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Parte |
Introduccion



El reto de la Heterogeneidad en el Cancer

El cancer es una de las principales causas de
muerte a nivel mundial, y presenta una alta
heterogeneidad que dificulta la aplicacion de
terapias uniformemente efectivas. El subtipado y
la estratificacion de los pacientes es crucial. [&
® (o
Subtipo 1 Subtipo 2 Subtipo 3

Variables clinicopatolégicas relevantes para la
enfermedad, como el sexo del paciente, suelen
ser ignoradas en los estudios. Considerar estos

factores en el subtipado es fundamental para el

desarrollo de estrategias personalizadas. Medicina de Precision
y Mejores Resultados

Clinicos



Enfoque de la Investigacion: Adenocarcinoma de Pulmon

Adenocarcinoma de Pulmén (LUAD):

e > 50% de cancer de pulmén de células no
pequefias (NSCLC).

e ~26% tasa de supervivencia a 5 afos.

e Frecuente en no fumadores.

Desafio clave - Diferencias en base al sexo:

e Mayor incidencia y supervivencia en mujeres.
e Diferencias en supervivencia mas

pronunciadas.

e Desconocimiento de los mecanismos

moleculares subyacentes.



Enfoque de la Investigacion: Adenocarcinoma Ductal de
Pancreas

Adenocarcinoma Ductal de Pancreas (PDAC):

e >80% de los casos de cancer de pancreas.

e ~12% tasa de supervivencia a los 5 anos.

Desafio Clave - El Microambiente Tumoral
(TME):

e Desmoplasia Extensa

e |Inmunosupresor ("Frio")
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Justificacion: Uso de datos publicos para profundizar la
comprension de la Heterogeneidad del Cancer

Oportunidad: Disponibilidad de datos publicos transcriptdmicos en los repositorios, que podrian permitir
caracterizar subtipos de cancer e identificar biomarcadores.

Desafio: Dificultades de integracién y limitaciones de los datos.
Enfoque Propuesto: Metaanalisis de Datos Transcriptomicos Publicos:

e Estrategia: Reanalisis e integracion de los resultados
e Beneficios:

o  Superar limitaciones individuales

o Incrementar el poder estadistico

Validacion y estudios de caso: Adenocarcinoma de Pulmén (LUAD) y Adenocarcinoma Ductal
Pancreatico (PDAC).

e Objetivo: Demostrar la versatilidad y robustez del enfoque.



Objetivos

El objetivo principal fue desarrollar e implementar un enfoque computacional para caracterizar subtipos
de cancer a partir de datos publicos.

Los objetivos especificos:

1.  Evaluar el potencial de combinar datos publicados para proporcionar a los investigadores una
comprension mas profunda de los subtipos de cancer.

2. Caracterizar a nivel transcriptomico las diferencias funcionales en LUAD entre hombres y
mujeres.

3. Estudiar el panorama transcriptémico del PDAC.

4. Identificar subtipos de PDAC y biomarcadores potenciales basados en la supervivencia del
paciente.
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Metodologia

e

Gene Expression Omnibus

TCGAED

Revision Sistematica

Analisis Individuales

Bi

oconductor

OPEN SOURCE SOFTWARE FOR BIOINFORMATICS

Metaanalisis

Analisis adicionales

Busqueda sistematica de
estudios publicados con
datos disponibles.

Seleccion basada en el
diseno del estudio y las
variables del paciente.

Preprocesamiento y
estandarizacion de
datos.

Evaluacién de la
normalizacion.

Andlisis de expresion
diferencial (y andlisis
funcional en LUAD).

Integracion de los
resultados del analisis
utilizando el modelo de
efectos aleatorios de
DerSimonian y Laird.

En PDAC, analisis de
sobrerrepresentacion y
analisis de supervivencia.

Desarrollo de
herramientas web para
mejorar la accesibilidad
de los resultados.
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Preprocesamiento Individual

Preprocesamiento:

Estandarizacion de variables clinicas.

