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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung
1.1.1. Orofaziale Spalten

Orofaziale Spalten gehdren zu den haufigsten angeborenen Fehlbildungen, mit einer
Pravalenz von 1:700 Neugeborenen weltweit (Mossey und Modell, 2012). In
Abhangigkeit vom Schweregrad der Erkrankung mussen sich die Betroffenen einer
umfangreichen interdisziplinaren Therapie unterziehen, welche meist vom ersten
Lebensjahr bis in die Pubertat hineinreicht (Mossey et al., 2009; Zieger et al., 2023). Trotz
der heute fortgeschrittenen Therapiemdglichkeiten besteht fur Individuen mit orofazialen
Spalten gegenuber der nicht-betroffenen Bevdlkerung eine erhdhte Morbiditat und
Mortalitat (Christensen et al., 2004). Die haufigste phanotypische Auspragung der
orofazialen Spalten ist die Form der Lippen-Kiefer-Gaumenspalten (cleft lip with or without
cleft palate, CL/P). Dabei kbnnen entweder die Lippe allein (cleft lip only) oder Lippe und
Gaumen (cleft lip and palate) betroffen sein. Neben der Klassifizierung anhand des
phanotypischen Spektrums kdnnen orofaziale Spalten in ,isolierte” (auch ,nicht-
syndromale”) und ,syndromale” Formen eingeteilt werden. Derzeit sind Uber 400
Krankheitsbilder bekannt, bei denen die orofaziale Spalte Bestandteil eines
Ubergeordneten Syndroms ist (Jugessur et al.,, 2009). In Abgrenzung von diesen
.,Syndromalen” Formen wird das Auftreten von orofazialen Spalten ohne weitere
Symptome als ,isolierte“ oder ,nicht-syndromale“ Form bezeichnet. Den grof3ten Teil der
orofazialen Spalten bilden Individuen mit nicht-syndromalen CL/P (nsCL/P), mit einer

weltweiten Inzidenz von ca. 1 : 1.000 (Mangold et al., 2011).
1.1.2. Atiologie von nsCL/P

NsCL/P gehdren zu den multifaktoriellen Erkrankungen, deren Auftreten genetische
Faktoren und Umweltfaktoren zugrunde liegen. Als relevante Umweltfaktoren fur die
Entstehung von nsCL/P konnten unter anderem maternales Rauchen (Little et al., 2004)
und ein Mangel von Vitamin B-Komplex und Vitamin A in der Schwangerschaft (Jugessur
und Murray, 2005) identifiziert werden, wobei unabhangige Replikationen sowie der

Nachweis von kausalen Zusammenhangen noch ausstehen.



Die Gesamt-Heritabilitat, welche bei  multifaktoriellen  Erkrankungen  durch
epidemiologische Studien wie z. B. Zwillingsstudien geschatzt werden kann (Visscher et
al., 2008), betragt bei nsCL/P etwa 90 % (Grosen et al., 2011). Dabei ist der genetische
Beitrag komplex, d. h. es tragen sowohl haufige als auch seltene genetische Varianten

zur Atiologie bei (Thieme und Ludwig, 2017).

Haufige Risikovarianten (common variants) treten auch in vielen gesunden Individuen auf
und haben demnach eine geringe Penetranz — ihr Auftreten bedingt nicht zwingend das
Auftreten der Erkrankung (Ludwig et al., 2019). Die Untersuchung haufiger Varianten kann
systematisch durch genomweite Assoziationsstudien (genome-wide association studies,
GWAS) erfolgen. Bei GWAS werden Einzelbasenaustausche, sogenannte single
nucleotide variants (SNVs), unter Einsatz von kostengunstigen SNV-Arrays in Erkrankten
sowie nicht-betroffenen Individuen genotypisiert, d. h. die allelische Auspragung ermittelt.
Durch einen Vergleich der Allelfrequenzen zwischen beiden Gruppen kénnen SNVs in
bestimmten Regionen (,Loci”) mit der untersuchten Erkrankung assoziiert werden
(Uffelmann et al., 2021).

Bis heute konnten durch GWAS ca. 45 Risikoloci fir nsCL/P identifiziert werden (Beaty et
al., 2010; Birnbaum et al., 2009; Leslie et al., 2016; Ludwig et al., 2012; Ludwig et al.,
2017; Mangold et al., 2010; Welzenbach et al., 2021; Yu et al., 2017). Diese sind fast
ausschlief3lich in nicht-kodierenden Abschnitten des Genoms lokalisiert (Thieme und
Ludwig, 2017). Insgesamt wird der Beitrag haufiger Varianten an der Heritabilitat von
nsCL/P in europaischen Individuen auf ca. 30 % geschatzt (Welzenbach et al., 2021).
Neben diesen haufigen SNVs tragen auch seltene oder niedrigfrequente Varianten zur
Atiologie von nsCL/P bei (Thieme und Ludwig, 2017). Seltene Varianten kénnen zwar
uber dieselben biologischen, nicht-kodierenden Mechanismen wirken, haben aber
moglicherweise grollere Effektstarken und eignen sich daher besser fur funktionelle
Folgeuntersuchungen (Fakhouri et al., 2014; Rainger et al., 2014). Neben SNVs gehdren
auch strukturelle Varianten (bspw. Kopienzahlvarianten, Insertionen/Deletionen
(sogenannte ,Indels”) oder Translokationen) zum genetischen Spektrum der nsCL/P
(Basha et al., 2018; Lansdon et al., 2023).

Fur die Identifizierung von seltenen SNVs und strukturellen Varianten eignen sich die

Technologien des next generation sequencing: Exomsequenzierung (whole exome



sequencing, WES) oder Genomsequenzierung (whole genome sequencing, WGS). WGS-
Analysen, die neben den im Rahmen von WES sequenzierten Genen den ganzen nicht-
kodierenden Bereich abdecken und dadurch eine deutlich groflere Anzahl von
detektierten Varianten pro individuelles Genom generieren, sind u. a. aufgrund der GrofRe
der generierten Datenmenge und den mit Speicherung, Verarbeitung sowie Auswertung
verbundenen Kosten (Ludwig et al., 2019), aber auch aufgrund der ethischen Problematik
solcher sensiblen Datensatze (McGuire et al., 2008) auch heutzutage flur viele

Erkrankungen nur fur kleine klinische Kohorten verflugbar.

Der Anteil haufiger und seltener Varianten an der genetischen Atiologie ist abhangig von
der untersuchten Erkrankung: Bei Erkrankungen, die mit einer erniedrigten
Reproduktionsrate einhergehen, ist aufgrund des Selektionsdrucks zu erwarten, dass die
Frequenz kausaler Mutationen durch evolutionare Prozesse niedrig gehalten wird.
Dadurch kann von einem grof3eren Anteil neuerer, seltener Varianten mit im Schnitt
grolReren Effektstarken ausgegangen werden (Raychaudhuri, 2011). Epidemiologische
Daten zur Sterblichkeit von Patienten mit orofazialen Spalten in Landern ohne westliche
Gesundheitsversorgung weisen auf einen solchen Selektionsdruck hin. In Landern ohne
Verfugbarkeit einer operativen Therapie zeigt sich eine hohe Sterblichkeitsrate bei jungen
Betroffenen (Abbildung 1); (Christensen et al., 2004; Mossey und Modell, 2012). Durch
WES bzw. gezielte Sequenzierung von GWAS Kandidaten-Genen konnten einige Studien
bereits einen Beitrag seltener Varianten zur Atiologie von nsCL/P belegen (Basha et al.,
2018; Butali et al., 2014; Letra et al., 2014; Savastano et al., 2017; Sylvester et al., 2020).

In der Atiologie von nsCL/P kdnnten auch de novo Mutationen (DNMs), eine spezielle
Form seltener Varianten, die neu in betroffenen Individuen auftreten, eine Rolle spielen.
Diese Hypothese wird unterstlitzt durch weitestgehend stabile Pravalenzen von nsCL/P,
trotz der erhohten Mortalitat von betroffenen Individuen mit fehlender operativer
Versorgung (Abbildung 1). Zudem zeigt sich ein erhdhtes Erkrankungsrisiko fir die
Nachfahren eines Betroffenen, im Vergleich zu vorhergehenden Generationen (Grosen et
al., 2010). Fur die Detektion solcher DNMs sind sowohl die genetischen Daten des

betroffenen Individuums als auch beider Elternteile notwendig (sogenannte Trios).
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Abb. 1: Langzeit-Uberlebenskurve fiir Individuen mit orofazialen Spalten mit und
ohne operative Therapie im Vergleich zur Normalbevoélkerung.

Dargestellt sind drei Uberlebenskurven fiir (i) die Population in GroRbritannien (UK) im
Jahr 2003 (graue Linie), fur (ii) Individuen mit orofazialen Spalten mit Zugang zu westlicher
Gesundheitsversorgung (Linie mit weilen Rauten-formigen Punkten) und far (iii)
Individuen mit orofazialen Spalten ohne Zugang zu operativer Versorgung (Linie mit
schwarzen Punkten). Dabei ist auf der y-Achse der Anteil der Uberlebenden in Prozent
gegen das Alter in 5-Jahres-Intervallen auf der x-Achse dargestellt. Hier zeigt sich eine
deutlich erhohte frihkindliche Mortalitat bei fehlendem Zugang zu operativer Versorgung,
jedoch auch eine erhdhte Mortalitdt nach Spaltkorrektur im Lebensverlauf. Diese
Abbildung ist mit Genehmigung von S. Karger AG, Basel, aus Mossey und Modell (2012)
entnommen.

