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1.  D e ut s c h e Z u s a m m e nf a s s u n g  

 

1. 1  Ei nl eit u n g  

Li p p e n s p alt e n mit o d er  o h n e G a u m e n s p alt e ( e n gl . cl eft li p w it h or wit h o ut cl eft p al at e, 

C L/ P ) si n d ei n e a n g e b or e n e F e hl bil d u n g d e s Mitt el g e si c ht s , mit ei n er w elt w eit e n 

Pr ä v al e n z v o n 1 pr o 6 0 0  L e b e n d g e b or e n e n (M o s s e y et al. , 2 0 0 9 ). B etr off e n e b e n öti g e n 

h ä ufi g  ei n e  u mf a n gr ei c h e  c hir ur gi s c h e B e h a n dl u n g  s o wi e ei n e a u d i ol o gi s c h e, 

l o g o p ä di s c h e u n d z a h n är ztli c h e B etr e u u n g , v er b u n d e n mit s u b st a n zi ell e n K o st e n f ür 

G e s u n d h eit s s y st e m e  ( W e h b y et al., 2 0 0 9).  Er g ä n z e n d l ei d e n B etr off e n e h ä ufi g er u nt er 

M o b bi n g i m s c h uli s c h e n U mf el d u n d ei n er g eri n g er e n Z ufri e d e n h eit mit i hr e m ä u ß er e n 

Er s c h ei n u n g s bil d , i m V er gl ei c h z u ni c ht -b etr off e n e n  I n di vi d u e n (Al -N a m a n k a n y u n d 

Al h u b ai s hi, 2 0 1 8; L or ot -M ar c h a n d et. al., 2 0 1 5; M ar c u s s o n et. al., 2 0 0 2 ; M ull e n s et. al., 

2 0 1 9; W a hl et. al., 2 0 1 5 ). I n r u n d 3 0 % d er  F äll e tr et e n C L/ P i m R a h m e n v o n  ei n e m d er 

m e hr al s 3 3 0 b e s c hri e b e n e n S y n dr o m e a uf. 7 0 % d er P ati e nt e n h a b e n ei n e i s oli ert e, 

ni c ht -s y n dr o m al e C L/ P ( n s C L/ P)  ( L e sli e u n d M ar a zit a  2 0 1 5; T ol ar o v a et al. , 2 0 1 5) . 

L et zt er e i st G e g e n st a n d d er hi er v er öff e ntli c ht e n Di s s ert ati o n.  

Di e Äti ol o gi e  v o n n s C L/ P i st m ultif a kt ori ell. S i e s et zt si c h z u s a m m e n a u s ei n e m 

k o m pl e x e n Z u s a m m e n s pi el v o n  U m w eltf a kt or e n u n d G e n e n ( Di x o n et al., 2 0 1 1). I n 

St u di e n w ur d e ei n Eff e kt v o n U m w elt ei nfl ü s s e n wi e m ütt erli c h e m R a u c h e n, m ütt erli c h e m  

Ü b er g e wi c ht u n d ei n e m m ütt erli c h e n F ol s ä ur e m a n g el b e s c hri e b e n , di e s e si n d j e d o c h 

n o c h ni c ht k o n kl u d e nt  (J a c k s o n et. al., 2 0 1 6; J a h a n bi n et. al., 2 0 1 8; Littl e et. al., 2 0 0 4; 

S hi et. al., 2 0 0 7 ; St ott-Mill er et. al., 2 0 1 0; ). B a si er e n d a uf  St a m m b a u m a n al y s e n u n d 

Z willi n g s st u di e n , wir d v o n ei n e m s t ar k e n g e n eti s c h e n Ei nfl u s s a u s g e g a n g e n . Di e s er 

w ur d e a uf bi s z u 9 0 % b e ziff ert (Gr o s e n et. al., 2 0 1 0; Gr o s e n et. al., 2 0 1 1 ). Mit hilf e v o n 

g e n o m w eit e n A s s o zi ati o n s st u di e n ( e n g l. g e n o m e -wi d e a s s o ci ati o n st u di e s , G W A S) 

k o n nt e n bi sl a n g 4 5 g e n eti s c h e L o ci ( d. h., c hr o m o s o m al e A b s c h nitt e) i d e ntifi zi ert w er d e n, 

a n d e n e n Ei n z el n u kl e oti d -P ol y m or p hi s m e n ( e n g l. si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s , 

S N P s ) ei n e A s s o zi ati o n mit n s C L/ P a uf wi e s e n  (B e at y et. al., 2 0 1 0; Bir n b a u m et. al., 

2 0 0 9; Gr a nt et. al., 2 0 0 9; L e sli e et. al., 2 0 1 6; L e sli e et. al., 2 0 1 7;  L u d wi g et. al., 2 0 1 2; 

L u d wi g et. al., 2 0 1 6; L u d wi g et. al., 2 0 1 7; M a n g ol d et. al., 2 0 1 0; M or e n o et. al., 2 0 0 9; 

R a hi m o v et. al., 2 0 0 8; S u n et . al., 2 0 1 5; W el z e n b a c h et. al. , 2 0 2 1; Y u et. al., 2 0 1 7 ). Ei n e 
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S c h wi eri g k eit i n d er A uf a r b eit u n g d e s bi ol o gi s c h e n Eff e kt e s di e s er g e n eti s c h e n 

V ari a nt e n b ei m ultif a kt ori ell e n  Er kr a n k u n g e n i st, d a s s ei n Gr o ßt eil di e s er a s s o zii ert e n  

Ri si k o -L o ci i n ni c ht -k o di er e n d e n R e gi o n e n d e s G e n o m s v er o rt et i st ( T hi e m e u n d 

L u d w i g, 2 0 1 7). D ar ü b er hi n a u s gilt e s , di e j e w eil s k a u s al e n V ari a nt e n v o n ni c ht -k a u s al e n 

V ari a nt e n  z u u nt er s c h ei d e n, w el c h e  i m K o p pl u n g s u n gl ei c h g e wi c ht ( e n gl. li n k a g e 

di s e q uli bri u m , L D) st e h e n , b ei d e m ei n e  er h ö ht e W a hr s c h ei nli c h k eit e i n er g e m ei n s a m e n 

V er er b u n g  b e st e ht u n d di e  n ur st ati sti s c h z ur s el b e n A s s o zi ati o n b eitr a g e n ( T hi e m e u n d 

L u d wi g , 2 0 1 7) . I m R a h m e n v o n f u n kti o n ell e n i n-vitr o  u n d i n-vi v o  St u di e n  wir d  v er s u c ht, 

g e n -r e g ul at ori s c h e Eff e kt e d er a s s o zii ert e n V ari a nt e n a uf z u d e c k e n . Di e s e  Eff e kt e 

b er u h e n u nt er a n d er e m a uf ei n er B e ei nfl u s s u n g d er G e n e x pr e s si o n d ur c h s o g e n a n nt e 

ci s -r e g ul atori s c h e El e m e nt e ( C R E), wi e E n h a n c er u n d Sil e n c er. A uf gr u n d 

e pi g e n eti s c h e r M e c h a ni s m e n wi e z.  B. Hi st o n m et h yli er u n g u n d Hi st o n a c et yli er u n g u n d 

d er e n  K o m bi n ati o n si n d i n  v er s c hi e d e n e n Z ell e n u n d Z eit p u n kt e n  u nt er s c hi e dli c h e C R E 

a kti v mit e nt s pr e c h e n d v ari a bl e m  Tr a n s kri pt o m u n d  Pr ot e o m  (Bir n e y et. al., 2 0 0 7 ). 

Hi er d ur c h k a n n ei n e Diff er e n zi er u n g v o n Or g a ni s m e n er zi elt w er d e n , d a a u s v ari a bl e n 

tr a n s kri bi ert e n G e n e n u n d n a c hf ol g e n d s y nt h eti si ert e n Pr ot ei n e n  v er s c hi e d e n er Z ell e n 

u nt er s c hi e dli c h e P h ä n ot y p e n r e s ulti er e n  ( M a c k u n d N a c h m a n n, 2 0 1 7). 

Ri si k o v ari a nt e n i n ni c ht -k o di er e n d e n R e gi o n e n d e s G e n o m s  k ö n n e n z u ei n er 

v er ä n d ert e n  Bi n d u n g v o n Tr a n s kri pti o n sf a kt or e n ( T F)  f ü hr e n. T F  b e ei nfl u s s e n  ü b er i hr e 

Bi n d u n g a n C R E  di e E x pr e s si o n v o n G e n e n u n d g e n r e g ul at ori s c h e N et z w er k e 

( D e gt y ar e v a et. al., 2 0 2 1; A b b. 1). Di e s er M e c h a ni s m u s w ur d e a u c h b er eit s a n ei n z el n e n 

L o ci f ür n s C L/ P g e z ei gt: S o w ur d e n  i n ei n er St u di e v o n Li u et . al. (2 0 1 7 ) di e Eff e kt e v o n 

S N P s ei n e s n s C L/ P G W A S -Ri si k ol o c u s a m L o c u s C hr . 1 p 2 2 u nt er s u c ht. E s w ur d e  

g e z ei gt, d a s s Ri si k o all el e  mit  n s C L/ P a s s o zii ert er S N P s a n C hr . 1 p 2 2 , i n n er h al b v o n 

E n h a n c er n d e s n s C L/ P K a n di d at e n g e n s R h o G T P a s e A cti v ati n g Pr o t ei n 2 9 

(A R H G A P 2 9 ), z u ei n er v er ä n d ert e n Bi n d u n g d er  Tr a n s kri pti o n sf a kt or e n V -m af 

m u s c ul o a p o n e ur oti c fi br o s ar c o m a o n c o g e n e h o m ol o g B  (M A F B ) u n d Kr u p p el -li k e f a ct or 

4  (K L F 4 ) f ü hre n . Hi er d ur c h w ur d e  di e E x pr e s si o n v o n A R H G A P 2 9 i n h u m a n e n 

e m br y o n al e n G a u m e n z e ll e n (e n g l. h u m a n e m br y o n al p al at al m e s e n c h y m e , H E P M) 

b e e i nfl u s st. R a hi m o v et. al. ( 2 0 0 8) z ei gt e n  f ür d e n n s C L/ P G W A S Ri si k ol o c u s a n C hr. 

1 q 3 2. 2 , d a s s d a s A-All el d e s S N P s r s 6 4 2 9 6 1 a n di e s e m L o c u s  i n I n di vi d u e n mit n s C L/ P 
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ü b err e pr ä s e nti ert i st u n d di e s e s A ll el z u ei n er v er ä n dert e n Bi n d u n g d e s T F  Tr a n s cri pti o n 

f act or A P -2 al p h a ( T F A P 2 A ) a n ei n e m mit  r s 6 4 2 9 6 1 ü b erl a p p e n d e m  E n h a n c er  d e s 

n s C L/ P K a n di d at e n g e n s I nt erf er o n r e g ul at or y f a ct or 6 ( I R F 6) f ü hrt.  

Zi el d er v orli e g e n d e n Ar b eit w ar di e  s y st e m ati s c h e  A n al y s e d er Bi n d er e gi o n e n  ei n e s T F  

mit ei n er S c hl ü s s elr oll e i n d er kr a ni of a zi al e n E nt wi c kl u n g . D a di e s e Eff e kt e s p e zifi s c h f ür 

E nt wi c kl u n g s z eit p u n kt e u n d Z ellt y p e n si n d, w ur d e di e St u di e mit H E P M -Z ell e n  

d ur c h g ef ü hrt, di e ei n a d ä q u at e s M o d ell d e s e m br y o n al e n G a u m e n s v or d er F u si o n d er 

G a u m e nf ort s ät z e r e pr ä s e nti er e n (D h uli p al a et. al., 2 0 0 4; Gr e e n e et. al., 2 0 1 5;  Y o n e d a 

u n d Pr att 1 9 8 1 ). Mitt el s Lit er at urr e c h er c h e u n d G e n e x pr e s si o n s a n al y s e i n H E P M -Z ell e n 

k o n nt e n wir T F A P 2 A al s ei n e n e nt wi c kl u n g sr el e v a nt e n, i n u n s er e m Z ell m o d ell 

e x pri mi ert e n , T F i d e ntifi zi er e n . Z ur G e n eri e r u n g ei n e s D at e n s at z e s mit  T F A P 2 A 

Bi n d er e gi o n e n i n H E P M -Z ell e n f ü hrt e n wir ei n e C hr o m ati n im m u n o pr ä zi ptit ati o n g ef ol gt 

v o n ei n er H o c h d u rc h s at z s e q u e n zi er u n g ( C hI P -s e q) d ur c h. Ei n e z e ntr al e Fr a g e st ell u n g 

di e s er Ar b eit w ar,  o b T F A P 2 A i n H E P M-Z ell e n a n , o d er i n  d er N ä h e v o n , b e k a n nt e n 

n s C L/ P Ri si k ol o ci  o d er bi s h er n o c h ni c ht si g nifi k a nt a s s o zi i ert e n L o ci bi n d et  u n d o b d ort 

all el s p e zifi s c h e Bi n d e eff e kt e a uftr et e n . Z u di e s e m Z w e c k f ü hrt e n wir ei n e n A b gl ei c h d er 

T F A P 2 A C hI P -s e q D at e n a u s H E P M -Z ell e n mit d e n D at e n e i n er G W A S M et a -A n al y s e 

( L u d wi g et. al. , 2 0 1 7 ) d ur c h, w el c h e I nf or m ati o n e n ü b er c a. 8,0 1 Milli o n e n S N P s u n d 

d er e n A s s o zi ati o n mit n s C L/ P e nt h ält . Z u d e m erf ol gt e ei n e  I nt e gr ati o n d er  T F A P 2 A 

C hI P -s e q D a t e n a u s H E P M-Z ell e n  mit a kti v e n r e g ul at ori s c h e n R e gi o n e n i n 

m e n s c hli c h e m kr a ni of a zi al e n G e w e b e d e s C ar n e gi e st a di u m s 1 5 ( C S 1 5 ; Wil d er m a n et. 

al., 2 0 1 8 ). Di e C ar n e gi e st a di e n st ell e n ei n e Ei nt eil u n g d er E m br y o n al p eri o d e i n 

i n s g e s a mt 2 3 E nt wi c kl u n g s st a di e n d ar ( O’ R a hill y u n d M üller, 2 0 1 0). C S 1 5 b e s c hr ei bt 

d e n E nt wi c kl u n g s st a n d  u m d e n 3 6. T a g p o st c o n c e pti o n e m  ( p. c.) v or d er Bil d u n g d e s 

s e k u n d är e n G a u m e n s i n d er 6.  bi s 8. W o c h e p. c.  u n d sti m mt mit d e m g e st ati o n al e n 

Alt er d e s w ei bli c h e n A b ort e s , a u s d e m di e v er w e n d et e n H E P M -Z ell e n a s s er vi ert 

w ur d e n , n ä h er u n g s w ei s e ü b er ei n ( Y o n e d a u n d Pr att 1 9 8 1). A u ß er d e m w ur d e ei n e 

I nt e gr ati o n mit G e n -O nt ol o gi e -D at e n z u bi ol o gi s c h e n Pr o z e s s e n, h u m a n e n P h ä n ot y p e n 

u n d M a u s -Ei n z el g e n -K n o c k o ut -P h ä n ot y p e n  d ur c h g ef ü hrt .  
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A b b. 1:  V er ä n d ert e Bi n d u n g v o n T r a n s kri ptio n sf a kt or e n  ( T F) al s m ö gli c h er Eff e kt v o n  
a s s o zii ert e n Ei n z el n u kl e oti d -P ol y m or p hi s m e n ( e n g l. si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s , 
S N P s ) i n ni c ht -k o di er e n d e n R e gi o n e n d e s G e n o m s: ( a) Di e Bi n d u n g ei n e s T F  a n  
Tr a n s kri pti o n sf a kt or bi n d e st ell e n ( T F B S)  ci s -r e g ul at ori s c h er El e m e nt e ( C R E ) d er D N A 
k a n n  r e g ul at ori s c h e Eff e kt e a uf di e E x pr e s si o n v o n G e n e n u n d  di e  H er st ell u n g v o n 
B ot e n -R N A ( e n g l. m e s s e n g er R N A , m R N A ) u n d G e n pr o d u kt h a b e n.  ( b) Ei n Ri si k o all el 
ei n e s S N P s i n ei n e m C R E  k a n n i m V er gl ei c h z u ei n e m ni c h t mit ei n er Kr a n k h eit 
a s s o zii ert e n Al l el ei n e s S N P s ( Ni c ht-Ri si k o all el ) z u ei n er v er ä n d ert e n  Bi n d u n g s affi nit ät 
ei n e s Tr a n s kri pti o n sf a kt or s f ü hr e n.  

 

1. 2  M at eri al u n d M et h o d e n  

I m R a h m e n d er v orli e g e n d e n St u di e w ur d en G e n e x pr e s si o n s d at e n a u s H E P M -Z ell e n, 

T F A P 2 A C hI P -s e q P e a k s i n H E P M -Z ell e n u n d H e L a S 3 Z ell e n  ( G er st ei n et. al., 2 0 1 2) , 

e pi g e n eti s c h e D at e n a u s C S 1 5 e m br y o n al e m G e w e b e  (Wil d er m a n et. al., 2 0 1 8 ), G e n -

O nt ol o gi e -D at e n  (M c L e a n et . al., 2 0 1 0 ), ei n e n s C L P G W A S M et a a n al y s e ( L u d wi g et al. 

2 0 1 7)  u n d n s C L/ P Ri si k ol o ci b ei n h alt e n d e t o p ol o gi s c h a s s o zii ert e n D o m ä n e n ( e n gl. 

t o p ol o gi c all y a s s o ci ati n g d o m ai n, T A D) (W el z e n b a c h et. al., 2 0 2 1 ) mit ei n a n d er i nt e gri ert. 

Ei n e Ü b er si c ht d e s St u di e n a bl a uf s fi n d et si c h i n A b b. 2 . 
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A b b.  2:  V er ei nf a c ht e D ar st ell u n g d e s St u di e n d e s i g n s. V er w ei s e z u d e n 
k orr e s p o n di er e n d e n S e kti o n e n d e s K a pit el s „ M at eri al u n d M et h o d e n “ i n gr a u e n 
Kl a m m er n. A b k ür z u n g e n e nt s pr e c h e n d d e n V er w ei s e n  i m T e xt u n d d e m 
A b k ür z u n g s v er z ei c h ni s.  

 

1. 2. 1  Z ell k ult ur  

H E P M -Z ell e n ( A T C C C at # C R L -1 4 8 6) w ur d e n ü b er 5 T a g e i n D M E M -D ul b e c c o’ s 

M o difi e d E a gl e M e di u m ( h i g h Gl u c o s e) mit 1 0 % hit z ei n a kti vi ert e m f et al e m Ri n d er s er u m 

u n d 1  % P e ni cilli n/ Str e pt o m y ci n b ei 3 7 ° C u n d 5 % C O 2  k ulti vi ert. A n s c hli e ß e n d erf ol gt e 

di e E xtr a kti o n d er D N A u n d R N A ( QI A G E N D N e a s y ®  Bl o o d & T i s s u e kit, QI A G E N 

R N e a s y ®  kit)  g e m ä ß H er st ell er pr ot o k o ll. F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et. al. 

(2 0 2 2 ). 

 

1. 2. 2  G e n eri er u n g v o n H E P M G e n e x pr e s si o n s d at e n mitt el s 3’ -m R N A -S e q  

N a c h ei n e m A n h a n g v o n I n d e x -S e q u e n z e n f ür ei n e p ar all el e S e q u e n zi er u n g m e hr er er 

R N A -Pr o b e n  a u s H E P M -Z ell e n  ( Li br ar y pr e par ati o n, L e x o g e n Q u a nt S e q 3’ m R N A -S e q 

Li br ar y Pr e p Kit) erf ol gt e ei n e H o c h d ur c h s at z s e q u e n zi er u n g mit c a. 2 0 Milli o n e n R e a d s  
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pr o Pr o b e (Ill u mi n a Hi S e q 2 5 0 0). E s erfol gt e ei n e bi oi nf or m ati s c h e A uf ar b eit u n g d er  

S e q u e n zi er u n g s d at e n, b e st e h e n d  a u s ei n er Q u alit ät s k o ntr oll e ( F a st Q C  v 0. 1 1. 7 , Wi n g ett 

u n d A n dr e w s, 2 0 1 8;  M ulti Q C v 1. 2 , E w el s et. al., 2 0 1 6), ei n er E ntf er n u n g  v o n 

A d a pt er s e q u e n z e n ( b b d u k, B B M a p v 3 7. 4 4 , B u s h n ell, 2 0 1 9 ), ei ne m  A b gl ei c h mit d e m 

G R C h 3 7/ h g 1 9 R ef er e n z g e n o m ( S T A R Ali g n er v. 2. 5. 2 b , D o bi n et. al., 2 0 1 3 ), u n d ei n er 

q u a ntit ati v e n A u s w ert u n g d er R e a d s  pr o G e n (f e at ur e C o u nt s v 1. 5. 1,  Li a o et. al., 2 0 1 4; 

R ef er e n z g e n o m: G R C h 3 7. p 1 3 , G e n o m e R ef er e n c e C o n s orti u m, 2 0 09 ). Di e 3’ m -R N A -

S e q w ur d e i n Tri pli k at e n d ur c h g ef ü hrt u n d di e Z a hl d er R e a d s p r o G e n w ur d e n ü b er di e 

R e pli k at e g e mitt elt . E s w ur d e n e x pri mi ert e G e n e ( mi n d e st e n s 5 3 ’m R N A -S e q R e a d s) 

u n d st ar k e x pri mi ert e G e n e ( mi n d e st e n s 3 2 7  3 ’m -R N A -S e q R e a d s ≙≙  d e m o b er e n Q u artil 

d er e x pri mi er te n G e n e) u nt er s c hi e d e n. Z ul et zt erf ol gt e ei n e I d e ntifi k at i o n v o n T F u nt er 

d e n e x pri mi ert e n G e n e n mitt el s ei n e s A b gl ei c h e s mit d er T F -Bi n d e m oti v e e nt h alt e n d e n 

J A S P A R C O R E v ert e br at e a s s e m bl y  D at e n b a n k  ( 2 0 2 0, F or n e s et. al., 2 0 2 0).  

1. 2. 3  A u s w a hl ei n e s i n H E P M  e x pri mi ert e n Tr a n s kri pti o n sf a kt or s  

E s w u r d e mitt el s Lit er at urr e c h er c h e i n d er P u b m e d D at e n b a n k  ei n Tr a n s kri pti o n sf a kt or 

mit E vi d e n z f ür ei n e R oll e i n d er kr a ni of a zi al e n E nt wi c kl u n g o d er d er P at h o g e n e s e 

or of af zi al er S p alt e n f ür di e v orli e g e n d e St u di e a u s g e w ä hlt. Wir  w ä hlt e n ei n e n , 

e nt s pr e c h e n d u n s er e n G e n e x pr e s si o n s d at e n , i n H E P M-Z ell e n e x pri mi ert e n  

Tr a n s kri pti o n sf a kt or a u s. F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et . al. (2 0 2 2 ).  

1. 2. 4  G e n ot y pi si er u n g v o n H E P M -Z ell e n  

Z ur  I d e ntifi k ati o n  h et er o z y g ot er  S N P s  mit  m ö gli c h er  all el s p e zifi s c h er 

Tr a n s kri pti o n sf a kt o r bi n d u n g i n H E P M Z ell e n w ur d e ei n e G e n ot y pi si er u n g d ur c h g ef ü hrt. 

Wir g e n eri ert e n G e n ot y pi nf or m ati o n e n  a u s H E P M -Z ell -D N A  mitt el s ei n e s Ill u mi n a 

I nfi ni u m G S A v 2. 0 arr a y u n d bi oi nf or m ati sc h er I m p ut ati o n (I M P U T E v 2. 3. 2,  H o wi e et.  al. , 

2 0 0 9; R ef er e n z d at e n s at z: 1 0 0 0 g e n o m e s p h a s e 3 G R C h 3 7/ h g 1 9 , F airl e y et. al., 2 0 20 ). 