Normalizaciéon de RNA-seq - media recortada de 1
valores M (TMM). e a
e Estandarizacién de la normalizacién - -
transformacion log2. g S e .
e Anotacion génica uniforme - IDs de Entrez. g el S, : Bl Group
e Eliminacion de genes duplicados - mediana. § =il A T = :“ o
§ S A =l enocarcinoma
% . - g = Sex
S e
e (]
8 R e o A
Analisis exploratorio: = A -:.' -
]
®
- Diagramas de caja de expresion. . °
- Agrupamiento no supervisado. S - : o
- Analisis de Componentes Principales (PCA). PG 1:27% explaliisd varianics

Grafico de dispersion donde se muestran las dos primeras
componentes de un PCA
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Analisis de Expresion Diferencial - LUAD

Objetivo: Identificar genes donde la diferencia entre el tejido LUAD vy el tejido Control dependa del sexo
del paciente (es decir, identificar efectos de la enfermedad especificos del sexo)

Metodologia: Linear Models for Microarray and RNA-Seq Data (limma).

Ampliamente utilizada, muy versatil: disefios complejos y simples, implementacion para
microarrays y RNA-seq.

Contraste Matematico Disefio de Contraste
(LUAD.M - Control.M) - (LUAD.H - Control.H) Expresion ~ Enfermedad*Sexo + Tabaco +
Emparejamiento

Correccion por comparaciones multiples:
False Discovery Rate (FDR)

Resultados

Lista ordenada de genes con estadisticas que evaluan su implicacion en la interaccion entre el estado de
adenocarcinoma de pulmoén y el sexo del paciente.



Analisis de Expresion Diferencial - PDAC

Objetivo: Identificar genes expresados diferencialmente entre tejido PDAC y tejido no tumoral.

Metodologia: Linear Models for Microarray and RNA-Seq Data (limma).

Ampliamente utilizada, muy versatil: disefios complejos y simples, implementacion para
microarrays y RNA-seq.

Contraste Matematico Disefio de Contraste
PDAC - Control Expresion ~ Enfermedad + Emparejamiento
Correccion por comparaciones multiples:

False Discovery Rate (FDR)

Resultados

Lista ordenada de genes con estadisticas que evaluan su alteracion en PDAC.

14



Enriguecimiento Funcional

Objetivo: Identificar rutas y funciones asociadas con genes de interés

Adenocarcinoma de Pulmon

Metodologia: Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) usando Multi-Dimensional Gene Set

Analysis (mdgsa).

Enfoque en el enriquecimiento de rutas y
funciones, en lugar de en los genes.

Adenocarcinoma Ductal de Pancreas

Methodology: Analisis de
Sobrerrepresentacion (ORA) usando Cluster
Profiler (clusterProfiler).

Enfoque en los genes, en lugar de en las
funciones o rutas.

Resultado

Lista ordenada de rutas o funciones con estadisticas que evaluan su implicacion en el contexto bioldgico

estudiado.
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Metaanalisis

Objetivo: Sintetizar los resultados de analisis previos a través de multiples estudios independientes

Metodologia: Modelo de efectos aleatorios de DerSimonian y Laird (DL) usando metafor.

10072 —— -0.12[-0.28, 0.05] . .,
Validacion:

19188 - 0.17[0.02,0.32]
31210 o——I—c 0.12[-0.08, 0.27] . .

e Diagramas de bosque y diagramas de
32863 —a— 0.41[0.25, 0.56]
63459 —a— 0.07[-0.09,022] embudo: magnitud del efecto vy
75037 5 —— 0.43[0.27,0.58] ..

precision.

81089 ] 0.07 [-0.09, 0.22]
87340 A 043[027,059] e Analisis de sensibilidad (leave-one-out
TedA I o4ot02800T validacion cruzada).
DL Model for All Studies —~— 0.23[0.09, 0.36]

N B B B E— —
-04 -02 0 02 04 06 08

Log Odds Ratio

Grafico de bosque obtenido en el estudio de LUAD, correspondiente
al Proceso Bioldgico de GO: G0O:0002285 - activacion de linfocitos
implicada en la respuesta inmune. 16
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Resultados de la Seleccidon de Estudios

Studies identified in Studies identified in Studies identified in .
GEO database ArrayExpress TCGA database Enfoque en estadio temprano.
(n = 184) database (n=1)
(n =122)

v

Studies after .
duplicates removed Cohorte final:
(n =207)
( "\
SIS Eeliried ecanss bl 9 estudios transcriptomicos.
ol the lack of information about
7| sex, smoking habits, or disease
stage
v 1 (n = 157) )

Elegible studies
(n = 50)
4 3\

Studies excluded due to the lack Poblacién de estudio:
of early stage samples, the
presence of treated patients,

the absence of control samples,

or with a sample size less than e 1.366 muestras en estadio temprano:

four individuals per group

A

=41
. k "= } o 997 Casos (Tumor).

