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Abstract: Introduction: All organs of human body are a conglomerate of various cell types with mul-
tidirectional interplay between the different cells and the surrounding microenvironment, leading to a
stable tissue formation, homeostasis, and function. To develop a functional smooth muscle tissue, we
need to simulate and create a multicellular microenvironment. The multilineage adipose-derived stem
cells (ADSCs), which can be easily harvested in large numbers, may provide an alternative cell source
for the replacement of smooth muscle cells (SMCs) in cell-based detrusor bioengineering therapeutic ap-
proaches. The aim of this study was to investigate whether predifferentiated smooth muscle-like ADSC
(pADSC) can support SMCs to generate stable smooth muscle tissue through remodeling of extracellular
matrix (ECM) and factor secretion. Methods: Rat SMC and pADSC were mono- and cocultured in the
cell ratios 1:1, 1:2, 1:3, and 1:5 (SMC-pADSC) and grown for up to 2 weeks in vitro. The expression
of the SMC-specific markers alpha-smooth muscle actin, calponin, myosin heavy chain 11 (MyH11), and
smoothelin was assessed, and cell proliferation and contractility were analyzed. Proteomic analysis of the
secretome (cell-cell contact was compared with a noncontact transwell 1:1 coculture) and the cell pellets
was performed, with the focus on ECM deposition and remodeling, integrin expression and growth fac-
tor secretion. Results: SMC and pADSC were strongly positive for all smooth muscle markers. After
1 and 2 weeks of culture, the 1:1 cell ratio developed a significantly higher number of smooth muscle
organoids and improved contractility. These organoids were highly structured, consisting of an SMC core
surrounded by a pADSC layer. The deposition of various EMC proteins, such as collagens 1a1, 1a2, 2a1,
3a1, 5a2, 6a2, 12a1, and fibrillin 1, was significantly increased. A decreased matrix metalloproteinase
3 (MMP3), MMP9 and MMP13 secretion, as well as increased tissue inhibitors of metalloproteinase 1
(TIMP1) and TIMP2 secretion were found in the contact coculture compared with the monoculture con-
trols. Conclusion: SMC-pADSC 1:1 cocultures exhibit an improved cell proliferation, contractility, and
organoid formation compared with all other ratios and monoculture, while retaining a stable phenotype
that is comparable with the SMC monoculture. These effects are mediated by increased ECM deposi-
tion and tight ECM remodeling by the secreted MMP and TIMP. Impact statement Harvesting smooth
muscle cells (SMCs) from diseased bladders represents a significant limitation for clinical translation of
bladder Tissue Engineering. Our results suggest that autologous predifferentiated smooth muscle-like
adipose-derived stem cell can substitute SMCs, and may be used in combination with SMCs to generate
contractile detrusor muscle tissue for patients suffering from end-stage bladder diseases. We demonstrate
a beneficial effect when using these cells in a 1:1 ratio with improved deposition of extracellular matrix
(ECM) molecules and superior remodeling of the ECM by matrix metalloproteinases and decreased tissue
inhibitors of metalloproteinase activity.
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Abstract   

Introduction:  All  organs  of  human  body  are  a  conglomerate  of  various  cells  types  with 

multi‐directional  interplay  between  the  different  cells  and  the  surrounding 

microenvironment,  leading  to  a  stable  tissue  formation,  homeostasis  and  function.  In 

order  to  develop  a  functional  smooth muscle  tissue,  we  need  to  simulate  and  create  a 

multicellular  microenvironment.  The  multi‐lineage  adipose‐derived  stem  cells  (ADSC), 

which can be easily harvested in large numbers, may provide an alternative cell source for 

the  replacement  of  smooth  muscle  cells  (SMC)  in  cell‐based  detrusor  bioengineering 

therapeutic  approaches.  The  aim  of  this  study  was  to  investigate  whether  pre‐

differentiated  smooth  muscle‐like  ADSC  (pADSC)  can  support  SMC  to  generate  stable 

smooth muscle tissue trough remodeling of ECM and factor secretion.  

Methods: Rat SMC and pADSC were mono‐ and co‐cultured in the cell ratios 1:1, 1:2, 1:3 

and 1:5 (SMC‐pADSC) and grown for up to two weeks in vitro. The expression of the SMC‐

specific  markers  alpha  smooth  muscle  actin  (αSMA),  calponin,  myosin  heavy  chain  11 

(MyH11)  and  smoothelin  was  assessed  and  cell  proliferation  and  contractility  analyzed. 

Proteomic  analysis  of  the  secretome  (cell‐cell  contact  were  compared  to  a  non‐contact 

transwell  1:1  co‐culture)  and  the  cell  pellets  was  performed,  with  the  focus  on  ECM 

deposition and remodeling, integrin expression and growth factor secretion. 

Results: SMC and pADSC were strongly positive for all smooth muscle markers. After one 

and  two weeks  of  culture,  the  1:1  cell  ratio  developed  a  significantly  higher  number  of 

smooth  muscle  organoids  and  improved  contractility.  These  organoids  were  highly 

structured,  consisting  of  an  SMC  core  surrounded  by  a  pADSC  layer.  The  deposition  of 

various EMC proteins, such as collagens 1a1, 1a2, 2a1, 3a1, 5a2, 6a2, 12a1 and fibrillin 1 

was significantly  increased. A decreased MMP3, MMP9 and MMP13 secretion, as well as 

an increased TIMP1 and TIMP2 secretion were found in the contact co‐culture compared 

to the monoculture controls.  

Conclusion:  SMC‐pADSC  1:1  co‐cultures  exhibits  an  improved  cell  proliferation, 

contractility and organoid formation compared to all other ratios and monoculture, while 

retaining a  stable phenotype  that  is  comparable  to  the SMC monoculture.  These effects 
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are  mediated  by  increased  ECM  deposition  and  tight  ECM  remodeling  by  the  secreted 

MMP and TIMP.  

Impact Statement 

Harvesting smooth muscle cells from diseased bladders represents a significant limitation 

for clinical  translation of bladder Tissue Engineering. Our  results suggest  that autologous 

pADSC  can  substitute  SMCs,  and  may  be  used  in  combination  with  SMC  to  generate 

contractile detrusor muscle tissue for patients suffering from end‐stage bladder diseases. 

