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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Der Morbus Dowling-Degos (DDD, Mendelian Inheritance in Man (MIM) 179850, 615327,
615696, 613736) ist eine seltene, genetisch und klinisch heterogene Pigmentdermatose
mit autosomal-dominantem Erbgang. Die Bezeichnung der Erkrankung als Morbus
Dowling-Degos beziehungsweise Dowling-Degos disease (im Englischen) wurde 1978
von Jones und Grice gepragt (Jones und Grice, 1978) und geht auf die beiden
Erstbeschreiber des DDD zurtick - den britischen Dermatologen Geoffrey Barrow Dowling,
der den DDD im Jahr 1938 erstmalig als klinische Entitdt abgrenzte (Dowling und
Freudenthal, 1938) und den franzdsischen Dermatologen Robert Degos, der den DDD
unabhangig davon im Jahr 1954 als ,Dermatose pigmentaire réticulée des plis“ beschrieb
(Degos und Ossipowski, 1954). Genaue Préavalenzen fir den DDD sind nicht bekannt.
Bisher konnten kausale Varianten in vier verschiedenen Krankheitsgenen identifiziert
werden: Keratin 5 (KRT5) (Betz et al., 2006), Protein-O-Fukosyltransferase 1 (POFUT1)
(Li et al., 2013), Protein-O-Glukosyltransferase 1 (POGLUT1) (Basmanav et al., 2014),
sowie Presenilin Enhancer, Gamma-Secretase Subunit (PSENEN) (Ralser et al., 2017),
die fur die Proteine KRT5, POFUT1, POGLUT1 und PEN-2 kodieren.

Klinisch manifestiert sich der DDD mit retikularen Hyperpigmentierungen und kleinen
hyperkeratotischen dunkel-braunlichen Papeln mit Erkrankungsbeginn im post-
pubertdrem Alter und Progredienz bis ins hohe Alter (Betz et al., 2006). Die Lokalisation
der Effloreszenzen ist hierbei abh&ngig von dem mutierten zugrundeliegenden Gen.
Wahrend eine Manifestation im Bereich des Gesichtes, des Halses und des Rumpfes ein
gemeinsames Merkmal aller DDD-Patient*innen darstellt, existieren basierend auf einer
Genotyp-Phanotyp-Korrelation je nach zugrundeliegender genetischer Veranderung vier
DDD-Subtypen (MIM 179850, 615327, 615696, 613736). So zeigen Patient*innen mit
pathogenen Varianten in KRT5 in der Regel hyperpigmentierte Intertrigines, Patient*innen
mit POFUT1-Varianten eine akro-genitale Beteiligung und Patient*innen mit POGLUT1-
Varianten Hyperpigmentierungen an den Extremitaten. Bei Patient*innen mit PSENEN-
Varianten besteht zudem bei Vorliegen gewisser Triggerfaktoren (Nikotinabusus und/oder
Adipositas) eine erhdohte Suszeptibilitat, eine Hidradenitis suppurativa als Komorbiditét zu

entwickeln (Ralser et al.,, 2017). Bei autosomalem Erbgang sind Frauen und M&nner



gleichermalRen von einem DDD betroffen. Der klinische Phanotyp und die Expressivitét
der Erkrankung kénnen jedoch erheblich variieren. So ist selbst bei Familienangehérigen
mit der identischen urséchlichen genetischen Variante eine starke klinische Heterogenitét
beschrieben (Hanneken et al., 2011). Auch das histologische Bild des DDD ist heterogen
(Kumar et al., 2023b). Zu den histopathologischen Charakteristika, die regelmafiig in den
betroffenen Hautarealen vorliegen, zahlen eine Verschmaélerung der suprapapillaren
Epidermis sowie in das Korium gerichtete fingerférmige Ausziehungen der epidermalen
Reteleisten mit einer Melaninablagerung in deren basalen Anteilen (Betz et al., 2006). Aus
der Heterogenitat des Krankheitsbhildes resultiert ein diverses Spektrum mdglicher
klinischer/histologischer Differentialdiagnosen eines DDD. Als Beispiele fur andere
retikulare Pigmentdermatosen sind eine Dyschromatosis universalis hereditaria und die
retikulare Akropigmentierung von Kitamura zu nennen (Zhang et al., 2017). Daruber
hinaus kénnen sich aber auch weitere Erkrankungen, wie eine Acanthosis nigricans oder
ein Morbus Darier (Stephan et al., 2021; Zhang et al., 2017) wie ein DDD prasentieren.
Auch wenn es sich beim DDD um keine Erkrankung handelt, die letal ist oder die
Lebenserwartung beeinflusst, kann individuell ein ausgepréagter Leidensdruck bestehen.
So leiden einige DDD-Patient*innen unter einem starken Juckreiz, einem brennenden
Hautgeflhl (Betz et al., 2006) oder unter entziindlichen Hautveranderungen. Auch kann
die Sichtbarkeit der Erkrankung mit einer psychosozialen Belastung und einer
Stigmatisierung der Betroffenen einhergehen.

Bislang existiert kein kausales therapeutisches Konzept fur die Behandlung des DDD. In
Einzelfallbeschreibungen wurden gute klinische Resultate durch den Einsatz eines
Erbium:YAG-Lasers erzielt (Wenzel et al., 2002). Bei einer solchen ablativen
Laserbehandlung kénnen jedoch auch unerwiinschte Wirkungen resultieren; so besteht
beispielsweise die Gefahr einer postinflammatorischen Hyperpigmentierung als
Nebenwirkung (AWMF, 2022). Das Risiko ist insbesondere bei Menschen mit dunkler
Hautfarbe erhéht (Yun et al., 2013).

Um kausale Therapieansatze entwickeln zu konnen, ist es von entscheidender
Bedeutung, die molekularbiologischen Zusammenhange, die an der Entstehung von
einem DDD beteiligt sind, tiefgreifender zu verstehen. Trotz Kenntnis der Krankheitsgene,

sind die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen, die zu dem Erscheinungsbild



eines DDD fuhren, bislang ungeklart. Zunehmend wird jedoch dem Notch-
Signaltransduktionsweg eine zentrale Bedeutung in der Pathogenese der Erkrankung
zugesprochen.

Der Notch-Signaltransduktionsweg ist ein evolutiondr hochkonserviertes Signalsystem
und zahlt neben Hedgehog (Hh), wingless related (Wnt), Transforming Growth Factor-3
(TGF-B), Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK), Januskinase (JAK) / Signal Transducer and
Activator of Transcription (STAT) sowie nukledren Hormonrezeptor-vermittelten
Transduktionskaskaden zu den Signalwegen, die fur die Evolution von Metazoen von
essentieller Bedeutung sind (Pires-daSilva und Sommer, 2003). So ist der Notch-Pathway
in der Embryogenese sowie im adulten Organismus in einem breiten Spektrum von
Zelltypen an vielfaltigen entwicklungsbiologischen Prozessen beteiligt und reguliert durch
die Interaktion zwischen dem Notch-Rezeptor auf der Oberflache einer Zelle und dessen
membranstandigen Liganden auf der Oberflache einer anderen Zelle grundlegende
zellulare Mechanismen, wie die Differenzierung, Proliferation, Apoptose oder den Erhalt
von Stammzellen (Sachan et al., 2023; Simpson, 1998). Stdérungen im Notch-
Signaltransduktionsweg kdnnen durch gain of function- oder loss of function-Varianten
bedingt sein und haben Entwicklungsstérungen, Erkrankungen und Onkogenese zur
Folge (Siebel und Lendahl, 2017). Die Bezeichnung des Signalweges geht auf Thomas
Hunt Morgan zurtick, der im Jahre 1917 eine Mutation in dem fur den Notch-Rezeptor
kodierenden Gen in der Fruchtfiege Drosophila melanogaster entdeckte, die
phanotypisch in notches (eng. Kerben) an den Fligelrdndern resultierte (Mohr, 1919;
Morgan, 1916, 1917).

Wahrend es in Drosophila melanogaster nur einen Notch-Rezeptor gibt, existieren in
Séaugetieren vier homologe Rezeptoren (Notchl-4), die als Transmembranproteine
vorliegen und zwei Domanen aufweisen: eine extrazellulare Domane (ECD), die mit den
Liganden auf den benachbarten Zellen interagiert, und eine intrazellulare Domane (ICD),
die als SignalUbermittler fungiert (Sachan et al., 2023). Die Rezeptorproteine werden im
endoplasmatischen Retikulum zunéchst als Vorlauferproteine synthetisiert, bevor im
endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat posttranslationale Modifikationen der
ECD erfolgen, die fur die korrekte Faltung der Notch-Rezeptoren und fir ihre Interaktion
mit ihren Liganden entscheidend sind (Wang et al., 2022). An dieser Modifikation sind
auch die durch POFUT1 und POGUT1 kodierten Proteine O-Fukosyltransferase und O-
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Glukosyltransferase beteiligt (Basmanav et al., 2014; Fortini, 2009). Der fertige Notch-
Rezeptor wird schlie3lich durch eine Furin-ahnliche Protease im trans-Golgi Netzwerk
gebildet, die die proteolytische Spaltung des Vorlauferproteins in die beiden Doménen,
ECD und ICD, an der S1-Spaltstelle katalysiert. Anschliel3end wird der Notch-Rezeptor
als aus der ECD und der ICD bestehendes Heterodimer, welches durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen zusammengehalten wird, an die Zelloberflache transportiert (Gordon
et al., 2009; Kopan, 2012; Logeat et al., 1998).

