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PRESENTACIO

La tesi que presentem a continuacié es basa en un recull d'articles cientifics,
resultants del treball realitzat els darrers 4 anys en el Grup de Recerca en
Epidemiologia Clinica i Molecular del Cancer (GRECMC), de I'Institut Municipal
d’Investigacié Medica (IMIM-Hospital del Mar).

Ens va semblar adient estructurar la tesi i els seus continguts de la segient
manera: en primer lloc, una introduccié general al tema de recerca, seguit per
les hipotesis i els objectius que ens vam plantejar a l'inici i els aspectes més
rellevants de la metodologia comuna als diferents treballs. En segon lloc, un
capitol de resultats on s’inclouen els articles cientifics, que formen el nucli de la
tesi; cadascun d’ells va precedit d’'un breu resum del contingut i de les principals
troballes de l'article corresponent. En tercer lloc, una discussié general, en la
qual hem aprofundit en les troballes dels diferents estudis que formen el nucli de
la tesi, evitant repetir el contingut dels propis articles, i les conclusions dels
diferents treballs. | finalment, les referencies bibliografiques; aquesta bibliografia

és complementaria a la que apareix citada als articles.

Els quatre articles cientifics que formen el nucli de la tesi s'emmarquen dins
'estudi PANKRAS Il (Estudi multicéntric prospectiu sobre el paper de les
mutacions en el gen K-ras i altres alteracions genétiques en el diagnostic,
pronostic i etiologia del cancer de pancrees i altres patologies pancreatico-
biliars). Els Investigadors Principals de l'estudi sén els Drs Miquel Porta i
Francisco X. Real, i la Coordinadora General, la Dra Nuaria Malats. La resta

d'investigadors es presenta en I’Annex 1.

A note about English language in this thesis: the core of the thesis includes four
scientific papers in English. While the rest of the thesis is written in Catalan,
some contents have been translated into English: the index, which includes titles

of tables and figures; the abstract; the annex 2; and tables in annex 3.






INDEX GENERAL

RESUIM .ottt ettt et e e et e e et e e s b e e e eba e e s abe e e ebbeesnbaeereaeas 1
F N o1 1 = Lot A O U S T OTRRT SRR UPR PR 3
Llista d’abreVIACiONS ........cciiieiiiiiie ettt 5
INtrOAUCCIO GENETAL ......vieivie ettt et 7
HIPOLESIS | ODJECHIUS ...vvveeveereeceeeeee ettt eree e 21
Metodologia GENETAI ........coiiiiiiiieeee ettt 25
LY | 7= £SO 37
DISCUSSIO GENETAI ....ccvviiiieiiecciic ettt ettt te e st e st e s taeebeebeeebeesree s 97
(070 ol (DT To LSS 107
=11 0] 1o =1 = 109

AANINEXES .o e e e et e et e e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e 125



GENERAL INDEX

RESUM . ettt ettt ettt et e et e e te e ste e saeesneeenteebeenbeesseesnaeaneens 1
F N o1 1 = Lot A O U S T OTRRT SRR UPR PR 3
List Of @DDreVIALIONS ........ccveiiiieieiee et 5
General iNtTOAUCLION ........coiiiiiieie ettt 7
HYPOThESES & @IMS ..ottt eve et ae s 21
General MethodOoIOgY ......c.cooiiiiiie e 25
RESUILS ..ttt ettt et te et e e s be e sae e st e s be s ebeesbeesbeesbeeaaeean 37
General dISCUSSION .......cciiuiiiiiiiiie ettt et 97
(070 ol (DT To LSS 107
REFEIENCES ..ttt st eeneas 109

AANINEXES .o et e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e 125



INDEX DETALLAT

CAPITOL 1: INTRODUCCIO GENERAL

1.1. Factors clinics, ambientals i geneétics relacionats
amb [letiologia de [I'adenocarcinoma ductal de

pancrees

1.1.1. Consum de tabac

1.1.2. Consum d’alcohol

1.1.3. Antecedents patologics

1.1.4. Polimorfismes genétics

1.2. Origen de les mutacions en l'oncogéen K-ras en
I'adenocarcinoma ductal de pancrees

CAPITOL 2: HIPOTESIS | OBJECTIUS

2.1. Hipotesis

2.2. Objectiu general

2.3. Objectius especifics

CAPITOL 3: METODOLOGIA GENERAL

3.1. L'estudi PANKRAS I

3.2. Selecci6 de pacients

3.3. Informacié clinico-patologica i entrevistes als
pacients

3.4. Analisis moleculars

3.4.1. Deteccio de mutacions en I'oncogén K-ras

3.4.2. |dentificaci6 de polimorfismes en el gen
CYP1B1

3.5. Analisis estadistiques

10
10
11

11

21

21

23

23

25

25

26

29

31

32

34

35



CAPITOL 4: RESULTATS

4.1. Article 1. Consum de tabac i mutacions en
'oncogén K-ras en pacients amb adenocarcinoma
ductal de pancrees

4.1.1. Resum

4.1.2. Principals troballes

Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats
N, Alguacil J, Morales E, Fernandez E, Corominas
JM, Carrato A, Guarner L, Real FX for the
PANKRAS Il Study Group. Lifetime history of
tobacco consumption and K-ras mutations in
exocrine pancreatic cancer. Pancreas 2007; 35:
135-141

4.2. Article 2: Polimorfismes en el gen CYP1B1 i
mutacions en l'oncogén K-ras en pacients amb
adenocarcinoma ductal de pancrees

4.2.1. Resum

4.2.2. Principals troballes

Crous-Bou M, De Vivo |, Porta M, Pumarega JA,
Lépez T, Alguacil J, Morales E, Malats N, Rifa J,
Hunter DJ, Real FX for the PANKRAS Il Study
Group. CYP1B1 polymorphisms and K-ras
mutations in patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma. Digestive  Diseases and
Sciences 2008; 53: 1417-1421

4.3. Article 3: Antecedents patologics i mutacions en
'oncogén K-ras en pacients amb adenocarcinoma
ductal de pancrees

4.3.1. Resum

4.3.2. Principals troballes

Crous-Bou M, Porta M, Morales E, L6pez T,
Carrato A, Puigdoménech E, Real FX for the
PANKRAS Il Study Group. Past medical
conditions and K-ras mutations in pancreatic
ductal adenocarcinoma. Cancer Causes and
Control 2009; 20 (en premsa)

37

39

39
40

41

51

51
52

53

61

61
62

63



4.4. Article 4: Consum d'alcohol i mutacions en
'oncogén K-ras en pacients amb adenocarcinoma
ductal de pancrees

4.4.1. Resum

4.4.2. Principals troballes

Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats
N, Morales E, Guarner L, Rifa J, Carrato A, Real
FX for the PANKRAS Il Study Group. Lifetime
history of alcohol consumption and K-ras
mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma.
Environmental and Molecular Mutagenesis 2009;
50 (en premsa)

CAPITOL 5: DISCUSSIO GENERAL

5.1. Principals troballes

5.2. Fortaleses i limitacions de I'estudi

CAPITOL 6: CONCLUSIONS

CAPITOL 7: BIBLIOGRAFIA

75

75
76

77

97

97

104

107

109



ANNEXES

Annex 1. Llistat de publicacions derivades dels estudis
PANKRAS [ i lI

Annex 2. Grups diagnostics dels pacients de I'estudi
PANKRAS I

Annex 3. Comparacio dels pacients inclosos i exclosos
en les diferents analisis

- Taula 1. Comparaci6 de les caracteristiques dels
casos d’adenocarcinoma ductal de pancrees amb
i sense entrevista completa

- Taula 2. Comparaci6 de les caracteristiques dels
casos d’adenocarcinoma ductal de pancrees amb
i sense les mutacions en l'oncogén K-ras
determinades

- Taula 3. Comparaci6 de les caracteristiques dels
casos d'adenocarcinoma ductal de pancrees amb
i sense extracci6 de sang

- Taula 4. Comparacio6 de les caracteristiques dels
casos d'adenocarcinoma ductal de pancrees
inclosos i exclosos en les analisis de I'associacié
entre consum de tabac i alcohol i mutacions en

I'oncogén K-ras
- Taula 5. Comparaci6 de les caracteristiques dels
casos d'adenocarcinoma ductal de pancrees
inclosos i exclosos en les analisis de I'associacié
entre antecedents patoldgics i mutacions en

'oncogen K-ras
- Taula 6. Comparaci6 de les caracteristiques dels
casos d'adenocarcinoma ductal de pancrees
inclosos i exclosos en les analisis de I'associacio
entre polimorfismes en el gen CYP1B1l i
mutacions en I'oncogén K-ras

- Taula 7. Comparaci6 de les caracteristiques dels
casos d’adenocarcinoma ductal de pancrees amb
i sense mutacions en I'oncogén a K-ras

Annex 4. Projectes de recerca del GRECMC durant el
periode de realitzacio de la tesi

Annex 5. Curriculum Vitae

- Curriculum en anglés (versio breu)
- Curriculum en catala (versié completa)

125

131

133

135

139

143

147

151

155

159

163

169

169
171



INDEX DE TAULES | FIGURES

Taules

- Les grans xifres del cancer en general, i del cancer
de pancrees en particular, a Catalunya

- Caracteristiques principals dels estudis que han
analitzat la relacié entre la prevalenca de mutacions
en l'oncogen K-ras i el consum de tabac, el consum
d'alcohol i els antecedents patologics, en
I'adenocarcinoma ductal de pancrees en humans

- Consum de tabac en els casos d'adenocarcinoma
ductal de pancrees amb i sense mutacions en el cod6

12 de I'oncogén K-ras

- Comparacio del consum de tabac entre els controls
hospitalaris, tots els casos d’adenocarcinoma ductal
de pancrees, els casos amb el gen K-ras mutat i els
casos sense la mutacio

- Frequiencies genotipiques dels al-lels m1 i m2 en els
casos d’adenocarcinoma ductal de pancrees amb i
sense mutacions al codé 12 de I'oncogen K-ras, i en
els controls hospitalaris

- Relacié entre els polimorfismes als al-lels m1 i m2
del gen CYP1B1 i la frequéncia de mutacions en
'oncogen K-ras, en pacients amb adenocarcinoma

ductal de pancrees

- Antecedents medics de pancreatitis en pacients amb
adenocarcinoma ductal de pancrees, amb i sense
mutacions en I'oncogén K-ras

- Historia de diabetis melltus en els casos
d'adenocarcinoma ductal de pancrees, amb i sense

mutacions en I'oncogén K-ras

- Antecedents de malalties digestives i al-lergies en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees,
amb i sense mutacions en I'oncogen K-ras

- Consum d’alcohol en els casos d’adenocarcinoma
ductal de pancrees amb i sense mutacions en el codd
12 de I'oncogén K-ras

20

45

47

57

57

68

69

71

93



- Tipus d’alcohol que consumeixen els pacients amb
adenocarcinoma ductal de pancrees amb i sense

mutacions en el codé 12 de I'oncogén K-ras

Figures

- Mecanismes d’'actuacié dels carcinogens al llarg del
procés de desenvolupament del cancer

- Model de progressid i alteracions genétiques
caracteristiques de [I'adenocarcinoma ductal de

pancrees

- Coneixements establerts i incognites: diagrama
sobre les possibles influencies de factors clinics,
ambientals i genétics en la prevalenca de mutacions
en l'oncogen K-ras en l'adenocarcinoma ductal de

pancrees

- Nombre de casos inclosos en cadascuna de les
analisis realitzades

- Disponibilitat i obtencié de mostres parafinades per
la determinacié de mutacions en l'oncogén K-ras en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

- Consum de tabac en casos d’adenocarcinoma ductal
de pancrees amb i sense mutacié en I'oncogén K-ras

- Durada de la diabetis mellitus abans del diagnostic
de I'adenocarcinoma ductal de pancrees en els casos
amb i sense mutacions en I'oncogéen K-ras

- Associacio entre el consum d’alcohol i les mutacions
en l'oncogén K-ras en diferents periodes de la vida
dels pacients abans del diagnostic de
I'adenocarcinoma ductal de pancrees

- Associacio entre el consum d'alcohol i les mutacions
en l'oncogén K-ras en pacients d'adenocarcinoma

ductal de pancrees, en funcié de I'edat del pacient

94

13

15

17

28

33

46

70

95

95



DETAILED INDEX

CHAPTER 1: GENERAL INTRODUCTION

1.1. Clinical, environmental and genetic factors in the
etiology of pancreatic ductal adenocarcinoma

1.1.1. Tobacco smoking
1.1.2. Alcohol consumption

1.1.3. Medical history

1.1.4. Genetic polymorphisms

1.2. Etiology of K-ras mutations in pancreatic ductal
adenocarcinoma

CHAPTER 2: HYPOTHESES AND AIMS

2.1. Hypotheses

2.2. General aim

2.3. Specific aims

CHAPTER 3: GENERAL METHODOLOGY

3.1. The PANKRAS Il study

3.2. Selection of patients

3.3. Clinico-pathological information and personal

interviews to patients

3.4. Molecular analysis

3.4.1. Detection of K-ras mutations

3.4.2. Identification of CYP1B1l genetic
polimorphisms

3.5. Statistical analysis

10
10
11

11

21

21

23

23

25

25

26

29

31

32

34

35



CHAPTER 4: RESULTS

4.1. Paper 1: Tobacco consumption and K-ras
mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma

4.1.1. Abstract

4.1.2. Main findings

Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats
N, Alguacil J, Morales E, Fernandez E, Corominas
JM, Carrato A, Guarner L, Real FX for the
PANKRAS Il Study Group. Lifetime history of
tobacco consumption and K-ras mutations in
exocrine pancreatic cancer. Pancreas 2007; 35:
135-141

4.2. Paper 2: CYP1B1 polymorphisms and K-ras
mutations in  patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma

4.2.1. Abstract

4.2.2. Main findings

Crous-Bou M, De Vivo I, Porta M, Pumarega JA,
Lépez T, Alguacil J, Morales E, Malats N, Rifa J,
Hunter DJ, Real FX for the PANKRAS Il Study
Group. CYP1B1 polymorphisms and K-ras
mutations in patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma. Digestive  Diseases and
Sciences 2008; 53: 1417-1421

4.3. Paper 3: Past medical conditions and K-ras
mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma

4.3.1. Resum

4.3.2. Principals troballes

Crous-Bou M, Porta M, Morales E, Lépez T,
Carrato A, Puigdoménech E, Real FX for the
PANKRAS Il Study Group. Past medical
conditions and K-ras mutations in pancreatic
ductal adenocarcinoma. Cancer Causes and
Control 2009; 20 (In press)

37

39

39
40

41

51

51
52

53

61

61
62

63



4.4. Article 4: Consum d'alcohol i mutacions en
'oncogén K-ras en pacients amb adenocarcinoma
ductal de pancrees

4.4.1. Resum

4.4.2. Principals troballes

Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats
N, Morales E, Guarner L, Rifa J, Carrato A, Real
FX for the PANKRAS Il Study Group. Lifetime
history of alcohol consumption and K-ras
mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma.
Environmental and Molecular Mutagenesis 2009;

50 (In press)

CHAPTER 5: GENERAL DISCUSSION

5.1. Main findings

5.2. Strengths and limitations of the study

CHAPTER 6: CONCLUSIONS

CHAPTER 7: REFERENCES

75

75
76

77

97

97

104

107

109



ANNEXES

Annex 1. List of publications from the PANKRAS | and
Il Studies

Annex 2. Diagnostic group of patients from the
PANKRAS Il Study

Annex 3. Comparisons between groups of patients
included and excluded from each analysis

- Table 1. Characteristics of pancreatic cancer
cases with and without complete interview

- Table 2. Characteristics of pancreatic cancer
cases with and without K-ras determined

- Table 3. Characteristics of pancreatic cancer
cases with and without blood extraction

- Table 4. Characteristics of pancreatic cancer
cases with and without epidemiological
information from patient interviews and K-ras
determined

- Table 5. Characteristics of pancreatic cancer
cases with and without medical records and

K-ras analyzed
- Table 6. Characteristics of pancreatic cancer
cases with and without CYP1B1 polimorphisms

and K-ras mutations analyzed
- Table 7. Characteristics of pancreatic cancer
cases with and without K-ras mutations

Annex 4. Finantial aids of the research group during
the PhD perdiod

Annex 5. Curriculum Vitae

- Curriculum in English (brief version)

- Curriculum in Catalan (extended version)

125

131

133

135

139

143

147

151

155

159

163

169

169
171



INDEX OF TABLES AND FIGURES

Tables

- Number of cancer cases, particularly pancreatic
cancer cases, in Catalonia

- Main characteristics and results of studies that
analyzed the association between the occurrence and
persistence of K-ras mutations and tobacco
consumption, alcohol consumption and medical
history, in human pancreatic ductal adenocarcinoma

- Main characteristics of smoking history among cases
of pancreatic ductal adenocarcinoma with and without
mutations in codon 12 of the K-ras oncogene

- Main characteristics of smoking history: comparison
of hospital controls with all cases of pancreatic ductal
adenocarcinoma, with K-ras mutated cases, and with

K-ras wild-type cases

- Genotype frequencies of the ml1 and m2 alleles
among cases of pancreatic ductal adenocarcinoma
with and without mutations in codon 12 of the K-ras
oncogene, and among hospital controls

- Relationship between m1 and m2 polymorphisms in
CYP1B1 and the frequency of K-ras mutations in
patients with pancreatic ductal adenocarcinoma

- Past medical history of pancreatitis in pancreatic
ductal adenocarcinoma patients with and without
mutations in the K-ras oncogene

- History of diabetes mellitus in pancreatic ductal
adenocarcinoma cases with and without mutations in
the K-ras oncogene

- Medical history of digestive diseases and allergies in
pancreatic ductal adenocarcinoma patients with and
without mutations in the K-ras oncogene

- Main characteristics of drinking habits among cases
of pancreatic ductal adenocarcinoma with and without
mutations in codon 12 of the K-ras oncogene

20

45

47

57

57

68

69

71

93



- Type of alcohol consumption in pancreatic ductal
adenocarcinoma patients with and without mutations in
the K-ras oncogene

Figures

- Action mechanisms of carcinogens during the
development of cancer

- Progression model and characteristic genetic

alterations in pancreatic ductal adenocarcinoma

- Knowledges and mysteries: diagram on possible
clinical, environmental and genetic influences on
mutations in the K-ras oncogene

- Number of cases included in the different analyses

- Sample availability and retrieval for K-ras mutation
analysis from patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma

- Tobacco consumption in cases of pancreatic ductal
adenocarcinoma with and without a mutation in the
K-ras gene

- Duration of diabetes mellitus prior to the diagnosis of
pancreatic ductal adenocarcinoma in cases with K-ras
wild-type tumors and cases with K-ras mutated tumors

- Association between alcohol consumption and K-ras
mutations in different lifetime periods before the

diagnosis of pancreatic ductal adenocarcinoma

- Association between alcohol consumption and K-ras
mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma
patients, by patient age

94

13

15

17

28

33

46

70

95

95



RESUM

Antecedents

La prevencié primaria de I'adenocarcinoma ductal de pancrees (ADP) esta fortament
limitada per la falta de coneixement sobre la seva etiologia. El factor de risc més ben
establert per aquesta patologia és el consum de tabac, perd explica només una petita
proporcié de casos. Es discuteix el paper d’'altres factors etiologics com els antecedents
patologics de diabetis i pancreatitis, la dieta, determinades exposicions ambientals o
laborals, i els factors hereditaris o de susceptibilitat genética.

Mutacions puntuals en I'oncogen K-ras, i la seva conseqient activacio, sén presents en
més del 80% dels casos d’ADP; és un dels esdeveniments genétics fonamentals perque
el cancer tingui lloc. L'activacié d’aquest oncogen déna lloc a gran varietat de respostes,
des de 'augment de la proliferacio cel-lular fins a la inhibicié de I'apoptosi (o mort cel-lular
programada), en funcio del context cel-lular. Els gens Ras son dianes critiques per als
carcinogens quimics; els cancers de pancrees amb mutacions en I'oncogen K-ras i sense
aquestes probablement es desenvolupen a partir de diferents interaccions gen-ambient.
Tot i aixo0, els estils de vida i les exposicions ambientals que poden influir en la preséncia
de mutacions en el gen K-ras sén practicament desconeguts.

Per aquest motiu, l'objectiu general d'aquesta tesi és estudiar la relacié entre la
prevalenca de mutacions en el codé 12 de I'oncogen K-ras i diferents factors ambientals
(consum de tabac i alcohol), clinics (antecedents patologics) i genétics (polimorfismes en
el gen metabolitzador de xenobiotics CYP1B1), en pacients amb ADP.

Metodologia

La tesi s'emmarca en el projecte PANKRAS I, un estudi multicéntric prospectiu sobre el
paper de les mutacions en l'oncogen K-ras i altres alteracions genetiques en el
diagnostic, el pronostic i I'etiologia del cancer de pancrees exocri.

Es van reclutar 602 pacients procedents de 5 hospitals generals del nord-est de la
peninsula ibérica amb patologies relacionades amb el pancrees, dels quals 185 eren
pacients amb ADP; en ells es basen les analisis que presentem. Es va entrevistar
personalment més del 85% dels pacients per obtenir informacié sociodemografica,
clinica (antecedents patologics i historia familiar de cancer) o sobre els seus estils de
vida (dieta, ocupacié o habits toxics), entre d'altres factors; paral-lelament es van revisar
les histories cliniques d’aquests pacients. Finalment es van realitzar analisis moleculars
de gens implicats en el procés de carcinogénesi pancreatica (K-ras, TP53, p-16/CDKNZ2,
SMADA4/DPC4, BRCA2 o CFTR, entre daltres).

L'analisi de l'associacié entre la prevalengca de mutacions en l'oncogén K-ras i els
diferents factors clinics, ambientals i genétics s’ha realitzat fonamentalment mitjangcant
regressio logistica no condicional.




Resultats i discussio

Tot i que el consum de tabac és el factor de risc més ben establert i les mutacions en
I'oncogen K-ras un dels esdeveniments fonamentals en I'etiologia de I'ADP, els nostres
resultats mostren que no existeix associacio entre ambdds factors. Els carcinogens del
tabac presents en el teixit pancreatic, les nitrosamines, serien les responsables
d’alteracions en gens que intervenen en estadis més tardans del desenvolupament del
cancer; alhora, altres carcinogens del tabac amb capacitat per activar K-ras, com els
hidrocarburs aromatics policiclics, no tindrien el pancrees com a organ diana. Els
carcinogens del tabac intervenen en la carcinogenesi pancreatica per vies alternatives a
I'activacié de K-ras.

El gen citocrom P4501B1 (CYP1B1) codifica un enzim metabolitzador de carcindogens i
estrogens amb un rol important en la bioactivacié de procarcindgens ambientals. En les
reaccions de detoxificacié es generen productes capacos d'unir-se al DNA formant
adductes i que poden ser els responsables de les mutacions activadores en I'oncogén
K-ras. Els nostres resultats mostren que el genotip homozigot per I'al-lel valina (Val) en el
locus ml del gen CYP1B1, augmenta de risc de tenir un ADP amb mutacions en
I'oncogeén K-ras; aquest genotip estaria associat a una activitat detoxificadora més pobra
i, en consequliéncia, a un procés deficient de biotransformacio, metabolitzacio i eliminacioé
de toxics de I'organisme, que serien I'origen de mutacions en I'oncogen K-ras.

Les mutacions en l'oncogén K-ras son presents en estadis molt inicials del procés
carcinogénic pancreatic, i també en el teixit de pacients amb pancreatitis o diabetis;
ambdues patologies es consideren possibles factors de risc per I'ADP. Els nostres
resultats mostren que els antecedents patologics de diabetis tipus 2 (DM-2) i de
pancreatitis no s6n més freqiients en els casos d’ADP amb mutacions a K-ras; aixi
doncs, en pacients d’ADP, tant els antecedents de DM-2 com els de pancreatitis semblen
estar associats amb vies d’activacié de la carcinogénesi pancreatica independents de
K-ras. Els antecedents de DM-2 possiblement estan relacionats amb les homologies que
presenta la insulina amb determinats factors de creixement tumoral i, per tant, amb la
seva capacitat d’unir-s’hi; els antecedents de pancreatitis podrien estar lligats al dany
que pateix el teixit pancreatic com a conseqiiéncia de la inflamacio6 cronica a la que esta
sotmes i a mediadors de la resposta inflamatoria.

Tot i que es discuteix el paper del consum d’alcohol en la carcinogénesi pancreatica, tant
I'etanol com el seu metabolit, I'acetaldehid, estan reconeguts com a carcinogens en
humans. Els nostres resultats mostren que el consum d’alcohol al llarg de la vida esta
lleugerament associat amb la preséncia de mutacions en I'oncogén K-ras en pacients
amb ADP; aquesta associacié es fa més evident en augmentar la durada i la intensitat
del consum de begudes alcohdliques. Els efectes carcinogenics i mutagénics de I'etanol i
I'acetaldehid (que és capa¢ d'unir-se al DNA i formar adductes estables que condueixen
a errors en la replicacié i, per tant, a mutacions en determinats gens) podrien jugar un
paper important en 'aparicié de les mutacions en I'oncogén K-ras en I'epiteli pancreatic.




ABSTRACT

Background

The primary prevention of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) cancer is severely
hampered by limited knowledge on its etiology. Tobacco consumption is the best
established risk factor, but it explains only a small fraction of cases. It is currently being
discussed the role of other etiologic factors including diet, medical history, environmental
and occupational exposures, or genetic susceptibility.

Activating point mutations in the K-ras oncogene are one of the fundamental genetic
events leading to PDA; at diagnosis, about 80% of PDA cases harbour mutations in
codon 12 of K-ras. Depending on the cellular and molecular context, oncogenic K-ras
activation can result in a wide variety of responses ranging from the activation of a
senescence programme to an increased cell proliferation and inhibition of apoptosis. Ras
genes are critical targets for chemical carcinogens; K-ras-mutated and wild-type cancers
may develop through pathways involving different gene-environment interactions.
Although mutations in K-ras are the most frequent alteration of oncogenes in human
cancer, the potential lifestyle and environmental influences on their occurrence and
persistence are largely unknown.

The main objective of the present thesis is to assess the relationship between activating
mutations in codon 12 of the K-ras oncogene and environmental, clinical, and genetic
factors, (specifically tobacco and alcohol consumption, medical history and genetic
polymorphisms in CYP1B1) in patients with PDA.

Methodology

This thesis is developed in the context of the PANKRAS Il project, a multicentre
prospective study on the role of mutations in the K-ras oncogene and other genetic
alterations in the diagnosis, prognosis and etiology of exocrine pancreatic cancer.

A total of 602 subjects were recruited at five general hospitals in the eastern
Mediterranean part of Spain; among them, 185 were incident cases of PDA. Over 85% of
the patients were interviewed face-to-face during hospital stay, close to the time of
diagnosis. Interviews included questions about lifestyle, past clinical history, symptoms,
occupation, diet, coffee, alcohol and tobacco consumption. A structured form was used to
collect clinicopathological information from medical records, including details on
diagnostic procedures, laboratory results and follow-up care. Molecular analyses of
genes involved in pancreatic carcinogenesis were also undertaken (i.e., K-ras, TP53,
p-16/CDKN2, SMAD4/DPC4, BRCA2 or CFTR).

The association between the presence of K-ras mutations and clinical, environmental and
genetic factors was assessed by unconditional logistic regression.




Results and discussion

While both smoking and K-ras mutations have important roles in the etiopathogenesis of
PDA, our results show no association between the presence of K-ras mutations and
tobacco consumption in PDA patients; the two processes may act independently in
pancreatic carcinogenesis. Carcinogens from tobacco smoke detected in pancreatic
tissue (nitrosamines) might be the responsible of other genetic alterations that act late in
the carcinogenic process. On the other hand, pancreatic tissue is not a target organ for
tobacco carcinogens that could activate oncogenic K-ras (such as polycyclic aromatic
hydrocarbons). Tobacco does not play a major part in the acquisition of K-ras mutations
in the pancreatic epithelium.

Cytochrome P4501B1 (CYP1B1) is a carcinogen and estrogen-metabolizing enzyme with
an important role in the bioactivation of some environmental procarcinogens. The oxidant
steps catalyzed by this enzyme often create more reactive intermediates that are able to
bind with DNA, leading to DNA adduct formation and genetic mutations. Our results
suggest that CYP1B1 polymorphisms might influence interindividual differences in
susceptibility to chemically-induced cancers (as pancreatic cancer) by the acquisition of
K-ras mutations. Val/Val genotype increases the probability of having a K-ras mutated
PDA; this genotype might be associated with poor detoxification activity and,
consequently, with an impaired elimination of some environmental toxics. Some of these
compounds may be oxidized to electrophilic metabolites that can react with DNA to form
stable adducts, which may favor mutations in K-ras.

Activating point mutations in the K-ras oncogene are present in early stages of the PDA
development, and have been also detected in pancreatic tissue from patients with
diabetes and pancreatitis, both considered as possible risk factors for PDA. Our results
show no association between the presence of K-ras mutations and medical history of
diabetes or pancreatitis in PDA patients; medical history of pancreatitis and diabetes may
favor pancreatic carcinogenesis through pathways independent of K-ras activation. It has
been suggested that insulin and its precursors have some homology to the insulin-like
growth factors, and affinity to bind to receptors of the tumor growth factor; hence, a
biological basis exists for a relationship between diabetes, hyperinsulinemia and
pancreatic carcinogenesis independent of K-ras. On the other hand, chronic inflammation
during pancreatitis causes a gradual damage of pancreatic tissue that might contribute to
create a microenvironment that favours carcinogenic transformation of acinar pancreatic
cells through molecular alterations not involving K-ras oncogene mutation, perhaps by
mediators of the inflammatory response.

Although the role of alcohol in pancreatic carcinogenesis remains inconclusive, there is
sufficient evidence for the carcinogenicity of ethanol and acetaldehyde. Our results show
a weakly positive relationship between lifetime history of alcohol consumption and the
prevalence at diagnosis of K-ras mutations in PDA patients. Acetaldehyde, a cytotoxic,
mutagenic, and carcinogenic metabolite of ethanol, is responsible for tumor enhancing
effects leading to cell proliferation; it can also bind to DNA, leading to the formation of
stable DNA adducts that could cause replication errors and mutations in oncogenes and
tumor suppressor genes, and K-ras seems to be one of them.
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LLISTA D’ABREVIACIONS

ADP = Adenocarcinoma ductal de pancrees
BRCAZ2 = Gen de susceptibilitat al cancer de mama (breast cancer 2 early onset)

CFTR = Gen regulador de la transductancia transmembrana de la fibrosis quistica (cystic
fibrosis transmembrane conductance regulador; ATP-binding cassette sub-family C,
member 7)

CPE = Cancer de pancrees exocri

CSBE = Cancer del sistema biliar extrahepatic

CYP = Gen citocrom P450

CYP1B1 = Gen citocrom P450, variant 1B1

DM = Diabetis mellitus (DM-2 = diabetis mellitus tipus 2)
GST = Gen glutatioé-S transferasa

IARC = Agencia Internacional per a la Recerca en Cancer (International Agency for
Research on Cancer)

IC = Interval de confianca

NAT = Gen N-acetil transferasa

OR = Ra6 d'odds (odds ratio)

PAH = Hidrocarburs aromatics policiclics (polycyclic aromatic hydrocarbons)
PanIN = Neoplasia intraepitelial pancreatica (pancreatic intraepithelial neoplasia)

PANKRAS Il = Estudi multicéntric prospectiu sobre el paper de les mutacions en el gen
K-ras i altres alteracions genétiques en el diagnostic, pronostic i etiologia del cancer de
pancrees i altres patologies pancreatico-biliars.

PC = Pancreatitis cronica
PCR = Reacci6 en cadena de la polimerasa (polimerase chain reaction)
PPB = Patologia pancreatica benigna

RFLP = Polimorfismes en la longitud dels fragments de restriccid (restriction fragment
length polymorphism)

SMAD4/DPC4 = (deletion target in pancreatic carcinoma 4 gene)
TP16/CDKN2 = Gen supressor de tumors p16 (cyclin-dependent kinase 4 inhibitor A)
TP53 = Gen supressor de tumors p53

XRCC = Gen de reparaci6 de DNA per excisi6 (Xeroderma pigmentosum
complementation group C)
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1. INTRODUCCIO GENERAL

Un dels principals reptes de la recerca biomedica actual és el coneixement
sobre I'etiologia del cancer. Durant I'any 2007 es van diagnosticar més de 12
milions de casos nous de cancer arreu del mén (20.000 persones/dia), i en van
morir uns 7,6 milions, fet que representa una de les tres causes principals de
mortalitat en els paisos desenvolupats [1,2]. A Catalunya, tot i que la incidéncia
de cancer estd augmentant (i es preveu que seguira fent-ho), la mortalitat
causada per cancer s’ha estabilitzat en la majoria de tumors i la supervivéncia
dels pacients amb cancer ha augmentat molt clarament com a consequiéncia
dels avencos en el diagnostic precog i la millora dels tractaments (Taula 1) [3-8].

A nivell mundial, el cancer de pancrees és el tretzé en incidéncia, es
diagnostiquen entre 8 i 12 casos per cada 100.000 persones/any, perd ocupa el
vuité lloc en quant a causa de mort per cancer; tot i que la seva incidéncia és
relativament baixa, comparada amb la d’altres neoplasies, aquesta s'iguala
practicament amb la seva mortalitat. Les gran xifres del cancer de pancrees a
Catalunya es presenten a la Taula 1. L’agressivitat d’aquesta neoplasia déna
els pitjors index de supervivencia. La taxa mitjana de supervivéncia als 5 anys
és inferior al 5% i de només 6 mesos després de ser diagnosticat. Les dificultats
en el seu diagnodstic precog, degut a I'abséncia de simptomes especifics i a la
limitacié en les metodologies diagnostiques, sén en part responsables del seu
mal pronostic [1-9].

Les interaccions genético-ambientals son especialment rellevants en I'estudi de
I'etiologia del cancer de pancrees, entre d’altres neoplasies [10]. Aquesta i
d’'alires dimensions del coneixement de les bases moleculars del procés
carcinogeénic, aixi com les seves repercussions en la promocié de mesures de
prevencié primaria (especialment per disminuir-ne la incidéncia), representen un
repte per a la salut publica i, alhora, un “lloc de trobada natural’ entre la salut
publica i les ciéncies bioldgiques [10-12].




Influencies cliniques i ambientals en la prevalenca de mutacions en I'oncogen K-ras en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

Taula 1. Les grans xifres del cancer en general, i del cancer de pancrees en particular, a

Catalunya.
Totes les localitzacions tumorals Cancer de pancrees

Homes I Dones I Total Homes | Dones Total
Incidéncia (nim. total de casos nous en el periode o en I'any esmentat)
Incidéncia 16.984 12.078 29.062 334 341 675
1998-2002
Incidéncia 8.325 7.448 15.773 201 131 332
1985
Incidéncia 14.017 11.187 25.204 304 337 641
1995
Incidéncia 17.884 12.831 30.715 366 376 742
2002
Incidéncia 20.999 14.141 35.140 412 427 839
projectada
2005
Incidéncia 24.532 16.433 40.965 491 525 1.016
projectada
2010
Incidéncia 27.438 18.986 46.424 574 638 1.212
projectada
2015
Taxa de supervivencia als 5 anys (%)
Supervivéncia 38,0 51,1 4,3 3,0
observada
1995-1999
Supervivéncia 46,0 56,4 5,0 3,4
relativa
1995-1999

Font: El impacto del cancer en Catalufia. Medicina Clinica. 2008; 131 (nimero extraordinario). Referéncies [3-8].

1.1. Factors clinics, ambientals i genétics relacionats amb I'etiologia de
I'adenocarcinoma ductal de pancrees

Els factors demografics que influencien clarament el risc de I'adenocarcinoma
ductal de pancrees (ADP), el tipus histologic majoritari en el cancer de
pancrees, son el sexe i 'edat: és més freqlient en homes que en dones i
s’associa amb I'edat avangada; aproximadament el 80% dels casos es donen
en individus d’entre 60 i 80 anys, i la mitjana d’edat de diagnostic és de 73 anys
[2,13-18].

Els factors genetics i clinics que s’han associat amb un augment del risc de
desenvolupar un ADP inclouen, en primer lloc, diferents processos i malalties
hereditaries que impliquen mutacions en la linia germinal: la historia familiar de
cancer de pancrees, la pancreatitis hereditaria, el cancer de mama hereditari
(lligat a mutacions germinals en BRCAZ2), la sindrome de Peutz-Jeghers, el
sindrome de Lynch (o cancer colorectal sense polips hereditari), I'ataxia
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telangiestasia, o el melanoma multiple atipic hereditari; perd la proporcié de
cancers de pancrees atribuibles directament a I'heréncia no supera el 10% dels
casos [13,18,19-23]. A més, la literatura cientifica probablement sobreestima
aquesta proporcié ja que, com és sabut, té& un fort biaix vers I'estudi de les
alteracions genetiques heretades, en detriment de les no heretades o adquirides
[24]. En segon lloc, hi ha els polimorfismes en gens implicats en el metabolisme
de carcindgens o bé en els gens que intervenen en la reparacié de DNA, com
per exemple els gens de la familia dels citocroms P450 (CYP), les N-
acetiltransferases (NAT), les glutati6 S-transferases (GST) o els gens de
reparacié de DNA per excisié (XRCC) [14,25-28]. | en tercer lloc, es consideren
alguns antecedents patologics com la pancreatitis cronica (PC), la diabetis
mellitus tipus 2 (DM-2), l'tlcera péptica o infeccions per Helicobacter pylori
[13,18,19].

Finalment, també s’han relacionat diferents factors ambientals (incloent els
lligats amb els estils de vida [29]) amb el desenvolupament de I’ADP. El consum
de tabac és un factor de risc consistent; per si sol explica un 25% dels casos
d’ADP. Altres factors implicats, perd amb resultats inconsistents, inclouen
exposicions ambientals o laborals a toxics, dietes riques en carn i greixos i
pobres en fruita i verdura, I'obesitat, o el consum de café i begudes alcoholiques
[15,30-42].

1.1.1. Consum de tabac

El consum de tabac és el factor de risc més ben establert per 'ADP; la majoria
d’estudis (perd no pas tots) han observat que el risc es dobla en els fumadors
de cigarrets respecte als que no han fumat mai, i alhora augmenta amb la
quantitat (nombre de cigarrets fumats) i amb la durada de I'habit tabaquic (anys
de fumador) [13,15,30-32,36]. Tot i aixd, només aproximadament un de cada 4
casos d’ADP és atribuible al consum de tabac [43].

Dels més de 60 carcindgens presents en el tabac, les nitrosamines sén els més
potents en la carcinogénesi pancreatica; aquestes nitrosamines s’han identificat
en teixit pancreatic i, a més, indueixen lesions precursores de 'ADP en models
experimentals amb animals (concretament causen hiperplasia en els ductes
pancreatics). Es desconeixen els mecanismes exactes a través dels quals
aquestes nitrosamines indueixen el procés carcinogénic pancreatic, perd es
creu que es basen en la capacitat dels seus metabolits per unir-se al DNA
formant-hi adductes i induint mutacions somatiques en oncogens i/o gens
supressors de tumors, crucials per al bon funcionament de la cél-lula [44-46].
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1.1.2. Consum d’alcohol

El consum elevat d’alcohol esta fortament associat amb la PC [47,48], que
alhora es considera factor de risc per a 'ADP [49,50]; perd no hi ha suficient
evidencia per concloure que hi ha una relacié causal entre el consum de
begudes alcohodliques i 'augment del risc de cancer de pancrees. Els resultats
varien en funci6 de la quantitat i del tipus d’alcohol que es consumeix [51-53].

L’alcohol podria jugar un paper en la carcinogénesi pancreatica a través del
desenvolupament de la pancreatitis. A més, tant I'etanol com el seu metabdlit
principal, I'acetaldehid, sén carcindgens potencials reconeguts [51,54-58].

1.1.3. Antecedents patologics

Existeix evidéncia consistent que mostra que antecedents medics de PC [49,50]
i de DM-2 [59-61] poden augmentar el risc de desenvolupar un ADP.
Naturalment, els millors estudis han tingut en compte que, tot i que tenen unes
caracteristiques cliniques identificables, ambdues patologies poden ser alhora
una causa i una consequéncia, o manifestacio, del propi cancer [62,63].

La pancreatitis hereditaria és un dels factors de risc clarament establerts per a
I'ADP [49,64-68], per0 només una petita part dels casos de pancreatitis sén
hereditaries, la resta sén pancreatitis croniques, generalment degudes al
consum d’alcohol [50,69-72]; per aixd, només un 3-4% dels casos d’ADP es
poden atribuir a la pancreatitis hereditaria [65,68,72]. Els resultats de
I'associacié entre els antecedents de pancreatitis cronica i el risc de cancer de
pancrees son inconsistents i la magnitud de les associacions varia molt en els
diferents estudis [50,69,70]. La inflamacié prolongada del pancrees en els
pacients amb PC podria iniciar o promoure la progressid dels tumors
pancreatics en aquests mateixos pacients [69,71,73-75].