We demonstrate  a  beneficial  effect when  using  these  cells  in  a  1:1  ratio with  improved 

deposition  of  ECM  molecules  and  superior  remodeling  of  the  ECM  by  MMPs  and 

decreased TIMP activity.  
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Introduction  

The  urinary  bladder  is  a  complex  hollow  organ  that  consists  of  the  urothelium  on  its 

luminal  side,  the  underlying  lamina  propria  and  a  major  functional  outer  layer  ‐  the 

detrusor muscle [1].  In patients suffering from neuropathic bladders and other end‐stage 

bladder diseases,  the detrusor muscle often  is denervated and  fibrotic, heavily  impairing 

the  function  and  regeneration  of  the  whole  organ  [2].  Currently,  one  of  the  most 

promising experimental methods to reconstruct and regenerate damaged detrusor muscle 

is the cell‐based bladder augmentation [3] using autologous bladder smooth muscle cells 

(SMC) isolated from biopsies [4], in combination with a biocompatible scaffold. However, 

SMC show a  restricted proliferative capacity and  loss of  the contractile phenotype  [5]  in 

vitro.  Furthermore,  healthy  autologous  SMC are often  limited  in diseased bladder  tissue 

[6,7].  Substituting  a  significant  percentage  of  contractile  cells  needed  for  bladder  tissue 

engineering  by  pre‐differentiated  autologous  adipose‐derived  stem  cells  (pADSC)  would 

reduce the bottleneck for clinical translation. This strategy  would require a smaller biopsy 

of  smooth muscle  tissue with  less morbidity,  less  chances  of  adverse phenotype  passed 

down from the diseased organ and overcome the growth limitations of SMCs. 

ADSC  are  highly  abundant  in  human  adipose  tissue  and  can  be  comparatively  easily 

isolated  using  minimally  invasive  techniques[8]  and  grown  under  standard  culture 

conditions[9]  while  maintaining  an  undifferentiated,  highly  proliferative  phenotype  for 

extended periods in vitro [10]. Moreover, ADSC were shown to differentiate along multiple 

lineages  of  all  three  germ  lines  and  generate  adipocytes,  chondrocytes,  myocytes  and 

osteoblasts[9], as well as hepatocytes [11], epithelial [12], neural [13] and vascular tissues 

[14].  In  addition,  ADSC  display  angiogenic  [15],  antifibrotic  [16]  and  immunomodulatory 

properties[17]. The incubation of ADSC in smooth muscle differentiation media, resulted in 

the  upregulation  of  α‐smooth  muscle  actin  (SMA),  calponin,  caldesmon,  SM22,  myosin 

heavy  chain  and  smoothelin  [18]  turning  them  into  smooth  muscle‐like  cells.  Another 

efficient way  to  obtain  large numbers of  smooth muscle‐like  cells  from ADSC  is  by  their 

incubation in MCDB‐131 culture media supplemented with heparin [19] or by the addition 

of TGF‐β1 and bone morphogenic protein (BMP)4 to a standard culture media [20]. More 
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complex approaches to generate bladder‐like SMC may involve a two‐step differentiation, 

such as in the case of rabbit ADSC [21].  

The  efficiency  of  undifferentiated  ADSC  treatment  of  bladder  injury  has  already  been 

tested in several small animal models. Direct treatment with ADSC has led to an improved 

bladder architecture [22], while a combined treatment with bladder acellular matrix (BAM) 

led  to an  improved  smooth muscle  formation and neuronal  ingrowth  [23].  Furthermore, 

ADSC‐seeded  BAM  resulted  in  detrusor  muscle  and  neuronal  regeneration,  and  an 

improved bladder capacity in a rat bladder augmentation model [24]. 

In our study, ADSC were pre‐differentiated into smooth muscle‐like cells (pADSC) in order 

to commit them to a stable smooth muscle lineage. Further, the effect of pADSC on SMCs 

and vice versa in a contact and non‐contact transwell co‐culture system was investigated, 

assessing the cell proliferation, SMC marker expression and contractility between different 

cell  ratios and the respective monoculture controls.  In addition, growth  factor  secretion, 

ECM deposition and remodeling, and the integrin expression of the best performing SMC–

pADSC  ratio  in  a  contact  co‐culture  was  analyzed  using  proteomics  and  compared  to 

controls.  

Materials and methods 

SMC isolation and culture: SMC were isolated from bladders of female Lewis rats according 

to  established protocols  and  in  accordance with  the  animal  ethics  committee  guidelines 

(110/2015).  Rat  bladders  were  excised  and  washed  in  phosphate‐buffered  saline  (PBS, 

Invitrogen, Carlsbad USA) containing 1% penicillin/streptomycin (PS, Invitrogen). Adherent 

blood vessels, adipose tissue and the urothelium were removed. The remaining detrusor 

muscle was  cut  into  narrow pieces,  placed on  10cm CellBind®  cell  culture  dishes  (Nunc, 

Roskilde  DNK),  and  left  for  5  minutes  to  dry.  Standard  cell  culture  medium  containing 

DMEM/F12+GlutaMAX (Invitrogen), 10% fetal bovine serum (FBS, Merck, Darmstadt GER) 

and 1% PS was added.  

ADSC isolation and culture: ADSC were isolated from subcutaneous adipose tissue of Lewis 

rats. The adipose tissue was minced and digested for one hour at 37°C using collagenase 

type  I‐S  (Merck)  and  further  processed,  expanded  and  purified  according  to  the 
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established protocols  [19,25]. ADSC phenotype and multilineage plasticity were tested  in 

our lab as described by Salemi et al.[19]. All experiments were carried out using ADSC and 

SMCs between passages 4 and 5.  

Differentiation  of  ADSC  into  pADSC:  ADSC  were  differentiated  using  an  established 

protocol[19].  Briefly,  undifferentiated  ADSC  were  expanded  to  80‐90%  confluence,  re‐

plated  and  incubated  for  three  weeks  in  SMC‐inductive  MCDB‐131  medium  (Merck) 

supplemented with 1% FBS, 1% PS and 100U/ml heparin  (Bichsel, CH). Harvesting of  the 

differentiated cells was performed by trypsinisation.   

