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Neue genetische Hinweise verbinden Sarkoidose

mit Lungenkrebsrisiko

Studie findet 12 gemeinsame Gene, die mit Entziindungen, Fibrose und Wnt-Signalisierung verbunden sind

von Andrea Lobo, Doktorand | | 25. November 2025

Forscher haben 12 Gene identifiziert, die mit chronischen Entziindungen, Immundysregulation und Lungennarben
verbunden sind, die sowohl Uiber Sarkoidose als auch tiber Lungenkrebs zu teilen scheinen.

Diese Gene waren auch an den Wnt-Signalweg gebunden, ein System, das hilft, die Immunantwort und das
Zellwachstum zu regulieren.

Basierend auf diesen Ergebnissen entstand das Diabetes-Medikament Metformin als potenzieller
Wirkstoffkandidat fiir beide Erkrankungen. Dies "bietet eine innovative Strategie zur Neupositionierung von
Medikamenten, die genetische Erkenntnisse mit Behandlungsmoglichkeiten iberbriickt", schrieben die Forscher.

Die Ergebnisse wurden in der Studie ,Genetische Uberschneidung zwischen Sarkoidose und Lungenkrebs: ein

kombinierter in silico und in vitro Ansatz” beschrieben, der in Hereditas veroffentlicht wurde.

Verstandnis der Sarkoidose und ihrer méglichen Verbindung zu Lungenkrebs

Sarkoidose ist durch Entziindungen und die Bildung von Granulomen, kleinen Klumpen von Entziindungszellen, in
verschiedenen Geweben und Organen gekennzeichnet. Es betrifft am haufigsten die Lunge, was zu Symptomen
wie Kurzatmigkeit und Husten fiihrt.

Mehrere Studien haben vorgeschlagen, dass Menschen mit Sarkoidose eine hohere Wahrscheinlichkeit haben
kénnen, Lungenkrebs zu entwickeln, moglicherweise aufgrund chronischer Entziindungen und Narben.
Bildgebende Tests kénnen es auch manchmal schwierig machen, Anzeichen von Sarkoidose-bedingten
Granulomen von denen von primdarem Lungenkrebs zu unterscheiden.

In dieser Studie haben Forscher in Indien versucht, Gene zu identifizieren, die bei Sarkoidose und Lungenkrebs
haufig dysreguliert werden kénnen, und zu untersuchen, was diese gemeinsamen Veranderungen klinisch
bedeuten kdnnten.

Unter Verwendung einer groBen Genaktivitdtsdatenbank suchte das Team nach Genen, die bei Sarkoidose und im
Lungenadenokarzinom, einer Art von Lungenkrebs, die haufig mit granulombedingten Lungenerkrankungen in
Verbindung gebracht wird, differentiell aktiviert wurden.

Insgesamt fanden die Forscher 120 Gene mit unterschiedlicher Aktivitat bei Sarkoidose im Vergleich zu gesunden
Personen und 1.256 differentiell aktivierte Gene zwischen Tumor- und Nicht-Tumor-Regionen von Menschen mit
Lungenadenokarzinom.

Insgesamt zeigten 12 Gene unterschiedliche Aktivitatsniveaus in beiden Bedingungen im Vergleich zu ihren
jeweiligen Kontrollproben.

Vier dieser Gene - SALL4, WNT10A, RASAL1, CAMK2B - waren signifikant aktiver, wahrend sieben - GADD45B,
KLF4, OLR1, CSF3, WIF1, RAMP3 und AGER - eine reduzierte Aktivitdt sowohl bei Sarkoidose als auch bei
Lungenadenokarzinomen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen zeigten. PRKAG3 wurde bei Sarkoidose
signifikant aktiviert, aber bei Lungenadenokarzinom unterdriickt.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Griinde fiir die Wiederverwendung von Medikamenten und die Entwicklung
gezielter Therapien fir Patienten mit (iberlappenden Krankheitsprofilen oder solche mit einem erhéhten Risiko
fiir [Lungenkrebs] Progression durch Sarkoidose.

Weitere Analysen deuteten darauf hin, dass diese Gene mit dem Wnt-Signalweg verbunden sind, dessen
Dysregulation mit abnormalen Immunantworten, Epithelzellproblemen und Fibrose (Narbenbildung) verbunden
ist.


https://hereditasjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s41065-025-00503-7
https://hereditasjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s41065-025-00503-7

Diese Gene wurden auch in Epithelzellen angereichert, den Zellen, die Oberflachen im ganzen Korper auskleiden,
einschlieBlich der Atemwege. Diese Zellen "tragen wesentlich zu Entziindungen, Fibrose und Gewebeumbau bei,
was auf ihre Beteiligung an der Sarkoidose [Entwicklung] hindeutet, bei der diese Prozesse eine zentrale Rolle bei
der Progression von Krankheiten spielen", schrieben die Forscher. "Ahnlich kénnen Epithelzellen bei
[Lungenkrebs] eine bosartige Transformation durchlaufen."

Auf der Suche nach Medikamenten, die auf die gemeinsamen Gene abzielen

Die Forscher arbeiteten dann daran, Therapien zu identifizieren, die auf die 12 gemeinsamen Gene abzielen
konnten, die sowohl bei Sarkoidose als auch bei Lungenkrebs vorkommen. Ihre Analyse wies auf Metformin hin,
ein Medikament, das zur Kontrolle eines hohen Blutzuckerspiegels bei Menschen mit Typ-2-Diabetes zugelassen
ist, als vielversprechendster Kandidat.

Es wurde festgestellt, dass Metformin mit PRKAG3, dem Protein, das durch das PRKAG3 PRKAG3-Gen codiert ist,
interagiert. Es ist auch bekannt, dass die Therapie den Wnt-Signalweg durch AMPK-abhangige und unabhangige
Mechanismen beeinflusst. AMPK ist ein Enzym, das als zelluldrer Energiesensor fungiert.

Studien in im Labor gewachsenen menschlichen Zellen zeigten, dass Metformin selektiv das Uberleben von Zellen
reduzierte, die von Lungenadenokarzinom und Gebarmutterhalskrebs stammen, wahrend normale
Lungenfibroblasten nur minimal betroffen waren.

Lungenfibroblasten sind Zellen, die helfen, Lungengewebe zu unterstiitzen und zu erhalten, obwohl sie auch zu
Lungenfibrose beitragen kénnen, wenn sie Gbermalig aktiviert sind.

"Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Metformin eine selektive [zellulare Toxizitat] gegenliber Krebszellen
aufweist und gleichzeitig flir normale menschliche Zellen vergleichsweise ungiftig bleibt", schrieben die Forscher.

Dariber hinaus wurde gezeigt, dass Metformin die Koloniebildung in Lungenadenokarzinom und
Gebarmutterhalskrebszellen reduziert. Die Koloniebildung ist ein Prozess, bei dem Zellen zu einem sichtbaren
Cluster heranwachsen, der als Kolonie bezeichnet wird. Laut den Forschern bedeutet dies, dass die Verbindung
eine langfristige Wirkung auf das Wachstum von Tumorzellen haben kénnte.

"Diese Ergebnisse unterstiitzen die Griinde fir die Wiederverwendung von Medikamenten und die Entwicklung
gezielter Therapien fir Patienten mit (iberlappenden Krankheitsprofilen oder solche mit erhéhtem Risiko fir eine
Progression von Lungenkrebs durch Sarkoidose", schrieben die Forscher.

Ubersetzt fiir unsere Lesenden aus dem Englischen.
https://sarcoidosisnews.com/news/new-genetic-clues-connect-sarcoidosis-lung-cancer-

risk/?mc_euid=158b40097d&utm source=SAR&utm campaign=33869d0dic-Email ENL NON-US SAR&utm medium=email&utm term=0 dfdc059c58-
33869d0d1c-73183133, 01.12.2025

Der Originalartikel ist hier beigefiigt, ebenfalls eine Ubersetzung dafiir.
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Genetic overlap between sarcoidosis sl

and lung cancer: a combined in silico
and in vitro approach

Sanjukta Dasgupta' ®, Moupiya Ghosh?, Subhendu Chakrabarty®*, Gopal Chakrabarti® and Amlan Das’

Abstract

Sarcoidosis patients exhibit an elevated risk of developing lung cancer (LC), suggesting shared genetic and molecular
mechanisms between these conditions. This study aimed to identify common differentially expressed genes (DEGS)

in sarcoidosis and LC and to evaluate the therapeutic potential of a repurposable drug targeting these shared genes.
Gene expression datasets (GSE157671 and GSE229253) were analyzed to identify overlapping DEGs, with validation
performed using additional GEO datasets and the GEPIA tool. Functional enrichment and protein—protein interaction
(PPI) analyses were conducted using Enrichr and STRING, while associated miRNAs and transcription factors were
identified via miRNet. Twelve DEGs—SALL4, WNTT0A, RASALT, CAMK2B, GADD458B, KLF4, OLR1, CSF3, WIF1, RAMP3, AGER,
and PRKAG3—were consistently dysregulated in both diseases. These genes were significantly associated with epithe-
lial cell enrichment and the Wnt signaling pathway. Drug—gene interaction analysis using DGIldb prioritized metformin
as a candidate drug targeting PRKAG3. Its structural integrity was confirmed via X-ray diffraction (XRD) and Rietveld
refinement. In vitro validation using MTT assays revealed that metformin selectively reduced viability in A549 (adeno-
carcinoma human alveolar basal epithelial cells) and Hel a (a widely used epithelial cancer cell line), with minimal
cytotoxicity in WI38 normal lung fibroblasts. Colony formation assays further demonstrated dose-dependent, long-
term growth inhibition in cancer cells, corroborated by observable morphological alterations. Overall, this study high-
lights shared pathogenic signatures between sarcoidosis and LC and proposes metformin as a promising therapeutic
candidate. These findings support the rationale for drug repurposing and the development of targeted therapies

for patients with overlapping disease profiles or those at increased risk of LC progression from sarcoidosis.
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Introduction

Sarcoidosis is a multisystem inflammatory disease char-
acterized by the formation of non-caseating granulomas
in various organs, most commonly the lungs and lymph
nodes. The etiology of sarcoidosis remains unclear, but
it is believed to result from an exaggerated immune
response to an unknown antigen. Clinical presenta-
tion varies widely, ranging from asymptomatic cases to
severe, debilitating illnesses. The symptoms often include
persistent dry cough, fatigue, weight loss, and dyspnea.
Diagnosis of sarcoidosis is typically confirmed through
clinical evaluation, radiological imaging studies (chest
X-rays or high-resolution computed tomography), and
histological examination of tissue biopsies showing gran-
ulomas without evidence of infection or malignancy [1].
Epidemiological studies have suggested that individu-
als with sarcoidosis have an increased risk of develop-
ing lung cancer (LC). This could be attributed to chronic
inflammation and fibrosis caused by persistent granu-
lomatous inflammation, potentially leading to malignant
transformation [2]. Distinguishing between sarcoido-
sis-related nodules and primary LC can be often chal-
lenging, as both conditions exhibit similar radiological
features, necessitating a thorough and careful differential
diagnosis.

Several studies have reported a higher incidence of LC
among patients with pulmonary sarcoidosis. For example,
Bonifazi et al. [3] demonstrated a statistically significant
increase in LC risk among sarcoidosis patients, suggest-
ing a potential causal link between the two conditions.
Similarly, a recent comprehensive literature review by
reinforced the association between sarcoidosis and sub-
sequent LC development [4]. However, findings remain
inconsistent, notably, a population-based study found no
significant association between the two diseases, under-
scoring the need for further large-scale, mechanistic
studies to elucidate this relationship [5]. Overall, while
growing evidence suggests an increased risk of LC in
sarcoidosis patients, the underlying genetic mechanisms
remain poorly understood. There is a clear knowledge
gap regarding the shared genetic and molecular driv-
ers that may contribute to both diseases. Immunosup-
pressive therapies commonly used in sarcoidosis, such
as corticosteroids, may elevate cancer risk by impairing
immune surveillance. Therefore, identifying not only the
common genetic features but also therapeutic agents
capable of targeting these shared molecules is crucial for
advancing risk stratification and treatment strategies for
patients affected by both conditions.

Recent advances in bioinformatics-based analyses
have greatly improved our understanding of dysregu-
lated genes, offering critical insights into the genetic
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underpinnings of complex pulmonary diseases [6—8].
Integrating large-scale transcriptomic datasets, such as
those from the Gene Expression Omnibus (GEO), facili-
tates the identification of key molecular pathways driv-
ing the complex diseases, enabling targeted therapeutic
strategies [9]. Advancements in computational biology
have significantly accelerated drug discovery, particularly
through bioinformatics-driven identification of potential
therapeutic compounds that target overlapping molecu-
lar signatures between related conditions, such as sar-
coidosis and LC. While, in silico approaches streamline
the initial phases of drug discovery, experimental vali-
dation is essential to confirm efficacy and safety. X-ray
diffraction (XRD) analysis, particularly when combined
with Rietveld refinement, provides precise structural
insights into drug candidates, ensuring their suitability
for further development. Furthermore, evaluating drug
effects across a range of cell lines—such as A549 (adeno-
carcinoma human alveolar basal epithelial cells), HeLa (a
widely used epithelial cancer cell line), and WI38 (nor-
mal lung fibroblasts)—provides critical insights into the
drug’s selective cytotoxicity toward cancer versus nor-
mal cells. Such multi-layered validation bridges the gap
between computational predictions and clinical applica-
bility, reinforcing assurance in drug repurposing strate-
gies for complex conditions like sarcoidosis-associated
LC.

This study aims to identify dysregulated genes common
to sarcoidosis and LC, investigate their functional and
clinical relevance, and explore metformin as a potential
therapeutic agent. By integrating bioinformatics, struc-
tural validation, and in vitro analysis, this report pro-
vides a comprehensive approach toward understanding
shared molecular pathways and potential therapeutic
interventions.

Materials and methods

Identification of the common differentially expressed
genes (DEGs)

The data analyzed in this study were obtained from the
publicly available NCBI-GEO database (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/). The keywords “sarcoidosis” and “lung
cancer” were used to find relevant datasets (last accessed:
May 5, 2024). The focus was specifically on studies that
provided comprehensive gene expression data related to
both sarcoidosis and LC. Since majority of the studies
suggest a relationship between lung adenocarcinoma and
granulomatous lung diseases [10-12], we selected lung
adenocarcinoma as the representative subtype within
the LC group to enable a more meaningful comparison
with sarcoidosis. The overall study design is illustrated in
Fig. 1.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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Fig. 1 Workflow of the study design

GSE157671 and GSE229253, which highlight altered
gene expression profiles in sarcoidosis and lung adeno-
carcinoma, were selected for inclusion in this study. Eth-
ics committee approval was not required because the
study is based on open-source data. GSE157671 dataset
includes micro-dissected lung granulomas from eight-
een sarcoidosis, four tuberculosis, three coccidioidomy-
cosis, and six healthy controls. Since the present study is
focused on patients with sarcoidosis, only gene expres-
sion data from sarcoidosis patients and healthy controls
were included in the analysis. The majority of sarcoidosis
subjects were female and non-Hispanic whites. The base-
line characteristics of the recruited subjects are shown in
Table 1 [13, 14]. The GSE229253 dataset contains thirty-
three lung tissue samples, including eighteen samples
from the tumor region of lung adenocarcinoma and fif-
teen from tumor-adjacent lung. The data was analyzed
using a high-throughput sequencing Illumina NovaSeq
6000 platform [15].

&~
Identification of potential drug
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Screening of common DEGs

Data analysis was conducted using the GEO2R package.
GEO2R utilizes GEOquery and limma for comparative
gene expression analysis [16]. DEGs were selected based
on the criteria of |log,(fold change)|>1.75, an adjusted
p-value<0.005, and a raw p-value <0.0001 for both sar-
coidosis and LC patients compared to their respective
healthy controls. The common DEGs identified from
both comparisons were used as the primary dataset in
this study to explore shared molecular mechanisms and
potential therapeutic targets.

