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Abbreviation index

A-OBs A-OBs: Activin A-treated osteoblasts

activin-ECM Activin-treated extracellular matrix 

ACVR2A Activin receptor type 2A 

ACVR2B Activin receptor type 2B 

ACVR1B/ALK4 Activin receptor type 1B 

ADD1 Adducin-1 

AFM Atomic force microscopy 

AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein 

AKT/PKB AKT serine threonine kinase (protein kinase B)

ALP(L)/TNAP Alkaline phosphatase, tissue-nonspecific 

alpha-MEM Alpha minimum essential medium

ANGPTL4 Angiopoietin like 4 

ANO6 Anoctamin6 

ANOVA Analysis of variance 

ANXA1 Annexin A1

ANXA11 Annexin A11 

ANXA2 Annexin A2 

ANXA5 Annexin A5 

ANXA6 Annexin A6 

ANXA7 Annexin A7 

AP-1/JUNB Activator protein 1/JunB proto-oncogene 

APC Axin/adenomatous polyposis coli 

ARIPs Activin receptors interacting proteins 

ARS Alizarin red staining 

ATF4 Activating TF4 

AUC Area under curve

β-TCP Beta-tricalcium phosphate 

BGLAP Osteocalcin 

BMP2 Bone morphogenic protein 2 

BMP2K BMP2 inducible kinase 

BMP4 Bone morphogenic protein 4 

BMPR-I Bone morphogenic protein receptor type 1 

BMPR-II Bone morphogenic protein receptor type 2 

BMPs Bone morphogenic proteins

BTE Bone tissue engineering 

BSP Bone sialoprotein 

CAT Catalase

cGMP Current good manufacturing practices

COL12A1 Collagen type XII alpha 1 
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COL1A1 Collagen type I alpha 1

COL3A1 Collagen type III alpha 1 

COMP Cartilage oligomeric matrix protein 

COS7 Fibroblast cell line, monkey-derived 

CST3 Cystatin C 

CTGF Connective tissue growth factor 

CTHRC1 Collagen triple helix repeat containing 1 

CTSZ Cathepsin Z 

CYR61 Cysteine-rich protein 61 

DAPI 4,6-diamino-2-phenylindole

DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

DLX5 Distal-less homeobox-5 

DMP1 Dentin matrix protein 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNase Deoxyribonuclease

ECM Extracellular matrix

EDN1 Endothelin 1 

EGF Epidermal growth factor 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

ENPP1 Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 1 

EPO Erythropoietin 

ER Endoplasmic reticulum 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

FACS Fluorescence-activated cell sorting

FAK Focal adhesion kinase 

FBLN1 Fibulin-1

FBLN2 Fibulin-2 

FBLN5 Fibulin-5 

FBN1 Fibrillin 1 

FBS Fetal bovine serum

FETUB Fetuin B 

FGF23 Fibroblast growth factor 23

FGFR3 Fibroblast growth factor receptor 3 

FITC Fluorescein isothiocyanate

FN Fibronectin 

FST Follistatin

FZD Frizzled receptor

GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GFs Growth factors

GO Gene Ontology

GSK-3β Glycogen synthase kinase 3 beta
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GTP Guanosine triphosphate 