Cell characterization: Expanded SMC and differentiated pADSC were characterized by 

indirect immunostaining and flow cytometry using SMC specific markers calponin [1:100] 

(Merck), myosin heavy chain (MyH)11 [1:5] and smoothelin [1:100] (Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas USA). 

Co‐culture experiments: Cell co‐culture ratio of 1:1 (SMC‐pADSC), 1:3 and 1:5 were used as 

starting  points  for  our  experiments.  During  our  pursuit  to  find  the  best  performing  and 

likely the clinically most suitable SMC‐pADSC ratio we also included an additional ratio of 

1:2 at a later stage of the experments. 

Immunofluorescence staining: Samples were fixed overnight using 4% paraformaldehyde in 

PBS  (Artechemis,  CH).  Indirect  immunostaining  on  0.3%  Triton  X‐100  (Merck) 

permeabilized cells was performed at room temperature for 1.5h. Dako mounting media 

(Agilent,  Santa  Clara USA) was  used.  Cells were  analyzed  for  the  expression  of  all  three 

specific  SMC markers  calponin, MyH11  and  smoothelin  at  each  timepoint  using  a  Leica 

DMIL LED microscope and Leica LAS X software (Leica Microsystems, Wetzlar GER).  

Flow  cytometry:  pADSC  and  SMC were  trypsinized  using  a  0.25%  Trypsin‐EDTA  solution 

(Invitrogen),  pelleted,  washed with  PBS  and  stained  indirectly  for  calponin, MyH11  and 

smoothelin  using  the  Foxp3  Buffer  Set  (Thermo  Scientific,  Waltham  USA)  according  to 

manufacturer’s protocol. Flow cytometry was performed on BD FACSARIA III and analysed 

by FlowJo X software (FlowJo, Ashland USA).  
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Organoid growth and size were assessed after one, two and three weeks of culture. Three 

random  pictures  were  taken  per  sample  in  triplicates  and  number  of  organoids  was 

determined by manual counting. Organoid size was measured using ImageJ software (NIH, 

Bethesda USA).  

Cell  proliferation:  SMC  and  pADSC  mono‐  and  co‐cultures  were  cultured  in  standard 

culture media for up to eight days. Cell proliferation reagent WST‐1 (Merck) was used to 

measure their proliferation at days one, two, four and eight according to manufacturer’s 

protocol.  

In‐cell western blot: Cells were seeded in 96‐well plates in 1:1, 1:2 and 1:3 co‐culture ratios 

and grown for one and two weeks. SMC were used as a control. No separation of cell types 

was done for the analysis. At each time point, cells were washed and fixed over night with 

4%  paraformaldehyde,  permeabilized  and  stained  for  αSMA,  calponin  and  smoothelin 

according  to  manufacturer’s  protocol.  Results  were  obtained  using  the  LI‐COR  Odyssey 

system (LI‐COR, Lincoln USA). 

Gel  contraction  assay:  Spontaneous  contractility was  examined  [26].  SMC were  used  as 

positive  and ADSC as negative  controls.  Cells were embedded  in  floating  collagen  type  I 

discs and incubated in standard culture media for up to 48h. Pictures were taken using a 

digital  camera  at  a  fixed  distance  and  the  disc  areas  were  calculated  using  ImageJ 

software. 

PKH  cell  tracking  in  2D  and  3D:  cells were  stained  either with  PKH26  or  PKH67  (Merck) 

according to manufacturer’s protocol. Stained SMC and pADSC were then combined  in a 

1:1 ratio and grown either on glass chamber slides or embedded in bovine collagen type I 

(Merck) to assess their interaction in 2D and 3D microenvironments. Pictures were taken 

after  fixation  with  4%  paraformaldehyde  using  LEICA  DMIL  LED  microscope  and  the 

Cytation 5 imaging system (BioTek, Winooski USA).  

Proteomic sample preparation: Co‐cultures with cell‐cell contact and non‐contact transwell 

SMC‐pADSC co‐cultures  in a 1:1 ratio and the respective monocultures were grown  in 6‐

well  plates  for  two  weeks.  Cells  were  washed  extensively  with  PBS  and  serum‐free 

standard culture medium was added. The supernatant was collected after 24h, cells were 
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released, washed, pelleted, shock frozen and stored at ‐80°C until analysis. Proteins from 

supernatant samples were precipitated with acetone. All samples were resuspended in 8M 

urea and 0.1M ammonium bicarbonate and tryptic peptides were prepared as described 

[27]. 

Proteomic  LC‐MS/MS  analysis  ‐  Supernatants:  Two  sample  pools  were  generated  from 

aliquots of each supernatant sample and High‐pH reverse phase chromatography (HPRP) 

fractionation  of  each  pool  was  performed  using  a  MicroSpin  C18  column  (Thermo 

Scientific).  The  resulting  five  fractions  were  analyzed  using  an  Easy‐nLC  1200  (60  min 

chromatographic  gradient)  connected  to  a  Fusion  Lumos  Tribrid  mass  spectrometer 

(Thermo  Scientific)  operating  in  DDA mode[27].  A modified  top  speed method  (3s  cycle 

time)  was  used[28].  A  sample‐specific  spectral  library  was  generated  by  searching  DDA 

data  against  a  rat  UniProt  protein  database  (TrEMBL,  2018‐01‐01)  using  Pulsar  search 

engine  (Biognosys,  Schlieren  CH)  allowing  for  two  missed  cleavages  and  variable 

modifications  (acetylation  (protein  N‐term),  oxidation  (M),  deamidation  (NQ)  and 

carbamylation (KR)). DIA LC‐MS/MS analysis was performed on the same instrumentation 

by injecting 2μg of tryptic peptides per sample, using a method with one full range survey 

scan and 25 DIA windows. DIA data was analyzed using Spectronaut software (Biognosys) 

with the sample‐specific spectral library[27].  