1.1.3 Das nicht-kodierende Genom

Trotz der Vielzahl identifizierter Risikoloci fur nsCL/P, besonders aus dem
Frequenzspektrum der haufigen Varianten, ist das Verstandnis der zugrunde liegenden
Pathophysiologie bisher nur eingeschrankt mdglich. Dies liegt einerseits in der
unzureichend geklarten Funktion der nicht-kodierenden Bereiche, sowie andererseits in
der geringen Effektstarke der Risikovarianten begriindet. Man geht davon aus, dass nicht-
kodierende Risikovarianten in funktionell aktiven regulatorischen Elementen liegen,
welche zu einer zeit- und gewebespezifischen Expression von benachbarten Genen
beitragen (Buecker und Wysocka, 2012; Bulger und Groudine, 2010).
Um innerhalb groRer Datensatze atiologisch relevante nicht-kodierende Varianten zu

identifizieren, kdnnen experimentelle Designs bzw. die Integration bereits verfligbarer
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funktioneller Datensatze genutzt werden, um Varianten mit regulatorischen Effekten
herauszuarbeiten, z.B. zelltypspezifische Chromatin-Modifikationen oder chromatin
conformation capture assays fur die Darstellung der raumlichen 3D-Anordnung des
Chromatins. In Form von Hi-C Assays kann gro3er eine Einteilung des gesamten Genoms
in sogenannte topologically associating domains (TADs) erfolgen, die gewebespezifische
funktionale Einheiten des Genoms abbilden sollen (Dixon et al., 2012; Lieberman-Aiden
et al., 2009).

Eine Herausforderung bei der Untersuchung der Atiologie von nsCL/P mit Hilfe solcher
Daten besteht darin, dass die Entwicklung der Gesichtsstrukturen wahrend der
Embryonalentwicklung stattfindet und humanes Gewebe aus diesem Stadium nur
begrenzt zur Verfligung steht (Thieme und Ludwig, 2017). Da nur einzelne Datensatze
von humanem kraniofazialen Gewebe (bspw. Wilderman et al., 2018) verfugbar sind, wird
fur molekulare Untersuchungen auf geeignete in vitro Zellsysteme wie humane
Neuralleistenzellen (human neural crest cells, hNCC; Rada-Iglesias et al., 2012) und
kraniale Neuralleistenzellen von Menschen und Schimpansen (cranial neural crest cells,

cNCC,; Prescott et al., 2015) zurtckgegriffen.

1.1.4 Zielsetzung der Arbeit

Der Beitrag seltener Varianten in nicht-kodierenden Regionen zu nsCL/P wurde bisher
nicht systematisch untersucht. Das Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, mit Hilfe eines
WGS-Trio-Datensatzes mogliche kausale DNMs in nicht-kodierenden Bereichen des
Genoms zu identifizieren und diese durch Integration weiterer Datenebenen zu

priorisieren.

1.2 Material und Methoden
1.2.1 Datengrundlage

Grundlage der Arbeit waren zwei WGS-Datensatze des Gabriella Miller Kids First (GMKF)
Programms (im Folgenden GMKF Projekt). Nach Qualitatskontrolle (siehe Tabelle 1)
umfassten diese Datensatze zum einen Individuen mit nsCL/P und ihre Eltern (n = 220),

zum anderen Individuen mit Ewing Sarkom und deren Eltern (n = 289, Kontrollkohorte).
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Durch dieses ,Trio“-Design wurde die genomweite Untersuchung von DNMs ermdoglicht

und erfolgte ausschliel3lich an Individuen europaischer Herkunft.

Tab. 1: Ubersicht der verwendeten Genomsequenz-Datensatze

Dargestellt sind die beiden Datensatze mit Projekttitel, die antizipierte Anzahl an
Individuen des Projekts, die vollstandige Anzahl an verwendeten Trios (Datensatze von
WGS-Daten fur Individuum und beide Elternteile) sowie die Anzahl an Trios nach
Qualitatsfiltern (QF) fir DNM-Anzahl pro Trio.

Abkurzungen: GMKF - Gabriella Miller Kids First; nsCL/P - nicht-syndromale Lippenspalte
mit/ohne Gaumenspalte; QF - Qualitatsfiltern; WGS - Genomsequenzierung

nsCL/P Kohorte Kontroll Kohorte
GMKEF Projekttitel “Genomic Studies of | Genetic Contribution to
(2015 X01) Orofacial Clefts Birth Ewing Sarcoma in 330
Defects” parent-Offspring Trios”
im Datensatz vorhandene 1.242 1.112
Samplezahl
vollstandige Trios 332 289
Filter Phanotyp, gesunde Eltern: | 220
finale Anzahl Trios (nach QF) 211 284

Die WGS-Daten wurden nach einem genehmigten Datenzugangs-Antrag Uber die NIH
database of Genotypes and Phenotypes (dbGaP; https://www.ncbi.nim.nih.gov/gap,
Tryka et al., 2014) abgerufen. Das Alignment der Rohdaten an das Referenzgenom
GRCh37 sowie das anschlieliende Variant Calling, bei dem nur autosomale DNMs
ermittelt wurden, erfolgte in Zusammenarbeit mit Manuel Holtgrewe und Dieter Beule vom
Berlin Institute of Health bzw. dem Max Delbriick Center in Berlin. Um eine hohe Qualitat
des Datensatzes zu gewahrleisten, wurden nur Trios mit einer Anzahl DNMs < Median
* 3. Interquartilsabstand eingeschlossen und abschliellend die DNMs anhand von zwei
Qualitats-Scores gefiltert. Fur Details zu diesen Arbeitsschritten sei auf die Publikation

und deren Supplemental Methods (S. 24) verwiesen.
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1.2.2 Annotation und deskriptive Analysen

Far alle DNMs erfolgte zunachst eine Kilassifikation anhand ihrer genomischen
Lokalisation als exonisch, intronisch bzw. intergenisch, sowie eine Annotation mit der
Allelfrequenz aus gnomAD v3.1 (Karczewski et al., 2020) und sechs verschiedenen in
silico Pradiktions-Scores (z. B. CADD (Kircher et al., 2014), siehe Tabelle S7 aus
Supplement der Publikation). Diese in silico Pradiktions-Scores nutzen verschiedene
Ebenen an Informationen (z.B. zu Konservierung, Genregulation oder
Populationsfrequenz) um vorherzusagen, wie pathogen bzw. schadigend (oder nicht)
einzelne genetische Varianten sind. AnschlieBend wurde getestet, ob signifikante
Unterschiede in der Anzahl an DNMs pro Trio, deren prozentualer Verteilung in den

genomischen Abschnitten oder bezuglich der in silico Pradiktions-Scores bestehen.
1.2.3 DNM-Enrichment-Analysen

Im nachsten Schritt wurden DNMs aufgrund gemeinsamer genomischer Eigenschaften
zusammengefasst. Dabei war die Hypothese, atiologisch relevante DNMs nicht durch
genomische Nahe, sondern aufgrund ihrer Anreicherung (sog. ,Enrichment”) in Regionen
mit gewebespezifischen funktionellen Effekten zu detektieren (Abbildung 2). Als
statistische Methode kam das FunciVar package (Jones et al., 2020) zum Einsatz (siehe
Supplemental Methods S. 26).

Fur die Enrichment-Analysen wurden zwei Ansatze durchgefuhrt. Fir den ersten Ansatz
wurden Regionen mit a priori Evidenz fur eine Rolle in der kraniofazialen Entwicklung
ausgewahlt: bspw. Enhancer-Elemente aus dem VISTA Enhancer Browser (Visel et al.,
2007) mit gewebespezifischer Aktivitat und ein Datensatz mit konservierten genomischen
Regionen (conserved non-coding elements, CNEs; Short et al., 2018). Weiter wurden die
DNMs nach epigenetischen Zustanden der genomischen Region auf Basis von Chromatin
States aus drei Gewebetypen, die relevant fur die Gesichtsentwicklung sein konnten,
eingeteilt: cNCC (Prescott et al., 2015), hNCC (Rada-Iglesias et al., 2012), und humanes
embryonales kraniofaziales Gewebe (Wilderman et al., 2018). Als zweiter Ansatz erfolgte
eine Einteilung der DNMs in TADs (basierend auf embryonalen Stammzellen, n = 2.991;

Dixon et al., 2012). Zusatzlich wurde eine Subgruppe von TADs erstellt, in denen sich
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haufige Risikovarianten fur nsCL/P aus den bisherigen GWAS-Analysen befanden
(TADscwas).

chr. 1 ) chr. 4 chr. S chr.7

S A % /JJ WW Gena m‘-’“ @NN‘W Genb M QNNMW Genc M QRN:WW Gend M

chr. 1 chr. 4 chr.5 chr. 7

r\,, / WWGenam @&W Genbm MWGencM WGendM

Gewebe spezlf‘ scher Effekt der DNM

chr.7 chr.7 -

m,w‘ Gend M Wﬁwﬁ? Gend N\\

A

Abb. 2: Identifizierung von atiologisch relevanten DNMs am Beispiel der zelltyp-
abhangigen regulatorischen Funktionen einer genomischen Region.

Ein Transkriptionsfaktor (TF) bindet an bestimmte genomische Regionen (dargestellt
durch Abschnitte auf Chromosom (chr.) 1, 4, 5, und 7). Durch diese Bindung wird durch
den Transkriptionsfaktor anschliel3end die Expression benachbarter Gene aktiviert. Diese
Bindung und darauffolgende Aktivierung der Genexpression finden nur in bestimmten
Geweben statt. Hier sind die genomischen Regionen fur zwei Gewebetypen (Petrischalen
mit verschiedenfarbigen Zellen) in zwei Reihen dargestellt. Tritt eine de novo Mutation
(DNM) innerhalb eines solchen Bindungsbereich auf, kann der Transkriptionsfaktor
eventuell nicht binden und somit die gewebespezifische Aktivitat verandern. Teile der
Abbildung wurden mit Hilfe von Bildern von Servier Medical Art erstellt. Servier Medical
Art von Servier ist unter der Creative Commons Attribution 3.0 Unported License lizenziert
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)."

