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RESUMEN

El cancer de pancreas (CP) es una enfermedad devastadora. La neoplasia maligna
mas comun en el pancreas es el adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP) que se origina
en el epitelio que recubre los ductos pancreaticos encargados del transporte de los jugos
pancreaticos hacia el intestino para la digestion de los alimentos. EI ADP engloba al 85-
90% de las neoplasias malignas del pancreas por lo que es comun que en la literatura se
utilice el término general de “cdncer de pancreas” como sinénimo de esta entidad. La
media de edad al diagndstico se sitGa en torno a los 70 afios, aunque aproximadamente
un 10% de los casos se diagnostican antes de los 50 afios. En los Gltimos afios se ha
apreciado una ligera tendencia al aumento de la incidencia, probablemente en relacion
con el envejecimiento poblacional, aunque en la mayoria de los casos no se puede

identificar una causa subyacente determinante.

El tratamiento de la enfermedad localizada se basa en la cirugia, la cual puede
requerir la extirpacion total o parcial del pancreas, asi como de algunas estructuras
adyacentes, como el duodeno, los ganglios linfaticos o elementos vasculares. Sin
embargo, la mayoria de los casos se van a diagnosticar en etapas avanzadas, donde la
quimioterapia es la Unica herramienta disponible. Existen diferentes regimenes de poli o
monoquimioterapia destinados a controlar el crecimiento tumoral y prolongar los
intervalos libres de progresion y la supervivencia global (SG). No obstante, la

supervivencia de esta enfermedad a los 5 afios del diagndstico se estima en torno al 10%.

Son multiples las alteraciones moleculares encontradas en los pacientes afectos de
CP. Entre ellas, se ha establecido que la via de la autofagia juega un papel fundamental,
ya que es un proceso que, aunque generalmente se activa en respuesta a ciertos estimulos

como la hipoxia o la ausencia de nutrientes, en las células tumorales puede ademas
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controlar procesos como la obtencion de energia, la proliferacion y supervivencia celular
0 incluso la respuesta a terapias citotoxicas, determinando asi la supervivencia de los

pacientes.

El interés sobre el impacto de la autofagia en el ADP ha aumentado durante los
ultimos afios ya que se ha comprobado que puede determinar el desarrollo del ADP,
afectar al pronostico y la respuesta a muchos de los farmacos utilizados actualmente para

tratar la enfermedad afectan a esta via.

Dado que la autofagia es un factor determinante en la tumorogénesis, es preciso
establecer si la existencia de marcadores genéticos en esta via puede actuar como
biomarcador del riesgo a desarrollar ADP. Es un campo de experimentacion por explorar

hoy en dia y que podria conllevar la identificacion de marcadores predictivos.

Con el objetivo de avanzar en este campo, se ha realizado un estudio exhaustivo
de 55.583 variantes genéticas en 234 genes relacionados con la autofagia (Tabla
Suplementaria 1, Anexos) en tres grandes cohortes europeas independientes, que
incluyeron 12.754 casos de ADP y 324.926 controles. ElI metaanalisis de estas
poblaciones identifico, por primera vez, la asociacion de la variante BIDrsge04789 CON UN
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (OR=1.31, p=9,67x10°). Ademas, confirmd
la asociacion de las variantes TP63rs1s15406 Y TP63rs3s389543 cONn el riesgo de ADP
(OR=0,89, p=6,27x10® y OR=1,16, p=2,74x10-°). Aunque se sabe que BID induce la
autofagia y TP63 promueve el crecimiento celular, la motilidad y la invasion, también
encontramos que los portadores del alelo TP63rs1515496c tenian un mayor numero de

células T reguladoras FOXP3+ Helios+ y CD45RA+ (p=7,67x10* y p=1,56x107,
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respectivamente), asi como una disminucién en los niveles de células T reguladoras

CD4+ (p=7,86x10").

En conclusion, este estudio identifica a BID como un nuevo locus de
susceptibilidad para ADP y confirma estudios previos que sugieren que el gen TP63
esta involucrado en el desarrollo de ADP. Este estudio también sugiere nuevos

mecanismos patogénicos del locus TP63 en ADP.
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ABSTRACT

Pancreatic cancer (PC) is a devastating disease. The most common malignant
neoplasm in the pancreas is pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), which originates
in the epithelium lining the pancreatic ducts responsible for transporting pancreatic juices
to the intestine for digestion. PDAC encompasses 85-90% of malignant neoplasms of the
pancreas, so it is common in literature to use the general term “pancreatic cancer” as a
synonym for this entity. The average age at diagnosis is around 70 years, although
approximately 10% of cases are diagnosed before the age of 50. In recent years, a slight
increasing trend in incidence has been observed, likely related to the aging population,

although in most cases, no specific underlying cause has been identified.

Treatment for localized disease is based on surgery, which may involve total or
partial removal of the pancreas, as well as adjacent structures such as the duodenum,
lymph nodes, or vascular elements. However, the majority of cases are diagnosed in
advanced stages, where chemotherapy is the only available option. Various poly or
monotherapy regimens are employed to control tumour growth and extend progression-
free intervals and overall survival. Nevertheless, the 5-year survival rate for this disease

is estimated to be around 10%.

Multiple molecular alterations have been found in patients with PC. Among them,
the autophagy pathway has been established to play a crucial role. While autophagy is
generally activated in response to stimuli such as hypoxia or nutrient deprivation, in
tumour cells, it can also control processes such as energy acquisition, cell proliferation
and survival, or even the response to cytotoxic therapies, thereby influencing patient

survival.
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Interest in the impact of autophagy on PDA has increased in recent years, as it has
been shown to influence PDA development, prognosis, and response to many of the drugs
currently used to treat the disease. Given that autophagy is a key factor in tumorigenesis,
it is necessary to establish whether genetic markers in this pathway can act as biomarkers
for the risk of developing PDA. This remains an unexplored field of research that could

lead to the identification of predictive markers.

With the aim of advancing this field, a comprehensive study of 55.583 genetic
variant in 234 autophagy-related genes has been conducted across three large
independent European cohorts, which included 12.754 PDAC cases and 324.926
controls. The meta-analysis of these populations identified, for the first time, the
association of the BIDrsge04789 Variant with an increased risk of developing the disease
(OR=1,31, p=9,67x10-°). In addition, it confirmed the association of the TP63s1515496
and TP63rs35389543 Variants with risk of PDAC (OR=0,89, p=6,27x10® and OR=1,16,
p=2,74x107). Although BID is known to induce autophagy and TP63 promotes cell
growth, motility and invasion, we also found that carriers of the TP63rs1515496c allele had
increased numbers of FOXP3+ Helios+ and CD45RA+ regulatory T cells (p=7,67x10*
and p=1,56x1073, respectively), as well as decreased levels of CD4+ regulatory T cells

(p=7,86x10").

In conclusion, this study identifies BID as a new susceptibility locus for PDAC
and confirms previous studies suggesting that the TP63 gene is involved in the
development of PDAC. This study also suggests new pathogenic mechanisms of the

TP63 locus in PDAC.
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1. INTRODUCCION

1.1 CANCER DE PANCREAS

El cancer de pancreas (CP) es una neoplasia maligna que se origina en los tejidos
del pancreas, una glandula clave en los procesos digestivos y en la regulacion de los
niveles de glucosa en el organismo. Esta enfermedad se caracteriza por su rapido

crecimiento y su capacidad de diseminarse a otros 6rganos, lo que lo convierte en uno de

los tipos de cancer mas agresivos y dificiles de detectar en etapas tempranas.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Los datos del estudio GLOBOCAN mostraron que el CP fue la octava neoplasia
maligna mas diagnosticada en 2020, con 8.211 casos (2,9% del total de diagnosticos) y
la tercera causa de mortalidad, con 7.568 defunciones (6,7% del total de defunciones por
cancer) (1). La enfermedad es poco frecuente antes de los 40 afios, aunque la incidencia
va aumentando progresivamente, con el mayor pico en torno a los 70 afios. En cuanto a
la distribucion por sexos, hay un moderado aumento de riesgo en hombres respecto a las
mujeres (ratio 1,3:1) En los ultimos 20 afios, se aprecia un aumento de la incidencia
achacable a causas como el envejecimiento de la poblacién, aunque se considera una

enfermedad multifactorial (1).

La supervivencia a 5 afios de los pacientes ha mejorado ligeramente en la Gltima
década, aunque se sitta en torno al 10-12%. Esta tendencia podria estar justificada por la
mejora en la técnica quirdrgica y la seleccion de pacientes para el tratamiento sistémico,
aunque no ha habido ningun cambio sustancial en el algoritmo terapéutico de la
enfermedad avanzada en los ultimos 20 afos. La mayoria de los casos se diagnostican en
estadios avanzados, ya sea a nivel locorregional o a nivel sistémico, estando los casos

localizados en la glandula pancreética alrededor de un 10% (2).
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Entre los factores de riesgo asociados al CP se encuentran:

Tabaco: se ha publicado un aumento del riesgo en numerosos estudios con un
riesgo relativo de al menos 1,5 respecto a los no fumadores. El riesgo es mayor
conforme al consumo acumulado de cigarrillos. Se estima que el abandono del
habito tabaquico se asocia a una disminucion del riesgo que seria equiparable al
de la poblacion no fumadora a partir de los 10-15 afios desde el cese. En una
estimacion de la Universidad de Harvard, el abandono del habito tabaquico podria

evitar hasta el 25% de las muertes por CP en los Estados Unidos (3).

Diabetes: los estudios que evaltan la relacion entre diabetes y el ADP han
mostrado resultados dispares, ya que la diabetes puede ser una consecuencia del
CP, al asociarse con la desestructuracion de la glandula. Esto conlleva la pérdida
de funcién, por lo que la diabetes actia como factor de confusion. No obstante,
existen estudios que muestran que los pacientes con diabetes de mas de 3 afios de
evolucidn tienen un riesgo moderadamente mayor de padecer ADP, con un riesgo
relativo inferior a 2. Adicionalmente, se ha observado que, en el momento del
diagndstico del cancer, es muy frecuente la hiperglucemia (cerca del 40%), por lo
que se postula que, en un adulto con diabetes de debut reciente, se considere el

cribado de CP (4).

Obesidad: existe una relacion clara entre el indice de masa corporal (IMC) y el
aumento de riesgo de padecer ADP. Se ha estimado un aumento del riesgo del
34% por cada aumento en 4,6 kg/m:, especialmente en los casos con niveles
elevados de insulina en ayunas (5). Ademas, se ha descrito que, en los pacientes

con sobrepeso u obesidad, la edad de diagnéstico del ADP se adelanta entre 2y 6
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afios y se asocia a una peor SG. Uno de los puntos clave de estos estudios es que
el impacto de la obesidad puede medirse ain en los casos diagnosticados desde la

adolescencia (6,7).

Consumo de alcohol: historicamente, la contribucion del consumo de alcohol
sobre el riesgo a desarrollar ADP se ha confundido con el consumo de tabaco. Los
datos comunicados de los grandes consorcios internacionales no han mostrado
una asociacion significativa entre el consumo moderado de alcohol y ADP frente
a los no consumidores. Si se objetiva un aumento del riesgo en los grandes

consumidores, con un riesgo relativo mayor de 2 (8).

Dieta: no existen datos robustos de la contribucion de la dieta sobre el riesgo de
desarrollar un ADP. La dieta rica en grasas saturadas y carnes procesadas se ha
postulado como un factor de riesgo en varios estudios, pero no en todos. En los
estudios que han evaluado las dietas con elevadas cantidades de fruta y verdura
fresca han demostrado consistentemente su efecto beneficioso. El estudio NIH-
AARP mostrd una disminucién del riesgo de padecer ADP (HR=0,85) entre la
poblacién que seguia de manera estricta recomendaciones de dieta sana frente a
la que llevaba una dieta rica en grasas saturadas, azucares y ultraprocesados. El

beneficio fue especialmente resefiable en aquellos con un IMC superior a 30 (9).

Pancreatitis cronica: independientemente de la causa, los individuos afectos de
pancreatitis cronica tienen un moderado aumento del riesgo de padecer ADP. La
entidad de este aumento es dificil de determinar ya que los diferentes estudios han
establecido rangos muy amplios de aumento del riesgo, pero se asume que es al

menos el doble que el de la poblacion sana (10) .
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Fibrosis quistica: los individuos que padecen fibrosis quistica tienen un mayor
riesgo de padecer numerosas neoplasias del tracto digestivo, como tumores del
intestino delgado, la via biliar, de colon y, también ADP. Se estima un riesgo 6
veces superior al de la poblacion general. El riesgo es mayor en aquellos casos
que se someten a trasplante de pulmon, teniendo un riesgo hasta 5 veces mayor

que los casos no trasplantados (11).

Grupo sanguineo ABO: se ha establecido un mayor riesgo a desarrollar ADP en
los no portadores de alelos O que en aquellos que lo portan, habiendo efecto
protector tanto en heterocigosis como en homocigosis. No se conoce el
mecanismo etioldgico subyacente a este hecho, existiendo varias teorias como la
menor colonizacién por cepas de Helicobacter pylori en el grupo O. En
comparacion con el grupo OO, el grupo AO tiene un aumento del riesgo del 33%,

el AA del 61%, el BO del 45% vy el BB del 142% (12).

Factores hereditarios: entre el 5 y el 10% de los casos de ADP presenta
agregacion familiar. Son multiples los sindromes hereditarios en los que se ha
publicado un aumento del riesgo de ADP ademas de otras neoplasias. El estudio
a nivel germinal de los casos con agregacion familiar o en los que se presentan
por debajo de los 60 afios esta recogido en las guias internacionales, tanto para el
asesoramiento genético del paciente y sus familias, como por las implicaciones

terapéuticas que pueden derivarse de los resultados (13).
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Figura 1. Tasa estandarizada por 100.000 de incidencia y mortalidad por sexos de cancer de pancreas. Adaptado de
Cancer Today (https://gco.iarc.fr/today)

1.3 CLASIFICACION ANATOMOPATOLOGICA

El pancreas es un érgano que puede dar lugar a numerosos tipos de tumores, tanto
benignos como malignos. La clasificacion de la World Health Organization (WHO) es
de las mas empleadas y se basa en la caracterizacion histolégica y morfol6gica de los

tumores (14).

Dentro de las neoplasias pancreaticas, hay que distinguir si se originan en el
pancreas exocrino, encargado de la secrecion y transporte de las enzimas digestivas que
van a verterse al tubo digestivo en forma de jugos pancreaticos para su uso en la digestion;
0 en el pancreas endocrino, que se estructura en islotes dentro del pancreas exocrino y
que se encarga de la produccion de diferentes hormonas, como la insulina, el glucagon o

la somatostatina, entre otras (15). El pancreas exocrino esta formado por estructuras
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acinares encargadas de la produccion de enzimas digestivas y estructuras ductales

encargadas de vehiculizarlas hasta el conducto pancreético principal.

La neoplasia benigna mas frecuente es el cistoadenoma seroso. Se subdivide en
varias categorias: el adenoma seroso microquistico, el adenoma seroso sélido, el adenoma
seroso oligoquistico mal definido y la neoplasia quistica asociada al sindrome de Von
Hippel-Lindau (16). Todas estas variantes tienen un comportamiento clinico similar,
siendo en la mayoria de los casos un hallazgo casual en pruebas de imagen. En los casos
que producen sintomas, éstos pueden ser digestivos como el dolor abdominal, la
dispepsia, la presencia de vémitos, la dificultad para la digestion o la existencia de una
masa epigastrica palpable que, ocasionalmente, puede provocar la compresion de
estructuras adyacentes, como el tubo digestivo o elementos vasculares. Ademas, este tipo
de estructuras pueden romperse provocando pancreatitis o incluso peritonitis que requiere
cirugia urgente. Sin embargo, en la mayoria de los casos, la cirugia suele ser utilizada
mas para el diagnostico que para el tratamiento, no necesitando méas maniobras al tratarse

de una entidad benigna (17).

Dentro de las neoplasias malignas del pancreas, el adenocarcinoma ductal es la
entidad mas frecuente, constituyendo en torno al 90% de los casos. Se caracteriza por
presentar una masa solida de bordes mal definidos por la invasion del tejido pancreatico
adyacente. A nivel inmunohistoquimico, se caracteriza por expresar citoqueratinas 7,8/18
y 19, asi como CEA, MUCL1 y p53y presentar negatividad para citoqueratina 20, MUC2,

vimentina y marcadores de estirpe neuroendocrina como sinaptofisina o cromogranina.
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Figura 2. Esquema unidad funcional del pancreas endocrino y exocrino.

El pancreas endocrino esta constituido por los islotes pancreaticos, grupos de células encargadas de la produccion
hormonal. El pancreas exocrino se constituye por elementos saculares denominados acinos que confluyen en conductos
de progresivo mayor calibre para vehiculizar los jugos pancreéticos hacia el tubo digestivo. Generado con Biorender

Dentro del ADP se han descrito multiples variantes, la mayoria de ellas observadas

en un porcentaje muy pequefio de casos (14):

Adenocarcinoma coloide: caracterizado por abundantes lagunas de mucina que
representan al menos el 80% de la neoplasia en las que se encuentran suspendidas
las celulas tumorales.

Adenocarcinoma medular: se caracteriza por presentar sabanas de células con
citoplasma abundante eosinofilo y crecimiento sincitial, con infiltracion
linfocitaria profusa. Entre un 20 y un 50% de los casos se asocia a inestabilidad

de microsatélites.
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« Carcinoma adenoescamoso: se requiere una diferenciacion escamosa superior al
30% para su diagnostico. La expresion de p40 y p63 es especialmente llamativa
en las regiones escamosas.

o Carcinoma indiferenciado con células gigantes tipo osteoclasto: se caracteriza
por la presencia de dos poblaciones celulares, una de células epiteliales
mononucleares indiferenciadas y otra de células gigantes multinucleadas

benignas.

El carcinoma acinar es un tumor maligno poco frecuente caracterizado por presentar
una aparentemente bien circunscrita masa, frecuentemente encapsulada. Tiene una
poblacion tumoral que forma estructuras acinares en mayor o menor medida. A nivel
inmunohistoquimico, expresa citoqueratinas 7,8/18 y 19 asi como marcadores acinares

como bcl y tripsina, los cuales son imprescindibles para su diagnéstico.

El pancreatoblastoma es un tumor muy infrecuente que ocurre principalmente en
nifios, aunque pueden verse casos en adultos. Se caracteriza por una diferenciacion
multilinaje que recuerda al pancreas embrionario, pudiendo observarse areas ductales,
acinares, neuroendocrinas, estromales e inmaduras. Dependiendo de la zona va a expresar

los marcadores inmunohistoquimicos caracteristicos de la diferenciacion expresada (14).

1.4 PRESENTACION CLINICA Y DIAGNOSTICO

No existe ningun signo ni sintoma especifico de CP y en la mayoria de los casos
el diagnostico llega en fases avanzadas de la enfermedad. Las manifestaciones clinicas
del ADP dependen de la localizacion del tumor. Aproximadamente el 70% se presentan

en la cabeza del pancreas, lo que se asocia con mas frecuencia a ictericia, esteatorrea o
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pérdida de peso. La presencia de ictericia indolora obliga a descartar la presencia de un
tumor en la cabeza del pancreas. El dolor es mas frecuente al diagnéstico en los tumores
de cuerpo y cola, aunque puede estar presente hasta en el 80% de los casos al diagnostico.
Suele tener una localizacion epigastrica, en ocasiones irradiada hacia campos epigastricos
0 a la espalda y suele empezar de manera insidiosa e ir aumentando de intensidad con la
progresion de la enfermedad. Suele empeorar con la ingesta y el decubito. La asteniay la
pérdida de peso son sintomas inespecificos que aparecen al diagndstico en la mayoria de
los pacientes, pero que en muy pocas ocasiones son los que guian el diagnéstico. En
algunos casos, se llega al diagndstico por un cuadro de trombosis, secundario al estado
de hipercoagulabilidad que frecuentemente acompafia al ADP o por un cuadro de diabetes
de reciente diagnostico, debido a la pérdida de funcidn de los islotes pancreaticos por la
distorsion arquitectural de la glandula por la neoplasia. La clinica generada por la
enfermedad metastasica dependera de la localizacion de las metastasis. La afectacion méas
frecuente es la hepatica, que puede cursar con dolor en hipocondrio, ictericia o sefiales de
insuficiencia hepatica como astenia, anorexia o ascitis, la cual también puede ser a
consecuencia de la afectacion peritoneal, segunda localizacibn mas frecuente. La
afectacion pulmonar es poco frecuente que curse con sintomas de insuficiencia
respiratoria o derrame pleural al diagnostico, pudiendo observarse en fases avanzadas de

la historia natural de la enfermedad. El dolor por afectacion dsea es poco frecuente (18).

El hallazgo incidental de un CP en una prueba de imagen solicitada por otro
motivo es un hecho poco frecuente y suele aparecer mas en entidades menos agresivas
como los carcinomas neuroendocrinos. La incorporacion de las medidas de cribado en los
casos con antecedentes familiares podria ayudar a establecer un diagndstico precoz y

hacer mas comun este punto (19).
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Para el diagndstico, es precisa la realizacion de una prueba de imagen que evalte
la anatomia pancreéatica en busca de lesiones ocupantes de espacio. La prueba mas
utilizada es la ecografia dada su facilidad y rapidez para su realizacién, aunque la
sensibilidad para tumores menores de 3 cm es limitada y no en todos los pacientes es
posible una adecuada visualizacion de la glandula. El TAC es el “gold standard” en la
evaluacion del pancreas. Permite evaluar la relacion con las estructuras vasculares que
van a definir la resecabilidad, asi como la afectacion ganglionar local y la presencia de
enfermedad metastasica hepéatica o peritoneal. La resonancia magnética tiene una
sensibilidad similar y se suele realizar en casos dudosos o con componente
eminentemente quistico. Una vez visualizada una lesidn pancreéatica sospechosa, la toma
de biopsias puede realizarse mediante técnicas de ecoendoscopia, la cual puede usarse
ademas en los casos en los que requieran drenaje biliar para colocar un stent para

solucionar los casos asociados a ictericia obstructiva (20).

