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2  

T O T H E E DI T O R   

J u n cti o n al e pi d er m ol ysis b ull os a (J E B) is c a us e d b y  m ut ati o ns  i n g e n es e n c o di n g a d h esi o n 

pr ot ei ns, s u c h as l ami ni n 3 3 2, t y p e X VII c oll a g e n  ( C 1 7), int e gri n  6  4  or i nt e gri n  3 . A bs e n c e 

of C 1 7  l e a ds t o i nt er m e di at e JE B t h at m a nif ests wit h g e n er ali z e d s ki n bli st ers, c hr o ni c w o u n ds, 

h air l oss, n ail l oss or d ystr o p h y , a n d e n a m el h y p o pl asi a  ( H as et al., 2 0 2 0). T h er e is n o  c ur e , 

a n d n o e x p eri m e nt al  t h er a p y h as b e e n d e v el o p e d f or J E B wit h C 1 7 d efi ci e n c y  ( Pr o di n g er et 

al., 2 0 2 0) . A b o ut 2 0 % of t h e C O L 1 7 A 1  p at h o g e ni c v ari a nts ar e n o ns e ns e m ut ati o ns l e a di n g t o 

a bs e n c e of C 1 7 . St u di es of g e n ot y p e -p h e n ot y p e c orr el ati o ns s h o w e d t h at s m all  a m o u nt s of 

p arti all y f u n cti o n al C 1 7  h a v e bi ol o gi c al r el e v a n c e a n d tr a nsl at e i nt o mil d p h e n ot y p es  ( C o n dr at 

et al., 2 0 1 8; Kr o e g er et al., 2 0 1 9, 2 0 1 7; R u z zi et al., 2 0 0 1) . H er e , w e a d dr ess  t h e q u esti o n 

w h et h er  tr a nsl ati o n al r e a d-t hr o u g h i n d u ci n g dr u gs ( T RI Ds) h a v e eff e c t o n C O L 1 7 A 1  n o ns e ns e 

m ut ati o ns a n d  r e pr es e nt a t h er a p e uti c o pti o n t o all e vi at e dis e as e s e v erit y.  

Aft er writt e n i nf or m e d c o ns e nt, k er ati n o c yt es fr o m s e v e n J E B p ati e nts wit h C O L 1 7 A 1  

n o ns e ns e m ut ati o ns w er e st u di e d ( S u p pl e m e nt ar y M et h o ds). C O L 1 7 A 1  m R N A w as e x pr ess e d 

i n all c ells wit h v ari o us d e gr e es of d e c a y i n c as es 3, 5, 6 a n d 7.  F o ur c ell li n es w er e c o m pl et el y 

d e v oi d of C 1 7  ( c as es 1, 2, 4 a n d 7), w hil e t hr e e of t h e m ( c as es 3, 5 a n d 6) e x pr ess e d l o w l e v els 

of C 1 7 as c o m p ar e d t o n or m al k er ati n o c yt es  ( Fi g ur e 1 a). T his w as d u e eit h er t o a  s e c o n d 

h et er o z y g o us s pli ci n g m ut ati o n ( c as es 3 a n d 6) , or t o n at ur al alt er n ati v e s pli ci n g of e x o n 3 3 

c o nt ai ni n g t h e p at h o g e ni c v ari a nt  p. R 7 9 5 *  ( c as e 5) ( R u z zi et al., 2 0 0 1). W e f o c us e d o n t h e C 1 7 

n e g ati v e  k er ati n o c yt es c arr yi n g t h e h o m o z y g o us m ut ati o ns p. W 4 6 4 *, p. R 6 8 8 *, p. R 1 2 2 6 * , a n d 

p. S 1 4 0 * , a n d tr e at e d t h e m wit h t h e T RI Ds  g e nt a mi ci n , p ar o m o m y ci n, G 4 1 8 , a ml e x a n o x or

P T C 1 2 4 . W hil e a ml e x a n o x a n d P T C 1 2 4 h a d n o eff e ct o n a n y of t h e m ut a nt k er ati n o c yt es , a 

diff er e nti al r es p o ns e t o a mi n o gl y c osi d es  w as o b s er v e d ( Fi g ur e 1 b). T h e p. W 4 6 4 * m ut a nt 

k er ati n o c yt es d e m o nstr at e d a r o b ust a n d d os e d e p e n d e nt r es p o ns e t o g e nt a mi ci n  ( 1 2 5-1 0 0 0 

µ g/ ml), p ar o m o m y ci n ( 5 0 0 -2 0 0 0 µ g/ ml) a n d G 4 1 8 ( 1 -1 0 µ g/ ml)  ( Fi g ur e 1 c). T h e a m o u nt of 

C 1 7 e x pr ess e d aft er tr e at m e nt wit h 5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n w as m u c h s m all er t h a n t h at of n or m al 

c ell s (Fi g ur e 2 a ). T h e eff e ct of g e nt a mi ci n , p ar o m o m y ci n a n d G 4 1 8 o n t h e p. R 6 8 8 * m ut a nt 

k er ati n o c yt es w as s u btl e , a n d C 1 7 w as cl e arl y d et e ct a bl e  w h e n t h e hi g h e st  T RI Ds 

c o n c e ntr ati o ns w er e us e d ( Fi g ur e 1 c) . T h e ot h er t w o m ut ati o ns, p. R 1 2 2 6 * a n d p. S 1 4 0 * di d n ot 

r es p o n d t o a n y  T RI Ds  ( Fi gur e  1 b a n d d at a n ot s h o w n).  

N e xt, w e as k e d h o w l o n g C 1 7 w as a bl e t o p ersist  i n J E B k er ati n o c yt es aft er a si n gl e tr e at m e nt 

wit h g e nt a mi ci n . M ut a nt p. W 4 6 4 * k er ati n o c yt es d e m o nstr at e d t h e hi g h est C 1 7 l e v el  t w o d a ys 
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aft er a d diti o n of 5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n . T h e C 1 7 a m o u nt d e cr e as e d pr o gr essi v el y a n d  w as 

b ar el y d et e ct a bl e si x  d a y s aft er tr e at m e nt  ( Fi g ur e 2b ).  

T o i n v esti g at e w h et h er C 1 7  e x pr ess e d aft er r e a d -t hr o u g h i n J E B k er ati n o c yt es w as f u n cti o n al 

a n d a bl e t o b e d e p osit e d at t h e d er m al -e pi d er m al j u n cti o n  ( D EJ), w e a n al y z e d  it s pr es e n c e i n 

c ell c ult ur e m e di a a n d i n e pi d er m al e q ui v al e nts. Th e 1 2 0 k D a C 1 7 s h e d e ct o d o m ai n w as f o u n d 

i n c o n diti o n e d m e di a of p. W 4 6 4 * m ut a nt k er ati n o c yt es aft er  G 4 1 8 tr e at m e nt, s u g g esti n g t h at 

i ns erti o n of a c o g n at e a mi n o a ci d di d n ot a lt er pr ot ei n  f u n cti o n alit y, it s tr a nsm e m br a n e 

l o c ali z ati o n a n d it s p h ysi ol o gi c al cl e a v a g e  ( Fi g ure 2 c ). 

E pi d er m al e q ui v al e nts c o nt ai ni n g p. W 4 6 4 * J E B k er ati n o c yt es w er e b uilt a n d gr aft e d 

s u b c ut a n e o usl y i n t h e b a c k of i m m u n o d efi ci e nt mi c e  as d es cri b e d ( B e n ati et al., 2 0 1 8). 

E n gr aft e d mi c e  ( n = 3) tr e at e d d ail y i ntr a p erit o n e all y f or o n e w e e k wit h 1 5 0 µ g/ ml  g e nt a mi ci n , 

b ut n ot wit h 7 5 µ g/ ml g e nt a mi ci n  or P B S , s h o w e d d e p ositi o n of C 1 7 at t h e D EJ  ( Fi g ur e 2d ). 

H o w e v er , C 1 7 c o ul d n ot b e vis u ali z e d i n g e nt a mi ci n -tr e at e d e pi d er m al e q ui v al e nts c o nstr u ct e d 

wit h p. R 6 8 8 * k er ati n o c yt es  (Fi g ur e 2 d ), c o nsist e ntl y wit h t h e  v er y l o w effi c a c y a c hi e v e d wit h 

g e nt a mi ci n i n vit r o. T a k e n t o g et h er, t h es e r es ult s s h o w t h at m ut ati o ns p. W 4 6 4 * a n d p. R 6 8 8 * 

r es p o n d t o a mi n o gl y c osi d es  T RI Ds , al b eit  diff er e nti all y, a n d t h e n e wl y f or m e d C 1 7  c a n b e 

d e p osit e d at t h e D EJ . 

Alt h o u g h  g e nt a mi ci n  a n d p ar o m o m y ci n  h a v e b e e n s h o w n t o b e cli ni c all y eff e cti v e  i n diff er e nt 

s etti n gs , w h e n a p pli e d t o pi c all y  ( Li n c ol n et al., 2 0 1 8; O h g u c hi et al., 2 0 1 8; P el e d et al., 2 0 2 0), 

t h eir gl o b al eff e cts o n e pi d er m al c ell s h a v e  n ot b e e n c h ar a ct eri z e d . W e t h er ef or e ass ess e d t h e 

i m p a ct of t h es e dr u gs o n k er ati n o c yt es t hr o u g h tr a ns cri pt o m e a n al ysi s. T ot al R N A w as 

e xtr a ct e d fr o m p. W 4 6 4 * m ut a nt k er ati n o c yt es t h at w er e eit h er tr e at e d wit h 5 0 0  µ g/ ml 

g e nt a mi ci n , 1 0 0 0 µ g/ ml p ar o m o m y ci n , or n ot  tr e at e d, a n d a n al y z e d b y  R N A S e q 

( S u p pl e m e nt ar y M et h o ds a n d S u p pl e m e nt ar y T a bl e s S 1  a n d S 2 ). T h e a n al ysis r e v e al e d t h at 

g e nt a mi ci n i n d u c es d e e p er tr a ns cri pti o n al c h a n g es t h a n t h os e eli cit e d b y p ar o m o m y ci n . I n f a ct, 

th e e x pr essi o n of 2 3 4  g e n es w as si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d a n d 8 8 4  g e n es  w er e si g nifi c a ntl y 

d o w nr e g ul at e d aft er g e nt a mi ci n  tr e at m e nt (F D R  ≤ 0. 0 5; f ol d c h a n g e ≥ 2 ), w h er e as p ar o m o m y ci n 

o nl y si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d 4 1 a n d d o w nr e g ul at e d 6  g e n es  ( S u ppl e m e nt ar y  T a bl e s  S 3 a n d 

S 4 ). A m o n g t h e c o m m o n alt er ati o ns d u e t o b ot h  tr e at m e nts, 4 4 g e n es w er e f o u n d t o b e si mil arl y 

d er e g ul at e d ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e  S 1 a -b)  a n d m ai nl y ass o ci at e d t o bi ol o gi c al pr o c ess es  a n d 

K E G G ( K y ot o E n c y cl o p e di a of G e n es a n d G e n o m es) p at h w a ys i n cl u di n g c ell di vi si o n, 

c hr o m os o m e s e gr e g ati o n , G 2/ M c ell cy cl e, c ell pr olif er ati o n , a n d p 5 3 si g n ali n g p at h w a y (f als e 

dis c o v er y r at e ≤ 0. 0 5; S u p pl e m e nt ar y  T a bl e S 5). T h e 2 0 m ost u p - a n d d o w n - r e g ul at e d g e n es 

ar e s h o w n i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e S 1 c . W h et h er t h es e c h a n g es ar e ass o ci at e d wit h a c o m m o n 
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eff e ct of a mi n o gl y c osi d e  T RI Ds or wit h c h a n g es d eri v e d fr o m t h e r est or ati o n of C 1 7 , r e m ai n 

t o b e d et er mi n e d . I nt er esti n gl y, a  si g nifi c a nt r e d u cti o n of m R N A l e v els f or s e v er al a d h esi o n 

pr ot ei ns, s u c h as F E R M T 1 , C O L 7 A 1 , F N 1  a n d I T G B 6 w as n ot e d aft er g e nt a mi ci n , b ut n o t aft er 

p ar o m o m y ci n tr e at m e nt ( S u ppl e m e nt ar y  T a bl e  S 3 , S u p pl e m e nt ar y Fi g ur e S 1 d ). G e n es 

i n v ol v e d i n a p o pt osis w er e als o d e -r e g ul at e d b ut di d n ot r e a c h st atisti c al si g nifi c a n c e i n t hi s 

e x p eri m e nt, as s h o w n f or ot h er c ell t y p es ( T a o a n d S e gil, 2 0 1 5).  

I n s u m m ar y, w e  s h o w t h at a mi n o gl y c osi d es c a n i n d u c e r e a d -t hr o u g h of C O L 1 7 A 1  n o ns e ns e 

m ut ati o ns, b ut t h e eff e cts m ust b e t est e d i n vit r o f or e a c h m ut ati o n b ef or e t his tr e at m e nt c a n b e 

pr o p os e d t o p ati e nts  as a p ers o n ali z e d  t h er a p y. G e nt a mi ci n  h as b e e n alr e a d y s u c c essf ull y us e d 

as a t o pi c al a n d s yst e mi c tr e at m e nt i n p ati e nts wit h diff er e nt E B t y p es ( H a m m ers e n et al., 2 0 1 9; 

Li et al., 2 0 2 0; Li n c ol n et al., 2 0 1 8; W o o dl e y et al., 2 0 1 7) . H o w e v er , t o pi c al p ar o m o m y ci n m a y 

b e a n i nt er esti n g alt er n ati v e, as it s e e ms t o h a v e a l o w er gl o b al eff e ct o n k er ati n o c yt es i n vit r o. 

D at a a v ail a bilit y st at e m e nt  

D at a  r el at e d  t o  t hi s arti cl e  ar e  a v ail a bl e  u n d er 

htt ps:// d at a. m e n d el e y. c o m/ d at as ets/ 9r b d 5t 9 g y 5/ 1 . 

O R CI Ds:  

Cri sti n a H as: htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 1 -6 0 6 6 -5 0 7 X  

S ali h a B e y z a S a y ar:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 1 -5 7 7 2 -3 4 9 4  

S h u a n gs h u a n g Z h e n g:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 3 -2 7 9 6 -6 6 2 5.  

