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PRESENTACION

Esta tesis representa la finalizacion del trabajo realizado durante 4 afios, desarrollandose en el
Area de Medicina Preventiva y Salud Publica de la Universidad de Santiago de Compostela
(Esparia).

El nlcleo de esta tesis, desarrollada por compendio de articulos, estad constituido por tres
documentos publicados en revistas internacionales, revisadas por pares e indexadas en el
Journal Citation Reports (JCR). Estos articulos estan recogidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Compendio de los articulos incluidos

Titulo Objetivo Estado Revista
(JCR/FT)

Radon, Tobacco Exposure and Non- |Identificar el efecto oncogénico de

Small Cell Lung Cancer Risk Related|determinados genes vinculado a las vias ARCH
to BER and NER Genetic de reparacion del ADN ante la Publicado BRONCONEUMOL
Polymorphisms exposicion a radon y tabaco (Q1/8.0)
A Genome-Wide Association Study ||dentificar genes relacionados con la ARCH
of Small Cell Lung Cancer exposicion a radén y tabaco a través de| publicado | BRONCONEUMOL
un estudio GWAS especifico para cancer (Q1/8.0)
de pulmon de célula pequena. )
Genome Wide Association Studies in|Realizar un compendio de la informacion CLIN LUNG
Small-Cell Lung Cancer. A publicada del cancer de pulmon a través pyplicado CANCER
Systematic Review de estudios GWAS especificos parg (Q2/3.6)

cancer de pulmoén de célula pequena.

UCR: Journal Citation Reports; Fl: Factor de impacto; Q: cuartil.

Este documento esta dividido en las siguientes secciones: introduccidn, justificacion del estudio
y objetivos, métodos, resultados, discusion, conclusiones, implicaciones, referencias y anexos.

Esta tesis se fundamenta en el estudio de las bases genéticas del cancer de pulmén y su efecto
modulador sobre las diferentes exposiciones ambientales de riesgo. Numerosos organismos
internacionales, entre ellos la Organizacion Mundial de Salud (OMS), han clasificado al tabaco
y al raddn (1-3) como carcinogénicos, representado la primera y la segunda causa de cancer de
pulmon, respectivamente.

El cancer de pulmoén es uno de los principales procesos oncologicos a nivel mundial,
contribuyendo a una importante morbimortalidad en la poblacion. En la actualidad, este tipo de



enfermedad no se puede definir como una Unica entidad, ya que se clasifica en multiples
subtipos histologicos, presentando diferentes manifestaciones clinicas y enfoques terapéuticos.

En este documento se abordara el estudio de los dos grandes grupos histoldgicos en los que se
divide esta patologia, por un lado, el cancer de pulmén de célula no pequefia (CPCNP) y por
otro el cancer de pulmon de célula pequefia (CPCP).

Atendiendo a la exposicion al tabaco y al raddén residencial, es conocida su capacidad
oncogeénica, relacionandose con la produccion de aductos en el acido desoxirribonucleico
(ADN) (4). Para intentar corregir estas modificaciones y evitar que se desencadene la aparicion
de células tumorales, existen diferentes mecanismos de reparacion del ADN, entre los que se
incluyen las vias reparacion por escision de bases (BER) y reparacion por escision de
nucleétidos (NER).

Ademas de estas vias de reparacion, ciertos genes tienen una funcion de supresion tumoral,
como es el caso del TP53, uno de los méas conocidos (5). Conocer la presencia de ciertas
alteraciones en estos genes, podrian ser utilizadas como marcadores, con el fin de identificar a
los sujetos con un mayor riesgo de desarrollar un tumor especifico. Un ejemplo son los genes
BRAC1 o el BRAC2 en el cancer de mamay ovario (6).

Si exploramos la exposicion a agentes como el tabaco y el radon, destaca la exposicion a este
ultimo por dos motivos:

1. Las caracteristicas geoldgicas del territorio donde se desarrolla este estudio (Galicia),
favorecen que los domicilios de los participantes presenten un elevado riesgo de
exposicion al radon, situandose como una de las zonas de mayor riesgo en Espafia.

2. Las caracteristicas sociodemogréaficas de la poblacion gallega, como la permanencia
prolongada en el mismo domicilio, favorecen la exposicion de riesgo prolongada al
radon.

Esta combinacion de factores aumentaria el riesgo de desarrollar cancer de pulmon, por lo que
el anélisis del raddn y su interrelacion con diferentes polimorfismos genéticos se presenta como
una gran oportunidad para profundizar en su estudio e impacto en el cancer de pulmon y sus
mecanismos moleculares.



RESUMEN

RESUMEN

El cancer de pulmon es la primera causa oncoldgica de muerte a nivel mundial y la primera en
incidencia segln los datos del GLOBOCAN de 2022, con tendencia a seguir aumentando en
los proximos afios. Esta patologia se divide en dos grandes grupos: en primer lugar, por su
mayor incidencia, se encuentra el cancer de pulmoén de célula no pequefia, que abarca varios
subtipos histologicos, siendo el adenocarcinoma el mayoritario, el que menor vinculo tiene con
el tabaquismo y guardando relacion con la contaminacion ambiental. En segundo lugar, se ubica
el cancer de pulmoén de célula pequefia, que representa un pequefio porcentaje de todos los
canceres de pulmén. Este subtipo es, desafortunadamente, el que peor pronostico presenta
debido a que en la mayoria de los casos se diagnostica en estadios muy avanzados presentando
metéstasis. Ademas, esta estrechamente vinculado al consumo de tabaco.

En relacion con los factores de riesgo, hay que tener presente que el primero de ellos es el
tabaquismo y en segundo lugar encontramos el gas radén, pero no todos los sujetos expuestos
a estos agentes carcinogénicos presentan esta patologia, por ello, planteamos que los factores
genéticos pueden tener un papel relevante en el proceso de la oncogénesis. En esta tesis se
estudian, a través de tres articulos, los diferentes genes que pueden estar implicados en este
proceso.

En el primer articulo se inicia una aproximacién al cancer de pulmén de célula pequefa,
sintetizando en una revision sistematica los diferentes genes identificados a través de la
metodologia GWAS, donde se observd que existia una ausencia de estudios Ilamativa en
comparacion con el cancer de pulmon de célula no pequefia. Posiblemente, esto se deba a la
dificultad de reclutar un nimero de sujetos suficiente para obtener una significacién estadistica
adecuada para este tipo de estudios. A traves de este articulo se analizaron 14 estudios, donde
observamos la vinculacién de la sobreexpresion de ASCL1, que regula a su vez la expresion
del grupo CHRNAS/A3/B4, se relaciona con este cancer, al igual que el cromosoma 15 donde
se localiza.

Una vez analizada la evidencia disponible, se disefié un segundo estudio en el que se realiza un
GWAS (Genome-Wide Association Study o Estudio de Asociacion Gendmica Completa)
especifico para cancer de pulmoén de célula pequefia, incluyendo a 271 casos y 557 controles.
Ademas, por primera vez, se ha realizado el ajuste por nivel de exposicion a gas radon, debido
a que una de las grandes ventajas de este trabajo es que se dispone de la medicion de la
exposicion domiciliaria a este gas para la mayoria de los sujetos incluidos. Se obtuvieron
resultados sugestivos para diferentes genes destacando MAP4 tras el gene-based analysis y
ATR, ATRIP, MCM4, MCM5, ORC4, RPA3 y CDC25A tras el pathway analysis.
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Finalmente, en el Gltimo articulo, se plantea la hipotesis de que, tanto el tabaco como el radén,
pueden afectar a genes reparadores del ADN, lo que conduciria al proceso oncogénico si no son
adecuadamente reparados. Este estudio se disefié para estudiar el cancer de pulmon de célula
no pequerfia, en el cual destaca el adenocarcinoma por su incidencia. Se disefid un estudio de
casos y controles en el que participaron 821 casos y 1.201 controles y se analizaron genes
pertenecientes a las vias de reparacion del ADN previamente seleccionados, ajustando el
modelo por el consumo categorizado de tabaco y la exposicion a radén domiciliaria. Este
trabajo mostré que el rs1805794, localizado en el gen NBN, se asociaba con un mayor riesgo
de desarrollar cancer de pulmon de célula no pequefia tanto en grandes fumadores (tercer tercil
de consumo) como en no fumadores. Atendiendo a la exposicion al tabaco, el SNP que muestra
un mayor riesgo es el rs125701, localizado en OGGL1, y en relacion con la exposicion a
concentraciones de radén domiciliario mayores de 200 Bg/m?® destaca el rs1452584.

Todo ello nos lleva a pensar que las funciones de los diferentes genes pueden contribuir de una
manera significativa en el proceso de oncogénesis y que el efecto de la exposicion al radon
residencial puede venir afectada por cierta susceptibilidad genética. Por un lado, defectos en los
mecanismos de reparacién del ADN podrian condicionar la aparicién de esta enfermedad en
grandes fumadores al saturarse estas vias o, por otro, podrian existir rutas especificas, como la
sobreexpresion de ASCLL1 en el cancer de pulmdn de célula pequefia, que desencadenan un
aumento en la expresion de los receptores nicotinicos a través de la activacion del grupo
CHRNAAS/A3/B4. Asimismo, aunque la ruta oncogénica y su implicacion no esta claramente
definida, pero parece que el radon puede jugar un papel y se comienza a plantear una
clasificacion del cancer de pulmon de célula pequefia basandose en los factores de transcripcion
expresados, con el fin de poder avanzar, tanto en el tratamiento, como en la prevencion de esta
enfermedad letal.
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RESUMO

RESUMO

O cancro de pulmén é a primeira causa oncoldxica de morte a nivel mundial e a primeira en
incidencia segundo os datos do GLOBOCAN de 2022, con proxeccion a seguir aumentando
nos préximos anos. Esta patoloxia dividese en dous grandes grupos: en primeiro lugar, pola sta
maior incidencia, atopase o cancro de pulmon de célula non pequena, que abrangue varios
subtipos histoloxicos, sendo o adenocarcinoma o maioritario, 0 que menor vinculo ten co
tabaquismo e gardando relacion coa contaminacion ambiental. En segundo lugar, sitlase o
cancro de pulmoén de célula pequena, que representa unha pequena porcentaxe de todos 0s
cancros de pulmon, este subtipo é, desafortunadamente, o que peor progndstico presenta debido
a que na maioria dos casos diagnosticase en estadios moi avanzados presentando metastases.
Ademais, esta estreitamente vinculado ao consumo de tabaco.

En relacién cos factores de risco, hai que ter presente que o primeiro deles é o tabaquismo e en
segundo lugar atopamos o gas radon, pero non todos 0s suxeitos expostos a estes axentes
cancerixenos presentan esta patoloxia, por iso, expomos que os factores xenéticos poden ter un
papel relevante no proceso da oncoxénese. Nesta tese estidanse, a través de tres artigos, 0s
diferentes xenes que poden estar implicados neste proceso.

No primeiro artigo iniciase unha aproximacion ao cancro de pulmén de célula pequena,
sintetizando nunha revision sistematica os diferentes xenes identificados a través da
metodoloxia GWAS, onde se observou que existia unha ausencia de estudos rechamante en
comparacion co cancro de pulmon de célula non pequena. Posiblemente, isto débase &
dificultade de recrutar un nimero de suxeitos suficiente para obter unha significacion estatistica
adecuada para este tipo de estudos. A través deste artigo analizaronse 14 estudos, onde
observamos a vinculacion da sobreexpresion de ASCL1, que regula & sta vez a expresion do
grupo CHRNAS5/A3/B4, relacionado con este cancro, do mesmo xeito que o cromosoma 15 onde
se localiza.

Unha vez analizada a evidencia dispofiible desefiouse un segundo estudo no que se realizou un
GWAS especifico para cancro de pulmon de célula pequena, incluindo a 271 casos e 557
controis. Ademais, por primeira vez realizouse o0 axuste por nivel de exposicidn a gas radon,
debido a que unha das grandes vantaxes deste traballo € que se dispon da medicion da
exposicion domiciliaria a este gas para a maioria dos suxeitos incluidos. Obtivéronse resultados
suxestivos para diferentes xenes destacando MAP4 tras a gene-based analysis e ATR, ATRIP,
MCM4, MCM5, ORC4, RPA3 e CDC25A tras a pathway analysis.

Finalmente, no Gltimo artigo, exponse a hipdtese de que tanto o tabaco como o radon poden ter
0 seu efecto segundo a susceptibilidade do individuo en xenes reparadores de ADN o que
conduciria ao proceso cancerixeno se non son adecuadamente reparados. Este estudo desefiouse
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para estudar o cancro de pulmon de célula non pequena, no cal destaca o adenocarcinoma pola
sta incidencia. Desefiouse un estudo de casos e controis no que participaron 821 casos e 1.201
controis e analizdronse xenes pertencentes &s vias de reparacion do ADN previamente
seleccionados, axustando o modelo polo consumo categorizado de tabaco e a exposicion a radon
domiciliaria. Este traballo amosou que o rs1805794, localizado en NBN, asocidbase cun maior
risco de desenvolver cancro de pulmon de célula non pequena tanto en grandes fumadores
(terceiro tercil) como en non fumadores. Atendendo & exposicion ao tabaco, o SNP que mostra
un maior risco € 0 rs125701, localizado en OGG1, e en relacion coa exposicion a concentracions
de radon domiciliario maiores de 200 Bg/m? destaca o rs1452584.

Todo iso Iévanos a pensar que as funcions dos diferentes xenes poden contribuir dunha maneira
significativa no proceso de oncoxénese. Por unha banda, os defectos nos mecanismos de
reparacion do ADN poderian condicionar a aparicion desta enfermidade en grandes fumadores
ao saturarse estas vias ou, por outra banda, poderian existir roteiros especificos, coma a sobre
expresion de ASCL1 no cancro de pulmon de célula pequena, que desencadean un aumento na
expresion dos receptores nicotinicos a traves da activacion do grupo CHRNA5/A3/B4. Asi
mesmo, ainda que o roteiro oncoxénico e a sua implicacion non esté claramente definida, parece
existir susceptibilidade individual 6 efecto do radon e comézase a expor unha clasificacion do
cancro de pulmén de célula pequena baseandose nos factores de transcricion expresados, co fin
de poder avanzar, tanto no tratamento, coma na prevencion desta enfermidade le
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ABSTRACT

ABSTRACT

Worldwide, lung cancer is the leading oncological cause of death and the leading cancer in
incidence according to GLOBOCAN data for 2022, and it is expected to continue to increase
in the coming years. This pathology is divided into two large groups: firstly, due to its higher
incidence, we found the non-small cell lung cancer group, which encompasses several
histological subtypes, with adenocarcinoma being the most common and the least linked to
tobacco consumption and more related to environmental pollution. Secondly, small-cell lung
cancer, which represents a small percentage of all lung cancers, is unfortunately the subtype
with the worst prognosis because in most cases it is diagnosed in very advanced metastasises
stages. It is also closely linked to tobacco consumption.

In relation to the risk factors, we must bear in mind that the first of these is smoking and in
second place we find indoor radon exposure, but not all subjects exposed to these carcinogenic
agents develop this pathology, therefore, we propose that genetic factors may have a relevant
role in the process of oncogenesis. In this thesis, the different genes that may be involved in
this process are studied throw three articles.

The first article begins an approach to small cell lung cancer by synthesising in a systematic
review the different genes identified through the GWAS methodology, where it was observed
that there was a striking absence of studies compared to non-small cell lung cancer. This is
possibly due to the difficulty of recruiting enough subjects to obtain adequate statistical
significance for this type of study. Through this article, 14 studies were analysed, where we
observed the link of ASCL1 overexpression, which in turn regulates the expression of the
CHRNAAS/A3/B4 cluster, related to this cancer as well as chromosome 15 where it is located.

Once the available evidence had been analysed, a second study was designed in which a specific
GWAS (Genome-Wide Association Study) was performed for small cell lung cancer, including
271 cases and 557 controls. In addition, for the first time, adjustment for indoor radon exposure
level has been made, because one of the great advantages of this work is that the measurement
of home exposure to radon gas is available for most of the subjects included. Suggestive results
were obtained for different genes, highlighting MAP4 after gene-based analysis and ATR,
ATRIP, MCM4, MCM5, ORC4, RPA3 and CDC25A after pathway analysis.

Finally, in the last article, it is hypothesised that both tobacco and radon can affect DNA repair
genes, that would lead to the oncogenic process if they were not adequately repaired. This study
was designed to study non-small cell lung cancer, in which adenocarcinoma stands out for its
incidence. A case-control study was designed involving 821 cases and 1,201 controls and
analysed genes belonging to previously selected DNA repair pathways, adjusting the model for
categorised tobacco use and indoor radon exposure. This work showed that rs1805794, located
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in NBN, was associated with an increased risk of developing non-small cell lung cancer in both
heavy smokers (third tertile) and non-smokers. Regarding exposure to tobacco, the SNP
showing the highest risk is rs125701, located in OGGL1, and in relation to exposure to household
radon concentrations greater than 200 Bg/m?3, rs1452584 stands out.

All this leads us to think that the functions of different genes may significantly contribute to the
process of oncogenesis and that the effect of residential radon exposure may be influenced by
certain genetic susceptibility. On the one hand, defects in DNA repair mechanisms could
influence the development of this disease in heavy smokers by overwhelming these pathways.
On the other hand, there could be specific pathways, such as the overexpression of ASCL1 in
small cell lung cancer, which triggers an increase in the expression of nicotinic receptors
through the activation of the CHRNAS5/A3/B4 cluster. Additionally, although the oncogenic
pathway and its implications are not clearly defined, it seems that radon may play a role, and
there is a growing consideration of classifying small cell lung cancer based on the transcription
factors expressed, with the aim of advancing both the treatment and prevention of this lethal
disease.
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LISTA DE ACRONIMOS

LISTA DE ACRONIMOS

AASS: Aminoadipatase-sialdehyde synthase.
ADAM11: ADAM metallopeptidase domain 11.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AFR: Ascendencia africana.

ALK: ALK receptor tyrosine kinase.

APEX1: Apurinic/apyrimidinic endodeoxyribonuclease 1.
ASCL1: Achaete-scute family bHLH transcription factor 1.
ATR: ATR serine/threonine kinase.

ATRIP: ATR interacting protein.

BAG6: BAG cochaperone 6.

BER: Reparacion por escision de bases.

BCL2: B cell leukemia/lymphoma 2.

BRAF: B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase.
BRCAL: Breast cancer 1.

BRCAZ2: Breast cancer 2.

CDKN2A/B: Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A/B.
CeGen: Centro Nacional de Genotipado.

CD81: CD81 molecule.

CDC25A: cell division cycle 25A.

CDKG6: cyclin dependent kinase 6.

CHK1.: serine/threonine protein kinase CHK1.

CHNRA3: Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-3 gene.

CHNRAS: Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-5 gene.

CHNRB4: Neuronal acetylcholine receptor subunit beta-4 gene.

ClI: Intervalo de confianza.
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CLPTMI1L: CLPTML1 like.

CP: Cancer de pulmon,

CPCNP: Cancer de pulmon de célula no pequefia.
CPCP: Cancer de pulmon de célula pequena.
CPNM: Cancer de pulmon no microcitico.

CKT: keratin 7.

CK20: keratin 20.

DBF4B: DBF4 zinc finger B.

DDR2: discoidin domain receptor tyrosine Kinase 2.
DLL3: delta like canonical Notch ligand 3.

EGFR: epidermal growth factor receptor.

ELP6: elongator acetyltransferase complex subunit 6.
ENAC: Entidad Nacional de Acreditacion.

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
ERCC1: ERCC excision repair 1.

ERCC2: ERCC excision repair 2.

EUR: Ascendencia europea.

FEDER: Fondo Europeo de Desarrollo Regional.
FIS: Fondo de Investigaciones Sanitarias.

FGFR1.: fibroblast growth factor receptor 1.

FHIT: fragile histidine triad diadenosine triphosphatase.
GLOBOCAN: Global Cancer Observatory.

GST: Glutation S-Transferasa.

GSTM1: Glutation S-Transfersa Mu-1.

GSTT1: Glutation S-Transferasa Theta-1.

GWAS: Estudio de asociacion del genoma completo.
HCG15: HLA complex group 15.

HESL: hes family bHLH transcription factor 1.
HIST1H2BD: H2B clustered histone 5.
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LISTA DE ACRONIMOS

HMGN3-AS1: HMGN3 antisense RNA 1.

HORMAD2: HORMA domain containing 2.

HTR2A: 5-hydroxytryptamine receptor 2A.

HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

HYKK: hydroxylysine kinase.

IARC: International Agency for Research on Cancer.

IDH: indice de Desarrollo Humano.

IL17RC: interleukin 17 receptor C.

INSM1: INSM transcriptional repressor 1.

IREB2: iron responsive element binding protein 2.

ITK: Inhibidores de la tirosina kinasa.

JCR: Journal Citation Reports.

KEGG: Kyoto Enciclopedia de Genes y Genomas.

KLHL18: kelch like family member 18.

KRAS: KRAS proto-oncogene, GTPase.

LCRINS: Lung Cancer Risk in Never Smokers.

LINC01180: Long intergenic non-protein coding RNA 1180.
LINCO01556: Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 1556.
LKB1: Lkb1 Kkinase.

MAF: Minor Allele Frequency.

MAP4: Microtubule associated protein 4.

MAPS5: Microtubule associated protein 1B.

MAPK: Mitogen-activated protein kinases.

MCM4: Minichromosome maintenance complex component 4.
MCM5: Minichromosome maintenance complex component 5.
MET: MET proto-oncogene.

MMR: Mismatch repair.

MTMRS3: myotubularin related protein 3.

MYC: MY C proto-oncogene.
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MYCL1: MYCL proto-oncogene.

MYL4: myosin light chain 4.

N/A: No disponible.

NAP-A: Napsina-A.

NBN: Nibrin.

NCAM: Moléculas de adhesion de las células neuronales.
ncRNA: non-protein-coding RNA.

NER: Reparacion por escision de nucle6tidos.
NEURODZ1: neuronal differentiation 1.

NNK: Nicotine-derived nitrosamine ketone.

NNN: N-Nitrosonornicotine.

NOTCH: Via sefializacion NOTCH.

NTRK: Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase.

OGG1: 8-oxoguanine DNA glycosylase.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OR: Odds Ratio.

ORCA4: origin recognition complex subunit 4.

PAK4: p21 (RAC1) activated kinase 4.

PD-1: Programmed cell death protein 1.

PD-L1: Programmed death-ligand 1.

PHA: Hidrocarburos policiclicos arométicos.

PI3K-AKT: via fosfatidilinositol 3 kinasa.

PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha.
214po: Is6topo de polonio 214.

218po: Is6topo de polonio 218.

POU2F3: POU class 2 homeobox 3.

PRISMA: Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses.
PSMAA4 proteasome 20S subunit alpha 4.

PTEN: phosphatase and tensin homolog.
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PTPN23: protein tyrosine phosphatase non-receptor type 23.
226Ra: Isdtopo de radio 226.

RAD52: RAD52 homolog, DNA repair protein.

RAGE: advanced glycosylation end-product specific receptor.

RASSF1A: Ras association domain family member 1.
RB1: RB transcriptional corepressor 1.

RET: ret proto-oncogene.

222Rn: Is6topo de radon 222.

ROS1: ROS proto-oncogene 1.

RPAS3: replication protein A3.

RPRML.: reprimo like.

SD: Desviacion estandar.

SH3RF1: SH3 domain containing ring finger 1.
SNP: Single Nucleotide Polymorphisms.

SOX2: SRY-box transcription factor 2.

SKAT: Sequence Kernel Association Test.
SRSF1: serine and arginine rich splicing factor 1.
TERT: telomerase reverse transcriptase.

TK: Tirosina Kinasa.

TMALG6: Translation machinery associated 16 homolog.
TOP1: DNA topoisomerase I.

TP53: tumor protein p53.

TTP-1: Factor de transcripcion tiroideo 1.
TWAS: Transcriptome-wide association study.
238 Is6topo de uranio 238.

XRCC1: X-ray repair cross complementing 1.
XRCC3: X-ray repair cross complementing 3.
YAPL1: Yesl associated transcriptional regulator.

ZNF589: Zinc finger protein 589.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PULMON.

El cancer de pulmén es un problema de salud publica de gran magnitud. A nivel mundial,
durante el afio 2020, se diagnosticaron 19,3 millones de canceres de diferente origen y se
contabilizaron 10 millones de muertes en relacion con esta enfermedad, lo que sitGa al cancer
pulmonar como una enfermedad que contribuye a una gran morbimortalidad (7). Gracias al gran
desarrollo cientifico y tecnoldgico en la sociedad industrializada, podemos observar como se
produce un aumento paulatino de la esperanza de vida al nacer (8), junto con las mejoras en el
tratamiento y supervivencia que muestran los procesos de etiologia infecciosa. Todo ello,
contribuye a un aumento del peso relativo en la morbimortalidad global de las enfermedades
cronicas y los tumores, convirtiéndose en las primeras causas de muerte de las sociedades mas
desarrolladas (9) .

Aunque los datos comentados engloban los procesos tumorales en una entidad Unica, no todos
contribuyen en la misma proporcion en mortalidad o morbilidad. Ademas, no todos presentan
los mismos factores de riesgo, desarrollandose ante agentes diversos. Todo ello contribuye a
una incidencia muy variable entre los diferentes procesos cancerosos o subtipos histologicos
que se observan en las diferentes sociedades, por los distintos habitos y exposiciones
ambientales de sus ciudadanos. Atendiendo a los datos globales que muestra GLOBOCAN en
2020, podemos indicar que el primer cancer mundial por incidencia para ambos sexos se trataba
del cancer de mama femenino, representado un 11,7% del total. A continuacion, se situaba el
cancer de pulmon, del que versa esta tesis, representando un 11,4% y, consecutivamente, el
cancer colorrectal, el de prostata y el de estbmago. Estos 5 canceres ya representaban, por si
solos, el 37,4% de los casos tumorales incidentes a nivel mundial (7). En los datos aportados
por GLOBOCAN en 2022, como podemos ver en la Figura 1, el cancer de pulmén ha
recuperado la primera posicion con un 12,4% del total, seguido por el de mama con un 11,6%.
El resto de los canceres no varian su posicion en esos dos afios para ambos sexos.

Si analizamos los datos segun su impacto en la mortalidad para ambos sexos, estos canceres
varian en su posicion e incluso son desplazados por otros diferentes. Como podemos observar
en la Figura 2, el cancer de pulmon se situaria en primera posicién representando el 18,7% de
las muertes en 2022, donde podemos observar un incremento de su porcentaje, en comparacion
con el GLOBOCAN 2020 donde representaba el 18% de las muertes (7), lo que implica méas
1,8 millones de fallecimientos por este proceso en 2022. En segundo lugar, se sitda el cancer
colorrectal, con un 9,3%, seguido por el hepatocarcinoma con un 7,8%, y el cancer de mama
con un 6,8%.
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Figura 1. Incidencia para ambos sexos. Numero absoluto de casos. 2022
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Figura 2. Mortalidad para ambos sexos. Numeros absolutos de casos. 2022
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Ademas de las diferencias existentes entre sexos, es destacable que en los paises con un mayor
indice de desarrollo humano (IDH) se observa una incidencia de dos a tres veces mayor para
las enfermedades oncoldgicas en comparacion con los de menor IDH (7), esto puede ser debido
a un mejor acceso a la asistencia médica, contribuyendo a reducir la mortalidad ante
enfermedades infecciosas y favorecer el aumento de la esperanza de vida. A medida que los
paises menos industrializados avancen en su desarrollo econémico, se estima que en ellos
también aumente la incidencia de los diferentes canceres, produciendo un aumento del nimero
absoluto a nivel mundial. Debido a ello, cobran especial importancia las acciones que se puedan
plantear para intentar cambiar esta situacion. Es importante la prevencion primaria, actuando
mediante la mejora de la proteccion frente a agentes oncogénicos conocidos, ademas de
profundizar en la investigacion para identificar nuevos factores de riesgo, y la prevencion
secundaria, intentando mejorar las estrategias diagndésticas y de tratamiento. Todo ello, no solo
iria dirigido a disminuir la incidencia prevista, ya que, profundizando en el estudio de las rutas
oncogenicas, se podria intentar mejorar la supervivencia a través de tratamiento dirigidos e
incluso personalizados a las caracteristicas especificas de cada paciente y su enfermedad.

Si analizamos los principales canceres por regiones del planeta, podemos observar claramente
las diferencias en su distribucion. Esto puede ser debido a las diferencias en la exposicién a los
numerosos factores de riesgo conocidos, como por ejemplo el cancer de cuello de Utero,
relacionado con la infeccion cronica por el virus del papiloma humano (10), o el cancer de mama
en relacién con la expresion de BRCAL1 y BRCAZ2 (11). Estos procesos presentan una tasa de
mortalidad para paises en desarrollo de 15 muertes por 100.000 habitantes y 12,4 muertes por
100.000 habitantes respectivamente, mientras que en los paises con alto indice de desarrollo
humano representan 12,8 casos por 100.000 habitantes y 5,2 muertes por 100.000 habitantes
respectivamente (7). Las diferencias también se pueden explicar por los programas de cribado
para estas dos patologias o a la facilidad de acceso a mejores tratamientos, acompafados de una
mejor asistencia sanitaria. En relacion con el cancer de pulmon, también existe una distribucién
diferente entre paises, ademas de la diferencia entre sexos, en probable relacion con la diferente
exposicion y tipos de consumo de tabaco (12).

Analizando las Figura 3 y 4, en las mujeres el cancer de mama es el primero en incidencia y
mortalidad en 2022, representado el 23,8% y el 15,4% del total respectivamente. En segundo
lugar, de los casos incidentes, en el 2020 (7), se situaba el cancer de colon, siendo superado en
2022, con una subida de un punto porcentual, por el cancer de pulmoén, que alcanza el 9,4%.
Ademas, en relacién con la mortalidad, mantiene la segunda posicion con un 13,5% del total.
La menor importancia en la incidencia del cAncer de pulmén en mujeres podria estar relacionada
con razones culturales, donde la prevalencia del tabaquismo seria menor que en los hombres en
el pasado. Actualmente, esta diferencia ya habria desaparecido, traduciéndose en un incremento
paulatino de este cancer entre las mujeres (7,12,13). En muchos paises desarrollados la
mortalidad por cancer de pulmén en mujeres ya ha superado a la mortalidad del cancer de
mama.
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Absolute numbers, Incidence, Females, in 2022
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Si analizamos la incidencia y mortalidad en los hombres, podemos observar en la Figura5y la
Figura 6 que el cancer de pulmdn ocupa el primer puesto en ambas con un 22,7% de mortalidad
y un 15,2 % en incidencia en 2022, aumentando en comparacion con los datos de 2020, cuando
la mortalidad representaba un 21,5% y la incidencia un 14,3% (7).

Estos datos indican una tendencia global al aumento de la mortalidad e incidencia del cancer
de pulmon en los proximos afios, tanto para hombres como para mujeres, adquiriendo una
posicién cada vez méas importante. Estos datos llevan a concluir que continuar con la
investigacion en este campo es necesario para conseguir reducir el nimero absoluto de casos,
al igual que la instauracion de medidas preventivas para evitar que los casos en mujeres
asciendan al nivel de los hombres, cladsicamente mas expuestos a agentes oncogénicos en
relacion con este cancer.
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Figura 5. Incidencia en hombre. Numero absoluto de casos. 2022
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Absolute numbers, Mortality, Males, in 2022
Countries

Lun
1232641 (22.793

Others
2031187 (37.4%)

Liver
521 649 (9.6%)

Colorectum
499 594 (9.2%)

Oesophagus
318341 (5.9%)

Stomach
Prostate 427 428 (7.9%)

396 987 (7.3%)
Total : 5427 827
International Agency

Cancer TODAY | IARC - https://gco.iarc.who.int/today for Research on Cancer
Data version : Globocan 2022 (version 1.1) ¢ % World Health
© All Rights Reserved 2024 &R organization

Figura 6. Mortalidad en hombres. Numero absoluto de casos. 2022

En relacion con el cancer de pulmoén por paises, podemos observar en la Figura 7 que para
ambos sexos ocupa el primer puesto en 86 paises durante 2022.

En la Figura 8 se puede observar que, en practicamente todo el mundo, durante 2022, el cancer
con mayor incidencia en mujeres es el cancer de mama, destacando en los paises africanos el
cancer de cuello de Utero. Pero es llamativo que en Corea del Norte y China el cancer de pulmon
ya se sitle en el primer lugar en incidencia. En 2020 solo estaba Corea en esta lista (7),
produciéndose, en China, el adelantamiento del cancer de pulmon al de mama en dos afios, lo
cual destaca la tendencia al alza de esta enfermedad.

En la Figura 9 podemos observar los casos incidentes de cancer en varones por paises, donde
el cancer de pulmén se sitia en segunda posicion con 33 paises en comparacion con el de
prostata que lidera la incidencia en 118 paises. Las regiones asiaticas en este caso son las que
contienen mayor nimero de paises cuyo principal cancer en hombres es el de pulmén, muy
probablemente debido al consumo de tabaco o a la elevada exposicién a la polucion ambiental
pudiendo contribuir al aumento de su incidencia (14).
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Figura 7. Cancer mds comun por pais para ambos sexos. Numeros absolutos. 2022
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1.2 CANCER DE PULMON EN EsPANA

En Espafia, segin la Sociedad Espafiola de Oncologia Médica, las cifras de cancer de pulmén
siguen aumentando, y se espera que ocupe el tercer puesto en incidencia durante el afio 2024,
con 32.768 casos, por detras del cancer de colon, en primer lugar, seguido por el de mama, en
segundo. Aungue en mujeres, se encontraria en 2024 en tercera posicién con 10.285 casos, a
mucha distancia del de mama, que ocuparia el primer lugar con 36.395 casos y del de colon y
recto, en segundo con 17.285 casos. La tendencia se prevé que sera ascendente, estimando un
crecimiento del 12,3%, en comparacion con 2023. Ello se relaciona con el consumo de tabaco,
lo que nos conduce a esperar que otros canceres asociados a este factor de riesgo aumenten en
mujeres, como son el de cavidad oral y faringe. Por el contrario, en los hombres se estima que
se producird una reduccién en la incidencia del cancer de pulmon y de vejiga debido a la
disminucion del tabaquismo (15).

En relacién con la mortalidad, en Espafia, el cancer de pulmén ocupd el primer puesto en 2022
en hombres y el segundo en mujeres detras del de mama, en linea con los datos mundiales,
como pudimos observar en la Figura 4y la Figura 6. En Espafia, la mortalidad por cancer global
ha ido disminuyendo progresivamente, vinculada a los mejores tratamientos disponibles, la
disponibilidad de cribados poblacionales y la disminucion de la prevalencia del tabaquismo en
hombres (13).
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1.3 CARACTERISTICAS CLINICAS DEL CANCER DE PULMON.

El paciente prototipo de cancer de pulmén es una persona mayor de 40 afios fumadora o
exfumadora que, en una situacion inicial, cursa con alteraciones analiticas, signos o sintomas
relacionados con la lesion primaria, proliferacion local de tumor o afectacion de estructuras
adyacentes, pudiendo cursar con otras alteraciones en el contexto de un sindrome
paraneoplasico o metéstasis en diferentes localizaciones. El paciente con cancer de pulmon
habitualmente se encuentra en la séptima década de la vida pudiendo cursar en muchos casos
con tos y hemoptisis. En el caso de los canceres de pulmdn no vinculados al tabaco el paciente
prototipo seria una mujer mas joven (15).

El pronostico del cancer de pulmén guarda relacién con su identificacion temprana.
Desafortunadamente, el 50% de los canceres de pulmén diagnosticados presentan metastasis en
el momento de su diagnostico (15).

Atendiendo a su histologia, este tipo de cancer no se trata de una enfermedad homogénea. La
OMS ha elaborado una clasificacion que lo divide en dos grandes grupos, integrados por los
grupos histoldgicos principales (16), el mayor de ellos, agrupando a méas de las tres cuartas
partes del total, es el cancer de pulmaén de célula no pequefia (CPCNP), mientras que el segundo,
se trata del cancer de pulmon celula pequefia (CPCP). Esta division, no solo se basa en sus
caracteristicas anatomopatoldgicas, sino que también se establece debido a que su evolucion
natural y estrategias terapéuticas son diferentes en funcién de los subtipos presentes. Ademas,
se recomienda mantener tejido para realizar las pruebas moleculares pertinentes y estudiar la
expresion de PD-L1 para optimizar la decision terapéutica (15).

1.3.1 CANCER DE PULMON DE CELULA NO PEQUENA

Este grupo de cénceres de pulmon se subdivide en tres grandes subtipos histolégicos entre los
gue encontramos en primer lugar, por incidencia para ambos sexos, al adenocarcinoma, en
segundo lugar, el carcinoma epidermoide y en tercer lugar el cancer de células grandes.

En el adenocarcinoma de pulmén, en su analisis histoldgico, se pueden observar células con
una diferenciacion glandular, presentando sintesis de mucina y pudiendo manifestar
caracteristicas solidas, lepidicas, papilares, acinares o una mezcla de las anteriores. Este subtipo
de cancer es el menos vinculado al consumo de tabaco y el que presenta una mayor incidencia
en personas no fumadoras o con un consumo bajo, definido como menor de 10 cigarrillos/afo.
Es el mas incidente en mujeres y adultos jévenes (menores de 60 afios). Este cancer mantiene
una tendencia ascendente en su incidencia, probablemente debido a su vinculacion con la
contaminacion ambiental, y un aumento relativo producido por las medidas antitabaco que
disminuyen los casos incidentes de los otros subtipos de cancer de pulmén mas vinculados con
el habito tabaquico (15,17).

El carcinoma epidermoide pulmonar no se diferencia histologicamente de los no pulmonares.
En este subtipo se observan células queratinizadas de origen bronquial con puentes
intercelulares, tendiendo a formar ‘“hojas” de células tumorales, al contrario que el
adenocarcinoma, que forma grupos tridimensionales. Este subtipo esta estrechamente ligado al
tabaquismo, manifestandose en regiones bronquiales. Actualmente, su incidencia ha ido
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disminuyendo a favor del adenocarcinoma, pudiendo esto estar en relacion con los cambios
sociales en el consumo de tabaco (15).

El cancer de pulmén de células grandes, al contrario que los anteriores, no comparte las
caracteristicas estructurales ni histologicas de los CPCNP, ni la diferenciacion mucinar o
epidermoide de los dos subtipos histologicos que pertenecen a su grupo. Los canceres de este
grupo representan menos del 10% de los canceres de pulmon, incluyendo los que no se
encuadran en los grupos anteriores (15).

No solo es importante diferenciar los tumores de pulmoén entre CPCP y CPCNP, sino que
también es importante establecer un diagndéstico diferencial entre el adenocarcinoma y el
carcinoma escamoso. Esta diferenciacion se puede realizar a traves de la informacién clinica
observada, la patoldgica, radioldégica y molecular. Por ejemplo, a través del estudio
inmunohistoquimico, el adenocarcinoma expresa Napsina-A (Nap-A) y los epidermoides
expresarian los marcadores p40 o p63, y complementariamente, en este Gltimo grupo, se podria
observar la presencia de mucina en la muestra (15).

