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Laringeal Karsinomda Ferroptoz ile iliskili Genlerin Biyoinformatik

Yontemler Kullanilarak Belirlenmesi

Cagdas AKTAN"

Oz

Amag: Hiicre ici demir birikimi ve lipid peroksidasyonu ile karakterize edilen ferroptoz, tiimor
baskilanmasinda 6nemli rol oynayabilen yeni tanimlanmig bir hiicre 6liim seklidir. Larengeal skuamoz
hiicreli karsinom (LSHK) ve ferroptozis arasindaki iligki hakkinda yapilan c¢alismalar sinirhdir. Bu

calismanin amaci, LSHK'nin tani, tedavisinde ve ferroptozis ile ilgili belirtecleri in siliko yontemleri

kullanarak saptamaktir.

Yontem: Ferroptoz ile ilgili genler, FerrDb veri tabanindan elde edildi. The Cancer Genome Atlas (TCGA)
veri setlerinden LSHK hastalarinin mRNA ekspresyon verileri ve ferroptoz ile ilgili bazi genleri taramak icin
kullanildi. LSHK ile ilgili GSE143224 ve GSE84957 mikrodizi veri setleri GEO veri tabanindan elde
edilmistir. Tiim veri setleri kullanilarak ferroptoz ve LSHK ile iligkili genleri elde etmek igin ortiisen veriler
kullanilmigtir. LSHK grubu ve normal kontroller arasindaki diferansiyel olarak eksprese edilen genler
(DEG'ler) ve ferroptoz ile ilgili DEG'ler, biyoinformatik yontemler kullanilarak analiz edildi. Daha sonra
STRING ve Cytoscape yazilimlari kullanilarak Gene Ontology (GO), KEGG ve protein-protein etkilesimi
(PPE) ag1 analizleri gergeklestirilmistir.

Bulgular: Ferroptoz ile ilgili 259 gen, FerrDb veri tabanindan alind1 ve ferroptoz DEG'lerini tanimlamak
icin bunlar1 TCGA-HNSC (523 6rnek), GSE143224 (25 6rnek) ve GSE84957 (18 6rnek) ile analizleri yapildi.
Analiz sonrasinda 13 adet yukar regiile edilmis (NOX4, BID, ABCC1, TNFAIP3, PANX1, SLC1A4, SLC3A2,
FTL, TFRC, AURKA, HSF1, PML, CA9; p<0.05) ve 3 adet asag regiile edilmis gen (CHAC1, LPIN1, MUCi1;
p<0.05) saptanmigtir. GO, KEGG ve PPE analizleri ile elde edilen hiicresel stres, inflamasyon, oksidatif stres
ve karsinogenez siireclerine benzer sonuglar (p<0.05) ile bu genlerin LSHK' nin ilerlemesinde rol

oynayabilecegini gostermektedir.

Sonug: Sonug olarak, bu ¢alismada LSHK'de ferroptoz ile yakindan iligkili olan ve LSHK hastalarini saglikl
kontrollerden ayirt edebilen 16 potansiyel gen saptanmistir. Calismamiz, LSHK'nin molekiiler

mekanizmasini ve terapotik hedeflerini kesfetmek icin daha genis bir fikir saglayabilir.
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Identification of Ferroptosis-Related Genes in Laryngeal Carcinoma Using an Integrated

Bioinformatics Approach
Abstract

Aim: Ferroptosis, which is characterized by intracellular iron accumulation and lipid peroxidation, is a
newly described form of regulated cell death that may play a key role in tumour suppression. There is still a
lack of knowledge regarding the association between laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) and
ferroptosis. The aim of this study is finding ferroptosis-related markers in LSCC to explore new directions

for LSCC diagnosis and treatment using in silico methods.

Method: The ferroptosis-related genes were obtained from FerrDb database. mRNA expression data from
LSCC patients from The Cancer Genome Atlas (TCGA) datasets were used to screen for some genes related
to ferroptosis. GSE143224 and GSE84957 microarray datasets about LSCC were obtained from the GEO
database. Overlapping data was used to obtain genes associated with ferroptosis and LSHK using all datasets.
The differentially expressed genes (DEGs) and ferroptosis-related DEGs between the LSCC group and
normal controls were analyzed using bioinformatics methods. Then the Gene Ontology (GO), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) and the protein-protein interaction (PPI) network analyses

were performed using STRING and Cytoscape softwares.

Results: 259 ferroptosis-related genes were fetched from FerrDb database and intersected them with
TCGA-HNSC (523 samples), GSE143224 (25 samples) and GSE84957 (18 samples) to identify ferroptosis
DEGs. Finally, it was found that 13 upregulated (NOX4, BID, ABCC1, TNFAIP3, PANX1, SLC1A4, SLC3A2,
FTL, TFRC, AURKA, HSF1, PML, CA9; p<0.05) and 3 downregulated genes (CHAC1, LPIN1, MUC1;
p<0.05). The result of the enrichment gene dataset analysis (cellular stress, inflammation, oxidative stress
and carcinogenesis; p<0.05) indicated that the genes significantly enriched were involved in progression of
LSCC.

