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General Summary and
Discussion

Pericytes, the mural cells of blood microvessels, have been described
for the first time in 1873 by the French scientist Charles-Marie Ben-
jamin Rouget as a subset of contractile cells surrounding microvessels
[1]. In 1923 Zimmerman introduced a new term "pericytes" to connect
to their close location to the endothelial cells that form vessel tubes [2].
Pericytes cover the majority of all capillaries and over the years have
emerged as important regulators of vascular morphogenesis and func-
tion. Despite extensive studies, there are remaining important unsolved
questions related to the mechanobiology of pericytes [3] with one of the
most intriguing parts of them – the control of the vascular blood flow
[4–8].

Currently, the mechanical behaviour of pericytes, although of signi-
ficant importance to their biological function, can only be inferred from
(post mortem) in vivo imaging. The main reason for this lack of access-
ibility is the difficulty of generating homogeneous cell culture of primary
mid-capillary pericytes, as they show differences in phenotype and ex-
pression of proteins depending on their location on the capillary tree and
don’t have unique markers [2, 9, 10]. Additionally, “true” or “approved”
pericytes are located on mid-capillaries that show the most clear dif-
ferences from smooth muscle cells [9, 11]. Pericytes located on pre- or
post-capillaries have been defined as “transitional” pericytes [2]. Thus,
generating a cell culture of “true”, mid-capillary, primary pericytes that
don’t show expression of ↵-smooth muscle actin (↵-SMA) and support
angiogenesis is nearly impossible. As a confirmation, there are no such
commercially available primary pericytes present. In vivo experiments
lack the level of control of experimental conditions and don’t support
direct cell force measurements in contrast to in vitro studies.

In this thesis an attempt was made to push boundaries and develop
approaches to study pericyte mechanobiology in vitro. First, by us-
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ing human induced pluripotent stem cell-derived pericytes that resemble
“true” pericytes located on mid-capillaries, characterized by the lack of
↵-smooth muscle actin and supporting angiogenesis [12, 13]. Pericytes
have a complicated biochemical and spatial organization of extracellular
matrix proteins around them on the capillaries, combined with changing
stiffness, accompanying changes in the blood pressure. These factors
generally have implications for cell behavior and pericytes are not an
exception [14–16]. It is important to combine all these factors in order
to accurately reproduce the cell microenvironment in vitro. In chapter

2 the existing knowledge about the structure and properties of the peri-
cyte extracellular matrix have been utilized to identify most appropriate
methods to re-create the mechanical microenvironment of pericytes in
vitro that open new opportunities to study their mechanobiology.

Pericytes are embedded within the capillary basement membrane
made of the three main components – collagen IV, laminin-411/511 and
fibronectin that are used for attachment of cells in the capillary wall [17–
20]. Recent findings revealed that laminin and type IV collagen are not
organized into one homogeneous network, but form two layers, allowing
fibroblasts to interact with collagen on one side and endothelial cells to
interact with laminin on the other side of the basement membrane [21].
Pericytes turned out to be located “under” the collagen layer close to en-
dothelial cells with a thin laminin rich layer in the pericyte-endothelial
cell interstitia. Moreover, by electron microscopy it was found that this
laminin layer contains small deposits of fibronectin [17, 20, 22]. While
endothelial cells attach mainly to laminin, for pericytes this is less well
understood. The in vitro model of the basement membrane structure in
the pericyte-endothelial cell interstitia of the mid-capillary region that I
developed allowed to show in chapter 3 that pericytes prefer fibronectin
over the laminin, pointing to a potential role of these fibronectin depos-
its as main anchoring points for mechanical attachment of pericytes to
capillaries. This role was originally proposed by Courtoy in 1983 and
now I was able to confirm in an in vitro experiment, using the recent
advances in the extracellular matrix modeling approaches.

I showed that pericytes respond to the variation in fibronectin-patterned
substrate stiffness with changes in force application, spreading, and cell-
matrix adhesions size in a not linear manner as, for example, human or
mouse fibroblasts, where cellular traction forces together with spread-
ing and cell matrix adhesions size gradually increase with increasing
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substrate stiffness [23–25]. Pericytes show optimal spreading and cell-
matrix adhesions size on intermediate substrate stiffness and suppressed
on both soft and stiff substrates. The forces applied by pericytes do not
follow the same trend and are vice versa lower on intermediate substrate
stiffness and higher on soft and stiff. The stiffness range supporting
optimal pericyte spreading appeared to be close to that for endothelial
cells and smooth muscle cells determined by atomic-force microscopy
[26, 27], indicating that this stiffness range represents a response in a
physiologically relevant stiffness regime. Behavior of pericytes observed
in this study gives an insight on the way pericytes distinguish deviations
of the microvessel stiffness from the normal tissue and react by increasing
contractile forces to provide a mechanical support for microvessel walls,
preventing excessive dilation.