Proteomic  LC‐MS/MS  analysis  ‐  Cell  Pellets:  Two  sample  pools  were  generated  from 

aliquots  of  each  supernatant  sample  and  HPRP  fractioning  of  each  pool was  performed 

using an UHPLC system[27]. The resulting four fractions were analyzed using an Easy‐nLC 

1200  (120  min  chromatographic  gradient)  connected  to  a  Q  Exactive  HF  mass 

spectrometer  (Thermo Scientific) operating  in DDA mode[27]. A modified TOP12 method 

was  used[29].  A  sample‐specific  spectral  library  was  generated  by  searching  DDA  data 

against  a  rat UniProt  protein  database  (TrEMBL,  2018‐01‐01)  using  Pulsar  search  engine 

(Biognosys)  allowing  for  two  missed  cleavages  and  variable  modifications  (acetylation 

(protein  N‐term),  oxidation  (M)).  DIA  LC‐MS/MS  analysis  was  performed  on  the  same 

instrumentation, using a method with one full range survey scan and 22 DIA windows. DIA 

data  was  analyzed  using  Spectronaut  software  (Biognosys)  with  the  sample‐specific 

spectral library[27]. 
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Statistical  analysis:  was  performed  using  GraphPad  Prism  6.01  (GraphPad  Software,  La 

Jolla USA) by unpaired T‐tests, ANOVA or  two‐way ANOVA and Bonferroni’s  comparison 

method,  depending  on  the  group  comparison  and  sample  size.  Statistically  significant 

differences were defined as *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 and ****P<0.0001. Values in 

graphs were presented as Median with  range, Boxplots ± Min/Max or Scatter dot plot ± 

Min/Max. 

Results  

Cell  characterization  after  expansion  and  differentiation:  SMC  subjected  to 

immunofluorescence  staining  showed  a  high  expression  of  all  SMC  markers  calponin, 

MyH11 and smoothelin. pADSC exhibited a similar expression of calponin and smoothelin, 

and a decreased expression of MyH11 compared to the SMC. ADSC were negative for all 

SMC markers (Suppl. Fig. 1a). These results were confirmed by flow cytometry (Suppl. Fig. 

1b).  

Morphology  and  phenotype  changes  in  the  cell  co‐cultures  over  time:  Changes  in  cell 

morphology and SMC marker expression  in  the different  co‐cultures were assessed over 

two weeks. After one week of culture, SMC showed a strong expression of all three SMC 

markers calponin, MyH11 and smoothelin. The co‐cultures in ratios 1:1 and 1:3 showed a 

comparable  expression of  all  three markers, while  the  1:5  cell  ratio  exhibited  a weaker, 

rather  inconsistent  SMC marker  expression  (Fig.  1  and  Supl  1a).  At  the  two‐week  time 

point,  the  1:1  and 1:3  cell  co‐cultures  showed  a  similar  SMC marker  expression  to  each 

other  and  the  SMC  control,  while  the  cells  grown  in  1:5  ratio  expressed  calponin  and 

MyH11 in a weaker manner (Fig. 1, right columns).  

The  1:1  cell  ratio  exhibited  a  significantly  higher  average  organoid  number  after  one 

(9.556) and two (13.11) weeks of culture, compared to the 1:3 (3.778, P*<0.001 and 9.0, 

n.s.), 1:5 (4.222, P*<0.01 and 7.556, P*<0.001) cell co‐cultures and the SMC monoculture 

(0,  P*<0.0001  and  4.667,  P*<0.0001)  respectively  (Fig.  2a).  The  average  organoid  size 

remained constant in all conditions and at both time points (data not shown). 

Organoid structure in 2D and 3D systems:  In order to assess the importance of paracrine 

signaling between SMC and pADSC on the organoid  formation, both cell  types were also 
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co‐cultured  under  non‐contact  transwell  conditions.  Already  after  one  week  of  2D 

culturing, with pADSC above the transwell, SMC began forming organoids, while pADSC did 

not  show  any  organoid  formation,  when  SMCs  were  above  the  transwell  during  three 

weeks  of  culture  (Fig.  2b).  SMC  and  pADSC  were  stained  with  pkh67  and  PKH26 

respectively,  mixed  and  co‐cultured  on  glass  chamber  slides  (2D)  in  a  1:1  ratio  for  two 

weeks. Morphological analysis showed that SMC formed the “core” of the organoid, while 

pADSC grew over and along the SMC (Fig. 2b+c). Similar development was observed with 

PKH‐stained  cells  grown  in  collagen  scaffolds  (3D),  where  SMC  formed  the  bulk  of  the 

organoids,  which  was  surrounded  by  the  pADSC  (Suppl.  Fig.  2,  left  column). Moreover, 

large  fiber‐like  structures  of  macroscopically  visible,  interconnected  SMC  networks 

developed in the hydrogels with pADSC covering these structures (Suppl. Fig. 2, middle and 

right columns). 

Cell  proliferation:  Based  on  our  previous  observation  during  the  cell  co‐culture 

experiments, we performed  the  cell  proliferation  analysis  for  up  to  eight days using  the 

WST‐1  reagent,  and  included  the 1:2  cell  ratio.  pADSC and  SMC proliferated  in  a  similar 

manner in the first two days of culture. However, after four days of culture pADSC showed 

a  significantly  increased  proliferation  compared  to  the  SMC  (P*<0.0001)  that  further 

increased at the eight day time point. Overall, the cell co‐cultures in the ratios 1:1, 1:2 and 

1:3 proliferated significantly faster than the monocultures (P*<0.0001). However, the 1:5 

cell co‐culture proliferated similarly to the pADSC monoculture until day four, exhibiting a 

significantly lower proliferation at day eight (P*<0.05). There was a significant increase in 

proliferation  in  the  1:1  cell  co‐culture  compared  to  all  other  conditions  after  four  days 

(P*<0.0001), which  then normalized between the 1:1, 1:2 and 1:3 cell co‐cultures at day 

eight (Fig. 3a).  

The paracrine effect on their respective proliferation was investigated in a transwell non‐

contact experiment. There was no significant difference in SMC proliferation between the 

three  SMC‐pADSC  ratios  in  the  first  four  days  of  culture.  However,  at  day  eight  a 

significant, ratio‐dependent  increase  in SMC proliferation (P*<0.0001) was observed (Fig. 