Conclusions: In conclusion, 16 potential genes that are closely associated with ferroptosis in LSCC and
may differentiate LSCC patients from controls. Our study may provide a broader idea for exploring the

molecular mechanism and therapeutic targets of LSCC.

Keywords: Laringeal carcinoma, ferroptosis, bioinformatics.

Giris

Laringeal kanser erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilmekte olup diinya genelinde goriilen
en yaygin ikinci bas boyun kanserlerinden birisidir. Bununla birlikte, Kafkas irkiyla
karsilagtirildiginda Afrika kokenli Amerikalilarda hastaligin daha genc yasta ortaya ¢ikmasi ve
daha yiiksek insidans ve mortaliteye sahip olmas1 gibi laringeal kanserde gozlemlenen
rksal/etnik farkliliklar da bulunmaktadir. Laringeal kanserin patogenezinde bircok risk faktorii
rol oynamaktadir. Bunlardan en 6nemlisi tiitiin ve alkol kullanimidir. Yapilan ¢alismalara gore,

sigara icen Kkigiler sigara icmeyenlerle karsilastirildiginda sigara igenlerde laringeal kanserin
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gelisme olasilig1 yaklasik 15 kat daha yiiksek iken asir1 sigara tiiketiminde ise bu riskin yaklagsik
30 kata kadar ¢iktig1 saptanmigtir2. Bununla birlikte laringeal kanserin sadece %5’ inin tiitiin ve
alkol tiiketmeyen bireylerde meydana geldigi tahmin edilmektedirs. Tiitiin ve alkol tiiketiminin
yani sira cesitli cevresel etkenlere maruziyet (asbest, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve tekstil
tozu gibi), beslenme aligkanliklari, gastrodzofageal ve laringofaringeal reflii hastaliklar1 ve
Human Papilloma Viriis (HPV) enfeksiyonu da risk faktorleri arasinda yer almaktadir2. Glottik
tlimorler hastaligin baslangicinda ses kalitesinde meydana gelen degisiklikler sebebiyle erken
evrelerde teshis edilebilir iken supraglottik ve subglottik tiimorler, semptomlar: daha az belirgin
oldugu icin siklikla ileriki evrelerde saptanabilmektedirler. Hastaligin tedavisi ise genellikle

cerrahi ve radyoterapi ile gerceklestirilebilmektedir4.

Apoptoz ve nekroz gibi bilinen hiicre 6liim mekanizmalar1 disinda ferroptoz olarak adlandirilan
demire bagimli ve apoptotik olmayan yeni bir hiicre 6liim mekanizmasi kesfedilmisdirs. Bu hiicre
oliim tipi, inme, beyin hasar1 ve tiimorlerin gelisiminde rol oynayan 6nemli mekanizmalardan
biridir¢-8. Ferroptoz ile hiicrelerde asir1 demir birikimi ile lipid peroksidasyonun artmasi sonucu
hiicre oliimii gerceklesmekte ve bu degisikliklerle de apoptoz, nekroz ve otofaji gibi diger hiicre
oliimii bigimlerinden ayirt edilebilmektedir9.:0. Ferroptozda rol oynayan bazi genler tamimlanmig
olmasina ragmen, mekanizmas1 ve hastaliklarla olan iligkisi {izerine yapilan ¢aligmalar hala

simirhdir.

Bu bilgiler 1s181nda calisgmamizda ferroptoz ile iligkili genlerin tespit edilerek TCGA ve GEO veri
tabalarinda bulunan verilerle karsilagtirip merkezi genlerin belirlenmesi ve aralarindaki

iligkilerin, hastalik siirecine etkileri gibi faktorlerin arastirilmasi amacglanmigtir.
Gerec ve Yontem

Bu calismada kullanmilan ferroptoz ile iligkili genler ferroptoz veri tabanindan (FerrDb;
http://www.zhounan.org/ferrdb) (Zhou and Bao, 2020) elde edilmistir. The Cancer Genome
Atlas (TCGA) (https://portal.gdc.cancer.gov/repository) ve Gene Expression Omnibus (GEO)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) veri tabanlar1 laringeal kanserli hastalarin mRNA
ekspresyon verileri, klinik bilgileri, hastalik ilerlemesi ve ferroptoz ile ilgili baz1 genleri taramak
icin kullanildi. Laringeal kanser ile ilgili GSE143224 ve GSE84957 mikrodizi veri setleri GEO veri
tabanindan elde edilmistir. Laringeal kanserli hasta grubu ve normal kontrol grubu arasinda
diferansiyel olarak eksprese edilen genler (DEG'ler) R yazilimi {izerinden limma paketi
kullanilarak analiz edildi. p<0.05 olan veriler anlamli olarak kabul edildi. Tiim veri setleri
kullanilarak ferroptoz ve laringeal kanser ile iligkili genleri elde etmek igin 6rtiisen/ortak veriler
kullamilmigtir (Sekil 1).
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Sekil 1. Is akis semasi