Est e b a n C h a c ó n -S ol a n o:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -5 6 9 7 -7 6 2 5  

Iri n a C o n dr at: htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -5 1 7 2 -9 6 9 X  

A y us hi Y a d a v:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -7 5 1 6 -9 1 7 2  

Mi c h el R o b er g e:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -2 1 0 0 -0 7 9 3  

F er n a n d o L ar c h er  L a g u z zi: htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -6 7 7 1 -3 5 6 1  

C R e di T C o nt ri b uti o n St at e m e nt : 

C o n c e pt u ali z ati o n: C H, M R, F L L; D at a C ur ati o n: C H, M R, F L L; F or m al D at a A n al ysis: C H, 

S B S, S Z, I C, E C S, A Y, M R, F L L; F u n di n g A c q uisiti o n: C H, M R, F L L; I n v esti g ati o n: B S S, 

S Z, I C, A Y; M et h o d ol o g y: C H, S B S, S Z, I C, E C S, A Y, M R, F L L;  Pr oj e ct A d mi ni str ati o n: 

C H, F L L; R es o ur c es: ; S oft w ar e: C H, E C S; S u p er visi o n: C H, M R, F L L; V ali d ati o n: B S S, S Z, 

E C S; Vis u ali z ati o n : C H, S B S, S Z, I C, E C S; Writi n g –  Ori gi n al Dr aft Pr e p ar ati o n: C H; Writi n g 

– R e vi e w a n d E diti n g: C H, S B S, S Z, I C, E C S, A Y, M R, F L L.
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A c k n o wl e d g m e nts:  T h e pr oj e ct is f u n d e d b y E -R ar e -3 J T C 2 0 1 7  ( C H, M R a n d F L), 

B u n d es mi nist eri u m f ür Bil d u n g u n d F ors c h u n g 0 1 G M 1 8 0 5  ( C H). I C r e c ei v e d a f ell o ws hi p of 

t h e E ur o p e a n A c a d e m y of D er m at ol o g y a n d V e n er e ol o g y . A ut h ors t h a n k Mrs. Bl a n c a D u art e 

f or s ki n e q ui v al e nt grafti n g  pr o c e d ur es .  
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R ef e r e n c es  

B e n ati D, Mis elli F, C o c c hi ar ell a F, P atri zi C, C arr et er o M, B al d ass arri S, et al. 
C RI S P R/ C as 9 -M e di at e d I n Sit u C orr e cti o n of L A M B 3 G e n e i n K er ati n o c yt es D eri v e d fr o m a 
J u n cti o n al E pi d er m ol ysis B ull os a P ati e nt. M ol T h er  J A m S o c G e n e T h er 2 0 1 8; 2 6: 2 5 9 2 – 6 0 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. y mt h e. 2 0 1 8. 0 7. 0 2 4.  
C o n dr at I, H e Y, C os g ar e a R, H as C. J u n cti o n al E pi d er m ol ysis B ull os a: All eli c 
H et er o g e n eit y a n d M ut ati o n Str atifi c ati o n f or Pr e cisi o n M e di ci n e. Fr o nt M e d 2 0 1 8; 5: 3 6 3. 
htt ps:/ / d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f m e d. 2 0 1 8. 0 0 3 6 3. 
H a m m ers e n J, N e u n er A, Wil d F, S c h n ei d er H. Att e n u ati o n of S e v er e G e n er ali z e d J u n cti o n al 
E pi d er m ol ysis B ull os a b y S yst e mi c Tr e at m e nt wit h G e nt a mi ci n. D er m at ol B as el S wit z 
2 0 1 9; 2 3 5: 3 1 5 – 2 2. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 5 9/ 0 0 0 4 9 9 9 0 6.  
H as C, B a u er J W, B o d e m er C, B olli n g M C, Br u c k n er -T u d er m a n L, Di e m A, et al. C o ns e ns us 
r e cl assifi c ati o n of i n h erit e d e pi d er m ol ysis b ull os a a n d ot h er dis or d ers wit h s ki n fr a gilit y. Br J 
D er m at ol 2 0 2 0; 1 8 3: 6 1 4 – 2 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ bj d. 1 8 9 2 1.  
Kr o e g er J,  H o p p e E, G ali g er C, H as C, Fr a n z k e C -W. A mi n o a ci d s u bstit uti o n i n t h e C -
t er mi n al d o m ai n of c oll a g e n X VII r e d u c es l a mi ni n-3 3 2 i nt er a cti o n c a usi n g mil d s ki n fr a gilit y 
wit h atr o p hi c s c arri n g. M atri x Bi ol J I nt S o c M atri x Bi ol 2 0 1 9; 8 0: 7 2 – 8 4. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. m at bi o. 2 0 1 8. 1 0. 0 0 3.  
Kr o e g er J K, H of m a n n S C, L e p p ert J, H as C, Fr a n z k e C -W. A mi n o a ci d d u pli c ati o n i n t h e 
c oil e d -c oil str u ct ur e of c oll a g e n X VII alt ers its m at ur ati o n a n d tri m eri z ati o n c a usi n g mil d 
j u n cti o n al e pi d er m ol ysis b ull os a. H u m M ol G e n et 2 0 1 7; 2 6: 4 7 9 – 8 8. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ h m g/ d d w 4 0 4.  
Li Y, S h e n J, Li a n g J, Z h e n g L, C h e n F, Y a o Z, et al. G e nt a mi ci n i n d u c es C O L 1 7 A 1 
n o ns e ns e m ut ati o n r e a dt hr o u g h i n j u n cti o n al e pi d er m ol ysis b ull os a. J D er m at ol 2 0 2 0; 4 7: e 8 2 –
3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ 1 3 4 6 -8 1 3 8. 1 5 2 3 0.  
Li n c ol n V, C o g a n J, H o u Y, Hirs c h M, H a o M, Al e x e e v V, et al. G e nt a mi ci n i n d u c es 
L A M B 3 n o ns e ns e m ut ati o n r e a dt hr o u g h a n d r est or es f u n cti o n al l a mi ni n 3 3 2 i n j u n cti o n al 
e pi d er m ol ysis b ull os a. Pr o c N atl A c a d S ci U S A 2 0 1 8; 1 1 5: E 6 5 3 6 – 4 5. 
htt ps:// d oi . or g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 1 8 0 3 1 5 4 1 1 5. 
O h g u c hi Y, N o m ur a T, S u z u ki S, T a k e d a M, Mi y a u c hi T, Mi z u n o O, et al. G e nt a mi ci n -
I n d u c e d R e a dt hr o u g h a n d N o ns e ns e-M e di at e d m R N A D e c a y of S E R PI N B 7 N o ns e ns e 
M ut a nt Tr a ns cri pts. J I n v est D er m at ol 2 0 1 8; 1 3 8: 8 3 6 – 4 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ji d. 2 0 1 7. 1 0. 0 1 4.  
P el e d A, S a m u el o v L, S ari g O, B o c h n er R, M al ki L, P a vl o vs k y M, et al. Tr e at m e nt of 
h er e dit ar y h y p otri c h osis si m pl e x of t h e s c al p wit h t o pi c al g e nt a mi ci n. Br J D er m at ol 
2 0 2 0; 1 8 3: 1 1 4 – 2 0. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ bj d. 1 8 7 1 8.  
Pr o di n g er  C, B a u er J W, L ai m er M. Tr a nsl ati o n al p ers p e cti v es t o tr e at E pi d er m ol ysis b ull os a 
- w h er e d o w e st a n d ? E x p D er m at ol 2 0 2 0. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ e x d. 1 4 1 9 4.  
R u z zi L, P as H, P ost er ar o P, M a z z a nti C, Di d o n a B, O w ari b e K, et al. A h o m o z y g o us 
n o ns e ns e m ut ati o n  i n t y p e X VII c oll a g e n g e n e ( C O L 1 7 A 1) u n c o v ers a n alt er n ati v el y s pli c e d 
m R N A a c c o u nti n g f or a n u n us u all y mil d f or m of n o n -H erlit z j u n cti o n al e pi d er m ol ysis 
b ull os a. J I n v est D er m at ol 2 0 0 1; 1 1 6: 1 8 2 – 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 4 6/j. 1 5 2 3 -
1 7 4 7. 2 0 0 1. 0 0 2 2 9. x.  
T a o L, S e gil N. E arl y tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o a mi n o gl y c osi d e a nti bi oti c s u g g ests alt er n at e 
p at h w a ys l e a di n g t o a p o pt osi s i n s e ns or y h air c ell s i n t h e m o us e i n n er e ar. Fr o nt C ell 
N e ur os ci 2 0 1 5; 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f n c el. 2 0 1 5. 0 0 1 9 0.  
W o o dl e y D T, C o g a n J, H o u Y, L y u C, M ari n k o vi c h M P, K e e n e D, et al. G e nt a mi ci n i n d u c es 
f u n cti o n al t y p e VII c oll a g e n i n r e c essi v e d ystr o p hi c e pi d er m ol ysis b ull os a p ati e nts. J Cli n 
I n v est 2 0 1 7; 1 2 7: 3 0 2 8– 3 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 7 2/ J CI 9 2 7 0 7.  
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F u n di n g s o ur c es:  E R A -N E T E -R A R E J T C 2 0 1 7 ( M ut a E B) ( C H, M R a n d F L), ( Gr a nt 

A C 1 7/ 0 0 0 5 4 ( F L) c o -f u n d e d wit h “ E ur o p e a n R e gi o n al D e v el o p m e nt F u n ds “, B M B F 

0 1 G M 1 8 0 5 , E A D V (I C). 

 

C o nfli cts of i nt er est: ‘ n o n e t o d e cl ar e’.  
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Fi g u r e l e g e n d s  

 

Fi g u r e 1.  J E B k e r ati n o c yt es a n d t h ei r r es p o n s e t o t r a n sl ati o n al r e a d -t h r o u g h i n d u ci n g 

d r u gs.  (a ) R e v ers e tr a n s cri pt as e P C R ( u p) a n d i m m u n o bl ots ( d o w n) s h o w c oll a g e n X VII 

m R N A ( C O L 1 7 A 1 ) a n d pr ot ei n ( C 1 7) l e v els i n k er ati n o c yt es i n n or m al c o ntr ols ( C o 1 a n d C o 2) 

a n d c as es 1 -7 ( n o ns e ns e m ut ati o ns i n di c at e d o n t o p). ( b ) I m mu n o bl ots s h o w C 1 7 i n 

k er ati n o c yt es of c as es 2, 4 a n d 7, wit h o ut tr e at m e nt ( N T), a n d wit h  si n gl e tr e at m e nt  of 

g e nt a mi ci n ( G e nt a, 1 0 0 0 µ g/ ml), p ar o m o n y ci n ( P ar o, 2 0 0 0 µ g/ ml), G 4 1 8 ( 1 0 µ g/ ml), 

a ml e x a n o x ( A M X, 7 5 µ g/ ml) or P T C 1 2 4 ( 2 0 µ g/ ml). C ell s w er e i n c u b a t e d wit h i n di c at e d dr u gs 

f or 4 8 h o urs.  (c ) I m m u n o bl ot s s h o w C 1 7 i n k er ati n o c yt es of c as es 2 a n d 4 tr e at e d wit h t h e 

i n di c at e d c o n c e ntr ati o ns of g e nt a mi ci n ( G e nt a), p ar o m o m y ci n ( P ar o) or G 4 1 8 f or 4 8 h o urs. 

G A P D H a n d t u b uli n , l o a di n g c o ntr ols. 

  

 

Fi g u r e 2 . C h a r a ct e ri z ati o n  of r e a d -t h r o u g h i n d u c e d C 1 7 i n c as e 2 k e r ati n o c yt es ( W 4 6 4 *). 

(a ) I m m u n o bl ot s h o ws C 1 7 a n d t u b uli n i n c o ntr ol  (C o ) a n d i n W 4 6 4 *  k er ati n o c yt es. (b ) W 4 6 4 * 

k er ati n o c yt es c ult ur e d wit h o ut or wit h g e nt a mi ci n  (G E N T A, 5 0 0 µ g/ ml) w er e l ys e d a t t h e 

i n di c at e d ti m e p oi nt s aft er tr e at m e nt a n d a n al y z e d  b y i m m u n o bl ot. (c ) C 1 7 w as d et e ct e d i n t h e 

m e di a ( M) a n d l ys at e ( L) of C o  a n d i n t h e m e di a of W 4 6 4 * k er ati n o c yt es tr e at e d wit h G 4 1 8 

(1 0 µ g/ ml)  (d o w n ). T h e 1 8 0 k D a f ull -l e n gt h C 1 7 is pr es e nt o nl y i n t h e l ys at e a n d t h e 1 2 0 k D a 

e ct o d o m ai n is pr es e nt i n b ot h l ys at e a n d m e di a. (d ) C 1 7 ( w hit e arr o ws) a n d c oll a g e n I V ( C 4) 

i m m u n ost ai ni n g i n m o us e s ki n a n d i n gr afts of e pi d er m al e q ui v al e nts. O p e n  arr o ws , b as e m e nt 

m e m br a n e ; n u cl ei, bl u e;  s c al e b ar, 1 0 µ m.   
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S u p pl e m e nt a r y M at e ri al  

S u p pl e m e nt a r y M et h o d s  

 

C ell c ult u r e  a n d t r e at m e nts  

Aft er writt e n i nf or m e d c o ns e nt, s ki n bi o psi es w er e o bt ai n e d fr o m s e v e n J E B p ati e nts a n d 

h e alt h y i n di vi d u als w h o u n d er w e nt s ur g er y f or t h er a p e uti c p ur p os es, a n d us e d f or is ol ati o n of  

k er ati n o c yt es  wit h st a n d ar d pr o c e d ur es ( et hi c al a p pr o v al Et hi c al C o m mitt e e of t h e U ni v ersit y 

of Fr ei b ur g E K -Fr ei b ur g 2 1 5/ 1 5). C ell s w er e i m m ort ali z e d wit h a hi g h tit er l e nti vir us 

c o nt ai ni n g H P V -1 6 E 6/ E 7 g e n e ( Bi o C at), a n d c ult ur e d i n d efi n e d k er ati n o c yt e gr o wt h m e di u m 

s u p pl e m e nt e d wit h e pi d er m al gr o wt h f a ct or a n d b o vi n e pit uit ar y e xtr a ct (I n vitr o g e n, K arlsr u h e, 

G er m a n y) ( H e a n d H as 2 0 1 9).  

