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‘This book was written using 100% recycled words.’

Terry Pratchett

230828_thesis_final.indd   334230828_thesis_final.indd   334 30/08/2023   13:41:5330/08/2023   13:41:53



Appendices

230828_thesis_final.indd   335230828_thesis_final.indd   335 30/08/2023   13:41:5330/08/2023   13:41:53



Appendices

336

Summary

WNT-responsive stem cells & the epigenetic regulation of their niche ligands

	 Multicellular organisms rely on versatile and robust cell-cell communication 
mechanisms to control tissue morphogenesis and homeostasis. Remarkably, a 
limited number of evolutionary conserved developmental signalling pathways is used 
in many different biological contexts, with different outcomes depending on time and 
place of their activity. Among these, the WNT signalling pathway controls a myriad 
of biological processes, balancing cell proliferation and differentiation throughout 
embryonic development and postnatal life in all metazoans. 

	 In the developing embryo, WNT proteins act as morphogens to induce tissue 
patterning. During adult tissue homeostasis, they act as self-renewal factors for a 
plethora of adult stem cells. Here, WNT producing cells form the so-called ‘stem cell 
niche’ that controls the stem cell population and thereby tissue homeostasis.

	 One of the tissues where WNT signalling plays a critical role in tissue 
morphogenesis both during embryogenesis and in postnatal life is the mammary 
gland. The mammary gland is a highly dynamic tissue that unique to mammals. It is 
a milk-producing gland that consist of a fat-pad that harbours a branched network of 
epithelial ducts. These ducts are bilayered and contain an inner luminal layer and an 
outer basal (myoepithelial) layer of cells. These ducts are surrounded by a collagen-
rich extracellular matrix that contains mostly adipocytes but also harbours stromal 
fibroblasts, immune cells and endothelial ducts. Several sources of WNT ligands in 
the mammary gland are studied in detail in Chapters 5-7. Chapter 1 provides a brief 
overview of all relevant concepts needed to better understand WNT signalling in 
stem cells and the epigenetic regulation of WNT ligands in the mammary gland. 

	 It remains challenging to directly monitor endogenous WNT/CTNNB1 
signalling dynamics in vivo. To mitigate this, we generated and characterized a 
novel knock-in mouse strain that doubles as a direct fluorescent reporter and lineage 
tracing driver for WNT/CTNNB1 responsive cells in Chapter 2. We introduced a multi-
cistronic targeting cassette at the 3’ end of the universal WNT/CTNNB1 target gene 
Axin2. The resulting knock-in leaves AXIN2 functionally intact, expresses a bright 
fluorescent reporter (3xNLS-SGFP2) and a doxycycline-inducible driver for lineage 
tracing (rtTA3). We show that this reporter faithfully labels multiple known Axin2+ 
anatomical sites both during embryogenesis and in postnatal tissues. It recapitulates 
the subtle and dynamic changes in WNT/CTNNB1 signalling that occur in vivo. Thus 
this mouse strain can be used to further study WNT/CTNNB1 responsive stem cells 
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in vivo.

	 To better understand and study stem cell dynamics as well as cell-cell 
interactions between for example stem -and niche cells, in Chapter 3 we developed a 
new knock-in mouse strain (PRIME) that is designed for multicolour lineage tracing, 
allowing independent and simultaneous visualisation of multiple (stem) cell population 
and progeny in vivo. Post Cre/Lox recombination this knock-in allele permanently 
expresses one of three bright membrane-tethered fluorescent proteins: mScarlet-I, 
mTurquoise2 or mVenus. We show that the Rosa26PRIME allele can be used to lineage 
trace WNT/CTNNB1 responsive cells in embryonic and postnatal tissue in vivo as 
well as label cells in postnatal tissues with an ubiquitously expressed Cre driver. 
Moreover, the fluorescent clearly highlights cell shape and cell-cell interactions. 
This offers the additional possibility of straightforward downstream analysis such as 
cell segmentation and further quantification. We expect the PRIME mouse strain to 
be a useful resource for biologists who want to visualise cell morphology, cell-cell 
interactions and trace the location and fate of stem cells and their progeny in vivo.