Veri Seti Segimi
FerrDb (259 gen)
TCGA-Bas boyun skuamoz hiicreli karsinom (PanCancer Atlas, 523 érnek)
GEO - G5E143224 (25 6rnek), GSEB4957 (18 drnek)

[

Diferansiyel Olarak Eksprese Olan
Genlerin (DEG) Analizi

Rv4.2, limma paketi, p<0.05

17 ortak DEG (NOX4, BID, ABCC1, TNFAIP3,
PANX1, SLC1A4, SLC3A2, FTL, TFRC, AURKA,
HSF1, PML, CA9, CHACI, LPIN1, MUC1,

MAPK3)
| . | |
Protein-Protein Etkilegim e Gen Ontoloji ve Yolak
Analizi EtkilesimAZ Zenginlestirme Analizleri

Gorsellestirme

String veritabani Enrichr (maayanlab.cloud/Enrichr/)

Cytoscape v3.8.2

Etik Bildirim: Aragtirmamizda kullanilan veri setleri GEO ve TCGA veri tabanlarinda
aragtirmacilarin erisimine acik dosyalar olarak sunuldugundan, calismamizda insan/hayvan

ornekleri kullanilmadigindan etik kurul onay1 gerekmemektedir.
Protein Etkilesim Ag Analizi ve Merkezi Genlerin Tanimlanmasi

DEG’ lerin protein-protein etkilesimlerini (PPE) analiz etmek i¢in Cytoscape (Cytoscape v3.8.2)
yazilimi ve yazilim icerisinde yer alan STRING (https://string-db.org/) eklentisi kullanilarak
gergeklestirilmigtir. STRING eklentisinde confidence (score) cutoff 0.4 olarak belirlendi. Analiz

sonucunda p<0.05 olan veriler anlamli olarak kabul edildi (Sekil 1).
Ortak DEG’lerin Fonksiyonel Analizleri

Tiim veri setlerinde ortak olarak saptanan DEG' lerin molekiiler yolaklarda ve biyolojik siireclerde
kiimelenmelerini ve fonksiyonlarini analiz etmek i¢in Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) ve Gene Ontology (GO) veri tabanlari kullanildi. p<0.05 olan veriler anlaml olarak kabul
edildi (Sekil 1).
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Bulgular
DEG Analizleri ve Ortak DEG'lerin Tanimlanmasi

Ferroptoz ile ilgili 259 gen FerrDb veri tabanindan elde edildi. Larinks kanserinde rol oynadigi
diisiiniilen ferroptoz DEG'lerini tanimlamak i¢in FerrDB’ den elde edilen genlerin TCGA-HNSCC
(TCGA-Bas boyun skuamoz hiicreli karsinom) (PanCancer Atlas, 523 6rnek), GSE143224 (25
ornek) ve GSE84957 (18 0rnek) veri setleri ile analizleri yapildi (Sekil 2). FerrDb, GSE143224 ve
GSE84957 veri setleri karsilastirildiginda 17 ortak DEG elde edilmistir (p<0.05). 17 ortak DEG
TCGA-HNSCC veri setinin larinks kanser kokenli hasta verileri (119 hasta) ile karsilagtirlldiginda
TFRC (%24) ve HSF1 (%11)’ in en yiiksek genetik degisikliklere sahip oldugu diger genlerin ise
<%4.01 genetik degisikliklere sahip oldugu saptanmigtir (Sekil 2).

Analiz sonrasinda 13 adet yukar regiile edilmis (NOX4, BID, ABCC1, TNFAIP3, PANX1, SLC1A4,
SLC3A2, FTL, TFRC, AURKA, HSF1, PML, CA9; p<0.05) ve 3 adet asag regiile edilmis gen
(CHAC1, LPIN1, MUC1; p<0.05) saptanmistir (Sekil 1, Tablo 1). MAPK3 geni GEO veri setlerinde
anlamh bir gekilde asag1 regiile oldugu saptanirken TCGA veri setinde anlaml bir degisim

gostermediginden DEG listesinden ¢ikarilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. a) GSE84957 veri setinde tiimor oOrneklerinin kontrol grubu ornekleri ile
karsilagtirildiginda elde edilen yukar:1 (up) ve asag1 (down) regiile edilen genler, b) GSE143224
veri setinde tiimor orneklerinin kontrol grubu 6rnekleri ile karsilagtirildiginda elde edilen yukar1
(up) ve asag1 (down) regiile edilen genler, ¢) GSE84957, GSE143224 ve FerrDB veri setlerinde
saptanan ortak DEG’ler, d) Ortak DEG’lerin genetik degisimleri

a) b)

GSE84957: tumor vs kontrol GSE143224: TUMOR vs NORMAL

-lop10(Pvalue)
og10(Pvalug)

Pad|<0.05
« down
T

lop2(fold changa)

iog2(fold change)
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GSE143224

Tablo 1. Veri setlerinde saptanan ortak DEG’ler

d)

GSES84957 GSE143224 TCGA
Gen Ad1 Gen Gen Gen Kromozom
Diizenlenmesi | Diizenlenmesi | Diizenlenmesi | lokasyonu

