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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Lippenspalten mit oder ohne Gaumenspalte (engl. cleft lip with or without cleft palate,
CL/P) sind eine angeborene Fehlbildung des Mittelgesichts, mit einer weltweiten
Pravalenz von 1 pro 600 Lebendgeborenen (Mossey et al., 2009). Betroffene bendtigen
haufig eine umfangreiche chirurgische Behandlung sowie eine audiologische,
logopadische und zahnarztliche Betreuung, verbunden mit substanziellen Kosten fur
Gesundheitssysteme (Wehby et al., 2009). Erganzend leiden Betroffene haufiger unter
Mobbing im schulischen Umfeld und einer geringeren Zufriedenheit mit ihrem duf3eren
Erscheinungsbild, im Vergleich zu nicht-betroffenen Individuen (Al-Namankany und
Alhubaishi, 2018; Lorot-Marchand et. al., 2015; Marcusson et. al., 2002; Mullens et. al_,
2019; Wahl et. al., 2015). In rund 30 % der Falle treten CL/P im Rahmen von einem der
mehr als 330 beschriebenen Syndrome auf. 70% der Patienten haben eine isolierte,
nicht-syndromale CL/P (nsCL/P) (Leslie und Marazita 2015; Tolarova et al., 2015).

Letztere ist Gegenstand der hier veréffentlichten Dissertation.

Die Atiologie von nsCL/P ist multifaktoriell. Sie setzt sich zusammen aus einem
komplexen Zusammenspiel von Umweltfaktoren und Genen (Dixon et al., 2011). In
Studien wurde ein Effekt von Umwelteinflissen wie mutterlichem Rauchen, mutterlichem
Ubergewicht und einem miitterlichen Folsduremangel beschrieben, diese sind jedoch
noch nicht konkludent (Jackson et. al., 2016; Jahanbin et. al., 2018; Little et. al., 2004;
Shi et. al., 2007; Stott-Miller et. al., 2010;). Basierend auf Stammbaumanalysen und
Zwillingsstudien, wird von einem starken genetischen Einfluss ausgegangen. Dieser
wurde auf bis zu 90% beziffert (Grosen et. al., 2010; Grosen et. al., 2011). Mithilfe von
genomweiten Assoziationsstudien (engl. genome-wide association studies, GWAS)
konnten bislang 45 genetische Loci (d.h., chromosomale Abschnitte) identifiziert werden,
an denen Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphisms,
SNPs) eine Assoziation mit nsCL/P aufwiesen (Beaty et. al., 2010; Birnbaum et. al.,
2009; Grant et. al., 2009; Leslie et. al., 2016; Leslie et. al., 2017; Ludwig et. al., 2012;
Ludwig et. al., 2016; Ludwig et. al., 2017; Mangold et. al., 2010; Moreno et. al., 2009;
Rahimov et. al., 2008; Sun et. al., 2015; Welzenbach et. al., 2021; Yu et. al., 2017). Eine



Schwierigkeit in der Aufarbeitung des biologischen Effektes dieser genetischen
Varianten bei multifaktoriellen Erkrankungen ist, dass ein Grofteil dieser assoziierten
Risiko-Loci in nicht-kodierenden Regionen des Genoms verortet ist (Thieme und
Ludwig, 2017). Daruber hinaus gilt es, die jeweils kausalen Varianten von nicht-kausalen
Varianten zu unterscheiden, welche im Kopplungsungleichgewicht (engl. linkage
disequlibrium, LD) stehen, bei dem eine erhéhte Wahrscheinlichkeit einer gemeinsamen
Vererbung besteht und die nur statistisch zur selben Assoziation beitragen (Thieme und
Ludwig, 2017). Im Rahmen von funktionellen in-vitro und in-vivo Studien wird versucht,
gen-regulatorische Effekte der assoziierten Varianten aufzudecken. Diese Effekte
beruhen unter anderem auf einer Beeinflussung der Genexpression durch sogenannte
cis-regulatorische Elemente (CRE), wie Enhancer und Silencer. Aufgrund
epigenetischer Mechanismen wie z. B. Histonmethylierung und Histonacetylierung und
deren Kombination sind in verschiedenen Zellen und Zeitpunkten unterschiedliche CRE
aktiv mit entsprechend variablem Transkriptom und Proteom (Birney et. al., 2007).
Hierdurch kann eine Differenzierung von Organismen erzielt werden, da aus variablen
transkribierten Genen und nachfolgend synthetisierten Proteinen verschiedener Zellen

unterschiedliche Phanotypen resultieren (Mack und Nachmann, 2017).