Z u d e m pr üft e n  wir di e G e n ot y p e n ei n er  A u s w a hl i m p uti ert er V ari a nt e n mitt el s S a n g er 

S e q u e n zi er u n g. F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et . al. (2 0 2 2 ).  

1. 2. 5  C hr o m ati n im m u n o pr ä zi pit ati o n  ( C hI P) 

Wir f ü hrt e n z w ei R e pli k at e ei n er C hI P mit j e c a. 4 Milli o n e n H E P M -Z ell e n u n d ei n e m 

p ol y kl o n al e n T F A P 2 A A nti k ör p er ( A b c a m C at # a b 5 2 2 2 2) d ur c h. F ür di e 
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C hr o m ati ni m m u n o pr ä zi pit ati o n  w ur d e d a s  C ell Si g n ali n g  T e c h n ol o g y ®  

Si m pl e C hI P ® E n z y m ati c C hr o m ati n I P Kit # 9 0 0 3  g e n ut zt  u n d d a s H er st ell er pr ot o k oll 

w ur d e bi s a uf ei n z el n e i m  F ol g e n d e n b e s c hri e b e n e A n p a s s u n g e n b ef ol gt. N a c h ei n er 

D N A -Q u er v er n et z u n g mitt el s F or m al d e h y d u n d I n k u b ati o n  mit v er s c hi e d e n e n i m  Kit 

i n kl u di ert e n R e a g e n zi e n a uf Ei s , erf ol gt e ei n C hr o m ati n v er d a u mit 0 , 5 µl 

Mi kr o k o k k e n n u kl e a s e ü b er 1 5 Mi n b ei 3 7 ° C u n d ei n e Ultr a s c h allfr a g m e nti er u n g mit 

ei n e m Di a g e n o d e Bi or u pt or ü b er 5 0 Z y kl e n mit j e 3 0 S e k u n d e n S c h all e x p o siti o n u n d 3 0 

S e k u n d e n P a u s e . N a c h ei n er K o ntr oll e d er D N A-Fr a g m e nt gr ö ß e mitt el s 

G el el e ktr o p h or e s e e rf ol gt e ei n e I n k ub ati o n v o n 2 5  µ g D N A mit 0, 0 0 5 µ g d e s  T F A P 2 A 

A nti k ör p er s  ü b er N a c ht b ei 4  ° C mit R ot ati o n . N a c h G e wi n n u n g v o n 

C hr o m ati nfr a g m e nt e n mit A nti k ör p er bi n d u n g mit Pr ot ei n G M a g n eti c B e a d s u n d 

R e vi di er u n g  d er  D N A -Q u er v er n et z u n g  w ur d e n  di e  Pr o b e n  i n 

Z e ntrif u g ati o n s s ä ul e n g ef ä ß e n a uf g er ei ni gt. F ür w eit e r e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et. al. 

(2 0 2 2 ).  

1. 2. 6  H o c h d ur c h s at z s e q u e n zi er u n g d er C hI P -Pr o b e n  

Z ur V or b er eit u n g d er Pr o b e n u n d z u m  A n h ä n g e n  v o n I n d e x s e q u e n z e n w ur d e d a s 

N E B N e xt ® Ultr a ™  II D N A Li br ar y Pr e p Kit f or Ill u mi n a ® e nt s pr e c h e n d d e m 

H er st ell er pr ot o k oll g e n ut zt . D ur c h d e n Ei n s at z v o n I n di z e s k o n nt e ei n e gl ei c h z eiti g e 

S e q u e n zi er u n g v o n H E P M -D N A -Pr o b e n n a c h C hI P u n d u n b e h a n d elt e n Pr o b e n  al s 

K o ntr oll e n erf ol g e n  ( s o g.  M ulti pl e x -S e q u e n zi er u n g).  E s  erf ol gt e  ei n e 

H o c h d ur c h s at z s e q u e n zi er u n g ( e n g l. n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g , N G S) mit ei n e m 

Ill u mi n a Mi S e q v 2 S e q u e n zi er er i n d er N G S C or e-f a cilit y d e s U ni kli ni k u m s B o n n. J e d e s 

R e pli k at w ur d e z w eif a c h s e q u e n zi ert . E s r e s ulti ert e n 2 0 Milli o n e n  R e a d s mit ei n er L ä n g e 

v o n j e 2 5 0 B a s e n p a ar e n i n b ei d e n D N A-A bl e s eri c ht u n g e n pr o Pr o b e (z w ei  R e pli k at e 

j e w eil s mit C hI P -Pr o b e u n d K o ntr oll pr o b e).  F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et . al. 

(2 0 2 2 ). 

1. 2. 7  Bi oi nf or m ati s c h e A u s w ert u n g d er C hI P -s e q  

Di e bi o inf or m ati s c h e A u s w ert u n g d er C hI P -s e q u mf a s st e ei n e Q u alit ät s k o ntr oll e d er 

N G S R e a d s  ( F a stQ C, v 0. 1 1. 7 , Wi n g ett u n d A n dr e w s, 2 0 1 8), ei n e E ntf er n u n g v o n 

A d a pt er s e q u e n z e n u n d ei n e K ür z u n g d er Ei ntr ä g e a uf 2 0 0 B a s e n p a ar e L ä n g e 
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( C ut a d a pt v 1. 1 5. M arti n, 2 0 1 1 ). Di e R e a d s  w ur d e n mit d e m G R C h 3 7/ h g 1 9 

R ef er e n z g e n o m a b g e gli c h e n u n d d e n j e w eili g e n g e n o mi s c h e n R e gi o n e n z u g e or d n et 

( B o wti e 2 v 2. 3. 4, L a n g m e a d et. al., 2 0 1 2). E s erf ol gt e ei n A b gl ei c h d er c hr o m o s o m al e n 

R e gi o n e n d er C hI P -s e q  u n d K o ntr oll pr o b e n , u m i n d er C hI P -Pr o b e ü b er r e pr ä s e nti ert e 

D N A -R e gi o n e n z u i d e ntifi zi er e n ( M A C S 2 v 2. 1. 1 , Z h a n g et. al., 2 0 0 8 ). R e gi o n e n mit 5 - 

bi s 5 0 -f a c h h ö h er er A nr ei c h er u n g i n d er C hI P-Pr o b e al s i n d er K o ntr oll e u n d ei n er 

F al s c h er k e n n u n g sr at e ( e n g l. fal s e di s c o v er y r at e , F D R) kl ei n er al s 0, 0 5 w ur d e n al s 

R e gi o n e n mit Tr a n s kri pti o n sf a kt or bi n d u n g a n g e s e h e n , i m F ol g e n d e n al s T F AP 2 A C hI P -

s e q P e a k s b e z ei c h n et . F ür di e w eit er e A n al y s e s el e kti ert e n wir ei n e n D at e n s at z a u s 

T F A P 2 A C hI P -s e q P e a k s , w el c h e si c h i n b ei d e n R e pli k at e n wi e d erf a n d e n.  R e gi o n e n, 

w el c h e g e h ä uft al s Art ef a kt e i n C hI P-s e q D at e n s ät z e n a uft a u c h e n ( E n c o d e bl a c kli st 

re gi o n s , C arr oll et. al., 2 0 1 4), w ur d e n a u s u n s er e m D at e n s at z e ntf er nt ( B E Dt o ol s 

v 2. 2 7. 0 , Q ui nla n et. al., 2 0 1 0 ). F ür w eit er e I nf orm ati o n e n si e h e R uff et . al. (2 0 2 2 ). 

1. 2. 8  Bi n d e m oti v a n al y s e  

Z u r A n al y s e d e s pr ä d o mi n a nt e n Tr a n s kri pti o n sf a kt or bi n d e m oti v s u n s er e s D a t e n s at z e s 

w ert et e n wir di e B a s e n s e q u e n z  +/ - 5 0 B a s e n p a ar e u m di e Mitt el p u n kt e d er T F A P 2 A 

C hI P -s e q P e a k s  a u s ( M E M E C hI P v. 5. 1. 0 , M ac h a ni c k et. al. , 2 0 1 1 ). U m z u v ali di er e n,  

d a s s di e s e s M oti v mit bi s h er b e k a n nt e n Bi n d e m ot i v e n d e s T F ü b er ei n sti m mt,  f ü hrt e n wir 

ei n e n A b gl ei c h mit d er T F B S D at e n b a n k J A S P A R c or e 2 0 1 8 a s s e m bl y ( K h a n et. al., 

2 0 1 8) d ur c h ( T o mt o m m otif c o m p ari s o n t o ol v. 5. 1. 0 , G u pt a et. al., 2 0 0 7).  

1. 2. 9  A b gl ei c h mit T F A P 2 A C hI P -s e q P e a k s  i n H e L a S 3-Z e ll e n 

U m z u z ei g e n , d a s s di e T F B S u n s er e s D at e n s at z e s tat s ä c hli c h e Bi n d er e gi o n e n  v o n 

T F A P 2 A si n d, f ü hrt e n wir ei n e n A b gl ei c h mit T F A P 2 A Bi n d er e gi o n e n i n ei n er h u m a n e n 

Z er vi x k ar zi n o m z ell r ei h e ( H e L a S 3-Z ell e n , G er st ei n et. al., 2 0 1 2 ) d ur c h. A u ß er d e m 

i d e ntifi ziert e n wir i m R a h m e n di e s er A n al y s e p ot e n zi ell  kr a ni of a zi al -s p e zifi s c h e  T F A P 2 A 

Bi n d er e gi o n e n, w el c h e e nt s pr e c h e n d n ur i n d e m i n di e s er St u di e g e n eri ert e n D at e n s at z 

u n d ni c ht d e m H e L a S 3 -D at e n s at z pr ä s e nt w ar e n . W e n n m e hr al s 5 0 % d e s  T F A P 2 A 

C hI P -s e q  P e a k s  i n H e L a S 3 mit ei n e m  T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k i n H E P M -Z ell e n  

ü b er ei n sti m mt e, w ur d e di e s al s Ü b erl a p p u n g g e w ert et.  F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e 

R uff et . al. (2 0 2 2 ).  
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1. 2. 1 0  A b gl ei c h mit e pi g e n eti s c h e n M ar k er n a u s h u m a n e m, e m br y o n al e m , 

kr a ni of a zi al e m G e w e b e  

U m p ot e n zi e ll a kti v e r e g ul atori s c h e R e gi o n e n z u i d e nt ifi zi er e n, int e gri ert e n wir u n s er e 

T F A P 2 A C hI P -s e q P e a k s  i n H E P M-Z ell e n mit Hi st o n m ar ki er u n g e n a kti v er E n h a n c er u n d 

D N A s e 1 H y p er s e n siti vit ät sr e gi o n e n i n h u m a n e m, e m br y o n al e m kr a ni of a zi al e m G e w e b e 

d e s C S 1 5  ( Wil d er m an et. al., 2 0 1 8) . Ei n e Ü b erl a p p u n g w ur d e a b ei n e m g e m e i n s a m e n 

B a s e n p a ar a n g e n o m m e n.  F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et . al. (2 0 2 2 ). 

1. 2. 1 1  A b gl ei c h mit n s C L/ P G W A S S N P s  

Di e T F A P 2 A  C hI P -s e q P e a k s w ur d e n mit ei n er G W A S -M et a a n al y s e v o n L u d wi g et . al. 

(2 0 1 7 ) a b g e gli c h e n. Di e s e e nt hi elt A s s o zi ati o n s d at e n f ür c a. 8 ,0 1 Milli o n e n S N P s a u s 

a si ati s c h e n u n d e ur o p äi s c h e n Er kr a n kt e n u n d K o ntr oll e n  mit ei n er Fr e q u e n z d e s 

s elt e n er e n All el s ( e n gl. mi n or all el e fr e q u e n c y , M A F) v o n ≥  1 %.  S N P s mit ei n e m 

I nf o s c or e v o n mi n d e st e n s 0, 8 w ur d e n i n di e A n al y s e ei n g e s c hl o s s e n. Ei n m ö gli c h e s 

K o p pl u n g s u n gl ei c h g e wi c ht , w ur d e mit hilf e d e s T o ol s L D li n k ( v. 5, Ei n st ell u n g: All e 

P o p ul ati o n e n , M a c hi el a et. al., 2 0 1 5) er mitt elt. F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et . 

al. (2 0 2 2 ).  

1. 2. 1 2  A n al y s e  v o n t o p ol o gi s c h a s s o zii ert e n D o m ä n e n  d er G W A S l o ci  

Wir u nt er s u c ht e n, o b S N P s, w el c h e i n T F A P 2 A C hI P -s e q P e a k s i n H E P M -Z ell e n l a g e n , 

i n T A D s d er 4 5 n s C L/ P G W A S Ri si k ol o ci v er ort et w ar e n. T o p ol o gi s c h a s s o zii ert e 

D o m ä n e n si n d a b gr e n z b ar e, g e n eti s c h e B er ei c h e i n n er h al b d er er, al s f u n kti o n ell e 

Ei n h eit e n, ei n e h o h e r e g ul at ori s c h e A kti vit ät st attfi n d et ( Di x o n et. al., 2 0 1 2). Ei n e 

e nt s pr e c h e n d e Z u s a m m e n st ell u n g v o n n s C L/ P G W A S Ri si k ol o ci  u n d T A D s e nt n a h m e n 

wir  ei n er v or a u s g e g a n g e n e n Ar b eit u n s er er Gr u p p e ( W el z e n b a c h et . al. , 20 2 1 ).  

1. 2. 1 3  I d e ntifi k ati o n v o n S N P s mit all el s p e zifi s c h er T F Bi n d u n g 

Mit hilf e d e s T o ol s A B C ( v. 1. 3. , B ail e y et. al., 2 0 1 5 ) u nt er s u c ht e n wir di e T F A P 2 A C hI P-

s e q P e a k s i n H E P M -Z ell e n a uf ei n e Ü b err e pr ä s e nt ati o n  b e sti m mt er All el e v o n i n H E P M -

Z ell e n h et er o z y g ot e n V ari a nt e n. Ei n e all el s p e zifi s c h e Bi n d u n g w ur d e b ei ei n e m 

bi n o mi n al e n p -W ert < 0, 0 5 a n g e n o m m e n. F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et . al. 

(2 0 2 2 ). 
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1. 2. 1 4  G e n -O nt ol o gi e  

Wir n ut z te n d a s G e n o mi c R e gi o n s E nri c h m e nt o f A n n ot ati o n s T o ol ( G R E A T, v 4. 0. 4, 

M c L e a n et al. , 2 0 1 0 ) u m z u u nt er s u c h e n, o b e s ei n e A nr ei c h er u n g  v o n T F A P 2 A C hI P -

s e q P e a k s a n R e gi o n e n mit  b e sti m mt e n , i n d e n G e n-O nt ol o gi e -D at e n g eli st et e n , 

h u m a n e n P h ä n ot y p e n, Ei n z el g e n -K n o c k o ut -P h ä n ot y p e n d er M a u s o d er b i ol o gi s c h e n 

Pr o z e s s e n  g a b.  A u ß er d e m erf ol gt e mit hilf e d e s T o ol s di e I d e ntifi k ati o n m ö gli c h er d ur c h 

di e Bi n d u n g v o n T F A P 2 A i n i hr er E x pr e s si o n b e ei nfl u s st er G e n e.  Hi er z u w ur d e n di e 

St a n d ar d ei n st ell u n g e n  d e s T o ol s v er w e n d et. F ür w eit er e I nf or m ati o n e n si e h e R uff et . al. 

(2 0 2 2 ). 

 

1. 3  Er g e b ni s s e  

1. 3. 1  T F A P 2 A  al s ei n  i n H E P M-Z ell e n e x pri mi ert er, kr a ni of a zi al er Tr a n s kri pti o n sf a kt or  

N a c h bi oi nf or m ati s c h er A u s w ert u n g ei n er  3‘ -m R N A -s e q i n H E P M -Z ell e n  z ei gt e n si c h 

1 4. 5 0 8 e x pri mi ert e G e n e u n d hi er u nt er 3 5 0 f ür T F  k o di er e n d e G e n e ( Si e h e 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 1, Fi g. 1 i n R uff et . al. , 2 0 2 2). Z ur w eit er e n Ei n gr e n z u n g f ür di e 

v orli e g e n d e Fr a g e st ell u n g r el e v a nt er T F erf ol gt e ei n e Lit er at urr e c h er c h e i n d er P u b -

m e d -D at e n b a n k. Wir pri ori si ert e n  2 2 T F  d ur c h E vi d e n z f ür  i) ei n e kr a ni of a zial e 

M alf or m ati o n b ei M ut ati o n d e s e nt s pr e c h e n d e n G e n s, ii) ei n e S c hl ü s s elr oll e i n d er 

E nt wi c kl u n g d e s G a u m e n s b a si er e n d a uf Ti er m o d ell e n o d er b e k a n nt e n 

g e nr e g ul at ori s c h e n N et z w er k e n , o d er iii) d e n St at u s ei n e s  K a n di d at e n g e n s d ur c h 

L o k ali s ati o n a n ei n e m  n s C L/ P Ri si k o l o c u s. D ar ü b er hi n a u s z ei gt e n 6  v o n di e s e n 2 2 T F s 

ei n e st ar k e E x pr e s si o n i n H E P M -Z ell e n. I n Z u s a m m e n s c h a u v o n Lit er at ur u n d 

E x pr e s si o n s d at e n w ur d e T F A P 2 A al s i n H E P M -Z ell e n  st ar k e x pri mi ert e s K a n di d at e n g e n 

d e s n s C L/ P Ri si k ol o c u s C hr. 6 p 2 4 ( Y u et. al., 2 0 1 7)  f ür di e w eit er e n A n al y s e n d er  

v orli e g e n d e n  Ar b eit a u s g e w ä hlt.  

1. 3. 2  T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s  n a h e b e k a n nt er n s C L/ P K a n di d at e n g e n e  

Di e D at e n d er T F A P 2 A -C hI P -s e q z ei gt e n  3 .9 8 9 u n d 5 .8 2 0 T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s i n 

d e n z w ei d ur c h g ef ü hrt e n R e pli k at e n , u n d 2 .8 4 5 i n b ei d e n R e pli k at e n pr ä s e nt e T F A P 2 A  

C hI P -s e q  P e a k s ( F D R < 5 %, S u p pl e m e nt ar y T a bl e s S 3 -S 5, Fi g, 2 a a u s R uff et al. , 
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2 0 2 2). Di e w eit er e n A n al y s e n w ur d e n  mit di e s e n 2 .8 4 5 T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s 

d ur c h g ef ü hrt. Ei n e Bi n d e m oti v a n al y s e  di e s er R e gi o n e n  z ei gt e ei n ü b err e pr ä s e nti ert e s,  

1 5 B a s e n p a ar e u mf a s s e n d e s  M oti v mit h o h er Ü b er ei n sti m m u n g mit b e k a n nt e n T F A P 2 A 

Bi n d e s e q u e n z e n d er J A S P A R c or e v ert e br at e a s s e m bl y ( Fi g. 2 b a u s R uff et . al. , 2 0 2 2 , 

K h a n et . al., 2 0 1 8 ). Er g ä n z e n d r e s ulti ert e ei n e G e n-O nt ol o g i e-A n al y s e , b a si er e n d a uf 

d er r ä u mli c h e n N ä h e v o n T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s z u  Tr a n s kri pti o n s st art p u n kt e n v o n  

G e n e n , i n 3. 4 7 0 m ö gli c h er w ei s e d ur c h di e Bi n d u n g v o n T F A P 2 A i n i hr er E x pr e s si o n 

b e ei nfl u s st e n G e n e n ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 5 a u s R uff et . al. , 2 0 2 2).  H i er u nt er w ar e n 

1 0 n s C L/ P K a n di d at e n g e n e u n d u nt er di e s e n 8  K a n di d at e n g e n e  mit E x pr e s si o n i n 

H E P M -Z ell e n ( T a bl e 1  a u s  R uff et . al. , 2 0 2 2).  

1. 3. 3  I d e ntifi k ati o n s p e zifi s c h er kr a ni of a zi al er T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s  

I m A b gl ei c h mit ei n e m D at e n s at z a u s h u m a n e n Z er vi x k ar zi n o m z ell e n (H e L a -S 3 -Z ell e n , 

G er st ei n et. al. , 2 0 1 2 ) erf ol gt e di e I d e ntifi k ati o n v o n 1.3 3 3 ü b er ei n sti m m e n d e n T F A P 2 A  

C hI P -s e q  P e a k s i n H E P M -Z ell e n u n d H e L a -S 3 -Z ell e n ( P C hi 2 < 0 ,0 0 0 1, S u p pl e m e nt ar y 

T a bl e S 5, Fi g. 3 a u s R uff et . al. , 2 0 2 2). Di e s e Ü b er ei n sti m m u n g u nt er st üt zt e di e 

H y p ot h e s e, d a s s e s si c h u m t at s ä c hli c h e Bi n d er e gi o n e n v o n T F A P 2 A h a n d elt e. Z u d e m  

erf ol gt e di e I nt e gr ati o n mit Hi st o n m ar k er n a u s e m br y o n al e m kr a ni of a zi al e m G e w e b e d er 

C S  1 5  ( Wil d er m a n et. al., 2 0 1 8). E s z ei gt e si c h ei n e Ü b erl a p p u n g v o n 2. 6 7 8 T F A P 2 A 

C h I P-s e q  P e a k s  i n H E P M-Z ell e n  mit D N A s e 1 -H y p er s e n siti vit ät sr e gi o n e n u n d hi er u nt er 

v o n 1. 6 3 4 R e gi o n e n mit H 3 -K 2 7 a c -Hi st o n st at u s j e w eil s i n e m b y o n al e m kr a ni of a zi al e m 

G e w e b e  (j e w eil s P C hi 2 < 0,0 0 0 1, S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 5, Fi g. 3 a u s R uff et . al. , 2 0 2 2). 

Di e s e M ar k er w ur d e n al s I n di z f ür a kti v e E n h a n c er  g e w ert et  (Bir n e y et. al.,  2 0 0 7).  V o n 

di e s e n 1. 6 3 4 T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s z ei gt e n  8 0 2 k ei n e Ü b erl a p p u n g mit T F A P 2 A  

C hI P -s e q  P e a k s i n H e L a S 3 -Z ell e n, s o d a s s e s si c h u m s p e zifi s c h e , kr a ni of a zi al e 

T F A P 2 A  C hI P -s e q P e a k s h a n d el n k ö n nt e.  

1. 3. 4  G e n -O nt ol o gi e -A n al y s e n w ei s e n a uf R el e v a n z v o n T F A P 2 A -Bi n d e st ell e n  i n 

e m br y o n al e n Pr o z e s s e n u n d P h ä n ot y p e n i m K o nt e xt d er kr a ni of a zi al e n 

E nt wi c kl u n g hi n  

Di e G e n -O nt ol o gi e -A n al y s e all er 2. 8 4 5 u n d d er 8 0 2 p ot e n zi ell  f ür di e kr a ni of a zi al e 

E nt w i c kl u n g s p e zifi s c h e n T F A P 2 A C hI P -s e q  P e a k s z ei gt e di v er s e  r el e v a nt e 
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A s s o zi ati o n e n  ( F D R q-W ert < 0, 0 5; S u p pl e m e nt ar y T a bl e s S 6 -S 1 1)  i m Hi n bli c k a uf 

m uri n e  Ei n z el g e n -K n o c k o ut -P h ä n ot y p e n  ( z. B.  „ a b n or m al e  El e v ati o n  d er 

G a u m e n a nl a g e n “), h u m a n e P h ä n ot y p e n ( z. B. „a b n or m al e s W ei c h g e w e b e d e s 

G e si c ht s “) u n d bi ol o gi s c h e Pr o z e s s e ( z. B. „R e g ul ati o n d er z ell ul är e n R e a kti o n a uf ei n e n 

tr a n sfr o mi n g gr o wt h f a ct or Sti m ul u s“). Ei ni g e d er ü b err e pr ä s e nti ert e n  Pr o z e s s e  mit 

B e z u g z u n s C L/ P o d er d er kr a ni of a zi al e n E nt wi c kl u n g  u n d z e i gt e n e nt w e d er k ei n e o d er 

ei n e w e ni g er si g nifi k a nt e A s s o zi ati o n z u m G e s a mt s et d er 2. 8 4 5 T F A P 2 A  C hI P -s e q  

P e a k s, v er gli c h e n mit d e r S u b gr u p p e d er  p ot e n zi ell  s p e zifi s c h e n kr a ni of a zi al e n P e a k s.  