Hi ha estudis que relacionen els antecedents patologics de DM-2 amb I'augment
de risc d’ADP [59-62]; una DM-2 prévia al diagnostic de 'ADP es considera un
possible factor causal per al cancer de pancrees. A més, alguns estudis
comenten el fet que les dues malalties poden estar relacionades per ser
consequéncia d’una exposicié comuna o bé perqué una sigui causa de l'altra
[63]; fins i tot, en alguns casos, la diabetis podria ser una manifestacié del propi
cancer. No es coneixen els mecanismes exactes pels que la diabetis augmenta
el risc de cancer de pancrees [59-63].
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1.1.4. Polimorfismes genétics

Polimorfismes en gens implicats en el metabolisme d’agents quimics ambientals
0 en gens que intervenen en la reparacido del DNA afecten la susceptibilitat
individual a I'exposicié a carcindgens i, en consequéncia, poden tenir un paper
especialment rellevant en aquells cancers amb un fort component ambiental, és
a dir, els relacionats amb determinades exposicions ambientals, com és el cas
de 'ADP [26,76-85]. Alguns dels enzims biotransformadors o metabolitzadors
de xenobidtics inclouen els que codifiquen els gens de la familia CYP, NAT o
GST. Cap d'aquests polimorfismes té un efecte principal (main effect) sobre el
risc d’ADP, perd si que s’han observat possibles interaccions gen-ambient;
davant les mateixes exposicions ambientals, per exemple en relacid a
I'exposicié als carcindgens del tabac, el pacients amb diferents genotips tenen
diferent susceptibilitat al cancer de pancrees [78,82]. Un exemple concret és el
cas del gen CYP1B1, que codifica un enzim metabolitzador de carcindgens i
estrogens de fase |, és a dir, que intervé en la bioactivacié d’alguns pro-
carcindgens ambientals (veure Figura 1); és lI'encarregat de I'activacié tant
d’alguns hidrocarburs aromatics policiclics (HAP), com el benzopire o el
dimetilbenzoantracé, com també de les amines aromatiques heterocicliques
derivades del fum del tabac o d’algunes exposicions laborals, i que sén
carcindgens demostrats en estudis experimentals. A més, l'oxidacié de tots
aquests compostos catalitzada per aquests enzims, genera intermediaris molt
més reactius, capagos d’unir-se al DNA, permetent que es formin adductes i en
consequeéncia, que es produeixin mutacions al material genétic. Polimorfismes
en el gen CYP1B1 podrien influir en les diferéncies inter-individuals de
susceptibilitat a cancers induits per carcindgens quimics, com és el cas de
'ADP. Les variants menys eficient de I'enzim CYP1B1 podrien reduir la
bioactivacié d’alguns pro-carcindgens ambientals, dificultant aixi que els enzims
de fase Il duguin a terme la metabolitzacié i eliminacié d’aquests carcindgens
(veure Figura 1); al no ser correctament eliminats de l'organisme, aquests
carcindgens poden provocar danys irreversibles al DNA.

1.2. Origen de les mutacions en l'oncogén K-ras en l'adenocarcinoma
ductal de pancrees

Com en d’altres neoplasies, també el procés de desenvolupament de la
carcinogenesi pancreatica ha d’incloure 'acumulacié de multiples alteracions en
una mateixa ceél-lula; alhora multiples punts de control, tant en la proliferacié
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com en la diferenciacié cel-lular, s’han de veure afectats perque la progressioé
tumoral tingui lloc [86].

Com s’observa en la Figura 1, els carcindgens son el resultat de I'activacio de
pro-carcinogens als quals l'organisme esta exposat a partir de diferents
processos clinics i ambientals. Les primeres barreres que imposa la cél-lula sén
el que es coneixen com enzims activadors (de fase 1) i detoxificadors (de fase
I1); els enzims de fase | son proteines encarregades de detectar els pro-
carcinogens i fer-los més actius perqué els enzims de fase Il puguin inactivar-los
augmentant la seva solubilitat i facilitant aixi la seva excrecié de I'organisme.
Determinats factors ambientals i genétics poden modular l'activitat d’aquests
enzims. Si els carcindgens activats escapen d’aquests mecanismes de defensa
poden unir-se al DNA i alterar la seva estructura mitjangant la formacio
d’adductes o induint altres tipus de danys [87,88].

Durant la replicacié del material genétic, que té lloc a I'inici de la divisio cel-lular,
poden produir-se errors que condueixen a I'aparicié de mutacions espontanies;
alhora, aquestes mutacions poden ser induides per carcindbgens que, com
déiem, s’uneixen al DNA. En condicions normals, aquestes mutacions, tant les
espontanies com les induides, son reparades pels mecanismes de defensa de
la cellula; si el dany és massa important i persisteix, aquesta cél-lula sera
conduida a I'apoptosi 0 mort cel-lular programada [86].

Si la cél-lula amb mutacions escapa a aquests controls i és capag de replicar-se
i originar dues noves cel-lules filles, s’haura fixat aquesta alteracio i la mutacio
esdevindra permanent. Els mateixos carcindogens actius poden alterar els
mecanismes de reparacid o d’induccié de mort cel-lular de manera que la
cél-lula mutada pugui replicar-se igualment [86,87].

Quan aquestes mutacions irreversibles tenen lloc en oncogens o gens
supressors de tumors, té lloc la iniciacid. Aquesta cél-lula pot seguir proliferant i
permetre I'expansié clonal i el desenvolupament del tumor, és el que es coneix
com a promocio. Aquest procés és reversible, pero si el carcinogen persisteix i
les cél'lules segueixen proliferant, poden produir-se altres mutacions que
permeten la progressié tumoral que condueix al cancer. Els carcindgens actius
als quals I'organisme esta exposat son capagos d’actuar en més d’'un moment al
llarg del procés carcinogénic, de produir multiples alteracions en una mateixa
cél-lula i d’afectar alhora multiples punts de control, tant en la proliferacié com
en la diferenciacié cel-lular, permetent que es produeixi el desenvolupament de
la carcinogénesi [87,89].
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Figura 1. Mecanismes d’actuacid dels carcinogens al llarg del procés de
desenvolupament del cancer.
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Al llarg del procés de carcinogénesi pancreatica, hi han d'intervenir
conjuntament diferents mecanismes, des de mutacions que resulten en
l'activacié d’oncogens (que codifiquen proteines que promouen el creixement
cellular) o la perdua de funcié de gens supressors de tumors (que codifiquen
proteines que aturen la proliferacié cel-lular), a fenomens d’escurgament de
telomers o, fins i tot, la desregulacid6 de I'expressié de determinats gens
mitjangant canvis epigenétics [10,24,90-105].

L’acumulacié d’alteracions genétiques heretades, perd sobretot de les
adquirides, és el que té com a conseqliencia la transformacié neoplasica i la
progressio de I'ADP; es produeix, doncs, una acumulacié sequencial aparent
d’alteracions histologiques i genetiques caracteristiques al llarg de les diferents
lesions pancreatiques.

Com s’observa en la Figura 2, 'ADP resulta de I'acumulacié d’alteracions
geneétiques en el DNA de les cél-lules normals. En el model que s’ha proposat
en el cas del procés de carcinogénesi pancreatica, s’observa un patré aparent
d’alteracions genétiques caracteristiques en funcié del tipus de lesio pre-
neoplastica: mentre que les mutacions activadores en el cod6 12 de 'oncogén
K-ras es poden trobar ja en les primeres lesions (PanIN-1), la inactivacié dels
gens supressors de tumor TP53, DPC4 o BRCA2 es limiten a lesions més
avangades (PanIN-3 i adenocarcinoma). EI model mostra com es produeix,
doncs, una acumulacié sequencial d’alteracions genétiques caracteristiques,
que sembla coincidir amb un patré de diferents lesions histologiques al llarg de
la progressio tumoral.

En la Figura 2, el gruix i la intensitat del color (vermell i verd) de les linies
horitzontals representa la hipotética freqiéncia aproximada de les principals
alteracions genétiques en el model de progressio tumoral del pancrees.
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Figura 2. Model de progressid i alteracions genetiques caracteristiques de
I'adenocarcinoma ductal de pancrees.
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Les mutacions en el codé 12 de 'oncogén K-ras, i la seva consequent activacio,
son l'alteraci6 més freqiient en el conjunt de cancers humans [106,107]. El
principal oncogén implicat en la carcinogénesi pancreatica és K-ras; les
mutacions activadores en 'oncogén K-ras son un dels esdeveniments genétics
fonamentals perqué I'adenocarcinoma pancreatic tingui lloc: més del 80% dels
casos d’ADP tenen mutacions puntuals en el codé 12 de I'oncogén K-ras en el
moment del diagnodstic de la malaltia [108-115]. A més, les mutacions son
presents ja en estadis molt inicials del procés carcinogénic i la seva freqiiéncia
va incrementant a mesura que augmenta el grau de displasia de les lesions
pancreatiques (veure Figura 2); és per aquest motiu que es considera que les
mutacions puntuals en aquest gen sbén essencials perqué la carcinogénesi
pancreatica tingui lloc. Pero, tot i que com hem dit, les mutacions en I'oncogen
K-ras son un esdeveniment inicial, i aparentment basic, per al desenvolupament
de I'ADP, la seva abséncia en una proporcié de lesions inicials suggereix que
I'activacié de 'oncogén K-ras no és necessaria tant pel que fa a la iniciacio, com
a la progressio del tumor [90,115,116].
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L’activacié per mutacions de I'oncogén K-ras doéna lloc a un ampli ventall de
respostes bioldogiques en funcié del context cel-lular i molecular: des de
'augment de la proliferacié i la diferenciacié cel-lular, fins a la inhibicio de
'apoptosi (0 mort cel-lular programada) [106]. K-ras, un dels membres de la
familia de les proteines Ras d'unié a GTP, actua com a transmissor de senyals
des de les proteines tirosina quinasa situades a la membrana citoplasmatica; la
seva activacié per factors de creixement implica el desencadenament de
diferents rutes intracel-lulars, entre elles la via de les MAP quinases
(Raf/Map/ERK), la de la PI3 quinasa (PI3K) i la de RalGDS, les tres cascades
de senyalitzaci6 més importants relacionades amb la progressio i el
manteniment de la carcinogénesi pancreatica [99,117]. La inhibici6 de
cadascuna d’aquestes cascades a diferents nivells inhibeix el procés de
carcinogénesi pancreatica en un gran nombre de sistemes in vitro i in vivo
[95,99].

El gen K-ras codifica per una proteina de 21 kDa que es localitza a la cara
interna de la membrana citoplasmatica i que té activitat guanosina trifosfatasa
(GTPasa); aquesta proteina per si sola és ineficient i requereix proteines
activadores de l'activitat GTPasa, les GAPs (GTPasa activating proteins), per
promoure la hidrolisi del GTP i atenuar la transmissid de la senyal. Les
mutacions en l'oncogén K-ras provoquen una activacié constitutiva del seu
senyal ja que fan que la proteina que codifica 'oncogén es torni insensible a les
GAPs [99,106]. En 'ADP aquestes mutacions son gairebé exclusives del codd
12 de I'oncogen K-ras; les mutacions al codé 13, caracteristiques del cancer de
colon per exemple, sén gairebé inexistents [118].

D’altra banda, el gen supressor de tumors més freqiientment mutat en 'ADP és
TP53 [91,93,112,113,119], es troba mutat en aproximadament un 55% dels
casos. Aquest gen constitueix una de les barreres principals que, si funciona
correctament, bloqueja la progressido de les lesions pre-neoplasiques amb
mutacions en I'oncogen K-ras a estadis més avangats. Per aix0, la inactivacio
del gen TP53 es creu que té lloc en estadis més tardans de la carcinogénesi
pancreatica [90,95,97,99].

Tot i que les mutacions activadores en l'oncogén K-ras son les alteracions
genétiques més frequents en I'ADP, les seves causes son practicament
desconegudes; el coneixement sobre els estils de vida, les exposicions
ambientals, i els factors clinics i genétics que poden influir en la seva aparicio6 i
persisténcia sén molt limitats [112-114,120-129]. Alhora, els cancers de
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pancrees amb i sense mutacions en el gen K-ras es poden desenvolupar a
partir de diferents vies que impliquin interaccions gen-ambient caracteristiques.

La Figura 3 mostra els coneixements establerts i les incognites sobre les
possibles influéncies de factors clinics, ambientals i genétics en la prevalenca
de mutacions en 'oncogén K-ras en pacients amb ADP. Altres estudis mostren
com la dieta, el consum de café, algunes ocupacions i I'exposicié a compostos
organoclorats, entre d’altres factors, influencien el risc de mutacions en el codé
12 de loncogén K-ras [120-124]. Polimorfismes en determinats gens poden
modular I'efecte de totes aquestes exposicions. Com s’observa en la Figura 3,
queden moltes incognites per resoldre, algunes de les quals pretenem abordar-
les en aquesta tesi.

Figura 3. Coneixements establerts i incognites: diagrama sobre les possibles influéncies
de factors clinics, ambientals i genetics en la prevalenga de mutacions en I'oncogén
K-ras en I'adenocarcinoma ductal de pancrees.
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Finalment, un altre aspecte interessant és que els gens Ras soén dianes
critiques dels carcindgens quimics; per tant les mutacions somatiques en el gen
K-ras (aixi com en altres oncogens o gens supressors de tumors), sén induibles
per carcindogens, almenys a nivell experimental [45,46]. Es per aixd que les
exposicions ambientals, aixi com diferents factors clinics, poden ser la causa del
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cancer de pancrees a través de l'activacié per mutacions de I'oncogén K-ras.
Aquest fet implica també que tant el gen afectat, com el tipus de mutacié que
s’observa, ens pot donar informacié sobre el tipus de carcinogen implicat en la
inducci6 de les mutacions i, en consequéncia, en la inducci6 del tumor
[108,107,120-123].

La Taula 2 mostra les caracteristiques i els principals resultats dels estudis que
han analitzat préviament la relaci6 entre la prevalenga de mutacions en
'oncogén K-ras i els diferents factors clinics i ambientals que sén objecte
d’estudi d’aquesta tesi (consum de tabac, consum d’alcohol i antecedents
patologics), en pacients amb ADP.

Un total de 7 estudis [112-114,126-129] han analitzat préviament la relaci6 entre
el consum de tabac i la prevalenga de mutacions al codé 12 de 'oncogén K-ras
en pacients amb ADP, i els resultats son inconsistents. Només dos dels estudis
mostren associacions positives entre el consum de tabac i la prevalenca de
mutacions en I'oncogén K-ras [127,128]; un dels estudis troba que el consum de
tabac és més frequent entre els casos sense mutacions en 'oncogén K-ras que
entre els casos amb mutacions en aquest oncogén [126], i la resta no detecten
associacio entre ambdds factors [112-114,129]. L'estudi de Berger et al. [128]
recull retrospectivament teixit pancreatic no neoplasic en autdopsies de pacients
en els que la causa de la mort no havia estat un ADP. En aquest estudi, tant el
diagnostic com els criteris de seleccio, no s’especifiquen; la font d’informacié
sobre el consum de tabac no esta clara i les variables que descriuen el consum
de tabac i els anys de fumador havien estat estimades. En el teixit pancreatic
dels no fumadors no es van observar mutacions en I'oncogén K-ras; tampoc es
van detectar les mutacions en el teixit dels 10 pacients que havien fumat entre 1
i 2 paquets de tabac al dia, mentre que en 5 dels 13 teixits dels pacients que
havien consumit més de 2 paquets de tabac al dia es van detectar mutacions en
'oncogén K-ras [128]. En I'estudi de Hruban et al. [127], s’observa un augment
del risc de mutacions en l'oncogén K-ras en els fumadors respecte als no
fumadors, perd no es detecten associacions entre els paquets-anys fumats i la
prevalengca de mutacions en el gen K-ras. L'estudi de Fryzek [112] analitza
'associacié en nomeés 51 dels 245 casos inclosos (21%) i observa una
associacio debil i no significativa entre el consum de més de 22 paquets-anys i
la prevalenga de mutacions en I'oncogén K-ras.

Només un estudi analitza la relacié entre el consum d’alcohol i la prevalencga de
mutacions en 'oncogén K-ras en pacients amb ADP [114]; basant-se en el teixit
tumoral de 51 pacients d’ADP, I'estudi detecta que les mutacions en aquest
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oncogen son més frequents en aquells pacients amb consums elevats d’alcohol
que en els casos no bevedors o amb consums ocasionals, perd les
associacions sén molt debils i no sén estadisticament significatives.

L’efecte dels antecedents patologics de diabetis en la prevalengca de mutacions
en l'oncogen K-ras en pacients amb ADP ha estat analitzat en 3 estudis
[112,113,129], i cap d’ells ha trobat associacions positives entre els dos factors:
els antecedents de diabetis eren més freqlents en aquells pacients d’ADP
sense mutacions en l'oncogén K-ras. Només un d’aquests estudis [129] ha
analitzat a més la relacié entre la prevalenca de mutacions en I'oncogén K-ras i
la historia médica de pancreatitis, i no ha detectat relacié entre ambdds factors.
L’estudi de Slebos et al. [113] analitza teixit tumoral de 61 pacients d’ADP (46
amb mutacions en 'oncogén K-ras i 15 sense mutacions en aquest oncogén)
dels quals 8 tenen antecedents de DM-2 diagnosticada almenys un any abans
que '’ADP. Només 2 d’aquests pacients van presentar mutacions en 'oncogén
K-ras mentre que en els altres 8 no es van detectar aquestes mutacions; de
manera que els antecedents de DM-2 van ser més frequients en els casos sense
mutacions en l'oncogén K-ras que en els casos amb mutacions en aquest
oncogéen. En l'estudi de Fryzek et al. [112] es van detectar mutacions en
'oncogen K-ras en un 59% dels pacients d’ADP inclosos i en 9 dels 17 amb
antecedents de DM-2. En l'estudi de Jiao et al. [129] es van detectar mutacions
en l'oncogén K-ras en només un 32,5% dels pacients d’ADP, a partir de DNA
extret de mostres de plasma; la deteccié de mutacions en el gen K-ras en DNA
de plasma és inferior que en teixit tumoral de manera que els resultats d’aquest
estudi han de ser interpretats amb cautela i no sén comparables als estudis que
detecten les mutacions en teixit del tumor. En aquest estudi, la prevalenga de
mutacions en l'oncogén K-ras no es va relacionar amb els antecedents
patologics de DM-2, ni amb els antecedents de pancreatitis, autoreferits pels
propis pacients.

Daltra banda, cap estudi ha analitzat préviament I'associacié entre els
polimorfismes en el gen metabolitzador de xenobidtics CYP1B1 i la prevalenca
de mutacions en el codd 12 de I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.
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Taula 2. Caracteristiques principals dels estudis que han analitzat la relacié entre la
prevalenca de mutacions en I'oncogén K-ras i el consum de tabac, el consum d’alcohol i
els antecedents patoldgics, en I'adenocarcinoma ductal de pancrees en humans.

Primer autor Nam. % Mutats Disseny de Tipus d’associaci6 Magnitud de Comentaris
(datade total de . | 'estudi analitzada I'associacio
publicacid) casos (PImeEIw (OR; p valor)**
Nagata et al. 38 92% Cas-cas Consum de tabac i OR=0,25; p=0,289 No especifica la font
(1990) (36/3) mutacions a K-ras d'informacié sobre el
consum de tabac.
Hruban et al. 82 83% Cas-cas Consum de tabac i OR=3,53; p=0,046 Font d’'informacié sobre
(1993) (68/14) mutacions a K-ras No hi ha associacio ﬁ:sctg:}zu:ézi;abac:
entre paquets-anys i :
mutacions a K-ras
(p=0.40)
Malats et al. 51 59% Cas-cas Consum de tabac i OR=1,5; p=0,511 Font d’'informacié sobre
(1997) (30/21) mutacions a K-ras el consum de tabac:
Consum dalcohol i OR=3,02; p=0,079 historia médica.
mutacions a K-ras
Berger et al. 39 74% Série de casos Consum de tabac i OR=9,81; p=0,08 No son casos d’ADP
(1999) (29/10) mutacions a K-ras sind mostres de teixit
pancreatic no
neoplasic.
No especifica el
diagnostic actual ni el
criteri de seleccio.
No deixa clara la font
d’'informacio sobre el
consum de tabac.
Estima les variables
sobre la historia de
consum de tabac.
Slebos et al. 61 75% Cas-cas Consum de tabac i OR=1,04; p=1,000 Font d’'informacié sobre
(2000) (46/15) mutacions a K-ras el consum de tabac:
Antecedents patologics | OR'=14,7; p<0,05 Zlns"e"'§‘eS personals
. L . pacients.
de diabetis i mutacions
aK-ras
Fryzek et al. 51 59% Cas-cas Consum de tabac i OR=1,86; p=0,283 Font d’'informacié sobre
(2006) (30/21) Cas-control: mutacions a K-ras el consum de tabac:
K-ras" -control OR’=2,0; p=0,110 e:ﬁtrev@test personals
K-ras -control OR*=1,1; p=0,965 als pacients.
Cas-cas Antecedents patologics | OR'=1,44; p>0,05
Cas-control: de diabetis i mutacions
K-ras* -control aKras ORS=3,1; p<0,05
K-ras™-control OR*=5,6; p<0,05
Jiao et al. 83 32% Cas-cas Consum de tabac i OR=1,20; p=0,712 Mutacions detectades
(2007) (25/52) mutacions a K-ras en el DNA obtingut en
plasma.
oai = -
ﬁmg.cid?.m?‘ pattolqglcs OR'=1,56, p=0,53 Font d'informacio sobre
eK iabetis i mutacions consum de tabac:
ar-ras entrevistes personals
Antecedents patologics | OR'=0,95, p=0,92 als pacients.
de pancreatitis i
mutacions a K-ras

*Mut: K-ras mutat (K-ras”). Wt: K-ras no mutat (wild-type) (K-ras’).
**OR: Raé d’Odds (Odds Ratio). p: p-valor. Quan la OR no apareix en la publicacio original, ha estat estimada
mitjangant regressio logistica a partir de les dades que aporten els autors. La OR estimada correspon a la

comparacio cas-cas, excepte quan s’especifica.

T Els casos sense mutacions a K-ras son la categoria de referéncia en aquestes comparacions.

SOR per la comparacié cas-control: casos amb mutacions a K-ras versus controls.
*OR per la comparacié cas-control: casos sense mutacions a K-ras versus controls.

Nota: només hem inclos aquells estudis que han analitzat les associacions que son objecte d’estudi de la tesi.
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2. HIPOTESIS | OBJECTIUS

2.1. Hipotesis

En aquest apartat presentem les quatre hipotesis fonamentals de la tesi,
cadascuna de les quals es correspon amb els quatre articles que formen el nucli
central de la tesi. Per cada hipotesi, en primer lloc, resumim de forma molt breu
els coneixements existents, que ja s’han presentat amb més detall en el capitol
anterior i, sobretot, en la introduccié de cadascun dels articles. En segon lloc, es
formula la hipdtesi en termes generals; i finalment, es presenta el que
anomenem hipotesi operativa, que és la que es posa a prova empiricament en
cadascun dels quatre articles.

El tabac és el factor de risc més ben establert per 'ADP, i carcindgens del
tabac, com les nitrosamines, sén presents en el teixit pancreatic; alhora, les
mutacions en l'oncogén K-ras son presents en més del 80% dels casos
d’aquesta neoplasia.

Hipotesi general 1: els carcindgens del tabac poden ser un dels factors causals
de les mutacions en 'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

Hipotesi operativa 1: el consum de tabac és més freqlient en els casos d’ADP
amb mutacions en I'oncogén K-ras que en els casos d’ADP sense mutacions en
aquest oncogen.

Els agents quimics ambientals son biotransformats i metabolitzats dins de
'organisme per enzims especifics, entre ells els de la familia dels citocroms
P450, que generen productes capacos d’unir-se al DNA formant adductes;
aquests adductes poden ser els responsables de les mutacions activadores en
'oncogén K-ras.

Hipotesi general 2: els polimorfismes en el gen CYP1B1 codifiquen variants de
I'enzim amb diferent eficiéncia en la metabolitzacié de carcindgens que poden
ser 'origen de les mutacions activadores en I'oncogén K-ras; aixi doncs, els
pacients d’ADP portadors de diferents variants del gen CYP1B1 poden tenir
diferent risc de mutacions en I'oncogén K-ras.

Hipotesi operativa 2: els genotips de CYP1B1 dels pacients d’ADP son
diferents en els casos amb i sense mutacions en 'oncogén K-ras.
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Els antecedents patologics de DM-2 o de PC es consideren factors de risc per a
I'ADP; a més, les mutacions en I'oncogén K-ras son presents en més d’'un 80%
dels casos d’ADP i en estadis molt inicials del procés carcinogeénic.

Hipotesi general 3: la DM-2 i la PC, prévies al diagnostic de 'ADP, generen en
el pancrees determinades alteracions fisiologiques, cel-lulars i moleculars que
poden afavorir la prevalenga de mutacions en I'oncogén K-ras.

Hipotesi operativa 3: els antecedents de DM-2 i de PC sén més freqlients en
els casos d’ADP amb mutacions en l'oncogén K-ras que en els casos d’ADP
sense mutacions en aquest oncogén.

No esta clarament establert el paper del consum d’alcohol en la carcinogénesi
pancreatica, perd0 son coneguts els potencials efectes carcinogénics i
mutageénics tant de I'etanol com de I'acetaldehid.

Hipotesi general 4: I'etanol o els seus metabdlits poden ser un dels factors
causals de les mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

Hipotesi operativa 4: el consum d’alcohol és més freqlient en els casos d’ADP
amb mutacions en I'oncogén K-ras que en els casos d’ADP sense mutacions en
aquest oncogén.
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2.2. Objectiu general

L’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral és analitzar l'associacié entre
diferents factors clinics, genétics i ambientals (com ja hem dit, aquests darrers
inclouen també factors relacionats amb els estils de vida) i la prevalenca de
mutacions en el codé 12 de I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

2.3. Objectius especifics

- Analitzar la relacié entre el consum de tabac al llarg de la vida (tenint en
compte la quantitat, la durada, el tipus de tabac o el patré inhalatori, entre
d’altres) i la prevalenga de mutacions en I'oncogen K-ras en pacients amb ADP.

- Descriure la distribuci6 i la frequéncia dels polimorfismes en els loci m1 i m2
del gen CYP1B1 en pacients amb ADP.

- Analitzar la relacio entre els polimorfismes en els loci m1 i m2 del gen CYP1B1
i la prevalenga de les mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

- Analitzar la relacid6 entre determinats antecedents patologics (diabetis,
pancreatitis i Ulcera péptica, entre d’altres) i la prevalenga al diagnostic de les
mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

- Analitzar la relacié entre el consum d’alcohol al llarg de la vida (tenint en
compte la quantitat, la durada, el tipus d’alcohol o la dependéncia del consum,
entre d’altres) i la prevalenga de mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb
ADP.
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En els articles que formen el nucli de la tesi es descriu, amb el grau de detall
habitual en els articles cientifics, la metodologia especifica emprada en
cadascun dels corresponents estudis. Es per aquest motiu que aquest capitol
presenta només un resum dels aspectes més rellevants de I'estudi PANKRAS I
(el procés de seleccid de pacients, la realitzaci6 de les entrevistes, o les
variables d’estudi, per exemple) i dels metodes comuns en totes les analisis
realitzades; fem émfasi en trets generals de I'estudi i del seu context, que
normalment no tenen gaire espai en les revistes cientifiques.

3.1. L’estudi PANKRAS 1I

La tesi s’emmarca en el projecte PANKRAS II, un estudi multicéntric prospectiu
sobre I'epidemiologia clinica i molecular de la patologia pancreatico-biliar. El
treball de camp del PANKRAS Il es va iniciar 'any 1992 i el seu objectiu
principal era analitzar el paper de les mutacions en I'oncogén K-ras i el gen
supressor de tumors TP53 (entre d’altres alteracions genétiques), en el
diagnostic, el prondstic i I'etiologia del cancer de pancrees exocri, aixi com en
altres patologies pancreatiques i del sistema biliar [130,131].

Els objectius primaris que I'estudi PANKRAS Il es va plantejar en el seu inici van
ser els segients:

- avaluar la utilitat de la deteccié de mutacions en el primer exd del proto-
oncogéen K-ras i de mutacions en el gen que codifica la proteina p53 com a
proves diagnostiques del cancer de pancrees exocri (CPE) i del cancer del
sistema biliar extrahepatic (CSBE);

- analitzar el valor pronostic de les alteracions genétiques en I'oncogén K-ras i
en el gen supressor de tumors TP53 en els pacients amb aquestes neoplasies;

- analitzar la prevalenga de les alteracions genetiques en I'oncogén K-ras i en el
gen TP53 en funcio de les caracteristiques bioldgiques i cliniques dels tumors; i
finalment,

- estudiar 'associacioé entre les alteracions genétiques en I'oncogén K-ras i el
gen TP53 i el consum de tabac, el consum d’alcohol, la dieta (per grups
d’aliments) i determinades exposicions laborals entre els casos de CPE i CSBE.
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El projecte PANKRAS Il ha generat fins al moment una amplia produccio
cientifica (veure Annex 1); perd queden encara molts aspectes en els que pot
aportar coneixement. L’estudi ens ofereix un gran ventall de possibilitats i
informacid clinica, biologica i ambiental molt valuosa per posar a prova hipotesis
cientifiques amb rellevancia clinica, biologica, sanitaria i social [29].

En 'Annex 1 es presenta la llista completa de publicacions derivades dels
estudis PANKRAS | i I, en les quals s’han descrit amb detall els métodes i les
estratégies d’analisi de les diverses components de I'estudi.

3.2. Seleccié de pacients

Del febrer de 1992 al juliol de 1995 es van reclutar prospectivament pacients de
5 hospitals generals de Catalunya, el Pais Valencia i les llles Balears;
concretament, de I'Hospital del Mar de Barcelona, I'Hospital Universitari Vall
d’Hebron de Barcelona, I'Hospital Mutua de Terrassa, I'Hospital Son Dureta de
Mallorca i 'Hospital General Universitari d’EIx. Es van seleccionar aquells casos
que ingressaven amb sospita de diagnostic de cancer de pancrees exocri
(CPE), cancer del sistema biliar extrahepatic (CSBE), pancreatitis cronica (PC)
o patologia pancreatica benigna (PPB) [120-123,130-141].

Un total de 602 pacients van ser inclosos a I'estudi PANKRAS |I, els diagnostics
principals dels quals van ser els seglents: 185 casos amb cancer de pancrees
exocri o adenocarcinoma ductal de pancrees, 128 casos amb cancer del
sistema biliar extrahepatic, 169 casos amb patologia pancreatica benigna (dels
quals 119 eren pacients amb pancreatitis cronica), 54 casos amb patologia
benigna de la vesicula biliar i dels ductes biliars extrahepatics, 19 casos amb
altres patologies benignes i, finalment, 47 casos amb altres neoplasies (Figura
4; Annex 2). A més, a I'Hospital del Mar es va recollir un grup control format per
29 individus ingressats per patologies benignes, sense relaci6 amb cirurgia
digestiva i amb patologies no relacionades amb el consum d’alcohol o tabac;
aquests controls es van aparellar per edat i sexe amb els casos de CPE
[120,121].

En 'Annex 2 es presenten els grans grups diagnostics dels pacients de I'estudi
PANKRAS II.

Tots els casos van ser revisats independentment pels patolegs de referéencia de
I'estudi, que en desconeixien el diagnostic original [136,137]. L’estadi tumoral al
diagnostic es va classificar d’acord el sistema Tumour-Node-Metastasis (TNM)
[142,143]; el tipus histoldgic dels tumors es va assignar segons la classificacid
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internacional de malalties oncologiques (International Classification of Diseases
for Oncology) [139,144,145].

Concretament, la distribucié dels tipus histologics dels 185 casos de CPE és la
seguent:

- 108 casos amb adenocarcinoma metastatic.

- 4 casos amb adenocarcinoma mucingés.

- 2 casos amb adenocarcinoma papil-lar.

- 2 casos amb cistadenocarcinoma metastatic.

- 2 casos amb cistadenocarcinoma mucinés.

- 9 casos amb carcinoma metastatic.

- 1 cas amb carcinoma adenoesquamas.

- 3 casos positius per céllules malignes perd amb el tipus histoldgic
indeterminat.

- 54 casos sense prou evidéncia per establir amb certesa la histologia del tumor,
o bé per falta de mostra de teixit sobre el qual verificar el tipus histologic (com
és el cas de 43 pacients), o bé perque els resultats d’'anatomia patoldgica no
van ser consistents (veure apartat 3.4.1).

La present tesi doctoral es basa en els 185 pacients amb ADP; més
concretament, cadascuna de les analisis se centra en un dels diferents
subgrups de pacients que descrivim a continuacié (veure Figura 4), en funcié
de la informacié disponible:

- 161 dels 185 pacients d’ADP (87%) tenen entrevista completa, amb dades
sociodemografiques, epidemiolodgiques i cliniques; i, per tant, per aquests casos
disposem d’informacié sobre els habits toxics (consum de tabac i alcohol).

- 184 dels 185 pacients d’ADP (99%) tenen dades cliniques per a I'estudi dels
antecedents patologics (a més, en un 81,7% dels 185 casos es disposa
d’informacié sobre els antecedents familiars de cancer).

- 142 dels 185 pacients d’ADP (76,8%) tenen material citologic o histologic per a
la determinaci6 de mutacions en 'oncogén K-ras (descrites més endavant).

- 167 dels 185 pacients d’ADP (90,3%) disposen d’almenys una mostra de sang,
que en el cas daquesta tesi es va utilitzar per a la identificacié dels
polimorfismes en el gen CYP1B1 (descrits més endavant).
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- 107 dels 185 pacients d’ADP (57,8%) disposen alhora d’entrevista completa i
de l'estat de I'oncogen K-ras determinat, per a 'analisi de la relacié entre el
consum de tabac i alcohol i la prevalenca de mutacions en I'oncogén K-ras.

- 120 dels 185 pacients d’ADP (64,9%) disposen alhora de dades cliniques i de
l'estat de I'oncogén K-ras determinat, per a l'analisi de la relacié entre els
antecedents patologics i la prevalenga de mutacions en 'oncogén K-ras.

- 87 dels 185 pacients d’ADP (47%) disposen alhora dels polimorfismes en els
allels del gen CYP1B1 identificats i de I'estat de 'oncogéen K-ras determinat, per
a l'analisi de la relacié entre les variants del gen CYP1B1 i la prevalenca de
mutacions en I'oncogén K-ras.

Figura 4. Nombre de casos inclosos en cadascuna de les analisis realitzades.

602 inclosos PANKRAS I

128 CSBE
169 PPB
54 PBSBE
19 APB
47 APM
185 casos ADP
20 entrevista
litzad
no realfizaca 142 mostra teixit 167 mostra sang
4 entrevista
incompleta
184 IDC complet 161 IEP complet 121 K-ras determinat 126 CYP1B1 determinat

153 107 Art. 14

120 Art. 3

CSBE: cancer del sistema biliar extrahepatic; PPB: patologia pancreatica benigna; PBSBE: patologia benigna del
sistema biliar extrahepatic; APB: altres patologies benignes; APM: altres patologies malignes; ADP:
adenocarcinoma ductal de pancrees.

IDC: imprés de dades cliniques; IEP: impres d’entrevista al pacient.

Art. 1-4: cadascun dels articles que formen el nucli de la tesi (Capitol 4: apartats del 4.1 al 4.4).

En 'Annex 3 es presenten les comparacions detallades entre els grups de
pacients inclosos i exclosos en cadascun dels estudis. No es van observar
diferéncies estadisticament significatives entre els pacients inclosos i exclosos
en un ampli ventall de variables sociodemografiques, cliniques i
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epidemioldogiques, com ara les seglients: sexe, educacid, classe social,
ocupacio, hospital d’ingrés, durada de I'entrevista, estadi tumoral, simptomes,
antecedents patologics (diagnostic previ de pancreatitis, diabetis mellitus,
colelitiasis, colecistitis o ulcera peéptica), ingesta calorica, i consum de cafe,
tabac i alcohol. L’Unica excepcid rellevant és que els pacients amb mutacions en
'oncogén K-ras determinades s6n més joves: la seva mitjana d’edat és de 64,5
anys, mentre que la mitjana d’edat dels casos exclosos és de 71,2 anys (veure
Annex 3) [120,121].

Els Comités Etics de cadascun dels hospitals participants van aprovar el
protocol de I'estudi; tots els pacients van donar el seu consentiment informat per
ser inclosos en I'estudi. L'obtencié de mostres biologiques es realitzava alterant
el minim possible el procés diagnodstic habitual en cadascun dels hospitals
participants. El tipus d’informacié que es donava als pacients, aixi com la
manera com era transmesa a aquests, va ser la que utilitzava cada hospitals en
la seva practica diaria. Es demanava el consentiment informat als pacients per
respondre les entrevistes; l'entrevistador es presentava i feia una breu
descripci6 de l'estudi per demanar al pacient i/o als familiars la seva
col-laboracié. Tota la informacié obtinguda dels pacients era considerada com
estrictament confidencial.

3.3. Informacio clinico-patologica i entrevistes als pacients

Durant l'ingrés hospitalari, els pacients van ser entrevistats per monitors
entrenats. El questionari que administraven estava estructurat per obtenir
informacié sociodemografica, ambiental (que inclou estils de vida com el
consum de tabac, alcohol i cafe, dieta, ocupacions laborals, etc.) i clinica
(simptomatologia, antecedents patoldgics i familiars, entre d’altres) dels pacients
[120-123,135]; es recollia aixi, informacié detallada sobre el consum de tabac i
alcohol en cada periode de la vida dels pacients, incloent canvis en el tipus o la
quantitat de producte consumit. Les entrevistes van ser completades en tots els
casos per més del 85% dels pacients [120-123,136,140]. Quan el propi pacient
no podia respondre directament a causa del seu estat, ho feia un familiar. Per
avaluar la fiabilitat de les entrevistes, una mostra de 110 familiars van ser
entrevistats al mateix temps i per separat sobre la historia clinica i els habits
dels pacients; la concordanga entre les dues respostes va ser
d’aproximadament un 80% [141]. Paral-lelament a les entrevistes, es van recollir
dades clinico-patoldgiques sobre el procés diagnostic, terapéutic i de seguiment
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dels pacients, a partir de la revisié de les histories cliniques, les analitiques i les
diferents proves diagnostiques [136,137].

A continuacio presentem un resum de les dades que es van recollir, tant pel que
fa al consum de tabac i alcohol, com per als antecedents patologics i la historia
médica dels pacients; a més, en cadascun dels articles que formen el nucli de la
tesi, aixi com en altres publicacions derivades de I'estudi PANKRAS Il (Annex
1), s’explica amb detall quina era i com es recollia aquesta informacio.

Es va recollir informaci6 detallada sobre el consum de tabac i alcohol en tots els
periodes de la vida del pacient. Es preguntava pel nombre de cigarrets, cigars o
pipes fumats al dia i les corresponents dates d’inici i fi; es recollia el tipus de
tabac fumat (negre o ros) i el patré inhalatori (boca, coll o profund) per cadascun
dels periodes de consum. Es va definir la variable “paquets-anys” a partir del
producte del nombre d’anys de fumador i la mitjana del nombre de paquets de
cigarrets fumats per dia. Es va establir el temps que feia que el pacient havia
deixat de fumar en aquells casos que informaven haver-ho deixat almenys un
any abans del diagnostic de 'ADP.

De la mateixa manera, es va obtenir la quantitat i el tipus d’alcohol que
consumia l'individu per setmana, amb les corresponents dates d’inici i fi. Es van
incloure diferents tipus de begudes alcoholiques, entre elles diferents tipus de
cervesa, vi i begudes destil-lades (cervesa lleugera, mitjana i fermentada, vi i vi
escuméds, cava, sidra, vermut, licor, conyac, whisky, ginebra i rom, entre
d’altres). Els grams d’alcohol consumits van ser estimats independentment per
cadascun dels diferents tipus de begudes alcohdliques i, a partir d’aqui, es va
calcular la quantitat d’alcohol consumida al llarg de la vida. EI consum d’alcohol
es va codificar en 4 categories: no bevedors, per als que mai havien consumit
alcohol; bevedors esporadics o ocasionals, quan la quantitat d’alcohol
consumida no era quantificable; bevedors moderats, per consums d’alcohol
inferiors a 280 grams per setmana en dones i menys de 560 grams per setmana
en homes; i finalment, els bevedors intensos (heavy drinkers), quan I'alcohol
consumit per setmana era superior o igual a 280 i 560 grams en dones i homes
respectivament. Es van calcular els anys d’abstinéncia com la diferéncia entre
'edat a l'ingrés i I'edat al final del periode de consum d’alcohol. La dependéncia
de l'alcohol es va estimar a partir de la quantitat (grams per setmana), la durada
(anys) i el sexe del pacient, i es va classificar en no dependéncia o abstinents
(menys de 70 i 140 grams per setmana en dones i homes respectivament),
dependéncia intermédia (més de 70 grams per setmana en dones i 140 en
homes, per un periode inferior a 10 anys) i dependéncia cronica (més de 70
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grams per setmana en dones i 140 en homes, per un periode superior a 10
anys) [114,120-123].

El glestionari també incloia seccions sobre la historia familiar de cancer i els
antecedents patoldgics de diabetis mellitus, pancreatitis cronica i aguda,
colelitiasis, colecistitis, Ulcera péptica i al-lergies. Es registraven a més, les
dates d’inici, del diagnostic, de la freqiiéncia i del tractament que el pacient rebia
per cadascun d’aquests antecedents [120,122,135,136,140]. D’altra banda, els
metges de I'estudi van resumir, en un formulari especific, i a partir de la historia
clinica dels pacients, la informaci6 detallada sobre els simptomes, I'examen fisic
en el moment de lingrés, les proves complementaries, els resultats del
laboratori i els antecedents patoldgics dels pacients per complementar i
contrastar la informacié obtinguda a partir de les entrevistes [136,138,139,141].
A més, en un estudi especific, es va contactar amb familiars dels pacients, que
van ser entrevistats telefonicament per validar la informacié disponible en
relacio a la historia familiar de cancer i a altres patologies pancreatiques [139].
S'’identificava als familiars més propers als pacients per tal d’assegurar el seu
coneixement en relacio als antecedents de cancer, i d’altres malalties, de tota la
familia. Es contactava el familiar seleccionat per telefon i se li administrava un
guestionari especific per obtenir informacié sobre la historia familiar de cancer i
d’altres malalties pancreatiques; es construia un arbre genealogic (o pedigree)
per tal d’ajudar, tant al familiar com a I'entrevistador a recollir la informacié. La
durada mitjana d’aquestes entrevistes va ser de 41 minuts. Es va obtenir
informacié sobre la historia familiar de cancer d’un total de 98 pacients, 33 dels
quals tenien almenys un familiar de primer grau amb cancer; 25 pacients en
tenien només un, 6 en tenien dos i 2 pacients tenien fins a 3 familiars de primer
grau amb cancer. Les localitzacions tumorals van ser estbmac, mama, colon i
recte, pulmoé, abdomen (no especificat), fetge i pancrees.