1.2.4 Untersuchung von allelischen Effekten auf Transkriptionsfaktorbindestellen

Eine mdgliche veranderte Bindung von Transkriptionsfaktoren (transcription factors, TFs)
wurde durch die Auswertung von Transkriptionsfaktorbindestellen (TFBS) an DNM-
Positionen mittels des Tools denovoLOBGOB (Short et al., 2018) untersucht. Dabei
werden die Effekte von DNMs auf Transkriptionsfaktor- (TF) Bindungen basierend auf der
genomischen Sequenz um die DNM-Position und einer position weight matrix (PWM) als
Bindeprofil berechnet (siehe Abbildung 3).
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Insgesamt wurden fur alle SNVs im DNM-Datensatz mogliche Veranderungen der
Bindungswerte berechnet, dabei wurden 810 verschiedene PWMs aus der JASPAR 2020
Datenbank betrachtet (Fornes et al., 2020). Die Differenz der jeweiligen Bindungswerte
zwischen Referenz- (Ref) und Alternativ- (Alt) Allel gibt die Bindungsanderung (binding
change, BC) des Transkriptionsfaktors durch die DNM an. Hierbei konnen
Bindungsstarkenzunahme (gain of binding), Bindungsstarkenreduktion (loss of binding)
und unveranderte Bindungsstarke (silent effect) durch die DNM unterschieden werden.
Fir eine Beschreibung der Anderungen in denovoLOBGOB und des Filterns der

ausgegebenen TFBS sei auf die Supplemental Methods (S. 28 f.) verwiesen.

Anschliel3end wurde jedes Bindemotiv auf einen moglichen Unterschied (i) in der Anzahl
der absoluten Bindungsereignisse (Hits, Fisher's Exact Test), und (ii) der quantitativen
Veranderung der Bindungsstarke (Mann-Whitney-U (MWU) Test) getestet. Die jeweiligen
Effektstarken wurden mittels eines Fold Change bestimmt und Kandidaten-TFs

ausgewahlt (siehe Supplemental Methods S. 29).

Position weight matrix (PWM)

A -227 -441 -441 424 -050 0.93

C 0.08 -468 -468 429 163 -0.82

-3.29 -253 196 194 -343 -0.54

T 140 190 -508 426 -341 -0.26

Abb. 3: Beispiel eines Transkriptionfaktorbindeprofils

Dargestellt sind das Matrix Profil MA0161.1 fir den Transkriptionsfaktor (TF) ,Nuclear
Factor 1 C-Type” (oben) mit zugehoriger PWM (unten). Diese sind der JASPAR 2020
Datenbank enthommen. Die Matrix bildet die Konsensussequenz ab, an die der TF
praferentiell bindet. Fur jede der sechs Positionen des Bindeprofils enthalt die PWM einen
Wert fur die vier moglichen Basen. Mit dieser PWM kann fir jede genomische Sequenz
mit einer Lange von sechs Basen ein Wert fur die Bindungsstarke des
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Transkriptionsfaktors berechnet werden. Die Abbildung wurde unter Verwendung der
Position Frequency Matrix aus der JASPAR 2020 (Fornes et al., 2020) open-access
Datenbank erstellt, die unter der Creative Commons Attribution 4.0 International License
lizenziert ist. (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

Abklrzungen: PWM - position weight matrix; TF - Transkriptionsfaktor

1.2.5 Durch Kollaborationspartner zur Verfugung gestellte Daten
a) Single-cell Expressionsdatensatze fur identifizierte Kandidaten-TFs

Zur Priorisierung von Kandidaten-TFs fir eine experimentelle Aufarbeitung wurde in
Zusammenarbeit mit Anna Siewert (AG Ludwig, Bonn) die Expression der Gene dieser
TFs in Gewebetypen, die zeitlich und raumlich fur die Entwicklung von nsCL/P relevant
sind, analysiert (Siewert et al., 2023). Dazu wurden zwei single-cell
Expressionsdatensatze verwendet: der Mouse Organogenesis Cell Atlas (MOCA)
(Mausembryonen von funf verschiedenen Embryonaltagen (E9.5, E10.5, E11.5, E12.5,
und E13.5); Cao et al., 2019) sowie ein Datensatz der lambdoidalen Verbindung
(lambdoidal junction) im Mausgesicht am Embryonaltag 11.5 (Li et al., 2019). Fur
genauere Informationen zur Re-Analyse der beiden Datensatze sei auf die Supplemental
Methods (S. 29 f.) verwiesen.

b) Electrophoretic Mobility Shift Assays

Zur Validierung der vorhergesagten TFBS an DNM-Positionen wurde in Zusammenarbeit
mit Katrin Paeschke und Stefan Juranek (Uniklinikum Bonn) die DNA-Protein-Interaktion
des Transkriptionsfaktors Musculin (MSC) mit der jeweiligen genetischen Sequenz mit
Hilfe von Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) untersucht. Hierzu wurde das
Bindungsmotiv an der DNM-Position + 20 Basenpaare mit Ref- und Alt-Allel mit finf
verschiedenen Konzentrationen von MSC inkubiert. FiUr jede getestete DNM-
Bindungsreaktion wurden je drei Wiederholungen fir Ref- und Alt-Allel durchgefihrt
(siehe Supplemental Methods S. 30). In dieser deutschen Zusammenfassung wird das
Vorgehen flir eine Transkriptionsfaktorbindestelle gezeigt, die gesamten Ergebnisse der

EMSA-Versuche sind in Tabelle S30 des Supplements der Publikation zu finden.
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1.3 Ergebnisse
1.3.1 Keine Evidenz fur eine allgemeine Anreicherung von DNMs in nsCL/P

Der endglltige Datensatz enthielt 211 nsCL/P-Trios, 284 Kontroll-Trios und insgesamt
31.490 autosomale DNMs (Verteilung der DNMs, Indels und SNVs in Tabelle 1 der
Publikation). Die durchschnittliche Anzahl von 63,6 autosomalen DNMs pro Trio lag im zu
erwartenden Bereich (Kong et al., 2012) und zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Kohorten (64,1 vs. 63,3; P =0,47). Auch die Untersuchung der
verschiedenen Verteilungen in genomischen Regionen oder bezuglich einzelner
Pradiktions-Scores ergab keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 1 der
Publikation). Bei spezifischer Betrachtung der nsCL/P-DNMs mit besonders hohen
CADD-Scores (= 30, n = 19) zeigten sich einzelne DNMs in Genen wie WNT4, ALPI, und
MYO10, fur die bereits eine Funktion in kraniofazialen Prozessen beschrieben wurde
(Bachg et al., 2019; lyyanar und Nazarali, 2017; Warner et al., 2009).

1.3.2 Anreicherung von DNMs in zwei TADs von GWAS-Regionen

In keiner Gruppe von untersuchten genomischen Elementen, die aufgrund von
Konservierung (CNEs) oder gewebespezifischer Aktivitat (Datensatze mit Chromatin
States, VISTA Enhancer) relevant fur die embryonale Gesichtsentwicklung sein konnten,
konnte eine signifikante Anreicherung nach Korrektur fir multiples Testen identifiziert
werden, wobei die Power dieser Analyse durch die geringe Zahl an Beobachtungen
eingeschrankt war (CNEs: 15 nsCL/P-DNMs vs. 19 Kontroll-DNMs, P =0,88; VISTA-
Enhancer: 14 nsCL/P-DNMs vs. 26 Kontroll-DNMs; P = 0,31). Auch bei Gruppierung der
Enhancer nach gewebespezifischer Aktivitat konnte kein signifikantes DNM-Enrichment
nachgewiesen werden. Einzig die Untersuchung des DNM-Enrichments in den
verschiedenen Chromatin States konnte eine nominal signifikante Anreicherung von
nsCL/P-DNMs in bivalenten Transkriptionsstart-Sites und bivalenten Enhancern aus
kraniofazialem Gewebe des Carnegie-Stadiums 15 zeigen (P = 0,03). Zusatzlich zeigte
sich bei der Betrachtung des Gesamtmusters der Verteilung der nsCL/P-DNMs auf
genomische Regionen in den verschiedenen Chromatin States ein interessantes, wenn

auch nicht signifikantes Bild mit einer allgemeinen Uberreprasentation von nsCL/P-DNMs
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in Enhancern, sowie einer Verminderung von nsCL/P in genomischen Regionen, die sich
in nicht-aktiven Zustanden befinden (Abbildung 2A der Publikation).

Von den 2.991 untersuchten TADs zeigten 174 eine differenzielle Verteilung von DNMs
zwischen den Kohorten, jedoch waren die Signifikanzniveaus nicht robust gegeniber
multiplem Testen. In der Untergruppe der TADscwas zeigten sich zwei Loci mit starker
Anreicherung von DNMs in der nsCL/P Kohorte: Am Locus 4928 wurden 7 DNMs in
nsCL/P, und keine in Kontrollen, beobachtet (P =8x10#). Am Locus 2p21 war die
Verteilung 8 : 2 DNMs (P = 0,02). Am Locus 2p21 zeigte sich bei genauerer Betrachtung
der Lokalisation aul3erdem eine Konzentration der nsCL/P-DNMs um die Region der
GWAS-Varianten herum (Abbildung 2C der Publikation). Insgesamt konnten wir durch die
Enrichment-Analyse in diesem TAD-Datensatz zwei Risikoloci aufzeigen, bei denen
haufige und seltene Varianten vermutlich den gleichen biologischen Stoffwechselweg

beeinflussen.
1.3.3 Identifizierung von Musculin als relevantem Transkriptionsfaktor fur nsCL/P

Die Auswertung der in silico TFBS ergab sieben TF-Motive, die aufgrund verschiedener
Evidenz Kandidaten fur eine weitere Aufarbeitung darstellten (Tabelle S29 im Supplement
der Publikation; JDP2 (var. 2), MSC, MEF2A, MAF::NFE, ATF3, SRF und NFE2L1). Durch
Integration der single-cell Datensatze konnte schlie3lich weitere Evidenz daflr erhalten
werden, dass MSC ein fuir die Atiologie der nsCL/P relevanter TF sein kénnte: MSC war
u. a. an Embryonaltag 11.5 in Myozyten exprimiert (siehe Abbildung 3D der Publikation)
und zeigte in den spezifischeren Expressionsdaten zur lambdoidal junction eine
Expression in den Zellclustern palatal epithelium (Gaumenepithel) und anterior and medial
maxillary prominence (Oberkiefervorspringe) (Abbildung 3E der Publikation). Daraufhin
wurde MSC fur Validierungsexperimente ausgewahlt. In Abbildung 4 ist hier fur eine MSC-
Bindestelle das Bindungsverhalten fur Ref- bzw. Alt-Allel dargestellt. Die Ergebnisse
bestatigten die von der computerbasierten Untersuchung vorhergesagten Effekte der
DNMs.
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Abb. 4: In-vitro-Bindung von Musculin an DNM-Region