Bei den Liganden fur die Notch-Rezeptoren handelt es sich ebenfalls um
Transmembranproteine. Wahrend in Drosophila melanogaster zwei Liganden existieren
(Delta und Serrate), liegen in Saugetieren funf entsprechende Proteinhomologe aus zwei
Liganden-Subfamilien vor: Delta-like (DII1, DII3, DIl4) und Jagged (Jagged 1, Jagged 2)
(Wang, 2022). Zusammen mit den LAG-2 Liganden (in Caenorhabditis elegans) bilden sie
die DSL-Liganden-Familie (Delta, Serrate, LAG-2) (Sachan et al., 2023).

Die extrazellulare Bindung eines Liganden der DSL-Familie an die ECD des Notch-
Rezeptors einer Nachbarzelle aktiviert den Rezeptor durch eine Rezeptor-Liganden-
Wechselwirkung und induziert zwei weitere proteolytische Prozesse innerhalb des
Rezeptorproteins: Zunachst erfolgt die Abspaltung des extrazellularen Teils des
Rezeptors durch ein Mitglied der ADAM-Familie (a disintegrin and metalloprotease),
ADAM10 oder TACE (Tumor necrosis factor (TNF) alpha - converting enzyme) / ADAM17
an der S2-Spaltstelle (Bray, 2006; Toonen et al., 2016). Dieser wird im Anschluss durch
die Liganden-exprimierende Zelle endozytiert. Die dritte proteolytische Spaltung wird
anschlieBend durch den Gamma-Sekretase-Komplex (Prasenilin, Nicastrin, PEN-2 und
APH-1) vermittelt, und setzt die ICD durch Spaltung an der S3-Spaltstelle in das
Zytoplasma frei. Diese kann nun in den Nukleus translozieren, und dort die Transkription
der nachgeschalteten Zielgene durch Interaktion mit einem Transkriptionsfaktor der CSL-
Familie (CBF in Saugetieren/RBPJ-k in der Maus, Suppressor of Hairless (Su(H)) in
Drosophila, Lagl in Caenorhabditis elegans) regulieren (Sachan et al., 2023).

Die Tatsache, dass, mit der Ausnahme von KRT5, alle flr einen DDD bekannten Gene
(POFUT1, POGLUT1 und PSENEN) direkt an der Notch-Signaltransduktion beteiligt sind,
legt die Hypothese nahe, dass der Phanotyp in DDD-Patient*innen auf einen

gemeinsamen Pathomechanismus und ein nachgeschaltetes Target downstream des
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Notch-Signalwegs zurtckzufuhren ist. Fur das Gen KRT5 ist bekannt, dass dessen
Expressionsverlust in einer veranderten Notch-Expression resultiert (Alam et al., 2011)
und uber eine verringerte Expression von Notch-Liganden in Keratinozyten zu einer
Abnahme der Notch-Aktivitat in Melanozyten fuhrt (Jia et al., 2023). Einen weiteren
Hinweis auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem Notch-Pathway und der
Pigmentierung der Haut liefert der Nachweis von pathogenen Varianten in der Disintegrin-
und Meltalloprotease ADAM10 in Patient*innen mit der klinisch &ahnlichen retikularen
Akropigmentierung von Kitamura (Kono et al, 2013). In Studien, die diesen
Zusammenhang néher untersuchten, konnte nach knockdown des Gens POFUT1 in
Zebrafisch-Larven und in Zellen keratinozytaren Ursprungs (Li et al., 2013) bzw. nach
knockdown des Gens POGLUT1 in Zellen melanozytaren Ursprungs in unserer
Arbeitsgruppe (Ralser et al., 2019) bereits eine differentielle Expression von einzelnen
Genen der Notch-Signaltransduktion nachgewiesen werden. Bislang wurden die
Auswirkungen eines Gen-knockdowns allerdings nur im Hinblick auf ausgewdahlte Gene
des Notch-Signalwegs untersucht. Die Etablierung der Next-Generation-Sequencing-
Technologie, insbesondere der 3'-mRNA-Sequenzierung (RNA-Sequenzierung, RNA-
Seq), bietet die Mdoglichkeit, Transkriptionsveranderungen samtlicher Gene mittels
unvoreingenommener Transkriptom-Sequenzierung zu untersuchen und erlaubt somit die
Entschliisselung eines moglichen gemeinsamen zugrundeliegenden Pathomechanismus
fur den DDD.

Die vorliegende Dissertation verfolgt als primaren Schwerpunkt das Ziel eines besseren
Verstandnisses der Pathogenese des DDD und somit auch der molekularen Grundlagen
von Pigmentierungsprozessen in der Haut. Als urséchlicher Pathomechanismus fur
pathogene Varianten in KRT5, POFUT1, POGLUT1 und PSENEN wird eine
Haploinsuffizienz angenommen (Basmanav et al., 2014; Betz et al., 2006; Li et al., 2013;
Ralser et al.,, 2017). Um die Bedeutung einer POGLUT1- beziehungsweise PSENEN-
Defizienz im Notch-Pathway naher zu untersuchen, sollen siRNA-vermittelte knockdown-
Experimente durchgefiuihrt werden. Als Zelllinien dienen humane immortalisierte
Keratinozyten (HaCaT) sowie Zellen melanozytaren Ursprungs (MZ7-mel), da sie die
beiden wichtigsten Zelltypen in der Haut repréasentieren. Die Folgen des knockdowns
sollen mittels einer RNA-Sequenzierung und nachfolgender Analyse der differentiellen

Expression und von Pathway-Analysen sowie funktionell mittels eines
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Enzymimmunoassays untersucht werden. Von diesen Studien haben wir wichtige neue
Erkenntnisse zu den molekularen Grundlagen des DDD und der Hautpigmentierung im
Allgemeinen erwartet.

Als zweiter Schwerpunkt der vorliegenden Dissertation wird die Fragestellung beleuchtet,
ob den haufigen, fir einen DDD urséachlichen Varianten ein Foundereffekt zugrunde liegt.
Gegenwartig Uberblicken wir in unserer DDD-Kohorte mehr als 120 betroffene Familien
mit pathogenen Varianten in den Genen KRT5, POGLUT1, POFUT1 und PSENEN
(Basmanav et al., 2015; Basmanav et al., 2014; Betz et al., 2006; Ralser et al., 2017;
Ralser et al., 2019). Darunter sind uns acht rekurrente Varianten in den Genen KRT5 und
POGLUT1 bekannt, die in bis zu 18 Individuen aus verschiedenen, nicht miteinander
verwandten Familien nachgewiesen wurden. Als Erklarung fur héaufige genetische
Varianten gibt es im Allgemeinen zwei Mechanismen: sie kdnnen auf einen gemeinsamen
Vorfahren zurtickgehen und dementsprechend einen Foundereffekt widerspiegeln - oder
aber durch einen mutative hot spot bedingt sein, also an einer Stelle lokalisiert sein, an
der sich besonders haufig Mutationen ereignen (Shinagawa et al., 2020). Um zu
untersuchen, ob es sich bei den rekurrenten DDD-Varianten in KRT5 und POGLUT1 um
Founder-Varianten handelt, sollen nach einer Genotypisierung der betroffenen
Patient*innen Haplotypanalysen der Regionen um die beiden Gene KRT5 und POGLUT1

erfolgen.

In der anschlieBenden Ausfihrung werden die beiden folgenden Originalarbeiten
zusammengefasst, welche die Grundlage fiir die vorliegende Inauguraldissertationsschrift

darstellen.

Publikation A:

Kumar S, Hausen J, Sivalingam S, Humbatova A, Buness A, Frank J, Ralser DJ, Betz
RC. Altered Notch signalling in Dowling-Degos disease: A transcriptomic insight into
disease pathogenesis. Br J Dermatol. 2023b; 189:772-774

Publikation B:

Kumar S, Borisov O, Maj C, Ralser DJ, Humbatova A, Hanneken S, Schmieder A, Grol
J, Maintz L, Heineke A, Knuever J, Fagerberg C, Parmentier L, Anemduller W, Oji V,
Tantcheva-Poor |, Fdlster-Holst R, Wenzel J, Krawitz PM, Frank J, Betz RC. Founder
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Variants in KRT5 and POGLUT1 Are Implicated in Dowling-Degos Disease. J Invest
Dermatol. 2024; 144:181-184

1.2 Material und Methoden
Publikation A

1.2.1 Zellkultur und verwendete Zelllinien

Die Arbeiten in der Zellkultur wurden in einem S1 Labor des Instituts fir Humangenetik
des Universitatsklinikums Bonn durchgefihrt. Als Zelllinien wurden humane
immortalisierte Keratinozyten (HaCaT) sowie humane Zellen melanozytaren Ursprungs
(MZ7-mel) verwendet. Beide Zelllinien wurden nach dem Auftauen in Dulbecco’s modified
minimal essential medium (DMEM, Gibco) mit 10 % Fetalem Kalber-Serum (FKS)
kultiviert. Die Inkubation der Zelllinien erfolgte im HeraCell 240 Inkubator (Thermo
Scientific) bei 37 °C und 5% CO2. Sie wurden in regelmaRigen, ihrem jeweiligen

Wachstumsverhalten angepassten Abstéanden nach Standardmethoden passagiert.