3.4. Analisis moleculars

Es van obtenir mostres bioldgiques per a les posteriors analisis moleculars de
més del 80% dels pacients inclosos en I'estudi; es van recollir mostres de sang
(de la qual se separaven les diferents fraccions: plasma, sérum, hematies i
limfocits), orina, cabells, ungles i celles. A més, d’aquells casos que eren
sotmesos a proves invasives durant el procés diagnostic o terapéutic, se
n’obtenien mostres histologiques i/o citologiques (parafinades i criopreservades)
del teixit normal, el tumor primari i el teixit metastatic; concretament, s’obtenia
mostra histoldgica de pancrees (benigne i maligne) dels casos que es realitzava
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una laparoscopia o una laparotomia i mostra citoldgica del pancrees dels casos
que es realitzava una puncié-aspiracié amb agulla fina per establir el diagnostic i
'extensié de la malaltia. Totes les mostres van ser emmagatzemades en un
banc de mostres bioldgiques. Dos anatomopatolegs de referéncia de I'estudi
revisaven i avaluaven en paral-lel les preparacions cito-histoldogiques que es van
utilitzar per al diagnostic patologic dels pacients. Els tipus de mostres, aixi com
els procediments detallats del procés d’obtencié de les mateixes, s’ha descrit
préviament [121].

Les analisis moleculars van incloure, entre d’altres, la deteccié de mutacions en
els gens K-ras, TP53, TP16 i DPC4, o l'estudi de polimorfismes en els gens
BRCA2 i CYP1B1, tots ells gens potencialment implicats en el procés de
carcinogénesi pancreatica.

3.4.1. Deteccio de mutacions en I'oncogéen K-ras

La Figura 5 mostra el nombre de casos d’ADP dels que es disposava de teixit
(parafinat i criopreservat) per la determinacié de mutacions en 'oncogen K-ras i
dels que finalment es van poder obtenir resultats moleculars.

En més del 75% dels 185 casos d’ADP inclosos en l'estudi, es va verificar
histologicament el diagnostic dels pacients (veure pagina 27, apartat 3.2).
D’aquests 143 casos se’n va recollir mostra citologica o histoldogica que era
parafinada i criopreservada. Les mostres de tumors pancreatics es conservaven
en nitrogen liquid després de la resseccio quirlrgica i eren preservades a -70°C
fins al moment de les analisis.

La mostra era revisada pels anatomopatolegs de I'estudi; aquests definien les
arees tumorals (zones T) i normals/no tumorals (zones N) mitjangant exploracio
al microscopi. Cadascuna de les arees van ser independentment rascades i
desparafinades, i el DNA va ser purificat i amplificat.

Posteriorment, es va poder obtenir mostra de teixit de 12 dels 42 casos restants.
Aixi doncs, es va disposar de mostra d’'un total de 142 casos d’ADP per a les
analisis moleculars. La determinacié de mutacions en I'oncogén K-ras es va
produir amb exit en 121 dels 142 casos d’ADP dels quals es disposava de
mostra citoldgica o histologica; aixi doncs, es van obtenir resultats moleculars
d’'un 65,4% del total de casos d’ADP inclosos en l'estudi (Figura 5). Dels 121
casos amb les mutacions en I'oncogén K-ras determinades, més d’'un 85% eren
adenocarcinomes (veure pagina 27, apartat 3.2).
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Figura 5. Disponibilitat i obtenci6 de mostres parafinades i criopreservades per la
determinacié de mutacions en I'oncogen K-ras en pacients amb adenocarcinoma ductal

de pancrees.
185 casos ADP

verificacio histologica?

No Si
42 (23%) 143 (77%)
obtencio de teixit? obtencié de teixit?
No Si Si No
30 (72%) | 12 (28%) 130 (91%) | 13 (9%)
resultats moleculars? resultats moleculars?

No Si Si No
5 (42%) 7 (58%) 114 (88%) | 16 (12%)

5 K-ras mutat 89 K-ras mutat
2 K-ras no mutat 25 K-ras no mutat

121 casos K-ras determinat

El protocol detallat de I'analisi molecular per a la deteccié de mutacions en el
coddé 12 de l'oncogén K-ras, realitzat a partir de teixit parafinat i mitjangant
tecniques de PCR (reaccio en cadena de la polimerasa) i RFLP (polimorfismes
en la longitud dels fragments de restriccid), ha estat descrit préviament
[114,120-123,146,147].

Els fragments de teixit es van desparafinar en xilé i esbandir en etanol al 95%;
posteriorment, es van dissecar i escalfar a 95°C durant 10 minuts. La mostra de
teixit tumoral es va digerir amb SDS i proteinasa k. L’extraccié de DNA es va
realitzar mitjangant el tractament amb fenol/cloroform i la posterior precipitacio
amb etanol. EI DNA es va purificar mitjangant un kit comercial (LINUS, Cultek,
Madrid).
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L’amplificacié es va realitzar en dues fases per PCR aniuada. Els primers i les
condicions d’amplificaci6 del DNA estan descrits en estudis anteriors
[114,146,147]. La proporcio d’amplificacié va ser del 98%. Aquesta técnica és
capag de detectar una cél-lula mutada entre 10° cél-lules normals.

En la segona PCR es va introduir una endonucleasa especifica, I'enzim de
restriccio BstNI, el punt de tall del qual permetia diferenciar les seqiiéncies
mutades de les no mutades. El producte de I'amplificacié, de 103 parells de
bases, es va digerir durant tota la nit. Les seqiiéncies normals quedaven
dividides en dos fragments, de 82 i 21 parells de bases; en canvi, les
seqgliencies amb mutacions al codo 12 de I'oncogén K-ras quedaven intactes.
Els productes de digestio van ser analitzats mitjancant gels d’electroforesi
d’'acrilamida tenyits amb bromur d’etidi; la interpretacié dels gels la van realitzar
alhora 2 investigadors de I'estudi de manera independent, aixi, si les lectures no
coincidien I'analisi es repetia.

L'analisi es va restringir al codé 12 de I'oncogén K-ras ja que mutacions en
altres codons sén molt rares en pacients amb ADP.

Dels 142 casos d’ADP amb mostra histologica i/o citologica es van determinar
les mutacions en I'oncogén K-ras d'un total de 121 casos (86,4%) (Figura 5).

3.4.2. Identificacio de polimorfismes en el gen CYP1B1

El protocol detallat de I'analisi molecular per a la identificacié dels polimorfismes
en el gen que codifica per I'enzim CYP1Bl1 ha estat descrit préviament
[148,149].

El DNA es va extreure a partir de leucocits amb el kit d’extraccié QlAamp Blood
Kit (Qiagen, Inc., Chadsworth CA). Es van examinar 2 polimorfismes funcionals
del gen CYP1BL1.: al locus m1 el polimorfisme V432L (canvi de I'aminoacid valina
per I'aminoacid leucina en la posicié 432) i al locus m2 el polimorfisme A453S
(canvi de 'aminoacid asparagina per I'aminoacid serina en la posicié 453); a
causa de la seva proximitat, només estan separats per 60 parells de bases, es
van amplificar per PCR els dos polimorfismes en un sol amplic6 amb els primers
5-CCAACACCTCTGTCTTGGGA-3'i 5-GCTCATTTGGGTTGGCCCTG-3..

La reacci6 de seqilienciacié es va realitzar mitjangant el kit BigDye-terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystems, Foster City, CA). |
finalment, el genotipat es va dur a terme en un seqlenciador automatic ABI
377X.
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3.5. Analisis estadistiques

En els apartats corresponents dels articles es detallen les analisis estadistiques
realitzades en cada cas; per aix0 en aquest apartat només les descrivim
breument.

Les analisis realitzades es basen en el disseny cas-cas [120,121,150-153], que
representa un métode molt valid i eficient per estudiar interaccions gen-ambient
[154,155]. Aixi, tots els resultats es refereixen als 121 pacients d’ADP amb les
mutacions en l'oncogen K-ras determinades; en tot moment es comparen els
casos d’ADP amb i sense mutacions en l'oncogén K-ras en relacié a les
diferents caracteristiques sobre els habits de consum de tabac (article 1) i
alcohol (article 4), als antecedents patologics (article 3) i als genotips de
CYP1B1 (article 2). En el cas dels articles 1 i 2 es van realitzar analisis cas-
control per estimar la direccié de les associacions, comparant tots els casos
d’ADP amb els 29 controls hospitalaris [120,150].

El calcul de les freqiéencies al-leliques i genotipiques dels loci m1 i m2 del gen
CYP1BL1 es va realitzar tant pels casos d’ADP com per als controls hospitalaris
(article 2). De la mateixa manera es va comprovar si cadascun dels loci es
trobava en condicions d’equilibri de Hardy-Weinberg, tant pel grup de casos
d’ADP com pel grup control; es comparaven les freqiéncies genotipiques
observades i les esperades en condicions d’equilibri de Hardy-Weinberg
mitjangant el calcul de la XZ [156,157].

No es van detectar diferéncies estadisticament significatives entre els casos
d’ADP amb i sense mutacions en I'oncogén K-ras en tot un seguit de variables
importants: edat al diagnostic del cancer, sexe, educaci6, estadi tumoral, temps
entre el primer simptoma i el diagnostic del cancer, simptomes, i durada de
I'entrevista (per més detalls veure la Taula 7 de 'Annex 3).

L’analisi estadistica univariada es va realitzar com és habitual en els estudis
epidemiologics [158-162]. En les taules de contingéncia es va utilitzar el test
exacte de Fisher per avaluar la independéncia entre dues variables
categoriques. Per comparar variables continues es va utilitzar la prova t de
Student o la prova U de Mann Whitney, en funcié de si les variables d’interés
seguien o no la distribucié normal, respectivament.

Per estimar la magnitud de les associacions es van calcular odds ratio (OR; ra6
d’odds), crues i ajustades, segons I'analisi, i els seus corresponents intervals de
confianga (IC) al 95% mitjangant regressio logistica no condicional [159,160]. Es
va analitzar si les variables categodriques ordinals seguien una relacié de dosi-
resposta mitjangant la prova d’extensié analoga multivariable de Mantel (métode
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de tendencia de proporcions) [158,161]; quan no s’observava aquesta tendencia
lineal, s’aplicava la prova de Wald [162].

Els models basics incloien, generalment, 'edat i el sexe com a possibles
confusors; s’afegien a aquest model altres possibles variables confusores si
alteraven significativament les estimacions. Les variables d’ajust soén
especifiques per a cadascuna de les analisis; podien incloure el consum de
tabac, alcohol o cafe, o els antecedents de pancreatitis cronica, segons I'estudi,
com es pot veure en cadascun dels articles.

Els models finals es triaven de manera coherent amb la naturalesa de les
variables i dels objectius de cada estudi. Es va fixar el nivell de significacio
estadistica a 0,05, i totes les proves sén bilaterals.

Les analisis estadistiques es van realitzar amb els paquets estadistics SPSS,
versié 12.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) i SAS, versio 9.1 (SAS Institute, Inc, Cary,
NC).
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4. RESULTATS

En aquest capitol es presenten les 4 publicacions que formen el nucli de la tesi.
Cadascun dels articles va precedit d'un resum i d'una breu descripcié dels
resultats més destacats. Els quatre articles que incloem estan ja publicats en
revistes internacionals.

Les referéncies dels articles son les seglents:

Crous-Bou M, Porta M, Lépez T, Jariod M, Malats N, Alguacil J, Morales E,
Fernandez E, Corominas JM, Carrato A, Guarner L, Real FX for the PANKRAS
Il Study Group. Lifetime history of tobacco consumption and K-ras mutations in
exocrine pancreatic cancer. Pancreas 2007; 35: 135-141.

Crous-Bou M, De Vivo |, Porta M, Pumarega JA, Lépez T, Alguacil J, Morales E,
Malats N, Rifa J, Hunter DJ, Real FX for the PANKRAS Il Study Group. CYP1B1
polymorphisms and K-ras mutations in patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma. Digestive Diseases and Sciences 2008; 53: 1417-1421.

Crous-Bou M, Porta M, Morales E, Lépez T, Carrato A, Puigdoménech E, Real
FX for the PANKRAS Il Study Group. Past medical conditions and K-ras
mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma. Cancer Causes and Control
2009; 20 (en premsa).

Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats N, Morales E, Guarner L, Rifa
J, Carrato A, Real FX for the PANKRAS Il Study Group. Lifetime history of
alcohol consumption and K-ras mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma.
Environmental and Molecular Mutagenesis 2009; 50 (en premsa).
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4.1. Article 1: Consum de tabac i mutacions en l'oncogén K-ras en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

4.1.1. Resum

Tot i que el tabac és el factor de risc més ben establert per a 'ADP i que les
alteracions en I'oncogén K-ras sén les mutacions més frequients en un oncogén
en pacients amb aquesta neoplasia, no esta clar el paper del consum de tabac
en la prevalenga de mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP; els
resultats de I'associacio entre els dos factors son inconsistents.

L’objectiu de I'estudi va ser analitzar la relacié entre el consum de tabac al llarg
de la vida i la prevalenga de mutacions al codd 12 de I'oncogén K-ras en
pacients amb ADP.

Es van identificar prospectivament els casos incidents d’ADP i es van entrevistar
durant I'ingrés hospitalari; entre d’altres factors, es preguntava pels seus habits
de consum de tabac al llarg de tota la vida (la quantitat, la durada, el tipus de
tabac o el patré inhalatori, entre d’altres). Es van utilitzar models de regressié
logistica exacta per comparar els casos de d’ADP (N=107) amb i sense
mutacions en 'oncogén K-ras en un estudi cas-cas.

Els casos mutats havien estat no fumadors amb més freqiiéncia que els no
mutats, tot i que les diferéncies no sén estadisticament significatives: la OR
ajustada per edat i sexe va ser de 0,54 (IC 95%: 0,10-2,69; p=0,613). Respecte
als no fumadors, les OR dels ex-fumadors i fumadors actuals van ser 0,79 i 0,36
respectivament (p=0,193). Els paquets-anys fumats, els anys de fumador i els
cigarrets fumats per any també tendien a ser superiors en els casos sense la
mutacié. Ni 'edat a l'inici del consum de tabac, ni el temps entre que el pacient
havia deixat de fumar i el diagnostic, es van associar amb la prevalenca de
mutacions en I'oncogén K-ras.

Tot i que el tabac té un paper causal important en 'ADP, aquest no esta implicat
en l'adquisicié de mutacions en I'oncogén K-ras en I'epiteli pancreatic.
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4.1.2. Principals troballes

No hem observat cap associacio positiva entre les variables que representen el
consum de tabac al llarg de la vida i la prevalenca al diagnostic de les
mutacions al codé 12 de I'oncogén K-ras en els pacients amb ADP. De fet, la
majoria de les analisis mostren una tendéncia inversa, encara que de manera
molt débil i no significativa: els casos d’ADP que presenten tumors sense
mutacions en I'oncogén K-ras tendeixen a fumar lleugerament més que els
pacients amb mutacions en aquest oncogen.

A més, ni tan sols els casos d’ADP en que I'edat d’inici del consum de tabac és
anterior, els que fumaven més quantitat de cigarrets i durant periodes més llargs
de temps, o aquells que tendien a inhalar més profundament el fum del tabac,
tenen un risc augmentat de tenir tumors amb mutacions en I'oncogén K-ras
respecte a aquells pacients que van comencar a fumar més tard, que fumaven
menys quantitat i durant periodes més curts de temps, o els que no inhalaven el
fum del tabac, respectivament. La freqiéncia de mutacions no es veu
influenciada ni pel periode anterior al diagnostic en qué s’ha fumat, ni per I'edat
del pacient mentre fumava.

Els resultats de I'estudi cas-cas i els de I'estudi cas-control sén coherents entre
ells. D’acord amb els resultats que han publicat altres estudis anteriors al nostre,
el conjunt de casos amb ADP fumen més que els controls; de la mateixa
manera, cadascun dels grups de casos per separat (els casos d’ADP amb i
sense mutacié en I'oncogén K-ras) també fumen més que els controls. Aixi
doncs, tal i com esta descrit en la literatura, el consum de tabac és també un
factor de risc per la nostra série de casos. Les ORs en les categories més altes
d’exposicid s6n majors en la comparacié entre els no mutats i els controls,
respecte a la comparacio entre els mutats i els controls.

Tot i que tant el tabac com les mutacions en 'oncogén K-ras juguen un paper
important en l'etiologia de 'ADP, els nostres resultats indiquen que els dos
processos actuen de manera independent en el procés de carcinogénesi
pancreatica.
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ARTICLE 1

Crous-Bou M, Porta M, Lépez T, Jariod M, Malats N, Alguacil J, Morales
E, Fernandez E, Corominas JM, Carrato A, Guarner L, and Real FX for
the PANKRAS Il Study Group. Lifetime history of tobacco consumption
and K-ras mutations in exocrine pancreatic cancer. Pancreas 2007; 35:
135-141.
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Lifetime History of Tobacco Consumption and K-ras
Mutations in Exocrine Pancreatic Cancer

Marta Crous-Bou, BS,*{ Miquel Porta, MD, PhD,*{ Tomas Lopez, BS,* Manuel Jariod, MD,*#
Nuria Malats, MD, PhD,* Juan Alguacil, MD, PhD,*§ Eva Morales, MD, PhD,*
Esteve Fernandez, MD, PhD,|/q Josep M. Corominas, MD, PhD,{# Alfredo Carrato, MD, PhD,**
Luisa Guarner, MD, PhD,f,1{1 and Francisco X. Real, MD, PhD,*q For the PANKRAS II Study Group

Objectives: We analyzed the relation between mutations in codon
12 of the K-ras oncogene and lifetime consumption of tobacco in
patients with exocrine pancreatic cancer (EPC).

Methods: Incident cases of EPC were prospectively identified and
interviewed during hospital admission about smoking and other
factors. Exact logistic regression was used to compare EPC cases
(N = 107) with and without K-ras mutations (case-case study).

Results: Mutated cases were nonsignificantly less likely to have
been smokers than wild-type cases: the odds ratio adjusted by age
and sex was 0.54 (95% confidence interval, 0.10-2.69; P = 0.613).
With respect to never smokers, adjusted odds ratios for former and
current smokers were 0.79 and 0.36, respectively (P = 0.193). Pack-
years smoked, years of smoking, and cigarettes smoked per year also
tended to be higher in nonmutated than in mutated cases. Neither age
at onset of smoking nor the time between quitting and diagnosis were
associated with K-ras.

Conclusions: Tobacco does not play a major part in the acquisition
of K-ras mutations in the pancreatic epithelium. Although both
smoking and K-ras mutations have important roles in the
etiopathogenesis of EPC, the 2 processes may act independently.
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he primary prevention of exocrine pancreatic cancer
(EPC) is severely hampered by limited knowledge on its
etiology.' ™ Tobacco carcinogens are found in the pancreas,
and smoking is the most firmly established cause of EPC,*°
although it explains only a fraction of cases.”” Activating
point mutations in the K-ras oncogene is one of the
fundamental genetic events leading to pancreatic intraductal
adenocarcinomas.' %12 Oncogenic K-ras activation can
result in a wide variety of responses ranging from the
activation of a senescence program to increased cell pro-
liferation and inhibition of apoptosis, depending on the
cellular and molecular context.'®!? At diagnosis, about
80% of pancreatic adenocarcinomas harbor mutations in
codon 12 of K-ras."™*'%'3 Ras genes are critical targets
for chemical carcinogens.''*'® K-ras—mutated and wild-
type cancers may develop through pathways involving
different gene-environment interactions.'*'*!” Although
mutations in K-ras are the most frequent abnormality of
oncogenes in human cancer,'®'? the potential lifestyle and
environmental influences on their occurrence and persistence
are largely unknown.'>'®
In pancreatic cancer, evidence on the relationship
between the most common risk factor—smoking—and the
most common molecular alteration—K-ras mutations—is
scarce and inconsistent.'”** Although methodological fea-
tures of studies may partly explain the heterogeneous results,
biologic reasons may also support a lack of association. They
include variation in risk factors for different cancer
histological types, which in turn show different patterns of
genetic alterations. Specifically, in EPC, some 90% of tumors
are intraductal adenocarcinomas;! '3 in other cancers,
adenocarcinomas are more weakly related to tobacco con-
sumption than other histological types. For instance, in lung
cancer, the relation with smoking is weaker for adenocarci-
nomas than for squamous cell carcinomas and small cell
carcinomas,”* %’ whereas adenocarcinomas show the highest
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frequency of K-ras mutations of the 3 histological types.**>°

Evidence is also weak for a relation between K-ras muta-
tions and smoking in other human neoplasias.'®*°*' The
causal link between smoking and risk of EPC could be due to
tobacco carcinogens causing alterations in genes other than
K-ras that are also important in the etiopathogenesis of this
neoplasm.

The main objective of the present study was to analyze
the association between mutations in codon 12 of the K-ras
oncogene and the lifetime history of tobacco smoking in
patients with EPC.

MATERIALS AND METHODS

Selection of Patients

Methods have been previously described in
detail."'* 19323 Briefly, subject recruitment took place
between 1992 and 1995 at 5 general hospitals in the eastern
mediterranean part of Spain, where 185 incident cases of EPC
were prospectively identified. At one of the hospitals, 29
controls were included; they had been admitted for benign,
nondigestive disorders unrelated to tobacco and alcohol con-
sumption and were individually matched to pancreatic cancer
cases by age and sex.' The present report is based on 107
EPC patients with known K-ras status and with information
about smoking. There were no significant differences between
them and the remaining cases with respect to education, social
class, sex, occupation, hospital, tumor stage, duration of the
interview, caloric intake, and consumption of coffee, tobacco,
and alcohol, except that the included cases were slightly
younger."'* The ethics committees of participating hospitals
approved the study protocol, and patients gave informed
consent to be included in the study.

Personal Interviews and Information
on Smoking

A structured form was used to collect clinicopathologic
information from medical records, including details on
diagnostic procedures, laboratory results, and follow-up
care.>*** More than 88% of the patients were interviewed
face-to-face by trained monitors during hospital stay, close to
the time of diagnosis. Interviews included questions about
clinical history, symptoms, occupation, diet, and coffee,
alcohol, and tobacco consumption. 14132 Detailed informa-
tion was thus obtained on smoking for all periods of life; for
example, the number of cigarettes, cigars, or pipes smoked
per day was elicited with the corresponding dates of initiation
and ending, and so were the type of tobacco (black, blond),
cigarettes’ brands, and the inhalation pattern for each period
of consumption. Pack-years were estimated by multiplying
the number of years of smoking by the average number of
packs of cigarettes smoked per day. Time between quitting
smoking and diagnosis was defined for subjects who reported
quitting >1 year before diagnosis.

Detection of K-ras Mutations
Details of laboratory protocols have also been described
elsewhere."'* 12! Briefly, mutations in codon 12 of K-ras
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oncogene were studied using DNA extracted from paraffin-
embedded tumor tissue. Amplifications were done in 2 steps by
nested polymerase chain reaction; an artificial BstNI restriction
endonuclease site was introduced to discriminate between wild-
type and mutated K-ras codon 12 sequences. Products were
analyzed by acrylamide gel electrophoresis and ethidium bro-
mide staining. This technique was able to detect 1 homozygous
mutated cell in the presence of 10% normal cells. To characterize
the nucleotide substitution in codon 12, all mutated samples
were further analyzed using a similar restriction fragment length
polymorphism—based approach. Interpretation of digestion
products’ electrophoresis was performed independently by 2
investigators to confirm the results.

Data Analysis

In the case-case study,®> we compared the smoking
history of the 83 cases of EPC with a K-ras mutated tumor and
of the 24 cases of EPC whose tumors did not harbor such
mutations. To estimate the direction of the case-case associa-
tion, case-control analyses compared all 107 cases of EPC with
the 29 hospital controls.!-33 Univariate statistics were computed
as customary.>*>® In contingency tables, Fisher exact test
for homogeneity or independence was applied to assess the
relationship between 2 categorical variables. For comparisons
between continuous variables, Mann-Whitney U test was used.
These analyses were performed using Statistical Product and
Service Solutions, version 12.0 (SPSS Inc, Chicago, Ill). To
estimate the magnitude of the associations, multivariate-
adjusted odds ratios (ORs) and their corresponding 95%
confidence intervals (CIs) were calculated by unconditional
exact logistic regression. Categorical ordinal variables were
analyzed for a linear dose-response relation through the
multivariate analogue of Mantel extension test; when a linear
trend was not apparent, the exact probability test was used.>>>*
These analyses were conducted with Statistical Analysis
Software, version 9.1 (SAS Institute, Inc, Cary, NC). Tobacco
and coffee consumption were positively associated.'* Age, sex,
and coffee consumption were included in the models as
potential confounders. Allowance for other possible confound-
ing variables as alcohol consumption did not materially
alter the estimates. The level of statistical significance was
set at 0.05, and all tests are 2-tailed.

RESULTS

Patients with a K-ras mutated tumor were nonsigni-
ficantly less likely to have been ever smokers than wild-
type cases: the age and sex adjusted OR was 0.54 (95% CI,
0.10-2.69; P = 0.613); the OR further adjusted by coffee
consumption was 0.46 (95% CI, 0.07-2.51; P = 0.505)
(Table 1). More than 73% of ever smokers had smoked for
more than 30 years. As compared with never smokers, the
OR for former smokers was 0.79, and for current smokers,
0.36 (P = 0.193). Pack-years smoked, years of smoking,
and cigarettes smoked per day were also nonsignificantly
higher in wild-type cases. When coffee consumption was
adjusted for, the vast majority of ORs moved further away
from the null value of one (Table 1); this was due to coffee
being positively associated with both smoking and K-ras
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TABLE 1. Main Characteristics of Smoking History Among Cases of EPC With and Without Mutations in Codon 12 of

the K-ras Oncogene

K-ras* Adjusted ORY Adjusted OR}
Mutated Wild-Type P OR (95% CI) P§ OR (95% CI) P§
Smoking status
Never 37 (44.6) 9 (37.5) 0.719]| 1.00 0.390 1.00 0.193
Former 16 (19.3) 4 (16.7) 0.73 (0.08-6.23) 0.79 (0.08-7.67)
Current 30 (36.1) 11 (45.8) 0.49 (0.09-2.54) 0.36 (0.05-2.09)
Pack-years
Median 333 47.4 0.3279
Never pack-years 37 (44.6) 9 (37.5) 0.498|| 1.00 0.118 1.00 0.047
<28.24 pack-years 16 (19.3) 3 (12.5) 0.83 (0.10-7.99) 0.81 (0.03-8.94)
28.24-49 pack-years 17 (20.5) 5(20.8) 0.56 (0.08-3.66) 0.40 (0.05-3.00)
>49 pack-years 13 (15.7) 7(29.2) 0.26 (0.03-1.94) 0.18 (0.02-1.59)
Years of smoking
Median 38.5 42.0 0.4799
Never 37 (44.6) 9 (37.5) 0.799]| 1.00 0.416 1.00 0.234
<30 yrs 13 (15.7) 3 (12.5) 0.77 (0.11-6.54) 0.70 (0.09-6.87)
31-45 yrs 19 (22.9) 8(33.3) 032 (0.03-2.30) 0.21 (0.02-1.87)
>45 yrs 14 (16.9) 4 (16.7) 0.45 (0.04-4.42) 0.28 (0.02-3.36)
Age at onset
Median 16.5 16.0 0.2179
Never 37 (44.6) 9 (37.5) 0.735]| 1.00 0.195 1.00 0.090
>30 yrs 6(7.2) 1(4.2) 1.08 (0.09-57.98) 0.526# 0.83 (0.07-45.94) 0.257#
16-29 yrs 25 (30.1) 7(29.2) 047  (0.05-3.38) 0.41 (0.04-3.42)
<15 yrs 15 (18.1) 7(29.2) 0.29 (0.03-2.18) 0.18 (0.02-1.62)
Time between quitting smoking and diagnosis
Median 0.0 0.0 0.5479
Never smoker 37 (44.6) 9 (37.5) 0.873]| 1.00 0.391 1.00 0.174
>10 yrs before diagnosis 7 (8.5) 2 (8.3) 0.65 (0.05-11.17) 0.815# 0.86 (0.06-16.39) 0.494#
1-10 yrs before diagnosis 9 (10.8) 2 (8.3) 0.77 (0.07-12.38) 0.70 (0.05-12.43)
Current smoker 30 (36.1) 11 (45.8) 0.50 (0.09-2.55) 0.36 (0.05-2.09)
Type of tobacco
Never smoker 37 (44.6) 9 (37.5) 0.871]] 1.00 0.873# 1.00 0.863#
Only black 25 (30.1) 10 (41.7) 0.54 (0.11-2.57) 0.46 (0.08-2.43)
Only blond 11 (13.3) 3(12.5) 0.81 (0.13-6.54) 0.60 (0.08-5.32)
Ever black 35 (42.2) 12 (50.0) 0.64  (0.13-2.89) 0.53 (0.10-2.63)
Ever blond 21 (25.3) 5(20.8) 0.94 (0.17-5.46) 0.70 (0.11-4.40)
Inhalation pattern
Never smoker 37 (48.7) 9 (37.5) 0.588]| 1.00 0.449 1.00 0.296
Mouth/neck 14 (18.4) 5(20.8) 0.54 (0.08-3.45) 0.707# 0.43 (0.06-3.14) 0.433#
Deep 25(32.9) 10 (41.7) 0.47 (0.08-2.56) 0.34 (0.05-2.17)

*Values in parentheses are column percentages except for type of tobacco.
TAge- and sex-adjusted OR.
tAge-, sex-, and coffee consumption—adjusted OR.

§Unless otherwise specified, P value was derived from the exact multivariate analogue of Mantel extension test for linear trend.

||[Fisher exact test.
fMann-Whitney U test.
#Exact probability test.

mutations.'® Unadjusted (crude) proportions are presented
in Figure 1 for the 3 variables most illustrative of lifetime
smoking. Never smokers were more frequent in mutated
cases than in wild-type cases, and current smokers were
more frequent among wild-type cases. The distribution of
pack-years smoked and years of smoking were also higher
in cases without K-ras mutated tumors (Table 1 and Fig. 1).
Clearly, hence, smoking was not more common among
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patients with mutations in K-ras; trends are rather in the
opposite direction.

Patients who started to smoke early in their lives did not
show a higher prevalence of K-ras mutations, and neither did
cases who quit shortly before the diagnosis of EPC. Smoking
black or blond tobacco was also not associated with K-ras.
Patients who inhaled deeply were also nonsignificantly less
likely to have a mutated tumor (Table 1). Stratifying by age,
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FIGURE 1. Tobacco consumption (smoking status, pack-years

and years of smoking) in cases of exocrine pancreatic cancer
with and without a mutation in the K-ras gene.

[J Never smokers
[ Former smokers
Il current smokers

sex, and coffee and alcohol consumption did not yield any
significant associations (results not shown).

To assess the effect of smoking in the different periods
before the diagnosis of EPC, ORs adjusted by sex, coffee
consumption, and pack-years smoked in the precedent periods
were computed for each 5-year period from 30 years before
diagnosis. Taking never smokers as the reference category
in each period, ever smokers did not show a significantly
higher frequency of K-ras mutations in any period: the ORs
were 0.77, 1.21, 1.17, 1.29, 1.61, and 0.80 (all P > 0.05) for
each period from 25 to 30 years to 0 to 5 years before the
diagnosis. No significant associations were apparent either
with patient’s age: the ORs adjusted by sex, coffee consump-
tion, and pack-years smoked in the precedent years were 0.27,
0.36, 1.65, 0.24, 1.56, 5.85, and 1.02 (all P> 0.05).

Table 2 shows results for comparisons between hospital
controls and EPC cases: first, all cases combined, followed by
cases with and without mutations in K-ras. As expected,
when all cases were compared with the controls (conven-
tional case-control analyses), most ORs evidenced a main
effect of tobacco consumption on the risk of EPC. Thus,
with respect to never smokers, current smokers were 3.39
times more likely to develop pancreatic cancer (P = 0.02);
this age- and sex-adjusted OR became 2.36 when further
adjusted by coffee (Table 2). The adjustment by confounders
and the small size of the control group made most ORs
imprecise. However, the purpose of case-control comparisons
was just to estimate the direction of case-case analyses, and
the message was unequivocal: all EPC cases combined
smoked more than controls and, although mutated cases
tended to smoke slightly more than controls, wild-type cases
smoked clearly more than controls. The OR for current
smokers was 1.87 in the mutated case-control comparison and
4.31 in the wild-type case-control comparison (Table 2). The
ORs for the upper categories of exposure were all higher for
the wild-type case-control comparison than for the mutated
case-control comparison. Thus, despite limitations in statis-
tical precision, comparisons with controls indicate that the
direction of the case-case association is not that mutated
cases smoked less than average but, rather, that wild-type
cases tended to smoke more.
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DISCUSSION

We did not observe a positive relationship between any
feature of the lifetime history of tobacco consumption and
the prevalence at diagnosis of mutations in codon 12 of the
K-ras oncogene. In fact, most analyses suggested weak in-
verse trends: patients with wild-type K-ras tumors tended to
smoke slightly more than mutated cases. Moreover, cases
who started to smoke earlier in their lives, who smoked
more cigarettes and for longer periods, or who tended to
inhale deeply did not have increased odds of a K-ras
mutated tumor either. The mutations were uninfluenced by
the period of smoking before diagnosis and by patient’s age
while smoking.

The results from the case-case study (Table 1) and from
the 3 case-control comparisons (Table 2) are mutually co-
herent. In accordance with previous studies, all pancreatic
cancer cases combined smoked more than controls.” %3
Each group of cases (mutated and wild-type) also smoked
more than controls. And all ORs for the upper categories of
exposure were higher for the wild-type case-control compari-
son than for the mutated case-control comparison.

There is scarce evidence on a causal relationship
between smoking and K-ras mutations in EPC.'”* In
approximately 38 patients, Nagata et al'® found smoking
less common in mutated than in nonmutated cases, with an
OR of approximately 0.25 (95% CI, 0.02-3.04, P =0.289); in
this study, the source of information on smoking is unstated."’
Using smoking data from medical records for 82 cases,
Hruban et al?® reported an increased probability of K-ras
mutations in ever smokers versus never smokers (OR, 3.53;
95% CI, 1.07-11.66, P = 0.047), but found no association
with pack-years (P = 0.4); and, as others,'>?' they found
similar types of mutations in smokers and in nonsmokers.?’ In
our previous retrospective study®' based on 45 cases and also
using medical records (which are often unreliable as a data
source on smoking), we found no association between the
mutations in K-ras and tobacco (ever vs never smokers) (OR,
1.50; 95% CI, 0.45-5.04, P = 0.511). Berger et al*?
retrospectively studied 39 nonneoplastic pancreata from
patients who did not die of primary pancreatic ductal
adenocarcinoma; the actual diagnoses and criteria to select
these autopsy specimens were unspecified, except for the
“quality and suitability of the archival tissues”; the source of
data on smoking is unclear, and components of the smoking
history were estimated (eg, years of smoking).* Although
K-ras mutations were detected in 5 of 13 specimens from
patients who reportedly had smoked more than 2 packs per
day, no mutations were detected in 10 patients who smoked
1 to 2 packs per day or in nonsmoking individuals.??
Finally, until now, there was only 1 study prospectively
designed and with smoking information from personal
interviews to patients;> it analyzed 46 K-ras mutated and
15 wild-type cases of EPC and found identical proportions
of ever smokers in the 2 groups (OR, 1.04; 95% CI, 0.32—
341, P = 1.00). The number of pack-years and years of
smoking was also highly similar in the 2 groups of cases.

Although some of our estimates were statistically
imprecise, to date, this is the largest study on smoking and
K-ras activation in pancreatic cancer (N = 107), and it is only
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TABLE 2. Main Characteristics of Smoking History: Comparison of Hospital Controls With All Cases of EPC, With K-ras Mutated

Cases, and With K-ras Wild-type Cases

All Cases vs Controls

K-ras Mutated
Cases vs Controls

K-ras Wild-Type
Cases vs Controls

All
Cases Controls P OR¥* (95% CI) Pt OR* 95% CI) Pt OR¥* (95% CI) Pt
Smoking status
Never 46 (42.9) 19 (65.5) 0.065% 1.00 0.306 1.00 0.477 1.00 0.205
Former 20 (18.7) 5(17.2) 1.72 (0.32-10.13) 1.52  (0.27-9.10) 1.35  (0.11-22.25)
Current 41 (38.3) 5(17.2) 236 (0.47-12.85) 1.87  (0.39-9.89) 431 (0.38-74.69)
Pack-years
Median 12.0 0.0 0.046§
Never 46 (42.9) 19(67.9) 0.057% 1.00 0.412 1.00 0.628 1.00 0.300
<28.24 19 (17.8) 3 (10.7) 1.70  (0.27-13.73) 0424 1.53  (0.23-12.50) 0.513|] 1.23  (0.07-28.31) 0.553]]
28.24-49 22 (20.6) 1(3.6) 5.68  (0.59-294.69) 5.00 (0.51-259.40) 424 (0.25-280.56)
>49 20 (18.7) 5(17.8) 1.64  (0.29-9.78) 1.21  (0.21-7.40) 242 (0.21-38.96)
Years of smoking
Median 24.0 0.0 0.059§
Never 46 (42.9) 19 (65.5) 0.161%f 1.00 0.123 1.00 0.212 1.00 0.191
<30 yrs 16 (14.9) 4(13.8) 0.98  (0.17-6.40) 0.89  (0.14-5.90) 0.78  (0.03-18.60)
31-45yrs 27 (25.2) 3 (10.3) 271 (0.42-21.86) 2.05  (0.32-16.67) 375 (0.27-82.30)
>45 yrs 18 (16.8) 3 (10.3) 337 (0.53-27.99) 2.81  (0.43-23.67) 331 (0.25-64.21)
Age at onset
Median 16.0 16.5 0.685§
Never 46 (42.9) 19 (65.5) 0.1763  1.00 0.633 1.00 0.929 1.00 0.402
>30 yrs 7 (6.5) 0 (0.0) 399  (0.49-UH) 0.416|| 4.10  (0.50-UH) 0.408|| 0.72  (0.02-UH) 0.680]|
1629 yrs 32 (29.9) 6 (20.7) 1.45  (0.28-7.64) 1.20  (0.23-6.30) 1.84  (0.18-26.78)
<15 yrs 22 (20.6) 4(13.8) 1.70  (0.25-12.02) 123 (0.18-8.96) 3.58  (0.22-78.57)
Time between quitting smoking and diagnosis
Median 9.0 13.0 0.336§ 0.180 0.301 0.131
Never 46 (42.9) 19 (65.5) 0.055%; 1.00 0.361]]  1.00 0.478||  1.00 0.385]|
>10 yrs 9 (8.4) 4(13.8) 097  (0.14-7.32) 0.81  (0.10-6.50) 0.81  (0.04-18.54)
1-10 yrs 11(10.3) 1(3.4) 434 (0.39-242.49) 3.85  (0.34-212.11) 2.65  (0.08-234.30)
Current 41 (38.3) 5(17.2) 236 (0.47-12.89) 1.84  (0.68-9.78) 3.67 (0.33-60.70)
Type of tobacco
Never 46 (42.9) 19 (65.5) 0.045%; 1.00 0.401]]  1.00 0.422||  1.00 0.741]|
Only black 35(32.7) 6 (20.7) 1.04  (0.34-3.58) 1.35  (0.28-6.64) 2.19  (0.26-20.61)
Only blond 14 (13.1) 0 (0.0) 390  (0.60-UH) 4.61  (0.61-UH) 2.61  (0.20-UH)
Ever black 47 (43.9) 9 (31.0) 0.81  (0.30-2.29) 1.20  (0.30-4.86) 1.81  (0.25-14.21)
Ever blond 26 (24.3) 3 (10.3) 1.46  (0.38-8.24) 2.03  (0.40-14.04) 2.08  (0.19-26.49)
Inhalation pattern
Never 46 (46.0) 19 (67.9) 0.112%f 1.00 0.718 1.00 0.977 1.00 0.578
Mouth/neck 19 (19.0) 2 (7.1) 3.00 (0.42-36.96) 0416/ 239 (0.32-30.16) 0.634| 3.03 (0.21-72.76) 0.683]|
Deep 36 (36.0) 7 (25.0) 1.57  (0.33-7.50) 122 (0.26-5.75) 249  (0.25-36.16)

Values in parentheses are percentages, except where otherwise stated.

*Age-, sex-, and coffee consumption—adjusted OR obtained by exact test, except where indicated.
fUnless otherwise specified, P value was derived from the exact multivariate analogue of Mantel extension test for linear trend.

iFisher exact test.
§Mann-Whitney U test.

|[Exact probability test.

UH indicates unquantifiably high.

1 of 2 based on personal interviews to patients. We achieved a
high response rate, and more than 80% of cases were
interviewed face-to-face soon around the time of diagnosis.
These characteristics of the study strongly support its validity.
Other epidemiological studies in pancreatic cancer had
response rates of 40% to 60%, even when not including
biologic samples and when interviewing patients or relatives
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months after diagnosis.**'*** The proportion of cases with
both molecular and smoking data (58%) is also high for EPC.
Lack of differences between patients included and excluded
further argues against an important selection bias.'***

A rationale exists in support of the hypothesis that in
EPC, the occurrence or the persistence of K-ras mutations
might be favored by tobacco constituents. Mutations in K-ras
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are highly frequent in pancreatic ductal adenocarcinomas,
and smoking is an epidemiologically well-established risk
factor for this cancer.'~*3°~43 Furthermore, experiments have
shown a nicotine-derived carcinogenic nitrosamine, nitrosa-
mine 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone
(NNK), to cause pancreatic adenocarcinomas in laboratory
animals. The NNK and its major metabolite, 4-(methyl-
nitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanol, have been found in
pancreatic juice from smokers and are the only pancreatic
carcinogens known to be present in tobacco products;
experimental studies support their role in smoking-related
pancreatic cancer.”** Besides, in vitro transformation studies
of pancreatic ductal cells have shown an effect of some
tobacco carcinogens (as NNK) in the induction of pancreatic
tumors.*®*” This pathway might synergize with the cancer-
causing effects of mutated K-ras. The NNK has genotoxic
effects and is metabolized by specific enzymes to yield
products that bind to DNA and form adducts, which are
associated with activating point mutations in the K-ras gene,
and mutations in other oncogenes and tumor suppressor
genes. The NNK causes pancreatic tumors with K-ras
mutations in animal models.>®*®%7 In addition, nitrosamines
may play an etiologic role in pancreatic adenocarcinomas that
do not express a K-ras mutation.® The NNK may also have
epigenetic effects on pancreatic cells by functioning as an
agonist for B-adrenergic receptors. This signaling pathway
activates transcription and cell proliferation and is thought to
cause pulmonary and pancreatic adenocarcinomas without
mutations in K-ras.