Risikovarianten in nicht-kodierenden Regionen des Genoms kdnnen zu einer
veranderten Bindung von Transkriptionsfaktoren (TF) fuhren. TF beeinflussen Uber ihre
Bindung an CRE die Expression von Genen und genregulatorische Netzwerke
(Degtyareva et. al., 2021; Abb.1). Dieser Mechanismus wurde auch bereits an einzelnen
Loci fur nsCL/P gezeigt: So wurden in einer Studie von Liu et. al. (2017) die Effekte von
SNPs eines nsCL/P GWAS-Risikolocus am Locus Chr. 1p22 untersucht. Es wurde
gezeigt, dass Risikoallele mit nsCL/P assoziierter SNPs an Chr. 1p22, innerhalb von
Enhancern des nsCL/P Kandidatengens Rho GTPase Activating Protein 29
(ARHGAP29), zu einer verdnderten Bindung der Transkriptionsfaktoren V-maf
musculoaponeurotic fiborosarcoma oncogene homolog B (MAFB) und Kruppel-like factor
4 (KLF4) fuhren. Hierdurch wurde die Expression von ARHGAP29 in humanen
embryonalen Gaumenzellen (engl. human embryonal palatal mesenchyme, HEPM)
beeinflusst. Rahimov et. al. (2008) zeigten fir den nsCL/P GWAS Risikolocus an Chr.
1932.2, dass das A-Allel des SNPs rs642961 an diesem Locus in Individuen mit nsCL/P



10

uberreprasentiert ist und dieses Allel zu einer veranderten Bindung des TF Transcription
factor AP-2 alpha (TFAP2A) an einem mit rs642961 Uberlappendem Enhancer des
nsCL/P Kandidatengens Interferon regulatory factor 6 (/RF6) fuhrt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die systematische Analyse der Binderegionen eines TF
mit einer Schlusselrolle in der kraniofazialen Entwicklung. Da diese Effekte spezifisch fur
Entwicklungszeitpunkte und Zelltypen sind, wurde die Studie mit HEPM-Zellen
durchgefuhrt, die ein adaquates Modell des embryonalen Gaumens vor der Fusion der
Gaumenfortsatze reprasentieren (Dhulipala et. al., 2004; Greene et. al., 2015; Yoneda
und Pratt 1981). Mittels Literaturrecherche und Genexpressionsanalyse in HEPM-Zellen
konnten wir TFAP2A als einen entwicklungsrelevanten, in unserem Zellmodell
exprimierten, TF identifizieren. Zur Generierung eines Datensatzes mit TFAP2A
Binderegionen in HEPM-Zellen fuhrten wir eine Chromatinimmunopréziptitation gefolgt
von einer Hochdurchsatzsequenzierung (ChlP-seq) durch. Eine zentrale Fragestellung
dieser Arbeit war, ob TFAP2A in HEPM-Zellen an, oder in der Nahe von, bekannten
nsCL/P Risikoloci oder bisher noch nicht signifikant assoziierten Loci bindet und ob dort
allelspezifische Bindeeffekte auftreten. Zu diesem Zweck fuhrten wir einen Abgleich der
TFAP2A ChIP-seq Daten aus HEPM-Zellen mit den Daten einer GWAS Meta-Analyse
(Ludwig et. al., 2017) durch, welche Informationen uUber ca. 8,01 Millionen SNPs und
deren Assoziation mit nsCL/P enthalt. Zudem erfolgte eine Integration der TFAP2A
ChlP-seq Daten aus HEPM-Zellen mit aktiven regulatorischen Regionen in
menschlichem kraniofazialen Gewebe des Carnegiestadiums 15 (CS15; Wilderman et.
al., 2018). Die Carnegiestadien stellen eine Einteilung der Embryonalperiode in
insgesamt 23 Entwicklungsstadien dar (O’Rahilly und Muller, 2010). CS15 beschreibt
den Entwicklungsstand um den 36. Tag post conceptionem (p.c.) vor der Bildung des
sekundaren Gaumens in der 6. bis 8. Woche p.c. und stimmt mit dem gestationalen
Alter des welblichen Abortes, aus dem die verwendeten HEPM-Zellen asserviert
wurden, ndherungsweise Uberein (Yoneda und Pratt 1981). AulRerdem wurde eine
Integration mit Gen-Ontologie-Daten zu biologischen Prozessen, humanen Phanotypen

und Maus-Einzelgen-Knockout-Phanotypen durchgefuhrt.
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Abb. 1: Verdnderte Bindung von Transkriptionsfaktoren (TF) als moglicher Effekt von
assoziierten Einzelnukleotid-Polymorphismen (engl. single nucleotide polymorphisms,
SNPs) in nicht-kodierenden Regionen des Genoms: (a) Die Bindung eines TF an
Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) cis-regulatorischer Elemente (CRE) der DNA
kann regulatorische Effekte auf die Expression von Genen und die Herstellung von
Boten-RNA (engl. messenger RNA, mRNA) und Genprodukt haben. (b) Ein Risikoallel
eines SNPs in einem CRE kann im Vergleich zu einem nicht mit einer Krankheit
assoziierten Allel eines SNPs (Nicht-Risikoallel) zu einer veranderten Bindungsaffinitat
eines Transkriptionsfaktors flhren.