1. 3. 5   K ei n e si g nif ik a nt a s s o zii ert e n n s C L/ P Ri si k o v ari a nt e n i n T F A P 2 A  C hI P -s e q  

P e a k s i n H E P M  

I m A b gl ei c h d er 2. 8 4 5 T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s i n H E P M -Z ell e n  mit S N P s ei n er  G W A S 

M et a a n al y s e v o n L u d w i g et. al.  (2 0 1 7 ) k o n nt e n wir 1. 5 6 4 h ä ufi g e V ari a nt e n i n n er h al b 

d er P e a k s i d e ntifi zi er e n ( S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 1 3 a u s R uff et . al. , 2 0 2 2). Hi er u nt er  

w ar e n  vi er S N P s mit ei n e m G W A S p -W ert < 0, 0 0 1 (r s 4 6 3 2 7 1 ( 2 2 q 1 1. 2 1, p -

W ert = 2 ,7 2 x 1 0 -4 ); r s 1 2 8 8 2 2 1 5, r s 7 1 4 4 4 5 5 ( 1 4 q 2 4. 3, p-W ert = 3 ,3 0 x 1 0 -4  u n d p -

W ert = 3 ,7 7 x 1 0 -4 ,  D’ = 1,0;  r 2 = 0 ,8 5);  r s 4 7 7 4 8 2 2  ( 1 5 q 2 1. 3 , p -W ert = 6 ,2 7 x 1 0 -4 , 

S u p pl e m e nt ar y T a bl e S 1 3  a u s R uff et . al. , 2 0 2 2) . Z u d e m w ur d e n di e  T A D s  d er 4 5 

a kt u ell b e k a n nt e n n s C L/ P G W A S Ri si k ol o ci mit d e n 2. 8 4 5 T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s 

a b g e gli c h e n  ( W el z e n b a c h et. al., 2 0 2 1) . I n n er h al b v o n 2 0 T A D s w ar e n 7 0 T F A P 2 A -

C hI P -s e q P e a k s u n d 4 6 h ä ufi g e V ari a nt e n l o k ali si ert.  K ei n er di e s er S N P s z ei gt e ei n e 

si g nifi k a nt e o d er n o mi n al e A s s o zi ati o n mit n s C L/ P. E s  l a g e n mit r s 6 7 2 8 1 9 u n d r s 4 4 7 4 7 6 

z w ei V ari a nt e n i n n er h al b d er 7 0 P e a k s , di e ei n L D mit si g nifi k a nt mit n s C L/ P 

a s s o zii ert e n V ari a nt e n a n b e k a n nt e n Ri si k ol o ci a uf w ei s e n . S o l a g ei n 

K o p pl u n g s u n gl ei c h g e wi c ht z wi s c h e n r s 6 7 2 8 1 9 u n d r s 3 7 5 3 5 1 7 a uf 1 q 3 2. 1 ( D’ = 0 ,5 1; r 2 = 

0 ,1 8) u n d ei n e s  z wi s c h e n r s 4 4 7 4 7 6 u n d r s 2 3 0 3 9 1 4 a uf 2 p 2 5 .1 ( D’ = 0 ,9 1; r 2 = 0 ,2 8)  v or . 

1. 3. 6  All el s p e z ifi s c h e Bi n d u n g v o n T F A P 2 A i n H E P M-Z ell e n  

D ur c h di e G e n ot y pi si er u n g d er  H E P M -Z ell e n mitt el s ei n e s Arr a y s u n d g e n o mi s c h er 

I m p ut ati o n i d e ntifi zi ert e n wir 4 6 1 h et er o z y g ot e S N P s d er G W A S M et a n al y s e  v o n L u d wi g 

et. al. ( 2 0 1 7)  i n n er h al b d er T F A P 2 A C hI P-s e q P e a k s  i n H E P M-Z ell e n . Di e A n al y s e d er 

T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s i n H E P M -Z ell e n a u f all el s p e zifi s c h e T F A P 2 A-Bi n d u n g a n 
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di e s e n S N P s z ei gt e 1 8 S N P s mit Ü b err e pr ä s e nt ati o n ei n e s All el s i n d e n C hI P -s e q 

R e a d s  ( bi n o mi n al er p-W ert < 0, 0 5, S u p pl e m e nt ar y S 1 4 a u s R uff et . al. , 2 0 2 2). K ei n er 

di e s er S N P s z ei gt e ei n e n o mi n al e o d er st ati sti s c h si g nifi k a nt e A s s o zi ati o n mit n s C L/ P. 

V o n d e n vi er S N P s mit ei n e m p -W ert < 0, 0 0 1 i n d er n s C L/ P G W A S M et a a n al y s e v o n 

L u d wi g et . al. (2 0 1 7 ) w a r n ur r s 4 4 7 4 7 6 h et er o z y g ot i n H E P M-Z ell e n. J e d o c h z ei gt e si c h 

hi er k ei n e all el s p e zifi s c h e Bi n d u n g v o n T F A P 2 A. I n d er G e n-O nt o l o gi e-A n al y s e d er 1 8 

T F A P 2 A -C hI P -s e q  P e a k s mit V ari a nt e n mit all el s p e zifi s c h er Bi n d u n g z ei gt e n si c h k ei n e  

f ür n s C L/ P o d er di e kr a ni of a zi al e E nt wi c kl u n g r el e v a nt e n G e n e, P h ä n ot y p e n o d er 

bi ol o gi s c h e n Pr o z e s s e ü b err e pr ä s e nti ert.  

 

1. 4  Di s k u s si o n  

B a si er e n d a uf bi s h eri g er E vi d e n z k o m mt T F A P 2 A ei n e S c hl ü s s elr oll e i n d er 

kr a ni of a zi al e n E nt wi c kl u n g z u. Ei n K n o c k o ut v o n Tf a p 2 a  i n M a u s m o d ell e n f ü hrt e z u 

ei n e m  P h ä n ot y p mit G e si c ht s s p alt e n n e b e n a n d er e n F e hl bil d u n g e n ( Gr e e n et. al., 2 0 1 5; 

S c h orl e et. al., 1 9 9 6 ). D a s Br a n c h o -O c ul o -F a zi al e S y n dr o m , w el c h e s d ur c h D el eti o n e n  

im T F A P 2 A -G e n v er ur s a c ht wir d , f ü hrt z u Li p p e n s p alt e n mit o d er o h n e G a u m e n s p alt e n 

u n d a n d er e n S y m pt o m e n wi e z. B. H a ut d ef e kt e n ( Mil u n s k y et. al., 2 0 0 8 ). Ei n e r e d u zi ert e 

V erf ü g b ar k eit  d er Mi kr o -R N A mi R -1 7 -9 2, d e re n Tr a n s kri pti o n d ur c h T F A P 2 A r e g uli ert 

wir d , f ü hrt z u ei n er g e st ei g ert e n E x pr e s si o n v o n T -b o x pr ot ei n  1  (T b x 1 ) u n d v o n T -b o x 

pr ot ei n 3  (T b x 3 ) i m m uri n e n e m br y o n al e n Mitt el g e si c ht u n d z u G au m e n s p alt e n mit 

v oll st ä n di g er P e n etr a n z ( W a n g et. al., 2 0 1 3 ). R e g ul at ori s c h e N et z w er k e i n d er 

kr a ni of a zi al e n E nt wi c kl u n g mit T F A P 2 A i m Z e ntr u m w ur d e n i m R a h m e n v o n M ulti -

O mi c s -A n s ät z e n c h ar a kt eri si ert  (R a z a g hi -M o g h a d a m et . al., 2 0 1 9) . 

In u n s er er A n al y s e k o n nt e n wir 2 .8 4 5 T F A P 2 A C hI P -s e q P e a k s , u n d d ar u nt er  8 0 2 

p ot e n zi e ll f ür di e kr a ni of a zi al e E nt wi c kl u n g s p e zifi s c h e T F A P 2A C hI P -s e q P e a k s , 

i d e ntifi zi er e n. Di e s e ü b erl a p pt e n mit D N a s e 1 -H y p er s e n siti vit ät sr e gi o n e n u n d H 3 K 2 7 a c 

Hi st o n m ar ki er u n g i n h u m a n e m e m br y o n al e m kr a ni of a zi al e m G e w e b e d e s C S 1 5 u n d 

k ö n nt e n s o mit a k ti v e E n h an c er w ä hr e n d d e s r el e v a nt e n E nt wi c kl u n g s z eit p u n kt e s 

d ar st ell e n  ( Wil d er m a n et. al., 2 0 1 8; Bir n e y et. al. , 2 0 0 7). T F A P 2 A C hI P -s e q  P e a k s  l a g e n 

i n d er N ä h e d er  n s C L / P G W A S K a n di d at e n g e n e  H o m e o b o x pr ot ei n M S X -1 (M S X 1 , Y u 
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et. al. , 2 0 1 7 ), S pr o ut y h o m ol o g 2  (S P R Y 2 , L u d wi g et. al., 2 0 1 2), A R H G A P 2 9  ( B e at y et. 

al., 2 0 1 2) , Fil a mi n A i nt er a cti n g pr ot ei n 1  li k e (FI LI P 1 L , B e at y et. al. , 2 0 1 3 ), 

tr a n sf or m ati o n-r el at e d pr ot ei n 6 3  (T P 6 3 , L e sli e et. al., 2 0 1 7 ), Gr e mli n 1  (G R E M 1 , 

L u d wi g et. al. , 2 0 1 6 ), Tr o p o m y o si n al p h a -1  (T P M 1 , L u d wi g et. al., 2 0 1 2 ), A T -ri c h 

i nt er a cti v e d o m ai n-c o nt ai ni n g pr ot ei n 3 B  (A RI D 3 B , L u d wi g et. al., 2 0 1 7 ), A d e n yl yl 

c y cl a s e t y p e 9  (A D C Y 9 , S u n et. al. , 2 0 1 5 ) u n d  N O G  ( M a n g ol d et. al., 2 0 1 0). I nt er e s s a nt 

w ar e n hi er u nt er i n s b e s o n d er e M S X 1  u n d S P R Y 2 . D i e s e G e n e w ar e n i n H E P M-Z ell e n 

st ar k e x pri mi ert u n d e s w ur d e i n St u di e n b er eit s ei n e E x pr e s si o n u n d f u n kti o n ell e 

R el e v a n z d er b ei d e n G e n e i m G a u m e n m e s e n c h y m w ä hr e n d d er G e si c ht s e nt wi c kl u n g 

g e z ei gt  (C arr oll et. al., 2 0 2 0; G o o d n o u g h et. al., 2 0 0 7; M at s u m ur a et. al.,  2 0 1 1;  Z h a n g 

et. al., 2 0 0 2 ). Ei n e Bi n d u n g n a h e I R F 6 u n d  r s 6 4 2 9 6 1 li e ß si c h ni c ht r e pli zi er e n u n d i st 

m ö gli c h er w ei s e z ellt y p s p e zifi s c h. R e g ul at ori s c h e Eff e kt e  d er T F Bi n d u n g  k ö n nt e n , 

v er mitt elt ü b er ei n e V er ä n d er u n g d er G e n e x pr e s si o n , ei n e n Eff e kt a uf 

E nt wi c kl u n g s v or g ä n g e  h a b e n .  E b e n s o z ei gt e n si c h ei ni g e mit d er E nt wi c kl u n g d e s 

G e si c ht e s v er k n ü pft e bi ol o gi s c h e Pr o z e s s e u n d r el e v a nt e h u m a n e u n d m uri n e 

P h ä n ot y p e n i n d er G e n e -O nt ol o gi e -A n al y s e d er T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s 

ü b err e pr ä s e nti ert.  H er v or z u h e b e n i st hi er ei n e m ö gli c h e R e g ul ati o n  d e s , f ür di e 

kr a ni of a zi al e E nt wi c kl u n g n ot w e n di g e n , Tr a n sf or mi n g gr o wt h f a ct or b et a ( T G F B) 

Si g n al w e g s  d ur c h T F A P 2 A  u n d  ei n e R oll e i n  d er e pit h eli al -m e s e n c h y m al e n Tr a n siti o n  

(e n g l. e pit h eli al m e s e n c h y m al tr a n siti o n , E M T) , i n di e a u c h T G F B  i n v ol vi ert i st ( N a k aji m a 

et. al. , 2 0 1 8) . Di e F u si o n sr e gi o n e n d er G a u m e nf ort s ät z e b e st e h e n a u s  m e s e n c h y m al e n  

Z ell e n u n d ei n e m S a u m a u s e pit h eli al e n Z ell e n ( e n gl. m e di al e d g e e pit h eli a , M E E), 

w el c h er ei n z u fr ü h e s  Z u s a m m e n w a c h s e n  v er hi n d ert. V or d e r Bil d u n g ei n e s 

k o nti n ui erli c h e n G a u m e n s k o m mt e s z u ei n er U m w a n dl u n g d er M E E -Z ell e n z u 

M e s e n c h y m z ell e n i m R a h m e n d er E M T u n d z u ei n er A p o pt o s e u n d Mi gr ati o n d er M E E -

Z ell e n  (N a k aji m a et. al., 2 0 1 8 ). D a di e  G e n -O nt ol o gi e -A s s o zi ati o n e n a uf d er r ä u mli c h e n 

N ä h e d er T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s u n d z u d e n Tr a n s kri pti o n s st art p u n kt e n  d er G e n e 

b er u h e n  u n d d a d ur c h r ä u mli c h w eit er e ntf er nt e Eff e kt e a u s g e s c hl o s s e n w er d e n , si n d 

f u n kti o n ell e St u di e n, z ur V ali di er u n g di e s er Eff e kt e n ot w e n di g.  

Ei n e I nt e gr ati o n d er T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s mit  S N P s d er  n s C L / P G W A S-

M et a a n al y s e v o n L u d wi g et . al. (2 0 1 7 ) z ei gt e k ei n e g e n o m w eit si g nifi k a nt  a s s o zii ert e n 
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S N P s i n n er h al b d er T F A P 2 A C hI P -s e q P e a k s i n H E P M Z ell e n. I n s g e s a mt z ei gt e n  n ur  

vi er S N P s ei n e r el e v a nt e A s s o zi ati o n. I n d er G e n ot y pi si er u n g d er H E P M -Z ell e n z ei gt e 

si c h ei n h et er o z y g ot er G e n ot y p n ur a n ei n e m di e s er S N P s, j e d o c h k ei n e all el s p e zifi s c h e 

Tr a n s kri pti o n sf a kt or bi n d u n g.  1 8 h et er o z y g ot e V ari a nt e n mit all el s p e zifi s c h er T F A P 2 A -

Bi n d u n g w ar e n  ni c ht  si g nifi k a nt  mit n s C L/ P a s s o zii ert. D a n ur ei n A b gl ei c h mit h ä ufi g e n 

V ari a nt e n mit ei n er M A F ≥  1 % d er G W A S M et a -A n al y s e v o n L u d wi g et . al. (2 0 1 7 ) 

erf ol gt e, si n d m ö gli c h e Eff e kt e s elt e n er er V ari a nt e n i n u n s er er St u di e ni c ht a b g e bil d et. 

Ei n w eit er er A n s at z , V ari a nt e n mit ei n e m Eff e kt a uf di e G e n e x pr e s si o n e n z u 

i d e ntifi zi er e n si n d s o g e n a n nt e e x pr e s si o n  Q u a ntit ati v e Tr ait L o c u s ( e Q T L) A n al y s e n, b ei 

w el c h e n G e n e x pr e s si o n s - u n d G e n ot y p -D at e n m ulti pl er Pr o b e n a uf S N P s mit 

si g nif ik a nt er A s s o zi ati o n v o n G e n ot y p e n mit G e n e x pr e s si o n sl e v el n u nt er s u c ht w er d e n  

( Ni c a et. al., 2 0 1 3). D ur c h di e b e gr e n zt e V erf ü g b ar keit h u m a n er e m br y o n al er G e w e b e 

d e s e nt s pr e c h e n d e n E nt wi c kl u n g s st a di u m s i st ei n e D ur c hf ü hr u n g v o n e Q T L-St u di e n b ei 

d er Erf or s c h u n g v o n n s C L/ P d er z eit ni c ht  m ö gli c h.  

Z u s a m m e nf a s s e n d k o n nt e n wir m ö gli c h e r e g ul at ori s c h e N et z w er k e, G e n e u n d 

bi ol o gi s c h e Pr o z e s s e , w el c h e d ur c h di e Bi n d u n g v o n T F A P 2 A b e ei nfl u s st w er d e n , 

i d e ntifi zi er e n. D er V er s u c h s a uf b a u k a n n a uf w eit er e P h ä n ot y p e n, Tr a n s kri pti o n sf a kt or e n  

u n d Z ell m o d ell e ü b ertr a g e n w er d e n.  

Li mit ati o n e n u n s er er St u di e w ar e n , d a s s di e H E P M Z ell e n n ur ei n z w ei di m e n s i o n al e s 

M o d ell d ar st ell e n, s o d a s s ei n er s eit s r ä u mli c h e Eff e kt e u n d a n d er er s eit s I nt er a kti o n e n 

mit a n d er e n Z ellt y p e n ni c ht a b g e bil d et si n d. I n s b e s o n d er e di e I nt er a kti o n v o n 

e pit h el i al e n u n d m e s e n c h y m al e n Z ell e n i st j e d o c h f ür d e n A bl a uf d er F u si o n d er 

G a u m e nf ort s ät z e r el e v a nt  ( N a k aji m a et. al., 2 0 1 8) . Or g a n oi d -M o d ell e k ö n nt e n hi er ei n e n 

n ä c h st e n S c hritt d ar st ell e n  ( W olf et. al., 2 0 1 8) . A u ß er d e m k o n nt e n all el s p e zifi s c h e 

Bi n d u n g s eff e kt e v o n T F A P 2 A n ur a n S N P s mit h et er o z y g ot e m G e n ot y p u nt er s u c ht 

w er d e n. A n s ät z e wi e G e n o m e -e diti n g mit C RI S P R -C a s 9 k ö n nt e n hi er ei n g e s et zt o d er 

Z ell k ult ur e n a n d er er D o n or e n u nt er s u c ht w er d e n  ( D o u d n a u n d C h ar p e nti er, 2 0 1 2).  
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1. 5  Z u s a m m e nf a s s u n g  

Di e I d e ntifi zi er u n g g e n eti s c h er Ri si k o v ari a nt e n f ür m ultif a kt ori ell e Er kr a n k u n g e n  i st i n 

d e n l et zt e n J a hr e n r a s a nt v or a n g e s c hritt e n. Di e s gilt a u c h f ür ni c ht -s y n dr o m al e 

Li p p e n s p alt e n mit o d er o h n e G a u m e n s p alt e n ( n s C L/ P) , ei n e d er h ä ufi g st e n 

F e hl bil d u n g e n d e s M e n s c h e n. Di e Tr a n sl ati o n d er g e n eti s c h e n B ef u n d e i n bi ol o gi s c h e 

Er k e n nt ni s s e st ellt  j e d o ch  ei n e H er a u sf or d er u n g  d ar, d a vi el e mit d er Kr a n k h eit 

a s s o zii ert e  g e n eti s c h e V ari a nt e n i n ni c ht -k o di er e n d e n R e gi o n e n d e s G e n o m s li e g e n. Ei n  

m ö gli c h er f u n kti o n ell er  Eff e kt k ö n nt e  ei n e  v er ä n d ert e B i n d un g  v o n 

Tr a n s kri pti o n sf a kt or e n a n i hr e Bi n d e st ell e n s ei n.  I n d er v orli e g e n d e n St u di e w ur d e n 

Tr a n s kri pti o n sf a kt or bi n d e st ell e n v o n  Tr a n s cri pti o n f a ct or A P -2 al p h a  (T F A P 2 A ), ei n e m 

n s C L/ P K a n di d at e n g e n , i n Z ell e n d e s  h u m a n e n G a u m e n m e s e n c h y m s  ( H E P M-Z ell e n) 

u nt er s u c ht. I m R a h m e n ei n er C hr o m ati n im m u n pr ä zi pit ati o n ( C hI P ) u n d a n s c hli e ß e n d er  

S e q u e n zi er u n g i d e ntifi zi ert e n wir 2 .8 4 5 R e gi o n e n mit T F A P 2 A Bi n d u n g ( T F A P 2 A  C hI P -

s e q  P e a k s) . Im A b gl ei c h mit C hr o m ati n m ar k er n a u s h u m a n e m e m br y o n al e m 

kr a ni of a zi al e m G e w e b e d a s C ar n e gi e st a di u m s 1 5 u n d T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s a u s 

h u m a n e n Z er vi x k ar zi n o m z ell e n k o n nt e n 8 0 2 p ot e nti ell f ür kr a ni of a zi al e s G e w e b e 

s p e zifi s c h e T F A P 2 A  C hI P -s e q  P e a k s mit m ö gli c h er E n h a n c er a kti vit ät i d e ntifi zi ert 

w er d e n. B a si er e n d a uf ei n er G e n -O nt ol o gi e -A n al y s e z ei gt e si c h ei n e m ö gli c h e F u n kti o n 

v o n T F A P 2 A i n r el e v a nt e n Pr o z e s s e n wi e d er e pit h eli al -m e s e n c h y m al e n Tr a n siti o n u n d 

i n r e g ul at ori s c h e n N et z w er k e n mit a n d er e n G e n e n d er kr a ni of a zi al e n E nt wi c kl u n g , wi e 

M S X 1  u n d S P R Y 2 . Wir k o n nt e n 1 8 R e gi o n e n mit all el s p e zifi s c h er Bi n d u n g v o n T F A P 2 A 

erf a s s e n. Ei n e I nt e gr ati o n mit  ei n er  M et a a n al y s e v o n g e n o m w eit e n A s s o zi ati o n s st u di e n 

( G W A S) z u n s C L/ P v o n L u d wi g et al. (2 0 1 7 ) z ei gt e j e d o c h k ei n e Ü b erl a p p u n g d er 

T F A P 2 A  C hI P -s e q P e a k s mit g e n o m w eit si g nifi k a nt e n n s C L/ P R i si k ol o ci. Li mit ati o n e n 

d er St u di e w ar e n, d a s s all el s p e zifi s c h e E ff e kt e n ur a n i n u n s er e m Z ell m o d ell  

h et er o z y g ot e n S N P s u nt er s u c ht w e r d e n u n d d a s s di e s e s n ur b e gr e n zt di e bi ol o gi s c h e n 

G e g e b e n h eit e n i m e m br y o n al e n G a u m e n si m uli er e n k o n nt e n . I n zu k ü nfti g e n St u di e n  

k ö n n e n di e s e Ei n s c h s c hr ä n k u n g mitt el s g e n o mi s c h er E diti er u n g u n d k o m pl e x er er i n-

vitr o  u n d i n-vi v o M o d ell e ü b er w u n d e n w er d e n. U n s er V er s u c h s a n s at z k a n n a uf a n d er e 

P h ä n ot y p e n u n d Tr a n s kri pti o n sf a kt or e n ü b etr a g e n w er d e n.  
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1. 6  Lit er at ur v er z ei c h ni s  d er d e ut s c h e n Z u s a m m e nf a s s u n g  