[ Studies included in | o 369 Controles (Tejido Adyacente No

exploratory analysis
L (n =8) ) Tumoral).
) v . e Sexo: 56% Mujeres, 44% Hombres.

Studies included in . ~

meEa—angl;/sis e Mediana de edad: 65.5 afios.
n=

\; /

Flujo de informacion a través de las diferentes fases de la revision
sistematica, siguiendo las directrices de la Declaracion PRISMA.



Resultados del Analisis Individual

Control de calidad: Se identificaron y eliminaron 3
muestras anémalas.

Expresion diferencial: 40
e Pocos genes significativos por estudio g o1
e Sin genes significativos comunes entre los %
estudios. [
Enriquecimiento funcional: T II A
; . . GSE312106 - Ill.---__-
e Términos GO y rutas KEGG. = GStessso ® e
m GSE19188 o
, N = & g, e
e La mayoria de los resultados significativos fueron — S e g " { !
. . . . . 60 40 20 0
exclusivos de estudios individuales. Set Size

Interseccidn de las funciones significativas entre estudios.

El analisis demuestra que los resultados son inconsistentes entre estudios, reforzando la idea de que

una correcta integracion es necesaria.
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Resultados del Metaanalisis Funcional

Realizamos un metaanalisis por cada uno de los 8.672 términos GO y rutas KEGG detectados en al
menos dos estudios.

Resultados significativos (FDR < 0.05): 129 términos o rutas significativas:

e 106 Procesos Biologicos.
e 3 Funciones Moleculares.
e 20 Rutas KEGG.

Pudimos asociar las funciones significativas a 21 grupos funcionales amplios (curados manualmente).

positive regulation of ceramide biosynthetic process - .
positive regulation of leukocyte adhesion to vascular endothelial cell 4
regulation of glial cell migration [ ]
postsynaptic membrane assembly 4
presynaptic membrane organization 4 ° LOR
positive regulation of sphingolipid biosynthetic process - .
regulation of B cell receptor signaling pathway - ® 045
B cell receptor signaling pathway - ] ® 050
cytidine metabolic process L @ 055

g positive regulation of interleukin-6 biosynthetic process @ 060
g CD8-positive, alpha-beta T cell differentiation - { }
o negative regulation of leukocyte degranulation 4 ° p.adjust
0] inositol trisphosphate metabolic process ®
negative regulation of chromatin silencing - * 0.04
cerebral cortex GABAergic interneuron differentiation - { ] 0.03
cytidine deamination - ®
DNA unwinding involved in DNA replication - ° 0.02
cytidine catabolic process 1 ® 0.01
mitochondrial electron transport, ubiquinol to cytochrome c
regulation of acute inflammatory response to antigenic stimulus - (]
positive regulation of inflammatory response to antigenic stimulus -
small nucleolar ribonucleoprotein complex assembly 1 o
Wofnen Mén

Group with higher activity of the function

Diagrama de puntos resumen de los resultados referentes a procesos
bioldgicos.



Funciones clave detectadas

~44% - Sistema inmune - Sobreactivacion en mujeres

BCR signaling

I

D )
P
a
n 40

B Cell Proliferation & Activation

RIG-I-like NOD-like TLR signaling
signaling signaling

0 NF-kappaB Activation
NIK/NF-kappaB

l Signaling

Acute inflammatory response
Interleukin biosynthesis
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Funciones clave detectadas

Mujeres Hombres

(J‘IJ‘IJ“:

Respuesta inmune Dafio y reparacién del ADN
. . e Activacion CD8+ T.

_ _ _ e Reparacion del ADN

e Perfil de interleucinas e Proteccion de telémeros
complejo (IL-2, IL-10 vs e Desenrollamiento ADN
IL-6, IL-8, IL-17)

Metabolismo Estrés oxidativo:

e Sefializacion purinérgica e Ciclo celular
e Ceramidas/esfingolipidos e Procesos mitocondriales

Confirmamos diferencias en el sistema inmune y revelamos alteraciones no descritas.