On the other hand, our finding of no association does
not lack a biologic basis either. In animal models, benzopy-
rene, other polycyclic aromatic hydrocarbons, and other
tobacco carcinogens (that are not nitrosamines) cause K-ras
mutations in several tumors (eg, in lung cancer), but not in
pancreatic tumors.'*2%**4 Moreover, pancreatic tissue is not
a target organ for these carcinogens, whereas they are present
in skin, lung, laryngeal, oral cavity, and liver cancers.
Tobacco carcinogens are also responsible for Tp53 mutations
in human cancer.>**>%>° In human EPC, the relationship
between the occurrence of alterations in K-ras and Tp53
remains elusive,'®!!!73!

Furthermore, biologic and epidemiological evidences
suggest that tobacco acts late in the pancreatic carcinogenic
process.> **"* By contrast, K-ras mutations occur early and
can be detected frequently in pancreatic intraductal neopla-
sias (pancreatic intraductal neoplasia 1 [PanIN-1] lesions),
whose malignant potential is not well established but is likely
to be low. Progression of PanINs is dependent on the ac-
cumulation of additional genetic abnormalities. There is
strong evidence, both from the analysis of patient’s tumors
and from genetic models of pancreatic adenocarcinoma in
mice, that inactivation of INK4A and Tp53 strongly
contribute to PanIN progression to invasive tumors,!!-17:46:52
However, many of these models are flawed by relatively
simple linear interpretation of PanIN progression. Because
K-ras is able to activate a senescence program and to
promote tumor development, progression models that
integrate all these information need to be developed. Our
results support the hypothesis that smoking influences the
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risk of EPC through events other than K-ras mutations, such
as alterations in Tp53, hormonal effects, or epigenetic pro-
cesses. Moreover, K-ras mutations and K-ras effectors (ie,
Raf, phosphoinositide-3 kinase, guanine-nucleotide exchange
factor) may be influenced by other exposures.'™:13-17
There are other tumors as well in which tobacco does not
seem to relate to relatively early genetic alterations, such
as fibroblast growth factor receptor 3 mutations in bladder
cancer.>

Finally, another important causal scenario involves
tumor histologies. Although adenocarcinomas are less
related to smoking than other histological types,>* 2’ muta-
tions in K-ras are more frequent in adenocarcinomas.”*?°>" In
a strongly smoking-related cancer as lung cancer, adenocarci-
noma is the only one of 4 main histological types that is also
developed in a significant number of never smokers.®**** And
although K-ras mutations are also common in lung adenocar-
cinomas, the evidence is weak that they are caused by smoking.
The evidence is also weak for other human neoplasias; some
studies even suggest that the relationship may be inverse.'®%>!
In fact, the pattern of results in our case-case and case—
case-control comparisons is highly similar to the pattern
observed by Wark et al'® in colorectal adenomas: K-ras
mutated cases had smoked less than wild-type cases, both
groups of cases smoked more than controls, and the ORs
were higher for the wild-type case-control comparison than
for the mutated case-control comparison.

In conclusion, we observed no relationship between any
feature of the lifetime history of tobacco consumption and
the prevalence at diagnosis of mutations in codon 12 of
the K-ras oncogene. The findings support the notion that
tobacco does not play a major part in the acquisition of
K-ras mutations in the pancreatic epithelium. Although
both smoking and K-ras mutations have important roles
in the etiopathogenesis of EPC, the 2 processes may act
independently.
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RESULTATS

4.2. Article 2: Polimorfismes en el gen CYP1B1 i mutacions en I'oncogén
K-ras en pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

4.2.1. Resum

No existeix cap estudi que hagi descrit la freqliéncia dels polimorfismes en el
gen CYP1B1 en pacients amb ADP. Tampoc hi ha estudis sobre la relacié entre
cap de les variants del gen CYP1B1 i les mutacions en els gens Ras (K-, H- o
N-ras) en cap neoplasia en humans.

Per aixd, l'objectiu de Il'estudi va ser descriure les frequéncies dels
polimorfismes en el gen CYP1B1 en pacients amb ADP aixi com analitzar la
relacié entre aquests polimorfismes i la prevalenga de mutacions en el codd 12
de 'oncogén K-ras.

Es van analitzar dos polimorfismes en el gen CYP1B1 en 129 casos incidents
ADP: el locus m1 (canvi de I'al-lel valina per leucina al codé 432 o V432L) i el
locus m2 (canvi de l'al-lel asparagina per serina al codd 453 o A453S). Les
frequéncies dels al-lels valina (Val) a m1 i asparagina (Asn) a m2 van ser 0,45 i
0,68, respectivament.

Es va observar que els genotips de CYP1B1 no estan en equilibri de Hardy-
Weinberg, degut fonamentalment als casos d’ADP amb mutacions en I'oncogén
K-ras. El genotip homozigot per l'al-lel valina (Val/Val) va ser 5 vegades més
frequent en els casos d’ADP amb mutacié en I'oncogén K-ras que en els casos
sense la mutacié (OR=5,25; p=0,121); d'altra banda, no es van detectar
diferéncies entre els pacients amb i sense mutacions en I'oncogén K-ras en
relacié als genotips del locus m2 (OR=1,14; p=0,797).

Els nostres resultats, a més de ser les primeres analisis sobre el paper de les
variants de I'enzim metabolitzador de xenobidtics CYP1B1 en pacients amb
ADP, suggereixen que els polimorfismes en el gen CYP1B1 podrien estar
relacionats amb vies d’activaci6 de l'oncogén K-ras en la carcinogénesi
pancreatica.
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Influencies cliniques i ambientals en la prevalenca de mutacions en I'oncogen K-ras en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

4.2.2. Principals troballes

Hem calculat les freqiéncies de dos polimorfismes en el gen CYP1B1, V432L i
A453S; ambdds estan localitzats al codd 13 del gen, que coincideix amb el que
codifica la regi6é catalitica d’aquest enzim metabolitzador de carcindgens i
estrogens, una zona critica per al manteniment de la seva funcio.

S’han descrit diferéncies en les frequéncies d’ambdds allels en poblacions
caucasiques, africanes i asiatiques; mentre que la prevalenga de I'al-lel valina
en els pacients d’ADP és de 0,45, similar a la descrita préviament en altres
poblacions caucasiques, la de l'al'lel asparagina és de 0,68, una mica més
baixa que I'observada en la poblacié d’altres estudis.

L’abséncia d’equilibri de Hardy-Weinberg, que s’observa en el primer locus (m1)
del gen CYP1B1, reflecteix la possible implicacié d’aquest gen en la patogénia
de I'ADP, possiblement lligat a la relacié amb la prevalenga de mutacions en
'oncogén K-ras. Els pacients d’ADP amb el genotip homozigot per I'al-lel valina
(Val/Val) en el locus m1 tenen més probabilitat de tenir un tumor K-ras mutat; de
manera que aquest genotip de CYP1B1 podria generar una variant menys
eficient de l'enzim que, alhora, podria estar associada a una activitat
detoxificadora més pobra i en conseqiéncia a un procés deficient de
bioactivaci6 i metabolitzaci6 dels carcindbgens ambientals; al no ser
correctament eliminats de I'organisme aquests carcindbgens poden ser I'origen
de mutacions en 'oncogén K-ras.

Desafortunadament, polimorfismes en aquest gen metabolitzador de xenobiodtics
no s’han estudiat préviament en aquesta patologia.
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Abstract The frequency of CYP1B1 polymorphisms in
pancreatic cancer has never been reported. There is also no
evidence on the relationship between CYP1B1 variants and
mutations in ras genes (K-, H- or N-ras) in any human
neoplasm. We analyzed the following CYP1B1 polymor-
phisms in 129 incident cases of pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDA): the m1 allele (Val to Leu at codon
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432) and the m2 allele (Asn to Ser at codon 453). The
calculated frequencies for the m1 Val and m2 Asn alleles
were 0.45 and 0.68, respectively. CYP1B1 genotypes were
out of Hardy—Weinberg equilibrium; this was largely due
to K-ras mutated PDA cases. The Val/Val genotype was
over five times more frequent in PDA cases with a K-ras
mutation than in wild-type cases (OR = 5.25; P = 0.121).
In PDA, polymorphisms in CYP1B1 might be related with
K-ras activation pathways.

Keywords Pancreatic neoplasms -
CYPIB1 polymorphisms - K-ras oncogene - ras genes

Abbreviations

PANKRAS Multicenter prospective study on the role of
the K-ras and other genetic alterations in the
diagnosis, prognosis, and etiology of
pancreatic and biliary diseases

PDA Pancreatic ductal adenocarcinoma
CYPI1B1 Cytochrome P450 1B1

PAHs Polycyclic aromatic hydrocarbons
OR QOdds ratio

CI Confidence interval

Introduction

The cytochrome P450 gene superfamily participates in the
oxidative metabolism of drugs and endogenous substrates,
including steroids, and in the metabolic activation of
exogenous chemical carcinogens such as polycyclic aro-
matic hydrocarbons (PAH), nitroaromatics, and arylamines
[1-5]. Cytochrome P4501B1 (CYP1B1) is a carcinogen-
and estrogen-metabolizing enzyme with an important role
in the bioactivation of some environmental procarcinogens
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[6, 7]. CYP1BI activates PAH, including benzo[a]pyrene
and 7,12-dimethylbenzo[a]anthracene (DMBA), as well as
heterocyclic aromatic amines derived from tobacco smoke
and some occupational exposures, which are carcinogens in
experimental animals [1, 2]. Moreover, the oxidant steps
catalyzed by this enzyme often create more reactive
intermediates able to bind with DNA, leading to DNA
adduct formation and genetic mutations [8].

CYPIBI1 polymorphisms are hypothesized to influence
interindividual differences in susceptibility to chemically
induced cancers [3, 9, 10]. Two common functional poly-
morphisms in CYP1B1 have been described: V432L (Val
to Leu at codon 432, the m1 allele) and A453S (Asn to Ser
at codon 453, the m2 allele) [9, 11]. CYP1BI1 polymor-
phisms have been studied in human cancer, including
breast, ovarian, endometrial, lung, and bladder cancers, but
their distribution in pancreatic cancer is unknown [1, 3, 6—
8, 10, 12—15]. There is also no evidence on the potential
relationship between CYP1B1 variants and K-ras muta-
tions, the oncogene most frequently mutated in pancreatic
ductal adenocarcinoma (PDA).

Exposure to PAH and aromatic amines, mainly through
smoking and occupation, has been related with pancreatic
carcinogenesis [16—19]. Some studies suggest that lifestyle
and environmental factors may influence the occurrence or
persistence of K-ras mutations [20-25]. Thus, K-ras
mutated and K-ras wild-type PDAs may develop through
different pathways, probably involving different gene—
environment interactions; however, findings remain
inconclusive [22-24, 26].

The main objective of the present study was to analyze
the distribution of polymorphisms in the m1 and m2 alleles
of CYP1B1 among patients with pancreatic ductal adeno-
carcinoma. We also analyzed such polymorphisms by
K-ras mutational status.

Patients and Methods
Selection of Patients and Interviews

Methods have been previously described in detail [22-24,
26, 27]. Briefly, subject recruitment took place at five
general hospitals in the eastern Mediterranean part of
Spain, where 185 incident cases of PDA were prospec-
tively identified. Twenty-nine controls were recruited at
one of the hospitals; they were admitted for benign, non-
digestive disorders unrelated to tobacco and alcohol
consumption [24]. The present report is based on 129 PDA
patients with m1 and m2 CYP1B1 polymorphisms ana-
lyzed and on 87 cases who also had information about
K-ras status. There were no significant differences between
them and the remaining cases according to education,

@ Springer

social class, sex, occupation, hospital, tumor stage, signs
and symptoms, duration of the interview, caloric intake,
and consumption of coffee, tobacco, and alcohol, except
for cases included for K-ras analysis who were slightly
younger [24, 26]. The ethics committees of the participat-
ing hospitals approved the study protocol, and patients
gave informed consent to be included in the study. A
structured form was used to collect clinicopathological
information from medical records. Over 88% of the
patients were interviewed face-to-face by trained monitors
during hospital stay, close to the time of diagnosis. Inter-
views included questions about past clinical history,
occupation, diet, and coffee, alcohol, and tobacco con-
sumption [22-24, 26, 27].

Identification of CYP1B1 Polymorphisms

Details of laboratory protocols have been described else-
where [12, 13]. DNA was extracted from buffy coat fractions
using the Qiagen QIAamp blood kit (Qiagen, Inc., Chads-
worth CA). Genotyping was performed by automated DNA
sequencing on the ABI 377X using BigDyeterminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (PE Biosystems, Foster
City, CA). Two common functional polymorphisms in
CYP1B1 were examined: V432L and A453S. Because of the
close proximity of m1 to m2, within 60 bp, we were able to
amplify both polymorphisms within one amplicon. Poly-
merase chain reaction (PCR) amplification of m1 and m2
was generated using the primers 5'-CCAACACCTCTGT
CTTGGGA-3' and 5'-GCTCATTTGGGTTGGCCCTG-3'.
Heterozygotes were denoted at positions where the second-
ary peak height was >45-50% of the primary peak height in
both forward and reverse sequence reads for a subset of the
samples. After establishing the criteria for base calling, the
forward PCR primer was used for all subsequent sequencing
reactions.

Detection of K-ras Mutations

Details of laboratory protocols have been described else-
where [22-24, 26]. Briefly, mutations in codon 12 of K-ras
oncogene were studied using DNA extracted from paraffin-
embedded tumor tissue. Amplifications were done in two
steps by nested PCR; an artificial BstNI restriction endonu-
clease site was introduced to discriminate between wild-type
and mutated K-ras codon 12 sequences. Products were
analyzed by acrylamide gel electrophoresis and ethidium
bromide staining. This technique was able to detect one
homozygous mutated cell in the presence of 102 normal
cells. To characterize the nucleotide substitution in codon 12,
all mutated samples were further analyzed using a similar
restriction fragment-length polymorphism (RFLP)-based
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approach. Interpretation of digestion products’ electropho-
resis was performed independently by two investigators to
confirm the results.

Data Analysis

Allele frequencies and Hardy—Weinberg equilibrium were
calculated for the m1 and m2 polymorphisms in the 129
patients with PDA and in the 19 hospital controls. We also
compared the m1 and m2 genotypes of the 65 cases of PDA
with a K-ras mutated tumor and the 22 cases of PDA
whose tumors did not harbor such mutations. In the anal-
yses of CYPIB1 by K-ras status, Val/Leu and Leu/Leu
were combined in one group, and Asn/Ser and Ser/Ser were
also combined. Univariate statistics were computed as
customary [28, 29]. In contingency tables, Fisher’s exact
test was applied to assess the relationship between two
categorical variables. To estimate the magnitude of the
associations, multivariate-adjusted odds ratios and their
corresponding 95% confidence intervals (CI) were calcu-
lated by unconditional logistic regression. These analyses
were performed using SPSS, version 12.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL) [28, 29]. Age, sex, tobacco, and alcohol and
coffee consumption were assessed in the models as
potential confounders. The level of statistical significance
was set at 0.05, and all tests were two-tailed.

Results

In the 129 patients with PDA the frequencies for m1 Val
and Leu alleles were 0.45 and 0.55, respectively, and
among controls they were 0.50 and 0.50, respectively. For
m2 Asn and Ser alleles the frequencies were 0.68 and 0.32
in cases and 0.73 and 0.27 in controls, respectively
(Table 1).

Table 1 Genotype frequencies of the m1 and m2 alleles among cases
of pancreatic ductal adenocarcinoma with and without mutations in
codon 12 of the K-ras oncogene, and among hospital controls

CYPI1B1 All K-ras K-ras Controls
PDA mutated wild-type
cases PDA cases PDA cases
ml (codon 432) N =129 N =065 N=22 N=19
Val/Val 19 (14.7) 13 (20.0) 1 (4.6) 4 (21.1)
Val/Leu 79 (61.3) 40 (61.5) 16 (72.7) 11 (57.8)
Leu/Leu 31 (24.0) 12 (18.5) 5227 4 (21.1)
m2 (codon 453) N =126 N=063 N =21 N =18
Asn/Asn 54 (42.9) 25 (39.7) 9 (42.9) 9 (50.0)
Asn/Ser 64 (50.8) 33 (52.4) 11 (52.4) 8 (44.4)
Ser/Ser 8 (6.3) 5(7.9) 1 4.7 1 (5.6)

Note: Values in parentheses are column percentages

Genotype frequencies were in Hardy-Weinberg equi-
librium among controls (P = 0.500 and 0.722 for m1 and
m?2, respectively). They were out of Hardy—Weinberg
equilibrium in PDA cases: clearly so for m1 (P = 0.007)
and probably so for m2 (P = 0.053).

In the m1 allele, the Val/Val genotype was slightly less
frequent in PDA cases than in controls (14.7% versus
21.1%); accordingly, heterozygotes, and homozygotes for
Leu were more frequent in cases than controls. For the m2
allele, the proportion of Asn homozygotes was slightly
lower in PDA cases than in controls (42.9 versus 50.0),
while Ser genotypes were slightly more frequent in PDA
cases than in controls (Table 1).

K-ras mutated cases were more likely to be homozygous
for Val/Val in ml than K-ras wild-type cases (crude
OR = 5.25; P =0.121). When age, sex, tobacco, and
coffee and alcohol consumption were adjusted for, the
corresponding OR was 6.41 (P =0.111) (Table 2).

Table 2 Relationship between m1 and m2 polymorphisms in CYPIB1 and the frequency of K-ras mutations in patients with pancreatic ductal

adenocarcinoma
K-ras Unadjusted OR Adjusted OR*
Mutated (N = 65) Wild type (N = 22) OR (95% CI) p° OR (95% CI) p°
ml (codon 432)
Any Leu 52 (80.0) 21 (95.5) 1.00 0.121 1.00 0.111
Val/Val 13 (20.0) 1 (4.5) 5.25 (0.65-42.71) 6.41 (0.65-63.01)
m2 (codon 453)
Asn/Asn 25 (39.7) 9 (42.9) 1.00 0.797 1.00 0.624
Any Ser 38 (60.3) 12 (57.1) 1.14 (0.42-3.10) 1.35 (0.41-4.51)

Note: values in parentheses are column percentages, except where otherwise stated

The first category of each variable is the reference category (odds ratio [OR] = 1.00). CI: confidence interval

? Odds ratio adjusted by age, sex, tobacco, and coffee and alcohol consumption

® P_value derived from Wald’s test
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Genotype frequencies in the m2 allele did not differ among
PDA patients with and without mutations in K-ras.

Discussion

We analyzed two CYP1B1 polymorphisms in 129 patients
with PDA, Val432Leu and Asn453Ser, both in exon 3, a
critical region for the catalytic function of the enzyme [9,
11, 15]. The observed frequencies of Val and Asn alleles
were 0.45 and 0.68, respectively. The prevalence of the m1
Val allele was similar to that previously described in
Caucasian populations; the prevalence of the m2 Asn allele
was lower than in other reports [12, 13]. Different allele
frequencies have been observed in Caucasian, African, and
Asian populations [6, 10-15].

The absence of Hardy—Weinberg equilibrium of the m1
polymorphism might reflect that CYPIBI1 is involved in
the pathogenesis of pancreatic cancer. Unfortunately,
CYPIB1 polymorphisms have not been studied before in
pancreatic cancer. Furthermore, to our knowledge no
reports are available on the relationship between CYP1B1
variants and mutations in ras genes (K-, H- or N-ras) in
any human neoplasm.

Our results raise the possibility that, as compared to
patients with any Leu genotype in m1, individuals with the
Val/Val genotype might have a higher probability of a
K-ras mutated PDA than of a K-ras wild-type tumor.
However, our sample size was low for the case—case and
case—control comparisons and hence independent studies
are required to refute or replicate the findings. CYPIBI is
related to PAHs metabolism and smoking is a well-estab-
lished risk factor for PDA [8, 18, 20]. The Val/Val
genotype might be associated with poor detoxification
activity and, consequently, with an impaired elimination of
some environmental factors such as tobacco smoke or
occupational exposures. Some of these compounds may be
oxidized to electrophilic metabolites that can react with
DNA to form stable adducts, which may favor mutations in
K-ras and other oncogenes [1, 2, 8, 30].

In conclusion, our results provide the first analysis of
CYPI1BI1 variants in pancreatic cancer, and suggest a pos-
sible relationship between the m1 locus of CYP1B1 and
K-ras mutations in patients with PDA. Further studies are
warranted to elucidate the role of CYP1BI1 variants in
pancreatic cancer and their relation with K-ras activation
pathways.
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RESULTATS

4.3. Article 3: Antecedents patologics i mutacions en I'oncogén K-ras en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

4.3.1. Resum

Hi ha pocs estudis que hagin analitzat el paper etiopatogénic dels antecedents
patoldgics en la prevalenca de mutacions en I'oncogén K-ras en 'ADP. Ens vam
centrar en les mutacions activadores en l'oncogén K-ras perqué son un
esdeveniment fonamental i sobretot, perqué tenen lloc en un moment molt inicial
en el procés de carcinogénesi pancreatica. A més, aquestes mutacions soén
presents en el teixit de pacients amb pancreatitis o diabetis, patologies que es
consideren possibles factors de risc per a ’ADP.

L’objectiu d’aquest estudi va ser analitzar la relacid entre els antecedents
patologics de diabetis i pancreatitis, entre d’altres, i la prevalenga al diagnostic
de mutacions al cod6 12 de I'oncogen K-ras en pacients amb ADP.

Es van entrevistar personalment els casos d’ADP; els questionaris incloien
preguntes sobre els estils de vida i la historia médica dels pacients, entre altres
factors. Es preguntava per la historia familiar de cancer i els antecedents
patologics de diabetis mellitus, pancreatitis cronica i aguda, colelitiasis,
colecistitis, Ulcera péptica i al'lergies. A més, a partir de la historia clinica dels
pacients, es va recollir informacié detallada sobre els simptomes, I'examen fisic
al moment de l'ingrés, les proves complementaries, els resultats del laboratori i
els antecedents patologics dels pacients per complementar i contrastar la
informacié obtinguda a partir de les entrevistes. Es van comparar els casos
d’ADP (N=120) amb i sense mutacions en I'oncogén K-ras mitjangant regressio
logistica, en un estudi cas-cas.

Els pacients sense mutacions en I'oncogén K-ras tenien més probabilitat d’haver
estat diagnosticats préviament de pancreatitis (OR=6,11; p=0,041). Els
antecedents patologics de DM-2 eren més freqlents, tot i que de manera no
significativa, entre els casos sense la mutacié (OR=1,47; p=0,544); quan la
durada de la diabetis prévia al diagnostic de I'ADP era superior a 6 anys 'OR
era de 4,54 (p=0,397). Els pacients sense mutacions en I'oncogén K-ras tenien
també més probabilitat d’haver patit una ulcera péptica tractada quirdrgicament
(OR=9,03; p=0,027). La probabilitat de tenir un tumor sense mutacions en
'oncogén K-ras augmentava amb el nombre d’antecedents patologics del
pacient (la p de tendéncia va ser de 0,012).
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Diagnostics previs de pancreatitis i d’ulcera péptica eren més comuns en casos
d’ADP amb tumors sense mutacions en I'oncogén K-ras; per tant, aquests dos
antecedents patologics estarien afavorint la carcinogénesi pancreatica a través
de vies independents a I'activacié de 'oncogén K-ras.

4.3.2. Principals troballes

Antecedents patologics de pancreatitis, aixi com d’uUlcera péptica tractada amb
cirurgia, son meés freqlents en els casos d’ADP sense mutacions en 'oncogén
K-ras que en els casos amb mutacions.

La prevalencga de la DM-2, en canvi, és similar en els pacients amb i sense les
mutacions en el gen K-ras, com ja havien descrit altres estudis; de tota manera,
la DM-2 prévia al diagnostic del cancer és més llarga i el tractament amb
hipoglicemics orals més comu en els casos sense mutacions en l'oncogen
K-ras, tot i que les diferéncies no sén estadisticament significatives.

Ni els antecedents de patologies pancreatiques benignes (colelitiasis i
colecistitis), ni les al-lergies influencien la freqiiéncia de mutacions en I'oncogéen
K-ras en els pacients d’ADP.

Els antecedents familiars de cancer tampoc influencien el risc de mutacions en
I'oncogén K-ras: els casos d’ADP amb tumors amb mutacions en el gen K-ras
no tenen més familiars amb cancer que els pacients sense mutacions en aquest
oncogén. Dels 98 pacients d’ADP amb aquesta informacié, 33 tenien algun
familiar amb cancer, d’entre els quals només 2 tenien antecedents familiars de
cancer de pancrees: un pacient presentava mutacions en l'oncogen K-ras i
I'altre no.

Tant els antecedents de pancreatitis com els de DM-2, ambdds considerats
factors de rics per a 'ADP, semblen estar associats amb alteracions al teixit
pancreatic independents de les vies d’activacié de 'oncogen K-ras.
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Abstract

Background In pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA)
evidence on the etiopathogenic role of past medical con-
ditions in the occurrence and persistence of K-ras
mutations is scant.

Methods Incident cases of PDA were interviewed face-
to-face about past medical history and other factors.
Logistic regression was used to compare PDA cases
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(n = 120) with wild-type and mutated K-ras tumors (case—
case study).

Results Patients with wild-type K-ras tumors were more
likely to have a prior diagnosis of pancreatitis (Odds ratio
[OR] = 6.11, p = 0.041). Diabetes mellitus (DM) was
non-significantly more common among cases with a K-ras
wild-type tumor, and the OR for DM of >6 years of
duration was 4.54 (p = 0.39). Patients with wild-type
K-ras were significantly more likely to have had a
surgically treated peptic ulcer (OR = 9.03, p = 0.027).
The probability of having a K-ras wild-type tumor
increased with the number of medical conditions (p for
trend = 0.012); the corresponding OR for two or more
medical conditions was 4.46 (95% CI: 1.37-14.50).
Conclusions Results raise the hypothesis that pancreatitis
and possibly peptic ulcer might influence pancreatic
carcinogenesis through pathways independent of K-ras
mutation, perhaps related to growth factors or mediators of
the inflammatory response. Large unselected studies should
be conducted to refute or replicate our findings.

Keywords Medical conditions - Diabetes mellitus -
Pancreatitis - Peptic ulcer -

Pancreatic ductal adenocarcinoma - Pancreatic neoplasms -
Etiology - K-ras oncogene

Abbreviations

PDA Pancreatic ductal adenocarcinoma
OR Odds ratio

CI Confidence interval

SD Standard deviation

DM Diabetes mellitus

Cp Chronic pancreatitis

PanIN Pancreatic intraductal neoplasia
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Introduction

Firmly established risk factors for pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDA) include age, male sex and
tobacco smoking [1-4]. Medical conditions with strong
evidence as risk factors for PDA include diabetes mel-
litus (DM) [5] and chronic pancreatitis (CP) [6]. The role
of other disorders, such as peptic ulcer, cholecystitis,
gallstones or allergies remains inconclusive [1-3, 7, 8].
Familial aggregation of pancreatic cancer and hereditary
chronic pancreatitis has been reported in 5-10% of cases
[1, 2, 9-11].

K-ras mutations and genetic inactivation of INK4A/p16,
Tp53, and Smad4 are the most common molecular altera-
tions associated with PDA. Over the past few years, studies
have shown that these genetic changes may be identified in
precursor lesions occurring in ducts (pancreatic intraductal
neoplasias, PanINs) [12]. Activating point mutations in the
K-ras oncogene are a fundamental genetic event leading to
PDA; their prevalence at the time of PDA diagnosis is
about 80% [2, 12-14]. K-ras mutations have been also
detected in pancreatic preneoplastic lesions as PanIN-1,
PanIN-2 and PanIN-3 [13, 15]. Oncogenic K-ras activation
can result in a wide variety of effects, from activation of a
senescence program to increased cell proliferation and
inhibition of apoptosis, depending on the cellular and
molecular context [1, 13—-17]. In addition, evidence from
molecular pathology and epidemiology suggests that
wild-type and mutated K-ras PDA may develop through
pathways involving different host—gene—environment
interactions [2, 17, 18]. There is accumulating evidence—
mainly from mouse models of human PDA—that acinar
cells may contribute to the development of PDA; this
process may be particularly relevant for patients with
chronic pancreatitis [13, 14]. Therefore, it is plausible that
different genetic pathways may be associated with PDA
occurring in patients with different medical conditions.

Molecular changes occurring in the pancreas of
patients with certain diseases, both of this organ and
others of systemic nature, might influence the pathways
through which PDA develops [13, 14]. Yet, current evi-
dence on the etiopathogenic role of medical conditions in
the occurrence and persistence of K-ras mutations in PDA
is surprisingly scant: only three studies are available.
Slebos et al. [19] found a history of diabetes significantly
more common in PDA cases with wild-type K-ras than in
cases with K-ras mutated tumors (p = 0.002). A history
of diabetes was also observed to be more common in
pancreatic cancer patients without K-ras codon 12
mutations by Fryzek et al. [20]. Finally, Jiao et al. [21]
did not find any association between K-ras mutations and
past medical history of type II diabetes or pancreatitis in
pancreatic cancer patients.
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Pancreatic tissue of patients with diabetes or pancreatitis
is under cellular stress, which may modify the expression
of key genes involved in tumor cell growth, invasiveness,
programmed cell death and neovascularization, thus con-
tributing to the establishment of a pro-tumorigenic host
environment. Chronic inflammation of the pancreas can
stimulate pancreatic cell growth by deregulation of the
inflammatory response [22]. These cellular effects are
mediated through signalling pathways of genes that act as
activators or inhibitors of cell cycle progression (such as
cyclins, p27 and Ras proteins), cytokines and growth fac-
tors (e.g., IL-1, «TGF-, bFGF) [23, 24]. Moreover, in
diabetic patients insulin-like growth factors may facilitate
pancreatic tumor growth and invasion [25, 26].

The aim of the present study was to analyze the asso-
ciation between selected medical conditions and the
prevalence at diagnosis of mutations in the K-ras oncogene
in patients with PDA.

Patients and methods
Selection of patients

Methods of the PANKRAS II study have been described in
detail [17, 27-36]. In Brief, subject recruitment took place
between 1992 and 1995 at five general hospitals in the
eastern Mediterranean part of Spain, where 185 incident
cases of PDA were prospectively identified. All the cases
were independently reviewed by the study reference
pathologists, who were unaware of the original diagnosis
[27, 33]. The present report is based on 120 PDA patients
with information on K-ras status and past medical history.
There were no differences between them and the remaining
cases in a broad range of sociodemographic and clinical
variables (including prior diagnoses of pancreatitis, dia-
betes, gallstones, cholecystitis and peptic ulcer), except
that the included cases (mean age: 64.4 years) were slightly
younger [17]. The Ethics Committees of participating
hospitals approved the study protocol, and patients gave
informed consent to be included in the study.

Clinicopathological information and personal
interviews

More than 89% of the 120 patients were interviewed
face-to-face by trained monitors during hospital stay, close
to the time of diagnosis. The respondent was the patient
himself in 95.3% of the cases and a relative alone in 4.7%.
The questionnaire included sections on lifestyle, occupa-
tion, family history of cancer, and medical history of
diabetes mellitus, chronic and acute pancreatitis, gall-
stones, cholecystitis, peptic ulcer, and allergic disorders
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which their response was requested. The age of onset, the
dates of diagnosis or occurrence and the type of treatment
received for each condition were also registered [17, 30,
32-34]. A structured form was used by study physicians to
abstract information from medical records on presenting
symptoms, physical exam at admission, ancillary proce-
dures, laboratory results, and the past medical conditions
included in the interview [33]. All items concerning med-
ical conditions were further reviewed by study physicians
and checked for consistency [29, 31, 33, 35]. The tumor’s
clinical stage at diagnosis was classified according to the
tumor-node-metastasis (TNM) system. All cases were
independently reviewed by the study reference patholo-
gists, who were unaware of the original diagnosis.
Histological type was classified according to the Interna-
tional Classification of Diseases for Oncology. A patient’s
relative was subsequently contacted by telephone to con-
firm the information available on family history of cancer
and on pancreas-related diseases [31]. Information on
family history of cancer was obtained from 98 of the 120
PDA patients with information on K-ras status and medical
history. Thirty-three of the 98 patients had a family history
of cancer in a first-degree relative, and 65 did not. Of the
33 patients, 25 had only one, 6 had two, and 2 reported
three-first-degree relatives with cancer. The most common
tumors were stomach, breast, colorectal, lung, abdomen
(not-specified), liver and pancreas.

Detection of K-ras mutations

Details of laboratory protocols have also been described
elsewhere [17, 28, 30]. In brief, mutations in codon 12 of
K-ras oncogene were studied using DNA extracted from
paraffin-embedded tumor tissue. Amplifications were done
in two steps by nested PCR; an artificial BstNI restriction
endonuclease site was introduced to discriminate between
wild-type and mutated K-ras codon 12 sequences. Products
were analyzed by acrylamide gel electrophoresis and
ethidium bromide staining. This technique was able to
detect one homozygous mutated cell in the presence of 107
normal cells. To characterize the nucleotide substitution in
codon 12, all mutated samples were further analyzed using
a similar RFLP-based approach. Interpretation of digestion
products’ electrophoresis was performed independently by
two investigators to confirm the results.

Statistical analysis

In this case—case study [37] we compared the medical
history of 27 cases of PDA whose tumors did not harbour a
K-ras mutation and 93 cases with a K-ras mutated tumor.
There were no differences between the two types of cases

in age at diagnosis of PDA, sex, education, tumor stage,
time from first symptom to diagnosis, signs and symptoms
at presentation, study site, and duration of the interview.
Univariate statistics were computed as customary [38, 39].
For comparisons between continuous variables Student’s
t-test or Mann—Whitney’s U test were used to analyze
normally and non-normally distributed quantitative vari-
ables, respectively. In contingency tables, Fisher’s exact
test for homogeneity was applied to assess the relationship
between two categorical variables. To estimate the mag-
nitude of the associations, multivariate-adjusted odds ratios
(ORs) and their corresponding 95% confidence intervals
(CI) were calculated by unconditional logistic regression.
In all analyses the reference category was patients with
mutated K-ras. Categorical ordinal variables were analyzed
for a linear dose—response relation through the multivariate
analogue of Mantel’s extension test; when a linear trend
was not apparent, Wald’s test was used [40]. The main
effects of all predictors were independently explored in
base models. Age and sex were assessed in all models as
potential confounders or were forced in specific models of
interest. Other possible confounding variables were
retained in the models when they materially altered the
estimates; such confounders include tobacco smoking,
alcohol drinking, and coffee consumption [28, 36]. Final
models were chosen coherently with the nature of the
variables and the study objectives. The level of statistical
significance was set at 0.05, and all tests are two-tailed.
Analyses were performed using SPSS, version 12.0 (SPSS
Inc, Chicago, IL).

Results
Pancreatic diseases

The prevalence of pancreatitis was slightly higher in wild-
type cases (15%) than in mutated cases (3%) (p = 0.045).
Patients with a K-ras wild-type tumor appeared more
than five times more likely to have a prior diagnosis of
chronic or acute pancreatitis (OR = 5.58, p = 0.038). The
OR further adjusted by alcohol consumption was 7.10
(p = 0.021). Estimates were slightly weaker for patients
with a history of acute pancreatitis than for cases with
chronic pancreatitis (Table 1).

The prevalence of diabetes mellitus (DM) in our PDA
cases was 21%, with no major differences between mutated
and wild-type cases (OR = 1.47, p = 0.544). Wild-type
cases were more likely to have a DM treated with oral
hypoglycemiants (OR = 2.96, p = 0.157) (Table 2).
Requirement for insulin treatment did not seem associated
with K-ras status in cases with a prior diagnosis of diabetes.
Figure 1 shows the duration of DM in cases with and without

@ Springer



Cancer Causes Control

Table 1 Past medical history of pancreatitis in PDA patients with and without mutations in the K-ras oncogene

All cases K-ras Multivariate OR® Multivariate OR® Multivariate OR®
(n = 120) - 7 " " "
Wild-type  Mutated p OR p OR p OR p
(n=27) (n=93) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
Chronic pancreatitis
No 117 (97.5) 25 (92.6) 92 (98.9) 0.127 1.00 0.118 1.00 0.085 1.00 0.055
Yes 3 (2.5) 2 (74) 1(1.1) 7.38 (0.60-90.40) 9.31 (0.74-117.40) 12.24 (0.94-158.97)
Acute pancreatitis
No 114 (95.8) 23 (88.5) 91 (97.8) 0.069 1.00 0.052 1.00 0.041 1.00 0.097
Yes 5(4.2) 3(11.5) 2(2.2) 6.54 (0.98-43.66) 7.37 (1.08-50.26) 5.49 (0.73-41.09)
All pancreatitis
No 113 (94.2) 23 (85.2) 90 (96.8) 0.045 1.00 0.038 1.00 0.021 1.00 0.041
Yes 7 (5.8) 4 (14.8) 3(3.2) 5.58 (1.10-28.44) 7.10 (1.34-37.67) 6.11 (1.08-34.70)

Cases with K-ras mutated tumors are the reference category in all comparisons

# 0dds ratio adjusted by age and sex
° Odds ratio adjusted by age, sex and alcohol

Fisher exact test
¢ Wald test

K-ras mutations. Curves appear to diverge about 12 years
prior to the diagnosis of PDA, with diabetes being more
common in patients with wild-type K-ras after that time. The
duration of diabetes was non-significantly longer for
patients with wild-type K-ras (median: 11 years) than for
mutated patients (5.4 years). A diabetes longer than 6 years
was also non-significantly more common in cases with wild-
type K-ras tumors (OR = 4.54, p = 0.397) (Table 2).

Other medical conditions

There were no statistically significant differences between
K-ras mutated and wild-type PDA cases with respect to
benign biliary pathology (gallstones and cholecystitis)
(Table 3). By contrast, a history of peptic ulcer was more
common in wild-type cases than in mutated-cases
(OR = 341, p = 0.078). Furthermore, patients who had
received surgical treatment for peptic ulcer were more than
nine times more likely to have a K-ras wild-type tumor
(p = 0.027). The overall frequency of allergic disorders
was similar in the two groups of cases.

Fifty percent of PDA patients had at least one of the past
medical conditions included in the study (DM, pancreatitis,
benign biliary pathology, peptic ulcer or allergic disorders),
and 16% had two or more conditions. The probability of
having a K-ras wild-type tumor increased with the number
of medical conditions (p for trend = 0.034); the corre-
sponding OR for two or more medical conditions was 4.23
(p < 0.05) (Table 3).

@ Springer

Odds ratio adjusted by age, sex and alcohol, tobacco smoking and coffee consumption

Family history of cancer

Of 98 patients with information on family history of
cancer, 33 reported one or more relatives with cancer.
Patients with mutated K-ras were not more likely to have
a relative with cancer than patients with wild-type K-ras
(multivariate OR = 1.47, 95% CI: 0.47-4.58, p = 0.511).
There were only two cases with family history of pan-
creatic cancer, one with a K-ras mutated tumor, and one
wild-type.

Discussion

A medical history of pancreatitis was more common in
patients with PDA whose tumors did not harbor K-ras
mutations than in patients with K-ras mutated tumors. The
prevalence of diabetes was similar in PDA patients with
and without K-ras mutations; however, in cases without
mutations the duration of DM was slightly longer and
treatment with oral hypoglycemiants non-significantly
more common. A prior diagnosis of peptic ulcer increased
the probability of a K-ras wild-type tumor, particularly if
the ulcer was surgically treated. The study analyzed K-ras
activating mutations because they are a fundamental and
early event in the PDA process, and because knowledge on
this genetic alteration is firmer than on any other alteration
involved in PDA [12-14]. Results support the hypothesis
that different genetic pathways operate in PDA patients
with different previous medical conditions.



