating cell populations related to 

inflammatory processes in cancer, but tumor-associated macrophage subtypes differ in 

their effect on tumor development. Thus, the M1 subtype has been attributed with 

antitumor properties, whereas the M2 phenotype suppresses specific immune 

responses39 and exerts protumor effects, and it has been related to a poor prognosis in 

PC patients.40 

Considerable research efforts are focused on the development of immunotherapeutic 

treatments based on immune activation and/or the elimination of immune suppression 

mechanisms, to enhance the anticancer immune response and avoid immune 

evasion.23,41,42 

Immunotherapy can be classified as passive or active according to its influence on the 

host immune system.43 In passive or adoptive immunotherapy, the patient is 

administered with a cell type or compound (eg, activated T lymphocytes or 

macrophages, monoclonal antibodies, or cytokines) to initiate antitumor action.44–46 In 

general, these therapies do not generate immunologic memory, and their effect is lost 

once the therapy ends.44 In contrast, active or adaptive immunotherapy is based on the 

patient’s own cells, triggering an antitumor immune response, and 1 example of this 

approach is anticancer vaccines.43,45 Given that the patient’s immune cells are directly 

involved, immunologic memory can be developed and the effect may persist after 

cessation of the treatment.44 Both approaches can be either specific or nonspecific.47 

The advantage of immunity mediated by antigen-specific cells is that they specifically 

target tumor cells, improving the anticancer response. However, antigen-specific 

effector T cells upregulate immunosuppressive molecules (eg, PD-1 and CTLA-4) and 

may help to promote the immunosuppressive environment generated by the tumor.3,41 

Furthermore, the identification of good target antigens is a difficult task and one of the 

major limitations of antigen-specific immunotherapy.17 In addition, given the 

immunosuppressive tumor microenvironment, this type of immunotherapy may 

encounter several obstacles that may, eventually, permit immune evasion. However, 

antigen-nonspecific so-called immunomodulatory strategies can support antigen-
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nonspecific immunity and produce a broader response, involving various innate and 

adaptive immune cell types that do not suffer suppression through PD-1 or CTLA-4 

overexpression.41 

Given the modulatory effect of nonspecific treatments, some authors have suggested 

that the combination of antigen-specific and nonspecific immunotherapies may yield a 

clinical benefit.3 Nonspecific immunotherapy reduces the immunosuppressive 

microenvironment of PC and induces the action of antigen-nonspecific T cells and 

innate immunity cells, whereas specific immunotherapy is more effective in developing 

the antigen-specific immune response. Hence, immunotherapy seems to be an 

attractive option for PC treatment, given the high resistance to chemotherapy and the 

important dual role of the immune response during the course of the disease. 

PASSIVE IMMUNOTHERAPY 

Monoclonal Antibodies 

Taking advantage of the ability of antibodies to bind to specific antigens, many 

researchers have focused on designing monoclonal antibodies that bind to tumor-

specific antigens.48 The anticancer action of monoclonal antibodies may derive from an 

immune response against the tumor,49 either through effects on their target proteins or 

through selective eradication of tumor cells in conjunction with different cytotoxic 

substances.50 Because of their high specificity for binding to their targets and their 

ability to directly or indirectly inhibit tumor progression, monoclonal antibodies have 

been proposed as a promising alternative therapy for PC.51 In fact, numerous clinical 

trials involving monoclonal antibodies and PC patients are under way (Table 1). 

The first monoclonal antibody that the US Food and Drug Administration approved for 

cancer therapy was rituximab (anti-CD20, B-cell surface antigen), which was indicated 

for the treatment of B-cell non-Hodgkin lymphoma or chronic lymphocytic leukemia.52,53 

Since then, many monoclonal antibody-based therapies have been approved for 

clinical use in different types of cancer, including cetuximab and panitumumab [anti-

human epidermal growth factor receptor (EGFR)] for the treatment of KRAS wild-type 

colorectal cancers54,55 and trastuzumab [anti-human epidermal growth factor receptor-2 

(HER2)] for the treatment of HER2-positive early-stage and metastatic breast cancer.56 

Some of these approved monoclonal antibodies have been tested in PC patients, but 

the results have been disappointing.57 
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Most pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) patients exhibit upregulated EGFR,51 

which suggested that cetuximab may be useful against this malignancy. However, 

although its combination with gemcitabine showed improvements in PDAC patients 

versus gemcitabine alone in a phase II clinical trial,58 it offered no advantage in overall 

survival (OS) (6.3 vs. 5.9 mo, respectively) in the subsequent phase III trial, in which 

745 advanced or metastatic PDAC patients were enrolled.59 This failure may be 

attributable to the mutation of the KRAS gene in 90% of PDAC patients.60,61 In another 

phase II trial, 56 patients with locally advanced or metastatic PC received an anti-EGFR 

monoclonal antibody plus nimotuzumab monotherapy, obtaining a median OS of only 

18.1 weeks.62 A study in which 18 patients with unresectable locally advanced or 

metastatic PDAC were treated with nimotuzumab plus gemcitabine reported a median 

OS of 9.29 months and 1-year survival rate of 38.9%.63 Bevacizumab, another 

approved monoclonal antibody, targets the vascular endothelial growth factor and is 

indicated for the treatment of colorectal, lung, and breast cancers, among others.64 A 

phase II trial in 52 advanced PDAC patients found no significant improvement in 

outcomes with the administration of bevacizumab after gemcitabine treatment in 

comparison with gemcitabine alone.65 Likewise, a phase III study in 535 advanced PC 

patients observed no significant difference in OS between treatment with gemcitabine 

plus bevacizumab (5.8 mo) and gemcitabine plus placebo (5.9 mo).66 

The monoclonal antibody ganitumab targets the insulin-like growth factor 1 receptor, 

which is upregulated in PDAC, leading to cell proliferation and invasion and apoptosis 

inhibition.67,68 Ganitumab was tested in PDAC patients in combination with 

gemcitabine, and improved OS outcomes were recorded in the phase I and II trials,69,70 

but the phase III trial was prematurely halted due to the absence of any significant 

improvement.71 

Numerous monoclonal antibody therapies have been tested against PC but have failed 

to demonstrate clinical efficay. In the ongoing search for monoclonal antibodies against 

this malignancy, more specific molecular targets are being considered, and immune 

checkpoints are of particular interest in this regard. 

One of the main characteristics of pancreatic tumors is a desmoplastic reaction,72 

which creates a favorable tumor microenvironment that stimulates proliferation, 

treatment resistance, and immune evasion.73 In this regard, immune checkpoints, also 

known as coinhibitory and costimulatory molecules of T cells, regulate the survival, 

proliferation, and response to antigens of these cells.74 For this reason, these 

checkpoints have emerged as potential targets for immunotherapy. 
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T-cell activation requires the recognition of antigenic fragments bound to the surface of 

antigen-presenting cells (APCs) by T-cell antigen receptors (TCRs),75 and these remain 

inactivated without these costimulatory signals. The activation process is regulated by 

the interaction of costimulatory receptors on the T-cell surface with their ligands on 

APCs.76 The CD28 receptor ligands of T cells, B7-1 and B7-2, are critical costimulatory 

molecules for their activation,77 although they can also generate a coinhibitory signal,78 

as discussed below. 

T-cell activation is prevented by the presence of coinhibitory molecules. The most 

widely studied coinhibitory immune checkpoint molecules are CTLA-479 and PD-1,80,81 

which are being evaluated in several clinical trials (Table 1). The coinhibitory molecule 

CTLA-4 is expressed by activated T cells82 and shares with the costimulatory molecule 

CD28 the B7-1 and B7-2 ligands, for which they compete, although CTLA-4 has higher 

affinity for both.83 As already mentioned, B7-1 and B7-2 ligands function as 

costimulatory molecules when they interact with the CD28 receptor, but they can 

behave as coinhibitory molecules when they interact with CTLA-4. Many preclinical 

cancer models have pointed to the importance of CTLA-4 in the antitumor immune 

response, suggesting that blockade of this pathway may improve the survival of cancer 

patients.82 Ipilimumab is a monoclonal antibody that blocks the CTLA-4 receptor.74 On 

the basis of its improvement of outcomes in metastatic melanoma,84 monotherapy with 

ipilimumab was tested in a phase II trial with 27 advanced PDAC patients but 

demonstrated low efficacy.85 Interestingly, authors reported 1 patient who showed a 

significantly delayed regression of the disease, suggesting the potential importance of 

immune checkpoint blockade in PDAC. A phase Ib trial reported a significantly 

increased OS in patients treated with ipilimumab plus active immunotherapy 

[granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)-based whole-cell 

vaccine (GVAX)] in comparison with ipilimumab alone (12-mo OS of 27% vs. 7% and 

median OS of 5.7 vs. 3.6 mo, respectively).86 The anti-tumor effect of ipilimumab has 

been evaluated as a single therapeutic agent and in combination with vaccines and 

chemotherapeutic/immunotherapeutic agents, and durable partial and complete 

responses have been reported.87 Tremelimumab, another monoclonal antibody against 

CTLA-4, was found to modulate the immune system of metastatic melanoma patients, 

leading to a durable anti-tumor immune response.88 Taken together, the above data 

support the clinical potential of antitumor therapy with CTLA-4 blockade. 

PD-1 is another coinhibitory molecule, comparable with CTLA-4.89 It binds to B7 family 

ligands on APC surfaces, including programmed death ligand-1 (PD-L1 or B7-H1) and 
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programmed death ligand-2 (PD-L2 or B7-DCs),74 negatively regulating the immune 

response.90 

Different immune cells express PD-1, including activated T and B cells, myeloid 

cells,80,91,92 and TILs, suggesting a critical role in controlling the intratumor effector T-

cell response.82 For their part, the expression profiles of PD-L1 and PD-L2 ligands 

differ, with PD-L1 ligands being more widely expressed.93 Thus, PD-L1 is expressed by 

resting and activated T cells, B cells, macrophages, DCs, mast cells, and 

nonhematopoietic cells, among others, whereas PD-L2 is only expressed by activated 

macrophages, myeloid DCs, and mast cells, exhibiting a more limited distribution.82 

Moreover, PD-L1 is expressed in melanoma, renal, and gastric tumors, among others94 

and has been correlated with a poor prognosis in several cancers,95 including PC.95,96 

Blockade of the PD-L1/PD-1 pathway has demonstrated antitumor action in PC95 and 

has attracted major research interest as a therapeutic target. 

One of the main advantages of PD-1 versus CTLA-4 blockade is the lower toxicity of 

the former, probably attributable to the high expression of PD-L1 ligand in almost all 

types of cancer, including PC, whereas CTLA-4 ligands are expressed on APCs.95 

The effect of increasing doses of anti-PD-L1 antibody (BMS-936559, MDX-1105) was 

evaluated in a phase I trial in patients with different advanced cancers, including 14 PC 

patients, but OS outcomes have not been reported for the latter.97 Other examples of 

monoclonal antibodies developed against PD-1 include pembrolizumab (MK-3475, 

lambrolizumab) and nivolumab (BMS-936558 or MDX1106), which were found to be 

useful in treating various cancers.48,98 Another anti-PD-L1 antibody, pidilizumab (CT-

011), is undergoing testing in combination with gemcitabine for PC treatment 

(ClinicalTrials.gov Identifier NCT01313416). 

T-Cell-based Adoptive Cell Transfer (ACT) 

ACT-based immunotherapy involves collection from the host of T lymphocytes with 

demonstrated antitumor activity, followed by their ex vivo culture and stimulation before 

readministration to the patient.99,100 There are 2 main types of adoptive immunotherapy 

according to the type of T cell used. In one type, TILs from the tumor are expanded, 

activated, and reinfused into the patient. In the other type, isolated peripheral T cells 

that express certain receptors are stimulated or engineered before their 

readministration.101 These receptors can include cancer-specific TCRs or receptors 

generated by combining the extracellular portion of an antibody with the T-cell 

receptor’s signaling machinery, named chimeric antigen receptors (CARs).100,101 The 



METODOLOGÍA Y RESULTADOS 

112 

ACT approach was also found to achieve an improved and more durable immune 

response after lymphodepletion pretreatment.102,103 

Various studies have reported the important role of certain TIL populations in both 

tumor development and treatment,104 and their presence has been associated with an 

improved OS in different cancers,105,106 including PDAC.25 Trials have been conducted 

on the expansion and readministration of TILs from patients with melanoma107,108 and 

head and neck squamous cell carcinoma.109 The harvesting of TILs is an invasive and 

complicated procedure.100 Furthermore, the ex vivo expansion of TILs requires 

exposure to IL-2,102 and prolonged therapy with this growth factor leads to significant 

levels of toxicity.100 

The capability to harvest tumor-reactive TILs is related to the immunogenic nature of 

the cancer110 and is more feasible in tumors such as melanoma108 than in other less 

immunogenic tumors such as gastrointestinal cancers.110 Consequently, their isolation 

and culture in sufficient quantities are difficult,111 and approaches have been developed 

utilizing peripheral T cells to overcome these limitations of TIL-based ACT. 

The most widely studied immune cell type for ACT is the cytokine-induced killer (CIK) 

cell, which has been tested in non–small cell lung, gastric, renal, and colorectal 

cancers, among others.112–114 One advanced PC patient who received treatment based 

on CIK transfer had a progression-free survival of >19 months.115 A recent phase II 

study tested a CIK-based ACT treatment with gemcitabine in 20 advanced PC patients, 

expanding the cells ex vivo with anti-CD3 monoclonal antibody and IL-2 before their 

readministration, obtaining a median progression-free survival of 11.0 weeks and 

median OS of 26.6 weeks.116 However, the clinical out-comes obtained with this 

therapy were reported to be poor,117 probably due to the lack of specificity.118 

Other strategies have been adopted to make peripheral T cells more reactive to the 

tumor. In a clinical study by Kawaoka et al,119 peripheral T cells from PC patients were 

exposed to YPK-1, a human PC cell line that expresses mucin-1 (MUC1), which is an 

upregulated TAA in PDAC,120 and the exposed T cells were then reinfused into 

patients. The median survival was 5 months in unresectable cases and 17.8 months in 

resectable ones. One-, 2-, and 5-year survival rates for the patients with resectable 

cancer were 83.3%, 32.4%, and 19.4%, respectively. In another study, the same 

research group reinfused MUC1-stimulated (YK-exposed) T cells and DCs pulsed with 

MUC1 peptide in 20 unresectable or recurrent PC patients, reporting a median survival 

time of 9.8 months (range, 2 to 75 mo). Strikingly, a complete response was observed 
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in 1 patient with multiple lung metastases after curative surgery, suggesting that the 

addition of pulsed DCs may improve the clinical outcome.121 

In addition, different genetic engineering approaches have recently emerged. Thus, 

genes encoding TCRs specific to tumor antigens have been transferred into T cells 

(TCR-engineered T cells), providing the patients with reactive cells.122 Application of 

this strategy in melanoma and synovial cell sarcoma patients achieved 3-year survival 

rates of 33% and 38%, respectively.123 In another technique, T cells from the patient 

are genetically engineered to express CARs specific to a tumor antigen.124 These 

receptors are transmembrane proteins and, as noted above, they comprise an 

extracellular domain consisting of single-chain variable fragments derived from 

antibodies, which is specific for a tumor antigen and linked to intracellular signaling 

domains through a hinge and transmembrane regions.111 One advantage of CAR-

engineered T cells is that they recognize the native tumor antigen and therefore avoid 

dependence on MHCI, which is often downregulated in many tumors.124 Several 

specific CARs have been developed for different tumor antigens, such as 

mesothelin,125 CEA,126 and MUC1,127 among others.124 In a recent study, administration 

of mesothelin-specific mRNA CAR-engineered T cells to patients with mesothelin-

expressing solid tumors induced an antitumor immune response in 2 patients with 

progressive disease, including 1 PDAC patient.128 Numerous ongoing clinical trials are 

currently evaluating the use of different types of ACT-based immunotherapy (Table 1). 
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TABLE 1. Summary of Major Ongoing Clinical Trials Involving Immunotherapeutic Treatment in Patients With Pancreatic Cancer (Initiated in 2015) 

ClinicalTrials.gov 
Identifier Phase Tumor type Study agents (*) Estimated 

enrollment 
Study 
status 

First 
received 
date † 

Estimated 
Primary 

Completion 
Date ‡ 

NCT02620865 I/II Locally advanced or metastatic 
pancreatic cancer 

anti-CD3 x anti-EGFR-BATs + standard 
chemotherapy + aldesleukin (IL-2) + 

sargramostim (GM-CSF) 
43 Not yet 

recruiting 
December 

2015 
December 

2016 

NCT02620423 I Pancreatic adenocarcinoma 

Pelareorep (Reovirus targeted cells with 
activating Ras pathway mutations) + 

chemotherapy (gemcitabine or irinotecan or 
leucovorin/ 5-FU) + pembrolizumab (anti-

PD-1 mAb) 

9 Not yet 
recruiting 

November 
2015 

December 
2016 

NCT02602067 I 

Tenascin-C+ cancer (including NHL, 
breast, head and neck, skin, 

respiratory tract, urogenital, digestive 
system, pancreatic, connective and 

soft tissue neoplasms) 

131I-labeled Tenatumomab (anti-Tenascin-C 
mAb) 36 Active, not 

recruiting 
November 

2015 June 2017 

NCT02600949 I Advanced PDAC or colorectal 
adenocarcinoma Personalized peptide vaccine 40 Not yet 

recruiting 
November 

2015 March 2021 
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NCT02587689 I/II 

MUC1+ advanced refractory solid 
tumor (including NSCLC, HCC, 
pancreatic and  triple-negative 

invasive breast carcinoma) 

anti-MUC1-CAR-T Cells 20 Recruiting 
participants 

October 
2015 

October 
2017 

NCT02583477 I/II Metastatic PDAC 

MEDI4736 (anti-PD-L1 mAb) + nab-
paclitaxel + gemcitabine 

26 Not yet 
recruiting 

October 
2015 May 2017 

MEDI4736 (anti-PD-L1 mAb) + AZD5069 
(CXCR2 antagonist) 

NCT02580747 I 

Relapsed and/or chemotherapy 
refractory malignancies (including 

malignant mesothelioma, pancreatic, 
ovarian, triple negative breast and 

endometrial cancer, and other 
mesothelin positive tumors) 

anti-meso-CAR-T cells 20 Recruiting 
participants 

October 
2015 

November 
2017 

NCT02559674 I/II Advanced pancreatic cancer ALT-803 ( IL-15 superagonist) + 
gemcitabine and nab-paclitaxel 66 Not yet 

recruiting 
September 

2015 
October 

2018 

NCT02548169 I Pancreatic cancer DC vaccine + chemotherapy (FOLFIRINOX 
and gemcitabine + nab-paclitaxel) 20 Recruiting 

participants 
September 

2015 April 2017 

NCT02541370 I 

Relapsed and/or chemotherapy 
refractory malignancies ( including 

liver, pancreatic, brain, breast, ovarian 
and colorectal cancer, acute myeloid 

and lymphoid leukemias) 

anti-CD133-CAR-T cells 20 Recruiting 
participants 

September 
2015 

October 
2017 
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NCT02558894 II Metastatic PDAC 