Validation of altered DEGs

To further corroborate the findings, the expression of
the common DEGs identified in the discovery datasets
of sarcoidosis and LC was validated using independ-
ent datasets. In the case of sarcoidosis, three additional
NCBI-GEO datasets were utilized for this purpose:
GSE19314 [17, 18], GSE162712 [19], and GSE192829
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Table 1 Baseline characteristics of the recruited subjects

(GSE157671)
Variable Sarcoidosis Coccidiodomycosis Tuberculosis
Number of cases 18 3 4

Granuloma origin

Lymph node (medi- 12 0 2
astinal)

Lung 6 3 2
Sex, female, N (%) 66 33 50
Age, (mean, Sd) 528+114 383+16.5 583+93
Race/ethnicity,

N (%)

Black or African 1 0 0
American

White 62 100 100
Hispanic* 17 66 75
Other** 11 na na

There is no significant age difference (p =0.1). The majority of participants
across all three granulomatous diseases were White. Among the sarcoidosis
patients, 11% identified as Black or African American, while half of the Hispanic
individuals also identified as White. **The"Other"category included Native
American and Multiracial individuals

[20]. These datasets were carefully selected based on
their relevance and robust sample size to ensure com-
prehensive validation across different cohorts. For LC,
the expression patterns of the same set of common
genes were validated using two well-established datasets,
GSE18842 [21] and GSE103888 [22], which encompass
diverse clinical samples of LC patients. To further rein-
force the reliability of the gene expression findings, the
GEPIA (Gene Expression Profiling Interactive Analysis)
tool was employed. This tool integrates TCGA and GTEx
datasets, enabling cross-validation of gene expression in
a large-scale setting and offering insights into differential
expression patterns across various cancer types, includ-
ing LC [23]. This multi-layered validation approach rein-
forces the reliability of the discovery-phase results by
confirming the differential expression of the identified
genes in both sarcoidosis and LC.

Survival analysis and TNM stage correlation in LC based

on common DEGs

Kaplan—Meier Plotter (http://www.kmplot.com), which
evaluates the prognostic relevance of 54,675 genes using
data from 10,461 samples—including approximately
2,437 LC patients, was used in this study to assess the
survival patterns associated with the query common
genes. Survival information is sourced from major pub-
lic databases, including GEO, EGA, and TCGA [24]. This
tool applies Cox regression analysis to calculate overall
hazard ratios (HRs) and determine the survival impact of
each identified DEGs in LC.
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To further explore the relationship between gene
expression and tumor progression, GEPIA violin plots
based on TCGA clinical annotations were used. It
assesses the association between gene expression lev-
els and tumor-node-metastasis (TNM) stages of LC.
ANOVA was performed to evaluate statistical signifi-
cance across different cancer stages, with corresponding
F-values and p-values reported for each gene.

Gene and protein—protein interaction network
GeneMANIA  (http://www.genemania.org), a user-
friendly web interface, was employed to construct the
gene network for the common genes between sarcoido-
sis and LC. This tool enables the analysis of co-expres-
sion and colocalization among the identified genes [25].
Additionally, the protein—protein interaction (PPI) net-
work, which underscores the intricate web of interac-
tions between the proteins, was constructed using the
STRING web tool. This tool integrates diverse biological
data sources to predict functional associations among
proteins [26]. This network provides valuable insights
into the complex interactions between proteins, offer-
ing a comprehensive perspective on their functional
relationships.

Gene-miRNA interaction network and pathway analysis
MiRNet tool, an integrated platform designed to cor-
relate the miRNAs with genes, was used to develop the
miRNA-DEG interaction network. Interaction data from
MiRNet were derived from miRTarBase v7.0, TarBase
v7.0, and miRecords, which compile gene-miRNA asso-
ciations. The most connected miRNAs with the common
genes between sarcoidosis and LC were identified by ana-
lysing degree and betweenness centralities [27].

Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) was also
employed to investigate the pathways associated with
the common genes, identifying the most significantly
enriched overlapping pathway between sarcoidosis and
LC [28].

Enriched immune cells

Enriched immune cells associated with these DEGs were
further identified using the Web-based Cell-type Specific
Enrichment Analysis of Genes (WebCSEA) tool [29]. This
platform utilizes comprehensive gene expression data-
sets to identify specific immune cell types that are sig-
nificantly enriched with the input query genes (common
DEG between sarcoidosis and LC). This analysis provides
an insight into the immune landscape associated with the
identified DEGs, offering evidence of the immunological
mechanisms potentially underlying sarcoidosis and LC
pathogenesis.


http://www.kmplot.com
http://www.genemania.org
https://maayanlab.cloud/Enrichr/
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Prediction of structure of promising drug

To identify potential drugs that target common DEGs
between sarcoidosis and LC, Drug Gene Interaction
Database (DGIdb) was utilized. DGIdb is a comprehen-
sive resource that includes over 14,144 drug-gene inter-
actions, encompassing 2,611 human genes and 6,307
drugs. By entering the names of the commonly altered
genes into the DGIdb interface, a list of potential drugs
that interact with these specific genes can be generated
[30]. This approach is crucial for identifying drugs that
may modulate the activity of shared genes and thus
possess therapeutic potential [31].

Structural and microstructural characterization of the drug
by XRD

The structural properties of the selected drug, met-
formin, were characterized using X-ray powder diffrac-
tion (XRD). XRD patterns were obtained with a Bruker
D8 Advance diffractometer (da Vinci model) operating
at 40 kV and 40 mA, utilizing Ni-filtered CuKa radia-
tion (\=1.5418 A). Using a step size of 0.02° 20 and
a scan time of 5 s per step, the XRD pattern was cap-
tured in step scan mode within the scattering angle of
20°—80°20.

Rietveld refinement of XRD pattern

It is well established that analysis of the XRD pattern ena-
bles the identification of various structural and micro-
structural properties of a candidate drug, including
crystallinity, phase composition, lattice parameters, and
crystallite size. There are many reflections in the XRD
pattern. The Rietveld refinement technique is an effective
way to determine the lattice parameters, crystallite size,
r.m.s. lattice strain, and other structural and microstruc-
tural properties of the crystalline phase that makes up the
drug.

Based on the structural data that was provided for the
separately recognized phase that was present in the met-
formin from their corresponding ICSD/COD files, an
XRD pattern (Ic) was simulated using the Rietveld soft-
ware MAUD 2.7. After refining a number of phase struc-
tural and microstructural parameters as well as certain
provided instrumental parameters, the simulated XRD
pattern was then matched with the acquired experimen-
tal pattern (Io) [32, 33]. The degree 5 polynomial was
employed to fit the background intensity. The"goodness
of fit"(GoF), which is the ratio of expected residual error
(Rexp) to weighted residual error (Rwp) and can be stated
as GoF =Rexp/Rwp, was used to track the fitting process
as it approached unity. An excellent fitting quality is indi-
cated by a GoF value that is near to unity. The GoF values
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for metformin in the current investigation is 1.26, indi-
cating a good fit for the XRD pattern.

Cell viability assay
The effect of metformin on the viability of the A549 cell
line (derived from adenocarcinoma human alveolar basal
epithelial cells), HeLa cells (a well-known epithelial can-
cer cell line), and human normal lung fibroblast WI38
cells was tested using the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-
2-yl]—2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. Cells were
cultured in 96-well culture plate (10* cells per well) in
DMEM medium supplied with 5% CO2 under humidified
conditions. Then cells were treated with different con-
centrations of metformin (0-400 pg/ml) for 48 h. MTT
(5 mg/mL) was dissolved in PBS, added to each well (20
pL), and incubated until purple precipitate was visible.
The precipitate was dissolved in 100 pL of Triton-X and
absorbance was measured on an ELISA reader (Multis-
kanEX, Lab systems, Helsinki, Finland) at a test wave-
length of 570 nm and a reference wavelength of 650 nm.
Cultured A549, HeLa, and WI38 cells were treated with
metformin (0, 200, and 400 pg/ml) for 48 h, and morpho-
logical changes were observed using an Olympus CKX41
inverted microscope. Cell rounding and detachment
were noted in A549 and HeLa cells at higher doses, while
W138 cells exhibited greater resistance.

Colony formation assay

Cultured A549 and HeLa cells (1x10* cells/ml initially
seeded) were treated with varying concentrations of met-
formin (0-400 pg/ml) for 48 h. After replacing the media,
cells from each set were trypsinized into single-cell sus-
pension, and an equal number of cells (1x 103cells/ml)
were seeded in 35 mm-Petri plates. The cells were then
allowed further to grow for seven days. The viable colo-
nies formed after incubation were stained with crystal
violet. After staining and capturing image of the plates,
the stain was dissolved in 10% acetic acid, and absorb-
ance was taken at 600 nm using Multiskan EX plate
reader, Lab systems, Helsinki, Finland.

Results

Identification of DEGs in sarcoidosis and LC compared

to controls

Following the analysis of raw data, it was found that sar-
coidosis patients exhibited 81 upregulated and 39 down-
regulated genes compared to the controls. In LC patients,
515 genes were elevated and 741 were decreased relative
to controls. A Variable Importance in Projection (VIP)
plot was generated for the altered genes to evaluate
their contribution to the overall variance in the dataset.
VIP scores reflect the relative importance of each fea-
ture, with higher values indicating greater relevance in
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distinguishing between disease and control groups [34,
35]. Similarly, mean—variance and mean dispersion plots
were generated to visualize the distribution and vari-
ability of gene expression, ensuring that only high-confi-
dence DEGs were selected based on the defined cut-off
criteria. VIP, mean—variance, and mean dispersion plot
of the altered genes in both sarcoidosis and LC as com-
pared to their respective controls are shown in Supple-
mentary Fig. 1.

Common DEGs between sarcoidosis and LC
A comparative analysis of 120 DEGs identified in sar-
coidosis and 1,256 DEGs in LC revealed twelve genes
(SALL4, WNTIOA, RASALI, CAMK2B, GADD45B,
KLF4, OLR1, CSF3, WIF1, RAMP3, AGER, and PRKAG3)
that were commonly altered in both diseases compared
to their respective controls. Supplementary Tables 1 and
2 provide details on the common significantly altered
genetic signatures in both diseases. The fold change and
corresponding false discovery rate (FDR) values for each
DEG are presented in Supplementary Table 1 and 2.
Among the twelve common DEGs, SALL4, WNTI0A,
RASALI, CAMK?2B were significantly upregulated while
GADD45B, KLF4, OLRI, CSF3, WIF1, RAMP3 and AGER
downregulated in both sarcoidosis and LC as compared
to the controls. Additionally, PRKAG3 was notably
upregulated in sarcoidosis but decreased in LC patients.
The common DEGs comprise 0.87% of the total 1376
DEGs.

Validation of overlapping genes

The expression of the twelve overlapping genes was
validated in both sarcoidosis and LC datasets to ascer-
tain their consistency and relevance across both con-
ditions, ensuring that the identified genes represent
robust molecular signatures shared between the two dis-
eases. The sarcoidosis datasets (GSE19314, GSE162712,
and GSE192829) and LC datasets (GSE18842 and
GSE103888) were analysed in comparison with their
respective controls to validate the expression patterns of
the twelve overlapping genes with GEO2R tool. To fur-
ther support our findings, we reviewed multiple previ-
ously published studies that reported similar expression
trends. Notably, studies by Sun et al. [36], Gatenby et al.
[37], and Miao et al. [38] corroborated our results, rein-
forcing the involvement of these genes in inflammatory
and oncogenic processes.

Additionally, to independently validate the altered gene
expression with a specific focus on LC, we utilized the
GEPIA online platform, which integrates transcriptomic
data from TCGA and GTEx. This tool enabled us to fur-
ther confirm the differential expression patterns of the
candidate genes in LC samples compared to normal lung
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Fig. 2 GEPIA box plots show the expression patterns of top three
significantly dysregulated genes (SALL4, CAMK2B, CSF3) common
between sarcoidosis and lung cancer
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Fig. 3 GEPIA wo\m plots showmg the expression patterns of SALL4,
CAMK2B, and CSF3 across different tumor-node-metastasis

(TNM) stages in lung cancer. ANOVA analysis resulted in F-values

of 043, 0.40, and 0.83, with corresponding Pr(>F) values of 0.72,

0.74, and 047, indicating no statistically significant differences
between stages. While these genes exhibit dysregulation

in sarcoidosis and lung cancer, their expression does not significantly
vary across TNM stages

tissue. This tool could not be used for sarcoidosis, as it
is specifically designed for analyzing gene expression in
cancer and normal tissues, with no available datasets for
sarcoidosis. The GEPIA box plots demonstrated a simi-
lar expression trend for the overlapping genes, with the
expression of the top three DEGs (SALL4, CAMK2B,
CSF3), based on log, (fold change), presented in Fig. 2.
Among the top three significantly dysregulated genes,
CSE3 exhibited significant dysregulation in tumor sam-
ples from both lung adenocarcinomas and lung squa-
mous cell carcinomas cases compared to controls, with
statistical significance (p<0.05, independent t-test).
However, no significant difference in expression was
observed for SALL4 and CAMK2B between tumor and
control groups. The expression profiles of the remaining
nine genes are provided in Supplementary Fig. 2.

Overall stage wise association and survival pattern for LC

GEPIA violin plots, based on TCGA clinical annota-
tions, indicated the association between gene expres-
sion levels and TNM stages, with Fig. 3 illustrating the
expression patterns of the top three altered genes in LC
patients. The violin showing the expression patterns of
SALL4, CAMK2B, and CSF3 across different TNM stages
in LC. ANOVA analysis resulted in F-values of 0.43, 0.40,
and 0.83, with corresponding Pr(>F) values of 0.72, 0.74,
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Fig. 4 Kaplan—-Meier survival analysis of top three significantly
dysregulated genes (SALL4, CAMK2B, CSF3) common
between sarcoidosis and lung cancer

and 0.47, indicating no statistically significant differences
between stages. Supplementary Fig. 3 displaying the
expression of the other nine genes in LC.

While the violin plot analysis indicated how the expres-
sion of the twelve common DEGs varied across different
LC stages, we further evaluated their potential clinical
relevance by performing overall survival analysis. Simi-
lar to the stage-based analysis, the survival analysis was
conducted exclusively for LC patients, as survival data
were only available for this group. Figure 4 presents the
HR with 95% confidence intervals (CI) and log-rank
p-values for the top three significantly associated genes
in these patients. Overall survival analysis using the
Kaplan—Meier Plotter indicated that higher expression
of CAMK?2B was significantly associated with poor prog-
nosis in LC patients (HR=1.29, 95% CI: 1.14-1.25, log-
rank p=2.8e-5). In contrast, SALL4 (HR=1.1, 95% CIL:
0.95-1.27, log-rank p=0.22) and CSF3 (HR=1.01, 95%
CI: 0.87-1.17, log-rank p=0.88) did not show statistically
significant associations with survival outcomes.

To provide a comprehensive overview, Supplementary
Fig. 4 illustrates the survival patterns of the remaining
analyzed genes, further supporting these findings. The
survival impact of OLRI (HR=0.86, 95% CI: 0.76—0.96,
log rank p=0.01), WNTI0OA (HR=0.86, 95% CI: 0.74—
0.99, log rank p=0.039), RASALI (HR=1.25, 95% CI:
1.11-1.41, log rank p=2e-04), RAMP3 (HR=0.98, 95%
CI: 0.87-1.11, log rank p=0.8), GADD45B (HR=0.87,
95% CI: 0.77-0.98, log rank p=0.02), KLF4 (HR=1.15,
95% CI: 1.02-1.3, log rank p=0.02), AGER (HR=0.93,
95% CI: 0.82-1.04, log rank p=0.21), WIFI (HR=0.71,
95% CI: 0.63-0.8, log rank p=1.1e-08), and PRKAG3
(HR=1.12, 95% CI: 0.97-1.3, log rank p=0.12) is
depicted in Supplementary Fig. 4.

Interaction network and enriched pathways

GeneMania interaction network analysis revealed
68.30% co-expression among these overlapping genes
between sarcoidosis and LC. Next, co-localization
among these common genes was found to be 18.64%
(Fig. 5A). Further details of the interaction network
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Fig. 5 Interaction network analysis of common genes

between sarcoidosis and lung cancer. A GeneMania interaction
network revealed 68.30% co-expression among the overlapping
genes, with co-localization observed in 18.64% of cases. B STRING
tool-based protein—protein interaction (PPI) network showed 12
nodes and 2 edges, with a PPl enrichment p-value of 0.22, indicating
modest interaction among the common proteins

analysis, including individual gene relationships, are
provided in Supplementary Table 3. STRING data-
base was used to construct the PPI network, revealing
12 nodes and 2 edges among the proteins encoded by
the common genes. The PPI enrichment p-value was
0.22, indicating that the observed connectivity was not
statistically significant compared to random expecta-
tions (Fig. 5B). Next, the pathway enrichment analysis
was conducted using Enrichr, and statistical signifi-
cance was assessed using Fisher’s exact test to account
for multiple comparisons. Wnt signaling pathway was
found to be significantly enriched in both sarcoidosis
and LC, based on the twelve common DEGs between
sarcoidosis and LC. The complete list of significantly
enriched pathways, along with their corresponding
FDR values, is provided in Supplementary Table 4.