SLC3A2 Yukar: (Up) Yukar: (Up) Yukar: (Up) chri1
LPIN1 Asagi (Down) Asagi (Down) Asagi (Down) chr2
AURKA Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chr20

CA9g Yukar (Up) Yukar: (Up) Yukar: (Up) chrg

BID Yukar: (Up) Yukar: (Up) Yukar: (Up) chra2

PML Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chris
PANX1 Yukar: (Up) Yukar: (Up) Yukar: (Up) chri1

HSF1 Yukar: (Up) Yukar (Up) Yukar: (Up) chr8

MUC1 Asag1 (Down) Asag1 (Down) Asag1 (Down) chr1
ABCC1 Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chri6
TFRC Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chrg

FTL Yukar: (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chrig
MAPK3 Asag (Down) Asag1 (Down) - chr16
SLC1A4 Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chr2

NOX4 Yukar: (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chri1
CHAC1 Asag (Down) Asag1 (Down) Asag1 (Down) chris
TNFAIP3 Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) Yukar1 (Up) chr6

C. AKTAN
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Laringeal Kanser ve Ferroptoz ile iliskili Genlerin Gen Ontoloji ve Yolak

Zenginlestirme Analizleri

Ferroptoz ve larinks kanseri ile ortak rolii oldugu diisiiniilen DEG'lerin potansiyel biyolojik
fonksiyonlar1 GO ve KEGG zenginlestirme yontemleri kullanilarak analiz edildi. Bu analiz i¢in

tespit edilen 16 DEG Enrichr (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) web yazilimina yiiklenerek

gerceklestirildi. GO analiz sonucuna gore yukar1 regiile olan 13 genin “vascular transport
(GO:0010232)”, “positive regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway (GO:2001238)”
“iron ion homeostasis (GO:0055072)” ve “mitotic G1 DNA damage checkpoint signaling
(GO:0031571)” gibi bircok biyolojik siirecte gorev aldiklar1 saptanmistir (Tablo 2). Bununla
birlikte asagi regiile edilen 3 genin GO analiz sonucuna gore bu genlerin “positive regulation of

» o«

histone H4 acetylation (GO:0090240)”, “regulation of DNA-templated transcription in response
to stress (GO:0043620)”, “DNA damage response, signal transduction resulting in transcription
(GO:0042772)” ve “negative regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway by p53 class
mediator (GO:1902254)” gibi 6nemli kanser biyolojik siireclerinde rol oynadiklar1 saptanmigtir

(Tablo 3).

Tablo 2. Yukari regiile olan ortak DEG’lerin biyolojik siireclerle iligkili en anlamli 20 gen ontoloji

analiz sonuclar1 (p<0.05)

Biyolojik siire¢ tanimlari p degeri Genler

Vascular transport (GO:0010232) 1.98E-05 ABCC1;TFRC;SLC1A4
Transport across blood-brain barrier (GO:0150104) 2.13E-05 ABCC1;TFRC;SLC1A4
Regulation of protein-containing complex assembly 5.21E-05 TFRC;HSF1;BID

(G0:0043254)

Nitrogen compound transport (GO:0071705) 9.71E-05 ABCC1;SLC3A2;SLC1A4
Amino acid import across plasma membrane (GO:0089718) 1.07E-04 SLC3A2;SLC1A4
L-alpha-amino acid transmembrane transport (GO:1902475) 1.36E-04 SLC3A2;SLC1A4
L-amino acid transport (GO:0015807) 1.46E-04 SLC3A2;SLC1A4
Neutral amino acid transport (GO:0015804) 1.46E-04 SLC3A2;SLC1A4
Positive regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway 1.57E-04 BID;PML

(GO:2001238)

Amino acid transport (GO:0006865) 4.69E-04 SLC3A2;SLC1A4

DNA damage response, signal transduction by p53 class 5.89E-04 PML;AURKA
mediator resulting in cell cycle arrest (GO:0006977)
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Carboxylic acid transport (GO:0046942) 6.10E-04 SLC3A2;SLC1A4
Cellular iron ion homeostasis (GO:0006879) 6.32E-04 TFRC;FTL
Positive regulation of mitochondrion organization 6.32E-04 BID;AURKA
(G0O:0010822)

Positive regulation of apoptotic signaling pathway (GO:2001235) | 6.54E-04 BID;PML

Iron ion homeostasis (GO:0055072) 6.98E-04 TFRC;FTL
Regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway 7.69E-04 BID;PML
(GO:2001236)

Mitotic G1 DNA damage checkpoint signaling (GO:0031571) 7.93E-04 PML;AURKA
Anion transmembrane transport (GO:0098656) 8.42E-04 ABCC1;SLC3A2

DNA damage response, signal transduction by p53 class

mediator (GO:0030330)

0.001025972

PML;AURKA

Tablo 3. Asag regiile olan ortak DEG’ lerin biyolojik siireclerle iligkili en anlamli 20 gen ontoloji

analiz sonuglar (p<0.05)