El papel del CA 19.9 en el diagndstico del CP es controvertido. Sus niveles pueden
verse elevados por multiples causas, especialmente en aquellas con afectacion de la via
biliar, asi como en otros tumores digestivos. Los niveles de este marcador tumoral se
relacionan con el volumen tumoral, pudiendo no estar alterados en casos con tumores
pequefios. En casos con niveles mas elevados, lo mas habitual es que se asocie con
sintomas que guien el proceso diagndstico, por lo que sus niveles no suelen condicionar
cambios en dicho proceso. No obstante, si que es recomendable una determinacion de CA
19.9 basal al diagnostico puesto que la dindmica de este marcador puede ayudar a evaluar
la evolucion de la enfermedad. Actualmente, no hay evidencia suficiente para incorporar

otros marcadores al manejo de los pacientes con ADP (21).
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1.5 ESTADIFICACION

La estadificacion del ADP se lleva a cabo mediante la clasificacion TNM del
American Joint Committee of Cancer. Actualmente, se utiliza la version 82, revisada y
publicada en 2017.

El sistema TNM se basa en la aplicacion de tres parametros: el tamafio del tumor
primario (T); la afectacion ganglionar (N) y la presencia de metéstasis (M).

En cuanto al ADP, la clasificacion TNM establece la siguiente clasificacion:

TO: sin evidencia de tumor primario
Tis: carcinoma in situ. Incluye cualquier entidad limitada al epitelio, como las
neoplasias intraepiteliales de alto grado (PanIN), las neoplasias mucinosas
papilares intraductales, las neoplasias tubulopapilares intraductales o las
neoplasias mucinosas intraquisticas con displasias de alto grado.
T1: el tumor primario mide 2 centimetros 0 menos en su mayor dimension.

T1a: Tumor primario menor de 0,5 cm

T1b: Tumor primario entre 0,5y 1 cm

T1c: Tumor primario entre 1y 2 cm.
T2: el tumor primario mide mas de 2 centimetros, pero no mas de 4 en su mayor
dimension.
T3: el tumor primario mide mas de 4 cm en su mayor dimension.
T4: el tumor invade estructuras importantes cercanas al pancreas, como la arteria
celiaca, la arteria mesentérica superior o la arteria hepatica comun,
independientemente de su tamafio.
NO: Sin evidencia de afectacion ganglionar

N1: Afectacion entre 1y 3 ganglios locorregionales
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N2: Afectacion de 4 o mas ganglios locorregionales
MO: Sin evidencia de afectacion metastasica a distancia

M1: Metéastasis a distancia

En base a esta clasificacion, se establece un sistema de estadificacion en funcion del
prondstico.

» Estadio IA: TINOMO

o Estadio IB: T2NOMO

o Estadio I1A: T3NOMO

o Estadio I1B: T1-3N1MO

o Estadio I11: T1-3N2MO // TAN+MO

o Estadio IV: T1-4NO-2M1

Conforme se avanza en el estadio, el prondstico empeora. La octava edicion de la
clasificacion TNM se ha validado de manera internacional y prospectiva, aunque se han

identificado varias limitaciones que requerirdn modificaciones en nuevas ediciones (22)

29
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Figura 3. Curvas de supervivencia por estadio segin la 82 clasificacion TNM.

1.6 TRATAMIENTO ENFERMEDAD LOCALIZADA

La base del tratamiento del ADP localizado es la cirugia. No obstante, no todos
los tumores localizados van a poder resecarse y se han establecido unos criterios de
resecabilidad para evaluar la conveniencia de la intervencién. Se estima que no mas del

20% de los casos son resecables de entrada.

El objetivo de la cirugia es conseguir extirpar todo el tejido tumoral y obtener
margenes libres. La anatomia pancreéatica es compleja y presenta una relacion estrecha
con numerosas estructuras vasculares. La evaluacion de esta relacion es el principal factor
para tener en cuenta para evaluar la resecabilidad, la cual suele realizarse mediante
pruebas de imagen, ya sea TAC o RMN. Se considera aceptado que la afectacion de méas
de 180° de la circunferencia del vaso, la deformidad del contorno o el cambio del calibre

del vaso son criterios de invasion vascular.
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Los criterios de resecabilidad del cancer de pancreas distinguen entre la afectacion

arterial y venosa, ya que ésta Gltima es potencialmente resecable (23).

La técnica quirargica para emplear dependera de la localizacion del tumor y de la
cantidad de glandula afectada. En los casos con afectacion de la cabeza del pancreas, el
estandar es la técnica de Whipple o duodenopancreatectomia cefélica, la cual implica la
extirpacion de la cabeza del pancreas, parte del duodeno, la vesicula y el conducto biliar
comun con posterior reconstruccion del transito intestinal. En los casos con afectacion de
cuerpo o cola del pancreas, la técnica estandar es la pancreatectomia distal que extirpa la
glandula a la izquierda del eje mesentérico portal. En casos con afectacion mayor, es

posible tener que realizar una pancreatectomia total (24).

Ademas, la cirugia debe ir asociada con linfadenectomia locorregional que incluya
al menos los ganglios duodenales y pancreaticos anteriores y posteriores, asi como la
diseccion del lado derecho del ligamento hepatoduodenal y del lado derecho de la arteria
mesentérica superior. La realizacion de una linfadenectomia méas extensa no ha
demostrado beneficio en supervivencia y si se asocia a una tendencia a mayor morbilidad

quirargica por lo que no deberia realizarse de manera rutinaria (25).

La administracion de quimioterapia perioperatoria es una maniobra que se ha
explorado especialmente en los casos localmente avanzados irresecables o borderline. En
los casos resecables, la opcidn preferencial es la cirugia, aunque en algunos casos podria
plantearse comenzar con quimioterapia como en casos con escasa disponibilidad
quirdrgica como en la reciente pandemia por COVID o en casos con enfermedades
concomitantes que dificulten la recuperacion quirdrgica o aumenten la morbilidad

(desnutricion, trombosis reciente, cardiopatias, etc).
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ARTERIAL VENOSA
RESECABLE - Claro plano graso de clivaje entre la - Claro plano graso de separacion
neoplasia y las estructuras vasculares entre la neoplasia y las
de la arteria mesentérica superior @ estructuras vasculares de la vena
(AMS), la arteria hepatica (AH) y el mesentérica superior (VMS) o la
tronco celiaco (TC) vena porta
- Contacto menor de 180° de la
circunferencia de la VMS o la
porta sin deformidad del
contorno del vaso
BORDERLINE | - Contacto focal con la AH sin - Contacto mayor de 180° o
extension a TC menor si se asocia a deformidad,
- Contacto menor de 180° de la estenosis u oclusion de VMS o
circunferencia de AMS porta.
- Contacto menor de 180° de la - Contacto focal con lavena cava
circunferenciade TC inferior
IRRESECABLE - Contacto mayor de 180° o menor si se - Afectacion de VMS o porta no

asocia a deformidad, estenosis u
oclusion de AMS y/o TC

- Contacto focal con la primera rama
yeyunal de la AMS

- Invasion adrtica

candidata a  reconstruccion
venosa

- Contacto con vena de drenaje
yeyunal mas proximal que drena

a VMS

Es criterio de irresecabilidad la presencia de metastasis a distancia. La invasién por

contigliidad de estructuras adyacentes como estobmago, bazo, suprarrenal o rifion no son

criterios de irresecabilidad per se si son resecables en base a la relacion vascular

Tabla 1. Criterios de resecabilidad en CP localizado.

El manejo de la enfermedad borderline y localmente avanzada irresecable no tiene

un estandar y no hay un consenso en las guias de manejo internacionales ni en el esquema,

ni en la duracion ni en la valoracion de la respuesta en este escenario. Las herramientas

terapéuticas disponibles son la radioterapia y la quimioterapia, solas o en combinacion,
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destinadas a inducir respuesta tumoral suficiente para mejorar las posibilidades de

radicalidad de una intervencion subsecuente.

La quimioterapia perioperatoria en el ADP suele emplearse mediante la
combinacion de varios farmacos. El esquema FOLFIRINOX combina la administracion
de 5-fluorouracilo (5-FU), leucovorin, irinotecan y oxaliplatino y ha demostrado ser un
esquema activo en ADP metastasico. Dada su actividad, se ha explorado su uso en la
enfermedad localizada irresecable en numerosos estudios, la mayoria de ellos de pequefio
tamafio y sin brazo control ni aleatorizacion. En un metaanalisis de 13 de estos estudios,
se ha descrito una tasa de conversion a resecabilidad de hasta un 26%, consiguiendo una
cirugia RO en 3 de cada 4 de estos pacientes (25). En los casos borderline, Gnicamente se
disponen de series de casos retrospectivos, aunque la administracion de FOLFIRINOX
se asocid con una tasa de reseccién completa del 55%. Muchos de estos casos recibieron
tratamiento con radioterapia tras la intervencion, por lo que no es posible determinar el

grado de contribucion que cada uno de estos tratamientos arroja en este escenario (26).

El esquema FOLFIRINOX se asocia con una elevada toxicidad hematoldgica,
digestiva, neuroldgica y cutanea. No todos los pacientes van a ser candidatos a este
esquema, el cual va a estar restringido a pacientes con puntuaciones 0 0 1 en la escala del
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), sin comorbilidades y, para muchos

centros sanitarios, restringido a menores de 70 afos.

Para aquellos pacientes no candidatos a tratamiento con FOLFIRINOX, la opcidn
preferida es la combinacidén de gemcitabina y nab-paclitaxel. No obstante, esta es una
combinacion muy poco explorada en ensayos en enfermedad localizada. El ensayo

SWOG S1505 es un ensayo fase Il que evalué el tratamiento neoadyuvante con
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FOLFIRINOX o gemcitabina y nab-paclitaxel a eleccion del investigador. El objetivo
principal era superar la SG a 2 afios del 40%, considerada como control historico. Los
resultados de ambos brazos fueron del 47% y del 48% respectivamente por lo que se
considera que no hay un beneficio significativo, aungue si que se asocié con mayor tasa
de cirugia RO, menor positividad de los margenes y menor afectacion ganglionar, por lo
que los investigadores concluyen que es una estrategia que debe continuar siendo

explorada (27).

El estudio NEOLAP comparo la actividad de la combinacion de gemcitabina y
nab-paclitaxel con el tratamiento secuencial de gemcitabina y nab-paclitaxel seguido de
FOLFIRINOX en pacientes localmente avanzados. En este ensayo, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la tasa de reconversion a cirugia, tasa de respuesta por
imagen o SG, aunque se mostraron respuestas histolégicas mas profundas en el brazo que

incluia FOLFIRINOX (28).

En aquellos casos en los que se pueda realizar cirugia primaria, todas las guias

recomiendan la adicién de quimioterapia adyuvante, independientemente del estadio.

El estudio CONKO-001 evalu6 la adicion de gemcitabina al tratamiento
quirargico del ADP localizado. Aunque los resultados fueron modestos, se observo que
el beneficio de la adicion de gemcitabina se mantiene a lo largo del tiempo, con un tasa
de SG a los 5 afios del 21% frente al 10% del brazo de observacién y del 12,2% frente al

7,7% a los 10 afos (29).

Para mejorar estos resultados se han explorado varias combinaciones:

- Gemcitabina y capecitabina: el estudio ESPAC4 compar0 la combinacion

frente a la monoterapia con gemcitabina. Los resultados muestran un beneficio en
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SG a favor de la combinacion, con un perfil de toxicidad manejable. La tasa de

supervivencia a 5 afios fue del 28% frente al 17% de la monoterapia (30).

- Gemcitabina y nab-paclitaxel: el estudio APACT compar0 esta combinacion
frente a la monoterapia con gemcitabina. Aunque falla en su objetivo principal de
prolongar el intervalo libre de enfermedad, si que se asocié con un aumento de la

SG, con una tasa a 5 afios del 38% frente al 31% de la monoterapia (31).

- FOLFIRINOX: el estudio PRODIGE-24 comparé el esquema FOLFIRINOX
con la monoterapia con gemcitabina. Los resultados favorecen el esquema de
combinacion en todos los objetivos, supervivencia libre de enfermedad, SG (54

frente a 36 meses) y tasa de supervivencia a 5 afios (43% frente a 31%) (32).

Es destacable que los ensayos mas modernos se asocian a una mejor tasa de

supervivencia a 5 afios, fruto de la mejora en las técnicas quirdrgicas, las segundas lineas

de tratamiento y la optimizacion en el manejo de la enfermedad y sus comorbilidades.

1.7 TRATAMIENTO ENFERMEDAD METASTASICA

Las opciones terapéuticas actuales contra el ADP metastasico son limitadas por lo

que el disefio del tratamiento éptimo debe ser cuidadoso para permitir obtener el maximo

beneficio de todas las lineas de tratamiento disponibles. Es importante destacar que, al

ser una enfermedad muy agresiva y con pocas opciones terapeuticas, se debe buscar la

inclusion de pacientes en ensayos clinicos que permitan obtener alternativas terapéuticas

y basqueda de biomarcadores de respuesta.
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La primera linea de tratamiento de la enfermedad avanzada no esta estandarizada
y la eleccién del tratamiento va a depender de factores como el estado general del
paciente, sus comorbilidades, las alteraciones moleculares que puedan estar presentes y

el deseo del paciente una vez se le informen sobre las diferentes alternativas.

En lineas generales, los tratamientos de combinacion de varios farmacos
quimioterapicos van a asociarse con mayores tasas de respuesta y de supervivencia que

las monoterapias, aunque a costa de un perfil de toxicidad mayor.

Las opciones terapéuticas en primera linea son:

- FOLFIRINOX: el papel de este tratamiento de combinacion en el ADP
metastasico se testd en el ensayo fase 11l ACCORD 11. En él, se incluyeron 342
pacientes randomizados para recibir el tratamiento con FOLFIRINOX o
monoterapia con gemcitabina hasta progresion, toxicidad inaceptable o un minimo
de 6 meses. El tratamiento de combinacion mejord la SG de 6,8 a 11,1 meses
respecto de la monoterapia con una disminucion del riesgo de muerte del 43%.
Adicionalmente, la supervivencia libre de progresion (SLP) ascendio desde los
3,3 alos 6,4 meses y la tasa de respuesta objetiva de la enfermedad mejoré del 9,4
al 31,6%. No obstante, la toxicidad fue significativamente mayor en el brazo de
combinacion, con un porcentaje de toxicidad moderada-severa del 46% frente al
21% del brazo de gemcitabina en monoterapia. Los resultados de este estudio
apoyan el uso de este esquema en aquellos pacientes con buen estado general

como primera maniobra de tratamiento sistémico en ADP metastasico (33).

- Gemcitabina + nab-paclitaxel: la combinacion se exploré frente a la
monoterapia con gemcitabina en el estudio MPACT hasta progresion o toxicidad

inaceptable. Se incluyeron un total de 861 pacientes. La combinacion se asocid a
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una mayor tasa de respuestas (23 vs 7%), una mayor SLP (5,5 vs 3,7 meses) y una
mayor SG (8,5 vs 6,7 meses). La toxicidad moderada-severa fue mayor en el brazo
de combinacién (77 vs 51%). En general, en aquellos pacientes en los que no se
considera el tratamiento con FOLFIRINOX, este esquema es el mas empleado

(34).

- Gemcitabina + capecitabina: esta combinacion se ha explorado en varios
ensayos frente a la monoterapia con gemcitabina. La combinacion se asoci6 a un
aumento en tasa de respuestas, pero el beneficio en supervivencia fue
numéricamente discreto y estadisticamente no significativo. El andlisis
combinado de todos los ensayos mostrd un beneficio modesto a favor de la

combinacion y podria ser una opcién en algunos casos en primera linea (35).

El tratamiento en el ADP en primera linea es hasta progresion de la enfermedad,
toxicidad inaceptable o deseo del paciente. En aquellos casos que no progresan tras al
menos 16 semanas de FOLFIRINOX y que sean portadores de mutaciones patogénicas o
probablemente patogénicas en BRCA, el tratamiento con el inhibidor de PARP olaparib,
se ha asociado con un aumento en SLP (7,4 vs 3,8 meses) aunque no con un aumento de
SG a pesar de no estar permitido el crossover tras progresion. No obstante, el tratamiento
con olaparib se asocid con una tasa de supervivencia a tres afios del doble (34 vs. 18%)
por lo que recibio la aprobacion de la FDA para el tratamiento de mantenimiento del ADP

portador de mutaciones en BRCA (36).

Tras la progresion a primera linea, las opciones de tratamiento son limitadas, no
existen ensayos randomizados que las comparen y, en general, se asocian a tasas de

respuesta pobres (no mas del 20%) y a una tasa de supervivencia de alrededor de 6 meses.
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La decision del tratamiento va a estar determinada por la situacion clinica del paciente y

por la eleccion de la primera linea de tratamiento (37).

En aquellos casos que reciben FOLFIRINOX en primera linea y mantienen buen
estado general, la opcion preferida es la combinacion de gemcitabina y nab-paclitaxel,
aunque no existen datos de que, en este escenario, haya beneficio para un tratamiento de

combinacion frente a una monoterapia con gemcitabina.

Para los casos que reciben gemcitabina y nab-paclitaxel, hay mas opciones,

aunque no comparadas entre si y cuya eleccion dependera del perfil de toxicidad de estos.

El estudio NAPOLI-1 evalué la combinacion de irinotecan nanoliposomal y 5-FU
frente a la monoterapia de ambas opciones. La combinacion se asocio a un aumento de
SG para la combinacion frente a la monoterapia con 5-FU (6,1 vs 4,2 meses) con una
disminucion del riesgo de muerte del 33%. La monoterapia con irinotecan nanoliposomal
no mostro diferencias frente a 5-FU, aunque si un peor perfil de toxicidad, por lo que su

uso no se recomienda (38).

La combinacion de oxaliplatino y 5-FU es una de las opciones mas empleadas tras
progresion a esquemas con gemcitabina. La combinacién se mostré mas efectiva que la
monoterapia con 5-FU en el estudio CONKO-003. El tratamiento de combinacion se
asocio con beneficio en SG (5,9 vs. 3,3 meses) aunque con peor perfil de toxicidad,
especialmente a expensas de neuropatia periférica, una de las principales toxicidades
limitantes de nab-paclitaxel, por lo que es un esquema que se reserva para aquellos

pacientes con neurotoxicidad recuperada o leve (39).

En lineas posteriores de tratamiento, no existe un estandar de tratamiento ni hay
evidencia de beneficio para ningin esquema de quimioterapia. Lo mas habitual en

aquellos pacientes que mantengan buen estado general es el empleo de monoterapia con
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gemcitabina, 5-FU o paclitaxel. Es vital el soporte precoz por las unidades de cuidados
continuos y paliativos para el control sintomatico de estos pacientes, ya que, en muchos
casos, los sintomas se vuelven refractarios de manera precoz y su abordaje es complejo y
requiere un enfoque holistico para el tratamiento fisico y psicoldgico del paciente y de su

entorno (37).

1.8 GENETICA DEL CANCER DE PANCREAS

En el CP existe un componente genético que se ha ido descifrando con el avance
de la genética molecular y la llegada de técnicas como los GWAS (Genome-Wide
Association Studies) y la NGS (Next Generation Sequencing). Estas técnicas nos han
permitido conocer el genoma completo de los pacientes, facilitando asi la identificacion
de mutaciones de alta penetrancia y variacion comun asociada con el desarrollo de la

enfermedad, pero también con la respuesta a los tratamientos y la supervivencia.(40)

1.8.1 MUTACIONES GERMINALES (VARIACION RARA)

Las mutaciones deletéreas en variantes raras representan un area de interés
creciente en la genética humana. A diferencia de las variantes comunes, que generalmente
tienen efectos modestos en el fenotipo y estan sujetas a seleccion natural, las variantes
raras tienen una historia evolutiva menos clara y pueden surgir de mutaciones recientes o
eventos de recombinacion. Las mutaciones deletéreas en estas variantes raras pueden ser
responsables de enfermedades monogénicas o contribuir a la susceptibilidad a
enfermedades multifactoriales. Debido a su baja frecuencia, para la deteccion y

caracterizacion de estas mutaciones se requieren técnicas avanzadas de secuenciacion y
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analisis bioinformatico.

la tabla 2 (41).

Se han descrito asociaciones en numerosos genes, recogidos en

Gen Cromosoma Banda Posicién
APC 5 q422.2 112,737,885-112,846,239
ATM 11 22.3 108,222,832-108,369,099
BARD1 2 935 214,725,646-214,809,683
BRCAL 17 g21.31 43,044,295-43,125,483
BRCA2 13 gl3.1 32,315,474-32,400,266
BRIP1 17 423.2 61,681,266-61,863,521
CDH1 16 g22.1 68,737,292-68,835,537
CDKN2A 9 p21.3 21,967,753-21,975,098
CHEK2 22 gl2.1 28,687,743-28,741,820
EPCAM 2 p21 47,369,148-47,387,034
FANCC 9 g22.32 95,099,054-95,317,709
FANCM 14 q21.2 45,135,930-45,200,890
MEN1 11 gl3.1 64,803,516-64,810,716
MITF 3 p13 69,739,435-69,968,336
MLH1 3 p22.2 36,993,332-37,050,918
MRE11 11 g21 94,415,578-94,493,908
MSH2 2 p21 47,402,969-47,483,228
MSH6 2 pl16.3 47,783,082-47,810,101
MUTYH 1 p34.1 45,329,242-45,340,440
NBN 8 q21.3 89,933,336-89,984,716
NF1 17 gql1.2 31,094,927-31,377,677
PALB?2 16 pl2.2 23,603,170-26,641,310
PMS2 7 p22.1 5,970,925-6,009,049
RADS50 5 g3l.1 132,556,977-132,646,349
RAD51C 17 g22 58,692,602-58,735,611
TP53 17 p13.1 7,668,402-7,687,538
VHL 3 p25.3 10,141,008-10,152,220

Tabla 2. Variantes raras deletéreas descritas en la literatura en estudios poblacionales. Adaptada de Gentiluomo,
Seminars in Cancer Biology 2020
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1.8.2 POLIMORFISMOS DE UN UNICO NUCLEOTIDO

Se denominan polimorfismos de un unico nucle6tido (SNPs) a las variaciones en
una sola base del ADN. Son la forma mas comdn de variacion entre individuos y hay
descritos millones de variantes en las bases de datos genéticas. Aunque la mayoria de
estos polimorfismos no suponen un impacto funcional aparente en la funcion proteica, es
creciente el niUmero de variantes que pueden suponer cambios en la expresion génica o
en la estructura de las proteinas y que pueden influir en la susceptibilidad a padecer
enfermedades complejas o afectar a su pronostico. Es creciente el nimero de entidades
en las que los estudios de SNPs han mostrado datos relevantes, como la diabetes, la
enfermedad cardiovascular, las enfermedades neurodegenerativas o el cancer (42). No
obstante, dado su enorme variabilidad interindividual, es muy complejo el poder
encontrar asociaciones robustas sobre el papel individual que aporta cada polimorfismo,
asi como las interrelaciones que pueden tener con otros, por lo que son necesarios tamafios
muestrales muy grandes. Ademas, las diferencias étnicas entre distintas poblaciones
pueden suponer problemas de validacion externa, ademas de que factores ambientales
pueden influir de manera diferente entre ellas y dificultar la identificacion de la verdadera

contribucidn de un cierto SNP en la determinacion del fenotipo. (42)

Otro concepto importante en el estudio de SNPs es el de herencia poligénica, por
la que, un mismo fenotipo va a estar influenciado por varios genes. En el campo del
cancer, es un punto especialmente relevante, ya que son multiples los genes que pueden
influenciar en una misma entidad y la contribucion individual de cada SNP puede quedar
diluida ante la gran cantidad de variables en liza (43). Para ello, se realizan estudios

mediante GWAS, que permite la identificacion de una gran cantidad de SNP al mapear
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el genoma completo. Los SNPs asociados con el riesgo de ADP comunicados en la

literatura se recogen en la tabla 3 (44).