Identification of potential miRNAs and transcription
factors

The miRNAs and transcription factors which are associ-
ated with the overlapping genes between sarcoidosis and
LC was also determined. Two miRNAs, hsa-mir-34a-5p
and hsa-mir-16-5p, showed the highest association with
these twelve genes based on the degree centrality of the
gene-miRNA network (cut-off value=8) (Supplemen-
tary Fig. 5). The complete network comprised 71 nodes
and 167 edges. Additionally, the miRNet tool showed
three transcription factors (PPARG, NFKB1, and RELA)
exhibited the highest levels of interaction with the com-
mon DEGs shared between sarcoidosis and LC. These
transcription factors were identified based on a degree
centrality cut-off value of 2, indicating their potential
regulatory significance within the shared gene network
(Supplementary Fig. 6).
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Fig. 6 Enrichment analysis using the Web-based Cell-type Specific
Enrichment Analysis (WebCSEA) tool revealed epithelial cells

as the top enriched immune cells associated with the common
genes between sarcoidosis and lung cancer

WebCSEA demonstrated that sarcoidosis and LC are
enriched in epithelial cells

In this study, WebCSEA tool was employed to inves-
tigate the cell enrichment specificity of overlapping
genes identified between sarcoidosis and LC. The
analysis revealed epithelial cells as the top enriched
cell types associated with these common genes (Fig. 6).
Epithelial cells serve as the first line of defence in the
lung, maintaining barrier integrity and modulating
immune responses. In sarcoidosis, granulomatous
inflammation disrupts epithelial homeostasis, while
in LC, epithelial cells undergo malignant transforma-
tion, both contributing to disease progression through
fibrosis, immune activation, and tumor development.
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Identification and structural analysis of potential drug

To identify potential therapeutic candidates targeting the
twelve common genes implicated in sarcoidosis and LC,
we utilized the Drug-Gene Interaction Database (DGIdb)
tool. The list of all potential drugs that target the com-
mon genes between sarcoidosis and LC is provided in the
Supplementary Table 5. Among the drugs analyzed, met-
formin emerged as the most promising candidate, with
an interaction score of 1.795 with PRKAG3.

XRD pattern analysis employing Rietveld refinement

for metformin

The structural properties of the candidate drug i.e., met-
formin was analyzed using XRD, and the resulting pat-
tern was refined through Rietveld analysis to reveal
detailed information about its crystalline structure and
phase purity. Figure 7 illustrates the Rietveld refinement
of the XRD pattern for pure metformin (C,H,,CINj;),
with no observable impurities. The XRD pattern corre-
sponds to a monoclinic crystal system (COD #2,108,029;
Space Group: P21/c) with lattice parameters a=7.9104
A, b=13.8794 A, c=7.9310 A, and B=114.6060°. The
alignment of the observed (lo) and computed (Ic) intensi-
ties, indicated by hollow blue dots and solid black lines,
respectively, demonstrates the accuracy of the refine-
ment. The residuals (Io-Ic), shown as a green line, con-
firm a high-quality fit.

The Rietveld refinement provided crucial structural
parameters such as crystallite size and r.m.s. micro-
strain, which are summarized in Table 2. The results indi-
cate that the pure phase of metformin is composed of
nanocrystals approximately 105 nm in size, with minimal
lattice strain, supporting the drug’s structural integrity.
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Fig. 7 Rietveld refinement of the X-ray diffraction (XRD) pattern of pure metformin, showing the crystalline structure and phase purity of the drug

based on XRD data
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Table 2 Structural and microstructural parameters obtained from the Rietveld analysis of metformin

Nano composite Crystalline compound

Cell parameters (A)

Crystallite size (nm) R.m.s Micro Strain (x107%)

C

7.9852
B=114.89"

104.65 0.11

a b
Metformin C,Hq;Ng - HCI 7.9853 13.9265
b
clp=—P a

Fig. 8 Unit cell structure of metformin as determined from XRD
analysis, showing the detailed crystallographic arrangement
of the drug molecules

Additionally, the unit cell of metformin was visualized
using the VESTA software (Fig. 8), providing a clear rep-
resentation of its molecular arrangement. These findings
confirm that the metformin used in subsequent cell cul-
ture assays maintains high structural purity and integrity,
supporting its suitability for biological evaluation.

Effect of metformin on A549, HeLa and WI38 cells

MTT assay: Metformin reduced viability of both A549
and HeLa cells within 48 h of incubation in concentra-
tion dependent fashion with IC50 doses around 350 pg/
ml and 400 pg/ml respectively. We also studied the effect
of metformin on growth inhibition of normal lung fibro-
blast WI38 cells under similar growth conditions. But
growth inhibition of WI38 was significantly low com-
pared to that of A549 and HeLa cells. We found only 25%
cell death maximally after 48 h of treatment with highest
dose of metformin on normal lung fibroblasts W138 cells
(500 pg/ml) (Fig. 9). These results suggest that metformin
exhibits selective cytotoxicity toward cancer cells while
remaining comparatively non-toxic to normal human
cells.

Cell morphology study
We have also observed the morphology change of can-
cer cells in presence of metformin. Cultured A549, HeLa

and W1I38 cells were treated with different concentrations
of metformin (0, 200 and 400 pg/ml) for 48 h and bright
field images of control and treated cells were taken by
Olympus inverted microscope model CKX41 (Fig. 10).
The left panel in the Fig. 10 (A-C) shows the untreated
control cells. At 200 pg/ml dose (below IC50 dose) both
A549 and HelLa cells were affected as many cells became
smaller in size and round shaped (Fig. 10 D-F). At IC50
dose (400 pg/ml) the morphology of most of the cells was
changed and a significant number of cells were totally
rounded up and detached from the substratum indicat-
ing dead cells (Fig. 10 G-I). WI38 cells, on the other hand,
showed more resistant property and were affected less
compared to A549 and HeLa cells. Morphology change
of WI38 cells was not very profound even at 400 pg/
ml dose. This result corroborated well with the result
obtained in the MTT assay.

Colony formation assay

To investigate the long-term and irreversible growth
inhibitory effect of metformin on A549 and HeLa cells,
we observed colony formation of cells after incubating in
presence of different concentrations of metformin (0—400
pg/ml) for 48 h and allowing them to form viable colonies
for the next seven days. The viable colonies were stained
with crystal violet. We found that colony formation of
both cell lines was reduced upon metformin treatment in
dose-dependent manner (Fig. 11A). The stain was further
extracted in 10% acetic acid and the absorbance at 600
nm was taken. A600 was also decreased upon metformin
treatment (Fig. 11B & C). The result signifies that colony
formation of A549 and HeLa cells was inhibited by met-
formin and that the compound might have a long-term
effect on the growth potential of viable cells.

Discussion

The progression of sarcoidosis to LC is well docu-
mented, and this correlation is significantly associated
with poor prognosis in patients with LC. Although the
association between these two conditions is frequently
observed, a paucity of studies focus on the common
genetic overlaps between these two disorders. In con-
trast to previous studies that emphasized cell type-
specific expression patterns, such as plasma cell-related
genes in COVID-19 [39] or epigenetically driven gene
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Fig. 9 Effect of Metformin on viability of human normal lung carcinoma A549 cells (A) and human cervical carcinoma Hela cells (B) and normal
lung fibroblast cells WI38 (C) by MTT assay after 48 h of treatment. Data represents Mean + SD of three experimental sets under similar conditions. *
p<.05and # p<.01 compared to untreated control

signatures for cancer prognosis [40], the present study
adopts an integrative, systems-level approach. This
approach not only strengthens the biological plausi-
bility of the findings but also facilitates the identifica-
tion of repurposable therapeutic candidates, such as
metformin, with potential efficacy across inflamma-
tory and oncogenic contexts. Here we used advanced
computational biology-based approach to investigate
the correlation between sarcoidosis and LC, identi-
fying overlapping genes, enriched immune cells and
common pathways. The expression of these candidate
genes was also validated in additional datasets. In addi-
tion to these common DEGs, this study also suggests
genetic regulators, including miRNAs and transcrip-
tion factors, and identifies potential drugs targeting the
common key genetic signature. Furthermore, detailed
structural analysis for the potential drug was employed
to investigate the precise structural information about
the drug at the atomic level. Finally, the effect of the
drug is evaluated in vitro using both cancerous and
normal cell lines.

This study indicates that the dysregulation of SALL4,
WNTI10A, RASAL1, CAMK2B, GADD45B, KLF4, OLRI,
CSF3, WIF1, RAMP3, AGER and PRKAG in both sar-
coidosis and LC, which could be attributed to common
pathological processes such as chronic inflammation,
immune imbalance, and aberrant cellular signaling.
For instance, the upregulation of WNTI0A, RASALI,
CAMK2B, and SALL4 suggests their involvement in
tumor-promoting processes, such as cell prolifera-
tion, migration, and immune evasion [36, 41]. Elevated
expression of these genes correlated with poorer sur-
vival outcomes in LC patients, reinforcing their poten-
tial role in disease progression. Notably, WNTIO0A is a
key component of the Wnt/B-catenin signaling path-
way, which was found to be significantly enriched in
both sarcoidosis and LC (FDR-adjusted p=0.001). Dys-
regulation of Wnt signaling has been associated with
uncontrolled epithelial proliferation, immune evasion,
and poor prognosis in LC [42]. Conversely, the altera-
tion of PRKAG3 in both diseases is likely linked to its
role in regulating cellular energy metabolism and stress
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Fig. 10 Alteration of morphology of A549, HelLa and WI38 Cells by Metformin. Bright field images of untreated and treated cells were taken

by Olympus inverted microscope model CKX41. A, B, and C represent untreated A549, Hel.a and WI38 cells respectively. D, E & F represent A549,
Hela and WI38 cells treated with 200 ug/ml metformin and G, H & I represent A549, HelLa and WI38 cells treated with 400 ug/ml metformin. Images
were taken under 20X objective lens
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Fig. 11 Colony formation assay with A549 and Hela cells upon metformin treatment. A Petri plates showing formation of micro colonies
of metformin treated A549 cells and Hela cells after staining with crystal violet. Images are shown in grayscale mode. B, C Bar diagram showing
the absorbance of crystal violet stain at 600 nm, which is representative of viable colonies formed after metformin treatment. Data represents
Mean + SD of three experimental sets under similar conditions. * p<.05 and # p <.01 compared to untreated control
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responses, critical processes that are frequently disrupted
in chronic inflammatory conditions and cancer [43].
The coordinated downregulation of KLF4, OLR1, CSF3,
WIF1, RAMP3, and AGER, may impair tumor-suppres-
sive mechanisms, thereby facilitating cancer progression,
including enhanced tumor growth, migration, invasion,
and metastasis [41, 44]. Additionally, GADD45B func-
tions as a tumor suppressor by mediating DNA damage
response, and its significant downregulation in both dis-
eases suggest impaired cellular stress responses, which
may contribute to chronic inflammation in sarcoidosis
and tumorigenesis in LC [45]. Among the twelve over-
lapping genes identified, SALL4, CAMK2B, and CSF3R
emerged as the most prominent based on their fold
change values, warranting deeper investigation. Overall,
the altered expression of these twelve genetic signatures
may contribute to the pathogenesis of both sarcoidosis
and LC; however, further experimental validation is rec-
ommended to confirm this association.

Two microRNAs, hsa-miR-34a-5p and hsa-miR-16-5p,
showed strong associations with these twelve common
DEGs shared between sarcoidosis and LC, likely due to
their regulatory roles in key biological pathways related
to inflammation, cell proliferation, and apoptosis. MiR-
34a-5p is known to suppress tumor growth and inflam-
mation by targeting genes involved in these processes,
thereby potentially influencing the progression of both
diseases [46]. Similarly, miR-16-5p has been implicated
in regulating cell cycle progression and apoptosis, sug-
gesting its role in modulating cellular responses that are
perturbed in both sarcoidosis and cancer [47]. Regard-
ing transcription factors, PPARG, NFKB1, and RELA
exhibited the highest level of interaction with the com-
mon DEGs in both diseases. Since their involvement in
immune response modulation and gene transcription is
well-established, these observations appear consistent
with known biological functions [48, 49].

It was also found that epithelial cells are enriched
among the common genes shared between sarcoido-
sis and LC. The enrichment of epithelial cells suggests
that these cells play a crucial role in the pathogenic
processes underlying both diseases. Epithelial cells are
major contributors to inflammation, fibrosis, and tissue
remodeling, suggesting their involvement in sarcoidosis
pathogenesis, where these processes play a central role
in disease progression [50, 51]. Similarly, in LC, epithe-
lial cells can undergo malignant transformation due to
dysregulated signaling pathways such as Wnt/B-catenin,
leading to uncontrolled proliferation and metastasis
[52]. Wnt signalling pathway, a crucial regulator of cell
proliferation, differentiation, and migration, has been
also implicated in the pathogenesis of both sarcoido-
sis and LC. In sarcoidosis, an inflammatory disease
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characterized by granuloma formation in the lungs, aber-
rant Wnt signalling may contributes to the dysregulated
immune response and fibrosis [53]. Similarly, in LC, this
pathway is often dysregulated, leading to uncontrolled
cell growth and metastasis [52]. Key components of the
Wnt pathway, such as B-catenin, are often overexpressed
or mutated in these conditions, suggesting a potential
shared molecular mechanism that could be targeted for
therapeutic intervention. Given the strong enrichment
of epithelial cells and Wnt signaling in both diseases,
further experimental validation—including RT-qPCR,
immunohistochemistry, and single-cell transcriptom-
ics—will be essential to confirm these findings and their
relevance for precision medicine.

The study further suggests that metformin could serve
as a potential therapeutic option for LC patients who
either developed the disease following sarcoidosis or
present with a co-occurring condition, as mentioned in
different studies [3, 4]. Metformin was selected as the
potential therapeutic candidate despite its primary tar-
get, PRKAG3, showing no statistically significant asso-
ciation with survival in LC, as its utility is supported by
multiple converging factors. Mechanistically, metformin
modulates the Wnt signaling pathway, which was sig-
nificantly enriched in both sarcoidosis and LC in our
analysis, through both AMPK-dependent and AMPK-
independent mechanisms [54, 55]. Wnt signaling con-
tributes to fibrosis, a major factor in sarcoidosis-related
mortality [56], and metformin has been shown to sup-
press Wnt/B-catenin activity in LC [57], indicating its rel-
evance in both diseases. Compared to the other identified
drug candidates (as shown in Supplementary Table 4),
metformin offers a combination of anti-inflammatory
and anti-tumorigenic effects, along with oral bioavail-
ability, low toxicity, and a well-established clinical safety
profile. It also demonstrated a strong DGIdb interac-
tion score (>1.0) with PRKAG3. Literature further sup-
ports its use, with studies linking metformin to reduced
LC risk and improved patient survival [58]. Furthermore,
metformin influences epithelial-mesenchymal transi-
tion (EMT) by downregulating transcription factors like
KLF4, which was significantly altered in our dataset [59],
consistent with our WebCSEA findings that identified
epithelial cells as a key enriched cell type. Experimental
validation through MTT cytotoxicity assays and XRD
with Rietveld refinement further supports the selection
of metformin as the potential drug candidate for treating
the overlapping condition of sarcoidosis and LC involv-
ing the identified shared genetic alterations.