Cancer Causes Control

puoxn reaur| 10§ X S [9ZSUSEH—[OMEIN ,
159) /) AQWIY\—UUBIA[ .
159)-7 S JUOPMIS 5

Aquo 101p ouIo[ed0dAy B IM pajean d1om sjudned moy “Juswiean duo uey) djour pey aaey Kew 1oalqns suQ

191 PlEM

159} J0BXD IOUSL] WOIJ POALIOP SANTeA d ‘PAJESTPUT ASTMIAIO SSATU[) |,

uondwnsuod 99JJ0d pue Furjows 039eqo) ‘[Oyod[e pue Xas ‘9e Aq pasnlpe oner sppo

Sunjows 000eqo) pue x3s ‘93e Aq pajsnlpe oner sppo q

x3s pue a8e Aq paisnlpe oner sppQ .

sjueTWIA[30dAY [BI0 7O ‘SMI[[OW $)AQRIP J( ‘BWOUIDIBOOUIPE [BIONP dneaIdued Vqd

suostredwod [[e ur £1039180 9JUAIQJAI AY) I SIOWN) PABRINW SDL- YIM SISBD)

(T9'9T-8L°0) ¥S't (STHT-66'0) T6'F (TTE1-T6'0) 8P'E 00 9 (R VARS 009 11 180k 9<
(#8°01-50°0) 0L°0 (S E1-€1°0) €1 (LTT1-21'0) 0T'1 000 € €rD 1 @sn ¥ 180k 9~
£91°0  (SE01-01°0) €0'T  ,IL00  (SE'8-600) 880 2600  (81'9-80°0) 690 680 (oov) 9 €yD 1 819 L sIedk 7>
L6€°0 00T +920 00T 6620 00'1 SOJOqEIp ON
4LOY'0 v'S 011 v'8 (s1e0k) URIPO]
39090 LTI F 86 CTIIFOTL €11 FLOI (sreak) 4S F urdN
(£7¢8) S1 (0o1) L (0'88) T vAd jo sisouSerp o) soud NQ jo uopemqg
LITO  (60TI-9L°0) €€ ¥S0°0  (61TI-86°0) 9 TTTO  (S¥'9-59°0) SO'T (L'99) T1 0099 (0TL) 81 HO Jo/pue urnsuf
86L°0  (€€L-TT0) 00T  1€60 (LOTI-TTO) IT'T  86L0  (61'9-80°0) 69°0 (I L Lwon 1 079 8 ugnsuy
LSTO  (bEE1-99°0) 96T 7800 (9€°€1-98°0) 86 OLI'0  (99'8-89°0) £+'C Ly 8 (€e8) ¢ 09 €1 siuerwook[30dAy 10
00'1 001 00T  61€0  (9°08) SL (I'vL) 0T (T6L) S6 SOOqEIp ON
mcoEEE L
(H0'S—€+°0) LY’ (LES950) €L'1 (P +-95°0) LS'T t6D) 81 (6D L (8°00) ST S
¥S°0 00T  THE0 001 T6£0 00T  Sev0  (9°08) SL (I'vL) 0T (T6L) S6 ON
snjIewr sajeqelrq
(1D %$6) (1D %56) (1D %56) (g6 = u) (Lz=wu)
oA (6} o g0 oA (6} o4 pareny adA1-prim
(0Tl = u)
SJO QreLBADOA qdO deLRANMA LJdO deLRANNA SDA-Y] SasBD [V

QUIZ00UO sP.-3 AU} UI SUOHEINW JNOYIIM PUB [JIM SISBD BUIOUIDIBO0UdPE [e3onp onearoued ur smIow sdjoqerp jo AI10JSIH ¢ dqel

pringer

Qs



Cancer Causes Control
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Our results are partly in accordance with the other three
studies that contributed some data on the effect of a prior
diagnosis of diabetes on K-ras mutational status in PDA
patients [19-21]: Slebos et al. analyzed tumor tissue of 15
wild-type and 46 K-ras mutated patients with PDA, of
whom eight (six wild-type [40%] and two mutated [4%])
reported a history of diabetes for more than 1 year prior to
the cancer diagnosis; diabetes was hence substantially
more common in cases with K-ras wild-type tumors
(OR = 14.7, p = 0.002). The mean time between diag-
noses of diabetes and pancreatic cancer was longer for
K-ras wild-type than for K-ras mutated cases (10.8 vs.
4 years, respectively) [19]. Fryzek et al. obtained tumor
tissue from 51 of 245 PDA patients (21%); of the 51, 30
(59%) had K-ras mutations [20]. Of the 17 patients who
reported past medical history of diabetes, nine had a K-ras
mutated tumor, and eight did not; diabetes was slightly and
nonsignificantly more common in cases with K-ras
wild-type tumors (OR = 1.44, p = 0.55) [20]. In plasma
DNA from 83 patients with primary PDA, Jiao et al. [21]
detected K-ras mutations in only 32.5% of patients;
mutations were not associated with self-reported diagnoses
of pancreatitis (OR = 0.95, p = 0.92) and type II diabetes
(OR = 1.56, p = 0.53). Because the prevalence of K-ras
mutations in plasma DNA is lower than in tumor tissue, the
significance of these results is limited and a comparison
with studies based on the molecular analysis of tumor
tissue DNA is problematic.

Diabetes was substantially more common in our patients
with K-ras wild-type tumors about 12 years prior to
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diagnosis of PDA, a period that is probably critical for
K-ras mutation occurrence or for cells with such mutations
to gain a proliferative advantage [13, 14]. This finding
suggests that diabetes might influence or be associated with
pathological changes in pancreatic tissue unrelated to the
K-ras activation pathway. There is no evidence on K-ras
activation among diabetics who are otherwise healthy. It
has been suggested that insulin and its precursors, pro- and
pre-proinsulin, have some homology to the insulin-like
growth factors, and affinity to bind to receptors of the
tumor growth factor. Hence, a biological basis exists for a
relationship between diabetes, hyperinsulinemia and pan-
creatic carcinogenesis independent of K-ras [25, 26].

No previous studies analyzed whether the prevalence of
K-ras mutations in PDA is influenced by a prior diagnosis
of pancreatitis. The only available evidence concerns the
prevalence of K-ras mutations in PDA and in chronic
pancreatitis (i.e., in the two diseases separately) [41—44]. In
the study by Ren et al. [41] the prevalence of K-ras
mutations was 79% in tissue specimens of patients with
pancreatic carcinoma; such figure was significantly higher
in patients with chronic pancreatitis (33%). In pancreatic
tissue of 80 patients with chronic pancreatitis examined by
Gansauge et al. [42], no K-ras mutation was detected.
Luttges et al. [43] found K-ras mutations in 26% of 429
ductal lesions of patients with chronic pancreatitis; muta-
tions were not associated with any type of pancreatitis or
with duration of the disease. These studies suggested that
pancreatitis may not determine the occurrence of K-ras
mutations in pancreatic carcinogenesis. However, a note of
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Table 3 Medical history of digestive diseases and allergies in PDA patients with and without mutations in the K-ras oncogene

All cases K-ras Multivariate OR* Multivariate OR"
(n = 120) - - 3 3
Wild-type  Mutated  p OR p OR P
(n=27) (n=93) (95% CI) (95% CI)
Gallstones
No 104 (86.7) 24 (88.9) 80 (86.0) 1.000 1.00 0.738 1.00 0.867
Yes 16 (13.3) 3 (11.1) 13 (14.0) 0.79 (0.20-3.12) 0.88 (0.21-3.72)
Cholecystitis
No 117 (97.5) 26 (96.3) 91 (96.8) 0.538 1.00 0.663 1.00 0.819
Yes 3(2.5) 1(3.7) 2 (2.1) 1.72 (0.15-19.78) 1.36 (0.10-18.75)
Gallstones and/or cholecystitis
No 103 (85.8) 23 (852) 80(86.0) 1.000 1.00 0.867 1.00 0.681
Yes 17 (14.2) 4 (14.8) 13 (14.0) 1.11 (0.32-3.85) 1.32 (0.35-4.92)
Cholecystectomy 10 (8.8) 3(11.1) 7 (8.0) 0.699  1.50 (0.34-6.51) 0.591 1.93 (0.40-9.36) 0.413
Peptic ulcer
No 107 (89.2) 22 (81.5) 85(91.4) 0.165 1.00 0.159 1.00 0.078
Yes 13 (10.8) 5 (18.5) 8 (8.6) 2.45 (0.71-8.48) 3.41 (0.87-13.34)
Pharmacologic treatment 6 (5.1) 1(3.8) 504 0.77 (0.08-7.20) 0.819  0.85 (0.08-8.88) 0.890
Surgical treatment 54.2) 3 (1L.5) 2 (22) 5.77 (0.91-36.77)  0.063 9.03 (1.29-63.32)  0.027
Allergic disorders
No 89 (83.2) 19 (76.00 70(854) 0.359 1.00 0.256 1.00 0.972
Yes 18 (16.8) 6 (24.0) 12 (14.6) 1.93 (0.62-5.97) 0.98 (0.25-3.88)
Allergy to antibiotics 13 (12.7) 6 (24.0) 79.1) 0.080 3.56 (1.01-12.56)  0.049 1.66 (0.36-7.58) 0.512
Medical conditions®
No 60 (50.0) 9(33.3) 51(54.8) 0.052 1.00 0.044%  1.00 0.100¢
1 medical condition 41 (342) 10(37.00 31(33.3) 2.10 (0.73-6.08) 0.012"  1.85 (0.56-6.06) 0.034
>2 medical conditions 19 (15.8) 8 (29.6) 11 (11.8) 4.46 (1.37-14.50) 4.23 (1.13-15.86)

Cases with K-ras mutated tumors are the reference category in all comparisons

4 Odds ratio adjusted by age and sex

® Odds ratio adjusted by age, sex and alcohol, tobacco smoking and coffee consumption

Fisher exact test
4 Wald test

¢ Any medical condition mentioned in Tables 1-3 was included

Mantel-Haenszel’s y* for linear trend

caution is required: an underestimation of the occurrence of
K-ras mutations in chronic pancreatitis tissue is possible
because—due to limitations in the sensitivity of the tech-
nique to detect mutations—their prevalence may be
dependent on sample selection. Unfortunately, there is not
an assay allowing detection of K-ras mutations at the
single cell level in tissue sections.

Experiments with mice in which a K-ras oncogenic
knock-in allele is activated at will in the pancreas have
suggested that chronic pancreatitis may be essential for
induction of pancreatic ductal adenocarcinoma [45]. Other
authors have suggested that, in addition to the somatic
activation of the K-ras oncogene, development of
human pancreatic cancer may require other genetic and
non-genetic events involving tissue damage and/or an

inflammatory response. There is ample evidence on a
functional relationship between inflammation and the
development of cancer [46, 47], including pancreatic can-
cer [22]; however, the exact molecular mechanisms have
not been elucidated. Our results suggest that pancreatitis
may be more related to K-ras wild-type pancreatic ductal
adenocarcinoma. Chronic inflammation during pancreatitis
causes a gradual damage of pancreatic tissue that might
contribute to create a microenvironment that favours car-
cinogenic transformation of acinar pancreatic cells through
molecular alterations not involving K-ras oncogene muta-
tion. In pancreatic cancer, mediators of the inflammatory
response, including NF-xB, cyclo-oxygenase-2, and TNFa,
are known to facilitate genetic damage, tumor cell growth,
and metastasis [22-24, 46, 47]. Through these pathways, it

@ Springer



Cancer Causes Control

is conceivable that physiological K-ras activation and
downstream signalling events (e.g., MAPK pathway acti-
vation) may contribute to tumor development even in the
absence of gene mutation. Similar findings have been
reported using transgenic mouse models of PDA [48]. No
previous studies analyzed whether the occurrence of K-ras
mutations is influenced by peptic ulcer.

Our sample size was small and some of our estimates
were statistically imprecise. Clearly, larger studies are
needed. However, to date this is the largest and less
selected study on medical history and K-ras mutations in
pancreatic cancer. Given that there were no clinical dif-
ferences between PDA cases with and without K-ras
mutations, memory efforts were likely similar in the two
types of cases, and (differential) recall bias is unlikely.
Self-reported prior diagnoses were checked against medi-
cal records by study physicians. This approach has
limitations as compared to studies specifically designed to
assess only a few medical conditions, and with respect to
prospective studies. The latter, however, have often been
unable to avoid selection biases caused by low retrieval of
tumor specimens [20, 49]. Indeed, PDA is the tumor with
the lowest histo-cytological confirmation rate, and an
increasing proportion of patients is diagnosed using
cytology rather than histology, partly because of the low
resectability rate [50].

Each association we assessed has a substantial body of
knowledge suggesting that each medical condition is or
may be a risk factor for PDA. Hence, our analyses did not
need to statistically correct for the number of statistical
tests: the context of the study is radically different from
“omics” studies that explore hundreds of potential asso-
ciations with no a priori hypotheses. In spite of the low
statistical power to detect weak associations, our data did
have enough power to detect associations of substantial
magnitude. Findings hence deserve to encourage further
studies with larger sample sizes, high retrieval of tumor
specimens, and more detailed information on past medical
conditions.

Though scarce, previous studies suggest that lifestyle
and environmental factors may favor K-ras mutated PDA
[1-4, 17, 28]; by contrast, present results raise the
hypothesis that pancreatitis and possibly peptic ulcer might
influence pancreatic carcinogenesis through pathways
independent of K-ras mutation, perhaps related to growth
factors or mediators of the inflammatory response. Large
unselected studies should be conducted to refute or repli-
cate our findings.
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RESULTATS

4.4, Article 4: Consum d’alcohol i mutacions en l'oncogen K-ras en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

4.4.1. Resum

Gairebé no hi ha estudis sobre la relacié entre el consum d’alcohol i la preséncia
de mutacions en I'oncogen K-ras en les diferents neoplasies en humans; a més,
tot i que l'alcohol es considera un factor causal de la pancreatitis cronica, no
esta ben establert quin és el paper que juga l'alcohol en la carcinogenesi
pancreatica, ja que els resultats dels diferents estudis epidemioldgics son
inconsistents.

L’objectiu d’aquest estudi va ser analitzar la relacié entre el consum d’alcohol al
llarg de la vida i la prevalenga de mutacions al codé 12 de I'oncogén K-ras en
pacients amb ADP.

Es van identificar prospectivament els casos d’ADP, que van ser entrevistats
durant el seu ingrés hospitalari; els questionaris incloien preguntes sobre el
consum d’alcohol al llarg de la vida dels pacients (la quantitat i el tipus d’alcohol
que consumia l'individu per setmana, amb les corresponents dates d’inici i fi),
entre d’altres factors com la dieta, el consum de cafe i tabac, els antecedents
patologics o I'ocupacié. Els casos d’ADP amb i sense mutacions en I'oncogén
K-ras (N=107) es van comparar mitjangant regressio logistica en un estudi cas-
cas.

Els casos d’ADP amb mutacions en I'oncogén K-ras havien estat bevedors
moderats i intensos amb més freqiéncia que els casos sense mutacions: 'OR
ajustada per edat i sexe va ser de 2,84 (IC 95%: 0,93-8,68; p=0,066). L'OR
ajustada a més per consum de tabac i per antecedents patologics de
pancreatitis va ser de 3,18 (IC 95%: 1,02-9,93; p=0,046). Els anys de consum
d’alcohol van ser també superiors en els casos d’ADP amb mutacions en
I'oncogen K-ras que en els casos sense mutacions en aquest oncogen.

El consum d’alcohol estaria doncs lleugerament associat amb la preséncia de
mutacions en el cod6é 12 de I'oncogén K-ras en els pacients d’ADP. L’alcohol
podria jugar un paper important en I'adquisicié de mutacions en I'oncogén K-ras
en I'epiteli pancreatic a causa dels potencials efectes carcinogénics de I'etanol i
del seu principal metabdlit, l'acetaldehid; de tota manera calen estudis
epidemiologics més amplis per confirmar o refutar aquesta hipotesi.
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Influencies cliniques i ambientals en la prevalenca de mutacions en lI'oncogén K-ras en
pacients amb adenocarcinoma ductal de pancrees

4.4.2. Principals troballes

Hem observat una lleugera associacio positiva entre el consum d’alcohol al llarg
de la vida i la prevalenca al diagnostic de les mutacions al codé 12 de 'oncogén
K-ras en pacients amb ADP: el consum d’alcohol és superior en els casos
d’ADP amb mutacions en l'oncogén K-ras que en els casos sense mutacions.
Els pacients d’ADP que presenten mutacions en aquest oncogén son
consumidors d’alcohol moderats i intensos amb més freqiiéncia que els no
mutats; també els anys de bevedor son lleugerament superiors en els pacients
d’ADP amb mutacions en 'oncogén K-ras respecte als pacients sense aquestes
mutacions. Els casos d’ADP que van comencgar a beure després dels 18 anys
tenen mutacions en l'oncogén K-ras amb més freqiiéncia que els pacients en
els quals I'edat d’inici del consum d’alcohol és anterior a aquesta edat; en canvi,
no s’observen diferéncies entre els casos d’ADP amb i sense mutacions en
'oncogén K-ras en relacio a la dependéncia del consum d’alcohol.

Les associacions entre el consum d’alcohol i la prevalenca de mutacions en
'oncogén K-ras s6n més evidents en el cas del consum de vi que en el consum
de cervesa i begudes destil-lades. El consum de vi moderat i intens, i durant
més anys, és lleugerament superior en els casos d’ADP amb mutacions en
'oncogén K-ras que en els casos sense aquestes mutacions. Alhora, els
consumidors de vi son els casos d’ADP que consumeixen més grams d’alcohol
al llarg de tota la seva vida.

El consum d’alcohol moderat i intens en periodes llunyans al diagnostic de la
malaltia, aixi com el consum d’alcohol entre els 40 i els 60 anys d’edat del
pacient, s’associen positivament a la prevalenga de mutacions en l'oncogén
K-ras en els pacients d’ADP.

Els resultats obtinguts donen suport a la hipdtesi que els carcindgens derivats
del consum d’alcohol poden estar implicats en I'aparicié i persisténcia de les
mutacions en 'oncogén K-ras en els pacients amb ADP.
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ABSTRACT

Background: In pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) evidence on the etiopathogenic
role of alcohol consumption in the occurrence of K-ras mutations is scant, and the role of
alcohol in pancreatic carcinogenesis is not well established. We analyzed the relation
between lifetime consumption of alcohol and mutations in codon 12 of the K-ras oncogene in
patients with PDA.

Methods: Incident cases of PDA were prospectively identified and interviewed face-to-face
during hospital admission about lifetime alcohol consumption and other lifestyle factors.
Logistic regression was used to compare PDA cases (N=107) with mutated and wild-type K-
ras tumors (case-case study).

Results: Mutated cases were moderate or heavy drinkers more frequently than wild-type
cases: the odds ratio adjusted by age, sex, smoking and history of pancreatitis (ORa) was
3.18 (95% confidence interval: 1.02-9.93; p=0.046). Total grams of alcohol and years of
consumption were higher in mutated than in wild-type cases: the ORa for lifetime alcohol
consumption over 507,499 grams was 3.35 (95% CI: 0.81-13.88); and for more than 40
years of alcohol consumption it was 4.47 (95% Cl: 1.05-19.02). Age at onset of alcohol
consumption and years of abstinence were also associated with the presence of K-ras
mutations. There were no significant differences in alcohol dependency.

Conclusions: Alcohol consumption is associated with an increased risk of having a K-ras
mutated PDA. To confirm or to refute the hypothesis that ethanol, acetaldehyde or other
alcohol-related substances might influence the acquisition or persistence of K-ras mutations

in the pancreatic epithelium large and unselected studies are warranted.

Key words: pancreatic ductal adenocarcinoma; pancreatic neoplasm, etiology; alcohol

drinking; alcoholic beverages; Ras genes.

Abbreviations: PANKRAS II, Multicentre prospective study on the role of K-ras and other
genetic alterations in the diagnosis, prognosis and etiology of pancreatic and biliary
diseases; PDA, Pancreatic ductal adenocarcinoma; IARC, International Agency for Research
on Cancer; OR, Odds ratio; Cl, Confidence interval; SD, Standard deviation; PanIN,

Pancreatic intraductal neoplasia; CRC, Colorectal cancer.



INTRODUCTION

Firmly established risk factors for pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) include age,
male sex and tobacco smoking [1- 4]. While some studies have suggested that consumption
of alcoholic beverages is associated with an increased risk of pancreatic cancer, the role of
alcohol in pancreatic carcinogenesis remains inconclusive; moreover, results differ among

different types of alcoholic beverages and the amount of alcohol consumed [5- 12].

Activating point mutations in the K-ras oncogene are a fundamental genetic event leading to
PDA, and are the most common molecular alteration in PDA; their prevalence at the time of
diagnosis is about 80% [2,13- 15]. Over the past few years, studies have shown that these
genetic changes may be identified in precursor lesions occurring in ducts, the pancreatic
intraductal neoplasias (PanINs) [13,14,16,17]. Oncogenic K-ras activation can result in a
wide variety of effects, from activation of a senescence program to increased cell
proliferation and inhibition of apoptosis [1,13,14,18]. In addition, evidence from molecular
pathology and epidemiology suggests that wild-type and mutated K-ras PDA may develop

through pathways involving different host-gene-environment interactions [2,19,20].

Evidence on the etiopathogenic role of alcohol consumption in the occurrence and
persistence of K-ras mutations is surprisingly scant. In 1997 our group first reported that
moderate and heavy alcohol consumption may be positively associated to K-ras mutations,
but findings were based on a small retrospective study [21]. Only 2 additional studies are
available on the association between alcohol consumption and K-ras mutations, both in
patients with colon and rectal cancer [22,23]; they observed no association, and concluded
that alcohol is not involved in predisposing to colorectal cancer through mutations in the K-

ras gene.



There is sufficient evidence for the carcinogenicity of ethanol in experimental animals, and it
is also considered carcinogenic to humans (IARC Group1) [24-26]. Moreover, there is
increasing evidence that acetaldehyde, a cytotoxic, mutagenic, and carcinogenic metabolite
of ethanol, is responsible for tumor enhancing effects leading to aberrant cell proliferation.
Acetaldehyde can also bind to DNA, leading to the formation of stable DNA adducts that may
cause replication errors and mutations in oncogenes and tumor suppressor genes [22,27 -

30].

The aim of the present study was to analyze the relation between lifetime consumption of
alcohol and the prevalence at diagnosis of mutations in the K-ras oncogene in patients with

PDA.



PATIENTS AND METHODS

Selection of patients

Methods and strategies of analysis of the PANKRAS Il study have been described in detail
[19,31- 44]. Briefly, subject recruitment took place between 1992 and 1995 at five general
hospitals in the eastern Mediterranean part of Spain, where 185 incident cases of PDA were
prospectively identified. The present report is based on 107 PDA patients with known K-ras
status and with information on consumption of alcoholic beverages [32,42,43]. There were no
differences between them and the remaining cases in a broad range of sociodemographic
and clinical variables (including sex, education, social class, occupation, hospital of
admission, duration of the interview, caloric intake and consumption of coffee, tobacco and
alcohol), except that the included cases (mean age: 64.2 years) were slightly younger
[19,32]. There were two independent sources of information on all past medical conditions:
medical records and patient interviews; a structured form was used by the study physicians
to collect clinicopathological information from medical records, including details on diagnostic
procedures, laboratory results and follow-up care. Pathology results, discharge diagnoses,
and the tumour’s clinical stage at diagnosis were also recorded in this form [19,31,38-40,44].
At diagnosis, the tumour’s clinical stage of the 107 patients was: 18.7%, stage |; 17.8%,
stage Il; 13.1%; stage lll, and 50.5%; stage IV. All cases were independently reviewed by the
study reference pathologists, unaware of the original diagnosis. Furthermore, a panel of
clinical and surgical experts in gastrointestinal diseases reviewed hospital discharge
diagnoses of all patients and, based on all clinical and pathological information available,
including follow-up, achieved a consensual clinicopathological diagnosis [31,38-40,45]. The
Ethics Committees of participating hospitals approved the study protocol, and patients gave

informed consent to be included in the study.

Personal interviews and information on alcohol consumption

Over 89% of the 185 PDA patients and all 107 were interviewed face-to-face by trained
monitors during hospital stay, near the time of diagnosis. The respondent was the patient
himself in 95.3% of the cases, and a relative alone in 4.7%. The questionnaire included
sections on medical history, symptoms, occupation, diet, and coffee, tobacco, and alcohol
consumption [19,32,35,36,38-40]. Detailed information was thus obtained on alcohol
consumption for all periods of life; the types and amount of alcoholic beverages consumed
per week were elicited with the corresponding dates of initiation and ending. Alcoholic
beverages included beer, wine and distilled beverages, covering the most frequent types of
alcohol consumed in Spain; grams of alcohol were estimated from each type of alcoholic

beverage independently. Alcohol consumption was registered in 4 categories: no drinkers



(no consumption of alcoholic beverages), occasional drinkers (low, no quantifiable
consumption of alcoholic beverages), moderate drinkers (consumption under 560 or 280
grams of alcohol per week in men and women, respectively), and heavy drinkers
(consumption 2560 or 2280 grams of alcohol per week in men and women, respectively).
Lifetime alcohol consumption was dichotomized based on the median among drinkers. Years
of abstinence were calculated as the difference between the age at hospital admission and
the age at ending of alcohol consumption. Alcohol dependency was defined based on the
amount of alcohol consumed (grams per week), the duration of alcohol consumption (years),
and patient sex, and categorized as follows: no dependency/abstainers (consumption of <70
grams per week in women and <140 grams per week in men), intermediate dependency
(consumption of >70 grams per week in women and >140 grams per week in men for a
period shorter than 10 years), and chronic dependency (consumption of >70 grams per week

in women and >140 grams per week in men for a period longer than 10 years).

Detection of K-ras mutations

Details of laboratory protocols have also been described elsewhere [19,21,32]. Briefly,
mutations in codon 12 of K-ras oncogene were studied using DNA extracted from paraffin-
embedded tumor tissue. Amplifications were done in two steps by nested PCR; an artificial
BstNI restriction endonuclease site was introduced to discriminate between wild-type and
mutated K-ras codon 12 sequences. Products were analyzed by acrylamide gel
electrophoresis and ethidium bromide staining. This technique was able to detect one
homozygous mutated cell in the presence of 10 normal cells. To characterize the nucleotide
substitution in codon 12, all mutated samples were further analyzed using a similar RFLP-
based approach. Interpretation of digestion products' electrophoresis was performed

independently by two investigators to confirm the results.

Statistical analysis

In this case-case study [46] we compared the alcohol consumption of the 83 cases of PDA
with a K-ras mutated tumor and of the 24 cases of PDA whose tumors did not harbor such
mutations (wild-type cases). There were no differences between the two types of cases in
age at diagnosis of PDA, sex, education, tumor stage, time from first symptom to diagnosis,
symptoms at presentation, study site, and duration of the interview. Univariate statistics were
computed as customary [47,48]. In contingency tables, Fisher’'s exact test for homogeneity
was applied to assess the relationship between two categorical variables. For comparisons
between continuous variables Student’s t test or Mann-Whitney’s U test were used to
analyze normally and non-normally distributed quantitative variables, respectively. To

estimate the magnitude of the associations multivariate-adjusted odds ratios (OR) and their



corresponding 95% confidence intervals (Cl) were calculated by unconditional logistic
regression. Categorical ordinal variables were analyzed for a linear dose-response relation
through the multivariate analogue of Mantel's extension test; when a linear trend was not
apparent, Wald'’s test was used [46,49]. The main effects of all predictors were
independently explored in base models. Age and sex were assessed in all models as
potential confounders or were forced in specific models of interest. Other possible
confounding variables were retained in the models when they materially altered the
estimates; such confounders include tobacco smoking, coffee consumption, and history of
pancreatitis [43]. Final models were chosen coherently with the nature of the variables and
the study objectives. The level of statistical significance was set at 0.05, and all tests are two-

tailed. Analyses were performed using SPSS, version 12.0 (SPSS Inc, Chicago, IL).



RESULTS

The lifetime prevalence of alcohol consumption was slightly higher in cases with PDA
bearing mutated K-ras (83%) than in wild-type cases (67%) (p=0.091). Patients with a K-ras
mutated tumor were more likely to have been moderate or heavy drinkers than wild-type
cases: the odds ratio adjusted by age, sex, tobacco and pancreatitis (ORa) was 3.18
(p=0.046) (Table ). Compared to non-drinkers and occasional drinkers, the ORa for
moderate drinkers was 3.26 (95% CI: 1.00-10.67); and for heavy drinkers, 2.95 (95% CI:
0.66-13.23). Lifetime grams of alcohol consumption was non-significantly higher in mutated
cases (p=0.679). The ORa for lifetime consumption over 507,499 grams of alcohol was 3.35
(95% CI: 0.81-13.88). Years of drinking were similar in mutated (37 years) than in wild-type
(33 years) cases (p=0.624); as compared to non-drinkers and occasional drinkers, the ORa
for 1-20, 21-40, and >40 years of alcohol consumption were 1.72, 2.92 and 4.47, respectively
(p for trend=0.03). Patients who started to drink older than 18 years showed a higher
prevalence of K-ras mutations: ORa = 5.39 (95% CI: 1.20-18.19), and a linear trend was
apparent (p=0.018) (Table I). There were no statistically significant differences between K-

ras mutated and wild-type PDA cases with respect to alcohol dependency (p=0.517).

Compared to non-drinkers and occasional drinkers of wine, the ORa for moderate and heavy
drinkers of wine was 3.20 (p=0.042) (Table Il). Compared to non-drinkers and occasional
drinkers, the ORa for a lifetime consumption of less than 349.4 grams of alcohol was 4.91,
and for >349.4 grams it was 2.50 (p = 0.07). Years of drinking wine were also slightly higher
in mutated than in wild-type cases. Other types of alcoholic beverages were not associated
at all with K-ras (Table II).

To assess the effect of alcohol consumption in different periods before the diagnosis of PDA,
ORa were computed for each 10-year period from 40 years before the diagnosis.
Considering non-drinkers and occasional drinkers as the reference category in each period,
moderate and heavy drinkers showed a significant higher frequency of K-ras mutations in the
2 more distant periods from diagnosis: the ORa were 1.68 (p=0.321), 2.20 (p=0.137), 3.67
(p=0.023) and 2.77 (p=0.047) in each period (Figure 1).

Significant associations were also apparent by patient’s age: the ORa were 0.89 (p=0.824),
1.90 (p=0.236), 2.33 (p=0.126), 5.33 (p=0.004), 3.72 (p=0.028), 1.59 (p=0.456) and 1.00

(p=1.000) at the age intervals shown in Figure 2.
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DISCUSSION

We observed some positive relationships between lifetime history of alcohol consumption
and the prevalence at diagnosis of mutations in codon 12 of the K-ras oncogene in PDA
cases. Patients bearing mutated K-ras were more likely to have been moderate or heavy
drinkers, and to have drunk more years, than patients bearing wild-type K-ras. Other
variables were similar in the two groups of cases. The prevalence of wine consumption was
higher in mutated than in wild-type cases; no significant differences were apparent in
consumption of beer and distilled beverages. Alcohol drinking in distant periods from the
diagnosis of PDA, and drinking between 40 and 60 years of age were also positively

associated with a K-ras mutated PDA.

The study analyzed K-ras activating mutations because they are a fundamental and early
event in the PDA process; knowledge on this acquired genetic alteration is firmer than on any
other alteration relevant in PDA [13,14,16]. Results support only weakly the hypothesis that
carcinogens derived from alcohol consumption might be involved in the occurrence and

persistence of K-ras mutations in tumors from PDA patients.

There is scarce evidence on a causal relationship between alcohol drinking and K-ras
mutations in cancer [21-23]. Two studies analyzed the association in colon and rectal cancer
[22,23], and one in PDA [21]. In our previous retrospective study [21], based on tumor tissue
from 45 PDA patients (17 wild-type and 28 K-ras mutated), we found a non-significant
association (OR=3.02, 95% CI: 0.86-10.05, p=0.079). Bongaerts et al. [22] analyzed tumor
tissue of 648 colorectal cancer (CRC) cases, 417 with wild-type K-ras and 231 with mutated
K-ras; as compared to abstaining, the OR for consumption of less than 30 grams of alcohol
per day was 0.93 (95% CI: 0.63-1.36), and for 230 grams / day was 0.98 (95% CI: 0.55-
1.73); there were no differences in type of alcoholic beverages between mutated and wild-
type K-ras cases [22]. Slattery et al. [23] reported no association between total alcohol
consumption and K-ras mutations in their population-based case-control study on sporadic
colon cancer, which included 454 K-ras mutated and 966 K-ras wild type cases; alcohol
consumption above 10 g/day was not associated with K-ras mutations (OR: 0.8; 95% CI: 0.6-
1.0).

Ethanol is considered as carcinogen in experimental animals, and a causal relationship has
been established between exposure to ethanol and human cancer; it is classified as a
Group1 carcinogenic agent by IARC [24,25]. Under certain conditions ethanol might also

function as a co-carcinogen or promoter [26-28]. Ethanol is metabolized to acetaldehyde by
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alcohol deshydrogenase, which is a known carcinogen and mutagen in experimental animals
(classified in Group 2B by IARC) [10,24-26,28]. Acetaldehyde interferes with DNA synthesis
and repair, causes cytogenetic abnormalities in eukaryotic cells, point mutations in specific
genes, and induces chromosomal aberrations; furthermore, acetaldehyde binds directly to
DNA, forming stable DNA adducts that have been found in alcohol drinkers, and that may
cause replication errors and mutations in tumor suppressor genes and oncogenes [10,28,50-
53]. Acetaldehyde may be an important cancer-causing agent in the upper and lower
gastrointestinal tract, as acetaldehyde concentrations in saliva and the large intestine are
high enough to enable it to act as a carcinogen [28,52,54]. Acetaldehyde is also known to

directly injure pancreatic tissue [7,10].

Our sample size was undoubtedly small, and estimates were often statistically imprecise or
non-significant. However, to date this is the largest study on alcohol consumption and K-ras
mutations in pancreatic cancer. In spite of the low power to detect weak associations, our
data did have enough power to detect associations of substantial magnitude. A substantial
number of comparisons were done, with the ensuing risks of multiple comparisons. Findings
hence deserve to encourage further studies with larger sample sizes and more detailed
information on lifetime alcohol consumption. Though scarce, previous studies suggest that
lifestyle and environmental factors may favor K-ras mutated PDA [1-4,19,35,55]. We
achieved a high response rate, and over 80% of cases were interviewed face-to-face soon
around the time of diagnosis. Other epidemiologic studies in pancreatic cancer had response
rates of 40% - 60%, even when not including biological samples and when interviewing
patients or relatives months after diagnosis [2,21,45,55,56]. The proportion of cases with
molecular and alcohol drinking data (58%) is also high for PDA. Lack of differences between
patients included and excluded further argues against important selection bias [31,32]. Given
that there were no clinical differences between PDA cases with and without K-ras mutations,
memory efforts were likely similar in the two types of cases, and (differential) recall bias is
unlikely. We had excellent information on smoking, which is less common among K-ras
mutated cases than among K-ras wild-type cases [43]. Thus, our analyses addressed
thoroughly the possibility of confounding by smoking, and residual confounding is unlikely;
any residual confounding would tend to strengthen the association between alcohol and K-

ras mutations.

In conclusion, results suggest that lifetime alcohol consumption is only weakly associated
with an increased risk of having a K-ras mutated PDA. To confirm or to refute the hypothesis
that ethanol and acetaldehyde play a role in the acquisition of K-ras mutations in the

pancreatic epithelium large molecular epidemiologic studies are warranted.
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Table I. Main characteristics of drinking habits among cases of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA)
with and without mutations in codon 12 of the K-ras oncogene.

K-ras’ OR! OR'!
All cases Mutated Wild-type p’ OR (95%Cl)  p? OR (95%Cl)  p?
(N=107) (N=83) (N=24)
Alcohol consumption
No & Occasional 22 (20.6) 14 (16.9) 8 (33.3) 0.091  1.00 0.066  1.00 0.046
Moderate & Heavy 85 (79.4) 69 (83.1) 16 (66.7) 2.84 (0.93-8.68) 3.18 (1.02-9.93)
Lifetime alcohol
consumption(grams)§
Median 434.3 4371 412.9 0.679°
No & Occasional 22 (21.4) 14 (17.5) 8 (34.8) 0.185 1.00 0.191 1.00 0.146
<507,499 g 42 (40.8) 35 (43.8) 7 (30.4) 2.93  (0.86-9.99) 3.05 (0.88-10.52) 0.096"
>507,499 g 39 (37.9) 31 (38.8) 8 (34.8) 261 (0.70-9.73) 3.35 (0.81-13.88)
Years of drinking
Median 35.0 37.0 33.0 0.624°
No & Occasional 22 (21.4) 14 (17.5) 8 (34.8) 0.197  1.00 0.209  1.00 0.206
1-20 years 10 (9.7) 7 (8.8) 3 (13.0) 1.36 (0.26-7.09) 0.033* 1.72 (0.30-9.87) 0.034*
21-40 years 40 (38.8) 32 (40.0) 8 (34.8) 251 (0.68-9.34) 2.92 (0.73-11.62)
>40 years 31 (30.1) 27 (33.8) 4 (17.4) 426 (1.04-17.46) 447 (1.05-19.02)
Age at onset
Median 20.0 20.0 18.0 0.823°
No & Occasional 22 (20.6) 14 (16.9) 13 (14.0) 0.092 1.00 0.084 1.00 0.063
<18 years 45 (42.1) 34 (41.0) 7 (8.0) 2.04 (0.62-6.68) 0.025° 2.23 (0.66-7.49) 0.018*
>18 years 40 (37.4) 35 (42.2) 7 (8.0) 467 (1.20-18.19) 5.39 (1.32-21.99)
Years of abstinence
Median 0.0 0.0 0.0 0.890°
No & Occasional 22 (20.8) 14 (17.1) 8 (33.3) 0.405 1.00 0.327 1.00 0.265
>4 years 14 (13.2) 11 (13.4) 3 (12.5) 2.27 (0.46-11.36) 0.084* 3.30 (0.59-18.52) 0.096"
1-4 years 15 (14.2) 12 (14.6) 3 (12.5) 2.58 (0.53-12.49) 2.77 (0.55-14.02)
Current drinkers 55 (51.9) 45 (54.9) 10 (41.7) 3.13 (0.91-10.71) 3.25 (0.94-11.30)
Alcohol dependency
Abstainers
& non-dependents 42 (39.3) 32 (38.6) 10 (41.7) 0.529  1.00 0.517  1.00 0.818
Intermediate depend. 41 (38.3) 34 (41.0) 7 (29.2) 151 (0.51-4.53) 1.40 (0.45-4.33)
Chronic dependency 24 (22.4) 17 (20.5) 7 (29.2) 0.75 (0.23-2.46) 1.01  (0.28-3.65)

‘Values in parentheses are column percentages, except otherwise stated.
$ Lifetime alcohol consumption was dichotomized based on the median only among drinkers.
TOdds ratio adjusted by age and sex.

*Odds ratio adjusted by age, sex, tobacco smoking, and history of pancreatitis.
'Unless otherwise indicated Fisher exact test are used.

2Unless otherwise indicated Wald test are used.
*Mann-Whitney’s U test. *p-trend.



Table Il. Type of alcohol consumption in PDA patients with and without mutations in the K-ras oncogene.

K-ras’ OR' OR*
All cases” Mutated Wild-type p' OR (95%Cl)  p? OR (95%Cl)  p?
(N=107) (N=83) (N=24)
Wine consumption
No & Occasional 35(32.7) 23 (27.7) 12 (50.0) 0.050 1.00 0.028 1.00 0.042
Moderate & Heavy 72 (67.3) 60 (72.3) 12 (50.0) 3.23 (1.13-9.20) 320 (1.05-9.77)
Lifetime wine
consumption®
Median 131.0 144.5 0.0 0.153°
No & Occasional 35 (34.0) 23(28.8) 12 (52.2) 0.074 1.00 0.069 1.00 0.067
<349,440 g 35 (34.0) 31(38.8) 4 (17.4) 4.85 (1.23-19.16) 4.91 (1.23-19.54)
>349,440 g 33 (320 26(32.5) 7 (30.4) 2.42 (0.70-8.37) 250 (0.71-8.81)
Years of drinking wine
Median 29.0 32.0 0.0 0.055°
No & Occasional 35 (34.0) 23 (28.8) 12 (52.2) 1.00 0.089 1.00 0.141
<40 years 41 (39.8) 34 (42.5) 7 (30.4) 3.31 (0.94-11.67) 0.053*  3.02 (0.83-10.97) 0.079*
>40 years 27 (26.2) 23 (28.8) 4 (17.4) 0.139 3.44 (0.87-13.56) 3.21 (0.78-13.25)
Beer consumption
No & Occasional 62 (57.9) 46 (55.4) 16 (66.7) 0.358 1.00 0.206 1.00 0.346
Moderate & Heavy 45 (42.1) 37 (446) 8 (33.3 2.10 (0.66-6.65) 1.78 (0.54-5.92)
Lifetime beer
consumption§
Median 0.0 0.0 0.0 0.352°
No & Occasional 62 (59.0) 46 (56.1) 16 (69.6) 0.185 1.00 0.254 1.00 0.250
<372,372 g 24 (22.9) 22 (26.8) 2 (8.7) 4.15 (0.77-22.45) 4.20 (0.77-22.77)
>372,372 g 19 (18.1) 14 (17.1) 5 (21.7) 1.28 (0.30-5.51) 1.37 (0.31-6.12)
Years of drinking beer
Median 0.0 1.5 0.0 0.161°
No & Occasional 56 (63.3) 41 (50.0) 15 (65.2) 0.240 1.00 0.265 1.00 0.315
<33 years 27 (25.7) 21 (256) 6 (26.1) 151 (0.38-5.97) 0.101* 1.45 (0.35-5.98) 0.130*
>33 years 22 (21.0) 20 (24.4) 2 (8.7) 4.11 (0.75-22.56) 4.01 (0.67-24.02)
Distilled beverages
consumption
No & Occasional 59 (65.1) 46 (55.4) 13 (54.2) 1.000 1.00 0.772 1.00 0.653
Moderate & Heavy 48 (44.9) 37 (44.6) 11 (45.8) 119 (0.37-3.75) 0.75 (0.22-2.60)
Lifetime distilled
beverages
consumption§
Median 0.0 0.0 0.0 0.693°
No & Occasional 59 (56.2) 46 (56.8) 13 (54.2) 0.666 1.00 0.809 1.00 0.306
<51,480 g 22 (21.0) 18 (22.2) 4 (16.7) 1.26 (0.32-5.07) 142 (0.31-6.54)
>51,480 g 24 (22.9) 17 (21.0) 7 (29.2) 0.76 (0.18-3.24) 0.36 (0.06-2.03)
Years of drinking
distilled beverages
Median 0.0 0.0 2.0 0.837°
No & Occasional 56 (52.3) 44 (53.0) 12 (50.0) 0.453 1.00 0.445 1.00 0.731
<28 years 30 (28.0) 21(25.3) 9 (37.5) 0.55 (0.15-2.03) 0.58 (0.14-2.44)
>28 years 21 (19.6) 18 (21.7) 3 (12.5) 146 (0.34-6.36) 0.95 (0.18-5.09)

‘Values in parentheses are column percentages, except otherwise stated; SLifetime wine, beer or distilled alcohol consumption was
dichotomized based on the median only among drinkers. TOdds ratio adjusted by age, sex, tobacco smoking, and history of

pancreatitis; *Odds ratio adjusted by age, sex, tobacco smoking, history of pancreatitis, and the other two types of alcohol
consumption (beer, wine or distilled beverages consumption as convenience). 'Unless otherwise indicated Fisher exact test are
used. *Unless otherwise indicated Wald test are used. *Mann-Whitney's U test. *p-trend.