C ell s w er e tr e at e d o n c e wit h diff er e nt c o n c e ntr ati o ns of g e nt a mi ci n ( Si g m a), p ar o m o m y ci n 

( Si g m a), G 4 1 8 ( Gi b c o), a ml e x a no x ( A di p o G e n) or P T C 1 2 4 ( C h e m S c e n e) a n d h ar v est e d i n 

m ost e x p eri m e nts aft er 4 8 h o ur s, or at t h e i n di c at e d ti m e p oi nts (s e e Fi g ur e 2 b) .  

 

I m m u n o bl otti n g  

F or i m m u n o bl otti n g, c ult ur e d k er ati n o c yt es w er e h o m o g e ni z e d eit h er wit h a b uff er c o nt ai ni n g 

0. 1 5 M N a Cl, 5 0 m M Tris -H Cl, p H 7. 4, 1 % N o ni d et P -4 0, 0. 5 % s o di u m d e o x y c h ol at e, 0. 1 % 

s o di u m d o d e c yl s ulf at e, 1 m M P ef a bl o c a n d 5 m M E D T A as d es cri b e d pr e vi o usl y ( T h ol e n et 

al. 2 0 1 6)  or wit h RI P A b uff er . T ot al pr ot ei n c o nt e nt w as d et er mi n e d usi n g t h e mi cr o L o wr y 

ass a y ( D C Pr ot ei n Ass a y, Bi o -R a d, M u ni c h, G er m a n y), a n d 4 0 μ g of t ot al pr ot ei n  fr o m m ut a nt 

s a m pl es a n d 1 0 μ g t ot al pr ot ei n fr o m h e alt h y c ell s  w er e  us e d f or S D S -P A G E. Pr ot ei ns of t h e 

m e di u m w er e c o n c e ntr at e d wit h p h e n ol/ m et h a n ol pr e ci pit ati o n. N or m ali z e d a m o u nt s of t h e 

pr ot ei ns w er e s u bj e ct e d t o S D S -P A G E, i m m u n o bl ott e d , a n d i n c u b at e d wit h a  m o n o cl o n al a nti -

C 1 7 a nti b o d y ( cl o n e E P R 1 8 6 1 4, A b c a m)  or wit h a n affi nit y p urifi e d a nti b o d y t o ki n dli n -1  ( H as 

et al. 2 0 0 9) . A nti b o di es t o β -t u b uli n ( A b c a m, C a m bri d g e, U K) w er e us e d as l o a di n g c o ntr ol.  

F or s e mi q u a ntit ati v e q u a ntifi c ati o n of C 1 7, 0. 5 µ g t ot al pr ot ei n fr o m n or m al k er ati n o c yt es a n d 

3 5 µ g t ot al pr ot ei n fr o m W 4 6 4 * k er ati n o c yt es n ot tr e at e d a n d tr e at e d wit h 5 0 0 µ g g e n t a mi ci n 

w as l o a d e d o n S D S g els. Q u a ntifi c ati o n w as p erf or m e d i n t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h 

I m a g eJ ( htt ps://i m a g ej. ni h. g o v/ij/ d o w nl o a d. ht ml). 
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R N A is ol ati o n , R T-P C R  a n d R N A s e q u e n ci n g  

T ot al R N A of k er ati n o c yt es w as is ol at e d usi n g R N e as y Pl us Mi ni kit ( Qi a g e n, Hil d e n, 

G er m a n y). O n e  µ g R N A c o m pl e m e nt ar y D N A w as r e v ers e tr a ns cri b e d usi n g First Str a n d 

c D N A S y nt h esis kit ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c). R T -P C R w as p erf or m e d wit h t h e f oll o wi n g 

pri m ers F: T A C C A T G T A C G T G T C A G G C C a n d R: T G A T G C T G G A C C A C A C A T T G.  

F or R N A s e q u e n ci n g, f or e a c h c o n diti o n ( n ot tr e at e d  - N T , tr e at e d wit h 5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n 

or wit h 1 0 0 0 µ g/ ml p ar o m o m y ci n ), R N A w as e xtr a ct e d fr o m t hr e e disti n ct c ult ur e fl as ks a n d 

s e q u e n c e d  i n d e p e n d e ntl y.  

R N A s e q u e n ci n g a n d bi oi nf or m ati cs a n al ysis w er e p erf o r m e d b y N o v o g e n e  

(e n. n o v o g e n e. c o m) . I n bri ef, m R N A w as e nri c h e d usi n g oli g o( d T) b e a ds . Li br ar y c o n c e ntr ati o n 

w as first q u a ntifi e d usi n g a Q u bit 2. 0 fl u or o m et er ( Lif e T e c h n ol o gi es). I ns ert si z e w as c h e c k e d 

o n a n A gil e nt 2 1 0 0 a n d q u a ntifi e d usi n g q u a ntit ati v e P C R ( Q -P C R).  S e q u e n ci n g w as p erf or m e d 

wit h Ill u mi n a  t e c h n ol o g y. R a w r e a ds w er e filt er e d t o r e m o v e r e a ds c o nt ai ni n g a d a pt ers or r e a ds 

of l o w q u alit y, s o t h at d o w nstr e a m a n al ys es ar e b a s e d o n cl e a n r e a ds.  T h e filt eri n g pr o c ess w as 

as f oll o ws: dis c ar d r e a ds wit h a d a pt er c o nt a mi n ati o n, dis c ar d r e a ds w h e n u n c ert ai n n u cl e oti d es 

c o nstit ut e m or e t h a n 1 0 p er c e nt  of eit h er r e a d ( N > 1 0 %), a n d dis c ar d r e a d s w h e n l o w q u alit y 

n u cl e oti d es ( b as e q u alit y l ess t h a n 2 0) c o nstit ut e m or e t h a n 5 0 p er c e nt  of t h e r e a d.  Ali g n m e nts 

w er e p erf or m e d wit h HI S A T 2 t o t h e r ef er e n c e , a n d q u a ntifi c ati o n w as p erf or m e d wit h H T S e q . 

T h e diff er e nti al g e n e e x pr essi o n a n al ysis w as p erf or m e d wit h t h e s oft w ar e D E S e q 2. T h e G e n e 

O nt ol o g y ( G O, htt p:// w w w. g e n e o nt ol o g y. or g/) a n d K E G G ( K y ot o E n c y cl o p e di a of G e n es a n d 

G e n o m es) e nri c h m e nt a n al ys es of t h e diff er e nti al e x pr ess e d g e n es w er e p erf or m e d t o fi n d o ut 

w hi c h bi ol o gi c al f u n cti o ns or p at h w a ys ar e si g nifi c a ntl y ass o ci at e d wit h diff er e nti al e x pr ess e d 

g e n es . Gr a p hs w er e p erf or m e d wit h Gr a p h P a d Pris m v ersi o n 9. 0. 0 ( Gr a p h P a d S oft w ar e, L a 

J oll a, C A).  

 

E pi d e r m al e q ui v al e nts a n d i m m u n ofl u o r es c e n c e st ai ni n g  

E pi d er m al e q ui v al e nts c o nt ai ni n g J E B k er ati n o c yt es w er e b uilt a n d gr aft e d o n t h e b a c k of 

i m m u n o d efi ci e nt mi c e a s d es cri b e d pr e vi o usl y  ( B e n ati et al. 2 0 1 8). Mi c e w er e tr e at e d wit h 

i ntr a p erit o n e al i nj e cti o ns of g e nt a mi ci n or wit h P B S f or o n e w e e k. I m m u n ofl u or es c e n c e 

st ai ni n g of cr y os e cti o ns w as p erf or m e d b y usi n g a r a b bit p ol y cl o n al a nti b o d y t o t y p e X VII 

c oll a g e n  ( S c h ä c k e et al. 1 9 9 8) a n d wit h D A PI f or vis u ali z ati o n  of n u cl ei  as d es cri b e d b ef or e 

( H as a n d H e 2 0 1 6). 
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R ef e r e n c es  

B e n ati D, Mis elli F, C o c c hi ar ell a F, P atri zi C, C arr et er o M, B al d ass arri S, et al. 
C RI S P R/ C as 9 -M e di at e d I n Sit u C orr e cti o n of L A M B 3 G e n e i n K er ati n o c yt es D eri v e d fr o m a 
J u n cti o n al E pi d er m ol ysis B ull os a P ati e nt. M ol. T h er. J. A m. S o c. G e n e T h er. 
2 0 1 8; 2 6( 1 1): 2 5 9 2 – 6 0 3  

H as C, H e Y. R es e ar c h T e c h ni q u es M a d e Si m pl e: I m m u n ofl u or es c e n c e A nti g e n M a p pi n g i n 
E pi d er m ol ysis B ull os a. J. I n v est. D er m at ol . 2 0 1 6; 1 3 6( 7): e 6 5-7 1  

H as C, H er z C, Zi mi n a E, Q u H Y, H e Y, Z h a n g Z G, et al. Ki n dli n -1 Is r e q uir e d f or 
R h o G T P as e -m e di at e d l a m elli p o di a f or m ati o n i n k er ati n o c yt es. A m J P at h ol. 
2 0 0 9; 1 7 5( 4): 1 4 4 2 – 5 2  

H e Y, H as C. Is ol ati o n a n d C ult ur e of E pi d er m ol ysis B ull os a C ell s a n d Or g a n ot y pi c S ki n 
M o d els. M et h o ds M ol. Bi ol. Clift o n NJ. 2 0 1 9; 1 9 9 3: 1 8 1 – 9 0  

S c h ä c k e H, S c h u m a n n H, H a m m a mi -H a u asli N, R a g h u n at h M, Br u c k n er -T u d er m a n L. T w o 
f or ms of c oll a g e n X VII i n k er ati n o c yt es. A f ull-l e n gt h tr a ns m e m br a n e pr ot ei n a n d a s ol u bl e 
e ct o d o m ai n. J. Bi ol. C h e m. 1 9 9 8; 2 7 3( 4 0): 2 5 9 3 7 – 4 3  

T h ol e n S, W olf C, M a y er B, K n o pf J D , L öff e k S, Qi a n Y, et al. S ki n B arri er D ef e cts C a us e d 
b y K er ati n o c yt e -S p e cifi c D el eti o n of A D A M 1 7 or E G F R Ar e B as e d o n Hi g hl y Si mil ar 
Pr ot e o m e a n d D e gr a d o m e Alt er ati o ns. J. Pr ot e o m e R es. 2 0 1 6; 1 5( 5): 1 4 0 2 – 1 7  
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S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e  

 

S u p. Fi g u r e S 1. Diff e r e nti all y e x p r ess e d g e n es ( D E Gs) i n J E B k e r ati n o c yt es t r e at e d wit h 

g e nt a mi ci n o r p a r o m o m y ci n. ( a) V e n n Di a gr a m of D E Gs i n g e nt a mi ci n a n d p ar o m o m y ci n 

tr e at e d vs  n o n -tr e at e d c ell s, s h o ws 4 4 g e n es c o m m o nl y d er e g ul at e d i n b ot h tr e at m e nts. ( b) 

Pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n n et w or k ( S T RI N G; stri n g -d b. or g, v ersi o n 1 1. 0) of t h os e 4 4 g e n es 

ar e s h o w n. Li n e t hi c k n es s r e pr es e nts t h e str e n gt h of d at a s u p p orti n g t h e i nt er a cti o n. N o d es i n 

r e d i n di c at e u p-r e g ul ati o n a n d gr e e n n o d es i n di c at e d o w n-r e g ul ati o n. ( c) T h e 2 0 m ost u p - 

( bl a c k) a n d d o w nr e g ul at e d ( w hit e) g e n es aft er tr e at m e nt wit h g e nt a mi ci n or p ar o m o m y ci n ar e 

s h o w n  (l o g2 f ol d c h a n g e)   G e n es  r e pr es e nt e d i n gr e y ar e t h os e c o m m o n i n b ot h d at as ets.  (d ) 

I m m u n o blot f or ki n dli n -1 a n d t u b uli n wit h  l ys at e s of W 4 6 4 * k er ati n o c yt e s  wit h o ut , a n d wit h 

5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n si n gl e tr e at m e nt (c ell s w er e l ys e d 4 8 h o urs aft er tr e at m e nt).   
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S u p pl e m e nt a r y T a bl es  

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1. Q u alit y c o nt r ol d at a of R N A s e q u e n ci n g  

L e g e n d: J E B _ G e nt a, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h g e nt a mi ci n s a m pl e 1 -3; J E B _ N T, J E B 
k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e 1 -3; J E B _ P ar o, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n 
s a m pl es 1 -3; G, Gi g a; r a w _ R e a ds: t h e ori gi n al s e q u e n ci n g r e a ds c o u nts; cl e a n _ R e a ds: n u m b er 
of r e a ds aft er filt eri n g; r a w _ d at a: r a w r e a ds n u m b er m ulti pl y r e a d l e n gt h, s a v e d i n G u nit; 
cl e a n _ d at a: cl e a n r e a ds n u m b er m ulti pl y r e a d l e n gt h, s a v e d i n G u nit;  err or _r at e: a v er a g e 
s e q u e n ci n g err or r at e, w hi c h is c al c ul at e d b y Q p hr e d = -1 0l o g 1 0( e); Q 2 0: p er c e nt a g es of b as es 
w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es ar e gr e at er t h a n 9 9 % i n t ot al b as es; Q 3 0: p er c e nt a g es of 
b as es w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es ar e gr e at er t h a n 9 9. 9 % i n  t ot al b as es; G C _ c o nt e nt: 
er c e nt a g es of G a n d C i n t ot al b as es.  
 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 2. O v e r vi e w of m a p pi n g st at u s of R N A  se q u e n ci n g  d at a  

L e g e n d: J E B _ G e nt a, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h g e nt a mi ci n s a m pl e 1 -3; J E B _ N T, J E B 
k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e  1 -3; J E B _ P ar o, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n 
s a m pl es 1 -3;  T ot al r e a ds: T ot al n u m b er of filt er e d r e a ds ( Cl e a n d at a); T ot al m a p p e d: T ot al 
n u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; M ulti pl e m a p p e d: N u m b er of 
r e a ds t h at c a n b e ma p p e d t o m ulti pl e sit es i n t h e r ef er e n c e g e n o m e; U ni q u el y m a p p e d: N u m b er 
of r e a ds t h at c a n b e u ni q u el y m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a d -1: N u m b er of l eft r e a d 
t h at c a n b e m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a d-2: N u m b er of ri g ht r e a d t h at c a n b e m a p p e d 
to t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a ds m a p t o ' +': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e p ositi v e 
str a n d ( +); R e a ds m a p t o ' -': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e mi n us str a n d (-); N o n-
s pli c e r e a ds: N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d e ntir el y t o a si n gl e  e x o n; S pli c e r e a ds: 
N u m b er of r e a ds t h at c a n b e s e g m e nt e d a n d m a p p e d t o t w o e x o ns ( als o n a m e d j u n cti o n r e a ds).  