HA Hydroxyapatite

HA-TCP Hydroxyapatite-tricalcium phosphate beta 

HAPLN1 Hyaluronan proteoglycan link protein 1 

HDAC Histone deacetylase

hESCs Human embryonic stem cells 

HIF Hypoxia inducible factor 

HSCs Hematopoietic stem cells

HSPA5 Heat shock protein family A member 5 

HSPG2 Heparan sulfate proteoglycan core protein

hTERT Telomerase reverse transcriptase 

ID1 Inhibitor of DNA binding 1

IDs Identifiers 

IGF Insulin-like growth factor

IGFBP3 Insulin-like growth factor-binding protein 3 

IGFBP5 Insulin-like growth factor-binding protein 5 

IGFBP7 Insulin-like growth factor-binding protein 7 

IHH Indian hedgehog 

ILK Integrin linked kinase 

IPA Ingenuity pathway analysis

IR Infrared 

JNK c-Jun N-terminal kinase

kDa Kilodalton

KLF10 Krupper-like factor 10 

LAMC1 Laminin subunit gamma-1 

LAP Latency associated peptide 

LC-MS Liquid chromatography–mass spectrometry

LEF Lymphoid enhancer binding factor 

LFQ Label-free quantification

LRP5/6 Lipoprotein receptor-related protein 5 and 6 

LTPBs Latent TGF beta binding proteins 

LY LY294002 

M-CSF Macrophage colony-stimulating factor 

M-PER Mammalian protein extraction buffer 

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 

MEPE Matrix extracellular phosphoglycoprotein

MGP Matrix gla protein 

min-ECM Mineralizing extracellular matrix 

miRNA MicroRNA

MMA Methyl methacrylate 
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MMP14 Matrix metalloproteinase 14 

MMPs Matrix metalloproteinases

mRNA Messenger RNA 

MS Mass spectrometry 

MSCs Mesenchymal stem/stromal cells 

MSX-2 Msh-homeobox homologue-2 

MT1-MMP Membrane type 1 matrix metalloproteinase 

NCPs Non-collagenous proteins

NF-kB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

nonmin-ECM Non-mineralizing extracellular matrix

NOX4 NADPH oxidase 4 

NSG Non-obese diabetic/Scid IL2R gamma

NT-OBs Not treated osteoblasts

OBs Osteoblasts

OPG Osteoprotegerin 

OPN Osteopontin

OSX Osterix 

p38 p38 mitogen-activated protein kinase 

PAK p21-activated kinase 

PARP Poly ADP-ribose polymerase 

PBS Phosphate-buffered saline 

PDGF Platelet-derived growth factor 

PFA Paraformaldehyde 

PHEX 
Phosphate-regulating gene with homologies to endopeptidases on the 
X-chromosome 

PI Propidium iodide 

PI3K 1-phosphatidylinositol 3-kinase 

PI3KR1 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha 

PKA Protein kinase A 

PKC Protein kinase C 

PLA Poly-lactic acid 

PLL Poly-L-Lysine 

POSTN Periostin 

PPARG Peroxisome proliferator activated receptor gamma

PTC Patched

PTEN Phosphatase and tensin homolog

PTH Parathyroid hormone 

PTPN1 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1 

qPCR Quantitative polymerase chain reaction

Ra Roughness Average 

RAP1A Ras-related protein Rap1a 
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RANKL RANK ligand

RGD Arg-Gly-Asp 

RNA Ribonucleic acid

ROCK Rho-associated protein kinase

RUNX Runt-related transcription factor 2

SD Standard deviation 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis 

SEM Scanning electron microscopy 

SIBLING Small integrin binding ligand N-linked glycoprotein

SMAD1/5/8 SMAD family member 1/5/8 

SMAD2/3 SMAD family member 2/3 

SMAD4 SMAD family member 4 

SMAD7 SMAD family member 7 

SMO Smoothened 

SOD1 Superoxide dismutase 1 

SOD2 Superoxide dismutase 2 

SOST Sclerostin 

SPARC/SPOCK1 Osteonectin

SPF Pathogen free facility 

SSCs Skeletal stem cells

SV-HFOs Simian virus 40-immortalized human osteoblast cell line

TβR-I Transforming growth factor beta receptor type 1 

TβR-II Transforming growth factor beta receptor type 2 

TBS Tris-buffered saline 

TCF T cell factor 

TGF-β Transforming growth factor beta

TGFB1 Transforming growth factor beta 1 

TNC Tenascin C 

TNF-α Tumor necrosis factor alpha

TSP1/THBS1 Thrombospondin 1 

TWIST1 Twist homolog 1 

U Enzyme unit

UPR Unfolded protein response

VCAN Versican 

VEGF Vascular endothelial growth factor 

VIM Vimentin 

Vmax Maximal velocity 

VTN Vitronectin 

WM Wortmannin 

Wnt Wingless type-MMTV integration site family 
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SUMMARY

