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Summary

The genome encodes all the information necessary for the development, differentiation,
and homeostasis of an organism. To carry out these processes in a coordinated
and adaptive manner, gene expression must be tightly regulated in space and time.
This regulation is governed by a complex network of epigenetic and transcriptional
mechanisms in which non-coding DNA elements, particularly enhancers, play a crucial
role. Enhancers are short, non-coding DNA sequences bound by transcription factors
and co-factors, enabling context-dependent gene activation. In response to intrinsic
signals or external stimuli, enhancers loop to their target genes through 3D chromatin
interactions, delivering regulatory factors required for transcriptional activation or
repression.

One such external stimulus is progesterone, a steroid hormone produced by the ovaries
that is essential for female reproductive physiology. Progesterone exerts its effects via the
progesterone receptor (PR), which, upon hormone binding, dimerizes and translocates
to the nucleus, where it binds progesterone response elements (PREs) typically located
within distal enhancer regions. While previous studies have identified PR target genes
and their biological effects, the molecular mechanisms underlying progesterone-driven
gene regulation, especially at the chromatin level, remain incompletely understood.
Therefore, this thesis aims to further elucidate these mechanisms, with a specific focus
on enhancer biology.

Chapter 1 introduces the fundamental concepts of enhancer biology and progesterone
signaling, and provides an overview of mammary gland development, which is
highly dynamic, and in which progesterone plays a pivotal role. It also addresses the
knowledge gap around PR, which has long remained in the shadow of the estrogen
receptor (ER), resulting in fewer tools and dedicated studies. Therefore, in chapter
2, we describe the generation of new tools to quantify PR signaling. We developed
optimized luciferase constructs responsive to progesterone and generated PRE-GFP
reporter lines to visualize PR activity at single-cell resolution. We also determined that
a minimal level of PR expression is required for reliable PR signaling detection and we
optimized the culture conditions for cell-based assays. These tools were indispensable
for the subsequent studies in this thesis and constitute a valuable resource for the field.
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Having established this toolkit, we then focused on a specific PR target gene Wht4,
a well-known progesterone target gene in the mammary gland. In chapter 3, we
dissected the Wht4 enhancer landscape in both mouse and human and found that
Wnt4 is regulated by a combination of PR-independent and PR-responsive enhancers.
Although individual enhancers were largely non-conserved between species, we
identified a conserved 3D chromatin hub, mediated by CTCF looping between the
enhancer CRS4 and the Wnt4 gene. We generated a CRS4 knockout mouse model
but did not detect measurable effects in the mammary gland. To further investigate the
regulation of Wnt4, we developed a bioinformatics pipeline that revealed the involvement
of GRHL transcription factors, in addition to PR. Interestingly, GRHL1 and GRHL2
themselves are PR targets, suggesting a two-step regulatory model. We propose that
a stable 3D enhancer hub composed of GRHL- and PR-dependent and -independent
enhancers regulates Wht4 expression in both mouse and human mammary tissues.

In chapter 4, we first attempted to further optimize in vivo detection of progesterone-
induced Wht4 expression and to assess the impact of the CRS4 enhancer deletion in
the mammary gland. We then broadened our focus by analyzing Wht4 regulation in two
additional tissues, the kidney and the lung, where Wnt4 plays key developmental roles.
By examining both embryonic and adult stages, we mapped the enhancer networks
controlling Wnt4 expression and found that most enhancers were tissue-specific.
Notably, CRS4 was the only enhancer identified across all three tissues, underscoring
its central role. Using our CRS4 knockout model, we showed that its deletion impaired
Wht4 expression in the embryonic (E14.5) lung, although this did not lead to an
observable phenotype.

The identification of GRHL factors as PR co-regulators in chapter 3 prompted a deeper
investigation into their interaction, which is explored in chapter 5. We found that PR
and GRHL2 physically interact, independent of progesterone presence, and that
GRHL2 binding to chromatin is enhanced upon hormone stimulation. Together, PR and
GRHL2 bind to distal enhancers to co-regulate shared target genes. By integrating PR
HiChIP and CTCF/RAD21 ChIP-seq data, we show that PR and GRHL2 contribute
to chromatin looping through both CTCF/Cohesin-dependent and -independent
mechanisms, facilitating communication between enhancers and gene promoters.