MEDI4736 (anti-PD-L1 mAb) 

130 Recruiting 
participants 

August 
2015 

February 
2018 Tremelimumab (anti-CTLA4 mAb) + 

MEDI4736 (anti-PD-L1 mAb) 

NCT02529579 I/II PDAC 

Gemcitabine 

187 Recruiting 
participants 

August 
2015 

December 
2018 iAPA-DC/CTL (cellular immunotherapy) + 

gemcitabine 

NCT02546531 I Advanced pancreatic cancer 
Defactinib (VS-6063) (FAK inhibitor) + 

pembrolizumab (anti-PD-1 mAb) + 
gemcitabine 

50 Not yet 
recruiting 

August 
2015 June 2018 

NCT02527434 II 
Advanced solid tumors (including 

PDAC, urothelial bladder  and triple-
negative breast cancer) 

Tremelimumab (anti-CTLA4 mAb) 

96 Recruiting 
participants 

August 
2015 May 2018 MEDI4736 (anti-PD-L1 mAb) 

MEDI4736 (anti-PD-L1 mAb) + 
tremelimumab (anti-CTLA4 mAb) 

NCT02498665 I 

Advanced malignancies (acute 
myeloid leukemia, myelodysplastic 

syndromes, glioblastoma multiforme, 
melanoma, sarcoma, RCC, NSCLC, 

ovarian, pancreatic cancer) 

DSP-7888 (WT1 protein-derived peptide 
vaccine ) 60 Recruiting 

participants July 2015 November 
2017 

NCT02465983 I Metastatic pancreatic cancer meso-CAR-T cells + CD19-CAR-T cells + 
CY 12 Recruiting 

participants May 2015 July 2016 
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NCT02452424 I/II 
Advanced melanoma and other solid 
tumors (including, PDAC, HNSCC, 

NSCLC, ovarian, triple-negative 
breast bladder and gastric cancer)

PLX3397 (inhibitor mutil-targeted receptor 
tyrosine kinase inhibitor) + pembrolizumab 

(anti-PD-1 mAb) 
400 Recruiting 

participants May 2015 May 2015 

NCT02451982 I/II Resectable pancreatic adenocarcinoma 
CY + GVAX vaccine (cell vaccine) 

50 Not yet 
recruiting May 2015 February 

2018 CY + GVAX vaccine (cell vaccine) + 
nivolumab (anti-PD-1 mAb) 

NCT02432963 I Solid tumors p53MVA+ pembrolizumab (anti-PD-1 mAb) 12 Recruiting 
participants 

April 
2015 

November 
2016 

NCT02431260 I/II Advanced cancer INCB054329 (BET proteins inhibitor) 155 Recruiting 
participants 

April 
2015 

October 
2017 

NCT02446093 I/II Advanced non-metastatic pancreatic 
adenocarcinoma 

GMCI (by vaccine based on AdV-tk) + 
FOLFIRINOX + gemcitabine + radiation + 

surgery 44 Recruiting 
participants 

April 
2015 

December 
2017 

FOLFIRINOX + gemcitabine + radiation + 
surgery 

NCT02416466 I CEA+ adenocarcinoma and liver 
metastases 

anti-CEA-CAR-T cells + Sir-Spheres 
(medical device used in SIRT) 6 Recruiting 

participants 
March 
2015 March 2016 

NCT02405585 II Borderline resectable pancreatic 
cancer 

FOLFIRINOX + algenpantucel-L (cell-
based vaccine) 48 Recruiting 

participants 
March 
2015 

December 
2016 

NCT02362048 II Advanced or metastatic pancreatic 
cancer 

ACP-196 (BTK inhibitor) 
76 Active, not 

recruiting 
January 

2015 May 2017 ACP-196 + pembrolizumab (anti-PD-1 
mAb) 
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NCT02349724 I 
CEA+ cancer (including gastric, lung, 

pancreatic, breast and colorectal 
cancer) 

Anti-CEA-CAR-T cells 75 Recruiting 
participants 

January 
2015 

December 
2018 

NCT02331251 I/II 
Advanced cancer (including breast, 

pancreatic and ovarian cancer, 
sarcoma and SCLC) 

Pembrolizumab (anti-PD-1 mAb) + 
chemotherapy (gemcitabine and nab-

paclitaxel) 
90 Recruiting 

participants 
January 

2015 
December 

2015 

*In trials involving several tumor types the table shows study agents for pancreatic cancer. 
†Date that summary clinical study protocol information was first submitted to the ClinicalTrials.gov registry. 
‡Final data collection date for primary outcome measure. 
 
5-FU indicates 5-fluorouracil; AdV-tk, adenoviral vector containing the Herpes Simplex thymidine kinase gene; BATs, bispecific antibody armed activated T cells; BET, 
bromodomain and extra terminal; BTK, Bruton’s tyrosine kinase; CAR, chimeric antigen receptor; CD133, prominin-1; CD19, differentiation antigen CD19; CD3, cluster of 
differentiation 3; CEA, carcinoembryonic antigen; CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte–associated protein 4; CTLs, cytotoxic T lymphocytes; CXCR2, cysteine-X-cysteine 
chemokine receptor-2; CY, cyclophosphamide; DC, dendritic cells; EGFR, epidermal growth factor receptor; FAK, focal adhesion kinase; GMCI, gene-mediated cytotoxic 
immunotherapy; GM-CSF, granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; HCC, hepatocellular carcinoma; HNSCC, head and neck squamous cell carcinoma; iAPA, 
inhibitory effect of antigen presentation attenuators; IL-15, interleukin 15; IL-2, interleukin 2; mAb, monoclonal antibody; meso, mesothelin; MUC1, mucin-1; NHL, non-
Hodgkin lymphoma; NSCLC, non–small cell lung carcinoma; p53MVA, modified vaccinia virus Ankara vaccine expressing p53; PD-1, programmed cell death protein 1; 
PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma; PD-L1, programmed death ligand-1; RCC, renal cell carcinoma; SCLC, small cell lung cancer; SIRT, selective internal radiation 
therapy; WT1, Wilms tumor 1. 
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ACTIVE IMMUNOTHERAPY 

One type of active immunotherapy is vaccination, which is designed to induce or 

enhance the antitumor response in vivo, activating and expanding tumor-specific T 

cells.17 It involves the administration of single or multiple tumor antigens to stimulate a 

tumor-specific immune response.129 Anticancer vaccines can be classified in 2 

categories: (1) preventive or prophylactic vaccines, which aim to prevent cancer, and 

(2) therapeutic vaccines, applied to treat an existing cancer.130 Antitumor vaccine-

based therapy is an extensive field that has been widely described in recent 

reviews.131,132 We describe here the most important clinical studies involving PC 

patients. Table 1 lists numerous ongoing clinical trials on therapeutic vaccines in 

general. 

Two preventive anticancer vaccines have been approved for clinical use. One is the 

hepatitis B virus vaccine, designed to prevent hepatocellular carcinoma by avoiding 

chronic hepatitis B infection, which increases the risk of this type of cancer.133 The 

other preventive vaccine, the well-known human papillomavirus vaccine, was approved 

in 2006 for use against cervical cancer.134 Preventive vaccines are an attractive 

approach in anticancer therapy, and numerous clinical trials are under way. 

Nevertheless, preventive vaccines for most cancers, including PC, are still far from 

being a clinical reality. 

The goal of therapeutic vaccines is to induce the patient’s own immune cells to attack 

the tumor cells.135 These vaccines can also initiate a durable immune response against 

the tumor, improving survival outcomes.136,137 Therapeutic vaccines can be classified 

into different groups: cell-based, protein/peptide-based, and genetic vaccines.57,138 

Cell-based Vaccines 

These vaccines can include tumor or immune cell–based preparations. Tumor cell–

based vaccines can be either autologous or allogeneic.135 The development of 

autologous vaccines takes advantage of the antigenic repertoire of tumor cells. 

However, this approach is complex, involving the generation of personalized vaccines 

for each patient.139 Allogeneic vaccines may overcome these limitations and can be 

produced on a large scale.138 

Algenpantucel-L is a vaccine against PC that consists of 2 irradiated human PC cell 

lines (HAPa-1 and HAPa-2), which are genetically modified to express the murine 

enzyme α-1,3-galactosyl transferase (α-GT).140 Although this enzyme is not found in 
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humans,141 antibodies against it are present142; therefore, interaction between the 

antibody and its ligand ultimately leads to the destruction of α-GT-expressing cells.140 A 

phase II study in 73 PC patients who had undergone R0/R1 resection treated them with 

algenpantucel-L in combination with gemcitabine and 5-fluorouracil-based therapy, 

obtaining a 1-year disease-free survival (DFS) of 62% and 1-year OS of 86%, with a 

median follow-up of 21 months.143 On the basis of these results, 2 phase III clinical 

trials are evaluating this vaccine in resected PC patients (ClinicalTrials.gov identifier 

NCT01072981) and in borderline resectable or unresectable locally advanced PC 

patients (ClinicalTrials.gov identifier NCT01836432). 

Another cell-based vaccine tested in PC patients is based on irradiated cells modified 

to express GM-CSF.57 These types of vaccine are known as GAVX vaccines and have 

been studied in several tumor types.144 A phase II study administered GAVX vaccine 

with 5-fluorouracil-based chemoradiotherapy in 60 resected PDAC patients and 

obtained a median OS of 24.8 months and median DFS of 17.3 months, observing a 1-

year OS in 85% of the patients and 1-year DFS in 67.4%.145 GVAX vaccines are being 

tested in several trials (Table 1), including a pilot study of GVAX vaccine with 

FOLFIRINOX and radiation-based treatment in resected PC patients (Clin-

icalTrials.gov identifier NCT01595321). 

Among immune cell–based vaccines, DCs have attracted major interest due to their 

critical role in the immune response.139 In general terms, cell-based vaccines consist of 

cells that are isolated from the patient, antigen loaded, and activated ex vivo, and are 

then readministered to the patient.146,147 The use of vaccines based on peptide/protein-

pulsed DCs or infected with viral vectors has been studied in several tumor types.148,149 

Sipuleucel-T is the only therapeutic anticancer vaccine approved for clinical use, and it 

is recommended for the treatment of PC.150 

In a phase I pilot study, 10 locally advanced or metastatic PC patients received Wilms 

tumor 1 (WT1) peptide-pulsed DC vaccine combined with gemcitabine.151 WT1 

encodes a zinc finger DNA-binding protein152 involved in tumorigenesis, and its 

expression has been reported in numerous solid tumors, including PC.153 A median OS 

of 243 days and disease control rate of 60% were recorded in these patients, but the 

survival rate was significantly better in patients with stable versus progressive disease. 

Hence, this vaccine may be effective for inducing antitumor T-cell responses in PC 

patients with nonliver metastases and favorable immunologic data.151 In another study, 

a vaccine composed of autologous DCs pulsed with MUC1 peptide was administered 

to 7 advanced PC patients, but only 2 of them evidenced a significant immune 
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response.154 In a recent phase I/II clinical trial, PC patients were treated with cancer 

stem cell–loaded DC vaccines, whose production involves the generation of DCs from 

autologous peripheral mononuclear cells and the isolation of cancer stem cells from 

tumor tissue.155 According to the results obtained, the vaccine activated Th1 immune 

pathways and increased the amount of NK and T cells; however, as acknowledged by 

the authors, further research is needed to establish the impact of this treatment on 

survival outcomes. 

DCs are not the only APCs under investigation for the development of therapeutic 

antitumor vaccines. In a pilot trial, 7 PC patients received a vaccine based on an 

autologous lymphoblastoid cell line modified to express a mutated Ras-protein.156 Six 

of the 7 patients showed a specific T-cell response, and the disease was stabilized in 4 

of the patients but only during a 4-month period. 

Protein/Peptide-based Vaccines 

Peptide vaccines are generally based on TAAs that can induce a specific immune 

response.135 They have been considered less promising57 because the presentation of 

peptide antigens by APCs differs from that by whole cells, and because these vaccines 

target only one or a few epitopes of TAAs.138 Nevertheless, there have been several 

studies on this approach. In 1 investigation, a vaccine against mutated KRAS was 

administered to 24 resectable PDAC patients, but no significant relationship was 

observed between the response and the clinical outcome.157 In a phase II trial, a 

personalized peptide vaccine was administered to advanced PDAC patients in 

combination with gemcitabine, obtaining a median OS of 7.9 months and 1-year OS of 

26.8%.158 

A phase I/II study in 48 unresectable PC patients tested 3 doses of GV1001, a peptide 

vaccine that targets the human telomerase reverse transcriptase subunit.159 The 

immunogenic response was associated with improved survival, which was longest in 

the intermediate dose group (8.6 mo). A recent phase III clinical trial tested GV1001 

vaccine combined with a standard regimen of gemcitabine and capecitabine in 1062 

patients with locally advanced or metastatic PC, finding no improvement in OS.160 

Nishida et al161 conducted a phase I clinical study in 32 advanced PC patients, who 

were treated with a combination of gemcitabine and WT1 peptide-based vaccine. An 

association was observed between a specific immune response to WT1 and an 

improved clinical outcome, obtaining survival times of 12 months or longer. 
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Several studies have evaluated peptide-based immunotherapy using kinesin family 

member 20A (KIF20A)-66, an epitope peptide for KIF20A. The KIF20A peptide is 

involved in the trafficking of molecules during tumor growth.162 In a phase I study, 9 

advanced PC patients were treated with KIF20A-derived peptide in combination with 

gemcitabine, but no associations were found among peptide dose, antigen-specific T-

cell response, or clinical outcome.163 In a phase I/II clinical trial, KIF20A-66 peptide 

vaccine was administered to 31 patients with advanced PC, and the outcomes were 

compared with those of a historic cohort, finding a significantly longer OS in the 

vaccine-treated patients (142 vs. 83 d), with 1 case of a complete response.164 

Genetic Vaccines 

Genetic vaccines comprise DNA-based, RNA-based, and viral-based vaccines that can 

be transfected to somatic cells or DCs, inducing them to express TAAs and generating 

an immune response.135 These vaccines can activate different types of immunity by 

delivering multiple antigens in a single administration.165 Furthermore, RNA-based 

vaccines are associated with reduced adverse effects due to their rapid degradation.135 

There have been several studies on genetic vaccines, but the results have been 

unsatisfactory,166–168 and research is under way to improve their effectiveness.135,138 In 

a recent phase I study, a p53-expressing modified vaccinia Ankara (MVA-p53 vaccine) 

was administered to patients with p53-overexpressing solid tumors, including PC 

patients (Clin-icalTrials.gov identifier NCT01191684). Two dose levels were used to 

test the safety and tolerability of the vaccine. MVA-p53 vaccine was found to be well 

tolerated, with grade 1-2 toxicity. In addition, the disease was stabilized in 1 PC patient. 

The authors called for further research on the immunogenicity of this vaccine in wider 

samples.169 A very recent phase I/II study has been completed in 20 patients with 

pancreatic neoplasms, involving the administration of standard therapy with a mix of 

several vaccines [including DPT (diphtheria, pertussis, and tetanus), typhoid, 

Staphylococcus aureus, and paratyphoid A and B]. However, the results of this study 

have not yet been posted (Clinical-Trials.gov identifier NCT02338752). 

CONCLUSIONS 

Despite improved understanding of the genetic events underlying PC, current 

treatments for this malignancy remain limited, with poor clinical outcomes.13,14 The 

desmoplastic reaction and the immunosuppressive environment surrounding 

pancreatic tumors seem to be among the main obstacles to the successful treatment of 

this lethal disease.72 It is therefore necessary to identify specific targets in PC for the 
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design of therapies that achieve a more effective antitumor response. Advances in 

knowledge of the mechanisms of activation and/or immune suppression orchestrated in 

PC have led to the development of immunotherapy as a promising approach.23,24 

Different clinical studies have demonstrated the therapeutic potential of combining 

traditional PC treatments with several types of immunotherapy,86,121 and there is 

considerable evidence that the combination of chemotherapy and immunotherapy may 

be a good option in cancer treatment.143,145,170 Likewise, limitations in the separate 

administration of specific and nonspecific immunotherapies have suggested that their 

combination may be a good therapeutic strategy in PC, considering their possible 

reciprocal positive effects.23 This approach has also been proposed in conjunction with 

standard chemotherapy.170 In this regard, given the heterogeneity of PC and the 

different clinical outcomes obtained using the same therapy, it is essential to establish 

biomarkers to predict clinical responses and to identify molecular targets in individual 

patients that may improve outcomes. In summary, immunotherapy opens up a new 

therapeutic panorama for the treatment of cancer. The number of clinical trials in PC 

patients is expected to increase in the coming years, supporting the development of 

personalized immunotherapy. 
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Abstract 

Erlotinib is an epidermal growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitor that 

showed activity against pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC). The drug's most 

frequently reported side effect as a result of EGFR inhibition is skin rash (SR), a 

symptom which has been associated with a better therapeutic response to the drug. 

Gene expression profiling can be used as a tool to predict which patients will develop 

this important cutaneous manifestation. The aim of the present study was to identify 

which genes may influence the appearance of SR in PDAC patients. The study 

included 34 PDAC patients treated with erlotinib: 21 patients developed any grade of 

SR, while 13 patients did not (controls). Before administering any chemotherapy 

regimen and the developmentof SR, we collected RNA from peripheral blood samples 

of all patients and studied the differential gene expression pattern using the Illumina 

microarray platform HumanHT-12 v4 Expression BeadChip. Seven genes (FAM46C, 

IFITM3, GMPR, DENND6B, SELENBP1, NOL10, and SIAH2), involved in different 

pathways including regulatory, migratory, and signalling processes, were 

downregulated in PDAC patients with SR. Our results suggest the existence of a gene 

expression profiling significantly correlated with erlotinib-induced SR in PDAC that 

could be used as prognostic indicator in this patients. 

Keywords 

Pancreatic ductal adenocarcinoma, erlotinib, skin rash, microarray 

 

1. Introduction 

Erlotinib is an oral epidermal growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitor 

that can inhibit cell proliferation at very low concentrations. The receptor is frequently 

overexpressed in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and it has been 

associated with a poor prognosis and disease progression (Nedaeinia et al., 2014). 