1.2 Material und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden Genexpressionsdaten aus HEPM-Zellen,
TFAP2A ChlP-seq Peaks in HEPM-Zellen und HelLaS3 Zellen (Gerstein et. al., 2012),
epigenetische Daten aus CS15 embryonalem Gewebe (Wilderman et. al., 2018), Gen-
Ontologie-Daten (McLean et. al., 2010), eine nsCLP GWAS Metaanalyse (Ludwig et al.
2017) und nsCL/P Risikoloci beinhaltende topologisch assoziierten Doméanen (engl.
topologically associating domain, TAD) (Welzenbach et. al., 2021) miteinander integriert.
Eine Ubersicht des Studienablaufs findet sich in Abb. 2.
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Abb. 2: Vereinfachte Darstellung des Studiendesigns. Verweise zu den
korrespondierenden Sektionen des Kapitels ,Material und Methoden® in grauen
Klammern. Abkilrzungen entsprechend den Verweisen im Text und dem
Abklrzungsverzeichnis.

1.2.1 Zellkultur

HEPM-Zellen (ATCC Cat# CRL-1486) wurden Uber 5 Tage in DMEM-Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (high Glucose) mit 10% hitzeinaktiviertem fetalem Rinderserum
und 1 % Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 5% COz2 kultiviert. Anschlielend erfolgte
die Extraktion der DNA und RNA (QIAGEN DNeasy® Blood & Tissue kit, QIAGEN
RNeasy® kit) gemalR Herstellerprotokoll. Fur weitere Informationen siehe Ruff et. al.

(2022).

1.2.2 Generierung von HEPM Genexpressionsdaten mittels 3'-mRNA-Seq

Nach einem Anhang von Index-Sequenzen fir eine parallele Sequenzierung mehrerer
RNA-Proben aus HEPM-Zellen (Library preparation, Lexogen QuantSeq 3'mRNA-Seq

Library Prep Kit) erfolgte eine Hochdurchsatzsequenzierung mit ca. 20 Millionen Reads
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pro Probe (lllumina HiSeq2500). Es erfolgte eine bioinformatische Aufarbeitung der
Sequenzierungsdaten, bestehend aus einer Qualitatskontrolle (FastQC v0.11.7, Wingett
und Andrews, 2018; MultiQC v1.2, Ewels et. al., 2016), einer Entfernung von
Adaptersequenzen (bbduk, BBMap v37.44, Bushnell, 2019), einem Abgleich mit dem
GRCh37/hg19 Referenzgenom (STAR Aligner v.2.5.2b, Dobin et. al., 2013), und einer
quantitativen Auswertung der Reads pro Gen (featureCounts v1.5.1, Liao et. al., 2014;
Referenzgenom: GRCh37.p13, Genome Reference Consortium, 2009). Die 3'm-RNA-
Seq wurde in Triplikaten durchgefuhrt und die Zahl der Reads pro Gen wurden Uber die
Replikate gemittelt. Es wurden exprimierte Gene (mindestens 5 3'mRNA-Seq Reads)
und stark exprimierte Gene (mindestens 327 3'm-RNA-Seq Reads & dem oberen Quartil
der exprimierten Gene) unterschieden. Zuletzt erfolgte eine Identifikation von TF unter
den exprimierten Genen mittels eines Abgleiches mit der TF-Bindemotive enthaltenden
JASPAR CORE vertebrate assembly Datenbank (2020, Fornes et. al., 2020).

1.2.3 Auswahl eines in HEPM exprimierten Transkriptionsfaktors

Es wurde mittels Literaturrecherche in der Pubmed Datenbank ein Transkriptionsfaktor
mit Evidenz fir eine Rolle in der kraniofazialen Entwicklung oder der Pathogenese
orofafzialer Spalten fir die vorliegende Studie ausgewahlt. Wir wahlten einen,
entsprechend unseren Genexpressionsdaten, in HEPM-Zellen exprimierten

Transkriptionsfaktor aus. Fur weitere Informationen siehe Ruff et. al. (2022).