3b).  The  non‐contact  transwell  co‐cultured  pADSC  showed  a  significantly  increased 

proliferation  regardless  the  cell  ratios  during  the  whole  experiment  (P*<0.0001).  A 
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significant higher proliferation  (P*<0.0001) was observed  in  the 1:1 compared to the 1:3 

cell ratios at day eight of the co‐culture (Fig. 3c).  

Quantification of SMC marker expression: The SMC marker expression was quantified using 

direct  in‐cell  western  blot  staining  of  the  1:1,  1:2  and  1:3  cell  co‐cultures  and  the  SMC 

control.  The  1:5  cell  ratio  was  not  included  in  this  analysis  anymore,  as  the  previous 

experiments have shown that this cell co‐culture does not perform well enough in terms of 

phenotype stability, organoid formation and proliferation. In general, the expression of all 

SMC markers almost doubled between the first and the second week of culture (Fig. 3d). 

Compared to the SMC control, the αSMA expression was significantly increased in the 1:1 

(P*<0.05) and significantly decreased in both 1:2 and 1:3 cell co‐cultures (P*<0.0001 and 

P*<0.001) after one week of culture. After two weeks, the cell co‐cultures showed a ratio‐

dependent,  significant decrease of αSMA expression compared  to  the SMC monoculture 

(P*<0.0001),  with  the  1:1  cell  co‐culture  exhibiting  the  closest  expression  level  to  the 

control (P*<0.01). Calponin expression was significantly decreased in the 1:1 (P*<0.05), the 

1:2 and 1:3  (P*<0.0001) co‐cultures compared to the SMC monoculture at the one‐week 

timepoint. There was no significant difference between the 1:2 co‐culture and the control 

after two weeks of culture. In comparison, 1:1 (P*<0.05) and 1:3 (P*<0.01) cell co‐cultures 

showed  a  significantly  decreased  expression  to  the  SMC monoculture  at  this  timepoint. 

There  was  no  significant  difference  between  the  co‐cultures  and  the  SMC  control  in 

smoothelin  expression  after  the  first  week  of  culture.  However,  after  two  weeks, 

smoothelin expression was significantly decreased  in all cell co‐cultures compared to the 

SMC monoculture (P*<0.0001).  

Cell contractility:  In order to assess the difference in contractility among the 1:1, 1:2 and 

1:3  cell  ratios  a  gel  contractility  assay  was  performed  (Fig.  4).  Overall,  the  SMC 

monoculture and all co‐cultures showed a significantly increased contractility after 24 (P*< 

0.001)  and  48h  (P*<0.0001)  compared  to  the  ADSC  control.  The  1:1  cell  co‐culture 

contracted  comparable  to  the  SMC  monoculture  over  the  duration  of  the  whole 

experiment, while the 1:2 and 1:3 cell co‐cultures showed a lower but similar contractility 

to each other. There was a significant difference in contractility between the SMC/1:1 and 

the 1:2/1:3 groups (P*<0.01) after 24h, which disappeared at the 48h time point.  
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Proteomic analysis: Based on our results,  the1:1 cell co‐culture with cell‐cell contact was 

chosen  for  the  proteomic  secretome  and  cell  pellet  analysis  and  compared  to  the  non‐

contact transwell co‐ and the respective monocultures.  

Proteomic  analysis  –  ECM  deposition: A  variety  of  EMC  proteins  important  in  cell  niche 

generation  were  found  in  the  secretome  of  all  samples  (Fig.  5).  Collagen  (Col)1a1  was 

secreted  significantly  higher  by  the  contact  than  the  non‐contact  transwell  co‐culture 

(P*<0.01)  and  the  SMC  monoculture  (P*<0.001).  Collagens  1a2  (P*<0.001),  Col2a1 

(P*<0.05, P*<0.001, P*<0.0001),  Col3a1  (P*<0.0001),  Col5a2  (P*<0.01),  Col6a2  (P*<0.01, 

P*<0.001,  P*<0.0001)  and  fibrillin1  (P*<0.01)  were  secreted  significantly  higher  by  the 

contact  cell  co‐culture  compared  to  the  pADSC,  non‐contact  transwell  and  the  SMC 

cultures  respectively.  Collagen 12a1 was  secreted  significantly  higher by  the  contact  cell 

co‐culture compared to the SMC monoculture (P*<0.01), yet the pADSC expressed Col12a1 

significantly  higher  than  the  contact  co‐culture  (P*<0.0001).  Fibronectin  secretion  was 

significantly increased in contact co‐culture (P*<0.01) and the SMC monoculture (P*<0.05) 

compared  to  non‐contact  transwell  co‐culture  and  slightly  decreased  in  the  pADSC 

monoculture.  The  secretion  of  emilin1 was  significantly  higher  in  the  contact  co‐culture 

compared to the non‐contact transwell co‐culture (P*<0.01) and the pADSC monoculture 

(P*<0.05),  and was  slightly decreased  in  the SMC monoculture. There was no  significant 

difference between any of the samples in the secretion of Col8a2 (data not shown), while 

elastin  was  slightly  increased  in  contact  co‐culture  and  Col15a1  was  significantly  higher 

deposited by pADSC compared to all other samples (P*<0.0001).  

Proteomic  analysis  –  ECM  remodeling:  In  order  to  gain  a  better  insight  into  the  ECM 

remodeling,  the  secretion  of  matrix  metalloproteinases  (MMP)  and  tissue  inhibitors  of 

metalloproteinases  (TIMP) by  the cell  co‐cultures  (contact and non‐contact  transwell  co‐

cultures) was assessed  (Fig.  6).  Two  groups with  distinct  patterns were  identified within 

the seven detected MMP. Although there was no significant difference in the expression of 

MMP2,  MMP14  and  MMP23  between  any  of  the  samples,  a  distinct  pattern  was 

recognized. pADSC showed similar expression to contact co‐culture, while the non‐contact 

transwell co‐culture showed the lowest secretion of all MMP. In the second group, pADSC 

exhibited  a  significantly  higher  secretion  (P*<0.01)  of  MMP3,  MMP9  and  MMP13 
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compared  to  the  contact  and  non‐contact  transwell  co‐cultures.  Furthermore,  the 

secretion of MMP19 by pADSC was significantly increased compared to all other conditions 