Implicaciones potenciales en tratamiento: respuesta a inmunoterapia, inhibidores PARP.
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https://bioinfo.cipf.es/metafun-nsclc/

Contexto y contribucion metodologica

Algunos estudios han evaluado las diferencias en sexo en LUAD, con ciertas limitaciones que

abordamos con nuestro estudio:

e Comparamos explicitamente pacientes hombres y mujeres, incluyendo muestras control.
e Aplicamos un metaanalisis funcional para integrar de forma robusta 9 estudios.
e Realizamos un enfoque amplio, sin centrarnos en un aspecto concreto de la biologia

Limitacion: Falta de detalles clinicos relevantes (estado mutacional), falta de estandarizacién en la
informacion aportada, infrarrepresentacion de estudios con mujeres - resalta la necesidad de aplicar

los principios FAIR en investigacion biomédica.
Fortalezas:

e Poder estadistico incrementado por el metaanalisis.
e Descripcion funcional robusta, a pesar de la heterogeneidad.
e Centrado en estadio temprano.
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Resultados de la Seleccidon de Estudios

Studies identified

Studies identified

= .
£ in GEO database Iy AP EXPEESS
8 (n = 99) database
= (n=99)
=
(]
z
Studies after
removal of
2 duplicates
= -
g (R=145) (" Studies excluded due to a lack of )
o PDAC samples, human primary
tissue samples, or insufficient
control samples
[ Eligible studies \_ (n=104) Y,
(n=39)
. (" Studies excluded due to the )
=
% presence of treated patients or a
'go sample size < 4 individuals per group
[ (n=10)
Studies included \ <
in exploratory
analysis
(n=29)
E Abnormal behaviour of normalization
= or lack of annotation (n=8)
(=

Studies included in
meta-analysis
(n=21)

Flujo de informacion a través de las diferentes fases de la revision
sistematica, siguiendo las directrices de la Declaracién PRISMA.

Cohorte final:

21 estudios transcriptomicos

Poblacion de estudio:

e 922 muestras:

o 602 Casos (Tejido tumoral).
o 320 Controles (Tejido
adyacente no tumoral).
e Sexo: 40% Mujeres, 60% Hombres

(7 estudios).
e Mediana de edad: 64.5 afios (6

estudios).
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Metaanalisis de la expresion genica

Realizamos un metaanalisis de 24.365 genes ( >= 2 estudios).
Identificamos 1.153 genes expresados diferencialmente:

e FDR<O0.05.
e Valor absoluto del log2 de la magnitud de cambio (|log2FC|) > 0.6.

e Evaluado en al menos 11 estudios (>50%).

4 TUMOR Cancer
MICROENVIRONMENTSIRVELS (oo iE:C (70 ReriSsyetes 1 Laminin subunit gamma2

. factors
A ™ ° PDLL Laminin subunit beta 3
\ \_—,_/'\
Collagen Xl alpha 1 \/\/‘_/\
Collagen X alpha 1 CAFs
e— X i ; . Teells MDSCs 1 Fibronectin 1
SANS L o \

.o

\\\\\V remodelacion estromal,
IFN27 desmoplasia, y rigidez
tumoral

N ECCR

Stratifin Stellat (14 - > ey

PDAC tumor Ceellase [ ] \ . ' promoting
. ‘ I’DAC cells

factors

)" [t

Extracellular matrix | ! ® NK cells -
Pancreas ., -
o 1MMP1 ~ . o0 /\/E\
T Te0, g
W Neutrophil Gancer regs Proteoglycan (Versican)

\/\ (N2) promoting

factors

Vision general del microambiente del PDAC, segun los resultados del
metaanalisis.