1.2.2 siRNA-vermittelter knockdown von POGLUT1 und PEN-2

Um loss of function-Varianten zu modulieren, sollte die Expression von POGLUT1 und
PSENEN sowie nachfolgend deren Proteinumsetzung unterbunden werden. Fir den
transienten knockdown von POGLUT1 und PEN-2 wurden jeweils vier verschiedene
kommerzielle siRNAs (QIAGEN) fir die beiden Zielgene erworben (POGLUT1: siRNA-1
(S104194022), siRNA-2 (S104212019), siRNA-3 (S104217885) siRNA-4 (S104346573);
PEN-2: siRNA-1 (S103084956), siRNA-2 (S100157570), siRNA-3 (S100157584), siRNA-4
(S102648947), Hinweis: in der Publikation gibt es andere Bezeichnungen der siRNAS). Als
Kontrolle diente in beiden Zelllinien eine scrambled siRNA, die keine genomische
Zielsequenz im Transkriptom aufweist (S103650318, QIAGEN). Die Transfektion beider
Zelllinien erfolgte mittels Lipofektion unter Verwendung von Lipofectamine RNAIMAX
(Invitrogen) mit jeweils einer knockdown- oder Kontroll-siRNA. Das Protokoll der

Transfektion wurde an dem Protokoll der Firma Invitrogen angelehnt.
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1.2.3 Validierung des knockdowns

Die RNA wurde aus den knockdown- und Kontrollzellen mittels miRNeasy Mini Kit
(QIAGEN) isoliert. AnschlieBend erfolgte eine reverse Transkription mit der reversen
MMLV-Transkriptase SuperScript Il (Invitrogen). Fiur die quantitative Real-Time-PCR
(gPCR) fand in dieser Arbeit EvaGreen (Biotium) Anwendung - ein Fluoreszenzfarbstoff,
der an die synthetisierte doppelstrangige DNA bindet. Die gemessene Erhéhung der
Fluoreszenzintensitat ist demnach proportional zur Menge des hergestellten PCR-
Produkts. Je héher die anfangliche Kopienzahl der Ausgangs-DNA (Matrize), desto friher
wird ein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz beobachtet. Der cycle threshold (Ct)-Wert
entspricht dabei dem Zyklus, in dem erstmals ein exponentieller Fluoreszenzanstieg
gemessen wird. Die Ermittlung der knockdown-Effizienz der einzelnen siRNAs erfolgte
unter Einsatz der AA Ct-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Als Referenzgen diente
GAPDH.

1.2.4 RNA-Sequenzierung mit nachfolgender Analyse der differentiellen Expression

sowie einer Pathway-Analyse

Die Folgen des POGLUT1 bzw. PEN-2 knockdowns wurden in einem néchsten Schritt
mittels 3'-mRNA-Sequenzierung (RNA-Sequenzierung, RNA-Seq) naher untersucht.
Hierzu wurde die RNA, wie zuvor fur die Validierung, aus den knockdown- und
Kontrollzellen mittels miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) isoliert und quantifiziert. Die
Bibliotheken wurden mit dem QuantSeq 3'-mRNA-Seq-Kit von Lexogen vorbereitet. Die
Sequenzierung erfolgte durch die NGS Core Facility (Universitatsklinikum Bonn) auf dem
HiSeq 2500 V4 mit einer Leselange von 1x50 bp, und einer Generation von
durchschnittich von 10 Millionen raw reads pro Probe. Die Bereitstellung der
differentiellen RNA-seq-Daten und der PCA erfolgte durch die Core Unit for Bioinformatics
Data Analysis (CUBA). Die Analyse der differentiellen Expression wurde zun&chst
getrennt fur jeweils beide Gene in beiden Zelllinien (Gen-knockdown versus Kontrolle)
durchgefuihrt. Um mdogliche, gemeinsame downstream Effekte flr Trager*innen von
POGLUT1- oder PSENEN-Varianten zu untersuchen, wurden die POGLUT1- und PEN-
2-knockdowns anschliel3end in je einem Datensatz fur eine Zelllinie kombiniert und die

jeweils 250 signifikantesten Gene einer Zelllinie einer Pathway-Analyse zugefihrt. Die
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Analyse der Daten erfolgte mittels PANTHER unter Verwendung von Reactome als

Annotationsdatenbank.

1.2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Um funktionell zu untersuchen, inwieweit die Aktivitat des Notch-Pathways in Folge des
POGLUT1- beziehungsweise PEN-2- knockdowns verandert ist, wurden knockdown und
Kontroll-HaCaT- bzw. MZ7-mel-Zellen mit Hilfe eines Sandwich-ELISAs (PathScan
Cleaved Notchl Sandwich ELISA Kit, Cell Signal Technology) analysiert. Dieser ELISA
detektiert spezifisch die ICD des Notchl-Rezeptors, nachdem diese durch die Gamma-
Sekretase abgespalten wird und dient so zur Beurteilung der Aktivitdt des Notch-
Pathways. Die hierfir bendétigten Zelllysate wurden entsprechend des Hersteller-

Protokolls generiert.

Publikation B:

1.2.6 Patient*innen und Familien

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Bonn genehmigt (Lfd. Nr. 105/14) und nach den Prinzipien der Deklaration von
Helsinki durchgefuhrt. Die Studienteilnehmer*innen hatten im Vorfeld der Studie ihr
schriftliches Einverstandnis zur genetischen Analyse ihrer DNA gegeben. In die Studie
wurden 39 nicht miteinander verwandte DDD-Patient*innen bzw. Familien mit
rekurrenten, pathogenen Varianten in den Genen KRT5 (c.418dup; (p.lle140Asnfs*39))
und POGLUT1 (c.652C>T;(p.Arg218*), ¢.798-2A>C, ¢.835C>T;(p.Arg279Trp),
€.1051C>T;(p.GIn351*), ¢.205C>T;(p.Arg69*), ¢.1080_1081insG;(p.Asn361Glufs*5),
C.11G>A;(p.Trp4*)) eingeschlossen. Aus betroffenen Familien wurde jeweils nur ein

Familienmitglied genotypisiert.

1.2.7 Genotypisierung, Phasing und Haplotyp-Analyse

Die DNA der Studienteilnehmer*innen lag bereits extrahiert vor. Die Genotypisierung
erfolgte mittels dem Infinium Global Screening Array (llumina GSAMD24 v2.0)
entsprechend des Infinium HTS Assay-Protokolls durch die Life&Brain GmbH. Phasing
der Daten wurde mit Eagle 2.4.1 (Loh et al., 2016) durchgefuhrt. Als Referenzpanel
dienten hierbei die 1000 Genomes Phase 3-Daten (Auton et al., 2015). Die Rekonstruktion
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der jeweiligen Haplotypen erfolgte anschlie3end in einer 10 Mb grof3en Region um KRT5
auf dem langen Arm von Chromosom 17 (jeweils 5 Mb up- beziehungsweise downstream
der rekurrenten Variante) und in einer 2 Mb grof3en Region um POGLUT1 auf dem langen
Arm von Chromosom 3 (jeweils 1 Mb up- beziehungsweise downstream der rekurrenten
Varianten). Phasing und Haplotyp-Rekonstruktion wurde durch das Institut fur
Genomische Statistik und Bioinformatik (IGSB) durchgefiihrt. AnschlieRend wurden die
Haplotypen, ausgehend von der Position der jeweiligen pathogenen Variante, hinsichtlich
eines moglichen, gemeinsam vorliegenden Haplotyp-Blocks up- und downstream
analysiert. Hierfur wurden die phasierten Daten mit Hilfe von R (Version 3.6.1) und der

WriteXLS-Bibliothek vom vcf-Format in das xlsx-Format konvertiert.

1.3 Ergebnisse
Publikation A:

Um loss of function-Varianten zu modulieren, wurde die Expression jeweils eines der
beiden Gene, POGLUT1 und PSENEN, mittels siRNA-vermitteltem transientem
knockdown sowohl in der humanen Keratinozyten-Zelllinie HaCaT als auch in der von
Melanozyten abgeleiteten Zelllinie MZ7-mel herunterreguliert. Je Zielgen wurden
zunachst vier verschiedene, kommerzielle siRNAs verwendet (Abb. 1 und 2), um nach
erfolgreicher Validierung der Transfektion die jeweils beiden effizientesten siRNAs fir die
RNA-seg-Experimente zu wahlen: In beiden Zelllinien handelte es sich hierbei jeweils um
die siRNA-1 und siRNA-3 fur POGLUT1 und PSENEN. In der keratinozytaren Zelllinie
wurde dabei eine Reduktion der Expression von POGLUT1 um 98% (siRNA-1) und 82%
(SIRNA-3) erzielt. Fir PSENEN zeigte nur eine der vier verwendeten siRNAs eine
ausreichend hohe Effizienz in den HaCaT-Zellen mit 90% (siRNA-3); fur diese
Konstellation erfolgte die RNA-seq-Analyse daher ausschliel3lich mit einer siRNA. In der
melanozytaren Zelllinie wurden knockdown-Effizienzen von 94% und 84% fir POGLUT1
(SiRNA-1 und siRNA-3), sowie von 93% und 59% fir PSENEN (siRNA-3 und siRNA-1)
erreicht. Die Herunterregulierung der Zielgene war fir alle ausgewahlten siRNA-Molekile

hochsignifikant.