Al -N a m a n k a n y A, Al h u b ai s hi A. Eff e ct s o f cleft li p a n d p al at e o n c hil dr e n' s p s y c h ol o gi c al 

h e alt h: A s y st e m ati c r e vi e w. J T ai b a h U ni v M e d S ci 2 0 1 8; 1 3: 3 1 1 – 3 1 8  

B ail e y S D, Virt a n e n C, H ai b e -K ai n s B, L u pi e n M. A B C: a t o ol t o i d e ntif y S N V s c a u si n g 

all el e -s p e cifi c tr a n s cri pti o n f a ct or bi n di n g fr o m C hI P -S e q e x p eri m e nt s. Bi oi nf or m ati c s 

2 0 1 5; 3 1: 3 0 5 7 – 3 0 5 9  

B e at y T H, M urr a y J C, M ar a zit a M L, M u n g er R G, R u c zi n s ki I, H et m a n s ki J B, Li a n g K Y, 

W u T, M urr a y T, F alli n M D, R e d ett R A, R a y m o n d G, S c h w e n d er H, Ji n S -C, C o o p er M E, 

D u n n w al d M, M a n sill a M A, L e sli e E, B ull a r d S, Li dr al A C, M or e n o L M, M e n e z e s R, 

Vi eir a A R, P etri n A, Wil c o x A J, Li e R T, J a b s E W, W u -C h o u Y H, C h e n P K, W a n g H, Y e 

X, H u a n g S, Y e o w V, C h o n g S S, J e e S H, S hi B, C hri st e n s e n K, M el b y e M, D o h e n y K F, 

P u g h E W, Li n g H, C a still a E E, C z ei z el A E, M a L, Fi e l d LL, Br o d y L, P a n gili n a n F, Mill s 

J L, M oll o y A M, Kir k e P N, S c ott J M, Ar c o s -B ur g o s M, S c ott A F. A g e n o m e -wi d e 

a s s o ci ati o n st u d y of cl eft li p wit h a n d wit h o ut cl eft p al at e i d e ntifi e s ri s k v ari a nt s n e ar 

M A F B a n d A B C A 4. N at G e n et 2 0 1 0; 4 2: 5 2 5 – 5 2 9  

B e at y T H, T a u b  M A, S c ott A F, M urr a y J C, M ar a zit a M L, S c h w e n d er H, P ar k er M M, 

H et m a n s ki J B, B al a kri s h n a n P, M a n sill a M A, M a n g ol d E, L u d wi g K U, N o et h e n M M, 

R u bi ni M, El ci o gl u N, R u c zi n s ki I. C o nfir mi n g g e n e s i nfl u e n ci n g ri s k t o cl eft li p 

wit h/ wit h o ut cl eft p al at e i n a  c a s e -p ar e nt tri o st u d y. H u m  G e n et 2 0 1 3; 1 3 2: 7 7 1 – 7 8 1  

Bir n b a u m S, L u d wi g K U, R e utt er H, H er m s S, St eff e n s M, R u bi ni M, B al u ar d o C, F erri a n 

M, Al m ei d a d e A s si s N, Al bl a s M A, B art h S, Fr e u d e n b er g J, L a u st er C, S c h mi dt G, 

S c h e er M, Br a u m a n n B, B er g é  S J, R ei c h  R H,  S c hi ef k e F, H e m pri c h A, P ö t z s c h S, 

St e e g er s -T h e u ni s s e n R P, P ö t z s c h B, M o e b u s S, H or st h e m k e B, Kr a m er F-J, Wi e n k er 

T F, M o s s e y P A, Pr o p pi n g P, Ci c h o n S, H off m a n n P, K n a p p M, N ö t h e n M M, M a n g ol d E. 

K e y s u s c e pti bilit y l o c u s f or n o n s y n dr o mi c cl eft li p wit h or w it h o ut cl eft p al at e o n 

c hr o m o s o m e 8 q 2 4. N at G e n et 2 0 0 9; 4 1: 4 7 3 E P - 

Bir n e y E, St a m at o y a n n o p o ul o s J A, D utt a A, G ui g ó R, Gi n g er a s T R, M ar g uli e s E H, 

W e n g Z, S n y d er M, D er mit z a ki s E T, T h ur m a n R E, K u e h n M S, T a yl or C M, N e p h S, K o c h 

C M, A st h a n a S, M al h otr a A , A dz h u b ei I, Gr e e n b a u m J A, A n dr e w s R M, Fli c e k P, B o yl e 
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P J, C a o H, C art er N P, Cl ell a n d G K, D a vi s S, D a y N, D h a mi P, Dill o n S C, D or s c h n er 

M O, Fi e gl er H, Gir e si P G, G ol d y J, H a wr yl y c z M, H a y d o c k A, H u m b ert R, J a m e s K D, 

J o h n s o n B E, J o h n s o n E M, Fr u m T T, R o s e n z w ei g  E R, K ar n a ni N, L e e K, L ef e b vr e G C, 

N a v a s P A, N eri F, P ar k er S C J, S a b o P J, S a n d str o m R, S h af er A, V etri e D, W e a v er M, 

Wil c o x S, Y u M, C olli n s F S, D e k k er J, Li e b J D, T ulli u s T D, Cr a wf or d G E, S u n y a e v S, 

N o bl e W S, D u n h a m I, D e n o e u d F, R e y m o n d A, K a pr a n o v P, R o z o w s k y J, Z h e n g D, 

C a st el o R, Fr a n ki s h A, H arr o w J, G h o s h S, S a n d eli n A, H of a c k er I L, B a ert s c h R, K e ef e 

D, Di k e S, C h e n g J, Hir s c h H A, S e ki n g er E A, L a g ar d e J, A bril J F, S h a h a b A, Fl a m m C, 

Fri e d C, H a c k er m üll er J, H ert el J, Li n d e m e y er M, Mi s s al K, T a n z er A , W a s hi etl S, K or b el 

J, E m a n u el s s o n O, P e d er s e n J S, H olr o y d N, T a yl or R, S w ar br e c k D, M att h e w s N, 

Di c k s o n M C, T h o m a s D J, W eir a u c h M T, Gil b ert J, Dr e n k o w J, B ell I, Z h a o X, Sri ni v a s a n 

K G, S u n g W -K, O oi H S, C hi u K P, F oi s s a c S, Ali ot o T, Br e nt M, P a c ht er L, T r e s s M L, 

V al e n ci a A, C h o o S W, C h o o C Y, U cl a C, M a n z a n o C, W y s s C, C h e u n g E, Cl ar k T G, 

Br o w n J B, G a n e s h M, P at el S, T a m m a n a H, C hr a st J, H e nri c h s e n C N, K ai C, K a w ai J, 

N a g al a k s h mi U, W u J, Li a n Z, Li a n J, N e w b ur g er P, Z h a n g X, Bi c k el P, M atti c k J S, 

C ar n i n ci P, H a y a s hi z a ki Y, W ei s s m a n S, H u b b ar d T, M y er s R M, R o g er s J, St a dl er P F, 

L o w e T M, W ei C -L, R u a n Y, Str u hl K, G er st ei n M, A nt o n ar a ki s S E, F u Y, Gr e e n E D, 

K ar a ö z U, Si e p el A, T a yl or J, Li ef er L A, W ett er str a n d K A, G o o d P J, F ei n g ol d E A, G u y er 

M S, C o o p er G M, A si m e n o s G, D e w e y C N, H o u M, Ni k ol a e v S, M o nt o y a -B ur g o s JI, 

L ö yt y n oj a A, W h el a n S, P ar di F, M a s si n g h a m T, H u a n g H, Z h a n g N R, H ol m e s I, M ulli ki n 

J C, Ur et a -Vi d al A, P at e n B, S eri n g h a u s M, C h ur c h D, R o s e n bl o o m K, K e nt W J, St o n e 

E A, B at z o gl o u S, G ol d m a n N, H ar d i s o n R C, H a u s sl er D, Mill er W, Si d o w A, Tri n kl ei n 

N D, Z h a n g Z D, B arr er a L, St u art R, Ki n g D C, A m e ur A, E nr ot h S, Bi e d a M C, Ki m J, 

B hi n g e A A, Ji a n g N, Li u J, Y a o F, V e g a V B, L e e C W H, N g P, Y a n g A, M o qt a d eri Z, Z h u 

Z, X u X, S q u a z z o S, O b erl e y M J, I n m a n D , Sin g er M A, Ri c h m o n d T A, M u n n K J, R a d a -

I gl e si a s A, W all er m a n O, K o m or o w s ki J, F o wl er J C, C o utt et P, Br u c e A W, D o v e y O M, 

Elli s P D, L a n gf or d C F, Ni x D A, E u s kir c h e n G, H art m a n S, Ur b a n A E, Kr a u s P, v a n 

C al c ar S, H ei nt z m a n N, Ki m T H, W a n g K, Q u C, H o n G, L u n a  R, Gl a s s C K, R o s e nf el d 

M G, Al dr e d S F, C o o p er S J, H al e e s A, Li n J M, S h ul h a H P, Z h a n g X, X u M, H ai d ar J N S, 

Y u Y, I y er V R, Gr e e n R D, W a d eli u s C, F ar n h a m P J, R e n B, H art e R A, Hi nri c h s A S, 

Tr u m b o w er H, Cl a w s o n H, Hill m a n -J a c k s o n J, Z w ei g A S, S mit h K, T h a k k a p al l a yil A, 

B ar b er G, K u h n R M, K ar ol c hi k D, Ar m e n g ol L, Bir d C P, B a k k er PI W d e, K er n A D, 
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L o p e z -Bi g a s N, M arti n J D, Str a n g er B E, W o o dr off e A, D a v y d o v E, Di m a s A, E yr a s E, 

H all grí m s d óttir I B, H u p p ert J, Z o d y M C, A b e c a si s G R, E sti vill X, B o uff ar d G G, G u a n X, 

H a n s e n N F, I d ol J R, M a d ur o V V B, M a s k eri B, M c D o w ell J C, P ar k M, T h o m a s P J, Y o u n g 

A C, Bl a k e sl e y R W, M u z n y D M, S o d er gr e n E, W h e el er D A, W orl e y K C, Ji a n g H, 

W ei n st o c k G M, Gi b b s R A, Gr a v e s T, F ult o n R, M ar di s E R, Wil s o n R K, Cl a m p M, C uff J, 

G n err e S, J aff e D B, C h a n g J L, Li n d bl a d -T o h K, L a n d er E S, K ori a bi n e M, N ef e d o v M, 

O s o e g a w a K, Y o s hi n a g a Y, Z h u B, J o n g P J d e. I d e ntifi c ati o n a n d a n al y si s of f u n cti o n al 

el e m e nt s i n 1 % of t h e h u m a n g e n o m e b y t h e E N C O D E pil ot pr oj e ct. N at ur e 2 0 0 7; 4 4 7: 

7 9 9 – 8 1 6  

B u s h n ell B., 2 0 1 9: B B M a p B B M a p s h ort r e a d ali g n er, a n d ot h er bi oi nf or m ati c t o ol s. 

htt p s:// s o ur c ef or g e. n et/ pr oj e ct s/ b b m a p/ ( Z u griff s d at u m: 2 8. 0 3. 2 0 1 9)  

C arr oll S H, M a ci a s Tr e vi n o C, Li E B, K a w a s a ki K, M y er s N, H all ett S A, Al h a z mi N, 

C ot n e y J, C ar st e n s R P, Li a o E C. A n Irf 6 -E sr p 1/ 2 r e g ul at or y a xi s c o ntr ol s mi df a c e 

m or p h o g e n e si s i n v ert e br at e s. D e v el o p m e nt 2 0 2 0; 1 4 7  

C arr oll T S, Li a n g Z, S al a m a R, St ar k R, S a nti a g o I d e. I m p a ct of artif a ct r e m o v al o n 

C hI P q u alit y m etri c s i n C hI P -s e q a n d C hI P -e x o d at a. Fr o nt G e n et 2 0 1 4; 5: 7 5  

D e gt y ar e v a A O, A nt o nt s e v a E V, M er k ul o v a TI. R e g ul at or y S N P s: Alt er e d Tr a n s cri pti o n 

F a ct or Bi n di n g Sit e s I m pli c at e d i n C o m pl e x Tr ait s a n d Di s e a s e s. I nt J M ol S ci 2 0 2 1; 2 2  

D h uli p al a V C, W el s h o n s W V, R e d d y C S. I n hi biti o n of h u m a n e m br y o ni c p al at al 

m e s e n c h y m al c ell c y cl e b y s e c al o ni c a ci d D: a pr o b a bl e m e c h a ni s m of it s cl eft p al at e 

i n d u cti o n. Ort h o d Cr a ni of a c R e s  2 0 0 4; 7: 2 2 7 – 2 3 6  

Di x o n J R, S el v ar aj S, Y u e F, Ki m A, Li Y, S h e n Y, H u M, Li u J S, R e n B. T o p ol o gi c al 

d o m ai n s i n m a m m ali a n g e n o m e s i d e ntifi e d b y a n al y si s of c hr o m at i n i nt er a cti o n s. N at ur e 

2 0 1 2; 4 8 5: 3 7 6 – 3 8 0  

Di x o n M J, M ar a zit a M L, B e at y T H, M urr a y J C. Cl eft li p a n d p al at e: u n d er st a n di n g 

g e n eti c a n d e n vir o n m e nt al i nfl u e n c e s. N at R e v G e n et  2 0 1 1; 1 2: 1 6 7 – 1 7 8  



2 7  

 

 

D o bi n A, D a vi s C A, S c hl e si n g er F, Dr e n k o w J, Z al e s ki C, J h a  S, B at ut P, C h ai s s o n M, 

Gi n g er a s T R. S T A R: ultr af a st u ni v er s al R N A -s e q ali g n er. Bi oi nf or m ati c s 2 0 1 3; 2 9: 1 5 –

2 1  

D o u d n a J A, C h ar p e nti er E. G e n o m e e diti n g. T h e n e w fr o nti er of g e n o m e e n gi n e eri n g 

wit h C RI S P R -C a s 9. S ci e n c e 2 0 1 4; 3 4 6: 1 2 5 8 0 9 6  

E w el s P, M a g n u s s o n  M, L u n di n S, K äll er M. M ulti Q C: s u m m ari z e a n al y si s r e s ult s f or 

m ulti pl e t o ol s a n d s a m pl e s i n a si n gl e r e p ort. Bi oi nf or m ati c s 2 0 1 6; 3 2: 3 0 4 7 – 3 0 4 8  

F airl e y S, L o w y -G all e g o E, P err y E, Fli c e k P. T h e I nt er n ati o n al G e n o m e S a m pl e 

R e s o ur c e (I G S R) c oll e cti o n of o p e n h u m a n g e n o mi c v ari ati o n r e s o ur c e s. N u cl ei c A ci d s 

R e s  2 0 2 0; 4 8: D 9 4 1 -D 9 4 7  

F or n e s O, C a str o -M o n dr a g o n J A, K h a n A, v a n d er L e e R, Z h a n g X, Ri c h m o n d P A, M o di 

B P, C orr e ar d S, G h e or g h e M, B ar a n a ši ć D, S a nt a n a -G ar ci a W, T a n G, C h è n e b y J, 

B all e st er B, P ar c y F, S a n d eli n A, L e n h ar d B, W a s s er m a n W W, M at h eli er A. J A S P A R 

2 0 2 0: u p d at e of t h e  o p e n -a c c e s s d at a b a s e of tr a n s cri pti o n f a ct or bi n di n g pr ofil e s. 

N u cl ei c A ci d s R e s  2 0 2 0; 4 8: D 8 7 -D 9 2  

G e n o m e  R ef er e n c e C o n s orti u m ,  2 0 0 9:  G R C h 3 7. 

htt p s:// w w w. n c bi. nl m. ni h. g o v/ a s s e m bl y/ G C F _ 0 0 0 0 0 1 4 0 5. 1 3/ ( Z u griff s d at u m: 

1 0. 0 7. 2 0 2 2)  

G er st ei n M B, K u n d aj e A, H ari h ar a n M, L a n dt S G, Y a n K -K, C h e n g C, M u X J, K h ur a n a 

E, R o z o w s k y J, Al e x a n d er R, Mi n R, Al v e s P, A b y z o v A, A d dl e m a n N, B h ar d w aj N, 

B o yl e A P, C a yti n g P, C h ar o s A, C h e n D Z, C h e n g Y, Cl ar k e D, E a st m a n C, E u s kir c h e n 

G, Fri et z e S, F u Y, G ert z J, Gr u b ert F, H ar m a n ci A, J ai n P, K a s o w s ki M, L a cr o ut e P, 

L e n g J J, Li a n J, M o n a h a n H, O' G e e n H, O u y a n g Z, P artri d g e E C, P at a c sil D, P a uli F, 

R a h a D, R a mir e z L, R e d d y T E, R e e d B, S hi M, Slif er T, W a n g J, W u L, Y a n g X, Yi p K Y, 

Zil b er m a n -S c h a pir a G, B at z o gl o u S, Si d o w A, F ar n h a m  P J, M y er s R M, W ei s s m a n S M, 

S n y d er M. Ar c hit e ct ur e of t h e h u m a n r e g ul at or y n et w or k d eri v e d fr o m E N C O D E d at a. 

N at ur e 2 0 1 2; 4 8 9: 9 1 – 1 0 0  



2 8  

 

 

G o o d n o u g h L H, Br u g m a n n S A, H u D, H el m s J A. St a g e -d e p e n d e nt cr a ni of a ci al d ef e ct s 

r e s ulti n g fr o m S pr o ut y 2 o v er e x pr e s si o n. D ev D y n  2 0 0 7; 2 3 6: 1 9 1 8 – 1 9 2 8  

Gr a nt S F A, W a n g K, Z h a n g H, Gl a b er s o n W, A n n ai a h K, Ki m C E, Br a dfi el d J P, 

Gl e s s n er J T, T h o m a s K A, G arri s M, Fr a c k elt o n E C, Oti e n o F G, C hi a v a c ci R M, N a h H -D, 

Kir s c h n er R E, H a k o n ar s o n H. A G e n o m e -Wi d e A s s o ci ati o n St u d y I d e ntifi e s a  L o c u s f or 

N o n s y n dr o mi c Cl eft Li p wit h or wit h o ut Cl eft P al at e o n 8 q 2 4 .  J P e di atr 2 0 0 9; 1 5 5: 9 0 9 –

9 1 3  

Gr e e n R M, F e n g W, P h a n g T, Fi s h J L, Li H, S prit z R A, M ar c u ci o R S, H o o p er J, 

J a m ni c z k y H, H all grí m s s o n B, Willi a m s T. Tf a p 2 a -d e p e n d e nt c h a n g e s i n m o u s e f a c i al 

m or p h ol o g y r e s ult i n cl efti n g t h at c a n b e a m eli or at e d b y a r e d u cti o n i n F gf 8 g e n e 

d o s a g e. Di s M o d el M e c h 2 0 1 5; 8: 3 1 – 4 3  

Gr e e n e C S, Kri s h n a n A, W o n g A K, Ri c ci otti E, Z el a y a R A, Hi m m el st ei n D S, Z h a n g R, 

H art m a n n B M, Z a sl a v s k y E, S e alf o n S C, C h a s m a n DI, F it z G er al d G A, D oli n s ki K, 

Gr o s s er T, Tr o y a n s k a y a O G. U n d er st a n di n g m ulti c ell ul ar f u n cti o n a n d di s e a s e wit h 

h u m a n ti s s u e -s p e cifi c n et w or k s. N at G e n et 2 0 1 5; 4 7: 5 6 9 – 5 7 6  

Gr o s e n D, C h e vri er C, S k ytt h e A, Bill e C, M øl st e d K, Si v ert s e n A, M urr a y J C, 

C hri st e n s e n K. A c o h ort st u d y of r e c urr e n c e p att er n s a m o n g m or e t h a n 5 4, 0 0 0 r el ati v e s 

of or al cl eft c a s e s i n D e n m ar k: s u p p ort f or t h e m ultif a ct ori al t hr e s h ol d m o d el of 

i n h erit a n c e. J M e d G e n et 2 0 1 0; 4 7: 1 6 2– 1 6 8  

Gr o s e n D, Bill e C, P et er s e n I, S k ytt h e A, Hj el m b or g J v B , P e d er s e n J K, M urr a y J C, 

C hri st e n s e n K. Ri s k of or al cl eft s i n t wi n s. E pi d e mi ol o g y ( C a m bri d g e, M a s s.) 2 0 1 1; 2 2: 

3 1 3 – 3 1 9  

G u pt a S, St a m at o y a n n o p o ul o s J A, B ail e y T L, N o bl e W S. Q u a ntif yi n g si mil arit y b et w e e n 

m otif s . G e n o m e  Bi ol  2 0 0 7; 8: R 2 4  

H o wi e B N, D o n n ell y P , M ar c hi ni J. A fl e xi bl e a n d a c c ur at e g e n ot y p e i m p ut ati o n m et h o d 

f or t h e n e xt g e n er ati o n of g e n o m e-wi d e a s s o ci ati o n st u di e s. P L o S G e n et 2 0 0 9; 5: 

e 1 0 0 0 5 2 9  



2 9  

 

 

J a c k s o n A, Br o ml e y R, M orr o w J, Ir wi n B, Cl a yt o n -S mit h  J. I n ut er o e x p o s ur e t o 

v al pr o at e i n cr e a s e s t h e  ri s k of i s ol at e d cl eft p al at e. Ar c h Di s C hil d F et al N e o n at al E d  

2 0 1 6; 1 0 1: F 2 0 7  

J a h a n bi n A, S h a d k a m E, Miri H H, S hir a zi A S, A bt a hi M. M at er n al F oli c A ci d 

S u p pl e m e nt ati o n a n d t h e Ri s k of Or al Cl eft s i n Off s pr i n g. J Cr a ni of a c S ur g 2 0 1 8; 2 9  

K h a n A, F or n e s O,  Sti gli a ni A, G h e or g h e M, C a str o -M o n dr a g o n J A, v a n d er L e e R, 

B e s s y A, C h è n e b y J, K ul k ar ni S R, T a n G, B ar a n a si c D, Ar e nill a s D J, S a n d eli n A, 

V a n d e p o el e K, L e n h ar d B, B all e st er B, W a s s er m a n W W, P ar c y F, M at h el i er A. J A S P A R 

2 0 1 8: u p d at e of t h e o p e n -a c c e s s d a t a b a s e of tr a n s cri pti o n f a ct or bi n di n g pr ofil e s a n d it s 

w e b fr a m e w or k. N u cl ei c A ci d s R e s 2 0 1 8; 4 6: D 2 6 0 -D 2 6 6  

L a n g m e a d B, S al z b er g S L. F a st g a p p e d -r e a d ali g n m e nt wit h B o wti e 2. N at M et h o d s 

2 0 1 2; 9: 3 5 7 – 3 5 9  

L e s li e E J, C arl s o n J C, S h aff er J R, B ut ali A, B u x ó CJ, C a still a E E, C hri st e n s e n K, 

D el e yi a n ni s F W B, L ei g h Fi el d L, H e c ht J T, M or e n o L, Ori oli I M, P a dill a C, Vi eir a A R, 

W e h b y G L, F ei n g ol d E, W ei n b er g S M, M urr a y J C, B e at y T H, M ar a zit a M L. G e n o m e -

wi d e m et a -a n al y s e s of n o n s y n dr o mi c or of a ci al cl eft s i d e ntif y n o v el a s s o ci ati o n s b et w e e n 

F O X E 1 a n d all or of a ci al cl eft s, a n d T P 6 3 a n d cl eft li p wit h or wit h o ut cl eft p al at e. H u m 

G e n et 2 0 1 7; 1 3 6: 2 7 5 – 2 8 6  

L e sli e E J, C arl s o n J C, S h aff er J R, F ei n g ol d E, W e h b y G, L a uri e C A, J ai n D, L a uri e C C, 

D o h e n y K F, M c H e nr y T, R e si c k J, S a n c h e z C, J a c o b s J, E m a n u el e B, Vi eir a A R, 

N ei s w a n g er K, Li dr al A C, V al e n ci a -R a mir e z L C, L o p e z -P al a ci o A M, V al e n ci a D R, Ar c o s -

B ur g o s M, C z ei z el A E, Fi el d L L, P a dill a C D, C uti o n g c o -d e l a P a z, E v a M ari a C, 

D el e yi a n ni s F, C hri st e n s e n K, M u n g er R G, Li e R T, Wi l c o x A, R o mitti P A, C a still a E E, 

M er e b J C, P ol ett a F A, Ori oli I M, C ar v al h o F M, H e c ht J T, Bl a nt o n S H, B u x ó C J, B ut ali A, 

M o s s e y P A, A d e y e m o W L, J a m e s O, Br ai m a h R O, Ar e g b e s ol a B S, E s h et e M A, A b at e 

F, K or u y u c u M, S e y m e n F, M a L, S al a m a n c a J E d e, W ei n b er g S M,  M or e n o L, M urr a y 

J C, M ar a zit a M L. A m ulti -et h ni c g e n o m e -wi d e a s s o ci ati o n st u d y i d e ntifi e s n o v el l o ci f or 

n o n -s y n dr o mi c cl eft li p wit h or wit h o ut cl eft p al at e o n 2 p 2 4. 2, 1 7 q 2 3 a n d 1 9 q 1 3. H u m 

M ol G e n et 2 0 1 6; 2 5: 2 8 6 2 – 2 8 7 2  



3 0  

 

 

L e sli e E J, M ar a zit a M L. G e n eti c s of  Or of a ci al Cl eft Birt h D ef e ct s. C urr e nt G e n eti c 

M e di ci n e R e p ort s 2 0 1 5; 3: 1 1 8 – 1 2 6  

Li a o Y, S m yt h G K, S hi W. f e at ur e C o u nt s: a n effi ci e nt g e n er al p ur p o s e pr o gr a m f or 

a s si g ni n g s e q u e n c e r e a d s t o g e n o mi c f e at ur e s. Bi oi nf or m ati c s 2 0 1 4; 3 0: 9 2 3 – 9 3 0  

Littl e J, C ar d y A, M u n g er R G. T o b a c c o s m o ki n g a n d or al cl eft s: a m et a -a n al y si s. B ul l 

W orl d H e alt h Or g a n 2 0 0 4; 8 2: 2 1 3 – 2 1 8  

Li u H, L e sli e E J, C arl s o n J C, B e at y T H, M ar a zit a M L, Li dr al A C, C or n ell R A. 