En relacion con estos canceres, el estudio inmunohistoquimico nos aporta datos para su mejor
diferenciacion. El factor de transcripcion tiroideo conocido como TTF-1 es un gran indicador
de cancer de pulmon primario, una vez descartado el de tiroides. NAP-A esta presente en mas
del 90% de los casos de adenocarcinoma. Estos dos marcadores son ambos negativos para el
cancer epidermoide y positivos para el adenocarcinoma, siendo solo positivo el TTF-1 en el
CPCP. En los canceres no escamosos del grupo CPCNP, junto con el CPCP y el mesotelioma
observariamos una tincion positiva para CK7 y negativa para CK20, siendo ambos negativos
para la estirpe epidermoide (15).

1.3.2 CANCER DE PULMON DE CELULA PEQUERNA

Este tipo de cancer también se conoce como microcitico o de células de avena por la similitud
morfoldgica, caracterizandose por la presencia de marcadores neuroendocrinos como: CD56,
sintaptofisina, cromogranina y moléculas de adhesion de las células neuronales (NCAM). El
nombre de microcitico proviene del tipo de células que se observan en el estudio histoldgico,
donde se aprecian células pequefias con bordes mal definidos, con la cromatina nuclear de un
aspecto granuloso, un nucleolo ausente y un indice mitético elevado, que condiciona un peor
prondstico (15).

Este tumor neuroendocrino, pobremente diferenciado, es considerado un tumor de alto grado
(18) y el cancer pulmonar de peor pronostico con el menor abanico de mecanismos terapéuticos
disponibles (19), debido a estas circunstancias fue declarado en 2017, por el Instituto Nacional
de Céncer de Estados Unidos, como una “enfermedad recalcitrante”, encontrandose entre las
cinco enfermedades consideradas como prioritarias en el campo de la investigacion (20). Este
tipo de cancer representa un pequefio porcentaje (15%) de los diagndsticos globales de cancer
de pulmoén (7). EI CPCP presenta una elevada mortalidad tras el diagndstico, con una
supervivencia a 5 aflos menor del 7%, debido a que se trata de un subtipo de cancer muy
agresivo diagnosticado en estadios avanzados (21,22). Cabe destacar que este tipo histologico
es el mas vinculado al consumo de tabaco.
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Analizando su inmunohistoquimica permitiria distinguirlo de otros canceres de pulmoén la
expresion de Nap-A, la cual es una proteasa expresada en el citoplasma de los neumocitos 11
que se expresa en el 90% de los adenocarcinomas pulmonares, pero no en este subgrupo de
célula pequefia, por el contrario, TTF-1 seria positivo en ambos subtipos de cancer de pulmon
(15).

Los mecanismos moleculares de este cancer son complejos, ya que incluye un gran indice
mitotico y multiples reordenamientos cromosémicos. Ademas, es muy comun que se produzcan
en este subtipo mutaciones en TP53 y RB1 inactivandolos (23). Desafortunadamente, el
tratamiento de este tipo de canceres aln se realiza con quimioterapia basada en platino, siendo
sus opciones de supervivencia escasas.

El GWAS es un estudio genético que analiza simultaneamente diferentes patrones genéticos y
los relaciona estadisticamente con la enfermedad estudiada, siendo fundamentales para mejorar
la comprension del horizonte genético de enfermedades multifactoriales. Este tipo de estudio
se ha utilizado para profundizar en el analisis de numerosas enfermedades, pero cabe destacar
lo poco que se ha utilizado en el estudio del CPCP en comparacion con el CPCNP. Una de las
principales razones de esta diferencia podria estar determinada por el bajo nimero disponible
de pacientes con CPCP (7), lo que dificultaria que se puedan alcanzar niveles de significacion
elevados en los genes estudiados a traves de esta aproximacion. Para esta tesis, se ha
desarrollado uno de los pocos estudios GWAS especificos para CPCP, incluyendo por primera
vez el radon como variable de ajuste en relacion con este subtipo de cancer de pulmon.

1.3.3. PATOGENIA MOLECULAR

Ante una exposicion de riesgo comun entre diferentes sujetos, el cancer de pulmén no se
desarrolla en todos los pacientes por igual, lo que nos lleva a pensar que esta exposicién no
seria una causa suficiente. Esta patologia presentaria un origen multifactorial, por lo que otros
factores deberian favorecer el desarrollo de este proceso. Entre ellos, los factores genéticos
podrian tener una especial relevancia (24,25).

Se han identificado muchas modificaciones genéticas que pueden tener relacion con el cancer
de pulmon, pero hay unas de especial relevancia que se conocen con el nombre de “mutaciones
conductoras”, que son las que afectan a genes que codifican proteinas de sefializacion, que
conducen a una desregulacion de las células sanas, favoreciendo la aparicion de células
patoldgicas con caracteristicas malignas. Estos puntos que generarian el desarrollo de la
enfermedad son interesantes, ya que podrian ser utilizados como dianas terapéuticas, evitando
el desarrollo del cancer en personas que presenten un riesgo elevado para su aparicion. En el
caso del adenocarcinoma, las mutaciones conocidas se desarrollan en los neumocitos tipo I,
encontrandose entre ellas las alteraciones en EGFR, MET, BRAF, PIK3CA o KRAS que
muestran una especial sensibilidad a los inhibidores de TK (15). En el caso de la mutacién en
EGFR, puede mostrar resistencia a los TKI en un pequefio porcentaje de los adenocarcinomas,
lo que podria posibilitar una transformacion de este subtipo de cancer en un CPCP (26,27).
También se han identificado reordenamientos cromosémicos en los pacientes con
adenocarcinoma, que activan de una manera aberrante a ROS1, RET, NTRK, TK ALK. Las
“mutaciones conductoras” en el adenocarcinoma son mayoritariamente desconocidas, y entre
las que conocemos se manifiestan principalmente como mutaciones de KRAS o0 EGFR (15).
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En el cancer epidermoide se identificaron mutaciones conductoras con gran potencial, como las
mutaciones en DDR2, PIK3CA pérdida de MET, BRAF y PTEN o la amplificacion de
EGFR1(15).

No solo estas mutaciones son importantes, también se ha vinculado con el cancer de pulmon la
inactivacion de numerosos genes reguladores de tumores como: TP53, RB1, LKB1, RASSF1A,
FHIT y CDKN2A/B, entre los que destacan los dos primeros (TP53 y RB1), cuya inactivacion
se manifiesta en mas del 90% de los CPCP (15), aunque también se observaron mutaciones en
la via NOTCH en un 25% de los pacientes con este subtipo de cancer (28)

En relacion con la trasmision a la descendencia, aunque no se ha conseguido identificar el
cancer de pulmén como un cancer hereditario, si que se ha observado que los descendientes de
pacientes que han sufrido esta enfermedad tendrian un riesgo aumentado de desarrollar una
neoplasia similar (29). Estudios recientes realizados en Espafia sustentan el papel de los
antecedentes familiares (30).

En este estudio, en relacion con el CPCNP, estudiamos los mecanismos de reparacion de ADN,
que son un factor importante en la reparacion de los aductos producidos por los diferentes
agentes ambientales carcinogénicos. El tabaco, uno de los mayores responsables de esta
patologia, muestra que disminuye el nimero detectable de proteinas reparadoras en modelos
con ratones (31), mientras que en humanos mantiene una relacién lineal con la carcinogénesis
a bajas exposiciones, elevandose en grandes fumadores, lo que puede ser debido a la saturacion
de las vias de reparacion y un incremento de la apoptosis (32). Ademas, una baja capacidad de
reparacion del ADN conllevaria un aumento de riesgo de desarrollar cancer (33).

Existen tres tipos principales de mecanismos de reparacion del ADN:

1. Reparacién por escision de nucleétidos (NER): es la principal via de reparacion en
mamiferos, repara los dafios por luz ultravioleta, mutdgenos ambientales y
quimioterapia (34).

2. Reparacion por escision de bases (BER): repara el dafio producido por la oxidacion,
deaminacion y alquilacion. Protegiendo del envejecimiento, neurodegeneracion y
cancer (35).

3. Mismatch repair (MMR): estabiliza el genoma celular a través del blogueo de la
recombinacion entre ADN no idéntico y la eliminacion las bases desapareadas (36).

En estudios ya publicados, se analizaron los genes como ERCC1, ERCC2, XRCC1, OGGly
XRCC3, perteneciendo los dos primeros a la via NER, los dos segundos a la BER y el altimo a
la MMR, pero ninguno se ha estudiado para la exposicion a radon residencial (37).

En relacion con los genes pertenecientes a la via NER destacan los genes ERCC1y ERCC2 en
relacion con el cancer de pulmdn, ya que alteraciones en ERCC1 mostraron un aumento de la
toxicidad en pacientes con cancer de pulmdn tratados con quimiorradioterapia o radioterapia,
pero no parece que influyesen en la repuesta al tratamiento o en la supervivencia entre los
pacientes no fumadores (38). Ademas, recientemente estos genes se han relacionado con la
depresién y ansiedad en los pacientes diagnosticados de cancer de pulmén (39) y también han
sido relacionados con una mejor respuesta al tratamiento con permetrex/platino en los canceres
no escamosos pertenecientes al grupo de CPCNP (40) .
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Entre los pertenecientes a la via BER, destaca OGG1, la enzima con el mismo nombre actla
como catalizador en el inicio del proceso de reparacion por escision de bases. Cuando OGG1
esta defectuoso modularia la coordinacién del sistema inmune adaptativo e innato a través de
alteraciones en la regulacion de las citoquinas junto con un aumento del estrés oxidativo, lo que
contribuiria al proceso de oncogénesis mediado por KRAS, estrechamente ligado a OGGL1 (41).

XRCC3 es un gen que pertenece a la via MMR, el polimorfismo XRCC3 Thr241Met ha sido
analizado en diversos estudios para cancer de pulmon, pero sus resultados no fueron
concluyentes para poder vincularlo claramente con el cancer de pulmén (41-43). Pero este gen
se sigue relacionando con procesos oncoldgicos, como el cancer mama, vinculandolo con el
gen TP53 (44). Asimismo, la variante heterocigotica del SNP rs861539, localizado en el
XRCC3, ha mostrado un aumento de riesgo para cancer de pulmén en personas no fumadoras
cuando la exposicion a radén residencial supera el umbral de 200 Bg/m3 (45).

Las Glutation S-Transferasas (GST) pertenecen a la familia de las isoenzimas de fase Il, que
tienen como funcidén detoxificar agentes externos actuando como catalizadoras de la
conjugacion de la reduccién del glutation, este tripéptido resultante protege a la célula de
agentes oxidantes endogenos y exdgenos ademas de mantener la estabilidad de las membranas
celulares. Un subtipo de esta isoenzima, la Glutation S-Transferasa Theta-1 (GSTT1) mostro
influencia en la supervivencia del cancer de pulmén (46), mientras que la delecion de la
Glutation S-Transferasa Mu-1 (GSTM1) ha mostrado un mayor riesgo de desarrollar cancer de
pulmon especialmente en sujetos fumadores (47,48). Son relevantes los resultados obtenidos
para estas dos isoenzimas, en relacién con la exposicion a radon debido a que también se ha
relacionado su delecion con un aumento en el riesgo de desarrollar un cancer de pulmén cuando
los sujetos han estado expuestos a concentraciones elevadas de radon residencial, lo que sugiere
una posible funcién en la ruta carcinogénica producida por la radiacién alfa (49).

1.4 FACTORES DE RIESGO

Los factores de riesgo para el cancer de pulmon se pueden dividir entre intrinsecos y extrinsecos
(50). El primer grupo incluiria antecedentes familiares de cancer, la edad, el sexo o patologias
respiratorias previas. Por otro lado, los extrinsecos incluirian los factores ambientales como son
el tabaco, el radon, la contaminacion ambiental, la combustién de biomasa, la dieta, las
ocupaciones con exposiciones de riesgo, el alcohol, las actividades de tiempo libre con
exposicion a carcindgenos (51).

1.4.1 TABAQUISMO

Es el principal factor de riesgo para el cancer de pulmon, especialmente para el CPCP vy el
cancer de células escamosas, estableciéndose en los afios 50 del siglo XX su relacién causal
(52), aunque las investigaciones que indagaban en los problemas derivados del tabaquismo
comenzaron a principios del siglo XX (53). Esto es debido a que el tabaco contiene més de 60
sustancias consideradas cancerigenas para el ser humano (54), siendo este habito un factor de
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riesgo tan importante que puede llegar a multiplicar por 30 el riesgo en comparacion con el de
un nunca fumador (52).

Con el desarrollo de campafias para erradicar el consumo de tabaco, la concienciacion de la
sociedad y la deshabituacion en la poblacion se estd consiguiendo una disminucién de los
subtipos con mayor vinculacion con el consumo de tabaco, como es el CPCP y las patologias
asociadas (55,56).

Este riesgo no es igual para todas las personas, varia en funcién de la cantidad de tabaco
consumido, de la edad de inicio, ya que esto implicaria posiblemente un mayor tiempo de
exposicion si ocurre a edades mas tempranas, de su grado de inhalacion a la hora de fumar y su
concentracion de nicotina, a pesar de que esta Ultima no es una molécula carcinégena por si
misma, pero esta vinculada a una mayor adiccion y en consecuencia un consumo mas intenso
(57,58). A pesar de que el paciente presente un cancer de pulman, es importante insistir en que
deje este habito, ya que se ha visto que experimentan una menor tasa de segundas neoplasias y
de recurrencias, ademas de la disminucion de la mortalidad que lleva asociada por otras causas
(59).

Es preciso tener presente que en relacion con el consumo de tabaco no solo el habito de consumo
es un factor de riesgo, la exposicion al humo ambiental de tabaco muestra un incremento de
riesgo de desarrollar cancer de pulmén (60).

La proyeccion para el cancer de pulmén en Espafia es que siga en aumento durante los préximos
afios debido a la posterior incorporacion de la mujer a su consumo, que actualmente, tras un
tiempo de exposicion de riesgo, evolucionara a cancer de pulmon. (9).

1.4.2 RADON

Este gas identificado en su principal is6topo como 2??Rn, es un gas noble originado por la
desintegracion radioactiva del uranio-238 (?%U), derivando directamente del radio-226 (**°Ra).
Este gas es el segundo factor de riesgo para el cancer de pulmon, por detras del tabaco. Ademas,
sus caracteristicas fisicas lo hacen aun maés peligroso debido a que al ser incoloro, inodoro e
insipido permite que la exposicion a este gas a concentraciones elevadas pueda pasar
desapercibida entre la poblacion, convirtiéndolo en un problema de gran importancia desde el
punto de vista de la salud publica (3,61,62).

Cuando el ?%?Rn se desintegra lo hace a polonio, principalmente a los isétopos 2'8Po y ?14Po,
liberando particulas alfa radioactivas peligrosas para el ser humano, y su periodo de
semidesintegracion o vida media es aproximadamente de 4 dias, siendo estos descendientes
isétopos de vida media corta que pasan de la fase gaseosa del radon a un estado sélido, pudiendo
adherirse al polvo doméstico (63,64), ser inhalados y quedar depositados en los alvéolos
pulmonares emitiendo radiacién hasta que se desintegran en productos inertes.

Otro aspecto importante de este gas es el efecto sinérgico que presenta con el tabaco,
multiplicando el riesgo de desarrollar cancer de pulmén entre fumadores y personas expuestas
al humo ambiental de tabaco (65).

La exposicion a este gas puede producirse en diferentes ambitos, siendo el laboral el mas
estudiado donde se identificaron a los mineros entre los profesionales de mayor riesgo, ya que
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desarrollan su labor en espacios cerrados donde se acumula el gas radén procedente de la
corteza terrestre con predominio de rocas graniticas (61,62). Por otro lado, el radén puede
acumularse en las viviendas procedente del suelo desde donde se filtraria a los domicilios y se
acumularia en las distintas estancias acumulando concentraciones consideradas de riesgo para
los humanos en determinados casos

A pesar del desconocimiento general de la poblacidn sobre este riesgo, existen diferentes guias
especificas de agencias internacionales que alertan e intentan poner coto a este problema de
salud publica (3,66). El territorio gallego, donde principalmente se van a reclutar los
participantes de los estudios que incluye esta tesis, es una zona de alta prevalencia de domicilios
con alto nivel de radon residencial, afectando a mas del 70% del territorio segun el Consejo de
Seguridad Nuclear (67).

La accion méas segura frente al radon es evitar la presencia de este gas perjudicial en
concentraciones elevadas, aunque los niveles identificados de riesgo varian entre los diferentes
paises, la Organizacion Mundial de Salud (OMS) establece 100 Bg/m?® como umbral de riesgo
(3).

1.4.3 POLUCION AMBIENTAL

En relacion con la polucion ambiental se ha demostrado que su exposicion aumenta el riesgo
de cancer de pulmon (68), especialmente en localizaciones donde el transporte con vehiculos de
combustidn es intenso (69). Esto puede ser debido a la exposicion a los gases de combustion de
los motores que queman gasoleo, ya que existen estudios que relacionan la exposicion a estos
gases con el cancer de pulmon (70,71).

En relacion con los contaminantes ambientales procedentes de la combustion de carbdn, aceite
y biomasa, éstos han sido relacionados con el desarrollo del cancer de pulmon debido a que en
domicilios mal ventilados se acumulan compuestos carcinogénicos fruto de la combustion de
estos productos, como pueden ser los benzopirenos para carbén e hidrocarburos aromaticos
policiclicos 0 PAH en los aceites (72-75).

1.4.4 ENFERMEDADES RESPIRATORIAS PREVIAS.

En este grupo incluimos patologias como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
bronquitis cronica, neumonia, enfermedades enfisematosas, tuberculosis pulmonar e incluso
fibrosis quistica (76-81), ya que los procesos inflamatorios, fundamentalmente los crénicos, a
través de la inhibicion de la apoptosis, el estimulo a las mutaciones y la estimulacion de la
angiogénesis pueden contribuir a un aumento del riesgo de cancer (82).

1.4.5 EXPOSICIONES OCUPACIONALES

Numerosos agentes han sido clasificados por la IARC como carcinogénicos, como son el radén
para los mineros de uranio; berilio y cadmio en los trabajadores de baterias, galvanizados y
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soldadores; asbesto en albafiiles o trabajadores de astilleros; hidrocarburos arométicos para los
trabajadores que realizan el asfaltado o en refinerias; silice en trabajadores de canteras entre
otros (83). Estas exposiciones estan relacionadas con un aumento del cancer de pulmon (84).

1.4.6 DIETA

Existen algunos estudios de los afios 90 que vinculaban el alfa-tocoferol y los beta-carotenos
con un aumento de riesgo de cancer de pulmon en fumadores o en personas que reciben como
complemento vitaminas del complejo B (85-87), pero en términos globales el cancer de pulmon
no tiene una vinculacion clara con la dieta, ya que los estudios en los que los participantes tenian
un consumo elevado de frutas y verduras no concluyeron que existiese un efecto protector (88-
90), aunque si se ha comenzado a relacionar el consumo excesivo de carnes rojas y carnes
procesadas con un aumento de diferentes canceres, entre los que se incluye el cancer de pulmoén
(91).

Otro de los alimentos estudiados ha sido el alcohol, del que no ha obtenido resultados claros
que lo vinculen con un aumento del riesgo del cancer de pulmoén (92). Inicialmente actuaba
como factor de confusion al estudiar sujetos que tenian un importante consumo de tabaco, lo
gue no permitio concluir que este consumo fuese un factor de riesgo. Por el contrario, en otro
estudio se vincul6 el consumo de vino tinto como factor protector (93). Aungue, por otro lado,
existe evidencia donde se concluye que este consumo podria actuar como factor de riesgo (94).

En relacion con el consumo de agua, se identificd que el arsénico que contamina el agua potable
en Sudamérica y Asia podria ser responsable de un aumento de riesgo del cancer pulmonar (95).

1.4.7. EXPOSICION DE RIESGO EN ACTIVIDADES DE TIEMPO LIBRE

En relacion con este tipo de actividades, podrian ser similares a las de exposicion laboral, ya
que se ha identificado el aumento de riesgo en actividades como restauracion de muebles o
modelaje, donde la exposicién radica en los diferentes productos empleados, como pueden ser
el polvo de la madera, pinturas o barnices. El nivel de riesgo depende de la duracion de la
exposicion, ya que dependeria de ésta la variacion de riesgo. Es importante destacar que al
realizar el ajuste por la variable que recoge el consumo de tabaco se observan estos datos de
riesgo tanto en personas fumadoras como no fumadoras (96-98).

1.4.8 FACTORES ENDOCRINOS

Se ha observado un aumento en la incidencia del adenocarcinoma en mujeres no fumadoras en
comparacion con los hombres, y debido a ello se empezé a investigar la hipotesis sobre la
relacion que podrian tener las hormonas femeninas, como los progestagenos o los estrogenos,
con el aumento del riesgo de cancer de pulmdn. Aunque en algunos estudios relacionan estos
dos grupos de hormonas con el riesgo de cancer de pulmon (99,100) no hay suficiente evidencia
para afirmarlo y atribuir este riesgo a las hormonas femeninas.
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1.4.9 TRATAMIENTO RADIOTERAPICO

Tras el tratamiento radioterapico se han vinculado clasicamente otros procesos oncolégicos
secundarios, como el cancer de mama o el linfoma de Hodgkin, pero en procesos como el de
pulmon es dificil que el paciente sobreviva el tiempo necesario para desarrollar otro cancer
primario diferente. Se ha observado un aumento de riesgo de CPCP en los pacientes a los que
se les administra este tratamiento, aungue con las mejoras en las técnicas de radioterapia estos
riesgos estan disminuyendo (101,102).
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JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION Y OBJETIVOS
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2. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION Y OBJETIVOS

El cancer de pulmon produce una gran morbimortalidad en la poblacion mundial, siendo el
tabaco el principal factor de riesgo seguido por el radon (3,103,104). El tabaquismo es uno de
los factores de riesgo para cancer de pulmon mas ampliamente estudiados, por el contrario, el
radon, ademas de ser un desconocido para la poblacidn general, en la mayoria de los estudios
sobre cancer de pulmon no se utiliza como variable de ajuste, probablemente debido a que no
se realiza habitualmente su medicién entre los sujetos a estudio. Por ello, introducirla en el
analisis es fundamental. Los estudios que componen esta tesis disponen de informacion
especifica de exposicion al radon para los sujetos incluidos, ya que se ha determinado mediante
medidores domiciliarios individuales para cada participante, siendo revelados y leidos en el
Laboratorio de Radén de Galicia. Todos los participantes han sido entrevistados para conocer
su consumo individual de tabaco y hébitos de riesgo, lo que permite valorar de una manera méas
precisa las diferentes exposiciones de riego de las personas participantes y ajustar por otras
variables que podrian actuar como confusoras.

A pesar de que muchas personas estan expuestas a los agentes oncogénicos no todas ellas
desarrollan la enfermedad, lo que nos lleva a pensar que hay otros elementos implicados en el
desarrollo de este cancer. Considerando que estos agentes extrinsecos no son suficientes, la
hipotesis principal es que estd favorecido por factores intrinsecos como los genéticos. En este
campo se estan produciendo numerosos avances, por lo que consideramos necesario ampliar el
conocimiento existente sobre los mecanismos genéticos implicados, y en caso de no obtener
resultados significativos intentar generar nuevas hipétesis con el fin de poder seguir avanzando
en el conocimiento del trasfondo genético del cancer de pulmon.

Los factores de riesgo podrian actuar de diferente forma en funcion de las caracteristicas
intrinsecas del paciente, como seria el caso cuando se inactiva TP53 0 RB1 como sucede mas
del 90% de los CPCP o que no funcionen correctamente los mecanismos de reparacion del
ADN, que corregirian los aductos producidos por las diferentes agentes ambientales con el fin
de evitar copias erréneas del material genético y el consecuente desarrollo del cancer de
pulmon.

Otro aspecto importante es la casi total ausencia de estudios GWAS en CPCP exclusivamente.
Existen numerosas investigaciones de este tipo para CPCNP, pero esto puede deberse a la
mayor frecuencia de este tipo de cancer de pulmdn. En el caso del CPCP es muy dificil reclutar
un numero suficiente de pacientes por lo que la mayoria de los estudios que analizan este
subgrupo de pacientes en el contexto mas amplio de estudios sobre cancer pulmonar no obtienen
resultados significativos, probablemente debido a que este subtipo solo representa un 15% del
total de diagnosticos de cancer de pulmon totales. El avance en el conocimiento de los
mecanismos moleculares del CPCP es importante dada la elevada letalidad de este tumor. Los
objetivos establecidos en esta tesis son:
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El objetivo principal de este estudio es identificar los diferentes genes que podrian estar
implicados en el desarrollo del cancer de pulmon en funcién de los factores extrinsecos
implicados, fundamentalmente la exposicion al tabaco y al gas radon domiciliario.

Los objetivos especificos son:
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1. Analizar los diferentes polimorfismos genéticos que tienen un papel en las vias
NER, BER y MMR de reparacion del ADN en relacion con el cancer de pulmén no de
célula pequefia

2. Analizar el efecto de los polimorfismos genéticos estudiados pertenecientes a las
vias de reparacion del ADN en funcion de los diferentes niveles de exposicion a radon
y a tabaco en relacion con el cancer de pulmén no de célula pequefia.

3. A través de una revision sistematica, recopilar el conocimiento obtenido mediante
una aproximacion GWAS y caracterizar qué genes han mostrado asociacion con la
aparicion del cancer de pulmon de célula pequefia.

4. A través de un estudio GWAS en un estudio de casos y controles, identificar los
genes potencialmente asociados con cancer de pulmon de célula pequefia.
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3. METODOS

Esta tesis estd compuesta por los tres articulos siguientes publicados en revistas indexadas en
JCR:

1. Enjo-Barreiro JR, Ruano-Ravina A, Diz-de-Almeida S, Cruz R, Quintela I, Rey-
Brandariz J, Carracedo A, Kelsey K, Provencio M, Barros-Dios J, Varela-Lema L,
Pérez-Rios M. A Genome-Wide Association Study of Small Cell Lung Cancer. Arch
Bronconeumol. 2023 Oct;59(10):645-650. English, Spanish. doi:
10.1016/j.arbres.2023.07.008. Epub 2023 Jul 15. PMID: 37500326.

2. Enjo-Barreiro JR, Ruano-Ravina A, Pérez-Rios M, Kelsey K, Barros-Dios JM, Varela-
Lema L. Genome Wide Association Studies in Small-Cell Lung Cancer. A Systematic
Review. Clin Lung Cancer. 2023 Oct 12:51525-7304(23)00195-X. doi:
10.1016/j.cllc.2023.10.002. Epub ahead of print. PMID: 37940411.

3. Enjo-Barreiro JR, Ruano-Ravina A, Pérez-Rios M, et al. Radon, Tobacco Exposure and
Non-Small Cell Lung Cancer Risk Related to BER and NER Genetic Polymorphisms.
Arch Bronconeumol. 2022;58(4):311-322. doi:10.1016/j.arbres.2021.07.006

A continuacion, se describira la metodologia de cada uno de los estudios que corresponden al
cuerpo de conocimiento generado en esta tesis doctoral:

3.1ESTUDIOS DE ASOCIACION DE TODO EL GENOMA EN CANCER DE PULMON
DE CELULAS PEQUENAS. UNA REVISION SISTEMATICA.

3.1.1 ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

En este articulo se ha realizado una busqueda siguiendo la metodologia PRISMA vy se llevo a
cabo en diferentes bases de datos: Medline, Embase, Web Of Science y GWAS catalog. Para
disefiar la estrategia de busqueda se emplearon los términos Mesh (genome-wide association
studies, small-cell lung cancer carcinoma y lung neoplasm) combinados con texto libre. El
periodo de busqueda fue hasta el 31 de julio de 2023 sin fecha de inicio. Esta revision se ha
registrado en PROSPERO con el identificador CRD42022319166
(https://www.crd.york.ac.uk/prospero/display_record.php?ID=CRD42022319166).
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3.1.2 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Los estudios fueron seleccionados por dos investigadores siguiendo criterios de exclusion e
inclusion especificos: debian ser llevados a cabo en humanos y solo para CPCP, y ademas todos
los estudios debian incluir casos de CPCP confirmados anatomopatolégicamente. Debido al
bajo numero de estudios GWAS para este tipo histolégico, se incluyeron estudios con diferentes
disefios que ampliaban los conocimientos de GWAS previos sobre el CPCP. En la estrategia de
busqueda se incluyeron estudios publicados en espafiol e inglés.

3.1.3 EVALUACION DE LA CALIDAD

Para evaluar la calidad de los estudios se cre6 una escala propia basada en otros estudios para
cancer de pulmon (34,51). Los items incluidos para valorar los estudios fueron: tamafio de la
muestra, nimero de CPCP, covariables ajustadas y el disefio del estudio. Para ello, a cada uno
de estos items se les asignd un peso en funcion de su relevancia. Los items y su peso relativo
se muestran en la Tabla 1. Se les ha asignado un mayor peso a los estudios con disefios similares
al GWAS al igual que a los estudios con méas de 100 casos de CPCP.

Tabla 1. Escala de calidad

item Valores Peso
50-100
Tamano muestral 101-500
>500
N/D
1-50
51-100
>100
2 (sexo y edad)
>2
Casos y controles hospitalario
Casos y controles poblacional
Estudio pooling/Revision sistematica/meta-analisis/serie de casos
TWAS/GWAS/GWAS meta-analysis

o

N° casos CPCP

Covariables de ajuste

Diseno del estudio

WIN-=-ONOIWN-—=-O|IN -

Total

-
o

Los datos de los diferentes estudios individuales se incluyeron en una hoja de extraccion de
informacion realizada ad hoc. No se ha realizado un metaanalisis de los resultados debido a que
procedian de estudios muy heterogéneos con disefios diferentes, pero se ha realizado una
sintesis cualitativa de los resultados.
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3.2 RADON, EXPOSICION AL TABACO Y RIESGO DE CANCER DE PULMON DE
CELULAS NO PEQUENAS RELACIONADO CON LOS POLIMORFISMOS
GENETICOS EN LAS RUTASBER Y NER.

En este trabajo se analizan diversos polimorfismos genéticos correspondientes a genes
implicados en las vias de reparacion por escision de base (BER), reparacion por escision de
nucleétido (NER) y reparacion de errores de emparejamiento (MMR) que estan vinculadas con
la reparacion del ADN. Paraello, se disefio un estudio de casos y controles de base hospitalaria,
multicéntrico, en el que se incluyeron areas geogréaficas con una alta concentracion de radon.
El genotipado se llevo a cabo utilizando la sangre extraida de los participantes y el radén
residencial se midié en los domicilios particulares de los participantes. Este estudio, a diferencia
de los otros dos que forman parte de esta tesis, se desarrollé para estudiar el cancer de pulmon
de célula no pequefia (CPCNP).

Se reclutaron participantes pertenecientes a 12 hospitales de cuatro regiones en el noroeste de
Espafia. Los casos disponen de una confirmacion anatomopatoldgica y toda la poblacion de
estudio esta cubierta por la sanidad pablica.

Los casos y controles se reclutaron entre enero de 2011 y octubre de 2018 usando como criterio
de inclusién una edad superior o igual a 30 afios, sin limite superior. Se excluyeron los pacientes
que presentaban historia previa de procesos oncologicos y se excluyeron los canceres de
pulmén de célula pequefia (CPCP).

Los controles se seleccionaron entre los pacientes que acudian a realizar un proceso catalogado
como cirugia menor ambulatoria no oncologica, la cual no tenia como factor de riesgo la
exposicion a radén o al consumo de tabaco. Se llevé a cabo un emparejamiento de los controles
a través de un muestreo por frecuencia de edad y sexo respecto a los casos.

Un encuestador entrenado cumplimentd un formulario durante la entrevista con los
participantes, y haciendo especial énfasis en el habito de consumo de tabaco y otros aspectos
de los participantes, como la ocupacion, antecedentes de enfermedades respiratorias previas,
antecedentes familiares de cancer o exposicion al humo ambiental de tabaco. Las entrevistas
fueron realizadas en el hospital a todos los participantes.

3.2.1 MEDICION DE RADON DOMICILIARIO

Todos los participantes recibieron un detector de radon Alpha-track (CR-39; Radosys Inc.) que
debia ser colocado en el domicilio particular durante al menos 3 meses. Estos sobres fueron
entregados con instrucciones precisas para su colocacion, debiéndose colocar entre 60 -180 cm
de altura en el dormitorio principal de la casa. Con dicho detector, se entreg6 con él un sobre
prefranqueado que permitia la devolucién por correo postal con el fin de optimizar el retorno
de los detectores para su revelado. A los pacientes se les adjuntd el consentimiento informado
y se les ofrecia la posibilidad de conocer su concentracion de radon en el domicilio y
explicacion de las medidas especificas necesarias, en caso de desearlo y poder reducir su
concentracion si ésta era elevada. Un investigador contact6 con los participantes de manera
telefonica en dos ocasiones, la primera para comprobar que el detector se habia colocado
correctamente y la segunda para confirmar la devolucién del detector a través del correo postal.
Se cuantifico la tasa de retorno del detector en un 87% tanto en casos como en controles. Estos
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detectores fueron revelados en el laboratorio de Raddn de Galicia de la Universidad de Santiago
de Compostela (USC), acreditado por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC), utilizando
la técnica de microscopia dptica con recuento automatico de trazas, utilizado por el sistema
Radosys 2000®, y como en cada lectura del sistema se incluyeron como controles detectores no
expuestos para valorar la calidad del proceso.

3.2.2 MUESTRAS BIOLOGICAS

Para realizar este estudio se extrajeron 3 ml de sangre total donada por los participantes. Todas
las muestras se conservaron ultracongeladas a -84°C hasta su analisis. En ellas se analizaron 24
polimorfismos de nucleétido tnico (SNP) distintos, localizados en 15 genes diferentes y uno en
ncRNA del cromosoma 18 implicado en la reparacion del ADN. Los SNPs estudiados y los
genes donde se encuentran se pueden observar en la Tabla 2. El genotipado se llevo a cabo en
el Centro Nacional de Genotipado (CeGen), en el nodo de la Universidad de Santiago de
Compostela, localizado en el Complejo Hospitalario Universitario de Santiago, donde
estudiaron los SNPs con el sistema MassARRAY.

Tabla 2. SNP y genes estudiados implicados en las vias de reparacion del ADN.

Gen SNP Gen SNP

ERCC1 rs11615 APEX1 rs1130409
rs3212986 rs3136817

ERCC2 rs13181 XRCC1 rs25487
rs1799793 XRCC3 rs862539

ERCC3 rs3738948 MUTYH rs3219489
rs4150459 NBN rs1805794

ERCC5 rs1047768 RRM1 rs12806698
rs2094258 XPC rs2228001

OGG1 rs1052133 KLH4 rs5922437
rs2072668 FATS rs11245007
rs2472037 ncRNA rs1452584
rs125701

3.2.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis bivariante descriptivo comparando las caracteristicas de los casos y de los
controles, y posteriormente una regresion logistica multivariante, en la cual la variable
dependiente es la variable caso/control y la variable independiente los SNPs estudiados,
ajustandose por edad y sexo, y afiadiendo la exposicion a radédn residencial y habito tabaquico
como variables de ajuste. EI grupo de referencia empleado fue la variable homocigética del
alelo comun (tipo salvaje). El habito tabaquico ha sido estratificado en tres categorias: nunca
fumadores, fumadores moderados correspondientes al segundo tercil en base al consumo de
tabaco (34-66 paquetes/afio), grandes fumadores, correspondientes al tercer tercil (>66
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paquetes/afio) y cada polimorfismo en sus genotipos diferentes (homocigoto para el alelo
comun, heterocigotico y homocigoto para la mutacion). La exposicién a radén se ha
estratificado en dos categorias (<= 200 Bg/m?® and >200 Bg/m?), este punto de corte esta basado
en el punto de corte de riesgo para cancer de pulmén observado en algunos estudios previos
(25,105).

3.2.4 REQUISITOS ETICOS Y FINANCIACION

El protocolo de este estudio recibié la aprobacion del Comité de Etica de Santiago de
Compostela con la referencia 2010/295 y 2013/364 teniendo en cuenta la pertinencia del
estudio, el conocimiento disponible y los requisitos legales aplicables. Su idoneidad en relacion
con los objetivos del estudio, las molestias previsibles para los participantes y los beneficios
esperados cumplian los principios de la Declaracion de Helsinki vigente.

Este estudio ha recibido la financiacion parcial de un proyecto competitivo de la Xunta de
Galicia [10CSA2080057PR] con el titulo del proyecto “Factores de riesgo de cancer de pulmon
en nunca fumadores: un estudio de casos y controles multicéntrico en el noroeste de Espafna”,
parcialmente del Instituto de Salud Carlos 1l con tres proyectos: [P113/01765] con el titulo del
proyecto “Perfil genético molecular de los reparadores de ADN (BER y NER) y riesgo
bioldgico de cancer de pulmén para exposicion a radén residencial: Un estudio de casos y
controles”, el segundo en 2015 identificado con el codigo [P115/01211] y el tercero en el afio
2012 identificado con el codigo [P1031248] con el titulo “Exposicién a raddn residencial, tipos
histoldgicos y riesgo de cancer de pulmdn. Un estudio de casos y controles en Galicia, Espafia”.
En todos los proyectos los investigadores principales eran los codirectores de esta tesis.

3.3 ESTUDIO DE ASOCIACION DE GENOMA COMPLETO DEL CANCER DE
PULMON DE CELULAS PEQUENAS.

Este estudio se disefid para realizar un Estudio de Asociacion de Genoma Completo (GWAS)
para explorar la presencia de polimorfismos genéticos en el CPCP. Se trata del Unico estudio
GWAS para CPCP que incluye datos de exposicion de radén domiciliario. Posteriormente se
hizo un analisis de las diferentes vias/mecanismos genéticos implicados a traves del método
conocido como Sequencing Kernel Association Test (SKAT) con la intencion de priorizar las
variantes funcionales mas raras con el fin de impulsar la fuerza de asociacién del estudio.

Este estudio esta basado en el estudio SMALL CELL enmarcado en el proyecto financiado en
2015 por el Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS) con el identificador [P115/01211] siendo
el titulo del proyecto “Cancer de pulmon de célula pequefia, factores de riesgo y susceptibilidad
genética. Un estudio de casos y controles en Espafia (SMALL CELL STUDY).” Fue aprobado
por el Comité de Etica en la Investigacion de Santiago de Compostela-Lugo con la referencia
2015/222.

Inicialmente se realizé un estudio de casos y controles multicéntrico de base hospitalaria en el
que todos los casos presentaban cancer microcitico, incluyendo pacientes de ocho hospitales
entre septiembre de 2015 y agosto de 2019. Los hospitales se localizan en Galicia, Comunidad
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de Madrid, Castilla y Ledn y Porto (Portugal). Todos los pacientes eran casos incidentes
reclutados de forma consecutiva en los hospitales participantes, con confirmacion
anatomopatoldgica. Los controles fueron elegidos entre los pacientes que acudian a cirugia
menor ambulatoria por procesos que no tienen como factor de riesgo el tabaquismo o la
exposicion a radon. Los pacientes deben ser mayores de 30 afios sin limite de edad superior.
Los controles se reclutaron mediante emparejamiento por frecuencia de sexo y edad respecto a
los casos para asegurar una similar distribucion en ambos grupos de estas dos variables.

Los participantes fueron entrevistados personalmente por encuestadores entrenados, siendo
preguntados especificamente por sus habitos de vida, especialmente por el consumo de tabaco,
incluyendo edad de inicio y de finalizacion, y nimero de cigarrillos por dia, lo que permite
calcular los paquetes-afio. También se pregunto por la historia ocupacional de los participantes,
antecedentes de neoplasia a nivel familiar, antecedentes de enfermedades respiratorias previas,
y también por exposicion al humo ambiental de tabaco en el domicilio. Ademas, se realizé la
medicion de raddn en su casa durante 3 meses, con detectores analizados en el Laboratorio de
Radon de Galicia (USC), empleando la misma metodologia indicada en el apartado 3.2.1
Medicion de radon domiciliario.