Figure 1. Association between alcohol consumption and K-ras mutations in different lifetime periods before the
diagnosis of pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA).
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Figure 2. Association between alcohol consumption and K-ras mutations in PDA patients, by patients' age.
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DISCUSSIO GENERAL

5. DISCUSSIO GENERAL

Cadascun dels articles que formen el nucli de la tesi inclou un apartat de
discussio on s’han descrit amb detall les principals troballes, la consisténcia o
no amb els altres estudis disponibles i els mecanismes bioldgics que poden
explicar els nostres resultats. Per aixo, en aquest apartat ampliem breument
alguns aspectes poc comentats en les discussions dels articles que formen el
nucli de la tesi; presentem un resum de les troballes en relacid a la hipotesi que
ens plantejavem a l'inici i la plausibilitat bioldogica de les explicacions que hem
donat als resultats. Presentem també les principals limitacions i les dificultats
que hem trobat al llarg del desenvolupament dels diferents estudis.

La Taula 2 (apartat 1.2 de la Introduccié general) recull les principals
caracteristiques dels altres estudis que han analitzat la relacid entre la
prevalenca de les mutacions en I'oncogén K-ras i els diferents factors clinics i
ambientals que son objecte d’estudi d’aquesta tesi (consum de tabac, consum
d’alcohol i antecedents patologics), en pacients amb ADP i que citem a les
discussions dels articles corresponents.

5.1. Principals troballes

Tot i que la hipotesi que proposa el consum de tabac com a agent causal de les
mutacions en l'oncogén K-ras, és bioldgica i epidemioldogicament plausible
[14,18,19,120,163-167], els nostres resultats mostren que el consum de tabac
no és més frequent en els casos d’ADP amb mutacions en I'oncogén K-ras que
en els casos sense mutacions en aquest oncogen i, per tant, no es confirma la
hipotesi operativa 1; de manera que els nostres resultats suggereixen que els
carcindgens del tabac actuen en la carcinogénesi pancreatica per vies
alternatives a I'activacié de 'oncogén K-ras.

Si bé és cert que hi ha estudis experimentals que mostren que alguns
carcindgens del tabac, com les nitrosamines, sén presents en el teixit pancreatic
i alhora tenen efectes citotoxics i mutagénics [45,46,168-170], les mateixes
nitrosamines poden tenir també un paper en l'etiologia de 'ADP per vies
alternatives en l'oncogén K-ras; concretament, aquestes nitrosamines tenen
efectes epigenétics en les céllules pancreatiques ja que actuen com a
agonistes dels receptors B-adrenérgics en una via de senyalitzacié cel-lular que
activa la transcripcié i la proliferacio cel-lular [45,171]. Per aquesta via, les
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nitrosamines serien les responsables del desenvolupament de tumors
pancreatics sense mutacions en l'oncogen K-ras. També cal tenir en compte
que, en experiments en animals, altres carcindgens del tabac com els HAP,
semblen ser els responsables de mutacions en I'oncogén K-ras en tumors com
el de pulmd, de laringe, de la cavitat oral o de pell, per exemple; pero el
pancrees, en canvi, no és un dels teixits diana d’aquests carcindogens
[45,106,172-174].

El tabac podria tenir un paper causal en l'aparicié i persisténcia de les
mutacions en l'oncogén K-ras especific en funcid del teixit diana i del tipus
histologic de tumor. Tot i que I'adenocarcinoma és el tipus histologic menys
relacionat amb el consum de tabac, les mutacions en I'oncogén K-ras s6n més
frequents en adenocarcinomes que en altres tipus histologics [172,175-181]. En
el cancer de pulmé, indiscutiblement relacionat amb el consum de tabac,
'adenocarcinoma és I'tnic dels 3 tipus histologics principals que existeixen en
aquesta localitzaci6 que es desenvolupa en els no fumadors i, alhora,
I'associacié amb el consum de tabac és més débil amb I'adenocarcinoma que
amb la resta de tipus histologics [46,172,175,180-182]. Les mutacions en
'oncogén K-ras son presents només en I'adenocarcinoma de pulmé (i no en els
altres tipus histologics), encara que amb prevalences inferiors i amb un espectre
de mutacions diferent del que observem en l'adenocarcinoma pancreatic
[172,181,183].

A més, I'evidéncia biolodgica i epidemioldgica suggereix que el tabac actua en
estadis tardans en el procés de carcinogénesi pancreatica, ja que deixar de
fumar té un efecte positiu en la reduccioé del risc d’ADP [14,18,19,163-167]; les
mutacions en I'oncogén K-ras, en canvi, es produeixen molt aviat en el procés
carcinogénic, i sbén presents ja en lesions pancreatiques prévies al
desenvolupament del cancer [92,95,98,99,169,184]. Aquest fet ens fa pensar
que les alteracions en el gen K-ras es produeixen abans que el tabac tingui el
seu efecte i que, per tant, en tot cas, els carcinogens del tabac contribueixen en
la progressié del cancer (mitjangant 'acumulacio d’altres alteracions genétiques
i epigenetiques necessaries) i no en la seva etiologia.

Els nostres resultats, juntament amb els coneixements existents, suggereixen
que els carcindgens del tabac presents en el teixit pancreatic actuen en la
carcinogénesi pancreatica per vies alternatives a I'activacié de I'oncogen K-ras,
ja sigui a ftravés de [lactivacid per mutacions daltres oncogens o de
mecanismes epigenétics de modificacié de I'expressiéo d’altres gens (per
exemple, silenciant gens supressors de tumors), entre d’altres.
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La segona hipodtesi que ens plantejavem tenia relacié amb el fet que els agents
quimics ambientals sén biotransformats i metabolitzats dins I'organisme,
préviament a la seva eliminacié, mitjangant enzims especifics com els de la
familia CYP, generant intermediaris capagos d’unir-se al DNA formant adductes
i que, si no son correctament eliminats, poden ser els responsables de les
mutacions activadores en 'oncogén K-ras. Els polimorfismes en el gen CYP1B1
generen variants de l'enzim amb diferent eficiéncia en [lactivacio i la
metabolitzacio dels carcindgens, de manera que els pacients d’ADP portadors
de diferents variants del gen CYP1B1, és a dir, amb diferents genotips, poden
tenir diferent risc de mutacions en I'oncogen K-ras [45,46,185,186].

Aixi doncs, té sentit biologic hipotetitzar que els genotips de CYP1B1 dels
pacients d’ADP poden ser diferents en els casos amb i sense mutacions en
'oncogén K-ras. Els resultats mostren que es confirma la hipotesi operativa 2
només en el cas de les variants en el locus m1 del gen CYP1B1: els genotips
per al locus m1 del gen CYP1B1 so6n diferents en els casos amb i sense
mutacions en I'oncogén K-ras, mentre que no s’observen diferéncies pel que fa
als genotips del locus m2 del gen CYP1B1. El genotip homozigot per I'al-lel
valina al locus m1 és més freqiient en els casos dADP amb mutacions en
'oncogén K-ras que en els casos sense mutacions en aquest oncogen; aquest
genotip podria estar associat a una activitat detoxificadora més pobra i en
consequéncia a un procés deficient de biotransformacié, metabolitzacio i
eliminacio de carcindgens ambientals de I'organisme, que poden ser 'origen de
mutacions en l'oncogén K-ras [59,187-189]. Alguns d’aquests carcinogens
ambientals podrien ser, per exemple, els hidrocarburs aromatics policiclics i les
amines aromatiques heterocicliques derivades del fum del tabac i d’algunes
exposicions laborals, o tots aquells que poden actuar com a disruptors
endocrins, com les dioxines, els bifenils policlorats o els hexaclorobifenils. Per
tant les diferents variants de I'enzim poden fer més susceptibles als pacients
d’ADP exposats a carcindbgens ambientals, com els que hem comentat
anteriorment, a tenir tumors amb mutacions en I'oncogén K-ras.

Les nostres son les primeres analisis de la relacié entre els polimorfismes en el
gen CYP1BL1 i la prevalenca de mutacions en I'oncogéen K-ras, de manera que
calen nous estudis per aclarir quin és el paper de les variants del gen CYP1B1
en la carcinogénesi pancreatica i la seva relaci6 amb les vies d’activacio de
'oncogén K-ras.

No hem identificat estudis que ens permetin ser més concrets en el
plantejament de la hipotesi operativa 2, tant pel que fa referéncia als diferents
genotips de CYP1B1, com en relacid als carcindbgens ambientals que sén
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metabolitzats per aquests enzims i que per tant poden ser l'origen de les
mutacions en l'oncogén K-ras. D’altra banda, amb els coneixements existents
sabem que és improbable que CYP1B1l sigui I'inic gen que actua en
biotransformacid, metabolitzacié i eliminaci6 de carcindbgens ambientals
implicats en I'aparicié i persisténcia de mutacions en I'oncogén K-ras; el més
probable és que actui en col-laboraci6 amb altres gens implicats en aquests
processos com els que comentavem en l'apartat 1.1 de la introduccié general,
les GST, les NAT, o altres gens de la familia dels CYP, entre d’altres.

Com ja hem comentat, les mutacions en I'oncogén K-ras sén presents en més
d’'un 80% dels casos amb ADP; a més, s’observen en lesions precursores, tot i
que amb prevalences inferiors. La frequéncia d’aquestes alteracions genétiques
va augmentant a mesura que augmenta el grau de displasia de les lesions que
originaran I'adenocarcinoma (Figura 2). De la mateixa manera, mutacions en
I'oncogen K-ras son presents en els teixits de pacients amb pancreatitis o DM-2,
totes dues malalties es consideren possibles factors de risc per a I'ADP
[49,59,60,190,191].

Aquests coneixements ens fan hipotetitzar que els antecedents patologics de
pancreatitis, DM-2, o altres patologies pancreatiques, que hagin patit els
mateixos pacients d’ADP abans del diagnostic del cancer, poden haver generat
en aquest organ determinades alteracions fisiologiques, cel-lulars i moleculars
que afavoreixin la prevalenga de mutacions en 'oncogén K-ras.

Els nostres resultats mostren com els antecedents de pancreatitis i d’Ulcera
péptica son més frequents en els casos d’ADP sense mutacions en I'oncogén
K-ras que en els casos d’ADP amb mutacions en aquest oncogén, mentre que
no s’observen diferéncies en la prevalenca de mutacions pel que fa als
antecedents de DM-2 i, per tant, no es confirma la hipotesi operativa 3 per cap
dels antecedents patoldgics inclosos en I'estudi. Aixi doncs, els nostres resultats
donen suport a la hipotesi alternativa que hi ha diferents grups d’alteracions
genétiques implicades en el procés carcinogénic en funcid dels antecedents
patologics dels pacients d’ADP; i que els antecedents de pancreatitis, de DM-2, i
d’ulcera péptica poden estar associats amb vies d’activacioé de la carcinogénesi
pancreatica independents de les mutacions activadores en I'oncogén K-ras.

No hem observat relacidé entre els antecedents patoldgics de pancreatitis i la
prevalenca de mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP; en tot cas,
els antecedents de pancreatitis s6n més freqlents en els casos d’ADP sense
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mutacions en el gen K-ras que en els casos amb aquestes mutacions. Hi ha
estudis experimentals que mostren que lactivaci6 de l'oncogén K-ras en
pacients amb pancreatitis sembla essencial per a la induccié de 'ADP [192];
perd alhora, altres autors suggereixen que, a més d’aquestes mutacions, cal
'acumulacié d’altres esdeveniments genétics i epigenétics relacionats, tant amb
el dany al teixit, com amb la resposta inflamatoria. Hi ha evidéncia biologica que
relaciona la inflamacié i el cancer, incloent el cancer de pancrees, tot i que no es
coneixen els mecanismes exactes d’aquesta associacié [73-75]. D’aquesta
manera, la inflamacié cronica del pancrees que té lloc en els pacients amb
pancreatitis, podria causar un dany gradual al teixit pancreatic, creant un
microambient que afavoreixi el procés de transformacio de les cél-lules accinars
del pancrees. Aquest procés tindria lloc a través de l'activacid de vies
moleculars alternatives a les mutacions activadores en l'oncogén K-ras,
relacionades per exemple amb mediadors de la resposta inflamatoria (com el
TNF, NFxB2 o la ciclo-oxigenasa-2 PTGS2) que poden facilitar el dany al
material genétic, el creixement de les cél-lules tumorals i la metastasi [73,193-
197].

Tampoc hem trobat relacié entre els antecedents patoldgics de DM-2 i la
prevalenca de mutacions en 'oncogén K-ras al teixit pancreatic de pacients amb
ADP; han d'existir vies alternatives a l'activacié d’aquest oncogén. Aquests
mecanismes bioldgics alternatius podrien estar relacionats amb I’'homologia que
presenten la insulina i els seus precursors amb determinats factors de
creixement, de manera que poden tenir afinitat per unir-se als receptors de
factors de creixement tumorals especifics (com el TGF o el TNF, per exemple) i
induir la proliferacié cel-lular [198,199]. Existeix, doncs, una base biologica que
relaciona la diabetis, la hiperinsulinémia i la carcinogénesi pancreatica,
independentment de I'activacié de l'oncogén K-ras. Alhora, els mecanismes
relacionats amb la resposta inflamatoria que comentavem anteriorment podrien
estar jugant també un paper important en el desenvolupament de la
carcinogénesi pancreatica en pacients amb antecedents de DM-2 [200].

Els antecedents d’Ulcera péptica, especialment la tractada amb cirurgia, no es
relacionen amb la prevalenga de mutacions en 'oncogén K-ras en pacients amb
ADP; en tot cas, son més freqlents en els casos d’ADP sense mutacions en
'oncogén K-ras que en els casos amb aquestes mutacions. La literatura és
escassa pel que fa a la relacié entre els antecedents d’Ulcera péptica i el risc
d’ADP, pero ambdues patologies comparteixen les infeccions per Helicobacter
pylori com a possible agent etiologic [201-203]. Aquestes infeccions poden
cronificar-se i provocar d’aquesta manera la inflamacié continua del pancrees,
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que pot ser el mecanisme que afavoreixi la progressié tumoral de les cél-lules
pancreatiques, independentment de I'activacio de 'oncogén K-ras.

Finalment, plantejavem quin és el paper del consum d’alcohol en I'aparicié i
persisténcia de les mutacions en I'oncogén K-ras. Tot i ser un factor de risc
controvertit per a 'ADP, esta clar que juga un paper important en la induccié de
la pancreatitis cronica, un dels factors de risc establerts per aquesta neoplasia.

D’altra banda, I'etanol és un carcinogen reconegut, de manera que la hipotesi
inicial rau en el fet que I'etanol, o els seus metabdlits, poden ser un dels agents
causals de les mutacions activadores en I'oncogén K-ras en els pacients amb
ADP.

Els nostres resultats confirmen la hipotesi operativa 4: tant la quantitat i la
durada, com la intensitat del consum d’alcohol, és lleugerament superior en
aquells pacients d’ADP que presenten mutacions en I'oncogéen K-ras que en els
pacients sense mutacions en aquest oncogén. Aquesta associacié s’observa
especialment en els consumidors de vi, que a més, son els pacients d’ADP amb
els consums d’alcohol al llarg de la vida més elevats.

A més, consums moderats i intensos d’alcohol en periodes llunyans al
diagnostic de la malaltia, aixi com el consum d’alcohol entre els 40 i els 60 anys
d’edat del pacient, s’associen positivament amb la prevalenga d’aquestes
mutacions. El fet que les mutacions en I'oncogén K-ras es donin en un estadi
molt inicial del procés de carcinogénesi pancreatica concorda amb aquests
patrons temporals d’augment de risc d’ADP amb mutacions relacionat amb el
consum d’alcohol en un periode concret, més aviat distant del moment del
diagnostic de la malaltia; és el contrari del que observavem amb el consum de
tabac, els efectes del qual tenen lloc en estadis més tardans del
desenvolupament de I'ADP i per aix0 es pot relacionar amb diferents patrons
d’alteracions genétiques.

Hi ha suficient evidéncia biologica dels efectes carcinogénics de l'etanol en
experiments en animals, i a més, esta considerat com a carcinogen per als
humans (classificat per I’Agéncia Internacional per a la Recerca en Cancer —
IARC dins el Grup 1 dels agents carcinogénics) [54-56,168]. A més, I'etanol
deshidrogenasa metabolitza I'etanol a acetaldehid, un metabolit que esta
reconegut com a carcinogen i mutagen (classificat per la IARC dins el Grup 2B
dels agents carcinogénics) [54-57,204] i del que cada cop més es coneixen els
efectes nocius per la cél-lula. L’acetaldehid interfereix en la sintesi i la reparacié
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del DNA, causa anomalies citogenétiques a les cél-lules eucariotes i mutacions
puntuals a determinats gens, i indueix aberracions cromosdmiques; pero, a
més, és capa¢ d’unir-se directament al DNA i formar adductes estables
(observats al DNA de consumidors habituals d’alcohol) que poden conduir a
errors en la replicacié i, per tant, a mutacions, tant en oncogens com en gens
supressors de tumors [57,58,205-211]. S’han detectat concentracions
d’acetaldehid a la saliva i al llarg de tot l'intesti i, fins i tot, es coneix que causa
danys al teixit pancreatic, de manera que hi ha suficients raons per considerar-lo
un carcinogen potencial per tot el tracte digestiu [57,204,209,212,213].

Tot aquest coneixement doéna suficient plausibilitat biologica als resultats
observats i, per tant, déna suport a la hipotesi operativa que ens plantejavem i
és que el consum d’alcohol pot ser un dels factors etiologics de 'ADP a través
de mutacions activadores a I'oncogén K-ras; és a dir, que tant I'etanol, com
d’altres carcinogens derivats del consum d’alcohol, poden ser els responsables
de les mutacions activadores en l'oncogen K-ras, i intervenir aixi en els procés
de carcinogénesi pancreatica.

Per aclarir i entendre els mecanismes bioldgics que expliquin els resultats que
hem observat es requereixen, sens dubte, nous estudis moleculars, genétics,
experimentals, clinics i epidemiologics. Alhora, és fonamental que altres estudis
repliquin o refutin les nostres troballes.

Hem de seguir treballant, doncs, per poder aportar coneixement sobre quins sén
els factors, o les exposicions, que poden influir en I'aparicié i la persisténcia de
les mutacions en I'oncogén K-ras. El que és evident, després de tot, és que no
es tracta d’'un procés senzill, d'un procés lineal amb una causa i una
consequeéencia, sin6 que estem davant d'un procés dacumulacié, tant
d’exposicions com d’alteracions (genétiques o epigenétiques, heretades o
adquirides, etc.) on intervenen multiples factors i alhora amb un ampli ventall de
consequeéncies [24]. Si busquem una explicacié senzilla al problema no la
trobarem, per aixo cal ampliar I'horitzé i ser capagos d’integrar el coneixement
provinent de diferents disciplines; només amb aquest enfocament
multidisciplinar podrem fer front al desconeixement que hi ha en relacié a
I'etiologia d’aquesta malaltia.
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5.2. Fortaleses i limitacions de I'estudi

Els resultats que presentem en aquesta tesi deriven del que, fins avui i després
de més de vint anys de recerca, és l'estudi amb un nombre més gran de
pacients inclosos sobre la relacié entre factors clinics i ambientals i la
prevalenca de les mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP. A més,
és un dels dos unics estudis a nivell mundial que recull la informacié mitjangant
entrevistes personals als pacients; la taxa de resposta per part del propi pacient
va ser molt alta (més del 80%) i les entrevistes es van produir en un moment
molt proper al diagnostic de la malaltia. La informacié sociodemografica i
epidemiolodgica es va obtenir mitjangant aquestes entrevistes als propis pacients
i, a més, per comprovar la fiabilitat de les respostes, es va entrevistar a un grup
de familiars propers dels pacients; I'acord entre les respostes dels pacients i
dels familiars va ser alt [141]. La informacié clinica es recollia a partir d’'un
imprés de dades cliniques que omplien els metges de referéncia de I'estudi i es
completava, a més, a través de la de les histories cliniques dels pacients; la
informacioé era revisada per oncolegs amb experiéncia, la qual cosa déna suport
a la validesa de les dades. Es disposa, a més, d’'un banc de mostres biologiques
molt ampli que multiplica les possibilitats d’analisi de I'estudi. En altres treballs
derivats de I'estudi s’han comentat amb detall les fortaleses i les limitacions del
mateix; cal dir perd, que el conjunt de caracteristiques de I'estudi (els criteris
d’inclusié dels pacients, la recol-leccié6 de mostres biologiques, el percentatge
d’entrevistes contestades pels propis pacients, entre d’altres) donen suport a la
seva validesa [114,120-123,137-141,214].

Tot i aixd, som conscients que algunes de les nostres estimacions son
estadisticament imprecises, principalment a causa de qué la mida de la mostra
és molt limitada, perd aquest fet deriva de les caracteristiques cliniques i
biologiques de la propia malaltia; ’ADP és una malaltia molt agressiva, tot i que
la incidencia del cancer de pancrees és baixa, alhora presenta una elevada
mortalitat, i aquest fet dificulta d'una manera important la inclusié de casos en
els estudis relacionats amb aquesta patologia.

Hem considerat també la possibilitat de biaixos de seleccid; per aixd hem
comparat, en tot moment, les caracteristiques entre els pacients inclosos i
exclosos en cadascuna de les analisis; i hem comprovat que no existeixen
diferéncies significatives entre ambdds grups (veure Annex 3). L’Unica excepcid
rellevant és que els pacients amb mutacions en I'oncogen K-ras determinades
sén una mica més joves; aix0 es deu al fet que els pacients més joves eren
sotmesos amb més freqliencia a proves invasives i és en aquests casos on es
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va poder obtenir mostra histologica i/o citologica del tumor amb més facilitat.
Les mostres biologiques que I'estudi requeria es recollien en funcié de les
proves diagnostiques a les que el pacient era sotmeés; per la determinacio de
mutacions en I'oncogén K-ras es requeria una mostra histologica o citoldgica
que es recollia d’aquells casos als quals es realitzava una laparoscopia o0 una
laparotomia o bé d’aquells casos als quals se€’ls realitzava una puncio-aspiracié
amb agulla fina, respectivament. Els casos sotmesos a proves invasives per
establir el diagnostic o I'estat de la malaltia eren més joves, és per aixd que
observem aquestes diferéncies entre els casos amb les mutacions en 'oncogén
K-ras determinades i els casos amb aquestes mutacions no determinades. De
tota manera, la proporcié de casos amb mostra cito-histologica és molt elevada
comparada amb altres estudis, es va recuperar mostra del tumor de més del
60% dels casos d’ADP, una proporcié prou elevada tenint en compte les
caracteristiques cliniques i biologiques d’aquesta malaltia.

Cadascuna de les associacions que hem analitzat esta recolzada per suficient
coneixement: tots els factors que hem estudiat (clinics, ambientals o genetics)
sén candidats a influir el risc d’ADP i alhora estan potencialment implicats en
l'activacié6 per mutacions de l'oncogén K-ras, tot i que no estan clars el
mecanismes pel qual tenen lloc aquestes influéncies.

L’aveng en la recerca de l'etiologia d’aquest tumor, aixi com la confirmacié (o
refutacio) de les nostres troballes, passa forgosament per la realitzacié d’estudis
més grans: cal augmentar el nombre de casos inclosos per incrementar el poder
estadistic de les estimacions. De la mateixa manera seria molt Gtil poder
incorporar un grup control que permeti establir la direccié de les associacions.

Les analisis realitzades es basen en el disseny cas-cas, que és una eina valida i
molt eficient per explorar i avaluar interaccions gen-ambient [151,153-155], pero
moltes vegades es requereixen estudis cas-cas-control per confirmar les
troballes dels estudis cas-cas, i el grup control és necessari per establir la
direccid de les associacions i contextualitzar les hipdtesis de partida [215,216].
Una de les principals avantatges del disseny cas-cas, que requereix només
individus malalts, és que permet l'estimacié de multiples interaccions entre
factors que se sap que soén independents entre ells en la poblacié d’estudi. Una
interaccié gen-ambient es pot estimar d’'una manera valida i més precisa en els
estudis cas-cas que en els estudis de cohorts 0 en els estudis cas-control; amb
el mateix nombre de casos, els estudis cas-cas poden ser més eficients i
potents que la resta de dissenys [154]. El disseny cas-cas, a més, és una
aproximacio util per estudiar alteracions genétiques molt prevalents, com és el
cas de les mutacions activadores en I'oncogén K-ras i, alhora, en malalties poc
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frequents, com és el cas del cancer de pancrees. Les avantatges del disseny
cas-cas sO6n majors quan es disposa de més informacid empirica sobre
I'associacié gen-ambient objecte d’estudi, i quan la seleccié d’'un grup control
adequat és molt dificil o impossible. Una de les limitacions del disseny cas-cas
és que, quan no es compleixen els requisits d’independéncia entre I'exposicio
ambiental i I'alteracié genética, la probabilitat de cometre errors tipus |, és a dir,
de detectar falsos positius, €s més alta. Per aix0, aquest disseny és molt util per
fer estudis preliminars, per explorar quines interaccions gen-ambient poden ser
importants i, per tant, sén susceptibles de ser confirmades per posteriors estudis
cas-control o de cohorts. No obstant, el disseny cas-cas sol tenir poc poder per
detectar interaccions gen-ambient quan 'associacié entre el factor ambiental i
I'alteracié genética va en sentit contrari [155]. Aixi doncs, el disseny cas-cas és
molt util per detectar interaccions gen-ambient quan hi ha suficient coneixement
empiric que demostra la independéncia entre I'exposicié ambiental i el marcador
genétic d’interés, pero les estimacions, les proves i els intervals de confianga
s’han d’interpretar amb cura si no es disposa d’aquest coneixement [215].

Tot i les limitacions i les mancances de I'estudi que hem comentat anteriorment,
es tracta, com déiem, de l'estudi més complet sobre la relacié entre factors
clinics i ambientals i la prevalengca de les mutacions en I'oncogén K-ras en
pacients amb cancer de pancrees. Calen nous estudis, amb més pacients i que,
com aquest, integrin el coneixement provinent de diferents disciplines per poder
aportar coneixement sobre I'etiologia d’aquesta malaltia.
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6. CONCLUSIONS

En aquesta tesi hem analitzat la relacié, tant positiva com negativa, entre
determinats factors clinics, ambientals i genétics, i la prevalenga de mutacions
al diagnostic en el codd 12 de I'oncogén K-ras en pacients amb ADP. Els
resultats suggereixen [I'existéncia d’algunes relacions sobre les quals la
literatura prévia era molt limitada; alhora, els nostres resultats confirmen la falta
d’associacié en altres casos en els quals els estudis anteriors presentaven
resultats inconsistents.

Les conclusions s’exposen en resposta a cadascun dels objectius especifics
que ens plantejavem a l'inici de la tesi.

- Relacié entre el consum de tabac al llarg de la vida i la prevalenca de
mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

El consum de tabac no es relaciona amb la prevalenga de mutacions en
'oncogén K-ras en els pacients amb ADP: els fumadors no tenen més risc de
presentar un tumor amb mutacions que els no fumadors; ni la quantitat de tabac
fumat, ni el temps de consum de tabac sén superiors en els casos d’ADP amb
mutacions en I'oncogén K-ras. Tot i que tant el tabac com les mutacions en
'oncogén K-ras tenen rols importants en I'etiopatogénia de I'ADP, els nostres
resultats indiquen que els dos processos actuen independentment.

- Distribuci6 i frequiéncia dels polimorfismes en els loci m1 i m2 del gen CYP1B1
en pacients amb ADP.

La prevalenca de l'al-lel valina en els pacients amb ADP és 0,45, similar a la
descrita préviament en altres poblacions caucasiques, mentre que la de I'al-lel
asparagina és 0,68, una mica inferior a 'observada en altres estudis.

- Relacio entre els polimorfismes en els loci m1 i m2 del gen CYP1B1 i la
prevalenca de les mutacions en I'oncogéen K-ras en pacients amb ADP.

Només els polimorfismes en el locus m1 del gen CYP1B1 estan relacionats amb
'activaci6 de l'oncogén K-ras en I'ADP: en els pacients amb el genotip
homozigot per I'al-lel valina s’observa una probabilitat més alta de tenir un ADP
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amb mutacions en 'oncogén K-ras que en els pacients amb altres genotips. Els
nostres resultats suggereixen que aquest genotip de CYP1B1 estaria relacionat
amb una activitat detoxificadora més pobra de I'enzim i, en consequéncia, amb
un procés deficient de biotransformacié, metabolitzacié i eliminacié de
carcinogens de l'organisme, els quals podrien influir en l'origen o en la
persisténcia de mutacions en I'oncogén K-ras en els pacients amb ADP.

- Relaci6 entre els antecedents patologics i la prevalenca al diagnostic de les
mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

Els antecedents patoldgics de pancreatitis i d’ulcera péptica es relacionen, de
manera inversa, amb la prevalenga de mutacions en l'oncogén K-ras en els
pacients amb ADP: els antecedents de pancreatitis, aixi com d’Ulcera péptica
tractada amb cirurgia, son més freqients en els casos d’ADP sense mutacions
en l'oncogén K-ras que en els casos amb aquestes mutacions. D’altra banda,
els antecedents patologics de DM-2 no es relacionen amb la prevalenca de
mutacions en l'oncogén K-ras en els pacients amb ADP: la frequéncia dels
antecedents de DM-2 és similar en els pacients dADP amb i sense les
mutacions en el gen K-ras. Els nostres resultats mostren que, tot i que els
antecedents de pancreatitis i DM-2 es consideren factors de risc consistents per
a 'ADP, aquests antecedents patolodgics podrien intervenir en la carcinogénesi
pancreatica a través de vies alternatives a I'activacio de I'oncogén K-ras.

- Relaci6é entre el consum d’alcohol al llarg de la vida i la prevalenca de
mutacions en I'oncogén K-ras en pacients amb ADP.

El consum d’alcohol es relaciona amb la prevalenga de mutacions en I'oncogen
K-ras en els pacients amb ADP: els bevedors moderats i intensos tenen més
probabilitat de presentar un tumor amb mutacions que els no bevedors i els
bevedors ocasionals; aquesta associacié augmenta amb la quantitat i la durada
del consum de begudes alcoholiques. Tot i que el consum d’alcohol és un factor
de risc inconsistent per a I'ADP, els nostres resultats suggereixen que el
potencial efecte carcinogénic i mutagenic de I'etanol i I'acetaldehid podria jugar
un paper important en I'adquisicid6 de mutacions en I'oncogén K-ras en I'epitel
pancreatic.
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ANNEX 1

Llistat de publicacions derivades dels estudis PANKRAS 1i Il
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ordenades cronologicament, en les quals s’han descrit amb detall els objectius i la finalitat de I'estudi,
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consultar a: http://www.imim.es/programesrecerca/epidemiologia/grecm.html. Al final d’aquest annex
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ANNEX 2

Grups diagnostics dels pacients de I'estudi PANKRAS II

En aquest annex es presenten els grans grups diagnostics dels pacients de I'estudi PANKRAS I, aixi com

el nombre de casos inclosos en cadascun d’ells (veure també 'apartat 3.2 de Metodologia general).

PATOLOGIES INCLOSES A L’ESTUDI PANKRAS I N |Total |Codis CIM.9

Cancer de pancrees exocri 185
Cancer de cap de pancrees 114 157.0
Cancer de cos de pancrees 19 157.1
Cancer de cua de pancrees 11 157.2
Cancer d'altres llocs especificats del pancrees 22 157.8
Cancer de pancrees, part inespecificada 19 157.9

Cancer del sistema biliar extrahepatic 128
Cancer de vesicula biliar 34 156.0
Cancer de vies biliars 41 156.1
Cancer d’Ampul-la de Vater 37 156.2
Cancer daltres llocs especificats de les vies biliars 2 156.8
Cancer del sistema biliar, part inespecificada 14 156.9

Patologia pancreatica benigna 169
Pancreatitis cronica 119 577.1
Pancreatitis aguda 40 577.0
Neoplasies benignes del pancrees, excepte illots de Langerhans 7 211.6
Neoplasies benignes dels illots de Langerhans 3 211.7

Altres patologies benignes 73
Neoplasies benignes del sistema biliar 2 2115
Patologia benigna del fetge 6 571.* |572.* |573*
Colelitiasis i/o colecistitis i/o altra patologia biliar 54 574.* |575.* |576.*
Dolor abdominal 4 789.0
Peritonitis 1 567.2
Sindrome depressiu 2 311.*
Diabetis mellitus 1 250.0
Exostosis 1 726.0
Osteoporosis 1 733.0
Fractura de femur 1 820.0

Altres patologies malignes 47
Cancer de pancrees endocri 3 157.4
Neoplasia periampul-lar 7 156.3
Neoplasia d’esofag 1 150.*
Neoplasia d’estomac 6 151.*
Neoplasia de l'intesti prim 1 152.*
Neoplasia de célon 4 153.*
Neoplasia de recte 1 154 .*
Neoplasia de fetge i conductes biliars intrahepatics 3 155.*
Neoplasia d'origen digestiu i/o abdominal sense determinar 4 159.* |199.*
Neoplasia de pulmé 2 162.*
Limfomes 8 200.*
Neoplasies malignes secundaries (metastasi) 7 196.* |197.* |198.*

TOTAL DE CASOS 602

Controls hospitalaris (Hospital del Mar) 29

Voluntaris sans 27

TOTAL PERSONES 658

CIM = Classificacio internacional de malalties.
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Number of subjects included in the PANKRAS Il Study by diagnostic group

DIAGNOSTIC GROUPS INCLUDED IN THE PANKRAS 1 STUDY | N |Total |ICD9 codes
Malignant neoplasms of the exocrine pancreas 185
Malignant neoplasm of head of pancreas 114 157.0
Malignant neoplasm of body of pancreas 19 157.1
Malignant neoplasm of tail of pancreas 11 157.2
Malignant neoplasm of specified site(s) of pancreas 22 157.8
Malignant neoplasm of pancreas (part unspecified) 19 157.9
Malignant neoplasms of the gallbladder 128
and the extrahepatic bile ducts
Malignant neoplasm of gallbladder 34 156.0
Malignant neoplasm of extrahepatic bile ducts 41 156.1
Malignant neoplasm of Ampulla of Vater 37 156.2
Malignant neoplasm of specified site(s) of gallbladder and 2 156.8
extrahepatic bile ducts
Malignant neoplasm of biliary tract (part unspecified) 14 156.9
Benign diseases of the pancreas 169
Chronic pancreatitis 119 577.1
Acute pancreatitis 40 577.0
Benign neoplasm of pancreas, except islets of Langerhans 7 211.6
Benign neoplasm of islets of Langerhans 3 211.7
Other benign pathologies 73
Benign neoplasm of biliary tract 2 2115
Benign pathology of liver 6 571.* |572.* |573*
Cholelitiasis and/or cholecystitis and/or other disorders of biliary 54 574.* |575.* |576.*
tract
Abdominal pain 4 789.0
Peritonitis 1 567.2
Depressive disorder 2 311.*
Diabetes mellitus 1 250.0
Adhesive capsulitis of shoulder 1 726.0
Osteoporosis 1 733.0
Closed transcervical fracture (neck of femur) 1 820.0
Other malignant pathologies 47
Malignant neoplasm of islets of pancreas 3 157.4
Malignant neoplasm of periampular zone 7 156.3
Malignant neoplasm of oesophagus 1 150.*
Malignant neoplasm of stomach 6 151.*
Malignant neoplasm of small intestine 1 152.*
Malignant neoplasm of colon 4 153.*
Malignant neoplasm of rectum 1 154.*
Malignant neoplasm of liver and intrahepatic bile ducts 3 155.*
Malignant neoplasm of other and ill-defined sites within the 4 159.* |199.*
digestive organs and peritoneum (unspecified site)
Malignant neoplasm of lung 2 162.*
Malignant tumor of lymphatic tissue 8 200.*
Secondary malignant neoplasm 7 196.* |197.* |198.*
TOTAL NUMER OF CASES 602
Hospital controls (Hospital del Mar) 29
Healthy volunteers 27
TOTAL NUMER OF SUBJECTS 658

ICD = International statistical classification of diseases and related health problems.
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ANNEX 3

Comparacio dels pacients inclosos i exclosos en les diferents analisis

Atesa la importancia dels biaixos de seleccioé que sovint afecten els estudis (epidemiologics, clinics i
de vegades també els experimentals) que treballen amb mostres biologiques [121,214] en molts dels
nostres articles hem comentat les diferéncies entre els grups de pacients analitzats i no analitzats,
inclosos i exclosos; tanmateix, les limitacions d’espai habituals en les revistes no han permés publicar
les taules de comparacio entre els diferents grups de pacients. Per aquest motiu en aquest annex es
presenten les taules de comparacié detallades entre els casos inclosos i exclosos en cadascuna de

les diferents analisis.

A continuacid hem inclos les taules segients (veure també les pagines 27-28 de l'apartat 3.2 de

Metodologia general de la tesi):

1. Comparacio de les caracteristiques dels pacients amb i sense entrevista (és a dir, amb i sense
informacid sobre el consum de tabac i alcohol): 161 (87%) versus 24.

2. Comparaci6é de les caracteristiques dels pacients amb i sense les mutacions en I'oncogén K-ras
determinades (és a dir, amb i sense mostra cito-histologica i resultats moleculars): 121 (65,4%)
versus 64.

3. Comparacié de les caracteristiques dels pacients amb i sense extraccié de sang (és a dir, amb i
sense leucocits per analitzar els polimorfismes en el gen CYP1B1): 167 (90,3%) versus 18.

4. Comparacio de les caracteristiques dels pacients inclosos i exclosos en les analisis de I'associacio
entre el consum de tabac i alcohol i les mutacions en I'oncogén K-ras: 107 (57,8%) versus 78.

5. Comparaci6 de les caracteristiques dels pacients inclosos i exclosos en les analisis de I'associacio
entre els antecedents patoldgics i les mutacions en I'oncogén K-ras: 120 (64,9%) versus 65.

6. Comparacio de les caracteristiques dels pacients inclosos i exclosos en les analisis de I'associacié
entre els polimorfismes en el gen CYP1B1 i les mutacions en I'oncogén K-ras: 87 (47%) versus 98.

7. Comparacio de les caracteristiques dels pacients amb i sense mutacions en I'oncogen K-ras: 94

versus 27.
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Taula 1. Comparacié de les caracteristiques dels casos d’ADP amb i sense entrevista completa (161
versus 24), és a dir, amb i sense informacid sobre els habits de consum de tabac i alcohol

[Characteristics of pancreatic cancer cases with and without complete interview].

Personal and lifestyle characteristics

Complete interview

Yes No P-value
(N=161) (N=24)
N % % N
Age (years) 161 66.6+124  68.4+13.9 24 | 0.503"
median 67.0 71.8 0.4787
Sex (% males) 161 59.0 62.5 24 | 0.826°
Social class 160 4 0.7383
I+l 11.3 0.0
1" 25.6 50.0
V+V 63.1 50.0
Education (%) 161 3 0.1443
llliterate 11.8 33.3
Can only read and write 26.1 66.7
Up to 10 years of schooling 52.8 0.0
>10 years of schooling 9.3 0.0
Years of schooling 159 49+44 0.7x1.2 3 0.102°
median 4.0 0.0 0.066°
% zero 24.5 66.7
Occupation (%) (a) 161 4 0.4223
Managers, professionals 17.4 0.0
Service workers 13.0 0.0
Skilled agricultural & fishery workers 27.3 50.0
Craft & related trades workers 27.3 0.0
Plant & machine operators 31.1 0.0
Elementary occupations 441 75.0
Smoking
Ever-smokers (%) 161 56.5 25.0 4 0.3233
Pack-years 23.3+£30.3 27.0+£54.0 0.813*"
median 11.0 0.0 0.510°
% zero 43.5 75.0
Coffee drinking
Regular coffee drinkers (%) 161 85.1 100.0 3 1.000°
No. Cups per week 159 125+ 11.7 18.7+146 3 0.364"
median 8.0 14.0 0.3727
% zero 17.0 0.0

Plus-minus values are means+SD.
'Student’s t-test.

®Wilcoxon 2-sample rank sum test.
®Fisher's exact test (two-tail).

(a) Groups from the International Standard Classification of Occupations (ISCO88). Managers and Professionals include

also technicians and clerks (first-digit major groups 1 to 4 of ISCO88). Service workers include also shop and market

sales workers (group 5), and the other four categories correspond to first-digit major groups 6, 7 8 and 9, respectively, of
ISCO88. One subject may have had more than one occupation.
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Continua/Continued

Personal and lifestyle characteristics

Complete interview

Yes No P-value'
(N=161) (N=24)
N % % N
Milk (4cat.) 161 3 1.000
Rarely or never 9.3 0.0
Several times/month 3.1 0.0
Several times/week 6.2 0.0
Daily 81.4 100.0
Milk (3cat.) 161 3 1.000
Low 12.4 0.0
Medium 6.2 0.0
High 81.4 100.0
Milk (2cat.) (% daily) 161 81.4 100.0 3 1.000
Alcohol drinking (5cat.) 161 3 0.663
Non-drinker 14.9 0.0
Occasional drinker 11.2 33.3
Low consumption 32.9 33.3
High consumption 19.3 0.0
Heavy drinker 21.7 33.3
Alcohol drinking (3cat.) 161 3 0.360
Non-drinker 14.9 0.0
Occasional drinker 11.2 33.3
Regular drinker 73.9 66.7
Regular alcohol drinkers 161 73.9 66.7 3 1.000
Study interview
Duration (minutes) 161 27.2+8.7 203+x74 4 0.116°
median 25.0 22.0 0.137°
SDI? (days) 161 110.6+£119.1 73.0+80.4 24 0.137°
median 73.0 61.0 0.068°
Less than 30 days 19.9 375 0.079
Between 30 and 90 days 39.1 41.7
More than 90 days 41.0 20.8
SEI° (days) 153 114.1+119.2 79.4+922 14 0.292°
median 73.0 58.5 0.178°
Less than 41 days 32.7 42.9 0.341
Between 41 and 120 days 34.0 14.3
More than 120 days 33.3 14

Plus-minus values are means+SD.
#Symptom to diagnosis interval.
bSymptom to extraction interval.

'Except where otherwise noted, Fisher's exact test.