Dargestellt sind die Versuchsergebnisse fur eine genomische Region mit in silico
Bindungsstelle fur Musculin (MSC). Die Bindungsaffinitat und ihre Beeinflussung durch
die DNM wurde in vitro mittels Electrophoretic Mobility Shift Assays unter Verwendung
von Oligonukleotiden fur Referenz- (ref) und Alternativ- (alt) Allel Uberpruft. Die DNM an
der TFBS ist als zugehodrige SNV auf dem + Strang angegeben. Hier ist ein Beispiel mit
starker negativer Bindungsanderung (loss of binding) aus den in silico Daten ausgewahlt.
Fur jede potenzielle TFBS wurden funf verschiedene MSC-Konzentrationen fur ref (linke
Lanes) bzw. alt (rechte Lanes) titriert. Das Auftreten der oberen Bande (Msc+oligo) bei
steigender MSC-Konzentration spiegelt eine Verschiebung des Molekulargewichts wider,
was auf eine in vitro Bindung von MSC an das Oligonukleotid hinweist. Dargestellt ist ein
bisher noch nicht veroffentlichtes Replikat des Assays fur die TFBS auf Chromosom (chr.)
6 in Abbildung S16A in Zieger et al. (2023).

AbkUrzungen: alt - Alternativ; DNM - De novo Mutation; MSC - Musculin; ref - Referenz;
SNV - single nucleotide variant; TFBS - Transkriptionsfaktorbindestelle

1.4 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Beitrag von nicht-kodierenden DNMs zur Atiologie von
nsCL/P zu untersuchen. Die Ergebnisse dieses Projekts liefern einerseits Hinweise fur
Kandidaten-DNMs und potenziell zugrundeliegende funktionelle Mechanismen.
Andererseits konnen die hier entwickelten Strategien auf WGS-Daten anderer

Phanotypen (speziell Fehlbildungen) angewandt werden.

Der untersuchte Phanotyp nsCL/P eignet sich gut fur die Untersuchung von DNMs bei
einer kleinen WGS-Kohorte. Da die Entstehung von nsCL/P auf eine kurze Zeitspanne
wahrend der Embryonalentwicklung und ausschliel3lich auf sich entwickelnde
Gesichtsstrukturen beschrankt ist, handelt es sich bei nsCL/P um einen Phanotyp mit

reduzierter biologischer Komplexitat. Man kann daher annehmen, dass Risikovarianten
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fur nsCL/P, einschliellich DNMs, eine hohere Effektstarke aufweisen als bei anderen
komplexeren multifaktoriellen Krankheiten. Unter Zuhilfenahme verfagbarer funktioneller
Daten, die einen Teil der Biologie des Phanotyps abbilden, konnten hier interessante
Ergebnisse erzielt werden.

Wir konnten einzelne Kandidaten-DNMs identifizieren, beispielsweise DNMs mit hohen
CADD-Werten in vor allem exonischen Bereichen von Genen, die in der kraniofazialen
Entwicklung eine Rolle spielen (siehe S. 15). Weiter befanden sich einige DNMs, die in
VISTA-Enhancern oder CNEs lokalisiert waren, in Introns von Genen wie FOXP2, MEIS2
und HOXCS5, welche bereits als relevant fiur die Gaumenentwicklung beschrieben wurden
(Cesario et al., 2016; Hirata et al., 2016; Machon et al., 2015). Diese Befunde legen nahe,
weitere funktionelle Untersuchungen zum Beitrag nicht-kodierender Varianten in diesen
Genen durchzufuhren. Neben diesen isolierten Kandidaten-DNMs zeigte die Enrichment-
Analyse der Chromatin-Daten Hinweise auf eine Anreicherung von nsCL/P-DNMs in
aktiven Regionen in relevanten Gewebetypen, was sich bereits fir haufige Varianten
gezeigt hatte (Ludwig et al., 2017; Welzenbach et al., 2021). In diesem Zusammenhang
sind auch die Ergebnisse der Enrichment-Analyse in den TADscwas als spannend zu
bewerten: hier zeigte sich eine Konvergenz von seltenen und haufigen Varianten an zwei
Loci. Dieser Fund deutet darauf hin, dass an den zwei identifizierten Loci haufige
Varianten und seltene DNMs Uber einen gemeinsamen biologischen Stoffwechselweg
wirken konnten. Beispielsweise beeinflussen die DNMs, die nahe der GWAS-Varianten
des 2p21 Locus lokalisiert sind, vermutlich die Expression von PKDCC, welches ein
Kandidatengen an diesem Locus ist (Ludwig et al., 2017). Eine solche Konvergenz konnte
zuvor bereits fur andere polygene Erkrankungen wie beispielsweise Autismus (Won et al.,
2022) und Diabetes (Jurgens et al., 2022) gezeigt werden, fur die nsCL/P bisher jedoch

noch nicht.

Ein besonders zielfihrender Ansatz war die Verwendung von TFBS-Informationen, um
DNMs von verschiedenen Loci durch ihre Position in einem molekularen Netzwerk zu
verbinden. Der durch diesen Ansatz identifizierte Kandidaten-TF MSC deutet auf eine
bisher nicht bekannte Beteiligung der sich entwickelnden Gesichtsmuskulatur in der
nsCL/P-Atiologie hin. Dieser Befund wird durch &ltere Erkenntnisse gestiitzt: Der
Musculus orbicularis oris, ein den Mund umschlieRender Gesichtsmuskel des Menschen,

ist nachweislich auch bei nicht-betroffenen Verwandten von Individuen mit nsCL/P
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verandert (Martin et al., 2000), was als subklinische Auspragung von nsCL/P angesehen
wird (Neiswanger et al., 2007). Auch das molekulare Netzwerk von Genen, welche im
Rahmen der Gesichtsentwicklung miteinander interagieren, unterstitzt die Hypothese
(Abbildung 5): Neben MSC sind dort mehrere TFs beteiligt, die bereits entweder durch
haufige Varianten in GWAS mit nsCL/P assoziiert wurden oder syndromalen Formen
unterliegen (z. B. TBX1 (Basha et al., 2018; Jugessur et al., 2009)).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Transkriptionsfaktoren, die an der
embryonalen Entwicklung der Gesichtsmuskulatur beteiligt sind.

Hier ist das Netzwerk der Interaktion zwischen kranialen Neuralleistenzellen (blau
hinterlegt) und mesodermalen Zellen, die sich Uber Myoblasten zu Muskelfasern
entwickeln (orange hinterlegt) veranschaulicht. Gene, die in genomweiten
Assoziationsstudien als Kandidatengene fur nicht-syndromale Lippenspalten mit/ohne
Gaumenspalten (nsCL/P) identifiziert wurden, sind griin markiert. Der Transkriptionsfaktor
Musculin (MSC) mit Transkriptionsfaktorbindestellen in Regionen mit de novo Mutationen
ist in rot hervorgehoben. Diese Abbildung entspricht einer deutschen Version der Figure
S17 im Supplement von Zieger et al. (2023).

Die in diesem Projekt erhaltenen Ergebnisse unterliegen einigen Limitationen. Zunachst
ist der verwendete Kontrolldatensatz zu beleuchten, welcher ebenfalls einer
Krankheitskohorte zuzuordnen ist und v. a. angesichts der fehlenden Verfugbarkeit einer
breiten Menge offentlich zuganglicher WGS-Triodaten, insbesondere dem Fehlen eines
Datensatzes mit phanotypisch gesunden Trios, ausgewahlt wurde. Durch den gleichen

Datenursprung der beiden Datensatze weisen sie jedoch ein ahnliches Studiendesign auf
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und wurden mittels gleicher Sequenzier- und Auswertetechnologie untersucht. Dadurch
konnte ein Grolteil an Artefakten und Verzerrungen in unseren Analysen ausgeschlossen
werden. Aufgrund epidemiologischer Hinweise fur gemeinsame genetische Faktoren fur
die Entstehung von Krebs und orofazialen Spalten, die bislang jedoch nicht auf
molekularer Ebene bestatigt wurden, sind unter Umstanden pathogene DNMs verpasst
worden (Zieger et al., 2023). Dadurch birgt die Kontroll-Kohorte jedoch insbesondere das
Risiko falsch-negativer Ergebnisse, sodass in erster Linie kausale DNMs verpasst, jedoch

keine falsch-positiven Befunde berichtet wurden (siehe Supplemental Methods S. 24 £.).

Die Interpretation von Varianten in nicht-kodierenden Bereichen des Genoms stellt immer
noch eine Herausforderung flr die genetische Forschung dar. In den hier durchgeflihrten
Analysen scheinen auch die fur nicht-kodierende SNVs trainierten in silico Pradiktions-
Scores weiterhin insbesondere kodierende Effekte zu gewichten (bspw. fast
ausschlieBlich exonische DNMs mit hohen CADD-Scores = 30 (Tabelle S9 im Supplement
der Publikation)). Auch ist die Bewertung der DNMs durch solche Scores bisher
unabhangig von untersuchtem Phanotyp und relevantem Gewebetyp (Schipper et al.,
2022), sodass eine weitere Verbesserung von in silico Pradiktions-Scores flr nicht-
kodierende Varianten notwendig ist. Die kodierenden DNMs des Datensatzes wurden
anhand der in silico Scores und mit Hilfe des Variant Effect Predictor (McLaren et al.,
2016) bewertet. Dies wird hier jedoch aufgrund des Schwerpunkts auf nicht-kodierende
Varianten nicht separat dargestellt. Die identifizierten Kandidaten-DNMs werden aktuell
jedoch durch das Bonner Team in der hiesigen Kohorte von nsCL/P Patienten

resequenziert.