Gen SNP
XRCC4 rs2075685 rs1805377
XRCC1 rs25487 rs1799782
XPC rs3731055 rs2228001
VEGF rs833061 rs2010963
VDR rs2228570 rs1544410
TP53 rs9895829
FTO rs9939609
ERCC1 rs11615 rs3212986
ERCC2 rs13181
ERCC4 rs6498486
CTLA-4 rs231775
COX-2 rs20417
CDKN2A/B rs3731257 rs3731249 rs3731239 rs3731211

rs3218009 rs3217992 rs3217986 rs2811710

rs2811708 rs2518719 rs11515 rs1063192
ABO rs657152 rs505922 rs495828
TERT rs2736098 rs401681 rs2853677

SAMD12-TNFRSF11B rs11988997

PRSS1-PRSS2 rs10273639
KIAA1462MTPAP rs2995271
MUM1L1-CXorf57 rs37974251

MORC4 rs12837024

0GG1 rs1052133

HOTAIR rs4759314

E-cadherina rs16260

TNF-a rs1800629

MTHFR rs1801133

IGF-1 rs2288378 rs5742714
HIF-1a rs11549467 rs11549465
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TFBS (sitios de union de

factores de transcripcion) rs2232079 rs10025845

Enhancers rs2472632 rs17358295

Tabla 3. SNPs implicados en el riesgo de padecer ADP publicados en la literatura. Adaptado de Zhuo-Miao, Aging
2020 y Unal, Human Genomics 2024. https://www.ebi.ac.uk/gwas/efotraits/EFO_0002618

1.8.3 ESTUDIOS DE GENES CANDIDATO: RESULTADOS DESTACADOS
Los estudios de genes candidato representan una estrategia fundamental en la
investigacion genética, enfocada en la identificacion y caracterizacion de genes
especificos que se sospecha estan asociados con ciertas enfermedades, rasgos fenotipicos
0 procesos bioldgicos. Este enfoque implica la seleccion de genes basados en
conocimientos previos sobre su funcion biolégica o su posible implicacion en la
enfermedad estudiada. A través de una variedad de técnicas genéticas y moleculares, estos
genes se examinan minuciosamente en poblaciones humanas 0 modelos bioldgicos para
determinar su contribucion a los fenotipos observados. Las regiones genéticas que con
mas frecuencia se han estudiado para entender la predisposicion al ADP incluyen aquellas
relacionadas con la obesidad (45), la diabetes(46), el metabolismo de toxicos como el
alcohol y otros carcindgenos (47), el metabolismo de la insulina (48) y de la vitamina D
(49). No obstante, existen lineas de investigacion que estan estudiado genes implicados
en numerosas otras vias, como la angiogénesis, la reparacion tisular o la autofagia (41,50).
La mayoria de los estudios en genes candidato publicados hasta la fecha tienen
poca potencia estadistica para detectar asociaciones, generalmente debido al reducido
tamario de la poblacion de estudio, y a que, cuando se encuentran, en pocas ocasiones se

realizan estudios de validacion en poblaciones independientes.
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En ADP, entre los genes mas recientemente analizados, podemos destacar:

e TASI1R2, implicado en el receptor del gusto, cuya variante rs11261087 se
asocia con una disminucion del riego de padecer ADP (51)

e NOC2L, implicado en la organizacion de la estructura del nucleolo y en la
génesis ribosomal, en el que la variante rs13303010 se ha asociado con
riesgo aumentado de ADP en varias poblaciones diferentes (52)

e URAD, implicado en la regulacién de la funcién de los peroxisomas y cuya
variante rs9581957 presenta una relacion estadisticamente significativa
con el riesgo de ADP (53)

e ABCC2, miembro de la subfamilia de casete de unién al ATP, con varios

SNPs asociados con peor prondstico en casos con estadios | (54).

1.8.4 ESTUDIOS DE GWAS

Frente a los estudios de genes candidato, los GWAS exploran todo el genoma en
busca de asociaciones entre variantes genéticas y fenotipos especificos sin hacer
suposiciones a priori sobre qué genes podrian estar involucrados en los procesos
bioldgicos subyacentes que conducirian a dicho fenotipo. EI nimero de SNPs evaluado
en un GWAS puede alcanzar varios millones, por lo que son necesarios niveles de
significacion estadistica muy potentes, generalmente p<5x10®. Esto hace que los
tamafos muestrales necesarios sean muy grandes, por lo que es habitual su disefio en el

contexto de consorcios multicéntricos e internacionales.

El primer GWAS llevado a cabo para evaluar el riesgo de ADP se realizo en 2009
mediante el consorcio PanScan y sirvio para establecer la asociacion entre el grupo
sanguineo ABO 'y el riesgo de padecer ADP (12). Otros GWAS posteriores de este mismo

consorcio establecieron otros SNPs localizados en los loci 1g32.1 y 5p15.33 asociados a
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los genes NR5A2 y TERT, asi como 13g22.1, ubicado en una region no codificante del
cromosoma (55) en 16g23.1 asociado al gen BCAR1/CTRB, en 13g12.2 asociado al gen

PDX1y en 22g12.1 asociado al gen ZNFR3 (56).

Varios GWAS realizados en poblacion asiatica han informado de nuevas zonas de
interés, como 6p25.3, 12p11.21 en poblacién japonesa (57) o 21g21.3 o 5p13.1 en
poblacién china (58). Sin embargo, estos hallazgos no se han podido replicar en la
poblacién europea cuando se analizaron en la poblacion del consorcio PANDoRA. Entre
las posibles explicaciones de los autores, refieren que es posible que la distribucion de las
variantes sea tan diferente que no permita establecer asociaciones estadisticas por no
alcanzar un namero suficiente en alguna de ellas, siendo el caso mas evidente la variante
rs2255280, monomdrfica en poblacion caucésica; por diferencias en el patron del
desequilibrio por ligamiento, atribuyendo a una variante una asociacion en una poblacion
que en realidad se asociaba a otra cercana situada en el cromosoma o, con mucha menos
probabilidad, a exposiciones ambientales que modulen el riesgo de manera diferente en
las dos poblaciones (59). Aunque la mayoria de los esfuerzos han ido enfocados a la
busqueda de SNPs en regiones del ADN codificante, ya que su impacto sobre la
funcionalidad de la proteina es més facil de identificar, la mayoria de los hallazgos se
producen en regiones no codificante. En un GWAS reciente, se han explorado las regiones
no codificantes del ADN, encontrando 4 SNP ubicados en regiones activadoras y en sitios

de union de factores de trascripcion (60).

1.85 ALTERACIONES SOMATICAS
La mutacion mas frecuente en el ADP es en KRAS, un oncogen que codifica una

GTPasa que funciona como regulador de la sefializacion celular a estimulos
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extracelulares. La presencia de mutaciones en este gen conlleva la activacion mantenida

de la proteina lo que provoca la promocion de sefiales de proliferacion celular de manera

descontrolada. Se considera un evento inicial en el desarrollo del ADP y esta presente en

mas del 90% de los casos, evidenciandose ya en lesiones precursoras no invasivas (61).

La pérdida de funcidén de numerosos genes supresores de tumores puede verse en el

ADP por diferentes mecanismos, ya sea por pérdida de heterocigosidad, delecién en

homocigosis o hipermetilacion de promotores

CDKNZ2A se encuentra inactivado en la mayoria de los casos de ADP. Codifica
varias proteinas por splicing alternativo, una de las cuales es p16. p16 actia como
un inhibidor de las quinasas dependientes del ciclo celular, en concreto CDK4 y
6, las cuales son esenciales para el avance del ciclo celular. La pérdida de la
funcién de p16 anula un importante punto de control del ciclo celular y favorece

la proliferacion. (62-63)

TP53 es uno de los genes mas frecuentemente alterados en cancer, incluido el
ADP. Esta inactivado en mas del 75% de los casos y conlleva la disminucién del
control de la proliferacion celular y la pérdida de la sefial de apoptosis en respuesta

al dafo sobre el ADN. (50)

SMAD4 se encuentra inactivado en aproximadamente la mitad de los casos de
ADP. Se encarga de regular la expresion de genes en respuesta a TGFp, el cual
esta implicado en el control del ciclo celular, la diferenciacién, la apoptosis y la

regulacién del desarrollo embrionario (50).
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1.8.6 HEREDABILIDAD DEL CANCER DE PANCREAS

El riesgo de padecer ADP puede verse aumentado en el contexto de numerosos

sindromes hereditarios, aunque se estima que alrededor del 10% de los casos van a estar

causados por mutaciones a nivel germinal. (62)

Es conocido que los familiares directos de pacientes de ADP tienen un riesgo 4,5

veces mayor de padecer la enfermedad que la poblacion sana, los que tienen 2 familiares

directos un riesgo 6,5 mayor y los que tienen 3 familiares, hasta 32 veces (63,64).

Son multiples los sindromes hereditarios de predisposicion al CP:

Pancreatitis hereditaria: la causa mas habitual es la mutacién en el gen PRSS1,
aunque existen otros genes asociados a esta entidad como SPINK1, PRSS2 o
CTRC. Presenta un patron de herencia autosémico dominante. Estos pacientes
presentan episodios recurrentes de pancreatitis aguda en edad temprana (<25
afios) que derivan en pancreatitis cronica y posteriormente, en un 18-53% de los

casos, en ADP (65).

Sindrome de Peutz-Jeghers: es una enfermedad de herencia autosémica
dominante causada por la mutacién en el gen STK11. Se caracteriza por la
aparicion de maculas pigmentadas en labios, mucosa oral, nariz, 0jos o genitales
y aparicion de pdlipos hamartomatosos en el tubo digestivo. Se asocia a un riesgo
elevado de tumores digestivos, siendo el riesgo de padecer ADP entre 76 y 132

veces mayor que en la poblacion sana. (62)

Sindrome de melanoma familiar con lunares atipicos multiples: es una
enfermedad de herencia autosomica dominante causada por mutaciones en los

genes CDKN2A o CDK4. Ademés de multiples nevus cutineos, se asocia a un
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riesgo muy elevado de melanoma y de ADP, entre 12 y 36 veces respecto de la

poblacién sana (62).

Sindrome de Lynch: causado por mutaciones en los genes de la via de reparacion
de errores en el emparejamiento de bases: MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y
EPCAM. Tiene una herencia autosomica dominante. Cada uno de ellos se asocia
a un espectro fenotipico diferente, caracterizado por el aumento variable del riesgo
de varios tipos de cancer, como el de colon, endometrio, gastrico, via biliar,
urotelial, cerebral, tumores sebaceos y también, del ADP. EI mayor riesgo lo
confieren las mutaciones en MLH1 con un aumento del riesgo de padecer ADP de

hasta 8 veces (66).

Sindrome de Li-Fraumeni: causado por mutaciones en el gen p53 con un patrén
de herencia autosdmico dominante. Alrededor del 50% de estos pacientes
desarrollaran cancer antes de los 30 afios, con un espectro fenotipico muy amplio.
Presentan un riesgo muy elevado de cancer de mama, sarcomas, tumores
cerebrales, carcinomas adrenocorticales y tumores hematoldgicos. Se ha
publicado un riesgo aumentado de ADP 7 veces mayor al de la poblacion sana

(67).

BRCA2 y PALB2: estos dos genes estan implicados en el sindrome de cancer de
mama Yy ovario hereditario. Condicionan un aumento del riesgo de cancer de
mama, ovario, prostata y melanoma, ademas de ADP. BRCA2 confiere un
aumento del riesgo de entre 3 y 10 veces superior al de la poblacién general,

mientras que el asociado a PALB2 esta en torno a 4 (63).

ATM: asociado al sindrome de ataxia-telangiectasia en homocigosis, los

portadores en heterocigosis presentan un mayor riesgo de cancer de mama y de
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ADP. Se ha estimado un aumento del riesgo en torno a 6 veces superior al de la

poblacién general (68).

Aunque no hay uniformidad en los criterios de seleccion de los pacientes afectos
de ADP candidatos a estudio genético, ya sea germinal o somatico, existe una tendencia
a estudiar cada vez a un porcentaje mayor de pacientes, independientemente de los
antecedentes familiares o personales de cancer. En aquellos casos en los que se realice el
estudio a nivel somatico, se estima que, aproximadamente, el 50% de los mismos va a
tener correlato germinal, lo cual, va a tener implicaciones heredofamiliares. No se han
publicado diferencias en el comportamiento biologico en aquellos casos portadores de

mutaciones a nivel germinal frente a los que lo son exclusivamente a nivel somaético.

1.9 LA VIADE LA AUTOFAGIA

1.9.1 EL PROCESO DE LA AUTOFAGIA

La autofagia es un proceso celular que tiene un papel crucial en el mantenimiento
de la homeostasis intracelular y la supervivencia de las células. El término "autofagia”
proviene del griego y significa "comerse a si mismo", lo que refleja su funcién principal:
la degradacidn y reciclaje de componentes celulares dafiados o envejecidos para mantener
la integridad de la célula. Este proceso es esencial para garantizar la supervivencia celular
durante condiciones de estrés, como la privacion de nutrientes, y desempefia un papel
crucial en la prevencion de enfermedades como el cancer, las enfermedades

neurodegenerativas y las infecciones (69).
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Es un proceso altamente conservado evolutivamente en las células eucariotas que
se encarga de degradar hidratos de carbono, proteinas y lipidos para disponer de una
mayor cantidad de nutrientes que permita la supervivencia celular en condiciones de
ayuno. Pero, también es un mecanismo fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis al eliminar agregados proteicos y organelas disfuncionales que pueden
comprometer el funcionamiento de la célula, ademas de intervenir en la diferenciacion

celular y la remodelacion tisular.

Es un mecanismo que puede ser no selectivo y actuar sobre cualquier elemento
del citoplasma de la célula o ser especifico de algiin componente, proceso que va a estar

mediado por sefiales especificas reconocidas por receptores autofagicos (70).

La autofagia puede llevarse a cabo de tres maneras: macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperonas (CMA). En las dos primeras, la
diferencia radica en el tamafio de la vesicula formada por estructuras de membrana celular
donde se va a producir la descomposicion de los elementos celulares, el autofagosoma,
mientras que, en la CMA, directamente se dirigen las estructuras marcadas hacia los
lisosomas para su degradacion. Del proceso de investigacion en el campo de la autofagia
se han identificado méas de 40 genes los cuales se han agrupado bajo el término de genes
relacionados con la autofagia (ATG). El proceso de la autofagia va a estar regulado por
los ATG en sus diferentes procesos, los cuales pueden resumirse en tres pasos: la
iniciacion, la generacion del autofagosoma y la fusion de este con los lisosomas (71). La
iniciacion del proceso de la autofagia se produce cuando una situacion de estrés
nutricional o lesion celular provoca la inhibicion de mTOR a través del complejo
mTORC1. Este hecho desencadena el reclutamiento de multiples proteinas como el

complejo ULK, formado por ULK1, ATG13, FIP200 y ATG101. En este punto, es preciso
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que se inicie un proceso de reclutamiento de membranas celulares para comenzar la

elaboracion de una estructura que almacene aquellos elementos que van a ser degradados
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Figura 4. Esquema de la via de la autofagia. Adaptado de Garcia-Ruiz O, Cancers 2022.

Para ello, DFCP1 es una proteina que se encarga de marcar elementos nucleares,
principalmente del reticulo endoplasmico, aunque no exclusivamente, con PI3P. Estas
estructuras se conocen como omegasomas y son el principal aporte de elementos de

membrana para la formacién del fagéforo. La produccion de PI3P se posibilita por el
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fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K), la cual va a estar regulada por el complejo de clase 111

de PI3K, formada por las proteinas VPS34, Beclinl y ATG14 (71,73-75).

La localizacion en la célula de este proceso se produce gracias a que ATG13 es
capaz de atraer al complejo de clase 111 de PI3K. Una vez que estan reclutados todos los
elementos, es preciso que el omegasoma se expanda para englobar los elementos celulares
que van a ser incluidos en el fagéforo, proceso denominado nucleacion. Este proceso esta
dirigido por el complejo de clase Il de PI3K, el cual va a ir incorporando fosfolipidos
consiguiendo la elongacion del omegasoma, ademas de por otros elementos como DFCP1
y las proteinas WIPI, las cuales son capaces de interactuar con PI3P para regular este
proceso. Adicionalmente, ATG12 se va a conjugar con ATG5 y posteriormente, con
ATG16L para formar un complejo que en coordinacion con ULK y WIPI regula la

elongacion del fagoforo, junto a otras proteinas como ATG2 y ATG9 (71,73,75)

Para conseguir una estructura cerrada, ademas de este complejo, es preciso la
interaccion con LC3. Esta proteina se sintetiza a través de una proteina precursora,
proLC3, que, a través de la accién de ATG4, se convierte en su forma soluble, LC3-I.
Posteriormente, esta forma se conjuga con fosfatidiletanolamina para formar LC3-II
mediante la accién de ATG7 y ATG3. Es esta forma conjugada la que se asocia con la
membrana del fagoforo, la cual se distribuye de manera dindmica por toda la membrana,
al igual que el complejo ATG12-ATG5-ATG16L, permitiendo una accion coordinada que
contribuye al cierre dindmico y coordinado de las membranas y la culminacion del

fagoforo, ya denominado autofagosoma (71,73).

El siguiente paso es la fusion del autofagosoma con el lisosoma para iniciar la
autofagia. Los autofagosomas pueden distribuirse por todo el citoplasma, pero los

lisosomas son predominantemente perinucleares, por lo que es preciso que ambas
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estructuras se acerquen para su fusion. Proteinas como la dineina o la miosina colaboran
en el movimiento de los autofagosomas por los microtibulos para acercarlos a los
lisosomas. En este proceso, es posible que se fusionen con endosomas, cuyo aporte puede
modificar la composicion del autofagosoma, formando una estructura denominada
anfisoma. Una vez se encuentran cerca, varios elementos median en la fusion entre el
autofagosoma y el lisosoma (71,73,74). Para que se produzca la fusion de membranas, es
necesaria la participacion coordinada entre las proteinas SNARE, las GTPasas de la
familia Rab y diversos factores de anclaje. Las proteinas SNARE se encuentran en ambas
membranas y su unién esta regulada espaciotemporalmente por numerosos factores.
Forman dos complejos: STX17, SNAP29 y VAMPS por un lado y por otro, YKT6, SNAP29
y STX7, los cuales funcionan en paralelo. ATG14 interacciona con STX17 y permite el
anclaje a la membrana del autofagosoma y su estabilizacién. Las proteinas Rab van
ciclando entre la forma activa asociada a GTP y la forma inactiva asociada a GDP. Se
encargan de reclutar a los diferentes factores de anclaje para permitir la fusion de
membranas. Para ello, las proteinas han de ser preniladas, lo que permite su union a las
membranas celulares y ejercer su funcion. La prenilacion es un proceso de modificacion
post traduccional de las proteinas que implica la adicién de un grupo hidrofébico tipo
prenilo a los residuos de cisteina de la proteina, lo que la hace mas soluble y permite su

fusién en la membrana (75).

Los elementos de anclaje incluyen multitud de proteinas, como EPG5, el complejo
HOPS o PLEKHML1. Estos elementos se unen simultaneamente a ATG8 en la membrana
del autofagosoma y a Rab7 en la membrana del lisosoma para que ambos elementos

queden unidos. La proteina GRASP55 complementa esta funcion al unirse a ATG8 en el
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autofagosoma 'y a LAMP?2 en el lisosoma, ademéas de BRUCE, mediante su unién a ATG8

y a STX11 (71,75).

La coordinacion de todos estos procesos permite la captura de las vesiculas del
citosol, la puesta en contacto y la estabilizacion del ensamblaje mediante el complejo
SNARE. Los elementos de anclaje, coordinados por las proteinas Rab, contribuyen a la
fusion de membranas y la maduracion del autofagosoma al unir los elementos a procesar

con el contenido del lisosoma para su auto digestion.

1.9.2 AUTOFAGIA Y CANCER

La capacidad de la autofagia de reciclar organelas dafiadas o eliminar agregados
celulares que pueden resultar toxicos es un punto que puede tener gran interés en el
tratamiento de diversas enfermedades como las neurodegenerativas. Una mala funcion de
los mecanismos de autofagia puede hacer que algunas funciones celulares se vean
alteradas, que disminuya la capacidad de resistencia frente a ciertos patdgenos, que se
acumulen especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales conllevan dafios en el ADN o
que se altere la adecuada presentacion de antigenos, todos ellos procesos relacionados

con la transformacion maligna de las células (76,77).

