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Aggressive Plattenepithelkarzinome
(SCCs) bei rezessiv dystropher Epi-
dermolysis bullosa (RDEB) — Identi-
fizierung neuer Medikamente durch
Anwendung einer transkriptomge-
steuerten Screening-Methode

EB House Austria, Department of Dermatology and
Allergology, University Hospital Salzburg, Austria

Die rezessiv dystrophe Epidermolysis bul-
losa (RDEB) ist eine seltene Genoderma-
tose, die zur Entwicklung hochaggressiver
kutaner Plattenepithelkarzinome (SCCs)
neigt, welche die haufigste Ursache firvor-
zeitigen Tod sind'. Es gibt immer noch nur
wenige wirksame Behandlungsmdglich-
keiten fir diese lebensbedrohlichen RDEB-
SCCs, weshalb innovative Konzepte zur
Wirkstoffentdeckung erforderlich sind. Wir
haben einen solchen neuartigen Ansatz
verfolgt und das offentlich zugdngliche
Datenrepository , Library of Integrated Net-
work-Based Cellular Signatures“ (LINCS)
durchsucht, das Transkriptomprofile aus
Experimenten zur Arzneimittelstérung an
menschlichen Zellen enthélt, um nach Arz-
neimitteln zu suchen, die zur Behandlung
von RDEB-SCCs eingesetzt werden kdnnen. Diese rechnerge-
stutzte Methode beruht auf der Signaturumkehr und geht da-
von aus, dass ein Arzneimittel in der Lage ist, krankheitsasso-
ziierte deregulierte Signalwege zu beeinflussen und dadurch
den malignen Phanotyp abzuschwachen?* (Abbildung 1A).
Differentiell exprimierte Gene (DEGs) wurden aus RDEB-Tu-
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Aggressive squamous cell carcino-
mas (SCCs) in recessive dystrophic
epidermolysis bullosa (RDEB) -
identifying novel drugs by applying
a transcriptome-guided screening
method

EB House Austria, Department of Dermatology and
Allergology, University Hospital Salzburg, Austria

Recessive dystrophic epidermolysis
bullosa (RDEB) is a rare form of geno-
dermatosis prone to the development
of highly aggressive cutaneous squa-
mous cell carcinomas (SCCs), which
are the leading cause of premature
death’. Effective treatment options
for these life-threatening RDEB-SCCs
are still limited, calling for innovative
drug discovery concepts. Following
such a novel approach, we mined
the publicly accessible “Library of
Integrated Network-Based Cellular
Signatures” (LINCS) data repository,
comprising transcriptome profiles
from drug perturbation experiments
on human cells, for drugs that can be
repurposed to treat RDEB-SCCs. This
computational method relies on signature reversion,
assuming that a drug is able to affect disease-associat-
ed deregulated signaling pathways, thereby mitigating
the malignant phenotype®* (Figure 1A). Differentially
expressed genes (DEGs) were identified from RDEB
tumor and control transcriptome data, using tissue

o4/2024 | Sk'n:

https://doi.org/10.61783/0egdviosi1



mor- und Kontrolltranskriptomdaten unter Verwendung eines
Gewebedatensatzes (GSE111582%) und eines Zelldatensatzes
(GSE130925°) identifiziert und anschlieBend zur Abfrage der
LINCS-Datenbank verwendet. Nur Medikamente, die in bei-
den Suchvorgangen gefunden wurden, wurden fir die wei-
tere Auswahl berlicksichtigt. Weitere Anforderungen waren
i) FDA- und/oder EMA-Zulassung oder Untersuchung in klini-
schen Studien, ii) Therapeutika, die noch nicht in klinischen
Studien fir RDEB-SCCs untersucht wurden, und iii) Verbin-
dungen aus verschiedenen Wirkstoffklassen (Abbildung 1B).
Unter den am besten bewerteten Wirkstoffkandidaten zur
spezifischen Behandlung von RDEB-SCCs wurde der Mitogen-
aktivierte Protein-Kinase-Kinase (MEK)-Inhibitor Selumetinib
in unserer in silico-Vorhersage aufgefiihrt. Selumetinib ist fiir
die Behandlung von Neurofibromatose Typ 1 zugelassen und
wird derzeit in klinischen Studien zur Behandlung verschiede-
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Abbildung 1: Prinzip des transkriptomgesteuerten

in silico-Wirkstoffscreenings und Wirkstoffauswahlverfahrens

A) Eine krankheitsspezifische Genexpressionssignatur wird aus der
Profilierung der Transkriptome von kultivierten primdren, mensch-
lichen Keratinozyten und RDEB-SCC-Zellen sowie entsprechenden
Geweben abgeleitet. Die resultierenden Signaturen werden dann
verwendet, um die LINCS-Datenbank im umgekehrten Modus ab-
zufragen und potenzielle Wirkstoffkandidaten zu identifizieren, die
abnormale molekulare Signalwege umkehren konnten.