The detailed structural analysis of metformin
through XRD analysis, confirming the monoclinic
phase and nanocrystalline form (~105 nm), further
supports its stability and bioavailability. Next, the
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concentration-dependent reduction in viability of A549
cells suggests that metformin effectively targets cancer
cell proliferation. In contrast, the minimal growth inhibi-
tion observed in WI38 cells indicates a selective cytotox-
icity of metformin towards cancer cells, sparing normal
lung fibroblasts. This differential effect underscores the
potential of metformin as a therapeutic agent with
reduced toxicity to normal tissues. Previous research has
demonstrated that metformin induces cytotoxic effects
in A549 and HeLa cells through mechanisms such as
mitochondrial damage, reactive oxygen species (ROS)
generation, activation of oxidative stress pathways, and
inhibition of the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway.
These studies provide additional context for under-
standing metformin’s selective impact on cancer cells
while sparing normal lung fibroblasts [60-64]. Given its
ability to interact with multiple biological targets and
its well-documented safety profile, metformin holds
promise as an effective therapeutic agent in mitigating
disease progression in patients exhibiting overlapping
features of sarcoidosis and LC, warranting further clinical
investigation.

This study has several limitations. First, a deeper explo-
ration of the unique interactions and pathways in sar-
coidosis and LC could provide valuable insights into their
shared pathophysiology, potentially leading to more tar-
geted and effective therapeutic strategies. Future research
should prioritize rigorous experimental validation to sub-
stantiate bioinformatics findings and further investigate
their therapeutic implications. Second, the expression of
SALL4 and CAMK?2B did not show statistically significant
differences across LC stages. This lack of stage-specific
expression dynamics may indicate that these three genes
act as early drivers of tumorigenesis, whose dysregulation
initiates or supports malignant transformation but is not
further modulated during disease progression. Moreover,
the progression of LC is influenced by complex and het-
erogeneous processes—including epigenetic regulation,
stromal interactions, immune evasion, and metastatic
mechanisms—that may not be directly reflected in gene
expression profiles alone. Hence, these genes may serve
as stage-independent prognostic indicators, highlighting
their potential relevance for early detection or as base-
line biomarkers rather than markers of tumor advance-
ment. Third, epithelial cells were identified as the top
enriched cell type through cell-type enrichment analy-
sis; a limitation of this study is that epithelial cells were
not directly selected as the primary research subject.
Instead, we employed A549 cells, an alveolar epithelial
carcinoma line representing alveolar epithelial type II
cells [65], which is widely used for investigating cytotox-
icity, oxidative stress, and (pro-)inflammatory responses
[66]. In addition, HeLa cells were included in this study
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as a well-established epithelial cancer cell line to further
support the evaluation of epithelial-specific drug effects.
While A549 or HeLa cells retain key epithelial features,
they do not fully capture the complexity of native epithe-
lial tissues. Future research will address this limitation by
utilizing primary bronchial epithelial cells and 3D epithe-
lial organoid cultures to establish a more physiologically
relevant model for investigating epithelial-specific gene
regulation and drug response in the context of sarcoido-
sis and LC. Additionally, the inclusion of NCI-H2087 and
other adenocarcinoma-specific cell lines will enhance
disease specificity and provide a more comprehensive
understanding of drug efficacy across different LC sub-
types. Fourth, although the study benefits from the use
of multiple publicly available datasets and implements
robust statistical corrections, the inherent limitations
of in silico analyses remain. Validation in independent
patient cohorts, along with RT-qPCR and functional
assays, will be essential to confirm biological significance
and clinical applicability. Fifth, expanding the analysis to
larger patient cohorts is essential to enhance the reliabil-
ity and generalizability of the findings. While multiple
independent transcriptomic datasets strengthened the
analysis, further in vivo validation is necessary. Although
MTT assays and XRD analysis confirmed metformin’s
cytotoxic effects and structural integrity, its long-term
impact on tumor progression, immune response, and
fibrosis requires validation in animal models and patient-
derived xenografts. Future studies can also incorporate
RNA-seq and proteomic profiling to better understand
metformin’s molecular mechanisms, bridging the gap
between bioinformatics-driven discoveries and clinical
applications in sarcoidosis and LC. Finally, our study was
not specifically designed to investigate a causal transi-
tion from sarcoidosis to LC, it aimed to identify shared
molecular dysregulation that may contribute to the
increased susceptibility of sarcoidosis patients to LC.
The therapeutic evaluation of metformin was therefore
intended to explore its potential for targeting this com-
mon pathogenic axis, rather than treating one condi-
tion in isolation. While metformin was found to interact
with PRKAG3, a gene significantly altered in both con-
ditions, and exhibited cytotoxic effects on LC cells, the
extent to which it might prevent malignant progression
in high-risk sarcoidosis patients remains to be identified.
Future studies should aim to evaluate metformin’s role
in early intervention, ideally using longitudinal models
or patient-derived systems, to determine whether it can
modulate inflammatory or oncogenic processes before
full disease onset. This line of investigation will help
define whether metformin is more effective as a preven-
tive strategy in sarcoidosis patients predisposed to LC,
or as a therapeutic agent in established LC. The current
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findings, however, highlight its potential dual applicabil-
ity, reinforcing the value of drug repurposing strategies in
targeting converging molecular mechanisms, particularly
involving PRKAG3 dysregulation in sarcoidosis LC over-
lapping conditions.

In summary, this study highlights the clinical relevance
of understanding the relationship between sarcoidosis
and LC, particularly adenocarcinoma. Given that granu-
lomas and nodule formation in sarcoidosis are often
associated with LC development and progression, further
investigation into their impact on disease trajectory and
patient survival could facilitate more personalized treat-
ment strategies. Analysing shared molecular pathways
and biomarkers may help clinicians differentiate between
benign and malignant lung conditions in sarcoidosis
patients, enabling earlier detection and more effective
management of LC in this population. Ultimately, these
insights could contribute to improved patient outcomes
by refining diagnostic approaches and optimizing thera-
peutic interventions.

Conclusion
The present study advances current knowledge by identi-
fying twelve DEGs common to both sarcoidosis and LC,
suggesting a shared pathogenic mechanism between these
diseases. Notably, the enrichment of the Wnt signaling
pathway among these genes highlights a crucial molecular
link that had not been fully established in previous stud-
ies. Additionally, our findings reveal a significant enrich-
ment of epithelial cells among these common genes,
highlighting their critical role in barrier function, tissue
remodeling, and immune regulation. In sarcoidosis, epi-
thelial cells contribute to granuloma formation through
interactions with immune cells, whereas in LC, they play a
central role in tumor initiation and progression.
Furthermore, we observed that the altered expression
of these common genes correlates with advanced tumor
stages in LC and poor survival outcomes, emphasizing
their potential as prognostic markers. The identification
of metformin as a potential therapeutic agent through
the DGIdb provides an innovative drug reposition-
ing strategy, bridging genetic insights with treatment
opportunities. The structural validation of metformin
using XRD analysis with Rietveld refinement adds a
layer of precision to the study. Finally, in vitro studies
utilizing A549 cells further explored metformin’s ther-
apeutic potential, reinforcing its relevance as a candi-
date for repurposing. By integrating gene expression
analysis, clinical outcome correlations, and drug repo-
sitioning approaches, this study significantly enhances
the understanding of shared molecular pathways in sar-
coidosis and LC, ultimately advancing precision medi-
cine strategies for these diseases.
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Sarkoidose und Lungenkrebs: ein kombinierter
In-silico- und In-vitro-Ansatz

Sanjukta Dasguptai*Moupiya Ghoshz, Subhendu Chakrabartys,, Gopal Chakrabartisund Amlan Dass

Abstrakt

Patienten mit Sarkoidose weisen ein erhéhtes Risiko fur die Entwicklung von Lungenkrebs auf, was auf gemeinsame genetische und molekulare
Mechanismen zwischen diesen Erkrankungen hindeutet. Ziel dieser Studie war es, gemeinsam differentiell exprimierte Gene (DEGs) bei Sarkoidose und
Lungenkrebs zu identifizieren und das therapeutische Potenzial eines wiederverwendbaren Medikaments, das auf diese gemeinsamen Gene abzielt, zu
evaluieren. Genexpressionsdatensatze (GSE157671 und GSE229253) wurden analysiert, um Uberlappende DEGs zu identifizieren. Die Validierung erfolgte
mithilfe zusatzlicher GEO-Datenséatze und des GEPIA-Tools. Funktionelle Anreicherung und Protein-Protein-Interaktionsanalysen (PPI) wurden mit Enrichr
und STRING durchgefiihrt, wahrend assoziierte miRNAs und Transkriptionsfaktoren Gber miRNet identifiziert wurden. Zwolf DEGs -SALL4, WNT10A,
RASAL1,CAMK2B,GADD45B,KLF4,0LR1,CSF3, WIF1,RAMP3,Alter, Und PRKAG3Die Expression bestimmter Gene war in beiden Erkrankungen durchgangig
dysreguliert. Diese Gene korrelierten signifikant mit der Anreicherung von Epithelzellen und dem Wnt-Signalweg. Eine Arzneimittel-Gen-
Interaktionsanalyse mittels DGIdb identifizierte Metformin als potenziellen Wirkstoff gegen PRKAG3. Dessen strukturelle Integritdt wurde durch
Roéntgenbeugung (XRD) und Rietveld-Verfeinerung bestatigt. In-vitro-Validierungen mittels MTT-Assays zeigten, dass Metformin die Viabilitdt von A549-
Zellen (humane alveoldre Basalepithelzellen, Adenokarzinom) und HeLa-Zellen (einer weit verbreiteten Epithelkrebszelllinie) selektiv reduzierte, bei
minimaler Zytotoxizitat gegeniiber WI38-Fibroblasten (normale Lungenfibroblasten). Koloniebildungsassays belegten zudem eine dosisabhangige,
langfristige Wachstumshemmung der Krebszellen, die durch beobachtbare morphologische Veranderungen bestatigt wurde. Insgesamt hebt diese
Studie gemeinsame pathogene Merkmale von Sarkoidose und Lungenkrebs hervor und schldgt Metformin als vielversprechenden therapeutischen
Kandidaten vor. Diese Ergebnisse untermauern die Begriindung fiir die Umwidmung von Arzneimitteln und die Entwicklung gezielter Therapien fir
Patienten mit sich Uberschneidenden Krankheitsprofilen oder fir Patienten mit einem erh&hten Risiko flr das Fortschreiten einer

Lungenkrebserkrankung aus einer Sarkoidose.

SchliisselworterSarkoidose, Lungenkrebs, Metformin, differentiell exprimierte Gene, Réntgenbeugung
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Einfuhrung

Sarkoidose ist eine systemische Entzindungskrankheit, die durch die
Bildung nicht-verkdsender Granulome in verschiedenen Organen, am
haufigsten in Lunge und Lymphknoten, gekennzeichnet ist. Die
Ursache der Sarkoidose ist weiterhin unklar, man geht jedoch von einer
UberschieBenden Immunreaktion auf ein unbekanntes Antigen aus.
Das klinische Bild ist sehr variabel und reicht von asymptomatischen
Verldufen bis hin zu schweren, schwachenden Erkrankungen. Zu den
Symptomen gehdéren haufig anhaltender trockener Husten, Mudigkeit,
Gewichtsverlust und Atemnot. Die Diagnose einer Sarkoidose wird in
der Regel durch eine klinische Untersuchung, radiologische
Bildgebungsverfahren (Rdntgen-Thorax oder hochauflésende
Computertomographie) und die histologische Untersuchung von
Gewebeproben bestétigt, die Granulome ohne Anzeichen einer
Infektion oder Malignitat zeigen.1Epidemiologische Studien deuten
darauf hin, dass Personen mit Sarkoidose ein erhéhtes Risiko haben, an
Lungenkrebs zu erkranken. Dies kdnnte auf chronische Entziindungen
und Fibrose zuriickzufuhren sein, die durch persistierende
granulomatdse Entziindungen verursacht werden und potenziell zu
einer malignen Transformation flhren kdnnen.2Die Unterscheidung
zwischen Sarkoidose-bedingten Knoten und primérer LC kann oft
schwierig sein, da beide Erkrankungen dhnliche radiologische
Merkmale aufweisen, was eine griindliche und sorgféltige
Differenzialdiagnose erforderlich macht.

Mehrere Studien berichten von einer hdheren Inzidenz von Lungenkrebs
bei Patienten mit pulmonaler Sarkoidose. Beispielsweise berichteten Bonifazi
et al. [3] zeigten einen statistisch signifikanten Anstieg des
Lungenkrebsrisikos bei Sarkoidosepatienten, was auf einen méglichen
ursachlichen Zusammenhang zwischen den beiden Erkrankungen hindeutet.
Ebenso bekraftigte eine kirzlich durchgefiihrte umfassende
Literaturtbersicht den Zusammenhang zwischen Sarkoidose und der
nachfolgenden Entwicklung von Lungenkrebs [4Die Ergebnisse sind jedoch
weiterhin uneinheitlich; insbesondere fand eine bevélkerungsbasierte Studie
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den beiden Krankheiten, was
die Notwendigkeit weiterer grol3 angelegter, mechanistischer Studien zur
Aufklarung dieses Zusammenhangs unterstreicht.5Insgesamt deuten zwar
zunehmende Hinweise auf ein erhohtes Risiko fiir Lungenkrebs bei
Sarkoidose-Patienten hin, die zugrunde liegenden genetischen
Mechanismen sind jedoch weiterhin unzureichend verstanden. Es besteht
eine deutliche Wissensllcke hinsichtlich der gemeinsamen genetischen und
molekularen Faktoren, die zu beiden Erkrankungen beitragen kénnten.
Immunsuppressive Therapien, die hdufig bei Sarkoidose eingesetzt werden,
wie beispielsweise Kortikosteroide, kdnnen das Krebsrisiko durch
Beeintrachtigung der Immunuberwachung erhéhen. Daher ist die
Identifizierung nicht nur der gemeinsamen genetischen Merkmale, sondern
auch von Therapeutika, die auf diese gemeinsamen Molekile abzielen,
entscheidend fir die Verbesserung der Risikostratifizierung und der
Behandlungsstrategien fiir Patienten mit beiden Erkrankungen.

Jungste Fortschritte bei bioinformatischen Analysen haben unser
Verstandnis von dysregulierten Genen erheblich verbessert und
wichtige Einblicke in die genetischen Zusammenhange erméglicht.
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Grundlagen komplexer Lungenerkrankungen [6-8Die Integration
umfangreicher Transkriptomdatensatze, wie beispielsweise jener aus
dem Gene Expression Omnibus (GEO), erleichtert die Identifizierung
wichtiger molekularer Signalwege, die komplexen Erkrankungen
zugrunde liegen, und ermdglicht so gezielte therapeutische Strategien.
9Fortschritte in der Computerbiologie haben die Wirkstoffforschung
erheblich beschleunigt, insbesondere durch die bioinformatische
Identifizierung potenzieller therapeutischer Verbindungen, die auf
Uberlappende molekulare Signaturen verwandter Erkrankungen wie
Sarkoidose und Lungenkrebs abzielen. Wahrend In-silico-Ansatze die
Anfangsphasen der Wirkstoffforschung optimieren, ist die
experimentelle Validierung unerlasslich, um Wirksamkeit und
Sicherheit zu bestatigen. Die Réntgenbeugungsanalyse (XRD),
insbesondere in Kombination mit der Rietveld-Verfeinerung, liefert
prazise strukturelle Einblicke in Wirkstoffkandidaten und gewahrleistet
deren Eignung fir die weitere Entwicklung. Darlber hinaus liefert die
Untersuchung der Arzneimittelwirkung an verschiedenen Zelllinien -
wie A549 (humane alveoldre Basalepithelzellen eines Adenokarzinoms),
HelLa (eine weit verbreitete Epithelkrebszelllinie) und WI38 (normale
Lungenfibroblasten) - wichtige Erkenntnisse tber die selektive
Zytotoxizitat des Arzneimittels gegenliber Krebszellen im Vergleich zu
normalen Zellen. Eine solche mehrschichtige Validierung Uberbriickt
die Lucke zwischen computergestitzten Vorhersagen und klinischer
Anwendbarkeit und starkt das Vertrauen in Strategien zur
Wiederverwendung von Medikamenten fiir komplexe Erkrankungen
wie die mit Sarkoidose assoziierte Lungenkrebserkrankung.