C. AKTAN

Biyolojik siire¢ tanimlari p degeri Genler
Positive regulation of histone H4 acetylation (GO:0090240) 0.001049661 | MUC1
Glutathione catabolic process (GO:0006751) 0.001049661 | CHAC1
Regulation of DNA-templated transcription in response to stress (GO:0043620) 0.001349432 | MUC1
Regulation of histone H4 acetylation (GO:0090239) 0.001349432 | MUC1
Negative regulation of cell adhesion mediated by integrin (GO:0033629) 0.001499295 | MUC1
Negative regulation of transcription by competitive promoter binding 0.001499295 | MUC1
(G0O:0010944)
DNA damage response, signal transduction by p53 class mediator resulting in 0.001499295 | MUC1
transcription of p21 class mediator (GO:0006978)
Negative regulation of protein maturation (GO:1903318) 0.001649143 | CHAC1
DNA damage response, signal transduction resulting in transcription 0.001649143 | MUC1
(GO:0042772)
Glutathione biosynthetic process (GO:0006750) 0.001649143 | CHAC1
Nonribosomal peptide biosynthetic process (GO:0019184) 0.001798976 | CHAC1
358
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Mitotic nuclear membrane disassembly (GO:0007077) 0.001798976 | LPIN1

Negative regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA 0.001948794 | MUC1
damage by p53 class mediator (GO:1902166)

Regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA damage by | 0.002098597 | MUC1
p53 class mediator (GO:1902165)

Nuclear membrane disassembly (GO:0051081) 0.002098597 | LPIN1
Phosphatidylethanolamine biosynthetic process (GO:0006646) 0.002248385 | LPIN1
Negative regulation of protein processing (GO:0010955) 0.002248385 | CHAC1

Negative regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway by p53 class mediator | 0.002547917 | MUC1
(GO:1902254)

Cellular modified amino acid catabolic process (GO:0042219) 0.002547917 | CHAC1

Triglyceride biosynthetic process (GO:0019432) 0.00269766 LPIN1

Yukan regiile edilen 13 genin KEGG yolak analiz sonucuna gore bu genlerin “Ferroptosis”,

“Necroptosis”, “Sphingolipid signaling pathway”, “Epstein-Barr virus infection” ve “Pathways in

cancer” gibi 6nemli kanser gelisim yolaklarinda rol oynadiklar1 saptanmistir (Tablo 4).

Bununla birlikte agagi regiile edilen 3 genin KEGG yolak analiz sonucuna gore bu genlerin
“Glutathione metabolism” ve “mTOR signaling pathway” gibi 6nemli kanser gelisim yolaklarinda

rol oynadiklar1 saptanmigtir (Tablo 5).
Protein-Protein Etkilesim Aginin Olusturulmasi

Cytoscape yazilimi icerisinde bulunan STRING uygulamasi kullanilarak analiz edilen 16 ortak
DEG’ in diger proteinlerle etkilesimleri 96 gen ve bunlar arasindaki 1460 baglant1 ile
olusturulmustur. Degree>=10 olan TNFAIP3 (37), BID (37), TFRC (12) ve AURKA (10) genleri
merkezi genler olarak kabul edildi. Bu genlerin tiimiiniin laringeal kanser hastalarinda kontrol

grubuna gore yukari regiile oldugu tiim veri setlerimizde saptanmistir (Sekil 3).
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Tablo 4. Yukar regiile olan ortak DEG’ lerin kiimelendikleri en anlamh 20 KEGG yolag1 analiz

sonuglar1 (p<0.05)

KEGG Yolag: p degeri Genler
Ferroptosis 2.25E-06 TFRC;SLC3A2;FTL
Necroptosis 1.33E-04 TNFAIP3;BID;FTL
Sphingolipid signaling pathway 0.002623316 | ABCC1;BID
Measles 0.003557411 | TNFAIP3;BID
Influenza A 0.005389102 | BID;PML
NOD-like receptor signaling pathway | 0.005949929 | PANX1;TNFAIP3
Epstein-Barr virus infection 0.007358162 | TNFAIP3;BID
Nitrogen metabolism 0.010996994 | CA9

Endocytosis 0.0112551 TFRC;PML
Vitamin digestion and absorption 0.015492656 | ABCC1
Alzheimer disease 0.023150999 | NOX4;BID

ABC transporters 0.028866726 | ABCC1
Legionellosis 0.036433558 | HSF1

Pathways of neurodegeneration 0.03692803 | NOX4;BID
Mineral absorption 0.038316744 | FTL

Viral myocarditis 0.038316744 | BID

Herpes simplex virus 1 infection 0.040255484 | BID;PML

Acute myeloid leukemia 0.042697641 | PML

Pathways in cancer 0.045225356 | BID;PML

p53 signaling pathway 0.046438025 | BID

C. AKTAN
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Tablo 5. Asag regiile olan ortak DEG’lerin kiimelendikleri en anlamh 20 KEGG yolag: analiz

sonuglar1 (p<0.05)

KEGG Yolag: p degeri Genler
Glutathione metabolism 0.008525987 | CHAC1
Glycerolipid metabolism 0.009122478 | LPIN1