The combination of gemcitabine plus erlotinib (Tarceva, OSI-774; OSI 

Pharmaceuticals, Roche, Genentech) (GE) is one of the chemotherapy regimens 

approved in the management of metastatic PDAC, prolonging slightly patient survival 

compared to standard gemcitabine monotherapy (Moore et al., 2007). Despite this, the 

combination of gemcitabine plus EGFR inhibitors has not resulted in significant survival 
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benefits in all studies performed (Philip et al., 2015). This situation highlights the need 

to identify those patients that will respond to EGFR inhibition.  

On the other hand, EGFR activity is also essential for normal physiological function of 

the epidermis and its inhibition might cause the appearance of skin rash (SR), the most 

common side effect of erlotinib (Lacouture et al., 2006). There are several noteworthy 

studies into non-small-cell lung cancer (NSCLC), head and neck, pancreatic, and 

ovarian cancers that have reported an increased rate of SR in parallel with improved 

outcomes (Wacker et al., 2007, Heinemann et al., 2013). 

There is clear evidence that variations in inter-patient gene expression patterns could 

lead to a marked difference in erlotinib metabolism between individuals, modulating 

both its efficacy and toxicity (Duckett et al., 2010). In the present study, with the 

objective of discovering determinant genes that could play a significant role in erlotinib-

related skin toxicity, we assessed the correlation between the appearance of SR in 

PDAC patients and the modification in their gene expression profiling. 

2. Material and methods 

Mediated by the Spanish cooperative group for gastrointestinal tumor therapy (TTD), 

we selected 34 Caucasian patients with metastatic PDAC (stage IV) from 15 different 

hospitals between March 2012 and February 2013 (Table 1). The study adhered to the 

principles of the Declaration of Helsinki, the protocol was approved by each hospital 

ethical committee, and all patients provided written informed consent. PDAC was 

diagnosed according to clinical evaluations and imaging studies, which were 

histologically confirmed during surgery or through imaging-guided biopsy. All patients 

were treated with GE or GE plus capecitabine (GEX). SR toxicity was assessed 

clinically according to NCI-CTCAE grading, 21 patients experienced any grade SR and 

13 did not. 
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Characteristic Skin rash (n = 21) No skin rash (n = 13) 

Age, years 

     Median ± SD 59.6 ± 8.56 62.6 ± 3.75 

Sex, No. (%) 

     Male 16 (47.1) 7 (20.6) 

     Female 5 (14.7) 6 (17.6) 

ECOG performance status, No. (%) 

     0 5 (14.7) 4 (11.8) 

     1 14 (41.2) 8 (23.5) 

     2 2 (5.9) 1 (2.9) 

Treatment, No. (%) 

     GE 9 (26.5) 6 (17.6) 

     GEX 12 (35.3) 7 (20.6) 

SD, standard deviation, GE, gemcitabine plus erlotinib, GEX, gemcitabine-erlotinib plus 
capecitabine, ECOG, eastern cooperative oncology group 

Table 1 Patient characteristics. 

Prior to any chemotherapy regimen, peripheral blood samples (12 ml) were collected 

from all patients in PAXgene Blood RNA Tubes (PreAnalytix) and stored at room 

temperature for 24 h. The PAXgene Blood RNA Kit (PreAnalytix) was used for RNA 

isolation in accordance with the manufacturer’s instructions. The final concentration of 

purified RNA was assessed by absorbance at 260 nm in a NanoDrop 2000c 

spectrophotometer (Thermo Scientific) and the quality was assessed using a 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies). All samples had an RNA integrity number (RIN) > 

7.0 and a 28S:18S rRNA ratio > 1.0. The gene expression profile was studied with the 

HumanHT-12 v4 Expression BeadChip (Illumina Inc.), which targets 31,325 annotated 

genes with more than 47,000 probes. Briefly, 1 μg of high-quality total RNA, isolated 

using the Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion), was amplified. This was 
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then subjected to reverse transcription to produce first and second strand cDNA and 

biotin-labeled cRNA fragments were generated following the manufacturer’s 

instructions. The labeled cRNA was hybridized overnight to the arrays. The beadchips 

were washed, stained with dye-labeled streptavidin, and scanned with an Illumina 

IScan to measure the intensity. The raw data images were analyzed with Illumina 

Genome Studio software, which generated the average probe intensity for each 

sample. Expression data was pre-processed by applying Quantile Normalization (QN) 

from the R package lumi (Du et al., 2008). From the normalized data obtained, we 

selected the genes most likely to be differentially expressed in patients with SR versus 

patients without SR by analyzing the gene expression microarray data with the linear 

models for microarray data (LIMMA) software package (Smyth, 2005). 

3. Results and discussion 

The microarray data reported in this paper have been deposited in the Gene 

Expression Omnibus (GEO) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) with accession 

number GSE74629. In this study, all healthy controls and two outlier PDAC patients (2 

and 9) were excluded. 

After normalizing the data, the LIMMA software package was used to analyze global 

gene expression changes between PDAC patients who experienced any grade of SR 

and those who did not, identifying 7 genes that present a > two-fold differential 

expression between the groups (all downregulated; Table 2). 

The impact of SR development on the clinical outcome for cancer patients receiving 

EGFR inhibitor-based therapy has been extensively studied in different types of cancer, 

such as ovarian (Gordon et al., 2005), head and neck (Soulieres et al., 2004; Cohen et 

al., 2005), colorectal (Gibson et al., 2006), and lung cancers (Clark et al., 2003; Pérez-

Soler et al., 2004; Jackman et al., 2007). Moore and colleagues performed the phase 

III clinical trial “PA.3” with 282 PDAC patients who received GE; the presence of SR 

correlated with an increase in overall survival (Moore et al., 2007). Along similar lines, 

an overall analysis of the phase III studies “PA.3” and “BR.21” reported an association 

between the presence and severity of erlotinib-induced SR and an improved clinical 

outcome in both PDAC and NSCLC patients (Wacker et al., 2007). Interestingly, 

NSCLC patients showed a correlation with all grades of SR, while in PDAC patients 

only grade ≥ 2 SR was associated with a better outcome. Similarly, a retrospective 

study involving pancreatic cancer patients treated with GE demonstrated a longer 
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overall survival in patients presenting severe SR versus low severity SR (7.58 vs 5.03 

months, respectively) (Stepanski et al., 2013).  

Gene Gene description ENTREZ FC adj.P.Val 

FAM46C 
family with sequence 

similarity 46, member C 
54,855 -2.6800 0.00925514 

IFITM3 
interferon induced 

transmembrane protein 3 
10,410 -2.3105 0.00646631 

GMPR 
guanosine monophosphate 

reductase 
2766 -2.2798 0.00484083 

DENND6B 
DENN/MADD domain 

containing 6B 
414,918 -2.2449 0.00779633 

SELENBP1 selenium binding protein 1 8991 -2.2131 0.00989678 

NOL10 nucleolar protein 10 79,954 -2.0088 0.0070647 

SIAH2 
siah E3 ubiquitin protein 

ligase 2 
6478 -2.0074 0.00700616 

FC, fold change 

Table 2 Genes associated with erlotinib-induced SR in PDAC patients. 

Although several investigations have observed an association between the presence 

and/or grade of SR and an improved outcome as a result of erlotinib treatment (Pérez-

Soler et al., 2004; Moore et al., 2007; Van Cutsem et al., 2009; Heinemann et al., 

2013), this correlation seems to be independent of EGFR status (protein expression, 

gene copy number and mutations) (Wacker et al., 2007). In fact, it has been shown that 

EGFR expression does not predict the effectiveness of EGFR-inhibitor therapies in 

pancreatic cancer (Philip et al., 2015). Therefore, it could be very beneficial to find 

biomarkers that identify patients who will benefit from the addition of erlotinib to their 

treatment regimen. 

It has been shown that the EGFR signalling pathway influences both inflammatory and 

immune response processes, and that the blockade by EGFR inhibitors affects 

different blood cell types (Kozuki T. 2016). Therefore, peripheral blood may be an 
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interesting source of biomarkers that could represent pre-treatment predictors for SR 

appearance in anti-EGFR therapies. 

Many researchers have identified blood biomarkers for skin toxicity during this type of 

treatment. In this regard, a study involving NSCLC, pancreatic, and colorectal cancer 

patients treated with EGFR inhibitors identified, in peripheral blood samples, different 

HLA polymorphisms associated with a lower likelihood of developing SR (Fuerst et al., 

2012). In addition, Steffens et al. (2016) suggested that the erlotinib/O-desmethyl-

erlotinib ratio in serum may be used as a predictive biomarker of therapeutic response. 

Arbitrio et al. (2016) recently showed that certain polymorphisms in genes associated 

with adsorption, distribution, metabolism, and excretion were associated with the 

presence of SR. Furthermore, hepatocyte growth factor, epiregulin, and amphiregulin 

serum levels have been correlated with the severity of skin toxicity caused by anti-

EGFR therapy in colorectal cancer (Takahashi et al., 2015). Moreover, low serum 

concentrations of the pro-inflammatory cytokine interleukin-8 have also been 

associated with greater SR severity and longer survival in cancer patients who have 

received anti-EGFR treatment (Paul et al., 2014). 

Our study focused on discovering a differential gene expression profiling associated 

with erlotinib-related SR in PDAC patients. Since it has been demonstrated that the 

appearance of SR during treatment with erlotinib is associated with increased survival 

in these subjects (Moore et al., 2007; Aranda et al., 2012), the identification of 

differentially expressed genes can be of interest in order to select the subgroup of 

patients who will benefit from this treatment. 

The genes most downregulated in PDAC patients who developed SR were FAM46C 

and IFITM3, both related to the interferon (IFN) pathway. Different studies have 

highlighted the relationship between intramuscular administration of interferon beta-1a 

and the appearance of maculopapular rash in patients with multiple sclerosis 

(Serarslan et al., 2008). The FAM46C gene encodes for a type 1 interferon-stimulated 

protein that contributes to the onset of autoimmune diseases, including lupus, 

rheumatoid arthritis, multiple sclerosis, Sjögren’s syndrome, and type 1 diabetes (Crow, 

2010; Collares et al., 2013). IFITM3 gene is a member of the IFN-inducible 

transmembrane protein family (Siegrist et al., 2011), that also plays an important role in 

different cell processes, including cell adhesion, immune-cell regulation, germ cell 

homing and maturation, and bone mineralization (Tanaka et al., 2005; Yount et al., 

2010). Of note, Mascia et al. (2013) analyzed plasma samples from ovarian cancer 

patients before and after treatment with EGFR inhibitor therapy. They found that lower 
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inflammatory mediator pre-treatment levels were associated with a greater severity of 

SR (Mascia et al., 2013). 

GMPR is an enzyme that catalyzes the deamination of GMP to IMP and the reuse of 

free intracellular bases and purine nucleosides. This protein has been proposed as a 

potential tumor suppressor that inhibits this regulatory pathway in melanoma cells 

(Wawrzyniak et al., 2013). The DENND6B gene encodes a guanine nucleotide 

exchange factor involved in the endocytic recycling pathway and the stability of 

adherens junction in migrating cells. The defect of this protein during wound healing 

increases cell-cell adhesion and inhibits cell motility (Linford et al., 2012). SELENBP1 

is a member of the selenoproteins family which mediates the intracellular selenium 

transport (Zeng et al., 2013). These proteins are very important in keratinocyte function 

and skin development, and selenium deficiency has been associated with an increased 

incidence of epithelial cancers (Klein, 2004).  

The NOL10 protein is located in the nucleolus zone involved in ribosomal particle 

assembly and rRNA processing and, although this protein has been identified in this 

component, its nucleolar function remains unknown (Wada, et al., 2014). The protein 

encoded by the SIAH2 gene is an E3 ligase involved in ubiquitination and subsequent 

proteasome-mediated degradation of target proteins. Given that it triggers the 

destruction of different substrates, including anti-apoptotic proteins (BAG1), 

transcription regulation proteins (POU2AF1, PML, NCOR1), and cell surface receptors 

(DCC), it therefore plays a part in apoptosis, tumor suppression, cell cycle, 

transcription, and signalling processes (García-Limones et al., 2016). The correct 

expression of this gene is also involved in correct skin development. Thus, it has been 

observed that in Siah2-/- mice dermal fibroblasts produce less collagen and present 

minor migratory capacities, resulting in decreased cutaneous wound healing in these 

specimens (Musyoka et al., 2013). 
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Abstract  

Background: Applying differentially expressed genes (DEGs) to identify feasible 

biomarkers in diseases can be a hard task when working with heterogeneous datasets. 

Expression data are strongly influenced by technology, sample preparation processes, 

and/or labeling methods. The proliferation of different microarray platforms for 

measuring gene expression increases the need to develop models able to compare 

their results, especially when different technologies can lead to signal values that vary 

greatly. Integrative meta-analysis can significantly improve the reliability and 

robustness of DEG detection. The objective of this work was to develop an integrative 

approach for identifying potential cancer biomarkers by integrating gene expression 

data from two different platforms. Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), where 

there is an urgent need to find new biomarkers due its late diagnosis, is an ideal 

candidate for testing this technology. 

Results: Expression data from two different datasets, namely Affymetrix and Illumina 

(18 and 36 PDAC patients, respectively), as well as from 18 healthy controls, was used 

for this study. A meta-analysis based on an empirical Bayesian methodology (ComBat) 

was then proposed to integrate these datasets. DEGs were finally identified from the 

integrated data by using the statistical programming language R. After our integrative 

meta-analysis, 5 genes were commonly identified within the individual analyses of the 

independent datasets. Also, 28 novel genes that were not reported by the individual 

analyses (‘gained’ genes) were also discovered. Several of these gained genes have 

been already related to other gastroenterological tumors. 

Conclusions: The proposed integrative meta-analysis has revealed novel DEGs that 

may play an important role in PDAC and could be potential biomarkers for diagnosing 

the disease. 

Keywords: Meta-analysis, Microarray, Integration, Pancreatic ductal adenocarcinoma, 

Biomarker discovery 
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Introduction  

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), the most common type of pancreatic 

cancer (PC), is the fourth leading cause of cancer death in Western countries, with a 5-

year survival rate of about 4% and a median survival rate of less than 6 months [1]. At 

the time of diagnosis, 80% of patients with PDAC are found to have unresectable, 

locally advanced or metastatic disease [2]. The absence of reliable biomarkers for 

population screening is one of the most important limitations in the management of this 

malignancy [3].  

Currently, the only biomarker in routine clinical use for PDAC is the carbohydrate 

antigen 19-9 (CA19-9) [4]. However, recent studies found this biomarker to be an 

unreliable diagnostic tool due to its limited sensitivity (~80%) and specificity (80–90%) 

[5]. Furthermore, elevated levels of CA19–9 may also appear in pancreatitis [6], benign 

diseases of the hepatobiliary system [7] and other malignancies of the gastrointestinal 

tract [8]. 

Microarray techniques have become a useful tool for determining gene expression 

profiles in cancer, allowing the discovery of possible tumor biomarkers [9]. However, 

sometimes biopsy from tumoral tissues can be complex and present complications. In 

this context, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) constitute an alternative, 

non-invasive source for finding tumor biomarkers [10, 11]. These cells suffer 

modifications in their gene expression profile when in contact with the tumor 

microenvironment [12], and may therefore be used as an accessible source of cancer 

biomarkers.  

Additionally, the so-called meta-analysis techniques have been increasingly employed 

to integrate data from different microarray platforms, making this technology more 

consistent and powerful. These meta-analyses are especially useful for combining 

several datasets related to the same disease when they are limited in size, therefore 

improving their statistical power [13]. Meta-analyses have recently been applied to 

identify DEGs in several tumor studies, including in breast [14, 15], ovarian [16] and 

pancreatic cancers [17]. One of the main challenges in a meta-analysis is to 

adequately integrate datasets obtained using different platforms in order to make them 

comparable. Various methods have been developed to normalize datasets and provide 

reliable integration, removing batch effects and making cross-platform corrections, 

such as Distance Weighted Discrimination (DWD) [18], empirical Bayes methods 

(ComBat) [19], and cross-platform normalization (XPN) [20]. In this sense, ComBat and 
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XPN have been proven to outperform DWD in term of minimizing inter-platform 

variance [13]. 

In this study, an integrated meta-analysis of two gene expression datasets from PDAC 

data was proposed for identifying DEGs in patients. The datasets were collected from 

two different microarray platforms, namely Affymetrix and Illumina. The expression data 

was integrated using an empirical Bayes method (ComBat) to avoid bias between the 

platforms. 

Results 

Patient Characteristics 

Our study included two independent cohorts of patients. The first group (1) included 18 

PDAC patients and the independent cohort (2) comprised 36 PDAC patients. Table 1 

shows the most relevant clinical characteristics of the patients from each cohort. 

Cohort 1, selected from our previous study [21], consisted of 9 men (50 %) and 9 

women (50 %) with a mean age of 61.4 (range 37–76). None of the patients had a 

history of chronic pancreatitis, but 7 (38.9 %) had a history of type II diabetes mellitus 

prior to being diagnosed with PDAC. At the time of diagnosis, 12 patients (66.6 %) had 

stage IV tumors and 6 (33.4 %) presented stage III tumors. 

The PDAC patients from Cohort 2 comprised 24 men (67 %) and 12 women (33 %) 

with a mean age of 60.0 (range 42–73). Only 2 patients (5.6 %) had a history of chronic 

pancreatitis, however, 14 patients (38.9 %) had a history of type II diabetes mellitus. At 

the time of diagnosis, all patients had stage IV tumors. 

Also, 18 healthy subjects were also included in the study. The control group consisted 

of 10 men (55.6 %) and 8 women (44.4 %) with a mean age of 60.4 (age range 35–74 

years); none of these subjects had a history of either chronic pancreatitis or type II 

diabetes mellitus. 
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Characteristic 
Cohort 1 (n=18) 

Nº. case (%) 
Cohort 2 (n=36) 

Nº. case (%) 

Sex 

  Male  9 (50 %) 24 (67 %) 

  Female 9 (50 %) 12 (33 %) 

Age Mean±SD  61.4±10.7 60.0±7.7 

  Maximum  76 73 

  Minimum  37 42 

Pancreatitis 

  Yes  0 (0 %)  2 (5.6 %) 

  No  18 (100 %) 34 (94.4 %) 

Diabetes 

  Yes  7 (38.9 %) 14 (38.9 %) 

  No 11 (61.1 %) 22 (61.1 %) 

Stage 

  I 0 (0 %) 0 (0 %) 

  II 0 (0 %) 0 (0 %) 

  III 6 (33.3 %) 0 (0 %) 

  IV 12 (66.7 %) 36 (100 %) 

Table 1. Characteristics of both Cohort 1 and Cohort 2 groups of PDAC patients. 