Interpretacion funcional de los resultados

Para mejorar la interpretabilidad, realizamos un Analisis de Sobrerrepresentaciéon (ORA) en los 1.153

genes significativos utilizando términos GO BP con un umbral de FDR < 0.05.

e Genes sobreexpresados (en PDAC): 546 procesos bioldgicos.

e Genes infraexpresados (en PDAC): 40 procesos bioldgicos. @: :
TME:
e Procesos del sistema inmunitario. (Reutrophil activation
e Adhesion celular. ——
e Remodelacion y degradacion matriz ’ Upositive regutation of cytokine = ”‘
extracelular (ECM). p: @ (,,;6:“ A /" .
Q type | interferon signaling pathway D SYNe .\,.”.,,,c?I,,,,”__I;,:,,.[;‘;’,,:,,‘_ membrane
Metastasis: . A
e Vascularizacion. ’
e Proliferacion y migracion celular.
e Metabolismo del colageno.
e Transicion epitelio-mesenquimal (EMT).

eextraccllular structure organization

)

| mitotic spindie organization

mitotic sister chromatid segregation

Diagrama de dispersiéon resumen de los resultados del ORA.

fusic
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Enfoque en el Sistema Inmunitario

=
NCBI

Lista consenso
2.583 genes

genes sig.
metaanalisis

Y

322 genes

¥ reactome

‘:E_:si.

2 f
Bl
cQ 5
ROV .
0

Respuesta
inmunitaria
relacionada con
los neutroéfilos

Senalizacién por interferon

Presentacion de antigenos
MHC-II

Regulacion negativa de
la muerte celular

L
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Caracterizacion del Microambiente Tumoral

Procesos y genes clave:

Componentes de la ECM y remodelacion: Alta expresion de colagenos (COL11A1, COL10A1),
Periostina (POSTN), Fibronectina (FN1), Versicano (VCAN).

o Densificacion del estroma, rigidez, barrera a infiltracion inmunitaria, quimioresistencia
Adhesién e invasion celular: Alta expresion de Stratifina (SFN), MMP1, Catepsina E (CTSE),
Lamininas (LAMB3, LAMC2), CEACAMSs.

o Degradacion ECM, migracién celular, invasion, resistencia a terapias.
Biomarcadores potenciales: Alta expresion de of Cistatina SN (CST1 - marcador proliferacion) y
Sulfatasa 1 (SULF1 - potencial de liberacion de farmacos).
Enzimas de digestion pancreaticos: Baja expresion de Quimiotripsina y Lipasas.

o Reduccién de la apoptosis e incremento de migracion.

Nuestro enfoque destaca procesos biolégicos clave que potencialmente impulsan la progresion del
PDAC, la resistencia a la terapia y la metastasis.
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ldentificacion de Firmas Prondsticas

Evaluamos el valor prondstico de firmas de expresion génica usando una
cohorte independiente de pacientes: The Cancer Genome Atlas (TCGA).

Aplicamos analisis de Kaplan-Meier con prueba de log-rank.

1. Analisis de supervivencia gen a gen:
o Gen altamente expresado si Z-score > Q3.

2. Analisis en base a puntuaciones de riesgo:
o Seleccion de genes
o Asignamos puntuacion de riesgo a muestra en base al numero
de genes altamente expresados.
o Agrupacion de pacientes en “Alto riesgo” o bajo riesgo si su
puntuacién de riesgo > mediana.

3. Analisis Multivariante: Riesgos Proporcionales de Cox.

alta expresion

Q3

Q2

Q1

baja expresion
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Firma Pronostica Inmunitaria

Analisis de supervivencia sobre 70 genes significativos clave del sistema inmunitario.

Analisis gen a gen: identificamos 28 genes con asociacion significativa.

Alta expresion correlacionada consistentemente con menor tasa de supervivencia.
Nuevos descubrimientos: 5 genes identificados por primera vez en PDAC (HCP5, SLFN13, IRF9,

IFIT2, IFI35).

Puntuacion de riesgo (28 genes):

Survival probability

Strata
|

n.censor

o
S
n

o

~

o
H

e

o

=3
1

O
N
a

=

=3

I=]
1

o =

El grupo de alto riesgo mostré6 menor supervivencia (p < 0.0001).
Pronéstico independiente segun el modelo de Cox (HR = 2.36, p < 0.05).