Glycerophospholipid metabolism | 0.014628688 | LPIN1

mTOR signaling pathway 0.022923562 | LPIN1

Sekil 3. TFRC, BID, AURKA ve TNFAIP’ iin ag etkilesim analiz sonucu

Tartisma

Laringeal karsinom solunum yollarinin en sik goriilen tiimorlerinden biridir. Son yillarda yapilan
caligmalarla bu hastaligin tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Lokalize hastaliklarda
cerrahi, tedavinin 6nemli bir parcasi olmasina ragmen, radyoterapi ve sistemik tedavi gibi cerrahi
olmayan yontemler de uygulanabilir secenekler haline gelmistir. Ayrica hastaligin metastaza
ugramig durumlarinda yeni ilaglarin kullanimi hastalar i¢in umut verici olmaktadir. Bu nedenle

laringeal karsinom tedavisi i¢in yeni ila¢ hedeflerinin saptanmasi gerekmektedir. Ferroptoz, son
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yillarda kesfedilen yeni bir hiicre 6liim tipi olup hiicre 6liimii siirecinde genellikle biiyiik miktarda
demir birikimi ve lipid peroksidasyonu gerceklesmektedir. Ferroptozu indiikleyen faktorler,
glutatyon peroksidazi dogrudan veya dolayh olarak etkileyebilirler, bu da antioksidan kapasitede
bir azalmaya ve hiicrelerde lipid reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikmesine neden olarak
oksidatif hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Son yillarda yapilan calismalar, ferroptozun, tiimorler,
sinir sistemi hastaliklari, iskemi-reperfiizyon hasari, bobrek hasar: ve kan hastaliklar: gibi bircok
hastaligin patofizyolojik siirecleriyle yakindan iligkili oldugunu gostermistirtt. Bu durum da her
iki siirecin molekiiller mekanizmalarinin arastirilmasint ve hastaligin gelisiminde rol
oynayabilecek biyobelirteclerin ortaya cikabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada ferroptoz ile
iligkili olabilecek genlerin TCGA ve GEO veri tabanlarindaki ekspresyonlarn analiz edilerek,

laringeal karsinom tani ve tedavisi i¢in 6nemleri arastirilmistir.

Ferroptoz ve laringeal kanser arasindaki ortak mekanizmalar1 arastiran cesitli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Baz1 ¢alismalar ferroptoz ve apoptozun bas boyun kanserinde hiicre 6liimiine
katkida bulunabilecegini gostermistir>13. Bununla birlikte ferroptoz ile iligkili genler ve hastanin
prognozu arasindaki korelasyon calismalari da bulunmaktadir. Ferroptoz ile iligkili genlerin
hemen hemen yarisi, laringeal kanser tiimor dokular1 ve normal dokular arasinda farkh sekilde
eksprese edildigi saptanmistir ve ferroptoz ile iligkili ic gen (FTH1, PHKG2, TFRC) kullanilarak,
laringeal kanser hastalari ile prognostigi tahmin etmek i¢in yeni bir model olusturulmustur. Wu
ve ark. yapmis olduklar: calisma ile laringeal karsinom hiicre ve dokularinda SLC3A2' nin mRNA,
protein ekspresyonunu ve laringeal karsinom hiicre ferroptozunda fonksiyonel diizenleyici
mekanizmasinm arastirmiglardir. Arastirmacilarin yapmis olduklar1 analizler sonrasinda SLC3A2'
nin laringeal karsinomda mTOR yolu araciligiyla ferroptozu negatif olarak diizenledigi
gosterilmistir’s. Bizim calismamizda farkl veri setlerinin kullanilmasi ve farkli gen setlerinin elde

edilmesi ¢alismanin 6zgiin degerini olusturmaktadar.

TNFAIP3 hem NF-kB sinyal yolagini hem de tiimor nekroz faktor aracili apoptozu inhibe ederek
sitokin aracili immiin ve inflamatuar yanitlardan sorumlu ¢inko parmak bir proteindir:6.7.
Yapilan caligmalar, TNFAIP3'{in ¢esitli malignitelerde 6nemli bir tiimor baskilayici gen olarak
davrandigimi gostermigtir. TNFAIP3, Twist1 ekspresyonunun inhibisyonu yoluyla hepatoseliiler
karsinom proliferasyonunu baskilamaktadir. TNFAIP3 eksikliginin, Epstein-Barr viriisii ile
iligkili lenfoproliferatif bozukluklar/lenfomalar ile aralarinda siki bir baglanti oldugu
saptanmigtir. Ayrica birkag insan B hiicreli lenfomada bir tiimor baskilayici olarak islev gordiigi
ve dendritik hiicrelerde hiicre farklilasmasinda da gorev aldiklari belirtilmektedir. Bu genin diisiik
ekspresyonunun bircok kanser tiiriinde uzak metastatik grupta metastatik olmayan gruba gore
daha sik gozlendigi, hastalarin uzak metastaz ile negatif bir korelasyon gosterdigi ve kotii hasta
prognozu ile iligkili oldugu gosterilmistir:e. TNFAIP3’ iin asir1 ekspresyonunun, serbest oksijen

radikal olusumunu ve erastin tarafindan indiiklenen ferroptozu arttirdig1 saptanmistir:8:19. Bizim
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calismamizda da, TNFAIP3’ iin hem GEO hem de TCGA veri setlerinde kontrole gore anlaml bir
sekilde daha fazla eksprese oldugu saptanmistir, bu da TNFAIP3' {in isleviyle ilgili bir duruma
isaret ediyor olabilmekte, karsinogenez siirecindeki tiimor ilerlemesini inhibe edebilmek i¢in

TNFAIP3 ifadesini indiikledigi negatif bir geri besleme dongiisiinde oldugunu diisiindiirmektedir.