17

HaCaT: POGLUT1 knockdown HaCaT: PSENEN knockdown
c 7 * * . ” 3 Kontrolle
% . ok % L
g g 1% Bl knockdown
U>.j 1.0 I.% - Fkk ns
< .
Z S 10
@ a4
E 0.5+ E
2 2
E 2 0.5
: N
0.0 — T L 0.0
> i > > N s > >
& & & & N N - i
& & & & & & & P
< Q R < < < Q Q

Abb. 1: Validierung des knockdowns in HaCaT-Zellen mittels gPCR: Erfolgreicher
knockdown bei allen POGLUT1-siRNAs sowie bei der PSENEN-siRNA-1 und -siRNA-3.
*p<0.05 *p=<0.01; " p<0.001; **** p <0.0001. Modifiziert nach Kumar et al., 2023b
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Abb. 2: Validierung des knockdowns in MZ7-mel-Zellen mittels qPCR: Erfolgreicher
knockdown bei allen POGLUT1-siRNAs sowie bei der PSENEN- siRNA-1, -siRNA-3 und
-SiRNA-4 . * p < 0.05; ** p<0.01; ** p <0.001; **** p < 0.0001. Modifiziert nach Kumar et
al., 2023b

Nach Validierung des erfolgreichen knockdowns wurde der Einfluss der POGLUT1- bzw.
PEN-2-Defizienz auf das Transkriptom mittels 3'-mRNA-Sequenzierung untersucht. Die
Hauptkomponentenanalyse der RNA-seg-Daten (Principal component analysis, PCA)
zeigte eine gute Zusammenlagerung der Replikate der jeweiligen siRNAs mit einer klaren
Differenzierung der RNA-Profile der Kontrollzellen einerseits und der knockdown-Proben
andererseits. Im Vergleich dazu wiesen die Zellen der POGLUT1- und PSENEN
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knockdowns untereinander einen subtileren Unterschied und somit zueinander &hnlichere
RNA-Profile auf (Figure 1a in Kumar et al., 2023b). Eine Ausnahme stellte die POGLUT1-
SsiRNA-1 dar, die weder mit den Kontrollzellen noch mit den anderen knockdown-Zellen
clusterte. Da die entsprechenden siRNA1l-knockdown-Zellen bereits in der Zellkultur
morphologische Anomalien nach der Transfektion zeigten, die auf off target-
[Toxizitatseffekte der siRNA zuriickzufiihren sein kénnten, wurden die entsprechenden
Proben von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Die Analyse der differentiellen Expression erfolgte zunachst getrennt fir POGLUT1 und
PSENEN in beiden Zelllinien (Gen-knockdown versus Kontrolle). Ein besonderes
Augenmerk lag hier auf den Notch Pathway-assoziierten Genen. Wie aus Figure 1b
(Kumar et al., 2023b) hervorgeht, beeinflusste die Defizienz von POGLUT1 oder PEN2
die Expression von multiplen Mitgliedern des Notch-Signaltransduktionswegs in beiden
Zelllinien. Die verminderte Expression von POGLUT1 fuhrte genauso wie die verminderte
Expression von PSENEN zu einer &hnlichen differentiellen Expression der
entsprechenden Gene in der melanozytaren Zelllinie. Um die mittels differenzieller
Genexpressionsanalyse identifizierten Gene auf funktionelle Zusammenhange zu
Uberprafen, wurden sie im néchsten Schritt einer Pathway-Analyse zugefihrt. Fur die
Analysen der Signhalwege wurde PANTHER verwendet, als Annotationsdatenbank diente
Reactome. In Anbetracht der Hypothese eines gemeinsamem nachgeschalteten targets
von POGLUT1- und PSENEN-Varianten, wurden zuvor die Daten der POGLUT1- und
PEN-2-knockdowns in je einen Datensatz fur jede Zelllinie kombiniert, um eine mdgliche
gemeinsame Endstrecke zu untersuchen. Insgesamt konnten bei dieser Analyse zehn
verschiedene signifikant Uberreprasentierte Signalwege identifiziert werden — sechs
Signalwege in den HaCaT-Zellen sowie vier Signalwege in den MZ7-mel-Zellen (Figure
1c in Kumar et al., 2023b). Wahrend sich die Mitglieder des Notch-Signalwegs als die am
starksten Uberreprasentierten Transkripte in den MZ7-mel-Zellen darstellten, fand sich im
Gegensatz dazu keine signifikante Anreicherung der relevanten Transkripte in den
HaCaT-Zellen. Darlber hinaus zeigte sich ausschliel3lich in den MZ7-mel Zellen eine
Anreicherung folgender drei Signalwege: Ostrogen-Signalrezeptor (ESR) signaling,
Rezeptor-Tyrosinkinase signaling und membrane trafficking. Sie alle sind bereits in der
Literatur in Verbindung mit Pigmentierungsprozessen beschrieben. Fir die sechs in

HaCaT-Zellen  signifikanten  Signaltransduktionswege, ist kein  spezifischer



19

Zusammenhang mit einer Pigmentstérung erkennbar. Kein Signalweg war in beiden
Zelllinien gemeinsam Uberreprasentiert.

Um die Aktivitat des Notch-Signalwegs auf funktioneller Ebene zu ermitteln, erfolgte eine
Analyse der knockdown- und Kontrollzellen mittels eines Enzymimmunoassays, der
spezifisch das endogene Level der ICD des Notchl-Rezeptors detektiert, nachdem diese
durch die Gamma-Sekretase proteolytisch abgespalten wird und somit Ruickschliisse auf
die Aktivitat des Pathways in den Zellen erlaubt. Hierbei liel3 sich in den MZ7-mel-Zellen
eine signifikante Abnahme der Notch-Aktivitat bei POGLUT1- bzw. PSENEN-Defizienz
nachweisen (Figure 1d in Kumar et al., 2023b) und somit das Ergebnis der Pathway-
Analyse validieren. Die Starke der Abnahme korrelierte hierbei mit den durch die gPCR
und RNA-seq bestimmten knockdown-Effizienzen der jeweiligen siRNAs. Im Gegensatz
dazu wurde in den HaCaT-Zellen, ebenfalls im Einklang mit den Ergebnissen der
Signalweg-Analyse, weder eine Notch-Grundaktivitat in den Kontrollzellen (Abbildung 1d
in Kumar et al., 2023b) noch eine Aktivitat in den knockdown-Proben festgestellt.
Basierend auf diesen Untersuchungen an Zellen keratinozytaren und melanozytaren
Ursprungs wird beim DDD als gemeinsam zugrundeliegender Pathomechanismus eine

veranderte Notch-Signaltransduktion in den Melanozyten postuliert.

Publikation B:

Die rekurrente Variante ¢.418dupA;(p.lle140Asnfs*39) in KRT5 wurde bei 18 betroffenen
Individuen aus Deutschland in unserer Kohorte identifiziert (Figure 1a in Kumar et al.,
2024). Zwischen den 18 Familien liegen laut unseren Informationen keine
verwandtschaftlichen Beziehungen vor. Nach Rekonstruktion der jeweiligen Haplotypen
in einer 10 Mb groRen Region um KRT5 auf dem langen Arm des Chromosoms 17 wurden
bei allen Betroffenen insgesamt 1.420 Marker analysiert, die eine Region von etwa 6,1
Mb zwischen der Einzelnukleotid-Veranderung (single nucleotide variant, SNV)
rs2544039 und der SNV rs1867299 umspannen. Ziel war die ldentifikation eines
moglichen gemeinsam vorliegenden Haplotyps, der die Hypothese eines
zugrundeliegenden Foundereffektes stutzt. Bei allen Patient*innen mit der o.g. KRT5-
Variante zeigte sich ein minimaler gemeinsamer Haplotyp von etwa 150 kb zwischen den
SNVs rs61730590 und rs199845547, einschlie3lich aller 10 intragenischen Marker und

62 extragenischer Marker (Figure 1b und Table 1 in Kumar et al., 2024). Der maximal
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nachgewiesene gemeinsame Haplotyp belief sich auf 6,1 Mb mit 1.418 gemeinsamen
Markern.

Auch in POGLUT1 wurden in unserer Kohorte sieben rekurrente Varianten in insgesamt
21 Fallen aus Deutschland, Danemark und der Schweiz identifiziert: c.652C>T
(p.Arg218*), ¢.798-2A>C, ¢.835C>T (p.Arg279Trp), ¢.1051C>T (p.GIn351*), ¢.205C>T
(p.Arg69*), ¢.1080_1081insG (p.Asn361Glufs*5) und c.11G>A (p.Trp4*). Auch hier
bestanden keine bekannten verwandtschaftlichen Verhéaltnisse zwischen den einzelnen
Familien mit der identischen genetischen Variante. Die Rekonstruktion der Haplotypen
erfolgte in allen Fallen in einer 2 Mb grof3en Region um POGLUT1 auf dem langen Arm
von Chromosom 3. Die Trager*innen der frequenten POGLUT1-Varianten teilten je nach
vorliegender Variante einen minimalen gemeinsamen Haplotyp von etwa 60 kb bis 1 Mb,
der alle sieben intragenische und bis zu 246 extragenische Marker umfasste (Table 1 in
(Kumar et al.,, 2024). Eine Besonderheit stellte sich bei der haufigsten der sieben
rekurrenten POGLUT1-Varianten, c. 652C>T, dar: Neben einem minimalen gemeinsamen
Haplotyp bei allen sieben betroffenen Individuen von etwa 60 kb, der sich von den SNVs
rs114615589 bis rs11539377 erstreckte, lieRen sich up- und downstream der Marker
rs1132200 und rs2293370 zwei verschiedene kontinuierliche Haplotypbldcke mit einer
GroRRe von etwa 420 und 580 kb identifizieren, die in jeweils vier bzw. drei der Familien
vorlagen (Figure 1c in Kumar et al., 2024).