Ziel dieser Studie ist es, bei Sarkoidose und Lungenkrebs
gemeinsam fehlregulierte Gene zu identifizieren, deren
funktionelle und klinische Relevanz zu untersuchen und Metformin
als potenzielles Therapeutikum zu erforschen. Durch die
Integration von Bioinformatik, Strukturvalidierung und In-vitro-
Analysen bietet dieser Bericht einen umfassenden Ansatz zum
Verstandnis gemeinsamer molekularer Signalwege und
potenzieller therapeutischer Interventionen.

Materialen und Methoden

Identifizierung der gemeinsamen differentiell exprimierten

Gene (DEGs)

Die in dieser Studie analysierten Daten stammen aus der 6ffentlich
zuganglichen NCBI-GEO-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/Die Schlusselwérter ,Sarkoidose” und ,Lungenkrebs” wurden
verwendet, um relevante Datensatze zu finden (zuletzt abgerufen
am 5. Mai 2024). Der Fokus lag insbesondere auf Studien, die
umfassende Genexpressionsdaten sowohl zu Sarkoidose als auch
zu Lungenkrebs lieferten. Da die meisten Studien einen
Zusammenhang zwischen Lungenadenokarzinom und
granulomatdsen Lungenerkrankungen nahelegen [10-12Um
einen aussagekraftigeren Vergleich mit der Sarkoidose zu
ermdglichen, wahlten wir das Lungenadenokarzinom als
reprasentativen Subtyp innerhalb der LC-Gruppe. Das
Studiendesign ist in Abb. 1 dargestellt.1Die
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Differentially expressed genes (n=120)

Upregulated 81
Downregulated 39
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Differentially expressed genes [n=1256)
Upregulated 515
Downregulated 741
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Abb. 1Arbeitsablauf des Studiendesigns

Die Datensatze GSE157671 und GSE229253, die veranderte
Genexpressionsprofile bei Sarkoidose und Lungenadenokarzinom
aufzeigen, wurden fir diese Studie ausgewahlt. Da die Studie auf
Open-Source-Daten basiert, war keine Genehmigung der
Ethikkommission erforderlich. Der Datensatz GSE157671 umfasst
mikrodissezierte Lungengranulome von 18 Sarkoidose-Patienten,
vier Tuberkulose-Patienten, drei Kokzidioidomykose-Patienten und
sechs gesunden Kontrollpersonen. Da sich die vorliegende Studie
auf Patienten mit Sarkoidose konzentriert, wurden ausschlief3lich
Genexpressionsdaten von Sarkoidose-Patienten und gesunden
Kontrollpersonen in die Analyse einbezogen. Die Mehrheit der

Sarkoidose-Patienten waren weiblich und nicht-hispanische WeiRe.

Die Ausgangsmerkmale der rekrutierten Probanden sind in
Tabelle 1 dargestellt.1[13,14Der Datensatz GSE229253 enthalt 33
Lungengewebeproben, darunter 18 Proben aus dem
Tumorbereich eines Lungenadenokarzinoms und 15 Proben aus
dem tumornahen Lungengewebe. Die Daten wurden mittels
Hochdurchsatzsequenzierung auf der Illumina NovaSeq 6000
Plattform analysiert.15].

y

1

e
Identification of potential drug
Metformin
Malecular
docking Coll
s:m {metformin MTT merpholegy
Se and assay and colony
target ferming assay
protein)

Screening haufiger DEGs

Die Datenanalyse wurde mit dem GEO2R-Paket durchgefiihrt. GEO2R
verwendet GEOquery und limma fiir die vergleichende
Genexpressionsanalyse [16DEGs wurden anhand des Kriteriums |loga(
Faltdnderung)|> 1,75, ein angepasster ~-Wert < 0,005 und ein RohwertPDer
p-Wert lag sowohl bei Sarkoidose- als auch bei Lungenkrebspatienten im
Vergleich zu ihren jeweiligen gesunden Kontrollgruppen unter 0,0001. Die in
beiden Vergleichen identifizierten gemeinsamen differentiell exprimierten
Gene (DEGs) dienten in dieser Studie als primarer Datensatz zur
Untersuchung gemeinsamer molekularer Mechanismen und potenzieller

therapeutischer Zielstrukturen.

Validierung veranderter DEGs

Um die Ergebnisse weiter zu untermauern, wurde die Expression der in
den Entdeckungsdatensatzen von Sarkoidose und Lungenkrebs
identifizierten gemeinsamen differentiell exprimierten Gene (DEGs)
anhand unabhédngiger Datensétze validiert. Im Fall von Sarkoidose
wurden hierfir drei zusatzliche NCBI-GEO-Datensatze verwendet:
GSE19314[17,18], GSE162712 [19] und GSE192829
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Tabelle 1Basiseigenschaften der rekrutierten Probanden
(GSE157671)

Variable Sarkoidose Kokzidioidomykose  Tuberkulose
Anzahl der Falle 18 3 4
Granulomaursprung

Lymphknoten (medi- 12 0 2
astinal)

Lunge 6 3 2
Geschlech,weibich, N (04 Aler, 66 33 50
(Mittelwert, Standardabweichung) 52,8+11,4 38,3+16,5 58,3+9,3
Rasse/Ethnie,

N (%)

Schwarz oder Afrikanisch 1 1 0 0
amerikanisch

Weil3 62 100 100
Hispanoamerikarisch® 17 66 75
Andere** 11 n/A n/A

Es gibt keinen signifikanten Altersunterschied (Ap = 0,1). Die Mehrheit der Teilnehmenden aller drei
granulomatésen Erkrankungen war weil3. Unter den Sarkoidose-Patienten gaben 11 % an, schwarz oder
afroamerikanisch zu sein, wéhrend sich die Halfte der hispanischen Personen ebenfalls als weill
identifizierte. **Die Kategorie ,Andere” umfasste indigene Amerikaner und Personen mit mehreren

ethnischen Zugehorigkeiten.

[20Diese Datensatze wurden sorgfaltig aufgrund ihrer Relevanz und
ihrer ausreichenden StichprobengréBe ausgewahlt, um eine
umfassende Validierung tber verschiedene Kohorten hinweg zu
gewadbhrleisten. Fir LC wurden die Expressionsmuster desselben Satzes
gemeinsamer Gene anhand zweier etablierter Datensatze validiert,
GSE18842 [21] und GSE103888 [22Die verwendeten Daten umfassen
diverse klinische Proben von Lungenkrebspatienten. Um die
Zuverlassigkeit der Genexpressionsbefunde weiter zu untermauern,
wurde das GEPIA-Tool (Gene Expression Profiling Interactive Analysis)
eingesetzt. Dieses Tool integriert die Datensatze von TCGA und GTEx
und ermdéglicht so die Kreuzvalidierung der Genexpression in einem
groR angelegten Kontext. Es bietet zudem Einblicke in differentielle
Expressionsmuster verschiedener Krebsarten, einschlieRlich
Lungenkrebs.23Dieser mehrschichtige Validierungsansatz starkt die
Zuverlassigkeit der Ergebnisse der Entdeckungsphase, indem er die
differentielle Expression der identifizierten Gene sowohl bei Sarkoidose
als auch bei Lungenkrebs bestatigt.

Uber und des TNM. i bei L basierend auf

differentiell exprimierten Genen

Kaplan-Meier-Plotter (http://www.kmplot.comDie Studie nutzte die
prognostische Relevanz von 54.675 Genen anhand von Daten aus
10.461 Proben - darunter etwa 2.437 Patienten mit Lungenkrebs -,
um die mit den untersuchten Genen assoziierten
Uberlebensmuster zu bewerten. Die Uberlebensdaten stammen
aus groRBen offentlichen Datenbanken wie GEO, EGA und TCGA.24
Dieses Tool verwendet die Cox-Regressionsanalyse, um die
Gesamt-Hazard-Ratios (HRs) zu berechnen und den Einfluss jedes
identifizierten DEGs auf das Uberleben bei Lungenkrebs zu

bestimmen.

Seite 4 von 16

Um den Zusammenhang zwischen Genexpression und
Tumorprogression weiter zu untersuchen, wurden GEPIA-Violin-Plots
auf Basis klinischer TCGA-Annotationen verwendet. Diese bewerten die
Assoziation zwischen Genexpressionsniveaus und den TNM-Stadien
(Tumor-Knoten-Metastasen) von Lungenkrebs. Mittels ANOVA wurde
die statistische Signifikanz tber verschiedene Krebsstadien hinweg
ermittelt, wobei die entsprechenden F-Werte und P~-Werte, die fir jedes
Gen angegeben werden.

Gen- und Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk

GeneMANIA (http://www.genemania.orgZur Erstellung des
Gennetzwerks fur die gemeinsamen Gene von Sarkoidose und
Lungenkrebs wurde eine benutzerfreundliche Weboberflache
verwendet. Dieses Tool ermdglicht die Analyse der Koexpression
und Kolokalisation der identifizierten Gene [25Zusétzlich wurde
das Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk (PPI-Netzwerk), das das
komplexe Geflecht der Wechselwirkungen zwischen den Proteinen
verdeutlicht, mithilfe des Webtools STRING erstellt. Dieses Tool
integriert verschiedene biologische Datenquellen, um funktionelle
Zusammenhange zwischen Proteinen vorherzusagen.26Dieses
Netzwerk liefert wertvolle Einblicke in die komplexen
Wechselwirkungen zwischen Proteinen und bietet eine
umfassende Perspektive auf deren funktionelle Beziehungen.

Gen-miRNA-Interaktionsnetzwerk- und Pfadanalyse

Das Tool MiRNet, eine integrierte Plattform zur Korrelation von
miRNAs mit Genen, wurde zur Entwicklung des miRNA-DEG-
Interaktionsnetzwerks verwendet. Die Interaktionsdaten von
MiRNet stammen aus miRTarBase v7.0, TarBase v7.0 und
miRecords, welche Gen-miRNA-Assoziationen zusammenfassen.
Die am starksten mit den gemeinsamen Genen von Sarkoidose
und Lungenkrebs vernetzten miRNAs wurden durch Analyse der
Grad- und Betweenness-Zentralitét identifiziert.27].

Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) wurde auch
eingesetzt, um die mit den gemeinsamen Genen verbundenen
Signalwege zu untersuchen und den am starksten angereicherten,
Uberlappenden Signalweg zwischen Sarkoidose und LC zu
identifizieren [28].

Angereicherte Inmunzellen

Mithilfe des webbasierten Tools WebCSEA (Web-based Cell-type Specific
Enrichment Analysis of Genes) wurden darlber hinaus angereicherte
Immunzellen identifiziert, die mit diesen DEGs assoziiert sind.29Diese
Plattform nutzt umfassende Genexpressionsdatensétze, um spezifische
Immunzelltypen zu identifizieren, die signifikant mit den eingegebenen
Abfragegenen angereichert sind (gemeinsame differentiell exprimierte Gene
zwischen Sarkoidose und Lungenkrebs). Diese Analyse ermdglicht Einblicke
in die mit den identifizierten differentiell exprimierten Genen assoziierte
Immunlandschaft und liefert Hinweise auf die immunologischen
Mechanismen, die mdglicherweise der Pathogenese von Sarkoidose und

Lungenkrebs zugrunde liegen.
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Vorhersage der Struktur eines vielversprechenden Arzneimittels

Um potenzielle Wirkstoffe zu identifizieren, die auf gemeinsame
differentiell exprimierte Gene (DEGs) bei Sarkoidose und Lungenkrebs
abzielen, wurde die Drug Gene Interaction Database (DGIdb) genutzt.
Die DGIdb ist eine umfassende Ressource mit tber 14.144 Wirkstoff-
Gen-Interaktionen, die 2.611 menschliche Gene und 6.307 Wirkstoffe
umfassen. Durch Eingabe der Namen der haufig veranderten Gene in
die DGIdb-Oberflache kann eine Liste potenzieller Wirkstoffe generiert
werden, die mit diesen spezifischen Genen interagieren.30Dieser
Ansatz ist entscheidend fur die Identifizierung von Wirkstoffen, die die
Aktivitat gemeinsamer Gene modulieren und somit therapeutisches
Potenzial besitzen.31].

Strukturelle und mikrostrukturelle Charakterisierung des Wirkstoffs mittels
XRD

Die Struktur des ausgewahlten Wirkstoffs Metformin
wurde mittels Rontgenpulverdiffraktometrie (XRD)
charakterisiert. Die XRD-Messungen erfolgten mit einem
Bruker D8 Advance Diffraktometer (da Vinci Modell) bei 40
kV und 40 mA unter Verwendung von Ni-gefilterter CuKa-
Strahlung (A = 1,5418 A). Mit einer Schrittweite von 0,02°
26 und einer Scanzeit von 5 s pro Schritt wurde das XRD-
Muster im Schrittscan-Modus im Streuwinkelbereich von
20°-80° 20 erfasst.

Rietveld-Verfeinerung des XRD-Musters
Es ist allgemein anerkannt, dass die Analyse des
Réntgendiffraktogramms (XRD) die Identifizierung verschiedener
Struktur- und Mikrostruktureigenschaften eines
Wirkstoffkandidaten ermdglicht, darunter Kristallinitat,
Phasenzusammensetzung, Gitterparameter und KristallitgréRe.
Das XRD-Muster weist zahlreiche Reflexe auf. Die Rietveld-
Verfeinerung ist eine effektive Methode zur Bestimmung der
Gitterparameter, der KristallitgroRe, der mittleren quadratischen
Gitterverzerrung und weiterer Struktur- und
Mikrostruktureigenschaften der kristallinen Phase des Wirkstoffs.
Basierend auf den Strukturdaten der separat identifizierten
Phase im Metformin aus den entsprechenden ICSD/COD-
Dateien wurde ein XRD-Muster (Ic) mit Hilfe der Rietveld-
Software MAUD 2.7 simuliert. Nach der Verfeinerung einer
Reihe von Phasenstruktur- und Mikrostrukturparametern
sowie bestimmter instrumenteller Parameter wurde das
simulierte XRD-Muster mit dem experimentell ermittelten
Muster (Io) abgeglichen.32,33Zur Anpassung der
Hintergrundintensitat wurde ein Polynom 5. Grades
verwendet. Die Gute der Anpassung (GoF), das Verhaltnis des
erwarteten Restfehlers (Rexp) zum gewichteten Restfehler
(Rwp), definiert als GoF = Rexp/Rwp, wurde zur Uberwachung
des Anpassungsprozesses bis zum Erreichen des Idealwerts
Eins herangezogen. Ein GoF-Wert nahe Eins deutet auf eine
ausgezeichnete Anpassungsqualitat hin.
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Fir Metformin betragt der Wert in der vorliegenden Untersuchung 1,26, was eine

gute Ubereinstimmung mit dem XRD-Muster anzeigt.

Zelllebensfahigkeitstest

Die Wirkung von Metformin auf die Viabilitat der Zelllinie A549
(abgeleitet von humanen alveoldren Basalepithelzellen eines
Adenokarzinoms), von HelLa-Zellen (einer bekannten epithelialen
Krebszelllinie) und von humanen normalen Lungenfibroblasten
(WI38-Zellen) wurde mittels MTT-Test (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) untersucht. Die Zellen wurden
in 96-Well-Kulturplatten (10%) kultiviert.4Zellen pro Vertiefung) in
DMEM-Medium mit 5 % CO, unter feuchten Bedingungen.
AnschlieBend wurden die Zellen 48 h lang mit verschiedenen
Metformin-Konzentrationen (0-400 pg/ml) behandelt. MTT (5 mg/
ml) wurde in PBS geldst, zu jeder Vertiefung (20 pl) gegeben und
inkubiert, bis ein violetter Niederschlag sichtbar war. Der
Niederschlag wurde in 100 pl Triton X-100 geldst und die
Absorption mit einem ELISA-Reader (MultiskanEX, Lab Systems,
Helsinki, Finnland) bei einer Messwellenlange von 570 nm und
einer Referenzwellenlange von 650 nm gemessen.

Kultivierte A549-, HeLa- und WI38-Zellen wurden 48 Stunden lang mit
Metformin (0, 200 und 400 pg/ml) behandelt. Morphologische
Verdnderungen wurden anschliefend mit einem inversen Mikroskop
(Olympus CKX41) beobachtet. Bei hoheren Dosen traten in A549- und
Hela-Zellen eine Abrundung und Ablésung der Zellen auf, wahrend
WI38-Zellen eine héhere Resistenz zeigten.