Ye ve ark. YTHDF1'in yiiksek ekspresyonunun, hipofaringeal skuaméz hiicreli karsinomda
(HFSHK) demir birikimi olusumunu artirmak icin TFRC geninin mRNA’s1 iizerindeki m6A
modifikasyonlarimi arttirdigin1 gostermistir. TFRC mRNA’s1 {izerindeki bu modifikasyonlarin
tliimor olusumunu ve proliferasyonunu etkiledigini, ayrica, YTHDF1 ve demirle ilgili genlerin
(FTH1 ve TFRC), tiimor dokularinda 6nemli 6lciide yukar: dogru diizenlendigi gosterilmistirze.
Bu nedenle, bu genlerin HFSHK igin potansiyel bir terapotik hedef olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Yapilan baska bir calismada TFRC geninin insan MCF-7 meme kanseri
hiicrelerinde meme epitelyal MCF-12A hiicrelerinden daha fazla eksprese edildigi gosterilmistir.
Ayrica, TFRC antisens oligoniikleotitleri, hiicre ici toplam demir ve TFRC mRNA seviyelerini
diistirdiigii, kiiltiir ortaminda 4T1 hiicre proliferasyonunu ve meme adenokarsinomunun 4T1 fare
modelinde tiimor biiylimesini ve pulmoner metastazi inhibe ettigi gosterilmistir2:. TFRC geninin
karaciger kanserindeki etkisini arastiran baska bir calismaya gore, TFRC gen ekspresyonunun
kanser evresi ile dogru orantili olarak arttigimi ve proliferasyon geciren lezyonlardaki secici
ekspresyonun, demir homeostazindaki varyasyonlarin tiimoriin ilerlemesinde rol oynadigini
gostermistir22. Epiteliyal over kanserinde ise TFRC'nin asir1 eksprese edildigi ve hastalarin
prognozu ile negatif olarak iligkili oldugu gosterilmistir. TFRC yikimi, in vitro olarak epiteliyal
over kanseri hiicre proliferasyonunu, gociinii ve istilasin1 6nemli 6lciide bastirir ve in vivo olarak
tlimor biliylimesini ve metastazin1 engellemektedir. Ayrica epiteliyal over kanseri hiicrelerinde
TFRC aracil proliferasyon ve metastazin, AXIN2 gen ekspresyonunun pozitif diizenlenmesinden
kaynaklandig1 gosterilmistir. Calismadaki bu bulgular degerlendirildiginde, TFRC' nin epiteliyal
over kanserinde 6nemli bir prognoz gostergesi oldugu ve insan epiteliyal over kanserinde
potansiyel yeni bir terapotik hedef olarak gelecekteki gelisiminin umut verici olabilecegi
gosterilmistir2s. TFRC' nin pankreas kanseri dokusunda yiiksek oranda eksprese edildigi de
saptanmistir. TFRC' nin yukar regiile edilmis ifadesi, pankreas kanserli hastalarda sagkalim ile
negatif korelasyon gostermektedir. Yapilan in siliko analiz ile, TFRC' nin pankreas kanserinin
olusumunda ve gelisiminde esas olarak sinyal yollar1 araciligiyla bir rol oynadigini géstermistir.
Son olarak, TFRC, immiinoterapiyi etkileyebilecek immiin fenotipler ve immiin hiicre
infiltrasyonu ile de iligkili olabilmektedir24. Bizim calisgmamizda da TFRC geninin laringeal
kanserli hastalarda kontrol grubuna gore anlamh bir sekilde yiiksek ekspresyon seviyesine sahip
oldugu saptanmigtir. TFR1’in kesfinden bu yana birgok 6nemli arastirma yapilmasina ragmen,
birkac 6nemli konu hala ¢6ziime kavusturulamamustir. ik olarak, TFR1'in hiicresel diizeyde ek
sinyal yollar1 veya proteinlerle etkilesime girip girmedigi belirsizligini koruyor, bu da TFR1' e

dayali tedavilerin gelistirilmesi icin gerekli olabilecek konulardan biri olmaktadir. Eristin veya
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Cys2 yoksunlugu tarafindan indiiklenen ferroptoz, TF-demir komplekslerinin hiicrelere alinmasi
icin gerekli olan TFR1'i kodlayan TFRC geninin susturulmasiyla 6nlenmektedir. TFR1’in insan
kanser hiicrelerinde yukar1 dogru diizenlendigi bilinmesine ragmen, ferroptozda hala belirsiz
iglevlere ve mekanizmalara sahiptir2s. Bununla birlikte ilag tedavileri TFR1 ekspresyonunu
baskilayabildiginden, TFR1'e 6zgili geri doniisiimlii bir antagonist gelistirmek, hem temel

arastirma hem de klinik uygulama icin tek ve en etkili strateji olacaktir.