1.2.4 Genotypisierung von HEPM-Zellen

Zur |dentifikation heterozygoter = SNPs mit  mdglicher  allelspezifischer
Transkriptionsfaktorbindung in HEPM Zellen wurde eine Genotypisierung durchgefuhrt.
Wir generierten Genotypinformationen aus HEPM-Zell-DNA mittels eines lllumina
Infinium GSA v2.0 array und bioinformatischer Imputation (IMPUTE v2.3.2, Howie et. al.,
2009; Referenzdatensatz: 1000 genomes phase 3 GRCh37/hg19, Fairley et. al., 2020).
Zudem pruften wir die Genotypen einer Auswahl imputierter Varianten mittels Sanger

Sequenzierung. Fur weitere Informationen siehe Ruff et. al. (2022).

1.2.5 Chromatinimmunoprazipitation (ChlIP)

Wir fuhrten zwei Replikate einer ChIP mit je ca. 4 Millionen HEPM-Zellen und einem
polyklonalen TFAP2A Antikérper (Abcam Cat# ab52222) durch. Fir die
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Chromatinimmunoprazipitation wurde das Cell Signaling Technology®
SimpleChlIP®Enzymatic Chromatin IPKit #9003 genutzt und das Herstellerprotokoll
wurde bis auf einzelne im Folgenden beschriebene Anpassungen befolgt. Nach einer
DNA-Quervernetzung mittels Formaldehyd und Inkubation mit verschiedenen im Kit
inkludierten Reagenzien auf Eis, erfolgte ein Chromatinverdau mit 0,5 pl
Mikrokokkennuklease tuber 15 Min bei 37°C und eine Ultraschallfragmentierung mit
einem Diagenode Bioruptor uber 50 Zyklen mit je 30 Sekunden Schallexposition und 30
Sekunden Pause. Nach einer Kontrolle der DNA-FragmentgréRe mittels
Gelelektrophorese erfolgte eine Inkubation von 25 ug DNA mit 0,005 ug des TFAP2A
Antikérpers Uber Nacht bei 4 °C mit Rotation. Nach Gewinnung von
Chromatinfragmenten mit Antikérperbindung mit Protein G Magnetic Beads und
Revidierung der DNA-Quervernetzung wurden die Proben in
Zentrifugationssaulengefallen aufgereinigt. Fir weitere Informationen siehe Ruff et. al.
(2022).

1.2.6 Hochdurchsatzsequenzierung der ChlP-Proben

Zur Vorbereitung der Proben und zum Anhdngen von Indexsequenzen wurde das
NEBNext® Ultra™ Il DNA Library Prep Kit for lllumina® entsprechend dem
Herstellerprotokoll genutzt. Durch den Einsatz von Indizes konnte eine gleichzeitige
Sequenzierung von HEPM-DNA-Proben nach ChIP und unbehandelten Proben als
Kontrollen erfolgen (sog. Multiplex-Sequenzierung). Es erfolgte eine
Hochdurchsatzsequenzierung (engl. next generation sequencing, NGS) mit einem
lllumina MiSeq v2 Sequenzierer in der NGS Core-facility des Uniklinikums Bonn. Jedes
Replikat wurde zweifach sequenziert. Es resultierten 20 Millionen Reads mit einer Lange
von je 250 Basenpaaren in beiden DNA-Ableserichtungen pro Probe (zwei Replikate
jeweils mit ChlP-Probe und Kontrollprobe). Fur weitere Informationen siehe Ruff et. al.
(2022).

1.2.7 Bioinformatische Auswertung der ChlP-seq

Die bioinformatische Auswertung der ChIP-seq umfasste eine Qualitatskontrolle der
NGS Reads (FastQC, v0.11.7, Wingett und Andrews, 2018), eine Entfernung von

Adaptersequenzen und eine Kirzung der Eintrage auf 200 Basenpaare Lange
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(Cutadapt v1.15. Martin, 2011). Die Reads wurden mit dem GRCh37/hg19
Referenzgenom abgeglichen und den jeweiligen genomischen Regionen zugeordnet
(Bowtie 2 v2.3.4, Langmead et. al., 2012). Es erfolgte ein Abgleich der chromosomalen
Regionen der ChlP-seq und Kontrollproben, um in der ChlP-Probe Uberreprasentierte
DNA-Regionen zu identifizieren (MACS2 v2.1.1, Zhang et. al., 2008). Regionen mit 5-
bis 50-fach héherer Anreicherung in der ChIP-Probe als in der Kontrolle und einer
Falscherkennungsrate (engl. false discovery rate, FDR) kleiner als 0,05 wurden als
Regionen mit Transkriptionsfaktorbindung angesehen, im Folgenden als TFAP2A ChlP-
seq Peaks bezeichnet. FiUr die weitere Analyse selektierten wir einen Datensatz aus
TFAP2A ChlP-seq Peaks, welche sich in beiden Replikaten wiederfanden. Regionen,
welche gehauft als Artefakte in ChiP-seq Datensatzen auftauchen (Encode blacklist
regions, Carroll et. al., 2014), wurden aus unserem Datensatz entfernt (BEDtools

v2.27.0, Quinlan et. al., 2010). Fur weitere Informationen siehe Ruff et. al. (2022).