Bone is a very dynamic tissue composed of bone extracellular matrix (ECM) in a tight 
interplay with bone cells, such as osteoblasts, the bone-forming cells that secrete 
and mineralize bone ECM. Extracellular signaling molecules and the ECM with its 
biochemical and biophysical cues continuously influence bone cell behaviour, 
tightly regulating bone formation and bone quality. Bone tissue is continuously 
undergoing remodelling and can self-repair after fracture healing. However, major 
challenges remain in case of large skeletal defects such as large fractures, bone 
metastasis, or age-related bone fragility. Bone tissue engineering has recently 
emerged as therapeutic strategy in alternative to bone grafts. Understanding how 
bone ECM and signaling molecules influence cell behaviour is crucial to ameliorate 
mesenchymal stromal cell (MSC) properties and to develop optimal bone grafts that 
reproduce the physiological bone microenvironment for bone tissue engineering 
applications. Cell-derived ECMs have been proposed as a good alternative to native 
decellularized organs in the context of tissue engineering, in combination with scaf-
folds, to reproduce the physiological architectural complexity of ECM. In this thesis, 
we created three osteoblast-derived ECMs and we investigated how they affect MSC 
osteogenic differentiation and mineralization, to ameliorate the promising proper-
ties of MSCs for bone regeneration. Moreover, we studied how the extracellular 
environment with signaling molecules such as Activin-A affects ECM composition 
and mineralization, thereby modulating bone tissue quality.

In Chapter 2, we presented an osteoblast-derived ECM, that was able to enhance 
the adhesion of the MSCs, and increased the percentage of proliferating cells more 
than 2-fold. The ECM was osteopromotive for MSCs both in vitro and in vivo, in a 
mouse model of ectopic bone formation. More than 50% of the proteins were 
shared with the ones of human bone samples, revealing a high homology with the 
in vivo-like microenvironment. Known ECM structural proteins such as COL1A1, 
FN1, TNC were detected among the most abundant proteins by mass spectrometry, 
together with known mediators of mineralization such as annexins, revealing the 
essential role of ECM in mediating the effect we observed. In addition to core ma-
trisome components, we detected also antioxidant and cytoskeletal proteins, that 
need further investigation in the context of matrix mineralization.

In Chapter 3, we modified the composition of the osteoblast-derived ECM pre-
sented in Chapter 2 (min-ECM), and obtained ECMs with different mineralization 
phenotypes. The nonmin-ECM was obtained by culturing MSCs without osteogenic 
inducers, and had a reduced osteogenic potential than the min-ECM. The compara-
tive proteomic analysis confirmed that proteins involved in mineralization such 
as Annexins and Alkaline phosphatase were downregulated in the nonmin-ECM, 



Appendix

246

whereas structural and ribosomal proteins were upregulated. We highlighted the 
use of this ECM not only to study candidates involved in mineralization, but also to 
modulate MSC behaviour to regulate bone quality.