BID, kaspaz-8 araciligiyla mitokondriyal hasarin bir mediyatorii olarak gorev yapan ve ferroptoza
neden olan genlerden biridir. BID’in yukar1 regiilasyonu, mitokondriyal zarin gecirgenligini
artirabilir ve tiimor hiicresi apoptozunu artiracak olan mitokondriyal bolmeden apoptoz
indiikleyici faktor (AIF)iin salinmasini kolaylagtirabilir. Bizim c¢alismamizda da BID geni

laringeal kanser dokularinda kontrol grubuna gore yiiksek seviyede ekspresyon gostermistir.

Aurora kinaz A (Aurora-A-AURKA) geninin, tiimor hiicrelerinde farkl rolleri bulunmaktadir.
Aurora-A, mitoz sirasinda cesitli molekiilleri ve substratlar1 diizenleyip ¢ogalma, gog, istila,
metastaz, tlimorigenez ve apoptoz gibi tiimor gelisim siireclerinde sinyal molekiillerini
etkilemektedir26-27. Bir¢cok molekiiliin diizenlenmesi yaninda p53/p73, p27, PP1, BRCA, Ras,
MEK/ERK sinyal yolu, PLK1, TPX2, NF-kB sinyal yolu, Hippo sinyal yolu, PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolu, RIPK1/3, MLKL, Wnt/f-katenin yolu ve p38 MAPK sinyal yolu gibi bir¢ok biyolojik
yolakta 6nemli rolleri bulunmaktadir28-3c. Oral skuamoz hiicreli karsinomda, Aurora-A' nin
inhibisyonu, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini ve tiimoér apoptozunu uyarmaktadir.
Kolorektal kanserde, hnRNP Qi, Aurora-A translasyonunu kontrol ederek hiicre
proliferasyonunu ve tiimor olusumunu etkilemektedir. Papiller tiroid kanserde, aktin baglayici
bir protein olan kofilin-1 (CFL-1), aktivasyonunu ve tiimor gogiinii katalize etmek icin Aurora-A
tarafindan defosforile edilmektedir3t33. Aurora-A, mitokondriyal flizyonu uyarmak igin timor
hiicrelerinin mitokondrilerinde lokalize olabilir, béylece daha fazla ATP {iretir ve timor hiicre
proliferasyonu icin faydali olan timor hiicreleri icin daha fazla enerji destegi saglars4. Aurora-A
asir1 ekspresyonu, akciger kanseri, hepatoseliiler karsinom, servikal skuamoz hiicreli karsinom,
glioblastoma, nazofaringeal karsinom ve prostat kanseri gibi bir¢ok kanserde radyoterapi
direncini indiikleyebilmektedirss-37. Bizim calismamizda da Aurora-A geninin laringeal kanserli
hastalarda kontrol grubuna gére anlamh bir sekilde yiiksek ekspresyon seviyesine sahip oldugu,

kanser ve ferroptoz ile iligkili yolaklarda rol oynadig: saptanmigtir.

In siliko yontemlerle tasarlanan bu calismanin bulgular1 bu alanda calisacak diger
aragtirmacilarin deneysel caligsmalarina yon verebilmeleri i¢in 6nemli veri sunmaktadir. Calisma
sonunda elde ettigimiz bulgular literatiirle uyumlu olarak goriinse de calismamizin bazi
sinirlamalar1 bulunmaktadir. Yapilan analizler TCGA ve GEO veri tabanlarinda yer alan hasta-

kontrol veri setleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu nedenden dolayi, elde ettigimiz verilerin
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in vitro ve in vivo kosullarda fonksiyonel analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Yapilacak bu ileri

deneyler ve analizler sonrasinda da yeni ilag hedefleri olusturulabilecektir.
Sonuc¢

Ferroptoz ile iligkili hastalik i¢in optimal hedefe yonelik tedaviyi belirlemek ve gelistirmek igin
daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir. Genel olarak, ferroptotik sinyalleri ve yolaklar1 baskilamay1
amaclayan tedavi stratejilerinin asir1 demir yiikii hastaliklarina fayda saglamasi beklenebilir.
Ferroptoz yoluyla kemoterapinin duyarl ve laringeal kanser hiicrelerinin etkisiz hale getirilmesi,
altta yatan mekanizmalar1 aydinlatmaya yardimei olacak baglica arastirma alanlaridir. Bununla
birlikte bazi hiicre popiilasyonlar1 ferroptozu onlemek igin degisikliklere ugrar ve bu tiir
degisikliklerin anlagilmasi, ferroptoza duyarlhiligin biyolojik belirteclerini taramak i¢in cok 6nemli

olmaktadir.
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