250 | Addendum

Finally, chapter 6 summarizes our findings and places them in the broader context of
the literature. We reflect on current challenges in measuring PR signaling, the tissue- and
context-specific nature of Whnt4 regulation, and insights gained from using public omics
datasets. We also discuss novel transcription factors downstream of progesterone
signaling, the interplay between different hormone receptors and co-regulators, and
the ongoing challenges in linking enhancers and transcription factors to their target
genes. In conclusion, this thesis provides new insights into progesterone-driven gene
regulation and enhancer function, with a particular focus on the mammary gland and
breast.
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Samenvatting

Het genoom bevat alle informatie die nodig is voor de ontwikkeling, differentiatie en
homeostase van een organisme. Om deze processen op een gecodrdineerde en
adaptieve manier uit te voeren, moet genexpressie nauwkeurig worden gereguleerd
in tijd en ruimte. Deze regulatie wordt aangestuurd door een complex netwerk van
epigenetische en transcriptionele mechanismen, waarin niet-coderende DNA-
elementen, met name enhancers, een cruciale rol spelen. Enhancers zijn korte, niet-
coderende DNA-sequenties die gebonden worden door transcriptiefactoren en co-
factoren, waardoor contextafhankelijke genactivering mogelijk wordt. In reactie op
intrinsieke signalen of externe prikkels maken enhancers via 3D-chromatine-interacties
contact met hun targetgenen, en leveren zo de regulerende factoren die nodig zijn voor
transcriptieactivatie of -repressie.

Een van deze externe prikkels is progesteron, een steroidenormoon dat
wordt geproduceerd door de eierstokken en essentieel is voor de vrouwelike
voortplantingsfysiologie. Progesteron oefent zijn werking uit via de progesteronreceptor
(PR). De progesteron receptor dimeriseert na hormoonbinding en verplaatst zich
vervolgens naar de kern, alwaar PR accumuleert en bindt aan progesteron-respons-
elementen (PRE’s), die zich meestal in distale enhancer regio’s bevinden. Hoewel eerdere
studies PR-targetgenen en hun biologische effecten hebben geidentificeerd, zijn de
onderliggende moleculaire mechanismen van progesteron-gedreven genregulatie, met
name op het niveau van chromatine, nog onvolledig begrepen. Dit proefschrift richt
zich daarom op het verder ontrafelen van deze mechanismen, met specifieke aandacht
voor enhancerbiologie.

Hoofdstuk 1 introduceert de fundamentele concepten van enhancerbiologie en
progesteronsignalering, en biedt een overzicht van de ontwikkeling van borstweefsel,
een dynamisch, hormoongevoelig orgaan waarin progesteron een sleutelrol speelt. Ook
wordt de kenniskloof rond PR besproken: deze receptor is lange tijd overschaduwd
geweest door de oestrogeenreceptor (ER), wat heeft geleid tot een gebrek aan specifieke
tools en gerichte studies. Daarom beschrijven we in hoofdstuk 2 de ontwikkeling
van nieuwe moleculaire technieken om PR-signaalactiviteit te kwantificeren. We
ontwikkelden geoptimaliseerde luciferaseconstructen die reageren op progesteron en
genereerden PRE-GFP-reporterlinen om PR-activiteit op single-cel-niveau zichtbaar
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te maken. Ook bepaalden we wat de minimale expressie van PR is die nodig is voor
betrouwbare signaaldetectie, en optimaliseerden we de kweekomstandigheden om
de response op progesteron in cellen te kunnen meten. Deze nieuwe tools vormden
een onmisbare basis voor de daaropvolgende studies in dit proefschrift en zijn een
waardevolle aanwinst voor het veld.

Met deze kennis in handen, richtten we ons vervolgens op een specifiek PR-
targetgen: Wnt4, een bekend effector gen van progesteronsignalering in het
borstweefsel. In hoofdstuk 3 analyseerden we het enhancerlandschap rondom Wht4
in zowel muis als mens. Hoewel individuele enhancers grotendeels niet geconserveerd
waren tussen de soorten, identificeerden we een geconserveerde 3D-chromatinehub,
gemedieerd door CTCF-looping tussen enhancer CRS4 en het Wht4-gen. We
genereerden een CRS4-knockout muismodel, maar vonden geen meetbare
effecten in het borstweefsel, wat suggereert dat andere enhancer elementen tijdens
de ontwikkeling kunnen compenseren voor het verlies van CRS4. Om de regulatie
van Wht4 verder te onderzoeken, ontwikkelden we een bioinformaticapijplijn die de
betrokkenheid van GRHL-transcriptiefactoren, naast PR, aan het licht bracht. Interessant
genoeg bleken GRHL7 en GRHL2 zelf ook PR-targetgenen te zijn, wat wijst op een
tweestapsreguleringsmechanisme. Wij postuleren dat een stabiele 3D-enhancerhub,
samengesteld uit GRHL- en PR-afhankelijke en -onafhankelijke enhancers, de Wnt4-
expressie reguleert in zowel muis- als menselijke borstweefsels.

In hoofdstuk 4 probeerden we allereerst de detectie van progesteron-geinduceerde
Wht4-expressie in vivo verder te optimaliseren, om zo de impact van CRS4-deletie in
borstweefsel beter te kunnen beoordelen. Vervolgens verbreedden we onze focus door
Wht4-regulatie te analyseren in twee andere weefsels: de nier en de long, waar Wnt4
een belangrijke rol speelt in de embryonale ontwikkeling. Door zowel embryonale als
volwassen stadia te bestuderen, brachten we de enhancer-netwerken in kaart die Wnt4
reguleren en vonden we dat de meeste enhancers weefselspecifiek zijn. Opmerkelijk
genoeg was CRS4 de enige enhancer die in alle drie de weefsels werd geidentificeerd,
wat het centrale belang ervan benadrukt. Met behulp van ons CRS4-knockoutmodel
toonden we aan dat deletie van CRS4 de Whnt4-expressie in de embryonale (E14.5)
long verstoorde, hoewel dit niet leidde tot een zichtbaar fenotype.