(P*<0.01). In addition, TIMP1, 2 and 3 were detected in the secretome of all samples. The 

secretion of TIMP1 by the contact co‐culture was significantly higher compared to the non‐

contact  transwell  co‐culture  and  the  pADSC  monoculture  (P*<0.01).  There  was  no 

significant difference  in the secretion of TIMP2 and 3 between any of the samples, yet a 

similar  pattern  to MMP2,  14  and  23 was  observed,  indicating  tight  ECM  remodeling.  In 

order to further understand the cell‐cell and cell‐ECM interactions, integrin (Itg) expression 

in  the respective cell pellets was assessed. Thereby, contact co‐culture was compared to 

non‐contact  transwell  pADSC  and  SMC  co‐cultures  and  to  the  respective  monocultures 

(Fig. 7). 

Proteomic analysis – Growth factors: A variety of growth factors involved in wound healing 

and tissue regeneration were found in the cell secretome (Fig. 8). Connective tissue growth 

factor  (CTGF) secretion was significantly  increased  in the contact co‐culture compared to 

the non‐contact transwell co‐ (P*<0.01), the SMC (P*<0.01) and the pADSC monocultures 

(P*<0.001). Also, heparin‐binding epidermal growth factor‐like growth factor (HBEGF) was 

significantly  higher  secreted  by  the  contact  cell  co‐culture  compared  to  the  SMC 

monoculture  (P*<0.05),  with  both  other  conditions  showing  slightly  lower,  yet  not 

significantly  different  HBEGF  secretion.  Lastly,  there  was  no  significant  difference  in 

platelet‐derived  growth  factor  subunits  (PDGF)‐A  and  –D  secretion  between  any  of  the 

samples.  However,  the  contact  cell  co‐culture  showed  an  increased  trend  in  PDGF 

secretion compared to all other conditions (Fig. 9 top). In addition, almost all members of 

the  TGF‐β  family were  detected  in  the  secretome  of  all  samples.  Both,  the  contact  and 

non‐contact  transwell  co‐cultures  showed  a  significantly  increased  secretion  of  TGF‐β2 

compared  to both monocultures.  There was no  significant difference  in  the  secretion of 

TGF‐β1  and  TGF‐β3 between any of  the  samples, with  the  contact  co‐culture  showing  a 

slightly increased secretion of both growth factors compared to the SMC monoculture (Fig. 

8 bottom). 
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Discussion 

In this study, we investigated the differences between various SMC‐pADSC co‐cultures and 

compared  them  to  the  SMC monoculture  in order  to  find a  suitable  cell  ratio  for  future 

detrusor bioengineering. Our  results  show that  the 1:1 cell  ratio performs  the closest  to 

the SMC monoculture in terms of phenotype stability and contractility, while exhibiting an 

increased  proliferation  and  organoid  formation.  Using  a  more  pADSC‐heavy  cell  ratio 

would be highly clinically desirable, yet such cell ratios yielded less promising results.  

The  characterization  results  confirmed  that  the  SMC  and  pADSC  used  in  this  study 

expressed  the  specific  bladder  smooth  muscle  markers  calponin  and  smoothelin  in  a 

similar manner as previously described  in our  laboratory  [19]. The observed significantly 

decreased  expression  of  the  late  myogenic  differentiation  marker  MyH11  in  pADSC 

compared to the SMC  is  likely due to the rather  immature smooth muscle phenotype of 

the pADSC after three weeks of differentiation [30]. Yet, when combined with SMC in the 

1:1 and 1:3  cell  ratios, both  cell  types were morphologically  indistinguishable  from each 

other after one week of co‐culture, evenly expressing the SMC specific markers at a similar 

level  as  the  SMC  control,  indicating  a  further  pADSC  differentiation  towards  the  SMC 

lineage  [31].  In  comparison,  the 1:5  cell  co‐culture  showed an uneven expression of  the 

specific SMC markers even after two weeks of culture, which is likely due to the disparate 

SMC distribution in the predominant pADSC culture.  

Besides affecting the pADSC phenotype, the SMC‐pADSC ratio plays a significant role in the 

organoid formation and development over time, showing the highest number of organoids 

in the 1:1, followed by the 1:3 and 1:5 cell co‐cultures and the SMC monoculture. As such, 

the SMC‐based organoid formation may be of physiological origin and may well represent 

the  formation of native bladder  smooth muscle bundles  in a 2D microenvironment  [32]. 

When non‐contact  transwell  co‐cultured with  pADSC,  the  SMC began  to  form organoids 

already  after  one  week  of  culture.  Thus,  it  seems  that  the  organoid  formation  is 

accelerated upon the SMC‐pADSC  interaction and then progresses at a similar pace until 

the cell culture limits are reached.  

In fact, the significant proliferation increase in the 1:1, 1:2 and 1:3 contact and non‐contact 

transwell  co‐cultures  further  confirms a  strong direct  and paracrine  interaction between 
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both  cell  types.  Yet,  in  comparison,  the  1:5  co‐culture  showed  a  significantly  reduced 

proliferation and organoid formation. Hence, the observed beneficial effect is present only 

within  a  specific  co‐culture  range  and  exceeding  this  cell  ratio  results  in  a  limited 

synergistic  effect.  Based  on  our  results,  the  pADSC  layer  surrounding  the  SMC  organoid 

“core” in 2D and 3D co‐culture shows strong similarities with a cell feeder layer and could 

be described as such[33].  

The  in‐cell western blot analysis  the 1:1 cell  ratio shows an overall  closest phenotype to 

the  SMC  monoculture.  Interestingly,  calponin  shows  a  cell  ratio‐dependent  expression 

decrease at the first week, while an equal αSMA and smoothelin expression decrease was 

observed  at  the  two‐week  time  point.  Based  on  these  results  we  hypothesize  that  a 

combination  of  these  markers  may  be  used  to  track  smooth  muscle  maturation  at  an 

earlier (calponin) and a later stage (αSMA and smoothelin) of an SMC‐pADSC co‐culture.  