Differential Gene Expression Profiling of PBMCs from PDAC Patients 

After normalization and integration using virtual Array, the statistical differences in gene 

expression between the PDAC patients and healthy controls were analyzed with limma 

software. The data was integrated following the ComBat approach. From this meta-

analysis, 72 genes were consistently identified as being differentially expressed 

(p<0.01) with at least a 1.5-fold differential expression between the groups. Of these 72 

genes, 39 were overexpressed and 33 repressed (Table 2 and Additional files 1, 2 and 

3).  
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Gene Gene description ENTREZa FCb adj.P.Val 

FAIM3 Fas apoptotic inhibitory molecule 3 9214 - 2.17 4.59E-11 

IRAK3 
interleukin-1 receptor-associated 

kinase 3 
11213 1.84 4.59E-11 

DENND2D DENN/MADD domain containing 2D 79961 - 1.67 1.08E-09 

PLBD1 phospholipase B domain containing 1 79887 1.67 1.50E-09 

AGPAT9 
1-acylglycerol-3-phosphate O-

acyltransferase 9 
84803 1.58 1.47E-08 

aEntrez Gene Name 
bFold change 

Table 2. Coincident genes in the three analyses: Affymetrix, Illumina and integrated meta-

analysis. 

The meta-analysis findings were also compared with those obtained by 

individual analyses in both datasets to evaluate bias and reproducibility across 

the microarray studies. As a result, 14 genes already identified in the Affymetrix 

study were also highlighted by our meta-analysis, whereas 35 genes were 

shared with the Illumina study (Figure 1). Five of these genes were consistently 

identified by the three studies (Affymetrix, Illumina and integrated meta-

analysis) (Table 2). Additionally, 28 gained genes were found. Gained genes 

are those identified as differentially expressed in the meta-analysis but not in 

the individual studies. These genes may be only weakly relevant individually but 

provide more consistent expression patterns when several datasets are 

integrated [27].  
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Figure 1 Comparison of individual analyses by technology with integrated analysis. 

aCoincident genes in the three analyses: Affymetrix, Illumina and integrated meta-

analysis(Table 2). bRemaining differentially expressed genes in individual Illumina and the 

integrative meta-analysis (Additional file 1). cRemaining differentially expressed genes in 

individual Affymetrix and the integrative meta-analysis (Additional file 2). dDifferentially 

expressed genes in the integrative meta-analysis but not in individual analyses (gained genes) 

(Additional file 3) 

Discussion 

Affymetrix GeneChips and Illumina BeadChips are the main platforms used for gene 

expression microarrays. However, non-trivial systematic bias (batch effects) can occur 

in both making it necessary to use appropriate correction methods when integrating the 

datasets from the two technologies [13]. Also, differences in sequences and the 

number of probes make it even more difficult to integrate their datasets. Consequently, 

a complex integration method is mandatory in order to successfully perform consistent 

meta-analyses.  

Several batch correction and cross-platform normalization approaches have been 

proposed for this purpose, including mean-centering (MC), Distance Weighted 

Discrimination (DWD), and empirical Bayesian (ComBat) method. Even though the 

three proposals were compared for this integrated meta-analysis, the ComBat 

approach was finally selected. ComBat has been highly recommended in the literature 

due to its reduced computational cost and the fact it is independent of sample size [25]. 
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It has also proven to be fairly useful in reducing inter-platform variance, outperforming 

other similar approaches such as DWD or MC [13]. 

Other similar meta-analyses have already been carried out to identify biomarkers in 

pancreatic cancers from several microarray datasets [17]. Nevertheless, these 

solutions provide DEGs merely by statistically determining the intersection between 

datasets. In contrast, a more thorough integrative approach including batch correction 

and cross-platform normalization is proposed in this work.   

After this integration, 5 genes, namely FAMI3, IRAK3, DENND2D, PLBD1 and 

AGPAT9, were identified as being commonly differentially expressed by the individual 

analyses in Affymetrix and Illumina as well as by the integrated meta-analysis. These 

genes were considered reliable targets since they showed consistent differential 

expression in the integrated analysis. In fact, IRAK-3 has already been studied and 

validated by RT-qPCR in our previous study using Affymetrix [21]. Also, the other three 

genes validated in Affymetrix, namely ANKRD22, CLEC4D and VNN1 were similarly 

identified in the proposed meta-analysis.  

More specifically, our results showed downregulation of the gene encoding for the Fas 

apoptotic inhibitory molecule 3 (FAIM3 or TOSO), which plays an important role in the 

immune system as it encodes an Fc receptor for immunoglobulins (Ig), M. Fc receptors 

specifically bind to the Fc region of Igs to mediate the unique functions of each class 

[28, 29]. The expression of FAIM3 is reported in peripheral blood leukocytes and 

detected in high levels in chronic lymphocytic leukemia cells [21, 30]. It has been 

demonstrated that a decrease in FAIM3 expression results in increased apoptosis, 

however, increased FAIM3 expression resulting from CD25 antibody treatment protects 

T cells from IL-2-mediated activation-induced cell death (AICD) [31] underlining an 

involvement in the immune process.  

The upregulation of the gene IL-1 Receptor-Associated Kinase 3 (IRAK3) may provide 

a clue about the mechanisms leading to immune evasion by tumor cells. This gene is 

expressed in monocytes and macrophages [32] and can be triggered by Toll-like 

receptors (TLRs) [33, 34], which are expressed in various types of cancer [35]. Overall, 

IRAK-3 activation leads to immunosuppression [36] and allows the communication 

between tumor cells and macrophages facilitating cancer progression and a favorable 

microenvironment for the tumor [37, 38]. In fact, monocytes from chronic myeloid 

leukemia and metastatic cancer patients present IRAK-3 upregulation, leading to tumor 

formation and growth [21, 37, 39]. 
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The DENN/MADD Domain Containing 2D gene (DENND2D), another modified gene 

related to the immune system, has been suggested as a tumor suppressor gene [40]. 

DENN-domain proteins are differentially expressed in normal and neoplastic cells and 

regulate Rab GTPases, which play important roles in differentiation, proliferation 

processes, and regulation of cancer cells, among other things [40-42]. DENND2D has 

been proposed to suppress the tumorigenicity and proliferation of lung cancer cells [43, 

44]. In addition, the DENND2D mRNA expression level has been found to be 

significantly lower in esophageal squamous cell carcinoma tissues, hepatocellular 

carcinoma [45], lung cancers, immortalized bronchial epithelial cell lines and other 

precancerous lesions [40, 44]. 

In our study, the gene expression level coding for Phospholipase B Domain Containing 

1 (PLBD1) was shown to be elevated in PDAC patients. This gene is highly expressed 

in neutrophils and monocytes [46] and members of this family have been related to 

antibacterial defense [47].  

Metastatic ability is one of the major problems associated with pancreatic cancer. In 

this regard, our study reveals the overexpression of the 1-Acylglycerol-3-Phosphate O-

Acyltransferase 9 (AGPAT9 or MAG-1) gene, which has been associated with the 

metastatic process in lung cancer [48, 49]. Various important functions of AGPAT9 

have been described in this metastatic process. First, AGPAT9 is involved in the 

adaptation to the microenvironment, regulating the metabolism and hypoxia, and 

contributing to vascular development increasing the expression of VEGF. Furthermore, 

AGPAT9 is involved in mTOR pathway activation which is key in the metastatic 

process [50]. 

Additionally, 28 novel gained genes were found to have more robust patterns in the 

meta-analysis than in individual studies, making them statistically more significant as 

possible biomarkers (Additional file 3). 

Upregulated Annexin A3 (ANXA3) and downregulated Membrane-Spanning 4-Domains 

Subfamily A Member 1 (MS4A1) were novel gained genes discovered using this 

technique. These results are supported by Baine et al., who also included both genes 

as part of a predictor set of biomarkers in the PBMC of PC patients [51]. Also, 

Haptoglobin (HP) and Lipocalin 2 (LCN2) appeared upregulated in this new set of 

genes. The presence of fucosylated HP in serum has been associated to many 

cancers including hepatocellular, gastric and colon cancers, but the highest incidence 

has been observed in PC, mainly at an advanced stage [52]. Increased LCN2 levels 

have been related to the epithelial to mesenchymal transition [53] and proposed as a 
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serum marker for familial PC [54]. Moreover, we observed the upregulation of other 

genes like CD177 Molecule (CD177), Phospholipid Scramblase 1 (PLSCR1), Secretory 

Leukocyte Peptidase Inhibitor (SLPI), S100 Calcium Binding Protein A12 (S100A12) 

and Integrin Beta 3 (ITGB3), all of them related to the development of different 

gastrointestinal tumors [55-59].  

It is also noteworthy that all the novel genes that appeared downregulated are 

associated with the immune response: Granulysin (GNLY) functions as a chemotactic 

for T-lymphocytes, monocytes and other inflammatory cells [60]; Natural Killer Cell 

Granule Protein 7 (NKG7) is expressed in several cell types, including NK and T-cells 

[61]; C-type Lectin Domain Family 2, Member D (CLEC2D) is a receptor present in NK 

cells [62]; TXK Tyrosine Kinase (TKX) takes part in the Th1 cytokine production and is 

implicated in the adaptive immune response [63]; and RAS Guanyl Releasing Protein 1 

(RASGRP1) has been found to play an important role in T-cell development [64]. 

 

Conclusions 

An innovative meta-analysis has been performed to combine two gene expression 

datasets containing PDAC data and identify robust DEGs in these patients. Integrative 

meta-analyses have been shown to be powerful tools for identifying more robust DEGs 

when working with different data sources. Thus, an empirical Bayes approach 

(ComBat) has been employed in this study to integrate data from two different 

microarray technologies, namely Affymetrix GeneChip® Human Gene ST 1.0 Arrays 

and Illumina HumanHT-12 v4 Expression BeadChip, removing the batch effect 

between technologies and increasing the statistical significance of the subsequent 

analysis. The integrative analysis has confirmed the DEGs previously published for the 

Affymetrix data but has also located a set of gained genes that were not robust enough 

to be identified in the individual analyses. Thus, most of the genes identified have 

already been annotated as biomarkers in PDAC whereas other gained genes observed 

in this meta-analysis have also been related to several gastroenterological cancers. 

The proposed method has therefore been proven useful for more in-depth analysis of 

heterogeneous expression datasets, improving the identification of DEGs and 

discovering novel potential biomarkers for diagnosing PDAC. Future RT-qPCR studies 

will be performed to validate the gained genes that are considered interesting for this 

purpose. 

 



METODOLOGÍA Y RESULTADOS 

167 

Methods 

Study Population 

The 54 patients with unresectable PDAC recruited in this study were divided into two 

independent cohorts. Samples from cohort 1, selected from our previous study [21], 

include 18 patients with PDAC recruited from January 2009 to July 2012 at the Virgen 

de las Nieves University Hospital in Granada. Cohort 2 was also independent and 

included 36 new patients with PDAC, from a phase 2 randomized trial, recruited from 

March 2012 to February 2013 from 15 different hospitals mediated by the Spanish 

cooperative group for gastrointestinal tumor therapy (TTD). The diagnosis of PDAC 

was based on clinical evaluation and imaging studies, which were histologically 

confirmed by surgery or imaging-guided biopsy. The same enrolment criteria were 

applied to both cohorts. Finally, 18 gender-, age-, and habit- matched healthy controls 

were included. The study was approved by the Ethics Committee of the different 

hospitals, and all clinical investigations were conducted according to the principles 

expressed in the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained from 

all patients and controls before their enrolment in the study. 

Blood Collection and Isolation of Total RNA from PBMCs 

Prior to any chemotherapy regimen, peripheral blood samples (12 ml) from all patients 

and healthy controls were collected in PAXgene Blood RNA Tubes (PreAnalytix) and 

stored at room temperature for 24 hours, to achieve complete lysis of the blood cells 

and immediate and persistent RNA stabilization. The RNA from PBMCs was isolated 

using the PAXgene Blood RNA Kit (PreAnalytix) according to the manufacturer's 

instructions. The final concentration of purified RNA was quantified by absorbance at 

260 nm in a NanoDrop 2000c spectrophotometer (Thermo Scientific). The quality was 

determined using the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). All samples presented 

an RNA integrity number (RIN) >7.0 and a 28S:18S rRNA ratio >1.0. 

cDNA Microarray Analysis  

Whole genome cDNA microarray hybridization of samples was performed using two 

different platforms to identify potential PDAC markers. Affymetrix microarray-based 

gene expression profiling was carried out on the samples from the patients included in 

Cohort 1 and 18 healthy controls, using GeneChip® Human Gene ST 1.0 Arrays 

(Affymetrix Inc.) according to the recommended protocol. Briefly, 1 μg of high-quality 

total RNA was used to synthesize double-stranded cDNA, and biotin-tagged cRNA was 

produced. This cRNA was recovered, purified and then hybridized to the chips 
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overnight at 45° C. After being washed and stained, the arrays were scanned with a 

GeneChip Scanner 3000 7G (Affymetrix Inc.) following the manufacturer’s protocol. 

The gene expression levels of Cohort 2 and the same healthy controls were measured 

using the HumanHT-12 v4 Expression BeadChip (Illumina Inc.). Briefly, 1 μg of high-

quality total RNA isolated using the Illumina TotalPrep RNA Amplification Kit (Ambion) 

was amplified. Then, it was reverse transcripted into first and second strand cDNA, and 

biotin labeled cRNA were generated following the manufacturer’s instructions. This 

labeled cRNA was hybridized overnight to the arrays. The beadchips were washed, 

stained with dye-labeled streptavidin, and scanned with an Illumina IScan to measure 

the intensity. The raw data images were analyzed with Illumina Genome Studio 

software, which generated an average probe intensity for each sample.  

Microarray data processing and integrative meta-analysis  

All data processing and integration procedures were performed using the R statistical 

programming language. The data was integrated by adapting the scheme from Turbull 

et al. [13] with particular stages for the analysis of PDAC data in Affymetrix and 

Illumina. The workflow of the proposed meta-analysis is shown in Figure 2. More 

specifically, hybridization data from Affymetrix (Cohort 1) were first normalized using 

Robust Multi-array Average (RMA) analysis from the Bio-conductor R package oligo 

[22]. In the same way, Illumina expression data (Cohort 2) was pre-processed by 

applying Quantile Normalization (QN) from the R package lumi [23]. In both cases, 

genes with low variability expression values were discarded to reduce false-positive 

rates.  

Data from both platforms were integrated with the virtual Array software R package 

[24]. This software allows data from different microarray platforms to be merged by 

considering several batch effect removal and cross-platform correction methods. 

Specifically, the data was integrated using the empirical Bayes method (ComBat) [19]. 

The ComBat method merges the information from several genes with similar 

expression distributions in each dataset to estimate the average and variance in each 

of those genes [25]. From the integrated data, those genes most likely to be 

differentially expressed in PDAC patients versus controls were selected by analyzing 

the gene expression microarray data with the linear models for microarray data (limma) 

software package [26]. 
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Figure 2. Workflow of the whole integrated meta-analysis for integration of Affymetrix/Illumina 

expression data from PDAC datasets. 

Availability of data and material 

Data deposition: the data from both microarrays reported in this paper were deposited 

in the Gene Expression Omni-bus (GEO) database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) 

with accession numbers GSE49641 and GSE74629 for the Affymetrix and Illumina 

platforms, respectively. 
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Additional file 1. Remaining differentially expressed genes in individual Illumina and the 
integrative meta‐analysis. 

ENTREZ  SYMBOL  GENENAME  logFC  adj.P.Val  B  FC 

4318  MMP9 
matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa 
gelatinase, 92kDa type IV collagenase)  1.12  1.91E‐04  3.49  2.18 

3560  IL2RB  interleukin 2 receptor, beta  ‐0.98  5.50E‐07  10.88  ‐1.96 

3575  IL7R  interleukin 7 receptor  ‐0.96  5.80E‐07  10.71  ‐1.96 

3945  LDHB  lactate dehydrogenase B  ‐0.96  5.64E‐05  5.01  ‐1.92 

1236  CCR7  chemokine (C‐C motif) receptor 7  ‐0.95  3.79E‐07  11.39  ‐1.92 

353514  LILRA5 
leukocyte immunoglobulin‐like receptor, subfamily A 
(with TM domain), member 5  0.91  5.69E‐06  7.83  1.89 

23569  PADI4  peptidyl arginine deiminase, type IV  0.88  8.34E‐07  10.23  1.83 

973  CD79A  CD79a molecule, immunoglobulin‐associated alpha  ‐0.86  1.10E‐05  7.08  ‐1.82 

51176  LEF1  lymphoid enhancer‐binding factor 1  ‐0.86  5.50E‐07  10.82  ‐1.82 

6191  RPS4X  ribosomal protein S4, X‐linked  ‐0.83  6.19E‐04  1.98  ‐1.79 

3820  KLRB1  killer cell lectin‐like receptor subfamily B, member 1  ‐0.8  2.71E‐07  11.89  ‐1.75 

5583  PRKCH  protein kinase C, eta  ‐0.76  5.18E‐08  13.9  ‐1.69 

2205  FCER1A 
Fc fragment of IgE, high affinity I, receptor for; alpha 
polypeptide  ‐0.74  8.77E‐07  10.1  ‐1.67 

3674  ITGA2B 
integrin, alpha 2b (platelet glycoprotein IIb of IIb/IIIa 
complex, antigen CD41)  0.74  8.40E‐05  4.56  1.67 

916  CD3E  CD3e molecule, epsilon (CD3‐TCR complex)  ‐0.74  8.77E‐07  10.1  ‐1.67 

7850  IL1R2  interleukin 1 receptor, type II  0.73  5.43E‐04  2.15  1.66 

939  CD27  CD27 molecule  ‐0.72  5.18E‐08  13.95  ‐1.64 

3702  ITK  IL2‐inducible T‐cell kinase  ‐0.7  1.41E‐06  9.56  ‐1.61 

2113  ETS1 
v‐ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene 
homolog 1  ‐0.69  1.11E‐03  1.22  ‐1.61 

762  CA4  carbonic anhydrase IV  0.67  2.92E‐06  8.64  1.60 

10410  IFITM3  interferon induced transmembrane protein 3  0.67  2.80E‐03  0.15  1.59 

1462  VCAN  versican  0.66  1.09E‐04  4.23  1.58 

340205  TREML1  triggering receptor expressed on myeloid cells‐like 1  0.66  7.55E‐04  1.7  1.58 

6194  RPS6  ribosomal protein S6  ‐0.66  1.59E‐04  3.74  ‐1.59 

3101  HK3  hexokinase 3 (white cell)  0.65  4.33E‐06  8.14  1.57 

2162  F13A1  coagulation factor XIII, A1 polypeptide  0.64  3.38E‐03  ‐0.09  1.55 

6556  SLC11A1 
solute carrier family 11 (proton‐coupled divalent metal 
ion transporter), member 1  0.62  9.55E‐04  1.41  1.54 

5610  EIF2AK2  eukaryotic translation initiation factor 2‐alpha kinase 2 0.62  5.07E‐05  5.19  1.54 

919  CD247  CD247 molecule  ‐0.6  5.64E‐07  10.76  ‐1.52 

3003  GZMK  granzyme K (granzyme 3; tryptase II)  ‐0.6  1.78E‐04  3.59  ‐1.52 
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Additional file 2. Remaining differentially expressed genes in individual Affymetrix and the 
integrative meta‐analysis. 