I d e ntifi c ati o n of c o m m o n n o n-c o di n g v ari a nt s at 1 p 2 2 t h at ar e f u n cti o n al  f or n o n-

s y n dr o mi c or of a ci al cl efti n g. N at C o m m u n 2 0 1 7; 8: 1 4 7 5 9  

L or o t-M ar c h a n d A, G u err e s c hi P, P ell eri n P, M arti n ot V, G b a g ui di C C, N ei v a C, 

D e v a u c h ell e B, Fr o c hi s s e C, P oli -M er ol M -L, Fr a n ç oi s -Fi q u et, Fi q u et, Fi q u et -Fr a n ç oi s C. 

Fr e q u e n c y a n d s o ci o -p s y c h ol o gi c al i m p a ct of t a u nti n g i n s c h o ol -a g e p ati e nt s wit h cl eft 

li p-p al at e s ur gi c al r e p air. I nt J P e di atr Ot or hi n ol ar y n g ol 2 0 1 5; 7 9  

L u d wi g K U, A h m e d S T, B ö h m er A C, S a n g a ni N B, V ar g h e s e S, Kl a mt J, S c h u e n k e H, 

G ült e p e P, H of m a n n A, R u bi ni M, Al d h or a e K A, St e e g er s -T h e u ni s s e n R P, R oj a s -

M arti n e z A, R eit er R, B or c k G, K n a p p M, N a k at o mi M, Gr af D, M a n g ol d E, P et er s H. 

M et a -a n al y si s R e v e al s G e n o m e -Wi d e Si g nifi c a n c e at 1 5 q 1 3 f or N o n s y n dr o mi c Cl efti n g 

of B ot h t h e Li p a n d t h e P al at e, a n d F u n cti o n al A n al y s e s I m pli c at e G R E M 1 A s a 

Pl a u si bl e C a u s ati v e G e n e. P L o S G e n et 2 0 1 6; 1 2: e 1 0 0 5 9 1 4 -e 1 0 0 5 9 1 4  

L u d wi g K U, B ö h m er A C, B o w e s J, Ni k oli c M, I s h or st N, W y att N, H a m m o n d N L, G öl z L, 

T hi e m e F, B art h S, S c h u e n k e H, Kl a mt J, S pi el m a n n M, Al d h or a e K, R oj a s -M arti n e z A, 

N öt h e n M M, R a d a -I gl e si a s A, Di x o n M J, K n a p p M, M a n g ol d E. I m p ut ati o n of or of a ci al 

cl e fti n g d at a i d e ntifi e s n o v el ri s k l o ci a n d s h e d s li g ht o n t h e g e n eti c b a c k gr o u n d of cl eft 

li p ± cl eft p al at e a n d cl eft p al at e o nl y. H u m M ol G e n et 2 0 1 7; 2 6: 8 2 9– 8 4 2  

L u d wi g K U, M a n g ol d E, H e r m s S, N o w a k S, R e utt er H, P a ul A, B e c k er J, H er b er z R, 

Al C h a w a T, N a s s er E, B ö h m er A C, M att h ei s e n M, Al bl a s M A, B art h S, Kl u c k N, L a u st er 

C, Br a u m a n n B, R ei c h R H, H e m pri c h A, P öt z s c h S, Bl a u m ei s er B, D ar at si a n o s N, 

Kr e u s c h T, M urr a y J C, M ar a zit a M L, R u c zi n s ki I, S c ott A F, B e at y T H, Kr a m er F -J, 
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Wi e n k er T F, St e e g er s -T h e u ni s s e n R P, R u bi ni M, M o s s e y P A, H off m a n n P, L a n g e C, 

Ci c h o n S, Pr o p pi n g P, K n a p p M, N öt h e n M M. G e n o m e -wi d e m et a -a n al y s e s of 

n o n s y n dr o mi c cl eft li p wit h or wit h o ut cl eft p al at e i d e ntif y si x n e w ri s k l o ci.  N at G e n et 

2 0 1 2; 4 4: 9 6 8 – 9 7 1  

M a c h a ni c k P, B ail e y T L. M E M E -C hI P: m otif a n al y si s of l ar g e D N A d at a s et s. 

Bi oi nf or m ati c s 2 0 1 1; 2 7: 1 6 9 6 – 1 6 9 7  

M a c hi el a M J, C h a n o c k S J. L Dli n k: a w e b -b a s e d a p pli c ati o n f or e x pl ori n g p o p ul ati o n -

s p e cifi c h a pl ot y p e str u ct ur e a n d li n ki n g c orr el at e d all el e s of p o s si bl e f u n cti o n al v ari a nt s. 

B i oi nf or m ati c s 2 0 1 5; 3 1: 3 5 5 5– 3 5 5 7  

M a c k K L, N a c h m a n M W. G e n e R e g ul ati o n a n d S p e ci ati o n. Tr e n d s G e n et  : TI G 2 0 1 7; 

3 3: 6 8 – 8 0  

M a n g ol d E, L u d wi g K U, Bir n b a u m S, B al u ar d o C, F erri a n M, H er m s S,  R e utt er H, A s si s 

N A d e, C h a w a T A, M att h ei s e n M, St eff e n s M, B art h S,  Kl u c k N, P a ul A, B e c k er J, 

L a u st er C, S c h mi dt G, Br a u m a n n B, S c h e er M, R ei c h R H, H e m pri c h A, P öt z s c h S, 

Bl a u m ei s er B, M o e b u s S, Kr a w c z a k M, S c hr ei b er S, M eiti n g er T, Wi c h m a n n H -E, 

St e e g e r s-T h e u ni s s e n R P, Kr a m er F -J, Ci c h o n S, Pr o p pi n g P, Wi e n k er T F, K n a p p  M, 

R u bi ni M, M o s s e y P A, H off m a n n P, N öt h e n M M. G e n o m e -wi d e a s s o ci ati o n st u d y 

i d e ntifi e s t w o s u s c e pti bilit y l o ci f or n o n s y n dr o mi c cl eft li p wit h or wit h o ut cl eft p al at e. N at 

G e n et 2 0 1 0; 4 2: 2 4 – 2 6  

M ar c u s s o n A, P a uli n G, Ö str u p L. F a ci al a p p e ar a n c e i n a d ult s  w h o h a d cl eft li p a n d 

p al at e tr e at e d i n c hil d h o o d. S c a n d J Pl a st R e c o n str S ur g H a n d S ur g  2 0 0 2; 3 6: 1 6 – 2 3  

M arti n  M . C ut a d a pt r e m o v e s a d a pt er s e q u e n c e s fr o m hi g h-t hr o u g h p ut s e q u e n ci n g 

r e a ds. E M B n et J 2 0 1 1 , 1 7( 1): 1 0 -1 2  

M at s u m ur a K, T a k et o mi T, Y o s hi z a ki K, Ar ai S, S a n ui T, Y o s hi g a D, Y o s hi m ur a A, 

N a k a m ur a S. S pr o ut y 2 c o ntr ol s pr olif er ati o n of p al at e m e s e n c h y m al c ell s vi a fi br o bl a st 

gr o wt h f a ct or si g n ali n g. Bi o c h e m Bi o p h y s R e s C o m m u n 2 0 1 1; 4 0 4: 1 0 7 6 – 1 0 8 2  
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M c L e a n C Y, Bri st or D, Hill er M, Cl ar k e S L, S c h a ar B T, L o w e C B, W e n g er A M, B ej er a n o 

G. G R E A T i m pr o v e s f u n cti o n al i nt er pr et ati o n of ci s -r e g ul at or y r e gi o n s. N at Bi ot e c h n ol 

2 0 1 0; 2 8: 4 9 5 – 5 0 1  

Mil u n s k y J M, M a h er T A, Z h a o G, R o b ert s A E, St al k er H J, Z ori R T, B ur c h M N, Cl e m e n s 

M, M ulli k e n J B, S mit h R, Li n A E. T F A P 2 A m u t ati o n s r e s ult i n br a n c hi o-o c ul o -f a ci al 

s y n dr o m e. A m J H u m G e n et  2 0 0 8; 8 2: 1 1 7 1 – 1 1 7 7  

M or e n o L M, M a n sill a M A, B ull ar d S A, C o o p er M E, B u s c h T D, M a c hi d a J, J o h n s o n M K, 

Br a u er D, Kr a h n K, D a a c k -Hir s c h S, L' h e ur e u x J, V al e n ci a -R a mir e z C, Ri v er a D, L ó p e z 

A M, M or e n o M A, Hi n g A, L a m m er E J, J o n e s M, C hri st e n s e n K, Li e R T, J u g e s s ur A, 

Wil c o x A J, C hi n e s P, P u g h E, D o h e n y K, Ar c o s -B ur g o s M, M ar a zit a M L, M urr a y J C, 

Li dr al A C. F O X E 1 a s s o ci ati o n wit h b ot h i s ol at e d cl eft li p wit h or wit h o ut cl eft p al at e, a n d 

i s ol at e d cl eft p al at e. H u m M ol G e n et 2 0 0 9; 1 8: 4 8 7 9 – 4 8 9 6  

M o s s e y P A, Littl e J, M u n g er R G, Di x o n M J, S h a w W C. Cl eft li p a n d p al at e. L a n c et 2 0 0 9; 

3 7 4: 1 7 7 3 – 1 7 8 5  

M ull e n s C L, M c C ull o c h I L, H ar d y K M, M at h e w s  R E, M a s o n A C. Pl a st R e c o n str S ur g 

Gl o b O p e n . Pl a st R e c o n str S ur g Gl ob O p e n 2 0 1 9; 7: e 2 0 9 5 -e 2 0 9 5  

N a k aji m a A, F S h ul er C, G ul k a A O D, H a n ai J -I. T G F-β Si g n ali n g a n d t h e E pit h eli al -

M e s e n c h y m al Tr a n siti o n d uri n g P al at al F u si o n. I nt J M ol S ci 2 0 1 8; 1 9  

Ni c a A C, D er mit z a ki s E T. E x pr e s si o n q u a ntit ati v e tr ait l o ci: pr e s e nt a n d f ut ur e. P hil o s 

Tr a n s R S o c L o n d B Bi ol S ci 2 0 1 3; 3 6 8: 2 0 1 2 0 3 6 2  

O' R a hill y R, M üll er F. D e v el o p m e nt al st a g e s i n h u m a n e m br y o s: r e vi s e d a n d n e w 

m e a s ur e m e nt s. C ell s  T i s s u e s O r g a n s 2 0 1 0; 1 9 2: 7 3– 8 4  

Q ui nl a n A R, H all I M. B E D T o ol s: a fl e xi bl e s uit e of utiliti e s f or c o m p ari n g g e n o mi c 

f e at ur e s. Bi oi nf or m ati c s 2 0 1 0; 2 6: 8 4 1– 8 4 2  

R a hi m o v F, M ar a zit a M L, Vi s el A, C o o p er M E, Hit c hl er M J, R u bi ni M, D o m a n n F E, G o vil 

M, C hri st e n s e n K, Bill e C, M el b y e M, J u g e s s ur  A, Li e R T, Wil c o x A J, Fit z p atri c k D R, 

Gr e e n E D, NI S C C o m p ar ati v e S e q u e n ci n g Pr o gr a m, M o s s e y P A, Littl e J, St e e g er s -
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T h e u ni s s e n R P, P e n n a c c hi o L A, S c h utt e B C, M urr a y J C. Di sr u pti o n of a n A P -2 α bi n di n g 

sit e i n a n I R F 6 e n h a n c er i s a s s o ci at e d wit h cl eft li p. N at G e n et 2 0 0 8; 4 0: 1 3 4 1 E P - 

R a z a g hi -M o g h a d a m Z, N a mi p a s h a ki A, F ar a h m a n d S, A n s ari -P o ur N. S y st e m s g e n eti c s 

of n o n s y n dr o mi c or of a ci al cl efti n g pr o vi d e s i n si g ht s i nt o it s c o m pl e x a eti ol o g y. E ur J 

H u m G e n et 2 0 1 9; 2 7: 2 2 6 – 2 3 4  

R uff K L M, H oll st ei n R, F a z a al J,  T hi e m e F, G e hl e n J, M a n g ol d E, K n a p p M, W el z e n b a c h 

J, L u d wi g K U. All el e -s p e cifi c tr a n s cri pti o n f a ct or bi n di n g i n a c ell ul ar m o d el of or of a ci al 

cl efti n g. S ci e ntifi c R e p ort s 2 0 2 2; 1 2: 1 8 0 7  

S c h orl e H, M ei er P, B u c h ert M, J a e ni s c h R, Mit c h ell P J. Tr a n s cri pti o n f a ct or A P -2 

e s s e nti al f or cr a ni al cl o s ur e a n d cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt. N at ur e 1 9 9 6; 3 8 1: 2 3 5 – 2 3 8  

S hi M, C hri st e n s e n K, W ei n b er g C R, R o mitti P, B at h u m L, L o z a d a A, M orri s R W, L o v ett 

M, M urr a y J C. Or of a ci al cl eft ri s k i s i n cr e a s e d wit h m at er n al s m o ki n g a n d s p e cifi c 

d et o xifi c ati o n -g e n e v a ri a nt s. A m J H u m G e n et 2 0 0 7; 8 0: 7 6– 9 0  

St ott -Mill er M, H ei k e C L, Kr at z M, St arr J R. I n cr e a s e d ri s k of or of a ci al cl eft s a s s o ci at e d 

wit h m at er n al o b e sit y: c a s e -c o ntr ol st u d y a n d M o nt e C arl o -b a s e d bi a s a n al y si s. P a e di atr 

P eri n at E pi d e mi ol  2 0 1 0; 2 4: 5 0 2 – 5 1 2  

S u n Y, H u a n g Y, Yi n A, P a n Y, W a n g Y, W a n g C, D u Y, W a n g M, L a n F, H u Z, W a n g G, 

Ji a n g M, M a J, Z h a n g X, M a H, M a J, Z h a n g W, H u a n g Q, Z h o u Z, M a L, Li Y, Ji a n g H, 

Xi e L, Ji a n g Y, S hi B, C h e n g J, S h e n H, W a n g L, Y a n g Y. G e n o m e -wi d e a s s o ci ati o n 

st u d y i d e ntifi e s a n e w s u s c e pti bilit y l o c u s f or cl eft li p wit h or wit h o ut a cl eft p al at e. N at 

C o m m u n 2 0 1 5; 6: 6 4 1 4 E P - 

T hi e m e F, L u d wi g K U. T h e R ol e of N o n c o di n g G e n eti c V ari ati o n i n I s ol at e d Or of a ci al 

Cl eft s  J D e nt R e s 2 0 1 7; 9 6: 1 2 3 8 – 1 2 4 7  

W a hl S E, K e n n e d y A E, W y att B H , M o or e A D, Pri d g e n D E, C h err y A M, M a vil a C B, 

Di c ki n s o n A J G. T h e r ol e of f ol at e m et a b oli s m i n or of a ci al d e v el o p m e nt a n d cl efti n g. D e v 

Bi ol 2 0 1 5; 4 0 5: 1 0 8 – 1 2 2  
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W a n g J, B ai Y, Li H, Gr e e n e S B, Kl y si k E, Y u W, S c h w art z R J, Will i a m s T J, M arti n J F. 

Mi cr o R N A -1 7 -9 2, a dir e ct A p -2 α tr a n s cri pti o n al t ar g et, m o d ul at e s T -b o x f a ct or a cti vit y i n 

or of a ci al cl efti n g. P L o S G e n et 2 0 1 3; 9: e 1 0 0 3 7 8 5 -e 1 0 0 3 7 8 5  

W el z e n b a c h J, H a m m o n d N L, Ni k oli ć M, T hi e m e F, I s h or st N, L e sli e E J, W ei n b er g S M, 

B e at y T H, M ar a zit a M L, M a n g ol d E, K n a p p  M, C ot n e y J, R a d a -I gl e si a s A, Di x o n M J, 

L u d wi g K U. I nt e gr ati v e a p pr o a c h e s g e n er at e i n si g ht s i nt o t h e ar c hit e ct ur e of n o n -

s y n dr o mi c cl eft li p wit h or wit h o ut cl eft p al at e. H G G A d v  2 0 2 1; 2: 1 0 0 0 3 8  

Wil d er m a n A, V a n O u d e n h o v e J , Kr o n J, N o o n a n J P, C ot n e y J. Hig h -R e s ol uti o n 

E pi g e n o mi c Atl a s of H u m a n E m br y o ni c Cr a ni of a ci al D e v el o p m e nt. C ell R e p 2 0 1 8; 2 3: 

1 5 8 1 – 1 5 9 7  

Wi n g ett S W, A n dr e w s S. F a st Q S cr e e n: A t o ol f or m ulti -g e n o m e m a p pi n g a n d q u alit y 

c o ntr ol. F 1 0 0 0 R e s  2 0 1 8; 7: 1 3 3 8  

W olf C J, B el air D G, B e c k er C M, D a s K P,  S c h mi d J E, A b b ott B D. D e v el o p m e nt of a n 

or g a n ot y pi c st e m c ell m o d el f or t h e st u d y of h u m a n e m br y o ni c p al at al f u si o n. Birt h 

D ef e ct s R e s 2 0 1 8; 1 1 0: 1 3 2 2 – 1 3 3 4  

Y o n e d a T, Pr att R M. M e s e n c h y m al c ell s fr o m t h e h u m a n e m br y o ni c p al at e ar e hi g hl y 

r e s p o n si v e t o e pi der m al gr o wt h f a ct or. S ci e n c e 1 9 8 1; 2 1 3: 5 6 3  

Y u Y, Z u o X, H e M, G a o J, F u Y, Qi n C, M e n g L, W a n g W, S o n g Y, C h e n g Y, Z h o u F, 

C h e n G, Z h e n g X, W a n g X, Li a n g B, Z h u Z, F u X, S h e n g Y, H a o J, Li u Z, Y a n H, 

M a n g ol d E, R u c zi n s ki I , Li u J, M ar a zit a M L, L u d wi g K U, B e at y T H, Z h a n g X, S u n L, Bi a n 

Z. G e n o m e -wi d e a n al y s e s of n o n -s y n dr o mi c cl eft li p wit h p al at e i d e ntif y 1 4 n o v el l o ci 

a n d g e n eti c h et er o g e n eit y. N at C o m m u n 2 0 1 7; 8: 1 4 3 6 4  

Z h a n g Y, Li u T, M e y er C A, E e c k h o ut e J, J o h n s o n D S, B e r n st ei n B E, N u s b a u m C, M y er s 

R M, Br o w n M, Li W, Li u X S. M o d el -b a s e d a n al y si s of C hI P -S e q ( M A C S). G e n o m e Bi ol 

2 0 0 8; 9: R 1 3 7  

Z h a n g Z, S o n g Y, Z h a o X, Z h a n g X, F er mi n C, C h e n Y. R e s c u e of cl eft p al at e i n M s x 1 -

d efi ci e nt mi c e b y tr a n s g e ni c B m p 4 r e v e al s a n et w or k of B M P a n d S h h si g n ali n g i n t h e  

r e g ul ati o n of m a m m ali a n p al at o g e n e si s. D e v el o p m e nt 2 0 0 2; 1 2 9: 4 1 3 5 – 4 1 4 6  
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All el e‑ s p e ci fi c tr a n s cri pti o n 
f a ct or bi n di n g i n a  c ell ul ar m o d el 
of  or of a ci al cl efti n g
K at h ari n a  L.  M.  R u ff 1 , R o nj a H oll st ei n 1 , J uli a F a z a al 1 , Fr e d eri c T hi e m e 1 , J a n G e hl e n 2 , 
Eli s a b et h  M a n g ol d 1 , Mi c h a el K n a p p 3 , J uli a W el z e n b a c h 1  & K er sti n  U.  L u d wi g 1 *

N o n ‑s y n dr o mi c cl eft li p wit h/ wit h o ut cl eft p al at e ( n s C L/ P) i s a fr e q u e nt c o n g e nit al m alf or m ati o n wit h 
m ultif a ct ori al eti ol o g y. W hil e r e c e nt g e n o m e ‑wi d e a s s o ci ati o n st u di e s ( G W A S) h a v e i d e nti fi e d s e v er al 
n s C L/ P ri s k l o ci, t h e f u n cti o n al e ff e ct s of t h e a s s o ci at e d n o n ‑c o di n g v ari a nt s ar e l ar g el y u n k n o w n. 
F urt h er m or e, a d diti o n al ri s k l o ci r e m ai n u n d et e ct e d d u e t o l a c k of p o w er. A s g e n eti c v ari a nt s mi g ht 
alt er bi n di n g of tr a n s cri pti o n f a ct or s ( T F), w e h er e h y p ot h e si z e d t h at t h e i nt e gr ati o n of d at a fr o m T F 
bi n di n g sit e s, e x pr e s si o n a n al y s e s a n d n s C L/ P G W A S mi g ht h el p t o (i) i d e ntif y f u n cti o n all y r el e v a nt 
v ari a nt s at G W A S l o ci, a n d (ii) hi g hli g ht n o v el ri s k v ari a nt s t h at h a v e b e e n pr e vi o u sl y u n d et e ct e d. 
A n al y si n g t h e cr a ni of a ci al T F T F A P 2 A i n h u m a n e m br y o ni c p al at al m e s e n c h y m e ( H E P M) c ell s, w e 
i d e nti fi e d 2 8 4 5 T F A P 2 A C hI P‑s e q p e a k s, s e v er al of w hi c h w er e l o c at e d n e ar n s C L/ P c a n di d at e g e n e s 
( e. g. M S X 1  a n d S P R Y 2 ). C o m p ari s o n wit h i n d e p e n d e nt d at a s u g g e st t h at 8 0 2 of t h e m mi g ht b e s p e ci fi c 
t o cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt, a n d g e n e s n e ar t h e s e p e a k s ar e e nri c h e d i n pr o c e s s e s r el e v a nt t o n s C L/ P. 
I nt e gr ati o n wit h n s C L/ P G W A S d at a, h o w e v er, di d n ot s h o w r o b u st e vi d e n c e f or c o‑l o c ali z ati o n of 
c o m m o n n s C L/ P ri s k v ari a nt s wit h T F A P 2 A C hI P ‑s e q p e a k s. T hi s d at a s et r e pr e s e nt s a n e w r e s o ur c e f or 
t h e a n al y s e s of cr a ni of a ci al pr o c e s s e s, a n d si mil ar a p pr o a c h e s wit h a d diti o n al c ell li n e s a n d T F s c o ul d 
b e a p pli e d t o g e n er at e f urt h er i n si g ht s i nt o n s C L/ P eti ol o g y.