1.2.8 Bindemotivanalyse

Zur Analyse des pradominanten Transkriptionsfaktorbindemotivs unseres Datensatzes
werteten wir die Basensequenz +/- 50 Basenpaare um die Mittelpunkte der TFAP2A
ChlP-seq Peaks aus (MEME ChlIP v.5.1.0, Machanick et. al., 2011). Um zu validieren,
dass dieses Motiv mit bisher bekannten Bindemotiven des TF Ubereinstimmt, fuhrten wir
einen Abgleich mit der TFBS Datenbank JASPAR core 2018 assembly (Khan et. al.,
2018) durch (Tomtom motif comparison tool v.5.1.0, Gupta et. al., 2007).

1.2.9 Abgleich mit TFAP2A ChiP-seq Peaks in HeLaS3-Zellen

Um zu zeigen, dass die TFBS unseres Datensatzes tatsachliche Binderegionen von
TFAP2A sind, fuhrten wir einen Abgleich mit TFAP2A Binderegionen in einer humanen
Zervixkarzinomzellreihe (HelLaS3-Zellen, Gerstein et. al., 2012) durch. AulRerdem
identifizierten wir im Rahmen dieser Analyse potenziell kraniofazial-spezifische TFAP2A
Binderegionen, welche entsprechend nur in dem in dieser Studie generierten Datensatz
und nicht dem HelaS3-Datensatz prasent waren. Wenn mehr als 50% des TFAP2A
ChlP-seq Peaks in HelLaS3 mit einem TFAP2A ChIP-seq Peak in HEPM-Zellen
ibereinstimmte, wurde dies als Uberlappung gewertet. Fir weitere Informationen siehe
Ruff et. al. (2022).



16

1.2.10 Abgleich mit epigenetischen Markern aus humanem, embryonalem,

kraniofazialem Gewebe

Um potenziell aktive regulatorische Regionen zu identifizieren, integrierten wir unsere
TFAP2A ChlIP-seq Peaks in HEPM-Zellen mit Histonmarkierungen aktiver Enhancer und
DNAse1 Hypersensitivitdtsregionen in humanem, embryonalem kraniofazialem Gewebe
des CS15 (Wilderman et. al., 2018). Eine Uberlappung wurde ab einem gemeinsamen

Basenpaar angenommen. Fur weitere Informationen siehe Ruff et. al. (2022).

1.2.11 Abgleich mit nsCL/P GWAS SNPs
Die TFAP2A ChIP-seq Peaks wurden mit einer GWAS-Metaanalyse von Ludwig et. al.

(2017) abgeglichen. Diese enthielt Assoziationsdaten fur ca. 8,01 Millionen SNPs aus
asiatischen und europaischen Erkrankten und Kontrollen mit einer Frequenz des
selteneren Allels (engl. minor allele frequency, MAF) von =21%. SNPs mit einem
Infoscore von mindestens 0,8 wurden in die Analyse eingeschlossen. Ein mdgliches
Kopplungsungleichgewicht, wurde mithilfe des Tools LD link (v.5, Einstellung: Alle
Populationen, Machiela et. al., 2015) ermittelt. Flr weitere Informationen siehe Ruff et.
al. (2022).

1.2.12 Analyse von topologisch assoziierten Domanen der GWAS loci

Wir untersuchten, ob SNPs, welche in TFAP2A ChlP-seq Peaks in HEPM-Zellen lagen,
in TADs der 45 nsCL/P GWAS Risikoloci verortet waren. Topologisch assoziierte
Doménen sind abgrenzbare, genetische Bereiche innerhalb derer, als funktionelle
Einheiten, eine hohe regulatorische Aktivitdt stattfindet (Dixon et. al., 2012). Eine
entsprechende Zusammenstellung von nsCL/P GWAS Risikoloci und TADs entnahmen

wir einer vorausgegangenen Arbeit unserer Gruppe (Welzenbach et. al., 2021).