Se han descrito funciones mas alla de las relacionadas con la autofagia para las
proteinas ATG. En situaciones de estrés, como en lesiones del ADN o de escasez de
nutrientes, p53, proteina relacionada con la regulacion del ciclo celular, puede traslocarse
al citoplasma e interactuar con multiples factores para modular el proceso de la autofagia.
A niveles basales, p53 actla como represor de la autofagia, pero, a niveles elevados es
capaz de activar multiples genes como ATG7, DRAM1 o PRKAB1 que son capaces de

inducir el proceso autofagico. Del mismo modo, ATG7 es capaz de reprimir la activacion
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de p53 lo que sugiere que esta regulacion reciproca va a estar relacionada con la situacion
de estrés que, en ese momento, sufra la célula. La desregulacion del ciclo celular a nivel
de p53 se ha asociado con la tumorogénesis y con la progresion tumoral. En numerosos
tipos tumorales se han evidenciado mutaciones y disminucién de la expresion de varias
proteinas ATG, lo que sugiere que la evasion de los mecanismos de la autofagia supone

una ventaja para las células tumorales (76,78)

La regulacién de las ROS es otro mecanismo por el que la autofagia participa de
la supresion tumoral. EI mecanismo méas importante y uno de los mejores estudiados es
la mitofagia, un proceso de autofagia selectiva contra las mitocondrias. La activacion de
PINK1 en la membrana mitocondrial recluta a la proteina Parkina, la cual induce la
ubiquitinizacién de la membrana mitocondrial, uno de los principales mecanismos de
marcado de estructuras para la autofagia selectiva (79). Esta descrita la alteracion de la
expresion de ambas proteinas en numerosos tipos tumorales, asi como en modelos
murinos knock out para los genes PARK6 y PARK2, responsables respectivamente de la
expresion de PINK1 y Parkina; lo que sugiere su papel como supresoras de tumores
(79,80). La acumulacién de mitocondrias disfuncionales en el citoplasma celular va a
resultar en una acumulacion de ROS y se ha asociado con una mayor tasa mutacional y
como un hecho conductor en la agresividad tumoral en modelos celulares de ADP al
favorecer un fenotipo propicio para la transicion epitelio-mesénquima (EMT), capacidad
invasiva y aparicion de metastasis a distancia, el cual era corregido al administrar N-
acetilcisteina (81). En esta linea, también actua la pexofagia, otro mecanismo de autofagia
selectiva contra los peroxisomas, la cual, aunque se conoce que tiene un papel importante

en el mantenimiento de las ROS, su papel en el desarrollo tumoral es desconocido (76).
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Otra manera de conseguir una autofagia selectiva es mediante p62, una proteina
que funciona como adaptador de reconocimiento de cargo (ACR, de sus siglas en inglés).
Se encarga de identificar proteinas dafiadas, organelas no funcionales y agregados
citosélicos que puedan ser lesivos para la célula. La acumulacion de ACR, especialmente
p62, se ha asociado con un fenotipo mas agresivo y con resistencia terapeutica en modelos
celulares deficientes en la via de la autofagia, principalmente mediando la activacion de
la via NFKB. La acumulacién de NBR1, un ACR relacionado con p62, genera efectos
similares en modelos animales y promueve el desarrollo de metastasis y de fenotipos

agresivos (82).

Ademés de las células tumorales, la autofagia juega un papel importante
modulando los fibroblastos asociados al cancer (CAF), los principales responsables de la
desmoplasia tumoral. La desmoplasia tumoral hace referencia a un estroma fibroso y
denso generalmente asociado a un entorno inflamatorio, caracterizado por la activacion
de los fibroblastos y el depésito de colageno. Se ha asociado con resistencia a la
quimioterapia al tener una menor difusién de los citostaticos en el tejido tumoral. El
déficit de la autofagia de las CAF se ha implicado en un defecto en el equilibrio y la
génesis del colageno, lo que resulta en una disminucion de su depdsito, un estroma menos
rigido y una menor secrecion de citoquinas proinflamatorias y factores proangiogénicos
que se han asociado con un mejor pronostico en algunos tipos tumorales, como el ADP

(83).

Las ATG son capaces de regular la secrecion de vesiculas extracelulares tanto por
vias relacionadas con la autofagia como por vias independientes. Este hecho es usado por
las células tumorales para obtener factores de crecimiento que pueden influir en el proceso

metastasico. Son numerosas las ATG relacionadas con procesos independientes de la
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autofagia que pueden influir en la sefializacion celular, la respuesta inmunoldgica, el ciclo
celular y los procesos de muerte celular inducida, los cuales estan siendo investigados

como biomarcadores y dianas terapéuticas en diversos escenarios (76,84,85).

1.9.3 AUTOFAGIA Y CANCER DE PANCREAS

La autofagia juega un papel fundamental en el ADP. En la mayor parte de los
casos esté asociada con la mutacion en KRAS como agente iniciador. En modelos murinos
con mutacién en KRAS se aprecia un aumento de PanIN, las cuales acaban evolucionando
a ADP. Sin embargo, en modelos knockout para ATG5 o ATG?7, esta transformacion a
ADP desde PanIN no se aprecia, lo que sugiere que el desarrollo de la mayor parte de los

casos de ADP requiere de la participacion de la autofagia (86).

La participacién de la autofagia en el proceso de tumorogénesis en el ADP no se
limita a este punto, sino que se han descrito numerosas interacciones entre diferentes
componentes del proceso autofagico y del desarrollo, promocién y diseminacion del

ADP.

La transicion epitelio-mesénquima (EMT) es un proceso fundamental en la
diseminacion metastasica por el que células epiteliales adquieren caracteristicas
mesenquimales que le permiten la movilizacion y su diseminacion por el sistema
circulatorio. La autofagia y la EMT van a estar estrechamente relacionadas. Por un lado,
porque la autofagia permite poner a disposicion de la célula tumoral los nutrientes
necesarios para el proceso y por otro, porque regula a la baja determinados factores
criticos en el control del ciclo celular (87). En ADP, niveles elevados de TGFj1, un

inductor conocido de EMT, se asocian con un aumento de la conversion de LC3-1 a LC3-
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Il 'y de la formacién de autolisosomas. En tumores con expresion de SMAD4, TGFp1
promueve la proliferacion y frena la migracion celular al regular a la baja su translocacion
nuclear. Sin embargo, en tumores negativos para SMADA4, el TGFJ1 tiene un efecto
contrario, frenando la proliferacion y favoreciendo la migracion a través de la via
MAPK/ERK. Por lo tanto, TGFp1 va a ser capaz de contribuir a diferentes patrones de
comportamiento del ADP en funcién del genotipo, por lo que se postula como una diana

terapéutica personalizada en el tratamiento del ADP (88).

No obstante, la relacién que en el ADP tienen la EMT y la autofagia es mucho
mas compleja, puesto que su regulacion no siempre se va a encontrar en la misma
direccion, lo que puede resultar en que la inhibicidon de la autofagia conlleve la promocién
de la EMT. En modelos celulares de CP con mutacion en KRAS, la deplecion de ATG3 o
ATGS5 se asocia con la sobreexpresion de ZEB1 y Snail2, los cuales son inductores de la
EMT mediante la activacion de la via del NFKB, la cual se postula que es un paso crucial
en la adquisicién del fenotipo mesenquimal. Adicionalmente, la deplecion de p62 en estos
modelos se asocia a la pérdida de la activacion de la via del NFkB y el bloqueo de la
adquisicién de este fenotipo. En el caso concreto del ADP, la acumulacion de p62 como
resultado de la inhibicion de la autofagia se asocia con la activacion de la via del NFKB y
la promocion del EMT vy, adicionalmente, con la disminucion de los niveles de expresion
de CDH1, lo que podria ser utilizado como biomarcador (89). La modulacion de la
autofagia no solo influye en la EMT, sino que también puede afectar a otros mecanismos
moleculares en el ADP. Actla selectivamente, por ejemplo, conduciendo a las
proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 1 (CMH-I) hacia los lisosomas,
provocando asi una menor expresion en la membrana celular y dificultando la respuesta
inmune sobre las células tumorales. EI ADP se ha mostrado especialmente resistente al

tratamiento con inhibidor es de los puntos de control inmune. Pues bien, en modelos
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tumorales en los que se bloquea la autofagia con cloroquina, se ha constatado una potente
respuesta al doble bloqueo con anti-PDL1 y anti-CTLA4, ademas de apreciarse una
mayor infiltracion de linfocitos T CD8 y una menor infiltracion de células mieloides
supresoras, algo especialmente relevante al considerarse que el ADP es un tumor frio con

escasa infiltracion linfocitaria (90).

1.9.4 AUTOFAGIA COMO DIANA TERAPEUTICA EN CANCER DE

PANCREAS

En base a toda la evidencia presentada, parece razonable sugerir que la autofagia
pueda constituir una diana para el tratamiento del ADP. En modelos murinos, la presencia
de diferentes farmacos con capacidad para inhibir la autofagia como wortmanina
cloroquina o hidroxicloroquina se asocian con una mayor sensibilidad a quimioterapia y

radioterapia en diferentes lineas celulares de tumores humanos implantados (91).

No obstante, la modulacion farmacoldgica in vivo de la autofagia hoy en dia dista
mucho de ser superponible a la conseguida con la ablacién genética en animales de
laboratorio. La modulacion farmacolégica de la autofagia presenta diversas limitaciones,
como puede ser la toxicidad, la falta de selectividad, las interacciones con otros farmacos

o la dificultad para encontrar una correcta dosificacion (92)

A pesar de todas las limitaciones, y dado que la autofagia juega un papel
especialmente relevante en el ADP, se ha investigado si la administracion de agentes
moduladores de la autofagia puede ser util en el tratamiento farmacoldgico del ADP. La

cloroquina (CQ), un antipaludico ampliamente usado a nivel mundial y su derivado, la
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hidroxicloroquina (HCQ), son las sustancias mas estudiadas en el tratamiento del ADP
en diversos escenarios y combinaciones. Ambas sustancias actian acumulandose en los
lisosomas aumentando el pH intralisosomal, lo que inhibe la actividad de las enzimas
lisosomales e impide la degradacion del contenido intravesicular. Este hecho también
impide la fusion del autofagosoma con el lisosoma e implica la acumulacion de los

autofagosomas no degradados (93).

Se han disefiado estudios en fase Il destinados a evaluar si se elevaban los niveles
de LC3-11 en linfocitos periféericos tras la administracion de HCQ en pacientes con ADP
tal y como se observoé en ratones. Uno de estos estudios mostro niveles heterogéneos en
los diferentes pacientes, lo que no permitié establecer el papel de LC3-II como
biomarcador de la inhibicion de la autofagia. Ademas, se observd una tasa de control de
la enfermedad a los 2 meses de tan solo el 10%. Aunque es posible que los niveles de
HCQ no fueran suficientes y que se incluyera en el estudio a pacientes tratados con
maltiples farmacos, el empleo de HCQ en monoterapia en el tratamiento del ADP se

abandono a raiz de estos resultados (94)

El primer estudio de combinacién de CQ con gemcitabina que se desarroll6 en
pacientes metastasicos mostrd un perfil de toxicidad manejable y una tasa de respuestas
objetivas del 33%. No obstante, no se apreciaron cambios en la SLP (4 meses) o en la SG
(7,6 meses) respecto a lo esperable con gemcitabina. La dosis maxima de CQ fue de 300

mg semanales para evitar la toxicidad retiniana y la inmunosupresion (95)

No obstante, la monoterapia con gemcitabina no es un estandar en el tratamiento
de primera linea en los pacientes con buen estado general, los cuales van a recibir
tratamiento con poliquimioterapia. En un estudio fase Il randomizado promovido por las

universidades de Pennsylvania y la John Hopkins se evalud el papel de la adicion de HCQ
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adosis de 600 mg dos veces al dia al esquema de gemcitabina y nab-paclitaxel. El objetivo
principal del estudio fue la tasa de SG a 1 afio. No se observaron diferencias en SG ni en
SLP entre el grupo que recibid tratamiento con HCQ y el grupo control. Sin embargo, si
que se aprecio un aumento estadisticamente significativo de la tasa de respuestas a favor
del brazo con HCQ (38,2% vs 21,1%) asi como una mayor toxicidad en forma de
neutropenia, nauseas, neuropatia periféricay alteraciones visuales. Los autores concluyen
que, aungue no se observd un aumento en supervivencia, el aumento en la tasa de
respuestas hacia que la adicion de HCQ podria ser interesante en enfermedad localmente

avanzada (96).

En la enfermedad localizada, la adicién de HCQ a gemcitabina se asocié con una
elevada tasa de reseccion RO (77%) y una mediana de SG de 34,8 meses. En aquellos
casos en los que se aprecia un aumento de LC3-I11 en linfocitos circulantes se asoci6 a un
aumento significativo en SLP (15 vs 6,9 meses) y en SG (34,8 vs 10,8 meses). No
obstante, el bajo nimero de pacientes incluidos (N=35) Unicamente permite establecer

este punto como generador de hipétesis para estudios futuros (97).

En un intento de mejorar estos resultados, el mismo grupo disefia un estudio fase
Il randomizado de combinacion de dosis altas de HCQ en combinacién con el esquema
preoperatorio de gemcitabina y nab-paclitaxel. En este ensayo, el objetivo principal fue
la tasa de respuesta patologica en la pieza quirdrgica, medido mediante el sistema de
puntuacion de Evans. El brazo de pacientes que recibid terapia de combinacién tuvo un
20,6% de casos con una tasa de necrosis superior al 90% frente al 0% del brazo con
quimioterapia sola, asi como un 56% de casos con necrosis >50% frente a un 10% de
casos en el brazo de quimioterapia sola. En poblacion global, el analisis acumulativo
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mostré un beneficio estadisticamente significativo de la combinacion con HCQ frente a
la quimioterapia en cuanto a tasa de respuesta. No obstante, aunque se apreciaron
diferencias numéricas a favor del brazo de combinacion (36 vs. 32 meses), no resultaron
estadisticamente significativas, aunque el ensayo no estaba potenciado para detectar

diferencias (98).

A lavista de los resultados, se siguen realizando estudios para buscar el maximo potencial
a esta maniobra, ya sea con nuevas combinaciones 0 en diferentes escenarios.
Recientemente, se han descrito los resultados de la combinaciéon de trametinib, un
inhibidor de MEK, y HCQ en pacientes con mutaciones en KRAS en tercera linea o
posteriores. Aunque el nimero de pacientes fue muy reducido (N=8), no se observaron
signos de beneficio para la combinacion, aunque los autores consideran que es necesario
extender la cohorte en lineas mas tempranas antes de poder descartar definitivamente la

combinacion (99).
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2. JUSTIFICACION

El cancer de pancreas es una enfermedad extremadamente compleja y con una tasa de
mortalidad elevada, siendo una de las principales causas de muerte por cancer a nivel mundial. A
pesar de los avances en los tratamientos oncolégicos, la supervivencia de los pacientes con cancer
de pancreas sigue siendo alarmantemente baja, con una tasa de supervivencia a cinco afios gue no
supera el 10%. Esta situacién se debe a su diagndstico tardio, cuando la enfermedad ya se
encuentra en estadios avanzados, y a la limitada eficacia de los tratamientos disponibles. Ademas,
el cancer de pancreas presenta una notable heterogeneidad clinica y molecular, lo que hace que

su manejo y tratamiento sean especialmente dificiles.

El interés cientifico en el cAncer de pancreas ha aumentado en los ultimos afios, reflejado
en la gran cantidad de estudios publicados sobre la patologia. En una bisqueda reciente en la base

de datos PubMed (https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/) utilizando el término "pancreatic cancer",

se encontraron mas de 150,154 publicaciones, de las cuales 10,839 fueron publicadas en el Gltimo
afio (2024). A pesar de la cantidad de investigaciones, los mecanismos moleculares subyacentes
del cancer de pancreas no se conocen completamente y la identificacion de biomarcadores y

nuevas dianas terapéuticas sigue siendo un desafio importante.

Uno de los aspectos mas relevantes en la investigacion de este cancer es la falta de
diagndstico temprano, lo que resalta la necesidad urgente de nuevos enfoques para la deteccion
precoz, asi como de tratamientos mas efectivos. En este contexto, el cancer de pancreas ha
demostrado ser una enfermedad multifactorial en la que intervienen factores genéticos,
epigenéticos y ambientales. A pesar de los esfuerzos, los tratamientos actuales son limitados, y la

tasa de respuesta a las terapias convencionales sigue siendo baja.

Nuestro grupo de investigacion participa el consorcio internacional PANDORA, cuyo
objetivo es identificar y validar marcadores genéticos asociados al cancer de pancreas. A través

de estudios genéticos de gran escala y andlisis de cohortes internacionales, el consorcio
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PANDORA busca comprender mejor la biologia molecular de esta enfermedad y la influencia de
variaciones genéticas sobre la progresién tumoral y la respuesta terapéutica. Ademas, se esta
investigando la participacion de rutas moleculares criticas, como la autofagia y la reparacion del
ADN, que juegan un papel fundamental en la supervivencia celular, la resistencia a la

quimioterapia y la metastasis en este tipo de cancer.

Basandonos en descubrimientos recientes que sugieren que la alteracion de la autofagia
puede tener un impacto significativo en el desarrollo y progresion del cancer de pancreas, nuestro
consorcio se enfoca en el estudio de la variacion genética en esta via. Investigaciones previas en
otros tumores sélidos e incluso hemopatias malignas han revelado que los defectos en la
regulacion de la autofagia estan relacionados con la resistencia a tratamientos y la agresividad del
tumor. De esta manera, el consorcio PANDORA busca extender este enfoque al cancer de
pancreas, realizando un analisis exhaustivo de las variantes genéticas asociadas a la autofagia y

su impacto sobre la progresion de la enfermedad y la supervivencia de los pacientes.

El consorcio esté llevando a cabo estos estudios en colaboracion con diversos centros de
investigacion y hospitales internacionales, lo que permitird una mayor diversidad genética en las
cohortes analizadas. Asimismo, se estan implementando modelos funcionales in vitro e in silico
para validar las variantes genéticas identificadas y estudiar sus efectos sobre los procesos
bioldgicos clave en el cancer de pancreas. Con el avance de este proyecto, esperamos contribuir
significativamente al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas personalizadas y mejorar la

supervivencia y calidad de vida de los pacientes afectados por esta devastadora enfermedad.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es la generacion de conocimiento acerca de la

influencia de la via de la autofagia en la evolucion del ADP, dada la evidencia publicada

hasta la fecha de su papel como factor predisponente, predictivo y prondstico, asi como

potencialmente accionable a diferentes niveles terapéuticos.

Los objetivos especificos son:

Seleccionar todos los SNPs de los genes relacionados con autofagia
candidatos a ser incluidos en este estudio.

Extraer de varios estudios de GWAS en ADP previamente publicados y
desarrollados por los consorcios PANScan I-111, PANC4 y FinnGen todos
los SNPs que se asocian significativamente con el riesgo a desarrollar
ADP con un nivel de significacion de p<1,72x107

Validar las asociaciones mas relevantes mediante un metaanalisis con las
cohortes independientes del consorcio (PANDoORA).

Analizar el impacto funcional de aquellas variantes consideradas de
potencial interés utilizando datos de “Human Functional Genomic
Project” (HFGP) que incluyen datos de la cuantificacion de 9 citoquinas
tras diferentes ensayos de estimulacién en muestras de sangre, células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) y macréfagos derivados de
monocitos (MDM). Ademas, el HFGP incluye datos del contaje de 91
poblaciones celulares de sangre periférica (en valores absolutos) y de los
niveles de 103 proteinas inflamatorias y 7 hormonas esteroideas en suero

y plasma.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1  Seleccidn de pacientes

La poblacion de estudio comprendid 15.776 casos de ADP procedentes de GWAS
realizados en las poblaciones PanScan I-111 de ADP (55,56) y la poblacion del consorcio
PanC4 (100). En todos estos estudios, los casos de ADP presentaron un diagnostico
histologico confirmado de la enfermedad y los controles eran donantes de sangre sanos o
personas escogidas al azar entre la poblacion general y sin historia de enfermedad
oncologica. Todas las instituciones participantes obtuvieron la aprobacion de los comités
de ética a nivel local y todos los participantes incluidos en los estudios mencionados
firmaron el correspondiente consentimiento informado. Posteriormente, se incluyeron
también casos del grupo finés FinnGen, el cual aglutina muestras de los biobancos de
Finlandia pareados con los datos de la historia clinica digital de los registros del Sistema

Nacional de Salud (https://www.finngen.fin/en). Este hecho permitio la incorporacion de

1.249 casos adicionales y 259.583 controles.

4.2  Eleccion de los SNPs y metaanalisis de cohortes

Se seleccionaron 234 genes relacionados con la autofagia recogidos en la base de

datos de autofagia (http://autophagy.lu/index.html) asi como 55.583 SNPs incluidos en

estos genes 0 en posiciones cercanas definidas como 5 kb por encima o 3 kb por debajo
del gen en cuestion recogidos en las cohortes PanScan I, 11y 11, asi como en la poblacién
del consorcio PanC4. Se incluyen solo variantes con un valor de imputacion superior a

0.8 analizados mediante el software IMPUTEZ2 v.2.3 (101), asi como otros controles de
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calidad destinados a comprobaciones de omision, duplicados, parentesco criptico,

heterocigosidad anormal y valores atipicos mediante el software Eigenstrat (102).

A continuacion, se llevo a cabo un metaanélisis de los GWAS de las poblaciones
PanScan I-111, PanC4 con la poblacién de FinnGen usando METAL (103). Para evaluar
la heterogeneidad entre las cohortes se emple el estadistico 12, y el metaanalisis se realizd
siguiendo un modelo de efectos fijos que asume que el efecto de los marcadores genéticos

sera el mismo en todas las poblaciones analizadas.

Del total de las 55.583 variantes seleccionadas, 45.036 SNPs fueron comunes en
las plataformas de genotipado de las diferentes cohortes y fueron incluidas en el
metaanalisis. De ellas, 2.908 se consideraron independientes de acuerdo con los datos de
LDLink en cohortes europeas, por lo que el nivel de significacion para la prueba de

comparaciones multiples de Bonferroni se estableci6 en 1,71x107° (0,05/2.908 SNPs).

4.3  Cohortes de replicacidn, genotipado y metaanalisis

Tras el metaandlisis de las 3 cohortes de GWAS, se seleccionaron las sefiales
genéticas mas interesantes y se validd su asociacion en la poblacién de replicacion que
incluyo 6.881 individuos, 3.226 casos y 3.665 controles. Para la seleccion de los
marcadores que se validaron en la fase de replicacion, se excluyeron aquellos SNPs que
ya se habian identificado previamente como relacionados con la susceptibilidad al ADP
y se seleccionan para su replicacion en el consorcio PANDoRa (Figura 5) solo aquellos
SNPs que representaron potenciales nuevas sefiales de asociacion considerando un nivel
de asociacion de p<10“. Al igual que en las poblaciones usadas en la fase de

descubrimiento, se obtuvo la aprobacion del comité de ética para cada una de las

70



instituciones participantes en el consorcio PANDORA y todos los participantes firmaron

consentimiento informado para su inclusién en el estudio.