Cl e ft li p wit h or wit h o ut cl e ft p al at e ( C L/ P) is a fr e q u e nt f or m of h u m a n or of a ci al cl e fti n g, a n d r a n ks a m o n g 
t h e m ost c o m m o n of all c o n g e nit al  m alf or m ati o ns 1 . I n a p pr o xi m at el y o n e t hir d of p ati e nts, C L/ P o c c urs wit hi n 
t h e c o nt e xt of a k n o w n g e n eti c  s y n dr o m e 2 ,3 . H o w e v er, i n t h e m aj orit y of c as es, C L/ P aris es as a n is ol at e d m al-
f or m ati o n, a n d is r ef err e d t o as n o n-s y n dr o mi c C L/ P ( ns C L/ P)3 . Ns C L/ P h as a m ultif a ct ori al eti ol o g y, w hi c h is 
c h ar a ct eri z e d b y t h e c o ntri b uti o n of b ot h g e n eti c a n d e n vir o n m e nt al ris k  f a ct ors4 . H erit a bilit y esti m at es fr o m 
t wi n st u di es a n d m ulti pl e x p e di gr e es ar e hi g h, wit h r e p ort e d v al u es of u p t o 9 0 % 5 ,6 . This s u g g ests t h at g e n eti c 
f a ct ors m a k e a s u bst a nti al c o ntri b uti o n t o ns C L/ P eti ol o g y.

O v er t h e p ast d e c a d e, m ulti pl e i n v esti g ati o ns h a v e b e e n p erf or m e d t o i d e ntif y t h e c a us al v ari a nts, ris k g e n es, 
a n d f u n cti o n al m e c h a nis ms t h at c o ntri b ut e t o ns C L/ P 7 . Th es e h a v e i n cl u d e d s e v er al g e n o m e- wi d e ass o ci ati o n 
st u di es ( G W A S) a n d m et a- a n al ys es i n di v ers e p o p ul ati o ns. T o g et h er, t h es e g e n eti c st u di es h a v e i d e nti fi e d 4 5 
ns C L/ P ris k l o ci, w hi c h e x pl ai n ar o u n d 3 0 % of t h e  h erit a bilit y 8 – 2 1 . Still, i d e ntif yi n g c a us al v ari a nts at t h es e l o ci 
r e m ai ns c h all e n gi n g, si n c e m ost of t h e ass o ci at e d si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p his ms ( S N Ps) ar e (i) l o c at e d i n n o n-
c o di n g r e gi o ns, a n d (ii) t h eir bi ol o gi c al e ff e ct is di ffi c ult t o diss e ct d u e t o t h e pr es e n c e of li n k a g e  dis e q uili bri u m 2 2 .

O n e of t h e m e c h a nis ms t hr o u g h w hi c h ris k v ari a nts i n n o n- c o di n g r e gi o ns c a n c o ntri b ut e t o dis e as e p h e n o -
t y p es is alt er e d tr a ns cri pti o n f a ct or ( T F) bi n di n g t o cis-r e g ul at or y  el e m e nts 2 3 . Di ff er e nti al T F bi n di n g c a n m o dif y 
t h e e x pr essi o n p att er n of dir e ct t ar g et g e n es, a n d als o tri g g er d o w nstr e a m e ff e cts at t h e g e n e n et w or k l e v el. Si n c e 
t h e m aj orit y of g e n e r e g ul ati o n n et w or ks ar e hi g hl y c ell-t y p e a n d c ell-st at e-s p e ci fi c, i d e ntif yi n g e ff e cts of t his 
n at ur e r e q uir es a n al ys es of c ell ul ar s yst e ms t h at ar e r el e v a nt t o t h e s p e ci fi c dis e as e i n  q u esti o n 2 4 .

Th e m aj or g o al of t h e pr es e nt st u d y w as t o d e v el o p a f r a m e w or k f or i n v esti g ati o n of tr a ns cri pti o n f a ct or 
bi n di n g e v e nts i n ns C L/ P, t hr o u g h i nt e gr ati o n of m ol e c ul ar d at a fr o m h u m a n e m br y o ni c p al at al m es e n c h y m e 
( H E P M)  c ells 2 5 – 2 7  a n d ns C L/ P G W A S d at a. We first i d e nti fi e d c a n di d at e T Fs i n H E P M t hr o u g h e x pr essi o n pr o fil-
i n g. A m o n g t h os e, w e pri oriti z e d T F A P 2 A f or f urt h er a n al ys es, f or s e v er al r e as o ns. First, d el et eri o us m ut ati o ns 
i n T F A P 2 A  c a us e Br a n c hi o- O c ul o- F a ci al  S y n dr o m e 2 8 . This s y n dr o m e is c h ar a ct eri z e d b y d ys m or p hi c a n o m ali es 
a n d c h ar a ct eristi c f a ci al p h e n ot y p es i n cl u di n g cl e ft  p al at e 2 8 . S e c o n d, T F A P 2 A h as b e e n s h o w n t o bi n d t o t h e 
ns C L/ P ris k v ari a nt rs 6 4 2 9 6 1, l o c at e d wit hi n a n e n h a n c er of t h e ns C L/ P c a n di d at e g e n e I R F 62 0 . F urt h er m or e, t h e 

O P E N

1 S c h o ol  of  M e di ci n e  a n d  U ni v er sit y  H o s pit al  B o n n,  I n stit ut e  of  H u m a n  G e n eti c s,  U ni v er sit y  of  B o n n,  B o n n,  
G er m a n y. 2 C e ntr e f or H u m a n G e n eti c s, U ni v er sit y of M ar b ur g, M ar b ur g, G er m a n y. 3 I n stit ut e f or M e di c al Bi o m etr y, 
I nf or m ati c s a n d E pi d e mi ol o g y I M BI E, U ni v er sit y of B o n n, B o n n, G er m a n y. * e m ail: k er sti n.l u d wi g @ u ni- b o n n. d e
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T F A P 2 A-I R F 6 p at h w a y is a w ell- est a blis h e d p at h w a y i n v ol v e d i n or of a ci al  cl e fii n g 2 9 . Fi n all y, T F A P 2 A  is l o c at e d 
at a n ns C L/ P ris k l o c us ( 6 p 2 4) pr e vi o usl y i d e nti fi e d b y  G W A S 8 .

Perf or mi n g c hr o m ati n i m m u n o pr e ci pit ati o n f oll o w e d b y s e q u e n ci n g ( C hI P-s e q) i n H E P M, w e t h e n i d e nti fi e d 
C hI P-s e q p e a ks i n di c ati v e of T F A P 2 A bi n di n g a n d c o n fir m e d pl a usi bilit y of t h es e r e gi o ns t hr o u g h c o m p aris o ns 
wit h e xt er n al d at a s ets. ffis m a p of bi n di n g r e gi o ns w as n e xt i nt e gr at e d wit h (i) g e n ot y p e i nf or m ati o n fr o m 
H E P M c ells, a n d (ii) s u m m ar y st atisti cs of a pr e vi o us ns C L/ P G W A S m et a- a n al ysis 9  wit h t w o ai ms. First, w e 
w a nt e d t o i d e ntif y p ot e nti al c a us al v ari a nts at k n o w n G W A S ris k l o ci. fi er ef or e, w e l o o k e d w h et h er T F A P 2 A 
C hI P-s e q p e a ks c o-l o c ali z e wit h ass o ci at e d ris k v ari a nts, a n d w h et h er t h e y e x hi bit all el e-s p e ci fi c T F A P 2 A bi n di n g 
e ff e cts at h et er o z y g o us p ositi o ns. S e c o n d, w e h y p ot h esi z e d t h at bi n di n g of T F A P 2 A i n H E P M mi g ht c o ntri b ut e 
t o ns C L/ P at l o ci t h at ar e n ot y et g e n o m e- wi d e si g ni fi c a nt, d u e t o li mit e d p o w er of c urr e nt G W A S st u di es. W hil e 
t h e r es ults of o ur a n al ys es pr o vi d e o nl y li mit e d e vi d e n c e f or a r ol e of g e n eti c all y m e di at e d e ff e ct of ns C L/ P ris k 
v ari a nts at T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks i n H E P M, t h e m a p of bi n di n g sit es as w ell as t h e fr a m e w or k d es cri b e d h er e 
c a n b e us e d as bl u e pri nt f or f urt h er i nt e gr ati v e a n al ys es of e pi g e n eti c a n d g e n eti c d at a i n ns C L/ P.

R e s ult s
T F A P 2 A  i s a c a n di d at e T F e x pr e s s e d i n H E P M c ell s. R N A-s e q i n H E P M r e v e al e d 1 4, 5 0 8 e x pr ess e d 
g e n es, d e fi n e d b y a n e x pr essi o n wit h ≥  5 ali g n e d m- R N A-s e q r e a ds i n a v er a g e. ffis i n cl u d e d 3 5 0 T Fs t h at w er e 
re pr es e nt e d b y m otifs i n t h e J A S P A R c or e v ert e br at e ass e m bl y  2 0 2 0 3 0  ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 1, Fi g. 1 ). I n a d di-
ti o n, lit er at ur e r es e ar c h r e v e al e d 2 2 T Fs t h at h a v e b e e n pr e vi o usl y r e p ort e d wit h a r ol e i n cr a ni of a ci al d e v el -
o p m e nt a n d/ or or of a ci al cl e fii n g ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 2). I nt e gr ati o n b ot h d at a s ets r e v e al e d a n o v erl a p of 
1 1 T Fs, wit h 6 T Fs b ei n g c o nsi d er e d “str o n gl y e x pr ess e d” as d e fi n e d b y t h e l ar g est q u artil e ( S u p pl e m e nt ar y 
Ta bl e  S 2, Fi g.  1 ). F or 2 o ut of t h es e 1 1 T Fs (T F A P 2 A  a n d M S X 1 ), a d diti o n al s u p p ort f or a n i n v ol v e m e nt i n 
ns C L/ P eti ol o g y w as a v ail a bl e t hr o u g h t h eir l o c ati o n at pr e vi o usl y i d e nti fi e d ns C L/ P ris k l o ci (i. e., 6 p 2 4 a n d 
 4 p 1 6 8 ). I n t h e pr es e nt st u d y w e pri oriti z e d T F A P 2 A, as t h e G W A S si g n al at t his l o c us w as m ai nl y dri v e n b y t h e 
E ur o p e a n p o p ul ati o n, t h us m at c hi n g t h e et h ni cit y of t h e H E P M d o n or ( as c o n fir m e d b y pri n ci p al c o m p o n e nt 
a n al ysis of arr a y- b as e d g e n ot y p es, d at a n ot s h o w n ).

T F A P 2 A C hI P‑ s e q p e a k s ar e l o c at e d n e ar n s C L/ P c a n di d at e g e n e s.  Pe a k c alli n g of t h e T F A P 2 A 
C hI P-s e q r e a ds i n t w o r e pli c at es r e v e al e d 5, 8 2 0 a n d 3, 9 8 9 u ni q u e p e a ks, r es p e cti v el y ( F D R  <  5 %, f ol d e nri c h -
m e nt ( F E) 5 – 5 0, S u p pl e m e nt ar y Ta bl es  S 3, S 4). fi e i nt ers e cti o n e n c o m p ass e d 2 8 4 5 r e gi o ns, w hi c h w er e c o n -
si d er e d hi g h c o n fi d e n c e p e a ks ( h c- p e a ks, a v er a g e si z e of 3 2 4  b p, S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 5, Fi g.  2 a). R etri e vi n g 
t h e s e q u e n c e fr o m t h e h c- p e a k s u m mit r e gi o ns i d e nti fi e d a hi g hl y e nri c h e d 1 5  b p m otif ( e- v al u e =  2. 9  ×   1 0 − 3 3 3 ; 
pr es e nt i n 1 5 3 5 s u m mit r e gi o ns Fi g.  2 b), w hi c h m at c h e d t h e t hr e e T F A P 2 A bi n di n g m otifs of t h e J A S P A R c or e 
2 0 1 8  ass e m bl y 3 1  ( Fi g. 2 c). We als o c o m p ar e d t h e T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks fr o m H E P M c ells t o a s et of T F A P 2 A 

Fi g u r e  1.   E x pr essi o n a n al ysis i n h u m a n e m br y o n al p al at al m es e n c h y m e ( H E P M) c ells. D e nsit y pl ot of 
3 ′m R N A s e q u e n c e r e a ds, pr o vi d e d at l o g 1 0 s c al e f or t h e a v er a g e of t hr e e r e pli c at es. I n t ot al, 1 4, 5 0 8 g e n es w er e 
o bs er v e d wit h ≥  5 r e a ds, a n d 3, 6 2 3 g e n es w er e i n t h e u p p er q u artil e ( ≥  3 2 7 r e a ds) of all g e n es wit h ≥  5 r e a ds. O ut 
o f 2 2 c a n di d at e tr a ns cri pti o n f a ct ors f or cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt, 1 1 w er e e x pr ess e d i n H E P M.
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C hI P-s e q p e a ks o bt ai n e d fr o m H e L a S 3  c ells 3 2 , w hi c h is a n o n- cr a ni of a ci al c ell li n e of h u m a n c er vi c al c a n c er 
 c ells 3 3 . fi e p ur p os e of usi n g d at a fr o m H e L a S 3 c ells i n o ur st u d y w as t o us e t h e m as b a c k gr o u n d t o i d e ntif y 
T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks t h at mi g ht b e s p e ci fi c t o f a ci al m es e n c h y m e b as e d o n t h eir a bs e n c e i n H e L a S 3 c ells. 
We o bs er v e d a hi g hl y si g ni fi c a nt c o-l o c ali z ati o n, wit h 1 3 3 3 of t h e 2 8 4 5 h c- p e a ks o v erl a p pi n g at a mi ni m u m 
of o n e sit e ( P χ 2  <  0. 0 0 0 1, S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 5, Fi g.  3 ), i n di c ati v e of pl a usi bilit y of t h e C hI P-s e q p e a ks i n 
H E P M. ff e assi g n m e nt of g e n es a dj a c e nt t o h c- p e a ks usi n g G R E A T yi el d e d a t ot al of 3 4 7 0 g e n es w hi c h c a n b e 
c o nsi d er e d c a n di d at es f or T F A P 2 A- m e di at e d r e g ul ati o n ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 5). fi es e g e n es i n cl u d e d a s et of 
1 0 est a blis h e d ns C L/ P c a n di d at e g e n es, s u c h as M S X 1 8 , T P 6 3 1 2 , a n d S P R Y 2 1 1  ( Ta bl e 1 ), ei g ht of w hi c h w er e als o 
e x pr ess e d i n H E P M c ells ( a v er a g e of ≥  5 r e a ds, Ta bl e  1 ).

Fi g u r e  2.   T F A P 2 A hi g h c o n fi d e n c e p e a ks ( h c- p e a ks) i n h u m a n e m br y o n al p al at al m es e n c h y m e ( H E P M) 
c e lls (a ) Ve n n di a gr a m s h o wi n g t h e t ot al n u m b er of T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks a cr oss t w o r e pli c at es (r e pli c at e 
1 n  =  5 8 2 0; r e pli c at e 2 n  =  3 9 8 9). ff e o v erl a p of 2 8 4 5 r e gi o ns w as d e n ot e d as „ h c- p e a ks” f or t h e s u bs e q u e nt 
a n al ys es. Pl ott e d wit h  Bi o Ve n n ©  ( 2 0 2 0). (b ) I d e nti fi c ati o n of t h e m ost a b u n d a nt bi n di n g m otif wit hi n h c- p e a ks 
( pr es e nt i n n =  1 5 3 5 h c- p e a ks) wit h M E M E- C hI P. ( c ) Co m p ar ati v e a n al ysis usi n g T o mt o m a n d J A S P A R c or e 
2 0 1 8 ass e m bl y i d e nti fi e d t h e si g ni fi c a nt ali g n m e nt of t h e e nri c h e d m otif wit h t hr e e disti n ct T F A P 2 A bi n di n g 
m otifs.

Fi g u r e  3.   I nt ers e cti o n of T F A P 2 A h c- p e a ks o v erl a p pi n g wit h T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks i n H e L a S 3 a n d/ or 
c hr o m ati n m ar ks i n cr a ni of a ci al tiss u e. Ve n n di a gr a m dis pl a yi n g t h e i nt ers e cti o n of 2, 7 1 3 h c- p e a ks o v erl a p pi n g 
wit h T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks i n H e L a S 3/ D N as e 1 h y p ers e nsiti vit y r e gi o ns/ H 3 K 2 7 a c c hr o m ati n m ar ks i n 
C S 1 5 cr a ni of a ci al tiss u e. H c- p e a ks t h at di d n ot o v erl a p wit h a n y of t h es e ar e n ot dis pl a y e d i n t h e di a gr a m 
( n =  1 3 2). A t ot al of 8 0 2 h c- p e a ks o v erl a p p e d wit h D N As e 1 h y p ers e nsiti vit y r e gi o ns a n d H 3 K 2 7 a c m ar ks i n 
C S 1 5 cr a ni of a ci al tiss u e, b ut di d n ot o v erl a p wit h a T F A P 2 A C hI P-s e q p e a k i n H e L a S 3 c ells, t h us i n di c ati n g 
cr a ni of a ci al-s p e ci fi c h c- p e a ks. O v erl a ps w er e d e fi n e d as d es cri b e d i n t h e M et h o ds. Pl ott e d wit h  Bi o Ve n n ©  
( 2 0 2 0).
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D e v el o p m e nt al pr o c e s s e s ar e e nri c h e d at sit e s of T F A P 2 A C hI P‑ s e q p e a k s i n H E P M.  We n e xt 
i n v esti g at e d t h e r el e v a n c e of t h e H E P M- b as e d T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks f or cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt. Usi n g 
pr e vi o usl y p u blis h e d D N as e 1 h y p ers e nsiti vit y r e gi o ns fr o m e m br y o ni c cr a ni of a ci al tiss u e of C ar n e gi e St a g e  1 5 3 4 , 
w e i d e nti fi e d c o-l o c ali z ati o n of 2 6 7 8 o ut of 2 8 4 5 h c- p e a ks ( P χ 2  <  0. 0 0 0 1, S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 5, Fi g.  3 ). Of 
t h es e, 1, 6 3 4 ( 6 1 %) als o o v erl a p p e d wit h at l e ast 1 si g n al f or H 3 K 2 7 a c i n C S 1 5 cr a ni of a ci al tiss u e, w hi c h is s u g-
g esti v e of e n h a n c er a cti vit y of t his r e gi o n d uri n g h u m a n cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt ( P χ 2  <  0. 0 0 0 1, S u p pl e m e nt ar y 
T a bl e  S 5, Fi g.  3 ). I nt er esti n gl y, 8 0 2 of t h e 2 8 4 5 h c- p e a ks o v erl a p p e d wit h b ot h D N as e 1 a n d H 3 K 2 7 a c m ar ks i n 
C S 1 5 cr a ni of a ci al tiss u e, b ut di d n ot o v erl a p wit h t h e T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks i n H e L a S 3 c ells ( S u p pl e m e nt ar y 
Ta bl e  S 5, Fi g.  3 ). R es ults of a G O a n al ysis f or g e n es l o c at e d at t h es e 8 0 2 h c- p e a ks yi el d e d si g ni fi c a nt r es ults 
f or 2 8 bi ol o gi c al pr o c ess es, 1 0 h u m a n p h e n ot y p es, a n d 1 5 m o us e si n gl e k n o c k o ut p h e n ot y p es wit h a n F D R 
q - v al u e <  0. 0 5 ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl es  S 6 – S 8, Fi g.  4 ). fi es e i n cl u d e d pr o c ess es s u c h as “r e g ul ati o n of tr a nsf or m-
i n g gr o wt h f a ct or b et a r e c e pt or si g n ali n g p at h w a y ” or “r e g ul ati o n of c ell – m atri x a d h esi o n”, b ut als o “a b n or m alit y 
of f a ci al s o ff tiss u e” a n d “a b n or m al p al ati n e b o n e m or p h ol o g y ”. W h e n c o m p ari n g t h es e G O e nri c h m e nt r es ults 
wit h t h os e o bt ai n e d f or all 2 8 4 5 h c- p e a ks, w e f o u n d t h at s e v er al t er ms w er e eit h er m or e si g ni fi c a ntl y e nri c h e d,
or di d o nl y s h o w a n ass o ci ati o n i n t h e a n al ysis of cr a ni of a ci al-s p e ci fi c p e a ks ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl es  S 6 – S 1 1).
T o g et h er, t h es e fi n di n gs s u g g est t h at T F A P 2 A- bi n di n g i n h u m a n p al at al m es e n c h y m al c ells mi g ht pl a y a r ol e i n 
cr a ni of a ci al pr o c ess es.

Li mit e d  e vi d e n c e  f or  G W A S  ri s k  v ari a nt s  i n  T F A P 2 A  p e a k s.  S u bs e q u e nt  p ositi o n al  i nt e gr a -
ti o n of t h e 2 8 4 5 h c- p e a ks wit h t h e t o p ol o gi c al ass o ci ati n g d o m ai ns ( T A D) c o m prisi n g t h e 4 5 ns C L/ P G W A S 
ris k  l o ci2 1 ,3 5  r e v e al e d t h e pr es e n c e of 7 0 T F A P 2 A h c- p e a ks wit hi n 2 0 of t h es e T A Ds. A m o n g t h e 4 6 c o m m o n 
S N Ps l o c at e d wit hi n t h es e h c- p e a ks, w e o bs er v e d rs 6 7 2 8 1 9 at 1 q 3 2. 1 t o b e i n m o d er at e L D wit h rs 3 7 5 3 5 1 7 
( D′ =  0. 5 1;  r2  =  0. 1 8), w hi c h is t h e l e a d v ari a nt at t his l o c us, a n d of rs 4 4 7 4 7 6 wit h rs 2 3 0 3 9 1 4, t h e l e a d S N P at 
2 p 2 5. 1 ( D ′ =  0. 9 1;  r2  =  0. 2 8) 2 1  ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 1 2). At g e n o m e- wi d e s c al e, w e o bs er v e d a t ot al of 1, 5 6 4 
c o m m o n S N Ps b ei n g l o c at e d wit hi n h c- p e a ks ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 1 3). D at a i nt e gr ati o n wit h a pr e vi o usl y 
p u blis h e d ns C L/ P G W A S m et a- a n al ysis 9  r e v e al e d 2 9 S N Ps w hi c h h a d P G  W A S  <  0. 0 1 (i n cl u di n g f o ur S N Ps at 
P G  W A S  <  0. 0 0 1:  rs 4 6 3 2 7 1  ( 2 2 q 1 1. 2 1, P G  W A S  =  2. 7 2  ×   1 0 − 4 ); rs 1 2 8 8 2 2 1 5 a n d rs 7 1 4 4 4 5 5 ( 1 4 q 2 4. 3, P G  W A S  =  3. 3 0  ×   1 0 − 4  
a n d P G  W A S  =  3. 7 7  ×   1 0 − 4 , r es p e cti v el y, D′ =  1. 0;  r2  =  0. 8 5); a n d rs 4 7 7 4 8 2 2 ( 1 5 q 2 1. 3; P G  W A S  =  6. 2 7  ×   1 0 − 4 , S u p pl e m e n-
t ar y Ta bl e  S 1 3). T o g et h er, o ur d at a pr o vi d e o nl y v er y li mit e d s u p p ort f or t h e h y p ot h esis t h at t h e ass o ci ati o n of 
c o m m o n ris k S N Ps at ns C L/ P G W A S l o ci c a n b e attri b ut e d t o T F A P 2 A bi n di n g i n H E P M.