3.3.1 ANALISIS GENETICO

A todos los participantes se les realizd una extraccion de 3 ml de sangre total para proceder a
su genotipado en el CeGen utilizando la plataforma Axiom PRevison Medicine Research Array.
Durante el proceso se amplificaron 200 ng de ADN y se fragmentaron aleatoriamente en 25-
125 pares de bases que posteriormente se purificaron, elaborandose un céctel de hibridacion.

Se elaboré un control de calidad para los SNPs a nivel individual usando PLINK 1.9 y R script.
Las variantes fueron eliminadas de acuerdo con los siguientes criterios:

- MAF (Minor Allele Frequency) <1%

- Ratio de llamadas <98%

- Diferencia entre la ratio de pérdidas entre casos y controles >0,02

- Desviacion de las expectativas del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para p<1x10-
6 en los controles p<1x10-10 en los casos.

- Ratio de llamada <98%

- Ratio de hetorocigosidad >5 SD de la media.

Se realizo el célculo de los componentes principales para controlar la estructura de la poblacion
y la identidad por descendiente para evaluar el parentesco. Las muestras que se desviaron mas
de 5 desviaciones estandar de la media de los dos primeros componentes principales fueron
eliminadas para evitar dicho parentesco.

Tras el control de calidad se estudiaron 361 casos y 743 controles con un total de 428.206
variantes genéticas por cada individuo.

3.3.2 ANALISIS ESTADISTICO

Para estudiar la asociacion genética se realizaron modelos de regresién logistica mixta
ajustandose a cada SNP bajo el modelo aditivo y usando el estatuto de caso/control como
variable dependiente. Todas las regresiones fueron ajustadas por edad, sexo, rad6n domiciliario,
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nivel educativo, consumo de tabaco y los tres primeros componentes genéticos principales
como covariables. Los analisis se desarrollaron en el conjunto de datos (557 controles y 271
casos) y en el subgrupo de fumadores (323 controles y 250 casos). No se han podido realizar
analisis en nunca fumadores por el bajo nimero de casos. La significacién estadistica se ha
establecido en p<5x10-8, mostrandose en los graficos Manhattan —log10 (p-value) para cada
SNP.

Se seleccionaron SNPs representativos de las regiones que mostraban evidencia de asociacion
(p>10-° para mas de dos marcadores) siendo seleccionados usando la clump function de PLIKK
1.9.

Complementariamente a estos analisis se realizé un Sequence Kernel Association Test (SKAT)
para evaluar la asociacion entre el fenotipo y el efecto combinado de las variantes en cada gen.
Se usaron cuatro aproximaciones diferentes:

1. Combinando el efecto de las variantes raras y comunes asignando los mismos pesos
a ambas variables.

2. Asignar un mayor peso a las variantes raras.
3. Combinando Unicamente variantes raras.
4. Usando la prueba BURDEN.

Los marcadores que permanecieron tras el control de calidad se agregaron en sets de genes y
solo fueron analizados aquellos que incluian al menos tres marcadores, obteniendo un total de
21.732 genes. Se aplico la correccion de Bonferroni fijada en p<2.3x10-6 para un alfa=0,05. Las
pruebas SKAT se ajustaron por las covariables de edad, sexo, raddén domiciliario, nivel
educativo y los tres primeros componentes principales. Finalmente se realiz6 un analisis de los
genes que presentaban un SKAT p<0,01.

3.3.3 REQUISITOS ETICOS Y FINANCIACION

El protocolo de este estudio recibié la aprobacion del Comité de Etica de Santiago de
Compostela-Lugo con la referencia 2015/222 teniendo en cuenta la pertinencia del estudio, el
conocimiento disponible y los requisitos legales aplicables. Su idoneidad en relacion con los
objetivos del estudio, las molestias previsibles para los participantes y los beneficios esperados,
cumpliendo los principios de la Declaracién de Helsinki vigente.

Este estudio ha recibido la financiacion de un proyecto competitivo del Instituto de Salud Carlos
Il cofinanciado con fondos FEDER, con el siguiente identificador [P115/01211], siendo el
investigador principal el profesor Alberto Ruano Ravifia.
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4. RESULTADOS

El primer articulo del que se ofrecen resultados se trata de una revision sistematica para unificar
el conocimiento obtenido a través de los diferentes GWAS llevados a cabo especificamente en
cancer de pulmén de célula pequefia. Sorprendentemente, estos estudios eran escasos, en
contraste con los realizados para cancer de pulmon o para el cancer de pulmén de célula no
pequefia, por ello, se cambiaron los criterios de inclusidn de la revision, con el fin de incluir
diferentes articulos que ampliasen la informacion para cancer de célula pequefia a través de
otros tipos de estudios basados en informacion obtenida de GWAS previos.

El segundo articulo incluido se trata de un GWAS desarrollado exclusivamente para cancer de
pulmén de célula pequefia, siendo el primero realizado especificamente para este tipo
histolégico y también el primero que dispone de datos para radén residencial. La revision
sistematica de GWAS vinculaba este cancer con una sobreexpresién del cluster
CHNRAJB/A3/BA4, relacionado con los receptores nicotinicos y mediado principalmente por un
aumento de ASCLL1. Por otro lado, el GWAS desarrollado en esta tesis no encontrd relacion
con los receptores nicotinicos, posiblemente debido al pequefio tamafio muestral. En este tercer
estudio se identificaron diferentes locis que pueden favorecer el desarrollo del CPCP, pero sera
necesaria una nueva aproximacion multigénica para dar luz a estos hallazgos.

El tercer articulo analiza el otro de los dos grandes grupos de cancer de pulmén, el de célula no
pequefa. En este documento se analizd el posible incremento de riesgo de CPCNP en relacién
con mutaciones en SNPs localizados en genes relacionados con la reparacion del ADN. Estos
genes se encargarian de reparar los aductos producidos por el tabaco o el radon impidiendo el
desarrollo del CPCNP. Atendiendo a los resultados obtenidos, el gen NBN (rs1805794) para su
variante homocigética, se ha vinculado con un mayor riesgo de desarrollar el CPCNP entre los
nunca y grandes fumadores. Ademas, a pesar de ser conocida la importancia de estos genes, no
se encontraron resultados estadisticamente significativos para el resto de los SNPs estudiados,
pero se observé una posible saturacion del mecanismo regulador en sujetos que presentan
mutaciones homocigéticas y son considerados grandes fumadores o que presenten una
exposicion a niveles altos de radon domiciliario. Cabe destacar que no se analizaron la totalidad
de los genes pertenecientes a las vias de reparacion del ADN, se seleccionaron determinados
genes con una posible mayor relacion con las exposiciones estudiadas.

A continuacion, se describen en detalle los resultados de cada uno de los estudios que forman
parte de los resultados de esta tesis.
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4.1 ESTUDIOS DE ASOCIACION DEL GENOMA COMPLETO EN CANCER DE

PULMON DE CELULAS PEQUENAS. UNA REVISION SISTEMATICA.

En esta revision sistematica se identificaron 901 publicaciones en Medline, 904 en Embase, 70
en la Web of Science y 3 en GWAS catalog. Posteriormente, se eliminaron los duplicados y
fueron seleccionados a través de la lectura del titulo y el resumen de los articulos resultantes.
Finalmente se seleccionaron 310 articulos para la lectura completa como se muestra en el
diagrama de flujo de PRISMA (Fig 10). Solo 14 estudios alcanzaron los requisitos para su

inclusion en el estudio, recogiéndolos en tabla 11.

Figura 10. Diagrama de flujo PRISMA.

Identificacion

Cribado

[

]

Incluidos

Identificacion de estudios via bases de datos y registros

Articulos identificados desde:

Medline (n = 901)
Embase (n = 904)

Web of Science (n = 70)
GWAS Catalog (n=3)

!

Articulos eliminados antes del
cribado:
Articulos duplicados
eliminados (n = 439)

Articulos cribados
(n=1439)

Articulos excluidos:
(n=1129)

Articulos evaluados para su
elegibilidad:
(n = 310)

\4

Articulos excluidos:
Sin histologia para CPCP
(n = 216)
Otros (n = 80)

Estudios incluidos en la revision
(n=14)
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Tabla 3. Articulos incluidos en la revision sistematica

Autor (afio) Disefio Poblacién Tamafo muestra (CPCP) Resultados Conclusiones Puntuacion
total
Niu X. (2010) Caso-control Chino Han 1,096 (42) Riesgo rs3743073 (CHRNA3) se ha asociado con CPCP 6
Shiraishi K. Caso-control Japonés 2,186 (297) Riesgo rs8034191 (LOC123688), rs1051730 (CHRNA3) y el haplotipo CAA se 8
(2009) han asociado con CPCP
Deng Q. (2013) Caso-control Japonés, chino 8,063 (561)/7,906(554) Riesgo rs2282987 (CDK6)/rs2706748 (SH3RF1) se han asociado con CPCP 8
Han y Chino
Cheng Y. Caso-control Chino 3,255 (178) Riesgo rs6495304 (HYKK - 15g25) se han asociado con CPCP 8
(2017)
Bossé Y. (2020) TWAS Europeo 85,716 (2,664) Riesgo IREB2 (15q25), CHRNA3 (15q25), HIST1H2BD (6p22.2) y TMA16 10
(4932.2) se han asociado con CPCP
Hu Z. (2011) GWAS Chino Han 5,408 (178) Riesgo rs465498 (CLPTM1L-5p15.33) protector, rs2736100 (TERT-5p15.33) 10
/Protector and rs17728461 (NORMAD2), rs36600 (MTMR3-22q.12.2) riesgo
Brenner D.R. Meta-analisis Europeo 4,505 (2,216) Riesgo 15925 (rs12914385 - CHRNA3 and rs3813565) se han asociado con 9
(2015) CPCP
Timofeeva M. Meta-analisis Europeo 28,400 (1,964)/28,442 Riesgo rs3117582 (6p21.3) and rs1051730 (CHRNA3) se han asociado con 9
(2012) (1,969) CPCP
Han S. (2015) Pooling Chino Han 1,560 (520) Protector rs7963551 (RAD52 - 12p13.33) se han asociado con CPCP 9
analisis
O’Brien T.D. Pooling Europeo 11,587 (678) Riesgo CHRNAS5, PSMA4, RP11-650, L12.2, MYL4 and RPRML were associated 9
(2018) analisis with SCLC risk.
Truong T. Pooling N/D 11,703 (1,106) Riesgo rs16969968 (CHRNAS5) was associated with SCLC risk. 9
(2010) analisis
Improgo Series of cases N/D 123 (7) Riesgo ASCL1 regulate and overexpress CHRNA5/A3/B4 gene cluster 2
Ma.R.D. (2010) associating it with SCLC risk.
Byun J. (2022) Cross-ancestry Europeo, 70,156 (2,482) Riesgo rs141178913 (IL17RC) for African and European ancestry and 10
GWMA Asiatico y rs191133092 (LINCO1556, HCGA15) for African
Africano

rs47363076 (MAP4), rs47363076 (KLHL18), rs47546915 (ELP6),
rs48185972 (CDC25A), rs81020709 (TLE1), rs2397873 (CD81) and
GWAS Europeo 828 (271) Risk/Protective  rs59440199 (DIAPH3) risk and rs47098239, rs47160943, rs47247614 10
(HTR2A), rs126519658 (GRAMD2B), rs44750305 (DBF4B) and
rs44647003 (LINCO1180) protective.

Enjo-Barreiro
J.R. (2023)

En este estudio se han incluido dos estudios GWAS, un metaandlisis de GWAS, un TWAS,
cuatro estudios de casos y controles, dos metaanalisis, una serie de casos y tres analisis pooling.
El criterio de exclusion mas comun fue el no incluir resultados para CPCP. Los estudios que no
son GWAS fueron seleccionados por ampliar la informacion para el CPCP de los diferentes
SNPs resultantes de estudios GWAS previos.

En esta revision solo se pudieron incluir dos GWAS, el primero fue llevado a cabo por Hu et
al. en sujetos de origen chino de etnia Han, en él se incluyeron 178 casos de CPCP donde
relacionaron los siguientes SNPs con el aumento de riesgo de CPCP: rs2736100 (TERT),
rs17728461 (HORMAD?) y rs36600 (MTMR3), mientras que identificaron como protector a
rs465498 (CLPTML1L) (106). El otro GWAS incluido en esta revision se trata del desarrollado
por Enjo-Barreiro et al. (107) formando parte de los articulos que forman parte de esta tesis
doctoral.

El metaanalisis de diferentes GWAS llevado a cabo por Byun et al. (108) incluyé 2.482 casos
de CPCP entre otros subtipos histoldgicos de cancer de pulmon, posteriormente, los resultados
fueron validados por un conjunto de datos externos compuestos por 1.297 casos CPCP. Incluy6
sujetos de ascendencia africana, europea y asiatica. En este estudio se identificaron dos SNPs
como factor de riesgo para CPCP: rs1411789913 (IL17RC) y rs191133092 (LINC01556,
HCG15), mostrando el primero una fuerte asociacion en sujetos con ascendencia africana y
europea, mientras que el segundo Unicamente se identificO esta asociacion en sujetos de
ascendencia africana.
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En el TWAS (109), elaborado por Bossé et al. a partir de los resultados de un GWAS previo
para cancer de pulmon, incluy6 2.664 casos de CPCP en los que estudiaron las variantes
genéticas en nunca fumadores y en fumadores. Los resultados mostraron una asociacion
significativa para IREB2, CHNRNAS3, HIST1H2BD y TMA16.

En relacion con los cuatro estudios de casos-controles incluidos (110-113), Niu et al. (110)
encontraron asociacion con rs3743073 (CHRNA3) en poblacion con ascendencia asiética,
siendo relacionado también con el CPCNP. Shiriashi et al. (111) identificaron los rs8034191
(LOC123688), rs1051730 (CHRNA3) y el haplotipo CAA (rs1800624, rs1800625 y rs2070600,
localizados en RAGE) como SNPs de riesgo. Deng et al. (112) identificaron rs2282987 (CDK®6)
y 152706748 (SH3RF1). Cheng et al. (113) identificaron a rs6495304 (HYKK).

Entre los tres andlisis de pooling (39-41), Turong et al. (39) llevaron a cabo el estudio
considerando 21 estudios de casos y controles que incluian a 1.106 casos de CPCP,
identificando el SNP rs16969968 (CHRNAJS) como factor de riesgo con un OR 1,21 (95% CI
1,10-1,33). Otro estudio llevado a cabo por O Brien et al. (41) se baso en 4 estudios observando
que CHRNAS5, PSMA4, RP11-650, L12.2, MYL4 y RPRML se asociaban con el CPCP,
mientras que Han et al. (40) en 2015 identificaron, basandose en dos estudios de casos y
controles, al rs7963551 (RAD52) como factor protector en la poblacién de la etnia Han para el
CPCP.

Se selecciono una serie de casos desarrollada por Improgo et al (42), en el que observaba una
correlacion entre la expresion del grupo de genes de los receptores de nicotina (NnAChR) y una
sobreexpresion del gen ASCL1 como responsable de esta desregulacion.

En relacion con los dos metaanalisis incluidos, por un lado, Brenner et al (43) en 2015,
basandose en 13 estudios GWAS e incluyendo en total 2.216 casos de CPCP, observaron
mutaciones vinculadas a un aumento de riesgo de cancer en rs12914385, rs3813565 y en el
cromosoma 15q25. Por otro lado, las mutaciones en rs8034191 y rs1051730 muestran un efecto
protector. Timofeeva et al (44) detectaron un riesgo aumentado para rs3117582 y rs1051730
(CHRNA3) mientras que Brenner et al (43) observaron un riesgo similar. Por otro lado,
rs10849605 (RAD52) mostrd un efecto protector con un OR=0,86.

Los genes para los que se obtuvieron resultados en esta revision se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. SNPs de riesgo identificados por los estudios incluidos en la revision sistematica.

Autor (afio)

SNPs (gen)

Riesgo

Niu X. (2010)
Shiraishi K. (2009)

Deng Q. (2013)

Cheng Y. (2017)
Bossé Y. (2020)

Hu Z. (2011)

Brenner D.R. (2015)

Timofeeva M. (2012)

Han S. (2015)
O’ Brien T.D. (2018)

Truong T. (2010)

rs3743073 (CHRNA3)
rs8034191 (LOC123688)
rs1051730 (CHRNA3)

rs1800624, rs1800625

rs2070600 (RAGE) - Haplotype CAA

rs2282987 (CDK6)
rs2706748 (SH3RF1)
rs6495304 (HYKK)
(IREB2)

(CHRNA3)

(HIST1H2BD)

(TMA16)

rs465498 (CLPTM1L)
rs2736100 (TERT)
rs17728461 (NORMAD2)
rs36600 (MTMR3)
rs12914385 (CHRNA3)
rs3813565 (LOC105370913)
rs3117582 (BAG6, APOM)
rs1051730 (CHRNA3)
rs7963551 (RAD52)
(CHRNAS5)

(PSMA4)

(RP11-650)

(L12.2)

(MYL4)

(RPRML)

rs16969968 (CHRNA5)

OR = 1.69; 95% Cl (1.06-2.70)
OR = 2.0; 95% ClI (1.1-3.4)
OR = 2.6; 95% ClI (1.5-4.7)

OR =2.2; 95% Cl (1.0-4.9)

OR =1.25; 95% Cl (1.10-1.43)
OR =1.22; 95% Cl (1.04-1.44)
OR =1.33; 95% CI (1.01-1.77)
pPTWAS= N/A

pTWAS= 3.51 x 10-5

pTWAS= 1.54 x 10-6

pTWAS= 4.2 x 10-6

OR = 0.80; 95% CI (0.69-0.93)
OR = 1.14; 95% CI (1.02-1.27)
OR = 1.24; 95% Cl (1.09-1.41)
OR = 1.45; 95% Cl (1.24-1.70)
OR = 1.34; 95% CI (1.24-1.45)
OR = 1.28; 95% CI (1.18-1.40)
OR =1.16 (p=0.01)

OR = 1.31 (p=3.4 x 10-14)
OR =0.48; 95% CI (0.33-0.69)
N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

N/A

OR =1.21; 95% Cl (1.10-1.33)
N/A

Improgo Ma.R.D. (2010)  ASCL1
CHRNAS5/A3/B4 N/A

Byun J. (2022) EUR: OR = 5.36 (p=2.37 x 10-9)

rs141178913 (IL17RC)
AFR: OR = 76.69 (p=2.37 x 10-9)

rs191133092 (LINCO1556, HCGA15) EUR: OR = 12.56 (p= 1.52 x 10-8)

58



RESULTADOS

AFR: OR = 5.30 (p= 1.52 x 10-8)

Enjo-Barreiro IR 47363076 (MAP4) OR = 5.19; 95% Cl (2.58-10.44)

(2023)
rs2397873 (CD81) OR = 5.75; 95% Cl (2.76-11.98)
rs47363076 (KLHL18) OR = 4.11; 95% Cl (2.33-7.22)
rs47546915 (ELP6) OR = 4.51; 95% Cl (2.37-8.61)
rs48185972 (CDC25A) OR = 3.95; 95% Cl (2.23-6.99)
rs81020709 (TLE1) OR = 1.96; 95% Cl (1.47-2.63)
rs59440199 (DIAPH3) OR = 2.52; 95% Cl (1.7-3.73)
rs47098239 (HTR2A) OR = 0.15; 95% Cl (0.07-0.33)
rs47160943 (HTR2A) OR = 0.07; 95% Cl (0.02-0.21)
rs47247614 (HTR2A) OR = 0.12; 95% CI (1.7-3.73)
rs44647003 (LINCO1180) OR = 0.40; 95% Cl (0.28-0.58)
rs44750305 (DBF4B) OR = 0.49; 95% Cl (0.37-0.65)
rs126519658 (GRAMD2B) OR = 0.55; 95% Cl (0.42-0.71)

OR: odds ratio; Cl: intervalo de confianza; N/A: No disponible; EUR: ascendencia europea, AFR: ascendencia
africana.

4.2 ESTUDIO DE ASOCIACION DEL GENOMA COMPLETO EN EL CANCER DE
PULMON DE CELULA PEQUENA.

En este estudio se analizaron 271 casos y 557 controles con una distribucion por sexos de un
77% de hombres en los casos y un 63% entre los controles. Siendo ligeramente mayor la media
de edad entre los controles. EI consumo de tabaco fue mas elevado entre los casos y la mediana
de concentracion de radon domiciliario fue menor entre los casos que en los controles. La
distribucion de la muestra se puede ver en la tabla 5.

En el andlisis individual de asociacion, ninguno de los SNPs estudiados alcanzo la significacion
fijada para el estudio, sin embargo, algunos SNPs si que podrian resultar de interés al estar
bordeando la significacién para este tipo de estudio (p<107). Estos datos se encuentran
recogidos en los graficos Manhattan (Fig. 11) y se encuentran resumidos en la tabla 6, en la que
podemos observar una interesante asociacion con algunos de ellos con la probabilidad de
presentar CPCP.
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Tabla 5. Caracterizacion de la muestra

Variable Casos (N, %) Controles (N, %) Muestra total (N, %)
Sexo

Hombres 209 (77,1) 350 (62,8) 559 (62,5)

Mujeres 62 (22,9) 207 (37,2) 269 (32,5)
Edad

Mediana, pct 25-75 66 (59-72) 59 (51-67) 62 (54-69)
Nivel educativo

Estudios primaries o menos 193 (81,2) 288 (51,7) 481 (58,1)

Educacién secundaria 54 (19,9) 153 (27,5) 207 (25,0)

Educacién superior 24 (8,9) 116 (20,8) 140 (16,9)
Tabaco

Fumadores 142 (52,4) 92 (16,5) 234 (28,3)

Ex-fumadores 108 (39,9) 231 (41,5) 339 (40,9)

Nunca fumadores 21 (7,7) 234 (42,0) 255 (30,8)
Radon residencial

Mediana, pct 25-75 144 (86-241) 167 (108-303) 159 (100-287)
Total 271 (32,7) 557 (67,3) 828

Figura 11. Grafico de Manhattan para el analisis GWAS incluyendo fumadores y no fumadores, ajustado por
sexo, edad, 3 PCs, consumo de tabaco, nivel de educacién y exposicion al radoén.
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Tabla 6. Top SNPs independientes del GWAS en el grupo general, incluyendo fumadores y no fumadores.

SNP REF 'L}I_L MAF OR IC OR P-value gene
chr3:47363076:C:A | C A 0.05 411 (2.33-7.22)  9.47E-07  KLHL18
chr3:47546915:C:T | C T 0.04 451 (2.37-8.61)  4.82E-06 ELP6
chr3:47363076:C:T | C T  0.04  5.19 %‘_33') 4.05E-06 MAP4
chr3: 48185972:A:«C = A C  0.05  3.95 (2.23-6.99)  2.42E-06  CDC25A
chr5:126519658:C:T | C T  0.38  0.55 (0.42-0.71)  7.14E-06  GRAMD2B
chr9:81020709:A:C | C A 0.26  1.96 (1.47-2.63)  5.70E-06 TLET
chr11:2397873:C:A | C A 0.02  5.75 ﬁ:;g') 3.00E-06 D81
chr13:47098239:C:T | C T  0.02  0.15 (0.07-0.33)  4.13E-06  HTR2A
chr13:47160943:G:A | G A 0.02  0.07 (0.02-0.21)  2.82E-06  HTR2A
chr13:47247614:C:T | C T  0.02  0.12 (0.05-0.29)  3.41E-06  HTR2A
chr13:59440199:A:G | A G 0.2  2.52 (1.7-3.73)  4.13E-06  DIAPH3
chr17:44647003:G:A | G A 0.14  0.40 (0.28-0.58)  5.94E-07  LINCO1180
chr17:44750305:G:A | A G 0.28  0.49 (0.37-0.65)  5.35E-07 DBF 4B

SNP: single nucleotide polymorphism; REF: refence nucleotide; ALT: altered nucleotide; OR: odds ratio; IC
OR: odds ratio confidence interval.

Los resultados del analisis de SKAT se muestran en la tabla 7, donde se observa que MAP4 se
asocia con el riesgo de CPCP coincidiendo con la zona limitrofe en los gréaficos Manhattan.

Otros dos genes destacados en este anélisis son CD81 y DBF4B.

Tabla 7. Top genes analizados mediante SKAT en fumadores y no fumadores.

GEN P-value Modelo N
chr3:47,850@::(;’-48,089,272 1.31E-06 SKAT 268
chr3:48,24€',‘l1F 05(?318,299,253 1.88E-05 Low 23
chr6:79,?:%??73;4;91,243,921 9.94E-05 Burden 9

chr7:122,064?5ASS§-1 22,144,308 6.10E-05 W1 147
chr11 :2,376‘:,28717-2,397,802 3.38E-05 Burden 91
chr1 7:44,703?:35—44,752,264 8.94E-06 w1 87
LINCO1180 2 B1E.05 i )

chr17: 44,643,589-44,656,628

Modelo: modelo usado complementariamente al analisis GWAS; N: namero de casos; MAP4: microtubule
associated protein 4; ZNF589: zinc finger protein 589; HMGN3-AS1: HMGN3 antisense RNA 1; AASS:
aminoadipate-semialdehyde synthase; CD81: CD81 molecule; DBF4B: DBF4 zinc finger B; LINCO1180: long

intergenic non-protein coding RNA 1180
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En el pathway analysis desarrollado en la lista de 522 genes que mostraban una p<0,001 para
cualquier modelo de SKAT en el estudio de grupo completo. El andlisis de sobrerrepresentacion
mostré un enriquecimiento significativo en la via del reactoma para ATR en respuesta al estrés
replicativo. EI gen méas asociado en el estudio SKAT fue ATR, ATRIP, MCM4, MCM5, ORC4,
RPA3, CDC25A. Cuando este estudio fue replicado en el grupo de fumadores se seleccionaron
613 genes y al igual que el anterior, se observo un enriquecimiento de la via del reactoma.

4.3. RADON, EXPOSICION A TABACO Y RIESGO DE CANCER DE PULMON DE
CELULA NO PEQUENA RELACIONADO CON LOS POLIMORFISMOS
GENETICOS ENBER Y NER.

Para realizar este estudio se incluyeron 2.027 participantes, 826 casos y 1.201 controles.

La muestra esta compuesta por un 49,5% de hombres, siendo la edad media global de 65,5 afios.
Todos los participantes vivieron durante un tiempo similar en sus viviendas. En este estudio se
dispuso de datos del nivel de exposicion a radédn residencial en 754 casos (91,2%) y en 1.010
controles (84,1%). El tipo histologico mas frecuente fue el adenocarcinoma (69,7%). En la tabla
8 podemos observar la muestra dividida por casos y controles.

Tabla 8. Descripcién de la muestra.

Variable Casos, n (%) Controles, n (%)
Numero de pacientes 826 (40,7%) 1.201 (52,4%)
Edad media (rango)/ 25-75 percentil 67 (25-94) / 59-74 64 (21-92) / 56-72
Sexo

Mujer 417 (50,5) 553 (46)

Hombre 409 (49,5) 648 (54)
Educacioén

Sin estudios formales 164 (20,3) 191 (16)

Educacién primaria 402 (49,7) 609 (51,1)

Educacion secundaria 135 (16,7) 236 (19,8)

Educacion universitaria 108 (13,3) 156 (13,1)
Consumo de tabaco

Nunca fumadores 428 (57,3) 708 (61,3)

Pequeios fumadores (1° tercil, 1-33 pag-afio) 86 (11,5) 266 (23)

Fumadores moderados (2° tercil, 34-66 pag-afo) 132(17,7) 128 (11,1)

Grandes fumadores (3?2 tercil, >66 paqg-afo) 101 (13,5) 53 (4,6)
Exposicion a radén residencial Bq/m3

<100 190 (25,2) 300 (29,7)

101-147 141 (18,7) 210 (20,8)

148-199 116 (15,4) 155 (15,3)

2200 307 (40,7) 345 (34,2)

166,18 (156,94 - 152,58 (145,18 -

Media geométrica (95% IC) 175,96) 160,36)

Mediana (25-75 percentiles) 164,5 (99,8 - 280,3) 146 (90,8 - 254,3)
Anos (mediana) mismo domicilio /25-75percentiles 28 (14 - 40) 30 (15 - 40)
Tipos histolagicos

Adenocarcinoma 573 (69,7)

Carcinoma de células escamosas 154 (18,7)

Carcinoma de células grandes 29 (3,5)

Otros subtipos histologicos 66 (8)
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En la Tabla 9 podemos observar los resultados de este estudio para las variables donde destaca
el resultado del SNP rs1805794 (NBN), mostrando un OR igual a 1,78 (95%CI 1,23-2,58),
ajustado por edad y sexo, y 1,78 (95%CI 1,15-2,75) tras el ajuste del modelo completo.

Tabla 9. Asociacion del CPNCP con los diferentes polimorfismos analizados

Polimorfismo C:?‘}S) C‘:\"&‘)’" (9‘;;2') Pe P’ | ore (95%cr) | © p-c
ERCC5_rs1047768
220 312
TC (49,3) (46,1) 1(-) 1(--)
150 229 0,94 (0,73 | 0,6269 | 0,6697 | 0,98 (0,74- | 0,9121 | 0,7469
CcC (33,6) (33,8) -1,2) 1,31)
136 0,71 (0,52 | 0,0271 | 0,1141 | 0,71 (0,49 - | 0,0583 | 0,1943
TT 76 (17) | (20,1) - 0,96) 1,01)
OGG1_Ser326Cys_
rs1052133
391
cc (62,2) | 577 (61) 1(---) 1 (---)
209 307 0,92 (0,75 | 0,4076 | 0,5687 | 0,99 (0,79 - | 0,9288 | 0,7503
CG (33,2) | (32,5 -1,12) 1,24)
29 0,66 (0,43 | 0,0598 | 0,1974 | 0,63 (0,39 - | 0,0638 | 0,2055
GG (4,6) 62 (6,6) -1,01) 1,02)
FATS_C100rf90_rs
11245007
207 301
CT (46,4) | (44,4 1 (--) 1(--)
205 311 0,98 (0,78 | 0,8933 | 0,7429 | 0,92 (0,70- | 0,5505 | 0,6404
cc (46) (45,9) - 1,24) 1,21)
34 1,01 (0,68 | 0,9683 | 0,758 | 0,78 (0,48 - | 0,3116 | 0,502
TT (7,6) | 66(9,7) -1,5) 1,25)
APEX1_rs1130409
208 329
GT (46,6) (48,5) 1 (---) 1 (---)
125 187 1,02 (0,78 | 0,8805 | 0,7401 1,17 (0,86 - | 0,3074 | 0,4986
TT (28) (27,6) -1,33) 1,6)
113 162 1,03 (0,78 | 0,8138 | 0,7247 | 1,14 (0,83 - | 0,4147 | 0,5729
GG (25,3) (23,9) -1,36) 1,58)
ERCC1_rs11615
153 226
cc (24,2) | (23,9) 1 (--) 1 (---)
248 413 1,01 (0,79 | 0,9469 | 0,7539 | 0,91 (0,69 - | 0,4948 | 0,6155
CT (39,3) (43,6) - 1,28) 1,2)
230 308 1,25 (0,97 | 0,0838 | 0,2435 | 1,16 (0,87 - | 0,3188 | 0,5077
TT (36,5) | (32,5) -1,61) 1,54)
0GG1_rs125701
328 497
GG (73,5) (73,4) 1(---) 1(---)
103 165 0,89 (0,68 | 0,3889 | 0,5571 | 0,93 (0,69 - | 0,6522 | 0,6784
AG (23,1) | (24,4 -1,16) 1,26)
15 1,65 (0,84 | 0,1466 | 0,3362 | 1,62 (0,73 - | 0,2321 | 0,4288
AA (3,4) | 15(2,2) - 3,28) 3,57)
RRM1_rs12806698
248 388
cc (55,6) (57,2) 1(-) 1(-)
170 252 0,99 (0,78 | 0,9033 0,745 1,01 (0,77 - | 0,9587 | 0,7562
CA (38,1) (37,2) -1,24) 1,32)
28 0,97 (0,59 | 0,8909 | 0,7424 | 1,08 (0,62 - | 0,7764 | 0,7152
AA (6,3) 38 (5,6) -1,57) 1,87)

63




JOSE RAMON ENJO BARREIRO

ERCC2_Lys751GIn_
rs13181

272
TT (43,1) | 426 (45) 1(---) 1(---)
281 416 1,09 (0,9- | 0,388 | 0,5565 | 1,05 (0,84 - | 0,6465 | 0,6765
GT (44,5) (43,9) 1,33) 1,32)
78 105 1,17 (0,87 | 0,3074 | 0,4986 1,1 (0,78 - | 0,6004 | 0,6601
GG (12,4) 11,1) -1,57) 1,55)
rs1452584
281 465
AA (63) (68,6) 1(---) 1(---)
183 189 1,08 (0,85 0,52 0,6271 | 1,17 (0,88 - | 0,2936 | 0,4871
GA (30,9) (27,9) -1,38) 1,55)
27 1,45 (0,85 | 0,1687 | 0,3624 | 1,61 (0,87 - | 0,126 | 0,3089
GG (6,1) 24 (3,5) - 2,48) 2,98)
ERCC2_Asp312Asn
_rs1799793
265 419
T (59,4) (61,9) 1(--) 1(--)
157 224 1,15 (0,91 | 0,2468 | 0,4439 1,2 (0,91 - | 0,1948 | 0,3897
CT (35,2) (33,1) - 1,46) 1,58)
24 1,04 (0,63 | 0,8741 | 0,7387 | 1,03 (0,57 - | 0,9137 | 0,7472
CcC (5,4) 34 (5) -1,69) 1,86)
NBN_rs1805794
188 313
CC (42,2) (46,2) 1(---) 1(---)
202 304 1,06 (0,83 | 0,6549 | 0,6793 | 1,09 (0,83 - | 0,5338 | 0,6332
GC (45,3) (44,8) -1,34) 1,43)
56 1,78 (1,23 | 0,0022 | 0,0152 | 1,78 (1,15- | 0,0102 | 0,0578
GG (12,6) 61 (9) - 2,58) 2,75)
0GG1_C7G_rs2072
668
274 405
ccC (61,4 (59,9) 1(--) 1(--)
150 228 0,88 (0,69 | 0,2811 | 0,4762 | 0,96 (0,73 - | 0,7614 | 0,7112
CG (33,6) (33,7) -1,11) 1,26)
22 0,71 (0,42 | 0,1691 | 0,3628 | 0,69 (0,38 - | 0,2025 | 0,397
GG (4,9) 43 (6,4) -1,15) 1,21)
ERCC5_rs2094258
281 441
CC (63) (65,1) 1(---) 1(---)
139 204 1,05 (0,83 | 0,684 | 0,6887 | 1,09 (0,82- | 0,5672 | 0,6472
(9) (31,2) (30,1) -1,34) 1,44)
26 0,95 (0,56 | 0,8535 | 0,7341 | 1,13 (0,62 - | 0,6896 | 0,6905
TT (5,8) 32 (4,7) -1,59) 2,02)
XPC_rs2228001
214
GT (48) 332 (49) 1(---) 1(---)
162 234 0,99 (0,77 | 0,909 | 0,7462 | 1,08 (0,81 - | 0,5805 | 0,6525
TT (36,3) (34,6) -1,26) 1,44)
70 111 0,95 (0,68 | 0,7516 | 0,7085 | 0,86 (0,59 - | 0,4135 | 0,5722
GG (15,7) (16,4) -1,31) 1,24)
0GG1_rs2472037
202 317
AG (45,5) (47,5) 1(---) 1(---)
175 262 0,93 (0,73 | 0,5533 | 0,6415 | 0,98 (0,74- | 0,8976 | 0,7438
AA (39,4) (39,2) -1,18) 1,3)
67 89 1,16 (0,83 | 0,3835 | 0,5537 | 1,31 (0,88 - | 0,1742 | 0,3685
GG (15,1) (13,3) -1,61) 1,95)

XRCC1_GIn399Arg
_rs25487
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285 416
GG (45,2) (43,9) 1(---) 1(--)
260 418 0,94 (0,77 | 0,5226 | 0,6283 | 0,92 (0,74 - | 0,4951 | 0,6156
AG (41,2) (44,1) -1,14) 1,16)
86 113 1,15 (0,86 | 0,3487 | 0,5301 1,12 (0,8 - | 0,5084 | 0,6218
AA (13,6) (11,9) - 1,55) 1,56)
APEX1_rs3136817
238 347
TT (53,4) (51,2) 1(---) 1(---)
172 261 0,96 (0,76 | 0,7614 | 0,7112 | 0,87 (0,66 - | 0,3021 | 0,4942
CT (38,6) (38,5) -1,22) 1,14)
36 70 0,73 (0,48 | 0,1404 | 0,3284 | 0,75 (0,47 - | 0,229 | 0,4255
CcC 8,1) (10,3) -1,1) 1,19)
ERCC1_rs3212986
360 554
GG (57,1) (58,5) 1(---) 1(---)
237 342 1,14 (0,94 | 0,1867 | 0,3816 | 1,06 (0,85 - | 0,5942 | 0,6578
GT (37,6) (36,1) -1,39) 1,33)
34 1,06 (0,7 - | 0,7721 | 0,7141 1,1 (0,68 - | 0,7003 | 0,6937
TT (5,4) 51 (5,4) 1,59) 1,76)
MUTYH_rs3219489
243 351
cc (54,7) (51,8) 1(-) 1(--)
163 281 0,92 (0,73 | 0,4965 | 0,6163 | 0,85 (0,65 - | 0,2454 | 0,4425
GC (36,7) (41,5) -1,16) 1,12)
38 1,52 (0,98 | 0,059 | 0,1958 | 1,41 (0,85- | 0,1867 | 0,3816
GG (8,6) 45 (6,6) - 2,35) 2,33)
ERCC3_rs3738948
268 406
AA (60,1) (59,9) 1(-) 1(-)
150 242 0,92 (0,72 | 0,4849 | 0,6107 | 1,04 (0,79 - | 0,7624 | 0,7115
GA (33,6) (35,7) -1,16) 1,38)
28 1,52 (0,93 | 0,097 | 0,2654 1,42 (0,8 - | 0,2326 | 0,4293
GG (6,3) 30 (4,4) - 2,49) 2,52)
ERCC3_XPB_rs415
0459
406 604
cc o1 | (89,3) 1(-) 1(--)
39 69 0,96 (0,65 | 0,8141 | 0,7248 | 0,77 (0,49 - | 0,2445 | 0,4416
CT 8,7) (10,2) -1,39) 1,19)
0,48 (0,02 | 0,523 | 0,6285 | 0,45 (0,02- | 0,4865 | 0,6114
T 1(0,2) 3(0,4) - 3,78) 3,54)
KLH4_rs5922437
285 422
GG (63,9) (62,3) 1(-) 1(-)
83 155 0,94 (0,71 0,677 | 0,6865 | 0,88 (0,63 - | 0,4492 | 0,5923
AA (18,6) (22,9) - 1,24) 1,23)
78 100 1,04 (0,72 | 0,819 0,726 | 0,86 (0,57 - | 0,4693 | 0,6029
GA 17,5) (14,8) -1,51) 1,29)
XRCC3_Thr241Met
_rs861539
238 374
cc (37,8) (39,5) 1(-) 1(--)
306 420 1,13 (0,93 | 0,2284 | 0,4249 | 1,24 (0,98 - | 0,0687 | 0,2149
TG (48,6) (44,4) -1,39) 1,56)
86 152 0,91 (0,69 | 0,5388 | 0,6354 | 0,89 (0,64 - | 0,497 | 0,6165
T (13,7) (16,1) -1,21) 1,23)

a Ajustado por edad y sexo

b Ajustado por edad, sexo, consumo de tabaco y exposicion a radén domiciliario

< p-valor

dp-valor corregido
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En la tabla 10 podemos observar la asociacién entre los distintos polimorfismos estudiados y
las diferentes exposiciones a tabaco, en la que observamos que la asociacion se intensifica en
los grandes fumadores para todos los polimorfismos analizados. En relacion con los nunca
fumadores las OR mayores los observamos entre los que presentan un consumo mas elevado,
entre los genes que destacan son OGGL1 (rs125701) con una OR igual a 8,04; 95% CI 1,64-
58,29, OGGL1 (rs2472037 OR: 6,1; 95%Cl 2,3-17,5 y ERCCL1 (rs32112986) OR: 5,92; 95%ClI
1,59-28,18). Solo ERCC3 (rs4150459) para su variante homocigética expreso un incremento
en la asociacion con el CPCNP en fumadores moderados comparados con el tipo salvaje en
nunca fumadores, mostrando un OR: 2,9; 95%CI 1,44-5,2.