PANDoRA

The PANcreatic Disease ReseArch Consortium O:; Y >

An international
consortium for
research on
pancreatic cancer

Genetic susceptibility

Risk factors

Established risk factors include cigarette

ght, a medical

ancreatic cance
cancer deaths ir

uency of those mu

bulk of genetic su

diagnosis

d risk of developing pancreat

Identifying groups of
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study genetic fact
(PANDoRA) consort

Figura 5. Pagina web del consorcio PANDORA (https://pandoraconsortium.wixsite.com/pandora).
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Alelo 1 (Marcaje con FAM)

El genotipado de los SNPs se realizo en la Universidad de Pisa mediante
KASPar® (LGC Genomics, Hoddesdon, UK) o Tagman® SNP Genotyping assays
(Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA) de acuerdo con los protocolos
especificados para cada técnica. Como control interno, alrededor del 5% de las muestras
se seleccionaron aleatoriamente y se incluyeron por duplicado. La concordancia para las

muestras duplicadas fue > 99,0%. Un ejemplo de este procedimiento se representa en la

Figura 6.
Discriminacion alélica
Homocigotos (1/1)
Heterocigotos (1/2)
4,000
3.000
Homocigotos (2/2)
2.000 ..

0.000
0000 0.500 1.000 1.500 2.000 2.500 3.000 3500 4000 4.500 5.000

Alelo 2 (Marcaje con VIC)

Figura 6. Grafica tipica de un andlisis de genotipado con sondas KASP® o Tagman®.

Todos los SNPs tuvieron una frecuencia en la poblacion control similar a la

presente en la base de datos del 1000 Genomes.

Tras el genotipado de los marcadores, se realizd un nuevo metaanalisis con las

estimaciones de asociacion obtenidas en PANDoRa y las publicadas en los consorcios
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PanScan I-111, PANC4 y FinnGen mediante METAL (103). De nuevo se utilizé el modelo
de efectos fijos y el estadistico 1% para evaluar el grado de heterogeneidad de las

poblaciones analizadas.

4.4  Efecto funcional de las variantes relacionadas con la autofagia

Para comprender mejor el papel funcional de los SNPs analizados en este estudio,
realizamos experimentos de estimulacion en la cohorte de 500 individuos del Human

Functional Genomic Project (HFGP; http://www.humanfunctionalgenomics.org/site/). El

estudio del HFGP fue aprobado por el Comité Etico de Arnhem-Nijmegen (n.°
42561.091.12) y las muestras biologicas se recolectaron tras obtener el consentimiento
informado de cada sujeto participante. Investigamos si alguno de los SNPs que fueron
validados exitosamente a traves del metaanalisis de las poblaciones de estudio se
correlacionaba con los niveles de 9 citocinas pro y antiinflamatorias (TNFa, IFNy, IL1Ra,
IL1B, IL6, IL8, IL10, IL17 e IL22) tras la estimulacion de sangre total, PBMCs o
monocitos derivados de macrofagos (MDM) de 408 sujetos sanos. La estimulacion se
realizd6 con LPS (100 ng/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis), PHA (10 pg/ml, Sigma),
Pam3Cys (10 pg/ml, EMC microcollections), CpG (100 ng/ml, InvivoGen) durante 24 o
48 horas. Los protocolos detallados para la extraccion de PBMCs, diferenciacion de
macrofagos y ensayos de estimulacion han sido descritos en detalle en publicaciones

previas (104).

Brevemente, las PBMCs se lavaron dos veces con solucion salina y se
resuspendieron en medio (RPMI 1640) suplementado con gentamicina (10 mg/mL), L-
glutamina (10 mM) y piruvato (10 mM). Las estimulaciones de PBMCs se realizaron con
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5x%10° células por pocillo en placas de fondo redondo de 96 pocillos (Greiner) durante 24
horas en presencia de suero humano al 10% a 37 °C y 5% de COx. Tras la estimulacion
in vitro, los sobrenadantes se recolectaron y almacenaron a —20 °C hasta su analisis
posterior en ensayos ELISA. Los experimentos de estimulacion de sangre total se
realizaron utilizando 100 ul de sangre heparinizada que se afiadio a una placa de 48
pocillos y se estimulé con 400 pl de LPS, PHA (volumen final de 500 pl) y CpG durante
48 horas a 37°C y 5% de CO.. Los sobrenadantes se recolectaron y almacenaron a —20°C

hasta su uso en los ensayos ELISA.

Las concentraciones de TNFa, IFNy, IL1Ra, IL1p, IL6, ILS, IL10, IL17 e IL22
humanos se determinaron utilizando kits comerciales especificos de ELISA (PeliKine
Compact, Amsterdam, o R&D Systems), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Cuando los valores estaban por debajo o por encima del limite de deteccion del ELISA,
se utilizo el limite correspondiente. Después de la transformacién logaritmica de los datos
de loci cuantitativos de citocinas (cQTL), se realizaron andlisis de regresion lineal
ajustados por edad y sexo para determinar la correlacion de los SNPs con los cQTLs.

Todos los analisis se llevaron a cabo utilizando el software R (http://www.r-project.org/),

empleando scripts personalizados en el lenguaje de programacion R basados en funciones
existentes como Im (stats). Para tener en cuenta las comparaciones multiples, utilizamos
un umbral de significacion de 2,92x10™* (Teniendo en cuenta los SNPs independientes

significativos, las citocinas testadas y los estimulantes utilizados).

45  Correlacion de los SNPs identificados con los recuentos de células sanguineas

y los perfiles protedmicos séricos/plasmaticos

Para evaluar el impacto de los SNP seleccionados en la variacion de las

frecuencias de las células inmunitarias, se midieron 91 poblaciones de células derivadas
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de la sangre mediante citometria de flujo de 10 colores (citdmetro de flujo Navios,
Beckman Coulter, Miami, FL, USA) tras la toma de muestras de sangre (2-3 horas) y se
realizd un analisis del recuento celular utilizando el software Kaluza (Beckman Coulter,
v.1.3). Con el fin de reducir el ruido inter-experimental y aumentar la potencia estadistica,
se realiz6 un andlisis del recuento celular calculando los porcentajes de las células
parentales y las de sus progenitores, que se definieron como el porcentaje de un
determinado tipo de células dentro de la poblacion de células de las que se aislaron (Tabla
suplementaria 2, Anexos). Los protocolos de laboratorio para el aislamiento de células,
los reactivos, la seleccion y el andlisis por citometria de flujo se han descrito previamente
en detalle (104). El nimero de acceso de los datos de citometria de flujo sin procesar y
los archivos de datos analizados estdn disponibles a pedido de los autores

(http://hfgp.bbmri.nl).

Ademas de los analisis celulares también se realiz6 un analisis protedbmico en
muestras de suero y plasma de la poblacion del HFGP. Las proteinas circulantes se
midieron utilizando el ensayo de extension de proximidad (panel de inflamacién Olink®,
Olink, Suecia) que dio como resultado la medicion de 103 biomarcadores diferentes
(Tabla suplementaria 3, Anexos). Los niveles de proteinas se expresaron en escala log2
como valores de expresion de proteinas y se normalizaron utilizando muestras puente

para corregir la variacion entre lotes.

Para tener en cuenta las comparaciones multiples en el estudio de autofagia,
utilizamos un umbral de significacion de 1,21x10~* y 1,37x10™* para el analisis
protedmico y de recuento de células sanguineas, respectivamente. Todos los analisis

funcionales se realizaron utilizando el software R (http://www.r-project.orq), utilizando
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scripts personalizados en el lenguaje de programacion R basados en funciones existentes.

Los graficos funcionales se mostraron utilizando el software Prism®.

4.6  Correlacion entre los SNPs identificados y las concentraciones plasmaticas

de hormonas esteroideas

A continuacion, investigamos la correlacion de los SNPs de interés con los niveles
de 7 hormonas esteroides plasmaticas (androstenediona, cortisol, 11-desoxicortisol, 17-
hidroxiprogesterona, progesterona, testosterona y 25-hidroxivitamina D3) en 279 sujetos
seleccionados del proyecto HFGP, quienes no recibian terapias de reemplazo hormonal
ni utilizaban anticonceptivos orales. Las concentraciones plasméaticas de hormonas
esteroides se determinaron mediante espectrometria de masas en tandem con
cromatografia, después de la precipitacion de proteinas y extraccion en fase solida,

siguiendo los protocolos previamente reportados.

Tras la transformacion logaritmica de los datos, la correlacién entre los niveles de
hormonas esteroides y los SNPs identificados se evalu6 mediante analisis de regresion
lineal, ajustado por edad y sexo. El umbral de significacion se establecio considerando el

namero de SNPs independientes analizados y el nimero de hormonas determinadas.

4.7 Analisis funcionales in silico

Finalmente, para evaluar el papel funcional de los SNPs seleccionados desde otra

perspectiva, se llevaron a cabo anélisis in silico con diversas herramientas:

- Haploreg
(http://www.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) se utilizo para predecir

el papel funcional de los SNPs seleccionados (Ward & Kellis, 2012). Ademas, se evalud
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si todos estos SNPs de autofagia podrian representar loci de expresion cuantitativa
(eQTL) para diferentes tipos de células y tejidos, utilizando datos del portal GTEx

disponibles publicamente (https://gtexportal.org/home/).

- QTLbase se utilizé para verificar todas las caracteristicas de los QTL
(http://www.mulinlab.org/gtlbase). QTLbase agrega datos de diversas fuentes,
incluyendo TCGA, GTEX, Pancan-MNVQTLdb y DICE. Para completar estos andlisis
funcionales in silico, se desarrollaron meta-puntuaciones que integran diversas
anotaciones o puntuaciones individuales en una Unica puntuacion cuantitativa (Zheng et
al., 2020). Esta puntuacién combinada considera datos sobre conservacion, frecuencia

poblacional y el impacto en las propiedades fisicoquimicas de la proteina estudiada.

- Regulome DB (https://requlomedb.org/), y FORGEdb

(https://forge2.altiusinstitute.org/files/forgedb.html) se utilizaron para proporcionar

informacidn adicional sobre el papel funcional de las variantes mas prometedoras.
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5 RESULTADOS

En este estudio se incluyeron 276.608 individuos, 9.989 casos de ADP y 266.619
controles de las poblaciones PanScan I-111, 8.740 casos y 7.036 controles de la cohorte
PanC4 y 1.249 casos y 259.583 controles del estudio FinnGen. Un total de 45.036 SNPs
no mostraron desviacion en el equilibrio de Hardy Weinberg por lo que fueron incluidos
para el analisis de asociacion. Tras realizar el test de Hardy Weinberg en el grupo control
mediante un test chi-cuadrado, el metaanalisis de las estimaciones de asociacion de estos
SNP en las cohortes PanScan I-111+PanC4 y FinnGen mostré que 60 polimorfismos

estaban asociados con el riesgo a desarrollar ADP (p<0,05) en ambas cohortes.

Tras filtrar por valores de desequilibrio de ligamiento (LD) (r2<0,1) y una
frecuencia alélica menor (MAF) de 0,01, se obtuvieron 26 SNPs independientes
asociados con el riesgo a desarrollar ADP. Entre ellos, se definieron 9 SNPs con un riesgo

de ADP con nivel p<10*(Tabla 4).

Entre los SNPs identificados, el SNP BIDrsos04789 presentaba una asociacion
significativa con el riesgo de ADP (p < 1,72x10°) Tras el metaanalisis de las tres cohortes
europeas, el SNP BIDrsgs04789 tiene un aumento del riesgo de padecer ADP en comparacion
con el alelo mas frecuente (OR=1,31, p=9,67x10°) (Tabla 5). La asociacion permanecio
significativa tras la correccion de comparaciones multiples de Bonferroni. Este hecho esta
sustentado en la literatura al estar comunicado que el SNP BlDisgs04789 afecta al estado de
la cromatina en numerosas estirpes celulares, especialmente en monocitos, células T

reguladoras, células T helper, células T CD8+, celulas B, células NK y neutrdfilos.
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Tabla 4 SNP asociados con la autofagia en las diferentes cohortes
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PanScan+PanC4 FinnGen PANDoRA Metaanalisis

(n=15.776) (n=314.924) (n=6.881) (n=337.581)
OR OR OR OR
P h EA MAF P p p . .
SN Gen € (95%CI) (95%CI) (95%CI) (95%CI) Pret Ptie
1.33 1.34 1.19 131
4.70E- .674E-
rs9604789 BID 22 A 002  (1.13- 0‘; (1.07- 00107 (0.89- 0251 (16 °° 0.7868
1.56) 1.68) 1.60) 1.47)

Tabla 5. Metaandlisis de la asociacion entre el SNP del gen BID y el riesgo de ADP. EA: alelo de efecto

Este estudio también revel6 otras asociaciones prometedoras para otros 8 SNPs
en los genes TP53, TP63, ERBB2, MAP1LC3B, PEX14 y MTOR con un riesgo de ADP
con nivel p<10™. En base a estos hallazgos, se replicaron y genotiparon estos SNPs en la

cohorte PANDoORa.

Se identifican tres SNPs en el gen TP63, localizados en un locus ya conocido
como marcador implicado en la susceptibilidad al ADP. Los resultados muestran que los
portadores de TP63rsis15406c Y de TP63rs3s3s9543c presentaron un menor riesgo de
desarrollar ADP (OR=0,89, p=6.27x10® and OR=1,16, p=2,74x107®). La asociacion
permanecio significativa tras la correccién de comparaciones multiples de Bonferroni
(PBonferroni=1,72x10°) para TP63rs1515406, Mientras que para TP63rs3s3s9543 PErmanecio

marginalmente positivo

Ademas de los estudios genéticos y dado que TP63s1515496 €5 UN biomarcador de
riesgo de ADP conocido, evaluamos por primera vez el impacto sobre la respuesta
inmunoldgica. Nuestros datos mostraron una correlacion entre el alelo TP63ys1515496 CON

un aumento de las células T reguladoras FOXP3+Helios+ (p=7,67x10%) (Figura 7) y de
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las células T reguladoras CD45RA+ (p=1,56x10"%) (Figura 8) junto con un descenso de
las células T reguladoras CD4+ (p=7,86x10") (Figura 9). Aunque los valores de p de
estos datos funcionales no alcanzaban el valor de significacion estadistica tras la
correccion de comparaciones multiples de Bonferroni (establecida en p= 6,1x107) estos
resultados, unidos a los hallazgos genéticos sugieren un modesto, pero, aun asi, efecto

funcional de locus TP63 en la modulacién del riesgo de sufrir ADP ya que podria estar
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regulando el nimero de las células T reguladoras.

Figura 7 Correlacion en el TP63:s1515496 con las células T reguladoras FOXP3+/Helios +. Se aprecia un

aumento en los portadores del alelo G/G
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Figura 8. Correlacion en el TP63rs1515496 con las células T reguladoras CD45RA+. Se aprecia un aumento en los
portadores del alelo G/G
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Figura 9. Correlacion en el TP63rsis15496 con las células T reguladoras CD4+. Se aprecia una disminucion en los

portadores del alelo G/G

83



6. DISCUSION

84



6. DISCUSION

El papel de la autofagia en la aparicién, desarrollo, pronostico y tratamiento del
ADP es un campo prometedor de investigacion. Esta tesis es el resultado de un trabajo
exhaustivo de investigacion de variantes relacionadas con la modulacién del riesgo de
ADP en 3 grandes cohortes independientes que incluyeron 13.215 casos de ADP y mas

de 270.000 controles sanos.

Uno de los principales puntos fuertes de este trabajo es la identificacion por

primera vez del SNP BIDrsge04789 COMO asociado con un incremento del riesgo de ADP.

El gen BID (BH3 Interacting Domain Death Agonist) se localiza en el cromosoma
22 y es principalmente conocido por su papel proapoptoético dentro de la familia Bcl2.
Juega un papel fundamental en la interrelacion entre la apoptosis y la respuesta inmune
innata del huésped. La proteina BID interacciona con NOD1, NOD2 y proteinas del
complejo IKK para promover la activacion de NFkB y la induccion de la via de
sefializacion de la kinasa ERK. Esto conlleva la promocion de la supervivencia de los
macrofagos de manera independiente a la induccion de la apoptosis mediada por

BID(105).

Esté publicado que en ratones doble knockout para BID, sus macréfagos presentan
un marcado déficit en la produccion de IL6 y de TNFa tras la estimulacion por agonistas
de NOD2, lo que sugiere que los disruptores de BID influyen en la modulacién de la

produccién de citoquinas (106).

El SNP BIDrsgsoa789 S€ ha asociado con alteraciones del estado de la

cromatina y la modulacion de histonas en multiples células inmunitarias. Ademas, se ha
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asociado con la alteracion de los puntos de unién de mdaltiples factores de transcripcion
como NF«kB, POL2, TAF1, TCF12, EGRI, GABP, TBP, POL24HS8 and PAX5N19, cuyo
papel en la regulacidn de procesos inmunes esta claramente establecido(105). Aun asi, en
este trabajo no ha sido posible establecer el papel inmunologico de BIDrsge04789, Ya que no
se encontraron asociaciones estadisticamente significativas con la produccion de
citoquinas en ensayos in vitro, ni en el nimero de poblaciones celulares derivadas de
sangre periférica, ni en los niveles séricos de mediadores de la inflamacidn o de hormonas

esteroideas.

Considerando estos resultados, lo méas plausible es que el SNP BIDysgs04789
modifique el riesgo de padecer ADP mediante la modulacién de la muerte celular mediada
por la autofagia y/o la apoptosis (Figura 9). Se ha publicado que BID juega un papel
crucial en la via de las caspasas. Cuando las células reciben sefiales proapoptoéticas, a
través de receptores como Fas, la caspasa 8 se activa y escinde la proteina BID, generando
una forma truncada denominada tBID. Esta forma trasloca a las mitocondrias donde
interactla con proteinas proapoptoticas como BAX y BAK, promoviendo la
permeabilidad de la membrana externa mitocondrial y la liberacion del citocromo c. Esto
provoca la activacion en el citoplasma de la caspasa 9 y subsecuentemente de caspasas
ejecutoras como la caspasa 3, lo que resulta en la amplificacion de la sefial apoptética.
Adicionalmente, la caspasa 3 también es capaz de escindir la proteina BID por lo que se

genera un bucle de retroalimentacion que potencia la sefial apoptética (107,108).

En esta linea de pensamiento, se ha publicado que las mutaciones en BID que
afectan a la fosforilacion de la proteina regulan la produccion de IL6 de manera diferente
tras la estimulacion de los macréfagos con muramil-dipeptido, un agonista de NOD2. Por

todo lo recogido, es plausible sugerir que el SNP BlDrsgsoa739 podria desregular la
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respuesta inmune innata dependiente de BID, asi como la supervivencia de los

macrofagos, influyendo al final en el desarrollo tumoral (105).

A nivel somético, la ganancia en el niUmero de copias, asi como la sobreexpresion,
es un evento frecuente en muestras tumorales, especialmente en el ADP, estando

presentes hasta en el 6% de los casos (109).

Situacion normal

~ (e

,"“ Autofagia

Apoptosis

Exposicion a campotectinas

- *
T Autofagia
Apoptosis

Figura 10. BID como punto de inflexion del cambio entre la sefial apoptética y de la autofagia. El bloqueo de BID
permite a Beclinl liberarse de la inhibicion de bcl2 e iniciar el proceso de la autofagia. Adaptado de Lamparska-

Przybysz M. Generado con Biorender
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Ademas de la identificacion del SNP BIDisgs04789, 10s resultados de nuestro
metaanalisis en tres poblaciones europeas han validado los datos de estudios previos que
mostraron que determinados SNPs (asi como los SNPs con desequilibro de ligamiento)

en TP63 estan asociados con el riesgo de ADP.

El mayor efecto se ha observado para el SNP TP63rs1515496, que mantiene la
significacion estadistica tras la correccion de comparaciones multiples de Bonferroni y se
mantiene por debajo del corte clasico para la significacion estadistica en un GWAS
(p=5.0x108). Aunque el riesgo con el cancer de pancreas esta claramente establecido, su

papel bioldgico no esta claramente dilucidado (100).

Este trabajo ha demostrado que los donantes sanos del SNP TP63si1515496 tienen
un aumento de las cifras de células T reguladoras FOXP3+ Helios+ y de las células T
reguladoras CD45RA+ ademas de un descenso de células T reguladoras CD4+ que tienen

un papel importante en la actividad supresora de tumores.

Ademads, es importante tener en cuenta que TP63 esta frecuentemente
sobreexpresado en muestras tumorales de ADP y cuya expresion se correlaciona con una

mayor agresividad de la enfermedad (110).

Por otra parte, es razonable sugerir que el SNP TP63s1515496 (0 l0s polimorfismos
en desequilibrio de ligamiento) podria influir en la funcion proteica al alterar el proceso
de splicing, lo que daria lugar a diferentes isoformas de la proteina. A este respecto, se ha
publicado que las isoformas TAp63 se asocian con muerte celular y secuestro del ciclo
celular con funcion supresora tumoral, mientras que la isoforma ANp63, la mas comun
en lineas celulares de ADP, tiene un papel opuesto, favoreciendo el crecimiento y la

invasion tumoral (111).
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Finalmente, hay que destacar que nuestro estudio identificO otros loci en
MAP1LC3B, ERBB2, MTOR, PEX14 y NRB1. A pesar de no alcanzar el umbral de
significacion estadistica tras el test de comparaciones multiples y, por lo tanto, no haber
sido seleccionados para su replicacion en la cohorte PANDORA, consideramos que son
marcadores potencialmente interesantes que merecen un andlisis mas profundo en
estudios futuros. En particular, se ha informado que los genes MAP1LC3B y ERBB2,
cuyos SNPs mostraron una asociacion con el riesgo de adenocarcinoma ductal
pancreatico (PDAC) cercana al umbral de significacion de Bonferroni, podrian
desempefiar un papel en la supervivencia de las células tumorales y en la resistencia a los
tratamientos. La respuesta a proteinas mal plegadas protege a las células tumorales
humanas durante la hipoxia, mediante la regulacion de MAP1LC3B, un gen involucrado
en la expansion del fagéforo y la formacion de autofagosomas (112) Ademas, se ha
vinculado la expresion de la proteina MAP1LC3B en CAF, con una menor supervivencia
en pacientes con PDAC, lo que sugiere su papel en la resistencia inmune adaptativa de

las células tumorales (113).