	 In Chapter 4, we provide a case-study on how to use the plethora of public 
‘-omics’ datasets available online to generate novel hypotheses in silico that can be 
tested in the wet lab without prior expertise. We focus on the mouse mammary gland 
and take Wnt7b as an example. Wnt7b is a WNT ligand that is expressed in luminal 
cells (as shown by scRNA-seq) and whose expression in breast cancer has been 
associated with a poorer survival rate. In silico we identify a mammary specific super-
enhancer region close to Wnt7b, show the putative WNT7B TAD in both mouse and 
human cells by Hi-C and discover novel candidate cis-regulatory sequences that might 
control spatiotemporal Wnt7b expression in the mouse mammary gland. In Chapter 
5 we validate and expand upon the hypotheses generated in Chapter 4 by using 
more in-depth bioinformatics and wet lab experiments. We establish a framework for 
WNT7B regulation in both the mouse and human mammary gland. We show that a 
~100kb locus displays high interaction frequency with both the mouse and human 
WNT7B promoter. In this region we identify novel cis-regulatory elements (some of 
which were previously discovered in Chapter 4) that form enhancer-promoter loops 
with Wnt7b/WNT7B and are bound by the oestrogen receptor in an oestrogen-
dependent manner. A novel class of luminal pioneering factors, GRHL1 and GRHL2, 
co-operatively bind to this set of enhancers in MCF7 cells. A knockdown of GRHL 
transcription factors abrogates chromatin accessibility at these enhancers and is 
sufficient to reduce WNT7B expression. Thus showing that binding of GRHL1 and 
GRHL2 at these enhancers has functional consequences for WNT7B expression. 
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	 In Chapter 6 we focus on the regulation of WNT4 in the mouse and human 
mammary gland. WNT4 drives branching morphogenesis during early pregnancy 
under the influence of progesterone signalling. WNT4 expression is restricted 
to hormone-responsive mature luminal cells in the adult mammary gland. The 
spatiotemporal expression of WNT4 ligand is tightly regulated, however, it is 
currently unknown how WNT4 expression is established at the chromatin level and 
whether other co-factors beyond the progesterone receptor contribute to WNT4 
expression in luminal cells. Here we show that WNT4 expression is controlled by a 
conserved distal chromatin hub in both the mouse and human mammary gland. This 
hub interacts with Wnt4/WNT4 via a CTCF-mediated enhancer-promoter loop that 
is present regardless of WNT4 expression and can be detected across  various cell 
types. Other cis-regulatory elements converge on this chromatin hub to cooperatively 
drive WNT4 expression. Deletion of this chromatin hub abrogates WNT4 expression 
in both mouse and human breast cells. We identified a novel class of luminal specific 
pioneering factor GRHL2 that binds at this chromatin hub and regulates WNT4 
expression. Other luminal lineage factors, including the progesterone receptor, 
converge on the chromatin hub via other cis-regulatory elements and form a luminal-
specific transcription factor complex that in response to progesterone cooperatively 
controls WNT4 expression.

	 In Chapter 7 we focus on the epigenetic regulation of Wnt2 in the mouse 
mammary gland. Wnt2 expression is restricted to mammary gland fibroblasts. 
Several recent studies have indicated that the stroma can contribute to stem cell 
maintenance in the mammary gland and that WNT2 secreted by fibroblasts is 
among the factors that help maintain epithelial homeostasis. Using a combination of 
luciferase assay, dCas9 CRISPR activation and 4C chromatin conformation capture 
we shed light on the epigenetic regulation of Wnt2 in mouse mammary gland stromal 
cells and identify a novel Wnt2 enhancer that is located 15.2kb upstream of Wnt2. 
Moreover, we highlight FOSL1, a transcription factor that potentially regulates Wnt2. 
Although follow-up experiments are required to validate and further investigate the 
functionality of this Wnt2 enhancer and the role of FOSL1, these results will help 
further unravel WNT2 regulation in the mammary gland.