I d e nti fi c ati o n  of  c a n di d at e  v ari a nt s  f or  n s C L/ P  wit h  all el e‑ s p e ci ff c  e fi e ct s  o n  bi n di n g. We 
fi n all y  i n v esti g at e d  w h et h er  t h er e  is  e vi d e n c e  f or  a  g e n eti c all y- m e di at e d  e ff e ct  of  T F A P 2 A- b o u n d  r e gi o ns  
( a n d v ari a nts t h er ei n) o utsi d e of t h e k n o w n G W A S l o ci, f or i nst a n c e, at s u g g esti v e l o ci. F or t h e a n al ysis of 
all el e-s p e ci fi c e ff e cts of T F A P 2 A bi n di n g, w e first r etri e v e d arr a y- b as e d g e n ot y p es f or H E P M a n d f o u n d t h at 
4 6 1/ 1, 5 6 4 S N Ps w er e h et er o z y g o us, i n cl u di n g rs 4 6 3 2 7 1, rs 6 7 2 8 1 9 a n d rs 4 4 7 4 7 6 (s e e a b o v e). fi e ot h er 3 S N Ps 
at P G  W A S  <  0. 0 0 1 w er e f o u n d t o b e h o m o z y g o us. At 1 8 p ositi o ns w e f o u n d st atisti c al e vi d e n c e f or all el e-s p e ci fi c 

Ta bl e  1.    C a n di d at e g e n es f or ns C L/ P l o c at e d n e ar T F A P 2 A bi n di n g sit es i n H E P M c ells. a  Ns C L/ P  c a n di d at e 
g e n es as p ut ati v e d o w nstr e a m t ar g et g e n es of h c- p e a ks assi g n e d wit h G R E A T ( ass o ci ati o n r ul es d es cri b e d i n 
m et h o ds). b  A v er a g e n u m b er of 3 ′- m R N A-s e q r e a ds ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 1). M et h o ds pr o vi d e d i n t h e t e xt.

H c- p e a k i nf o r m ati o n Ns C L/ P c a n di d at e  g e n e a

C h r o m os o m e St a rt E n d G e n e s y m b ol Dist a n c e p e a k t o T S S ( b p)  R ef e r e n c e ( P u b M e d-I D)
E x p r essi o n i n H E P M c ells ( a v e r a g e n o. 
of 3 ′R N A-s e q r e a ds) b

1 9 4, 7 8 7, 2 0 7 9 4, 7 8 7, 4 4 5
A R H G A P 2 9

−  8 4, 2 0 5
B e at y et  al. 2 0 1 0 ( P MI D: 2 0, 4 3 6, 4 6 9) 1 4 3 6

1 9 4, 7 9 1, 1 4 5 9 4, 7 9 1, 4 3 7 − 8 8, 1 7 0

3 9 9, 8 4 4, 5 4 6 9 9, 8 4 4, 7 9 5
FI LI P 1 L

− 1 1, 3 1 4
B e at y et  al. 2 0 1 3 ( P MI D: 2 3, 5 1 2, 1 0 5) 5 2 3

3 9 9, 8 7 8, 4 9 3 9 9, 8 7 8, 7 2 1 4 5, 2 5 0

3 1 8 9, 2 8 1, 8 0 5 1 8 9, 2 8 2, 0 3 9
T P 6 3

− 6 7, 2 9 4
L esli e et  al. 2 0 1 7 ( P MI D: 2 8, 0 5 4, 1 7 4)  N ot e x pr ess e d

3 1 8 9, 6 5 5, 2 2 7 1 8 9, 6 5 5, 9 6 3 3 0 6, 3 7 9

4 4, 8 6 0, 9 9 6 4, 8 6 1, 3 6 3 M S X 1 − 2 1 3 Y u et  al. 2 0 1 7 ( P MI D: 2 8, 2 3 2, 6 6 8) 5 3 7

1 3 8 0, 2 0 5, 4 7 6 8 0, 2 0 5, 7 5 4

S P R Y 2

7 0 8, 1 7 9

L u d wi g et  al. 2 0 1 2 ( P MI D: 2 2, 8 6 3, 7 3 4) 1 2 5
1 3 8 0, 6 0 4, 7 3 4 8 0, 6 0 5, 1 1 0 3 0 8, 8 7 2

1 3 8 0, 7 8 8, 6 0 0 8 0, 7 8 8, 9 3 3 1 2 5, 0 2 7

1 3 8 0, 9 1 5, 5 6 0 8 0, 9 1 5, 8 0 1 − 1 8 8 7

1 5 3 2, 9 6 2, 2 5 4 3 2, 9 6 2, 7 7 8 G R E M 1 − 4 7, 6 5 9 L u d wi g et  al. 2 0 1 6 ( P MI D: 2 6, 9 6 8, 0 0 9) 5 4 7 1

1 5 6 2, 8 9 8, 3 4 5 6 2, 8 9 8, 6 5 9
T P M 1

− 4 3 6, 3 8 2
L u d wi g et  al. 2 0 1 2 ( P MI D: 2 2, 8 6 3, 7 3 4) 7 6 1 3

1 5 6 3, 2 3 3, 1 8 7 6 3, 2 3 3, 4 8 0 − 1 0 1, 5 5 0

1 5 7 4, 8 3 8, 5 6 4 7 4, 8 3 8, 8 2 3 A RI D 3 B 5 1 7 6 L u d wi g et  al. 2 0 1 7 ( P MI D: 2 8, 0 8 7, 7 3 6) 4

1 6 4, 1 6 6, 6 6 2 4, 1 6 6, 9 6 2 A D C Y 9 − 6 2 6 S u n et  al. 2 0 1 5 ( P MI D: 2 5, 7 7 5, 2 8 0) 1 2 6

1 7 5 4, 2 4 0, 7 0 1 5 4, 2 4 0, 7 6 1
N O G

− 4 3 0, 3 2 9 M a n g ol d et  al. 2 0 1 0 ( P MI D: 2 0, 0 2 3, 6 5 8); 
L esli e et  al. 2 0 1 5 ( P MI D: 2 5, 7 0 4, 6 0 2)

6 0
1 7 5 4, 6 7 2, 1 3 0 5 4, 6 7 2, 2 6 6 1 1 3 8

3 8
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r e a ds ( bi n o mi al p  <  0. 0 5, wit h c o nsist e nt dir e cti o ns of e ff e ct a cr oss b ot h r e pli c at es, S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 1 4), 
b ut t his di d n eit h er i n cl u d e rs 4 6 3 2 7 1 n or a n y ot h er S N P wit h st atisti c all y si g ni fi c a nt ass o ci ati o n r es ults fr o m 
t h e ns C L/ P G W A S m et a- a n al ysis (l o w est P - v al u e o bs er v e d: P G  W A S  =  0. 0 9 1 f or rs 6 1 6 8 2 2 at 1 8 q 2 1. 3 3). A n al ysis 
o f p ot e nti al d o w nstr e a m g e n es at t h es e 1 8 sit es r e v e al e d t h at 8 a n d 1 0 S N Ps w er e ass o ci at e d wit h 1 or 2 p os-
si bl e t ar g et g e n es, r es p e cti v el y ( S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 1 4). H o w e v er, n o n e of t h es e g e n es h as b e e n r e p ort e d as 
c a n di d at e g e n e f or ns C L/ P, a n d als o G O e nri c h m e nt f or t h es e g e n e s ets di d n ot yi el d a n y si g ni fi c a nt pr o c ess at 
a n F D R q - v al u e <  0. 0 5.

Di s c u s si o n
A m aj or c h all e n g e t o o ur u n d erst a n di n g of t h e bi ol o gi c al r ol e of ns C L/ P- ass o ci at e d ris k v ari a nts is t h eir pr e d o mi -
n a nt m a p pi n g t o n o n- c o di n g r e gi o ns of t h e g e n o m e. Alt h o u g h i n  vi v o a n d i n  vitr o a p pr o a c h es e xist t o i d e ntif y 
f u n cti o n al v ari a nts a m o n g t h e st atisti c all y ass o ci at e d p ass e n g er v ari a nts, t h e m aj or pr er e q uisit e is t h e a n al ysis 
of dis e as e-r el e v a nt tiss u e. At m e c h a nisti c l e v el, alt er e d T F bi n di n g t o v ari a nt all el es h as b e e n s u g g est e d as o n e 
bi ol o gi c al pr o c ess t hr o u g h w hi c h n o n- c o di n g ris k v ari a nts mi g ht c o ntri b ut e t o c o m pl e x tr aits a n d dis e as es, 
i n cl u di n g ns C L/ P2 2 ,2 5 . E x a m pl es i n cl u d e a r e c e nt st u d y b y H u o et  al.3 6 , w h o a n al y z e d T F B S fr o m C hI P-s e q d at a 
of 3 0 T Fs i n br ai n tiss u es. fi e a ut h ors i d e nti fi e d 1 3 2 s c hi z o p hr e ni a ris k v ari a nts t h at e x ert a f u n cti o n al e ff e ct 
o n g e n e e x pr essi o n b y disr u pti n g t h e bi n di n g sit es of 2 1 T Fs. Als o, B e n a gli o et  al. 3 7  i n v esti g at e d t h e r e g ul at or y 
l a n ds c a p e a n d g e n e e x pr essi o n pr o fil es of h u m a n i n d u c e d pl uri p ot e nt st e m c ell d eri v e d c ar di o m y o c yt es a n d 
i d e nti fi e d di ff er e nti al bi n di n g of t h e c ar di a c T F N K X 2- 5 t o ris k S N Ps at G W A S l o ci f or el e ct o c ar di o gr a p hi c 
tr aits s u c h as atri al fi brill ati o n.

I n t h e pr es e nt st u d y w e e x a mi n e d bi n di n g of T F A P 2 A i n h u m a n e m br y o n al p al at al m es e n c h y m e c ells w hi c h 
s er v e as i n  vitr o m o d el of h u m a n p al at e d e v el o p m e nt, si n c e t h e y h a v e b e e n r etri e v e d fr o m t h e p al at al s h el v es of 
a n e m br y o at a g est ati o n al a g e w h e n el e v ati o n a n d f usi o n pr o c ess es t a k e  pl a c e 2 7 . T F A P 2 A w as c h os e n si n c e it is 
(i) e n c o d e d b y a n ns C L/ P c a n di d at e g e n e wit h r o b ust e vi d e n c e f or a n i n v ol v e m e nt i n cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt, 
a n d (ii) is str o n gl y e x pr ess e d i n H E P M. F urt h er e vi d e n c e f or a r ol e of T F A P 2 A h as b e e n g ai n e d i n mi c e, w h er e
k n o c k- d o w n of Tf a p 2 a  l e a ds t o s e v er e m alf or m ati o ns i n cl u di n g f a ci al  cl e ffi n g 2 4 ,3 8 , a n d i n a m ulti- o mi cs st u d y
of h u m a n d e nt al p ul p st e m  c ells 3 9 . I m p ort a ntl y, w hil e t h e or c h estr ati o n al r ol e of T F A P 2 A i n str u ct ur es d eri v e d
fr o m n e ur al cr est or e ct o d er m al c ells is w ell d o c u m e nt e d, f e w d at a ar e a v ail a bl e c o n c er ni n g its r ol e i n t h e p al at al 

Fi g u r e  4.   G e n e O nt ol o g y ( G O) a n al ysis of 8 0 2 cr a ni of a ci al-s p e ci fi c T F A P 2 A hi g h c o n fi d e n c e p e a ks ( h c- p e a ks). 
B ar c h arts dis pl a yi n g -l o g 1 0 bi n o mi al p- v al u es of e nri c h e d m o us e si n gl e k n o c k o ut p h e n ot y p es wit h f als e 
dis c o v er y r at e ( F D R)  <  0. 0 5, h u m a n p h e n ot y p es wit h F D R  <  0. 0 5 a n d G O bi ol o gi c al pr o c ess es wit h F D R  <  0. 0 5. 
T er ms r el ati n g t o or of a ci al cl e fii n g ar e hi g hli g ht e d i n c ol or. G e n es ass o ci at e d wit h t h es e t er ms i n assi g n e d t o 
T F A P 2 A h c- p e a ks, b as e d o n t h eir pr o xi mit y, as d es cri b e d i n t h e M et h o ds, ar e dis pl a y e d i n t h e b o x es.

3 9
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 m es e n c h y m e 4 0 ,4 1 . F or i nst a n c e, it h as b e e n s h o w n t h at i n mi c e, Tf a p 2 a  is e x pr ess e d i n t h e f a ci al m es e n c h y m e 
d uri n g p al at e  d e v el o p m e nt 4 2 , a n d k n o c k d o w n of Tf a p 2 a  l e a ds t o a n i n cr e as e i n t h e e x pr essi o n of F gf 8,  w hi c h is 
i m pli c at e d i n t h e di ff er e nti ati o n of m es e n c h y m al c ells i nt o c artil a g e i n t h e a nt eri or  pl at e 4 3 ,4 4 . W hil e t his s u g g ests 
a r e g ul at or y c o n n e cti o n of Tf a p 2 a  a n d F gf 8 , i n o ur st u d y, w e di d n ot o bs er v e a n y T F A P 2 A C hI P-s e q p e a k i n t h e 
pr o xi mit y of F G F 8 . H o w e v er, w e o bs er v e d T F A P 2 A bi n di n g sit es n e ar ot h er ns C L/ P c a n di d at e g e n es, s u c h as 
M S X 1  o n  c hr 4 p 1 6 8 , a n d S P R Y 2  o n  c hr 1 3 q 3 1 1 1 . At t h e M S X 1  l o c us, t h e T F A P 2 A C hI P-s e q p e a k is l o c at e d ~ 2 0 0  b p 
u pstr e a m of t h e M S X 1  tr a ns cri pti o n st art sit e ( T S S). I n c o n c or d a n c e wit h pri or e vi d e n c e of Ms x 1  b ei n g e x pr ess e d 
i n t h e p al at al m es e n c h y m e at v ari o us st a g es of d e v el o p m e nt, w e als o o bs er v e d str o n g e x pr essi o n of M S X 1  i n 
H E P M. A d diti o n all y, Ms x 1  h as b e e n s u g g est e d t o b e r e q uir e d f or n or m al o ut gr o wt h of p al at al s h el v es a n d m es-
e n c h y m al  pr olif er ati o n 4 5 ,4 6 , a n d r es e ar c h h as s h o w n t h at Tf a p 2 a r e g ul at es Ms x 1  e x pr essi o n i n m uri n e n e ur al cr est 
 c ells 4 7 . At t h e S P R Y 2 -l o c us, s e v er al T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks h a v e b e e n i d e nti fi e d, t h e cl os est of w hi c h is l o c at e d 
~  1. 9  k b u pstr e a m of t h e T S S of S P R Y 2 1 1 . S pr y 2  is e x pr ess e d i n m o us e p al at al m es e n c h y m e, a n d b ot h k n o c k o ut 
a n d o v er e x pr essi o n of t h e g e n e l e a d t o cl e fi  p al at e 4 8 ,4 9 . S pr y 2  k n o c k o ut mi c e dis pl a y a n i n cr e as e d pr olif er ati o n 
of p al at al m es e n c h y m e a n d a hi g h er e x pr essi o n of ot h er cl e ffi n g g e n es, s u c h as Ms x 1 , Etf, 5  a n d Pt x 1 4 8 . We als o 
o bs er v e d str o n g e x pr essi o n of S P R Y 2  i n H E P M. T o g et h er, t h es e li n es of e vi d e n c e s u g g est t h at t h es e t hr e e ns C L/ P 
ris k g e n es (M S X 1, S P R Y 2,  a n d T F A P 2 A ) mi g ht f or m a n ns C L/ P r e g ul at or y n et w or k i n H E P M c ells. I n a d diti o n, 
T F A P 2 A bi n di n g sit es h a v e b e e n o bs er v e d n e ar ot h er ns C L/ P c a n di d at e g e n es fr o m G W A S, i. e., A R H G A P 2 9, 
FI LI P 1 L, T P 6 3, G R E M 1, T P M 1, A RI D 3 B, A D C Y 9,  a n d N O G.  Wit h t h e e x c e pti o n of T P 6 3,  all of t h es e w er e als o 
e x pr ess e d i n H E P M. We als o o bs er v e d T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks d o w nstr e a m of C D 5 8  ( ~ 1 6  k b), a n d P T G S 2  
(t w o p e a ks; l o c at e d ~ 2 6 1  b p a n d ~  7 5  k b u pstr e a m), b ot h of w hi c h h a v e b e e n i m pli c at e d i n t h e T F A P 2 A- g e n e 
r e g ul at or y n et w or k d es cri b e d b y R a z a g hi- M o g h a d a m et  al. 3 9 . T o g et h er, t h es e g e n es r e pr es e nt i nt er esti n g c a n di-
d at es f or f urt h er st u di es of ns C L/ P i n H E P M c ells. B as e d o n t h e w ell- est a blis h e d i nt er a cti o n b et w e e n T F A P 2 A  
a n d I R F 6, w e s p e ci fi c all y l o o k e d at T F A P 2 A bi n di n g sit es n e ar I R F 6. We c o ul d n ot d et e ct a n y T F A P 2 A C hI P-s e q 
p e a ks wit hi n 1  M b of t h e T S S of I R F 6, a n d als o I R F 6 e x pr essi o n w as o nl y m er el y d et e ct e d a b o v e b a c k gr o u n d i n 
H E P M. fi us, w hil e t h er e is r o b ust i nt er a cti o n of T F A P 2 A  a n d I R F 6 i n e pit h eli al  c ells 2 9 , o ur d at a i n di c at e t h at 
s u c h e ff e cts mi g ht n ot b e pr es e nt i n p al at al m es e n c h y m al c ells. I m p ort a ntl y, i n t h e pr es e nt st u d y, t h e g e n es w er e 
assi g n e d t o t h e h c- p e a ks o n t h e b asis of pr o xi mit y. ff er ef or e, l o n g- dist a n c e r e g ul at or y e ff e cts of T F A P 2 A bi n d -
i n g sit es w o ul d h a v e b e e n miss e d b y d esi g n.

I n t h e c o m p aris o n of T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks i n H E P M c ells a n d H e L a S 3 c ells, al m ost h alf of t h e C hI P-s e q 
p e a ks i n H E P M c ells w er e f o u n d t o o v erl a p b et w e e n b ot h c ell li n es. B esi d es i n di c ati n g t h at t h es e p e a ks ar e tr u e 
p ositi v es, t his fi n di n g als o s u g g ests t h at s o m e T F B S ar e s p e ci fi c t o H E P M c ells ( a n d, pr es u m a bl y, t o cr a ni of a ci al 
pr o c ess es). I n s u p p ort of t his w e o bs er v e d a str o n g o v erl a p of T F A P 2 A sit es wit hi n D N as e 1 h y p ers e nsiti vit y sit es 
( 9 4. 1 % o v erl a p), a n d H 3 K 2 7 a c si g n als ( 5 7. 8 % o v erl a p) fr o m h u m a n e m br y o ni c cr a ni of a ci al tiss u e. fiis i n di c at es 
t h at t h es e T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks r esi d e at c hr o m ati n sit es t h at ar e a c c essi bl e t o T F bi n di n g d uri n g h u m a n 
f a ci al d e v el o p m e nt. fi e o ut p ut of o ur G O a n al ysis pr o vi d es f urt h er s u p p ort f or a r ol e of T F A P 2 A bi n di n g sit es 
i n f a ci al d e v el o p m e nt, as cr a ni of a ci al-s p e ci fi c t er ms s u c h as “a b n or m alit y of f a ci al s o ft tiss u e”, “a b n or m al p al ati n e 
b o n e m or p h ol o g y ”, or “a b n or m al p al at al s h elf el e v ati o n” w er e si g ni fi c a ntl y e nri c h e d. We als o f o u n d e vi d e n c e f or 
a c o ntri b uti o n of t h e tr a nsf or mi n g gr o wt h f a ct or b et a p at h w a y i n H E P M, w hi c h is i m pli c at e d i n t h e e pit h eli al-
m es e n c h y m al-tr a nsiti o n pr o c ess es t h at o c c ur d uri n g s e c o n d ar y p al at e  f or m ati o n5 0 ,5 1 .

Fi n all y, o ur d at a s et w as us e d t o a n al y z e w h et h er c o m m o n ns C L/ P ris k all el es l o c at e d at t h e T F A P 2 A C hI P-
s e q p e a ks i n H E P M mi g ht c o ntri b ut e t o dis e as e p at h o m e c h a nis m. We di d n ot o bs er v e a n y ris k S N P at t est- wi d e 
si g ni fi c a n c e wit hi n t h e T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks. F o ur S N Ps w er e d et e ct e d at s u g g esti v e si g ni fi c a n c e, w hi c h d o es 
n ot e x c e e d t h e n u m b er e x p e ct e d b y c h a n c e. I n a d diti o n, n o all el e-s p e ci fi c e ff e ct w as o bs er v e d f or t h e o n e v ari a nt 
of t h os e f o ur t h at w as h et er o z y g o us. F urt h er a n al ys es o utsi d e of est a blis h e d G W A S ris k l o ci i d e nti fi e d 1 8 S N Ps 
wit h all el e-s p e ci fi c T F A P 2 A bi n di n g, b ut a g ai n, n o n e of t h e m s h o w e d a n o mi n all y si g ni fi c a nt ass o ci ati o n wit h 
ns C L/ P. ft us, o ur d at a d o n ot pr o vi d e e vi d e n c e t h at t h e bi ol o gi c al e ff e ct at a n y of t h e c o m m o n ris k v ari a nts is 
g e n eti c all y m e di at e d t hr o u g h di ff er e nti al T F A P 2 A bi n di n g i n m es e n c h y m al c ells.