De manera similar, es conocido en la literatura el papel de ERBB2 con la
predisposicion y el prondstico de los pacientes con ADP. Este gen esta frecuentemente
amplificado en pacientes con ADP, y su efecto oncogénico no solo se debe a la
amplificacion del gen, sino también a su sobreexpresion. Una alta proporcion de tumores
muestran sobreexpresion de ERBB2, lo que sugiere su participacion no solo en el inicio
de la enfermedad, sino también en su progresion y en la supervivencia de los pacientes
(114). No obstante, se requieren mas estudios para delinear con precision el papel de
MAP1LC3B y ERBB2 en la patogénesis del ADP, ya que algunos estudios previos han

indicado que estos genes podrian no influir en la progresion de la enfermedad (114).
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Entre las fortalezas de este proyecto, destaca el estudio pormenorizado de los
SNPs relacionados con la autofagia y la inclusion de tres grandes cohortes europeas que
incluyen un total de 276.608 participantes. Ademas, se ha realizado el analisis funcional
de los SNP en la modulacion de la respuesta inmune innata, las poblaciones celulares
derivadas de progenitores hematopoyéticos, los metabolitos séricos y plasmaticos y los
niveles de hormonas esteroideas en un gran estudio de portadores sanos del proyecto
HFGP. El volumen de datos proporcionado por el HFGP es una ventaja fundamental
porque permite realizar andlisis robustos al incluir una gran cantidad de sujetos. Ofrece
informacidn detallada sobre la variabilidad genética y su relacion con diversas respuestas
bioldgicas, lo que aumenta la capacidad de detectar asociaciones importantes entre
variantes genéticas y funciones fisiologicas. Este extenso conjunto de datos permite no
solo examinar el impacto de SNPs individuales, sino también explorar interacciones mas
complejas entre maltiples variantes genéticas y diferentes procesos bioldgicos, como la

autofagia.

La multicentricidad del proyecto supone limitaciones inevitables derivadas de la
imposibilidad para la recogida uniforme de la informacién citogenética que hubiera
permitido realizar un andlisis estratificado. No obstante, los analisis de asociacion
estratificados por la presencia de alteraciones citogenéticas especificas podrian haber
carecido de potencia suficiente para detectar asociaciones modestas. Otra limitacion
inherente al disefio del proyecto es que se ha realizado en poblaciones de ascendencia
europea, lo que limita la validez externa y la extrapolacion de los resultados a otros grupos

étnicos.

El anélisis en un rango 5 kb aguas arriba y 3 kb aguas debajo de los SNPs

seleccionados suele ser suficiente para localizar las variantes mas relevantes, incluyendo
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aquellas situadas en promotores y regiones no traducidas que podrian tener impacto en la
funcién génica. Sin embargo, elementos reguladores, como potenciadores y represores

pueden existir fuera de estas regiones. (115)

Por ultimo, la falta de variables ambientales no permitio la realizacion de analisis
de interaccion entre ambiente y genes por lo que no se pudo explorar en este estudio la

influencia de factores ambientales en el desarrollo de ADP.
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1. CONCLUSIONES

El CP es una enfermedad habitualmente letal para la que no existen medidas
efectivas de diagnostico precoz y que suele diagnosticarse en estadios avanzados. El
establecimiento de consorcios internacionales permite el desarrollo de proyectos de
investigacion para la identificacion de factores genéticos de susceptibilidad al cancer que
permitan establecer medidas personalizadas en aquellos individuos portadores de

condiciones de predisposicién al cancer.

En este trabajo se ha descrito por primera vez la relacion entre el gen BID y la
modulacion del riesgo de ADP, mediante la identificacion del SNP BlDrsgs04789. Dilucidar
las consecuencias genéticas subyacentes a este hallazgo, sera el objetivo de futuros

proyectos de investigacion.

El SNP TP63/s1515406 ha mostrado una asociacion robusta con el riesgo de padecer

ADP, sumandose a otros SNP de este gen ya identificados en otros trabajos.

El gen TP63 es capaz de modular el riesgo de ADP a través de la regulacion de

diferentes poblaciones de células T, tanto a nivel cuantitativo como a nivel funcional.

Ademas, se han identificado SNPs prometedores en genes poco explorados en

ADP como MAP1LC3B, ERBB2, MTOR, PEX14 y NRB1, lo que garantiza su

investigacién en otros proyectos.
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Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most lethal cancers with
patients having unresectable or metastatic disease at diagnosis, with poor prognosis
and very short survival. Given that genetic variation within autophagy-related genes
influences autophagic flux and susceptibility to solid cancers, we decided to investi-
gate whether 55,583 single nucleotide polymorphisms (SNPs) within 234 autophagy-
related genes could influence the risk of developing PDAC in three large independent
cohorts of European ancestry including 12754 PDAC cases and 324,926 controls.
The meta-analysis of these populations identified, for the first time, the association
of the BID, .senq78e variant with an increased risk of developing the disease
(ORmes = 1.31, p=9.67 x 107%. We also confirned the association of
TP&3 si5i549s and TPA3isasagesqs  variants with PDAC risk (OR =0.89,
p=627 % 107% and OR = 1.16, p = 2.74 = 1077). Although it is known that BID
induces autophagy and TP43 promotes cell growth, cell motility and invasion, we also
found that camiers of the TP83 51515496 allele had increased numbers of FOXP3+
Helios+ T regulatory cells and CD45RA+ T regulatory cells (p = 7.67 = 107" and
p=156x 1073, but also decreased levels of CD4+ T regulatory cells
(p = 7.86 x 107"). These results were in agreement with research suggesting that
the TP63:151549¢ variant alters binding sites for FOXA1 and CTCF, which are tran-
scription factors involved in modulating specific subsets of regulatory T cells. In con-
clusion, this study identifies BID as new susceptibility locus for PDAC and confirms
previous studies suggesting that the TP63 gene is involved in the development of
PDAC. This study also suggests new pathogenic mechanisms of the TP&3 locus
in PDAC.

KEYWORDS
autophagy, functional characterization, genetic variants, pancreatic cancer, polymorphisms,
susceptibility

What's new?

The etiology of pancreatic ductal adenocardnoma (PDAC), among the most aggressive and
deadliest cancers worldwide, remains largely unknown. Here, using data from cohorts of Euro-
pean ancestry, the authors investigated the influence on PDAC risk of single nucleotide poly-
morphisms (SMPs) in genes associated with autophagy. Analyses identified multiple SNPs
associated with PDAC risk, induding variants within BID and TP&3. Variants in BID potentially
dysregulate BID-dependent autophagy, while those in TP63 may influence PDAC risk by modu-
lating levels of T regulatory cells involved in host immune responses against tumor cells. The
variants warrant further study to better elucidate their involvement in PDAC.
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1 | INTRODUCTION

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common form
of pancreatic cancer' ™ with a worldwide incidence that has been
increasing over decades and it is somewhat higher in males than
females (6.7 vs. 6.0 cases per 100,000 people per year, respectively;
https://geo.iarc. fr/today/home). Early diagnosis of PDAC is hampered
by the lack of specific screening tests and by the fact that most of the
patients do not have symptoms or if they do, they are very unspeci-
fic.™* Consequently, PDAC is frequently diagnosed at late stages lead-
ing to an extremely poor prognosis and a 5-year survival rate that
ranges from 2% to 10%.° Several environmental factors (induding
exposure to pesticides, asbestos, benzene, and chlorinated hydrocar-
bons) and lifestyle risk factors (cigarette smoking, obesity, family his-
tory of cancer, pancreatitis, type 2 diabetes, heavy alcohol
consumption, low physical activity, stress, mobile phone use, allergies,
and poor oral health) have been identified for PDAC.**™ Further-
more, around 30 genetic susceptibility loci have been identified
through genome wide association studies (GWAS) and large candidate
gene or candidate region studies.”** However, PDAC continues to
be one of the most aggressive and lethal diseases with still a relatively
unknown etiology.t ™%

Recent evidence suggests that autophagy, a lysosome-dependent
catabolic degradation process involved in removing toxic air pollut-
ants, particulate particles and heavy metals, but also toxic aggregated
cytosolic proteins and malfunctioning organelles from normal cells,
might influence the onset of solid tumors and blood malignandes. ™
1 In PDAC, several studies have demonstrated that pancreatic
tumoral tissues have an increased autophagy flux and a greater num-
ber of autophagosomes®® in comparison to normal pancreatic
cells.®*** Furthermore, it has been shown that autophagy participates
in controlling multiple processes including tumor cell growth, metabo-
lism, MHC-l and MHC-1I presentatim.ﬁ'% cell migration and metasta-
sis.”” These findings, along with the fact that treatment with
chloroguine (an autophagy inhibitor) or the genetic ablation of autop-
hagy initiation genes [ATGS or ATG7Y) reduced the growth of human
PDAC cell lines, ™ suggest that autophagy might represent a potential
target for PDAC treatment. In support of this hypothesis, studies
using xenografts or animal models have shown the benefit of inhibit-
ing autophagy to induce tumor regression and prolong survival #-%
In addition, autophagy is implicated in controlling the resistance to
apoptosis®™ and, therefore, it might represent a poor prognostic factor
for PDAC.* Nonetheless, several studies have also suggested an anti-
tumorigenic effect of autophagy in PDAC™* and some clinical trials
using autophagy inhibitors have shown limited success.®%

Considering the above-reported results, but also previous findings
suggesting that genetic wvariation within autophagy-related genes
influences autophagic flux and the susceptibility to solid and hemato-

738 we decded to comprehensively evaluate the

logical cancers,
impact of 55583 common genetic variants within 234 autophagy-
related genes in determining the risk of developing PDAC. Under-
standing the impacts of environmental exposure through autophagy

and how this catabolic process is genetically regulated might offer

JOURNAL of

new approaches for risk assessment, protection and preventive
actions against cancer. Given the known role of autophagy in shaping
immune responses, inflammation and immune tolerance™ and its
potential role in regulating immunotherapy efﬁcacv,'w we also
assessed the correlation of the most promising autophagy variants
with cytokine production after in vitro stimulation of whole blood
(WE), peripheral blood mononuclear cells (PEMCs), or monocyte-
derived macrophages (MDM) with lipopolysaccharide (LPS), phytohe-
magglutinin (PHA), Pam3Cys or CpG. Additionally, we assessed the
impact of genetic variants in autophagy genes on the absolute num-
bers of 91 blood-derived cell populations, 103 serum immuneological
proteins, and 7 steroid hormones in a large cohort of 408 healthy
donors (S500FG) from the Human Functional Genomic Project
(HFGP).**

2 | MATERIALS AND METHODS

A workflow diagram of the study is included as Figure 1.

21 | Study populations

The discovery population consisted of 15,776 subjects from previous
GWAS on PDAC conducted by the Pancreatic Cancer Cohort (Pan-
Scan I-11),**~** and the Pancreatic Cancer Case-Centrol (PanC4) con-
sortia®® (Figure 1). In these studies, the PDAC cases presented an
established diagnosis and controls were blood donors or healthy sub-
jects randomly selected from the general population and with no his-
tory of previous cancers, As part of the discovery cohorts, we also
included the FinnGen research genomic project, which arose from
Finnish biobanks and digital health record data from Finnish health
registries (https:/ fwww finngenfi/en). At the time this study was con-
ducted, FinnGen (Data Freeze 10 or Ristey10) induded genetic data
of 314,924 individuals (731 PDAC cases and 314,193 controls).

22 |
cohorts

SNP selection and meta-analysis of discovery

A total of 234 autophagy-related genes were selected based on their
presence in the autophagy database (hitp://autophagy.lu/dustering/
index.html; Table 51) and association of 55,583 genotyped or imputed
SNPs within or near these genes (5 kb upstream and 3 kb down-
stream)*“~*® with PDAC risk was computed from a GWAS conducted
in the PanScan |-l and the PanC4 population. GWAS datasets were
downloaded from the NCEBI database of genotypes and phenotypes
(dbGaP; study accession numbers phs000206.v5.p3 and phs000&48.
v1.pl; project reference no. 12644), namely PanScan |, PanScan Il and
PanC4. These PanScan |-l + PanC4 GWAS were subjected to rigor-
ous standard quality control protocols before imputation using the
Michigan imputation server (based on the Haplotype Reference Con-
sortium).*? After imputation, GWAS data were filtered to include only
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Autophagy database

Selection of 234 autophagy=related genes

Association analysis of 45,036 SNPs included in the PanScan |, Il, Ill and PanC4 GWAS
GWAS cohort including 15,776 subjects (8740 PDAC patients and 7036 controls:
All SNPs included 5 kb upstream and 3 kb downstream of each gene)

Meta=analysis of the PanScan I, Il, lll and PanC4 GWAS datasets
{including 2907 independent SNPs (r? < .1, p < .05))
PanScan I, Il, ll+PanC4 GWAS (8740 PDAC patients and 7036 healthy controls)

Meta=analysis of the PanScan |, Il, lll, PanC4 GWAS and FinnGen datasets
{ineluding 166 independent SNPs associated with PDAC risk; (p < 1.0 x 10-Y))
PanScan LILII+PanC4 GWAS (8740 PDAC patients and 7036 healthy controls) and FinnGen cohort (731 PDAC patients and
314,193 healthy controls)

Validation of the association of the BID SNP with PDAC risk (p < 1.72 = 10~9))

Genotyping of the PANcreatic Disease ReseArch Consortium (PANDoRA) consortium
PANDoRA consortium (3283 PDAC patients and 3697 healthy controls)

Metasanalysis of the 4 European cohorts
Overall population 283,588 subjects (12,754 PDAC patients and 324,926 healthy controls)

Functional characterization of the SNPs within BID and known risk loci for PDAC (HFGP cohort)

v v

cQTL analysis

populations

Cytokine levels (TNFa, IFNy,
IL1Ra, IL1p, ILS, IL8, IL10,
IL17 and IL22) measured in
supernatants after in vitro
stimulation of whole blood,
PBMCs and monocytess
derived macrophages with
LPS, PHA, Pam3Cys and CpG

Kaluza software

FIGURE1 Fow diagram of the study.

high-quality imputed variants (info score »0.8). Further quality-control
checks were implemented including checks for missingness, dupli-
cates, abnormal heterozygosity, cryptic relatedness, population out-
liers (evaluated by principal components analyses using Eigenstrat
software), and genomic inflation (A = 1.00).°° Detailed information
about the genotyping technologies used, quality control, imputation,
and ethnic composition of the discovery cohorts is provided as
Data S1. A fixed-effect meta-analysis of the PanScan -1l + PanC4
and publicly available FinnGen GWAS data was conducted using
METAL®* The I? statistic was used to assess statistical heterogene-
ity between the study cohorts and pooled odds ratios (ORs) were
computed using the fixed-effect model. Among the 55,583 selected
wariants, a total of 45036 SMNPs were shared by the GWAS

Absolute numbers of 91
blood=derived cell

Blood-derived cell populations
were measured by 10-color Flow
cytometry (Navios Flow cytometer,
Beckman Coulter) after blood
sampling (2=3 h). Cell count
analysis was performed using

¥ v

Proteomic analysis  Serum steroid hormone

analysis

Levels of 7 steroid
hermones (androstenedione,
cortisel, 11-decxy-cortisol,
17-hydroxy progesterone,
progesterone, testosterone
and 25 hydroxy vitamin D3)
measured in 279 healthy
controls without hormone
replacement therapies or
oral contraceptives

Levels of 103 serum
or plasmatic
Inmunological
protains

platforms and were, therefore, available for association analysis. Of
those 45,034 variants, a total of 2907 SNPs were considered inde-
pendent {r® < .1) according to LDLink data for European cohorts
(https://ldlink.nci.nih.gov/ *tab=snpclip), and therefore, the multi-
ple testing significance threshold for the study was set to
p=1.72 « 10 ° (0.05/2907 SNPs; Table 52). To select the most
interesting markers for further validation, we excluded those SMNPs
that were previously reported as susceptibility markers for PDAC
and we advanced for replication in the PAMcreatic Disease
Resefrch [PANDoRA) consortium only those markers that showed
a significant association with PDAC risk after multiple testing cor-
rection {p < 1.72 =« 10 °). Genotyping of the genetic markers
included 3283 PDAC cases and 3697 controls.
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2.3 | Genotyping and meta-analysis

Genotyping of genetic variants advanced for replication in PANDoRA
was carried out at University of Pisa (Department of Biology, Univer-
sity of Pisa, Pisa, Italy) using KASPar (LGC Genomics, Hoddesdon, UK)
according to previously reported protocols.”™™> For internal quality
control, ~5% of samples were randomly selected and included as
duplicates. Concordance between the original and the duplicate sam-
ples for the SNPs tested was =99.0%. Selected SMPs showed geno-
type frequencies in the control population similar to those found in
the 1000 Genomes database (data not shown) and were in Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE). After the genotyping of selected
markers in PANDoRA, an overall meta-analysis of the association esti-
mates of PANDoRA with those from the PanScan I-lll, PANC4, and
FinnGen studies was conducted in R using the Meta package **

24 |
variants

Functional effect of the autophagy-related

To provide insight into the functional role of those SMPs that
remained  statistically significant  after  multiple
{p=1.72 =« 105, but also those SNPs that are well-established sus-
ceptibility markers for PDAC, we tested if any of them were associ-

correction

ated with cytokine expression guantitative trait lod (cQTL) data from
in vitro stimulation experiments. We also tested the association with
the absolute numbers of 91 blood-derived cell populations, 103 serum
or plasmatic inflammatory proteins and 7 steroid hormones quantified
in 408 volunteers from the 500 Functional Genomics (500FG) cohort
from the HFGP.

241 |
cQTL data

Correlation of autophagy-related SNPs with

The ¢QTL data included cytokine levels {IFNy, IL1p, IL6, TNFe, IL17
and IL22) measured when peripheral blood mononudear cels
[PBMCs), monocyte-derived macro-phages (MDM), or whole blood
from 408 healthy subjects were left untreated or stimulated for 24 h
with LPS (1 or 100 ng/mL; Sigma Aldrich, St. Louis, MO), PHA (10 pg/
mL, Sigma, 5t Louis, MO), Pam3Cys (10 pg/mL, EMC microcollec-
tions, Tlbingen, Germany) or CpG (100 ng/mL, InvivoGen, San Diego,
CA). Detailed protocols for PEMCs isolation, macrophage differentia-
tion and stimulation assays hawve been reported elsewhere %%
Briefly, PBMCs were washed twice in saline and suspended in
medium (RPMI 1640) supplemented with gentamicin (10 mg/mL),
L-glutamine (10 mM) and pyruvate (10 mM). PBMC stimulations were
performed with 5 = 10° cells/well in round-bottom 96-well plates
|Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) for 24 h in the presence
of 10% human pool serum at 37°C and 5% COs. Supernatants were
collected and stored at —20°C until used for ELISA. Concentrations of
human IFMy, IL1p, IL&, TNFe IL17 and 1122 were determined using
spedfic commercial ELISA kits (PeliKine Compact, Amsterdam or R&D

Systems), in accordance with the manufacturers' instructions. When
values were below or above the detection limit of the ELISA, the cor-
responding limit was used. After log transformation, linear regression
analyses adjusted for age and sex were used to determine the correla-
tion of the selected SMPs with cQTL data.

242 | Correlation of autophagy SNPs and blood
cell counts and serum/plasmatic proteomic profile

Mext, we evaluated the impact of selected SMPs on celllevel varia-
tion. A total of 91 blood-derived cell populations were measured by
10-color flow cytometry (Mavios flow cytometer, Bedk-man Coulter,
Miami, FL) after blood sampling (2-3 h), and cell count analysis was
performed using Kaluza software (Beckman Coulter, v.1.3). To reduce
inter-experimental noise and increase statistical power, cell count
analysis was performed by calculating parental and grandparental per-
centages, which were defined as the percentage of a certain cell type
within the subpopulation of the cells from which it was isolated
(Table 53).°% Detailed laboratory protocols for cell isolation, reagents,
gating, and flow cytometry analysis have been reported elsewhere™
and raw flow cytometry data and analyzed data files are available
upon reasonable request to the authors (http:y//hfgp.bbmrinl,
accessed on 13 February 2024). A proteomic analysis was also per-
formed in serum and plasma samples from the HFGP study. Circulat-
ing proteins were measured using the proximity extension assay
{Olink Inflammation panel, Olink, Sweden) that resulted in the mea-
surement of 103 different biomarkers (Table S4). Protein levels were
expressed on a log2-scale as normalized protein expression values
and normalized using bridging samples to correct for batch variation.
Considering the number of proteins (n = 103), blood-derived cell
populations {n = 91), and SNPs (n = 4) tested, significance p-values
were set to be 121 x 10 * and 1.37 = 10" * for the proteomic and
blood cell count analyses, respectively.

243 | Correlation between autophagy-related
SNPs and serum steroid hormone levels

Besides the immunological experiments, we also evaluated the corre-
lation of autophagy SMPs with serum steroid hormone levels (andro-
stenedione, cortisol, 11l-deoxy-cortisol, 17-hydroxyprogesterone,
progesterone, testosterone and 25 hydroxy vitamin D3) from 279
healthy controls of the S500FG cohort without hormone replacement
or oral contraceptive therapies. Serum steroid hormone levels were
determined by ELISA following the manufacturer's instructions. Corre-
lation between levels of 7 serum steroid bormones and autophagy-
related SMNPs was evaluated by linear regression analysis adjusted for
age and sex. The significance threshold was set to p = 00178 consid-
ering the number of independent SMPs tested (n = 4) and the number
of harmones determined (n = 7).

All analyses of functional data were performed using R software

(http://www.r-project.org), using custom scripts in the R programming
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language based on existing functions such as Im ([stats). Functional

plots were displayed using the Prism software.

2.5 | Insilico functional analysis

Haploreg (http://wwnw broadinstitute.org/mammals /haploreg/
haploreg.phpl” was also used to predict the functiona role of the
autophagy SMPs. We also tested whether all these autophagy SMPs
could represent expression quantitative trait lod (eQTL) for different
cell types and tissues using publicly available GTex portal data
(https:// gtexportal.org/home/) and information available at the Blood
edTL browser (https:// genenetworknl/bloodegtlbrowser/).