1.2.13 Identifikation von SNPs mit allelspezifischer TF Bindung
Mithilfe des Tools ABC (v.1.3., Bailey et. al., 2015) untersuchten wir die TFAP2A ChIP-

seq Peaks in HEPM-Zellen auf eine Uberreprasentation bestimmter Allele von in HEPM-
Zellen heterozygoten Varianten. Eine allelspezifische Bindung wurde bei einem
binominalen p-Wert <0,05 angenommen. Fir weitere Informationen siehe Ruff et. al.
(2022).
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1.2.14 Gen-Ontologie
Wir nutzten das Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool (GREAT, v4.04,

McLean et al., 2010) um zu untersuchen, ob es eine Anreicherung von TFAP2A ChlP-
seq Peaks an Regionen mit bestimmten, in den Gen-Ontologie-Daten gelisteten,
humanen Phanotypen, Einzelgen-Knockout-Phanotypen der Maus oder biologischen
Prozessen gab. AulRerdem erfolgte mithilfe des Tools die Identifikation méglicher durch
die Bindung von TFAP2A in ihrer Expression beeinflusster Gene. Hierzu wurden die
Standardeinstellungen des Tools verwendet. Fur weitere Informationen siehe Ruff et. al.
(2022).

1.3 Ergebnisse

1.3.1 TFAP2A als ein in HEPM-Zellen exprimierter, kraniofazialer Transkriptionsfaktor

Nach bioinformatischer Auswertung einer 3-mRNA-seq in HEPM-Zellen zeigten sich
14.508 exprimierte Gene und hierunter 350 fur TF kodierende Gene (Siehe
Supplementary Table S1, Fig. 1 in Ruff et. al., 2022). Zur weiteren Eingrenzung fir die
vorliegende Fragestellung relevanter TF erfolgte eine Literaturrecherche in der Pub-
med-Datenbank. Wir priorisierten 22 TF durch Evidenz fir i) eine kraniofaziale
Malformation bei Mutation des entsprechenden Gens, ii) eine Schlusselrolle in der
Entwicklung des Gaumens basierend auf Tiermodellen oder bekannten
genregulatorischen Netzwerken, oder iii)) den Status eines Kandidatengens durch
Lokalisation an einem nsCL/P Risikolocus. Darlber hinaus zeigten 6 von diesen 22 TFs
eine starke Expression in HEPM-Zellen. In Zusammenschau von Literatur und
Expressionsdaten wurde TFAP2A als in HEPM-Zellen stark exprimiertes Kandidatengen
des nsCL/P Risikolocus Chr. 6p24 (Yu et. al., 2017) fur die weiteren Analysen der

vorliegenden Arbeit ausgewahit.

1.3.2 TFAP2A ChlP-seq Peaks nahe bekannter nsCL/P Kandidatengene

Die Daten der TFAP2A-ChIP-seq zeigten 3.989 und 5.820 TFAP2A ChIP-seq Peaks in
den zwei durchgefihrten Replikaten, und 2.845 in beiden Replikaten prasente TFAP2A
ChlP-seq Peaks (FDR <5%, Supplementary Tables S3-S5, Fig, 2a aus Ruff et al.,
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2022). Die weiteren Analysen wurden mit diesen 2.845 TFAP2A ChlP-seq Peaks
durchgefuhrt. Eine Bindemotivanalyse dieser Regionen zeigte ein Uberreprasentiertes,
15 Basenpaare umfassendes Motiv mit hoher Ubereinstimmung mit bekannten TFAP2A
Bindesequenzen der JASPAR core vertebrate assembly (Fig. 2b aus Ruff et. al., 2022,
Khan et. al., 2018). Erganzend resultierte eine Gen-Ontologie-Analyse, basierend auf
der rdumlichen Nahe von TFAP2A ChlIP-seq Peaks zu Transkriptionsstartpunkten von
Genen, in 3.470 moglicherweise durch die Bindung von TFAP2A in ihrer Expression
beeinflussten Genen (Supplementary Table S5 aus Ruff et. al., 2022). Hierunter waren
10 nsCL/P Kandidatengene und unter diesen 8 Kandidatengene mit Expression in
HEPM-Zellen (Table 1 aus Ruff et. al., 2022).

1.3.3 Identifikation spezifischer kraniofazialer TFAP2A ChIP-seq Peaks

Im Abgleich mit einem Datensatz aus humanen Zervixkarzinomzellen (HelLa-S3-Zellen,
Gerstein et. al., 2012) erfolgte die |dentifikation von 1.333 Ubereinstimmenden TFAP2A
ChlP-seq Peaks in HEPM-Zellen und HelLa-S3-Zellen (PChi2 <0,0001, Supplementary
Table S5, Fig.3 aus Ruff et. al., 2022). Diese Ubereinstimmung unterstiitzte die
Hypothese, dass es sich um tatsachliche Binderegionen von TFAP2A handelte. Zudem
erfolgte die Integration mit Histonmarkern aus embryonalem kraniofazialem Gewebe der
CS 15 (Wilderman et. al., 2018). Es zeigte sich eine Uberlappung von 2.678 TFAP2A
ChlP-seq Peaks in HEPM-Zellen mit DNAse1-Hypersensitivitatsregionen und hierunter
von 1.634 Regionen mit H3-K27ac-Histonstatus jeweils in embyonalem kraniofazialem
Gewebe (jeweils PChi2 <0,0001, Supplementary Table S5, Fig. 3 aus Ruff et. al., 2022).
Diese Marker wurden als Indiz fur aktive Enhancer gewertet (Birney et. al., 2007). Von
diesen 1.634 TFAP2A ChIP-seq Peaks zeigten 802 keine Uberlappung mit TFAP2A
ChlP-seq Peaks in HelLaS3-Zellen, sodass es sich um spezifische, kraniofaziale
TFAP2A ChlP-seq Peaks handeln kénnte.