Signaling molecules also modulate osteoblast behaviour in bone. In this con-
text, Activin-A was previously shown to inhibit matrix mineralization, though the 
mechanism remains largely unknown. To get further insights in Activin A-mediated 
inhibition of mineralization, in Chapter 3 we showed that an Activin-ECM obtained 
by culturing MSCs with osteogenic inducers and Activin-A, was still able to retain 
Activin A-activity in reducing matrix mineralization. Comparative proteomic analysis 
with the min-ECM presented in Chapter 2 showed that Activin was able to modify 
the ECM composition, by upregulating extracellular proteins and downregulating 
mitochondrial and membrane proteins. Moreover, in Chapter 4 we showed that 
2-day treatment with Activin-A was sufficient to inhibit matrix mineralization in 
human osteoblasts. Microarray data revealed that osteoblast gene expression was 
altered in a 2-wave fashion over time. Genes involved in the first wave of gene 
expression changes (within 8 hours after Activin A-start) were mainly transcription 
factors, whereas ECM proteins were the target of second wave changes (1-2 days 
after Activin A-start). Moreover, we showed that Activin-A altered the miRNA profile 
of osteoblasts, including miRNAs that target genes involved in TGF-β signaling. 
Overall, our findings showed that Activin-A alters matrix composition, resulting in a 
matrix that fails to support the later stages of osteoblast differentiation, confirming 
our previous work that illustrated that Activin-A strongly inhibited matrix mineraliza-
tion. We showed that Activin-A modulates osteoblast differentiation, by influencing 
osteoblast miRNA profile, gene transcription and eventually altering matrix miner-
alization, giving further insights in unravelling Activin-A mechanism of action and 
promoting the use of Activin-A to modulate osteoblast behaviour to regulate bone 
quality.

The physical cues of the ECM are mechanosensed by bone cells via integrin-medi-
ated signaling. This activates an intricate network of kinase signaling cascades, which 
lies at the core of signal transduction that regulates cellular behaviour. However, the 
relay of information from integrin-engagement to modulation of cell physiology is 
still not fully known.  In Chapter 5 we employed a kinase array to disentangle MSC 
adhesion to the osteoblast-derived ECM presented in Chapter 2 in comparison to 
titanium. Titanium surface has good mechanical properties and can be tailored in 
porosity to increase surface area and cell adhesion, representing an optimal scaf-
fold already used for bone tissue engineering applications. We showed that MSCs 
on both surfaces exhibited substantial overlapping activated kinase signatures, but 
with a higher level of kinase activity in MSCs on ECM. Moreover, we successfully 
used the peptide array to select PI3K/Akt signaling and confirmed its importance 
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in MSC viability and adhesion. Without a priori assumptions, kinase arrays helped 
in the study of cell/surface interplay. Our osteoblast-derived ECM could be used as 
coating to ameliorate the properties of titanium, and for the rational design of novel 
and cell-instructive scaffolds for tissue engineering.

In conclusion, the findings described in this thesis give insights into how the extra-
cellular microenvironment influences cell behaviour and how we can manipulate it 
to ameliorate stromal cell properties for regenerative purposes. We took advantage 
of biochemical analyses combined with various -omics data to characterize the devi-
talized ECMs that we produced and to study the effect on osteoblast behaviour, with 
a focus on mineralization. In Chapter 6 we presented the limitations of this system 
together with the potential applications to ameliorate in vitro cultures, to improve 
the promising properties of mesenchymal stromal cells in regenerative medicine.
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SAMENVATTING

Bot is een erg dynamisch weefsel dat voor een groot gedeelte bestaat uit extracel-
lulaire matrix (ECM) eiwitten en calciumfosfaat. Deze ECM eiwitten worden gepro-
duceerd door osteoblasten, de botvormende cellen. De verkalking van de ECM zorgt 
vervolgens voor de stevigheid van het bot en skelet. Botweefsel is continu aan 
het veranderen door een samenspel van botvormende en -afbrekende cellen. Dit 
process is essentieel voor de reparatie en genezing van fracturen. Extracellulaire 
signaalmoleculen en de biochemische en biofysische eigenschappen van de ECM 
kunnen het gedrag van deze bot cellen beïnvloeden en zo ook de vorming, kwaliteit 
en stevigheid van het bot bepalen. Tot op heden blijft het een grote uitdaging om 
gebreken zoals grote breuken en aandoeningen, veroorzaakt door botmetastases 
en leeftijdsgebonden afname van de botmassa, te genezen. Tissue  engineering zou 
een goed alternatief kunnen zijn voor het gebruik in bot regeneratieve geneeskunde 
en de genezing van deze aandoeningen aan het bot. 