Koloniebildungstest

Kultivierte A549- und HeLa-Zellen (1x104Zellen/ml (anfanglich ausgesat)
wurden 48 h lang mit unterschiedlichen Metformin-Konzentrationen
(0-400 pg/ml) behandelt. Nach dem Medienwechsel wurden die Zellen
jeder Gruppe trypsinisiert, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten,
und eine gleiche Anzahl von Zellen (1x103Zellen/ml) wurden in 35-mm-
Petrischalen ausgesat. Die Zellen wurden anschlieBend sieben Tage
lang kultiviert. Die nach der Inkubation entstandenen lebensfahigen
Kolonien wurden mit Kristallviolett angefarbt. Nach dem Farben und
der Bildaufnahme der Petrischalen wurde der Farbstoff in 10%iger
Essigsaure geldst und die Absorption bei 600 nm mit einem Multiskan
EX-Plattenlesegerat (Lab Systems, Helsinki, Finnland) gemessen.

Ergebnisse

Identifizierung differentiell exprimierter Gene bei Sarkoidose und Lungenkrebs im Vergleich

zu Kontrollen

Nach der Analyse der Rohdaten zeigte sich, dass bei Sarkoidose-
Patienten im Vergleich zu den Kontrollen 81 Gene hochreguliert
und 39 Gene herunterreguliert waren. Bei Patienten mit
Lungenkrebs waren 515 Gene im Vergleich zu den Kontrollen
erhoht und 741 Gene herunterreguliert. Um den Beitrag der
veranderten Gene zur Gesamtvarianz im Datensatz zu bewerten,
wurde ein VIP-Plot (Variable Importance in Projection) erstellt. VIP-
Scores spiegeln die relative Bedeutung der einzelnen Merkmale
wider, wobei héhere Werte eine grof3ere Relevanz anzeigen.
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Unterscheidung zwischen Krankheits- und Kontrollgruppen [34, 35
Ebenso wurden Mittelwert-Varianz- und Mittelwert-
Streuungsdiagramme erstellt, um die Verteilung und Variabilitat der
Genexpression zu visualisieren und sicherzustellen, dass nur
hochkonfidente differentiell exprimierte Gene (DEGs) anhand der
definierten Cut-off-Kriterien ausgewahlt wurden. VIP-, Mittelwert-
Varianz- und Mittelwert-Streuungsdiagramme der veranderten Gene
bei Sarkoidose und Lungenkrebs im Vergleich zu ihren jeweiligen
Kontrollen sind in der erganzenden Abbildung dargestellt.1Die

Gemeinsame differentiell exprimierte Gene zwischen Sarkoidose und LC
Eine vergleichende Analyse von 120 differentiell exprimierten Genen (DEGs),
die bei Sarkoidose identifiziert wurden, und 1.256 DEGs bei Lungenkrebs
ergab zwolf Gene (SALL4,WNT10A,RASAL1,CAMK2B,GADD45B, KLF4,0LR1,
CSF3, WIF1,RAMP3,Alter, Und PRKAG3), die bei beiden Erkrankungen im
Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollen haufig verandert waren. Ergédnzende
Tabellen1Und 2Die Tabelle liefert Details zu den gemeinsamen, signifikant
veranderten genetischen Signaturen beider Erkrankungen. Die Faltdnderung
und die entsprechenden Werte der Falsch-Entdeckungsrate (FDR) fur jedes
differentiell exprimierte Gen (DEG) sind in der ergdnzenden Tabelle
aufgefihrt.1und 2.

Unter den zw6lf gemeinsamen DEGSSALL4, WNT10A, RASALT, CAMK2B
wurden signifikant hochreguliert, wahrend GADD45B, KLF4, OLR1, CSF3,
WIF1, RAMP3UndA/ter Im Vergleich zu den Kontrollen war die Expression
sowohl bei Sarkoidose als auch bei Lungenkrebs herunterreguliert.Die
Zusatzlich, PRKAG3Die Expression war bei Sarkoidose deutlich erhéht, bei
Lungenkrebspatienten jedoch verringert. Die gemeinsamen differentiell

exprimierten Gene (DEGs) machen 0,87 % der insgesamt 1376 DEGs aus.

Validierung liberlappender Gene

Die Expression der zwolf Uberlappenden Gene wurde sowohl in
Sarkoidose- als auch in Lungenkrebs-Datensatzen validiert, um
ihre Konsistenz und Relevanz fir beide Erkrankungen zu
bestatigen und sicherzustellen, dass die identifizierten Gene
robuste, beiden Krankheiten gemeinsame molekulare Signaturen
darstellen. Die Sarkoidose-Datensatze (GSE19314, GSE162712 und
GSE192829) und die Lungenkrebs-Datensatze (GSE18842 und
GSE103888) wurden im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollen
analysiert, um die Expressionsmuster der zwolf Uberlappenden
Gene mithilfe des GEO2R-Tools zu validieren. Zur weiteren
Untermauerung unserer Ergebnisse haben wir mehrere zuvor
veroffentlichte Studien mit ahnlichen Expressionstrends
ausgewertet. Insbesondere die Studien von Sun et al. [36],
Gatenby et al. [37], und Miao et al. [38] bestatigten unsere
Ergebnisse und unterstrichen damit die Beteiligung dieser Gene
an entzundlichen und onkogenen Prozessen.

Um die veranderte Genexpression mit besonderem Fokus auf
Lungenkrebs unabhéangig zu validieren, nutzten wir die Online-
Plattform GEPIA, die Transkriptomdaten aus TCGA und GTEx
integriert. Mithilfe dieses Tools konnten wir die differentiellen
Expressionsmuster der Kandidatengene in Lungenkrebs-Proben
im Vergleich zu normalem Lungengewebe weiter bestatigen.
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Abb. 2GEPIA-Boxplots zeigen die Expressionsmuster der drei am starksten
dysregulierten Gene (SALL4, CAMK2B, CSF3) Gemeinsamkeit zwischen

Sarkoidose und Lungenkrebs
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Abb. 3GEPIA-Violindiagramme, die die Expressionsmuster von
SALL4, CAMK2B, Und CSF3Die ANOVA-Analyse ergab F-Werte von
0,43, 0,40 und 0,83 mit entsprechenden Pr(> F)-Werten von 0,72,
0,74 und 0,47, was auf keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Stadien hinweist. Diese Gene weisen
jedoch eine Dysregulation auf.

Bei Sarkoidose und Lungenkrebs variiert ihre Expression nicht signifikant Gber die
TNM-Stadien hinweg.

Dieses Tool konnte nicht fiir Sarkoidose verwendet werden, da es
speziell fur die Analyse der Genexpression in Krebs- und
Normalgewebe entwickelt wurde und keine Datensétze flr Sarkoidose
verfugbar sind. Die GEPIA-Boxplots zeigten einen dhnlichen
Expressionstrend fiir die Uberlappenden Gene, wobei die Expression
der drei am starksten differentiell exprimierten Gene (DEGs)SALL4,
CAMKZ2B, CSF3), basierend auf dem Protokoll2(Veranderungsfaktor),
dargestellt in Abb.2Unter den drei am stérksten fehlregulierten Genen,
CSF3In Tumorproben von Lungenadenokarzinomen und
Lungenplattenepithelkarzinomen wurde im Vergleich zu den Kontrollen
eine signifikante Dysregulation festgestellt, die statistisch signifikant
war.P<0,05, unabhéngiger t-Test). Es wurde jedoch kein signifikanter
Unterschied in der Expression beobachtet fiir SALL4Und CAMKZB
zwischen Tumor- und Kontrollgruppen. Die Expressionsprofile der
verbleibenden neun Gene sind in der ergénzenden Abbildung
dargestellt.2Die

Gesamtstadienbezogene Assoziation und Uberlebensmuster fiir LC
GEPIA-Violin-Plots, basierend auf klinischen Annotationen von
TCGA, zeigten den Zusammenhang zwischen
Genexpressionsniveaus und TNM-Stadien (siehe Abb.).3Die
Abbildung veranschaulicht die Expressionsmuster der drei am
starksten veranderten Gene bei LC-Patienten. Die Violine zeigt
die Expressionsmuster von SALL4,CAMK2B, Und CSF3Die
ANOVA-Analyse ergab F-Werte von 0,43, 0,40 und 0,83 mit
entsprechenden Pr(> F)-Werten von 0,72, 0,74 und 0,83.
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Abb. 4Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse der drei am starksten
dysregulierten Gene (SALL4, CAMK2B, CSF3) Gemeinsamkeit zwischen
Sarkoidose und Lungenkrebs

und 0,47, was darauf hindeutet, dass keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Stadien bestehen. (Ergénzende Abb.)3
Darstellung der Expression der anderen neun Gene in LC.

Wahrend die Violin-Plot-Analyse zeigte, wie die Expression der zwdIf
haufigsten differentiell exprimierten Gene (DEGs) in verschiedenen
Stadien der Lungenkrebserkrankung variierte, untersuchten wir deren
potenzielle klinische Relevanz zusatzlich mittels einer
Gesamtiiberlebensanalyse. Ahnlich der stadienbasierten Analyse wurde
die Uberlebensanalyse ausschlieBlich fur Lungenkrebspatienten
durchgefiihrt, da Uberlebensdaten nur fiir diese Gruppe verfliigbar
waren. Abbildung4Die Hazard Ratio (HR) wird mit 95%-
Konfidenzintervallen (KI) und Log-Rank-Test dargestellt. ~-Werte fir die
drei am starksten mit der Erkrankung assoziierten Gene bei diesen
Patienten. Die Gesamtiberlebensanalyse mittels Kaplan-Meier-Plotter
zeigte, dass eine hohere Expression von CAMK2Bwar signifikant mit
einer schlechten Prognose bei LC-Patienten assoziiert (HR=1,29, 95%-KI:
1,14-1,25, Logrank-Test p=2,8e-5). Im Gegensatz dazuSALL4HR=1,1,
95%-KI: 0,95-1,27, Log-Rank-p=0,22) und CSF3(HR=1,01, 95% KI: 0,87-
1,17, Log-Rank p=0,88) zeigten keine statistisch signifikanten
Zusammenhinge mit den Uberlebensergebnissen.

Um einen umfassenden Uberblick zu geben, siehe
erganzende Abbildung.4veranschaulicht die
Uberlebensmuster der ibrigen analysierten Gene und
untermauert diese Ergebnisse weiter. Der Einfluss von auf das
Uberleben OLR7(HR = 0,86, 95 %-KI: 0,76-0,96, Log-Rank-TestP
=0,01), WNTT10A(HR = 0,86, 95 %-KI: 0,74-0,99, Log-Rank-TestP
=0,039),RASALT(HR = 1,25, 95 %-KI: 1,11-1,41, Log-Rank-TestP
=2e-04),RAMP3HR = 0,98, 95 %-KI: 0,87-1,11, Log-Rank-TestP
=0,8), GADD45BHR = 0,87, 95 %-KI: 0,77-0,98, Log-Rank-TestP
=0,02),KLF4HR = 1,15, 95 %-KI: 1,02-1,3, Log-Rank-TestP
=0,02),Alter(HR = 0,93, 95 %-KI: 0,82-1,04, Log-Rank-TestP
=0,21), WIF1(HR = 0,71, 95 %-KI: 0,63-0,8, Log-Rank-TestP
=1,1e-08), und PRKAG3 (HR=1,12, 95%-KI: 0,97-1,3, Log-Rank-
Test)P=0,12) ist in der erganzenden Abbildung dargestellt.4Die

Interaktionsnetzwerk und angereicherte Signalwege

Die GeneMania-Interaktionsnetzwerkanalyse ergab eine
Koexpression von 68,30 % zwischen diesen Uberlappenden Genen
bei Sarkoidose und LC. Weiterhin wurde eine Kolokalisation von
18,64 % zwischen diesen gemeinsamen Genen festgestellt (Abb. 1).
5A) Weitere Details zum Interaktionsnetzwerk
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Abb. 5Interaktionsnetzwerkanalyse gemeinsamer Gene bei Sarkoidose und
Lungenkrebs.ADas GeneMania-Interaktionsnetzwerk zeigte eine Koexpression von
68,30 % der Uberlappenden Gene, wobei in 18,64 % der Félle eine Kolokalisation
beobachtet wurde.BDas auf dem STRING-Tool basierende Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk (PPI) zeigte 12 Knoten und 2 Kanten mit einer PPI-
Anreicherung.PDer p-Wert von 0,22 deutet auf eine geringe Wechselwirkung

zwischen den gemeinsamen Proteinen hin.

Die Analyse, einschlieBlich der Beziehungen einzelner Gene, ist in
der erganzenden Tabelle 3 dargestellt. Die STRING-Datenbank
wurde zur Erstellung des PPI-Netzwerks verwendet, das 12 Knoten
und 2 Kanten zwischen den von den gemeinsamen Genen
kodierten Proteinen aufzeigt. Die PPI-AnreicherungPDer -Wert
betrug 0,22, was darauf hindeutet, dass die beobachtete
Konnektivitat im Vergleich zu den Zufallserwartungen statistisch
nicht signifikant war (Abb.5B) AnschlieBend wurde die Pathway-
Anreicherung mittels Enrichr analysiert und die statistische
Signifikanz anhand des Fisher-Exakt-Tests unter Bertcksichtigung
multipler Vergleiche ermittelt. Der Wnt-Signalweg war sowohl bei
Sarkoidose als auch bei Lungenkrebs signifikant angereichert,
basierend auf den zwdlf gemeinsamen differentiell exprimierten
Genen (DEGs) bei Sarkoidose und Lungenkrebs. Die vollstandige
Liste der signifikant angereicherten Signalwege sowie deren FDR-
Werte ist in Tabelle S4 (im Anhang) aufgefuhrt.

Identifizierung potenzieller miRNAs und

Transkriptionsfaktoren

Es wurden auch die miRNAs und Transkriptionsfaktoren bestimmt,
die mit den Uberlappenden Genen zwischen Sarkoidose und LC
assoziiert sind. Zwei miRNAs, hsa-mir-34a-5p und hsa-mir-16-5p,
zeigten die starkste Assoziation mit diesen zwdélf Genen, basierend
auf der Gradzentralitdt des Gen-miRNA-Netzwerks (Cut-off-Wert =
8) (Ergénzende Abb.).5Das vollstdndige Netzwerk umfasste 71
Knoten und 167 Kanten. Daruber hinaus zeigte das miRNet-Tool,
dass drei Transkriptionsfaktoren (PPARG, NFKB1 und RELA) die
starksten Interaktionen mit den gemeinsamen differentiell
exprimierten Genen (DEGs) von Sarkoidose und Lungenkrebs
aufwiesen. Diese Transkriptionsfaktoren wurden anhand eines
Schwellenwerts von 2 flr die Knotengradzentralitat identifiziert,
was auf ihre potenzielle regulatorische Bedeutung innerhalb des
gemeinsamen Gennetzwerks hinweist (siehe Abb. S1im Anhang).6
)-
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Abb. 6Die Anreicherungsanalyse mithilfe des webbasierten Tools WebCSEA (Web-
based Cell-type Specific Enrichment Analysis) ergab, dass Epithelzellen die am
starksten angereicherten Immunzellen sind, die mit den gemeinsamen Genen von

Sarkoidose und Lungenkrebs assoziiert sind.

WebCSEA zeigte, dass Sarkoidose und LC in

Epithelzellen angereichert sind.

In dieser Studie wurde das WebCSEA-Tool eingesetzt, um die
Zellspezifitat der Anreicherung von tUberlappenden Genen zu
untersuchen, die bei Sarkoidose und Lungenkrebs identifiziert wurden.
Die Analyse ergab, dass Epithelzellen die am starksten angereicherten

Zelltypen sind, die mit diesen gemeinsamen Genen assoziiert sind (Abb.