1.3.4 Gen-Ontologie-Analysen weisen auf Relevanz von TFAP2A-Bindestellen in
embryonalen Prozessen und Phanotypen im Kontext der kraniofazialen
Entwicklung hin

Die Gen-Ontologie-Analyse aller 2.845 und der 802 potenziell fir die kraniofaziale

Entwicklung spezifischen TFAP2A ChlP-seq Peaks zeigte diverse relevante
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Assoziationen (FDR g-Wert <0,05; Supplementary Tables S6-S11) im Hinblick auf
murine Einzelgen-Knockout-Phanotypen (z.B. ,abnormale Elevation der
Gaumenanlagen®), humane Phanotypen (z.B. ,abnormales Weichgewebe des
Gesichts®) und biologische Prozesse (z.B. ,Regulation der zellularen Reaktion auf einen
transfroming growth factor Stimulus®). Einige der Uberreprasentierten Prozesse mit
Bezug zu nsCL/P oder der kraniofazialen Entwicklung und zeigten entweder keine oder
eine weniger signifikante Assoziation zum Gesamtset der 2.845 TFAP2A ChIP-seq

Peaks, verglichen mit der Subgruppe der potenziell spezifischen kraniofazialen Peaks.

1.3.5 Keine signifikant assoziierten nsCL/P Risikovarianten in TFAP2A ChlP-seq
Peaks in HEPM

Im Abgleich der 2.845 TFAP2A ChIP-seq Peaks in HEPM-Zellen mit SNPs einer GWAS
Metaanalyse von Ludwig et. al. (2017) konnten wir 1.564 haufige Varianten innerhalb
der Peaks identifizieren (Supplementary Table S13 aus Ruff et. al., 2022). Hierunter
waren vier SNPs mit einem GWAS p-Wert <0,001 (rs463271 (22q11.21, p-
Wert=2,72x10%); rs12882215, rs7144455 (14924.3, p-Wert=3,30x10* und p-
Wert=3,77x10*, D’=1,0; r2=0,85); rs4774822 (15921.3, p-Wert=6,27x10%,
Supplementary Table S13 aus Ruff et. al., 2022). Zudem wurden die TADs der 45
aktuell bekannten nsCL/P GWAS Risikoloci mit den 2.845 TFAP2A ChIP-seq Peaks
abgeglichen (Welzenbach et. al., 2021). Innerhalb von 20 TADs waren 70 TFAP2A-
ChlP-seq Peaks und 46 haufige Varianten lokalisiert. Keiner dieser SNPs zeigte eine
signifikante oder nominale Assoziation mit nsCL/P. Es lagen mit rs672819 und rs447476
zwei Varianten innerhalb der 70 Peaks, die ein LD mit signifikant mit nsCL/P
assoziierten Varianten an bekannten Risikoloci aufweisen. So lag ein
Kopplungsungleichgewicht zwischen rs672819 und rs3753517 auf 1932.1 (D’= 0,51; r2=
0,18) und eines zwischen rs447476 und rs2303914 auf 2p25.1 (D’= 0,91; r2= 0,28) vor.

1.3.6 Allelspezifische Bindung von TFAP2A in HEPM-Zellen

Durch die Genotypisierung der HEPM-Zellen mittels eines Arrays und genomischer
Imputation identifizierten wir 461 heterozygote SNPs der GWAS Metanalyse von Ludwig
et. al. (2017) innerhalb der TFAP2A ChlP-seq Peaks in HEPM-Zellen. Die Analyse der
TFAP2A ChlIP-seq Peaks in HEPM-Zellen auf allelspezifische TFAP2A-Bindung an
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diesen SNPs zeigte 18 SNPs mit Uberreprasentation eines Allels in den ChIP-seq
Reads (binominaler p-Wert <0,05, Supplementary S14 aus Ruff et. al., 2022). Keiner
dieser SNPs zeigte eine nominale oder statistisch signifikante Assoziation mit nsCL/P.
Von den vier SNPs mit einem p-Wert <0,001 in der nsCL/P GWAS Metaanalyse von
Ludwig et. al. (2017) war nur rs447476 heterozygot in HEPM-Zellen. Jedoch zeigte sich
hier keine allelspezifische Bindung von TFAP2A. In der Gen-Ontologie-Analyse der 18
TFAP2A-ChIP-seq Peaks mit Varianten mit allelspezifischer Bindung zeigten sich keine
fur nsCL/P oder die kraniofaziale Entwicklung relevanten Gene, Phéanotypen oder

biologischen Prozesse Uberreprasentiert.