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 3 . Diff er e nti all y e x pr es s e d g e n es i n J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h 

5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n  v e rs us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 4 . Diff er e nti all y e x pr es s e d g e n es i n J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h 

1 0 0 0 µ g/ ml p ar o m o m y ci n  v ers us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 5. G e n e O nt ol o g y ( G O) t er ms a n d K E G G p at h w a ys e nri c h e d  i n t h e 

li st of 4 4 g e n es c o m m o nl y d er e g ul at e d i n b ot h tr e at m e nts vs  n o n -tr e at e d c ells (F D R ≤ 0. 0 5 ). 
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S u p pl e m e nt a r y T a bl es  

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1. Q u alit y c o nt r ol d at a of R N A s e q u e n ci n g  

S a m pl e  r a w _r e a d s cl e a n _r e a d s  r a w _ d at a( G) cl e a n _ d at a( G)  err or _r at e( %)  Q 2 0( %)  Q 3 0( %)  G C _ c o nt e nt( %)  

J E B _ G e nt a 1  3 2 6 3 2 3 2 5  3 2 0 4 4 7 4 6  9. 8  9. 6  0. 0 3  9 7. 6 8  9 3. 4 6  5 2. 3 1  

J E B _ G e nt a 2  1 9 8 7 4 9 2 4  1 9 5 9 4 2 9 3  6. 0  5. 9  0. 0 3  9 7. 4 9  9 2. 9 1  5 1. 9 5  

J E B _ G e nt a 3  2 2 7 7 2 2 3 7  2 2 3 8 7 8 3 0  6. 8  6. 7  0. 0 3  9 7. 4 5  9 2. 8 9  5 2. 7 1  

J E B _ N T 1  3 0 5 7 7 0 7 5  3 0 0 4 3 4 1 8  9. 2  9. 0  0. 0 3  9 7. 5 1  9 3. 1 2  5 3. 2 3  

J E B _ N T 2  2 9 3 8 9 8 3 4  2 8 8 5 7 1 4 1  8. 8  8. 7  0. 0 3  9 7. 6 1  9 3. 2 8  5 2. 2 1  

J E B _ N T 3  2 2 0 2 8 4 8 4  2 1 7 6 3 7 8 1  6. 6  6. 5  0. 0 3  9 7. 5 9  9 3. 1 4  5 1. 8 2  

J E B _ P ar o 1  2 5 2 0 2 6 7 3  2 4 7 5 5 6 6 8  7. 6  7. 4  0. 0 3  9 7. 7 2  9 3. 5 3  5 1. 9 5  

J E B _ P ar o 2  2 2 5 9 6 4 6 1  2 2 2 8 4 2 0 7  6. 8  6. 7  0. 0 3  9 7. 1 9  9 2. 2 8  5 1. 9 0  

J E B _ P ar o 3  2 6 0 3 8 1 4 7  2 5 6 6 9 9 4 5  7. 8  7. 7  0. 0 3  9 7. 7 4  9 3. 5 9  5 1. 6 1  

L e g e n d: J E B _ G e nt a, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h g e nt a mi ci n s a m pl e 1 -3; J E B _ N T, J E B k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e 1 -3; J E B _ P ar o, J E B 
k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n s a m pl es 1 -3; G, Gi g a; r a w _ R e a ds: t h e ori gi n al s e q u e n ci n g r e a ds c o u nts; cl e a n _ R e a d s: n u m b er of r e a ds aft er 
filt eri n g; r a w _ d at a: r a w r e a ds n u m b er m ulti pl y r e a d l e n gt h, s a v e d i n G u nit; cl e a n _ d at a: cl e a n r e a d s n u m b er m ulti pl y r e a d l e n gt h, s a v e d i n G u ni t;  
err or _r at e: a v er a g e s e q u e n ci n g err or r at e, w hi c h is c al c ul at e d b y Q p hr e d = -1 0l o g 1 0( e); Q 2 0: p er c e nt a g es of b as es w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es 
ar e gr e at er t h a n 9 9 % i n t ot al b as es; Q 3 0: p er c e nt a g es of b as es w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es ar e gr e at er t h a n 9 9. 9 % i n  t ot al b as es; G C _ c o nt e nt: 
er c e nt a g es of G a n d C i n t ot al b as es.  
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 2. O v e r vi e w of m a p pi n g st at u s of R N A  se q u e n ci n g  d at a  

S a m pl e n a m e  J E B _ G e nt a 1  J E B _ G e nt a 2  J E B _ G e nt a 3  J E B _ N T 1  J E B _ N T 2  J E B _ N T 3  J E B _ P ar o 1  J E B _ P ar o 2  J E B _ P ar o 3  

T ot al r e a d s  6 4 0 8 9 4 9 2  3 9 1 8 8 5 8 6  4 4 7 7 5 6 6 0  6 0 0 8 6 8 3 6  5 7 7 1 4 2 8 2  4 3 5 2 7 5 6 2  4 9 5 1 1 3 3 6  4 4 5 6 8 4 1 4  5 1 3 3 9 8 9 0  

T ot al m a p p e d  6 2 4 0 0 7 2 7 

( 9 7. 3 6 %) 

3 8 1 1 4 6 1 4 ( 9 7. 2 6 %)  4 3 5 3 7 0 0 8 

( 9 7. 2 3 %) 

5 8 3 7 3 3 4 9 

( 9 7. 1 5 %) 

5 6 2 0 8 4 0 5 

( 9 7. 3 9 %) 

4 2 4 6 2 3 5 8 

( 9 7. 5 5 %) 

4 8 2 8 9 0 2 5 

( 9 7. 5 3 %) 

4 3 3 0 0 7 5 7 

( 9 7. 1 6 %) 

5 0 0 8 8 8 1 8 

( 9 7. 5 6 %) 

M ulti pl e m a p p e d  4 0 2 2 6 8 3 ( 6. 2 8 %)  1 7 1 1 2 0 8 ( 4. 3 7 %)  3 8 0 2 3 5 4 ( 8. 4 9 %) 7 2 3 5 7 3 2 ( 1 2. 0 4 %)  1 8 3 3 7 4 5 ( 3. 1 8 %)  1 4 9 2 6 9 7 ( 3. 4 3 %)  1 5 3 9 6 1 9 ( 3. 1 1 %)  1 8 1 0 6 8 2 ( 4. 0 6 %)  1 6 4 9 6 5 4 ( 3. 2 1 %)  

U ni q u el y 

m a p p e d  

5 8 3 7 8 0 4 4 

( 9 1. 0 9 %) 

3 6 4 0 3 4 0 6 ( 9 2. 8 9 %)  3 9 7 3 4 6 5 4 

( 8 8. 7 4 %) 

5 1 1 3 7 6 1 7 

( 8 5. 1 1 %) 

5 4 3 7 4 6 6 0 

( 9 4. 2 1 %) 

4 0 9 6 9 6 6 1 

( 9 4. 1 2 %) 

4 6 7 4 9 4 0 6 

( 9 4. 4 2 %) 

4 1 4 9 0 0 7 5  

( 9 3. 0 9 %) 

4 8 4 3 9 1 6 4 

( 9 4. 3 5 %) 

R e a d -1  2 9 3 2 6 2 6 6 

( 4 5. 7 6 %) 

1 8 3 1 2 0 5 7 ( 4 6. 7 3 %)  1 9 9 8 4 6 7 0 

( 4 4. 6 3 %) 

2 5 6 9 4 5 0 5 

( 4 2. 7 6 %) 

2 7 3 2 6 9 8 7 

( 4 7. 3 5 %) 

2 0 5 9 6 1 5 9 

( 4 7. 3 2 %) 

2 3 4 7 4 4 0 7 

( 4 7. 4 1 %) 

2 0 9 1 9 1 3 2 

( 4 6. 9 4 %) 

2 4 3 2 0 3 9 6 

( 4 7. 3 7 %) 

R e a d -2  2 9 0 5 1 7 7 8 

( 4 5. 3 3 %) 

1 8 0 9 1 3 4 9 ( 4 6. 1 6 %)  1 9 7 4 9 9 8 4 

( 4 4. 1 1 %) 

2 5 4 4 3 1 1 2 

( 4 2. 3 4 %) 

2 7 0 4 7 6 7 3 

( 4 6. 8 6 %) 

2 0 3 7 3 5 0 2 

( 4 6. 8 1 %) 

2 3 2 7 4 9 9 9 

( 4 7. 0 1 %) 

2 0 5 7 0 9 4 3 

( 4 6. 1 6 %) 

2 4 1 1 8 7 6 8 

( 4 6. 9 8 %) 

R e a d s m a p t o ' +'  2 9 1 4 7 3 3 9 

( 4 5. 4 8 %) 

1 8 1 7 7 7 3 2 ( 4 6. 3 9 %)  1 9 8 3 9 5 5 4 

( 4 4. 3 1 %) 

2 5 5 2 8 0 7 6 

( 4 2. 4 9 %) 

2 7 1 5 6 4 6 3 

( 4 7. 0 5 %) 

2 0 4 6 2 6 4 8 

( 4 7. 0 1 %) 

2 3 3 4 7 5 0 5 

( 4 7. 1 6 %) 

2 0 7 2 0 8 9 7 

( 4 6. 4 9 %) 

2 4 1 9 4 7 7 2 

( 4 7. 1 3 %) 

R e a d s m a p t o ' -' 2 9 2 3 0 7 0 5 

( 4 5. 6 1 %) 

1 8 2 2 5 6 7 4 ( 4 6. 5 1 %)  1 9 8 9 5 1 0 0 

( 4 4. 4 3 %) 

2 5 6 0 9 5 4 1 

( 4 2. 6 2 %) 

2 7 2 1 8 1 9 7 

( 4 7. 1 6 %) 

2 0 5 0 7 0 1 3 

( 4 7. 1 1 %) 

2 3 4 0 1 9 0 1 

( 4 7. 2 7 %) 

2 0 7 6 9 1 7 8 

( 4 6. 6 0 %) 

2 4 2 4 4 3 9 2 

( 4 7. 2 2 %) 

N o n -s pli c e r e a d s 3 0 2 4 6 5 1 7 

( 4 7. 1 9 %) 

1 9 0 2 2 3 4 4 ( 4 8. 5 4 %)  2 0 7 6 9 8 9 5 

( 4 6. 3 9 %) 

2 6 4 7 0 0 4 6 

( 4 4. 0 5 %) 

2 7 7 5 8 8 6 7 

( 4 8. 1 0 %) 

2 0 8 1 3 5 5 7 

( 4 7. 8 2 %) 

2 3 7 9 9 1 1 4 

( 4 8. 0 7 %) 

2 1 2 9 6 9 0 7 

( 4 7. 7 8 %) 

2 4 4 9 8 8 8 9 

( 4 7. 7 2 %) 

S pli c e r e a d s  2 8 1 3 1 5 2 7 

( 4 3. 8 9 %) 

1 7 3 8 1 0 6 2 ( 4 4. 3 5 %)  1 8 9 6 4 7 5 9 

( 4 2. 3 6 %) 

2 4 6 6 7 5 7 1 

( 4 1. 0 5 %) 

2 6 6 1 5 7 9 3 

( 4 6. 1 2 %) 

2 0 1 5 6 1 0 4 

( 4 6. 3 1 %) 

2 2 9 5 0 2 9 2 

( 4 6. 3 5 %) 

2 0 1 9 3 1 6 8 

( 4 5. 3 1 %) 

2 3 9 4 0 2 7 5 

( 4 6. 6 3 %) 

L e g e n d: J E B _ G e nt a, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h g e nt a mi ci n s a m pl e 1 -3; J E B _ N T, J E B k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e 1 -3; J E B _ P ar o, J E B 
k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n s a m pl es 1 -3;  T ot al r e a ds: T ot al n u m b er of filt er e d r e a ds ( Cl e a n d at a); T ot al m a p p e d: T ot al n u m b er of r e a ds 
t h at c a n b e m a p p e d t o th e r ef er e n c e g e n o m e; M ulti pl e m a p p e d: N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o m ulti pl e sit es i n t h e r ef er e n c e g e n o m e; 
U ni q u el y m a p p e d: N u m b er of r e a ds t h at c a n b e u ni q u el y m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a d -1: N u m b er of l eft r e a d t h at c a n b e m a p p e d t o t h e 
r ef er e n c e g e n o m e; R e a d-2: N u m b er of ri g ht r e a d t h at c a n b e m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a ds m a p t o ' +': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d 
t o t h e p ositi v e str a n d ( +); R e a ds m a p t o '-': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e mi n us str a n d (-); N o n-s pli c e r e a ds: N u m b er of r e a ds t h at c a n 
b e m a p p e d e ntir el y t o a si n gl e e x o n; S pli c e r e a ds: N u m b er of r e a ds t h at c a n b e s e g m e nt e d a n d m a p p e d t o t w o e x o ns ( als o n a m e d j u n cti o n r e a ds).
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 3 . Diff er e nti all y e x pr es s e d g e n es i n J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h 

5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n  v e rs us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 4 . Diff er e nti all y e x pr es s e d g e n es i n J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h 

1 0 0 0 µ g/ ml p ar o m o m y ci n  v ers us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 5. G e n e O nt ol o g y ( G O) t er ms a n d K E G G p at h w a ys e nri c h e d  i n t h e 

li st of 4 4 g e n es c o m m o nl y d er e g ul at e d i n b ot h tr e at m e nts vs  n o n -tr e at e d c ells (F D R ≤ 0. 0 5 ). 
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aft er  a d diti o n  of  5 0 0  µ g/ ml g e nt a mi ci n . T h e C 1 7  a m o u nt d e cr e as e d  pr o gr essi v el y  a n d w as 

b ar el y d et e ct a bl e si x  d a y s aft er tr e at m e nt  ( Fi g ur e 2b ).  