Ein letzter Aspekt sind mogliche Einschrankungen bezuglich der Berechnung der TFBS
allgemein und speziell bei der Identifikation des Transkriptionsfaktors MSC. Generell ist
(i) die Anwendung von PWMs und Konsensussequenzen zur Berechnung von TFBS eine
Vereinfachung der Faktoren flr eine Bindungsentstehung, weiter ist auch (ii) die
Validierung der identifizierten TFBS durch EMSA nur eine in vitro Betrachtung der
Bindung von Protein an eine genomische Sequenz. Dennoch konnten wir durch die EMSA
die Bindung von MSC an die genomischen Sequenzen und auch den Einfluss der DNM
bestatigen. Durch die weiteren unabhangigen Hinweise flr eine Beteiligung der

Gesichtsmuskulatur (s.0.) scheinen die Ergebnisse plausibel und er6ffnen neue
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Forschungsansatze zur Funktion von MSC und Muskelzellen fur nsCL/P, z. B. durch in

vivo Experimente in relevanten Zellsystemen.

Die Resultate dieses Promotionsprojekts bieten allerdings nicht nur Ansatzpunkte fir
anschlieRende Projekte zu Muskelzellsystemen (s. 0.), sondern auch fur die Erweiterung
der Analysen des WGS-Datensatzes: Bisher wurden nur autosomale DNMs in die
Analysen inkludiert; eine Auswertung der gonosomalen DNMs konnte weitere
Erkenntnisse liefern. Zudem koénnten die Individuen anderer Ethnien aus dem GMKF
Projekt ausgewertet werden. AuRerdem kdnnten als weiteres Projekt statt des relativ breit
gefassten nsCL/P Phanotyps einzelne Subphanotypen betrachtet werden. Zwar wurden
fur dieses Projekt bereits Trios mit einem cleft palate only Phanotyp, bei dem nur der
Gaumen betroffen ist, ausgeschlossen, da es Evidenz fir eine getrennte Atiologie dieser
Erkrankungen gibt (Rahimov et al., 2012). Es erfolgte aber keine weitere Auftrennung
nach der sogenannten LAHSHAL Klassifikation (Kriens, 1989), die eine genauere
Unterscheidung des nsCL/P Phanotyps durch die Auftrennung der einzelnen CL/P Anteile
in Lippenspalte (L), Kieferspalte (Alveolus = A), Hartgaumenspalte (H), und Segelspalte
(S) ermdglicht. Eine solche Auftrennung ware aufgrund von bereits bekannten
Subphanotyp-Effekten bei haufigen Varianten (Ludwig et al., 2012; Ludwig et al., 2016)
eine sinnvolle Erweiterung, andererseits wurde dies die Anzahl an Trios pro Phanotyp und
somit die statistische Power weiter reduzieren. Auch eine Weiterentwicklung des
denovoLOBGOB Tools fur die Auswertung direkt nebeneinander liegender SNVs und
kleiner Indels sowie eine TF-Netzwerk-Analyse fur die Gesamtheit der DNMs eines
Individuums waren spannende Projekte. Weiter kdnnten identifizierte Kandidatenregionen

mit interessanten DNMs in der Bonner Kohorte resequenziert werden.

Schlussendlich zeigt dieses Promotionsprojekt Methoden zur Priorisierung nicht-
kodierender Varianten anhand funktioneller Daten zur Bewertung einzelner DNMs sowie
zur Vernetzung von DNMs unterschiedlicher genomischer Lokalisationen auf, die auf
Datensatze anderer Krankheitsbilder aber auch nsCL/P Datensatze wie die Bonner
Kohorte angewandt werden konnen und hat mit der Entdeckung der potenziellen Rolle
von MSC und dem TF-Netzwerk der fazialen Muskelentwicklung einen weiteren

Gewebetyp, der bei der Atiologie von nsCL/P mitwirken kénnte, identifiziert.
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1.5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieses Promotionsprojektes wurde die Rolle von nicht-kodierenden de novo
Mutationen (DNMs) bei der Entstehung nicht-syndromaler Lippen-Kiefer-Gaumenspalten
(nsCL/P) untersucht. Dafur wurde ein Datensatz von Genomsequenzierungsdaten von
betroffenen Individuen sowie deren Eltern aus dem Gabriella Miller Kids First Programm
analysiert. Um atiologisch relevante DNMs zu priorisieren, wurden die identifizierten
DNMs u.a. mit funktionellen Datensatzen und Risiko-Scores annotiert und deren
Verteilungen mit den Daten einer Kontroll-Kohorte verglichen. Wahrend die meisten
Vergleichsanalysen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten zeigten,
konnten wir signifikante Anreicherungen von DNMs in zwei topologically associating
domains beobachten, welche bereits durch haufige Risikovarianten in der Atiologie der
nsCL/P (Locus 4928 und 2p21) bekannt waren. Diese Konvergenz von haufigen und
seltenen Varianten bestarkt die Relevanz dieser Risikoloci fir nsCL/P und legt Varianten
fur mogliche funktionelle Untersuchungen nahe. Durch die systematische in silico
Auswertung von Transkriptionsfaktorbindestellen und deren Beeinflussung durch DNMs
wurden Kandidaten-Transkriptionsfaktoren vorhergesagt, welche tGber ihre molekularen
Netzwerke zur nsCL/P beitragen konnten. Durch Integration von externen funktionellen
Datensatzen und molekularen Validierungsexperimenten wurde dadurch der in der
kraniofazialen Muskelentwicklung involvierte Transkriptionsfaktor Musculin (MSC) als
Kandidat identifiziert. Eine mégliche Beteiligung von MSC in der Atiologie von nsCL/P wird
durch weitere subklinische Phanotypen von nsCL/P und das molekulare Netzwerk, in dem
auch weitere, durch genomweite Assoziationsstudien identifizierte nsCL/P Risikogene
involviert sind, bestatigt. Die Ergebnisse dieses Projekts liefern einerseits Hinweise fur
Kandidaten-DNMs und potenziell zugrundeliegende funktionelle Mechanismen flr
nsC/LP, andererseits sind die hier entwickelten Strategien auf WGS-Daten anderer

Phanotypen (speziell Fehlbildungen) Ubertragbar.
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Summary

Non-syndromic cleft lip with/without cleft palate (nsCL/P) is a highly heritable facial disorder. To date, systematic investigations of the
contribution of rare variants in non-coding regions to nsCL/P etiology are sparse. Here, we re-analyzed available whole-genome
sequence (WGS) data from 211 European case-parent trios with nsCL/P and identified 13,522 de novo mutations (DNMs) in nsCL/P cases,
13,055 of which mapped to non-coding regions. We integrated these data with DNMs from a reference cohort, with results of previous
genome-wide association studies (GWASs), and functional and epigenetic datasets of relevance to embryonic facial development. A sig-
nificant enrichment of nsCL/P DNMs was observed at two GWAS risk loci (4q28.1 (p = 8 x 10~*) and 2p21 (p = 0.02)), suggesting a
convergence of both common and rare variants at these loci. We also mapped the DNMs to 810 position weight matrices indicative
of transcription factor (TF) binding, and quantified the effect of the allelic changes in silico. This revealed a nominally significant over-
representation of DNMs (p = 0.037), and a stronger effect on binding strength, for DNMs located in the sequence of the core binding
region of the TF Musculin (MSC). Notably, MSC is involved in facial muscle development, together with a set of nsCL/P genes located at
GWAS loci. Supported by additional results from single-cell transcriptomic data and molecular binding assays, this suggests that varia-
tion in MSC binding sites contributes to nsCL/P etiology. Our study describes a set of approaches that can be applied to increase the

added value of WGS data.

Introduction

Non-syndromic cleft lip with/without cleft palate (nsCL/P)
is the most frequent form of orofacial clefting (OFC), with
an estimated prevalence of 1 in 1,000 European new-
borns." Depending on severity, nsCL/P treatment requires
multidisciplinary approaches, including repeated sur-
geries, throughout childhood and adolescence. Together
with an increased life-time risk for morbidity and mortal-
ity,” nsCL/P represents a major burden for affected individ-
uals and their families.

NsCL/P has a multifactorial etiology, and estimates from
twin studies suggest a heritability of ~90%.° Recent
genome-wide association studies (GWASs) have identified
common risk variants at 45 genomic loci, which explain
about 30% of phenotypic variance in Europeans.* Research
suggests that further types of genetic variation may also
contribute to disease risk, including variants from the
low-frequency part of the allelic spectrum. For example,
previous studies have identified private and rare risk vari-
ants for nsCL/P in genes underlying orofacial cleft syn-
dromes within multiplex families,® in genes involved in
epithelial cell adhesion processes,® and in genes located
within GWAS loci.”'” In a recent multiethnic study of

several hundred case-parent trios of OFC (Bishop et al.),"!
potentially causal de novo mutations (DNMs) in protein-
coding regions were investigated using data from whole-
genome sequencing (WGS). The cohort included individ-
uals with cleft lip with/without cleft palate (CL/P),
including its subtypes cleft lip only (CLO) as well as cleft
lip and palate (CLP), and cleft palate only (CPO). In that
study, the authors identified a cohort-wide enrichment of
loss of function (LoF) DNMs, in particular in genes ex-
pressed in human neural crest cells (hNCCs). At the indi-
vidual gene level, this study also implicated TFAP2A
(MIM: 107580), IRF6 (MIM: 607199), and ZFHX4 (MIM:
606940) in OFC etiology.""

To date, most analyses of systematic sequencing data
(including Bishop et al.) have been limited to protein-cod-
ing regions, mainly because of the comparable ease of
functional annotation and etiological interpretation for
coding variants. In contrast, few data are available con-
cerning the contribution of rare variants or DNMs located
in non-coding regions. Evidence that non-coding variants
are involved in nsCL/P has been generated by studies that
identified causal non-coding mutations in individual ped-
igrees,'”'*'% and reports of a burden of low-frequency var-
iants in non-coding enhancer regions that are active in
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developing craniofacial tissue.'*'® The aim of the present
study was to identify etiologically relevant DNMs for
nsCL/P, with a focus on strategies to prioritize DNMs in
non-coding regions.