As aforementioned, depending on the location along the microvascu-
lar tree pericytes have been divided into three subgroups: pre-capillary,
mid-capillary and post-capillary pericytes. Mid-capillary pericytes com-
pletely lack ↵-smooth muscle actin, while pre- and post-capillary peri-
cytes show a gradient in the ↵-smooth muscle actin expression levels
from low, next to mid-capillaries, to high closer to arterioles and venules
where smooth muscle cells come in place [5, 9, 10]. In vivo and in vitro
studies on pericytes and other cell types show that ↵-SMA expression is
largely affected by soluble factors, but also can be attenuated by mech-
anical stimuli like substrate stiffness and extracellular matrix. Taking
into account that the change of the capillary order is accompanied by
the change in it’s diameter, inside blood pressure, basement membrane
thickness and protein composition, pericytes experience different mech-
anical signals on different parts of the microvascular tree and this may
have an influence on ↵-SMA protein expression that leads to contractil-
ity. Earlier findings already pointed on a special role of extracellular
matrix mechanical properties in the ↵-SMA regulation in myofibroblasts
[28] as well as in mesenchymal stem cells [29]. Whether and how do these
factors combine to condition ↵-SMA expression gradient in pericytes in
the resting vasculature remains unclear.

In chapter 4 our in vitro approach to study pericyte mechanobio-
logy allowed to investigate whether such parameters like vessel diameter,
basement membrane composition and stiffness can have an effect on the
↵-SMA recruitment to stress fibers in pericytes. An image analysis ap-
proach was utilized to obtain uncompromised data on the ↵-SMA fiber
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formation with a single cell resolution. It was observed that pericytes
seeded on fibronectin dots surrounded by laminin, showed a lower per-
centage of ↵-SMA recruitment to stress fibers than pericytes seeded on
a monolayer of fibronectin. The first pattern resembles protein organ-
ization in the mid-capillary pericyte-endothelial cell interstitia and the
second is more common for arteriole and venule regions of a microvascu-
lature tree. This data suggests an inhibitory effect from the fibronectin
organized in patches in the capillary basement membrane on the ↵-SMA
recruitment to the F-actin cytoskeleton of pericytes. Likewise, pericytes
showed low to no additional correlation of the ↵-SMA recruitment with
the stiffness or vessel diameter in the presence of fibronectin organized
in a dotted pattern. In contrast, human smooth muscle cells maintained
the ability to form ↵-SMA fibers on such a patten and responded to the
deviating stiffness and available area for spreading with different ↵-SMA
recruitment rates, yet higher then in pericytes. This data demonstrates
that after full maturation of pericytes into smooth muscle cells they
loose the ability to adjust ↵-SMA expression levels in response to the
fibronectin arrangement in the basement membrane and become more
dependent instead on vessel stiffness and diameter. These findings may
further help to unveil processes behind maintaining ↵-SMA expression
gradient in pericytes, and can be used to keep them from obtaining con-
tractile phenotype in cell culture.

The contractility of pericytes, despite some contradictory results, was
reported to be involved in regulation of the cerebral blood flow and pro-
mote brain damage in ischemia in mice in vivo [4, 5, 8]. Nevertheless,
there is no direct evidence in terms of direct mechanical measurements.
In chapter 5 a new approach was designed and characterized that al-
lows to constantly monitor cellular forces during a rapid exchange of cell
culture media to expose cells to different environmental conditions such
as: the temperature, the composition of the cell culture medium, and
the oxygen concentration. This approach permits the study of the beha-
viour of pericytes during hypoxia and ischemia. It also can be applied
to any other cells for which the environmental conditions need to be
changed, and where responses in cell force application and morphology
are questioned.

Taken together, the approaches developed in this thesis to study peri-
cyte behaviour in vitro and the obtained results show novel opportun-
ities to investigate pericyte mechanobiology and provide insight, better
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understanding and proof to processes that were impossible in in vivo
experiments.
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Samenvatting

Pericyten, de wandcellen van bloedmicrovaten, werden voor het eerst
beschreven in 1873 door de Franse wetenschapper Charles-Marie Benja-
min Rouget als een subset van contractiele cellen rondom microvaten [1].
In 1923 introduceerde Zimmerman een nieuwe term “pericyten” om aan
te sluiten bij hun ligging dicht bij de endotheelcellen die vaatbuizen vor-
men [2]. Pericyten bedekken de meerderheid van alle haarvaten en zijn
in de loop der jaren naar voren gekomen als belangrijke regulatoren van
vasculaire morfogenese en functie. Ondanks uitgebreide studies zijn er
nog belangrijke onopgeloste vragen in verband met de mechanobiologie
van pericyten [3], waarvan één van de meest intrigerende de controle van
de vasculaire bloedstroom is [4–8].