NBN (rs18058794) en su forma homocigota mostré una asociacion con CPCNP en nunca
fumadores (OR: 2,72, 95%CI 1,44-5,2)

Tabla 10. Asociacién CPCNP con los polimorfismos analizados y tabaco.
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Casos, Controles; OR? (95%Cl)

Poli £ Nunca P? Nunca Fumad Nunca p-ct Nunca Pe Nunca
olimortismos fumado fumado o:jes fumado fumado fumado
res res modera res res res
dos
ERCC5_rs1047768
92,
TC 136 34, 106 56, 51
0,79 0,3592 | 0,53 2,82 0,00 | 0,0012
(0,48 - 74 1,7 - 01
1(---) 1,3) 4,71)
62,
CcC 113 32, 71 29, 34
0,87 0,52 | 0,6294 1,1 0,7174 | 0,69 2,1 0,01 | 0,0789
(0,57 - 5 (0,65 - 88 (1,15 - 56
1,34) 1,87) 3,84)
TT 25, 57 9, 50 21, 18
0,58 0,06 | 0,2035 0,45 0,0437 | 0,16 2,64 0,00 | 0,0491
(0,33 - 28 0,19 - 04 1,29 - 83
1,02) 0,94) 5,47)
OGG1_Ser326Cys_rs
1052133
225,
CcC 353 41, 136 74, 60
0,7 0,0837 | 0,24 2,82 <0,0 | <0,001
(0,46 - 33 (1,87 - 01
1(--) 1,4) 4,26)
120,
CG 183 30, 74 29, 38
0,98 0,87 | 0,7391 0,92 0,724 | 0,70 1,77 0,03 | 0,1471
(0,73 - 6 (0,56 - 08 (1,02 - 87
1,31) 1,47) 3,03)
GG 18, 39 2,16 3,5
0,64 0,14 | 0,3367 0,28 0,0975 | 0,26 1,36 0,68 | 0,6877
(0,35 - 7 (0,04 - 61 (0,27 - 09
1,15) 1,02) 5,7)
FATS_C100rf90_rs11
245007
85,
CT 132 37, 110 45, 43
0,84 0,4955 | 0,61 2,74 0,00 | 0,0027
(0,51 - 58 (1,6 - 03
1(---) 1,37) 4,74)
80,
CcC 144 32,92 54, 52
0,88 0,52 | 0,6281 0,93 0,7944 | 0,71 2,62 0,00 | 0,002
(0,58 - 22 (0,55 - 99 (1,58 - 02
1,32) 1,57) 4,4)
TT 14, 30 6, 25 7,8
0,76 0,41 | 0,5937 0,6 0,294 | 0,48 2,27 0,13 | 0,3222
(0,36 - 58 (0,21 - 74 (0,75 - 57
1,54) 1,48) 6,73)
APEX1_rs1130409
121,
GT 176 6, 33 15, 11
0,39 0,2777 | 0,47 3,32 0,00 | 0,0027
(0,14 - 32 (1,44 - 00
1(--) 0,92) 7,87)
139,
TT 233 32, 110 41, 52
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0,91 0,51 0,625 0,68 0,724 | 0,70 1,82 0,01 | 0,0836
(0,66 - 52 (0,41 - 08 (1,09 - 7
1,26) 1,1) 3,03)
103,
GG 166 37, 84 50, 40
1,05 0,15 | 0,3465 1,02 0,6638 | 0,68 2,81 <0,0 | <0,001
(0,74 - 51 (0,62 - 22 1,7 - 01
1,48) 1,64) 4,7)
ERCC1_rs11615
121,
CcC 176 6, 33 15, 11
0,39 0,0459 | 0,16 3,32 0,00 | 0,0326
0,14 - 59 | (1,44- | 51
1(---) 0,92) 7,87)
139,
CT 233 32, 110 41, 52
0,91 0,58 | 0,6537 0,68 0,1206 | 0,30 1,82 0,02 | 0,0952
(0,66 - 35 0,41 - 11 (1,09 - 05
1,26) 1,1) 3,03)
103,
TT 166 37, 84 50, 40
1,05 0,80 | 0,7221 1,02 0,9504 | 0,74 2,81 0,00 | 0,0012
(0,74 - 32 (0,62 - 5 1,7 - 01
1,48) 1,64) 4,7)
0GG1_rs125701
129,
GG 215 60, 172 73,76
0,99 0,9734 | 0,75 2,64 <0,0 | <0,001
(0,66 - 89 1,72 - 01
1(---) 1,49) 4,09)
AG 44, 82 13, 50 28, 25
0,91 0,67 | 0,6858 0,65 0,2071 | 0,40 3,11 0,00 | 0,0027
(0,58 - 49 (0,32 - 13 (1,67 - 03
1,42) 1,24) 5,81)
AA 6,9 2,4 5,2
1,13 0,83 | 0,7298 1,47 0,663 | 0,68 8,04 0,01 | 0,0796
(0,35 - 49 0,2 - 2 (1,64 - 58
3,44) 7,77) 58,29)
RRM1_rs12806698
103,
CC 162 44, 145 57, 59
0,78 0,2938 | 0,48 2,46 0,00 | 0,0027
(0,5 - 73 (1,51 - 3
1(---) 1,23) 4,01)
64,
CA 124 28,73 41, 37
0,81 0,31 | 0,5078 0,9928 | 0,76 2,91 0,00 | 0,002
(0,53 - 9 1 (0,58 25 (1,67 - 02
1,22) -1,69) 5,11)
AA 12, 20 3,9 8,7
1,01 0,97 | 0,7591 0,82 0,7807 | 0,71 2,99 0,04 | 0,1644
(0,45 - 41 (0,18 - 63 (1,02 - 53
2,21) 2,93) 9,01)
ERCC2_Lys751GIn_rs
13181
157,
TT 263 33, 103 50, 37
0,84 0,4737 | 0,60 3,55 0,00 | 0,0000
(0,52 - 51 (2,16 - 00
1(---) 1,34) 5,9)
165,
GT 242 33, 104 42, 54
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1,18 0,25 | 0,4473 0,77 0,2638 | 0,46 1,94 0,00 | 0,0427
(0,89 - 02 (0,48 - 04 1,2 - 7
1,57) 1,21) 3,13)
GG 41,70 9, 20 14,12
0,94 0,85 | 0,7347 1,2 0,6745 | 0,68 2,89 0,01 | 0,0625
(0,61 - 62 (0,5 - 57 1,27 - 13
1,49) 2,68) 6,68)
rs1452584
106,
AA 217 45, 149 72,74
0,99 0,9601 | 0,75 3,06 <0,0 | <0,001
(0,63 - 64 1,97 - 01
1(---) 1,53) 4,78)
GA 61, 81 25, 68 31, 25
1,38 0,13 | 0,3235 1,13 0,6691 | 0,68 3,88 <0,0 | <0,001
(0,9 - 67 (0,65 - 4 (2,11 - 01
2,12) 1,92) 7,22)
GG 12, 8 5, 10 3,4
2,36 0,07 | 0,2356 1,29 0,6656 | 0,68 2,49 0,24 | 0,4455
(0,91 - 94 (0,38 - 28 (0,47 - 84
6,42) 3,92) 11,89)
ERCC2_Asp312Asn_rs
1799793
119,
T 193 41, 132 62, 61
0,83 0,4088 | 0,56 2,68 <0,0 | <0,001
(0,52 - 94 (1,68 - 01
1(---) 1,29) 4,28)
CT 53, 94 32, 87 36, 35
0,97 0,88 | 0,7412 1,03 0,9225 | 0,74 2,9 0,00 | 0,002
(0,63 - 54 (0,62 - 9 (1,65 - 02
1,49) 1,68) 5,1)
CC 7,19 2,8 8,6
0,62 0,32 | 0,5111 0,64 0,5925 | 0,65 3,64 0,02 | 0,1082
(0,23 - 32 (0,09 - 71 (1,18 - 49
1,54) 2,75) 11,81)
NBN_rs1805794
74,
CcC 144 35, 106 38, 44
1,05 0,8462 | 0,73 2,87 0,00 | 0,002
(0,63 - 24 (1,64 - 02
1(---) 1,74) 5,05)
76,
GC 135 31, 99 57, 48
1,07 0,76 | 0,7112 1,12 0,6693 | 0,68 4,04 <0,0 | <0,001
0,7 - 15 (0,66 - 4 (2,39 - 01
1,62) 1,91) 6,88)
GG 29, 27 9, 22 11, 11
2,72 0,00 | 0,0152 1,21 0,6632 | 0,68 3,04 0,01 | 0,0843
(1,44 - 22 (0,49 - 21 1,21 - 72
5,2) 2,78) 7,69)
0GG1_C7G_rs207266
8
106,
CC 181 43, 137 74, 60
0,87 0,5564 | 0,64 3,41 <0,0 | <0,001
(0,55 - 28 (2,16 - 01
1(--) 1,37) 5,44)
63,
CG 105 29,73 29, 38
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0,97 0,87 | 0,7394 1,06 0,8262 | 0,72 2,03 0,01 | 0,0852
(0,64 - 73 (0,62 - 77 (1,13 - 75
1,47) 1,78) 3,63)
GG 10, 20 3,16 3,5
0,74 0,48 | 0,6099 0,49 0,2759 | 0,47 1,45 0,62 | 0,6692
(0,31 - 33 0,11 - 16 (0,28 - 54
1,67) 1,56) 6,24)
ERCC5_rs2094258
118,
cc 198 47, 144 64, 68
0,88 0,5622 | 0,64 2,42 0,00 | 0,0012
(0,57 - 52 (1,54 - 01
1(---) 1,35) 3,82)
CcT 53, 98 25, 69 35, 28
0,83 0,39 | 0,5584 0,97 0,9041 | 0,74 3,63 <0,0 | <0,001
(0,54 - 09 (0,56 - 52 (2,02 - 01
1,27) 1,65) 6,59)
TT 8, 10 3,14 7,7
1,12 0,82 | 0,7266 0,51 0,3067 | 0,49 2,42 0,12 | 0,3028
(0,4 - 16 (0,11 - 8 (0,77 - 18
3,14) 1,66) 7,56)
XPC_rs2228001
86,
GT 164 36, 106 51, 48
1,02 0,9511 | 0,75 3,29 <0,0 | <0,001
(0,62 - 47 (1,97- 01
1(---) 1,65) 5,53)
65,
T 108 27, 82 37,25
1,16 0,49 | 0,6168 1,08 0,7911 | 0,71 4,78 <0,0 | <0,001
(0,76 - 77 (0,62 - 9 (2,6 - 01
1,77) 1,84) 8,92)
GG 28, 34 12, 39 18, 30
1,45 0,22 | 0,4221 0,96 0,9217 | 0,74 1,8 0,09 | 0,2548
(0,79 - 58 (0,45 - 88 0,9 - 04
2,63) 1,95) 3,52)
0GG1_rs2472037
73,
AG 140 38, 105 54, 55
1,17 0,5496 | 0,64 3,11 <0,0 | <0,001
(0,7 - (1,86 - 01
1(---) 1,93) 5,24)
75,
AA 121 25, 84 39, 41
1,15 0,51 | 0,6266 0,91 0,7425 | 0,70 2,98 0,00 | 0,002
(0,75 - 87 (0,51 - 6 (1,69 - 02
1,77) 1,58) 5,28)
GG 30, 38 11, 36 13,7
1,73 0,06 | 0,2132 1,04 0,9197 | 0,74 6,1 0,00 | 0,0034
(0,96 - 78 (0,47 - 84 (2,3 - 04
3,13) 2,18) 17,5)
XRCC1_GIn399Arg_rs
25487
169,
GG 257 32, 94 45, 45
0,78 0,2954 | 0,48 2,28 0,00 | 0,007
(0,48 - 86 (1,4 - 09
1(---) 1,24) 3,7)
145,
AG 247 36, 108 43, 45
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0,89 | 0,42 | 0,5817 | 0,74 | 0,1984 | 0,39 | 2,16 | 0,00 | 0,0152
0,67- | 99 (0,47 - 32 | (1,32- | 22
1,19) 1,16) 3,53)
AA 49, 71 7, 25 18, 13
1,08 | 0,72 | 0,7018 | 0,64 | 0,3272 | 0,51 | 3,19 | 0,00 | 0,0203
0,71- | 76 (0,25 - 42 | 1,49- | 3
1,64) 1,48) 7,01)
APEX1_rs3136817
104,
T 151 42,123 54, 57
0,81 | 0,3818 | 0,55 | 2,36 | 0,00 | 0,0056
(0,51 - 26 | (1,44- | 07
1 (---) 1,29) 3,88)
63,
cT 121 26, 81 45, 35
0,76 | 0,19 | 0,387 | 0,76 | 0,3224 | 0,51 | 2,98 | 0,00 | 0,0012
(0,5- | 21 (0,44 - 05 | (1,73- | o1
1,15) 1,29) 5,19)
cC 12, 34 7,23 7, 11
0,54 | 0,09 | 0,2671 | 0,76 | 0,564 | 0,64 | 1,33 | 0,57 | 0,6508
(0,25- | 81 (0,29 - 59 | (0,46- | 63
1,1) 1,83) 3,62)
ERCC1_rs3212986
194,
GG 339 49, 132 62, 58
0,98 | 0,9071 | 0,74 | 2,81 | <0,0 | <0,001
(0,65 - 58 | (1,82- | 01
1 (--) 1,45) 4,35)
146,
GT 202 25, 82 37, 42
1,27 | 0,10 | 0,2743 | 0,79 | 0,3562 | 0,53 | 2,31 | 0,00 | 0,0097
(0,95- | 29 (0,47 - 53 | (1,38- | 13
1,68) 1,29) 3,84)
T 23, 34 1,13 7,3
1,25 | 0,44 | 0,5886 | 0,2 | 0,1188 | 0,29 | 5,92 | 0,01 | 0,0646
0,7- | 23 (0,01 - 84 | (1,59- | 18
2,2) 1,01) 28,18)
MUTYH_rs3219489
91,
ccC 157 35, 118 72, 55
0,83 | 0,445 | 0,59 | 3,69 | <0,0 | <0,001
(0,5 - 01 | (2,29- | o1
1 (--) 1,34) 6,01)
72,
GC 126 31, 94 28, 42
0,95 | 0,79 | 0,7206 | 0,91 | 0,7201 | 0,69 | 1,93 | 0,02 | 0,1166
(0,63- | 74 (0,54 - 96 | (1,07- | 81
1,43) 1,51) 3,46)
GG 16, 23 9,15 6, 6
1,27 | 0,52 | 0,6271 | 1,93 | 0,1584 | 0,35 | 2,16 | 0,20 | 0,3973
(0,61 - (0,75 - 05 | (0,64- | 28
2,62) 4,74) 7,3)
ERCC3_rs3738948
112,
AA 173 46, 139 59, 62
0,84 | 0,4379 | 0,58 | 2,33 | 0,00 | 0,0034
(0,54 - 62 | (1,46- | 04
1 (--) 1,3) 3,74)
57,
GA 119 24, 79 39, 35
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0,79 0,27 | 0,4744 0,83 0,5078 | 0,62 3,17 0,00 | 0,0012
(0,52 - 91 (0,47 - 16 (1,81 - 01
1,2) 1,43) 5,58)
GG 10, 14 5,9 8,6
1,1 0,83 | 0,7304 1,36 0,5948 | 0,65 3,5 0,02 | 0,1166
(0,44 - 75 (0,4 - 8 (1,15 - 81
2,65) 4,17) 11,22)
ERCC3_XPB_rs41504
59
162,
cc 269 69, 202 98, 95
0,39 0,0684 | 0,21 2,34 0,10 | 0,282
(0,13 - 43 (0,82 - 82
1(---) 0,99) 6,72)
CcT 17, 33 5, 24 8,8
0,94 0,85 | 0,7342 1,32 0,8467 | 0,73 2,59 <0,0 | <0,001
(0,48 - 39 (0,05 - 25 (1,89- 01
1,78) 33,83) 3,55)
T 0,2 1, 1 0,0
2,9 <0,001 | <0,0
(1,96 - 01
4,33)
KLH4_rs5922437
101,
GG 172 49, 145 72,74
0,88 0,5582 | 0,64 2,59 <0,0 | <0,001
(0,56 - 36 (1,64 - 01
1 (=) 1,36) 4,11)
AA 26, 62 10, 62 27,22
0,87 0,62 | 0,6687 0,48 0,0513 | 0,17 3,02 0,00 | 0,0076
0,5 - 4 (0,22 - 88 (1,57 - 1
1,5) 0,97) 5,88)
GA 52,72 16, 20 7,7
0,73 0,19 | 0,3912 1,34 0,439 | 0,58 1,53 0,45 | 0,5949
(0,45 - 64 (0,63 - 68 (0,49- 41
1,17) 2,79) 4,76)
XRCC3_Thr241Met_r
861539
142,
cc 241 19, 87 41, 34
0,55 0,0355 | 0,13 3,05 <0,0 | <0,001
(0,31 - 81 (1,81 - 01
1(---) 0,94) 5,2)
178,
TG 243 43, 103 51, 53
1,32 0,06 | 0,2015 1,12 0,6028 | 0,66 2,57 0,00 | 0,0012
(0,99 - 18 (0,72 - 1 (1,61- 01
1,76) 1,74) 4,13)
T 43, 91 12, 37 14, 16
0,8 0,30 | 0,496 0,86 0,6658 | 0,68 2,41 0,02 | 0,1106
(0,52 - 42 (0,41 - 29 (1,1- 58
1,22) 1,69) 5,22)
*La categoria de referencia para cada gen analizado es la del fenotipo salvaje y nunca fumador.
a Ajustado por edad, sexo, consumo de tabaco y exposicién a radén domiciliario
b p-valor
cp-valor corregido
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Si atendemos a la concentracion de radon, recogiendo los resultados en la Tabla 11, la dividimos
en dos grupos con el punto de corte en 200 Bg/m? observando un aumento del riesgo cuando la
exposicion es alta, rs1552584 mostré la asociacion mas fuerte para el genotipo homocigo6tico
OR: 3,04; 95%CIl: 1,15-8,48), como también lo hizo rs1130409 (APEX1) y rs11615 (ERRC1)
con una OR:1,58; 95% CI 1,04-2,73 y OR 1,65; 95% Ci 1,1-2,48 respectivamente. Rs861539
(XRCC3), rs13181 (ERCC2), rs10521333 (OGG1) y rs3312986 (ERRC1) mostraron también
un aumento del riesgo en su forma heterocigética (OR:1,79; 95% CI 1,28-2,51, OR:1,56; 95%
Cl 1,13-2,15, OR: 1,53; 95% CI 1,09-2,16 y OR:1,47; 95% CI 1,06-2,04, OR:1,47; 95% ClI

1,06-2,04 respectivamente)

Rs1805794 (NBN) mostré un aumento del riesgo para su forma homocigética ante la
exposicion a bajas concentraciones de radon domiciliario OR: 1,88; Cl 95R% (1,09-3,24)

Tabla 11. Asociacion de CPCNP con los polimorfismos analizados y exposicion a radon.

Polimorfismos

Casos, Controles; OR? (95%Cl)

Exposicion a radon domiciliario (Bq/m3)

<200 pb p-c¢ >200 pb p-c<
ERCC5_rs1047768
TC 131, 208 89, 104
1,39 (0,94 - 0,0972 | 0,2657
1(---) 2,04)
cc 86, 146 64, 83
0,98 (0,68 - | 0,9136 | 0,7472 1,34 (0,88 - 0,1737 | 0,3679
1,41) 2,05)
T 51, 86 25, 50
0,87 (0,55- | 0,5236 | 0,6288 0,66 (0,37 - 0,1506 | 0,3411
1,34) 1,16)
OGG1_Ser326Cys_rs1052133
cc 231, 374 160, 203
1,27 (0,97 - 0,0843 | 0,2444
1(---) 1,68)
CG 117, 211 92, 96
0,87 (0,65 - | 0,3637 | 0,5405 1,53 (1,09 - 0,0145 | 0,075
1,17) 2,16)
GG 18, 42 11, 20
0,64 (0,35 - 0,146 | 0,3355 0,78 (0,34 - 0,5404 | 0,6361
1,15) 1,69)
FATS_C100rf90_rs11245007
CcT 134, 198 73, 103
1,03 (0,69 - 0,8875 | 0,7416
1(---) 1,53)
cc 118, 202 87, 109
0,82 (0,59 - | 0,2559 | 0,4529 1,14 (0,77 - 0,515 | 0,6249
1,15) 1,67)
T 16, 41 18, 25
0,57 (0,29 - 0,092 | 0,2574 0,5814 | 0,6528
1,08) 1,22 (0,6 - 2,43)
APEX1_rs1130409
GT 135, 206 73,123
1(---) 1(0,68 -1,47) | 0,7598 | 0,7638
T 71,125 54, 62
1,06 (0,71 - | 0,7868 | 0,7179 0,1458 | 0,3352
1,56) 1,4 (0,89 - 2,22)

73



JOSE RAMON ENJO BARREIRO

GG 62, 110 51, 52
0,94 (0,63 - | 0,7834 | 0,717 1,68 (1,04 - 0,0341 | 0,1341
1,42) 2,73)
ERCC1_rs11615
CcC 90, 159 63, 67
1(---) 1,73 (1,1-2,59) | 0,0155 | 0,0785
CT 137, 261 111, 152
0,97 (0,69 - | 0,8823 | 0,7405 1,34 (0,92 - 0,1257 | 0,3085
1,38) 1,94)
TT 140, 208 90, 100
1,24 (0,87 - | 0,2274 | 0,4238 0,0158 | 0,0796
1,77) 1,65 (1,1 - 2,48)
0GG1_rs125701
GG 194, 331 134, 166
1,42 (1,04 - 0,0294 | 0,1198
1(---) 1,94)
AG 68, 101 35, 64
1,1 (0,75 - 0,6224 | 0,6681 0,95 (0,59 - 0,8417 | 0,7314
1,6) 1,53)
AA 6, 8 9,7
2,03 (0,63- | 0,2185 | 0,4141 0,3085 | 0,4995
6,25) 1,73 (0,6 - 5,12)
RRM1_rs12806698
CC 156, 245 92, 143
1(---) 1,05 (0,74-1,5) | 0,7816 | 0,7166
CA 97, 174 73,78
0,87 (0,61 - | 0,4099 | 0,57 1,42 (0,94 - 0,0934 | 0,257
1,22) 2,14)
AA 15, 22 13, 16
1,02 (0,48 - | 0,9553 | 0,7555 1,24 (0,55 - 0,6022 | 0,6608
2,1) 2,77)
ERCC2_Lys751GIn_rs13181
TT 158, 283 114, 143
1(---) 1,4 (1,01 -1,94) | 0,0428 | 0,1581
GT 160, 275 121, 141
1,02 (0,77 - | 0,8886 | 0,7419 1,56 (1,13 - 0,0074 | 0,0447
1,36) 2,15)
GG 49, 70 29, 35
1,18 (0,77 - | 0,4376 | 0,586 1,35 (0,77 - 0,2909 | 0,4848
1,81) 2,35)
rs1452584
AA 162, 298 119, 167
1,27 (0,91 - 0,1543 | 0,3456
1(---) 1,75)
GA 92, 127 46, 62
1,23 (0,86 - | 0,2559 | 0,4529 1,35 (0,85 - 0,2007 | 0,3954
1,75) 2,13)
GG 14, 16 13, 8
1,19 (0,54- | 0,6604 | 0,6811 3,04 (1,15 - 0,0273 | 0,1146
2,6) 8,48)
ERCC2_Asp312Asn_rs1799793
T 153, 280 112, 139
1,52 (1,08 - 0,0162 | 0,0809
1(---) 2,14)
CT 101, 137 56, 87
1,47 (1,04- 0,0295 | 0,1201 1,31 (0,86 - 0,2065 | 0,4008
2,9) 2,01)
CcC 14, 23 10, 11
1,2 (0,56 - 0,6323 | 0,6716 1,32 (0,51 - 0,5595 | 0,6441
2,51) 3,38)
NBN_rs1805794
CC 112, 202 76, 111
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1,12 (0,75 - 0,565 | 0,6463
1 (=) 1,68)
GC 121, 199 81, 105
0,98 (0,69 - | 0,9223 | 0,7489 | 1,46 (0,98- | 0,0658 | 0,2094
1,39) 2,18)
GG 35, 40 21, 21
1,88 (1,09 - | 0,0231 | 0,1031 1,91 (0,94 - | 0,0724 | 0,2223
3,24) 3,88)
0GG1_C7G_rs2072668
ccC 165, 258 109, 147
1,18 (0,84 - | 0,3477 | 0,5293
1 (=) 1,65)
CG 88, 153 62, 75
0,88 (0,62 - | 0,4729 | 0,6047 | 1,28 (0,84 - 0,25 | 0,4471
1,25) 1,94)
GG 15, 28 7,15
0,76 (0,38 - | 0,4483 | 0,5918 | 0,63 (0,22- | 0,3646 | 0,5411
1,51) 1,66)
ERCC5_rs2094258
ccC 164, 284 117, 157
1,32 (0,95 - | 0,1021 | 0,2732
1 (=) 1,84)
cT 84, 131 55, 73
1,15 (0,8 - | 0,4523 | 0,594 1,32 (0,86 - | 0,2034 | 0,3979
1,64) 2,03)
T 20, 25 6,7
1,18 (0,6 - | 0,6264 | 0,6695 0,8081 | 0,7233
2,28) 1,16 (0,34 - 3,9)
XPC_rs2228001
GT 135, 217 79, 115
1,15 (0,78 - | 0,4692 | 0,6028
1 (=) 1,69)
T 99, 154 63, 80
1,04 (0,73 - | 0,8162 | 0,7253 0,2132 | 0,4081
1,49) 1,31 (0,86 - 2)
GG 34, 70 36, 41
0,72 (0,43 - | 0,1989 | 0,3936 | 1,25 (0,73- | 0,4123 | 0,5715
1,18) 2,13)
0GG1_rs2472037
AG 114, 211 88, 106
1 () 1,5 (1,01 - 2,22) | 0,0438 | 0,1606
AA 109, 165 66, 97
1,14 (0,8 - | 0,483 | 0,6097 | 1,15(0,76 - | 0,5008 | 0,6183
1,62) 1,74)
GG 44, 56 23, 33
1,44 (0,88 - | 0,1471 | 0,3368 | 1,64 (0,86 - 0,126 | 0,3089
2,34) 3,07)
XRCC1_GIn399Arg_rs25487
GG 165, 276 120, 140
1,36 (0,98 - | 0,0622 | 0,2023
1(---) 1,88)
AG 151, 272 109, 146
0,91 (0,68 - | 0,5177 | 0,6261 1,31 (0,95 - | 0,1041 | 0,2761
1,21) 1,82)
AA 51, 80 35, 33
1,07 (0,7 - | 0,7657 | 0,7124 0,0499 | 0,1756
1,61) 1,7 (1 - 2,91)
APEX1_rs3136817
TT 139, 232 99, 115
1,35 (0,94 - | 0,1062 | 0,2792
1 (=) 1,95)
cT 107, 158 65, 103
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0,97 (0,68 - | 0,8541 | 0,7342 0,9874 | 0,7616
1,33) 1 (0,66 - 1,49)
ccC 22, 51 14, 19
0,69 (0,38 - | 0,2077 | 0,4018 | 1,27 (0,57 - | 0,5455 | 0,6383
1,21) 2,78)
ERCC1_rs3212986
GG 208, 373 152, 181
1 () 1,5 (1,12 - 1,99) | 0,0057 | 0,0359
GT 139, 219 98, 123
1,15 (0,86 - | 0,3395 | 0,5234 | 1,47 (1,06- | 0,0214 | 0,098
1,52) 2,04)
T 20, 36 14, 15
1,08 (0,59 - | 0,7928 | 0,7194 0,1503 | 0,3408
1,94) 1,77 (0,8 - 3,88)
MUTYH_rs3219489
ccC 141, 230 102, 121
1,37 (0,95 - | 0,0873 | 0,2496
1 (-=) 1,98)
GC 100, 176 63, 105
0,91 (0,64 - | 0,5925 | 0,6571 1,08 (0,72 - | 0,7206 | 0,6998
1,28) 1,61)
GG 26, 35 12, 10
1,49 (0,82- | 0,1873 | 0,3822 | 1,68 (0,65- | 0,2838 | 0,4786
2,67) 4,39)
ERCC3_rs3738948
AA 160, 262 108, 144
1,19 (0,84- | 0,3193 | 0,5081
1 (=) 1,67)
GA 92, 159 58, 83
0,97 (0,69 - | 0,872 | 0,7383 | 1,29 (0,84- | 0,2395 | 0,4365
1,37) 1,96)
GG 16, 20 12, 10
1,28 (0,61 - | 0,5096 | 0,6224 0,1441 | 0,3331
2,62) 2 (0,79 - 5,18)
ERCC3_XPB_rs4150459
ccC 244, 399 162, 205
1,29 (0,97 - | 0,0762 | 0,2296
1 (=) 1,71)
cT 24, 38 15, 31
0,92 (0,51 - | 0,7645 | 0,712 0,83 (0,41- | 0,5796 | 0,6521
1,61) 1,59)
T 0, 2 1, 1
1,69 (0,07 - 0,714 | 0,6978
- 43,58)
KLH4_rs5922437
GG 170, 287 115, 135
1 () 1,5 (1,07-2,1) | 0,019 | 0,0903
AA 47, 96 36, 59
0,96 (0,62 - | 0,8355 | 0,7299 | 1,14 (0,69 - | 0,5947 | 0,658
1,46) 1,88)
GA 51, 57 27, 43
1,16 (0,72 - | 0,5392 | 0,6356 | 0,82 (0,46 - | 0,4993 | 0,6176
1,89) 1,45)
XRCC3_Thr241Met_rs861539
ccC 132, 238 106, 136
1 () 1,41 (1-1,99) | 0,052 | 0,1804
TG 181, 283 125, 137
1,21 (0,9 - | 0,1983 | 0,3931 1,79 (1,28 - | 0,0008 | 0,0063
1,63) 2,51)
TT 54, 107 32, 45
0,92 (0,61 - | 0,6708 | 0,6845 0,4967 | 0,6164
1,37) 1,2 (0,71 - 2,02)
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*La categoria de referencia para cada gen analizado es tener el genotipo salvaje y una exposicion a una
concentracion de radon < 200 Bg/m?3

a Ajustado por edad, sexo y consumo de tabaco.

b p-values

< p-values corregidos
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5. DISCUSION

5.1 DISCUSION DE LA HIPOTESIS DEL ESTUDIO Y DEL METODO

El cancer de pulmdn de célula no pequefia abarca los grupos histolégicos mas incidentes, siendo
el otro gran grupo el cancer de pulmon de célula pequefia, que representa el 15 % del total (7),
estos dos grupos debemos diferenciarlos debido a que se clasifican como entidades distintas
basandose, entre otras razones, en las diferencias en su inmuhistoquimica, histologia y
tratamiento. Entre los articulos incluidos en esta tesis se estudiaron ambos tipos de cancer de
pulmén a través de aproximaciones distintas para el estudio de los mecanismos genéticos que
se encuentran detras del proceso de oncogénesis.

Los documentos incluidos en esta tesis intentan dar una vision del horizonte genético detras de
este grupo de cénceres que afectan al pulmon, lider en muertes por cancer a nivel mundial y
pasando de ser el segundo en incidencia en el afio 2020 al primero en 2022, ademas de que se
espera un aumento de casos en los proximos afios (7,13). En relacion con este cancer, si
analizamos la exposicién a agentes mutagénicos ambientales, observamos que parte de la
poblacion comparte exposiciones de riesgo, pero no todos desarrollan esta patologia, por ello
la hipdtesis que cimenta este trabajo es que no solo los factores extrinsecos tienen un rol en su
desarrollo, sino que también resulta interesante el estudio de los diferentes factores intrinsecos,
como seria la susceptibilidad genética que modularia el efecto de la exposicion a radon y el
consumo de tabaco. Estos factores también podrian favorecer el desarrollo de los diferentes
subtipos histoldgicos, debido a que es conocido como ciertas alteraciones genéticas pueden
condicionar el desarrollo de un cancer o incluso la transmision de este riesgo a los
descendientes, como es el caso de un porcentaje reducido de los tumores de mama o de colon,
para los cuales se han desarrollado estrategias especificas de cribado para su identificacion
prematura o incluso preventiva (114,115).

Por otra parte, es necesario profundizar en los mecanismos moleculares que explican la
aparicion del cancer microcitico, en donde el nimero de estudios disponibles es tremendamente
escaso, particularmente los realizados especificamente en este grupo de pacientes.

En este documento se comienza realizando una aproximacion al cancer de célula pequefa a
través de una revision sistematica de todos los GWAS disponibles para este subtipo de cancer
de pulmon. Con ella, se consigue revisar la evidencia disponible sobre los resultados obtenidos
a través de este tipo de estudios, los cuales, nos aportarian informacién sobre los genes que

79



JOSE RAMON ENJO BARREIRO

podrian estar implicados en el desarrollo del cancer de pulmén de célula pequefia. Esta revision
incluye, a su vez, uno de los articulos de esta tesis (107). La importancia de este estudio se
fundamenta en la posibilidad de identificar SNPs, que a su vez intervengan en las rutas de
expresion genética, que en un futuro pudiesen ser utilizados como diana para tratamientos
dirigidos y personalizados. Un resultado interesante de este articulo es la ausencia de GWAS
especificos para este tipo de cancer, probablemente debido a la dificultad que entrafia reclutar
un namero suficiente de pacientes con cancer de células pequefias por presentar una menor
incidencia, en contraposicion con los otros subtipos que afectan al mismo 6rgano. Ademas, su
mortalidad es de las mas elevadas, disponiendo de un menor nimero de casos prevalentes. Este
inconveniente hizo necesario que se incluyesen otros estudios con disefios diferentes que
ampliaban la informacién para cancer de célula pequefia en genes identificados como de riesgo
en GWAS previos para cancer de pulman.

Con esta revision podemos poner en evidencia que, apoyando la teoria de la influencia de los
genes en el desarrollo del cancer de pulmdn de célula pequefia, se comienza a considerar este
subtipo como un cancer heterogéneo debido a la alta variabilidad en la expresion génica.

En relacion con el siguiente estudio, se decidio llevar a cabo este modelo de estudio GWAS
porqgue se trataba de identificar diferentes variantes genémicas con un riesgo determinado para
el desarrollo de cancer de pulmdn realizando una asociacion estadistica. Lo que se pretende es
identificar ciertas variantes mas frecuentes en sujetos que sufran la enfermedad estudiada, en
este caso el cancer de pulmén de celula pequefia, en comparacion con los sujetos sanos, y una
vez identificadas, poder buscar variantes proximas que pudiesen contribuir directamente al
desarrollo de la patologia, y asi, identificar los genes que pudiesen tener una implicacion directa
en el proceso de oncogénesis.

Actualmente, es relevante el conocimiento de los diferentes mecanismos que subyacen en la
patogénesis de este proceso, debido a que el perfil genético del cancer de célula pequefia es de
los mas complejos entre diferentes tipos histoldgicos de cancer de pulmén. En comparacion con
otras patologias, como son el cancer de mama o de colon hereditarios que pueden ser
identificados por genes especificos y que orientarian a medidas terapéuticas efectivas incluso
antes del desarrollo del tumor. Por ello, se plantea intentar avanzar en este campo en relacion
con el cancer de pulmon de célula pequeria, al ser uno de los mas letales e incidentes de nuestro
entorno con una tendencia al alza (7,9,13). Se conoce que los genes TP53 y RB1 se encuentran
inactivados en mas del 90% de los casos en esta enfermedad (116,117), llegandose a valorar que
su inactivacion es fundamental para desarrollar este subtipo de cancer de pulmoén (23). Ademas,
en algunos estudios se hace referencia a diferencias entre subpoblaciones, indicando que las
mutaciones entre europeos Y asiaticos orientales son diferentes (118) .

En la actualidad no disponemos de muchos estudios a través de la aproximacion GWAS en este
subtipo histoldgico de cancer de pulmén, siendo la mayoria estudios de casos y controles en
poblacion asiatica, y solo disponiendo de tres estudios (109,119,120) que utilizan el GWAS,
ademas del desarrollado para esta tesis. Por el contrario, esta aproximacion si se ha usado en
numerosos trabajos especificos para cancer de pulmon, abarcando todos los grupos histologicos
0 para cancer de célula no pequefa especificamente.
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En un tercer articulo se estudia el efecto que presentan ciertas mutaciones en genes clave
encargados de la reparacion celular en pacientes que presentan un cancer de pulmon de célula
no pequefia. Para ello se desarroll6 un estudio de casos y controles multicéntrico en una regién
del noroeste de Espafia caracterizada por una poblacidn que puede estar sometida a una elevada
concentracion de radon domiciliaria, esto permite que, tras la medicion de este gas en el
domicilio de los participantes y con una encuesta detallada sobre el habito tabaquico de cada
uno, se puedan obtener unos resultados ajustados por el primer y segundo factor de riesgo para
cancer de pulmén. Todo ello, permite alcanzar una mayor validez y externa en relacién con la
muestra.