Das Ergebnis eines jeweils gemeinsam vorliegenden Haplotypen in den betroffenen
Familien bestétigt, dass es sich bei den acht rekurrenten Varianten in KRT5 bzw. in
POGLUT1 um Founder-Varianten handelt.

1.4 Diskussion

Publikation A:

In der von Melanozyten abgeleiteten Zelllinie MZ7-mel resultierte der knockdown der

Zielgene POGLUT1 oder PSENEN in einer signifikanten Uberreprasentierung des Notch-
Pathways in den RNA-seqg-Daten sowie in einer deutlichen funktionellen Abnahme der
Notch-Signalaktivitat. Die Abnahme der Notch-Aktivitat korrelierte hierbei mit der
knockdown-Effizienz des jeweiligen Gens. Fir loss of function-Varianten in POGLUT1 und

PSENEN kann somit eine resultierende verminderte Aktivitat der Notch-
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Signaltransduktion angenommen werden. Die knockdown-Experimente der beiden Gene
POGLUT1- und PSENEN- zeigten dabei vergleichbare Ergebnisse. Das deckt sich mit
den subtilen Unterschieden der einzelnen POGLUT1- und PSENEN-RNA-Profile
untereinander bei dem Vergleich der jeweiligen Transkriptom-Datensatze. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein gemeinsamer Pathomechanismus downstream
des Notch-Signaltransduktionsweges den Hyperpigmentierungen der Trager*innen von
POGLUT1- und PSENEN-Varianten zugrunde liegt. Die Hypothese, dass dies dariber
hinaus auch fur Trager*innen von POFUT1- und KRT5-Varianten gilt, wird durch eine
differentielle Expression von Genen des Notch-Signaltransduktionswegs sowohl in
POFUT1-knockdown Zebrafisch-Larven (Li et al., 2013) als auch bei Expressionsverlust
von KRT5 gestutzt (Alam et al., 2011).

Im Gegensatz dazu liel3en sich in der von Keratinozyten abgeleiteten Zelllinie HaCaT
weder eine Anreicherung der Notch-Transkripte in den RNA-seq-Daten noch eine
funktionelle Notch-Aktivitdt detektieren - trotz validierter verminderter Expression von
POGLUT1 und PSENEN sowie einer signifikant differentiellen Expression weiterer Notch-
Gene in den RNA-seqg-Daten. Die Untersuchungsergebnisse deuten darauf hin, dass eine
Storung der Notch-Signaltransduktion insbesondere in den Melanozyten eine bedeutende
Rolle in der Pathophysiologie des DDD spielen konnte. In dieser Hinsicht lie3en sich neue
Erkenntnisse gewinnen, die Uber die bisherigen Studien hinausgehen, die die
Auswirkungen eines DDD-Krankheitsgen-knockdowns auf einzelne Notch-Gene
untersuchten (Li et al., 2013; Ralser et al., 2019). Das Ergebnis, dass die von Melanozyten
abstammende Zelllinie, nicht aber die keratinozytare Zelllinie, relevante transkriptionelle
und funktionelle Veranderungen aufweist, steht zudem im Einklang mit der abnormalen
Morphologie der Melanozyten und den im Gegensatz dazu elektronenmikroskopisch
unauffalligen Keratinozyten mit normalen Keratinfilamenten in DDD-Patient*innen (Li et
al., 2013). In diesem Zusammenhang ist die Frage nach dem Pathomechanismus bei
einer KRT5-Defizienz von Interesse. Bei KRT5 handelt es sich um in Epithelzellen
exprimiertes Protein. Eine Erklarung liefern die Untersuchungen von Jia et al. (2023), die
zeigten, dass auch ein knockdown von KRT5 Uber eine verringerte Expression von Notch-
Liganden in Keratinozyten letztlich in einer reduzierten Notch-Aktivitat in Melanozyten

resultiert.
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Folglich wird als gemeinsam zugrundeliegender Pathomechanismus beim DDD eine
veranderte Notch-Signaltransduktion in den Melanozyten postuliert. Tiermodelle
demonstrierten bereits einen Zusammenhang zwischen Pigmentierungsprozessen und
einer gestorten Notch-Signaltransduktion. So zeigte der Signalweg eine entscheidende
Rolle bei dem Erhalt von melanozytaren Vorlauferzellen (Melanoblasten) und
melanozytaren Stammzellen in Mausen, indem er die Apoptose der entsprechenden
Zellen  verhinderte  (Moriyama et al., 2006). Storungen der Notch-
Signaltransduktionskaskade durch die experimentelle Ausschaltung diverser Gene des
Signalwegs fihrten in den Mausen zu einem Hypopigmentierungsphénotyp (Aubin-
Houzelstein et al., 2008; Kumano et al., 2008; Schouwey und Beermann, 2008). Eine
Erklarung fir den humanen Phanotyp einer Hyperpigmentierung konnten die drei durch
die Pathway-Analyse der RNA-seq-Daten identifizierten Signalwege in der melanozytéaren
Zelllinie liefern: Ostrogen-Signalrezeptor (ESR) signaling, Rezeptor-Tyrosinkinase
signaling und membrane trafficking. Als molekulare Pathomechanismen einer
Pigmentierungsstérung der Haut kommen im Allgemeinen vielféltige Maoglichkeiten in
Betracht. So sind neben einer abnormen Melanozytenentwicklung auch beispielsweise
Storungen der Melaninsynthese (Melanogenese), der Melanosomen-Bildung oder ihres
Transfers innerhalb des Melanozyten denkbar (Tomita und Suzuki, 2004). Hinsichtlich des
Ostrogen-Signalrezeptor (ESR) signaling ist bekannt, dass erhohte Ostradiolspiegel eine
verstarkte Expression der Tyrosinase und weiterer an der Melanogenese beteiligte
Enzyme ausldsen (Kippenberger et al., 1998). In Zustanden mit einer vermehrten Bildung
von Ostrogenen, wie wahrend der Schwangerschaft oder bei Einnahme 6strogenhaltiger
Kontrazeptiva sind eine Zunahme der Hautpigmentierung bis hin zu Pigmentstérungen
wie dem Melasma beschrieben (Thornton, 2005). In Bezug auf den Rezeptor-
Tyrosinkinase-Signalweg deuten Forschungsergebnisse auf eine Beteiligung des
Signalwegs an Prozessen wie der Regulation von Entwicklung, Differenzierung (Yoshida
et al.,, 2001) und Migration (Alexeev und Yoon, 2006) von Melanozyten sowie der
Melanogenese (Kasamatsu et al., 2008) hin. Im Einklang damit konnten in
Zebrafischlarven, in denen das zu PSENEN homologe Gen psenen ausgeschaltet wurde,
Stérungen der Melanozytenmigration und -differenzierung nachgewiesen werden (Ralser
et al., 2017). Auch Membrantransport-Prozesse (membrane trafficking) spielen eine

essentielle Rolle in der Hautpigmentierung durch ihre Beteiligung in der Biogenese,
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Transport und Transfer der Melanosomen (Fukuda, 2021; Ohbayashi und Fukuda, 2020)
und sind als moglicher Pathomechanismus denkbar. Somit konnten drei
vielversprechende nachgeschaltete Signalwege identifiziert werden, die alle in
Verbindung mit der Hautpigmentierung stehen, und Uber die eine veranderte Notch-

Signaltransduktion in Melanozyten das Erscheinungsbild eines DDD verursachen kénnte.

Ausgehend von der vorliegenden Arbeit ergeben sich neue Fragestellungen: Uber welche
konkreten molekularen Mechanismen konnten die hier identifizierten
Signaltransduktionswege zu dem Phanotyp einer Hyperpigmentierung fihren? Lasst sich
aus diesen Erkenntnissen zukiinftig ein molekulares Target in den Melanozyten fur einen
Therapieansatz gegen den Hyperpigmentierungsprozess ableiten? Hierfur sind
weitergehende funktionelle Untersuchungen der Signalwege erforderlich.

Die Ergebnisse der Arbeit dienen als Grundlage fir die Klarung der gemeinsam
zugrundeliegender Pathomechanismen bei einem DDD. Darlber hinaus ist jedoch auch
die Frage nach den Ursachen der phanotypischen Unterschiede der vier verschiedenen
DDD-Subtypen von Interesse. Welche Faktoren regulieren hier die unterschiedliche
Lokalisation der vermehrten Pigmentierung? Dies kdnnte sich durch Untersuchungen der

Patient*innen sowie funktionelle Experimente dahingehend klaren lassen.