*Student’s t-test.
*Wilcoxon 2-sample rank sum test.
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Continua/Continued

Symptoms and other
characteristics at presentation

Complete interview

Yes No 1
(N=161) (N=24) P-value
N % % N
Abdominal mass
Epigastric mass 160 9.4 4.3 23 0.698
Right hypocondrium mass 160 14.4 17.4 23 0.753
Left hypocondrium mass 160 3.1 4.3 23 0.559
Courvoisier-Terrier sign 160 11.9 17.4 23 0.499
Hepatomegaly 160 29.4 30.4 23 1.000
Any pain
Abdominal pain 161 79.5 75.0 24 0.598
Right hypocondrium pain 134 57.5 68.8 16 0.434
Left hypocondrium pain 133 46.6 31.3 16 0.295
Epigastrical pain 133 71.4 70.6 17 1.000
Back pain 152 51.3 27.8 18 0.080
Cholestatic symptoms
Jaundice 161 56.5 52.2 23 0.823
Hypocholia 161 55.3 47.8 23 0.512
Choluria 161 59.0 56.5 23 0.825
Pruritus 161 34.2 18.2 22 0.152
None? 161 33.5 41.7 24 0.688
Any one or two signs® 21.1 20.8
All three® 45.3 375
Constitutional syndrome
Asthenia 161 88.2 73.9 23 0.096
Anorexia 161 85.1 69.6 23 0.076
Weight loss 161 88.2 69.6 23 0.025
Cachexia 160 131 8.7 23 0.743
None” 161 3.1 29.2 24 |<0.001
Any one or two signs® 23.0 8.3
All three” 73.9 62.5
Other symptoms
Diarrhea 161 47.8 13.6 22 0.002
Steatorrhea 161 28.0 4.5 22 0.017
Nausea 161 51.6 45.5 22 0.653
Vomiting 161 33.5 31.8 22 1.000
Splenomegaly 160 25 4.3 23 0.493
Ascites 160 4.4 8.7 23 0.315
Clay-coloured stools 160 45.6 NA 0 NA
Trombophlebitis 161 3.1 4.5 22 0.542
Stage at diagnosis (%) 160 23 0.909
I 23.8 30.4
Il 12.5 13.0
1 131 8.7
v 50.6 47.8

Plus-minus values are means%SD.

#Jaundice (symptom), hypocholia and/or choluria.
bAsthenia, anorexia and/or weight loss.

'Fisher's exact test.

No s’observen diferéncies estadisticament significatives entre els 161 casos amb entrevista completa

i els 24 amb entrevista incompleta o no realitzada en les variables estudiades.
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Taula 2. Comparacié de les caracteristiques dels casos d’ADP amb i sense les mutacions en
I'oncogén K-ras determinades (121 versus 64), és a dir, amb i sense mostra cito-histologica i resultats
moleculars de I'andlisi de les mutacions a K-ras. [Characteristics of pancreatic cancer cases with and

without K-ras determined.]

Personal and lifestyle characteristics K-ras determined
Yes No P-value
(N=121) (N=64)
N % % N
Age (years) 121 645+124  71.2+12.0 64 | 0.001'
median 64.7 71.99 0.709°
3
Sex (% males) 121 58.7 60.9 64 | 0.875
Social class 106 58 | 0.553°
[-11 12.3 8.6
1 23.6 31.0
1n-v 64.2 60.3
Education (%) 107 57 | 0.042°
llliterate 10.3 15.8
Can only read and write 22.4 35.1
Up to 10 years of schooling 59.8 36.8
>10 years of schooling 7.5 12.3
Years of schooling 104 53+43 41+46 55 | 0.104°
median 6.0 3.0 0.035°
% zero 22.1 27.3
Occupation (%) (a) 107 58 | 0.749°
Managers, professionals 17.8 155
Service workers 15.9 6.9
Skilled agricultural & fishery workers 28.0 27.6
Craft & related trades workers 26.2 27.6
Plant & machine operators 32.7 25.9
Elementary occupations 43.9 46.6
Smoking
Ever-smokers (%) 107 57.0 53.4 58 | 0.743°
Pack-years 21.6 +30.2 24.0+ 34.6 0.628*
median 0.9 0.0 0.929°
% zero 49.6 51.6
Coffee drinking
Regular coffee drinkers (%) 107 83.2 89.5 57 0.356°
No. Cups per week 105 13.2+12.3 11.4+10.6 57 0.368*
median 14.0 7.0 0.290°
% zero 17.1 15.8

Plus-minus values are means+SD.

'Student’s t-test.

Wilcoxon 2-sample rank sum test.

®Fisher's exact test (two-tail).

(a) Groups from the International Standard Classification of Occupations (ISCO88).Managers and professionals include
also technicians and clerks (first-digit major groups 1 to 4 of ISCO88). Service workers include also shop and market
sales workers (group 5), and the other four categories correspond to first-digit major groups 6, 7 8 and 9, respectively, of
ISCO88. One subject may have had more than one occupation.
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Continua/Continued

Personal and lifestyle characteristics

K-ras determined

Yes No P-value®
(N=121) (N=64)
N % % N
Milk (4cat.) 107 57 0.642
Rarely or never 9.3 8.8
Several times/month 1.9 5.3
Several times/week 5.6 7.0
Daily 83.2 78.9
Milk (3cat.) 107 57 0.764
Low 11.2 14.0
Medium 5.6 7.0
High 83.2 78.9
Milk (2cat.) (% daily) 107 83.2 78.9 57 0.529
Alcohol drinking (5cat.) 107 57 0.220
Non-drinker 11.2 21.1
Occasional drinker 9.3 15.8
Low consumption 33.6 31.6
High consumption 20.6 15.8
Heavy drinker 25.2 15.8
Alcohol drinking (3cat.) 107 57 0.077
Non-drinker 11.2 21.1
Occasional drinker 9.3 15.8
Regular drinker 79.4 63.2
Regular alcohol drinkers 107 79.4 63.2 57 0.027
Study interview
Completed interview (%) 121 87.6 85.9 64 0.211
Duration (minutes) 27.0+8.1 27.0+£9.8 0.979°
median 25.0 25.0 0.884°
SDI? (days) 121 102.9+105.9 111.0+132.1 64 | 0.650°
median 70.0 66.5 0.492°
Less than 30 days 19.0 28.1 0.262
Between 30 and 90 days 43.0 32.8
More than 90 days 38.0 39.1
SEI” (days) 109 105.4+104.3 121.9+139.0 58 | 0.431°
median 73.0 68.5 0.770°
Less than 41 days 28.4 43.1 0.070
Between 41 and 120 days 404 24.1
More than 120 days 31.2 32.8

Plus-minus values are means+SD.
4Symptom to diagnosis interval.
Symptom to extraction interval.

'Except where otherwise noted, Fisher's exact test.

“Student’s t-test.
*Wilcoxon 2-sample rank sum test.
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Continua/Continued

Symptoms and other
characteristics at presentation

K-ras determined

Yes No P-value®
(N=121) (N=64)
N % % N
Abdominal mass
Epigastric mass 120 10.8 4.8 63 0.270
Right hypocondrium mass 120 125 19.0 63 0.274
Left hypocondrium mass 120 5.0 0.0 63 0.095
Courvoisier-Terrier sign 120 125 12.7 63 1.000
Hepatomegaly 120 26.7 34.9 63 0.306
Any pain
Abdominal pain 120 78.3 79.7 64 1.000
Right hypocondrium pain 95 55.8 63.6 55 0.392
Left hypocondrium pain 95 48.4 38.9 54 0.306
Epigastrical pain 95 76.8 61.1 54 0.059
Back pain 110 45.5 55.0 60 0.263
Cholestatic symptoms
Jaundice (symptom) 120 50.0 67.2 64 0.029
Jaundice (sign) 120 49.2 65.1 63 0.044
Hypocholia 120 49.2 64.1 64 0.063
Choluria 120 53.3 68.8 64 0.059
Pruritus 120 28.3 39.7 63 0.136
None? 121 40.5 23.4 64 0.049
Any one or two signs® 20.7 21.9
All three® 38.8 54.7
Constitutional syndrome
Asthenia 120 85.8 85.9 64 1.000
Anorexia 120 80.8 85.9 64 0.422
Weight loss 120 85.0 84.4 64 1.000
Cachexia 120 11.7 14.3 63 0.643
None” 121 6.6 7.8 64 0.187
Any one or two signs® 25.6 14.1
All three” 67.8 78.1
Other symptoms
Diarrhea 120 40.8 49.2 63 0.347
Steatorrhea 120 25.8 23.8 63 0.858
Nausea 120 48.3 55.6 63 0.437
Vomiting 120 32.5 34.9 63 0.744
Splenomegaly 120 4.2 0.0 63 0.166
Ascites 120 5.8 3.2 63 0.721
Clay-coloured stools 105 52.4 58.2 55 0.508
Trombophlebitis 120 1.7 6.3 63 0.184
Stage at diagnosis (%) 121 62 0.022
I 20.7 32.3
Il 17.4 3.2
Il 124 12.9
v 49.6 51.6

Plus-minus values are means+SD.

@Jaundice (symptom), hypocholia and/or choluria.

PAsthenia, anorexia and/or weight loss.
'Fisher's exact test.
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Quasi no s’observen diferéncies estadisticament significatives entre els 121 pacients d’ADP que
tenen K-ras determinat i els 64 que no. L'excepcié és I'edat: els casos d’ADP sense K-ras determinat
s6bn més grans. Aquesta diferéncia és deguda a la relacid de I'edat del pacient amb l'estat de la
malaltia en el qual es trobava. Generalment, als pacient de més edat, amb estadis més avancats de la
malaltia i amb pitjor pronostic, era menys probable que se’ls realitzessin proves invasives; per aixo
sovint no disposem de mostra citologica i histologica per a la determinacié de mutacions a K-ras.
També s’observen algunes diferéncies, menys importants, en I'educacié i els anys d’escolaritzacio, en
el consum regular d'alcohol, en la sindrome colestatica i, finalment, en I'estadi tumoral: els casos
d’ADP amb K-ras determinat tenen més anys d'escolaritzacid, sbn més consumidors regulars
d’'alcohol i son diagnosticats més freqientment en estadis tumorals intermedis (especialment en
estadi Il).
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Taula 3. Comparacié de les caracteristiques dels casos d’ADP amb i sense extraccidé de sang (167
versus 18), és a dir, amb i sense leucocits per analitzar els polimorfismes en el gen CYP1B1.
[Characteristics of pancreatic cancer cases with and without blood extraction.]

Personal and lifestyle characteristics

Blood extraction

Yes No P-value
(N=167) (N=18)
N % % N
Age (years) 167 66.6+125 684+139 18 | 0564"
median 66.7 68.3 0.668°
Sex (% males) 167 59.9 55.6 18 0.802°
Social class 155 9 0.330°
I-11 11.0 11.1
1" 25.2 44.4
V-V 63.9 44.4
Education (%) 155 9 0.819°
llliterate 12.9 0.0
Can only read and write 26.5 33.3
Up to 10 years of schooling 51.6 55.6
>10 years of schooling 9.0 111
Years of schooling 153 4.8+4.4 56+45 9 0.611"
median 4.0 6.0 0.542°
% zero 255 22.2
Occupation (%) (a) 135 0 NA®
Managers, professionals 17.8 -
Service workers 14.8 -
Skilled agricultural & fishery workers 26.7 -
Craft & related trades workers 28.1 -
Plant & machine operators 30.4 -
Elementary occupations 45.9 -
Smoking
Ever-smokers (%) 156 55.8 55.6 9 1.000°
Pack-years 25.2 £33.0 24,9 £ 25.3 0.984"
median 10.6 27.0 0.781°
% zero 44.2 44 .4
Coffee drinking
Regular coffee drinkers (%) 155 84.5 100.0 9 0.359°
No. Cups per week 153 12.6+12.0 126+57 9 0.997*1
median 7.0 14.0 0.488°
% zero 17.6 0.0

Plus-minus values are means=SD.
Student’s t-test.

*Wilcoxon 2-sample rank sum test.
®Fisher's exact test (two-tail).

(a) Groups from the International Standard Classification of Occupations (ISCO88).Managers and Professionals include
also technicians and clerks (first-digit major groups 1 to 4 of ISCO88). Service workers include also shop and market

sales workers (group 5), and the other four categories correspond to first-digit major groups 6, 7 8 and 9, respectively, of
ISCO88. One subject may have had more than one occupation.
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Continua/Continued

Personal and lifestyle characteristics

Blood extraction

Yes No P-value'
(N=167) (N=18)
N % % N
Milk (4cat.) 155 9 0.393
Rarely or never 9.7 0.0
Several times/month 2.6 111
Several times/week 6.5 0.0
Daily 81.3 88.9
Milk (3cat.) 155 9 1.000
Low 12.3 11.1
Medium 6.5 0.0
High 81.3 88.9
Milk (2cat.) (% daily) 155 81.3 88.9 9 1.000
Alcohol drinking (5cat.) 155 9 0.861
Non-drinker 14.8 111
Occasional drinker 12.3 0.0
Low consumption 32.9 33.3
High consumption 18.7 22.2
Heavy drinker 21.3 33.3
Alcohol drinking (3cat.) 155 9 0.848
Non-drinker 14.8 111
Occasional drinker 12.3 0.0
Regular drinker 72.9 88.9
Alcohol drinking (3cat.) 155 9 0.534
Occasional drinker 27.1 11.1
Regular drinker 51.6 55.6
Heavy drinker 21.3 33.3
Regular alcohol drinkers 155 72.9 88.9 9 0.448
Study interview
Completed interview (%)
Duration (minutes) 156 27.1+8.7 256+£8.7 9 0.6052
median 25.0 27.0 0.986°
2
SDI? (days) 167 106.0+114.8 74.3+60.3 18 | 0.251
median 70.0 67.5 0.342°
Less than 30 days 167 21.0 33.3 18 0.253
Between 30 and 90 days 38.9 44.4
More than 90 days 40.1 22.2
SEI” (days) 167 116.2+117.4 - 0 NAZ
median 72 - NA3
Less than 41 days 33.5 -
Between 41 and 120 days 34.7 -
More than 120 days 31.7 -

Plus-minus values are means+SD.

aSymptom to diagnosis interval.°Symptom to extraction interval.

'Except where otherwise noted, Fisher's exact test. ?Student’s t-test. *Wilcoxon 2-sample rank sum test.
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Continua/Continued

Symptoms and other Blood extraction
characteristics at presentation
Yes No P-value'
(N=167) (N=18)
N % % N

Abdominal mass
Epigastric mass 166 9.6 0.0 17 | 0.369
Right hypocondrium mass 166 14.5 17.6 17 | 0.721
Left hypocondrium mass 166 3.6 0.0 17 | 1.000
Courvoisier-Terrier sign 166 11.4 23.5 17 | 0.238
Hepatomegaly 166 28.9 35.3 17 | 0.584

Any pain
Abdominal pain 167 79.6 72.2 18 0.542
Right hypocondrium pain 139 58.3 63.6 11 1.000
Left hypocondrium pain 138 44.2 54.5 11 0.544
Epigastrical pain 139 74.1 36.4 11 0.013
Back pain 155 50.3 33.3 15 0.281

Cholestatic symptoms
Jaundice 166 56.0 55.6 18 1.000
Hypocholia 166 54.2 55.6 18 1.000
Choluria 166 56.6 77.8 18 0.129
Pruritus 166 33.1 23.5 17 0.588
None? 167 35.9 22.2 18 0.306
Any one or two signs® 19.8 33.3
All three® 44.3 44.4

Constitutional syndrome
Asthenia 166 85.5 94.4 18 0.475
Anorexia 166 83.1 83.3 18 1.000
Weight loss 166 84.9 94.4 18 0.476
Cachexia 166 12.7 11.8 17 1.000
None” 167 6.6 5.6 18 0.629
Any one or two signs® 22.2 11.1
All three” 71.3 83.3

Other symptoms
Diarrhea 166 44.6 35.3 17 0.609
Steatorrhea 166 26.5 11.8 17 0.247
Nausea 166 53.0 294 17 0.077
Vomiting 166 34.9 17.6 17 0.184
Splenomegaly 166 3.0 0.0 17 1.000
Ascites 166 5.4 0.0 17 1.000
Clay-coloured stools 152 56.6 12.5 8 0.024
Trombophlebitis 166 3.6 0.0 17 1.000

Stage at diagnosis (%) 165 18 0.898
I 24.2 27.8
Il 121 16.7
1 12.7 111
v 50.9 44.4

Plus-minus values are means+SD.
#Jaundice, hypocholia and/or choluria.
PAsthenia, anorexia and/or weight loss.
'Fisher's exact test.
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Continua/Continued

Symptoms and other Blood extraction
characteristics at presentation Yes NG
1
(N=167) (N=18) P-value
N % % N
Number of diagnostic test before
blood extraction 167 18 0.699
< 3test 234 27.8
3 test 38.9 44.4
> 3 test 37.7 27.8
Number of invasive diagnostic test
before blood extraction 167 18 0.321
<1 test 52.1 66.7
> 1 test 47.9 33.3
Number of non invasive diagnostic
test before blood extraction 167 18 1.000
<1test 29.9 27.8
> 1 test 70.1 72.2

'Fisher's exact test.

No s'observen diferéncies estadisticament significatives entre els 167 casos amb extraccié de sang i
els 18 que no en tenien en cap de les variables estudiades.
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Taula 4. Comparacio de les caracteristiques dels casos d’ADP inclosos i exclosos en les analisis de
I'associacié entre consum de tabac i alcohol i mutacions en I'oncogén K-ras (107 versus 78), és a dir,
amb i sense entrevista completa i K-ras determinat. [Characteristics of pancreatic cancer cases with

and without epidemiological information from patient interviews and K-ras determined.]

Personal and lifestyle characteristics

K-ras and interview

Yes

No

P-value
(N=107) (N=78)
N % % N
Age (years) 107 642+122 704+12.4 78 | 0.001'
median 64.7 71.0 0.001°
Sex (% males) 107 57.9 61.5 78 0.652°
Social class 106 58 | 0.553°
I-11 12.3 8.6
1" 23.6 31.0
V-V 64.2 60.3
Education (%) 107 57 | 0.0423
llliterate 10.3 15.8
Can only read and write 22.4 35.1
Up to 10 years of schooling 59.8 36.8
>10 years of schooling 7.5 12.3
Years of schooling 106 52143 41+4.6 56 0.110!
median 6.0 2.5 0.040°
% zero 23.6 28.6
Occupation (%) (a) 97 38 | 0.876°
Managers, professionals 18.6 15.8
Service workers 17.5 7.9
Skilled agricultural & fishery workers 29.9 18.4
Craft & related trades workers 26.8 31.6
Plant & machine operators 32.0 26.3
Elementary occupations 45.4 47.4
Smoking
Ever-smokers (%) 107 57.0 53.4 58 | 0.743°
Pack-years 107 24.4+31.0 26.5+£35.4 58 0.703!
median 12.0 10.8 0.986°
% zero 43.0 46.6
Coffee drinking
Regular coffee drinkers (%) 107 83.2 89.5 57 0.356°
No. Cups per week 105 13.2+123 11.4+10.6 57 0.368"
median 14.0 7.0 0.290°
% zero 17.1 15.8

Plus-minus values are means+SD.
Student’s t-test.

*Wilcoxon 2-sample rank sum test.
®Fisher's exact test (two-tail).

(a) Groups from the International Standard Classification of Occupations (ISCO88). Managers and Professionals include

also technicians and clerks (first-digit major groups 1 to 4 of ISCO88). Service workers include also shop and market

sales workers (group 5), and the other four categories correspond to first-digit major groups 6, 7 8 and 9, respectively, of
ISCO88. One subject may have had more than one occupation.
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Continua/Continued

Personal and lifestyle characteristics

K-ras and interview

Yes No P-value®
(N=107) (N=78)
N % % N
Milk (4cat.) 107 57 | 0.652*
Rarely or never 9.3 8.8
Several times/month 1.9 5.3
Several times/week 5.6 7.0
Daily 83.2 78.9
Milk (3cat.) 107 57 | 0.764%
Low 11.2 14.0
Medium 5.6 7.0
High 83.2 78.9
Milk (2cat.) (% daily) 107 83.2 78.9 57 | 0.529'
Alcohol drinking (5cat.) 107 57 | 0.220'
Non-drinker 11.2 21.1
Occasional drinker 9.3 15.8
Low consumption 33.6 31.6
High consumption 20.6 15.8
Heavy drinker 25.2 15.8
Alcohol drinking (3cat.) 107 57 | 0.077'
Non-drinker 11.2 21.1
Occasional drinker 9.3 15.8
Regular drinker 79.4 63.2
Regular alcohol drinkers 107 79.4 63.2 57 0.027*1
Study interview
Completed interview (%)
Duration (minutes) 107 27.0+£8.1 27.0+£9.8 58 0.9792
median 25.0 25.0 0.884°
SDI? (days) 107 102.7 +102.2 103.2+122.7 78 | 0.974°
median 72.0 65.0 0.230°
Less than 30 days 17.8 28.2 0.238*
Between 30 and 90 days 42.1 35.9
More than 90 days 40.2 35.9
SEI° (days) 102 109.3+106.5 114.1+133.5 64 | 0.798°
median 74 65 0.340°
Less than 41 days 102 27.5 43.1 65 0.106"
Between 41 and 120 days 39.2 27.7
More than 120 days 33.3 29.2

Plus-minus values are means=SD.
4Symptom to diagnosis interval.
bSymptom to extraction interval.

'Except where otherwise noted, Fisher's exact test.

*Student’s t-test.
*wilcoxon 2-sample rank sum test.
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Continua/Continued

Symptoms and other K-ras and interview
characteristics at presentation Yes NG P-valuel
(N=107) (N=78)
N % % N

Abdominal mass
Epigastric mass 106 12.3 3.9 77 | 0.063
Right hypocondrium mass 106 11.3 195 77 | 0.143
Left hypocondrium mass 106 4.7 1.3 77 | 0.403
Courvoisier-Terrier sign 106 12.3 13.0 77 | 1.000
Hepatomegaly

Any pain
Abdominal pain 106 25.5 35.1 77 0.190
Right hypocondrium pain 107 80.4 76.9 78 0.588
Left hypocondrium pain 87 54.0 65.1 63 0.184
Epigastrical pain 87 49.4 38.7 62 0.243
Back pain 100 48.0 50.0 70 0.876

Cholestatic symptoms
Jaundice 107 49.5 64.9 77 0.050
Hypocholia 107 48.6 62.3 77 0.073
Choluria 107 52.3 67.5 77 0.049
Pruritus 107 29.9 35.5 76 0.428
None? 107 40.2 26.9 78 0.110
Any one or two signs® 215 20.5
All three® 38.3 52.6

Constitutional syndrome
Asthenia 107 87.9 84.4 77 0.520
Anorexia 107 83.2 83.1 77 1.000
Weight loss 107 87.9 83.1 77 0.396
Cachexia 106 13.2 11.7 77 0.824
None” 107 2.8 11.5 78 0.007
Any one or two signs® 27.1 12.8
All three” 70.1 75.6

Other symptoms
Diarrhea 107 44.9 42.1 76 0.763
Steatorrhea 107 29.0 19.7 76 0.170
Nausea 107 49.5 52.6 76 0.764
Vomiting 107 34.6 31.6 76 0.751
Splenomegaly 106 3.8 1.3 77 0.400
Ascites 106 5.7 3.9 77 0.736
Clay-coloured stools 105 52.4 58.2 55 0.508
Trombophlebitis 107 0.9 6.6 76 0.083

Stage at diagnosis (%) 107 76 0.025
I 18.7 32.9
I 17.8 5.3
1 131 11.8
v 50.5 50.0

Plus-minus values are means+SD.

@Jaundice (symptom), hypocholia and/or choluria.
PAsthenia, anorexia and/or weight loss.

'Fisher's exact test.
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Quasi no s’observen diferencies estadisticament significatives entre els 107 casos inclosos i els 78
exclosos de l'analisi. L'excepci6é és I'edat: els casos d’ADP sense K-ras determinat sbn més grans,
per motius que hem comentat anteriorment. També s'observen algunes diferéncies, menys
importants, en I'educacid, els anys d’'escolaritzacio, el consum regular d’alcohol i, finalment, en I'estadi
tumoral: els casos d’ADP amb K-ras determinat tenen més anys d'escolaritzacid, s6n més
consumidors regulars d’alcohol i s6n diagnosticats més freqiientment en estadis tumorals intermedis
(especialment en estadi Il), mentre que els casos d’ADP sense K-ras determinat es diagnostiquen
majoritariament en estadi | i presenten proporcions més elevades d'analfabets i de pacients que
només saben llegir i escriure.
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Taula 5. Comparacio de les caracteristiques dels casos d’ADP inclosos i exclosos en les analisis de
I'associacié entre antecedents patologics i mutacions en I'oncogén K-ras (120 versus 65), és a dir
amb i sense dades cliniques i K-ras determinat. [Characteristics of pancreatic cancer cases with and
without data from medical records and K-ras analyzed.]

Personal and lifestyle characteristics

K-ras and medical history

Yes

No

P-value
(N=120) (N=65)
N % % N
Age (years) 120 644+124  71.2+11.9 65 [<0.001'
median 64.7 72.1 0.001°
Sex (% males) 120 58.3 61.5 65 0.754°
Social class 106 58 | 0.553°
I-11 12.3 8.6
1" 23.6 31.0
V-V 64.2 60.3
Education (%) 107 57 | 0.0423
llliterate 10.3 15.8
Can only read and write 22.4 35.1
Up to 10 years of schooling 59.8 36.8
>10 years of schooling 7.5 12.3
Years of schooling 106 5.2+43 41+£46 56 0.110!
median 6.0 2.5 0.040°
% zero 23.6 28.6
Occupation (%) (a) 107 58 | 0.749°
Managers, professionals 17.8 15.5
Service workers 15.9 6.9
Skilled agricultural & fishery workers 28.0 27.6
Craft & related trades workers 26.2 27.6
Plant & machine operators 32.7 25.9
Elementary occupations 43.9 46.6
Smoking 107
Ever-smokers (%) 57.0 53.4 0.743%
Pack-years 24,4 £31.0 26,5+ 354 0.703!
median 12.0 10.8 0.986°
% zero 43.0 46.6
Coffee drinking 107 57
Regular coffee drinkers (%) 83.2 89.5 0.356°
No. Cups per week 13.2+12.3 11.4+10.6 0.368"
median 14.00 7.00 0.290°
% zero 19.6 15.8

Plus-minus values are means+SD.
Student’s t-test.

*Wilcoxon 2-sample rank sum test.
®Fisher's exact test (two-tail).

(a) Groups from the International Standard Classification of Occupations (ISCO88). Managers and Professionals include

also technicians and clerks (first-digit major groups 1 to 4 of ISCO88). Service workers include also shop and market

sales workers (group 5), and the other four categories correspond to first-digit major groups 6, 7 8 and 9, respectively, of
ISCO88. One subject may have had more than one occupation.
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Continua/Continued

Personal and lifestyle characteristics

K-ras and medical history

Yes No

P-value
(N=120) (N=65)
N % % N
3
Diabetes mellitus (% sicks) 120 20.8 32.8 64 0.055
Diabetes treatment .
No diabetes 95 79.2 67.2 43 | 0.328
Diet 5 20.0 28.6 6
Oral Hypoglycaemic 13 52.0 57.1 12
Insulin 8 32.0 38.1 8
Insulin and/or O. Hypo 18 720 857 18
Interval from diagnosis of DM to
diagnosis of EPC (years) 22 10.7+11.3 12.4+143 20 0.677i
median 8.4 5.2 0.840
<2 years 31.8 20.0 0.447
2-6 years 18.2 35.0
>6 years 50.0 45.0
3
Chronic pancreatitis (% sicks) 120 25 0.0 63 0.2803
Acute pancreatitis (% sicks) 119 4.2 0.0 62 0.1673
Pancreatitis (% sicks) 119 5.9 0.0 62 0.0973
Gallstones (% sicks) 120 13.3 11.1 63 0.8163
Cholecystitis (% sicks) 120 2.5 3.2 63 1.0003
Gallstones and/or cholecystitis (% sicks) | 120 14.2 12.7 63 1.0003
Peptic ulcer (% sicks) 120 10.8 14.3 63 0.484
Milk (3cat.) 107 57 | 0.7643
Low 11.2 14.0
Medium 5.6 7.0
High 83.2 78.9
Alcohol drinking (3cat.) 107 57 0.061°
Non-drinker-occasional 20.6 36.8
Low-high drinker 54.2 47.4
Heavy drinker 25.2 15.8
Regular alcohol drinkers 107 79.4 63.2 57 0.027°
Study interview
Completed interview (%) 120 88.3 84.6 65 | 0.497°
Duration (minutes) 107 27.0+8.1 27.0+9.8 58 | 0.979'
median 25.0 25.0 0.8847
Stage at diagnosis (%) 120 63 | 0.021°
| 20.8 31.7
Il 17.5 3.2
1l 12.5 12.7
v 49.2 52.4

Plus-minus values are means+SD.

'Student's t-test.

Wilcoxon 2-sample rank sum test.

®Except where otherwise noted, Fisher's exact test.
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Continua/Continued

Symptoms and other K-ras and medical history
characteristics at presentation
Yes No P-value'
(N=120) (N=65)
N % % N
Abdominal mass
Epigastric mass 119 10.9 4.7 64 | 0.181
Right hypocondrium mass 119 12.6 18.8 64 | 0.280
Left hypocondrium mass 119 5.0 0.0 64 | 0.093
Courvoisier-Terrier sign 119 12.5 12.6 64 | 1.000
Hepatomegaly 119 26.9 34.4 64 | 0.311
Any pain
Abdominal pain 120 78.3 80.0 65 0.852
Right hypocondrium pain 95 55.8 63.6 55 0.392
Left hypocondrium pain 95 48.4 38.9 54 0.306
Epigastrical pain 95 76.8 61.8 55 0.062
Back pain 110 455 55.0 60 0.263
Cholestatic symptoms
Jaundice (symptom) 120 50.0 67.2 64 0.029
Jaundice (sign) 119 49.6 64.1 64 0.064
Hypocholia 120 49.2 64.1 64 0.063
Choluria 120 53.3 68.8 64 0.059
Pruritus 120 28.3 39.7 0.136
None? 120 40.0 24.6 65 0.081
Any one or two signs® 20.8 21.5
All three® 39.2 53.8
Constitutional syndrome
Asthenia 120 85.8 87.5 64 0.825
Anorexia 120 80.8 87.5 64 0.304
Weight loss 120 85.8 85.9 64 1.000
Cachexia 119 11.8 141 64 0.647
None” 120 5.8 7.7 64 0.191
Any one or two signs® 25.0 13.8
All three” 69.2 78.5
Other symptoms
Diarrhea 120 40.8 49.2 63 0.347
Steatorrhea 120 25.8 23.8 63 0.858
Nausea 120 48.3 55.6 63 0.437
Vomiting 120 325 34.9 63 0.744
Splenomegaly 119 4.2 0.0 64 0.164
Ascites 119 5.9 3.1 64 0.498
Clay-coloured stools 105 52.4 58.2 55 0.508
Trombophlebitis 119 1.7 6.3 64 0.184
Stage at diagnosis (%) 120 63 0.021
I 20.8 31.7
I 175 3.2
1 125 12.7
v 49.2 52.4

Plus-minus values are means+SD.

#Jaundice (symptom), hypocholia and/or choluria.
PAsthenia, anorexia and/or weight loss.

'Fisher's exact test.

Gairebé no s’observen diferéncies estadisticament significatives entre els 120 casos inclosos i els 65
exclosos de I'analisi. Com ja hem comentat anteriorment, I'excepcio és I'edat: els casos d’ADP sense
K-ras determinat s6n més grans. Com abans, s’observen algunes diferéncies, menys importants, en
I'educacio, els anys d’escolaritzacio, el consum regular d’alcohol i, finalment, en I'estadi tumoral.

153






Taula 6. Comparacio de les caracteristiques dels casos d’ADP inclosos i exclosos en les analisis de
I'associacié entre polimorfismes en el gen CYP1B1 i mutacions en I'oncogén K-ras (87 versus 98).
[Characteristics of pancreatic cancer cases with and without CYP1B1 polimorphisms and K-ras

mutations analyzed.]

Personal and lifestyle characteristics

K-ras and CYP1B1

Yes No P-value
(N=87) (N=98)
N % % N
Age (years) 87 64.0+12.2 69.3+125 98 | 0.005"
median 63.4 69.7 0.006°
Sex (% males) 87 425 38.8 98 | 0.654°
Social class 80 84 | 0.311°
I-11 8.8 13.1
1" 225 29.8
V-V 68.8 57.1
Education (%) 81 83 | 0.139°
llliterate 9.9 145
Can only read and write 25.9 27.7
Up to 10 years of schooling 59.3 44.6
>10 years of schooling 4.9 13.3
Years of schooling 80 5.0+4.1 47+47 82 | 0.716"
median 6.0 3.0 0.430°
% zero 26.3 24.4
Occupation (%) (a) 81 84 | 0.852°
Managers, professionals 14.8 19.0
Service workers 16.0 9.5
Skilled agricultural & fishery workers 29.6 26.2
Craft & related trades workers 29.6 23.8
Plant & machine operators 30.9 29.8
Elementary occupations 457 44.0
Smoking
Ever-smokers (%) 81 48.1 40.5 84 0.350°
Pack-years 18.4 +27.6 28.2+331 0.039"
median 1.4 19.0 0.055°
% zero 48.1 40.5
Coffee drinking
Regular coffee drinkers (%) 81 79.0 91.6 83 0.0283
No. Cups per week 79 11.3+9.7 13.7+13.3 83 0.190*"
median 10.0 7.0 0.4117
% zero 21.5 12.0

Plus-minus values are means+SD.
'Student's t-test.

Wilcoxon 2-sample rank sum test.
®Fisher's exact test (two-tail).

(a) Groups from the International Standard Classification of Occupations (ISCO88). Managers and Professionals include
also technicians and clerks (first-digit major groups 1 to 4 of ISCO88). Service workers include also shop and market
sales workers (group 5), and the other four categories correspond to first-digit major groups 6, 7 8 and 9, respectively, of

ISCO88. One subject may have had more than one occupation.
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Continua/Continued

Personal and lifestyle characteristics

K-ras and CYP1B1

Yes No P-value'
(N=87) (N=98)
N % % N
Milk (4cat.) 81 83 0.864
Rarely or never 9.9 8.4
Several times/month 2.5 3.6
Several times/week 7.4 4.8
Daily 80.2 83.1
Milk (3cat.) 81 83 0.826
Low 12.3 12.0
Medium 7.4 4.8
High 80.2 83.1
Milk (2cat.) (% daily) 81 80.2 83.1 83 0.689
Alcohol drinking (5cat.) 81 83 0.724
Non-drinker 12.3 16.9
Occasional drinker 9.9 13.3
Low consumption 34.6 31.3
High consumption 22.2 15.7
Heavy drinker 21.0 22.9
Alcohol drinking (3cat.) 81 83 0.541
Non-drinker 12.3 16.9
Occasional drinker 9.9 13.3
Regular drinker 77.8 69.9
Regular alcohol drinkers 81 77.8 69.9 83 0.289
Study interview
Completed interview (%) 87 92.0 82.7 98 0.079
Duration (minutes) 81 27.0x85 27.1+9.0 84 0.958°
median 25.0 25.0 0.806°
2
SDI? (days) 87 103.9+110.2 107.4+120.2 98 0.838
median 70.0 68.0 0.621°
Less than 30 days 16.1 27.6 0.047
Between 30 and 90 days 48.3 31.6
More than 90 days 35.6 40.8
SEI° (days) 86 106.7 +108.4 115.9+126.7 81 0.616°
median 71.0 75.0 0.766°
Less than 41 days 27.9 39.5 0.107
Between 41 and 120 days 41.9 27.2
More than 120 days 30.2 33.3

Plus-minus values are means+SD.
4Symptom to diagnosis interval.
Symptom to extraction interval.

'Except where otherwise noted, Fisher's exact test.

“Student’s t-test.
*Wilcoxon 2-sample rank sum test.
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Continua/Continued

Symptoms and other K-ras and CYP1B1
characteristics at presentation
Yes No P-value'
(N=87) (N=98)
N % % N

Abdominal mass
Epigastric mass 86 10.5 7.2 97 | 0.448
Right hypocondrium mass 86 14.0 155 97 | 0.836
Left hypocondrium mass 86 7.0 0.0 97 | 0.010
Courvoisier-Terrier sign 86 14.0 11.3 97 | 0.658
Hepatomegaly 86 26.7 32.0 97 | 0.517

Any pain
Abdominal pain 87 82.8 75.5 98 0.279
Right hypocondrium pain 72 56.9 60.3 78 0.741
Left hypocondrium pain 72 52.8 37.7 77 0.072
Epigastrical pain 73 78.1 64.9 77 0.104
Back pain 81 48.1 49.4 89 0.879

Cholestatic symptoms
Jaundice 86 51.2 60.2 98 0.236
Hypocholia 86 48.8 59.2 98 0.183
Choluria 86 52.3 64.3 98 0.133
Pruritus 86 314 33.0 97 0.875
None? 87 41.4 28.6 98 0.190
Any one or two signs® 19.5 22.4
All three® 39.1 49.0

Constitutional syndrome
Asthenia 86 87.2 85.7 98 0.831
Anorexia 86 81.4 84.7 98 0.561
Weight loss 86 84.9 86.7 98 0.833
Cachexia 86 9.3 155 97 0.266
None” 87 8.0 5.1 98 | 0.543
Any one or two signs® 23.0 19.4
All three” 69.0 75.5

Other symptoms
Diarrhea 86 43.0 44.3 97 0.882
Steatorrhea 86 29.1 21.6 97 0.306
Nausea 86 46.5 54.6 97 0.302
Vomiting 86 27.9 38.1 97 0.159
Splenomegaly 86 4.7 1.0 97 0.189
Ascites 86 5.8 4.1 97 0.737
Clay-coloured stools 79 44.3 46.9 81 0.754
Trombophlebitis 86 1.2 5.2 97 0.216

Stage at diagnosis (%) 87 96 0.963
I 24.1 25.0
Il 13.8 115
1 11.5 135
v 50.6 50.0

Plus-minus values are means+SD.

4Jaundice (symptom), hypocholia and/or choluria.
PAsthenia, anorexia and/or weight loss.

'Fisher's exact test.

A excepcié de l'edat, no s’observen diferéncies estadisticament significatives entre els 87 casos
inclosos i els 98 exclosos de I'analisi. Els casos d’ADP sense K-ras determinat sén més grans per
motius que ja hem comentat aneriorment.
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Taula 7. Comparacié de les caracteristiques dels casos d’ADP amb i sense mutacions en I'oncogeén

K-ras (94 versus 27). [Characteristics of pancreatic cancer cases with and without K-ras mutations.]

Personal and lifestyle characteristics

K-ras status

Mutated

Wild-type P-value
(N=94) (N=27)
N % % N
Age (years) 94 64.8+12.1 63.6+13.6 27 0.661"
median 65.4 62.9 0.709°
Sex (% males) 94 58.5 59.3 27 1.000°
Social class 82 24 | 0.125°
I-11 11.0 16.7
1" 28.0 8.3
V-V 61.0 75.0
Education (%) 83 24 | 0.367°
llliterate 8.4 16.7
Can only read and write 24.1 16.7
Up to 10 years of schooling 61.4 54.2
>10 years of schooling 6.0 12.5
Years of schooling 80 52+3.7 58+5.9 24 0.641"
median 6.0 5.5 0.938°
% zero 20.0 29.2
Occupation (%) (a) 83 24 | 0.933°
Managers, professionals 19.3 12.5
Service workers 14.5 20.8
Skilled agricultural & fishery workers 28.9 25.0
Craft & related trades workers 26.5 25.0
Plant & machine operators 34.9 25.0
Elementary occupations 44.6 41.7
Smoking
Ever-smokers (%) 83 55.4 62.5 24 | 0.642°
Pack-years 94 20.6 £30.5 25.1+£29.4 27 0.501"
median 0.0 12.0 0.354°
% zero 51.1 44 .4
Coffee drinking
Regular coffee drinkers (%) 83 88.0 66.7 24 0.026°
No. Cups per week 81 145+131 8881 24 0.046"
median 14.0 7.0 0.0437
% zero 12.3 33.3

Plus-minus values are means+SD.
Student’s t-test.

*Wilcoxon 2-sample rank sum test.
®Fisher's exact test (two-tail).

(a) Groups from the International Standard Classification of Occupations (ISCO88). Managers and Professionals include

also technicians and clerks (first-digit major groups 1 to 4 of ISCO88). Service workers include also shop and market

sales workers (group 5), and the other four categories correspond to first-digit major groups 6, 7 8 and 9, respectively, of
ISCO88. One subject may have had more than one occupation.
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Continua/Continued

Personal and lifestyle characteristics

K-ras status

Mutated Wild-type P-value®
(N=94) (N=27)
N % % N
Milk (4cat.) 83 24 0.028
Rarely or never 6.0 20.8
Several times/month 2.4 0.0
Several times/week 3.6 125
Daily 88.0 66.7
Milk (3cat.) 83 24 0.038
Low 8.4 20.8
Medium 3.6 125
High 88.0 66.7
Milk (2cat.) (% daily) 83 88.0 66.7 24 0.026
Alcohol drinking (5cat.) 83 24 0.060
Non-drinker 12.0 8.3
Occasional drinker 4.8 25.0
Low consumption 36.1 25.0
High consumption 229 12.5
Heavy drinker 24.1 29.2
Alcohol drinking (3cat.) 83 24 0.020
Non-drinker 12.0 8.3
Occasional drinker 4.8 25.0
Regular drinker 83.1 66.7
Regular alcohol drinkers 83 83.1 66.7 24 0.091
Study interview
Completed interview (%) 94 87.2 88.9 27 1.000
Duration (minutes) 83 27.7%8.1 249+8.1 24 0.139°
median 25.0 24.5 0.102°
SDI? (days) 94 94.6+80.7 131.8+165.4 27 0.268°
median 70.0 72.0 0.102°
Less than 30 days 19.1 18.5 0.557
Between 30 and 90 days 40.4 51.9
More than 90 days 404 29.6
SEI° (days) 86 99.4+80.8 127.9+165.9 23 0.432°
median 76.0 69.0 0.741°
Less than 41 days 25.6 39.1 0.369
Between 41 and 120 days 40.7 39.1
More than 120 days 33.7 21.7

Plus-minus values are means=SD.
4Symptom to diagnosis interval.
bSymptom to extraction interval.