5.2 DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la revision sistematica orientan a que ya se han comenzado a
establecer diferentes marcos genéticos que permiten comenzar a clasificar en diferentes grupos
al cancer de pulmén de célula pequefia. En su trabajo, Rudin et al. (121) han propuesto dividir
esta patologia en cuatro subtipos distintos en funcién de los reguladores clave de la
transcripcion. Rudin et al. comienzan clasificandolos en dos conjuntos basados en la expresion
de marcadores neuroendocrinos. Por un lado, entre los que expresan marcadores
neuroendocrinos incluyen dos subtipos: el primero y mas comun, lo identifica cuando se
produce una sobreexpresion de ASCL1, y un segundo grupo, cuando existe una sobreexpresion
de NEURODL.. Estos factores de transcripcién se encargan de regular la expresion de otros
oncogenes, ASCL1 regula MYCL1, BCL2, SOX2 y DLL3, mientras que NEURODL1 regula
MY C, existiendo genes que son regulados por ambos, como es el caso de INSM1, HESL1, siendo
este ultimo un mediador de la represion de la actividad transcripcional de ASCL1 a traves de la
via NOTCH (121,122). Los otros dos subtipos que no expresan marcadores neuroendocrinos son
la sobreexpresion de YAP1 y POU2F3, lo que indicaria que este cancer podria tener un origen
en otra estirpe celular (121). Sin embargo, Baine et al (123) llevaron a cabo un estudio
inmunohistoquimico posterior en el cual discreparon respecto a que se pueda establecer con
claridad la definicion de los subtipos en funcion de los reguladores transcripcionales. Por otro
lado, autores como Gay et al (124) no coindicen con el planteamiento de considerar YAP1 como
un grupo Unico debido a su elevada heterogeneidad, ya que, en su inicio, fue planteado como
un grupo de canceres de pulmon de celula pequefa en los que no coincidia su expresion génica
con las caracteristicas de los otros tres, los cuales se encontrarian mejor definidos.

Ademas, una minoria de casos de cancer de pulmén de célula pequefia podrian surgir de un
adenocarcinoma primario, otro cancer englobado dentro del grupo de los canceres de pulmén
de célula no pequefia, que presente una mutacion en EGFR. Estos adenocarcinomas mutados
habrian sido tratados con inhibidores de TK que, en un pequefio porcentaje de los casos, podrian
mostrar resistencia al tratamiento, propiciando un cambio histolégico y transformandose asi en
un cancer de célula pequefia, siendo EGFR T790M el primer mecanismo que generaria esta
resistencia (125). Hay que destacar que esta trasformacion no es exclusiva de esta mutacion ya
que tanto la disfuncién de TP53, RB1 o incluso la ampliacion de TERT podrian favorecer esta
conversion (125-128).
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En la revision llevada a cabo se puede observar como el regulador clave de la transcripcion mas
comun es ASCL1, gen que codifica la proteina con el mismo nombre, la cual estd
sobreexpresada en estos tumores. Improgo et al. (129) describen esta sobrexpresion como un
importante factor en la patogénesis en cancer de pulmon de célula pequefia, estando estas
conclusiones en concordancia con Rudin et al. (121). ASCL1 regula el cllster de genes
CHRNAJS5/A3/B4 actuando especialmente en CHRNAS3 y B4, que regula la expresién de los
receptores NAChRs, para los que la nicotina es un ligando enddgeno y un factor de crecimiento
autocrino (129). Improgo et al. (129) describen en su trabajo como la inactivacion de ASCL1
ocasiona una disminucion de los receptores nicotinicos en este tumor, al contrario de lo que se
observa en el tumor de célula no pequefia que no se traduce en la misma respuesta. Es destacable
que el tumor de célula pequerfia es uno de los tumores mas relacionados con el tabaquismo y
llama la atencion el hecho de la existencia de una desregulacion de la expresion de los
receptores de nicotina en este subtipo de cancer. Se conoce que el tabaco con una mayor
concentracion de nicotina influye en un mayor riesgo en el desarrollo de cancer de pulmon (15)
pudiendo deberse a la mayor adiccion que genera, ya que la nicotina no es considerada como
un carcinégeno directo (130,131).

Segun podemos observar en la Kyoto Enciclopedia de Genes y Genomas (KEGG), estos
receptores no solo interactan con nicotina sino que también lo hacen con las nitrosaminas
derivadas de la nicotina (NNK), clasificadas por la IARC como un compuesto quimico
carcinogénico para los humanos, las cuales son un derivado nicotinico que interacciona con
estos receptores inhibiendo el proceso de apoptosis de las células, estimulando la angiogénesis
y la proliferacion celular, contribuyendo de esta manera al proceso carcinogénico. Este
compuesto quimico procede de la combustion del tabaco curado, y el cancer de pulmon de
célula pequefia es uno de los canceres de pulmdn mas encontrados en personas fumadoras,
resultando dificil encontrar este subtipo en personas sin exposicion al tabaco (132)

La sobreexpresion del clister de genes CHRNAS5/A3/B4 ha sido detectada de forma recurrente
en un importante nimero de los articulos que forman parte de esta revision sistematica (109-
111,119,120,129,133,134), destacando el SNP rs16969968, localizado en CHRNADS, que ha sido
relacionado con el aumento de riesgo para el cancer de pulmoén de célula pequefia tanto para
personas con ascendencia europea como asiatica en tres estudios diferentes (110,111,133)
incluidos dentro de la revision sistematica. Aunque hay que subrayar que la expresion de este
SNP es menor en poblacién asiatica y por esa razon se llevaron a cabo estudios especificos en
poblacién china de la etnia Han (110) y japoneses (111). Recientemente también se ha vinculado
rs5578156 perteneciente al gen CHRNAS con el aumento de riesgo para cancer de pulmon en
fumadores (135).

Niu et al. (110) relacionaron el rs3743073, localizado en el CHRNAS, con un aumento de riesgo
en consonancia con Shiraishi el al (111), que no solo identific6 rs3743073 (CHRNAZJ), sino que
también obtuvo resultados para los SNPs rs8034191, localizado en LOC123688, y rs3743073,
localizado en CHRNADS, relacionando a los portadores de este haplotipo con una asociacién de
riesgo para el cancer de pulmoén de célula pequefia. Cabe destacar que estos resultados que lo
identifican como factor de riesgo, son independientes del estatus de fumador del paciente,
sugiriendo que el tabaco pueda no tener relacion en el desarrollo del cAncer de pulmon de célula
pequefa en los portadores de estas mutaciones.

82



DISCUSION

Bossé et al. (109) también vincularon, en consonancia con los otros autores y a través de un
TWAS, el gen CHRNA3 (15q25) con el aumento del riesgo de desarrollar un cancer de pulmon
de célula pequefia. También relacionaron este mismo efecto con otros genes como: IREB2
(15925), HIST1H2BD (6p22.2) y TMA16 (4g32.2) siendo este ultimo vinculado por primera
vez con el cancer de pulmon.

Timofeeva et al. (120) relacionaron rs3117582 (BAG6) y rs1051730 (CHRNAS3) con el cancer
de pulmon de célula pequefa, siendo destacable que BAG6 es un gen que se encarga de la
regulacion de BLC2, el cual también esta regulados por ASCL1 (121) y vinculado con el riesgo
de céancer de pulmon, que puede afectar al comportamiento celular (136) y tener un rol
importante en la apoptosis por P53 ante el estrés genotoxico (137). También han sido
identificados en este estudio como protectores los SNP rs401681, localizado en CLPTM1L,
rs10849605, localizado en RAD52, y rs6495309, localizado en CHRNAZ3/B4. En linea con este
autor Han et al (138) han identificado en sujetos de la etnia china Han a rs7963551, también en
el gen RAD52, como factor protector y solo variando en fumadores, probablemente debido a
que RAD52 codifica una proteina relacionada con la reparacion del ADN, importante en
fumadores, debido a un mayor acumulo de dafio en la cadena de ADN.

El gen TTF-1, relacionado con ASCL1 y encargado de regular la expresion del gen BCL-2
implicado en el control de la apoptosis celular, se ha relacionado con el cancer de pulmén de
célula pequefia ademas de otros como el adenocarcinoma. La proteina que codifica y recibe el
mismo nombre se puede identificar en los neumocitos tipo Il junto con las células foliculares y
parafoliculares de la tiroides, lo que, una vez descartado el cancer primario de tiroides, su
positividad podria tener su origen en un cancer de pulmon. Atendiendo a la distribucién por
grupos en base a sus factores de transcripcion propuestos por Rudin et al, solo estaria vinculado
con la sobreexpresion de ASCL1, sin guardar relacion con NEUROD, el cual fue propuesto
como identificador del otro subgrupo que se caracteriza por estar implicando principalmente
MYC y no BCL-2 (121,139)

En relacion con la localizacion de los distintos genes vinculados con el cancer de pulmén, se
ha observado que, a pesar de que no estan ubicados en un Gnico cromosoma, el cromosoma 15
destaca sobre el resto, especialmente las regiones 15924 y 15g25.1 (109-111). Esta relacion la
describen en su trabajo Truong et al (133), los cuales identificaron tres regiones cromosémicas
donde principalmente se encuentran los genes relacionados con un aumento de riesgo para el
cancer de pulmén: 15¢25, 5q15 y 6p21. Este resultado coincide con Brenner et al (119) que
vincularon genes pertenecientes a la regién 15925 con un aumento del riesgo del cancer de
pulmén, identificando mutaciones en los SNPs rs12914385 (CHRNA3) y rs3813565
(LOC105370913) con este incremento. Por otro lado, relacionaron como protectores a
rs8034191 (LOC123688) y rs1051730 (CHRNAS3), lo cual no concuerda con los hallazgos de
otros autores (110,111,120). Cheng et al (113) asociaron 15g25 con el cancer de pulmon de
célula pequefia en poblacion china de la etnia Han, identificando a rs6495304 (HYKK) como
factor de riesgo para este subtipo de cancer de pulmon, con una relacion multiplicativa con el
sexo, posiblemente debida a la heterogeneidad entre habito tabaquico entre los sexos de la
poblacion estudiada. Yafang Ly et al identificaron en su estudio, ademas de la region 15¢25.1,
rs58778970 localizado en la region intergénica 12924.33, el cual aumenta el riesgo de cancer
de pulmon de célula pequefia (135) .
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O’Brien et al (134) identificaron los siguientes cinco genes como factor de riesgo para cancer
de pulmon de célula pequefia: CHRNAS, PSMA4, RP11-650, L12.2, MYL4 y RPRML. Sin
embargo, no solo los considera de riesgo para esta entidad, sino que también los relaciona con
otros subtipos histoldgicos de cancer de pulmoén y Unicamente CHRNAS y PSMA4 son
exclusivos del cancer microcitico (120). En este estudio también destaca la via de adhesion
focal, que parece tener importancia en el cancer de pulmon de célula pequefia, debido a que
tiene un rol destacado en el proceso metastasico y podria estar involucrado en la transicion
epitelial-mesenguimal (140). Deng et al (112) identificaron a rs228282987 (CDK®6) y rs2706748
(SH3RF1) como factores de riesgo para la etnia Han. Este hallazgo es interesante debido a que
CDKG® tiene un importante rol en el proceso de la carcinogénesis, regulando la fase G1 en la
divisién celular (141). En relacion con SH3RF1, se conoce como un oncogén que estd
involucrado en promover la vida celular o actuar de una forma proapototica, este gen se
encuentra sobreexpresado en los pacientes con céancer, regulando a través de PAK4 la
estabilidad proteica, evitando que la unién de la ubiquitina destruya a PAK4. Esta expresion
estad vinculada a un mal prondstico (142).

Byun et al (108) en su estudio, identificaron como factores de riesgo a rs141178913 (IL17RC)
y r$191133092 (LINC01556, HCG15), siendo relacionados por primera vez con el cancer de
pulmon. Ademas, Yafang Ly et al vincularon a rs1283429, localizado en LINC01088, con el
cancer de pulmon de células escamosas (135).

Hu et al (143) identificaron rs2736100 (TERT) como factor de riesgo para el cancer de pulmoén
de célula pequefia, mientras que Timofeeva et al. (120) y Brenner et al. (119) lo relacionaron con
el adenocarcinoma, esto es llamativo debido a que la sobrexpresiéon de TERT esta relacionada
con la trasformacion del NSCLC con el EGFR mutado en el cancer de pulmon de célula
pequefia, predisponiendo a esto las mutaciones en TP53 y RB1 (27,127,144,145) estando en linea
con lo expuesto por Mc Leer et al (145). Otro SNP identificado es rs465498 (CLPTM1L) como
factor protector, al contrario de Timofeeva et al (120) que identificaron este gen como factor
de riesgo a través de un SNP distinto.

En relacion con la poca evidencia de la que disponemos a través de los estudios GWAS para
cancer de pulmon de célula pequefia, dos de los estudios disponibles hasta la fecha (109,120)
identificaron una variante en CHRNAZ3. Este gen es conocido por codificar un miembro de los
receptores nicotinicos y, al igual que sucede en el cancer de célula no pequefia, se relaciona con
un aumento del riesgo de cancer en los grandes fumadores, pudiendo mediar en su crecimiento
(146). A pesar de que la mayoria de los estudios implican este gen con los receptores nicotinicos,
en nuestro estudio no hemos encontrado ninguna relacion. Este resultado podria deberse a la
pequefia muestra de sujetos estudiados, al azar o incluso al ajuste por exposicion tabaco junto
con radon domiciliario. Cabe destacar que los resultados obtenidos en este GWAS son similares
al analizar en conjunto toda la muestra o restringiéndolo solo a fumadores.

En relacion con los resultados obtenidos, estos son consistentes internamente, especialmente
para los cromosomas 3 'y 17. Obteniendo en el cromosoma 17 sefiales sugestivas en los genes
DBF4B (rs44750305), LINC01180 y ADAM11 que los relacionan con el riesgo de cancer de
pulmon de célula pequefia.
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Una gran region del cromosoma 3 ha sido relacionada con el cancer de célula pequefia en ambos
analisis, estd region que incluye los genes KLHL18, PTPN23, ELP6, MAP5 y CDC25A.
Mientras que ninguno de los genes analizados en el estudio alcanzd el umbral de la
significacion, MAP4 presentd una asociacion significativa en el analisis SKAT (tabla 10). Este
gen tiene un rol importante en la estabilizacion y el ensamblado de los microtubulos y en
relacion con el cancer de célula no pequefia se observO una sobreexpresién en el
adenocarcinoma en comparacion con los tejidos sanos (147). Ademas, este gen esta relacionado
con la diferenciacion, TNM, especialmente el estadiaje T, y la supervivencia; apareciendo
mutado en el 13% de los canceres de pulmon de célula pequefia en poblacion asiatica (118).
Ademas, esta relacionado con el melanoma y el cancer de mama (148) y con el prondstico de
los pacientes con cancer de pulmén de célula no pequefia a tratamiento con atezolizumab (149).

Otro de los genes destacados de esta region del cromosoma 3 es KLHL18 que ha sido
relacionado con la mala progresion del cancer de célula no pequefia (150). El estudio in vitro
muestra que ante una sobreexpresion de este gen, en el cancer de célula no pequefia, se inhibe
la proliferacion celular, la migracién y la invasion, observandose una relacién con la expresién
de la proteina PD-L1, cuya desregulacién permite el escape inmune del tumor, pudiendo
relacionarse estos canceres con una respuesta adecuada al tratamiento con PD-L1 (150). EI PD-
L1 es el ligando del receptor PD-1, que mediante la unién con este receptor expresado en los
linfocitos, conduce a la inactivacion de estos permitiendo con su sobreexpresion que las células
tumorales evadan al sistema inmune, al inhibirse su respuesta (151-154). Otro factor importante
es la heterogeneidad de la desregulacion en funcion de la patologia estudiada, debido a que la
sobreexpresion de PD-1 estd mas relacionada con la presencia de mutaciones KRAS y con el
estatus de fumador, mientras que PD-L1 estd mas ligado con las mutaciones en EFGR, como
en el adenocarcinoma, pudiendo mediar en la respuesta de los tratamientos dirigidos con
inhibidores de la tirosina kinasa (TKI) como pueden ser el gefitinib o el erlotinib (155,156).

Las alteraciones en CDC25A son comunes en el cancer de pulmdn, pudiendo incluso utilizarse
para identificar muestras de tejido normal y de cancer de pulmén de célula pequefia, donde
podemos observar una sobreexpresion de éste (157). También se relaciona con diferentes
procesos de la division celular pudiendo ser una diana terapéutica para canceres de célula no
pequefia (158). Ademas, este gen es uno de los contribuyentes a la activacion de la via ATR
identificado a traves del analisis de enriquecimiento.

Los resultados obtenidos en el GWAS estan en consonancia con los del SKAT. Algunos de los
genes identificados por el analisis SKAT muestran sefiales sugestivas en el GWAS (CD81,
DBF4B y LINC01180) o localizados cerca de los sugestivos del GWAS como son ZNF589 en
relacion con MAPA4.

En el estudio GWAS llevado a cabo en esta tesis se identificaron por primera vez sefiales
sugestivas en el gen DBF4B para el cancer de pulmon de célula pequefia, previamente habia
sido relacionado con el cancer colorrectal. La importancia de DBF4B, regulado por SRSF1,
radica en que esta implicado en la regulacion de la fase S del ciclo celular en la que se produce
la duplicacién del ADN, contribuyendo en la activacion de la CDC7 kinasa, implicada también
en la regulacion del ciclo celular (159).
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Ademas, entre los genes maés significativos del GWAS encontramos el gen HTR2A, que
codifica los receptores de serotonina y esta relacionado en sus diferentes rutas. Este gen se
relaciona con el aumento de riesgo de carcinoma basocelular en nifios que han recibido
radioterapia por tumores previos (160), y ha comenzado a hipotetizar sobre su relacion con
mutaciones implicadas en el cancer de tiroides (161), a pesar de todo ello, Gnicamente este
estudio muestra una posible relacion con el cancer de pulmon de célula pequefia.

ZNF589 forma parte de un cluster relacionado con una peor progresion del cancer de pulmon
de células escamosas (162), y ademas ha sido relacionado con procesos celulares como el de
proliferacion, apoptosis, diferenciacién y oncogénesis. Se ha relacionado con una baja
supervivencia en cancer de mama (163) y con la progresion de carcinomas del sistema digestivo
(164).

Cabe destacar que la activacion de la via ATR ha sido enriquecida significativamente, y que
esta relacionada con la proliferacion de células tumorales. La ATR codifica RAD3 y ATM-
related kinase actuando en el ciclo celular como activador de la respuesta al dafio en el ADN y
al estrés replicativo, deteniendo el ciclo celular. Mientras que la degradacion de CDC25A a
través de la activacion CHK1 mediada por ATR impide que la célula entre en fase replicativa
(165). La sefializacion a través de ATR es relevante ya que se postula como una posible via para
la terapia del cancer, por ser uno de los factores que promueve la vida de las células tumorales
(166). De hecho, la inhibicién de ATR en combinacion con la de TOP1 puede ser una estrategia
para reforzar la inmunidad antitumoral en un subtipo especifico de cancer de pulmon de célula
pequefia (167).

En relacion con el tercer articulo (168), se explora el riesgo para desarrollar el cancer de pulmoén
de célula no pequefia. Los SNPs analizados en este estudio, se encuentran en los genes
vinculados a la reparacion del ADN a través de las vias BER, NER y MMR. En ellos se observd
que los pacientes con una alteracion homocigoética de los mismos, en comparacion con la
variante salvaje, y que presentan una exposicion de riesgo a tabaco, como lo son los grandes
fumadores (tercer tercil), o los expuestos a grandes niveles de radon residencial (niveles
mayores a 200 Bg/m?), mostraban una mayor susceptibilidad al cancer de pulmén de célula no
pequefia. Ademas, este andlisis complementa a uno realizado previamente amplidndolo a
fumadores, también junto con informacion relativa a radon residencial (17), siendo uno de los
gue mas pacientes incluyen, lo que ensancha el conocimiento sobre las vias de la carcinogénesis
en relacion a los genes implicados en la reparacion del ADN para este tipo histolégico de cancer
de pulmon de célula no pequefia.

El subtipo histolégico predominante en este estudio es el adenocarcinoma, por la inclusion de
un importante niamero de sujetos nunca fumadores del estudio LCRINS (169-171), en el cual
este subtipo es el predominante. Debido a esto es posible tener el mismo porcentaje de sujetos
de ambos sexos, permitiéndonos una mejor interpretacion de los resultados para hombres y
mujeres.

Realizando la comparacion de la OR de los pacientes con la mutacion homocigética en los
grandes fumadores y tomado como referencia el genotipo salvaje en los no fumadores,
observamos un incremento en el riesgo de estos pacientes. El polimorfismo mas asociado al
cancer de pulmon de célula no pequefia es del rs125701 para la mutacién homocigotica. Este
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SNP se encuentra localizado en el gen OGG1. Este resultado estd en consonancia con el estudio
desarrollado por Hualong Q. et al. (46) en el que se indica que este polimorfismo esta
frecuentemente metilado en el cancer de célula no pequefia, pero sin obtener una diferencia
estadisticamente significativa, y aunque se deba considerar el nUmero de participantes que
podrian influir en este resultado, pues no se disponia de participantes con la mutacién
homocigética para dicho polimorfismo. En relacién con la poblacién estudiada, Hualong Q. et
al. realizaron su andlisis en una poblacion de ascendencia asiatica, en contraste con el incluido
en esta tesis, que ha sido realizado en poblacion con ascendencia europea.

También hemos observado una asociacién relevante en grandes fumadores del rs42472037 y
del rs3212986 para el genotipo homocigético, estando ambos localizados también en OGG1.
En consonancia con este resultado, rs3212986 ya ha sido relacionado previamente con el
desarrollo de cancer de pulmén de célula no pequefia en fumadores (47,48), pero sin vincularlo
con una relacion de riesgo en no fumadores, como nos indican Tau Yu et al (48) en su estudio.

Mutaciones en el gen NBN (rs1805794), que se encuentra localizado en la via MMR, se han
asociado con un aumento de riesgo de cancer de pulmon de célula pequefia. Chuat et al. (49)
han observado un aumento en el riesgo para este gen en grandes fumadores, pero Unicamente
en los hombres, mientras que Charlotta et al (50) han encontrado una asociacion para las
mujeres nunca fumadoras y para aquellas que presentan un consumo de tabaco bajo. El
incremento que muestra el estudio GWAS incluido en esta tesis esta en linea con lo aportado
por Wang et al. en su metaanalisis (51), mientras que He et al. (52) no han encontrado ninguna
asociacion. Por otro lado, este gen esta relacionado con otros procesos oncolégicos como son
el ovérico, el de mama y el colorrectal, siendo estudiado con fines clinicos para ser utilizado
como gen implicado en la identificacion de canceres hereditarios (53).

Los resultados del estudio muestran un aumento de riesgo para varios genes cuando la mutacion
es homocigotica, especialmente aquellos que se encuentran en la via NER. Esto puede ser
debido a la importancia de esta via en la reparacion de los aductos de ADN originados por los
mutagenos ambientales (23). EI gen perteneciente a esta via, que muestra un claro incremento
de riesgo en el desarrollo del cancer de pulmdén de célula no pequefia, es ERRC1 (rs3212986).
Por otro lado, el gen OGGL1 (rs125701 y rs2472037) muestra el mismo efecto, pero éste
realizando su efecto a través de la via BER, que esta especializada en los aductos originados
por la oxidacion (24), una de las principales vias por las que se generan aductos de ADN en los
fumadores (20). Cabe destacar que este gen no muestra riesgo al ser estudiada toda la muestra
al completo, mientras que, si realizamos una categorizacién de la misma por nivel de
tabaquismo, podemos observar una asociacion de riesgo para diferentes SNPs con la mutacion
homocigo6tica en los grandes fumadores, lo que sugiere que se puede estar produciendo una
saturacion del efecto anti carcinogénico de esta via en comparacion con el fenotipo salvaje.

Atendiendo al efecto que produce el radén residencial, se ha marcado el punto de corte en 200
Bg/m?, debido a que en estudios previos se ha observado que el riesgo se incrementa en los
grupos con una exposicion superior a este umbral en los polimorfismos estudiados (17). Asi
solo tres de ellos mostraron un incremento de riesgo para el genotipo homocigotico, el
rs1452584, localizado en el cromosoma 18, ha mostrado una mayor asociacion; el rs1130409
(APEX1), perteneciente a la via BER y el rs11615, localizado en el gen ERCCL1, perteneciente

87



JOSE RAMON ENJO BARREIRO

a la via NER y que también mostré una asociacién de riesgo para el genotipo salvaje. Los
resultados obtenidos para el gen ERCCL1 estan en concordancia con los resultados obtenidos
por Lorenzo-Gonzalez et al. (17) que amplia el estudio actual, que estaba limitado a la poblacién
fumadora. También obtuvimos similares resultados para rs3212986 (ERCC1), localizado en la
via NER, mostrando asociacion en el genotipo heterocigético.

Varios estudios relacionan las vias de reparacion de ADN vy el desarrollo de cancer de pulmén
(47,54), pero ninguno estudia la relacion con la exposicién al raddn residencial. Estos resultados
apoyarian nuestra hipétesis de que, el radon residencial esta vinculado a un aumento de riesgo
de desarrollar cancer de célula no pequefia, y que ciertas mutaciones en estos genes pueden
favorecer el desarrollo de este tipo histolgico de cancer de pulmon.

5.3 FORTALEZAS Y LIMITACIONES

En relacion con las limitaciones de los estudios incluidos en esta tesis, analizamos las que
presenta la revision sisteméatica de los GWAS, para realizar este estudio. Mucha de la
informacion sintetizada, en relacién al horizonte genético del cancer de pulmoén de célula
pequefia, proviene de investigaciones desarrolladas a través de diversas aproximaciones
metodoldgicas, basados en resultados de GWAS previos para cancer de pulmon, que ampliaban
la informacidn para el subtipo histoldgico del cancer de pulmdn de célula pequefia. Pero esta
revision nos ha aportado una vision global de la escasa informacidn para este cancer pudiendo
integrarse con el estudio GWAS realizado la informacion mas completa.

En relacion con el GWAS llevado a cabo en esta tesis, como principal limitacion podemos
considerar que fue el tamafio de la muestra, pero, aunque es pequefia y en algunos casos esto
puede conllevar una pérdida de poder estadistico en determinadas asociaciones, se ha
minimizado al aplicar el analisis SKAT. Sin embargo, se trata de un estudio multicéntrico donde
nuevos genes han sido identificados, pudiendo estar implicados en la oncogénesis del cancer de
pulmon de célula pequefia. No ha sido posible realizar un analisis desglosado por sexo debido
al pequefio numero de sujetos incluidos. A pesar de estas limitaciones, la principal ventaja de
este GWAS es que se trata del primero realizado especificamente para cancer de pulmén de
célula pequefia, ademas de disponer de informacion detallada sobre el consumo de tabaco, y
que por primera vez se incluye la exposicion domiciliaria a radén para cada sujeto, ajustando
los resultados por estas variables.

Finalmente, el dltimo trabajo incluido, que guarda relacion con las vias de reparacion BER y
NER en el otro gran grupo en el cancer de pulmon, el de célula no pequefia, la limitacion mas
importante es el hecho de que algunos valores de p significativos se vuelven no significativos
al aplicar la tasa de falsos descubrimientos (false discovery rate), pero cabe destacar que aunque
la p sea no significativa, este hecho no seria sugestivo de que dicho gen no esté relacionado,
pues este valor p es facilmente influenciado por el numero de casos y podria modificarse el si
el numero de sujetos para esta mutacion no es suficientemente alto, y siempre podriamos contar
con un intervalo de confianza sugestivo. En segundo lugar, algunos polimorfismos no tienen
suficientes participantes, haciendo dificil establecer una asociacién, como por ejemplo
rs4150459 (ERCC3) para su genotipo homocigético para nunca fumadores. También cabe
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destacar que no todos los polimorfismos presentes en los genes estudiados se han analizado, ni
todos los genes de las vias NER, BER y MMR, y que éstas no son las Unicas vias que implican
el desarrollo de un cancer de pulmon, como por ejemplo la delecién de GSTM1y GSTT1 (55).
Por otro lado, las ventajas del estudio es que la muestra es relativamente grande e incluimos
resultados a la exposicion a radon domiciliario.

En estos estudios la inclusion del radon domiciliario es debido a las caracteristicas geoldgicas
del territorio en el que se han llevado a cabo los estudios, una region donde existen residencias
con una alta concentracion de radon y por tanto una probable exposicion de riesgo para sus
habitantes.

Ademas, las caracteristicas sociodemograficas de la poblacion contribuyen a una mayor validez
externa porque la poblacion suele permanecer residiendo en la misma vivienda durante largos
periodos de tiempo, suficiente para que la exposicién de riesgo los pueda llevar a desarrollar un
cancer de pulmon.

Cabe destacar que el namero de participantes y el caracter multicéntrico de los estudios nos
permiten alcanzar una gran validez externa.
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6. CONCLUSIONES

En relacion con los hallazgos de los estudios incluidos podemos concluir:

1. La sobrexpresion del cluster de genes CHRNAS/A3/B4 se vincula con el aumento de
riesgo de CPCP, aunque la ruta oncogénica todavia no esta definida.

2. A través de la revision sistematica, se vinculan las mutaciones localizadas en la regién
15g25 (cromosoma 15) con un aumento del riesgo para CPCP.

3. Enel GWAS llevado a cabo se vincula la mutacion del gen MAP4 con un aumento de
riesgo para CPCP, pudiendo estar implicado en la oncogénesis de este subtipo de CP.

4. En base a factores de transcripcion especificos se proponen diferentes subtipos de
CPCP. ASCL1 y NEUROD1 se identifican como marcadores clave entre los subtipos
endocrinos, mientras que POU2F3 'y YAP1 emergen como factores distintivos entre los
subtipos no endocrinos.

5. Lamutacion homocigética en el gen NBN (rs1805794) se muestra como factor de riesgo
para desarrollar CPCNP, independientemente de que exista exposicion a radon
domiciliario o consumo de tabaco.

6. En los sujetos considerados grandes fumadores, se observa una posible saturacion de
las vias reparadoras del ADN, mostrando un incremento de riesgo para CPCNP para
todos los genes estudiados.

7. Elgen OGG1 (rs125701y rs2472037), relacionado con las vias de reparacion del ADN,
es el que se ha relacionado con un mayor riesgo para el desarrollo del CPCNP entre los
genes estudiados.

8. La mutacion homocigota de ERCC3 (rs4150459) muestra un aumento de riesgo para
CPCNP en fumadores moderados. No se dispuso de sujetos suficientes para el grupo de
grandes fumadores ni de nunca fumadores.

9. Los genes APEX1, ERCC1y el SNP rs1452584 se vincularon con un mayor riesgo de
CPCNP ante exposiciones a radoén domiciliario mayores de 200 Bg/m®.
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CONCLUSIONS

In relation to the findings of the included studies we can conclude:
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1.

Overexpression of the CHRNAS/A3/B4 gene cluster is linked to increased risk of
SCLC, although the oncogenic pathway is not yet defined.

Through systematic review, mutations located in the 15925 region (chromosome 15)
are linked to an increased risk for small-cell lung cancer.

The GWAS carried out links the mutation of the MAP4 gene with an increased risk of
small-cell lung cancer, which may be involved in the oncogenesis of this subtype of
lung cancer.

Based on specific transcription factors, different subtypes of SCLC have been proposed.
ASCL1 and NEURODL are identified as key markers among the endocrine subtypes,
while POU2F3 and YAP1 emerge as distinguishing factors among the non-endocrine
subtypes.

Homozygous mutation in the NBN gene (rs1805794) is shown to be a risk factor for
developing non-small-cell lung cancer, regardless of exposure to household radon or
tobacco use.

Among heavy smokers’ subjects, a possible saturation of DNA repair pathways is
observed, showing an increased risk for non-small-cell lung cancer for all the genes
studied.

The OGGL1 gene (rs125701 and rs2472037), related to DNA repair pathways, has been
associated with the highest risk for the development of non-small-cell lung cancer
among the genes studied.

The homozygous ERCC3 mutation (rs4150459) shows an increased risk for non-small-
cell lung cancer in moderate smokers. Not enough subjects were available for the group
of heavy smokers or never smokers.

The APEX1, ERCC1 genes and the SNP rs1452584 were linked to an increased risk of
non-small-cell lung cancer for residential radon exposures greater than 200 Bg/m?.
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7. IMPLICACIONES

Profundizar en el horizonte genético del cancer de pulmdn, aunque un desafio, nos permitiria
conocer mas acerca del proceso de oncogénesis, llevandonos a poder anticiparnos al desarrollo
de la enfermedad, identificar los sujetos con mas riesgo e intentar realizar medidas preventivas
para evitar su desarrollo o incluso utilizar determinados genes como dianas terapéuticas para
curar a la enfermedad. Con ello también se podria intentar analizar vias comunes que afecten a
otros procesos oncoldgicos y analizar sus similitudes. Seria de especial interés profundizar en
el estudio de los mecanismos genéticos que estan detras de la sobreexpresion de ASCL1y, por
consiguiente, del grupo de genes CRHNAS/A3/B4, para intentar dilucidar el mecanismo
fisiopatologico subyacente en los pacientes diagnosticados de CPCP. Actualmente, este es un
futuro lejano, pero profundizando en esta linea de investigacion cada vez serd mas plausible,
permitiendo profundizar en la clasificacion de esta enfermedad y pudiendo, de esta manera,
adaptar los tratamientos y obtener una mayor supervivencia e incluso curacién de la
enfermedad.

Este trabajo destaca también la importancia de medir la concentracion de radon domiciliaria,
no unicamente con fines cientificos, si no con el fin de disminuir los riesgos de desarrollo de
esta enfermedad para los ciudadanos. Los estudios realizados muestran un aumento de riesgo,
actualmente, numerosa legislacion internacional y nacional indica los niveles de radén a partir
de los cuales se considera de riesgo. Aungue ningln nivel de radén es seguro, la medicién en
domicilios particulares permitiria conocer el nivel de riesgo al que se estd expuesto, pudiendo
solucionar este problema de salud publica desde su origen.

En los estudios incluidos, también se detecta el efecto sinérgico que presenta la exposicion a
radon residencial y tabaco. Aunque ya de sobra conocido, refuerza la necesidad de que se intente
minimizar el consumo de tabaco en la poblacion, més especialmente si se esta expuesto a
concentraciones de radén de riesgo.
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(®) Check for updates

Genome Wide Association Studies in Small-Cell
Lung Cancer. A Systematic Review

, , . . # . Lot , ;
José Ramén EnJo—Barrelro,l‘z" Alberto Ruano—Ravma,l’*)’A Monica Perez—RIos,l'?”4

Karl Kelsey,5 Juan Miguel Barros-Dios,">* Leonor Varela-Lema!->*

Abstract

Small cell lung cancer (SCLC) is one of the deadliest forms of lung cancer, but few information exists regarding the
role of genetics, particularly on Genome Wide Association Studies (GWAS). The aim of the study is to explore the
evidence available obtained through GWAS studies for SCLC using a systematic review. We performed a literature
search in the main databases until July 31st, 2023. We included all human based studies on GWAS for lung cancer
which presented results for SCLC. Only studies with participants diagnosed of SCLC with anatomopathological confir-
mation were included. Fourteen studies were identified; 8 studies showed a relationship between ASCL1 overexpression
and SCLC, which may regulate CHRNA5/A3/B4 cluster, producing a consequent nAChR overexpression. Nine papers,
including 8 of the previous, found a positive association between SNPs located in chromosome 15 and SCLC. The
most important cluster of genes found is CHRNA5/A3/B4 but the mechanism for the role of these genes is unclear.
Kyoto Encyclopaedia of Genes and Genome (KEGG) shows that these receptors were found to be overexpressed
where nicotine, 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanone (NNK) and N’-Nitrosonornicotine (NNN) acts, involving
different routes in SCLC carcinogenesis.

Clinical Lung Cancer, Vol. 25, No. 1, 9-17 © 2023 The Author(s). Published by Elsevier Inc.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)
Keywords: Lung neoplasm, Small-cell lung carcinoma, Oncogenes, CHRNA5/A3/B4, ASCL1

Introduction Lung cancer is usually classified in 2 main histological groups
Lung cancer, according to GLOBOCAN 2020, represents the
leading cause of cancer death, comprising 18% of all cancer deaths

worldwide.! The main risk factor for developing lung cancer

attending to the characteristics of the tumor and the treatment
response: non-small cell lung cancer (NSCLC) and small-cell lung
cancer (SCLC). SCLC represents only 15% of lung cancer cases but
it is characterized by the lowest survival rate, with 5-year survival
lower than 7%.

SCLC occurs in the pulmonary neuroendocrine cells in the proxi-

is tobacco consumption, followed by indoor radon exposure.”’
However, though most of lung cancers are originated by tobacco or e
indoor radon exposure, produced mainly by the radioactive decay of
uranium,” not all exposed to these substances develop lung cancer, mal airways, these cells sense stimuli such as nicotine and oxygen’.
These type of cells highly express mammalian achaete-scute complex
homolog-1 (ASCLI) and neural cell adhesion molecule (NCAM1),

which are important for neuronal differentiation and maturation,

suggesting that there are other factors involved, among these, genetic

susceptibility factors.

having an important role in SCLC development.” Currently, this

disease is starting to be considered a not uniform pathology, because
! Department of Preventive Medicine, University of Santiago de Compostela, Santiago

de Compostela, Spain authors like Rudin et al.” describe 4 molecular subtypes classi-
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fied by the different expression of 4 key transcription regula-
tors.”” Moreover, despite SCLC and NSCLC are different tumors,
it is observed that a small group of NSCLC with an epidermal
grow factor receptor (EGFR)-mutation display some resistance to
therapies against EGFR showing a histological transformation to
SCLC.10:11

Regarding SCLC we know that some mutations are related to
the development of this type of cancer, but the molecular landscape
of this tumor is highly complex. To study this, GWAS is a useful

research approach, which combine molecular genetic analysis

# This rescarch is pare of the PhD work of José Ramén Enjo-Barreiro. techniques and epidemiological study designs, to sequence the

15257304/$ - see front matter © 2023 The Author(s). Published by Elsevier Inc.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (fip://creativecommons.org/licenses /by-
nend/4.0/)
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human genome and calculate the polygenic risk score for specific
genetic variants. Alternatively, genotype imputation combine
with low-pass sequencing is showing a higher statistical power in
comparison with genotyping arrays, being an interesting substitute
for polygenic scores calculation and trait mapping in genome-wide
association studies.'” GWAS evidence have made a slow progress
probably due to the low number of cases included in many studies.
The most common genetic alterations for SCLC are the loss
of tumor suppressor P53 and retinoblastoma susceptibility gene
(RB1)."> Nevertheless, the available studies are scarce, probably
due to the lower frequency of SCLC compared with NSCLC. The
results of these studies are heterogeneous and there is a need to have
a global picture of the genetic traits involved in SCLC appearance.
To this end, Genome Wide Association Studies (GWAS) are a good
tool to disentangle the role of genetics on the onset of small cell lung
cancer from a global approach to the whole genome sequencing
with no a priori hypotheses.

We aim to compile the knowledge obtained through the avail-
able genome-wide association studies and characterize which genes
might be more associated with the onset of this specific type of lung
cancer from their results, using a systematic review of the scientific

literature.

Methods
Literature Research

A literature research was performed following the PRISMA
methodology."" We searched the following databases: PubMed
(Medline), EMBASE, Web of Science and GWAS Catalog. We used
Mesh terms in our search strategy (genome-wide association studies;
small-cell lung carcinoma and lung neoplasms) combined with free
text. The search period comprised until July 31st, 2023, without
any starting date. This review is registered in PROSPERO with the
1D CRD42022319166.

Eligibility Criteria

Studies were selected by 2 investigators following specific inclu-
sion and exclusion criteria. We only selected studies performed
in humans which included SCLC cases. Due to the absence of
specific GWAS that approached SCLC, we included studies based
on GWAS for lung cancer which presented results for SCLC. Only
studies with participants diagnosed of SCLC with anatomopatho-
logical confirmation were included. The search strategy included
only studies written in Spanish and English.

Assessment of the Study Quality

We created a quality score for the purpose of ranking the differ-
ent papers based on their quality. This scale is composed by several
items similar to other scores previously used in other studies on

116 The items included in the score were: sample size,

lung cancer.
number of SCLC cases included in the study, covariates adjustment
and study design. We assigned a weight to each item according to its
relevance. The score with its items and weights assigned is shown in

Table 1.