ENTREZ  SYMBOL  GENENAME  logFC  adj.P.Val  B  FC 

6279  S100A8  S100 calcium binding protein A8  0.93  8.20E‐05  4.59  1.90 

118932  ANKRD22  ankyrin repeat domain 22  0.86  6.22E‐08  13.67  1.81 

8876  VNN1  vanin 1  0.84  4.07E‐07  11.29  1.79 

2153  F5  coagulation factor V (proaccelerin, labile factor)  0.77  5.22E‐09  16.89  1.71 

383  ARG1  arginase 1  0.71  3.45E‐04  2.72  1.64 

54674  LRRN3  leucine rich repeat neuronal 3  ‐0.71  7.24E‐06  7.56  ‐1.64 

64757  MARC1  mitochondrial amidoxime reducing component 1  0.66  5.50E‐07  10.84  1.58 

338339  CLEC4D  C‐type lectin domain family 4, member D  0.6  1.55E‐04  3.79  1.52 

115352  FCRL3  Fc receptor‐like 3  ‐0.59  5.84E‐11  22.01  ‐1.49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



METODOLOGÍA Y RESULTADOS 

179 

Additional file 3. Differentially expressed genes in the integrative meta‐analysis but not in 
individual analysis (gained genes) 

ENTREZ  SYMBOL  GENENAME  logFC  adj.P.Val  B  FC 

57126  CD177  CD177 molecule  1.02  7.32E‐04  1.75  2.02 

6283  S100A12  S100 calcium binding protein A12  0.93  1.98E‐04  3.44  1.91 

3690  ITGB3 
integrin, beta 3 (platelet glycoprotein IIIa, antigen 
CD61)  0.84  6.56E‐04  1.88  1.79 

3240  HP  haptoglobin  0.82  2.37E‐05  6.13  1.76 

306  ANXA3  annexin A3  0.81  1.06E‐04  4.25  1.76 

931  MS4A1 
membrane‐spanning 4‐domains, subfamily A, member 
1  ‐0.8  1.64E‐06  9.35  ‐1.72 

671  BPI  bactericidal/permeability‐increasing protein  0.73  7.89E‐04  1.65  1.66 

10578  GNLY  granulysin  ‐0.72  3.88E‐04  2.57  ‐1.64 

123036  TC2N  tandem C2 domains, nuclear  ‐0.72  1.85E‐03  0.62  ‐1.64 

6234  RPS28  ribosomal protein S28  ‐0.68  4.68E‐05  5.28  ‐1.61 

4818  NKG7  natural killer cell granule protein 7  ‐0.68  1.76E‐04  3.61  ‐1.61 

3934  LCN2  lipocalin 2  0.68  6.22E‐03  ‐0.85  1.60 

29121  CLEC2D  C‐type lectin domain family 2, member D  ‐0.66  2.69E‐04  3.02  ‐1.59 

2352  FOLR3  folate receptor 3 (gamma)  0.66  1.94E‐03  0.57  1.58 

7294  TXK  TXK tyrosine kinase  ‐0.66  3.82E‐05  5.53  ‐1.59 

10125  RASGRP1 
RAS guanyl releasing protein 1 (calcium and DAG‐
regulated)  ‐0.65  3.06E‐06  8.56  ‐1.56 

5359  PLSCR1  phospholipid scramblase 1  0.64  3.12E‐07  11.68  1.56 

6590  SLPI  secretory leukocyte peptidase inhibitor  0.64  8.20E‐04  1.6  1.55 

6480  ST6GAL1  ST6 beta‐galactosamide alpha‐2,6‐sialyltranferase 1  ‐0.63  3.60E‐10  19.99  ‐1.56 

10398  MYL9  myosin, light chain 9, regulatory  0.62  2.33E‐04  3.22  1.53 

81539  SLC38A1  solute carrier family 38, member 1  ‐0.62  1.11E‐05  7.06  ‐1.54 

26253  CLEC4E  C‐type lectin domain family 4, member E  0.61  2.92E‐05  5.89  1.53 

117157  SH2D1B  SH2 domain containing 1B  ‐0.61  5.50E‐07  10.86  ‐1.52 

6844  VAMP2 
vesicle‐associated membrane protein 2 (synaptobrevin 
2)  ‐0.61  3.02E‐06  8.6  ‐1.52 

353345  GPR141  G protein‐coupled receptor 141  0.6  4.77E‐05  5.25  1.51 

58484  NLRC4  NLR family, CARD domain containing 4  0.59  2.65E‐07  11.95  1.51 

8291  DYSF  dysferlin  0.59  6.61E‐04  1.87  1.51 

6272  SORT1  sortilin 1  0.59  9.80E‐08  13.03  1.50 
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VII. DISCUSIÓN 

A pesar de los recientes avances en el tratamiento y diagnóstico del 

PDAC, el más común de los tumores de páncreas, esta patología sigue siendo 

un problema sanitario de primer orden, no tanto por su incidencia, baja en 

relación a otros tipos tumorales, como por su mortalidad, que se considera 

extremadamente elevada [18]. Uno de los factores esenciales de la presente 

situación es la imposibilidad de hacer un diagnóstico precoz de la enfermedad 

por la falta de síntomas específicos y la no existencia de marcadores fiables 

que permitan detectarla. En consecuencia, en el momento del diagnóstico la 

mayoría de los pacientes no son aptos para la realización de una resección 

quirúrgica curativa [7], lo que conduce a unas muy bajas tasas de 

supervivencia tanto en el primer año como en los primeros cinco años tras el 

diagnóstico [22]. De hecho, solo alrededor del 20% de los pacientes presentan 

enfermedad resecable en el momento del diagnóstico [11]. Esta circunstancia, 

unida al previsible aumento de las tasas de incidencia y mortalidad de la 

enfermedad en los próximos años [23], pone de manifiesto la importancia de 

lograr un diagnóstico temprano para mejorar el pronóstico de estos pacientes 

[285]. En este contexto y basándonos en técnicas de microarrays, nuestro 

trabajo de investigación pretende avanzar en la determinación de nuevos 

biomarcadores que puedan ser detectados en sangre periférica y que ayuden a 

dignosticar el PDAC y/o puedan ser factores predictivos de la respuesta al 

tratamiento actual.  

 

1. Modulación de la expresión génica de PBMCs como 

marcador de la presencia de PDAC 

Los avances moleculares sobre el PDAC han permitido ensayar un gran 

número de biomarcadores para su detección. Sin embargo, CA19-9 continúa 

siendo el único biomarcador utilizado en la rutina clínica. Entre sus limitaciones 

destacan el aumento de su nivel en suero ante patologías no tumorales y la 
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incapacidad de síntesis, incluso en condiciones neoplásicas, por parte de un 

sector de la población [65]. Por tanto, dada su limitada precisión, no se 

recomienda como herramienta diagnóstica para esta enfermedad [84]. Son 

numerosas las moléculas ensayadas como nuevos biomarcadores diagnósticos 

de esta patología. Sin embargo, su prueba de validación ante grandes cohortes 

de estudio independientes ha revelado, con mucha frecuencia, su falta de 

precisión y sus bajos valores de sensibilidad y especificidad, reduciendo, por 

tanto, su aplicabilidad clínica [267]. 

Una vía de búsqueda de nuevos marcadores de patología tumoral se ha 

basado en la influencia que ejerce la enfermedad neoplásica sobre el sistema 

inmune en general y sobre las PBMCs en particular [274]. En este sentido, 

numerosos estudios han evaluado la utilidad de las PBMCs como 

biomarcadores en cáncer [276], siendo de particular interés el estudio de las 

alteraciones transcriptómicas en estas células. Las estrategias explotadas por 

las células tumorales para lograr la evasión de la respuesta inmunitaria y su 

reconocimiento por parte de las células inmunes, se han propuesto como 

eventos principales en la alteración del perfil de expresión génica observado en 

las PBMCs de pacientes con cáncer. Los cambios observados en fases 

iniciales de la carcinogénesis hacen del estudio de las PBMCs una herramienta 

potencialmente útil en la detección temprana del PDAC [283]. 

Whitney y cols. (2003) realizaron un primer estudio sobre pacientes con 

linfoma difuso de células B grandes y leucemia linfocítica crónica. Sus 

resultados mostraron variación en el perfil de expresión génica de los pacientes 

con cáncer [286], sugiriendo que el transcriptoma de las PBMCs podría 

constituir un biomarcador potencial para el diagnóstico del cáncer. Similares 

resultados se obtuvieron en pacientes con carcinoma renal avanzado, 

demostrando la utilidad diagnóstica del perfil de expresión génica de las 

PBMCs más allá de las neoplasias hematológicas [287]. 

En el contexto del PDAC, Huang y cols. [282] identificaron 48 genes 

diferencialmente expresados entre PBMCs de pacientes con cáncer de 

páncreas y de sujetos sanos. Posteriormente, se demostró la sobreexpresión 

del gen OLFM4, implicado en el control de la proliferación, diferenciación y 
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apoptosis celular [288], en pacientes con PDAC versus controles sanos con 

una diferencia de más de 4 folds, sugiriendo su uso como biomarcador de 

screening para PDAC [289]. No obstante, el estudio fue realizado con un 

tamaño muestral muy reducido (5 pacientes con PDAC y 5 sujetos sanos), no 

pudiendo corroborarse los resultados en estudios más amplios. En la misma 

dirección, Baine y cols. [283] propusieron un panel de 8 genes con expresión 

alterada como biomarcador para el PDAC, mostrando una precisión diagnóstica 

del 79%. Posteriormente, los mismos autores modificaron ligeramente este 

conjunto de genes y aumentaron el tamaño muestral, consiguiendo un panel 

biomarcador que, combinado con los niveles de CA19-9 en plasma, era capaz 

de discriminar entre pacientes con cáncer de páncreas resecable y pacientes 

con pancreatitis crónica mejor que el CA19-9 solo [284]. 

Nuestro estudio analiza el perfil de expresión génica de PBMCs de 

pacientes con PDAC e individuos sanos utilizando la técnica de microarrays. 

Los resultados han permitido identificar un conjunto de 87 genes que 

mostraban diferencias de expresión significativas entre ambos grupos. De este 

grupo, 9 genes mostraban una diferencia ≥2 folds. Dada la naturaleza de la 

muestra empleada, seleccionamos aquellos genes que estaban relacionados 

con la respuesta inmune y/o proteínas de unión en plasma con el objetivo de 

establecer un panel de biomarcadores capaz de discriminar entre pacientes 

con PDAC e individuos sanos. Dicho panel estuvo formado por los genes 

ANKRD22, CLEC4D, VNN1 e IRAK3, todos ellos con expresión elevada en 

pacientes con PDAC. Además, con el objetivo de validar los resultados 

obtenidos por una técnica alternativa al microarray, evaluamos las diferencias 

de expresión de estos genes en la misma cohorte de pacientes con PDAC, 

observándose resultados de expresión génica muy similares a los obtenidos 

previamente.  

El gen ANKRD22 presentó la mayor sobrerregulación en las muestras de 

PDAC, con valores de expresión 3,26 y 3,06 veces superiores a los controles 

sanos, medidos por microarrays y qPCR, respectivamente. Actualmente, se 

desconoce la función de este gen, aunque ha sido patentado por Rosenthal y 

cols. (referencia US20130065791A1) como biomarcador para detección 
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temprana y screening en cáncer colorrectal [290] y por Brichard y cols. 

(referencia WO2007140958A2) como biomarcador de respuesta a 

inmunoterapia en cáncer [291]. Nuestros resultados apoyan los del ya 

mencionado estudio de Baine y cols. [283] quienes demostraron la 

sobreexpresión de ANKRD22 en PBMCs de pacientes con PDAC dentro de un 

panel de 8 genes que permitía distinguir entre pacientes e individuos sanos con 

una sensibilidad del 83% y una especificidad del 75%. Sin embargo, la 

diferencia de expresión obtenida en este estudio para ANKRD22 mediante 

microarrays (1,676 folds) no fue tan elevada como en nuestro caso (3,26 folds). 

Además, aunque su estudio de validación por qPCR mostró sobreexpresión de 

ANKRD22 (1,16 folds), esta no alcanzó el punto de corte fijado por los autores 

(>1,5 folds). Las discrepancias con nuestros resultados podrían deberse a la 

población de estudio seleccionada, que incluía diferentes estadios de la 

enfermedad. En nuestro estudio, la homogeneidad de la cohorte de pacientes 

evitó el posible sesgo de la fase tumoral en la expresión génica [292]. 

Los genes CLEC4D y VNN1 aparecieron también sobreexpresados en 

nuestros pacientes con PDAC mostrando fold changes similares tanto en los 

estudios mediante microarrays como en los de qPCR (2,36 y 2,21, 

respectivamente para CLEC4D; 2,34 y 2,17, respectivamente para VNN1). 

CLEC4D pertenece a la familia de receptores lectina tipo C y se expresa en 

ciertas poblaciones celulares de sangre periférica como en monocitos 

inflamatorios (CD14+ CD16-) y en neutrófilos (CD16+), lo que sugiere su 

implicación en procesos de la inmunidad innata. Sin embargo, no se expresa 

en otros leucocitos de sangre periférica como células T CD8+ o CD4+, células 

B CD19+ y células NK CD56+ [293]. Se ha sugerido que este receptor está 

implicado en la captación de antígenos en el sitio de infección, bien para su 

eliminación o para su procesamiento y posterior presentación a células T [294]. 

Además, se ha observado su participación en la inducción de fagocitosis y 

producción de citoquinas proinflamatorias (como el factor de necrosis tumoral -

TNF), apoyando su papel en procesos de reconocimiento y eliminación de 

patógenos [293]. Estudios in vitro demuestran la sobreexpresión de este gen 

tras la exposición a citoquinas como IL-6, TNFα, interferón (IFN) γ e IL-10, en 

macrófagos, neutrófilos y monocitos humanos [293, 294], citoquinas, todas 
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ellas, relacionadas con la tumorogénesis pancreática. De hecho, estas 

citoquinas son producidas en el microambiente tumoral por las propias células 

neoplásicas o por las células inmunes, desencadenando una respuesta 

protumoral por parte de los linfocitos T helper (Th) 2 y promoviendo el 

crecimiento de las células tumorales [295, 296]. El hecho de que CLEC4D se 

sobreexprese en PBMCs al exponerse a estas citoquinas in vitro sugiere que, 

en los pacientes con PDAC, estas mismas células podrían modular la 

expresión del receptor al entrar en contacto con el microambiente tumoral, 

reflejando la presencia de un proceso neoplásico en el paciente.  

El gen VNN1 codifica para una ectoenzima anclada a la superficie de 

distintos tipos celulares [297], como células estromales del timo, células 

epiteliales perivasculares y otros tipos celulares relacionados con los vasos 

sanguíneos [298]. Este gen está implicado en la colonización del timo por 

células precursoras hematopoyéticas, aunque también se ha relacionado con la 

colonización de otros órganos [298, 299]. Se ha descrito la participación de 

VNN1 en procesos de adhesión [299] y migración celular [300], activación de la 

gluconeogénesis hepática [301] y estrés oxidativo [297, 302], este último, 

asociado a varias enfermedades autoinmunes (diabetes tipo I) [302]. En este 

sentido, varios estudios han detectado niveles incrementados de VNN1 en la 

orina y sangre de pacientes diabéticos [301] y en PBMCs sometidas a estrés 

oxidativo [302]. Además, VNN1 podría participar en el control de la producción 

de factores proinflamatorios por parte de células epiteliales [303], lo que vincula 

la expresión del gen con procesos de inflamación [297, 300]. Así mismo, se ha 

demostrado que la expresión de VNN1 puede ser inducida por la exposición a 

citoquinas proinflamatorias, como IFNγ y TNFα [304]. Estudios en modelos 

murinos de cáncer de colon asociado a enfermedad inflamatoria intestinal, 

sugieren que la proteína codificada por este gen podría estar implicada en la 

proliferación epitelial y/o inflamación, dado que mayor expresión de VNN1 se 

asoció con la activación del promotor tumoral NF-κB [303]. Estos autores 

demostraron que ratones knockout para VNN1 presentaban menor desarrollo 

tumoral debido a una menor activación de vías inflamatorias en las células 

epiteliales intestinales. Así, postulan que la expresión epitelial de VNN1 crea 

unas condiciones favorables para el desarrollo tumoral, aumentando el estado 
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inflamatorio en el microambiente pretumoral. Dado el impacto del 

microambiente en la tumorogénesis del PDAC [305-308], el contacto de las 

PBMCs con citoquinas proinflamatorias en el entorno tumoral podría explicar 

los incrementos de expresión de VNN1 en estos pacientes. 

Ambos genes, CLEC4D y VNN1, fueron incluidos por Marshall y cols. 

[309] en un panel de 7 genes para discriminar entre pacientes con cáncer 

colorrectal y personas sanas empleando ARN de PBMCs. Sus resultados 

mostraron una precisión del 71%, una sensibilidad del 72% y una especificidad 

del 70%. Posteriormente, este panel fue validado en una población de estudio 

que incluía diferentes grupos étnicos con distintas susceptibilidades para 

cáncer colorrectal, consiguiendo resultados comparables a los obtenidos en su 

estudio previo [310] y determinando las fases de la enfermedad [311]. Los 

valores de expresión obtenidos para ambos genes fueron menores que los 

detectados en nuestros pacientes con PDAC, lo que podría atribuirse al tipo 

tumoral estudiado. Por otra parte, la sobreexpresión de VNN1 asociada a la del 

gen MMP-9 fue observada en pacientes con diabetes mellitus y cáncer de 

páncreas, de modo que estos autores propusieron la determinación de esta 

combinación de genes como un sistema para discriminar entre estos pacientes 

y aquellos que sólo presentaban diabetes mellitus tipo II. Obtuvieron una 

sensibilidad del 95,8% y una especificidad del 76%, destacando la utilidad de 

estos genes en la detección temprana del cáncer de páncreas en este grupo de 

riesgo [282]. En nuestro estudio, no se observaron diferencias en la expresión 

de MMP-9 entre pacientes y controles, probablemente debido a la baja 

prevalencia de diabetes tipo II en el grupo de pacientes seleccionados. 