3 | RESULTS

This study induded 337,680 individuals consisting of 12754 cases of
PDAC and 324,926 controls, 8740 cases and 7036 controls from the
PanScan I-1Il and PanC4 cohort, 731 cases and 314,193 controls from
the FinnGen study and 3283 patients and 3697 healthy controls from
the PAMDoRA cohort. A total of 45,036 SMNPs showing no deviation
from HWE (p < .001) neither in the PanScan I-lll + PanC4 and Finn-
Gen cohorts were selected for association analysis. After testing HWE
in the contral group by a standard observed-expected chi-square (x°)
test [p <10 %) and filtering by linkage disequilibrium (LD) values
{r? < 1) and a minor allele frequency (MAF) of 0.01, the meta-analysis
of the association estimates for these SNPs in the PanScan I-llI
+ PanC4 and FinnGen cohorts showed that nine polymorphisms were
associated with the risk of developing PDAC at p =10°* level
[Table 1).

Importantly, among these § SMNPs, we found a statistically signifi-
cant association for a SMP within the BID locus with PDAC risk
(p= 172 « 10 %) Therefore, it was advanced for replication and gen-
otyped in PANDoRA. Assodation results for this SNP are reported in
Table 2. After the meta-analysis of the three European cohorts, we
found that carriers of the BID o470 allele had an increased risk of
developing PDAC when compared with those carrying the most fre-
quent allele (OR =1.31, p = 9467 »« 10 % Table 2). The assodiation of
the BID ;504789 SNP with PDAC risk remained significant after cor-
rection for multiple testing, which suggested that this variant might
have a functional role in modulating PDAC risk. In support of this
hypothesis, it has been reported that the BID .sspq7e SMP affects
chromatin states in multiple primary cell types induding primary
monocytes fram peripheral blood, T regulatory cells, T helper cells,
CD8+ T cells, B cells, NK cells, and neutrophils.

Besides these results, we found three autophagy-related SMNPs
within the TP&3 locus that have been previously identified as suscep-
tibility markers for PDAC. Our results confirmed that carriers of the
TP&3 c15154966 TP83casaessasc alleles had decreased risk of develop-
ing PDAC (OR=08% p=627x10°% and OR=116
p=274%10 % Tabl 1). As expected, the association of the

TP63 51515496 SNP remained significant after correction for multiple

Association analysis of autophagy-related SMPs in the discovery cohorts.

TABLE 1

330.700)

Meta-analysis (n

314.924)

FinnGen R10 (n
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PanScan 4+ PanC4 (n

Pret
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OR (95% CI)
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0017
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++
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4.76E-04

7.34E-04

1.33(113-1.56)
1.09 (1.04-1.14)
0.73(0.62-0.86)
1.52(1.23-1.88)
0.77 (0.67-0.90)
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rsRE04 7B

1.09(1.04-1.13)
072 (0.61-0.84)
148(1.2-182)
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rs11653998
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1.33E-04
6.50E-04

0015
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rs75447274
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0031
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5.47E-04
6. 27E-08
2.T74E-05

2.61E-04

2530
3907
0727

5464

0.67 (0.69-1.10)

9.99E-04
3.50E-08

0.81(0.72-0.92)
0.88(0.84-0.92)
1.17 (108-26)

0070

T
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A

PEX14
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rs15154%4
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14BE-04
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TP&3

rs35387543
rs9BE27 98
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1.05{0.920-1.22)

117 (1.08-126)

0096

TP&3

Mote: The TPE3 .1 515494 SMPs (or other SMPs in strong LD)is a well-established susceptibility markers for PDAC. p < .05 in bold.

Abbreviations: A1, effect-allele; SMP, single nuclectide polymor phism.

*Meta-analysis: PanScan + PanC4 + FinnGen; FinnGen releases DF10 according to a random effect model,



GALVEZ-MONTOSA £7 .

[NTERMNATIONAL 345
1JC JOURNAL of CANCER | cuice J—

TABLE 2 Meta-analysis of the association between the BID SMP and PDAC risk.

Meta-analysis {n — 337.680)

6.980)

PANDORA (n

— 314.924)

FinnGen® (n

15.776)

PanScan + PanC4 [n

P OR (95% CI) P OR (95% CI) Phcta Phiet

OR (95% CI)

P

OR (95% CI)

MAF
002

Chr.

Gene
22

SNP

1.19 (0.89-1.60) 251 1.31(1.16-1.47) P.674E-06 7868

0107

4.70E-04 1.34(1.07-1.68)

1.33(1.13-1568)

BID

rsP604789

Mote: p < .05 in bold.

Abbreviations: SMP, single nucleotide polymorphism; EA, effect allele; MAF, minor allele frequency according to the 1000genome project.

testing (with a threshold of Pposfees = 1.72 = 10°%) whereas the
TP43, xz3m9 54z SMP remained borderline significant.

Given that the TP63.1515454 SMNP is a well-established risk marker
for PDAC, we investigated, for the first time, its correlation with host
immune responses. Of note, we found a potentially interesting corre-
lation of the TPS3, 1515405 SNP with increased numbers of FOXP3+
Helios+ T regulatory cells (p = 7.67 = 10 *; Figure 24) and CD45RA
+ T regulatory cells (p = 1.56 x 10°%; Figure 2B) but decreased levels
of CD4+ T regulatory cells (p = 786 = 10°*; Figure 2C). Although
these associations did not remain significant after correction for multi-
ple testing (Pposferon = P = 6.1 x 1075, 0.05/95NPs/91 blood-
derived cell populations), these results, together with our genetic find-
ings, might suggest a modest but still functional effect of the TP&3
locus on determining PDAC risk by regulating absolute numbers of
specific subpopulations of regulatory T cells.

Interestingly, we could not find significant correlations between
the BID and TPA3 variants and levels of dreulating inflammatory pro-
teins or steroid hormones, which also suggests that these loci do not
impact PDAC risk through the modulation of drculating hormone and
inflammatory protein levels. However, further investigation into these
aspects is warranted to fully understand their roles in PDAC
development.

4 | DISCUSSION

This study comprehensively evaluated the role of autophagy-related
variants in modulating PDAC rigk in three large and independent
cohorts including a total of 13,215 PDAC cases and 270,274 healthy
controls. The meta-analysis of these European populations identified
for the first time that the BID .os0475: SMP was significantly associ-
ated with an increased risk of PDAC. This association remained signifi-
cant after Bonferroni correction (multiple testing). The BID gene (BH3
Interacting Domain Death Agonist) is located on chromosome 22 and
it encodes for a Bol-2 family member that promotes autophagy-medi-
ated cell death and apoptosis through different mechanisms involving
caspase-8, but also Bak and Bax proteins*®%° Interestingly, it has
been proposed that BID also acts as a mediator in modulating the
autophagic flux and host immune responses.m'ﬂwhich underlines the
central role of this gene in tumorigenesis. In this regard, it has been
described that the BID . 404780 SMNP alters binding motifs for multiple
transcription factors including MFkB, POL2, TAF1, TCF12, EGR1,
GABP, TBP, POL24HE and PAX5MN 19 that are very well-known regu-
lators of key immune processes involving multiple immune cell
types.®® Furthermore, it has been shown that the BlD.ssnazss SNP
affect chromatin states and modulates histone marks in multiple
primary immune cell tvpes,S? which might suggest a role of this
SMP in modulating BID expression in specific immune cells. Like-
wise, it has been reported that the BID protein interacts with
MOD1, NOD2 and IKK complex to promote the activation of NFkB
and the induction of the extracellular signal-regulated kinase (ERK)
signaling pathway. Previous studies have reported that the consti-
tutive activation of ERK/MAPK signaling pathway (resulting from
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FIGURE2 (A-C)Correlation of the TP43 c151540: SMNP with
numbers of specific T regulatory T cell subsets.

KRAS mutation) has a relevant role in modulating autophagy, which
confirms that BID is an autophagy regulator gene that has a rele-
vant role in PDAC.

This activation is linked to macrophage cell survival® and it is
independent of the BID-induced a|:|-cb|:iltb5i5.m Furthermore, it has
been demonstrated that macrophages from BID " mice are markedly
defective in the production of ILé and TMFa after stimulation with a
NOD2 agonistm which suggests that any disruption of BID function
might modulate cytokine production. In agreement with these find-
ings, it has been reported that different mutant forms of the BID gene
affecting protein phosphorylation regulated IL-6 production after
stimulation of macrophages with muramyl-dipeptide, a NOD2 ago-
nist 5% Importantly, it has been also shown that BID modulates mye-
loid homeostasis and tumor suppression“ and acts along with BIM to
regulate T cell expansion following acute and persistent infection.®®
Therefore, considering the above information, it seems plausible to
suggest that the BID,.osnq7se SMP might dysregulate BlD-dependent
autophagy, host innate immune responses and survival of macro-
phages and T cells and, thereby, influence cancer development.
However, although tempting, we could not demonstrate the immuno-
logical role of this marker to modulate PDAC risk as our functional
experiments did not show any significant effect on cytokine produc-
tion, absolute numbers of blood-derived cell populations and serum
inflammatory mediators.

Considering these results, it seems more plausible to suggest that
the role of BID,.ss047se SMP in modulating the risk of PDAC is medi-
ated by its effect on the modulating of autophagy-mediated cell death
and/or aD-DptDSiS.ﬁ? In support of this hypothesis, Li et al. (1998)
reparted that BID is a specific proximal substrate of CASPS in the Fas
apoptotic signaling pathway that mediates mitochondrial damage
induced by CASP8.%® Conversely, although BID is mainly known as a
pro-apoptotic protein,®® it has been reported that it may also lead to
the inhibition of apoptosis and induce a shift of toward autophagy-
mediated cell death especially in cells resistant to apq:losis.” In addi-
tion, it has been reported that BID is a target gene of pSS,m which
suggests its implication in the regulation of autophagy-dependent cell
death. However, despite the above-reported information, it is difficult
to draw definitive conclusions on how the BID, .osna7ees SMP within
the BID gene might determine BID function and, thereby, cancer risk.
Therefore, additional functional studies are now warranted to deci-
pher the spedfic role of this SNP in modulating the risk of PDAC.

Besides the identification of the BID SMP in determining PDAC
risk, the meta-analysis of the three cohorts validated results from pre-
vious studies demonstrating that autophagy-related variants within
the TP&3 locus (or specific SMPs in strong LD with them) are suscepti-
hility biomarkers for PDAC risk.****7! The strongest effect was found
for the TPA3 2151 5456 SMP that survived correction for multiple testing
(p= 5.0 x 105, Although the assodation of the TP63 1515495 SNP
with PDAC risk has been previously established using among others
PanScan, PanC4 and PANDoRA |JD|JLI|aliDI'I5,45'?2 its specific biological
function has not been completely elucidated. In this regard, we could
demonstrate that the TP&83.is1s4ss SMP was assodated with
increased absolute numbers of FOXP3+ Helios+ T regulatory cells,
and CDE5RA+ T regulatory cells, but also with decreased numbers of
CD4+ T regulatory cells, the latter being a subset of regulatory T cells

with potentially suppressing immunological activities. These findings
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are in agreement with previous studies demonstrating that higher
counts of T regulatory cells were significantly associated with an
increased risk of PDAC in participants diagnosed within the first
5 years of fdlow-l.lﬂ?s and even with poor |:vrd:|'g|'|i:b5i5.7"'75 Further-
maore, functional data from Haploreg showed that the TP&3. 1515405
SHNF alters binding sites for FOXAL and CTCF transcription factors,
which are involved in modulating T regulatory cell numbers and,
therefore, host immune responses.®® In addition to this, it has also
been shown that TP63 is frequently overexpressed in PDAC tissues™
and that its expression correlates with disease aggressiveness.76 Like-
wise, besides the role of the TPA3,.1515495 variant in determining
absolute numbers of regulatory T cell subsets and host immune
responses, it is conceivable that this intronic variant (or any other
polymorphism in strong LD with it) could influence TP&3 function
through alteration of splicing sites and thus give rise to functionally
different TP&3 isoforms. In this regard, a recent study has demon-
strated that whereas the TApé3 isoform induces cell death and cell
cycle arrest with tumor suppressor features,” the DMpé3 isoform,
which is the most common isoform in PDAC cell lines, has an opposite
effect inducing pancreatic cancer growth, motility and invasion””7®

Finally, even though the association of genetic markers within the
MAP1LC3B, ERBB2, MTOR, PEX14 and NRE1 loci did not reach the
multiple testing signifiance threshold and, therefore, were not
advanced for replication in the PANDORA cohort, we think that they
are potentially interesting markers that need to be further analyzed in
future studies. In particular, it has been reported that the MAPILC3B
and ERBBZ genes, which showed SMNPs associated with PDAC risk
close to the Bonferroni significance threshold, may play a role in mod-
ulating tumor cell survival and resistance to treatments. Rouschop
et al. (2010) demonstrated that the unfolded protein response pro-
tects human tumor cells during hypoxia by regulating MAPILC3E,
which is involved in phagophore expansion and autophagosome for-
mation.” In addition, expression of the MAP1LC3B protein in carci-
noma-associated fibroblasts (CAFs) has been linked to poor survival in
PDAC patients,®™ suggesting its involvement in modulating adaptative
immune resistance of tumor cells.

Similarty, ERBBZ has also been consistently implicated in PDAC
anset and patient survival. Previous studies have demonstrated that
this gene is frequently amplified in PDAC |:mt'nar|is,I31 and its oncogenic
effect is mediated not only by gene amplification but also by overex-
pression,®? highlighting the value of studying this component from a
genetic perspective. Additionally, Ortega et al. (2015) recently deman-
strated that ERBB2 is upregulated in a high proportion of PDAC
patients,®® suggesting its involvement not only in disease onset but

5455 and patient survival.®™ However, fur-

also in disease progression
ther studies are needed to delineate the precise roles of MAP1LC3B
and ERBB2 in PDAC pathogenesis, as some previous studies have indi-
cated a lack of influence of these genes on disease |:|ri:bgre-ssid:lrl.w'ﬁI3
This study has both strengths and limitations. The most important
strengths of our study are the comprehensive analysis of autophagy-
related SMPs and the inclusion of three large independent populations
of European ancestry for a total of 276,608 study participants. Fur-

thermore, we comprehensively analyzed the functional impact of

autophagy-related SMPs in modulating host immune responses, abso-
lute numbers of blood-derived cell populations, serum and plasma
metabolites, and steroid hormones in a large study of healthy subjects
ascertained through the HFGP. However, this study alkko has limita-
tions. Even though the 5 kb upstream and 3 kb downstream range
used to select SMPs is generally sufficient to capture most relevant
variants, including those in promoter regions and untranslated regions
that can impact gene function, we acknowledge that regulatory ele-
ments, such as enhancers and repressors, can exist outside these
regions. Therefore, our study might miss some potentially interesting
and functional markers that affect the regulation of autophagy genes.
Another limitation of our study is that it included only populations of
European ancestry, which restricted the translation of the above-
reported results to other ethnicity groups. Although we attempted to
validate the association of the BID SNP with PDAC risk in the JaPAN
consortium, this cohort did not have genotyping information of the

J.E? Additionally, the lack of environmental

BID marker [or its proxies,
variables in the PANDORA database prevented us from conducting
gene-environmental interaction analyses to explore the relationship
between genetic factors and ernvironmental influences in PDAC

development.

5 | CONCLUSION

In summary, our study has identified, for the first time, the association
of the BID s s0475e SMP with an increased risk of developing the dis-
ease. In addition, it has confirmed the association of TP43 SNPs with
the risk of developing PDAC. This study points to a functional role of
the BID and TP&3 lod in modulating PDAC onset likely through the
regulation autophagy and host immune responses mediated by differ-
ent subsets of T regulatory cells. Finally, this work has underlined the
need of additional studies to elucidate the functional role of the
MAP1LC3B, ERBBZ, MTOR, PEX14 and NRE1 lod to determine
PDAC risk.
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10.1 Tabla suplementaria 1

Tabla suplementaria 1. Lista de genes asociados con la autofagia seleccionados,

Geneld
35626
8542
405
410
411
468
22926
83734
9140
35054
89849
23130
35102
64422
115201
23192
84938
84971

285973
471

’O\
)
N

332
37448

662

0664

60673
23591
10241
10645
821

Name
autophagy/beclin-1 regulator 1
apolipoprotein L, 1
aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
arylsulfatase A
arylsulfatase B
activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element B67)
activating transcription factor 6
ATG10 autophagy related 10 homolog (S. cerevisiae)
ATG12 autophagy related 12 homolog (S. cerevisiae)
ATG16 autophagy related 16-like 1 (S. cerevisiae)
ATG16 autophagy related 16-like 2 (S. cerevisiae)
ATQG2 autophagy related 2 homolog A (S. cerevisiae)
ATQG2 autophagy related 2 homolog B (S. cerevisiae)
ATG3 autophagy related 3 homolog (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog A (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog B (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog C (S. cerevisiae)
ATG4 autophagy related 4 homolog D (8. cerevisiae)
ATGS5 autophagy related 5 homolog (S. cerevisiae)
ATG7 autophagy related 7 homolog (S. cerevisiae)
ATG9 autophagy related 9 homolog A (S. cerevisiae)
ATGQG9 autophagy related 9 homolog B (S. cerevisiae)
S-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP cyclohydrolase
BCL2-associated athanogene
BCL2-associated athanogene 3
BCL2-antagonist/killer 1
BCL2-associated X protein
B-cell CLL/lymphoma 2
BCL2-like 1
beclin 1, autophagy related
BH3 interacting domain death agonist
baculoviral IAP repeat-containing 5
baculoviral IAP repeat-containing 6
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 1
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3
BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like
chromosome 12 open reading frame 44
chromosome 17 open reading frame 88
calcium binding and coiled-coil domain 2
calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta
calnexin

Symbol
AMBRAI
APOLI
ARNT
ARSA
ARSB
ATF4
ATF6
ATGI10
ATGI12
ATGI6LI1
ATGI6L2
ATG24
ATG2B
ATG3
ATG4A
ATG4B
ATG4C
ATG4D
ATGS
ATG7
ATG94
ATG9B
ATIC
BAGI
BAG3
BAKI
BAX
BCL2
BCL2L1
BECNI
BID
BIRCS
BIRC6
BNIPI
BNIP3
BNIP3L
CI2o0rf44
Cl70rf88
CALCOCO2
CAMKK?2
CANX
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http://autophagy.lu/genes/55626
http://autophagy.lu/genes/8542
http://autophagy.lu/genes/405
http://autophagy.lu/genes/410
http://autophagy.lu/genes/411
http://autophagy.lu/genes/468
http://autophagy.lu/genes/22926
http://autophagy.lu/genes/83734
http://autophagy.lu/genes/9140
http://autophagy.lu/genes/55054
http://autophagy.lu/genes/89849
http://autophagy.lu/genes/23130
http://autophagy.lu/genes/55102
http://autophagy.lu/genes/64422
http://autophagy.lu/genes/115201
http://autophagy.lu/genes/23192
http://autophagy.lu/genes/84938
http://autophagy.lu/genes/84971
http://autophagy.lu/genes/9474
http://autophagy.lu/genes/10533
http://autophagy.lu/genes/79065
http://autophagy.lu/genes/285973
http://autophagy.lu/genes/471
http://autophagy.lu/genes/573
http://autophagy.lu/genes/9531
http://autophagy.lu/genes/578
http://autophagy.lu/genes/581
http://autophagy.lu/genes/596
http://autophagy.lu/genes/598
http://autophagy.lu/genes/8678
http://autophagy.lu/genes/637
http://autophagy.lu/genes/332
http://autophagy.lu/genes/57448
http://autophagy.lu/genes/662
http://autophagy.lu/genes/664
http://autophagy.lu/genes/665
http://autophagy.lu/genes/60673
http://autophagy.lu/genes/23591
http://autophagy.lu/genes/10241
http://autophagy.lu/genes/10645
http://autophagy.lu/genes/821

355

calpain 1, (mu/I) large subunit

calpain 10

calpain 2, (m/II) large subunit

calpain, small subunit 1

caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase

caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase

caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase

chemokine (C-C motif) ligand 2

chemokine (C-C motif) receptor 2

CD46 molecule, complement regulatory protein
cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cipl)
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1)
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (melanoma, p16, inhibits CDK4)
CASPS8 and FADD-like apoptosis regulator

chromatin modifying protein 2B

chromatin modifying protein 4B

ceroid-lipofuscinosiS. neuronal 3

cathepsin B

cathepsin D

cathepsin L1

chemokine (C-X3-C motif) ligand 1

chemokine (C-X-C motif) receptor 4

death-associated protein kinase 1

death-associated protein kinase 2

DNA-damage-inducible transcript 3

DIRAS family, GTP-binding RAS-like 3

deleted in liver cancer 1

Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1

Dnal (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9

DNA-damage regulated autophagy modulator 1

ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1

eukaryotic translation elongation factor 2

eukaryotic elongation factor-2 kinase

epidermal growth factor receptor (erythroblastic leukemia viral (v-erb-b) oncogene
homolog, avian)

eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2
eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 3
eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha, 35kDa
eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1
eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2, neuro/glioblastoma derived
oncogene homolog (avian)

endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1

EROl-like (S. cerevisiae)

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain

family with sequence similarity 48, member A

Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

FK506 binding protein 1A, 12kDa

CAPNI
CAPNI0
CAPN2
CAPNS1
CASPI
CASP3
CASP4
CASPS
cCL?
CCR2
CD46
CDKNIA
CDKNIB
CDKN24
CFLAR
CHMP2B
CHMP4B
CLN3
CTSB
CTSD
CTSLI
CX3CLI
CXCR4
DAPK1
DAPK?2
DDIT3
DIRAS3
DLCI
DNAJBI
DNAJBY
DRAM1
EDEM1
EEF2
EEF2K

EGFR

EIF24K2
EIF24K3
EIF2S1
EIF4EBPI
EIF4GI

ERBB?