Publikation B:

Die Identifizierung eines gemeinsamen Haplotypen bei allen Index-Patient*innen mit den
jeweils identischen genetischen POGLUT1- oder KRT5-Varianten bestatigte, dass die
acht rekurrenten Varianten in unserer Kohorte auf einen jeweils gemeinsamen Vorfahren
zuriickgehen und damit einen Foundereffekt widerspiegeln. Die Grol3e des gemeinsam
vorliegenden Haplotypblockes korreliert dabei negativ mit dem Alter der Foundervariante
(Drayna, 2005). Im Allgemeinen deuten grof3e konservierte Haplotyptypblocke auf relativ
junge Mutationsereignisse hin (Sbalchiero et al., 2022), wie bei den Indexpatienten
DDD16 und DDD14 in unserer Kohorte (Figure 1b in Kumar et al., 2024). Im Gegensatz
dazu ist eine Verkirzung des gemeinsamen Haplotypen aufgrund von
Rekombinationsereignissen in der Regel ein Hinweis auf weiter zurickliegende
Mutationsereignisse (Ma et al., 2022), wie bei den Indexpatienten DDD19-25 (Figure 1b
in Kumar et al., 2024).
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Hinsichtlich zwei der Foundervarianten gab es Besonderheiten: Die rekurrente KRT5-
Variante ¢.418dupA wurde bislang nur einmal aufR3erhalb von Deutschland beschrieben
(L6rincz et al.,, 2018). Zudem sind in unserer Kohorte die Wohnorte aller Index-
Tragertinnen von c.418dupA in einem geografischen Gebiet von rund 41.000
Quadratkilometern in Deutschland lokalisiert. Durch den Ausschluss von drei
Ausnahmefallen konnte dieses Gebiet noch weiter auf 2.600 Quadratkilometer
eingegrenzt werden, was 0,7 % der Gesamtflache Deutschlands entspricht (Figure 1a in
Kumar et al., 2024). Aus dieser geographischen N&he aller Indexpatient*innen kann
abgeleitet werden, dass es sich bei c.418dupA wahrscheinlich um eine regionale
Foundervariante handelt, die ihren Ursprung in Deutschland hat. Trotz dieser
unerwarteten geographischen Haufung zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der
GroRRe des jeweiligen gemeinsamen Haplotypblockes und den Entfernungen der
jeweiligen Wohnorte. Das lasst sich jedoch durch die Tatsache erklaren, dass nur
Informationen Uber den jeweils aktuellen Wohnort der Indexpatient*innen und ihrer
Familien vorlagen. Eine Ruckverfolgung der Wohnorte der Vorfahren kbnnte Hinweise auf
eine Migration der Vorfahren als mogliche Erklarung fur diese Ergebnisse liefern
(Shinagawa et al., 2020; Solovyev et al., 2022).

Fur die haufigste POGLUT1-Variente, ¢.652C>T (p.R218*), zeigte die Haplotyp-Analyse
neben einem gemeinsamen Haplotyp, der in allen sieben Familien vorlag, zwei
verschiedene kontinuierliche Haplotypbl6cke in vier bzw. drei der Familien. Das weist
darauf hin, dass zwar fir alle betroffenen sieben Familien ein gemeinsamer Foundereffekt
vorliegt, die beiden Zweige mit den drei bzw. vier Familien jedoch in einer noch engeren
familiaren Beziehung zueinander stehen konnten (Figure 1c in Kumar et al., 2024)
(Sbalchiero et al., 2022).

Der Nachweis von acht verschiedenen Foundervarianten bei Uberwiegend deutschen
Patient*innen und ihren Familien, legt die Hypothese nahe, dass der DDD zumindest in
Deutschland eine etwas hdhere Pravalenz als bisher angenommen aufweisen konnte.
Eine hohere Dunkelziffer konnte darauf zurtckzufiihren sein, dass der DDD leicht
Ubersehen, als unspezifischer und harmloser Fall von einer Lentiginose fehldiagnostiziert
oder mit anderen erblichen und/oder erworbenen Stérungen der Hyperpigmentierung
verwechselt werden kann (Zhang et al., 2017). So sind teilweise lange Wege mit

Fehldiagnosen bis zur korrekten Diagnosestellung eines DDD beschrieben
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(Papadopoulou et al., 2022). Da die klinische und histologische Heterogenitat des DDD
die Diagnosestellung erschweren kann, sollte daher bei allen Genodermatosen stets die
molekulargenetische Analyse den entscheidenden Schritt zur zweifelsfreien
Diagnosesicherung darstellen. Bei einem DDD bietet eine genetische Untersuchung
zudem die Moglichkeit, die vier verschiedenen DDD-Subtypen klar voneinander zu
unterscheiden (Kumar et al., 2023a).

Der DDD ist eine seltene Erkrankung. Die Kenntnis regionaler Foundervarianten wie der
KRT5-Variante c.418dupA kann durch ein besseres Bewusstsein fur die Erkrankung dazu
beitragen, die Diagnosestellung in bestimmten Populationen zu beschleunigen.

1.5 Zusammenfassung

Der Morbus Dowling-Degos (DDD) ist eine seltene, genetisch und klinisch heterogene
Pigmentdermatose mit autosomal-dominantem Erbgang, die durch pathogene Varianten
in KRT5, POFUT1, POGLUT1 oder PSENEN verursacht wird. Trotz Kenntnis der
Krankheitsgene, sind die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen, die zu dem
Erscheinungsbild eines DDD fuhren, bislang ungeklart. Zunehmend wird jedoch dem
Notch-Signaltransduktionsweg eine bedeutende Rolle in der Pathophysiologie
zugeschrieben.

Die vorliegende Dissertation verfolgte als primaren Schwerpunkt das Ziel eines besseren
Verstandnisses der Pathogenese des DDD und somit auch der molekularen Grundlagen
von Pigmentierungsprozessen in der Haut. Um einen gemeinsamen zugrundeliegenden
Pathomechanismus zu entschlusseln, wurden die Folgen einer siRNA-vermittelten
POGLUT1/PSENEN-Defizienz in Zellen keratinozytdren und Zellen melanozytaren
Ursprungs analysiert. Hierfur fand eine Transkriptom-Sequenzierung (RNA-seq) mit
nachfolgender Analyse der differentiellen Expression und Pathway-Analysen sowie ein
Enzymimmunoassay zur Beurteilung der funktionellen Notch-Signalubertragungsaktivitat
Anwendung. In der melanozytaren Zelllinie resultierte sowohl der knockdown von
POGLUTT als auch der knockdown von PSENEN in einer differentiellen Expression von
Genen des Notch-Signaltransduktionswegs, sowie in einer entsprechenden signifikanten
Uberreprasentierung des Signalwegs in der Pathway-Analyse. Dariiber hinaus zeigte sich

eine deutlich verminderte funktionelle Aktivitdat der Notch-Signaltransduktion bei
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POGLUT1/PEN2-Defizienz. Daneben wiesen ausschliel3lich die melanozytaren Zellen
eine Anreicherung folgender drei Signalwege auf: Ostrogen-Signalrezeptor (ESR)
signaling, Rezeptor-Tyrosinkinase signaling und membrane trafficking. Sie alle sind
bereits in der Literatur in Verbindung mit Pigmentierungsprozessen beschrieben. Im
Gegensatz dazu zeigte die keratinozytare Zelllinie weder eine Notch-Signalaktivitat, noch
eine Anreicherung des Notch-Signalweges in der Pathway-Analyse, obwohl die RNA-seq-
Daten eine erheblich reduzierte POGLUT1- und PSENEN-Expression sowie veranderte
Expressionsniveaus mehrerer anderer Gene des Notch-Signalwegs belegten.

Zusammenfassend wird eine reduzierte Notch-Signaltransduktion in Melanozyten als
gemeinsam zugrundeliegender Pathomechanismus beim DDD postuliert. Dartber hinaus
wurden drei vielversprechende nachgeschaltete Signalwege identifiziert, die mit der
Hautpigmentierung in Verbindung stehen und Uber die eine verminderte Notch-
Signalubertragung in Melanozyten zu den phanotypischen Manifestationen der DDD
fuhren kénnte. Insgesamt tragt diese Arbeit zu einem besseren Verstandnis der Rolle des

Notch-Signaltransduktionsweges an Pigmentierungsprozessen in der Haut bei.

Als zweiter Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit wurde die Fragestellung beleuchtet, ob
den haufigen, fir einen DDD ursachlichen Varianten ein Foundereffekt zugrunde liegt.
Gegenwartig besteht unsere DDD-Kohorte aus mehr als 120 betroffenen Familien.
Darunter sind uns acht rekurrente Varianten in den Genen KRT5 und POGLUT1 bekannt,
die in bis zu 18 Individuen aus verschiedenen, nicht miteinander verwandten Familien aus
Deutschland, Danemark oder der Schweiz nachgewiesen wurden. Als Erklarung far
haufige genetische Varianten gibt es im Allgemeinen zwei Mechanismen: sie kdnnen auf
einen gemeinsamen Vorfahren zuriickgehen und dementsprechend einen Foundereffekt
widerspiegeln - oder aber durch einen mutative hot spot bedingt sein, also an einer Stelle
lokalisiert sein, an der sich besonders haufig Mutationen ereignen. Um zu untersuchen,
ob es sich bei den rekurrenten DDD-Varianten in KRT5 und POGLUT1 um Founder-
Varianten handelt, erfolgten Haplotypanalysen der Regionen um die beiden Gene KRT5
und POGLUTL1 in den betroffenen Patient*innen. Die Identifizierung eines gemeinsamen
Haplotypen bei allen Index-Patient*innen mit der identischen genetischen POGLUT1-
oder KRT5-Variante bestétigte, dass es sich bei den acht rekurrenten Varianten in unserer

Kohorte um Foundervarianten handelt. Hinsichtlich der rekurrenten KRT5-Variante
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c.418dupA fiel eine geographische Haufung in Deutschland auf, aus der abgeleitet
werden kann, dass es sich bei c.418dupA wahrscheinlich um eine regionale
Foundervariante handelt.