T o i n v esti g at e w h et h er C 1 7  e x pr ess e d aft er r e a d -t hr o u g h i n J E B k er ati n o c yt es w as f u n cti o n al 

a n d a bl e t o b e d e p osit e d at t h e d er m al -e pi d er m al j u n cti o n  ( D EJ), w e a n al y z e d  it s pr es e n c e i n 

c ell c ult ur e m e di a a n d i n e pi d er m al e q ui v al e nts. Th e 1 2 0 k D a C 1 7 s h e d e ct o d o m ai n w as f o u n d 

i n c o n diti o n e d m e di a of p. W 4 6 4 * m ut a nt k er ati n o c yt es aft er  G 4 1 8 tr e at m e nt, s u g g esti n g t h at 

i ns erti o n  of  a c o g n at e a mi n o  a ci d  di d  n ot  a lt er pr ot ei n  f u n cti o n alit y,  it s tr a nsm e m br a n e 

l o c ali z ati o n a n d it s p h ysi ol o gi c al cl e a v a g e  ( Fi g ure 2 c ). 

E pi d er m al  e q ui v al e nts c o nt ai ni n g p. W 4 6 4 * J E B  k er ati n o c yt es w er e  b uilt a n d  gr aft e d 

s u b c ut a n e o usl y  i n t h e  b a c k  of i m m u n o d efi ci e nt mi c e  as  d es cri b e d ( B e n ati  et  al.,  2 0 1 8). 

E n gr aft e d mi c e  ( n = 3) tr e at e d d ail y i ntr a p erit o n e all y f or o n e w e e k wit h 1 5 0 µ g/ ml  g e nt a mi ci n , 

b ut n ot wit h 7 5 µ g/ ml g e nt a mi ci n  or P B S , s h o w e d d e p ositi o n of C 1 7 at t h e D EJ  ( Fi g ur e 2d ). 

H o w e v er , C 1 7 c o ul d n ot b e vis u ali z e d i n g e nt a mi ci n -tr e at e d e pi d er m al e q ui v al e nts c o nstr u ct e d 

wit h p. R 6 8 8 * k er ati n o c yt es  (Fi g ur e 2 d ), c o nsist e ntl y wit h t h e  v er y l o w effi c a c y a c hi e v e d wit h 

g e nt a mi ci n i n vit r o. T a k e n t o g et h er, t h es e r es ult s s h o w t h at m ut ati o ns p. W 4 6 4 * a n d p. R 6 8 8 * 

r es p o n d t o a mi n o gl y c osi d es  T RI Ds , al b eit  diff er e nti all y, a n d  t h e  n e wl y  f or m e d  C 1 7  c a n  b e 

d e p osit e d at t h e D EJ . 

Alt h o u g h  g e nt a mi ci n  a n d p ar o m o m y ci n  h a v e b e e n s h o w n t o b e cli ni c all y eff e cti v e  i n diff er e nt 

s etti n gs , w h e n a p pli e d t o pi c all y  ( Li n c ol n et al., 2 0 1 8; O h g u c hi et al., 2 0 1 8; P el e d et al., 2 0 2 0), 

t h eir gl o b al eff e cts o n e pi d er m al c ell s h a v e  n ot b e e n c h ar a ct eri z e d . W e t h er ef or e ass ess e d t h e 

i m p a ct  of  t h es e  dr u gs  o n  k er ati n o c yt es t hr o u g h  tr a ns cri pt o m e  a n al ysi s. T ot al  R N A  w as 

e xtr a ct e d  fr o m  p. W 4 6 4 *  m ut a nt  k er ati n o c yt es t h at  w er e  eit h er tr e at e d  wit h 5 0 0  µ g/ ml 

g e nt a mi ci n , 1 0 0 0  µ g/ ml p ar o m o m y ci n , or  n ot  tr e at e d,  a n d a n al y z e d  b y  R N A S e q 

( S u p pl e m e nt ar y M et h o ds a n d S u p pl e m e nt ar y T a bl e s S 1  a n d S 2 ). T h e  a n al ysis r e v e al e d t h at 

g e nt a mi ci n i n d u c es d e e p er tr a ns cri pti o n al c h a n g es t h a n t h os e eli cit e d b y p ar o m o m y ci n . I n f a ct, 

th e e x pr essi o n of 2 3 4  g e n es w as si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d a n d 8 8 4  g e n es  w er e si g nifi c a ntl y 

d o w nr e g ul at e d aft er g e nt a mi ci n  tr e at m e nt (F D R  ≤ 0. 0 5; f ol d c h a n g e ≥ 2 ), w h er e as p ar o m o m y ci n 

o nl y si g nifi c a ntl y u pr e g ul at e d 4 1 a n d d o w nr e g ul at e d 6  g e n es  ( S u ppl e m e nt ar y  T a bl e s  S 3 a n d 

S 4 ). A m o n g t h e c o m m o n alt er ati o ns d u e t o b ot h  tr e at m e nts, 4 4 g e n es w er e f o u n d t o b e si mil arl y 

d er e g ul at e d ( S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e  S 1 a -b)  a n d m ai nl y ass o ci at e d t o bi ol o gi c al pr o c ess es  a n d 

K E G G ( K y ot o  E n c y cl o p e di a  of  G e n es  a n d  G e n o m es) p at h w a ys i n cl u di n g c ell  di vi si o n, 

c hr o m os o m e s e gr e g ati o n , G 2/ M c ell cy cl e, c ell pr olif er ati o n , a n d p 5 3 si g n ali n g p at h w a y (f als e 

dis c o v er y r at e ≤ 0. 0 5; S u p pl e m e nt ar y  T a bl e S 5). T h e 2 0 m ost u p - a n d d o w n - r e g ul at e d g e n es 

ar e s h o w n i n S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e S 1 c . W h et h er t h es e c h a n g es ar e ass o ci at e d wit h a c o m m o n 
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tr e at e d e pi d er m al e q ui v al e nts c o nstr u ct e d 
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tr e at e d e pi d er m al e q ui v al e nts c o nstr u ct e d 

c o nsist e ntl y wit h t h
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T a k e n t o g et h er, t h es e r es ult s s h o w t h at m ut ati o ns p. W 4 6 4 * a n d p. R 6 8 8 * 
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T a k e n t o g et h er, t h es e r es ult s s h o w t h at m ut ati o ns p. W 4 6 4 * a n d p. R 6 8 8 * 
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a n d p ar o m o m y ci n
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w h e n a p pli e d t o pi c all y ( Li n c ol n et al., 2 0 1 8; O h g u c hi et al., 2 0 1 8; P el e d et al., 2 0 2 0)
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( Li n c ol n et al., 2 0 1 8; O h g u c hi et al., 2 0 1 8; P el e d et al., 2 0 2 0)
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i m p a ct  of  t h es e  dr u gs  o n  k er ati n o c yt es
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eff e ct of a mi n o gl y c osi d e T RI Ds or wit h c h a n g es d eri v e d fr o m t h e r est or ati o n of C 1 7 , r e m ai n

t o b e d et er mi n e d . I nt er esti n gl y, a  si g nifi c a nt r e d u cti o n of m R N A l e v els f or s e v er al a d h esi o n 

pr ot ei ns, s u c h as F E R M T 1 , C O L 7 A 1 , F N 1  a n d I T G B 6 w as n ot e d aft er g e nt a mi ci n , b ut n o t aft er 

p ar o m o m y ci n tr e at m e nt ( S u ppl e m e nt ar y  T a bl e  S 3 ,  S u p pl e m e nt ar y  Fi g ur e S 1 d ). G e n es 

i n v ol v e d i n a p o pt osis w er e als o d e -r e g ul at e d b ut di d n ot r e a c h st atisti c al si g nifi c a n c e i n t hi s 

e x p eri m e nt, as s h o w n f or ot h er c ell t y p es ( T a o a n d S e gil, 2 0 1 5).  

I n s u m m ar y, w e  s h o w t h at a mi n o gl y c osi d es c a n i n d u c e r e a d -t hr o u g h of C O L 1 7 A 1  n o ns e ns e 

m ut ati o ns, b ut t h e eff e cts m ust b e t est e d i n vit r o f or e a c h m ut ati o n b ef or e t his tr e at m e nt c a n b e 

pr o p os e d t o p ati e nts  as a p ers o n ali z e d  t h er a p y. G e nt a mi ci n  h as b e e n alr e a d y s u c c essf ull y us e d 

as a t o pi c al a n d s yst e mi c tr e at m e nt i n p ati e nts wit h diff er e nt E B t y p es ( H a m m ers e n et al., 2 0 1 9; 

Li et al., 2 0 2 0; Li n c ol n et al., 2 0 1 8; W o o dl e y et al., 2 0 1 7) . H o w e v er , t o pi c al p ar o m o m y ci n m a y 

b e a n i nt er esti n g alt er n ati v e, as it s e e ms t o h a v e a l o w er gl o b al eff e ct o n k er ati n o c yt es i n vit r o. 

D at a a v ail a bilit y st at e m e nt  

D at a  r el at e d  t o  t hi s arti cl e  ar e  a v ail a bl e  u n d er 

htt ps:// d at a. m e n d el e y. c o m/ d at as ets/ 9r b d 5t 9 g y 5/ 1 . 

O R CI Ds:  

Cri sti n a H as: htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 1 -6 0 6 6 -5 0 7 X  

S ali h a B e y z a S a y ar:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 1 -5 7 7 2 -3 4 9 4  

S h u a n gs h u a n g Z h e n g:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 3 -2 7 9 6 -6 6 2 5.  

Est e b a n C h a c ó n -S ol a n o:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -5 6 9 7 -7 6 2 5  

Iri n a C o n dr at: htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -5 1 7 2 -9 6 9 X  

A y us hi Y a d a v:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -7 5 1 6 -9 1 7 2  

Mi c h el R o b er g e:  htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -2 1 0 0 -0 7 9 3  

F er n a n d o L ar c h er  L a g u z zi: htt ps:// or ci d. or g/ 0 0 0 0 -0 0 0 2 -6 7 7 1 -3 5 6 1  

C R e di T C o nt ri b uti o n St at e m e nt : 

C o n c e pt u ali z ati o n: C H, M R, F L L; D at a C ur ati o n: C H, M R, F L L; F or m al D at a A n al ysis: C H, 

S B S, S Z, I C, E C S, A Y, M R, F L L; F u n di n g A c q uisiti o n: C H, M R, F L L; I n v esti g ati o n: B S S, 

S Z, I C, A Y; M et h o d ol o g y: C H, S B S, S Z, I C, E C S, A Y, M R, F L L;  Pr oj e ct A d mi ni str ati o n: 

C H, F L L; R es o ur c es: ; S oft w ar e: C H, E C S; S u p er visi o n: C H, M R, F L L; V ali d ati o n: B S S, S Z, 

E C S; Vis u ali z ati o n : C H, S B S, S Z, I C, E C S; Writi n g –  Ori gi n al Dr aft Pr e p ar ati o n: C H; Writi n g 
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B u n d es mi nist eri u m f ür Bil d u n g u n d F ors c h u n g 0 1 G M 1 8 0 5  ( C H). I C r e c ei v e d a f ell o ws hi p of 

t h e E ur o p e a n A c a d e m y of D er m at ol o g y a n d V e n er e ol o g y . A ut h ors t h a n k Mrs. Bl a n c a D u art e 