1.4 Diskussion

Basierend auf bisheriger Evidenz kommt TFAP2A eine Schlisselrolle in der
kraniofazialen Entwicklung zu. Ein Knockout von Tfap2a in Mausmodellen fihrte zu
einem Phanotyp mit Gesichtsspalten neben anderen Fehlbildungen (Green et. al., 2015;
Schorle et. al., 1996). Das Brancho-Oculo-Faziale Syndrom, welches durch Deletionen
im TFAP2A-Gen verursacht wird, fuhrt zu Lippenspalten mit oder ohne Gaumenspalten
und anderen Symptomen wie z.B. Hautdefekten (Milunsky et. al., 2008). Eine reduzierte
Verfugbarkeit der Mikro-RNA miR-17-92, deren Transkription durch TFAP2A reguliert
wird, fuhrt zu einer gesteigerten Expression von T-box protein 7 (Thx7) und von T-box
protein 3 (Thx3) im murinen embryonalen Mittelgesicht und zu Gaumenspalten mit
vollstandiger Penetranz (Wang et. al.,, 2013). Regulatorische Netzwerke in der
kraniofazialen Entwicklung mit TFAP2A im Zentrum wurden im Rahmen von Multi-

Omics-Ansatzen charakterisiert (Razaghi-Moghadam et. al., 2019).

In unserer Analyse konnten wir 2.845 TFAP2A ChIP-seq Peaks, und darunter 802
potenziell fur die kraniofaziale Entwicklung spezifische TFAP2A ChlP-seq Peaks,
identifizieren. Diese Uberlappten mit DNase1-Hypersensitivitdtsregionen und H3K27ac
Histonmarkierung in humanem embryonalem kraniofazialem Gewebe des CS15 und
kénnten somit aktive Enhancer wahrend des relevanten Entwicklungszeitpunktes
darstellen (Wilderman et. al., 2018; Birney et. al., 2007). TFAP2A ChlP-seq Peaks lagen
in der Nahe der nsCL/P GWAS Kandidatengene Homeobox protein MSX-1 (MSX1, Yu
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et. al., 2017), Sprouty homolog 2 (SPRY2, Ludwig et. al., 2012), ARHGAP29 (Beaty et.
al., 2012), Filamin A interacting protein 1 like (FILIP1L, Beaty et. al., 2013),
transformation-related protein 63 (7P63, Leslie et. al.,, 2017), Gremlin 1 (GREM1,
Ludwig et. al., 2016), Tropomyosin alpha-1 (TPM1, Ludwig et. al., 2012), AT-rich
interactive domain-containing protein 3B (ARID3B, Ludwig et. al., 2017), Adenylyl
cyclase type 9 (ADCY9, Sun et. al.,, 2015) und NOG (Mangold et. al., 2010). Interessant
waren hierunter insbesondere MSX7 und SPRY2. Diese Gene waren in HEPM-Zellen
stark exprimiert und es wurde in Studien bereits eine Expression und funktionelle
Relevanz der beiden Gene im Gaumenmesenchym wahrend der Gesichtsentwicklung
gezeigt (Carroll et. al., 2020; Goodnough et. al., 2007; Matsumura et. al., 2011; Zhang
et. al.,, 2002). Eine Bindung nahe /RF6 und rs642961 liel} sich nicht replizieren und ist
maoglicherweise zelltypspezifisch. Regulatorische Effekte der TF Bindung kénnten,
vermittelt Uber eine Verdnderung der Genexpression, einen Effekt auf
Entwicklungsvorgdnge haben. Ebenso zeigten sich einige mit der Entwicklung des
Gesichtes verknupfte biologische Prozesse und relevante humane und murine
Phanotypen in der Gene-Ontologie-Analyse der TFAP2A ChIP-seq Peaks
uberreprasentiert. Hervorzuheben ist hier eine mdégliche Regulation des, fur die
kraniofaziale Entwicklung notwendigen, Transforming growth factor beta (TGFB)
Signalwegs durch TFAP2A und eine Rolle in der epithelial-mesenchymalen Transition
(engl. epithelial mesenchymal transition, EMT), in die auch TGFB involviert ist (Nakajima
et. al., 2018). Die Fusionsregionen der Gaumenfortsatz