Material and methods

This study used prior published data, no human or animal subjects
were involved. Respective datasets were analyzed upon approved
data access and following the criteria laid out in the respective
data use agreements in the NIH database of Genotypes and Pheno-
types (dbGaP). Informed consent and ethical approval were ob-
tained by the investigators of the original studies. The molecular
and computational studies did not involve any human material.
All procedures followed biological safety and ethics standards.

Subjects and data resources

WGS raw sequence and phenotypic data for 1,236 individuals
from a European OFC cohort were retrieved from the Gabriella
Miller Kids First (GMKEF) Project, upon approved access (section
“Web resources”). Based on available pedigree information,
220 complete parent-offspring pairs (“trios”) containing both
unaffected parents and a child with nsCL/P were identified. Addi-
tionally, a set of 330 trios with children being affected by Ewing
sarcoma (ES) was obtained from GMFK. This cohort was used as
a non-cleft reference (NCR) cohort. Further information can be
found in the supplemental methods.

WGS data analysis and variant calling

For each individual, WGS reads were aligned to GRCh37, and
variant calling was performed using both Unified Genotyper and
Haplotype Caller. To generate a high-quality variant DNM call
set, data processing required the complete absence of reads
in any parent, and support of variant calls by both calling algo-
rithms (supplemental methods). All DNMs were annotated with
information (1) on frequency (gnomAD v3.1, all populations),
(2) on genomic location (exonic, intronic, intergenic; based on
GENCODE Basic gene annotation version33.hg19), and (3) with
each of six in silico prediction scores that are applicable to both
non-coding and coding variants: CADD,'® ReMM,'” FATHMM, '®
DANN, '’ LINSIGHT,*” and ncER?' (supplemental methods). No
general frequency filter was applied (Figure S1). As our nsCL/P
cohort represents a subcohort of Bishop et al. that was analyzed us-
ing a different quality control (QC) and variant calling pipeline,
coding DNMs were compared between both studies, based on
available information (Table S3 by Bishop et al., participant IDs
provided by GMKF) and annotations provided by the Ensembl
Variant Effect Predictor”” (VEP; section “web resources”).

The statistical comparison of DNM distribution between nsCL/P
and NCR included the average number of DNMs per sample
(Mann-Whitney U (MWU) test for total DNMs and subgroups of
exonic, intronic, and intergenic DNMs), the distribution of in silico
prediction scores for nsCL/P and NCR DNMs, and the proportion
of DNMs with in silico prediction scores over individual or com-
bined thresholds (supplemental methods).

Analysis of DNM enrichment in genomic features

To study the enrichment of DNMs across the entire genome,
diverse genomic datasets were retrieved. For each of those datasets,
DNM enrichment was calculated using the R package FunciVar,**
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which compares inter-cohort enrichment probabilities for func-
tional elements using a Bayesian approach (see FunciVar in section
“web resources,” supplemental methods). The datasets included
genome-wide maps of eight chromatin states from hNCCs,** cra-
nial neural crest cells ((NCCs),”® and human facial embryonic tis-
sues,”® which had been aggregated in a previous study by our
group.” Furthermore, general genomic features with a priori
evidence for functional relevance or evolution were included;
i.e.,, (1) 4,307 evolutionarily highly conserved non-coding ele-
ments (CNEs) based on a prior publication,”” and (2) 1,570
enhancer regions from the VISTA enhancer browser*® (supple-
mental methods).

Analysis of topologically associating domains

To detect local enrichments of non-coding DNMs independent of
genomic features (comparable with gene-burden tests for protein-
coding variants), DNMs were combined based on their location
within regulatory units; i.e., topologically associating domains
(TADs). Positional data were retrieved for 2,991 TADs from human
embryonic stem cells, as described elsewhere,* and enrichment of
DNMs in TADs was tested using FunciVar (supplemental
methods). Given the considerable burden of multiple testing
with regard to the present sample size, we additionally defined a
set of 45 candidate TADs on the basis of recent GWAS results, as
previously described® (TADsgwas, Table S1).

Analysis of DNMs in TF binding sites

Position weight matrix (PWM) information representing 810 tran-
scription factor binding site (TFBS) motifs was retrieved from JAS-
PAR2020.*° Using a modified version of a previously published
pipeline (see denovoLOBGOB, sections “Web resources,” “data
and code availability”), changes in transcription factor (TF) binding
between reference and alternative alleles were qualitatively pre-
dicted and quantified for each DNM (after excluding insertions/de-
letions (indels); n = 28,773 DNMs). Statistical analyses of individual
PWMs were performed to determine (1) differences in how
frequently a specific PWM matches the genomic region around
the DNMs (Fisher’s exact test), and (2) quantitative differences in
predicted binding strength (MWU test). For the latter, for each
DNM, the effect of the variant allele was calculated as described
above, and the difference from the reference allele was determined
as an absolute change of binding. Then, absolute change values
were combined for all DNMs of one PWM and compared between
the two cohorts. In addition, for each analysis (1) and (2), log2-
fold changes (1og2FC) between nsCL/P and NCR were calculated.
Further information can be found in the supplemental methods.

Single-cell expression data

Single-cell expression data obtained from murine embryos were
downloaded from (1) the Mouse Organogenesis Cell Atlas
(MOCA), which includes a time series of developmental organogen-
esis from E9.5 to E13.5 (section “Web resources”); and (2) the lamb-
doidal junction at day E11.5, which represents the time point for
the fusing of facial structures.’” Both datasets were re-analyzed using
a joint in-house computational pipeline (supplemental methods).

Electrophoretic mobility shift assays

For each of the DNMs observed within MSC binding sites, gain or loss
of binding was predicted based on the allelic change within the
motif: gain of binding (if PWM-ref < PWM-alt), loss of binding
(PWM-ref > PWM-alt), and silent effects (PWM-ref = PWM-alt).
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Table 1. Distribution of DNMs in nsCL/P and NCR trios

nsCL/P NCR Combined
Total DNMs 13,522 17,968 31,490
SNVs 12,335 16,438 28,773
Small insertions/deletions 1,187 1,530 2,717
Protein-coding DNMs* 222 (1.05)¢ 338 (1.19)¢ 560
LoF DNMs" 22 (0.10)¢ 19 (0.07)¢ 41
Nonsense DNMs 10 11 21
Frameshift DNMs 12 8 20
Missense DNMs 129 (0.61)° 246 (0.87)° 375
Synonymous DNMs 71 (0.34)¢ 73 (0.26)¢ 144

DNMs, de novo mutations; nsCL/P, non-syndromic cleft lip with/without cleft palate; NCR, non-cleft reference cohort; LoF, loss of function.
2Exonic DNMs based on GENCODE Basic gene annotation version33.hg19, including non-coding parts of gene sequences (e.g., 3'/5' UTRs).
PEffect combinations from Variant Effect Predictor output were reduced to classes (see Table S4 for grouped effect names). LoF DNMs include nonsense and frame-

shift DNMs.
“In brackets: relative frequency of this type of DNM in the respective cohort.

Then, five candidate binding sites were selected from the set of
DNMs; i.e., two motifs located at nsCL/P DNMs with either the stron-
gest loss (chromosome [chr.] 6, chr. 10) or strongest gain (chr. 7, chr.
16), and the motif with the strongest predicted binding change
by DNMin NCR (chr. §; Table S2). For each of the five candidate bind-
ing sites of MSC, the genomic contextaround the DNM (i.e., an addi-
tional 20 bp up- and downstream) was retrieved. Each target oligonu-
cleotide was designed with the respective duplex reference and
alternative motif, and each contained p®? marks at the 5’ end of
the top strand. Following cloning of MSC into the pET-28a vector,
expression in Escherichia coli, and purification, the protein was incu-
bated with binding buffer and oligonucleotides, for 30 min. Then
10 nM DNA was incubated with five different concentrations of
MSC (range 0-1 pM). Binding effects were monitored according to
the presence of protein-oligo dimers at predicted molecular size on
native gels, and potential allele-specific effects were indicated by
gel mobility changes (supplemental methods, all tested sequences
in Table S2). All analyses were performed in triplicate.

Results

High-confidence variant set of coding and non-coding
DNMs

After sample- and variant QC (Figures S2, S3, and $4), the
final dataset contained 211 nsCL/P trios (52 of which
were CLO, and 159 CLP; Figures S5 and S6), 284 NCR trios,
and 31,490 autosomal DNMs (13,522 in nsCL/P; 17,968 in
NCR; Table 1). Among those, 28,773 DNMs were single-
nucleotide variants (SNVs), and 2,717 were small indels.
Sixteen DNMs were recurrent (four within nsCL/P, seven
within NCR, and five were observed in both cohorts;
Table S3). Overall, an average of 63.6 autosomal DNMs
was observed per trio, consistent with expectations.*! No
significant difference in the average number of DNMs
was observed between nsCL/P and NCR trios (64.1 versus
63.3; p = 0.47; Figure S7), and both cohorts showed a
similar distribution of DNMs across exonic, intronic, and
intergenic regions (Figure 1A).

Within the nsCL/P cohort, 222 of the exonic DNMs
mapped within protein-coding sequences according to
VEP (Tables 1, S4, and S5; supplemental methods). This
included 22 LoF (12 frameshift, 10 nonsense), 129
missense (together denoted as protein-altering DNMs),
and 71 synonymous variants. No splice site DNM was
observed. Notably, 159 of the 222 coding DNMs were
previously reported by Bishop et al. (=71.6%, supple-
mental methods). This indicates convergence of the
identified DNMs between both studies, taking into ac-
count the differences in variant calling pipelines and
quality parameters. An aggregation of all coding DNMs
of this study and the study by Bishop et al. can be found
in Table S6.