f or s ki n e q ui v al e nt grafti n g  pr o c e d ur es .  
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B e n ati D, Mis elli F, C o c c hi ar ell a F, P atri zi C, C arr et er o M, B al d ass arri S, et al. 
C RI S P R/ C as 9 -M e di at e d I n Sit u C orr e cti o n of L A M B 3 G e n e i n K er ati n o c yt es D eri v e d fr o m a 
J u n cti o n al E pi d er m ol ysis B ull os a P ati e nt. M ol T h er  J A m S o c G e n e T h er 2 0 1 8; 2 6: 2 5 9 2 – 6 0 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. y mt h e. 2 0 1 8. 0 7. 0 2 4.  
C o n dr at I, H e Y, C os g ar e a R, H as C. J u n cti o n al E pi d er m ol ysis B ull os a: All eli c 
H et er o g e n eit y a n d M ut ati o n Str atifi c ati o n f or Pr e cisi o n M e di ci n e. Fr o nt M e d 2 0 1 8; 5: 3 6 3. 
htt ps:/ / d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f m e d. 2 0 1 8. 0 0 3 6 3. 
H a m m ers e n J, N e u n er A, Wil d F, S c h n ei d er H. Att e n u ati o n of S e v er e G e n er ali z e d J u n cti o n al 
E pi d er m ol ysis B ull os a b y S yst e mi c Tr e at m e nt wit h G e nt a mi ci n. D er m at ol B as el S wit z 
2 0 1 9; 2 3 5: 3 1 5 – 2 2. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 5 9/ 0 0 0 4 9 9 9 0 6.  
H as C, B a u er J W, B o d e m er C, B olli n g M C, Br u c k n er -T u d er m a n L, Di e m A, et al. C o ns e ns us 
r e cl assifi c ati o n of i n h erit e d e pi d er m ol ysis b ull os a a n d ot h er dis or d ers wit h s ki n fr a gilit y. Br J 
D er m at ol 2 0 2 0; 1 8 3: 6 1 4 – 2 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ bj d. 1 8 9 2 1.  
Kr o e g er J,  H o p p e E, G ali g er C, H as C, Fr a n z k e C -W. A mi n o a ci d s u bstit uti o n i n t h e C -
t er mi n al d o m ai n of c oll a g e n X VII r e d u c es l a mi ni n-3 3 2 i nt er a cti o n c a usi n g mil d s ki n fr a gilit y 
wit h atr o p hi c s c arri n g. M atri x Bi ol J I nt S o c M atri x Bi ol 2 0 1 9; 8 0: 7 2 – 8 4. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j. m at bi o. 2 0 1 8. 1 0. 0 0 3.  
Kr o e g er J K, H of m a n n S C, L e p p ert J, H as C, Fr a n z k e C -W. A mi n o a ci d d u pli c ati o n i n t h e 
c oil e d -c oil str u ct ur e of c oll a g e n X VII alt ers its m at ur ati o n a n d tri m eri z ati o n c a usi n g mil d 
j u n cti o n al e pi d er m ol ysis b ull os a. H u m M ol G e n et 2 0 1 7; 2 6: 4 7 9 – 8 8. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 9 3/ h m g/ d d w 4 0 4.  
Li Y, S h e n J, Li a n g J, Z h e n g L, C h e n F, Y a o Z, et al. G e nt a mi ci n i n d u c es C O L 1 7 A 1 
n o ns e ns e m ut ati o n r e a dt hr o u g h i n j u n cti o n al e pi d er m ol ysis b ull os a. J D er m at ol 2 0 2 0; 4 7: e 8 2 –
3. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ 1 3 4 6 -8 1 3 8. 1 5 2 3 0.  
Li n c ol n V, C o g a n J, H o u Y, Hirs c h M, H a o M, Al e x e e v V, et al. G e nt a mi ci n i n d u c es 
L A M B 3 n o ns e ns e m ut ati o n r e a dt hr o u g h a n d r est or es f u n cti o n al l a mi ni n 3 3 2 i n j u n cti o n al 
e pi d er m ol ysis b ull os a. Pr o c N atl A c a d S ci U S A 2 0 1 8; 1 1 5: E 6 5 3 6 – 4 5. 
htt ps:// d oi . or g/ 1 0. 1 0 7 3/ p n as. 1 8 0 3 1 5 4 1 1 5. 
O h g u c hi Y, N o m ur a T, S u z u ki S, T a k e d a M, Mi y a u c hi T, Mi z u n o O, et al. G e nt a mi ci n -
I n d u c e d R e a dt hr o u g h a n d N o ns e ns e-M e di at e d m R N A D e c a y of S E R PI N B 7 N o ns e ns e 
M ut a nt Tr a ns cri pts. J I n v est D er m at ol 2 0 1 8; 1 3 8: 8 3 6 – 4 3. 
htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 1 6/j.ji d. 2 0 1 7. 1 0. 0 1 4.  
P el e d A, S a m u el o v L, S ari g O, B o c h n er R, M al ki L, P a vl o vs k y M, et al. Tr e at m e nt of 
h er e dit ar y h y p otri c h osis si m pl e x of t h e s c al p wit h t o pi c al g e nt a mi ci n. Br J D er m at ol 
2 0 2 0; 1 8 3: 1 1 4 – 2 0. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ bj d. 1 8 7 1 8.  
Pr o di n g er  C, B a u er J W, L ai m er M. Tr a nsl ati o n al p ers p e cti v es t o tr e at E pi d er m ol ysis b ull os a 
- w h er e d o w e st a n d ? E x p D er m at ol 2 0 2 0. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 1 1/ e x d. 1 4 1 9 4.  
R u z zi L, P as H, P ost er ar o P, M a z z a nti C, Di d o n a B, O w ari b e K, et al. A h o m o z y g o us 
n o ns e ns e m ut ati o n  i n t y p e X VII c oll a g e n g e n e ( C O L 1 7 A 1) u n c o v ers a n alt er n ati v el y s pli c e d 
m R N A a c c o u nti n g f or a n u n us u all y mil d f or m of n o n -H erlit z j u n cti o n al e pi d er m ol ysis 
b ull os a. J I n v est D er m at ol 2 0 0 1; 1 1 6: 1 8 2 – 7. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 0 4 6/j. 1 5 2 3 -
1 7 4 7. 2 0 0 1. 0 0 2 2 9. x.  
T a o L, S e gil N. E arl y tr a ns cri pti o n al r es p o ns e t o a mi n o gl y c osi d e a nti bi oti c s u g g ests alt er n at e 
p at h w a ys l e a di n g t o a p o pt osi s i n s e ns or y h air c ell s i n t h e m o us e i n n er e ar. Fr o nt C ell 
N e ur os ci 2 0 1 5; 9. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 3 3 8 9/f n c el. 2 0 1 5. 0 0 1 9 0.  
W o o dl e y D T, C o g a n J, H o u Y, L y u C, M ari n k o vi c h M P, K e e n e D, et al. G e nt a mi ci n i n d u c es 
f u n cti o n al t y p e VII c oll a g e n i n r e c essi v e d ystr o p hi c e pi d er m ol ysis b ull os a p ati e nts. J Cli n 
I n v est 2 0 1 7; 1 2 7: 3 0 2 8– 3 8. htt ps:// d oi. or g/ 1 0. 1 1 7 2/ J CI 9 2 7 0 7.  
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F u n di n g s o ur c es: E R A -N E T E -R A R E J T C 2 0 1 7 ( M ut a E B) ( C H, M R a n d F L), ( Gr a nt 

A C 1 7/ 0 0 0 5 4 ( F L) c o -f u n d e d wit h “ E ur o p e a n R e gi o n al D e v el o p m e nt F u n ds “, B M B F 

0 1 G M 1 8 0 5 , E A D V (I C). 

 

C o nfli cts of i nt er est: ‘ n o n e t o d e cl ar e’.  
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Fi g u r e l e g e n d s  

 

Fi g u r e 1.  J E B k e r ati n o c yt es a n d t h ei r r es p o n s e t o t r a n sl ati o n al r e a d -t h r o u g h i n d u ci n g 

d r u gs.  (a )  R e v ers e  tr a n s cri pt as e  P C R  ( u p)  a n d  i m m u n o bl ots  ( d o w n)  s h o w  c oll a g e n  X VII 

m R N A ( C O L 1 7 A 1 ) a n d pr ot ei n ( C 1 7) l e v els i n k er ati n o c yt es i n n or m al c o ntr ols ( C o 1 a n d C o 2) 

a n d  c as es  1 -7  ( n o ns e ns e  m ut ati o ns  i n di c at e d  o n  t o p).  ( b )  I m mu n o bl ots  s h o w  C 1 7  i n 

k er ati n o c yt es  of  c as es  2,  4  a n d  7,  wit h o ut  tr e at m e nt  ( N T),  a n d  wit h  si n gl e  tr e at m e nt  of 

g e nt a mi ci n  ( G e nt a,  1 0 0 0  µ g/ ml),  p ar o m o n y ci n  ( P ar o,  2 0 0 0  µ g/ ml),  G 4 1 8  ( 1 0 µ g/ ml), 

a ml e x a n o x ( A M X, 7 5 µ g/ ml) or P T C 1 2 4 ( 2 0 µ g/ ml). C ell s w er e i n c u b a t e d wit h i n di c at e d dr u gs 

f or 4 8 h o urs.  (c ) I m m u n o bl ot s s h o w C 1 7 i n k er ati n o c yt es of c as es 2 a n d 4 tr e at e d wit h t h e 

i n di c at e d c o n c e ntr ati o ns of g e nt a mi ci n ( G e nt a), p ar o m o m y ci n ( P ar o) or G 4 1 8 f or 4 8 h o urs. 

G A P D H a n d t u b uli n , l o a di n g c o ntr ols. 

  

 

Fi g u r e 2 . C h a r a ct e ri z ati o n  of r e a d -t h r o u g h i n d u c e d C 1 7 i n c as e 2 k e r ati n o c yt es ( W 4 6 4 *). 

(a ) I m m u n o bl ot s h o ws C 1 7 a n d t u b uli n i n c o ntr ol  (C o ) a n d i n W 4 6 4 *  k er ati n o c yt es. (b ) W 4 6 4 * 

k er ati n o c yt es c ult ur e d  wit h o ut  or  wit h g e nt a mi ci n  (G E N T A, 5 0 0  µ g/ ml)  w er e  l ys e d  a t  t h e 

i n di c at e d ti m e p oi nt s aft er tr e at m e nt a n d a n al y z e d  b y i m m u n o bl ot. (c ) C 1 7 w as d et e ct e d i n t h e 

m e di a ( M) a n d l ys at e ( L) of C o  a n d i n t h e m e di a of W 4 6 4 * k er ati n o c yt es tr e at e d wit h G 4 1 8 

(1 0 µ g/ ml)  (d o w n ). T h e 1 8 0 k D a f ull -l e n gt h C 1 7 is pr es e nt o nl y i n t h e l ys at e a n d t h e 1 2 0 k D a 

e ct o d o m ai n is pr es e nt i n b ot h l ys at e a n d m e di a. (d ) C 1 7 ( w hit e arr o ws) a n d c oll a g e n I V ( C 4) 

i m m u n ost ai ni n g i n m o us e s ki n a n d i n gr afts of e pi d er m al e q ui v al e nts. O p e n  arr o ws , b as e m e nt 

m e m br a n e ; n u cl ei, bl u e;  s c al e b ar, 1 0 µ m.   
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S u p pl e m e nt a r y M at e ri al  

S u p pl e m e nt a r y M et h o d s  

 

C ell c ult u r e  a n d t r e at m e nts  

Aft er  writt e n  i nf or m e d  c o ns e nt,  s ki n  bi o psi es  w er e  o bt ai n e d  fr o m  s e v e n  J E B  p ati e nts  a n d 

h e alt h y i n di vi d u als w h o u n d er w e nt s ur g er y f or t h er a p e uti c p ur p os es, a n d us e d f or is ol ati o n of  

k er ati n o c yt es  wit h st a n d ar d pr o c e d ur es ( et hi c al a p pr o v al Et hi c al C o m mitt e e of t h e U ni v ersit y 

of  Fr ei b ur g E K -Fr ei b ur g  2 1 5/ 1 5).  C ell s  w er e  i m m ort ali z e d  wit h  a  hi g h  tit er  l e nti vir us 

c o nt ai ni n g H P V -1 6 E 6/ E 7 g e n e ( Bi o C at), a n d c ult ur e d i n d efi n e d k er ati n o c yt e gr o wt h m e di u m 

s u p pl e m e nt e d wit h e pi d er m al gr o wt h f a ct or a n d b o vi n e pit uit ar y e xtr a ct (I n vitr o g e n, K arlsr u h e, 

G er m a n y) ( H e a n d H as 2 0 1 9).  

C ell s  w er e  tr e at e d o n c e wit h  diff er e nt  c o n c e ntr ati o ns  of  g e nt a mi ci n  ( Si g m a),  p ar o m o m y ci n 

( Si g m a),  G 4 1 8  ( Gi b c o),  a ml e x a no x  ( A di p o G e n)  or  P T C 1 2 4  ( C h e m S c e n e)  a n d  h ar v est e d i n 

m ost e x p eri m e nts aft er 4 8 h o ur s, or at t h e i n di c at e d ti m e p oi nts (s e e Fi g ur e 2 b) .  

 

I m m u n o bl otti n g  

F or i m m u n o bl otti n g, c ult ur e d k er ati n o c yt es w er e h o m o g e ni z e d eit h er wit h a b uff er c o nt ai ni n g 

0. 1 5 M N a Cl, 5 0 m M Tris -H Cl, p H 7. 4, 1 % N o ni d et P -4 0, 0. 5 % s o di u m d e o x y c h ol at e, 0. 1 % 

s o di u m d o d e c yl s ulf at e, 1 m M P ef a bl o c a n d 5 m M E D T A as d es cri b e d pr e vi o usl y ( T h ol e n et 

al. 2 0 1 6)  or wit h RI P A b uff er . T ot al pr ot ei n c o nt e nt w as d et er mi n e d usi n g t h e mi cr o L o wr y 

ass a y ( D C Pr ot ei n Ass a y, Bi o -R a d, M u ni c h, G er m a n y), a n d 4 0 μ g of t ot al pr ot ei n  fr o m m ut a nt 

s a m pl es a n d 1 0 μ g t ot al pr ot ei n fr o m h e alt h y c ell s  w er e  us e d f or S D S -P A G E. Pr ot ei ns of t h e 

m e di u m  w er e  c o n c e ntr at e d  wit h  p h e n ol/ m et h a n ol  pr e ci pit ati o n.  N or m ali z e d  a m o u nt s  of  t h e 

pr ot ei ns w er e s u bj e ct e d t o S D S -P A G E, i m m u n o bl ott e d , a n d i n c u b at e d wit h a  m o n o cl o n al a nti -

C 1 7 a nti b o d y ( cl o n e E P R 1 8 6 1 4, A b c a m)  or wit h a n affi nit y p urifi e d a nti b o d y t o ki n dli n -1  ( H as 

et al. 2 0 0 9) . A nti b o di es t o β -t u b uli n ( A b c a m, C a m bri d g e, U K) w er e us e d as l o a di n g c o ntr ol.  

F or s e mi q u a ntit ati v e q u a ntifi c ati o n of C 1 7, 0. 5 µ g t ot al pr ot ei n fr o m n or m al k er ati n o c yt es a n d 

3 5 µ g t ot al pr ot ei n fr o m W 4 6 4 * k er ati n o c yt es n ot tr e at e d a n d tr e at e d wit h 5 0 0 µ g g e n t a mi ci n 

w as l o a d e d o n S D S g els. Q u a ntifi c ati o n w as p erf or m e d i n t hr e e i n d e p e n d e nt e x p eri m e nts wit h 

I m a g eJ ( htt ps://i m a g ej. ni h. g o v/ij/ d o w nl o a d. ht ml). 
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R N A is ol ati o n , R T-P C R  a n d R N A s e q u e n ci n g  

T ot al  R N A  of  k er ati n o c yt es  w as  is ol at e d  usi n g  R N e as y  Pl us  Mi ni kit  ( Qi a g e n,  Hil d e n, 

G er m a n y).  O n e  µ g  R N A  c o m pl e m e nt ar y  D N A  w as  r e v ers e  tr a ns cri b e d  usi n g  First  Str a n d 

c D N A S y nt h esis kit ( T h er m o Fis h er S ci e ntifi c). R T -P C R w as p erf or m e d wit h t h e f oll o wi n g 

pri m ers F: T A C C A T G T A C G T G T C A G G C C a n d R: T G A T G C T G G A C C A C A C A T T G.  