Unseres Wissens sind unsere Daten die ersten, die zeigen, dass Founderreffekte in KRT5
und POGLUT1 zur Manifestation von DDD beitragen kénnen. Dariiber hinaus deuten die
vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass der DDD zumindest in Deutschland eine etwas

hohere Pravalenz haben kdnnte als bisher angenommen.
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Altered Notch signalling in Dowling-Degos
disease: a transcriptomic insight into disease
pathogenesis

https://doi.org/10.1093/bjd/ljad306

Dear Editor, Dowling-Degos disease (DDD; MIM 179850,
615327, 615696 and 613736) is a rare autosomal-dominant
pigmentation disorder characterized by progressive reticu-
late hyperpigmentation and small hyperkeratotic dark-brown
papules that affect the trunk, face, flexures, large skin folds
and/or extremities. To date, research has identified causa-
tive loss-of function variants in four genes: KRT5, POFUT1,
POGLUTT and PSENEN.

Growing evidence implicates altered Notch signalling in
DDD pathogenesis. Notably, POFUT1, POGLUTT and PSENEN
encode Notch pathway proteins, and loss of KRT5 expression
is associated with altered Notch signalling.? However, the pre-
cise molecular mechanisms through which Notch signalling
contributes to DDD pathogenesis are unknown. To decipher
a common underlying pathomechanism, we examined tran-
scriptional changes secondary to POGLUT1/PSENEN small
interfering RNA (siRNA)-mediated knockdown via unbiased
transcriptome-sequencing (RNAseq).

Transient transfection was performed in both the human
keratinocyte cell line HaCaT and the melanocyte-derived cell
line MZ7-mel using (i) a control siRNA (S103650318) and {ii)
siRNAs targeting different domains of POGLUTT or PSENEN
[POGLUT1: siRNA1 (S104194022) and siRNA2 (S104217885);
PSENEN: siRNA3 (S103084956) and siRNA4 (SI00157584)]
(all QIAGEN, Hilden, Germany). Knockdown was validated by
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-gPCR; data not shown). Next, principal component anal-
ysis of RNAseq data revealed a clear differentiation between
control cells and knockdown samples with a subtler distinc-
tion between POGLUTT and PSENEN knockdown cells,
except for one specific POGLUTT siRNA (siRNAT; Figure 1a).
As siRNA1T knockdown cells showed morphological abnor-
malities that might be attributable to off-target/toxic siRNA
effects, related samples were excluded from further analy-
sis. Subsequently, differential expression analyses revealed
altered gene expression of multiple Notch genes (Figure 1b).
To investigate common downstream effects for POGLUT1
and PSENEN variants, POGLUTT and PSENEN knockdowns
were combined into one dataset, and the 250 most signif-
icant genes for each cell line were subjected to PANTHER
pathway analysis using Reactome as an annotation data-
base (Figure 1c). In MZ7-mel cells, Notch signalling was the
most enriched pathway, whereas no enrichment of Notch
signalling was observed in HaCaT cells. Furthermore, path-
ways that were highly over-represented in MZ7-mel cells
only included genes involved in oestrogen signalling recep-
tor (ESR)-mediated signalling, receptor tyrosine kinase sig-
nalling and membrane trafficking.

To assess Notch signalling activity at the functional level,
measurements of cleaved Notch1 (Notch1'€) (PathScan®
Sandwich ELISA Kit #7194; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA) were made. MZ7-mel cells showed a
significant decrease in Notch1'® under knockdown condi-
tions, with the decreased levels correlating to knockdown
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efficiencies determined by RT-gPCR and RNAseq (Figure 1d).
In HaCaT cells, no baseline activity in control cells or any
activity in knockdown samples was detected (Figure 1d).

In the melanocyte-derived cell line, knockdown of either
POGLUTT or PSENEN led to a pronounced decrease in
Notch signalling activity. Interestingly, a comparison of
the respective transcriptomic datasets revealed subtle
differences across profiles, suggesting a common down-
stream pathomechanism. This is supported by the study
of Li et al.," which revealed differentially expressed Notch
pathway genes in POFUTT knockdown zebrafish larvae. In
the keratinocyte-derived cell line, no Notch activity was
detectable, and pathway analysis revealed no enrichment
of Notch signalling, although we detected a substan-
tial reduction in POGLUTT and PSENEN expression, and
altered expression of other Notch pathway genes in our
RNAseq data. Whereas previous studies on DDD analysed
effects on single Notch genes only," our results go beyond.
In DDD, keratinocytes show normal keratin filaments and
regular interactions with hemidesmosomes and desmo-
somes. In contrast, melanocytes display an abnormal
morphology,” which can be explained by our findings of
relevant transcriptional and functional changes only in the
melanocyte-derived cell line.

Many specific molecular effects underlie skin pigmenta-
tion disorders, including dysfunction in melanin synthesis,
formation of the melanosomes and their transfer within
the melanocyte, and abnormal melanocyte development.®
We identified altered membrane trafficking, receptor tyros-
ine kinase signalling and ESR-mediated signalling as three
promising downstream pathways through which decreased
Notch signalling may lead to the phenotypic manifestations
of DDD. While modified membrane trafficking processes
may lead to malfunctioning melanosome biogenesis, trans-
port and transfer,* research suggests that receptor tyrosine
kinase signalling regulates melanocyte development and dif-
ferentiation,® as well as melanogenesis.® Preliminary work
has demonstrated that increased oestradiol levels stimulate
enzymes involved in melanogenesis,” and growing research
over recent decades suggests a link between oestrogen and
skin pigmentation.®

In conclusion, our results implicate a key role of dysfunc-
tional melanocyte Notch signalling in DDD pathogenesis.
Additionally, altered biogenesis and intracellular traffick-
ing of melanosomes, receptor tyrosine kinase signalling
and ESR-mediated signalling may represent downstream
molecular mechanisms through which decreased Notch
signalling leads to hyperpigmentation in DDD. Finally, a com-
mon downstream pathomechanism for both POGLUTT and
PSENEN mutation carriers can be assumed.

Sheetal Kumar,' Jonas Hausen,?
Sugirthan Sivalingam,? Aytaj Humbatova,'
Andreas Buness,?? Jorge Frank,*

Damian J. Ralser' and Regina C. Betz®"

'Institute of Human Genetics, University of Bonn, Medical
Faculty and University Hospital Bonn, Bonn, Germany; 2Institute
for Genomic Statistics and Bioinformatics, University of Bonn,
Medical Faculty and University Hospital Bonn, Bonn, Germany;
%Institute for Medical Biometry, Informatics and Epidemiology,
Medical Faculty, University of Bonn, Bonn Germany and
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Figure 1 RNA sequencing analysis and cleaved Notch1 enzyme-linked immunosorbent assay in small interfering RNA (siRNA)-mediated POGLUTT
and PSENEN knockdown MZ7-mel and HaCaT cells. (a) Principal component (PC) analysis performed with the 500 most variably expressed genes in
MZ7-mel cells. siRNA1 and siRNA2: POGLUTT knockdown cells; control A: POGLUTT control cells; siRNA3 and siRNA4: PSENEN knockdown cells.
Control B: PSENEN control cells. (b) Heatmap analysis of Notch signalling genes in MZ7-mel and HaCaT cells after POGLUTT (siRNA2) and PSENEN
(siRNA3, siRNA4) knockdown. The colour scheme is based on the fold change, with downregulation in red, upregulation in blue and undetermined
directionality in white. Crosses indicate nonsignificant results. (c) Bar graph illustrating PANTHER pathway analysis of the top 250 significant genes
regulated by POGLUTT and PSENEN knockdown, as ranked by enrichment in MZ7-mel cells (top) and HaCaT cells (bottom) using Reactome as an

annotation database. ESR, oestrogen signalling receptor; MECP2, methyl CpG binding protein 2; PAK, p21-activated kinase. (d) Cleaved Notch1

(Notch1'®) shows a significantly higher expression in MZ7-mel control cells compared with HaCaT siRNA control cells (top). POGLUTT and PSENEN
knockdown inhibits the cleavage of Notch1 in MZ7-mel cells (bottom). Values represent the mean of three independent experiments, as performed

in triplicate. Error bars represent the SD. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Implicated in Dowling-Degos Disease

Journal of Investigative Dermatology (2024) 144, 181—184; doi:10.1016/}.jid.2023.04.036

TO THE EDITOR

Dowling-Degos disease (DDD; MIM
179850, 615327, 615696, and 613736)
is a rare, autosomal dominant skin

pigmentation disorder (Degos and
Ossipowski,  1954; Dowling and
Freudenthal, 1938). Depending on

which gene is mutated, affected in-
dividuals show progressive, reticulate
hyperpigmentation that affects the trunk,
face, flexures, large skin folds, genitals,
and/or extremities, sometimes accom-
panied by pruritus. Histopathologic fea-
tures encompass filiform epithelial
downgrowth of the epidermal rete ridges,
with deposition of melanin at the tips
(Betz et al., 2006). In 2006, we identified
pathogenic variants in keratin 5 (KRT5)
(Betz et al., 2006) in patients with DDD
who presented with hyperpigmentation
in the large body folds, trunk, neck, and

face. Subsequently, we and Li et al.
(2013) identified pathogenic variants in
the genes encoding protein O-fucosyl-
transferase 1 (Basmanav et al., 2015; Li
et al., 2013) and protein O-glucosyl-
transferase 1 (POGLUTI) (Basmanav
et al., 2014; Ralser et al., 2019). The
protein O-fucosyltransferase 1 variants
were found in patients in whom hyper-
pigmentation involved wrists and geni-
tals, whereas the POGLUTT variants
were found in patients in whom it
involved extremities. Recently, we re-
ported pathogenic variants in the gene
presenilin enhancer, gamma-secretase
subunit (PSENEN), which result in hy-
perpigmentation as well as, in suscepti-
ble individuals, concomitant acne
inversa (Ralser et al., 2017).