Strata == Highriskgroup == Low riskgroup

mﬂﬁ'ﬁﬁmm%%m i
M high risk

p<0.0001

Group W low risk
SLFN13 @ Expression
D |}

0 25 50 75
Time in months

Number at risk: n (%)

100

SSY
°

83 (100) 7(8) 2(2) 1(1)

96 (100) 25 (26) 8(8) 1(1)

0(0)
0(0)

F
| IFI27

0 25 50 75
Time in months

Number of censoring

HIIII
I L | 1 IFITM1

J ||| I HCP5 . -

| gXot1o Firma génica para la

T
100

I
| |" i ILTRAP agrupacion de pacientes
N'I'L\.Iu finlie 1|| H #.III & jori

CXCL5 en alto o bajo riesgo.
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Firma Pronostica Estromal

Analisis de supervivencia sobre los genes significativos relacionados con la remodelacion de ECM.

Individual Gene Analysis: identificamos 11 genes con asociacion significativa.

Puntuacién de riesgo (11 genes): El grupo de alto riesgo mostré menor supervivencia (p = 0.00012).

Survival probability

Strata

n.censor

B
Strata == Highriskgroup =t= Low riskgroup
e i i R TII roup rove
0.754 GJB2 = lr:yislriﬁgik
0504 EN1 i?ression
rheberte b
0=5 p=0.00012 i i VCAN
000{ ' : | | GPRC5A
’ ” Time i: (:nonths " . LAMB3
Number at risk: n (%) LANGS
SLC6A14
== |66 (100) 6(9) 2(3) 0(0) 0(0)
(113 (100) 26 (23) 8(7) 2(2) 0(0) CEACAM5
6 2‘5 5b 7‘5 1 [’)0 CEACAM6
Time in months
SFN
Number of censoring
5 TSPANA
1 11 T |
0 25 50 75 100

Time in months

Firma génica para la agrupacién de pacientes en alto o bajo riesgo.
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Firmas Pronosticas

Firmas prondsticas:

1. Firma inmunitaria (28 genes)
e Marcadores pronodsticos nuevos

(HCPS, SLFN13, IRF9, IFIT2, IFI35).

2. Firma estromal (11 genes)

Potencial utilidad clinica:

PDAC heterogeneity

< Meta-analysis

i
B
I K L {f
'L\II'\" i ‘IH'I'.J - Tumor
e ©¥% stratification
Immune gene signature
Stroma gene signature

High risk population

7% Shorter survival time

Different therapeutic
strategies

Low risk population

=7 Longer survival time

e Permiten estratificar pacientes en grupos de Alto Riesgo y Bajo Riesgo en relacion a la

supervivencia.

e Puede ayudar a distinguir tumores "Frios™ o "Calientes", guiando potencialmente decisiones

terapéuticas.

e Independencia de subtipos previos: Minima superposicion con los genes incluidos en los

subtipos de Bailey y Moffitt.

e Viabilidad: Numero manejable de genes, facilmente trasladable a la clinica
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Contexto y contribucion metodologica

Trabajos previos de integracion analizaron de forma conjunta los datos de expresion. Nuestra
aproximaciéon maneja de forma mucho mas robusta la heterogeneidad entre estudios, comparado con la
unién de los datos crudos o normalizados.

Puntos fuertes:

e Caracterizacion exhaustiva del perfil transcripcional en PDAC.
e Identificacion de firmas génicas con valor prondstico independiente.
e Identificacion de potenciales dianas terapéuticas

Limitaciones:

e Heterogeneidad de los datos: Abordado parcialmente por el modelo de efectos aleatorios.

e Falta de informacion clinica
e Se necesitan estudios adicionales para validar clinicamente las firmas prondsticas y dianas

terapéuticas.
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Parte VI
Discusion General y Conclusiones



Metodologia Computacional

Marco Computacional Comun:

Hemos aplicado una metodologia consistente basada en el metaanalisis de datos publicos
transcriptomicos para afrontar diferentes preguntas biolégicas relacionadas con dos tipos de cancer:

e Adenocarcinoma de pulmén: lvestigar las diferencias funcionales en base al sexo.
e Pancreatic Ductal Adenocarcinoma: Caracterizar el TME e identificar firmas pronosticas.

Valor y versatilidad demostrados:

e Potencia estadistica aumentada sobre los estudios individuales.
e |dentificado sefales bioldgicas robustas en medio de la heterogeneidad.
e Generar nuevos conocimientos e hipotesis a partir de datos existentes.

Destaca el valor de reutilizar datos publicos (principios FAIR) para avanzar en la investigacion del
cancer, especialmente para problemas complejos como la caracterizacion de subtipos.
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Fortalezas

Metodologia Robusta: Mayor poder estadistico y fiabilidad.