Synthesis of the Evidence

We retrieved the same information, from the different studies
included, in a spreadsheet form developed ad hoc. It was not possi-
ble to conduct a meta-analysis due to the different results collected
among the published studies. A qualitative synthesis of the informa-
tion compiled was therefore obtained.

Results
Search Results

We identified 901 papers in Medline (PubMed), 904 in Embase,
70 in Web of Science and 3 at the GWAS catalog. After remov-
ing duplicates, and papers that were disregarded by title and reading
all the abstracts of the resulting articles, we selected 310 papers for
full-text reading, as shown in the PRISMA flow-diagram (Figure 1).
Only 14 fulfilled the inclusion/exclusion criteria and their charac-
teristics are shown in Table 2. We included: 2 GWAS studies,'”"'®

Table 1 | Quality Scale.

Item Values Weight

Sample size 50-100 0
101-500 1

>500 2

SCLC cases N/A 0
1-50 1

51-100 2

>100 3

Adjusted covariables 2 (gender and age) 0
>2 2

Study design Hospital-based case-control study or series of cases 0
Population-based case-control study 1

Pooling study or meta-analysis 2

TWAS, GWAS or Cross-ancestry GWAS meta-analysis 3

Total 10

Clinical Lung Cancer January 2024
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Figure 1 | PRISMA flow-diagram.
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1 Genome wide mera—analysis,w 1 transcriptome wide association
study (TWAS),”" 4 case-control studies,”’ 4 2 mc[a—analysis,ﬁ’z“
1 case-series,”” and 3 pooling analyses.”**" The most common
exclusion criteria were not including results for SCLC in GWAS
performed in lung cancer patients. Ten studies were selected because

they were based on previous GWAS for lung cancer.

Included Papers

Hu etal."” analyses, in their GWAS study, the genes implicated in
lung cancer for Han Chinese population, including 178 SCLC cases
and identifying 3 single nucleotide polymorphism (SNPs) related
with an increased risk of SCLC: rs2736100 (TERT), rs17728461
(HORMAD?2) and rs36600 (MTMR3) and 1 protective for this
histological type: rs465498 (CLPTMIL).

Enjo-Barreiro et al.'® identified, in their GWAS study, several
interesting SNPs without reaching the genome-wide significance but
bordering it. This study included 271 SCLC cases and has been

Clinical Lung Cancer January 2024

developed at a radon-prone area, adjusting the analysis by indoor
radon exposure. In addition, it is the only one developed for SCLC
exclusively. Seven SNPs were identified as risk factors for SCLC:
1547363076 (MAP4), rs47363076 (KLHL18), rs47546915 (ELPG),
1548185972 (CDC25A), rs81020709 (TLE1), 152397873 (CD81)
and rs59440199 (DIAPH3) and 6 as protective: rs47098239,
1547160943, rs47247614 (HTR2A), 5126519658 (GRAMD?2B),
1544750305 (DBF4B) and rs44647003 (LINCO01180).

Byun et al."”” performed a cross-ancestry genome-wide Meta-
analysis (GWMA) including 2482 cases of SCLC among other
histological subtypes of lung cancer and controls. Data were
validated in combination with an external validation dataset, which
added 1297 SCLC cases. This study included cases of European,
African, and east Asian ancestry. The rs1411789913 (IL17RC)
showed a strong association with SCLC for African and European
ancestry case. The rs191133092 (LINCO01556, HCG15) was associ-
ated with SCLC for African ancestry cases.

ANEXOS
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The TWAS study” was performed on a previous GWAS. In this
paper 2664 SCLC were included studying the genetic variants in
never- and ever-smokers. The results showed a significant associa-
tion for SCLC for IREB2 and CHRNA3 on 15925, HISTIH2BD
on 6p22.2 and TMA16 on 4q32.2.

The 4 case-control studies included analyzed different SNPs for
lung cancer, based on previous GWAS, detailing specific results
for SCLC. Niu et al’! identified that rs3743073, located in
CHRNA3 gene, increases SCLC risk in Asian population, and it
is also related to NSCLC, that may predict its risk and progno-
sis in NSCLC advanced stages.”’ Shiraishi et al.” observed that
158034191 (LOC123688), rs1051730 (CHRNA3) and the Haplo-
type CAA (rs1800624, rs1800625 and rs2070600, located in
advanced glycosylation end product-specific receptor [RAGE)), also
increase SCLC risk. Deng et al.”’ described an association for
152282987 (CDK6) and 152706748 (SH3RF1). Cheng et al. >
identified rs6495304 (HYKK) as having an association with SCLC.
The 3 pooling analysis®**" were based in previous GWAS for
lung cancer which identified different SNPs which had been studied
for different histological subtypes including SCLC. Truong et al.”
in 2009 performed a pooling analysis of 21 case-control studies.
They observed that, for 1,106 SCLC cases, rs16969968 (CHRNAS5)
showed an OR of 1.21 (95% CI 1.10-1.33). The second study
selected”” was based on the results of a GWAS which obtained
the cases and controls from 4 studies, observing that CHRNAS,
PSMA4, RP11-650, L12.2, MYL4 and RPRML posed an associa-
tion with SCLC. On the other hand, Han et al.”” in 2015 performed
another pooling analysis of 2 case-control studies, which included
520 SCLC cases, obtaining as a result that rs7963551 (RAD52 —a
DNA repair protein) had a protective role for SCLC in Han Chinese
population.

One case-series was selected.”’ In this paper the correlation
between SCLC and the nicotinic acetylcholine receptors (nAChR)
gene cluster was studied based on GWAS evidence, and it was
observed, in accordance with previous literature, that this gene
cluster is overexpressed and ASCLI may be the responsible of this
deregulation.

Regarding the 2 meta-analyses selected,”*® the one published
by Brenner et al.”” in 2015 was based in 13 lung cancer GWAS
that included 2216 SCLC patients, observing that mutations on
1512914385 and rs3813565 at the 15925 region increased the risk
of SCLC. On the contrary, mutations on rs8034191 and rs1051730
had a protective effect on this tumor. Timofeeva et al.*® found
that rs3117582 (6p21.3) increased the risk (OR = 1.16) of SCLC
(n = 1964) and rs1051730 (CHRNA3), in contrast with Brenner
et al.,”” showed a similar risk (OR = 1.31) for SCLC (n = 1969).
On the other hand, rs10849605 (RAD52) had a protective effect
(OR = 0.86; 95%CI: 0.80-0.91).

Table 3 synthesized the risk of the SNPs or genes of the
studies included in the review. This information should be analyzed
cautiously due to the different study designs and methodologies.

Quality of the Included Studies
We included a TWAS, 2 GWAS and a Cross-ancestry GWMA
that achieved the highest punctuation based on the items recorded

in Table 1, based on previous reviews.'”'® Two meta-analyses, there

José Ramon Enjo-Barreiro et al

pooling of cases and 3 case-control studies achieved the highest
score, only limited by the study design. One case-control obtained
a score of 6 over 10, due to the scarce number of SCLC included,
and the article with lower punctuation is a case series that includes
a low number of SCLC, but its results are in accordance with the
evidence available. Their quality ranged from 1 to 10 as described
in Tables 1 and 2.

Discussion

This review of GWAS performed on SCLC patients shows that
it is possible that specific genes may be involved in SCLC onset.
This is the case of CHRNA3, CHRNAS, or RAD52. These findings
might pave the way for the development of drugs directed to certain
molecular targets located in those genomic regions. Other relevant
result is the lack of information based on GWAS studies on the
deadliest histological lung cancer type, which calls to further and
ambitious research.

SCLC comprises only approximately 15% of all lung cancer cases
and this may partially explain the lack of evidence on the causes
of its genetic onset when compared to other more frequent histo-
logical types. The available studies must have a multicentric nature
with a long recruitment period to achieve a high sample size and
this explains the low number of participants diagnosed with SCLC
included, along with the small number of GWAS with information
for SCLC compared to NSCLC studies.

Some authors started considering SCLC a heterogeneous disease
due to the highly different gene expression. Rudin et al.” classified
it in 4 groups by key transcription regulators; on the one hand, we
have 2 different types of neuroendocrine cancers: the first is when
ASCLI is overexpressed, and in the second NEURODI is overex-
pressed. These 2 transcription factors target different oncogenic
genes: ASCLI targets MYCL1, BCL2, SOX2, and DLL3. On the
contrary, NEURO! acts over MYC, but they also have common
targets as INSM1, HES1, an inhibitor of HESI and a NOTCH
mediated repression of ASCLI transcriptional activity.”*" The other
2 groups of SCLC do not express neuroendocrine markers such as
ASCLI or NEURODI, they are yes-associated protein 1 (YAPI),
which is overexpressed in some tumors, and POU class 2 homeobox
3 (POU2F3), which suggest that this SCLC may have a different cell
origin.‘) However, after Baine et al.”> immunohistochemical analysis
concluded that the role of subtype-defining transcriptional drivers
is not well established, authors such as Gay et al.”’ disagree with
considering YAP1 overexpression as a single group.

In terms of the origin of SCLC, there is a minority of cases of
SCLC that are likely to have arisen from an EGFR-mutated NSCLC
that has shown resistance to EGRF inhibitors, but this is not exclu-
sive of this mutation. P53 and RB1 downregulations and TERT
amplification may also favor this transformation.

In relation with the results observed in our review, due to the
lack of GWAS specifically developed for SCLC, we ought to include
articles focused on expanding the information obtained in previous
GWAS developed for lung cancer, including mostly other histologi-
cal types.

Firstly, we observed that ASCLI is the most common key
transcription regulator implicated. It is a gene that codifies a protein

identified with the same name, which is overexpressed in this type
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Table 3  Risk of the SNPs and Genes Identified by the Studies Included.

Author (year)
Niu X. (2010)"
Shiraishi K. (2009)**

Deng Q. (2013)*°

Cheng Y. (2017
Bossé Y. (2020)””

Hu Z. (2011)

Brenner D.R. (2015)*
Timofeeva M. (2012)%

Han S. (2015)
OBrien TD. (2018)*°

Truong T. (2010)%
Improgo Ma.R.D. (2010)2

Byun J. (2022)"?

Enjo-Barreiro J.R. (2023)'¢

SNPs (Gene)
153743073 (CHRNA3)
158034191 (LOC123688)

151051730 (CHRNAS3)

151800624, rs1800625 and rs2070600 (RAGE) - Haplotype CAA

152282987 (CDK6)
152706748 (SH3RF1)
156495304 (HYKK)
(IREB2)
(CHRNA3)
(HIST1H2BD)
(TMA16)
15465498 (CLPTM1L)
152736100 (TERT)
517728461 (NORMAD2)
1536600 (MTMR3)
1512914385 (CHRNA3)
153813565 (LOC105370913)
153117562 (BAG6, APOM)
151051730 (CHRNA3)
157963551 (RAD52)
(CHRNAS)
(PSMA4)
(RP11-650)
(L122)

(MYL4)
(RPRML)
1516969968 (CHRNAS)
ASCLI
CHRNAS/A3/B4
15141178913 (IL17RC)

15191133092 (LINC01556, HCGA15)

547363076 (MAP4)
152397873 (CD81)
1547363076 (KLHL18)
1547546915 (ELP6)
1548185972 (CDC25A)
1581020709 (TLE1)
1559440199 (DIAPH3)
1547098239 (HTR2A)
1547160943 (HTR2A)
1547247614 (HTR2A)
1544647003 (LINCO1180)
1544750305 (DBF4B)
15126519658 (GRAMD2B)

Risk or Probability
OR = 1.69; 95% Cl (1.06-2.70)
OR =2.0;95% CI (1.1-3.4)
OR = 2.6;95% CI (1.5-4.7)
OR = 2.2;95% CI (1.0-4.9)
OR = 1.25; 95% Cl (1.10-1.43)
OR = 1.22; 95% Cl (1.04-1.44)
OR = 1.33;95% CI (1.01-1.77)
pTWAS= N/A
pTWAS=351 x 10-°
pTWAS=1.54 x 10~8
pTWAS=4.2 x 10-5
OR = 0.80; 95% CI (0.69-0.93)
OR = 1.14; 95% Cl (1.02-1.27)
OR = 1.24; 95% CI (1.09-1.41)
OR = 1.45; 95% CI (1.24-1.70)
OR = 1.34; 95% CI (1.24-1.45)
OR = 1.28; 95% Cl (1.18-1.40)
OR =1.16 (p=0.01)
OR=131(p=34x10"1)
OR = 0.48; 95% CI (0.33-0.69)
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
OR = 121; 95% CI (1.10-1.33)
N/A
N/A
EUR: OR = 5.36 (p=2.37 x 10~9)

AFR: OR = 76.69 (p=2.37 x 10~9)

EUR: OR = 1256 (p=1.52 x 1079)
AFR: OR = 5.30 (=152 x 10-8)

OR =5.19; 95% Cl (2.58-10.44)
OR =5.75;95% Cl (2.76-11.98)
OR =4.11; 95% Cl (2.33-7.22)
OR = 4.51; 95% Cl (2.37-8.61)
OR = 3.95; 95% Cl (2.23-6.99)
OR =1.96; 95% CI (1.47-2.63)
OR =2.52; 95% CI (1.7-3.73)
OR = 0.15; 95% CI (0.07-0.33)
OR =0.07; 95% Cl(0.02-0.21)
OR =0.12; 95% CI (1.7-3.73)
OR = 0.40; 95% Cl (0.28-0.58)
OR = 0.49; 95% Cl(0.37-0.65)
OR = 0.55; 95% Cl (0.42-0.71)

Abbreviations: OR = odds ratio; CI = confidence interval; N/A = Not available; EUR = European ancestry; AFR = African ancestry.
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Figure 2  ASCL1 overexpression in SCLC.
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ASCL1 = achaete-scute complex homolog-1; nAChR = nicotinic acetylcholine receptors; @3 = nAChR «3 subunit gene; «5 = nAChR o5 subunit gene;
B4 = nAChR B4 subunit gene; NNK = 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanone.

of tumor. Improgo et al.”” described this overexpression in lung
cancer patients as an important factor in SCLC pathogenesis, in
accordance with Rudin et al.” ASCL1 may regulate the gene cluster
CHRNA5/A3/B4, especially acting over CHRNA3 and CHRNB4,
which in turn regulates the expression of the nAChR, for which
acetylcholine is an endogenous ligand with an autocrine growth
factor function®” as it is shown in Figure 2. In addition, Improgo
et al®’ described for SCLC that after the knockdown of ASCLI,
the nicotinic receptors overexpressed in this tumor, diminish their
expression, whereas in NSCLC this pattern does not change.

As we can observe in the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG), this type of receptors not only interact
with nicotine but also with 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-
butanone (NNK), which is classified by the IARC as a carcinogenic
chemical compound for humans, which is derived from nicotine
and it uses the nAchR to inhibit the apoptotic process, stimulate the
angiogenesis and the cell proliferation, contributing to carcinogen-
esis. It is important that NNK is produced during the combustion
of cured tobacco and SCLC is the lung cancer most associated with
tobacco consumption. It is difficult to find SCLC never smoking
patients™ and therefore a role related with specific pathways related
to nicotine addiction is apparently logical.

In relation with CHRNAS/A3/B4 genes cluster, we found several
papers”’ #2250 relating this overexpression with a higher risk of
developing SCLC. The SNP rs16969968 (CHRNAS) was related
with an increased risk for SCLC in European and Asian popula-
tions in 3 different studies.”’*>** Some of these papers expand to
other ethnicities the results obtained for Europeans, such as Niu
et al.”! for Han Chinese and Shiraishi et al.”* for Japanese, because
the mutations identified are less common in Asian population in
contrast with Europeans, confirming the association described. Niu
et al related rs3743073 (CHRNA3) with an increased risk for
SCLC, while Shiraishi et al.”> related rs8034191 (LOC123688),
153743073 (CHRNA3) and rs3743073 (CHRNAS). Additionally,
Shiraishi et al.”” observed that patients carrying this haplotype have
an increased OR for smokers and nonsmokers, suggesting that the
association of these SNPs are independent of the patient smoking
status with lung cancer. In agreement with the previous authors,
Bossé et al.” identified in their TWAS, CHRNA3 (15q25) as a risk

for SCLC among other genes like IREB2(15q25), HISTIH2BD
(6p22.2) and TMA16 (4q32.2), being the last one, for the first time,
associated with lung cancer.

Timofeeva et al.”® observed that rs3117582 (BAG6) on 6p21.3
and rs1051730 (CHRNAS3) increase the risk of SCLC. Rs3117582
is in BAGS6, a gene encoding BCL2, which is a target of ASCLI,’
that may affect cellular behavior”> and plays an important role in
P53 apoptosis by genotoxic stress*. On the other hand, this meta-
analysis identified 3 other SNPs as posing protection for SCLC such
as 15401681 (CLPTMI1L), rs10849605 (RAD52) and rs6495309
(CHRNA3/CHRNB4). Similarly to Timofeeva et al.,”® Han et al.”’
identified the SNP 157963551 (RADS52), in a Han Chinese ethnic
group, as a protective factor, but it only varies significantly in
smokers. This is probably due to RAD52 gene which codifies a
protein related with the DNA repair, important in smokers who
accumulates more DNA damage.

Another gene has been identified in coordination with ASCL1,
known as TTF-1, which regulates the expression of Bcl-2, not
having relation with the other neuroendocrine molecular type, the
Neurogenic differentiation factor 1 (NEURODI) which is more
related with MYC.”’

Most part of these genes identified are in chromosome 15, taking
an especial relevance the 15q24 and 15q25.1. Several of the SNPs
identified for Shiraishi et al.,”” Bossé et al.,”’ or Niu et al.”! are in the
chromosome 15. Consistent with them, Truong et al.” identified 3
chromosomal regions at 15925, 5q15 and 6p21 and Brenner etal.”
observed this association with the 15q25 region, relating SNPs such
as 1512914385 (CHRNA3) and rs3813565 (LOC105370913) with
an increased risk for SCLC. On the contrary, they found SNPs
with a protective effect rs8034191 (LOC123688) and rs1051730
(CHRNA3), which is in discordance with the data observed in other

21,22,26

studies. Cheng et al.”* associated 15q25 with lung cancer
too in Han Chinese population. They observed that rs6495304
(HYKK) is a SCLC risk factor, having an important association
with smoking habit, with a multiplicative interaction with gender,
though this may be due to the different smoking habits among sexes
in their study population.

Not only genes related with ASCL1 were observed in our revision,
OBrien et al.” identificd 5 genes related with SCLC risk, and
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some of them overlap other lung cancer histological types, such
as CHRNAS, PSMA4, RP11-650 L12.2, MYL4, and RPRML,
being the first 2 only associated with lung cancer.”” It is interest-
ing that this research observed that the focal adhesion pathway has
an important role in SCLC, which is relevant in cancer metas-
tasis because it is involved in the epithelial-mesenchymal transi-
tion.”® In addition, Deng et al.”’ identified rs2282987 (CDKG6) and
152706748 (SH3RF1) as a risk factor for SCLC in Chinese Han
population. It is remarkable that CDKG6 take an important role in
carcinogenesis regulating the G; phase progression”” and it is known
that SH3RF1 is a proapoptotic protein that can interact when an
apoptotic stimulus appears.

Attending to the unique specific GWAS developed for SCLC and
adjusted by indoor radon exposure, ' CHRNAS5/A3/B4 gene cluster
or the chromosome 15 were not identified as a risk factor for this
histologic subtype, may be due to the small sample. On the other
hand, new SNPs were identified like rs47363076 located in Micro-
tubule associated protein 4 (MAP4), being correlated with progno-
sis in NSCLC patients treated with atezolizumab™® or rs48185972
located in CDC25A, a gene overexpressed in SCLC samples.”’ In
addition to MAP4 and CDC25A, this GWAS relates alterations
at the chromosome 3 at 1547363076 located in Kelch like family
member 18 (KLHL18) and rs47546915 in clongator acetyltrans-
ferase complex subunit 6 (ELP6) adding new SNPs in comparison
with other studies included in our review.

Byun etal."” identified rs141178913 (IL17RC) and rs191133092
(LINCO01556, HCG15) as a risk factor for SCLC, both described for
the first time.

Finally, Hu et al."” identified rs2736100 (TERT) as a risk factor
for SCLC but Timofeeva et al.”® and Brenner et al.”” related it with
adenocarcinoma. It is remarkable because the gene TERT overex-
pression is also related with NSCLC-EGFR mutated transforma-
tion into SCLC, predisposing TP53 and RB1 alterations,' ! 13:4
in congruence with Mc Leer et al.”> Another SNP identified is
1517728461 (HORMAD?2), which was related with NSCLC in Han
Chinese popula[ionfH On the other hand, they identified rs465498
(CLPTMIL) as a protective factor, in contrast with Timofeeva
et al.”® who identified other SNP for this gene as a risk factor.

This study has several advantages. To our knowledge, it is the first
systematic review focused exclusively on GWAS on SCLC. A further
advantage is that we have used common criteria to include differ-
ent available studies and therefore the studies included share some
similar results. Nevertheless, there are some disadvantages, such as
the scarce number of specific GWAS for SCLC, which forced us to
include studies with different methodologies and designs based on
previous lung cancer GWAS that extend the information for SCLC,
the low number of women included and the impossibility of differ-
entiating the characteristics of smokers and never-smokers. Another
limitation is the heterogeneity of the included studies. Finally, the
low sample size in most of these studies may limit the robustness of
our results.

Conclusion
We observed that there is a lack of GWAS performed specifically
for SCLC and the results obtained are heterogeneous. The most

important cluster of genes found, in accordance with the differ-

Clinical Lung Cancer January 2024

ent studies included, is CHRNA5/A3/B4 but the mechanism for
the role of these genes is unclear. It is interesting that in the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genome (KEGG) these receptors were
found to be overexpressed where nicotine, NNK and NNN acts,
involving different routes in SCLC carcinogenesis such as PI3K-
Akt signaling pathway and MAPK signaling pathway among others.
More studies are clearly needed to disentangle the complex genetics
of Small Cell Lung Cancer. Among them, it could be interesting to
develop studies to validate the different SNPs identified and try to
recognize oncogenic routes involving CHARNAS/A3/B4 cluster or
chromosome 15. Finally, attending to the SCLC cancer classifica-
tion, it could be interesting study the routes of the different SCLC
groups, especially ASCLI.
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Introduction: Small cell lung cancer (SCLC) comprises 10-15% of all lung cancer cases and is the most
aggressive histological type. Survival is poor and the molecular landscape of this disease is extraordinarily
complex. The objective of this paper was to perform a Genome-Wide Association Study (GWAS) of this
disease using a case-control study specifically designed for small cell lung cancer (SCLC).
Methods: Incident cases were consecutively recruited from 8 hospitals from different regions of Spain.
Controls were recruited from the same hospitals using a frequency sampling based on age and sex distri-
bution of cases. Biological samples were obtained along with detailed information on cases and controls
lifestyle, including tobacco and radon exposure.
Results: We included 271 SCLC cases and 557 controls. We found evidence (p-values <10-°) of an asso-
ciation in the complete dataset for several loci, while MAP4 showed a significant association in the
gene-based analysis. Pathway analysis suggested that ATR, ATRIP, MCM4, MCM5, ORC4, RPA3 and CDC25A
genes have a role on the onset of SCLC.
Conclusion: This study provides biological evidence for pathways related to SCLC, offering novel loci for
further research.

© 2023 The Author(s). Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. on behalf of SEPAR. This is an open access

article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction

lung cancers are diagnosed as small cell. The treatment of SCLC has
seen few recent advances; successful treatment is infrequent with

Lung cancer is the deadliest cancer, according to the Inter-
national Agency for Research on Cancer (IARC). It comprises
approximately 11.4% of all cancers and 18.4% of all cancer deaths.!
Despite recent advances including immunotherapy and targeted
treatments directed to driver genes, 5-year survival remains low. In
the USA, 5-year lung cancer survival is 22.9% for cancers diagnosed
between 2012 and 2018.”

Small cell lung cancer (SCLC) is currently the most aggressive
histological type and is considered to be a different entity when
compared to other histological types. Approximately 10-15% of all

* Corresponding author.
E-mail address: alberto.ruano@usc.es (A. Ruano-Ravina).

https://doi.org/10.1016/j.arbres.2023.07.008

an estimated 5-year survival of 7%.> SCLC is also the histological
subtype most tightly linked to tobacco consumption. In addition,
residential radon exposure has been associated with the occurrence
of SCLC.>~7 Indoor radon has been classified by WHO and USEPA®
as the most important risk factor for lung cancer following tobacco
consumption and the second most important risk factor in ever-
smokers.

The molecular characteristics of SCLC are complex; general fea-
tures include numerous chromosomal rearrangements and a very
high mutational burden. Furthermore, inactivation of the tumor
protein p53 (TP53) and retinoblastoma transcriptional corepressor 1
(RB1) pathways is very common in SCLC.” However, the persistent
lack of specific and effective treatments for this disease paints a

0300-2896/© 2023 The Author(s). Published by Elsevier Espafia, S.L.U. on behalf of SEPAR. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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disheartening clinical picture and SCLC is still mainly treated with
platinum-based chemotherapy.

Genome-Wide Association Studies (GWAS) have been found
to provide important clues to improve our understanding of the
role of genetic traits in causation (and thereby risk) of numerous
diseases, and they have proved useful for identifying new genes
and pathways associated with tumors. Identification of these novel
pathways can also assist in the later development of new spe-
cific treatments. SCLC has been infrequently investigated using the
GWAS approach as research efforts have been focused primarily
upon the discovery of genetic loci linked to improve survival.!” To
our knowledge, no GWAS study has been performed exclusively on
SCLC and no study has adjusted its results for both indoor radon
exposure as well as smoking status.

Here, we aimed to identify genetic loci associated with SCLC
using a GWAS approach applied in a case-control study performed
in Galicia, a radon-prone area located in North-western Spain.

Methods
Design and setting

We conducted a multicentric, hospital-based, case-control
study in several Spanish regions with 8 hospitals recruiting
patients. The recruitment took place between September 2015
and August 2019. All cases were incident, with a pathologically
confirmed diagnoses of small cell lung cancer and were recruited
consecutively. Controls were collected from the patient population
of the same recruiting hospitals for minor surgery not related to
tobacco consumption (i.e. inguinal hernias, other minor surgeries,
etc.). To be included, both cases and controls had to be older than 30
without an upper age limit. Controls were recruited using sex and
age frequency matching to cases to assure a similar distribution
of both variables. The study protocol was approved by the San-
tiago de Compostela-Lugo Ethics Committee (REF 2015/222). We
followed the STROBE guidelines for the communication of results
of observational studies.'’

Information retrieval and radon measurements

All participants were personally interviewed by trained research
staff members. The interview was focused on specific lifestyle
habits with special emphases on tobacco consumption. Occupa-
tional history also was obtained. A radon detector was given to
all participants to be placed in their home for at least 3 months.
Instructions for placement of detectors were provided and all par-
ticipants were phoned twice, the first time to assure that the
detector was correctly placed and the second to remind partici-
pants to send back the detector, properly sealed, to the laboratory.
Detectors were placed in the main bedroom following standard
instructions. Alldevices were read at the Galician Radon Laboratory,
located at the Hospital Complex of Santiago de Compostela.

Biological samples and genotyping

All participants provided 3 ml of peripheral blood which was
frozen at —80°C until analysis. DNA samples were genotyped at
the Spanish National Genotyping Center (CeGen-USC; Santiago de
Compostela, Spain), using the Axiom Precision Medicine Research
array, following the manufacturer’s instructions (Axiom™ 2.0
Assay 96-Array Format Manual Workflow; ThermoFisher Scien-
tific). Briefly, total genomic DNA (200ng) was amplified and
randomly fragmented into 25-125 base pair (bp) fragments, which
were then purified and re-suspended in a hybridization cocktail.
The hyb-ready targets were then transferred to the GeneTitan
Multichannel Instrument for automated, hands-free processing

Archivos de Bronconeumologia 59 (2023) 645-650

(including hybridization to Axiom array plates, staining, washing
and imaging). CEL files were automatically processed for allele
calling and quality control with the Axiom GT1 algorithm avail-
able through the Axiom Analysis Suite v4.0.3.3 and following the
Axiom™ Genotyping Solution Data Analysis User Guide (Ther-
moFisher Scientific).

Quality control and imputation

A quality control (QC) procedure was conducted at both sin-
gle nucleotide polymorphism (SNP) and individual level using
PLINK 1.9'2 and a custom R script. Variants were excluded accord-
ing to the following criteria: minor allele frequency (MAF)<1%,
call rate<98%, a difference in missing rate between cases and
controls>0.02, or a deviation from Hardy-Weinberg equilibrium
(HWE) expectations (p<1 x 10-6 in controls, p<1 x 10~ in cases.
Samples were removed from the analysis when the call rate was
<98% or when the heterozygosity rate deviated more than 5 stan-
dard deviations from the mean heterozygosity of all individuals.

Principal components were calculated to control for population
structure and identity by descent was estimated to assess kin-
ship. Samples deviating more than 5 standard deviations from the
mean value for the first two principal components were excluded.
After quality control was completed, 361 cases and 743 controls
remained, each with a total of 428,206 variants.

Imputation was conducted based on the TOPMed version r2 ref-
erence panel (GRCh38)'? in the TOPMed Imputation Server. After
post-imputation filtering (Rsq> 0.3, HWE p>1 x 106, MAF>0.01)
9,271,137 markers remained.

Association testing

To assess the genetic association, logistic mixed regression mod-
els were fit for each SNP (MAF>1%) under the additive model
(genotypes coded as 0, 1 or 2 in function of the number of minor
alleles) and using a case/control status as the dependent variable.
All models were adjusted by age, sex, radon exposure, education
level, tobacco consumption and the first 3 genetic principal com-
ponents as covariates. Analyses were conducted in the complete
dataset (Ncontrols =557, Neases =271) and in the subgroup of smok-
ers (Neontrols = 323, Ncases =250). Analyses in never-smokers were
not feasible due to the low number of cases. R libraries SNPRelate'#
and SAIGEgds'® were used for this purpose. Significance was estab-
lished at p<5x 10~8, and Manhattan plots showing the —log;o
(p-value) for each SNP were obtained with the R library qgman.'®
Representative SNPs of the regions showing suggestive evidence
of association (p-values<10~> for more than 2 markers) were
selected using the clump function of PLINK 1.9 (clumping parame-
ters r2=0.5, p; =5 x 1078 and p, =0.05).

Complementarily to the GWAS analysis, the Sequence Kernel
Association Test (SKAT)'” was applied to assess the association
between the phenotype and the combined effect of variants in each
gene. Four different approaches were used: (i) combining the effect
of rare and common variants using equal weights for all variants
(SKAT_w1), (ii) using default SKAT weights (higher weight to rarer
variants) for all variants (SKAT), (iii) combining only low frequency
variants (MAF<0.05, SKAT_low), and (iv) using a simpler collaps-
ing method for all variants, the burden test (BURDEN). Markers that
remained after the post-imputation QC were aggregated into gene
sets, and only those sets comprising at least 3 markers were ana-
lyzed, resulting in a total of 21,732 genes. The Bonferroni correction
was set at p<2.3 x 10 for or=0.05. SKAT tests were adjusted for
the covariables age, sex, radon exposure, education level and the
first 3 principal components.
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Fig. 1. Manhattan plot for the GWAS analysis including smokers and non-smokers,
adjusting for sex, age, 3 PCs, tobacco consumption, education level and radon expo-
sure. Manhattan plot represents, in chromosomic order (x-axis), the p-values of the
entire GWAS on a genomic scale and the —logyo of this value (y-axis). The genome-
wide significance level is plotted as the red line and the lower limit of the “shadow
region” is plotted as the blue line.

Finally, a pathway analysis was performed for the list of genes
showing a SKAT p<0.01, using WEB-based Gene SeT AnaLysis
Toolkit.'®

Results

The sample size available for the GWAS analyses included 271
cases and 557 controls. Among cases, 77% were men compared
with 63% in controls, and cases were slightly older than con-
trols (Table 1). Tobacco consumption was more frequent and more
intense in cases compared to controls. Indoor radon concentra-
tions were slightly lower in cases compared to controls. A sample
description by case and control status can be found in Table 1.

Inthe individual association analysis performed on the complete
dataset, no SNP reached genome-wide significance. However, sev-
eral borderline significant loci (p-values < 10~°) were observed in
the Manhattan plots (Fig. 1). Table 2 shows the top independent
SNPs with suggestive evidence of an association in the complete
dataset. Interestingly, the results for the GWAS of ever-smokers
revealed the same loci as the GWAS with all the individuals (shown
in Supplementary Table 1 and Supplementary Fig. 1).

Results for the SKAT analysis are displayed in Table 3 and
Supplementary Table 2 for the complete group and the ever-
smokers’ group, respectively. Microtubule associated protein 4
(MAP4) was associated with SCLC in this analysis (Table 3) and it is
worth noting that this region was also borderline significant in the
GWAS at SNP level (Table 2).

Other two top genes from the SKAT analysis, CD81 molecule
(CD81) and DBF4 zinc finger B (DBF4B), were also borderline signif-
icant in the GWAS or are located in the same chromosome region
as GWAS signals (such as the Long intergenic non-protein coding
RNA 1180 (LINCO1180) regarding DBF4B or Zinc finger protein 589
(ZNF589) regarding MAP4. Results for smokers were not significant
but the top genes were shared with the complete group analysis
(Supplementary table 2).

Pathway analysis was performed with the list of 522 genes
showing a p-value<0.01 for any SKAT model in the entire study
group. Over-representation analysis showed a significant enrich-
ment (7 out 37 genes) for the Reactome pathway Activation of
ATR serine/threonine kinase (ATR) in response to replication stress
(p=1.1x10"9, FDR ¢q=0.0199). The top SKAT genes contribut-
ing to this pathway were ATR, ATR interacting protein (ATRIP),
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minichromosome maintenance complex component 4 (MCM4),
minichromosome maintenance complex component 5 (MCM5), origin
recognition complex subunit 4 (ORC4), replication protein A3 (RPA3)
and cell division cycle 25A (CDC25A). When this analysis was
performed in the ever-smokers’ group, 613 genes were selected
(p<0.01 in SKAT) and the same pathway was enriched (8 out 37
genes, p=5 x 1079, g=0.0087).

Discussion

Here, we have presented a GWAS analysis in SCLC patients
including, for the first time, adjustment for indoor radon exposure.
Some gene loci with a role in proliferation and cell-cycle func-
tions were found, suggesting association with SCLC risk, and the
same signals were found when smokers were analyzed separately.
The results were internally consistent, especially for signals of
chromosome 3 and 17, when gene-based analysis was performed,
suggesting overall that these may be variant loci associated with
small cell lung cancer onset.

The genetic landscape of SCLC is perhaps the most complex of all
lung cancer histological types. Alterations in both the TP53 and RB1
gene are the most frequent molecular changes observed in this lung
cancer subtype.'? It has been suggested that functional inactivation
of both genes is a pre-requisite for SCLC.%? There are also reports
of differences between different subpopulations, with some studies
indicating that mutations found in SCLC differ between Europeans
and East Asians.?’

To date, there are surprisingly few studies performed on SCLC
using a GWAS approach. Most of these studies have a case-control
design performed on populations of Chinese descent. To our knowl-
edge, there have been only 3 studies that included European
participants exclusively,'%?22 as did our study. These studies
included approximately 2000 SCLC cases, but were not designed
specifically to examine SCLC as they were pooling studies. Two of
these studies reported an association of a variant in the choliner-
gic receptor nicotinic alpha 3 subunit (CHRNA3) gene with SCLC.1022
This gene encodes a member of the nicotinic acetylcholine receptor
family of proteins and, similar to the data from the study of non-
small cell lung cancer (NSCLC), may be involved in the onset of the
higher risk of SCLC posed by heavy smoking. It has been shown
that nicotinic acetyl choline receptors may mediate lung cancer
growth.?> These genes are necessary for the viability of SCLC and
nicotine promotes SCLC cell viability. Nevertheless, our data did
not find any association of SCLC with this gene. This may be due
to sample size, chance or could be attributable to adjustment for
smoking and radon exposure. At the same time, it is important to
highlight the fact that the results of our GWAS analysis were sim-
ilar for the both the entire sample and the sample restricted to
ever-smokers.

A large region in chromosome 3 was associated with SCLC in
both analyses. This region involved the genes kelch like family
member 18 (KLHL18), protein tyrosine phosphatase non-receptor
type 2 (PTPN23), elongator acetyltransferase complex subunit 6
(ELP6), MAP4 and CDC25A. Whilst no markers reached the signifi-
cance threshold in the GWAS, MAP4 was significantly associated
in the gene-based analysis (Table 3). MAP4 plays an important
role in microtubule assembly and stabilization. Expression levels
of MAP4 protein in lung adenocarcinoma tissues was found to be
significantly higher than those in noncancerous tissues.?* MAP4
expression was significantly correlated with differentiation, patho-
logical T stage, and TNM stage and survival. Mutation in this gene
occurs in approximately 13% of SCLCs arising in Asians.?’ It has
also been associated with melanoma and breast cancer?® and has
been recently related with prognosis of NSCLC patients receiving
atezolizumab.?®
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Table 1
Patient characteristics by case and control status.
Variable Cases (N, %) Controls (N, %) Overall sample (N, %)
Sex
Men 209 (77.1) 350 (62.8) 559 (62.5)
Women 62 (22.9) 207 (37.2) 269 (32.5)
Age
Median, pct 25-75 66 (59-72) 59 (51-67) 62 (54-69)
Education level
Primary studies or less 193 (81.2) 288 (51.7) 481(58.1)
High school 54(19.9) 153 (27.5) 207 (25.0)
More than high school 24(8.9) 116 (20.8) 140 (16.9)
Smoking status
Current smokers 142 (52.4) 92(16.5) 234(28.3)
Ex-smokers 108 (39.9) 231 (41.5) 339(40.9)
Never-smokers 21(7.7) 234(42.0) 255(30.8)
Residential radon
Median, pct 25-75 144 (86-241) 167 (108-303) 159 (100-287)
Total 271(32.7) 557 (67.3) 828
Table 2
Top independent SNPs for the GWAS analysis in the general group, including both smokers and non-smokers (p-value <1 x 10e—5).
SNP REF ALT MAF OR ICOR p-Value Gene
chr3:47363076:C:A © A 0.05 4.11 (2.33-7.22) 9.47E-07 KLHL18
chr3:47546915:C:T C T 0.04 4.51 (2.37-8.61) 4.82E-06 ELP6
chr3:47363076:C:T € T 0.04 5.19 (2.58-10.44) 4.05E-06 MAP4
chr3: 48185972:A:C A C 0.05 3.95 (2.23-6.99) 2.42E-06 CDC25A
chr5:126519658:C:T C T 038 0.55 (0.42-0.71) 7.14E-06 GRAMD2B
chr9:81020709:A:C C A 0.26 1.96 (1.47-2.63) 5.70E-06 TLE1
chr11:2397873:C:A C A 0.02 5.75 (2.76-11.98) 3.00E-06 CD81
chr13:47098239:C:T C T 0.02 0.15 (0.07-0.33) 4.13E-06 HTR2A
chr13:47160943:G:A G A 0.02 0.07 (0.02-0.21) 2.82E-06 HTR2A
chr13:47247614:C:T C T 0.02 0.12 (0.05-0.29) 3.41E-06 HTR2A
chr13:59440199 A G 0.12 252 (1.7-3.73) 4.13E-06 DIAPH3
chr17:44647003:G:A G A 0.14 0.40 (0.28-0.58) 5.94E-07 LINCO1180
chr17:44750305:G:A A G 0.28 0.49 (0.37-0.65) 5.35E-07 DBF4B

SNP: single nucleotide polymorphism; REF: reference nucleotide; ALT: altered nucleotide; OR: odds ratio; IC OR: odds ratio confidence interval.