	 The research and findings in this thesis are summarized and further 
discussed in Chapter 8. We address drawbacks of our knock-in mouse strains and 
discuss their future uses. Emerging online bioinformatic tools, such as protein folding 
algorithms like AlphaFold, and their function in generating new testable hypotheses 
in the context of this thesis is evaluated. The observations from Chapter 5 & 6 are 
interpreted together to provide a new perspective on hormone-dependent WNT 
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expression in the mammary gland and hormone-dependent transcription activation 
in general. Together, these results provide new insights in WNT/CTNNB1 stem cell 
dynamics and the epigenetic regulation of their respective niche ligands. 
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Samenvatting

WNT-afhankelijke stam cellen & de epigenetische regulatie van hun niche liganden

	 Multi cellulaire organismen zijn afhankelijk van veelzijdige en robuuste cel-
cel communicatie mechanismen voor het reguleren van weefsel morfogenese en 
homeostase. Slecht een klein aantal evolutionair geconserveerde signaleringsroutes 
word gebruikt in veel verschillende biologische situaties met verschillende 
uitkomsten afhankelijk van het moment en de locatie van hun activatie. Een van 
deze signaleringsroutes, de WNT signaleringsroute, reguleert een groot scala aan 
biologische processen en zorgt voor balans tussen cel deling en differentiatie tijdens 
zowel embryonale ontwikkeling als volwassen weefsels. 

	 Tijdens de embryonale ontwikkeling fungeren WNT eiwitten als morfogenen 
die ervoor zorgen dat weefsels zich op de juiste manier organiseren. Later, in 
postnatale weefsels, fungeren deze WNT eiwitten als signaal moleculen die stam 
populaties in stand houden in een groot scala aan weefsels. WNT eiwit producerende 
cellen vormen een ‘stam cell niche’ die de stam cell populatie reguleert en daardoor 
weefsel homeostase. 

	 Een van de weefsel waar WNT signalering een belangrijke rol speelt in 
weefsel morfogenese tijdens zowel de embryonale ontwikkeling als in het postnatale 
weefsel is het borst weefsel. De borst is een zeer dynamisch weefsel dat kenmerkend 
is voor zoogdieren. Het is een klier die melk produceert die bestaat uit vetweefsel 
met daarin een netwerk van melkgangen. Deze melkgangen bestaan uit twee 
epitheliale celllagen: de binnenste luminale cellen en de buitenste basale cellen. De 
stroma die deze melkgangen omringt bestaat voornamelijk uit vetcellen maar bevat 
ook fibroblasten, immuuncellen en endotheliale aderen. Verschillende bronnen van 
WNT eiwitten in de borst zijn in detail bestudeert in hoofdstuk 5-7. Hoofstuk 1 bied 
een kort overzicht van alle relevante concepten die nodig zijn om WNT signalering 
in stam cellen en de epigenetische regulatie van WNT eiwitten in de borst beter te 
begrijpen.

	 Het is zeer uitdagend om endogeen WNT signalering direct in vivo te meten 
en visualiseren. Om dit op te lossen hebben we een nieuw knock-in muis model 
gemaakt die kan functioneren als driver voor lineage tracing maar tegelijkertijd ook 
cellen die reageren op WNT signalering oplicht met een fluorescerend eiwit. Dit 
model word verder beschreven in hoofdstuk 2. We introduceren een multicistronische 
targeting cassette in de 3’UTR van WNT activatie gen Axin2. Het knock-in allel wat 
hierbij ontstaat laat AXIN2 intact en produceert daarnaast ook een fluorescerend 
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eiwit (3xNLS-SGFP2) en een doxycycline induceerbare driver voor lineage tracing 
(rtTA3). We laten zien dat deze reporter Axin2 expressie in verschillende biologische 
contexten natuurgetrouw nabootst in vivo. Dit laat zien dat dit muis model gebruikt 
kan worden om WNT responsieve stam cellen te bestuderen in vivo.