Voor het ontwikkelen van bot tissue engineering is het van belang deze cellen 
te bestuderen in een vergelijkbare bot omgeving en zo de invloed van de ECM en 
signaalmoleculen op het gedrag van botvormende cellen te bepalen. In vitro gepro-
duceerd ECM zou gebruikt kunnen worden in bot tissue engineering om zo met een 
dragermateriaal de complexe fysiologische samenstelling en architectuur van het 
bot te reproduceren. Om het gebruik van mesenchymale stromale cellen (MSCs) in 
regeneratieve geneeskunde en tissue engineering te verbeteren hebben we in dit 
proefschrift 3 soorten ECMs gemaakt, geproduceerd door osteoblasten, en hebben 
onderzocht hoe deze ECMs de osteoblast differentiatie en mineralisatie van MSCs 
kunnen reguleren. Ook hebben we onderzocht hoe deze extracellulaire omgeving 
en samenstelling wordt beïnvloed als de osteoblasten die deze ECM maken worden 
behandeld met Activin-A.

In hoofdstuk 2 onderzochten wij de devitalisatie van een ECM die door osteoblast 
gedifferentieerde MSCs (min-ECM) is geproduceerd. Deze min-ECM was in staat om 
de hechting van MSCs aan deze ECM te versnellen. Verder vonden wij 2 keer zoveel 
prolifererende cellen wanneer we deze lieten groeien op een gedevitaliseerde 
min-ECM en stimuleerde deze de osteogene differentiatie in vitro én in een muis-
model voor ectopische botvorming. Analyses van het proteome lieten zien dat de 
samenstelling van de in vitro gegenereerde ECM vergelijkbaar was met de ECM die 
voorkomt in het bot. Meer dan 50% van de eiwitten in de ECM waren ook terug te 
vinden in humane bot biopsies. Tussen de meest abundante eiwitten vonden we 
bekende structurele eiwitten van het ECM, zoals Collageen 1 (COL1A1), Fibronectine 
(FN1) en Tenascin C (TNC), maar ook annexines die een belangrijke rol spelen in de 
mineralisatie van de ECM. Naast de vele bekende ECM componenten, konden we 
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ook antioxidanten en cytoskelet eiwitten identificeren. Verder onderzoek is nodig 
om te bepalen wat de functie is van deze eiwitten is in de mineralisatie van de ECM.

In hoofdstuk 3, hebben we vervolgens onderzocht wat er gebeurd met de 
osteoblast differentiatie zodra we de samenstelling van de ECM uit hoofdstuk 2 
veranderde. Hiervoor hebben we 2 verschillende ECMs gebruikt: 1) nonmin-ECM 
en 2) act-ECM. De nonmin-ECM werd verkregen door het groeien van ongediffe-
rentieerde MSC’s en de act-ECM werd verkregen door het groeien van osteoblast 
differentiërende MSC’s die behandeld waren met Activin-A. Beide ECMs hebben 
een ander mineralisatie fenotype in vergelijking met de min-ECM die beschreven 
is in hoofdstuk 2. De nonmin-ECM remde de osteoblast differentiatie van MSCs en 
proteomics analyse bevestigde vervolgens dat de eiwitten die betrokken zijn bij de 
mineralisatie, zoals annexines en alkalische fosfatase, minder verrijkt waren in de 
nonmin-ECM, terwijl structurele en ribosomale eiwitten in grotere hoeveelheden 
aanwezig waren. Hoewel het mechanisme nog onbekend is, is in eerder onderzoek 
aangetoond dat Activin-A de mineralisatie van osteoblast differentierende MSCs 
kan remmen. Wanneer osteoblast differentiërende MSCs werden gegroeid op de 
act-ECM zagen we dat de matrix mineralisatie verminderd was ten opzichte van min-
ECM. Vergelijking van het proteome liet zien dat Activin-A de ECM kan moduleren 
door de inductie van extracellulaire eiwitten en de remming van  mitochondriale- en 
membraan-eiwitten. 