The contractility test further confirmed the closest resemblance of the 1:1 cell co‐culture 

to the SMC monoculture. Hence, the 1:1 cell ratio was chosen for the proteomic analysis. 

In order  to understand  the underlying mechanism of  the organoid  formation and assess 

the  co‐culture  applicability  for  detrusor  bioengineering,  the  focus  of  the  proteomic 

analysis was set on ECM deposition and remodeling, integrin expression and growth factor 

secretion.  

It has been shown previously that cultured SMC strongly express collagen type I, III, IV and 

fibronectin  [34]  and  further  exhibit  a  prominent  collagen  type  III  expression  increase 

during  strain  [35].  Furthermore,  it  is  known  that  the detrusor muscle  is  rich on  collagen 

type I and III  [36,37], and microfibrillar collagen type VI [38] and XII [39]. Also, bladder is 

rich on elastin, emilin and fibrillin fibers that recoil the bladder into their empty form after 

micturition [40]. Thus, our data showing a prominent expression of Col1a2, 2a1, 3a1, 6a2 

and  12a1,  as  well  as  elastin,  emilin1,  fibrillin  1  are  well  in‐line  with  the  literature. 

Furthermore,  the  increased  deposition  of  these  ECM  molecules  in  the  1:1  co‐culture 

indicates  a  rapid  formation  of  the  SMC  niche.  We  hypothesize  that  the  increased 

deposition of the specific ECM molecules in the contact 1:1 co‐culture is one of the major 

factors facilitating the organoid formation. In addition, a faster SMC niche generation may 
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also  have  caused  the  observed  increase  in  cell  proliferation  of  the  SMC,  while  further 

strengthening the SMC phenotype in the pADSC during co‐culture [41,42].  

The very specific cellular organization within the organoids indicates a well‐regulated cell‐

cell and cell‐ECM interaction, remodeling and cell migration, which may in fact be a result 

of the various MMP detected in the cell secretome, out of which the MMP2 [43], 9 and 14 

were previously identified in the bladder [40].  In addition, it has been shown that MMP2 

and 9 expression  is  strain‐dependent and  leads  to SMC migration and proliferation  [35]. 

Interestingly, these MMP are also involved in neurite outgrowth, increased bioavailability 

of TGFβ  (MMP2), enhanced collagen affinity, collagen  IV degradation  (MMP2 and 9) and 

immunomodulation [44,45].  

The secretion of TIMP1, 2 and 3 further indicates a tight control of the ECM deposition and 

remodeling.  While  TIMP1,  which  was  slightly  upregulated  in  the  SMC  and  the  1:1  co‐

culture,  heavily  affects  the  activity of most of  the detected MMP,  including MMP2,  3,  9 

and 13  [46],  the weaker TIMP2  [47]  additionally  acts  on MMP14  [48].  The usually  ECM‐

bound  TIMP3  [47]  likely  has  a  regulatory  function  in  these  processes  as  well,  yet  we 

assume it is comparably marginal as there does not seem to be any significant difference 

between the conditions. 

In  addition,  the  array  of  integrins  found  in  the  cell  pellets  play  a  crucial  role  in  cell 

proliferation, differentiation, migration and functionality [49,50]. Particularly important for 

the cell‐ECM interaction and cell motility are the RGD‐binding avb3 and a5b1, which were 

found to be highly overexpressed in the 1:1 co‐culture, together with the laminin‐binding, 

motility‐related integrins a1b1, a2b1 and a3b1 [40].  

It  is  likely  that  the  additional  bulk  of  the  detected  ECM  molecules  and  MMP  were 

expressed  as  a  reaction  to  the  culture  plate  microenvironment,  which  is  a  common 

limitation of standard 2D culturing.  

A  variety  of  growth  factors  crucial  for  wound  healing  and  detrusor  formation  were 

detected  in  the  cell  secretome,  which  may  prove  beneficial  for  a  later  detrusor 

bioengineering  and  regeneration  in  vivo.  Interestingly,  many  of  these  factors  were 

described  to  be  essential  in  detrusor  development  and  function  as  well  as  being 
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increasingly expressed upon mechanical strain in the detrusor muscle [51,52]. CTGF, which 

was  highly  overexpressed  in  the  contact  1:1  co‐culture  has  been  shown  to  increase 

collagen mRNA  and  was  described  to  be  a marker  of  bladder  wall  remodeling  after  an 

outlet obstruction [53]. HBEGF, which was significantly increased in the contact co‐culture 

has been shown to increase SMC mitogenicity[40], detrusor proliferation, hypertrophy and 

remodeling[35], indicating the involvement in the observed SMC proliferation increase and 

likely  further  facilitating  the  organoid  formation.  In  addition,  the  detected  PDGF  family 

members A  and D were described as  potent mitogens  and motility  factors  for  SMC[54], 

and  were  shown  to  exhibit  a  pro‐angiogenic  function[55].  Furthermore,  the  detected 

members of the TGF‐β  family, mainly TGF‐β1 has been shown to be  involved  in detrusor 

organogenesis  [52]  and  to  promote  stem  cell  differentiation  into  SMC  [56],  which may 

explain  the  observed,  enhanced  pADSC maturation  towards  the  SMC  lineage  during  co‐

culture.  

These results may help to elucidate our findings, upon which the combination of SMC and 

pADSC in a 1:1 ratio improves the SMC proliferation, while further strengthening the SMC 

phenotype of the pADSC.  