B) Es wurden differentiell exprimierte Gene (DEGs) aus RDEB-
Tumorgewebe/-zellen und entsprechenden Kontrollen identi-
fiziert. Fur jeden Datensatz wurden Arzneimittelkataloge erstellt
und ein zusammengefiihrter (Schnittmengen-) Katalog wurde wie
dargestellt erstellt. Selumetinib wurde schlieflich auf der Grund-
lage vordefinierter Kriterien ausgewahlt.
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(GSE111582%) and cell data sets (GSE130925°), and sub-
sequently used to query the LINCS database. Only drugs
found in both searches were considered for further se-
lection. Additional requirements were i) FDA and/or EMA
approval or investigation in clinical studies, ii) therapeu-
tics not already under clinical investigation for RDEB-
SCCs, and iii) compounds originating from different drug
classes (Figure 1B). Among top-ranked drug candidates
to specifically treat RDEB-SCCs, the mitogen-activated
protein kinase kinase (MEK) inhibitor Selumetinib was
listed in our in silico prediction. Selumetinib is approved
for the treatment of neurofibromatosis type 1 (NF1) and is
currently investigated in clinical trials for the treatment of
various solid tumor types®. To verify the therapeutic po-
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Figure 1: Principle of the transcriptome-guided in silico drug
screening and drug selection process

A) A disease-specific gene expression signature is derived
from profiling the transcriptomes of cultured primary human
keratinocytes and RDEB-SCC cells, as well as respective
tissues. Resulting signatures are then used to query the
LINCS database in reverse mode, identifying potential drug
candidates that could reverse aberrant molecular pathways.
B) Differentially expressed genes (DEGs) were identified
from RDEB tumor tissue/cells and respective controls. Drug
catalogues were generated for each dataset and a merged
(intersect) catalogue was created as depicted. Selumetinib
was finally selected based on predefined criteria.

Created in BioRender. Wally, V. (2024) BioRender.com/
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ner solider Tumortypen untersucht®. Um das therapeutische
Potenzial von Selumetinib gegen RDEB-SCCs zu Uberpriifen,
haben wir seine Wirksamkeit in vitro und in vivo untersucht.

In vitro verringerte die Behandlung mit Selumetinib die Le-
bensfahigkeit von RDEB-SCC-Zellen und beeintrachtigte die
Phosphorylierung der extrazelluldaren signalregulierten Ki-
nase (ERK), was mit dem bekannten Wirkmechanismus des
Medikaments tbereinstimmt. Als Nachstes untersuchten wir
das Potenzial von Selumetinib, den Ubergang von epithelial
zu mesenchymal umzukehren. Die Behandlung mit Selume-
tinib erhéhte die Expression von E-Cadherin, das auf Epi-
thelmerkmale hinweist, signifikant und reduzierte Vimentin,
einen Marker fiir den mesenchymalen Zustand, in RDEB-SCC-
Zellen signifikant. Dariber hinaus schwéchte die Behandlung
mit Selumetinib die Zellmotilitdt und die Invasion von RDEB-
SCC-Zellen ab, was auf das Potenzial zur Hemmung der Tu-
morprogression hindeutet. /n vivo unterdriickte Selumetinib
das Tumorwachstum in zwei RDEB-SCC-Xenograft-Modellen
effizient. Die Analyse von Xenograft-Tumoren ergab eine ver-
minderte MAPK-Signallibertragung, was durch eine verringer-
te ERK-Phosphorylierung und eine Herunterregulierung der
dualen Spezifitdatsphosphatase 6 (DUSP6) angezeigt wurde.

Insgesamt zeigte Selumetinib, das durch computergestiitztes
Wirkstoff-Screening identifiziert wurde, eine vielversprechen-
de Wirksamkeit gegen RDEB-SCCs in vitro und in vivo, was
auf sein Potenzial fir den klinischen Einsatz bei Epidermo-
lysis bullosa hindeutet. Die Umwidmung von Medikamenten
ist eine kostenglinstige Strategie, insbesondere bei seltenen
Krankheiten, und ermdglicht einen schnelleren Weg zur klini-
schen Anwendung als ein neuartiges Medikament, da in der
Regel Sicherheits- und Interaktionsstudien verflighar sind.
Unsere Ergebnisse liefern auch einen ersten Wirksamkeits-
nachweis fiir die angewandte computergestiitzte Methode
und férdern die Integration solcher Methoden in die Arznei-
mittelforschung, um die Identifizierung und klinische Um-
setzung wirksamerer und besser vertraglicher Therapien zu
beschleunigen.

tential of Selumetinib against RDEB-SCCs, we assessed
its efficacy in vitro and in vivo.

In vitro, Selumetinib treatment reduced the viability of
RDEB-SCC cells and impaired the phosphorylation of ex-
tracellular signal-regulated kinase (ERK), in line with the
drug’s known mode of action (MoA). Next, we investi-
gated the potential of Selumetinib to reverse epithelial
to mesenchymal (EMT) transition. Selumetinib treatment
significantly increased the expression of E-cadherin, in-
dicative for epithelial-characteristics, and significantly
reduced Vimentin, a marker of the mesenchymal state,
in RDEB-SCC cells. Additionally, Selumetinib treatment
attenuated cell motility and invasion of RDEB- SCC cells,
suggesting its potential to inhibit tumor progression. In
vivo, Selumetinib efficiently suppressed tumor growth in
two RDEB-SCC xenograft models. Analysis of xenograft
tumors revealed reduced MAPK signaling, as indicated
by decreased ERK phosphorylation and downregulation
of dual specificity phosphatase 6 (DUSP6).

Taken together, Selumetinib, identified by computa-
tional drug screening, demonstrated promising efficacy
against RDEB-SCCs in vitro and in vivo, suggesting its
potential for clinical use in epidermolysis bullosa. Drug
repurposing is a cost-effective strategy, especially for
orphan diseases, potentially facilitating a faster route to
clinical application than a novel medicine, as safety and
interaction studies are typically available. Our findings
also provide a first proof-of-concept validation for the
applied computational method, encouraging the inte-
gration of such methods in drug discovery to accelerate
the identification and clinical translation of more effec-
tive and better-tolerated therapies.
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