Otra de las alteraciones identificadas en nuestros pacientes con PDAC 

fue la sobreexpresión en las PBMCs del gen IRAK3 (microarrays 2,1; qPCR 

2,07 folds). La expresión de este gen se ha descrito principalmente en 

monocitos y macrófagos [312], aunque también se ha detectado en otros tipos 

celulares, como fibroblastos, células B y células epiteliales alveolares [313]. El 

gen IRAK3 está implicado en la señalización inmune innata y adaptativa [314], 

siendo un importante regulador negativo en el contexto de la señalización de 

los receptores tipo Toll (TLR) y en la homeostasis de la inmunidad innata [312]. 
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Cuando los TLRs se activan, se desencadena la señalización NF-κB y MAPK, 

lo que culmina con la inducción de genes de defensa dando lugar a procesos 

inflamatorios [315]. IRAK3 modula la activación de los TLRs ya que controla la 

producción de citoquinas inflamatorias a través de la regulación negativa de la 

señalización TLR4, actuando como un inhibidor de las vías NF-κB [315] y 

MAPK [316]. 

Estudios en modelos murinos con diabetes tipo I han señalado la relación 

entre la deficiencia de IRAK3 (IRAK3-/-) y los procesos de autoinmunidad, 

conduciendo a una rápida progresión de la enfermedad, y demostrando su 

papel modulador sobre la respuesta inmune innata [317]. De esta forma, 

IRAK3·ayuda a desactivar la señalización inmune y prevenir respuestas 

inflamatorias excesivas. Sin embargo, las células tumorales pueden explotar la 

función inhibitoria de IRAK3 para evadir la vigilancia inmune [314, 318]. Su 

expresión puede desactivar la inflamación antitumoral, amortiguando la 

actividad de NF-κB en las células inmunes durante el fenómeno de tolerancia 

[312]. Los resultados en ratones IRAK3-/- inoculados con células tumorales 

murinas de melanoma y fribrosarcoma (B16-F0 y TM-7, respectivamente), 

indican que las deficiencias en la expresión de este gen potencian la respuesta 

inmune contra el tumor, y por tanto, la resistencia al crecimiento tumoral [314]. 

En modelos murinos de cáncer de pulmón, los resultados son similares [318]. 

La producción de ácido hialurónico y TGF-β por parte de las células tumorales, 

constituyen ejemplos de estrategias de evasión inmune vía expresión de 

IRAK3. El ácido hialurónico es reconocido por monocitos y macrófagos 

(mediante los receptores CD44 y TLR4) [312], iniciando una cascada de 

señalización que conduce a la producción de TNFα, el cual induce la expresión 

de IRAK3 [319], llevando a la tolerancia inmune [312]. Por otra parte, la 

citoquina TGF-β induce la expresión de IRAK3, permitiendo a las células 

tumorales escapar de la respuesta inmunitaria generada por los macrófagos 

infiltrantes tumorales. De hecho, estudios in vitro han mostrado la 

sobreexpresión de IRAK3 en PBMCs humanas tras su exposición a líneas 

celulares de cáncer de pulmón [318]. En la misma dirección, varios estudios 

han identificado una expresión alterada de IRAK3 en pacientes con cáncer. Así, 

se ha detectado la sobreexpresión de este gen en PBMCs de pacientes con 
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leucemia mieloide crónica y cáncer gástrico metastásico. Además, dicha 

sobrerregulación se ha correlacionado con mal pronóstico en pacientes con 

cáncer de pulmón sugiriendo su implicación en el crecimiento tumoral [318, 

320]. 

Obtenido el panel de biomarcadores para PDAC mediante microarrays, la 

validación de su capacidad diagnóstica se realizó mediante ensayo ciego 

independiente usando qPCR y empleando 30 muestras nuevas independientes 

de las anteriores (15 pacientes con PDAC y 15 controles sanos). Nuestros 

resultados confirmaron la capacidad del grupo de genes para discriminar entre 

pacientes con PDAC e individuos sanos. Una vez verificado el panel predictor, 

realizamos un análisis estadístico para determinar la combinación que ofrecía 

mayor precisión diagnóstica. Los resultados obtenidos demostraron que la 

pareja formada por CLEC4D e IRAK3 constituía la combinación óptima para 

diferenciar entre pacientes con PDAC y controles sanos, proporcionando una 

precisión del 93%, una sensibilidad del 86% y una especificidad del 100%. De 

acuerdo con estas evidencias, hemos demostrado el impacto que el PDAC 

tiene sobre las PBMCs de los pacientes, sugiriendo que la exposición de estas 

células al ambiente tumoral provoca cambios en su perfil de expresión génica 

que refleja la presencia de la neoplasia. Este hecho, unido a las elevadas tasas 

de precisión conseguidas con nuestro panel predictor, hace del estudio 

transcriptómico de PBMCs una herramienta potencial para el diagnóstico de 

esta enfermedad.  

 

2. Paneles de biomarcadores en PDAC: estudio de distintas 

plataformas de microarrays 

Dado el elevado potencial de la tecnología de microarrays para el 

descubrimiento de biomarcadores tumorales basados en el perfil de expresión 

génica, esta metodología se ha convertido en una herramienta ampliamente 

utilizada en la investigación en cáncer [321]. Esto ha llevado a la existencia de 

una amplia gama de diferentes plataformas comerciales para este tipo de 

estudios, sujetas a distintos procesos de fabricación, variación respecto a las 
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sondas empleadas, deposición o producción de dichas sondas, marcaje, etc. 

Además, existen numerosas herramientas estadísticas disponibles para el 

análisis de los resultados. Todo ello, unido a las diferencias en los protocolos 

experimentales empleados entre laboratorios [322], hace muy difícil la 

comparación de los resultados de microarrays generados por distintos grupos 

de investigación, reduciendo la utilidad de los datos disponibles [323]. Por otro 

lado, la investigación en cáncer puede conllevar tamaños muestrales limitados, 

como ocurre en el caso del PDAC, cuya baja incidencia hace que muchos de 

los estudios publicados cuenten con un número bajo de pacientes, lo que 

puede conducir a resultados dudosos desde el punto de vista estadístico [324]. 

Estas limitaciones no solo ponen de manifiesto la importancia de la 

implementación de procedimientos más estandarizados en los experimentos de 

microarrays, sino que desvelan la necesidad de desarrollar técnicas que hagan 

plausible la comparación entre distintos estudios. 

En este contexto, la integración de datos generados mediante distintas 

plataformas de microarrays, usando técnicas de metaanálisis, permite mejorar 

la consistencia y poder estadístico de esta tecnología [325]. Nuestro estudio 

incluye la comparación de dos conjuntos de datos generados a partir de 

distintas plataformas de microarrays, con el fin de encontrar genes expresados 

diferencialmente que puedan constituir biomarcadores potenciales para el 

diagnóstico de esta enfermedad. Para el primer conjunto de datos utilizamos 

los resultados obtenidos en el estudio previamente descrito, en el que se 

empleó la plataforma GeneChip® Human Gene ST 1.0 Arrays de Affymetrix. 

Para el segundo análisis, contamos con nuevas muestras de pacientes con 

PDAC y con la misma población de individuos control, empleando la plataforma 

HumanHT-12® v4 Expression BeadChip de Illumina, para el estudio. 

Estas dos plataformas representan dos de las principales tecnologías de 

microarrays para estudios de expresión génica [326]. Aunque ambas 

plataformas se basan en el empleo de sondas de oligonucleótidos, varían en su 

diseño y fabricación. Los chips de Affymetrix incluyen múltiples sondas para 

cada gen, oligonucleótidos cortos (alrededor de 25 pb) que se sintetizan in situ 

mediante fotolitografía, quedando adheridas a la superficie del chip y ocupando 
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una localización predefinida [236]. Por el contrario, en el método de producción 

de los BeadChips de Illumina, la síntesis de las sondas y su adhesión a la 

matriz se realizan por separado [240]. Además, las sondas se basan en 

oligonucleótidos largos, estando constituidas por un oligonucleótido de 50pb 

específico del gen y otro de 23pb que representa la dirección molecular [327]. 

Una vez sintetizadas, estas sondas se adhieren a pequeñas esferas de tamaño 

micrométrico, siendo estas últimas las que se disponen sobre la matriz de 

forma aleatoria [240, 327]. En este caso, las sondas no tienen una disposición 

específica, por lo que se realiza un paso de descodificación para determinar la 

ubicación de cada sonda en el microarray [240]. 

Tras analizar los datos obtenidos a partir de cada una de las plataformas 

en base a los criterios establecidos (p-value <0,01; fold change >1,5), 

identificamos como diferencialmente expresados, 64 genes con la plataforma 

Affymetrix y 150 genes con la tecnología de Illumina. Sin embargo, dadas las 

diferencias existentes entre ambas tecnologías y entre los procedimientos 

experimentales seguidos, la comparación directa de estos datos originaría 

importantes sesgos en los resultados. Para evitarlo, es necesario el empleo de 

métodos de corrección que permitan integrar adecuadamente los datos de 

dichas plataformas [325]. 

Con el objetivo realizar una comparativa adecuada, realizamos un 

metaanálisis empleando un método de integración que incluyó la corrección del 

efecto batch (lote) y la normalización entre plataformas mediante el método 

empírico de Bayes (ComBat) [328]. Este último método es muy útil para reducir 

la varianza entre plataformas y es el recomendado para este tipo de estudios 

[325], ya que es independiente del tamaño de la muestra y conlleva un bajo 

coste computacional [329]. 

Hace más de una década, Grutzman y cols. [324] ya realizaron un 

metaanálisis en PDAC incluyendo varios conjuntos de datos de expresión 

génica generados por microarrays, e identificaron casi 570 genes 

desregulados. Sin embargo, estos autores incluyeron menos de 3.000 genes 

en su metaanálisis. Recientemente, se han publicado diferentes estudios 

aplicando técnicas de metaanálisis para identificar diferencias de expresión 
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génica en el contexto tumoral [330-332]. En este sentido, Goonesekere y cols. 

[333] realizaron un metaanálisis a partir de varios conjuntos de datos 

generados por microarrays, con el objetivo de identificar biomarcadores en 

cáncer de páncreas, aunque su investigación se basó en la identificación de 

genes expresados diferencialmente determinando estadísticamente la 

intersección entre los conjuntos de datos. En contraste, en nuestro estudio 

hemos realizado una rigurosa integración, incluyendo la corrección del efecto 

batch y la normalización entre plataformas. Por otro lado, existen estudios 

previos que han comparado datos generados a partir de las plataformas de 

Affymetrix e Illumina [323, 325] aunque ninguno de ellos se ha realizado en el 

contexto del PDAC. 

Una vez integrados todos los datos, conseguimos identificar 5 genes 

(FAMI3, IRAK3, DENND2D, PLBD1 y AGPAT9) que aparecían como 

diferencialmente expresados en los tres análisis realizados, es decir, en los 

estudios individuales con Affymetrix e Illumina y en el metaanálisis. Estos 

genes se han considerado como candidatos fiables para ser biomarcadores de 

PDAC, ya que han mostrado una diferencia de expresión significativa en los 

tres análisis. De hecho, el gen IRAK3 ya se estudió y validó por qPCR en 

nuestro estudio previo basado solo en la plataforma Affymetrix [334]. Los otros 

3 genes seleccionados del estudio previo con la plataforma Affymetrix, 

ANKRD22, CLEC4D y VNN1, también se mostraron como diferencialmente 

expresados en nuestro metaanálisis, aunque no en la plataforma de Illumina.  

Un análisis más profundo de nuestros resultados, muestra una 

disminución en la expresión de los genes FAIM3/TOSO y DENND2D, siendo el 

primero de ellos el que se presentó más bajorregulado (-2,17 y -1,67 folds, 

respectivamente). El gen FAIM3/TOSO se ha relacionado con la inmunidad 

innata [335] y adaptativa [336]. De hecho, su expresión se observa 

principalmente en células inmunes [337], siendo particularmente elevada en 

linfocitos B (CD19+) y T (CD4+/CD8+) y células NK (CD56+/CD3-) [338]. Este 

gen codifica para un receptor Fc de inmunoglobulinas (Ig), los cuales median 

funciones únicas de cada clase [339]. Por otro lado, FAIM3/TOSO regula 

negativamente la apoptosis de linfocitos [340], es decir, su baja expresión 
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resulta en una elevada apoptosis mientras que el incremento de su expresión, 

mediante tratamiento con el anticuerpo CD25, protege a las células T de la 

muerte celular programada [341]. Además, este gen se ha relacionado con la 

ruta de señalización del receptor del TNF (TNFR) [340] y la activación de 

granulocitos, monocitos y células dendríticas [342]. Dentro del contexto 

neoplásico, varios estudios han demostrado una expresión elevada de 

FAIM3/TOSO en células de leucemia linfocítica crónica [338, 343, 344], la cual 

a su vez se ha relacionado con el pronóstico de la enfermedad [337, 345-347]. 

Por otra parte, el gen DENND2D también se ha relacionado con el 

sistema inmune como un supresor tumoral [348]. De hecho, las proteínas con 

dominio DENN presentan una expresión diferencial entre células normales y 

neoplásica, estando implicadas en la regulación de Rab GTPasas que 

intervienen en la proliferación, transporte de vesículas y procesos de adhesión 

y migración de células tumorales [348-350]. DENND2D se ha relacionado con 

la supresión de la carcinogénesis y la proliferación de células de cáncer de 

pulmón [351, 352]. Un reducción de su expresión ha sido detectada en líneas 

celulares epiteliales bronquiales inmortalizadas, lesiones precancerosas 

pulmonares [352] y en varios tipos tumorales, como carcinoma esofágico de 

células escamosas [348], carcinoma hepatocelular [353], cáncer de pulmón 

[352] y cáncer gástrico [354]. Además, DENND2D se ha incluido en un panel 

biomarcador para predecir el riesgo de cáncer de mama [355], y su baja 

expresión se ha propuesto como biomarcador de recurrencia temprana y mal 

pronóstico en carcinoma hepatocelular [353] y en cáncer gástrico [354]. 

De los 3 genes (IRAK3, PLBD1 y AGPAT9) que aumentaron su expresión 

en los tres estudios realizados (metaanálisis y los estudios con Affymetrix e 

Illumina), el primero, IRAK3, fue el que presentó mayor expresión (1,84 folds). 

El segundo, PLBD1, que aumentó su expresión 1,67 folds, codifica para una 

glicoproteína de función desconocida, observada en neutrófilos [356, 357] y 

que podría tratarse de una proteína de matriz lisosomal [356]. Este gen se 

sobreexpresa en otras células inmunes, estando sobrerregulado en sangre total 

y en PBMCs de pacientes tras ictus isquémico [358]. El tercer gen, AGPAT9, el 

que menos se sobreexpresó (1,58 folds), está implicado en el metabolismo de 
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lípidos, convirtiendo la lisofosfatidilcolina en fosfatidilcolina, uno de los 

principales fosfolípidos de la membrana celular. En el contexto tumoral, la 

sobreexpresión de AGPAT9 conduce a una composición alterada de 

fosfolípidos, lo que influye en la fluidez de la membrana celular y facilita la 

proliferación celular y la metastásis [359-361]. Dentro del proceso metastásico, 

AGPAT9 parece involucrado en la adaptación al microambiente tumoral 

mediante dos mecanismos, regulación de hipoxia y metabolismo. Así, este gen 

participa en la adaptación a la baja disponibilidad de oxígeno, incrementando la 

expresión de VEGF (esencial para la angiogénesis) e influyendo en el 

metabolismo de la glucosa. Por otro lado, participa en la activación de la vía 

mTOR, relacionada con el crecimiento tumoral, invasión y metástasis [359]. 

Este gen se ha encontrado sobreexpresado en distintos tipos tumorales como 

cáncer de pulmón [362], colorrectal [361], de próstata [363, 364], de mama 

[365] y carcinoma hepatocelular [360] y se ha relacionado con mal pronóstico, 

recurrencia y metástasis. 

Pero la aplicación de técnicas de metaanálisis a nuestros dos conjuntos 

de datos no solo mostró genes comunes (con modificación de su expresión) en 

los tres estudios, sino que nos permitió identificar 28 nuevos genes que no 

destacaron en los estudios individuales y a los que ahora se les denominó 

“genes ganados”.  

2.1. Metaanálisis: “genes ganados” sobreexpresados en PDAC 

El análisis del grupo de “genes ganados” permitió demostrar que entre los 

que aumentaban su expresión, destacaban los implicados de una u otra forma, 

en procesos relacionados con la inmunidad, como CD177, S100A12, LCN2, 

SLPI y el gen codificante para la glicoproteína HP, entre otros. 

CD177, el gen que mostró la diferencia de expresión más elevada del 

conjunto de “genes ganados”, codifica un antígeno de neutrófilos, primera línea 

de defensa en la respuesta inmune innata [366]. En determinadas 

circunstancias, entre las que se encuentra la patología neoplásica, los 

neutrófilos son las primeras células en migrar al sitio de inflamación, 

aumentando su expresión de CD177 [367]. La interacción entre esta molécula y 
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PECAM-1, un receptor de señalización y adhesión de la superficie de células 

endoteliales, media la migración transendotelial de los neutrófilos [366]. Así, se 

ha descrito la sobreexpresión de CD177 en pacientes con ciertos tipos de 

neoplasias hematológicas [368], y se ha propuesto como marcador diagnóstico 

para algunas de estas patologías [369, 370]. Además, su sobrerregulación se 

ha asociado con la aparición de eventos gastrointestinales adversos 

relacionados con la inmunidad durante tratamientos (ej. ipilimumab) [367] y con 

el cáncer gástrico avanzado [371]. 

El gen S100A12, que codifica para uno de los miembros de la familia de 

proteínas de unión al calcio S100, también se ha relacionado con la inmunidad 

innata, expresándose predominantemente en células de origen mieloide, 

especialmente en neutrófilos. Está implicado en el proceso inflamatorio de 

varias enfermedades, activando cascadas de señalización intracelulares como 

MAPK y NF-κB e induciendo la secreción de citoquinas (como TNFα e IL-1β) y 

la expresión de moléculas de adhesión [372, 373]. Su expresión elevada ha 

sido demostrada en patologías inflamatorias del tipo de la diabetes mellitus tipo 

II [374], enfermedad inflamatoria intestinal [373, 375] y pancreatitis aguda [376, 

377]. En el ámbito neoplásico, esta proteína se ha encontrado sobreexpresada 

en cáncer colorrectal [378], en donde se han detectado altas concentraciones 

en suero [379].  