Appendices | 253

De identificatie van GRHL-factoren als PR-coregulatoren in hoofdstuk 3 leidde tot
een diepgaandere verkenning van hun interactie, zoals beschreven in hoofdstuk 5.
We ontdekten dat PR en GRHL2 een fysieke interactie met elkaar kunnen aangaan,
onafhankelijk van de aanwezigheid van progesteron. Daarnaast vonden we dat de
binding van GRHL2 aan chromatine toeneemt na progesteron stimulatie. Samen
binden PR en GRHL2 aan distale enhancers om gedeelde targetgenen te co-reguleren.
Door PR HiChlP- en CTCF/RAD21 ChIP-seqg-data te integreren, laten we zien dat PR
en GRHL2 bijdragen aan chromatine-looping via zowel CTCF/Cohesin-afhankelijke
als -onafhankelijke mechanismen, waardoor communicatie tussen enhancers en
promotors mogelijk wordt gemaakt.

Tot slot vat hoofdstuk 6 onze bevindingen samen en plaatst deze in de bredere context
van de literatuur. We reflecteren op de huidige uitdagingen in het meten van PR-signering,
de weefsel- en context specifieke aard van Wnt4-regulatie, en de inzichten verkregen
uit publieke omics-datasets. Ook bespreken we nieuwe transcriptiefactoren die worden
gereguleerd door progesteron, de interactie tussen verschillende hormoonreceptoren
en co-regulatoren, en de aanhoudende uitdaging om enhancers en transcriptiefactoren
aan hun targetgenen te koppelen. Samenvattend biedt dit proefschrift nieuwe inzichten
in progesteron-gedreven genregulatie en enhancerfunctie, met bijzondere aandacht
voor deze rol in het borstweefsel.
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the lab of Prof. Dr. Claudio Cantu at Linkdping University in Link&ping Sweden to learn
and perform CUT&RUN analyses. The results of this research project on progesterone
driven gene regulatory networks in the mammary gland are presented in this thesis.
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PhD portfolio

List of poster and oral presentations

ENBDC workshop 2022, Weggis Switzerland, Poster presentation

SILS seminar 2022, Talk

Dutch Chromatin meeting 2022, Leiden, Poster presentation

EMBO Wnt meeting, 2022, Awaiji Japan, Flash talk + poster presentation
ECR workshop (ENBDC) 2023, Weggis Switzerland, Selected talk
ENBDC workshop 2023, Weggis Switzerland, Poster presentation

SILS Research Day 2023, Selected talk

ENBDC seminar 2023, Online, Talk

Dutch Chromatin meeting 2024, Amsterdam, Poster presentation

PALS summer school in transcriptomics, Sandvik Gard Sweden, Poster and
Short Talk

Dutch Chromatin meeting, Utrecht 2025, Poster presentation

SILS seminar 2025, Talk

CSB seminar 2025, Talk

Grants

Travel grant from the Genootschap ter bevordering van de Natuur-, Genees-, en
Heelkunde for participating in the EMBO Wnt meeting in Awaji, Japan.

Travel grant from Amsterdams Universiteits Fonds for participating in the EMBO
Wnt meeting in Awaji, Japan.

Travel grant from the Stichting tot bevordering van het wetenschappelijk
onderzoek in de biochemie for participating in the EMBO Wnt meeting in Awaji,
Japan.

Travel grant from the Genootschap ter bevordering van de Natuur-, Genees-, en
Heelkunde to visit the lab of Claudio Cantu January - February 2025

Travel grant from the Dutch Network of Women Professors to visit the lab of
Claudio Cantu January - February 2025



Appendices | 263

Teaching

Supervision of 4 MSc internships: Muriel Wagner (Developmental and Therapeutic
Biology track), Emma Schram (Developmental and Therapeutic Biology track),
Jeltie Rommens (Developmental and Therapeutic Biology track), and Thomas
Fleischmann (DuMa, Oncology track).

BSc course Frontiers in Medical Biology (2021 and 2022, wet lab practica and
Guest Lecturer)

BSc Course Inleiding Biomedische Wetenschappen (2022, Workgroup Teacher)
BSc course The Cell (2022 and 2023, Workgroup Teacher and Guest Lecturer)

Courses

Laboratory Animal Science (art. 9, Law on Animal Experiments, UvA)

Mastering Your PhD (FNWI, UvA)

Genomics and Transcriptomics course (Training in R and Bash for life sciences,
UVA)

Course “Scientific integrity” (FNWI, UvA)

Didactic skills (FNWI, UvA)

Introduction to Python workshop (FNWI, UVA).