Identification of deleterious variants in craniofacial
genes

We next annotated each of the 31,490 DNMs with six in
silico prediction scores (i.e., CADD, ReMM, FATHMM,
DANN, LINSIGHT, and ncER). Comparison of score dis-
tributions did not reveal conclusive differences between
nsCL/P and NCR (Figures 1B, S8, S9, and S10;
Tables S7, S8, S9, S10, S11, S12, S13, and S14), and
filtering for DNMs with CADD > 20 did not show a sig-
nificant difference between cohorts (p = 0.18, 144 DNMs
in nsCL/P [1.06%], 226 DNMs in the NCR cohort
[1.26%]; Table S15). Notably, DNMs in numerous cranio-
facial genes, such as WNT4 (MIM: 603490),°*33 ALPI
(MIM: 171740),%** and MYO10 (MIM: 601481)>°7 were
observed with high CADD scores of >30 in nsCL/P. In
addition, one DNM (CADD score of 45) was observed
in PLEKHA6 (MIM: 607771), which is a paralog of
PLEKHA7 (MIM: 612686). Pathogenic variants in
PLEKHA7 were reported in a previous investigation of
multiply affected nsCL/P families®; thereby, this result
further supports the role of the PLEKHA-family in
nsCL/P etiology.
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(A) De novo mutations (DNMs) observed in non-syndromic cleft lip with/without cleft palate (nsCL/P) case-parent trios (red) and NCR
trios (blue) were annotated according to genomic location (i.e., exonic/intronic/intergenic). Exonic DNMs were defined based on exons
of protein-coding genes in the GENCODE Basic gene annotation version33.hg19, including non-coding parts of gene sequences (e.g., 3'/
5" UTRs). DNMs were equally distributed between the two cohorts.
(B) DNMs were annotated with each of six distinct in silico prediction scores, and their distribution was compared between the two co-

horts. No significant differences were found.

Limited evidence for enrichment of non-coding DNMs in
genomic features

We first tested the hypothesis that DNMs are significantly
enriched in epigenetic and functional datasets of relevance
to embryonic facial development. No analysis-wide enrich-
ment was observed, with the exception of a nominal sig-
nificant finding in bivalent/poised transcription start sites
and bivalent enhancers of Carnegie stage 15 of human
facial embryonic tissue®® (74 DNMs [0.55%; Table S16]
in nsCL/P versus 68 DNMs in the NCR cohort [0.38%],
p = 0.03; Figure 2A; Table S17). While this enrichment is
noteworthy, the failure of reaching robust levels of statisti-
cal evidence precludes a conclusive statement.

No enrichment was observed for 34 nsCL/P DNMs that
mapped to any of 4,307 CNEs (Figure 2B, 15 in nsCL/P
versus 19 in NCR cohort; Tables S18, S19, and S20;
p = 0.88). Regarding the 40 DNMs mapping to VISTA en-
hancers, again, no significant difference was observed

between the nsCL/P and NCR cohorts (14 versus 26;
p = 0.31; Tables S21 and S22). This finding remained un-
changed when DNMs were grouped for tissue-specific ef-
fects (activity in 16 of 23 different tissue types; Figure 2B;
Table S23). Furthermore, no nsCL/P DNM was localized
in both a CNE and a VISTA enhancer.

Convergence of non-coding DNMs at two GWAS risk loci

As TADs are considered the general regulatory units of the
genome,® the aggregation of DNMs within its boundaries
provides a systematic approach to aggregate DNMs with
similar mechanistic effects. Based on the overall variant da-
taset, 29,629 DNMs were unambiguously mapped within
2,961 individual TADs (supplemental methods). While
there was no test-wide significant difference between
nsCL/P and NCR in terms of enrichment or depletion of
DNMs in any of these TADs, we observed that 174 of
the individual TADs showed a nominally significant
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Figure 2. Enrichment of non-syndromic cleft lip with/without cleft palate de novo mutations in genomic candidate regions
(A) DNMs were mapped in eight chromatin states derived from human neural crest cells (hNCCs), cranial neural crest cells ((NCCs), and
human embryonic facial tissue. FunciVar enrichment results are indicated by dot color. Dot sizes illustrate enrichment probabilities

(increasing values represent increased statistical significance), and significant findings are encircled.
(B) Non-coding elements with previous evidence for functional relevance were retrieved from conserved non-coding elements (CNEs)

and enhancer activity assays from VISTA (n=16 tissues). DNMs mapping to these regions were tested for n enrichment in nsCL/P using
FunciVar, similar to (A), and enrichment was depicted with their respective 95% credible interval (dots indicate median). The gray

dashed line indicates a difference of zero.
(C) DNMs were mapped within boundaries of topologically associating domains (TADs), and a subset of 45 TADs was defined based on

the presence of associated common nsCL/P risk variants (TADsgwas). Two loci (4928.1, 2p21pkpcc, see panel D) carried significantly
more DNMs in nsCL/P. TAD boundaries are highlighted in green, with surrounding regions in gray. Gene locations are shown in yellow,
together with GWAS-SNPs (dot) and GWAS credible SNP regions (bar) in blue. The positions of DNMs are indicated in red for nsCL/P and

dark blue for NCR cohort. Two superimposed DNMs at 4q28.1 are indicated by an asterisk (*).
(D) Same graphical depiction as in (B), except for the TADs located at the 45 nsCL/P GWAS risk loci. Nominal significant p values are

indicated with an asterisk (*), and p values significant after correction for 45 tests are indicated by a double asterisk (**).

nsCL/P clustered within 175 kb around the GWAS lead
variant 156740960. The enrichment at the 4928.1 locus re-
mained significant after correction for multiple testing for
the number of TADgwas (Figure 2D). No TADgwas showed
a significant depletion of nsCL/P DNMs. These results sug-
gest at least two loci where both common and rare variants
may contribute to nsCL/P risk, at 2p21pkpcc presumably
through regulatory effects on PKDCC (MIM: 614150).*!4?

enrichment (n = 98) or depletion (n = 76) of DNMs in
nsCL/P compared with NCR (Table S24). Restricting the
analysis to 45 TADsgwas, we observed 544 DNMs in total
(221 nsCL/P versus 323 NCR), with two TADsgwas
showing significant enrichment of DNMs in nsCL/P; i.e.,
2p21pkpec’’ and 4q28.1%° (Figure 2C; Tables S25 and
S26). At the 4q28.1 locus, seven DNMs were observed in
seven different individuals with nsCL/P, while no DNM
in this region was observed in the NCR cohort (p =
8 x 107%). At the 2p21pkpce locus, eight DNMs were
observed in seven nsCL/P individuals and two DNMs in
the NCR cohort (p = 0.02). Notably, the eight DNMs in

Identification of candidate TFs
Analyses were performed to test the hypothesis that
DNMs contributing to nsCL/P might converge into
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Figure 3. Identification of Musculin as a player in non-syndromic cleft lip with/without cleft palate etiology

(A) Qualitative analysis of DNM:s in transcription factor (TF) binding sites (TFBS). Using 810 position weight matrices from JASPAR2020,
the relative enrichment of non-syndromic cleft lip with/without cleft palate (nsCL/P) DNMs was assessed using log2FC (on y axis) versus
Fisher’s exact tests (—log10(p value) on x axis). Insert represents motif TFAP2a (var.3) that had log2FC > 1 but lacked observations in the
control cohort.

(B) Quantitative assessment of allelic effects on TF binding. For each DNM, the binding change (BC) of alternative versus reference allele
was assessed via the Mann-Whitney U (MWU) test (on x axis) and log2FC (on y axis, calculated using the ratio of mean change of bind-
ing between cohorts). All motifs with >3 hits per cohort and sufficient variability in BCs were used for MWU testing. Inserts represent
motifs that lacked sufficient observations for MWU testing, but had 1og2FC > 1 and > 5 hits.

(C-E) Single-cell transcriptomic data confirm a role for Msc during murine embryonic development.

(C) Re-analysis of MOCA data (Cao et al., 2019) identified 24 cell clusters at day E11.5.

(D) Expression levels for Musculin (Msc) in single-cell data from MOCA at E11.5 in cell clusters showed specific expression in myocytes
(cell cluster 12 in C). Note: cluster numbers (x axis) correspond to cell cluster numbers in the UMAP plot in (C).

(E) Single-cell expression data of different cell clusters of the lambdoidal junction at E11.5 are shown as dot plot. For each cell cluster, the
percentage of cells expressing Msc is indicated by dot size, while the average expression level is indicated by color. This illustrates expres-
sion of Msc in palatal epithelium and maxillary prominences.

(F) Nine DNMs mapped to the MSC motif (MA0665.1; seven in nsCL/P and two in NCR cohort). The sequences of the nine regions are
illustrated per genomic region, as sorted according to BC, and with colored dots highlighting the cohort in which they were observed. At
each position of a DNM, the allelic change is indicated in the order ref/alt.

molecular pathways through their location in transcrip-
tion factor binding sites (TFBSs). Based on 28,773
DNMs and 810 PWMs, a total of 119,275 DNM-PWM
hits were observed in the entire cohort. These
pairs included 710 different PWMs and 21,043 DNMs
(i.e., for 73.1% of the analyzed DNMs, the respective
genomic context was located at a binding site of at least
one PWM; Figure S11). After stringent filtering (supple-
mental methods), 88,129 DNM-PWM hits remained in
the analysis. These showed a similar distribution in

both cohorts (37,695 in nsCL/P versus 50,434 in NCR,
p = 0.56).

At the level of individual PWMs, we observed four TFs
whose PWMs showed a nominally significant excess in
the nsCL/P trios (Figure 3A, HES7/HESS/ATE3/MSC; all
p < 0.05), and a log2FC > 1. In addition, 24 PWMs were
identified for which at least one TFBS was predicted at a
DNM region in the nsCL/P cohort, but none in the NCR
cohort. These motifs included TFs with an established role
in craniofacial development, such as TFAP2alpha (vers.3;
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4 DNMs in nsCL/P, none in NCR; insert Figure 3A). When
we aimed at identifying TF motifs with a significant differ-
ence in binding change (as opposed to frequency), one
nominally significant hit (MEF2A, p = 0.03) was observed,
together with an additional set of 17 motifs that had log2FC
> 1, but lacked the prerequisites for formal MWU calcula-
tions (supplemental methods; Figure 3B). Seven TFs were
shared between the two approaches, including TFs Muscu-
lin (MSC; Table S27) and Activating Transcription Factor 3
(ATF3; Table S28). Notably, MSC and ATF3 were the only
of these seven TFs for which a nominally significant Fisher’s
exact testresult was generated (Table S29), prioritizing them
as candidate TFs.