El gen codificante para LCN2, también sobreexpresado en nuestro 

análisis, está implicado en la inmunidad innata y codifica para una proteína de 

estrés expresada en condiciones inflamatorias y cáncer que ha sido 

involucrada en la proliferación y supervivencia de las células tumorales, y en su 

capacidad metastásica, vía inducción de la transición epitelial-mesenquimal 

(EMT) [380]. De hecho, coincidiendo con nuestros resultados, se ha descrito el 

aumento en la expresión de este gen en varias neoplasias [380, 381], como 

cáncer colorrectal [382], mamario [381], cervical [383], de ovario [381, 384], 

tumores de próstata [385] y pancreáticos [386-388], y se ha sugerido que este 

aumento podría deberse a diferentes estímulos del microambiente tumoral, 

tales como hipoxia e inflamación [380]. 
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El gen SLPI codifica para una proteína inhibidora de la secreción de la 

proteasa leucocitaria, represora de numerosas proteasas, como la elastasa 

neutrofílica, catepsina G, tripsina, quimiotripsina, etc. La proteína codificada por 

este gen está presente en la mayoría de los fluidos de la superficie de las 

mucosas [389], siendo secretada por distintos tipos celulares, principalmente 

células endoteliales y aquellas relacionadas con procesos inflamatorios [390]. 

Su expresión puede ser inducida por varios factores, por ejemplo las citoquinas 

inflamatorias TNFα e IL-1β, [391] y juega un papel antiinflamatorio en la 

respuesta inmune, ya que impide la activación de NF-κB [389]. Además, SLPI 

se sobreexpresa en varios tipos de tumores digestivos [390], como en cáncer 

gástrico [392], pancreático [387] y colorrectal, asociándose en este último con 

la agresividad tumoral [393] y el potencial metastásico [391, 394]. No obstante, 

se ha demostrado que la expresión de este gen puede ser beneficiosa o 

perjudicial para el desarrollo tumoral en función del tipo de cáncer considerado 

[390]. 

El gen que codifica para la glicoproteína HP, también se mostró 

sobrerregulado en los pacientes con PDAC. Esta proteína se encuentra 

principalmente en el hígado y participa en importantes procesos biológicos. Su 

función principal es unir y transportar la hemoglobina libre para su degradación 

en el hígado y reciclaje del hierro, aunque también se ha demostrado que es 

importante en la estimulación de la angiogénesis [395] y en el sistema inmune, 

ya que bloquea la activación receptor-ligando por su unión a distintos 

receptores [396]. En el contexto neoplásico, se ha demostrado una expresión 

elevada de HP en biopsias de cáncer de ovario [397], y a nivel sérico en 

pacientes con enfermedades inflamatorias y distintos tipos de neoplasias, 

incluyendo cáncer pulmón [398, 399]. En la misma línea, se han detectado 

niveles séricos elevados de HP fucosilada en varios tipos de cáncer, como 

hepático [400], gástrico, colorrectal y de páncreas, siendo este último el que 

presentó el incremento más acusado, especialmente en fase avanzada [401, 

402]. 

Por último, otros genes relacionados con la inflamación que se mostraron 

elevados a través del metaanálisis en PDAC fueron NLRC4, CLEC4E y BPI. El 
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primero, codifica para una proteína constituyente del inflamosoma, un 

componente de la inmunidad innata que activa a caspasa-1, lo que conduce a 

la producción de diversas citoquinas inflamatorias, especialmente IL-1β e IL-18, 

las cuales se encuentran elevadas en varios tipos de cáncer. Estas citoquinas 

pueden facilitar la actividad protumoral desencadenando la secreción de VEGF, 

FG2 y STAT3, contribuyendo a la supervivencia celular y la metástasis [403, 

404]. CLEC4E, receptor para la lectina tipo C, está relacionado con la 

respuesta inmune innata y la inflamación vía activación de NF-κB [405]. Su 

expresión se ha relacionado con el PDAC y con los mecanismos de evasión 

inmune en este tipo tumoral, ya que promueve la supresión inmune adaptativa 

inducida por macrófagos [406]. Finalmente, BPI participa modulando la 

respuesta inmune adaptativa [407] e innata, ya que codifica para una proteína 

presente en neutrófilos relacionada con el proceso inflamatorio [408].  

No obstante, el metaanálisis también mostró la alteración en la expresión 

de genes no relacionados con el proceso inflamatorio entre los que debemos 

destacar PLSCR1, ITGB3, MYL9, FOLR3, SORT1, DYSF y MS4A, de los que 

comentamos los aspectos más relevantes.  

El gen PLSCR1, que codifica para una proteína de membrana 

dependiente de calcio [409] que interviene en la translocación de fosfolípidos 

en la bicapa lipídica de la membrana celular [410], ha sido asociado a 

proliferación, diferenciación y apoptosis celular en varios tipos de cáncer [409-

411]. Determinados factores como EGF y algunas citoquinas pueden inducir su 

expresión [410]. En particular, este gen participa en diferentes procesos de 

señalización en cáncer de páncreas [412], y se ha detectado sobreexpresado 

en cáncer de hígado metastásico [411] y en cáncer colorrectal [409, 413, 410]. 

El gen ITGB3 pertenece a la familia de las integrinas, receptores de 

adhesión que interactúan con la matriz extracelular y que influyen en procesos 

de supervivencia, proliferación, diferenciación y migración celular. Esta familia 

de moléculas promueve el crecimiento celular por interacción de las células 

tumorales con el microambiente y la regulación de los procesos celulares 

anteriormente mencionados [414]. En particular, ITGB3 juega un importante 

papel en el proceso metastásico [415] y la angiogénesis tumoral, 
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encontrándose un aumento de su expresión en células endoteliales 

angiogénicas de tumores malignos [416]. Además, se ha relacionado con 

cáncer colorrectal [414, 417] y con procesos de migración e invasión en esta 

neoplasia [418]. También pudo ser detectada la sobreexpresión del gen MYL9, 

de la familia de las miosinas, que participan en la formación del citoesqueleto 

[419]. Este gen muestra diferentes patrones de expresión, detectándose en 

bajos o altos niveles en cáncer de próstata [420] y pulmón dependiendo del 

grado tumoral [421] o sobrerregulado en el caso de cáncer gástrico [422].  

En nuestro estudio algunos genes relacionados con el metabolismo del 

folato y con el tráfico vesicular presentaron sobreexpresión en PDAC. La 

deficiencia de folato se ha asociado con el desarrollo de cáncer de ovario [423, 

424] y cáncer de cabeza y cuello, ya que influye en la síntesis, replicación y 

metilación del ADN [425]. La alteración del gen FOLR3 en los pacientes con 

PDAC sugiere una alteración del metabolismo del folato en esta patología. Por 

otra parte, la desregulación de los genes SORT1 y DYSF puede indicar la 

importancia del tráfico de vesículas en el desarrollo de este tumor. SORT1 es 

un receptor que participa en el tráfico de diferentes proteínas y se ha 

relacionado con el metabolismo de la glucosa a través de la regulación de 

insulina [426]. Así, su sobreexpresión conduce a mayor formación de vesículas 

con Glut4, estimulando la ingesta de glucosa [427]. Se sobreexpresa en 

pacientes con tumores metastásicos de mama, colorrectal, próstata, pulmón, 

riñón [428] y en pacientes con cáncer de ovario [429]. No está clara su relación 

con la apotosis celular habiéndosele atribuido función proapoptótica y 

antiapoptótica en líneas celulares [430]. DYSF es una proteína localizada en la 

membrana celular que participa en la reparación y mantenimiento de la 

membrana de las células musculares. Sin embargo, también se ha detectado 

en células endoteliales linfáticas y vasculares, en las que podría desarrollar la 

misma función de reparación y estabilización de la membrana a través de la 

fusión de vesículas especializadas con la membrana plasmática [431]. 

Nuestro metaanálisis también identificó dos “genes ganados”, ANXA3 y 

MS4A1, que mostraron sobre y bajaexpresión, respectivamente, coincidiendo 

con lo descrito por Baine y cols. [283] en pacientes con PDAC. El primero de 
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estos genes pertenece a la familia de las anexinas y su sobreexpresión influye 

en el desarrollo tumoral, metástasis y resistencia a terapia [432] como se ha 

demostrado en cáncer de hígado [433, 434], ovario [435], cáncer colorrectal 

[436] y PDAC. Además, se ha mostrado la influencia de este gen en la 

capacidad metastásica de los cánceres de pulmón e hígado [433, 434, 437], y 

en la resistencia al tratamiento con análogos de pirimidinas (ej. 5FU, 

capecitabina) [433, 438], cisplatino [433, 435] e inhibidores de la vía 

ERBB/RAS (como erlotinib) [438, 439]. Por su parte, MS4A1 juega un papel 

clave en la inmunidad [440] ya que codifica para una molécula de superficie de 

linfocitos B importante en la transducción de señales, proliferación y 

diferenciación de células B en células plasmáticas [441]. Se ha detectado 

alterada su expresión en neoplasias hematológicas, como linfoma no Hodgkin 

[440] y leucemia linfoblástica aguda [442] y en algunos tumores sólidos, como 

en cáncer colorrectal, en donde ha sido incluido como parte de un un panel 

diagnóstico [443].  

2.2. Metaanálisis: “genes ganados” con disminución de la 

expresión en PDAC 

Pero nuestros estudios no sólo han detectado genes sobreexpresados 

en PDAC. No menos interesante ha sido el panel de genes con disminución de 

la expresión que también deben ser considerados como potenciales 

marcadores de la enfermedad. En este sentido, cabe destacar la modulación 

hallada en la expresión de genes como GNLY, NKG7, CLEC2D, TXK, SH2D1B, 

RASGRP1, ST6GAL1, SLC38A1 y VAMP2, de los que cometamos los 

aspectos más interesantes.  

El gen GNLY, uno de los que muestra una mayor disminución de la 

expresión en PDAC codifica para una proteína en linfocitos T activados y 

células NK relacionada con la respuesta inmunitaria. Presenta actividad 

antimicrobiana, una importante acción citotóxica contra células tumorales, 

activa a las células presentadoras de antígenos y estimula la expresión de 

varias citoquinas (como IL-1, IL-6, IL-10 e IFNγ), funcionando como 

quimioatrayente de células inmunes a los sitios de inflamación [444]. Se ha 

observado que los pacientes con cáncer nasofaríngeo presentan bajos niveles 
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séricos de GNLY [445]. La baja expresión de GNLY en linfocitos infiltrantes 

tumorales (TILs) de cáncer colorrectal se correlacionó con metástasis temprana 

y peor resultado clínico [446]. También se ha sugerido su utilidad como 

biomarcador en cáncer gástrico [447]. 

Otro de los genes con dismución de la expresión en pacientes con 

PDAC es NKG7, que codifica para una proteína integral de membrana que se 

encuentra en los gránulos de células NK, linfocitos T citotóxicos y neutrófilos. 

Se ha visto una disminución en su expresión en pacientes con linfoma no 

Hodgkin [448]. Su expresión se ha correlacionado con la expresión de perforina 

y granzima en células NK y linfocitos T citotóxicos (y por tanto con la 

citotoxicidad), con procesos de movilización de los gránulos o la señalización 

[449] y con un proceso específico desencadenado por la estimulación de las 

células NK mediante IL-2 [450]. También se ha asociado a apoptosis [451] y 

diferenciación hacia células Th1 [448]. A pesar de esta relación con la 

inmunidad, la función específica de este gen sigue siendo desconocida [451]. 

Un gen de la familia de la lectina tipo C, CLEC2D, también apareció 

alterado en nuestro estudio. Este gen participa tanto en la inmunidad innata 

como en la adaptativa [452], expresándose en células NK, células T, 

monocitos/macrófagos, células dendríticas y células B activadas [453]. Se le 

atribuye un doble papel en la inmunidad; por un lado, su interacción con CD161 

inhibe la activación de las células NK, bloqueando la producción de IFNγ y 

desencadenando tolerancia inmune. De hecho, su expresión se ha relacionado 

con el escape inmune en cáncer [454, 455]. Sin embargo, esta interacción tiene 

efectos opuestos en las células T, influyendo en la respuesta inmune generada 

por estas células y desencadenando la producción de IFNγ [456].  

También el gen TXK, miembro de la familia TEC de tirosinas quinasas 

no receptoras, apareció con baja expresión en PDAC. Este gen participa en la 

regulación de la inmunidad adaptativa y en el desarrollo, función y 

diferenciación de células T. Se ha demostrado que la expresión de TXK, 

observada principalmente en células Th1/Th0, conduce a la producción de 

IFNγ, regulando directamente la producción de citoquinas Th1 [457]. Sin 

embargo, en el contexto de la polarización hacia células Th1, no están claros 
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los efectos específicos que provoca su expresión [458]. Por un lado, se ha 

relacionado estrechamente con células Th1 respecto a la expresión y 

producción de citoquinas, sin embargo, estudios en modelos murinos sugieren 

la participación de TXK en la diferenciación hacia Th2, como un mecanismo de 

compensación en ausencia de ITK, otro de los miembros de la familia TEC 

implicado en la diferenciación hacia Th2. Estos resultados contradictorios 

ponen en duda la participación de este gen exclusivamente en la diferenciación 

hacia células Th1 [458, 459]. En el mismo sentido, el gen SH2D1B, también se 

encontró modulado. Este gen codifica para una proteína cooperadora en la 

respuesta inmune, funcionando como adaptador en la señalización de 

receptores SLAM, una familia de inmunoreceptores que participan tanto en la 

respuesta inmune innata como adaptativa. Se ha observado que la expresión 

de SH2D1B activa cascadas de señalización que inducen la producción de 

citoquinas proinflamatorias y quimioquinas en PBMCs, aumenta la fagocitosis 

de monocitos/macrófagos, mejora la maduración de células dendríticas, 

potencia la actividad antitumoral de las células NK y aumenta la presentación 

de antígenos [460]. Además, hemos identificado una disminución en la 

expresión de otros genes con un papel muy cuestionado en el desarrollo 

tumoral. Cabe destacar RASGRP1, que codifica para un factor de intercambio 

de nucleótidos de guanina en Ras que controla la activación de Ras [461]. Este 

gen se expresa en células T [462], siendo fundamental en el desarrollo de este 

tipo celular como se ha demostrado en ratones con deficiencias en su 

expresión [463]. Sin embargo, en el ámbito neoplásico se han visto efectos 

contrapuestos dependiendo del tumor. Así, mientras RASGRP1 promueve el 

desarrollo de leucemia de células T [464] y cáncer de piel [465], se le atribuye 

una función supresora en cáncer colorrectal [466]. Esto sugiere que el efecto 

de Ras, generado por RASGRP1, puede ser supresor tumoral u oncogénico, 

dependiendo del contexto neoplásico [466]. En el mismo contexto, el gen 

ST6GAL1, que codifica para una sialiltransferasa, enzima que interviene en 

procesos de inmunidad [467] y supervivencia celular [468], aparece 

sobreexpresado en leucemia [469] y tumores de colon [470-472], mama [473] y 

otros tumores epiteliales [472]. Sin embargo, en los últimos años, se han 

publicado varios estudios que contradicen estos resultados. Así, 

investigaciones en cáncer colorrectal [474], de vejiga [475] y gliomas [476], 
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otorgan a este gen características supresoras tumorales, mostrado 

bajaexpresión en condiciones neoplásicas [477]. 

Por último, nuestro estudio ha demostrado una expresión disminuida de 

los genes SLC38A1 y VAMP2, implicados en el metabolismo de la glucosa. 

Estos genes se han asociado a cáncer, vía regulación de los niveles de insulina 

[478]. El primero es un transportador de glutamina el cual induce proliferación 

de células de cáncer de páncreas [479]. Se ha mostrado sobreexpresado en 

cáncer de hígado [478, 480] e indica un pobre pronóstico en pacientes con 

cánceres de mama [481] y gástrico [482]. Cabe destacar que la activación de 

este gen es necesaria en el contexto inmune dada la necesidad de glutamina 

en algunos eventos inmunitarios [483]. Por otra parte, la proteína codificada por 

VAMP2, de la familia SNARE, está implicada en el tráfico de vesículas, 

mediando la fusión entre la membrana vesicular y celular en el proceso de 

exocitosis. En particular, VAMP2 se encuentra en la membrana vesicular e 

interacciona con proteínas SNARE de la membrana celular conduciendo al 

proceso de exocitosis [484]. Las proteínas SNARE, incluyendo VAMP2, regulan 

la exocitosis en numerosas células inmunes [485], entre las cuales se 

encuentran neutrófilos [485-487], mastocitos [485, 488], eosinófilos [485, 489], 

macrófagos [485, 490-492], monocitos [487] y linfocitos [493]. Además, se ha 

visto la implicación de VAMP2 y otras proteínas SNARE en la exocitosis de 

insulina [494]. De hecho, se ha demostrado que VAMP2 se requiere para la 

incorporación de las vesículas con Glut4 a la superficie celular en respuesta a 

insulina [495].  

En conclusión, las variaciones transcriptómicas mostradas en nuestro 

metaanálisis ponen de manifiesto la alteración de numerosos procesos 

celulares que tiene lugar en el contexto del PDAC, como pueden ser 

proliferación y supervivencia, diferenciación, migración, angiogénesis, tráfico 

vesicular, metabolismo de glucosa y folato, y, muy especialmente, aquellos 

mecanismos asociados con la inmunidad innata y adaptativa. En este sentido, 

el estudio del perfil de expresión génica de PBMCs mediante microarrays 

proporciona, de una forma rápida y precisa, una elevada cantidad de 

información reflejo de los cambios subyacentes que sufren estas células al 
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entrar en contacto con el ambiente del PDAC. En esta línea, la integración de 

distintos conjuntos de datos procedentes de microarrays mediante técnicas de 

metaanálisis, permite la identificación de posibles biomarcadores génicos con 

un mayor poder estadístico, siendo esto de especial utilidad en PDAC, en el 

que su baja frecuencia en la población general conduce a limitados tamaños 

muestrales en los diferentes estudios.  

Como hemos apreciado a lo largo de esta discusión, otros grupos de 

investigación han relacionado con el desarrollo tumoral muchos de los cambios 

de expresión observados en este trabajo, lo que apoya el potencial de los 

microarrays de PBMCs y las técnicas de metaanálisis en el descubrimiento de 

biomarcadores. Por otra parte, algunos de los genes destacados que hemos 

visto modificados en PDAC se han propuesto previamente como candidatos 

potenciales para tratamientos de inmunoterapia antitumoral [437, 442, 460, 

496-503], lo que desvela la idoneidad de esta tecnología no sólo en el 

descubrimiento de biomarcadores diagnósticos o predictivos, sino también en 

el campo de la inmunoterapia, ya que constituyen una herramienta útil para la 

identificación de posibles dianas terapéuticas, permitiendo la orientación de las 

investigaciones de nuevos fármacos en esta área.  