Conclusion 

In conclusion, this study shows that SMC‐pADSC co‐culture in a 1:1 ratio may function as a 

replacement  of  the  SMC monoculture  to  generate  contractile  smooth muscle  tissue  for 

detrusor  muscle  regenerative  purposes.  It  offers  a  stable  phenotype,  improved 

proliferation,  faster  niche  formation  and  increased  secretion  of  various  wound  healing‐

related factors compared to the SMC monoculture. 
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Abbreviations 

ADSC – adipose‐derived stem cells 

αSMA – alpha smooth muscle actin 

BAM – bladder acellular matrix 

BMP4 – bone morphogenetic protein 4 

Col – collagen  

CTGF – connective tissue growth factor 

ECM – extracellular matrix 

FBC – fetal bovine serum 

HBEGF – heparin binding epidermal growth factor‐like growth factor 

HPRP ‐ high‐pH reverse phase chromatography 

Itg ‐ integrin 

MMP – matrix metalloproteinase 

MyH11 – myosin heavy chain 11 

pADSC – pre‐differentiated, smooth muscle‐like adipose‐derived stem cells 

PBS – phosphate‐buffered saline 

PDGF – platelet‐derived growth factor 

PS – penicillin / streptomycin 

SMC – smooth muscle cells 

TGF‐β – transforming growth factor‐beta  

TIMP – tissue inhibitor of metalloproteinases 
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Reprint Author: 

Daniel Eberli, University Hopsital Zürich, Frauenklinkstrasse 10, 8091 Zürich Switzerland. 
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Figure  1:  SMC marker  expression  by  SMC  and  SMC‐pADSC  co‐cultures  in  various  ratios 

after one (left columns) and two weeks (right columns) of culture. The 1:1 and 1:3 ratios 

show a similar SMC marker expression to the SMC monoculture. The 1:5 cell ratio shows a 

weaker,  rather  inconsistent  expression  of  the  specific  SMC  markers.    Calponin  (green), 

MyH11 and Smoothelin (red). Nuclei (blue) stained with DAPI. Scale bar: 50μm 
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Figure 2: Organoid count and size in the co‐cultures over three weeks of culture. The 1:1 

cell ratio shows a significantly higher number of organoids compared to the other two cell 

ratios and the SMC monoculture after 1 and two weeks of culture. There was no significant 

difference  in  organoid  size  between  the  different  cell  ratios  and  the  cell  monoculture. 

Scale bar: 200μm  b) SMC (top) after one week and and pADSC (bottom) after three weeks 

of  indirect  cell  co‐culture  in a 1:1  ratio.  SMC do, while pADSC do not  form organoids. c) 

SMC  (top,  green)  and  pADSC  (bottom,  red)  were  stained  with  pkh67  and  pkh26 

respectively and directly  co‐cultured  for 2 weeks on glass chamber  slides. SMC  form the 

“core”  of  the  organoid,  while  pADSC  grow  over  and  along  the  SMC  as  shown  in  the 

combined view. Scale bar: 75μm. **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 
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Figure 3: a) Proliferation analysis of cells grown by direct co‐culture. In general the 1:1, 1:2 

and 1:3 co‐cultures proliferate significantly better than the monocultures. Cells in 1:5 ratio 

proliferate similarly to the pADSC monoculture. The 1:1 ratio shows the most continuous 

proliferation compared to other cell ratios.  

b)  Proliferation  analysis  of  cells  co‐cultured  using  transwell  inserts:  SMC  proliferation  is 

significantly  improved  with  the  increasing  number  of  pADSC.  c)  pADSC  proliferate 

significantly  faster  when  transwell  co‐cultured  with  SMC  compared  to  the  pADSC 

monoculture  regardless  the cell  ratio.d)  In‐cell western blot analysis of cells grown  in 96 

well plates using the Li‐COR system. In most cases the SMC marker expression in the 1:1 

cell  ratio  is  most  similar  to  the  SMC  monoculture.  *P<0.05,  **P<0.01,  ***P<0.001, 

****P<0.0001 
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Figure  4:  Contractility  measurement  of  cells  in  various  ratios  embedded  in  collagen 

(contraction  is  marked  by  a  red  arrow).  Cells  in  1:1  ratio  contract  connatural  to  SMC 

monoculture.  After  24h  the  1:1  cell  ratio  shows  a  significantly  improved  functionality 

compared  to  other  ratios,  that  normalizes  after  48h.  Overall  co‐cultures  and  SMC 

monoculture contract significantly better than the ADSC control. ****P<0.0001 
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Figure  5:  Proteomic  analysis  of  the  secreted  ECM  /  niche  proteins.  Significance  was 

calculated  in  comparison  to  the  1:1  cell  ratio  using One‐way  ANOVA  and  a  Bonferroni’s 

multiple  comparison  test.  Scatter  dot  plot  ± Min/Max;  *P<0.05,  **P<0.01,  ***P < 0.001, 

****P < 0.0001^ 
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Figure 6: Proteomic analysis of the secreted MMPs and TIMPs. Significance was calculated 

in  comparison  to  the  1:1  cell  ratio  using  One‐way  ANOVA  and  a  Bonferroni’s  multiple 

comparison test. Scatter dot plot ± Min/Max; **<0.01 
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Figure 7: Proteomic analysis of the integrins. Significance was calculated in comparison to 

the  1:1  cell  ratio  using  One‐way  ANOVA  and  a  Bonferroni’s  multiple  comparison  test. 

Scatter dot plot ± Min/Max; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001] 
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Figure  8:  Proteomic  analysis  of  various  secreted  growth  factors  and  TGFβ  isoforms. 

9Significance was calculated in comparison to the 1:1 cell ratio using One‐way ANOVA and 

a Bonferroni’s multiple  comparison  test.  Scatter dot plot ± Min/Max; *P<0.05, **P<0.01, 

***P<0.001 
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Figure Legends: 

 

Suppl.  Figure  1:  a)  Immunofluorescence  staining  of  ADSC,  pADSC  and  SMC  for  the 

expression  of  smooth muscle  specific markers  after  one week  of  growth.  ADSC  did  not 

express  any  of  the  specific  markers.  pADSC  expressed  calponin  (green)  and  smoothelin 

(red)    on  a  similar  level  as  SMC,  while  their MyH11  (red)  expression was  decreased.  b) 

representative SMC and pADSC flow cytometry analysis for the specific SMC markers after 

one week of culture in cell culture medium.  Nuclei stained blue with DAPI.  
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Suppl. Figure. 2: SMC (red) and pADSC (green) after two weeks of direct co‐culture in 1:1 

ratio in collagen scaffold. SMC form organoids, networks and tubes in the scaffold that are 

surrounded by a pADSC layer. Grey pictures represent nuclei distribution in the organoids 

(DAPI staining). Middle picture scale bar: 100μm, left and right pictures scale bars: 200μm 
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