O ur st u d y is i n fl u e n c e d b y s o m e li mit ati o ns. First, w e i n v esti g at e d a t w o- di m e nsi o n al i n  vitr o m o d el, w hi c h 
l a c ks t h e c o m pl e xit y of c ell-t o- c ell i nt er a cti o ns. P arti c ul arl y, w e mi g ht h a v e miss e d e ff e cts t h at ar e dri v e n b y 
t h e i nt er a cti o n b et w e e n e pit h eli al a n d m es e n c h y m al c ells, a n d/ or e n vir o n m e nt al cl u es, s u c h as t h os e pr es e nt i n 
t hr e e- di m e nsi o n al e m br y o ni c  p al at e 5 0 – 5 2 . ftis c o ul d b e o v er c o m e b y f ut ur e i n v esti g ati o ns of t hr e e- di m e nsi o n al 
or g a n oi d s yst e ms, s u c h as r e c e ntl y est a blis h e d b y W olf et  al. 5 3  a n d H u g h es et  al.5 4 . S e c o n d, t h e i nt e gr ati o n of 
T F A P 2 A bi n di n g p e a ks a n d g e n eti c ris k v ari a nts fr o m G W A S m et a- a n al ys es o nl y i nf or ms a b o ut c o m m o n ris k 
v ari a nts, b ut d o es n ot pr o vi d e i nf or m ati o n o n p ot e nti al e ff e cts of r ar e v ari a nts o n T F A P 2 A bi n di n g. H er ef or e, 
t h e i nt e gr ati o n of w h ol e g e n o m e s e q u e n ci n g d at a w o ul d b e r e q uir e d, e. g. t h os e r e c e ntl y d es cri b e d b y Bis h o p 
et  al. 5 5 . Als o, t h e a n al ys es of all el e-s p e ci fi c e ff e cts w er e li mit e d b y t h e f a ct t h at o nl y o n e H E P M- d o n or w as a v ail-
a bl e, r es ulti n g i n a li mit e d n u m b er of h et er o z y g o us sit es us a bl e f or t h e a n al ysis. Fi n all y, o ur a p pr o a c h d o es n ot 
c o v er e ff e cts of (i) T F A P 2 A i n ot h er c ell t y p es ( e. g. or al f a ci al e pit h eli u m), (ii) ot h er T Fs i n H E P M ( e. g. M S X 1, 
w hi c h w e als o o bs er v e d at hi g h e x pr essi o n i n H E P M), or (iii) ot h er t y p es of g e n e r e g ul ati o n ( e. g.  mi R N A 5 6 ,5 7 ). 
W hil e p ot e nti al T Fs c a n b e i d e nti fi e d as pr es e nt e d i n t his st u d y, alt er n ati v e a p pr o a c h es als o e xist —f or i nst a n c e, 
i nt e gr ati n g G W A S ris k S N Ps a n d T F d at a b as es s u c h as  J A S P A R3 0 . This, h o w e v er, w o ul d t h e n r e q uir e s u bs e q u e nt 
i d e nti fi c ati o n of t h e r el e v a nt c ell t y p e f or i n  vitr o i n v esti g ati o n, w hi c h is still a c h all e n g e f or e m br y o ni c h u m a n 
p h e n ot y p es.

Ta k e n t o g et h er, t h e pr es e nt d at a s u g g est t h at T F A P 2 A bi n di n g i n H E P M mi g ht pl a y a r ol e i n n or m al cr a ni -
of a ci al d e v el o p m e nt, a n d i n di c at e a s et of pr es u m a bl y cr a ni of a ci al-s p e ci fi c T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks n e ar ns C L/ P 
c a n di d at e g e n es, w hi c h mi g ht b e f u n cti o n all y f oll o w e d u p. N o str o n g e vi d e n c e w as o bt ai n e d f or t h e h y p ot h esis 
t h at g e n eti c v ari a bilit y at t h es e sit es c o ntri b ut es t o ns C L/ P eti ol o g y. D es pit e t his, si mil ar a n al ys es i n ot h er c ell 
t y p es of r el e v a n c e t o cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt mi g ht pr o vi d e n o v el i nsi g hts i nt o o ur u n d erst a n di n g of g e n eti -
c all y- m e di at e d ns C L/ P ris k.

4 0
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M et h o d s
C ell c ult ur e.  A h u m a n e m br y o ni c p al at al m es e n c h y m e c ell li n e w as c o m m er ci all y a v ail a bl e at A T C C ( A T C C 
C at # C R L- 1 4 8 6). U p o n p ur c h as e t h es e c ells w er e c ult ur e d i n D M E M- D ul b e c c o’s M o di fi e d E a gl e M e di u m ( hi g h 
Gl u c os e) wit h 1 0 % h e at i n a cti v at e d f et al b o vi n e s er u m ( F B S) a n d P e ni cilli n/ Str e pt o m y ci n at a fi n al c o n c e ntr a -
ti o n of 1 %. C ells w er e st or e d i n a n i n c u b at or ( 3 7 ° C, 5 %  C O 2 ), wit h a c h a n g e of m e di u m e v er y t w o d a ys. A fi er 
fi v e d a ys of c ulti v ati o n, t h e c ells w er e s plit usi n g 0. 2 5 % Tr y psi n/ E D T A. D N A a n d R N A w er e e xtr a ct e d fr o m t h e 
c ells usi n g t h e D N e as y® Bl o o d & Tiss u e kit a n d t h e R N a e as y® kit ( QI A G E N, G er m a n y), r es p e cti v el y, i n a c c or d -
a n c e wit h t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ols.

R N A‑ S e q.  T o c a pt ur e t h e e x pr essi o n pr o fil e of H E P M c ells, 3’ m R N A- S e q w as p erf or m e d i n tri pli c at e. F or 
li br ar y pr e p ar ati o n, t h e Q u a nt S e q 3’ m R N A- S e q Li br ar y Pr e p Kit ( L e x o g e n, A ustri a) w as us e d, i n a c c or d a n c e 
wit h t h e m a n uf a ct ur er’s i nstr u cti o ns. S e q u e n ci n g w as p erf or m e d at 1  ×  5 0  b p o n a n Ill u mi n a Hi S e q 2 5 0 0, wit h 
a mi ni m u m d e pt h of ~  2 0 mi o r e a ds p er s a m pl e. R e a ds w er e q u alit y c h e c k e d usi n g F ast Q C ( v 0. 1 1. 7), a d a pt ers 
w er e tri m m e d usi n g b b d u k ( B B M a p v 3 7. 4 4), a n d r e a ds w er e ali g n e d t o t h e G R C h 3 7/ h g 1 9 r ef er e n c e g e n o m e 
usi n g S T A R Ali g n er ( v 2. 5. 2 b). G e n e e x pr essi o n w as q u a nti fi e d usi n g f e at ur e C o u nts ( v 1. 5. 1), a n d t h e E ns e m bl 
H u m a n G R C h 3 7. p 1 3 a n n ot ati o n as a r ef er e n c e. Q u alit y c o ntr ol w as c arri e d o ut usi n g M ulti Q C ( v 1. 2). G e n es 
w er e cl assi fi e d as “e x pr ess e d” if t h e a v er a g e n u m b er of ali g n e d m R N A r e a ds w as ≥  5, a n d “str o n gl y e x pr ess e d” if 
t h e a v er a g e n u m b er of ali g n e d m R N A r e a ds w as wit hi n t h e u p p er q u artil e of all g e n es e x pr ess e d wit h ≥ 5 m R N A-
s e q r e a ds i n H E P M (i. e., ≥  3 2 7 r e a ds). ff e J A S P A R C O R E v ert e br at e ass e m bl y ( 2 0 2 0) 3 0  w as us e d t o i d e ntif y T Fs 
a m o n g g e n es t h at ar e e x pr ess e d i n H E P M.

S el e cti o n  of  c a n di d at e  tr a n s cri pti o n  f a ct or s.  T o i d e ntif y T Fs wit h a n i n v ol v e m e nt i n cr a ni of a ci al 
d e v el o p m e nt a n d/ or or of a ci al cl e fii n g, a s yst e m ati c s e ar c h w as p erf or m e d i n t h e P u b m e d d at a b as e. A T F w as 
c o nsi d er e d t o b e a c a n di d at e T F if t h e r es p e cti v e g e n e h a d b e e n r e p ort e d pr e vi o usl y: (i) as a c a n di d at e g e n e at a 
ns C L/ P ris k l o c us; (ii) i n a m ut at e d st at e i n p ati e nts wit h cr a ni of a ci al m alf or m ati o ns; (iii) t o r es ult i n dist ur b e d 
cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt w h e n m o di fi e d i n a ni m al m o d els; or (i v) t o b e p art of a g e n e r e g ul at or y n et w or k 
i n v ol v e d i n f a ci al d e v el o p m e nt. T o i d e ntif y T Fs w h os e p ot e nti al r ol e i n ns C L/ P eti ol o g y i n v ol v e d a c h a n g e of T F 
bi n di n g i n H E P M, t his list of c a n di d at e T Fs w as cr oss-r ef er e n c e d wit h t h e H E P M e x pr essi o n d at a.

G e n ot y pi n g.  T o d et er mi n e g e n ot y p es f or c o m m o n v ari a nts i n H E P M, D N A w as e xtr a ct e d fr o m H E P M 
c ells.  ff e  D N A  w as  t h e n  g e n ot y p e d  o n  a n  Ill u mi n a  I n fi ni u m  G S A v 2. 0  arr a y  (Ill u mi n a,  U S A),  c o m prisi n g  
~  7 0 0. 0 0 0 S N Ps wit h a m aj or all el e fr e q u e n c y >  0. 1 %. A fi er stri n g e nt q u alit y c o ntr ol, g e n ot y p es of S N Ps t h at 
w er e n ot r e pr es e nt e d o n t h e arr a y w er e i m p ut e d usi n g I M P U T E 2 ( v 2. 3. 2), t h e 1 0 0 0 g e n o m es p h as e 3 G R C h 3 7/
h g 1 9 v ari a nts as a r ef er e n c e p a n el, a n d a n i nf o m etri c t hr es h ol d of 0. 5. F or i m p ut e d v ari a nts wit h m o n o- all eli c 
bi n di n g i n t h e s u bs e q u e nt C hI P-s e q a n al ysis, g e n ot y p es w er e v ali d at e d b y S a n g er s e q u e n ci n g i n or d er t o e x cl u d e 
i m p ut ati o n artif a cts.

C hr o m ati n I m m u n o pr e ci pit ati o n ( C hI P‑ s e q).  fi e Si m pl e C hI P® E n z y m ati c C hr o m ati n I P Kit ( # 9 0 0 3, 
C ell Si g n ali n g Te c h n ol o g y®, U S A) w as a p pli e d wit h mi n or m o di fi c ati o ns a n d usi n g t w o r e pli c at es. Bri e fl y, f or 
e a c h i m m u n o pr e ci pit ati o n (I P), ar o u n d 4  ×   1 0 6  H E P M c ells w er e cr ossli n k e d f or 1 0  mi n at r o o m t e m p er at ur e 
usi n g 3 7 % f or m al d e h y d e at a fi n al c o n c e ntr ati o n of 1 %. ft e r e a cti o n w as st o p p e d wit h 0. 1 2 5  m M Gl y ci n e. C ells 
w er e w as h e d t wi c e wit h i c e- c ol d P B S a n d s cr a p e d i nt o a t u b e. C ells l ysis w as p erf or m e d b y s e q u e nti al c ol d i n c u -
b ati o n ( 4 ° C, o n i c e) wit h t w o b u ff ers pr o vi d e d i n t h e r e a g e nt kit. C hr o m ati n w as di g est e d b y 0. 5  µl mi cr o c o c c al 
n u cl e as e p er I P f or 1 5  mi n at 3 7 ° C o n a c o nst a ntl y s h a ki n g h e ati n g bl o c k. A ft er st o p pi n g di g esti o n b y t h e a d di -
ti o n of 0. 5  M E D T A, n u cl ei w er e s us p e n d e d i n C hI P b u ff er a n d s o ni c at e d wit h a Di a g e n o d e Bi or u pt or (s etti n gs: 
5 0 c y cl es, 3 0 s s o ni c ati o n/ 3 0 s br e a k). A fr a cti o n of t h e s a m pl e w as us e d f or m e as uri n g D N A- c o n c e ntr ati o n usi n g 
N a n o Dr o p a n d t o c h e c k fr a g m e nt ati o n si z e vi a el e ctr o p h or esis. A t ot al of 0. 5  µ g D N A w as us e d as t h e i n p ut c o n -
tr ol. A t ot al of 0. 0 0 5  µ g of p ol y cl o n al C hI P Gr a d e T F A P 2 A a nti b o d y ( A b c a m C at # a b 5 2 2 2 2) w as a d d e d t o 2 5  µ g 
of D N A a n d i n c u b at e d o v er ni g ht wit h r ot ati o n at 4 ° C. Fr a g m e nts w er e p ull e d d o w n usi n g Pr ot ei n G m a g n eti c 
b e a ds, a n d t h e n r e m o v e d fr o m t h e b e a ds vi a i n c u b ati o n wit h C hI P el uti o n b u ff er o n a s h a ki n g t h er m o mi x er at 
6 5 ° C f or 3 0  mi n. ft e s u p er n at a nt w as tr e at e d o v er ni g ht wit h N a Cl a n d Pr ot ei n as e K i n or d er t o r e v ers e D N A-
cr ossli n ki n g, a n d t h e n p uri fi e d usi n g s pi n c ol u m n t u b es, as pr o vi d e d i n t h e r e a g e nt kit.

Li br ar y pr e p ar ati o n a n d n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g.  Li br ar y pr e p ar ati o n f or s e q u e n ci n g w as p er -
f or m e d usi n g t h e N E B N e xt® Ultr a ™ II D N A Li br ar y Pr e p Kit f or Ill u mi n a® ( N e w E n gl a n d Bi ol a bs® G m b H, U S A), 
i n a c c or d a n c e wit h t h e m a n uf a ct ur er’s pr ot o c ol. A m P ur e X P b e a ds ( B e c k m a n C o ult er ™, U S A) w er e us e d f or t h e 
cl e a n u p st e ps. Si n c e t h e a m o u nt of i n p ut D N A w as <  5 0  n g, n o si z e s el e cti o n w as p erf or m e d. E q ui m ol ar p o oli n g 
of t h e s a m pl es w as t h e n p erf or m e d, a n d t h e q u alit y of t h e li br ar y w as c o ntr oll e d o n a n A gil e nt Hi g h S e nsiti v -
it y D 1 0 0 0 s yst e m. Th e s a m pl es w er e dil ut e d t o a fi n al c o n c e ntr ati o n of 2  n M. T o a c hi e v e s u ffi ci e nt c o v er a g e, 
e a c h r e pli c at e w as s e q u e n c e d t wi c e o n a n Ill u mi n a Mi S e q v 2. This yi el d e d ~  2 0 milli o n 2  ×  2 5 0  b p p air e d e n d 
r e a ds f or e a c h s a m pl e ( C hI P a n d i n p ut c o ntr ol), i n a c c or d a n c e wit h t h e C hI P-s e q g ui d eli n es of t h e E N C O D E 
 c o ns orti u m 5 8 .

Bi oi nf or m ati c  pr o c e s si n g  of C hI P‑ S e q  d at a.  Q u alit y c o ntr ol of t h e f ast q- fil es w as p erf or m e d usi n g 
F ast Q C ( v 0. 1 1. 7). A d a pt er s e q u e n c es w er e c ut- o ff usi n g C ut a d a pt ( v 1. 1 5), a n d r e a ds w er e tri m m e d t o a m a xi -
m u m l e n gt h of 2 0 0  b p. F or e a c h s a m pl e a n d r e pli c at e, f ast q fil es of b ot h s e q u e n ci n g r u ns w er e m er g e d a n d 
ali g n e d  t o  t h e  G R C h 3 7/ h g 1 9  r ef er e n c e  g e n o m e  usi n g  B o wti e 2  ( v 2. 3. 4).  P e a k  c alli n g  w as  p erf or m e d  usi n g  
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M A C S 2 ( v 2. 1. 1). Q u alit y c o ntr ol i n cl u d e d t h e r et e nti o n of p e a ks wit h a f ol d e nri c h m e nt ( F E) of 5 – 5 0, a n d a 
f als e dis c o v er y r at e ( F D R) < 0. 0 5. P e a ks m a p pi n g t o irr e g ul ar c hr o m os o m es a n d E N C O D E bl a c klist r e gi o ns w er e 
 r e m o v e d 5 9  usi n g B E Dt o ols ( v 2. 2 7. 0). P e a ks w er e t h e n vis u all y i ns p e ct e d i n t h e I nt e gr ati v e G e n o mi cs Vi e w er 
(I G V, v. 2. 4. 6). T o e xtr a ct a hi g h- c o n fi d e n c e s et of p e a ks (t er m e d “ h c- p e a ks”), o nl y t h os e r e gi o ns i n cl u d e d i n b ot h 
r e pli c at es w er e i n cl u d e d i n t h e a n al ysis.

M otif di s c o v er y.  M otif dis c o v er y w as p erf or m e d usi n g t h e g e n o mi c s e q u e n c e ar o u n d t h e s u m mit of e a c h 
h c- p e a k ( ±  5 0  b p) a n d M E M E C hI P ( v. 5. 1. 0). fi e si mil arit y b et w e e n T F A P 2 A m otifs fr o m t h e J A S P A R C or e 
2 0 1 8  ass e m bl y 3 1  a n d t h e m ost si g ni fi c a nt m otif fr o m C hI P-s e q w as f urt h er q u a nti fi e d a n d dis pl a y e d b y pr es e nt-
i n g t h e o pti m al ali g n m e nts wit h t h e T o mt o m m otif c o m p aris o n t o ol ( v. 5. 1. 0).

C o m p ari s o n wit h ot h er d at a s et s.  First, h c- p e a k p ositi o ns w er e c o m p ar e d t o T F B S i n a n ot h er T F A P 2 A 
C hI P-s e q d at a s et t h at h a d b e e n o bt ai n e d i n H e L a S 3 c ells b y  E N C O D E 3 2 .  H er e, c o n c or d a nt r e gi o ns w er e 
d e fi n e d as t h os e f or w hi c h H E P M T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks s h o w e d a ≥  5 0 % o v erl a p wit h t h e b as e p airs of 
H e L a S 3 T F A P 2 A sit es. S e c o n d, H E P M T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks w er e c o m p ar e d wit h H 3 K 2 7 a c hist o n e m ar ks 
a n d D N as e 1 h y p ers e nsiti vit y sit es d eri v e d fr o m cr a ni of a ci al tiss u es ( E pi g e n o mi c Atl as of H u m a n Cr a ni of a ci al 
D e v el o p m e nt) at C ar n e gi e st a g e 1 5 ( C S 1 5) 3 4 , i n di c ati n g a cti v e r e g ul at or y el e m e nts i n a h u m a n d e v el o p m e nt al 
st a g e t h at e q u at e d wit h t h e ti m e p oi nt of t h e H E P M c ells d uri n g cr a ni of a ci al d e v el o p m e nt. Si n c e t h e C hI P-s e q 
p e a k distri b uti o n f or T Fs a n d hist o n e m o di fi c ati o ns di ff ers, o v erl a ps w er e d e fi n e d usi n g s e p ar at e c ut- o ffs ( T F: 
o v erl a p d e fi n e d as 5 0 % o v erl a p; hist o n e m o di fi c ati o ns: o v erl a p d e fi n e d as 1  b p). F or b ot h d at a s ets, e nri c h m e nt 
of t h e i d e nti fi e d h c- p e a ks w as d et er mi n e d usi n g C hi 2-t est ( 1 df ).

All el e‑ s p e ci ff c bi n di n g.  Ns C L/ P ass o ci at e d S N Ps t h at w er e l o c at e d wit hi n t h e h c- p e a ks a n d pr e di ct e d t o b e 
i n a h et er o z y g o us st at e i n t h e H E P M c ells w er e e xtr a ct e d, a n d c orr es p o n di n g all el e c o u nts fr o m C hI P-s e q w er e 
a n al y z e d usi n g A B C ( v. 1. 3). S N Ps w er e c o nsi d er e d all el e-s p e ci fi c v ari a nts if o n e of t h e t w o all el es w as o v err e p -
r es e nt e d at a st atisti c all y si g ni fi c a nt l e v el ( P  bi n o mi al <  0. 0 5). fi e s u bs et of h c- p e a ks t h at c o nt ai n e d S N Ps wit h 
all el e-s p e ci fi c T F bi n di n g w as c o m p ar e d t o T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks i n H e L a S 3  c ells 3 2  a n d c hr o m ati n m ar ks i n 
C S 1 5 cr a ni of a ci al  tiss u e3 4 .

G e n e o nt ol o g y a n al y si s.  G e n e O nt ol o g y ( G O) e nri c h m e nt a n al ysis w as p erf or m e d usi n g t h e G e n o mi c 
R e gi o ns E nri c h m e nt of A n n ot ati o ns T o ol ( G R E A T, v 4. 0. 4) wit h d ef a ult p ar a m et ers ( 5  k b u pstr e a m, 1  k b d o w n -
str e a m, a n d 1  M b m a xi m u m e xt e nsi o n wit h i n cl usi o n of c ur at e d r e g ul at or y d o m ai ns). G O bi ol o gi c al pr o c ess es, 
h u m a n p h e n ot y p es, a n d m o us e si n gl e k n o c k o ut p h e n ot y p es w er e c o nsi d er e d. F or t h es e a n al ys es, t hr e e s u bs ets 
w er e d e fi n e d: (i) all h c- p e a ks; (ii) h c- p e a ks t h at c o nt ai n e d S N Ps wit h all el e-s p e ci fi c e ff e cts; a n d (iii) h c- p e a ks t h at 
o v erl a p p e d wit h H 3 K 2 7 a c m ar k ers a n d D N as e 1 h y p ers e nsiti vit y r e gi o ns i n C S 1 5 cr a ni of a ci al tiss u e b ut n ot wit h 
t h e T F A P 2 A C hI P-s e q p e a ks i n H e L a S 3.

I nt e gr ati o n of n s C L/ P G W A S d at a. P ositi o n al d at a of t h e h c- p e a ks w er e i nt e gr at e d wit h r es ults fr o m 
o ur r e c e nt ns C L/ P G W A S m et a- a n al ysis 9 . ffis i m p ut e d d at as et c o nt ai ns ns C L/ P ass o ci ati o n d at a f or ~ 8. 0 1 mil -
li o n v ari a nts  ( m et aall  as d es cri b e d i n L u d wi g et  al.9 ). Bri e fl y, t his st u d y i n cl u d e d i n di vi d u als of E ur o p e a n ( B o n n 
 G  W A S 1 7 : 3 9 9 c as es a n d 1 3 1 8 c o ntr ols; B alti m or e  st u d y1 5 : 6 6 6 E ur o p e a n c as e- p ar e nt tri os) a n d of Asi a n a n c estr y 
( B alti m or e  st u d y1 5 : 7 9 5 Asi a n c as e- p ar e nt tri os). fi e ass o ci ati o n P- v al u es of t h e G W A S m et a- a n al ysis w er e n ot 
c orr e ct e d f or m ulti pl e t esti n g. O nl y S N Ps wit h a n i nf o s c or e >  0. 8 i n t h e G W A S m et a- a n al ysis w er e r etri e v e d, a n d 
p airs of S N Ps i n hi g h li n k a g e dis e q uili bri u m w er e i d e nti fi e d usi n g L D li n k ( v. 5; all p o p ul ati o ns). fiis s el e cti o n 
of S N Ps w as i nt ers e ct e d wit h t o p ol o gi c al ass o ci at e d d o m ai ns i n e m br y o n al st e m c ells, as i d e nti fi e d b y Di x o n 
et  al. 3 5 , a n d i nf or m ati o n o n t h e 4 5 ns C L/ P ris k l o ci as d es cri b e d i n Wel z e n b a c h et  al.2 1 .

D at a a v ail a bilit y
ft e C hI P-s e q d at as ets g e n er at e d i n t h e pr es e nt st u d y ar e a v ail a bl e at t h e G e n e E x pr essi o n O m ni b us ( G E O) 
r e p osit or y ( a c c essi o n n u m b ers G S E 1 6 9 3 4 1 a n d G S E 1 6 9 3 4 2). ft e ori gi n al G W A S d at as ets o n w hi c h t h e G W A S 
m et a- a n al ysis of L u d wi g et  al. 9  is b as e d ar e a v ail a bl e at Z e n o d o (htt ps://  d oi.  or g/  1 0.  5 2 8 1/  z e n o d o.  3 7 2 4 1  4 8 ; B o n n 
G W A S; M a n g ol d et  al. 1 7 ) a n d d b G a p ( d b G a P: p hs 0 0 0 0 9 4; B alti m or e st u d y; B e at y et  al. 1 6 ). R ef er e n c es a n d o nli n e 
a v ail a bilit y of d at as ets a n d t o ols e m pl o y e d i n t h e pr oj e ct w or k fl o w ar e pr o vi d e d i n S u p pl e m e nt ar y Ta bl e  S 1 5.
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