1).6Epithelzellen bilden die erste Verteidigungslinie der Lunge, indem
sie die Barrierefunktion aufrechterhalten und Immunreaktionen
modulieren. Bei Sarkoidose stdrt eine granulomatdse Entziindung die
Epithelhomdostase, wahrend Epithelzellen bei Lungenkrebs eine
maligne Transformation durchlaufen. Beides trégt durch Fibrose,
Immunaktivierung und Tumorentwicklung zum Fortschreiten der

Erkrankung bei.
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Identifizierung und Strukturanalyse potenzieller Arzneimittel

Um potenzielle therapeutische Kandidaten zu identifizieren, die auf die
zwolf gemeinsamen Gene abzielen, die bei Sarkoidose und
Lungenkrebs eine Rolle spielen, nutzten wir die Drug-Gene Interaction
Database (DGIdb). Die Liste aller potenziellen Wirkstoffe, die auf die
gemeinsamen Gene bei Sarkoidose und Lungenkrebs abzielen, ist in
der erganzenden Tabelle 5 aufgefiihrt. Unter den analysierten
Wirkstoffen erwies sich Metformin mit einem Interaktionswert von
1,795 als vielversprechendster Kandidat. PRKAG3Die

XRD-Musteranalyse mittels Rietveld-Verfeinerung fiir
Metformin

Die strukturellen Eigenschaften des Wirkstoffkandidaten
Metformin wurden mittels XRD analysiert, und das
resultierende Muster wurde durch Rietveld-Analyse verfeinert,
um detaillierte Informationen Uber seine Kristallstruktur und
Phasenreinheit zu erhalten. Abbildung7veranschaulicht die
Rietveld-Verfeinerung des XRD-Musters fir reines Metformin
(C4H12CINs), ohne erkennbare Verunreinigungen. Das XRD-
Muster entspricht einem monoklinen Kristallsystem (COD
#2,108,029; Raumgruppe: P2,/c) mit den Gitterparametern a =
7,9104 A, b =13,8794 A, c=7,9310 A und B = 114,6060°. Die
Ubereinstimmung der beobachteten (Io) und berechneten (Ic)
Intensitaten, dargestellt durch leere blaue Punkte bzw.
durchgezogene schwarze Linien, belegt die Genauigkeit der
Verfeinerung. Die als grine Linie dargestellten Residuen (Io-Ic)
bestatigen eine hohe Anpassungsgute.

Die Rietveld-Verfeinerung lieferte wichtige Strukturparameter wie
KristallitgroBe und mittlere quadratische Mikrospannung, die in Tabelle
1 zusammengefasst sind.2Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
reine Phase von Metformin aus Nanokristallen mit einer GréBe von
etwa 105 nm besteht, die nur minimale Gitterverzerrungen aufweisen,
was die strukturelle Integritat des Medikaments unterstutzt.
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Abb. 7Die Rietveld-Verfeinerung des Réntgenbeugungsmusters (XRD) von reinem Metformin zeigt die Kristallstruktur und Phasenreinheit des Wirkstoffs auf Basis

der XRD-Daten.
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Tabelle 2Struktur- und mikrostrukturelle Parameter, die aus der Rietveld-Analyse von Metformin gewonnen wurden

Nanokomposit Kristalline Verbindung Zellparameter (A)

KristallitgroBe (nm) RMS-Mikrostrain (x10-4)

A B

C

Metformin CaH11Nse HCI 7,9853 13,9265

7,9852
B =114,8%

104,65 0,11

o

clp=—P a

Abb. 8Die Elementarzellenstruktur von Metformin wurde mittels
Rontgenbeugungsanalyse bestimmt und zeigt die detaillierte kristallographische

Anordnung der Wirkstoffmolekdile.

Zusatzlich wurde die Einheitszelle von Metformin mithilfe der
VESTA-Software visualisiert (Abb. ).8) und liefern so eine klare
Darstellung seiner molekularen Struktur. Diese Ergebnisse
bestatigen, dass das in nachfolgenden Zellkulturtests verwendete
Metformin eine hohe strukturelle Reinheit und Integritat aufweist
und sich daher fur die biologische Bewertung eignet.

Wirkung von Metformin auf A549-, HeLa- und WI38-Zellen
MTT-TestMetformin reduzierte die Lebensfahigkeit von A549- und
Hela-Zellen innerhalb von 48 Stunden Inkubation
konzentrationsabhangig mit IC50-Werten von etwa 350 pg/ml
bzw. 400 pg/ml. Wir untersuchten auch die Wirkung von
Metformin auf das Wachstum normaler Lungenfibroblasten (WI38-
Zellen) unter ahnlichen Wachstumsbedingungen. Die
Wachstumshemmung der WI38-Zellen war jedoch im Vergleich zu
A549- und Hela-Zellen signifikant geringer. Wir beobachteten
nach 48-stiindiger Behandlung mit der héchsten Metformin-Dosis
(500 pg/ml) maximal 25 % Zellsterben bei normalen
Lungenfibroblasten (WI38-Zellen) (Abb. 1).9Diese Ergebnisse legen
nahe, dass Metformin eine selektive Zytotoxizitat gegentiber
Krebszellen aufweist, wahrend es fur normale menschliche Zellen
vergleichsweise ungiftig bleibt.

Zellmorphologiestudie
Wir haben auch die morphologische Veranderung von Krebszellen in

Gegenwart von Metformin beobachtet. Kultivierte A549- und HeLa-Zellen.

WI38-Zellen wurden 48 Stunden lang mit verschiedenen
Metformin-Konzentrationen (0, 200 und 400 pg/ml) behandelt, und
es wurden Hellfeldaufnahmen von Kontroll- und behandelten
Zellen mit einem inversen Mikroskop des Typs Olympus CKX41
angefertigt (Abb. 1).10). Das linke Feld in der Abb.10(AC) zeigt die
unbehandelten Kontrollzellen. Bei einer Dosis von 200 pg/ml
(unterhalb der IC50-Dosis) waren sowohl A549- als auch Hela-
Zellen betroffen, da viele Zellen kleiner und runder wurden (Abb.
1).10DF). Bei einer IC50-Dosis von 400 pg/ml veranderte sich die
Morphologie der meisten Zellen, und eine signifikante Anzahl von
Zellen war vollstandig abgerundet und I6ste sich vom Substrat ab,
was auf tote Zellen hindeutet (Abb. 1).10GI). WI38-Zellen zeigten
hingegen eine héhere Resistenz und waren im Vergleich zu A549-
und HelLa-Zellen weniger stark beeintrachtigt. Selbst bei einer
Dosis von 400 pg/ml waren die morphologischen Veranderungen
der WI38-Zellen nicht sehr ausgepragt. Dieses Ergebnis stimmte
gut mit dem Ergebnis des MTT-Tests Uberein.

Koloniebildungstest

Um die langfristige und irreversible wachstumshemmende Wirkung
von Metformin auf A549- und Hela-Zellen zu untersuchen,
beobachteten wir die Koloniebildung der Zellen nach 48-stiindiger
Inkubation mit verschiedenen Metformin-Konzentrationen (0-400 pg/
ml) und lieRBen sie anschlieBend sieben Tage lang lebensfahige
Kolonien bilden. Die lebensfdhigen Kolonien wurden mit Kristallviolett
angefarbt. Wir stellten fest, dass die Koloniebildung beider Zelllinien
durch die Metformin-Behandlung dosisabhéngig reduziert wurde (Abb.
1).11A). Der Farbstoff wurde anschlieBend in 10%iger Essigsaure
extrahiert und die Absorption bei 600 nm gemessen. Die Absorption
bei 600 nm war nach Metformin-Behandlung ebenfalls verringert (Abb.
1).11B & C). Das Ergebnis bedeutet, dass die Koloniebildung von A549-
und Hela-Zellen durch Metformin gehemmt wurde und dass die
Substanz einen langfristigen Einfluss auf das Wachstumspotenzial
lebensfahiger Zellen haben kdnnte.

Diskussion

Der Ubergang von Sarkoidose zu Lungenkrebs ist gut dokumentiert,
und diese Korrelation ist signifikant mit einer schlechten Prognose bei
Patienten mit Lungenkrebs verbunden. Obwohl der Zusammenhang
zwischen diesen beiden Erkrankungen haufig beobachtet wird,
konzentrieren sich nur wenige Studien auf die gemeinsamen
genetischen Uberschneidungen zwischen diesen beiden Stérungen. Im
Gegensatz zu friheren Studien, die zelltypspezifische
Expressionsmuster, wie beispielsweise Plasmazell-assoziierte Gene bei
COVID-19, betonten [39] oder epigenetisch gesteuertes Gen
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Abb. 9Auswirkung von Metformin auf die Lebensfahigkeit normaler menschlicher Lungenkarzinomzellen (A549)A) und menschlichen Zervixkarzinom-HelLa-Zellen (B) und normale

Lungenfibroblastenzellen WI38 (C) mittels MTT-Assay nach 48 h Behandlung. Die Daten stellen den Mittelwert + Standardabweichung aus drei Versuchsreihen unter ahnlichen Bedingungen dar. * P<.

05 und #P<.01 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle

Signaturen fur die Krebsprognose [40Die vorliegende Studie
verfolgt einen integrativen, systembiologischen Ansatz. Dieser
Ansatz starkt nicht nur die biologische Plausibilitat der Ergebnisse,
sondern erleichtert auch die Identifizierung potenzieller
therapeutischer Kandidaten, wie beispielsweise Metformin, mit
Wirksamkeit in entzlindlichen und onkogenen Kontexten. Wir
nutzten hier einen fortschrittlichen computergestitzten Ansatz,
um die Korrelation zwischen Sarkoidose und Lungenkrebs zu
untersuchen und Uberlappende Gene, angereicherte Immunzellen
und gemeinsame Signalwege zu identifizieren. Die Expression
dieser Kandidatengene wurde in zusatzlichen Datensatzen
validiert. Neben diesen gemeinsamen differentiell exprimierten
Genen (DEGs) identifiziert die Studie auch genetische Regulatoren,
darunter miRNAs und Transkriptionsfaktoren, und potenzielle
Wirkstoffe, die auf die gemeinsame genetische Signatur abzielen.
Daruber hinaus wurde eine detaillierte Strukturanalyse des
potenziellen Wirkstoffs durchgefiihrt, um prazise
Strukturinformationen auf atomarer Ebene zu gewinnen.
AbschlieBend wurde die Wirkung des Wirkstoffs in vitro an Krebs-
und normalen Zelllinien evaluiert.

Diese Studie deutet darauf hin, dass die Dysregulation vonSALL4,
WNT10A, RASAL1, CAMK2B, GADD45B, KLF4, OLR1, CSF3, WIF1, RAMPS3,
AGERUNd PRKAGSowohl bei Sarkoidose als auch bei Lungenkrebs
lassen sich Zusammenhange mit gemeinsamen pathologischen
Prozessen wie chronischer Entziindung, Immunungleichgewicht und
gestorter zellularer Signallbertragung beobachten. Beispielsweise
fahrt die Hochregulierung von WNT70A,RASAL1, CAMKZ2B, UndSALL4
deutet auf ihre Beteiligung an tumorférdernden Prozessen wie
Zellproliferation, Migration und Immunflucht hin [36,41Eine erhdhte
Expression dieser Gene korrelierte mit einer schlechteren
Uberlebensprognose bei Lungenkrebspatienten und unterstrich damit
deren potenzielle Rolle bei der Krankheitsprogression. WNT70Aist ein
wichtiger Bestandteil des Wnt/B-Catenin-Signalwegs, der sowohl bei
Sarkoidose als auch bei Lungenkrebs signifikant angereichert ist (FDR-
korrigiert).P=0,001). Eine Dysregulation der Wnt-SignalUbertragung
wurde mit unkontrollierter Epithelproliferation, Immunflucht und einer
schlechten Prognose bei Lungenkrebs in Verbindung gebracht [42
Umagekehrt flihrt die Verdnderung von PRKAG3Bei beiden
Erkrankungen dirfte es mit seiner Rolle bei der Regulierung des
zelluldren Energiestoffwechsels und des Stresses zusammenhangen.
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Abb. 10Verénderung der Morphologie von A549-, HeLa- und WI38-Zellen durch Metformin. Hellfeldaufnahmen von unbehandelten und behandelten Zellen wurden mit einem inversen Mikroskop der
Marke Olympus (Modell CKX41) angefertigt.A,B, UndCstellen unbehandelte A549-, HeLa- bzw. WI38-Zellen dar.D,E&Fstellen A549-, HeLa- und WI38-Zellen dar, die mit 200 ug/ml Metformin behandelt
wurden undG,H&ICHDie Abbildungen zeigen A549-, HeLa- und WI38-Zellen, die mit 400 pg/ml Metformin behandelt wurden. Die Aufnahmen wurden mit einem 20-fachen Objektiv angefertigt.
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Abb. 11Koloniebildungstest mit A549- und HeLa-Zellen nach Metformin-Behandlung.APetrischalen mit Abbildungen der Mikrokoloniebildung von mit Metformin behandelten
A549- und HeLa-Zellen nach Farbung mit Kristallviolett. Die Bilder sind in Graustufen dargestellt.B,CBalkendiagramm zur Darstellung der Absorption des Kristallviolett-
Farbstoffs bei 600 nm, die représentativ fuir lebensfahige Kolonien nach Metformin-Behandlung ist. Die Daten stellen den Mittelwert + Standardabweichung aus drei

Versuchsreihen unter dhnlichen Bedingungen dar. *£<.05 und #P<.01 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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Reaktionen, kritische Prozesse, die bei chronischen
Entziindungskrankheiten und Krebs haufig gestért sind [43Die
koordinierte Herunterregulierung vonKLF4,0LR1,CSF3, WIF1,RAMPS3,
UndAlter, kénnen tumorunterdriickende Mechanismen beeintrachtigen
und dadurch das Fortschreiten von Krebs beguinstigen, einschliel3lich
verstarkten Tumorwachstums, Migration, Invasion und Metastasierung
[41,44]. Zusatzlich, GADD45Bfungiert als Tumorsuppressor durch die
Vermittlung der DNA-Schadensantwort, und seine signifikante
Herunterregulierung bei beiden Erkrankungen deutet auf
beeintrachtigte zellulare Stressreaktionen hin, die zu chronischen
Entzindungen bei Sarkoidose und zur Tumorentstehung bei
Lungenkrebs beitragen kdnnen.45Unter den zwodlf identifizierten
Uberlappenden GenenSALL4, CAMK2B, Und CSF3R Aufgrund ihrer
Faltdanderungswerte erwiesen sie sich als die prominentesten und
rechtfertigen daher weitere Untersuchungen. Insgesamt kdnnte die
veranderte Expression dieser zwolf genetischen Signaturen zur
Pathogenese sowohl der Sarkoidose als auch der Lungenkrebs
beitragen; jedoch werden weitere experimentelle Validierungen
empfohlen, um diesen Zusammenhang zu bestatigen.

Zwei microRNAs, hsa-miR-34a-5p und hsa-miR-16-5p, zeigten starke
Assoziationen mit diesen zw6lf gemeinsamen differentiell exprimierten
Genen (DEGs), die sowohl bei Sarkoidose als auch bei Lungenkrebs
vorkommen. Dies ist wahrscheinlich auf ihre regulatorischen Funktionen in
wichtigen biologischen Signalwegen zurtickzufiihren, die mit Entziindung,
Zellproliferation und Apoptose zusammenhangen. MiR-34a-5p ist daflr
bekannt, Tumorwachstum und Entziindungen durch die gezielte Regulation
von Genen, die an diesen Prozessen beteiligt sind, zu unterdriicken und
dadurch potenziell den Verlauf beider Erkrankungen zu beeinflussen.46
Ebenso wurde miR-16-5p mit der Regulierung des Zellzyklusfortschritts und
der Apoptose in Verbindung gebracht, was auf seine Rolle bei der
Modulation zellularer Reaktionen hindeutet, die sowohl bei Sarkoidose als
auch bei Krebs gestort sind.47Hinsichtlich der Transkriptionsfaktoren zeigten
PPARG, NFKB1 und RELA die starkste Interaktion mit den gemeinsamen
differentiell exprimierten Genen (DEGs) beider Erkrankungen. Da ihre
Beteiligung an der Modulation der Inmunantwort und der Gentranskription
gut belegt ist, scheinen diese Beobachtungen mit bekannten biologischen
Funktionen Ubereinzustimmen.48,49].