 

3. Biomarcadores de expresión génica y respuesta al 

tratamiento con erlotinib 

Gran parte de los tumores pancreáticos muestran resistencia al 

tratamiento estándar basado en monoterapia de GEM, lo que ha llevado a la 

inclusión de otros agentes en el régimen quimioterápico de estos pacientes. 

Este es el caso de erlotinib (Tarceva®), un inhibidor de EGFR aprobado para el 

tratamiento de PDAC metastásico, que ayuda a prolongar ligeramente la 

supervivencia de estos pacientes comparada con la GEM en monoterapia 

[128]. No obstante, no todos los estudios realizados han mostrado beneficios 

significativos en la supervivencia de pacientes con PDAC [129], de modo que 

algunos de ellos son sometidos a este tratamiento con los efectos secundarios 

que ello conlleva, sin obtener beneficio clínico.  
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La importancia del desarrollo de SR en la evolución clínica de los 

pacientes con cáncer que reciben terapia basada en inhibidores de EGFR ha 

sido objeto de estudio en diferentes tipos de tumores, incluyendo el de ovario 

[504], cabeza y cuello [505, 506], colorrectal [507] y de pulmón [508, 509]. 

Moore y cols. [128] realizaron un primer ensayo clínico en fase III, “PA.3”, en el 

que 282 pacientes con PDAC fueron tratados con terapia combinada de GEM y 

erlotinib, demostrando que SR se correlacionó con un incremento de la 

supervivencia global. En este mismo sentido, un análisis global de los estudios 

en fase III “PA.3” y “BR.21” mostró una asociación entre la presencia y 

severidad de SR inducida por erlotinib y una mejor evolución clínica en 

pacientes con PDAC y cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) 

[131]. Curiosamente, los pacientes con NSCLC presentaron asociación entre el 

beneficio clínico de erlotinib y todos los grados de SR, mientras que en los 

pacientes con PDAC solo se correlacionó esta mejora con un grado de SR 

mayor o igual a 2. Del mismo modo, un estudio retrospectivo que incluía 

pacientes con cáncer de páncreas tratados con GEM y erlotinib demostró 

mayor supervivencia global en los pacientes que desarrollaron SR severo 

frente a los que mostraron baja severidad de SR (7,58 vs 5,03 meses, 

respectivamente) [510].  

El mecanismo exacto por el que este tipo de inhibición produce SR no 

está totalmente claro [134], aunque se ha relacionado con la interferencia en la 

señalización del crecimiento epidérmico folicular e interfolicular [511]. El gen 

EGFR se expresa constitutivamente en la epidermis, glándulas sebáceas y en 

el epitelio del folículo piloso [133], siendo una pieza clave en la estimulación del 

crecimiento epidérmico, el control de la diferenciación, la protección frente al 

daño ocasionado por la radiación UV, la inhibición de la inflamación y la 

aceleración en la cicatrización de heridas [511]. Se piensa que la inhibición del 

EGFR mediante erlotinib produce oclusión folicular y su rotura por la prematura 

diferenciación epitelial, y la inducción de genes que estimulan la inflamación, la 

apoptosis y la adherencia celular, situación que, además, podría permitir el 

crecimiento bacteriano incrementando el daño cutáneo y desarrollo de SR 

[134]. Se han sugerido diversos factores para intentar explicar la ausencia de 

SR en algunos pacientes tratados con terapias inhibidoras de EGFR. Entre 
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ellos destacan las diferencias individuales en la exposición al fármaco, la 

integridad del sistema inmune y los polimorfismos del EGFR [511]. 

Considerando la importancia del EGFR en el correcto desarrollo de la piel, la 

aparición de SR podría ser indicativa del grado de saturación de este receptor y 

ayudar a predecir la respuesta tumoral o el beneficio clínico en estos pacientes 

[134]. 

Aunque varias investigaciones han descrito la asociación entre la 

presencia y/o grado de SR y el beneficio clínico resultante del tratamiento con 

erlotinib [128, 132, 508, 512], esta correlación parece ser independiente del 

estado de EGFR respecto a su expresión proteica, número de copias del gen y 

mutaciones antes del tratamiento [131]. De hecho, se ha demostrado que la 

expresión de EGFR no predice la efectividad de las terapias inhibidoras de este 

receptor en cáncer de páncreas [129]. Por tanto, sería muy beneficioso 

encontrar biomarcadores predictivos que identifiquen qué pacientes podrían 

beneficiarse de la adición de erlotinib a su régimen de tratamiento. En este 

sentido, y teniendo en cuenta la demostrada influencia de EGFR en la 

respuesta inmunitaria, la inflamación y las células sanguíneas tras su bloqueo 

mediante inhibidores del receptor [513], la sangre periférica constituye una 

fuente muy interesante para la búsqueda de biomarcadores predictores de la 

aparición de SR durante la terapia anti-EGFR antes del tratamiento. 

Muchos investigadores han identificado diferentes biomarcadores 

sanguíneos relacionados con la toxicidad en la piel durante este tipo de 

tratamiento. Así, un estudio con muestras de sangre periférica de pacientes con 

NSCLC, cáncer de páncreas y colorrectal, tratados con inhibidores de EGFR, 

identificó diferentes polimorfismos de HLA asociados con una menor 

probabilidad de desarrollar SR [514]. Además, estos autores han sugerido que 

la actividad metabólica individual medida por la relación erlotinib/O-desmetil 

erlotinib en suero, puede emplearse como un biomarcador predictivo de 

respuesta terapéutica [515]. Recientemente, Arbitrio y cols. [516] detectaron 

mediante microarrays, ciertos polimorfismos en genes relacionados con 

adsorción, distribución, metabolismo y excreción, asociados con la presencia 

de SR. Además, los niveles en suero del factor de crecimiento de hepatocitos, 



DISCUSIÓN 

207 

de la epirregulina y de la anfirregulina en pacientes con cáncer colorrectal, se 

han correlacionado con la severidad de la toxicidad en la piel causada por la 

terapia anti-EGFR [517]. En la misma dirección, una baja concentración en 

suero de la citoquina proinflamatoria IL-8 en pacientes con cáncer tratados con 

este tipo de terapias, se ha asociado con la severidad de SR y una mayor 

supervivencia [518]. 

Dadas las evidencias existentes de la correlación de SR durante el 

tratamiento con erlotinib y una mayor supervivencia en PDAC [128, 519] y que 

las variaciones en los patrones de expresión génica de los pacientes se han 

asociado a modificaciones en el metabolismo, eficacia y toxicidad [520], 

nuestro siguiente objetivo fue determinar un perfil de expresión génica 

diferencial en pacientes con PDAC asociado con el desarrollo de SR inducido 

por erlotinib. Este patrón nos permitiría detectar genes con un papel relevante 

en el desarrollo de este tipo de toxicidad, permitiendo seleccionar subgrupos de 

pacientes con mayor probabilidad de beneficiarse de este tratamiento. Para 

ello, determinamos mediante microarrays el perfil de expresión génica de 

PBMCs de pacientes con PDAC de forma previa al tratamiento quimioterápico 

con GEM y erlotinib. Tras la división de los pacientes en un grupo con cualquier 

grado de desarrollo de SR y otro sin SR, el análisis de los resultados nos 

permitió identificar 7 genes (FAM46C, IFITM3, GMPR, DENND6B, SELENBP1, 

NOL10 y SIAH2) con una disminución significativa de su expresión (≥ 2 folds) 

en pacientes con SR, y que podrían ser biomarcadores predictivos de la terapia 

con erlotinib. 

La mayor disminución de expresión fue detectada en los genes FAM46C y 

IFITM3 que intervienen en la vía del IFN [521], la cual ha sido relacionada con 

la aparición de rash maculopapular en pacientes con esclerosis múltiple [522]. 

El primero codifica para una proteína estimulada por el IFN tipo 1 y contribuye a 

la aparición de enfermedades autoinmunes como lupus, artritis reumatoide, 

esclerosis múltiple, síndrome de Sjögren y diabetes tipo I [523, 524]. Por otro 

lado, se ha demostrado que la estimulación de las vías de señalización del 

EGFR, puede conducir a la supresión de la respuesta inmune a través de la 

inducción de moléculas coinhibidoras, como CTLA-4 y PD-L1 [525]. En este 
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contexto, la modificación en la expresión de FAIM46C en PBMCs de pacientes 

con cáncer observada durante el tratamiento con inmunoterapia anti-CTLA4 

[526], sugiere su implicación en la vía de señalización de los puntos de control 

o checkpoints inmunes. La proteína IFITM3, miembro de la familia de proteínas 

transmembrana inducibles por IFN [527] presente en la mayoría de los tejidos, 

juega un papel relevante en procesos de adhesión celular, regulación de 

células inmunes, maduración y migración de células germinales y la 

mineralización del hueso [528-530]. Existe una estrecha vinculación entre las 

vías del IFN y la del EGFR, ya que el IFNα puede interferir con EGF afectando 

a la interacción receptor-ligando y bloqueando su señalización [531]. Además, 

Mascia y cols. analizaron muestras de plasma de pacientes con cáncer de 

ovario antes y después del tratamiento con inhibidores de EGFR, encontrando 

que bajos niveles de mediadores inflamatorios previos al tratamiento estaban 

asociados con una mayor severidad de SR [532]. El hecho de que los genes 

FAM46C e IFITM3 inducibles por IFN disminuyan su expresión en los pacientes 

con PDAC, podría indicar una baja regulación de esta citoquina proinflamatoria 

antes del tratamiento, lo que se asemeja a los resultados obtenidos por este 

grupo de investigación. Sin embargo, debemos señalar que estos autores no 

estudiaron los niveles de IFN antes del tratamiento. 

Nuestros resultados también revelaron diferencias de expresión en genes 

relacionados con las GTPasas, como por ejemplo, GMPR y DENND6B. El gen 

GMPR codifica para una enzima que cataliza la reducción de guanosín 

monofosfato (GMP) a inosina monofosfato (IMP) y participa en el reciclaje de 

las bases intracelulares libres y nucleósidos de purina [533]. Esta proteína ha 

sido propuesta como un potencial supresor tumoral que inhibe esta vía de 

regulación en células de melanoma, disminuyendo la cantidad de GTPasas 

Rho activas y suprimiendo la capacidad invasiva en estas células tumorales 

[534]. Por otra parte, DENND6B, codifica para una proteína con dominio DENN 

que participa en la regulación de Rab GTPasas. Particularmente, DENND6B es 

un factor de cambio de nucleótidos de guanina implicado en la vía del reciclaje 

endocítico y en la estabilidad de las uniones adherentes, influyendo en la 

migración celular [535]. Así, la deficiencia de esta proteína conduce a una 
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mayor adhesión célula-célula e inhibición de la motilidad celular, influyendo 

negativamente en la cicatrización [536]. 

Finalmente, los estudios de array detectaron modificación de la expresión 

de genes con funciones tan distintas como NOL10, SELENBP1 y SIAH2 que 

pasamos a comentar. NOL10 codifica para una proteína localizada en el 

nucléolo que parece estar implicada en el ensamblamiento de partículas 

ribosomales y en el procesamiento del ARN ribosómico (ARNr) [537]. El gen 

SELENBP1 pertenece a la familia de las selenoproteínas que median el 

transporte intracelular de selenio [538], cuya deficiencia se ha asociado con 

una mayor incidencia de cáncer epitelial [539]. La disminución de la expresión 

de este gen se ha asociado con varios tipos tumorales y mal pronóstico [540, 

541]. Por otra parte, SELENBP1 se considera importante en la función de los 

queratinocitos y en el desarrollo de la piel, dada su vinculación con el regulador 

de adaptación a hipoxia HIF-1α [541, 542] que mantiene las funciones 

normales de la piel [542]. Por último, el gen SIAH2 codificada para un miembro 

de la familia de proteínas SIAH que son ligasas E3 encargadas de la 

ubiquitinación y subsecuente degradación proteosomal de proteínas diana. Su 

activación desencadena la destrucción de proteínas anti y proapoptóticas, de 

regulación de la transcripción y de superficie celular, por lo que parece 

implicada en numerosos eventos celulares. En el contexto del cáncer, algunos 

estudios le otorgan propiedades protumorales [543, 544] como en cáncer de 

pulmón [545], ovario [546], próstata [547] y mama [548], habiéndose propuesto 

como biomarcador en cáncer de páncreas [549], pero también antitumorales 

dado que puede dirigir la degradación proteosomal de varios oncogenes [543]. 

Por otra parte, SIAH2 también se ha vinculado a la respuesta celular bajo 

condiciones de hipoxia [550, 551] y por tanto al correcto desarrollo de la piel. 

Así, las deficiencias en SIAH2 conducen a bajos niveles de HIF-1α en 

condiciones de baja disponibilidad de oxígeno, lo que lleva a defectos en la 

cicatrización de heridas, sugiriendo que SIAH2 es un regulador positivo en la 

respuesta a la cicatrización [552]. Por último, SIAH2 se ha relacionado con la 

vía del EGFR observándose una correlación inversa entre la expresión de 

SIAH2 y EGFR en cáncer de mama, y se ha sugerido que la baja expresión de 

este gen podría ser indicativa de que la vía del EGFR está activa [553]. 
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En conclusión, los resultados obtenidos en nuestro estudio sugieren una 

diferente susceptibilidad al desarrollo de SR entre los pacientes con PDAC 

tratados con un régimen terapéutico que incluye erlotinib, la cual, puede ser 

evaluable mediante la determinación del perfil de expresión génica de PBMCs 

de los pacientes. Entre las diferencias transcriptómicas destacan genes 

relacionados con procesos de respuesta a hipoxia, regulación, migración y 

señalización celular, cuya disminución de expresión se ha correlacionado con 

la aparición de este tipo de toxicidad cutánea y que podrían constituir un panel 

biomarcador predictivo de la respuesta a erlotinib en estos pacientes. No 

obstante, será necesario validar estos biomarcadores mediante qPCR y 

determinar su especificidad y sensibilidad predictivas de la respuesta de los 

pacientes al tratamiento.  
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VIII. CONCLUSIONES 

 

1. Los estudios de microarrays de las PBMCs de pacientes con PDAC han 

permitido demostrar la existencia de 87 genes con expresión diferencial en 

relación a muestras de sujetos sanos. 

2. Los estudios mediante qPCR nos han permitido validar un panel de 4 genes 

denominados ANKRD22, CLEC4D, VNN1 e IRAK3 que presentan diferencias 

significativas de expresión entre pacientes con PDAC y sujetos sanos y que 

podría ser útil en el diagnóstico de la enfermedad. 

3. Los cambios de expresión de los genes seleccionados consistieron, en 

todos los casos, en una sobreexpresión, encontrándose la mayor diferencia de 

expresión en relación a los sujetos control en el gen ANKRD22 (3.26 folds). 

4. Los estudios de validación ciega demostraron que, de las combinaciones 

posibles, la asociación de CLEC4D e IRAK3 se correlaciona con el diagnóstico 

de PDAC con una sensibilidad del 86% y una especificidad del 100%. 

5. La aplicación de un metaanálisis basado en una metodología Bayesiana 

empírica ha permitido integrar satisfactoriamente los conjuntos de datos 

obtenidos mediante las plataformas de microarrays Affymetrix e Illumina. 

6. Los resultados del metaanálisis permitieron detectar un nuevo panel de 

cinco genes (FAIM3, IRAK3, DENND2D, PLBD1 y AGPAT9) que fueron 

compartidos en todos los estudios (Affymetrix, Illumina y metaanálisis 

integrado) y que presentan una expresión diferencial significativa entre 

pacientes con PDAC y sujetos sanos. 

7. El metaanálisis permitió detectar 28 nuevos genes (“genes ganados”) con 

expresión diferencial en pacientes con PDAC, que no fueron detectados 

mediante el uso individual de las plataformas de microarrays, y que pueden ser 

relevantes para el diagnóstico de pacientes con PDAC. 
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8. Los estudios de desarrollo de erupción cutánea (SR) en pacientes con 

PDAC tratados con erlotinib demuestran la existencia de un perfil específico de 

expresión génica basado en los genes FAM46C, IFITM3, GMPR, DENND6B, 

SELENBP1, NOL10 y SIAH2 que podría ser utilizado como indicador predictivo 

de la respuesta a erlotinib en estos pacientes. 

9. Analizadas las funciones de los genes que presentan expresión diferencial 

en pacientes con PDAC, se puede afirmar que el conocimiento de las 

principales rutas inmunológicas implicadas en el establecimiento y desarrollo 

de esta patología es esencial para el estudio de biomarcadores y su posible 

aplicación como dianas inmunoterapéuticas. 
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IX. CONCLUSIONS 

 

1. Microarray studies identified 87 genes differentially expressed in peripheral 

blood samples from PDAC patients compared to healthy subjects. 

2. Studies by qPCR have allowed to validate a panel constituted by 4 genes 

(ANKRD22, CLEC4D, VNN1 and IRAK3) differentially expressed between 

PDAC patients and healthy subjects that could be useful for PDAC diagnosis. 

3. All 4 selected genes were upregulated, of which ANKRD22 showed the 

largest expression difference (3.26 folds) compared to control individuals. 

4. In our blinded validation study, the combination of CLEC4D and IRAK3 

predicted the diagnosis of PDAC with a sensitivity of 86% and specificity of 

100%. 

5. The meta-analysis based on an empirical Bayesian methodology have 

allowed the integration of the datasets obtained from two different microarray 

platforms, namely Affymetrix and Illumina. 

6. Results obtained by our integrative meta-analysis allowed to detect a new 

biomarker panel constituted by 5 differentially expressed genes (FAIM3, IRAK3, 

DENND2D, PLBD1 and AGPAT9) between PDAC patients and healthy 

subjects, which were commonly identified within all analyses (Affymetrix, 

Illumina and integrative meta-analysis). 

7. The meta-analysis allowed to detect 28 novel differentially expressed genes 

(“gained genes”) in PDAC patients that were not reported by the individual 

analyses and which could be relevant for PDAC diagnosis. 

8. Studies of skin rash development in PDAC patients treated with erlotinib 

demonstrated the existence of a gene expression profiling based on FAM46C, 

IFITM3, GMPR, DENND6B, SELENBP1, NOL10 and SIAH2 genes, which could 

be used as predictive indicator for erlotinib response in these patients. 
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9. After analysis of the genes that showed differential expression in patients 

with PDAC, it can be affirmed that the knowledge of the main immunological 

pathways involved in the establishment and development of this pathology is 

essential for the study of biomarkers and their possible application as 

immunotherapeutic targets. 
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