Table 3

Top genes for SKAT analyses in smokers and non-smokers (p-value<1 x 10e-5).
Gene p-Value Model N
MAP4 1.31E-06 SKAT 268
chr3:47,850,690-48,089,272
ZNF589 1.88E-05 Low 23
chr3:48,241,100-48,299,253
HMGN3-AS1 9.94E-05 Burden 9
chr6:79,233,674-79,243,921
AASS 6.10E-05 w1 147
chr7:122,064,583-122,144,308
CD81 3.38E-05 Burden 91
chr11:2,376,177-2,397,802
DBF4B 8.94E—06 w1 87
chr17:44,708,608-44,752,264
LINCO01180 2.81E-05 W1 11

chr17: 44,643,589-44,656,628

Model: approach model used complementary to the GWAS analysis; N: number of cases; MAP4: microtubule associated protein 4; ZNF589: zinc finger protein 589; HMGN3-
AS1: HMGN3 antisense RNA 1; AASS: aminoadipate-semialdehyde synthase; CD81: CD81 molecule; DBF4B: DBF4 zinc finger B; LINC01180: long intergenic non-protein coding

RNA 1180.

This region on chromosome 3 is extremely interesting since
KLHL18 has been recently related with poor progression in
a study performed in NSCLC cells.?’” The in vitro analysis of
NSCLC cells showed that overexpressing KLHL18 inhibited cell
proliferation, migration, and invasion and some interrelationship
with the expression of programmed death ligand 1 (PD-L1) protein
can be present preventing tumor cell immune escape and therefore
might be also associated response to treatments targeting PD-L1.27
CDC25A alteration is commonly observed in the pathogenesis of

lung cancer. A recent study has shown that CDC25A could be used
to distinguish normal from SCLC samples, as CDC25A was overex-
pressed in SCLC samples.28 Other studies have reported that this
gene may be involved in different processes of cell division and be a
target for future treatments for NSCLC.29 CDC25A was also one of the
contributing genes to the ATR activation pathway found significant
in the enrichment analysis.

Asecond suggestive signal was found in chromosome 17, includ-
ing the genes DBF4B, LINC01180 and ADAM metallopeptidase domain
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11 (ADAM11).The marker with the lowest association p-value in the
complete group is located within this region, chr17:44750305:G:A
(Table 2). To our knowledge, there is only one study having associ-
ated DBF4B gene with cancer, and in this case with colorectal cancer.
The DBF4B gene is involved in the regulation of the S-phase of the
cell-cycle and is related with Cdc7 kinase.>?

The SNP with the lowest p-value in the GWAS with ever-
smokers was chr13:47160943:G:A (p=1.6 x 1097, Supplementary
table 1). This SNP was also found among the top SNPs of the com-
plete group (p=2.82 x 10796, Table 2). The corresponding gene is
5-hydroxytryptamine receptor 2A (HTR2A), which codifies for the
serotonin receptor and has been associated with different pathways
related to pain and with basal cell carcinoma after irradiation,*' but,
to our knowledge, no study has directly associated this gene with
lung cancer.

The results obtained in the GWAS analysis were consistent with
the gene-based analyses. MAP4 was the only gene with a significant
association. Some other top SKAT genes were also pointed as sug-
gestive signals in the GWAS (CD81 in the chromosome 11, DBF4B
and LINC01180 in the chromosome 17, see Table 2) or located close
to genes discussed in the GWAS, such as ZNF589 in relation to MAP4.

ZNF589 has been associated together with other genes (in a
gene-clustering mode) with a worse progression of squamous
cell lung carcinoma.>” ZNF589 has been associated with several
fundamental processes such as cell proliferation, apoptosis, differ-
entiation, and tumorigenesis. This gene has also been associated
with poor survival in breast cancer> and with progression of diges-
tive system carcinoma.>*

Finally, the ATR activation pathway was found to be significantly
enriched, and this pathway has been linked to cancer prolifera-
tion. ATR encodes RAD3 and ATM-related kinase involved in the
cell-cycle that activates in response to DNA damage and to replica-
tive stress, arresting the cell-cycle to avoid apoptosis. The role of
CDC25A in this pathway is well known: through ATR-mediated
CHK1 activation, the degradation of CDC25A is induced and thus the
cell does not entry the replication phase.?> ATR signaling has been
established as a potential target for cancer therapy, as it promotes
survival of tumor cells.?® In fact, ATR inhibition (in combination
with DNA topoisomerase I (TOP1) inhibition) might be a therapeutic
strategy for enhancing antitumor immunity in a (STING-related)
subtype of SCLC.>”

The present study has a series of advantages. Perhaps the main
one is that, to our knowledge, it is the first GWAS performed
exclusively for SCLC. A further advantage is that we have detailed
information on tobacco consumption, something not always avail-
able, particularly in pooling studies. Further, a significant strength
of the study is that we have collected and adjusted the results
for measured residential radon exposure. Lastly, having recruited
incident SCLC cases from different hospitals from distinct Spanish
regions provides higher external validity.

This study also has several limitations. The main one is asso-
ciated with the small sample size, although the lack of statistical
power to detect significant associations for low frequency vari-
ants is minimized by performing gene-level analyses. Nevertheless,
these results can provide some indication that several novel genes,
which we identified, might be involved in small cell lung can-
cer onset. Most of our cases and controls are ever-smokers, and
therefore our conclusions may not be valid for never-smoking lung
cancer cases. Finally, an analysis broken down by sex is not possible
due to sample size limitations.

To conclude, we observed that several different gene loci may
be involved in the occurrence of small cell lung cancer. A multi-
genic approach is clearly needed to provide more information on
the molecular pathways involved on this cancer. Our work adds
important data to the extremely sparse literature exclusively tar-
geting this specific histologic type of lung cancer. Most of the loci
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we observed to be associated with SCLC are related with the cell-
cycle, and some of them have been linked previously with lung
cancer, but none with SCLC. These loci could be explicitly followed
up in additional studies with sample size enough to obtain some
robust results. Finally, further studies should adjust their results by
tobacco and residential radon exposure, the two main risk factors
of this aggressive lung tumor.
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Introduction: Tobacco consumption and radon exposure are considered the first and second most com-
mon causes of lung cancer, respectively. The aim of this study was to analyze both whether selected
genetic polymorphisms in loci that are in DNA repair pathways, are related to non-small-cell lung cancer
(NSCLC) and whether they may modulate the association between residential radon exposure and lung
cancer in both smokers and never smokers.
Methods: A multicentre, hospital-based, case-control study with 826 cases and 1201 controls was
designed in a radon-prone area. Genotyping was determined in whole blood and residential radon
exposure was measured in participants’ dwellings.
Results: Attending to tobacco exposure, the variant in the gene NBN (rs1805794) was associated with
lung cancer in never smokers (OR 2.72; 95%1.44-5.2) and heavy smokers (OR 3.04; 95%CI 1.21-7.69). The
polymorphism with the highest lung cancer association was OGG1 (rs125701), showing an OR of 8.04
(95%CI 1.64-58.29) for its homozygous variant genotype in heavy smokers. Attending to indoor radon
exposure (>200 Bq/m?), rs1452584, for its homozygous variant genotype, showed the highest association
(OR 3.04 (95%CI 1.15-8.48).
Conclusion: The genes analyzed seem to have no association with the fully adjusted model, but they might
modulate lung cancer association when different categories of tobacco consumption are considered (i.e.
heavy smokers). This association may similarly be elevated for those individuals having high indoor radon
exposures, though at a minor extent.

© 2021 SEPAR. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. All rights reserved.

El radon, la exposicion al tabaco y el riesgo de desarrollar cincer de pulmén de
células no pequeiias en relacién con polimorfismos genéticos de BER y NER

RESUMEN

Palabras clave:

Cancer de pulmén de células no pequefias
Fumadores

No fumadores

Introduccién: El consumo de tabaco y la exposicién al radén se consideran la primera y la segunda causa
mas frecuentes de cancer de pulmén, respectivamente. El objetivo de este estudio fue analizar si deter-
minados polimorfismos genéticos en los loci que forman parte de la cascada de reparacion del ADN
se asocian con el cancer de pulmén de célula no pequena, y también si es posible que modifiquen la

7 This article is part of José Ramén Enjo-Barreiro doctoral thesis.
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asociacion entre la exposicion al radén en el hogar y el cancer de pulmén tanto en fumadores como en no
fumadores.

Meétodos: Se disefié un estudio multicéntrico hospitalario de casos y controles con 826 casos y 1.201
controles en un area proclive a la presencia de radén. Se determiné el genotipo en sangre y se midi6 la
exposicién al radén en el lugar de residencia de los participantes.

Resultados: Analizando la exposici6n al tabaco, la variante del gen NBN (rs1805794) se asoci6 con el cancer
de pulmén en no fumadores (OR 2,72; IC 95% 1,44-5,2) y grandes fumadores (OR 3,04; IC 95% 1,21-7,69).
El polimorfismo con mayor asociacién con el cancer de pulmén fue OGGI (rs125701), con una OR de
8,04 (IC 95% 1,64-58,29) para la variante genotipica en homocigosis en grandes fumadores. En cuanto a
la exposici6n al radén en interiores (>200Bq/m?), rs1452584 en homocigosis mostr6 la asociacién mas
fuerte (OR 3,04; IC 95% 1,15-8,48).

Conclusion: Los genes que se analizaron no muestran asociacién con el modelo completamente ajustado,
pero podrian modificar la asociacién con el cancer de pulmén cuando se consideran diferentes categorias
de consumo de tabaco (esto es, grandes fumadores). Esta asociaciéon podria aumentar de forma similar en

aquellos individuos que estan expuestos al radén en interiores, aunque en menor medida.
© 2021 SEPAR. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Introduction

Worldwide, lung cancer represents 11.4% of overall cancer diag-
noses. It is also the leading cause of cancer death, accounting for
18% of all cancer deaths. It is the most frequently occurring cancer
among men and the third most frequent in women. Lung cancer is
the leading cause of cancer death among men and the second most
common fatal cancer in women, comprising 21.5 and 13.7% of all
cancer deaths, respectively.!? Tobacco consumption is the main
association factor of this disease followed by exposure to indoor
radon.?

Radon is classified as the main cause of lung cancer in never
smokers and the second most common in ever-smokers by the
United States Environmental Protection Agency (USEPA) and the
World Health Organization (WHO).>~° The molecular mechanism of
radon carcinogenesis is not fully understood, and lack of knowledge
remains regarding the precise molecular carcinogenic pathways
for tobacco exposure. Genetic susceptibility may play an impor-
tant role and explains why some people develop lung cancer and
others do not, given the same tobacco or indoor radon exposures.®”

Tobacco smoke, despite damaging DNA, has an additional effect
in DNA repair pathway activity, reducing the detectable amount
of some repair proteins, (including XPC, OGG1 and OGG2) in pul-
monary tissue in mouse models.® Tobacco smoke exposure induces
bulky DNA adducts, which have a linear relationship with carcino-
genesis at low exposure, but with high doses may reach a steady
state, possibly due to DNA repair pathway saturation and increased
apoptosis.”1?

Low capacity in DNA repair is related with an increased associ-
ation with lung cancer.'!'2 There are three major types of DNA
repair mechanisms: nucleotide excision repair (NER), the main
route in mammals which repair DNA damaged by ultraviolet
light, environmental mutagens and chemotherapy'?; base excision
repair (BER) that repairs DNA damaged by oxidation, deamina-
tion and alkylation. It protects from ageing, neurodegeneration and
cancer'?; and mismatch repair (MMR) that blocks recombination
between non identical DNA.'* Published studies have focused in
genes involved in NER such as ERCC1 and ERCC2, BER such as XRCC1
and 0GG1, and MMR such as XRCC3.!> Nevertheless, no study has
analyzed the potential interplay between these molecular path-
ways and indoor radon exposure.

The aim of this study was to analyze if selected genetic poly-
morphisms in genes playing a role in these molecular pathways are
associated with an increased association of NSCLC. As a secondary
objective, we have analyzed the effect of these genes taking into
account the different amount of tobacco consumption and indoor
radon exposure, to ascertain a potential modulating effect for the
polymorphisms analyzed.

Subjects and methods
Design, subjects and settings

A multicentre, hospital-based, case-control study was con-
ducted in 12 Spanish hospitals located in four different regions.
The population was insured by the National Health Service. Lung
cancer diagnosis was pathologically confirmed in their respective
hospitals of reference. Cases and controls were recruited between
January 2011 and October 2018. All patients had to be at least 30
years old, with no upper limit to participant age. Subjects with
a previously history of cancer were excluded. To be included as
a case, the patient had to have a pathologically confirmed pri-
mary lung cancer. Small Cell Lung Cancer patients were excluded.
Controls were individuals undergoing minor, non-oncological,
ambulatory surgery not related to tobacco consumption. Controls
were recruited using frequency-based age and sex matching with
cases in order to ensure a similar distribution between cases and
controls. We have used this approach previously.®!® The study
protocol was approved by the Santiago de Compostela Commit-
tee of Research Ethics (reference 2010/295 and 2013/364). Written
informed consent was obtained for all participants.

Data collection and radon measurements

All participants answered a questionnaire administered
through personal interview regarding their lifestyle, with especial
emphases on smoking habit and indoor radon. A detailed smoking
history was obtained through interview. Radon was measured in
the dwellings of participants. The return rate of radon devices was
higher than 87% for both cases and controls. The Galician Radon
Laboratory (www.radon.gal; School of Medicine, University of
Santiago de Compostela, Galicia, Spain) read the detectors. This
is one of three laboratories certified by the National Entity of
Accreditation to measure indoor radon ins Spain.

Laboratory methods

Twenty-four single nucleotide polymorphisms (SNP) in fif-
teen genes and one SNP in a non-protein-coding RNA (ncRNA)
region of chromosome 18 involved in DNA repair were
investigated. The genes analyzed involved in DNA repair
were: ERCC1 (rs11615, rs3212986), ERCC2 (rs13181, rs1799793),
ERCC3 (rs3738948, rs4150459), ERCC5 (rs1047768, rs2094258),
OGG1 (rs1052133, rs2072668, rs2472037, rs125701), APEX1
(rs1130409, rs3136817), XRCC1 (rs25487), XRCC3 (rs861539),
MUTYH (rs3219489), NBN (rs1805794), RRM1 (rs12806698), XPC
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(rs2228001), KLH4 (rs5922437) and FATS (rs11245007). In addition,
we included in this study the single-nucleotide variation in intronic
region rs1452584, located in chromosome 18, q21.33, whichisina
ncRNA gene, these regions might have regulatory functions.!”

Genetic polymorphisms in the studied genes (were analyzed
from DNA extracted from 3 ml of whole blood donated by the par-
ticipants. Genotyping was performed at the CeGen, which is one
of the three genotyping core facilities of the National Genotyping
Centre (belonging to the University of Santiago de Compostela).

SNPs were studied with MassARRAY® System developed by
Agena Bioscience Inc., a technology which make possible the inves-
tigation of the presence of punctual variants of DNA.!®

Statistical analysis

A bivariate descriptive analysis was performed comparing the
characteristics of cases and controls. We performed a multiple
logistic regression in which the dependent variable was the case or
control status of the participants and the main independent vari-
ables were the SNPs studied. Results were adjusted by age and sex
in the first model. Tobacco consumption and indoor radon expo-
sure were added to the previous variables creating a fully adjusted
model. The homozygote polymorphism genotype of the common
allele (wild type) was used as the reference group.

To assess the existence of a relationship between selected
genetic polymorphisms and tobacco consumption, we stratified
smoking habit in three categories (never smokers, moderate smok-
ers (second tercile: 34-66 packs-years) and heavy smokers (third
tercile: >66 packs-year) and each polymorphism in three differ-
ent genotypes (homozygous for the common allele (wild type),
heterozygous and homozygous for the mutation). In addition, we
studied whether lung cancer association was modified between the
same polymorphisms and radon indoor exposure stratifying this
variable in two categories (<200Bq/m? and >200Bq/m?3). Strat-
ification at 200Bq/m3 was applied since previous studies have
demonstrated that the association of lung cancer was increased
at this dose.'920 All statistical results are expressed as Odds Ratios
(OR) with their 95% confidence intervals. Statistical analyses were
performed with IBM SPSSv22 (IBM, Armonk, NY, USA). We included
in the tables the p-values and we corrected them applying the False
Discovery Rate because to reduce the possibility of false positive
results due to multiple comparisons.

Results

The study included 2027 participants, 826 cases and 1201
controls. Cases and controls were well balanced regarding sociode-
mographic variables, with an average age of 65.5, 50.5% of women.
Cases and controls lived a similar number of years in the same
dwelling. Residential radon exposure was available for 754 cases
(91.3%) and 1010 controls (84.1%). The most frequent histologi-
cal type was adenocarcinoma (69.7%). A sample description broken
down by case-control status is shown in Table 1.

Table 2 summarizes the results for the different genotypes and
their distribution between cases and controls. Compared to partic-
ipants with wild type gene NBN (rs1805794) showed an OR for the
homozygous genotype of 1.78 (95%CI 1.23-2.58) and 1.78 (95%Cl
1.15-2.75) after adjustment for age and sex and full adjustment,
respectively. This result along other results for other polymor-
phisms showing no association are shown in Table 2.

Table 3 shows the association of the different polymorphisms
studied with lung cancer at varying tobacco exposure categories
(never-smokers, moderate-smokers and heavy-smokers). Lung
cancer association increases when participants are heavy smok-
ers for almost all the polymorphisms analyzed. Compared with
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never-smokers, the highest OR corresponded to homozygous geno-
type in heavy smokers for: OGG1 (rs125701) (OR 8.04; 95%CI
1.64-58.29), 0GG1 (rs2472037)(0OR 6.1; 95%C1 2.3-17.5) and ERCC1
(rs32112986)(OR 5.92; 95%CI 1.59-28.18). Only ERCC3 (rs4150459)
in its homozygous type expressed an increased association with
NSCLC in moderate smokers compared with never smokers with
wild type (OR 2.9; 95%CI 1.96-4.33). NBN (rs1805794) in its
homozygous genotype showed a higher association with lung can-
cer in never smokers (OR 2.72; 95%CI 1.44-5.2).

Table 4 shows the association of these polymorphisms with
lung cancer broken down by radon concentration (<200 Bq/m?3
and >200Bq/m3). NSCLC associations were increased for some
variants for those participants exposed to more than 200 Bq/m?3.
rs1452584 showed the highest association for the homozygous
genotype (OR 3.04; 95% CI 1.15-8.48) as well as APEX1 (rs1130409)
and ERRC1 (rs11615) showed a higher association too (OR 1.68;
95% CI 1.04-2.73 and OR 1.65; 95%Cl 1.1-2.48 respectively).
XRCC3(rs861539), ERCC2(rs13181),0GG1 (rs10521333) and ERRC1
(rs3212986) showed this increase for the heterozygous form (OR
1.79; 95%CI 1.28-2.51, OR 1.56; 95%CI 1.13-2.15, OR 1.53; 95%Cl
1.09-2.16 and OR 1.47; 95%C1 1.06-2.04, OR 1.47; 95% CI 1.06-2.04
respectively). In addition, NBN (rs1805794) showed an increased
association for its homozygous genotype for low indoor radon
exposures (OR 1.88; CI 95% (1.09-3.24). No other significant asso-
ciation was observed.

Discussion

We found that the association with lung cancer may be mod-
ulated by different genetic polymorphisms in the BER and NER
pathways. These polymorphisms appear to have the most promi-
nent effect when they are homozygous in heavy smokers. Some
polymorphisms could also increase NSCLC association in those indi-
viduals exposed to high radon concentrations. To our knowledge,
this is the study with the largest number of DNA repair genes ana-
lyzed involved in lung cancer related to radon exposure. It also
provides potentially valuable data for further understanding of the
carcinogenic pathway of tobacco consumption. The sample size of
our study is large, with 2027 participants including smokers, never
smokers and indoor radon exposure, and expands a previous study
performed exclusively in never smokers.”

We have observed that participants considered heavy smokers,
globally, had an increased association with lung cancer compared
with the wild type in never smokers. The polymorphism most asso-
ciated with NSCLC was rs125701 (OGG1) in its homozygous variant
form. Attending to the study of Hualong Qin et al. this polymor-
phism is frequently methylated in NSCLC, but in that study no
significant result was obtained. This could be due to the absence of
homozygous participants for this gene. In contrast with our study,
it was performed only in Chinese population.?! A relevant associ-
ation was also observed for rs2472037 and rs3212986, both in the
0GG1 gene, for its homozygous genotypes, increasing the associ-
ation of lung cancer in heavy smokers. Regarding rs3212986, this
polymorphism is considered an important contributor to lung can-
cer development in smokers.?%2> Inaddition, no relation with never
smokers was detected by Tau Yu et al.>?

The NBN gene variant (rs1805794), located in MMR pathway,
was also associated with an increased association with lung cancer
in heavy smokers in accordance with Chuang et al.?* though
they only found association in male smokers. The homozygous
mutation of this gene in heavy smokers shows a higher lung cancer
association compared to never smokers. These results are similar
to the obtained by Charlotta et al.>> who found an increased
lung cancer association in never smoking women and smoking
women with low tobacco consumption. The increased lung cancer
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Table 1

Sample description broken down by case-control status.
Variable Cases, n (%) Controls, n (%)
Number of patients 826 (40.7%) 1201 (59.3%)

Median age (range)/25-75" percentile

Sex
Female
Male

Education
No formal studies
Primary School
High School
University degree

Tobacco consumption
Never-smokers
Light smokers (first tertile, 1-33 pack-years)
Moderate smokers (second tertile, 34-66 pack-years)
Heavy smokers (third tertile, >66 pack-years)

Residential radon exposure Bq/m?
<100
101-147
148-199
=200
Geometric mean (95% CI)
Median (25-75th percentiles)
Years (median) living in the measured dwelling/25-75th percentiles

Histological types
Adenocarcinoma
Squamous cell carcinoma
Large cell carcinoma
Other histological types

67 (25-94)/59-74 64 (21-92)/56-72

417 (50.5) 553 (46)
409 (49.5) 648 (54)
164 (20.3) 191 (16)
402 (49.7) 609 (51.1)
135(16.7) 236 (19.8)
108 (13.3) 156(13.1)
428(57.3) 708 (61.3)
86(11.5) 266 (23)
132(17.7) 128 (11.1)
101 (13.5) 53 (4.6)
190 (25.2) 300 (29.7)
141(18.7) 210(20.8)
116 (15.4) 155 (15.3)
307 (40.7) 345 (34.2)

166.18 (156.94-175.96) 152.58 (145.18-160.36)
164.5 (99.8-280.3) 146 (90.8-254.3)
28 (14-40) 30 (15-40)

573 (69.7)
154 (18.7)
29 (3.5)
66 (8)

association shown in our study is similar to that reported by the
Wang et al. meta-analyses.? In contrast, He et al. did not find
any similar association.?’ This gene is known to take part in other
carcinogenic procedures such as ovarian, breast and colorectal
cancer. In addition, it has been studied for clinical purposes in the
testing of hereditary cancers.

In general, our results note that a number of genetic polymor-
phisms are associated with increased lung cancer association when
these polymorphisms are homozygous. This was apparent for a
number of the analyzed genes, especially those in the NER path-
way. This could be attributable to the importance of this pathway
in the repair of bulky DNA lesions generated by environmental
mutagens.'? The gene which showed a clear increase in NSCLC,
compared to the wild type in heavy smokers, belonging to this
pathway is ERRC1 (rs3212986). OGG1 polymorphismsrs125701 and
152472037 showed the same effect but they are located in the BER
pathway, which is specialized in repairing adducts originated by
oxidation.'® This is one of the main routes through which tobacco
smoke produces DNA adducts.®2° This is interesting because there
seems to be no association when we analyze these polymorphisms
in the overall sample. Nevertheless, when we stratify the sample by
smoking categories, we observe that for heavy smokers an associ-
ation is present for some homozygous polymorphisms, suggesting
a saturation effect on the anticarcinogenic pathways compared to
wild type genes.

In relation with indoor radon exposure, we observed that par-
ticipants exposed to more than 200Bq/m? showed an increased
lung cancer association for some of the polymorphisms studied.
Only three of them showed an increased lung cancer association
for their homozygous genotype: rs1452584, located in chromo-
some 18, showed the highest association; ERCC1 (rs11615), located
in NER pathway, which also showed an increased association for
its wild type and APEX1 (rs1130409), located in BER pathway. The
results obtained for ERCC1 are in accordance to the obtained by
Lorenzo-Gonzilez et al.® though this study is limited to a never

smoking population while ours includes also ever-smokers. Other
polymorphisms showed higher association for their heterozy-
gous genotype; one of them, located in the NER pathway, ERCC1
(rs3212986) showed similar results to those found by Lorenzo-
Gonzalez et al.”

Despite the fact that some studies established a relationship
between lung cancer association and DNA repair genes,”>>" we
are not aware of any study relating these polymorphisms with
indoor radon exposure. These findings support our hypothesis that
lung cancer association is increased by indoor radon exposure and
that some variants might have a special importance favouring the
development of this disease.

This research has some limitations. The most important limita-
tion is that when we correct the p-value with the false discovery
rate, we observed that some “suggestive” p-values in different
genes become “non-suggestive”, but it is important to resemble
that a “non-suggestive” association cannot be deduced only by a
p-value because it could be easily modified. For example, if we have
a small number of participants in one category, we might have a
“non-suggestive” p-value and a suggestive confidence interval. If
we increase the number of participants in the category we could
have a significant p-value while the width of the confidence interval
narrows. Secondly, we did not have enough participants in some
polymorphisms, which makes difficult to establish a potential
association with lung cancer. One example is ERCC3 (rs4150459)
that for its homozygous genotype for never-smokers did not have
enough participants to obtain any result. Other limitations reside
in the limited number of polymorphisms we have assessed. Not all
polymorphisms present in the studied genes have been analyzed,
and the BER and NER pathways have some more genes that we do
not have analyzed. A further limitation is the fact that there are
other pathways and genes involved in carcinogenesis that we do
not have included and might have a role, such as deletion of GSTM1
and GSTT1 genes.?' Finally, the most frequent histological type
was adenocarcinoma. This is due to the fact that we included an
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Table 2
Lung cancer association broken down by the different polymorphisms analyzed.
Polymorphism Allele Cases, n (%) Controls, n (%) OR? (95%CI) p° p-ct OR" (95%CI) p° p-c!
ERCC5_rs1047768
TC 220(49.3) 312(46.1) 1(-) 1(-)
cc 150 (33.6) 229(33.8) 0.94(0.73-1.2) 0.6269 0.6697 0.98(0.74-1.31) 0.9121 0.7469
T 76 (17) 136(20.1) 0.71(0.52-0.96) 0.0271 0.1141 0.71(0.49-1.01) 0.0583 0.1943
0GG1_-Ser326Cys_rs1052133
cc 391 (62.2) 577 (61) 1(-) 1(-)
CG 209(33.2) 307 (32.5) 0.92(0.75-1.12) 0.4076 0.5687 0.99(0.79-1.24) 0.9288 0.7503
@ 29 (4.6) 62 (6.6) 0.66 (0.43-1.01) 0.0598 0.1974 0.63 (0.39-1.02) 0.0638 0.2055
FATS_C1001f90_1s11245007
cT 207 (46.4) 301 (44.4) 1(-) 1(-)
cc 205 (46) 311 (45.9) 0.98 (0.78-1.24) 0.8933 0.7429 0.92 (0.70-1.21) 0.5505 0.6404
T 34(7.6) 66 (9.7) 1.01(0.68-1.5) 0.9683 0.758 0.78 (0.48-1.25) 03116 0.502
APEX1_rs1130409
GT 208 (46.6) 329 (48.5) 1(-) 1(-)
T 125(28) 187 (27.6) 1.02 (0.78-1.33) 0.8805 0.7401 1.17 (0.86-1.6) 0.3074 0.4986
GG 113 (25.3) 162 (23.9) 1.03 (0.78-1.36) 0.8138 0.7247 1.14(0.83-1.58) 0.4147 0.5729
ERCC1.rs11615
cc 153 (24.2) 226 (23.9) 1(-) 1(-)
CcT 248(39.3) 413 (43.6) 1.01 (0.79-1.28) 0.9469 0.7539 0.91 (0.69-1.2) 0.4948 0.6155
TT 230(36.5) 308 (32.5) 1.25(0.97-1.61) 0.0838 0.2435 1.16 (0.87-1.54) 0.3188 0.5077
0GG1.rs125701
GG 328(73.5) 497 (73.4) 1(-) 1(-)
AG 103 (23.1) 165 (24.4) 0.89(0.68-1.16) 0.3889 0.5571 0.93 (0.69-1.26) 0.6522 0.6784
AA 15(3.4) 15(2.2) 1.65 (0.84-3.28) 0.1466 0.3362 1.62 (0.73-3.57) 02321 0.4288
RRM1 1512806698
cC 248 (55.6) 388(57.2) 1(-) 1(-)
CA 170(38.1) 252(37.2) 0.99(0.78-1.24) 0.9033 0.745 1.01(0.77-1.32) 0.9587 0.7562
AA 28 (6.3) 38 (5.6) 0.97 (0.59-1.57) 0.8909 0.7424 1.08 (0.62-1.87) 0.7764 0.7152
ERCC2_Lys751GIn_rs13181
T 272 (43.1) 426 (45) 1(-) 1(-)
GT 281 (44.5) 416 (43.9) 1.09 (0.9-1.33) 0.388 0.5565 1.05 (0.84-1.32) 0.6465 0.6765
GG 78 (12.4) 105 (11.1) 1.17 (0.87-1.57) 0.3074 0.4986 1.1(0.78-1.55) 0.6004 0.6601
151452584
AA 281 (63) 465 (68.6) 1(-) 1(-)
GA 183 (30.9) 189 (27.9) 1.08 (0.85-1.38) 0.52 0.6271 1.17 (0.88-1.55) 0.2936 0.4871
GG 27(6.1) 24(3.5) 1.45 (0.85-2.48) 0.1687 0.3624 1.61(0.87-2.98) 0.126 0.3089
ERCC2_Asp312Asn_rs1799793
T 265 (59.4) 419(61.9) 1(-) 1(-)
cT 157 (35.2) 224(33.1) 1.15(0.91-1.46) 0.2468 0.4439 1.2(0.91-1.58) 0.1948 0.3897
cc 24(5.4) 34(5) 1.04 (0.63-1.69) 0.8741 0.7387 1.03 (0.57-1.86) 0.9137 0.7472
NBN_rs1805794
cc 188 (42.2) 313 (46.2) 1(-) 1(-)
GC 202 (45.3) 304 (44.8) 1.06 (0.83-1.34) 0.6549 0.6793 1.09 (0.83-1.43) 0.5338 0.6332
@ 56 (12.6) 61(9) 1.78 (1.23-2.58) 0.0022 0.0152 1.78 (1.15-2.75) 0.0102 0.0578
0GG1.C7G_rs2072668
cc 274(61.4) 405 (59.9) 1(-) 1(-)
CG 150(33.6) 228(33.7) 0.88 (0.69-1.11) 0.2811 0.4762 0.96 (0.73-1.26) 0.7614 0.7112
GG 22(4.9) 43 (6.4) 0.71 (0.42-1.15) 0.1691 0.3628 0.69(0.38-1.21) 0.2025 0.397
ERCC5_rs2094258
cc 281(63) 441 (65.1) 1(-) 1(-)
CcT 139(31.2) 204 (30.1) 1.05 (0.83-1.34) 0.684 0.6887 1.09 (0.82-1.44) 0.5672 0.6472
T 26(5.8) 32(4.7) 0.95 (0.56-1.59) 0.8535 0.7341 1.13 (0.62-2.02) 0.6896 0.6905
XPC_rs2228001
@r 214 (48) 332 (49) 1(-) 1(-)
TT 162 (36.3) 234(34.6) 0.99 (0.77-1.26) 0.909 0.7462 1.08 (0.81-1.44) 0.5805 0.6525
GG 70 (15.7) 111 (16.4) 0.95(0.68-1.31) 0.7516 0.7085 0.86 (0.59-1.24) 0.4135 0.5722
0GG1.rs2472037
AG 202 (45.5) 317 (47.5) 1(-) 1(-)
AA 175 (39.4) 262(39.2) 0.93(0.73-1.18) 0.5533 0.6415 0.98 (0.74-1.3) 0.8976 0.7438
@8 67 (15.1) 89 (13.3) 1.16 (0.83-1.61) 0.3835 0.5537 1.31(0.88-1.95) 0.1742 0.3685
XRCC1_GIn399Arg_rs25487
@ 285 (45.2) 416 (43.9) 1(-) 1(-)
AG 260 (41.2) 418 (44.1) 0.94(0.77-1.14) 0.5226 0.6283 0.92(0.74-1.16) 0.4951 0.6156
AA 86(13.6) 113 (11.9) 1.15 (0.86-1.55) 0.3487 0.5301 1.12(0.8-1.56) 0.5084 0.6218
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Table 2 (Continued)

Polymorphism Allele Cases, n (%) Controls, n (%) OR? (95%CI) pe p-c? OR" (95%CI) pe p-c¢!
APEX1.rs3136817

T 238 (53.4) 347 (51.2) 1(-) 1(-)

CcT 172 (38.6) 261(38.5) 0.96 (0.76-1.22) 0.7614 0.7112 0.87(0.66-1.14) 0.3021 0.4942

cc 36(8.1) 70(10.3) 0.73 (0.48-1.1) 0.1404 0.3284 0.75 (0.47-1.19) 0.229 0.4255
ERCC1.rs3212986

GG 360(57.1) 554 (58.5) 1(-) 1(-)

GT 237(37.6) 342(36.1) 1.14(0.94-1.39) 0.1867 0.3816 1.06 (0.85-1.33) 0.5942 0.6578

T 34(5.4) 51(5.4) 1.06 (0.7-1.59) 0.7721 0.7141 1.1(0.68-1.76) 0.7003 0.6937
MUTYH rs3219489

cc 243 (54.7) 351(51.8) 1(-) 1(-)

GC 163 (36.7) 281(41.5) 0.92(0.73-1.16) 0.4965 0.6163 0.85(0.65-1.12) 0.2454 0.4425

GG 38(8.6) 45 (6.6) 1.52 (0.98-2.35) 0.059 0.1958 1.41(0.85-2.33) 0.1867 0.3816
ERCC3_rs3738948

AA 268 (60.1) 406 (59.9) 1(-) 1(-)

GA 150 (33.6) 242 (35.7) 0.92(0.72-1.16) 0.4849 0.6107 1.04 (0.79-1.38) 0.7624 0.7115

GG 28(6.3) 30(4.4) 1.52(0.93-2.49) 0.097 0.2654 1.42(0.8-2.52) 0.2326 0.4293
ERCC3_XPB_rs4150459

cc 406 (91) 604 (89.3) 1(-) 1(-)

cT 39(8.7) 69(10.2) 0.96 (0.65-1.39) 0.8141 0.7248 0.77 (0.49-1.19) 0.2445 0.4416

T 1(0.2) 3(0.4) 0.48 (0.02-3.78) 0.523 0.6285 0.45 (0.02-3.54) 0.4865 0.6114
KLH4.rs5922437

GG 285(63.9) 422 (62.3) 1(-) 1(-)

AA 83(18.6) 155 (22.9) 0.94(0.71-1.24) 0.677 0.6865 0.88 (0.63-1.23) 0.4492 0.5923

GA 78 (17.5) 100 (14.8) 1.04(0.72-1.51) 0.819 0.726 0.86 (0.57-1.29) 0.4693 0.6029
XRCC3_Thr241Met_rs861539

cc 238(37.8) 374(39.5) 1(-) 1(-)

TG 306 (48.6) 420 (44.4) 1.13(0.93-1.39) 0.2284 0.4249 1.24 (0.98-1.56) 0.0687 0.2149

T 86(13.7) 152 (16.1) 0.91 (0.69-1.21) 0.5388 0.6354 0.89(0.64-1.23) 0.497 0.6165

4 Adjusted by age and sex.

b Adjusted by age, sex, tobacco consumption and indoor radon exposure.
¢ p-Values.

d Corrected p-values.

Table 3
Lung cancer association broken down by smoking status for the different polymorphisms analyzed.”