ERNI
EROIL
FADD
FAMA484
FAS
FKBPIA
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http://autophagy.lu/genes/823
http://autophagy.lu/genes/11132
http://autophagy.lu/genes/824
http://autophagy.lu/genes/826
http://autophagy.lu/genes/834
http://autophagy.lu/genes/836
http://autophagy.lu/genes/837
http://autophagy.lu/genes/841
http://autophagy.lu/genes/6347
http://autophagy.lu/genes/729230
http://autophagy.lu/genes/4179
http://autophagy.lu/genes/1026
http://autophagy.lu/genes/1027
http://autophagy.lu/genes/1029
http://autophagy.lu/genes/8837
http://autophagy.lu/genes/25978
http://autophagy.lu/genes/128866
http://autophagy.lu/genes/1201
http://autophagy.lu/genes/1508
http://autophagy.lu/genes/1509
http://autophagy.lu/genes/1514
http://autophagy.lu/genes/6376
http://autophagy.lu/genes/7852
http://autophagy.lu/genes/1612
http://autophagy.lu/genes/23604
http://autophagy.lu/genes/1649
http://autophagy.lu/genes/9077
http://autophagy.lu/genes/10395
http://autophagy.lu/genes/3337
http://autophagy.lu/genes/4189
http://autophagy.lu/genes/55332
http://autophagy.lu/genes/9695
http://autophagy.lu/genes/1938
http://autophagy.lu/genes/29904
http://autophagy.lu/genes/1956
http://autophagy.lu/genes/5610
http://autophagy.lu/genes/9451
http://autophagy.lu/genes/1965
http://autophagy.lu/genes/1978
http://autophagy.lu/genes/1981
http://autophagy.lu/genes/2064
http://autophagy.lu/genes/2081
http://autophagy.lu/genes/30001
http://autophagy.lu/genes/8772
http://autophagy.lu/genes/55578
http://autophagy.lu/genes/355
http://autophagy.lu/genes/2280

FK506 binding protein 1B, 12,6 kDa

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog

forkhead box O1

forkhead box O3

glucosidase, alpha; acid

GABA(A) receptor-associated protein

GABA(A) receptor-associated protein like 1

GABA(A) receptor-associated protein-like 2

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 3
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1
golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing

glutamate receptor, ionotropic, delta 1

glutamate receptor, ionotropic, delta 2

histone deacetylase 1

histone deacetylase 6

hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate

hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop-helix transcription factor)
heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member 1

heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regulated protein, 78kDa)

heat shock 70kDa protein 8

heat shock 22kDa protein 8

interferon, gamma

inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cellS. kinase beta
inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cellS. kinase epsilon
interleukin 24

immunity-related GTPase family, M

integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
integrin, alpha 6

integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2,

MSK12)

integrin, beta 4

inositol 1,4,5-triphosphate receptor, type 1

glucosidase, alpha; acid

GABA(A) receptor-associated protein

GABA(A) receptor-associated protein like 1

GABA(A) receptor-associated protein-like 2
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 3
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1
golgi-associated PDZ and coiled-coil motif containing

glutamate receptor, ionotropic, delta 1

glutamate receptor, ionotropic, delta 2

KIAA0226

KIAA0652

KIAAO0831

FKBPIB
FOS
FOX01
FOX03
GAA
GABARAP
GABARAPLI
GABARAPL2
GAPDH
GNAI3
GNB2L1
GOPC
GRID1
GRID2
HDACI
HDAC6
HGS
HIFI1A4
HSP90AB1
HSPAS
HSPAS
HSPBS
IFNG
IKBKB
IKBKE
1124
IRGM
ITGA3
ITGA6

ITGBI

ITGB4
ITPRI
GAA
GABARAP
GABARAPLI
GABARAPL2
GAPDH
GNAI3
GNB2L1
GOPC
GRIDI
GRID2
KI4A40226
KI4A40652
KIAA0831
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http://autophagy.lu/genes/2281
http://autophagy.lu/genes/2353
http://autophagy.lu/genes/2308
http://autophagy.lu/genes/2309
http://autophagy.lu/genes/2548
http://autophagy.lu/genes/11337
http://autophagy.lu/genes/23710
http://autophagy.lu/genes/11345
http://autophagy.lu/genes/2597
http://autophagy.lu/genes/2773
http://autophagy.lu/genes/10399
http://autophagy.lu/genes/57120
http://autophagy.lu/genes/2894
http://autophagy.lu/genes/2895
http://autophagy.lu/genes/3065
http://autophagy.lu/genes/10013
http://autophagy.lu/genes/9146
http://autophagy.lu/genes/3091
http://autophagy.lu/genes/3326
http://autophagy.lu/genes/3309
http://autophagy.lu/genes/3312
http://autophagy.lu/genes/26353
http://autophagy.lu/genes/3458
http://autophagy.lu/genes/3551
http://autophagy.lu/genes/9641
http://autophagy.lu/genes/11009
http://autophagy.lu/genes/345611
http://autophagy.lu/genes/3675
http://autophagy.lu/genes/3655
http://autophagy.lu/genes/3688
http://autophagy.lu/genes/3691
http://autophagy.lu/genes/3708
http://autophagy.lu/genes/2548
http://autophagy.lu/genes/11337
http://autophagy.lu/genes/23710
http://autophagy.lu/genes/11345
http://autophagy.lu/genes/2597
http://autophagy.lu/genes/2773
http://autophagy.lu/genes/10399
http://autophagy.lu/genes/57120
http://autophagy.lu/genes/2894
http://autophagy.lu/genes/2895
http://autophagy.lu/genes/9711
http://autophagy.lu/genes/9776
http://autophagy.lu/genes/22863

81631
440738
5609
5594
5595
5599
9479
5601
31360
064223
64419
2475
4609
92345
10135
4077
10787
4780
4790
159296
8484
4864
3084
9542
10718

5034
5071
142
8682
27043
5195
8504
5289
30849
65018
23645
5564
5573
5580
5588
5728
5753
8766

kinesin family member 5B

kelch-like 24 (Drosophila)

lysosomal-associated membrane protein 1
lysosomal-associated membrane protein 2
microtubule-associated protein 1 light chain 3 alpha
microtubule-associated protein 1 light chain 3 beta
microtubule-associated protein 1 light chain 3 gamma
mitogen-activated protein kinase kinase 7
mitogen-activated protein kinase 1

mitogen-activated protein kinase 3

mitogen-activated protein kinase 8

mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 1
mitogen-activated protein kinase 9

membrane-bound transcription factor peptidase, site 2
MTOR associated protein, LST8 homolog (S. cerevisiae)
myotubularin related protein 14

mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)
v-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog (avian)
nuclear assembly factor 1 homolog (S. cerevisiae)
nicotinamide phosphoribosyltransferase

neighbor of BRCAT1 gene 1

NCK-associated protein 1

nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1

NK2 transcription factor related, locus 3 (Drosophila)
NLR family, CARD domain containing 4

Niemann-Pick disease, type C1

neuregulin 1

neuregulin 2

neuregulin 3

prolyl 4-hydroxylase, beta polypeptide

Parkinson disease (autosomal recessive, juvenile) 2, parkin
poly (ADP-ribose) polymerase 1

phosphoprotein enriched in astrocytes 15

proline, glutamate and leucine rich protein 1

peroxisomal biogenesis factor 14

peroxisomal biogenesis factor 3
phosphoinositide-3-kinase, class 3
phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 4

PTEN induced putative kinase 1

protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A
protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit

protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, alpha (tissue specific extinguisher 1)

protein kinase C, delta

protein kinase C, theta

phosphatase and tensin homolog

PTKG6 protein tyrosine kinase 6
RABI1A, member RAS oncogene family

KIF5B
KLHL24
LAMPI
LAMP?2
MAPILC34
MAPILC3B
MAPILC3C
MAP2K7
MAPK]I
MAPK3
MAPKS
MAPKSIPI
MAPK9
MBTPS?2
MLSTS
MTMR14
MTOR
MYC
NAF1I
NAMPT
NBRI
NCKAPI
NFE2L2
NFKBI
NKX2-3
NLRC4
NPCI
NRGI
NRG2
NRG3
P4HB
PARK?2
PARPI
PEAIS
PELPI
PEX14
PEX3
PIK3C3
PIK3R4
PINK]1
PPPIRI5A
PRKABI
PRKARIA
PRKCD
PRKCQ
PTEN
PTK6
RABIIA
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http://autophagy.lu/genes/3799
http://autophagy.lu/genes/54800
http://autophagy.lu/genes/3916
http://autophagy.lu/genes/3920
http://autophagy.lu/genes/84557
http://autophagy.lu/genes/81631
http://autophagy.lu/genes/440738
http://autophagy.lu/genes/5609
http://autophagy.lu/genes/5594
http://autophagy.lu/genes/5595
http://autophagy.lu/genes/5599
http://autophagy.lu/genes/9479
http://autophagy.lu/genes/5601
http://autophagy.lu/genes/51360
http://autophagy.lu/genes/64223
http://autophagy.lu/genes/64419
http://autophagy.lu/genes/2475
http://autophagy.lu/genes/4609
http://autophagy.lu/genes/92345
http://autophagy.lu/genes/10135
http://autophagy.lu/genes/4077
http://autophagy.lu/genes/10787
http://autophagy.lu/genes/4780
http://autophagy.lu/genes/4790
http://autophagy.lu/genes/159296
http://autophagy.lu/genes/58484
http://autophagy.lu/genes/4864
http://autophagy.lu/genes/3084
http://autophagy.lu/genes/9542
http://autophagy.lu/genes/10718
http://autophagy.lu/genes/5034
http://autophagy.lu/genes/5071
http://autophagy.lu/genes/142
http://autophagy.lu/genes/8682
http://autophagy.lu/genes/27043
http://autophagy.lu/genes/5195
http://autophagy.lu/genes/8504
http://autophagy.lu/genes/5289
http://autophagy.lu/genes/30849
http://autophagy.lu/genes/65018
http://autophagy.lu/genes/23645
http://autophagy.lu/genes/5564
http://autophagy.lu/genes/5573
http://autophagy.lu/genes/5580
http://autophagy.lu/genes/5588
http://autophagy.lu/genes/5728
http://autophagy.lu/genes/5753
http://autophagy.lu/genes/8766

10548
81671
157753
8743
7157
38476
8626
7161
7248
7249
286319
8408
9706
25989

9100
7405
9341

RABI1A, member RAS oncogene family

RAB24, member RAS oncogene family

RAB33B, member RAS oncogene family

RABSA, member RAS oncogene family

RAB7A, member RAS oncogene family

ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rtho family, small GTP binding protein Racl)
v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1

retinoblastoma 1

RBI1-inducible coiled-coil 1

v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)

regulator of G-protein signaling 19

Ras homolog enriched in brain

ribosomal protein S6 kinase, 70kDa, polypeptide 1

regulatory associated protein of MTOR, complex 1

SAR1 homolog A (S. cerevisiae)

serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 1
sestrin 2

SH3-domain GRB2-like endophilin B1

sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1 (S. cerevisiae)
sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 2 (S. cerevisiae)
sphingosine kinase 1

spinster homolog 1 (Drosophila)

sequestosome 1

suppression of tumorigenicity 13 (colon carcinoma) (Hsp70 interacting protein)
serine/threonine kinase 11

TANK-binding kinase 1

transcription factor EB

transmembrane 9 superfamily member 1
transmembrane protein 49

transmembrane protein 74

tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
tumor protein p53

tumor protein p53 inducible nuclear protein 2

tumor protein p63

tumor protein p73

tuberous sclerosis 1

tuberous sclerosis 2

tumor suppressor candidate 1

unc-51-like kinase 1 (C, elegans)

unc-51-like kinase 2 (C, elegans)

unc-51-like kinase 3 (C, elegans)

unc-51 like kinase 4

ubiquitin specific peptidase 10

UV radiation resistance associated gene
vesicle-associated membrane protein 3 (cellubrevin)

RABIA
RAB24
RAB33B
RABS5A
RAB7A
RACI
RAF]I
RBI
RBICCI
RELA
RGSI19
RHEB
RPS6KBI
RPTOR
SARIA
SERPINAI
SESN2
SH3GLBI
SIRTI
SIRT?2
SPHK1
SPNSI
SOSTMI
STI3
STK11
TBK1

TFEB

TMISF I
TMEM49
TMEM74
TNFSF10
TP53
TP53INP2
TP63
TP73
N
75C2
TUSCI
ULK1
ULK2
ULK3
ULK4
USPI0
UVRAG
VAMP3
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http://autophagy.lu/genes/5861
http://autophagy.lu/genes/53917
http://autophagy.lu/genes/83452
http://autophagy.lu/genes/5868
http://autophagy.lu/genes/7879
http://autophagy.lu/genes/5879
http://autophagy.lu/genes/5894
http://autophagy.lu/genes/5925
http://autophagy.lu/genes/9821
http://autophagy.lu/genes/5970
http://autophagy.lu/genes/10287
http://autophagy.lu/genes/6009
http://autophagy.lu/genes/6198
http://autophagy.lu/genes/57521
http://autophagy.lu/genes/56681
http://autophagy.lu/genes/5265
http://autophagy.lu/genes/83667
http://autophagy.lu/genes/51100
http://autophagy.lu/genes/23411
http://autophagy.lu/genes/22933
http://autophagy.lu/genes/8877
http://autophagy.lu/genes/83985
http://autophagy.lu/genes/8878
http://autophagy.lu/genes/6767
http://autophagy.lu/genes/6794
http://autophagy.lu/genes/29110
http://autophagy.lu/genes/10548
http://autophagy.lu/genes/81671
http://autophagy.lu/genes/157753
http://autophagy.lu/genes/8743
http://autophagy.lu/genes/7157
http://autophagy.lu/genes/58476
http://autophagy.lu/genes/8626
http://autophagy.lu/genes/7161
http://autophagy.lu/genes/7248
http://autophagy.lu/genes/7249
http://autophagy.lu/genes/286319
http://autophagy.lu/genes/8408
http://autophagy.lu/genes/9706
http://autophagy.lu/genes/25989
http://autophagy.lu/genes/9100
http://autophagy.lu/genes/7405
http://autophagy.lu/genes/9341

6845
7422
23001
11152
36270
35062
26100
33349

vesicle-associated membrane protein 7

vascular endothelial growth factor A

WD repeat and FYVE domain containing 3

WD repeat domain 45

WDR45-like

WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1
WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2
zinc finger, FYVE domain containing 1

VAMP7
VEGFA
WDFY3
WDR45
WDR45L
WIPI1
WIPI2
ZFYVEI
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http://autophagy.lu/genes/6845
http://autophagy.lu/genes/7422
http://autophagy.lu/genes/23001
http://autophagy.lu/genes/11152
http://autophagy.lu/genes/56270
http://autophagy.lu/genes/55062
http://autophagy.lu/genes/26100
http://autophagy.lu/genes/53349

10.2. Tabla suplementaria 2

Tabla suplementaria 2. Tipos de células analizados en sangre total o en células sanguineas mononucleares

periféricas.
Name Parent Grandparent

Leukocytes CD45P LMI1 None None
Neutrophils LMI1 1 None
Monocytes CDI4P LMI1 | None
Classical_monocytes CDI14PPCDI16N_LMII 3 1
Intermediate_monocytes CDI4PPCDI16P LMII 3 1
NonClassical _monocytes CDI4PCDI16P_LMII 3 1
Lymphocytes LMII 1 None
T cells CD3P CD56N LMI1 7 1
NK cells CD3N _CD56P LMl 7 1
NKT cells CD3P CD56P LMII 7 1
B cells CDI19P LMII 7 1
CD4P T cells LMI1 8 7
CDS8P T cells LMI1 8 7
DP_CD4P_CDSP_LMII 8 7
DN CD4N CDS8N LMI1 8 7
CD4P_CD25high_Treg LMII 12 8
NK dim CD56P _CDI16P_LMII 9 7
NK bright CD56PP CDI6N LMl 9 7
NK CD56P CDI6N LMl 9 7
Leukocytes CD45P_LMI?2 justRef justRef
T cells CD3P_CD56N_LMI2 justRef justRef
CD4P T cells LMI2 justRef justRef
CDS8P_T cells LMI2 justRef justRef
CD45RON _CD45RAP_T cells LMI2 21 20
CD45ROP _CD45RAP T cells LMI2 21 20
CD45ROP _CD45RAN T cells LMI2 21 20
CD45RON _CD45RAN T cells LMI2 21 20
CD4P_CD25P _CDI127low_Treg LMI2 22 21
CD4P_Naive CD45RAP _CD27P LMI2 22 21
CD4P Eff CD45RAP CD27N _LMI2 22 21
CD4P EM CD45RAN CD27N _LMI2 22 21
CD4P CM CD45RAN CD27P LMI2 22 21
CD4P Naive CD45RON _CD27P LMI2 22 21
CD4P _Eff CD45RON _CD27N LMI2 22 21
CD4P EM CD45ROP CD27N _LMI2 22 21
CD4P_CM CD45ROP CD27P LMI2 22 21
CDSP_Naive CD45RAP_CD27P_LMI2 23 21
CD8P_Eff CD45RAP _CD27N_LMI2 23 21
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CD8P EM CD45RAN CD27N LMI2 23 21
CD8P CM CD45RAN CD27P LMI2 23 21
CD8P Naive CD45RON _CD27P LMI2 23 21
CD8P Eff CD45RON _CD27N LMI2 23 21
CD8P EM CD45ROP CD27N LMI2 23 21
CD8P CM CD45ROP CD27P LMI2 23 21
Lymphocytes LMI3 justRef justRef
B cells CD3IN _CDI9P LMI3 justRef justRef
CD27N IgMP LMI3 justRef justRef
CDI19P _CD20N_Plasma_blasts LMI3 47 46
CDI9P CD20P B cells LMI3 47 46
IgDN_CDSPP_LMI3 47 46
IgDP CD5SPP LMI3 47 46
IgDN CD5P LMI3 47 46
IgDP CD5SP_LMI3 47 46
CD24P CD38P _LMI3 47 46
Transitional B _cells CD24PP_CD38PP_LMI3 47 46
IgDN IgMP LMI3 47 46
IgDP_IgMP_LMI3 47 46
IgDP_IgMN_LMI3 47 46
IgDN_IgMN_LMI3 47 46
Transitional B_cell CD27N IgMP_CD24P _CD38high LMI3 48 47
Mature naive_ CD24P_CD38P_LMI3 48 47
IgMN_LMI3 55 47
CD24P CD38P_CD27P IgMP LMI3 55 47
Natural_effector CD24P_CD38P_IgDP IgMP LMI3 55 47
Plasmablast IgDN _IgMN CD38PP_LMI3 60 47
Class_switched_memory IgDN IgMN CD38P CD27P LMI3 60 47
IgDN IgMN CD27N _LMI3 60 47
Naive B _cells IgDP _IgMP CD27N_LMI3 58 47
Memory B cells IgDP IgMP CD27P LMI3 58 47
IgDN _IgMP_CD27N_LMI3 57 47
IgM only_memory IgDN IgMP CD27 LMI3 57 47
IgMP _CD38PP_CD27P _LMI3 57+58 47
Class_non_switched memory IgMP CD38P _CD27P LMI3 57+58 47
IgMP _CD27N_LMI3 57+58 47
Lymphocytes PBMC LMI4 justRef justRef
CD4P T cells PBMC LMI4 justRef justRef
DP CD4P CD8P PBMC LMI4 justRef justRef
DN CD4N CDSN _PBMC LMI4 justRef justRef
CD8P T cells PBMC LMI4 justRef justRef
CD25N CDI127P Teonv PBMC LMI4 justRef justRef
CD4P_CD25P_CDI27low Treg PBMC LMI4 justRef justRef
Prol DN CD4NCDSN_PBMC LMI4 80 77
Prol DP CD4PCD8P PBMC LMI4 79 77
Prol CD4P Tconv_ PBMC LMI4 82 78
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Prol_CD4P_Treg PBMC_LMI4 83 78
Prol_CD8_PBMC_LMI4 81 77
Treg FOXP3P_HeliosP_PBMC_LMI4 83 78
Treg FOXP3P_HeliosN_PBMC_LMI4 83 78
Treg CD45RAP_PBMC_LMI4 83 78
Treg CD45RAN _PBMC _LMI4 83 78
Treg HLANDRP _PBMC LMI4 83 78

Las células incluidas en LMI1-3 se midieron en sangre completa y las incluidas en LIM4 en PBMCs.
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10.3. Tabla suplementaria 3

Tabla suplementaria 3. Metabolitos séricos y plasmaticos medidos en la cohorte HFGP.

Panel Marcadores Localizacion
Olink INFLAMMATION(v,3021) 4E-BP1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) ADA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) ARTN Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) AXIN1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) Beta-NGF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CASP-8 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCLI11 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL19 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL20 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL23 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL25 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL28 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL3 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CCL4 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD244 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD40 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD5 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CD6 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CDSA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CDCP1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CSF-1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CSTS Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CX3CL1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CXCL1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CXCL10 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CXCLI11 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CXCLS5 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CXCL6 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) CXCL9 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) DNER Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) EN-RAGE Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) FGF-19 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) FGF-21 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) FGF-23 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) FGF-5 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) FIt3L Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) GDNF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) HGF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IFN-gamma Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-1 alpha Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL10 Suero
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Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-10RA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-10RB Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-12B Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL13 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-15RA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-17A Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-17C Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL18 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-18R1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) L2 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-20 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-20RA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-22 RA1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-24 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-2RB Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL33 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL4 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL5 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL6 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) L7 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL8 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) LAP TGF-beta-1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) LIF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) LIF-R Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MCP-1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MCP-2 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MCP-3 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MCP-4 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MMP-1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) MMP-10 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) NRTN Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) NT-3 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) OPG Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) OoSM Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) PD-L1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) SCF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) SIRT2 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) SLAMFI1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) ST1A1 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) STAMBP Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TGF-alpha Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TNF Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TNFB Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TNFRSF9 Suero
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Olink INFLAMMATION(v,3021) TNFSF14 Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TRAIL Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TRANCE Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TSLP Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) TWEAK Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) uPA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) VEGFA Suero
Olink INFLAMMATION(v,3021) Assay Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) hsCRP Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL18bpx Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) Resistin Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) Leptin Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) Adiponectin Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) AAT Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-IRa_Q Plasma
(Quantikine)
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL18 pg/mL Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-1b pg/mL Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) IL-6 pg/mL Plasma
Olink INFLAMMATION(v,3021) VEGF-A Plasma
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10.5. Reuniones internacionales donde se ha presentado el trabajo incluido en

esta tesis doctoral

Annual meeting of the PANDORA Consortium que tuvo lugar el dia 14 marzo de 2024.

PANDORA About Products v Investor ~  Media »  Sustainability ,  Careers ..  Contact -

General Meetings

General meetings

The Annual General Meeting of Pandora A/S was
held on 14 March 2024. Please click the "General
Meetings” link above to find all relevant material for
the meeting
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