To date, our search for pathogenic
variants in the above-mentioned genes

Abbreviations: DDD, Dowling-Degos disease; KRT5, keratin 5; Mb, megabase; POGLUTT, protein

O-glucosyltransferase 1
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has involved >120 unrelated single
DDD cases and their families from
Germany, Denmark, and Switzerland
after obtaining written informed consent
in accordance with the principles of the
Declaration of Helsinki (Basmanav
et al., 2015; Betz et al., 2006; Ralser
et al., 2017, 2019). Among these, we
detected one recurrent KRT5 (c.418dup
[p.lle140Asnfs*39]) (Figure 1a; Table 1)
and seven recurrent POGLUT1 variants
(see in subsequent section; Table 1) in a
total of 18 and 21 individuals, respec-
tively, from distinct and apparently un-
related families.

To determine whether these recurrent
sequence deviations reflected muta-
tional hotspots or a founder effect,
genotyping was performed using
GSAMD24v2-0 chips (Ilumina) and the
Infinium HTS Assay protocol (Ilumina).
Genotype phasing was performed using
Eagle 2.4.1 (Loh et al., 2016) and the
1000 Genomes Phase 3 data (Auton
et al, 2015) as a reference panel.
Haplotypes were reconstructed in a 10
megabase (Mb) region around KRT5 on

www.jidonline.org
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Figure 1. Founder variants in KRT5: c.418dup and in POGLUTT: c.652C>T. (a) KRT5: c.418dup (p.lle140Asnfs*39): places of residence of the 18 affected
individuals in our cohort. (b) KRT5: c.418dup (p.lle140Asnfs*39): the variant was surrounded by a common haplotype in all investigated cases. M indicates the
location of the variant. The blue horizontal bars indicate the size of the shared haplotype in the 18 unrelated individuals. (¢) POGLUTT: ¢.652C>T (p.Arg218%):
the variant was surrounded by a common haplotype in all investigated cases. The remaining markers diverged into two distinct haplotypes. In this study,
haplotype breaks were localized at the same SNV down and upstream of the locus of interest. M indicates the location of the variant. The blue and green
horizontal bars indicate the size of the shared haplotype in the seven unrelated individuals.

Table 1. Haplotype Analysis of the Recurrent Pathogenic Variants in KRT5 and POGLUT1

Number of Flanking Number of Flanking
Number of  Minimum Markers in Markers of Maximum Markers in Markers of
Index Cases/ Size of Minimum Minimum Size of Maximum Maximum
Families in Our Common Common Common Common Common Common Place of
Founder Variant Cohort Haplotype Haplotype Haplotype Haplotype Haplotype Haplotype  Residence
KRT5: c.418dup 18 146 kb 72 rs61730590 6.1 Mb 1418 1510747524 Germany
(p-lle140Asnfs*39) rs199845547 rs995901
POGLUTT: 7 64 kb 16 rs114615589 420 kb / 581 192 / 144 rs200397968 Germany
c.652C>T rs11539377 kb rs73854716
(p.Arg218*) /rs75233365
rs72551374
POGLUTT: c.798- 3 424 kb 140 rs747001 501 kb 170 rs35807235 Germany
2A>C seq-rs12721613 rs61755051
POGLUTT: 3 108 kb 30 rs56129904 229 kb 66 rs7610546 Germany
c.835C>T rs149492706 rs2229098
(p-Arg279Trp)
POGLUTT: 2 1 Mb 253 rs61744410 1 Mb 253 rs61744410 Germany
c.1051C>T rs116111919 rs116111919
(p.GIn351%)
POGLUTT: 2 553 kb 170 rs4687985 553 kb 170 rs4687985 Germany,
c.205C>T rs2461817 rs2461817 Switzerland
(p-Arg69*)
POGLUTT: 2 163 kb 52 15935616 163 kb 52 rs935616 Germany
¢.1080_1081insG rs1385520 rs1385520
(p.Asn361Glufs*5)
POGLUTT: 2 115 kb 31 rs77700423 115 kb 31 rs77700423 Germany,
c.11G>A rs7628626 rs7628626 Denmark
(p-Trp4*)

Abbreviations: kb, kilobase; Mb, megabase.
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chromosome 17 and in a 2 Mb region
around POGLUTT on chromosome 3.

For the recurrent variant c.418dup
(p.1le140Asnfs*39) in KRTS5, a total of
1,420 markers spanning a region of
~6.1 Mb between SNV rs2544039 and
SNV 151867299 were analyzed. All
patients and their families shared a
minimal common haplotype of ~150
kilobases between SNVs rs61730590
and rs199845547, including all 10
intragenic markers (Figure 1b; Table 1).

The recurrent variants in POGLUT1
comprised c.652C>T (p.Arg218%*), c.798-
2A>C, c.835C>T (p-Arg279Trp),
c.1051C>T  (p.GIn351%), ¢.205C>T
(p-Arg69*), c.1080_1081insG (p.Asn361
Glufs*5), and c.11G>A (p.Trp4*). All
POGLUTT variant carriers shared a min-
imal common haplotype from ~ 60 kilo-
base to 1 Mb, including all seven
intragenic markers (Table 1).

The detection of a common haplo-
type spanning from 60 kilobase to 6.1
Mb in all patients who were indexed
indicated that each of the present eight
recurrent variants probably arose from
a common ancestor, thus reflecting
founder effects. For all pathogenic
variants, sizes of the shared haplotype
are probably associated with the age of
the founder variant (Drayna, 2005). In
general, large conserved haplotypes
are indicative of relatively recent
mutational events (Shalchiero et al.,
2022), as in patients indexed as
DDD16 and DDD14 in this cohort
(Figure 1b). In contrast, shortening of
the common haplotype owing to
recombination events is usually sug-
gestive of relatively distant mutational
events (Ma et al., 2022), as in patients
indexed as DDD19-25 (Figurelc).

To date, the recurrent KRT5 variant
€.418dup has only been reported once
outside of Germany (Lérincz et al,
2018). In the present cohort, all index
carriers of c.418dup resided within a
German geographic area of ~41,000
square kilometers. Excluding three
exceptional cases, this area could be
condensed even further to 2,600 square
kilometers, which represents 0.7% of
the overall area of Germany (Figure 1a).
The geographic proximity of all patients
who were indexed strongly supports the
hypothesis that c.418dup is a novel
German founder variant which probably
arose in the area in which these
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individuals and their families reside.
Despite this spatial condensation, we
found no association between the size
of the shared haplotype and the
geographic distances of the respective
places of residence. However, this is not
entirely surprising, because we only had
information concerning the current
place of residence of each patient who
was indexed and their family. Thus,
thorough tracing of the specific ancestral
residence might reveal migration as a
possible explanation for these results
(Shinagawa et al., 2020; Solovyev et al.,
2022).

For the most frequent POGLUTIT
pathogenic variant, €.652C>T
(p-Arg218%), haplotype analysis
revealed a minimal shared haplotype of
~60 kilobases in all seven affected in-
dividuals, which spanned from marker
rs114615589 to rs11539377. Interest-
ingly, however, we found two different
continuous haplotypes up and down-
stream of markers rs1132200 and
rs2293370 in four and three families,
respectively, suggesting that these two
branches share an even closer familial
relationship (Figure 1c) (Shalchiero
et al., 2022).

To our knowledge, our data are the
first to demonstrate that founder effects
in KRT5 and POGLUTT can contribute
to the manifestation of DDD. Further-
more, the present results may suggest
that DDD is more common than pre-
viously assumed, at least in Germany,
considering that we were able to detect
eight different founder variants pre-
dominantly among patients from
German and their families. This may be
attributable to the fact that DDD can
easily be overlooked, misdiagnosed as
a nonspecific and harmless case of
lentiginosis, or confused with other
hereditary and/or acquired disorders of
hyperpigmentation (Zhang et al., 2017).
Thus, DDD may have a higher preva-
lence than thought previously, particu-
larly in Germany.
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