F or R N A s e q u e n ci n g, f or e a c h c o n diti o n ( n ot tr e at e d  - N T , tr e at e d wit h 5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n 

or wit h 1 0 0 0 µ g/ ml p ar o m o m y ci n ), R N A w as e xtr a ct e d fr o m t hr e e disti n ct c ult ur e fl as ks a n d 

s e q u e n c e d  i n d e p e n d e ntl y.  

R N A  s e q u e n ci n g  a n d  bi oi nf or m ati cs  a n al ysis  w er e p erf o r m e d  b y N o v o g e n e  

(e n. n o v o g e n e. c o m) . I n bri ef, m R N A w as e nri c h e d usi n g oli g o( d T) b e a ds . Li br ar y c o n c e ntr ati o n 

w as first q u a ntifi e d usi n g a Q u bit 2. 0 fl u or o m et er ( Lif e T e c h n ol o gi es). I ns ert si z e w as c h e c k e d 

o n a n A gil e nt 2 1 0 0 a n d q u a ntifi e d usi n g q u a ntit ati v e P C R ( Q -P C R).  S e q u e n ci n g w as p erf or m e d 

wit h Ill u mi n a  t e c h n ol o g y. R a w r e a ds w er e filt er e d t o r e m o v e r e a ds c o nt ai ni n g a d a pt ers or r e a ds 

of l o w q u alit y, s o t h at d o w nstr e a m a n al ys es ar e b a s e d o n cl e a n r e a ds.  T h e filt eri n g pr o c ess w as 

as f oll o ws: dis c ar d r e a ds wit h a d a pt er c o nt a mi n ati o n, dis c ar d r e a ds w h e n u n c ert ai n n u cl e oti d es 

c o nstit ut e m or e t h a n 1 0 p er c e nt  of eit h er r e a d ( N > 1 0 %), a n d dis c ar d r e a d s w h e n l o w q u alit y 

n u cl e oti d es ( b as e q u alit y l ess t h a n 2 0) c o nstit ut e m or e t h a n 5 0 p er c e nt  of t h e r e a d.  Ali g n m e nts 

w er e p erf or m e d wit h HI S A T 2 t o t h e r ef er e n c e , a n d q u a ntifi c ati o n w as p erf or m e d wit h H T S e q . 

T h e diff er e nti al g e n e e x pr essi o n a n al ysis w as p erf or m e d wit h t h e s oft w ar e D E S e q 2. T h e G e n e 

O nt ol o g y ( G O, htt p:// w w w. g e n e o nt ol o g y. or g/) a n d K E G G ( K y ot o E n c y cl o p e di a of G e n es a n d 

G e n o m es) e nri c h m e nt a n al ys es of t h e diff er e nti al e x pr ess e d g e n es w er e p erf or m e d t o fi n d o ut 

w hi c h bi ol o gi c al f u n cti o ns or p at h w a ys ar e si g nifi c a ntl y ass o ci at e d wit h diff er e nti al e x pr ess e d 

g e n es . Gr a p hs  w er e  p erf or m e d  wit h  Gr a p h P a d  Pris m  v ersi o n  9. 0. 0  ( Gr a p h P a d  S oft w ar e,  L a 

J oll a, C A).  

 

E pi d e r m al e q ui v al e nts a n d i m m u n ofl u o r es c e n c e st ai ni n g  

E pi d er m al  e q ui v al e nts  c o nt ai ni n g  J E B  k er ati n o c yt es  w er e  b uilt  a n d  gr aft e d  o n  t h e  b a c k  of 

i m m u n o d efi ci e nt mi c e  a s  d es cri b e d  pr e vi o usl y  ( B e n ati  et  al.  2 0 1 8). Mi c e  w er e  tr e at e d  wit h 

i ntr a p erit o n e al  i nj e cti o ns  of  g e nt a mi ci n  or  wit h  P B S  f or  o n e  w e e k. I m m u n ofl u or es c e n c e 

st ai ni n g  of  cr y os e cti o ns  w as  p erf or m e d b y usi n g  a  r a b bit  p ol y cl o n al  a nti b o d y  t o  t y p e  X VII 

c oll a g e n  ( S c h ä c k e et al. 1 9 9 8) a n d wit h D A PI f or vis u ali z ati o n  of n u cl ei  as d es cri b e d b ef or e 

( H as a n d H e 2 0 1 6). 
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H e Y, H as C. Is ol ati o n a n d C ult ur e of E pi d er m ol ysis B ull os a C ell s a n d Or g a n ot y pi c S ki n 
M o d els. M et h o ds M ol. Bi ol. Clift o n NJ. 2 0 1 9; 1 9 9 3: 1 8 1 – 9 0  

S c h ä c k e H, S c h u m a n n H, H a m m a mi -H a u asli N, R a g h u n at h M, Br u c k n er -T u d er m a n L. T w o 
f or ms of c oll a g e n X VII i n k er ati n o c yt es. A f ull-l e n gt h tr a ns m e m br a n e pr ot ei n a n d a s ol u bl e 
e ct o d o m ai n. J. Bi ol. C h e m. 1 9 9 8; 2 7 3( 4 0): 2 5 9 3 7 – 4 3  

T h ol e n S, W olf C, M a y er B, K n o pf J D , L öff e k S, Qi a n Y, et al. S ki n B arri er D ef e cts C a us e d 
b y K er ati n o c yt e -S p e cifi c D el eti o n of A D A M 1 7 or E G F R Ar e B as e d o n Hi g hl y Si mil ar 
Pr ot e o m e a n d D e gr a d o m e Alt er ati o ns. J. Pr ot e o m e R es. 2 0 1 6; 1 5( 5): 1 4 0 2 – 1 7  

 

  

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

m e di at e d l a m elli p o di a f or m ati o n i n k er ati n o c yt es. A m J P at h ol. 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

m e di at e d l a m elli p o di a f or m ati o n i n k er ati n o c yt es. A m J P at h ol. 

H e Y, H as C. Is ol ati o n a n d C ult ur e of E pi d er m ol ysis B ull os a C ell s a n d Or g a n ot y pi c S ki n 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

H e Y, H as C. Is ol ati o n a n d C ult ur e of E pi d er m ol ysis B ull os a C ell s a n d Or g a n ot y pi c S ki n 
9 0 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

9 0 

H a u asli N, R a g h u n at h M, Br u c k n er

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

H a u asli N, R a g h u n at h M, Br u c k n er
l e n gt h tr a ns m e m br a n e pr ot ei n a n d a s ol u bl e 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

l e n gt h tr a ns m e m br a n e pr ot ei n a n d a s ol u bl e 
e ct o d o m ai n. J. Bi ol. C h e m. 1 9 9 8; 2 7 3( 4 0): 2 5 9 3 7

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

e ct o d o m ai n. J. Bi ol. C h e m. 1 9 9 8; 2 7 3( 4 0): 2 5 9 3 7 –

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

– 4 3 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

4 3 

, L öff e k S, Qi a n Y, et al. S ki n B arri er D ef e cts C a us e d 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

, L öff e k S, Qi a n Y, et al. S ki n B arri er D ef e cts C a us e d 
S p e cifi c D el eti o n of A D A M 1 7 or E G F R Ar e B as e d o n Hi g hl y Si mil ar 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

S p e cifi c D el eti o n of A D A M 1 7 or E G F R Ar e B as e d o n Hi g hl y Si mil ar 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

Pr ot e o m e a n d D e gr a d o m e Alt er ati o ns. J. Pr ot e o m e R es. 2 0 1 6; 1 5( 5): 1 4 0 2

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

Pr ot e o m e a n d D e gr a d o m e Alt er ati o ns. J. Pr ot e o m e R es. 2 0 1 6; 1 5( 5): 1 4 0 2



4  
 
 

S u p pl e m e nt a r y Fi g u r e  

 

S u p. Fi g u r e S 1. Diff e r e nti all y e x p r ess e d g e n es ( D E Gs) i n J E B k e r ati n o c yt es t r e at e d wit h 

g e nt a mi ci n o r p a r o m o m y ci n. ( a) V e n n Di a gr a m of D E Gs i n g e nt a mi ci n a n d p ar o m o m y ci n 

tr e at e d vs  n o n -tr e at e d  c ell s, s h o ws 4 4  g e n es  c o m m o nl y  d er e g ul at e d  i n  b ot h  tr e at m e nts. ( b) 

Pr ot ei n -pr ot ei n i nt er a cti o n n et w or k ( S T RI N G; stri n g -d b. or g, v ersi o n 1 1. 0) of t h os e 4 4 g e n es 

ar e s h o w n. Li n e t hi c k n es s r e pr es e nts t h e str e n gt h of d at a s u p p orti n g t h e i nt er a cti o n. N o d es i n 

r e d  i n di c at e  u p-r e g ul ati o n  a n d  gr e e n  n o d es  i n di c at e  d o w n-r e g ul ati o n. ( c) T h e  2 0  m ost  u p - 

( bl a c k) a n d d o w nr e g ul at e d ( w hit e) g e n es aft er tr e at m e nt wit h g e nt a mi ci n or p ar o m o m y ci n ar e 

s h o w n  (l o g2 f ol d c h a n g e)   G e n es  r e pr es e nt e d i n gr e y ar e t h os e c o m m o n i n b ot h d at as ets.  (d ) 

I m m u n o blot f or ki n dli n -1 a n d t u b uli n wit h  l ys at e s of W 4 6 4 * k er ati n o c yt e s  wit h o ut , a n d wit h 

5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n si n gl e tr e at m e nt (c ell s w er e l ys e d 4 8 h o urs aft er tr e at m e nt).   
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S u p pl e m e nt a r y T a bl es  

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1. Q u alit y c o nt r ol d at a of R N A s e q u e n ci n g  

L e g e n d: J E B _ G e nt a,  J E B  k er ati n o c yt es  tr e at e d  wit h  g e nt a mi ci n  s a m pl e  1 -3;  J E B _ N T,  J E B 
k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e 1 -3; J E B _ P ar o, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n 
s a m pl es 1 -3; G, Gi g a; r a w _ R e a ds: t h e ori gi n al s e q u e n ci n g r e a ds c o u nts; cl e a n _ R e a ds: n u m b er 
of  r e a ds  aft er  filt eri n g;  r a w _ d at a:  r a w  r e a ds  n u m b er  m ulti pl y  r e a d  l e n gt h,  s a v e d  i n  G  u nit; 
cl e a n _ d at a:  cl e a n  r e a ds  n u m b er  m ulti pl y  r e a d  l e n gt h,  s a v e d  i n  G  u nit;    err or _r at e:  a v er a g e 
s e q u e n ci n g err or r at e, w hi c h is c al c ul at e d b y Q p hr e d = -1 0l o g 1 0( e); Q 2 0: p er c e nt a g es of b as es 
w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es ar e gr e at er t h a n 9 9 % i n t ot al b as es; Q 3 0: p er c e nt a g es of 
b as es w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es ar e gr e at er t h a n 9 9. 9 % i n  t ot al b as es; G C _ c o nt e nt: 
er c e nt a g es of G a n d C i n t ot al b as es.  
 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 2. O v e r vi e w of m a p pi n g st at u s of R N A  se q u e n ci n g  d at a  

L e g e n d: J E B _ G e nt a,  J E B  k er ati n o c yt es  tr e at e d  wit h  g e nt a mi ci n  s a m pl e  1 -3;  J E B _ N T,  J E B 
k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e  1 -3; J E B _ P ar o, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n 
s a m pl es  1 -3;  T ot al  r e a ds:  T ot al  n u m b er  of  filt er e d  r e a ds  ( Cl e a n  d at a);  T ot al  m a p p e d:  T ot al 
n u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; M ulti pl e m a p p e d: N u m b er of 
r e a ds t h at c a n b e ma p p e d t o m ulti pl e sit es i n t h e r ef er e n c e g e n o m e; U ni q u el y m a p p e d: N u m b er 
of r e a ds t h at c a n b e u ni q u el y m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a d -1: N u m b er of l eft r e a d 
t h at c a n b e m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a d-2: N u m b er of ri g ht r e a d t h at c a n b e m a p p e d 
to t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a ds m a p t o ' +': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e p ositi v e 
str a n d ( +); R e a ds m a p t o ' -': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e mi n us str a n d (-); N o n-
s pli c e  r e a ds:  N u m b er  of  r e a ds  t h at  c a n  b e  m a p p e d  e ntir el y  t o  a  si n gl e  e x o n;  S pli c e  r e a ds: 
N u m b er of r e a ds t h at c a n b e s e g m e nt e d a n d m a p p e d t o t w o e x o ns ( als o n a m e d j u n cti o n r e a ds).  