Polymorphisms Cases, controls; OR* (95%CI)

Never-smokers p° p-c¢ Moderate smokers p° p-c¢ Heavy smokers p® p-c¢
ERCC5.rs1047768
TC 92,136 34,106 56,51

1(-) 0.79 (0.48-1.3) 0.3592 0.5374 2.82(1.7-4.71) 0.0001 0.0012
ccC 62,113 32,71 29,34

0.87 (0.57-1.34) 0.525 0.6294 1.1(0.65-1.87) 0.7174 0.6988 2.1(1.15-3.84) 0.0156 0.0789
T 25,57 9,50 21,18

0.58 (0.33-1.02) 0.0628 0.2035  0.45(0.19-0.94) 0.0437 0.1604 2.64(1.29-5.47) 0.0083 0.0491
0GG1_Ser326Cys_rs1052133
cc 225,353 41,136 74,60

1(-) 0.7 (0.46-1.4) 0.0837 0.2433 2.82(1.87-4.26) <0.001 <0.001
CG 120,183 30,74 29,38

0.98 (0.73-1.31) 0.876 0.7391  0.92(0.56-1.47) 0.724 0.7008 1.77 (1.02 -3.03) 0.0387 0.1471
GG 18,39 2,16 3,8

0.64 (0.35-1.15) 0.147 03367  0.28(0.04-1.02) 0.0975 0.2661 1.36(0.27-5.7) 0.6809 0.6877
FATS_C1001f90_rs11245007
CT 85,132 37,110 45,43

1(-) 0.84 (0.51-1.37) 0.4955 0.6158 2.74(1.6-4.74) 0.0003 0.0027
cc 80, 144 32,92 54,52

0.88 (0.58-1.32) 0.5222 0.6281 0.93(0.55-1.57) 0.7944 0.7199 2.62(1.58-4.4) 0.0002 0.002
T 14,30 6,25 7.8

0.76 (0.36-1.54) 0.4158 0.5937  0.6(0.21-1.48) 0.294 0.4874 2.27(0.75-6.73) 0.1357 0.3222
APEX1_rs1130409
GT 121,176 6,33 15,11

1(-) 0.39(0.14-0.92) 0.2777 0.4732 3.32(1.44-7.87) 0.0000 0.0027
TT 139,233 32,110 41,52

0.91 (0.66-1.26) 0.5152 0.625 0.68 (0.41-1.1) 0.724 0.7008 1.82(1.09-3.03) 0.017 0.0836
GG 103, 166 37,84 50, 40

1.05 (0.74-1.48) 0.1551 03465 1.02(0.62-1.64) 0.6638 0.6822 2.81(1.7-4.7) <0.001 <0.001
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ANEXOS
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Polymorphisms

Cases, controls; OR? (95%CI)

Never-smokers P’ p-c© Moderate smokers p° p-c¢ Heavy smokers p° p-c©
ERCC1.rs11615
cc 121,176 6,33 15,11

1(-) 0.39(0.14-0.92) 0.0459 0.1659 3.32(1.44-7.87) 0.0051 0.0326
CcT 139,233 32,110 41,52

0.91 (0.66-1.26) 0.5835 0.6537  0.68 (0.41-1.1) 0.1206 03011 1.82(1.09-3.03) 0.0205 0.0952
TT 103, 166 37,84 50, 40

1.05 (0.74-1.48) 0.8032 07221  1.02(0.62-1.64) 0.9504 0.745 2.81(1.7-4.7) 0.0001 0.0012
0GG1.rs125701
GG 129,215 60,172 73,76

1(-) 0.99 (0.66-1.49) 0.9734 0.7589 2,64 (1.72-4.09) <0.001 <0.001
AG 44,82 13,50 28,25

0.91 (0.58-1.42) 0.6749 0.6858  0.65(0.32-1.24) 0.2071 0.4013 3.11(1.67-5.81) 0.0003 0.0027
AA 6,9 2,4 5,2

1.13(0.35-3.44) 0.8349 0.7298  1.47(0.2-7.77) 0.663 0.682 8.04 (1.64-58.29) 0.0158 0.0796
RRM1 1512806698
cC 103,162 44,145 57,59

1(=) 0.78 (0.5-1.23) 0.2938 0.4873 2.46 (1.51-4.01) 0.003 0.0027
CA 64,124 28,73 41,37

0.81(0.53-1.22) 0.319 0.5078 1(0.58-1.69) 0.9928 0.7625 2.91(1.67-5.11) 0.0002 0.002
AA 12,20 3,9 8,7

1.01 (0.45-2.21) 0.9741 0.7591  0.82(0.18-2.93) 0.7807 0.7163 2.99(1.02-9.01) 0.0453 0.1644
ERCC2_Lys751GIn_rs13181
TT 157,263 33,103 50,37

1(-) 0.84(0.52-1.34) 0.4737 0.6051 3.55(2.16-5.9) 0.0000 0.0000
GT 165, 242 33,104 42,54

1.18 (0.89-1.57) 0.2502 0.4473  0.77 (0.48-1.21) 0.2638 0.4604 1.94(1.2-3.13) 0.007 0.0427
GG 41,70 9,20 14,12

0.94(0.61-1.49) 0.8562 0.7347 1.2(0.5-2.68) 0.6745 0.6857 2.89(1.27-6.68) 0.0113 0.0625
rs1452584
AA 106, 217 45,149 72,74

1(-) 0.99 (0.63-1.53) 0.9601 0.7564 3.06 (1.97-4.78) <0.001 <0.001
GA 61,81 25,68 31,25

1.38(0.9-2.12) 0.1367 03235 1.13(0.65-1.92) 0.6691 0.684 3.88(2.11-7.22) <0.001 <0.001
GG 12,8 5,10 3,4

2.36(0.91-6.42) 0.0794 02356  1.29(0.38-3.92) 0.6656 0.6828 2.49(0.47-11.89) 0.2484 0.4455
ERCC2_Asp312Asn_rs1799793
TT 119,193 41,132 62,61

1(-) 0.83(0.52-1.29) 0.4088 0.5694 2.68 (1.68-4.28) <0.001 <0.001
CcT 53,94 32,87 36,35

0.97 (0.63-1.49) 0.8854 0.7412  1.03 (0.62-1.68) 0.9225 0.749 2.9(1.65-5.1) 0.0002 0.002
cc 7,19 2,8 8,6

0.62 (0.23-1.54) 0.3232 05111  0.64(0.09-2.75) 0.5925 0.6571 3.64(1.18-11.81) 0.0249 0.1082
NBN_rs1805794
ccC 74,144 35,106 38,44

1(-) 1.05 (0.63-1.74) 0.8462 0.7324 2.87(1.64-5.05) 0.0002 0.002
GC 76,135 31,99 57,48

1.07 (0.7-1.62) 0.7615 0.7112  1.12(0.66-1.91) 0.6693 0.684 4.04 (2.39-6.88) <0.001 <0.001
GG 29,27 9,22 11,11

2.72(1.44-5.2) 0.0022 0.0152  1.21(0.49-2.78) 0.6632 0.6821 3.04(1.21-7.69) 0.0172 0.0843
0GG1-C7G_rs2072668
CccC 106, 181 43,137 74, 60

1©) 0.87 (0.55-1.37) 0.5564 0.6428 3.41(2.16-5.44) <0.001 <0.001
CG 63,105 29,73 29,38

0.97 (0.64-1.47) 0.8773 0.7394  1.06 (0.62-1.78) 0.8262 0.7277 2.03(1.13-3.63) 0.0175 0.0852
GG 10, 20 3,16 3,5

0.74(0.31-1.67) 0.4833 0.6099  0.49 (0.11-1.56) 0.2759 0.4716 1.45 (0.28-6.24) 0.6254 0.6692
ERCC5_rs2094258
ccC 118,198 47,144 64, 68

1(-) 0.88(0.57-1.35) 0.5622 0.6452 2.42(1.54-3.82) 0.0001 0.0012
CT 53,98 25,69 35,28

0.83(0.54-1.27) 0.3909 0.5584  0.97 (0.56-1.65) 0.9041 0.7452 3.63(2.02 -6.59) <0.001 <0.001
TT 8,10 3,14 7,7

1.12(0.4-3.14) 0.8216 0.7266  0.51 (0.11-1.66) 0.3067 0.498 2.42(0.77-7.56) 0.1218 0.3028
XPC_rs2228001
GT 86, 164 36, 106 51,48

1(-) 1.02 (0.62-1.65) 0.9511 0.7547 3.29 (1.97-5.53) <0.001 <0.001
TT 65,108 27,82 37,25

1.16 (0.76-1.77) 0.4977 0.6168 1.08 (0.62-1.84) 0.7911 0.719 4.78 (2.6-8.92) <0.001 <0.001
GG 28,34 12,39 18,30

1.45(0.79-2.63) 0.2258 0.4221  0.96 (0.45-1.95) 0.9217 0.7488 1.8 (0.9-3.52) 0.0904 0.2548
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Polymorphisms Cases, controls; OR? (95%CI)

Never-smokers p° p-c© Moderate smokers p° p-c¢ Heavy smokers p° p-c©
0GG1.rs2472037
AG 73,140 38,105 54,55

1(-) 1.17(0.7-1.93) 0.5496 0.64 3.11 (1.86-5.24) <0.001 <0.001
AA 75,121 25,84 39,41

1.15(0.75-1.77) 0.5187 0.6266  0.91(0.51-1.58) 0.7425 0.706 2.98 (1.69-5.28) 0.0002 0.002
GG 30,38 11,36 13,7

1.73 (0.96-3.13) 0.0678 02132  1.04(0.47-2.18) 09197 0.7484 6.1(2.3-17.5) 0.0004 0.0034
XRCC1_GIn399Arg_rs25487
GG 169, 257 32,94 45,45

1(-) 0.78 (0.48-1.24) 0.2954 0.4886 2.28(1.4-3.7) 0.0009 0.007
AG 145, 247 36,108 43,45

0.89(0.67-1.19) 0.4299 0.5817  0.74(0.47-1.16) 0.1984 0.3932 2.16(1.32-3.53) 0.0022 0.0152
AA 49,71 /825) 18,13

1.08 (0.71-1.64) 0.7276 0.7018  0.64 (0.25-1.48) 0.3272 0.5142 3.19(1.49-7.01) 0.003 0.0203
APEX1.rs3136817
TT 104, 151 42,123 54,57

1(-) 0.81(0.51-1.29) 03818 0.5526 2.36(1.44-3.88) 0.0007 0.0056
CcT 63,121 26,81 45,35

0.76 (0.5-1.15) 0.1921 0.387 0.76 (0.44-1.29) 0.3224 0.5105 2.98(1.73-5.19) 0.0001 0.0012
cC 12,34 7,23 7,11

0.54(0.25-1.1) 0.0981 0.2671  0.76(0.29-1.83) 0.564 0.6459 1.33(0.46- 3.62) 0.5763 0.6508
ERCC1_rs3212986
GG 194, 339 49,132 62, 58

1(-) 0.98 (0.65-1.45) 0.9071 0.7458 2.81(1.82-4.35) <0.001 <0.001
GT 146, 202 25,82 37,42

1.27 (0.95-1.68) 0.1029 0.2743  0.79(0.47-1.29) 0.3562 0.5353 2.31(1.38-3.84) 0.0013 0.0097
T 23,34 1,13 7,3

1.25(0.7-2.2) 0.4423 0.5886 0.2 (0.01-1.01) 0.1188 0.2984 5.92 (1.59-28.18) 0.0118 0.0646
MUTYH rs3219489
CcC 91,157 35,118 72,55

1(-) 0.83(0.5-1.34) 0.445 0.5901 3.69(2.29-6.01) <0.001 <0.001
GC 72,126 31,94 28,42

0.95 (0.63-1.43) 0.7974 0.7206  0.91(0.54-1.51) 0.7201 0.6996 1.93 (1.07-3.46) 0.0281 0.1166
GG 16,23 9,15 6,6

1.27(0.61-2.62) 0.52 0.6271  1.93(0.75-4.74) 0.1584 0.3505 2.16 (0.64-7.3) 0.2028 0.3973
ERCC3.rs3738948
AA 112,173 46, 139 59, 62

1(-) 0.84(0.54-1.3) 0.4379 0.5862 2.33(1.46-3.74) 0.0004 0.0034
GA 57,119 24,79 39,35

0.79(0.52-1.2) 0.2791 0.4744 0.83(0.47-1.43) 0.5078 0.6216 3.17(1.81-5.58) 0.0001 0.0012
GG 10,14 59 8,6

1.1 (0.44-2.65) 0.8375 0.7304 1.36(0.4-4.17) 0.5948 0.658 3.5(1.15-11.22) 0.0281 0.1166
ERCC3_XPB_rs4150459
ccC 162, 269 69, 202 98,95

1(-) 0.39(0.13-0.99) 0.0684 02143 2.34(0.82-6.72) 0.1082 0.282
CcT 17,33 5,24 8,8

0.94 (0.48-1.78) 0.8539 0.7342  1.32(0.05-33.83) 0.8467 0.7325 2.59(1.89-3.55) <0.001 <0.001
TT 0,2 1,1 0,0

- 2.9(1.96-4.33) <0.001 <0.001 -
KLH4_rs5922437
GG 101,172 49, 145 72,74

1(-) 0.88 (0.56-1.36) 0.5582 0.6436 2.59 (1.64-4.11) <0.001 <0.001
AA 26,62 10, 62 27,22

0.87 (0.5-1.5) 0.624 0.6687  0.48 (0.22-0.97) 0.0513 0.1788 3.02(1.57-5.88) 0.001 0.0076
GA 52,72 16,20 7.7

0.73 (0.45-1.17) 0.1964 03912 1.34(0.63-2.79) 0.439 0.5868 1.53 (0.49- 4.76) 0.4541 0.5949
XRCC3_Thr241Met_rs861539
cc 142, 241 19, 87 41,34

1(-) 0.55(0.31-0.94) 0.0355 0.1381 3.05(1.81-5.2) <0.001 <0.001
TG 178,243 43,103 51,53

1.32(0.99-1.76) 0.0618 02015  1.12(0.72-1.74) 0.6028 0.661 2.57 (1.61- 4.13) 0.0001 0.0012
T 43,91 12,37 14,16

0.8(0.52-1.22) 0.3042 0496 0.86 (0.41-1.69) 0.6658 0.6829 2.41(1.1-5.22) 0.0258 0.1106

" The reference category for each gene analyzed is having the wild type and being never-smoker.
4 Adjusted by age, sex and indoor radon exposure.

b p-Values.

¢ Corrected p-values.
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Table 4

Lung cancer association broken down by radon exposure for the different polymorphisms analyzed.*

Archivos de Bronconeumologia 58 (2022) 311-322

ANEXOS

Polymorphisms

Cases, controls; OR? (95%CI)

Indoor radon exposure (Bq/m3)

<200 p° p-c© >200 p’ p-c¢
ERCC5_rs1047768
TC 131,208 89,104

1(-) 1.39 (0.94-2.04) 0.0972 0.2657
ccC 86, 146 64,83

0.98 (0.68-1.41) 0.9136 0.7472 1.34 (0.88-2.05) 0.1737 0.3679
TT 51, 86 25,50

0.87 (0.55-1.34) 0.5236 0.6288 0.66 (0.37-1.16) 0.1506 0.3411
0OGG1_Ser326Cys_rs1052133
cC 231,374 160, 203

1(-) 1.27 (0.97-1.68) 0.0843 0.2444
CG 117,211 92,96

0.87 (0.65-1.17) 0.3637 0.5405 1.53 (1.09-2.16) 0.0145 0.075
GG 18,42 11, 20

0.64 (0.35-1.15) 0.146 0.3355 0.78 (0.34-1.69) 0.5404 0.6361
FATS_C1001f90rs11245007
CT 134,198 73,103

1(2) 1.03 (0.69-1.53) 0.8875 0.7416
cc 118,202 87,109

0.82(0.59-1.15) 0.2559 0.4529 1.14(0.77-1.67) 0.515 0.6249
T 16,41 18,25

0.57 (0.29-1.08) 0.092 0.2574 1.22(0.6-2.43) 0.5814 0.6528
APEX1_rs1130409
GT 135, 206 73,123

1(-) 1(0.68-1.47) 0.7598 0.7638
T 71,125 54,62

1.06 (0.71-1.56) 0.7868 0.7179 1.4 (0.89-2.22) 0.1458 0.3352
GG 62,110 51,52

0.94 (0.63-1.42) 0.7834 0.717 1.68 (1.04-2.73) 0.0341 0.1341
ERCC1.rs11615
CccC 90, 159 63,67

1(2) 1.73 (1.1-2.59) 0.0155 0.0785
CcT 137,261 111,152

0.97 (0.69-1.38) 0.8823 0.7405 1.34(0.92-1.94) 0.1257 0.3085
T 140, 208 90, 100

1.24(0.87-1.77) 0.2274 0.4238 1.65(1.1-2.48) 0.0158 0.0796
0GG1.rs125701
GG 194, 331 134,166

1(-) 1.42(1.04-1.94) 0.0294 0.1198
AG 68,101 35,64

1.1(0.75-1.6) 0.6224 0.6681 0.95(0.59-1.53) 0.8417 0.7314
AA 6,8 9,7

2.03 (0.63-6.25) 0.2185 0.4141 1.73 (0.6-5.12) 0.3085 0.4995
RRM1 1512806698
cc 156, 245 92,143

1(2) 1.05(0.74-1.5) 0.7816 0.7166
CA 97,174 73,78

0.87(0.61-1.22) 0.4099 0.57 1.42(0.94-2.14) 0.0934 0.257
AA 15,22 13,16

1.02 (0.48-2.1) 0.9553 0.7555 1.24(0.55-2.77) 0.6022 0.6608
ERCC2_Lys751GIn_rs13181
TT 158, 283 114,143

1(-) 1.4(1.01-1.94) 0.0428 0.1581
GT 160, 275 121,141

1.02 (0.77-1.36) 0.8886 0.7419 1.56 (1.13-2.15) 0.0074 0.0447
GG 49,70 29,35

1.18(0.77-1.81) 0.4376 0.586 1.35(0.77-2.35) 0.2909 0.4848
151452584
AA 162, 298 119,167

1) 1.27 (0.91-1.75) 0.1543 0.3456
GA 92,127 46, 62

1.23(0.86-1.75) 0.2559 0.4529 1.35(0.85-2.13) 0.2007 0.3954
GG 14,16 13,8

1.19(0.54-2.6) 0.6604 0.6811 3.04(1.15-8.48) 0.0273 0.1146
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Table 4 (Continued)

Polymorphisms Cases, controls; OR? (95%CI)

Indoor radon exposure (Bq/m3)

<200 p° p-c¢ >200 p° p-c©
ERCC2_Asp312Asn_rs1799793
T 153,280 112,139

1(-) 1.52(1.08-2.14) 0.0162 0.0809
CcT 101,137 56, 87

1.47 (1.04-2.9) 0.0295 0.1201 1.31(0.86-2.01) 0.2065 0.4008
CcC 14,23 10,11

1.2 (0.56-2.51) 0.6323 0.6716 1.32(0.51-3.38) 0.5595 0.6441
NBN_rs1805794
cc 112,202 76,111

1(-) 1.12(0.75-1.68) 0.565 0.6463
GC 121,199 81,105

0.98 (0.69-1.39) 0.9223 0.7489 1.46 (0.98-2.18) 0.0658 0.2094
GG 35,40 21,21

1.88(1.09-3.24) 0.0231 0.1031 1.91(0.94-3.88) 0.0724 0.2223
0GG1-C7G_rs2072668
cc 165, 258 109, 147

1(-) 1.18 (0.84-1.65) 0.3477 0.5293
CG 88,153 62,75

0.88 (0.62-1.25) 0.4729 0.6047 1.28 (0.84-1.94) 0.25 0.4471
GG 15,28 7,15

0.76 (0.38-1.51) 0.4483 0.5918 0.63 (0.22-1.66) 0.3646 0.5411
ERCC5.rs2094258
cc 164, 284 117,157

1(0) 1.32(0.95-1.84) 0.1021 02732
CcT 84,131 55,73

1.15(0.8-1.64) 0.4523 0.594 1.32(0.86-2.03) 0.2034 0.3979
T 20,25 6,7

1.18 (0.6-2.28) 0.6264 0.6695 1.16 (0.34-3.9) 0.8081 0.7233
XPC_rs2228001
GT 135,217 79,115

1(-) 1.15(0.78-1.69) 0.4692 0.6028
T 99,154 63,80

1.04 (0.73-1.49) 0.8162 0.7253 1.31(0.86-2) 0.2132 0.4081
GG 34,70 36,41

0.72(0.43-1.18) 0.1989 0.3936 1.25(0.73-2.13) 0.4123 0.5715
0GG1.rs2472037
AG 114,211 88,106

1(2) 1.5(1.01-2.22) 0.0438 0.1606
AA 109, 165 66,97

1.14(0.8-1.62) 0.483 0.6097 1.15(0.76-1.74) 0.5008 0.6183
GG 44,56 23,33

1.44 (0.88-2.34) 0.1471 0.3368 1.64 (0.86-3.07) 0.126 0.3089
XRCC1_GIn399Arg_rs25487
GG 165, 276 120, 140

1(-) 1.36 (0.98-1.88) 0.0622 0.2023
AG 151,272 109, 146

0.91 (0.68-1.21) 0.5177 0.6261 1.31(0.95-1.82) 0.1041 0.2761
AA 51,80 35,33

1.07 (0.7-1.61) 0.7657 0.7124 1.7 (1-2.91) 0.0499 0.1756
APEX1_rs3136817
T 139,232 99,115

1(-) 1.35(0.94-1.95) 0.1062 0.2792
CcT 107,158 65,103

0.97 (0.68-1.33) 0.8541 0.7342 1(0.66-1.49) 0.9874 0.7616
CcC 22,51 14,19

0.69 (0.38-1.21) 0.2077 0.4018 1.27 (0.57-2.78) 0.5455 0.6383
ERCC1.rs3212986
GG 208,373 152,181

1(-) 1.5(1.12-1.99) 0.0057 0.0359
GT 139,219 98,123

1.15(0.86-1.52) 0.3395 0.5234 1.47 (1.06-2.04) 0.0214 0.098
TT 20, 36 14,15

1.08 (0.59-1.94) 0.7928 0.7194 1.77 (0.8-3.88) 0.1503 0.3408

320

132



J.R.Enjo-Barreiro, A. Ruano-Ravina, M. Pérez-Rios et al.
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Polymorphisms

Cases, controls; OR* (95%CI)

Indoor radon exposure (Bq/m3)

<200 p° p-c¢ >200 p° p-c¢
MUTYH 153219489
cc 141,230 102,121

1(2) 1.37(0.95-1.98) 0.0873 0.2496
GC 100, 176 63, 105

0.91 (0.64-1.28) 0.5925 0.6571 1.08 (0.72-1.61) 0.7206 0.6998
GG 26,35 12,10

1.49 (0.82-2.67) 0.1873 0.3822 1.68 (0.65-4.39) 0.2838 0.4786
ERCC3_rs3738948
AA 160, 262 108, 144

1(-) 1.19(0.84-1.67) 0.3193 0.5081
GA 92,159 58,83

0.97 (0.69-1.37) 0.872 0.7383 1.29 (0.84-1.96) 0.2395 0.4365
GG 16,20 12,10

1.28 (0.61-2.62) 0.5096 0.6224 2(0.79-5.18) 0.1441 0.3331
ERCC3_XPB_rs4150459
ccC 244,399 162, 205

1(-) 1.29 (0.97-1.71) 0.0762 0.2296
cT 24,38 15,31

0.92(0.51-1.61) 0.7645 0.712 0.83(0.41-1.59) 0.5796 0.6521
TT 0,2 1,1

- 1.69 (0.07-43.58) 0.714 0.6978
KLH4.rs5922437
GG 170, 287 115,135

1(0) 1.5(1.07-2.1) 0.019 0.0903
AA 47,96 36,59

0.96 (0.62-1.46) 0.8355 0.7299 1.14 (0.69-1.88) 0.5947 0.658
GA 51,57 27,43

1.16 (0.72-1.89) 0.5392 0.6356 0.82(0.46-1.45) 0.4993 0.6176
XRCC3_Thr241Met_rs861539
cC 132,238 106, 136

1(-) 1.41(1-1.99) 0.052 0.1804
TG 181,283 125,137

1.21(0.9-1.63) 0.1983 0.3931 1.79(1.28-2.51) 0.0008 0.0063
TT 54,107 32,45

0.92(0.61-1.37) 0.6708 0.6845 1.2(0.71-2.02) 0.4967 0.6164

* The reference category for each gene analyzed is having the wild type and being exposed to a radon concentration <200 Bq/m3.

2 Adjusted by age, sex and tobacco consumption.
b p-Values.
¢ Corrected p-values.

important amount of never-smokers from the LCRINS study (Lung
Cancer Association in Never Smokers), where this histological type
is the most frequent. Nevertheless, this fact favoured that we had
the same percentage of cases of each sex (50% each), allowing for
a better interpretation of the results both for men and women.

This study has also a number of advantages. First, the sample
size is relatively large, and we have been able to include infor-
mation regarding the second association factor of lung cancer,
which is indoor radon exposure. This is of particular importance
because there is a lack of information on the mechanisms of
radon causing lung cancer. It is important to note that Galicia is
a radon prone-area®233 and the median time that cases and con-
trols have been living at the same residence is high enough to
induce lung cancer. Finally, the high participation rate and the mul-
ticentric nature of this research increase the external validity of its
results.

In conclusion, these findings support that polymorphisms
located in BER and NER pathways do not have an association with
lung cancer onset, with the exception of the gene NBN (rs1805794).
Nevertheless, this study support the hypothesis of their role mod-
ulating the effect of tobacco consumption, where heavy smokers
might have their lung cancer association modulated by polymor-
phisms located in the BER and NER pathways. This could also

happen for those individuals having high indoor radon exposures
though at a minor extent.
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17, Enjo-Barreiro et al.
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may not be included in your publication/copies.

2. Suitable acknowledgment to the source must be made, either as a footnote or in a
reference list at the end of your publication, as follows:

“This article was published in Publication title, Vol number, Author(s), Title of article,
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3. Your thesis may be submitted to your institution in either print or electronic form.

4. Reproduction of this material is confined to the purpose for which permission is
hereby given.

5. This permission is granted for non-exclusive world English rights only. For other
languages please reapply separately for each one required. Permission excludes
use in an electronic form other than submission. Should you have a specific
electronic project in mind please reapply for permission.

6. As long as the article is embedded in your thesis, you can post/share your thesis
in the University repository.

7. Should your thesis be published commercially, please reapply for permission.
8. Posting of the full article/ chapter online is not permitted. You may post an

abstract with a link to the Elsevier website www.elsevier.com, or to the article on
ScienceDirect if it is available on that platform.
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Licensed Materials subject to the terms and conditions herein.

Read this Agreement in its entirety before using the Licensed Materials.

By using the Licensed Materials, you enter into, and agree to be bound by, this Agreement.

This licence is granted only for original materials belonging to IARC/WHO. If any part of the
IARC/WHO published materials you wish to reproduce are credited by IARC/WHO to a source other
than IARC/WHO, those materials are not covered by this Agreement and are not part of the Licensed
Materials. You are responsible for determining if this is the case, and if so, you are responsible for
obtaining any necessary permission from the source of those third-party materials prior to their use.

If you enter into this Agreement on behalf of an organization, by using the Licensed Materials you
confirm (represent and warrant) that you are authorized by your organization to enter into this
Agreement on the organization’s behalf. In such a case, the terms “you” and “your” in this
Agreement refer to, and this Agreement applies to, the organization.

IARC/WHO grants this licence to you based on the representations and warranties you made in the
licence request you submitted through IARC/WHO'’s online platform. If any of those representations
and/or warranties are or become false or inaccurate, this licence agreement shall automatically
terminate with immediate effect, without prejudice to any other remedies which IARC/WHO may
have.
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If you have questions regarding this Agreement, please contact publications@iarc.fr.

1. Licence. Subject to the terms and Conditions of this Agreement, IARC/WHO grants to you
a worldwide, royalty free, non-transferable, non-sublicensable, non-exclusive licence to use,
reproduce, publish, and display the Licensed Materials in the manner and using the media indicated
in the Permissions Request Form you submitted to IARC/WHO (the “Licensed Use”). This licence is
limited to the current edition of your publication. Future editions or a different use of the Licensed
Materials will require additional permission from IARC/WHO. If your request includes translation into
different languages, then non-exclusive permission is hereby granted to translate the Licensed
Materials into the languages indicated.

2. Retained Rights. Copyright in the Licensed Materials remains vested in IARC/WHO, and
IARC/WHO retains all rights not specifically granted under this Agreement.
3. Mandatory Acknowledgement. In every instance of the Licensed Use, you must make

suitable acknowledgement of IARC/WHO, either as a footnote or in a reference list at the end of your
publication, as follows:

“Reprinted from Publication title, Vol /edition number, Author(s), Title of article / title of chapter,
Pages No., Copyright (Year).”

In addition, If the Licensed Materials originate from the IARC/WHO web site, you must also include
the URL reference and the date accessed.

Translations of the Licensed Materials should be attributed as follows:

“Translated into insert language by insert name of Publisher from insert title in English, Year of
Publication. IARC/WHO is not responsible for the content or accuracy of this translation. In the event
of any inconsistency between the English and the insert language translation, the original English
version shall be the binding and authentic version.”

4. Altering or Modifying the Licensed Materials. As part of the Licensed Use, you may
minimally alter or adapt figures and tables in the Licensed Materials to match the style of your
publication. Any other alteration or modification of the Licensed Materials (including abbreviations,
additions, or deletions) may be made only with the prior written authorization of IARC/WHO.

5. Appropriate and Prohibited Uses. You must use the Licensed Materials in a factual and
appropriate context. You may not use the Licensed Materials in association with any product
marketing, promotional, or commercial activities, including, without limitation, in advertisements,
product brochures, company-sponsored web sites, annual reports, or other non-educational
publications or distributions.

6. No IARC/WHO endorsement. You shall not state or imply that IARC/WHO endorses or is
affiliated with your publication or the Licensed Use, or that IARC/WHO endorses any entity,
organization, company, or product.

7. No use of the IARC/WHO logo. In no case shall you use the IARC/WHO name or emblem,
or any abbreviation thereof. Notwithstanding the foregoing, if the IARC/WHO name and/or emblem
appear as an integral part of the Licensed Materials (e.g. on a map) you may use the name and/or
emblem in your use of the Licensed Materials, provided the name and/or logo is not used separately
from the Licensed Materials.

8. No Warranties by IARC/WHO. All reasonable precautions have been taken by IARC/WHO
to verify the information contained in the Licensed Materials. However, IARC/WHO provides the
Licensed Materials to you without warranty of any kind, either expressed or implied, and you are
entirely responsible for your use of the Licensed Materials. In no event shall IARC/WHO be liable for
damages arising from your use of the Licensed Materials.

9. Your Indemnification of IARC/WHO. You agree to indemnify IARC/WHO for, and hold
IARC/WHO harmless against, any claim for damages, losses, and/or any costs, including attorneys'
fees, arising in any manner whatsoever from your use of the Licensed Materials or for your breach of
any of the terms of this Agreement.
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10. Termination. The licence and the rights granted under this Agreement shall terminate
automatically upon any breach by you of the terms of this Agreement. Further, IARC/WHO may
terminate this licence at any time with immediate effect for any reason by written notice to you.

11. Entire Agreement, Amendment. This Agreement is the entire agreement between you
and IARC/WHO with respect to its subject matter. IARC/WHO is not bound by any additional terms
that may appear in any communication from you. This Agreement may only be amended by mutual
written agreement of you and IARC/WHO.

12. Headings. Paragraph headings in this Agreement are for reference only.

13. Dispute resolution. Any dispute relating to the interpretation or application of this
Agreement shall, unless amicably settled, be subject to conciliation. In the event of failure of the
latter, the dispute shall be settled by arbitration. The arbitration shall be conducted in accordance
with the modalities to be agreed upon by the parties or, in the absence of agreement, with the rules
of arbitration of the International Chamber of Commerce. The parties shall accept the arbitral award
as final.

14. Privileges and immunities. Nothing in or relating to this Agreement shall be deemed a
waiver of any of the privileges and immunities enjoyed by IARC/WHO under national or international

law and/or as submitting IARC/WHO to any national court jurisdiction.
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FW: Autoreply — Acknowledgement of receipt

Sylvia Lesage <lesages@iarc.who.int>
en nombre de
IARC Publications <Publications@iarc.who.int>

Para:Enjo Barreiro José Ramdn <joseramon.enjo@rai.usc.es>

No suele recibir correos electrénicos de publications@iarc.who.int. Por qué esto es importante
Dear Dr Enjo Barreiro,

Thank you for your request for permission to reproduce, reprint or translate certain IARC/WHO copyrighted material.

On behalf of the International Agency for Research on Cancer/World Health Organization, we are pleased to authorize your request to reproduce the IARC/WHO
materials as detailed in the form below, subject to the terms and conditions of the non-exclusive licence below.

If you have questions regarding this authorization, please contact publications @iarc.fr.
We thank you for your interest in IARC/WHO published materials.

Kind regards,
IARC Permissions team

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (IARC/WHO) Non-exclusive licence to use selected IARC/WHO published materials

You submitted a request, through IARC/WHQ's online platform, for permission to reprint and reproduce certain IARG/WHO copyrighted material (the “Licensed
Materials™). This is a legal agreement (the “Agreement”) between you and IARC/WHO, granting you a licence to use the Licensed Materials subject to the terms
and conditions herein.

Read this Agreement in its entirety before using the Licensed Materials.

By using the Licensed Materials, you enter into, and agree to be bound by, this Agreement.

This licence is granted only for original materials belonging to IARC/WHO. If any part of the IARC/WHQO published materials you wish to reproduce are credited by
IARC/WHO to a source other than IARC/WHO, those materials are not covered by this Agreement and are not part of the Licensed Materials. You are responsible
for determining if this is the case, and if so, you are responsible for obtaining any necessary permission from the source of those third-party materials prior to their
use.

If you enter into this Agreement on behalf of an organization, by using the Licensed Materials you confirm (represent and warrant) that you are authorized by your
organization to enter into this Agreement on the organization’s behalf. In such a case, the terms “you™ and “your” in this Agreement refer to, and this Agreement
applies to, the organization.

IARC/WHO grants this licence to you based on the representations and warranties you made in the licence request you submitted through IARC/WHOQ's online
platform. If any of those representations and/or warranties are or become false or inaccurate, this licence agreement shall automatically terminate with immediate
effect, without prejudice to any other remedies which IARC/WHO may have.

If you have questions regarding this Agreement, please contact publications @iarc.fr.

1. Licence. Subject to the terms and Conditions of this Agreement, IARC/WHO grants to you a worldwide, royalty free, non-transferable, non-
sublicensable, non-exclusive licence to use, reproduce, publish, and display the Licensed Materials in the manner and using the media indicated in the
Permissions Request Form you submitted to IARC/WHO (the “Licensed Use”). This licence is limited to the current edition of your publication. Future editions or a
different use of the Licensed Materials will require additional permission from IARC/WHO. If your request includes translation into different languages, then non-
exclusive permission is hereby granted to translate the Licensed Materials into the languages indicated.

2. Retained Rights. Copyright in the Licensed Materials remains vested in IARC/WHO, and IARC/WHO retains all rights not specifically granted under
this Agreement.
3. Mandatory Acknowledgement. In every instance of the Licensed Use, you must make suitable acknowledgement of IARC/WHO, either as a footnote
or in a reference list at the end of your publication, as follows:

“Reprinted from Publication title, Vol /edition number, Author(s), Title of article / title of chapter, Pages No., Copyright (Year).”

In addition, If the Licensed Materials originate from the IARC/WHO web site, you must also include the URL reference and the date accessed.
Translations of the Licensed Materials should be attributed as follows:

“Translated into insert language by insert name of Publisher from insert title in English, Year of Publication. IARC/WHO is not responsible for the content or
accuracy of this translation. In the event of any inconsistency between the English and the insert language translation, the original English version shall be the
binding and authentic version.”
4. Altering or Modifying the Licensed Materials. As part of the Licensed Use, you may minimally alter or adapt figures and tables in the Licensed
Materials to match the style of your publication. Any other alteration or modification of the Licensed Materials (including abbreviations, additions, or deletions) may
be made only with the prior written authorization of IARC/WHO.

5. Appropriate and Prohibited Uses. You must use the Licensed Materials in a factual and appropriate context. You may not use the Licensed Materials
in association with any product marketing, promotional, or commercial activities, including, without limitation, in advertisements, product brochures, company-
sponsored web sites, annual reports, or other non-educational publications or distributions.

No IARC/WHO endorsement. You shall not state or imply that IARC/WHQ endorses or is affiliated with your publication or the Licensed Use, or that
IAFleWHO endorses any entity, organization, company, or product.

No use of the IARC/WHO logo. In no case shall you use the IARC/WHO name or emblem, or any abbreviation thereof. Notwithstanding the
ioregomg. if the IARC/WHO name and/or emblem appear as an integral part of the Licensed Materials (e.g. on a map) you may use the name and/or emblem in
your use of the Licensed Materials, provided the name and/or logo is not used separately from the Licensed Materials.

8. No Warranties by IARC/WHO. All reasonable precautions have been taken by IARC/WHO to verify the information contained in the Licensed
Materials. However, INRC/WHO provides the Licensed Materials to you without warranty of any kind, either expressed or implied, and you are entirely responsible
ior your use of the Licensed Materials. In no event shall IARC/WHO be liable for damages arising from your use of the Licensed Materials.

Your Indemnification of IARC/WHO. You agree to indemnify IARC/WHO for, and hold IARC/WHQ harmless against, any claim for damages, losses,
andfor any costs, including attorneys' fees, arising in any manner whatsoever from your use of the Licensed Materials or for your breach of any of the terms of this
Agreement.

10. Termination. The licence and the rights granted under this Agreement shall terminate automatically upon any breach by you of the terms of this
Agreement. Further, IARC/WHQ may terminate this licence at any time with immediate effect for any reason by written notice to you.

Entire Agreement, Amendment. This Agreement is the entire agreement between you and IARC/WHO with respect to its subject matter. IARC/WHO
is not bound by any additional terms that may appear in any communication from you. This Agreement may only be amended by mutual written agreement of you
and IARC/WHO.

12. Headings. Paragraph headings in this Agreement are for reference only.

13. Dispute resolution. Any dispute relating to the interpretation or application of this Agreement shall, unless amicably settled, be subject to conciliation.
In the event of failure of the latter, the dispute shall be settled by arbitration. The arbitration shall be conducted in accordance with the modalities to be agreed
upon by the parties or, in the absence of agreement, with the rules of arbitration of the International Chamber of Commerce. The parties shall accept the arbitral
award as final.

14. Privileges and immunities. Nothing in or relating to this Agreement shall be deemed a waiver of any of the privileges and immunities enjoyed by
IARC/WHO under national or international law and/or as submitting IARC/WHO to any national court jurisdiction.

IARC Publications Team
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that is strictly confidential and/or that is legally privileged. it is intended solely for the use of officials of the International Agency for Research on Cancer/
World Health Organization, and/or the named recipient(s) of the message. ANY UNAUTHORIZED REVIEW, DISCLOSURE, COPYING, DISTRIBUTION,
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To Whom It May Concern:

José Ramon Enjo Barreiro, PhD candidate from the University of Santiago de
Compostela, Department of Preventive Medicine and Public Health, has done a

research internship at the Instituto de Satde Pablica da Universidade de Porto

(ISPUP), in March 2022.

José Ramon was supervised by Prof. Dr. Nuno Lunet and worked on tobacco
prevalence in Mozambique. A scientific manuscript with the provisional title
“Tobacco consumption in Mozambique: subgroup-specific variation between

2005 and 2015" has been developed, aiming the submission for publication in a

peer-review international journal.

Sincerely,

Nvem Loa J ‘SE)&'DP
WETIUTO DE SAL0E PUSLIGA
Nuno Lunet [ oy T

Porto, March 31th, 2022

Instituto de Saude Piblica da Universidade de Porto (ISPUP)

Rua das Taipas, n® 135-139
4050 -600 Porto
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| DEPARTMENT oF EFIDEMIOLOGY

HKarl T. Kelsey, MD, MOH
| Professor of Epidemiology and Pathology & Laboratory
| Medicine

May 31, 2022

To whom it may concern:
RE: José Ramon Enjo Barreiro

This note is to confirm that José Ramdén Enjo Barreiro, from the University of
Santiago de Compostela, has been with us for a research stay from April 1, 2022 to
May 31, 2022. During this time, he worked with me, Dr. Karl Kelsey, Professor of
Community Health and Pathology and Laboratory Medicine at Brown University

{Brown University, Providence, Rhode Island, USA), During this period, José Ramdn
Enjo Barreiro has worked in research related to small-cell lung cancer genetics and
its relationship with tobacco and radon. In addition, we identified several potential

new areas of collaboration between our two research groups.
Sincerely,
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Karl Kelsey, MD, MOH

Professor of Epidemiology and Pathology and Laboratory Medicine

Browm University @ School of Public Haalth @ Box G-5121-2, Providenee, R102%12 @ 401-B63-5410 o @ 401-863-3713 [ @ Karl_Kelseibrown edu



CAMPUS

CAMPLUS OF EXCELERC LS, INTERM ACI0IM AL

LE COMPOSTELA

El cincer de pulmdn es la principal causa de muerte oncoldgica
& nivel mundial. Esta tesis investiga los factores

genéticos involucrados en el desarrollo del cincer de pulmdn
de celula pequena (CPCP) v no pequena (CPCNP).

En &l CPCP se disefié una revisidn sistemética de GWAS,
destacando la sobreexpresidn de ASCL] y su relacién con
CHEMNAS/A3/B4. Ademés, un GWAS, ajustado por primera vez
por la exposicidn domiciliaria a raddn, identifica genes
relevantes como MAP4 v ATH. Asimismo, el CPCHNP se estudid
mediante casos v controles, analizando el efecto del

tabaco v el radén en presencia de mutaciones en los
mecanismos de reparacidn del ADN, destacando los genes
OGGly

NEBEN. Estos hallazgos sugieren que la susceptibilidad genética
puede jugar un papel crucial en el desarrollo del chncer de
pulmdn.
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