Vervolgens hebben we in hoofdstuk 4 onderzocht wat  het effect op de mRNA 
en miRNA expressie is zodra we osteoblast differentiërende MSCs behandelen 
met Activin-A. Een 2-daagse Activin-A behandeling van MSCs was voldoende om 
de mineralisatie van osteoblasten te remmen. De microarray experimenten lieten 
zien dat de genexpressie veranderingen in 2 verschillende fases plaatsvonden. In de 
eerste fase, de eerste 8 uur na toevoeging van Activin-A, veranderde voornamelijk 
de expressie van verschillende transcriptiefactoren. Terwijl in de tweede fase, 1-2 
dagen na Activin-A inductie, genen veranderde die coderen voor ECM eiwitten. 
Bovendien vonden wij dat de expressie van verschillende miRNAs door Activin-A 
werden gereguleerd, zoals de expressie van miRNAs die betrokken zijn in de regu-
latie van genen in de TGF-β signaalcascade. De genoomwijde genexpressie analyse 
laten zien dat Activin-A de mRNA en miRNA expressie in osteoblast differentieren 
MSCs kan veranderen en daaropvolgend een veranderde samenstelling van de ECM 
en remming van de mineralisatie veroorzaakt.

De signalen van de ECM worden door botcellen via integrin-gemedieerde signa-
len doorgegeven. Deze signalering activeert een complex netwerk van kinases en 
signaaltransductie cascades, die samen het gedrag van cellen kunnen reguleren. 
Echter, het is nog niet helemaal duidelijk welke cascades worden geactiveerd zodra 
MSC hechten aan een ECM en hoe deze de osteoblast differentiatie kan reguleren. 
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In hoofdstuk 5 hebben we gebruik gemaakt van peptide arrays om te bepalen welke 
signaaltransductie cascades worden geactiveerd zodra MSC hechten aan een ECM 
geproduceerd door osteoblasten en hebben deze vergeleken met cellen die hechten 
aan een titanium oppervlakte. Titanium is een dragermateriaal dat al veel gebruikt 
wordt in bot tissue engineering toepassingen en regeneratieve geneeskunde. Het 
heeft vergelijkbare mechanische eigenschappen als bot en kan eenvoudig worden 
aangepast in de porositeit van het oppervlak om hechting van cellen te verhogen. 
We laten zien dat beide oppervlakte, min-ECM en titanium, voor een groot gedeelte 
dezelfde kinases activeren en deactiveren maar op min-ECM met een hogere acti-
viteit. Bovendien hebben we de PI3K / Akt signalering gevonden en bevestigen het 
belang van deze cascade in de hechting en viabiliteit van MSCs aan dit oppervlak. 
Deze kinase arrays hebben geholpen om signalerings cascades te identificeren die 
worden gereguleerd zodra MSCs hechten aan een oppervlakte. Verder laten we 
door middel van deze experimenten zien dat de min-ECM gebruikt kan worden als 
coating om de eigenschappen van titanium te verbeteren en voor verder gebruik en 
ontwerp van nieuw drager materiaal in bot tissue engineering. 

Samenvattend, de in dit proefschrift beschreven bevindingen zullen meer ken-
nis geven over hoe de extracellulaire omgeving, zoals de extracellulaire matrix, het 
gedrag van osteoblasten kunnen beïnvloeden en hoe we deze kunnen manipuleren 
om het gebruik van MSCs in de regeneratieve geneeskunde te verbeteren. In hoofd-
stuk 6 bediscussiëren wij de beperkingen van het onderzochte systeem alsmede de 
mogelijke toepassingen van de ECM in bot tissue engineering en het gebruik van 
MSCs in regeneratieve geneeskunde. 
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