	 In hoofdstuk 3 hebben we een nieuw knock-in muis model (genaamd 
PRIME) ontwikkeld en gekarakteriseerd die ons in staat stelt om meerdere stam 
cel populaties tegelijkertijd te visualiseren en te lineage tracen in vivo. Dit stelt 
ons in staat om nieuwe inzichten te verkrijgen in stam cel dynamieken en cel-cel 
interacties tussen bijvoorbeeld stam cellen en de niche cellen die de stam cel 
populatie reguleren. In de cellen waar Cre/Lox recombinatie heeft plaats gevonden 
brengt dit knock-in allel permanent een van drie fluorescerende eiwitten: mScarlet-I, 
mTurquoise2, en mVenus tot expressie in het membraan. We laten zien dat dit 
Rosa26PRIME allel gebruikt kan worden voor het lineage tracen van WNT responsieve 
cellen in embryonale en postnatale weefsels in vivo en cellen in het algemeen in 
postnatale weefsel wanneer het PRIME allel gecombineerd word met een universele 
Cre driver. Naast de mogelijkheid om te lineage tracen, is het PRIME allel ook in staat 
cel morfologie en cel-cel interacties te visualiseren in vivo. Dit bied de mogelijkheid 
om ook cel segmentatie en verdere kwantificatie toe te passen. We verwachten 
daarom dat het PRIME muis model een waardevol middel kan zijn voor biologen die 
geïnteresseerd zijn in cel morfologie, cel-cel interacties en lineage tracing van stam 
cellen in vivo.

	 In hoofdstuk 4 illustreren we hoe publiek toegankelijke ‘-omics’ data sets 
gebruikt kunnen worden om in silico nieuwe hypothesen te genereren aan de hand 
van een case-study: Wnt7b in de het borstweefsel van de muis. WNT7B is een WNT 
eiwit dat tot expressie komt in luminale cellen (zoals te zien is in scRNA-seq data) 
en wiens expressie in borstkanker geassocieerd is met een lagere overlevingskans. 
Door middle van in silico analyses identificeren we een borstweefsel specifieke 
super-enhancer regio in de buurt van het Wnt7b gen. Daarnaast annoteren we 
de vermeende Wnt7b TAD in zowel mouse als humane cellen en identificeren we 
nieuwe kandidaat enhancer sequenties die mogelijk Wnt7b expressie reguleren 
in het borstweefsel van de muis. In hoofdstuk 5 valideren we de hypotheses 
gegenereerd in hoofdstuk 4 met behulp van uitgebreidere bioinformatica analyses en 
in vitro experimenten. We laten de 3D organisatie van het genoom rond het WNT7B 
gen zien in zowel mouse als humane cellen. Hierbij identificeren we een locus (of 
loop) van ~100kb waarin een hoge interactie frequentie zichtbaar is tussen distale 
elementen en Wnt7b/WNT7B. In deze regio zijn kandidaat enhancers aanwezig 
(waarvan enkele al geidentificeerd waren in hoofdstuk 4) die enhancer-promoter 
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loops vormen met Wnt7b/WNT7B en gebonden zijn door de Estrogeen Receptor 
(ER) wanneer blootgesteld aan estrogeen. Daarnaast laten we zien dat een nieuwe 
set luminale pionier transcriptie factoren, GRHL1 en GRHL2, coöperatief bind aan 
dezelfde kandidaat enhancers als ER. Verlies van GRHL expressie zorgt ervoor dat 
het chromatine van deze enhancers niet meer toegankelijk is en dit is voldoende 
om WNT7B expressie te verminderen. Dit laat zien dat de binding van GRHL1 and 
GRHL2 aan de geindentificeerde kandidaat enhancers functionele consequenties 
heeft voor WNT7B expressie in borstweefsel.