Manejo de la Heterogeneidad: Seleccion rigurosa y modelo de efectos aleatorios.

@ b =

Nuevos conocimientos biolégicos:

e Mecanismos alterados entre hombres y mujeres en LUAD.

e Genes con impacto en supervivencia.

4. Hallazgos relevantes a nivel clinico:

e Firmas prondsticas.

e Relevancia del sexo en estudios de LUAD.

5. Principios FAIR y Accesibilidad: Paginas web interactivas para promover la transparencia y la
reusabilidad.

6. Validacién por pares: Resultados publicados en Q1.
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Limitaciones

1. Dependencia en la calidad de los datos: La calidad del metaanalisis es dependiente de la calidad
de los estudios individuales.

2. Falta de informacion clinica: Falta de metadatos detallados en la informacién aportada por los
estudios.
Falta de estandarizacion: Diferencias en la anotacion clinica y la anotacion génica.

4. Heterogeneidad: Heterogeneidad técnica y biologica entre los estudios.
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Conclusiones

Objetivo 1: Evaluar el potencial de combinar datos publicados para proporcionar a

los investigadores una comprensién mas profunda de los subtipos de cancer.

1. Los datos publicados pueden ser reutilizados eficazmente para avanzar el conocimiento cientifico
y profundizar en la comprension de los subtipos de cancer. Esto resalta la importancia de la

colaboracion y la comparticién de datos en la comunidad cientifica.

2. El metaanalisis es la metodologia estadistica adecuada para este objetivo, ya que es robusto y mejora
la potencia estadistica, enmascarando posibles deficiencias de algunos de los datos publicados. El
metaanalisis puede utilizarse eficazmente para aprovechar los datos publicados e impulsar un paso

adelante la investigacion sobre el cancer.
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Conclusiones

Objetivo 2: Caracterizar a nivel transcriptomico las diferencias funcionales en LUAD

entre hombres y mujeres.

3. Los pacientes con adenocarcinoma de pulmoén muestran diferencias funcionales transcriptomicas
en base al sexo del paciente. Esto sugiere la importancia de considerar el sexo como un factor
biolégico relevante en la investigacion y el tratamiento del adenocarcinoma de pulmén, lo que

podria conducir a terapias mas personalizadas y eficaces.

4. Los mecanismos moleculares subyacentes a las diferencias transcriptomicas basadas en el sexo en el
adenocarcinoma de pulmon estan particularmente relacionados con el sistema inmunitario, la
sefnalizacion purinérgica y el metabolismo lipidico. Este conocimiento abre nuevas vias para la

investigacion de biomarcadores y terapias dirigidas especificamente a estas rutas bioldgicas. 42



Conclusiones

Objetivo 3: Estudiar el panorama transcriptémico del PDAC.

5. El panorama transcriptomico del adenocarcinoma ductal pancreatico esta fuertemente ligado a
los componentes de la matriz extracelular y al sistema inmunitario. Esta asociacion sugiere un ambiente
inmunosupresor y un estroma desmoplasico, lo que puede influir en la respuesta al tratamiento y la

progresion de la enfermedad.

Objetivo 4: Identificar subtipos de PDAC y biomarcadores potenciales basados en

la supervivencia del paciente.

6. Basandonos en el panorama transcriptomico del adenocarcinoma ductal pancreatico, identificamos
veintiocho genes inmunes y once genes relacionados con la matriz extracelular que impactaron la
supervivencia del paciente. Estos genes podrian utilizarse para estratificar pacientes y guiar la practica

meédica.
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Table A.1 - Caracteristicas clinicopatologicas de los
estudios de NSCLC

Table A.1 - Distribution of the clinicopathological characteristics of each study population. Tumor stage percentages were computed over the total number
of adenocarcinoma samples.