Analyses of single-cell expression data support a role for
Musculin

Next, analyses were performed to determine the expression
of the orthologs for MSC (IMIM: 603628]; Msc) and ATF3
(Atf3) in single-cell data from the developing mouse embryo
during E9.5 to E13.5 (MOCA*?; Uniform Manifold Approx-
imation and Projection [UMAP] plots in Figure S12). Atf3
showed strong expression in endothelial cells, while being
sparsely expressed in almost all other cell types
(Figure S13). In contrast, our analyses revealed a specific
expression pattern for Msc starting at E10.5. On day E10.5,
Msc was expressed in sensory neurons but also in connec-
tive tissue progenitors and myocytes (Figure S14). Expres-
sion remained abundant in connective tissue progenitors,
sensory neurons and myocytes on day E11.5 and was
accompanied by expression in chondrocytes/osteoblasts
and cardiac muscle lineage (Figures 3C and 3D). On day
E12.5, Msc was most expressed in neural progenitor cells
but also in sensory neurons and jaw and tooth progenitors.
On day E13.5 Msc was expressed mainly in neural progeni-
tor cells (Figure S14). While the MOCA data provide infor-
mation on global expression in whole embryonic mice,
their resolution concerning specific facial tissues is limited.
Therefore, additional analyses were performed on single-
cell data from the murine lambdoidal junction at day
E11.5. Again, this revealed a low, but anatomically specific,
expression of Msc, particularly in the palatal epithelium and
the anterior and medial maxillary prominences (Figure 3E),
while expression of Atf3 was restricted to monocytes/mac-
rophages and endothelial cells of vasculature (Figure S15).

DNMs in MSC binding sites affect binding in vitro
Based on those findings, we focused on MSC as candidate TF
fornsCL/P. Detailed inspection of the MSC binding motifs re-
vealed that the seven DNMs in nsCL/P were located at more
central positions within the motifs, compared with the only
two DNMs in the NCR cohort (Figure 3F; Table S27). To
confirm that MSC binds to the predicted binding motif,
and that binding is altered by the DNMs as predicted in silico,
electrophoretic mobility shift assays (EMSAs) were performed
for five selected DNMs, in triplicates.

For all five sequences, EMSA analysis confirmed the bind-
ing of MSC to either the reference and/or the alternative
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motif (Figure S16A; Table S30): for three of the five se-
quences, the observed direction of effect was consistent
with predictions (i.e., gain of binding for chr. 16, loss of
binding for chr. 5 and 10). For two regions, limited evidence
was found for either any binding change at all (chr. 6), or the
effect was observed in the opposite direction (chr. 7). Closer
analysis of the respective genomic sequence revealed that,
in the region of the DNM at chr. 7, a second MSC binding
motif was present, which might have affected the predic-
tion outcome (Figure S16B). The present data confirm that
MSC binds to the predicted motif and suggest that this
binding could be affected by mutations in vitro.

Discussion

WGS allows for a systematic investigation of genetic variants;
i.e., across the allelic spectrum and variant types. Therefore,
WGS data are a powerful resource to expand our understand-
ing of susceptibility factors for nsCL/P, in particular when
both coding and non-coding variants are analyzed jointly.
However, the large number of rare variants in individual ge-
nomes challenges the identification of causal variants at
the statistical level, and this is further hampered by our
incomplete knowledge regarding regulatory processes occur-
ring in the non-coding genome. In the present study, we
analyzed DNMs as a specific class of variants, in a Euro-
pean-based nsCL/P cohort of 211 trios, and included both
coding and non-coding variants in our investigation. While
the cohort size is small compared with other traits of multi-
factorial etiology, it is similar to the cohort size included in
the first nsCL/P GWAS that reported a genome-wide signifi-
cant locus.** Three main findings emerged from our WGS
study on nsCL/P.

First, while our study design included systematic ap-
proaches to enrich for true-positive signals, we failed to
detect robust associations in our hypothesis-driven ana-
lyses. We observed some nominally significant findings,
but these warrant further replication in order to allow for
firm conclusions (in particular, for those findings that are
based on singleton observations). Future studies including
more trios and ethnicities but also additional control co-
horts might be an important avenue to follow. The lack
of systematic evidence in our study might indicate either
that DNMs in the selected regions do not contribute to
nsCL/P or that our analyses were statistically underpow-
ered. Importantly, next to sample size, the power of our
study might have been limited by the selection of the refer-
ence cohort, which comprised individuals with ES for
which WGS data were generated within the same project.
While this is a technical advantage for comparative ana-
lyses, some epidemiological data have suggested some
shared etiology between OFC and cancer in general.* Still,
so far, no evidence is available for a shared etiology be-
tween ES and nsCL/P from epidemiological or molecular
data.? Furthermore, most current in silico prediction scores
are trained on input data that are biased for deleterious
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protein-coding variants and, therefore, are ineffective for
non-coding regions. This limits their usage for WGS data,
as illustrated in our study by the comparably low number
of observed non-coding DNMs with high CADD scores.

Second, despite the limited evidence for overall enrich-
ments, we identified a convergence of DNMs at loci that
had prior evidence for an involvement in nsCL/P. Most
interestingly, we observed a significant overrepresentation
of DNMs in regions that were previously implicated in
nsCL/P etiology by common variants. Specifically, two
risk loci, 4928 and 2p2lpxpcc, harbored significantly
more DNMs in nsCL/P trios than the reference cohort. At
2p21, the variants clustered within a region of 175 kb, in
close vicinity to rs6740960, which has been suggested as
the sole causal variant at this locus.***® As another
example, we observed two intronic DNMs in the nsCL/P
candidate gene, ZFHX4,'' for which a frameshift mutation
was previously reported (Table S31). While the exact func-
tional effect and molecular mechanisms of these non-cod-
ing DNMs at GWAS loci or within candidate gene loci
remain unclear, these findings illustrate the presence of
allelic heterogeneity at established loci and pave the way
for functional follow-up studies.

Finally, our results suggest that differential binding of
Musculin (MSC, or MyoR) to its binding sequence might
be of relevance to nsCL/P etiology. MSC is a basic-helix-
loop-helix TF that is involved in the development of orofa-
cial branchiomeric muscles (OBMs).*” Interestingly, previ-
ous studies have identified sub-epithelial alterations in a
specific OBM type, musculus orbicularis oris, as a subclinical
phenotype in the relatives of individuals with nsCL/P, and
these alterations are considered an intermediate pheno-
type of nsCL/P.**°! Notably, the network of TFs regulating
OBM development includes several TFs that are encoded
by genes implicated in nsCL/P via their presence at
GWAS risk loci; i.e., NOG (MIM: 602991),°% PAX7 (MIM:
167410),° FGF10 (MIM: 602115),* and GREM1 (MIM:
603054)°* (Figure S17). However, the exact coordination
of this gene regulatory network and the context-specific ef-
fects of the binding changes remain unclear at the
moment and require further investigation.

In summary, we here provide a genome-wide analysis of
DNMs in nsCL/P that includes variation in the non-coding
genome. While our study illustrates the challenges associ-
ated with our understanding of non-coding variation, we
also provide evidence for causal DNMs at nsCL/P GWAS
loci and suggest that common and rare variants in the
muscle developmental pathway might be involved in
nsCL/P etiology.

Data and code availability

Original data concerning the present genetic and functional analyses
can be accessed as follows: WGS data for nsCL/P and NCR cohorts are
available at dbGaP phs001168.v1.pl and phs001228.v1.p1, respec-
tively. Chromatin state segmentation data for craniofacial tissue
(CT) are available at Gene Expression Omnibus (GEO), under acces-
sion number GSE97752. Chromatin state segmentation data for
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hNCC and cNCC are available at Zenodo (https://doi.org/10.5281/
zenodo.3911187). CNEs are available on GitHub (https://github.
com/pjshort/DDDNonCoding2017/tree/master/data). Original data
of TADs are available at GEO under accession number GSE35156.
Original data for single-cell expression from whole mouse embryos
are available under https://oncoscape.v3.sttrcancer.org/atlas.gs.
washington.edu.mouse.rna/downloads  (Processed/Sampled/Split
Data; gene_count_cleaned.RDS). Single-cell expression data for the
lambdoidal junction are available at GEO under accession number
GSM3867275. The accession number for the code of the modified
version of denovoLOBGOB reported in this paper is publicly available
at Zenodo (https://doi.org/10.5281/zenodo.5601707).

Supplemental information

Supplemental information can be found online at https://doi.org/
10.1016/j.xhgg.2022.100166.
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Web resources

GMKF Pediatric Research Program, www.commonfund.
nih.gov/KidsFirst

denovoLOBGOB, https://github.com/pjshort/denovoTE

FunciVar, https://github.com/Simon-Coetzee/funcivar.

GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

GENCODE, https://www.gencodegenes.org/human/grc
h37_mapped_releases.html.

GnomAD v3.1., https://gnomad.broadinstitute.org/

JASPAR 2020, https://bioconductor.org/packages/rele
ase/data/annotation/html/JASPAR2020.html.

MOCA, https://oncoscape.v3.sttrcancer.org/atlas.gs.wa
shington.edu.mouse.rna/landing.

OMIM, http://www.omim.org/.

TFBSTools, http://bioconductor.org/packages/release/bi
oc/html/TFBSTools.html.

Ensembl Variant Effect Predictor, https://www.ensembl.
org/info/docs/tools/vep/online/input.html.

VISTA Enhancer Browser, https://enhancer.lbl.gov/
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