Es wurde aulRerdem festgestellt, dass Epithelzellen unter den
gemeinsamen Genen von Sarkoidose und Lungenkrebs
angereichert sind. Diese Anreicherung deutet darauf hin, dass
diese Zellen eine entscheidende Rolle in den pathogenen
Prozessen beider Erkrankungen spielen. Epithelzellen tragen
maRgeblich zu Entziindungen, Fibrose und Gewebsumbau bei,
was auf ihre Beteiligung an der Pathogenese der Sarkoidose
hindeutet, wo diese Prozesse eine zentrale Rolle fur das
Fortschreiten der Erkrankung spielen.50,51Auch bei Lungenkrebs
kénnen Epithelzellen aufgrund dysregulierter Signalwege wie Wnt/
B-Catenin eine maligne Transformation durchlaufen, was zu
unkontrollierter Proliferation und Metastasierung fihrt.52Der
Wnt-Signalweg, ein entscheidender Regulator der Zellproliferation,
-differenzierung und -migration, ist auch an der Pathogenese
sowohl der Sarkoidose als auch der Lungenkrebserkrankung
beteiligt. Bei der Sarkoidose, einer entziindlichen Erkrankung
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Charakteristisch fir die Granulombildung in der Lunge ist, dass eine
aberrante Wnt-Signallbertragung zu einer gestérten Immunantwort
und Fibrose beitragen kann.53Auch bei Lungenkrebs ist dieser
Signalweg haufig gestort, was zu unkontrolliertem Zellwachstum und
Metastasierung fuhrt.52Wichtige Komponenten des Wnt-Signalwegs,
wie beispielsweise B-Catenin, sind bei diesen Erkrankungen haufig
Uberexprimiert oder mutiert, was auf einen potenziell gemeinsamen
molekularen Mechanismus hindeutet, der ein therapeutisches Ziel
darstellen kdnnte. Angesichts der starken Anreicherung von
Epithelzellen und der Wnt-Signalgebung bei beiden Erkrankungen ist
eine weitere experimentelle Validierung - einschliel3lich RT-qPCR,
Immunhistochemie und Einzelzell-Transkriptomik - unerlasslich, um
diese Ergebnisse und ihre Relevanz fiir die Prazisionsmedizin zu
bestatigen.

Die Studie legt ferner nahe, dass Metformin eine potenzielle
Therapieoption fir LC-Patienten darstellen kénnte, die entweder nach
einer Sarkoidose an dieser Krankheit erkrankt sind oder eine
Begleiterkrankung aufweisen, wie in verschiedenen Studien erwahnt [3,
4Metformin wurde trotz seines primaren Zielmolekuls als potenzieller
therapeutischer Kandidat ausgewahlt.PRKAG3, was keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang mit dem Uberleben bei Lungenkrebs
zeigt, da seine Wirksamkeit durch mehrere zusammenwirkende
Faktoren gestitzt wird. Mechanistisch moduliert Metformin den Wnt-
Signalweg, der in unserer Analyse sowohl bei Sarkoidose als auch bei
Lungenkrebs signifikant angereichert war, sowohl iber AMPK-
abhangige als auch AMPK-unabhangige Mechanismen [54,55Die Wnt-
Signalubertragung tragt zur Fibrose bei, einem wichtigen Faktor fur die
Mortalitat bei Sarkoidose.56], und es wurde gezeigt, dass Metformin
die Wnt/B-Catenin-Aktivitat in LC unterdrickt [57], was seine Relevanz
bei beiden Erkrankungen unterstreicht. Im Vergleich zu den anderen
identifizierten Wirkstoffkandidaten (siehe Ergdnzungstabelle 4) bietet
Metformin eine Kombination aus entzindungshemmenden und
tumorhemmenden Wirkungen sowie oraler Bioverfligbarkeit, geringer
Toxizitat und einem gut etablierten klinischen Sicherheitsprofil. Es wies
zudem einen hohen DGIdb-Interaktionswert auf (=1.0) mitPRKAG3Auch
die Literatur unterstiitzt die Anwendung von Metformin, indem Studien
einen Zusammenhang zwischen Metformin und einem reduzierten
Risiko fiir Lungenkrebs sowie einem verbesserten Uberleben der
Patienten herstellen.58Darlber hinaus beeinflusst Metformin den
epithelial-mesenchymalen Ubergang (EMT) durch die
Herunterregulierung von Transkriptionsfaktoren wie KLF4, dessen
Expression in unserem Datensatz signifikant verandert war.59Dies
steht im Einklang mit unseren WebCSEA-Ergebnissen, die Epithelzellen
als einen wichtigen angereicherten Zelltyp identifizierten. Die
experimentelle Validierung mittels MTT-Zytotoxizitatstests und XRD mit
Rietveld-Verfeinerung untermauert die Auswahl von Metformin als
potenziellen Wirkstoffkandidaten zur Behandlung der gemeinsamen
Erkrankung von Sarkoidose und Lungenkrebs, die auf den
identifizierten gemeinsamen genetischen Veranderungen beruht.

Die detaillierte Strukturanalyse von Metformin
mittels XRD-Analyse, die die monokline Phase und
die nanokristalline Form (~ 105 nm) bestatigt,
untermauert dessen Stabilitat und Bioverfugbarkeit.
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Die konzentrationsabhadngige Reduktion der Lebensfahigkeit von
A549-Zellen deutet darauf hin, dass Metformin die Proliferation
von Krebszellen effektiv hemmt. Im Gegensatz dazu weist die
minimale Wachstumshemmung in WI38-Zellen auf eine selektive
Zytotoxizitat von Metformin gegentiber Krebszellen hin, wahrend
normale Lungenfibroblasten geschont werden. Dieser
differenzielle Effekt unterstreicht das Potenzial von Metformin als
Therapeutikum mit reduzierter Toxizitat fir normales Gewebe.
Frihere Untersuchungen haben gezeigt, dass Metformin in A549-
und Hela-Zellen zytotoxische Effekte durch Mechanismen wie
mitochondriale Schadigung, Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS), Aktivierung von oxidativem Stress und Hemmung des PI3K/
Akt/mTOR-Signalwegs induziert. Diese Studien liefern zusatzliche
Erkenntnisse zum selektiven Einfluss von Metformin auf
Krebszellen bei gleichzeitiger Schonung normaler
Lungenfibroblasten.60-64Aufgrund seiner Fahigkeit, mit
mehreren biologischen Zielstrukturen zu interagieren, und seines
gut dokumentierten Sicherheitsprofils stellt Metformin ein
vielversprechendes Therapeutikum zur Abschwachung des
Krankheitsverlaufs bei Patienten mit Uberlappenden Merkmalen
von Sarkoidose und Lungenkrebs dar und rechtfertigt weitere
klinische Untersuchungen.

Diese Studie weist mehrere Einschrankungen auf. Erstens kénnte eine
eingehendere Untersuchung der einzigartigen Interaktionen und
Signalwege bei Sarkoidose und Lungenkrebs wertvolle Einblicke in deren
gemeinsame Pathophysiologie liefern und potenziell zu gezielteren und
effektiveren Therapieanséatzen fuhren. Zukinftige Forschung sollte daher
einer strengen experimentellen Validierung Prioritat einrdumen, um die
bioinformatischen Ergebnisse zu untermauern und deren therapeutische
Implikationen weiter zu erforschen. Zweitens ist die Expression von SALL4
Und CAMKZBEs zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den LC-Stadien. Diese fehlende stadienspezifische
Expressionsdynamik kdnnte darauf hindeuten, dass diese drei Gene als
frihe Treiber der Tumorentstehung fungieren, deren Dysregulation die
maligne Transformation initiiert oder unterstutzt, aber im Verlauf der
Erkrankung nicht weiter moduliert wird. Daruber hinaus wird die
Progression von LC durch komplexe und heterogene Prozesse beeinflusst -
darunter epigenetische Regulation, Stromainteraktionen, Immunflucht und
Metastasierungsmechanismen -, die sich moglicherweise nicht direkt in
Genexpressionsprofilen widerspiegeln. Daher kénnten diese Gene als
stadienunabhangige prognostische Indikatoren dienen, was ihre potenzielle
Relevanz fur die Friherkennung oder als Basis-Biomarker anstelle von
Markern fur das Tumorwachstum unterstreicht. Drittens wurden
Epithelzellen durch eine Zelltyp-Anreicherungsanalyse als der am starksten
angereicherte Zelltyp identifiziert; eine Einschrankung dieser Studie ist, dass
Epithelzellen nicht direkt als priméares Forschungsobjekt ausgewahlt wurden.
Stattdessen verwendeten wir A549-Zellen, eine alveolare
Epithelkarzinomzelllinie, die alveolére Epithelzellen vom Typ I reprasentiert.
65], das haufig zur Untersuchung von Zytotoxizitét, oxidativem Stress und
(pro-)inflammatorischen Reaktionen eingesetzt wird [66Darlber hinaus

wurden HelLa-Zellen in diese Studie einbezogen.
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Als etablierte Epithelkrebszelllinie unterstutzt sie die Bewertung
epithelspezifischer Arzneimittelwirkungen. Obwohl A549- oder Hela-
Zellen wichtige Epithelmerkmale aufweisen, bilden sie die Komplexitat
nativer Epithelgewebe nicht vollstandig ab. Zukunftige Forschung wird
diese Einschrankung durch die Verwendung primarer
Bronchialepithelzellen und 3D-Epithelorganoidkulturen beheben, um
ein physiologisch relevanteres Modell zur Untersuchung der
epithelspezifischen Genregulation und Arzneimittelwirkung im Kontext
von Sarkoidose und Lungenkrebs zu etablieren. Die Einbeziehung von
NCI-H2087 und anderen Adenokarzinom-spezifischen Zelllinien wird
zudem die Krankheitsspezifitat erhéhen und ein umfassenderes
Verstéandnis der Arzneimittelwirksamkeit bei verschiedenen
Lungenkrebs-Subtypen ermdglichen. Obwohl die Studie von der
Verwendung mehrerer 6ffentlich zuganglicher Datensatze profitiert
und robuste statistische Korrekturen implementiert, bleiben die
inharenten Einschrankungen von In-silico-Analysen bestehen. Die
Validierung in unabhangigen Patientenkohorten, zusammen mit RT-
gPCR und funktionellen Assays, ist unerlasslich, um die biologische
Signifikanz und klinische Anwendbarkeit zu bestatigen. Flinftens ist die
Ausweitung der Analyse auf gréRere Patientenkohorten entscheidend,
um die Zuverlassigkeit und Generalisierbarkeit der Ergebnisse zu
verbessern. Obwohl mehrere unabhéngige Transkriptomdatensatze
die Analyse gestarkt haben, ist eine weitere In-vivo-Validierung
notwendig. Obwohl MTT-Assays und XRD-Analysen die zytotoxischen
Effekte und die strukturelle Integritdt von Metformin bestatigten, muss
dessen Langzeitwirkung auf Tumorprogression, Immunantwort und
Fibrose in Tiermodellen und patientenabgeleiteten Xenotransplantaten
validiert werden. Zukiinftige Studien kénnen auch RNA-Seq und
Proteomprofilierung einbeziehen, um die molekularen Mechanismen
von Metformin besser zu verstehen und die Luicke zwischen
bioinformatisch gestitzten Entdeckungen und klinischen
Anwendungen bei Sarkoidose und Lungenkrebs zu schlieBen.
SchlieRlich war unsere Studie nicht speziell darauf ausgelegt, einen
kausalen Ubergang von Sarkoidose zu Lungenkrebs zu untersuchen,
sondern vielmehr gemeinsame molekulare Dysregulationen zu
identifizieren, die zur erh6hten Anfélligkeit von Sarkoidose-Patienten
fir Lungenkrebs beitragen kénnten. Die therapeutische Bewertung von
Metformin zielte daher darauf ab, dessen Potenzial zur gezielten
Beeinflussung dieser gemeinsamen pathogenen Achse zu erforschen,
anstatt eine Erkrankung isoliert zu behandeln. Es wurde festgestellt,
dass Metformin mit ... interagiert. PRKAG3Ein Gen, das in beiden
Erkrankungen signifikant verandert ist und zytotoxische Wirkungen auf
LC-Zellen zeigte, dessen Potenzial zur Verhinderung der malignen
Progression bei Hochrisiko-Sarkoidosepatienten muss noch untersucht
werden. Zukuinftige Studien sollten die Rolle von Metformin in der
Frihintervention, idealerweise mithilfe von Langsschnittmodellen oder
patientenabgeleiteten Systemen, evaluieren, um festzustellen, ob es
entzundliche oder onkogene Prozesse vor dem vollstandigen Ausbruch
der Erkrankung modulieren kann. Diese Untersuchungen werden dazu
beitragen, zu klaren, ob Metformin als Praventionsstrategie bei
Sarkoidosepatienten mit Pradisposition fiir LC oder als Therapeutikum
bei bereits bestehender LC wirksamer ist.
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Die Ergebnisse unterstreichen jedoch die potenzielle doppelte Anwendbarkeit und
bekraftigen den Wert von Strategien zur Wiederverwendung von Arzneimitteln bei
der gezielten Beeinflussung konvergierender molekularer Mechanismen,
insbesondere solcher, die Folgendes betreffen: PRKAG3Dysregulation bei
Sarkoidose LC Uberlappende Erkrankungen.

Zusammenfassend unterstreicht diese Studie die klinische Relevanz
des Verstandnisses des Zusammenhangs zwischen Sarkoidose und
Lungenkrebs, insbesondere Adenokarzinom. Da Granulome und
Knotenbildung bei Sarkoidose haufig mit der Entwicklung und dem
Fortschreiten von Lungenkrebs einhergehen, kdnnten weitere
Untersuchungen zu deren Einfluss auf den Krankheitsverlauf und das
Uberleben der Patienten personalisierte Behandlungsstrategien
ermaoglichen. Die Analyse gemeinsamer molekularer Signalwege und
Biomarker kann Klinikern helfen, zwischen gutartigen und bdsartigen
Lungenerkrankungen bei Sarkoidose-Patienten zu differenzieren und
so eine frihere Erkennung und effektivere Behandlung von
Lungenkrebs in dieser Patientengruppe zu ermdglichen. Letztendlich
kénnten diese Erkenntnisse durch die Verfeinerung diagnostischer
Verfahren und die Optimierung therapeutischer Interventionen zu
verbesserten Patientenergebnissen beitragen.

Abschluss

Die vorliegende Studie erweitert den aktuellen Wissensstand durch die
Identifizierung von zwolf differentiell exprimierten Genen (DEGs), die sowohl
bei Sarkoidose als auch bei Lungenkrebs vorkommen. Dies deutet auf einen
gemeinsamen pathogenen Mechanismus beider Erkrankungen hin.
Besonders hervorzuheben ist die Anreicherung des Wnt-Signalwegs unter
diesen Genen, die eine wichtige molekulare Verbindung aufzeigt, die in
friheren Studien nicht vollstandig aufgeklart wurde. Dartiber hinaus zeigen
unsere Ergebnisse eine signifikante Anreicherung von Epithelzellen unter
diesen gemeinsamen Genen und unterstreichen deren entscheidende Rolle
fur die Barrierefunktion, das Geweberemodeling und die Immunregulation.
Bei Sarkoidose tragen Epithelzellen durch Interaktionen mit Immunzellen zur
Granulombildung bei, wahrend sie bei Lungenkrebs eine zentrale Rolle bei
der Tumorentstehung und -progression spielen.

Des Weiteren beobachteten wir, dass die veranderte Expression
dieser gemeinsamen Gene mit fortgeschrittenen Tumorstadien bei
Lungenkrebs und einer schlechten Prognose korreliert, was ihr
Potenzial als prognostische Marker unterstreicht. Die Identifizierung
von Metformin als potenzielles Therapeutikum mithilfe der DGIdb
bietet eine innovative Strategie zur Arzneimittelumwidmung, die
genetische Erkenntnisse mit Behandlungsmdglichkeiten verknupft. Die
strukturelle Validierung von Metformin mittels
Réntgenbeugungsanalyse mit Rietveld-Verfeinerung erhoht die
Prazision der Studie. SchlieRlich untersuchten In-vitro-Studien mit
A549-Zellen das therapeutische Potenzial von Metformin weiter und
bekraftigten seine Relevanz als Kandidat fur die Umwidmung. Durch
die Integration von Genexpressionsanalyse, Korrelationen mit
klinischen Ergebnissen und Ansatzen zur Arzneimittelumwidmung
tragt diese Studie wesentlich zum Verstandnis gemeinsamer
molekularer Signalwege bei Sarkoidose und Lungenkrebs bei und
fordert letztendlich Strategien der Prazisionsmedizin fir diese
Erkrankungen.
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