 

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e S 3 . Diff er e nti all y  e x pr es s e d  g e n es  i n  J E B  k er ati n o c yt es  tr e at e d  wit h 

5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n  v e rs us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e S 4 . Diff er e nti all y  e x pr es s e d  g e n es  i n  J E B  k er ati n o c yt es  tr e at e d  wit h 

1 0 0 0 µ g/ ml p ar o m o m y ci n  v ers us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 5. G e n e O nt ol o g y ( G O) t er ms a n d K E G G p at h w a ys e nri c h e d  i n t h e 

li st of 4 4 g e n es c o m m o nl y d er e g ul at e d i n b ot h tr e at m e nts vs  n o n -tr e at e d c ells (F D R ≤ 0. 0 5 ). 
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J E B _ G e nt a,  J E B  k er ati n o c yt es  tr e at e d  wit h  g e nt a mi ci n  s a m pl e  1
3; J E B _ P ar o, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n 
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3; J E B _ P ar o, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n 
T ot al  r e a ds:  T ot al  n u m b er  of  filt er e d  r e a ds  ( Cl e a n  d at a);  T ot al  m a p p e d:  T ot al 
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T ot al  r e a ds:  T ot al  n u m b er  of  filt er e d  r e a ds  ( Cl e a n  d at a);  T ot al  m a p p e d:  T ot al 
n u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; M ulti pl e m a p p e d: N u m b er of 
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a p p e d t o m ulti pl e sit es i n t h e r ef er e n c e g e n o m e; U ni q u el y m a p p e d: N u m b er 
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of r e a ds t h at c a n b e u ni q u el y m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a d
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-2: N u m b er of ri g ht r e a d t h at c a n b e m a p p e d 
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2: N u m b er of ri g ht r e a d t h at c a n b e m a p p e d 
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o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a ds m a p t o ' +': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e p ositi v e 
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s pli c e  r e a ds:  N u m b er  of  r e a ds  t h at  c a n  b e  m a p p e d  e ntir el y  t o  a  si n gl e
N u m b er of r e a ds t h at c a n b e s e g m e nt e d a n d m a p p e d t o t w o e x o ns ( als o n a m e d j u n cti o n r e a ds).
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S u p pl e m e nt a r y T a bl es  

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1. Q u alit y c o nt r ol d at a of R N A s e q u e n ci n g  

S a m pl e  r a w _r e a d s cl e a n _r e a d s  r a w _ d at a( G) cl e a n _ d at a( G)  err or _r at e( %)  Q 2 0( %)  Q 3 0( %)  G C _ c o nt e nt( %)  

J E B _ G e nt a 1  3 2 6 3 2 3 2 5  3 2 0 4 4 7 4 6  9. 8  9. 6  0. 0 3  9 7. 6 8  9 3. 4 6  5 2. 3 1  

J E B _ G e nt a 2  1 9 8 7 4 9 2 4  1 9 5 9 4 2 9 3  6. 0  5. 9  0. 0 3  9 7. 4 9  9 2. 9 1  5 1. 9 5  

J E B _ G e nt a 3  2 2 7 7 2 2 3 7  2 2 3 8 7 8 3 0  6. 8  6. 7  0. 0 3  9 7. 4 5  9 2. 8 9  5 2. 7 1  

J E B _ N T 1  3 0 5 7 7 0 7 5  3 0 0 4 3 4 1 8  9. 2  9. 0  0. 0 3  9 7. 5 1  9 3. 1 2  5 3. 2 3  

J E B _ N T 2  2 9 3 8 9 8 3 4  2 8 8 5 7 1 4 1  8. 8  8. 7  0. 0 3  9 7. 6 1  9 3. 2 8  5 2. 2 1  

J E B _ N T 3  2 2 0 2 8 4 8 4  2 1 7 6 3 7 8 1  6. 6  6. 5  0. 0 3  9 7. 5 9  9 3. 1 4  5 1. 8 2  

J E B _ P ar o 1  2 5 2 0 2 6 7 3  2 4 7 5 5 6 6 8  7. 6  7. 4  0. 0 3  9 7. 7 2  9 3. 5 3  5 1. 9 5  

J E B _ P ar o 2  2 2 5 9 6 4 6 1  2 2 2 8 4 2 0 7  6. 8  6. 7  0. 0 3  9 7. 1 9  9 2. 2 8  5 1. 9 0  

J E B _ P ar o 3  2 6 0 3 8 1 4 7  2 5 6 6 9 9 4 5  7. 8  7. 7  0. 0 3  9 7. 7 4  9 3. 5 9  5 1. 6 1  

L e g e n d: J E B _ G e nt a, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h g e nt a mi ci n s a m pl e 1 -3; J E B _ N T, J E B k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e 1 -3; J E B _ P ar o, J E B 
k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n s a m pl es 1 -3; G, Gi g a; r a w _ R e a ds: t h e ori gi n al s e q u e n ci n g r e a ds c o u nts; cl e a n _ R e a d s: n u m b er of r e a ds aft er 
filt eri n g; r a w _ d at a: r a w r e a ds n u m b er m ulti pl y r e a d l e n gt h, s a v e d i n G u nit; cl e a n _ d at a: cl e a n r e a d s n u m b er m ulti pl y r e a d l e n gt h, s a v e d i n G u ni t;  
err or _r at e: a v er a g e s e q u e n ci n g err or r at e, w hi c h is c al c ul at e d b y Q p hr e d = -1 0l o g 1 0( e); Q 2 0: p er c e nt a g es of b as es w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es 
ar e gr e at er t h a n 9 9 % i n t ot al b as es; Q 3 0: p er c e nt a g es of b as es w h os e c orr e ct b as e r e c o g niti o n r at es ar e gr e at er t h a n 9 9. 9 % i n  t ot al b as es; G C _ c o nt e nt: 
er c e nt a g es of G a n d C i n t ot al b as es.  
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S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 2. O v e r vi e w of m a p pi n g st at u s of R N A  se q u e n ci n g  d at a  

S a m pl e n a m e  J E B _ G e nt a 1  J E B _ G e nt a 2  J E B _ G e nt a 3  J E B _ N T 1  J E B _ N T 2  J E B _ N T 3  J E B _ P ar o 1  J E B _ P ar o 2  J E B _ P ar o 3  

T ot al r e a d s  6 4 0 8 9 4 9 2  3 9 1 8 8 5 8 6  4 4 7 7 5 6 6 0  6 0 0 8 6 8 3 6  5 7 7 1 4 2 8 2  4 3 5 2 7 5 6 2  4 9 5 1 1 3 3 6  4 4 5 6 8 4 1 4  5 1 3 3 9 8 9 0  

T ot al m a p p e d  6 2 4 0 0 7 2 7 

( 9 7. 3 6 %) 

3 8 1 1 4 6 1 4 ( 9 7. 2 6 %)  4 3 5 3 7 0 0 8 

( 9 7. 2 3 %) 

5 8 3 7 3 3 4 9 

( 9 7. 1 5 %) 

5 6 2 0 8 4 0 5 

( 9 7. 3 9 %) 

4 2 4 6 2 3 5 8 

( 9 7. 5 5 %) 

4 8 2 8 9 0 2 5 

( 9 7. 5 3 %) 

4 3 3 0 0 7 5 7 

( 9 7. 1 6 %) 

5 0 0 8 8 8 1 8 

( 9 7. 5 6 %) 

M ulti pl e m a p p e d  4 0 2 2 6 8 3 ( 6. 2 8 %)  1 7 1 1 2 0 8 ( 4. 3 7 %)  3 8 0 2 3 5 4 ( 8. 4 9 %) 7 2 3 5 7 3 2 ( 1 2. 0 4 %)  1 8 3 3 7 4 5 ( 3. 1 8 %)  1 4 9 2 6 9 7 ( 3. 4 3 %)  1 5 3 9 6 1 9 ( 3. 1 1 %)  1 8 1 0 6 8 2 ( 4. 0 6 %)  1 6 4 9 6 5 4 ( 3. 2 1 %)  

U ni q u el y 

m a p p e d  

5 8 3 7 8 0 4 4 

( 9 1. 0 9 %) 

3 6 4 0 3 4 0 6 ( 9 2. 8 9 %)  3 9 7 3 4 6 5 4 

( 8 8. 7 4 %) 

5 1 1 3 7 6 1 7 

( 8 5. 1 1 %) 

5 4 3 7 4 6 6 0 

( 9 4. 2 1 %) 

4 0 9 6 9 6 6 1 

( 9 4. 1 2 %) 

4 6 7 4 9 4 0 6 

( 9 4. 4 2 %) 

4 1 4 9 0 0 7 5  

( 9 3. 0 9 %) 

4 8 4 3 9 1 6 4 

( 9 4. 3 5 %) 

R e a d -1  2 9 3 2 6 2 6 6 

( 4 5. 7 6 %) 

1 8 3 1 2 0 5 7 ( 4 6. 7 3 %)  1 9 9 8 4 6 7 0 

( 4 4. 6 3 %) 

2 5 6 9 4 5 0 5 

( 4 2. 7 6 %) 

2 7 3 2 6 9 8 7 

( 4 7. 3 5 %) 

2 0 5 9 6 1 5 9 

( 4 7. 3 2 %) 

2 3 4 7 4 4 0 7 

( 4 7. 4 1 %) 

2 0 9 1 9 1 3 2 

( 4 6. 9 4 %) 

2 4 3 2 0 3 9 6 

( 4 7. 3 7 %) 

R e a d -2  2 9 0 5 1 7 7 8 

( 4 5. 3 3 %) 

1 8 0 9 1 3 4 9 ( 4 6. 1 6 %)  1 9 7 4 9 9 8 4 

( 4 4. 1 1 %) 

2 5 4 4 3 1 1 2 

( 4 2. 3 4 %) 

2 7 0 4 7 6 7 3 

( 4 6. 8 6 %) 

2 0 3 7 3 5 0 2 

( 4 6. 8 1 %) 

2 3 2 7 4 9 9 9 

( 4 7. 0 1 %) 

2 0 5 7 0 9 4 3 

( 4 6. 1 6 %) 

2 4 1 1 8 7 6 8 

( 4 6. 9 8 %) 

R e a d s m a p t o ' +'  2 9 1 4 7 3 3 9 

( 4 5. 4 8 %) 

1 8 1 7 7 7 3 2 ( 4 6. 3 9 %)  1 9 8 3 9 5 5 4 

( 4 4. 3 1 %) 

2 5 5 2 8 0 7 6 

( 4 2. 4 9 %) 

2 7 1 5 6 4 6 3 

( 4 7. 0 5 %) 

2 0 4 6 2 6 4 8 

( 4 7. 0 1 %) 

2 3 3 4 7 5 0 5 

( 4 7. 1 6 %) 

2 0 7 2 0 8 9 7 

( 4 6. 4 9 %) 

2 4 1 9 4 7 7 2 

( 4 7. 1 3 %) 

R e a d s m a p t o ' -' 2 9 2 3 0 7 0 5 

( 4 5. 6 1 %) 

1 8 2 2 5 6 7 4 ( 4 6. 5 1 %)  1 9 8 9 5 1 0 0 

( 4 4. 4 3 %) 

2 5 6 0 9 5 4 1 

( 4 2. 6 2 %) 

2 7 2 1 8 1 9 7 

( 4 7. 1 6 %) 

2 0 5 0 7 0 1 3 

( 4 7. 1 1 %) 

2 3 4 0 1 9 0 1 

( 4 7. 2 7 %) 

2 0 7 6 9 1 7 8 

( 4 6. 6 0 %) 

2 4 2 4 4 3 9 2 

( 4 7. 2 2 %) 

N o n -s pli c e r e a d s 3 0 2 4 6 5 1 7 

( 4 7. 1 9 %) 

1 9 0 2 2 3 4 4 ( 4 8. 5 4 %)  2 0 7 6 9 8 9 5 

( 4 6. 3 9 %) 

2 6 4 7 0 0 4 6 

( 4 4. 0 5 %) 

2 7 7 5 8 8 6 7 

( 4 8. 1 0 %) 

2 0 8 1 3 5 5 7 

( 4 7. 8 2 %) 

2 3 7 9 9 1 1 4 

( 4 8. 0 7 %) 

2 1 2 9 6 9 0 7 

( 4 7. 7 8 %) 

2 4 4 9 8 8 8 9 

( 4 7. 7 2 %) 

S pli c e r e a d s  2 8 1 3 1 5 2 7 

( 4 3. 8 9 %) 

1 7 3 8 1 0 6 2 ( 4 4. 3 5 %)  1 8 9 6 4 7 5 9 

( 4 2. 3 6 %) 

2 4 6 6 7 5 7 1 

( 4 1. 0 5 %) 

2 6 6 1 5 7 9 3 

( 4 6. 1 2 %) 

2 0 1 5 6 1 0 4 

( 4 6. 3 1 %) 

2 2 9 5 0 2 9 2 

( 4 6. 3 5 %) 

2 0 1 9 3 1 6 8 

( 4 5. 3 1 %) 

2 3 9 4 0 2 7 5 

( 4 6. 6 3 %) 

L e g e n d: J E B _ G e nt a, J E B k er ati n o c yt es tr e at e d wit h g e nt a mi ci n s a m pl e 1 -3; J E B _ N T, J E B k er ati n o c yt es n ot tr e at e d s a m pl e 1 -3; J E B _ P ar o, J E B 
k er ati n o c yt es tr e at e d wit h p ar o m o m y ci n s a m pl es 1 -3;  T ot al r e a ds: T ot al n u m b er of filt er e d r e a ds ( Cl e a n d at a); T ot al m a p p e d: T ot al n u m b er of r e a ds 
t h at  c a n  b e  m a p p e d  t o  th e  r ef er e n c e  g e n o m e;  M ulti pl e  m a p p e d:  N u m b er  of  r e a ds  t h at  c a n  b e  m a p p e d  t o  m ulti pl e  sit es  i n  t h e  r ef er e n c e  g e n o m e; 
U ni q u el y m a p p e d: N u m b er of r e a ds t h at c a n b e u ni q u el y m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a d -1: N u m b er of l eft r e a d t h at c a n b e m a p p e d t o t h e 
r ef er e n c e g e n o m e; R e a d-2: N u m b er of ri g ht r e a d t h at c a n b e m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e; R e a ds m a p t o ' +': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d 
t o t h e p ositi v e str a n d ( +); R e a ds m a p t o '-': N u m b er of r e a ds t h at c a n b e m a p p e d t o t h e mi n us str a n d (-); N o n-s pli c e r e a ds: N u m b er of r e a ds t h at c a n 
b e m a p p e d e ntir el y t o a si n gl e e x o n; S pli c e r e a ds: N u m b er of r e a ds t h at c a n b e s e g m e nt e d a n d m a p p e d t o t w o e x o ns ( als o n a m e d j u n cti o n r e a ds).
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S u p pl e m e nt a r y  T a bl e S 3 . Diff er e nti all y  e x pr es s e d  g e n es  i n  J E B  k er ati n o c yt es tr e at e d  wit h 

5 0 0 µ g/ ml g e nt a mi ci n  v e rs us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y  T a bl e S 4 . Diff er e nti all y  e x pr es s e d  g e n es  i n  J E B  k er ati n o c yt es  tr e at e d  wit h 

1 0 0 0 µ g/ ml p ar o m o m y ci n  v ers us  n ot tr e at e d.  

 

S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 5. G e n e O nt ol o g y ( G O) t er ms a n d K E G G p at h w a ys e nri c h e d  i n t h e 

li st of 4 4 g e n es c o m m o nl y d er e g ul at e d i n b ot h tr e at m e nts vs  n o n -tr e at e d c ells (F D R ≤ 0. 0 5 ). 

 

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

tr e at e d c ells (

J o
ur

n a
l 

Pr
e-

pr
o o
f

tr e at e d c ells (