	 In hoofdstuk 6 focussen we op de regulatie van WNT4 in humaan en muis 
borstweefsel. Het WNT4 eiwit is verantwoordelijk voor het onstaan van vertakking 
van de melkgangen tijdens de vroege zwangerschap onder invloed van progesteron 
signalering. WNT4 expressie beperkt zich in volwassen borstweefsel tot een subset 
luminale cellen die hormoon responsief zijn. De spatiotemporale expressie van het 
WNT4 eiwit word strak gereguleerd. Het is echter niet bekend hoe dit word gereguleerd 
op het niveau van het chromatine en of andere cofactoren naast de progesteron 
receptor betrokken zijn bij de regulatie van WNT4 expressie. In dit hoofdstuk laten 
we zien dat WNT4 expressie word gereguleerd door een geconserveerde distale 
‘chromatine hub’ in zowel muis als humane borstcellen. Deze hub gaat een stabiele 
interactie aan met Wnt4/WNT4 via een CTCF gemedieerde enhancer-promoter loop 
die aanwezig onafhankelijk van WNT4 expressie. Andere enhancers in de WNT4 
TAD worden gerekruteerd naar deze chromatine hub om samen WNT4 expressie te 
reguleren. Een deletie van deze chromatine hub is voldoende om WNT4 expressie te 
beperken in zowel muis als humane borstcellen. Verder identificeren we een nieuwe 
luminale pionier transcriptiefactor, GRHL2, die direct bind aan de chromatin hub en 
op deze manier WNT4 expressie reguleert. Andere luminale transcriptiefactoren (o.a. 
de progesteron receptor) komen via de andere enhancers samen in de chromatin 
hub om zo een luminaal specifiek transcriptie factor complex te vormen dat onder de 
invloed van progesteron WNT4 expressie reguleert. 

	 In hoofdstuk 7 focussen we op de epigenetische regulatie van Wnt2 in 
het borstweefsel van de muis. Wnt2 gen expressie beperkt zich tot fibroblasten in 
het borstweefsel. Verschillende recente studies laten zien dat het stroma om de 
melkgangen bijdraagt aan het in stand houden van epitheliale stam cellen in het 
borstweefsel, en dat het WNT2 eiwit uitgescheiden door de fibroblasten een van 
de factoren is die hieraan bijdraagt. Doormiddel van een combinatie van ATAC-seq, 
luciferase assays, dCas9 CRISPR activatie en 4C chromatin conformation capture 
identificeren we een nieuwe Wnt2 enhancer op 15.2kb afstand van Wnt2. Daarnaast 
laten we zien dat transcriptie factor FOSL1 mogelijk bijdraagt aan Wnt2 regulatie. 
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Verdere experimentele validatie is nodig om de rol van de Wnt2 enhancer en FOSL1 
in de regulatie van Wnt2 beter te bepalen. Deze resultaten bieden de eerste stappen 
om de regulatie van Wnt2 in het borstweefsel beter te begrijpen.

	 De experimenten en resultaten in deze thesis zijn samengevat en de 
implicaties hiervan verder bediscussieerd in hoofdstuk 8. We bespreken nadelen van 
onze knock-in muis modellen en bediscussiëren toekomstige toepassingen. Nieuwe 
online bioinformatica tools zoals bijvoorbeeld AlphaFold en hun toepassingen in de 
context van deze thesis word besproken. De observaties in hoofdstuk 5 & 6 worden 
samen geïnterpreteerd om zo een nieuw perspectief te kunnen bieden over hormoon 
afhankelijk WNT eiwit expressie in het borstweefsel en hormoon afhankelijke 
transcriptionele activatie in het algemeen. Samen geven deze resultaten nieuwe 
inzichten in WNT afhankelijke stam cel dynamieken en de epigenetische regulatie 
van hun respectievelijke niche liganden.
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