3 Age - - o ; . (% o) + ; : o
Study Samples (median + SD) Sex (%) Smoking Status (%) Histology (%) Stage (%) Mutations and Fusions (%)
1A 5 (1.63%)
Men 59 (73.75%) Non-smoker 19 (23.75% Adenocarcinoma 43 (53.75%) IB 17 (39.53%)
GSE10072 0 60 + 6.68 Women 21 (26.25%) Smoker 61 (76.25%) Control 37 (46.25%) DA 3 (6.98%) Not reported
IIB 18 (41.86%)
" IA 10 (31.25%)
_ Men 62 (73.81%) Non-smoker 50 (49.52%) Adenocarcinoma 32 (38.10%) j y
5L i 650711039 \women  22(26.19%) Smoker 34 (40.47%) Control s2(61.00%) 1B 15(4688%) Nok zeported
B 7(21.97%)
ALK 11 (4.87%)
) IA 114 (50.44%)
/ % - i % 22 87% 19%
GSE31210 ik 61+ 808 Men 116 (6'17.15. ) Non-smoker 123 (50%) Adenocarcinoma 6 (91 87‘7) B 54 (23.89%) EGFR 127 (56.19%)
Women 130 (52.85%) Smoker 123 (50%) Control 20 (8.13%) 1A 58 (25.67%) KRAS 20 (8.85%)
o Wild-type 68 (30.09%)
n s BN B
GSE32863 50 72 4+ 933 Men 20 (22.22%) Non-smoker 47 (52.22%) Adenocarcinoma 45 (50%) IB 18 (40.00%) LKB1 48 89.‘7)
: Women 70 (77.78%) Smoker 43 (47.78%) Control 45 (50 %) 1A 9 (20.00%) s 2
IR 2 (4.44%) KRAS+LKB1 2 (4.44%)
: Wild-type 12 (26.67%)
KRAS 1(3.13%)
z : KRAS +tp53  2(6.25%)
Men 29 (46.03%) Non-smoker 8 (12.70%) Adenocarcinoma 32 (50.79%)
GSE63459 63 64 + 1137 S : % : I 32 (100%) tp53 10 (31.25%)
Women 34 (53.97%) Smoker 55 (87.30%) Control 31 (49.21%) e 5 (15.637%)
Wild-type 14 (43.75%)
IA  25(3521%) Egi}; - gi:‘:?;
GSE75037 i 70 + 973 Men 46 (29.87%) Non-smoker 55 (35.71%) Adenocarcinoma 71 (46.11%) IB 26 (36.62%) LKB1 ; . 45':;)
$ Women 108 (70.13%) Smoker 99 (64.29%) Control 83 (53.89%) A 3 (4.23%) (8.45%
B 17(zsoax) KRASHLKBL  5(7.04%)
S Wild-type 19 (26.76%)
A 45(53.32%)
e Men 39 (39%) Non-smoker 8 (8%) Adenocarcinoma 81 (81%) 1B 18 (22.2%)
-4
e e 752737 Women 61 (61%) Smoker 92 (92%) Control 19(19T) A 8(9.88%) Rtpoted
B 11(13.58%)
Men 8 (14.81%) Non-smoker 54 (100%) Adenocarcinoma 27 (50%) IA 10 (37.04%)
GIEazn " 67 1244 Women 46 (85.19%) Smoker 0 (0%) Control 27 (50%) IB 17 (62.96%) Nok repocted
I 5 (1.20%)
Men 209 (45.63%)  Non-smoker 132 (28.82%)  Adenocarcinoma 415 (90.61%) 136 {5 1%}
oo o 6579199  Women 249 (5437%) Smoker 326 (71.18%) Control 43 (9.39%) [IIIS 1?1((5?:)62.333-) ok reported

HA  50(12.05%)




Figure A.3 - COX model

Hazard Ratio for variables of interest

Clinical variables Hazard Ratio (95% CI) : p-value
1
Age 1.02[1, 1.05] ¢ 0.07
1
Alcohol history 1.06 [0.61, 1.83] o 0.83
hroni :
Chrolls 1.02[0.43, 2.39] —— 0.96
pancreatitis |
Diabetes diagnosis 0.97 [0.52, 1.8] . 0.92
1
Grade G2 1.57 [0.63, 3.93] —.— 0.33
Grade G3 2.02[0.78, 5.24] — e 0.15
Grade G4 1.51[0.17, 13.64] — 0.71
1
High risk signature 2.36 [1.36, 4.1] | ——— 0.002
Metastatic tumor !
: : . —e 4
AJCC 1.85[0.41, 8.37] : 0.43
Residual tumor 1.66 [0.96, 2.87] ——— 0.07

HR