'Except where otherwise noted, Fisher's exact test.

*Student’s t-test.
*Wilcoxon 2-sample rank sum test.

160




Continua/Continued

Symptoms and other
characteristics at presentation

K-ras status

Mutated

Wild-type 1
(N=94) (N=27) P-value
N % % N
Abdominal mass
Epigastric mass 93 8.6 18.5 27 0.165
Right hypocondrium mass 93 9.7 22.2 27 0.101
Left hypocondrium mass 93 6.5 0.0 27 0.335
Courvoisier-Terrier sign 93 12.9 111 27 1.000
Hepatomegaly 93 31.2 11.1 27 0.048
Any pain
Abdominal pain 93 78.5 77.8 27 1.000
Right hypocondrium pain 74 54.1 61.9 21 0.622
Left hypocondrium pain 74 47.3 52.4 21 0.806
Epigastrical pain 74 79.7 66.7 21 0.245
Back pain 86 46.5 41.7 24 0.817
Cholestatic symptoms
Jaundice (symptom) 93 51.6 44.4 27 0.662
Jaundice (sign) 93 51.6 40.7 27 0.384
Hypocholia 93 50.5 44.4 27 0.664
Choluria 93 52.7 55.6 27 0.830
Pruritus 93 31.2 18.5 27 0.233
None® 94 39.4 44.4 27 0.751
Any one or two signs® 22.3 14.8
All three® 38.3 40.7
Constitutional syndrome
Asthenia 93 86.0 85.2 27 1.000
Anorexia 93 81.7 77.8 27 0.781
Weight loss 93 86.0 81.5 27 0.550
Cachexia 93 12.9 7.4 27 0.734
None” 94 6.4 7.4 27 0.469
Any one or two signs® 23.4 33.3
All three” 70.2 59.3
Other symptoms
Diarrhea 93 36.6 55.6 27 0.118
Steatorrhea 93 25.8 25.9 27 1.000
Nausea 93 44.1 63.0 27 0.125
Vomiting 93 31.2 37.0 27 0.642
Splenomegaly 93 3.2 7.4 27 0.314
Ascites 93 7.5 0.0 27 0.347
Clay-coloured stools 81 53.1 50.0 24 0.820
Trombophlebitis 93 2.2 0.0 27 1.000
Stage at diagnosis (%) 94 27 0.441
I 19.1 25.9
I 20.2 7.4
1 12.8 111
v 47.9 55.6

Plus-minus values are means+SD.

#Jaundice (symptom), hypocholia and/or choluria.

PAsthenia, anorexia and/or weight loss.
'Fisher's exact test.
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No s’observen diferéncies entre els casos amb i sense mutacions en el codd 12 de I'oncogen K-ras en
les seguents variables: edat al diagnostic del cancer de pancrees, sexe, educacid, estadi tumoral,
temps entre el primer simptoma i el diagnostic del cancer, signes i simptomes i durada de I'entrevista.
Pero, en canvi, s’observen diferéncies importants sobretot en el consum de café i productes lactics:
els casos amb mutacions en I'oncogen K-ras presenten consums més elevats d’ambdos productes.

Aquestes troballes han estat analitzades en diverses publicacions [124,214]
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ANNEX 4

Projectes de recerca del GRECMC durant el periode de realitzacié de la tesi

En aquest annex presentem la llista dels principals projectes de recerca, i el corresponent

finangament, que han rebut els investigadors del GRECMC, vigents durant el periode 2004-2008 en el

qual s’ha realitzat la tesi.

Investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:

Periode:
Import:
Expedient:

Investigador:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:

Periode:
Import:
Expedient:

Investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:

Periode:

Investigador:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:

Periode:
Import:
Expedient:

Investigador:

Titol del Projecte:

Entitat Financadora:

Periode:
Import:
Expedient:

Porta M, Casamitjana M, Macia F (entre altres)

Renovaci6 de l'acreditaci6 com a grup de recerca - Subvenci6 per a
conceptes diversos.

Ageéncia de Gestié d'Ajuts Universitaris de Recerca (AGAUR)
2002-2005

55.293,13€

2001/SGR/00406

Porta M (entre altres)

Evaluacion de la exposicion a xenoestrogenos de la poblaciéon adulta
en area rural y urbana e identificacion de factores asociados a la
exposicion

Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS)

2002-2004

33.568,50 €

P1020974

Porta M, Casamitjana M (entre altres)

Estudio de los intervalos en el diagnéstico y tratamiento del cancer en
Cataluiia (Estudio INTERCAT)

Agencia de Salud Publica de Barcelona, Plan Director de Oncologia,
Instituto Catalan de Oncologia (ICO)

2003-2004

Porta M. Representant de I'lMIM en el Programa de Formacié

Red tematica de investigacibn cooperativa de centros en
‘Epidemiologia y salud publica: determinantes, mecanismos, métodos
y politicas’

Instituto de Salud Carlos 11 (ISCIII)

2003-2006

108.182,17 €

C03/09

Porta M. Coordinador del Grup d’Epidemiologia Molecular y Prevencié
del Cancer del PRBB; y Co-coordinador (amb el Dr. F.X. Bosch) de
I'’Area de Bioestadistica i Epidemiologia del Programa Horitzontal de
Bioinformatica i d’Analisis Bioestadistic i Epidemioldgic

Red temética de investigacion cooperativa de centros en “Cancer:
epidemiologia, mecanismos moleculares e investigacion clinica”
Instituto de Salud Carlos 11 (ISCIII)

2003-2006

1.123.813,61 €

C03/10
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Investigador:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:

Import:

Expedient:

Investigadors Principals:

Altres investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:

Periode:
Import:
Expedient:

Investigador Principal:

Altres investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:

Import:

Expedient:

Investigador:
Titol del Projecte:

Periode:
Import:
Expedient:

Investigador Principal:

Investigador:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:

Import:

Expedient:

Investigador:

Titol del Projecte:
Entitat Financadora:
Periode:

Import:

Expedient:

Porta M (entre altres)

Ayudas econbémicas para infraestructuras. Sistema de captura
informatizada para formularios y documentos

Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII)

2004

28.444,00 €

mar-57

Porta M, Alguacil J, Real FX, Petricoin E

Malats N, Liotta L, Blair A., Ferrer O, Pumarega JA, Lopez T

Use of serum proteome on the early diagnosis of malignant biliary-
pancreas disease

Occupational and Environmental Epidemiology Branch, Division of
Cancer Epidemiology and Genetics, National Cancer Institute,
National Institutes of Health (Bethesda, Maryland, EEUU). Center for
Biologics Evaluation and Research, Food and Drug Administration
2004-2005

58.800%

QRT40073

Porta M

Selva J, Puigdomenech E

Oferta técnica para la realizaciéon de un estudio sobre compuestos
organicos persistentes (COPs) en personas, medio ambiente y
alimentos

Ministerio de Medio Ambiente

2005-2006

10.345 €

205/05

Porta M (entre altres)

Gendmica del cancer (Proyecto cooperativo red de centros de cancer.
Subproyecto Nodo Fundacién PRBB)

2006

154.700 €

P1051312

Alguacil J

Porta M (entre altres)

Toxicidad subcronica en trabajadores de las industrias quimica,
metallrgica y minera expuestos a metales pesados

Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS)

2005-2007

107.000 €

PI1052511

Porta M (entre altres)

Ajut de Suport als Grups de Recerca de Catalunya (SGR 2005)
Ageéncia de Gestié d'Ajuts Universitaris de Recerca (AGAUR)
2004-2008

7.180,00€

2005SGR00392
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Investigador Principal:

Investigador:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:

Import:

Expedient:

Investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:

Periode:
Import:
Expedient:

Investigador:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:

Import:

Expedient:

Investigador principal:

Investigadores:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadores:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigadores:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Alguacil J

Porta M (entre altres)

Céancer de vejiga en el suroeste andaluz. Papel de la exposicion
ambiental

Fondo de Investigacion Sanitaria (FIS)

2007-2010

330.000 €

PI1071160

Porta M, Crous-Bou M (entre altres)

Consolidacion y extension de un modelo de investigacion cooperativa
en epidemiologia y salud publica

Fondo de Investigacion Sanitaria-Instituto de Salud Carlos |llI
(FISNsCII)

2006

197.540,00€

P1052302

Porta M (entre altres)

Novel molecular diagnostic tools for the prevention and diagnosis in
pancreatic cancer

Comissio Europea

2006-2009

624.820,00 €

18771

Porta M

Puigdoménech E, Gasull M, Pumarega JA

Estudi sobre la distribucié de contaminants organics en la poblaci6 de
la ciutat de Barcelona, en el marc de I'enquesta de salut

Ageéncia de Salut Publica de Barcelona (ASPB)

2006-2007

21.170,00€

Porta M

Puigdoménech E, Gasull M, Bosch de Basea M, Lépez T

Estudi sobre la preséncia de determinants contaminants organics
persistents en mostres de sang de la poblacié de Catalunya
Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya

2007

17.250,00€

Porta M

Puigdoménech E, Gasull M

Consultoria para la realizacion de un estudio de vigilancia de
contaminantes quimicos en la poblacién humana

Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII)

2007

27.840,00€

Puigdoménech E, Gasull M

Informes de factores de riesgo ambientales: “Compuestos quimicos
téxicos y peligrosos y salud”. Bases para el Plan Nacional de Salud y
Medio Ambiente

Centro Nacional de Salud Ambiental (ISCIII)

2007

1.000,00 €
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Investigador principal:

Investigadores:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:
Entitat Financadora:

Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:
Entitat Financadora:

Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:
Entitat Financadora:

Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadores:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:
Entitat Financadora:

Periode:
Import:

Porta, M

Puigdoménech E, Gasull M, Bosch de Basea M

Estudio de la influencia de la alimentacién en las concentraciones
corporales de compuestos organicos persistentes

Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN)
2007-2008

29.510,00€

Porta M

Alguacil J, Morales E, Crous-Bou M, Puigdoménech E, Macia F,
Casamitjana M, Collet |, Gasull M, Bosch de Basea M, Lépez T,
Pumarega JA

Ciber: Epidemiologia y Salud Publica

Fondo de Investigacion Sanitaria-Instituto de Salud Carlos il
(FIS/ISCIIN)

2007-2008

137.826,50€

Porta M

Vioque J, Lépez T, Pumarega JA, Puigdomenech E, Bosch de Basea
M, Gasull M

La influencia de la dieta en las concentraciones séricas de
compuestos organoclorados en pacientes con cancer de pancreas
exocrino

Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP)

2007

5.860,00 €

Porta M

Artazcoz L, Alguacil J, Lopez T, Bosch de Basea M, Puigdoménech E,
Benavides F

La influencia de la clase social, la educacion y la ocupacion en las
concentraciones séricas de compuestos organoclorados en pacientes
con cancer de pancreas exocrino

Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP)

2007

6.460,00 €

Porta M

Borrell C, Puigdomenech E, Gasull M

Distribucién de las concentraciones sanguineas de compuestos
organicos persistentes en la poblacion de la ciudad de Barcelona
Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP)

2007

9.020,00 €

Porta M

Navarro C, Martinez C, Macia F, Casamitjana M, Lopez T, Pumarega
JA

Estandarizacién del célculo de las demoras en el proceso diagndstico-
terapéutico a partir de los datos proporcionados por los registros de
cancer

Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP)

2007

14.600,00 €
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Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigador principal:

Investigadors:
Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Investigador principal:

Titol del Projecte:

Entitat Financadora:
Periode:
Import:

Porta M

Puigdoménech E, Gasull M, Pumarega JA

Métodos de reclutamiento de participantes en estudios
epidemioldgicos de determinacién de agentes quimicos ambientales
en muestras de suero humano

Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP)

2007

7.000,00 €

Porta M

Morales E, Gasull M, Puigdomenech E, Pumarega JA, Vioque J
Revision y sintesis de la literatura sobre la inflluencia de la
alimentacion en las concentraciones corporales de compuestos
orgéanicos persistentes (COPSs) en la poblacién espafiola

Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP)

2008

15.000,00 €

Porta M

Puigdoménech E, Gasull M, Borrell C, Sunyer J, Grimalt J, Gari M
Distribucién de las concentraciones sanguineas de compuestos
organicos persistentes en la poblaciéon de la ciudad de Barcelona:
Estudio transversal prospectivo de la Encuesta de Salud de Barcelona
Ciber de Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP)

2008

15.000,00 €

Macia F

Supervivencia y costes en los canceres de mama y colorrectal.
Determinantes clinicos y organizativos

Fondo de Investigacion Sanitaria (ISCIII)

2008-2009

30.855,00 €
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ANNEX 5

Curriculum Vitae (brief English version)

Name: Crous Bou, Marta
Nationality:  Spanish
Date of Birth: February 8, 1978

Address: Travessera de la Salut, 12. 17300 Blanes (Girona)
Phone: +34 972332545; +34 649711670

E-Mail: mcrous@imim.es

EDUCATION

Degree in Biology. Universitat de Girona, 2000.

Predoctoral studies in Genetics. Universitat de Girona, 2000-2004.

DEA in Genetics. Universitat de Girona. 2002.

Project: “Filogenia molecular del génere Merluccius basada en el DNA mitocondrial”

PhD in Epidemiology and Public Health. Universitat Autonoma de Barcelona, 2005-present.

Project: “Genetic alterations and environmental factors involved in the etiology of pancreatic ductal
adenocarcinoma”

PROFESSIONAL EXPERIENCE

CURRENT POSITION

Predoctoral researcher

Incorporation date: September 1, 2004

Institution: Institut Municipal d’Investigacio Médica (FIMIM) & CIBER de Epidemiologia y Salud
Publica (CIBERESP) ; Departament: Grup de Recerca en Epidemiologia Clinica i Molecular del
Cancer (http://www.imim.es/programesrecerca/epidemiologia/grecm.html)

Postal Address: Dr Aiguader, 88. Barcelona 08003 Phone: 93 316 0700 (ext 1700)

PREVIOUS POSITIONS

Assistant professor

Appointment period: September 1, 2000 - August 31, 2004

Teaching : Genetics, Biology, Molecular Genetics, Population Genetics, Biodiversity.

Institution: Universitat de Girona. Facultat de Ciencies. Department: Laboratori d’Ictiologia Genética.
Postal Address: Campus Montilivi sn. Girona 17071.

FOREIGN RESEARCH STAGES

2 month stage in the Molecular Biology and Human Genetics Laboratory of Universidad de
Guadalajara (México), from September 3, until October 30, 2001. Collaboration on project
“Diversidad genética de grupos étnicos mexicanos revelado mediante analisis del cromosoma Y” and
teaching Genetics and Molecular Biology.

1 month stage in Channing Laboratory and Harvard School of Public Health (Boston) as visiting
researcher, from july 3, until july 30, 2006. Collaboration on 2 research projects: “CYP1B1
polymorphisms and pancreatic cancer” and “MDM2 polymorphisms and endometrial cancer”.
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PUBLICATIONS

Porta M, Crous M. La acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas: un proceso causal clave
entre el medio ambiente y las enfermedades de etiologia compleja. Gaceta Sanitaria 2005; 19: 273-
276.

Mendez MA, Vioque J, Porta M, Morales E, Lopez T, Malats N, Crous M, Gomez LI for the PANKRAS
Il Study Group. Estimating dietary intakes from a brief questionnaire in a molecular epidemiologic
study of pancreatic and biliary diseases. European Journal of Epidemiology 2006; 21: 417-426

Crous-Bou M, Porta M, Lépez T, Jariod M, Malats N, Alguacil J, Morales E, Fernandez E, Corominas
JM, Carrato A, Guarner L, Real FX for the PANKRAS Il Study Group. Lifetime history of tobacco
consumption and K-ras mutations in exocrine pancreatic cancer. Pancreas 2007; 35: 135-141.

Morales E, Porta M, Vioque J, Lépez T, Méndez MA, Pumarega JA, Malats N, Crous-Bou M, Rifa J,
Carrato A, Guarner L, Corominas JM, Real FX, for the PANKRAS Il Study Group. Food and nutrient
intakes and K-ras mutations in exocrine pancreatic cancer. Journal of Epidemiology and Community
Health 2007; 61: 641-649.

Porta M, Hernandez-Aguado |, Lumbreras B, Crous-Bou M. "Omics" research, monetization of
intellectual property and fragmentation of knowledge: can clinical epidemiology strengthen integrative
research? Journal of Clinical Epidemiology 2007; 60: 1220-1225.

Crous-Bou M, De Vivo |, Porta M, Pumarega JA, Lopez T, Alguacil J, Morales E, Malats N, Rifa J,
Hunter DJ, Real FX for the PANKRAS Il Study Group. CYP1B1 polymorphisms and K-ras mutations in
patients with pancreatic ductal adenocarcinoma. Digestive Diseases & Sciences 2008; 53: 1417-1421.

Porta M, Ferrer-Armengou O, Pumarega JA, Lopez T, Crous-Bou M, Alguacil J, Fité M, Jariod M,
Vicente A, Morales E, Covas MI, Puigdomenech E, Gupta N, for the PANKRAS Il Study Group.
Exocrine pancreatic cancer clinical factors were related to timing of blood extraction and influenced
serum concentrations of lipids. Journal of Clinical Epidemiology 2008; 61: 695-704.

Crous-Bou M, Porta M, Morales E, Lépez T, Carrato A, Puigdoménech E, Real FX for the PANKRAS
Il Study Group. Past medical conditions and K-ras mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma.
Cancer Causes and Control 2009; 20 (In press).

Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats N, Morales E, Guarner L, Rifa J, Carrato A, Real
FX for the PANKRAS Il Study Group. Lifetime history of alcohol consumption and K-ras mutations in
pancreatic ductal adenocarcinoma. Environmental and Molecular Mutagenesis 2009; 50 (In press).
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Curriculum Vitae (versio completa en catala)

DADES PERSONALS

Nom i Cognoms: Marta Crous i Bou
NIF: 45539595-D

Data i Lloc de naixement: 8 de Febrer de 1978, Blanes

Adreces actuals:

Travessera de la Salut, 12. Riera Buganto, 7. 4rt. 7a.
17300 Blanes (Girona) 17003 Girona
Teléfon: 972 33 25 45 Teléfon: 972 21 77 89

Mobil: 649 71 16 70

e-mail: mcrous@imim.es

TITULACIONS

- Llicenciada en Biologia per la Universitat de Girona (UdG) al juny del 2000.

Nota mitjana: 2.2

- Diploma d'estudis Avancats (D.E.A.) en Geneética, amb la qualificacié d'Excel-lent per
unanimitat, per la Universitat de Girona (UdG) el Juliol del 2002.

Obtencio de la Suficiéncia Investigadora.
- Realitzaci6 de la Tesi Doctoral al Departament de Ginecologia, Obstetricia, Medicina

Preventiva i Salut Publica de la Universitat Autonoma de Barcelona. En curs des de Setembre
de 2004.

SOCIETATS CIENTIFIQUES

- Membre numerari de la Sociedad Espafiola de Genética (SEG) des de 2002.

- Membre numerari de la Sociedad Espafiola de Epidemiologia (SEE) des de 2008.
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FO

RMACIO ACADEMICA

Institut Sa Palomera (Blanes)

- cursos 1992-1995: B.U.P

- cursos 1995-1996: C.0.U. Nota mitjana batxillerat: 8.23.

- any 1996: Proves d’'accés universitari, P.A.A.U. Nota: 7.64.
- Nota de tall per I'accés a la universitat: 7.86

Universitat de Girona. Facultat de Ciencies (Girona)

- cursos 1996-2000: Llicenciatura en Biologia (nota expedient: 2.2)

- curs 2000-2002: Cursos de Doctorat i Treball de recerca al Laboratori d'Ictiologia

Genética; Area de Genética del Departament de Biologia de la UdG (Excel-lent per

unanimitat)
Idiomes
General Parlat Escrit Llegit Traduccio
Catala Molt Bo Molt Bo Molt Bo Molt Bo Molt Bo
Castella Molt Bo Molt Bo Molt Bo Molt Bo Molt Bo
Angles Bo* Bo Bo Bo Bo

* obtencié del Nivell 3 al Servei de Llenglies Modernes de la Universitat de Girona al Maig
del 2004.

Informatica

- coneixements a nivell d’'usuari dels programes del sistema operatiu Windows: basicament
Microsoft Word, Excel, Powerpoint i Internet.

- coneixements a nivell d'usuari de programes especifics d’analisi de sequéencies de DNA
com BioEdit, MEGA (Molecular Evolutionary Genetic Analysis), DNAsp (DNA sequence
polymorphism), PHYLYP (Phylogenetic Inference Package), DAMBE (Data Analysis in
Molecular Biology and Evolution).

- coneixements a nivell d’usuari del paquet d’analisi estadistica SPSS.

- coneixements basics de bases de dades disponibles a internet (Medline, Pubmed, NCBI-
GenBank) sobretot pel que fa a la cerca de bibliografia.

- coneixements basics a nivell d'usuari del sistema operatiu Macintosh sobretot com a
encarregada de la manipulacié del sequenciador automatic ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer (Perkin Elmer Applied Biosystems) i de programes com el SeqEdit per la

comprovacio i edicié de sequiencies de DNA.
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Seminaris, jornades i cursos
- “Jornades técniques sobre la conservacio de I'6s bru als Pirineus”. Universitat de Lleida,
Febrer de 1998.

- “Seminari de Biologia i Ecologia marines”. Girona, Maig de 1998.

Curs: “Recursos Marins”. Girona, Maig de 1999.

Curs: “Economia i Ecologia”. Universitat Ambiental d'Estiu de Figueres, Juliol de 1999.

Curs: “La seduccio Ambiental”. Universitat Ambiental d'Estiu de Figueres, Juliol de 1999.
- Participaci6 en els cicles de conferéncies "Ciéncia Oberta". Universitat de Girona, curs
1998-1999.

- Curs: “La Sida, una malaltia del nostre temps”. Girona, curs 1999-2000.

- Curs: “La medicina a les portes del segle XXI". Universitat Autbhoma de Barcelona,
Juliol de 2000.

- Curs: “La llarga aventura del genoma”. Museu de la Ciencia de la Fundaci6 "La Caixa",
Barcelona, Desembre de 2000.

- Seminari: “Genomic Assays”, organitzat per Applied Biosystems. Barcelona, Octubre de
2002.

- Seminari: “GenScan. Sistema d'Analisi de Fragments i les seves aplicacions”, organitzat
per Applied Biosystems. Girona, Novembre de 2002.

- Seminari: “Post Genome Analysis. Genomica”, organitzat per Amersham Biosciences.
Hospital de Sant Pau, Barcelona, Juny de 2004.

- “lll Simposi Interancional de Terapia Geénica”, organitzat per la Xarxa Tematica de
Terapia Génica. Centre de Regulacié Genomica, Barcelona, Maig de 2004.

- “Curso de Epidemiologia Genética. Estudios de asociacion e interaccidon genético-
ambiental”. Organitzat per la Red de Investigacion de Epidemiologia y Salud Publica
(RCESP). Institut Municipal d’Investigacions Meédiques - Universitat Pompeu Fabra,
Barcelona, Novembre de 2004.

- “ll Seminario de Epidemiologia Genética”. Organitzat per la Red de Investigacion de
Epidemiologia y Salud Publica (RCESP). Institut Municipal d’'Investigacions Mediques,
Barcelona, Desembre de 2004.

- “IX Jornada sobre el Cancer de Mama”. Organitzat per I'Insitut Municipal d'Assistencia
Sanitaria. Hospital del Mar, Barcelona, Febrer de 2005.

- Participacio al Taller “avaluaci6 dels programes de cribatge” dins la “IX Jornada sobre el
Cancer de Mama”. Impartit a I'Hospital de Mar i acreditat pel Consell Catala de la
Formacié Médica Continuada”. Barcelona, Febrer de 2005.

- “VI Seminario sobre Epidemiologia Clinica y Molecular del Cancer. Curso de
Epidemiologia genética y molecular: fundamentos, disefios y estrategias de analisis”.
Organitzat per la Asociacion Espafiola de Investigacion Sobre Cancer (ASEICA). Unitat
Docent de la UAB a I'lnsitut Municipal d’Assistencia Sanitaria, Barcelona, Abril de 2005.
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e  Practiques en empreses
- Laboratori de Bioguimica de I'Hospital Universitari Doctor Josep Trueta de Girona
(Novembre-Desembre de 1999)
Responsable: Dra. Rosa-Nuria Aleixandre
- Laboratori de Reproduccio i Diagnostic Genétic de la Clinica Girona
(Juliol de 1999)

Responsable: Dr. Joan Sarquella

FORMACIO PROFESSIONAL

Situaci6 professional actual
Contracte d'investigador a temps complert del CIBER de Epidemiologia y Salud Publica
(CIBERESP) des de gener 2007.

Activitats professionals anteriors

- Contracte d'investigador a temps complert de la Fundacié I'Institut Municipal d’Investigacio
Méedica (IMIM), d’octubre a desembre de 2006.

- Becaria de recerca de la Fundacio de I'Institut Municipal d’Investigacié Médica (IMIM), des
de setembre de 2004 fins a setembre de 2006.

- Contracte de professor associat a temps complert (A2 TC) a la Universitat de Girona, des

de setembre de 2000 fins a setembre de 2004 (rendncia voluntaria).

Activitat docent

A la Universitat de Girona, realitzacié de la docéncia de la part de practiques de laboratori de
les segiients assignatures (docencia corresponent a 18 crédits anuals):

- Genética a alumnes de segon curs de la Llicenciatura de Biologia (curs 2002-2003, 2003-
2004)

- Genetica Molecular a alumnes de segon cicle de la Llicenciatura de Biologia (cursos 2000-
2001, 2001-2002, 2002-2003, 2003-2004)

- Genetica de Poblacions a alumnes de segon cicle de la Llicenciatura de Biologia (cursos
2001-2002, 2002-2003, 2003-2004)

- Biologia Fonamental a alumnes de primer curs de la Llicenciatura de Ciéncies Ambientals
(cursos 2000-2001, 2001-2002)

- Biodiversitat a alumnes de segon cicle de la Llicenciatura de Ciéncies Ambientals (curs
2000-2001)
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A la Universitat de Guadalajara (Méxic), realitzacio de la docéncia de la part teorica de les
segiients assignatures:

- Biologia Molecular a alumnes de tercer curs de la Llicenciatura de Quimicofarmacobiologia
(Setembre - Octubre de 2001)

- Genética a alumnes de quart curs de la Llicenciatura de Quimicofarmacobiologia (Setembre
- Octubre de 2001)

A la Unitat Docent de la Universitat Autonoma de Barcelona a I'Insitut Municipal d’Assisténcia
Sanitaria (Barcelona), participacié com a docent i en la coordinacié de dues edicions del
“Curso de Epidemiologia genética y molecular: fundamentos, disefios y estrategias de
analisis”; del 18 al 22 d'abril de 2005 i del 24 al 28 d'abril del 2006.

Programa de Doctorat

Realitzacio dels segiients cursos de doctorat dins el Programa de Doctorat de Medi Ambient
de la Universitat de Girona:

- Curs de doctorat: “Sistemes Complexos, desenvolupament sostenible i comunicacié
ambiental”. Universitat de Girona, Desembre de 2000.

- Curs de doctorat: “Analisi molecular de malalties hereditaries”. Universitat de Barcelona,
Febrer de 2001.

- Curs de doctorat: “Técniques de microscopia electronica”. Universitat de Girona, Febrer de
2001.

- Curs de doctorat: “Aplicacions dels sistemes d'informacid geografica a I'analisi territorial i
ambiental”. Universitat de Girona, Marg de 2001.

- Curs de doctorat: “Evolucié molecular al DNA: variabilitat intraespecifica i divergéncia
interespecifica”. Universitat de Barcelona, Maig - Juny de 2001.

- Curs de doctorat: “Métodes d’analisi filogenétic”. Universitat de Girona, Juny de 2001.

- Curs de doctorat: “Diversitat genetica i conservacid”. Universitat de Girona. Juliol de 2001.

Realitzacio del Treball de Recerca que porta per titol: “Filogenia molecular del génere
Merluccius basada en el DNA mitocondrial”, presentat el Maig del 2002 i defensat el Juny del
mateix any davant de tribunal Gnic per la obtenci6 de la Suficiencia Investigadora concedida

amb la qualificacio d’Excel-lent per unanimitat.

Linies de recerca

- Durant el periode 2000 al 2004, les linies d'investigacio es van desenvolupar al Laboratori
d’Ictiologia Genetica del Departament de Biologia de la Universitat de Girona i son les
seglents: filogénia molecular de peixos, estructura i evolucié de diferents gens mitocondrials,
estructura poblacional d'organismes aquatics, ecologia molecular i conservacié de recursos

naturals.
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- Des de Febrer de 2002 fins al Setembre de 2004, encarregada de la manipulacio del
sequenciador automatic ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin ElImer Applied Biosystems)

del Laboratori d’Ictiologia Genética de la Universitat de Girona.

- Des de Setembre de 2004 i fins a I'actualitat, dins del Grup de Recerca en Epidemiologia
Clinica i Molecular del Cancer de I'Institut Municipal d’Investigacions Mediques de Barcelona,
la principal linia d'investigacié és I'Epidemiologia clinica i molecular del cancer de pancrees
exocri, la pancreatitis cronica i el cancer del sistema biliar extrahepatic. Concretament la linia
de recerca es centra en l'estudi de factors ambientals i alteracions genétiques en l'etiologia

del cancer de pancrees.

Participacio en projectes de recerca

- Titol del projecte: Avaluacié genetica d’espécies marines. Financat per la UDG (projecte
9103059). Durada: de Juliol de 2003 a Juliol de 2004. Investigador principal: Dra Maria Inés
Roldan Borassi.

- Titol del projecte: Papel de las interacciones genético—ambientales en la etiopatogenia del
cancer de pancreas exocrino. Financat per la RCESP (Red de Investigacion de
Epidemiologia y Salud Publica). Durada indefinida. Investigador principal: Dr Miquel Porta.

- Tirol del projecte: Evaluacion del impacto sobre la salud humana de los compuestos téxicos
persistentes (CTPs). Financat per la RCESP (Red de Investigacion de Epidemiologia y Salud
Publica). Durada: 2002-2006. Investigador principal: Dr Miquel Porta.

- Titol del projecte: Factores ambientales y alteraciones genéticas en la etiologia del cancer.
Financat per la RTICCC (Red Tematica de Investigacion Cooperativa de Centros de Cancer).
Durada indefinida. Investigador principal: Dr Miguel Porta.

- Titol del Projecte: Ciber: Epidemiologia y Salud Publica. Financat per el FIS/ISCIII (Fondo
de Investigacién Sanitaria- Instituto de Salud Carlos Ill). Durada: 2007-2008. Investigador

principal: Dr Miquel Porta.

Beques

- Concessio d’'una beca dins el Programa de Cooperacion Interuniversitaria/E. AL. 2001 per
estudiants de pre i postgrau, convocada per I’Agencia Espanyola de Cooperaci6 Internacional
(A.E.C.L) per una estada de 2 mesos (del 3 de Setembre al 30 d’Octubre de 2001) a Méxic
per incorporar-me al laboratori de Biologia Molecular i Genética Humana del Centro
Universitario de la Ciénega de Universitat de Guadalajara.

Durant aquest periode es van realitzar les segiients activitats:
- Docéncia de les assignatures de Biologia Molecular i Genetica a alumnes de tercer i

quart curs respectivament, de la llicenciatura de Quimicofarmacobiologia
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- Posada a punt d’un nou laboratori de Genética Humana i Biologia Molecular tant pel que
fa a la preparacié de reactius, electroforesis, extraccié d’ADN i PCR com a la formacio
dels futurs encarregats de portar el laboratori

- Participaci6 en el projecte d'investigacié “Diversidad genética de grupos étnicos
mexicanos revelado mediante analisis del cromosoma Y” aprovat per el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT n° 33949) i exposicié dels resultats en

forma de presentacié oral al XXXVI Congreso Nacional de Genética Humana.

- Concessi6 d’'una beca predoctoral de la Fundacié IMIM al setembre de 2004 per participar
en el projecte “Factors ambientals i alteracions genetiques en I'etiologia del cancer” com a
becaria d'investigacio per realitzar la tesi doctoral dins la Unitat de Recerca en Epidemiologia

Clinica i Molecular del Cancer amb una durada maxima de 5 anys.

- Concessi6 d'una beca de la Fundacié IMIM al gener de 2006 per participar en el projecte
“Consolidacion y extensién de un modelo de investigacion cooperativa en epidemiologia y
salud publica (xarxa RCESP; C03/09) a la Unitat de Recerca en Epidemiologia Clinica i

Molecular del Cancer continuant aixi com a becaria de la Fundacié IMIM.
- Concessi6 d'una beca del programa de formacié del CIBERESP al setembre de 2008 per

asistir al “Encuentro Excelencia de la Investigacién en Salud Publica de la Escuela de Verano

de Salud Publica (Lazareto de Mao)".

PARTICIPACIO EN CONGRESSOS

Congrés: XXXVI Congreso Nacional de Genética Humana

Autors: Rangel-Villalobos H, Sandoval L, Ibarra B, Crous-Bou M, Figuera L.E.
Titol: Diversidad haplotipica del cromosoma Y en cinco poblaciones mexicanas
Tipus de presentacié: comunicacio oral

Lloc i data de celebracié: Puerto Vallarta, Jalisco, México. Del 24 al 27 d’Octubre de 2001.

Congrés: Il Jornades de Biologia Evolutiva

Autors: Crous-Bou M, Roldan Ml.

Titol: Filogénia molecular del genere Merluccius (Gadiformes: Merluciidae)
Tipus de presentacié: comunicacio oral

Lloc i data de celebracié: Barcelona, 7 de Juliol de 2003
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Congrés: Congreso de la Sociedad Espafiola de Genética
Tipus de participacid: assisténcia sense presentacio
Lloc i data de celebracié: San Lorenzo de el Escorial (Madrid), 8-10 de Setembre de 2003

Congrés: XV Seminario de Genética de Poblaciones y Evolucién

Autors: Heras S, Crous-Bou M, Roldan Ml.

Titol: Relaciones evolutivas en peces teleosteos, Estudio I: Andlisis filogenético de las familias
Mugilidae y Atherinidae (Acanthopterygii) mediante el gen 12S rRNA.

Tipus de presentacié: comunicacié oral

Lloc i data de celebraci6: Sigiienza (Guadalajara), 9-12 de Novembre de 2004

Congrés: XV Seminario de Genética de Poblaciones y Evolucién

Autors: Crous-Bou M, Roldan MI.

Titol: Relaciones evolutivas en peces teleosteos, Estudio II: Caracterizacion de la Region Control
del DNA mitocondrial en Gadiformes: variacion de secuencias e implicaciones filogenéticas.
Tipus de presentacié: comunicacio oral

Lloc i data de celebracié: Sigiienza (Guadalajara), 9-12 de Novembre de 2004

Congrés: IX Jornada sobre el cancer de mama
Tipus de participacid: assisténcia sense presentacio
Lloc i data de celebracid: Barcelona, 4 de Febrer de 2005

Congrés: X Congreso Nacional de la Asociacién Espafiola de Investigacion Sobre Céancer:
desde los genes a la clinica.

Autors: Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats N, Alguacil J, Carrato A, Real X.

Titol: En el cancer de pancreas exocrino el consumo de tabaco no se relaciona con la
persistencia de mutaciones en el codon 12 del oncogen K-ras.

Tipus de presentacid: poster

Lloc i data de celebracio: Pamplona, 13-16 d'Octubre de 2005.

Congrés: Integrative Molecular Cancer Epidemiology. An IARC-EACR-AACR-ECNIS Symposium
Autors: Crous-Bou M, Porta M, Morales E, Lopez T, Real FX.

Titol: Past medical conditions and K-ras mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma.

Tipus de presentacié: poster

Lloc i data de celebracié: Lyon, 3-5 de Juliol de 2008.
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Congrés: Encuentro “Excelencia de la Investigacion en Salud Publica” de la Escuela de Verano
de Salud Publica.

Autors: Crous-Bou M.

Titol: El papel de las interacciones genético-ambientales en la etiologia del adenocarcinoma de
pancreas.

Tipus de presentacié: comunicacio oral.

Lloc i data de celebracio: Llazaret de Mad, Menorca, 23-24 de Setembre de 2008.

Congrés: XXVI Reunién Cientifica de la SEE: ¢Quién es quién frente a las emergencias en la
salud publica?

Autors: Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Real FX.

Titol: Consumo de alcohol y mutaciones en el codén 12 del oncogen K-ras en pacientes con
cancer de pancreas.

Tipus de presentacié: comunicacio oral.

Lloc i data de celebracid: Girona, 14-17 d'Octubre de 2008.

ESTADES DE RECERCA A L’ESTRANGER

- Estada de 2 mesos al Laboratori de Biologia Molecular i Genética Humana de la Universidad
de Guadalajara (México), del 3 de setembre al 30 d’octubre de 2001. Col-laboracié en el projecte
de recerca “Diversidad genética de grupos étnicos mexicanos revelado mediante analisis del

cromosoma Y” i en la docéncia de les assignatures de Genética i Biologia Molecular.

Durant aquest periode es van realitzar les segiients activitats:

- Docéncia de les assignatures de Biologia Molecular i Genética a alumnes de tercer i quart curs
respectivament, de la llicenciatura de Quimicofarmacobiologia.

- Posada a punt d'un nou laboratori de Genética Humana i Biologia Molecular tant pel que fa a la
preparacié de reactius, electroforesis, extracci6 d’ADN i PCR, com a la formacié dels futurs
encarregats de portar el laboratori.

- Participacio en el projecte d'investigacié: "Diversidad genética de grupos étnicos mexicanos
revelado mediante andlisis del cromosoma Y” aprovat per el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACyYT n° 33949) i exposicio dels resultats en forma de presentacio oral en el
congrés nacional de genética humana.

- Participaci6 com a co-autora en una comunicacié oral titulada “Diversidad haplotipica del
cromosoma Y en cinco poblaciones mexicanas”, en el XXXVI Congreso Nacional de Genética
Humana. Puerto Vallarta, Jalisco, México. Del 24 al 27 d Octubre de 2001.
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- Estada d'1 mes al Channing Laboratory - Harvard School of Public Health (Boston) com a
investigador visitant, del 3 al 30 de juliol de 2006. Col-laboraci6 en 2 projectes de recerca: “CYP1B1

polymorphisms and pancreatic cancer” i “MDM2 polymorphisms and endometrial cancer”.

D'aquesta estada n'han resultat dos articles cientifics publicats en revistes indexades, amb diferent
grau d'implicacio:

- com a co-autora: Crous-Bou M, De Vivo |, Porta M, Pumarega JA, L6pez T, Alguacil J, Morales E,
Malats N, Rifa J, Hunter DJ, Real FX, for the PANKRAS Il Study Group. CYP1B1 polymorphisms
and K-ras mutations in patients with pancreatic ductal adenocarcinoma. Digestive Diseases &
Sciences 2008; 53:1417-1421.

- com a col-laboradora (reconegut als agraiments): Terry K, McGrath M, Lee IM, Buring J, De Vivo |.
MDM2 SNP309 is associated with endometrial cancer risk. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev.
2008; 17: 983-986.

PUBLICACIONS

Porta M, Crous M. La acumulacién de alteraciones genéticas y epigenéticas: un proceso causal
clave entre el medio ambiente y las enfermedades de etiologia compleja. Gaceta Sanitaria 2005;
19: 273-276.

Mendez MA, Vioque J, Porta M, Morales E, Lépez T, Malats N, Crous M, Gomez LI for the
PANKRAS II Study Group. Estimating dietary intakes from a brief questionnaire in a molecular
epidemiologic study of pancreatic and biliary diseases. European Journal of Epidemiology 2006;
21: 417-426

Crous-Bou M, Porta M, Lépez T, Jariod M, Malats N, Alguacil J, Morales E, Fernandez E,
Corominas JM, Carrato A, Guarner L, Real FX, for the PANKRAS |l Study Group. Lifetime history
of tobacco consumption and K-ras mutations in exocrine pancreatic cancer. Pancreas 2007;
35:135-41.

Morales E, Porta M, Vioque J, Lopez T, Mendez MA, Pumarega J, Malats N, Crous-Bou M, Ngo
J, Rifa J, Carrato A, Guarner L, Corominas JM, Real FX; PANKRAS Il Study Group. Food and
nutrient intakes and K-ras mutations in exocrine pancreatic cancer. J Epidemiol Community
Health 2007; 61:641-9.
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Porta M, Hernandez-Aguado |, Lumbreras B, Crous-Bou M. "Omics" research, monetization of
intellectual property and fragmentation of knowledge: can clinical epidemiology strengthen
integrative research? J Clin Epidemiol 2007;60:1220-5.

Crous-Bou M, De Vivo |, Porta M, Pumarega JA, Lopez T, Alguacil J, Morales E, Malats N, Rifa
J, Hunter DJ, Real FX, for the PANKRAS Il Study Group. CYP1B1 polymorphisms and K-ras
mutations in patients with pancreatic ductal adenocarcinoma. Digestive Diseases & Sciences
2008; 53:1417-1421.

Porta M, Ferrer-Armengou O, Pumarega J, L6pez T, Crous-Bou M, Alguacil A, Vicente A, Fit6
M, Jariod M, Morales E, Covas MI, Puigdoménech E, Gupta N, for the PANKRAS Il Study Group.
Exocrine pancreatic cancer clinical factors were related to timing of blood extraction and

influenced serum concentrations of lipids. Journal of Clinical Epidemiology 2008; 61: 695-704.

Crous-Bou M, Porta M, Morales E, Lopez T, Carrato A, Puigdoménech E, Real FX; for the
PANKRAS II Study Group. Past medical conditions and K-ras mutations in pancreatic ductal

adenocarcinoma. Cancer Causes and Control 2009; 20 (En premsa).

Crous-Bou M, Porta M, Lopez T, Jariod M, Malats N, Morales E, Guarner L, Rifa J, Carrato A,
Real FX; for the PANKRAS Il Study Group. Lifetime history of alcohol consumption and K-ras
mutations in pancreatic ductal adenocarcinoma. Environmental and Molecular Mutagenesis
2009; 50. (En premsa).
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