Momenteel kan het mechanische gedrag van pericyten, hoewel van
groot belang voor hun biologische functie, alleen worden afgeleid uit
(post mortem) beeldvorming. De belangrijkste reden voor dit gebrek
aan toegankelijkheid is de moeilijkheid om homogene cellen van pri-
maire mid-capillaire pericyten te genereren, aangezien ze verschillen in
fenotype en expressie van eiwitten vertonen die afhankelijk zijn van hun
locatie op de capillaire boom, en zij geen unieke markers hebben [2,
9, 10]. Daarnaast bevinden zich “echte” of “goedgekeurde” pericyten op
middencapillairen welke de meest duidelijke verschillen met gladde spier-
cellen vertonen [9, 11]. Pericyten op pre- of post-capillairen zijn gedefi-
nieerd als “transitionele” pericyten [2]. Het genereren van een celcultuur
van “echte”, midden-capillaire, primaire pericyten die geen expressie van
↵-gladde spier actine (↵-SMA) vertonen en angiogenese ondersteunen is
dus vrij-wel onmogelijk. Ter bevestiging, er zijn geen dergelijke, in de
handel verkrijgbare, primaire pericyten te koop. In vivo experimenten
missen de mate van controle over de experimentele omstandigheden en
ondersteunen geen directe celkrachtmetingen, in tegenstelling tot in vitro
studies.
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In dit proefschrift is een poging gedaan om grenzen te verleggen en
benaderingen te ontwikkelen om de mechanobiologie van pericyten in
vitro te bestuderen. Ten eerste, door gebruik te maken van mense-
lijke geïnduceerd pluripotente stamcellen-afgeleide pericyten die lijken
op “echte” pericyten in middencapillairen. Deze zijn gekenmerkt door
het ontbreken van ↵-SMA en het ondersteunen van angiogenese [12, 13].
Pericyten hebben een ingewikkelde biochemische en ruimtelijke organi-
satie van extracellulaire matrix eiwitten op de haarvaten, gecombineerd
met veranderende stijfheid, bij veranderingen in de bloeddruk. Deze fac-
toren hebben over het algemeen gevolgen voor het gedrag van de cellen
en pericyten vormen daarop geen uitzondering [14–16]. Het is belangrijk
om al deze factoren te combineren om de celmicro-omgeving nauwkeurig
in vitro na te bootsen. In hoofdstuk 2 is de bestaande kennis over de
structuur en eigenschappen van de extracellulaire matrix van pericyten
gebruikt om de meest geschikte methoden te identificeren de mechanische
micro-omgeving van pericyten in vitro na te bootsen. Die ontwikkeling
biedt nieuwe mogelijkheden om hun mechanobiologie te bestuderen.

Pericyten zijn ingebed in het capillaire basaalmembraan dat bestaat
uit de drie hoofdbestanddelen – collageen IV, laminine-411/511 en fi-
bronectine – die door cellen kunnen worden gebruikt voor hechting in de
capillaire wand [17–20]. Recente bevindingen toonden aan dat laminine
en type IV collageen niet georganiseerd zijn in één homogeen netwerk,
maar twee lagen vormen, waardoor fibroblasten aan de ene kant kunnen
interacteren met collageen en endotheelcellen aan de andere kant van
het basaalmembraan met laminine [21]. Pericyten bleken zich “onder”
de collageenlaag dicht bij endotheelcellen te bevinden met een dunne la-
mininerijke laag in de pericyte-endotheelcel interstitia. Bovendien bleek
met elektronenmicroscopie dat deze lamininelaag kleine eilanden van fi-
bronectine bevat [17, 20, 22]. Terwijl endotheelcellen zich voornamelijk
hechten aan laminine, is dit voor pericyten onbekend. Het in vitro model
van de basaalmembraan in de pericyte-endotheliale celinterstitia van het
midden-capillaire gebied dat ik heb ontwikkeld, maakte het mogelijk in
hoofdstuk 3 aan te tonen dat pericyten fibronectine prefereren boven
laminine. Dit wijst op een mogelijke rol van deze fibronectine-afzettingen
als voornaamste verankeringspunten voor de mechanische hechting van
pericyten aan haarvaten. Deze rol werd oorspronkelijk voorgesteld door
Courtoy in 1983. Ik heb deze hypothese nu met een in vitro experi-
ment kunnen bevestigen, met behulp van de recente vooruitgang in de
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modellering van de extracellulaire matrix.

Ik heb verder aangetoond dat pericyten reageren op een variatie in
fibronectine patroonstijfheid met veranderingen in kracht, spreiding en
cel-matrix adhesie. Dit gebeurt op een niet lineaire wijze zoals bijvoor-
beeld in menselijke of muizenfibroblasten waar de cellulaire trekkrachten
samen met de cel spreiding en de grootte van cel-matrix adhesie struc-
turen geleidelijk toenemen met toenemende substraatstijfheid [23–25].
Pericyten vertonen optimale spreiding en cel-matrix adhesie grootte op
intermediaire substraatstijfheid. De door pericyten uitgeoefende krach-
ten zijn juist omgekeerd lager op intermediaire substraatstijfheid en ho-
ger op heel zachte en heel stijve substraten. Het stijfheidsbereik dat
optimale pericytenspreiding ondersteunt, bleek dicht bij dat voor endo-
theelcellen en gladde spiercellen te liggen [26, 27]. Dit wijst erop dat het
gevonden stijfheidsbereik een respons in een fysiologisch relevant stijf-
heidsregime vertegenwoordigt. Het in deze studie waargenomen gedrag
van pericyten geeft inzicht in de manier waarop pericyten afwijkingen
van de stijfheid van de microvaten onderscheiden van het normale weef-
sel, hoe zij reageren door de contractiele krachten te verhogen om een
mechanische ondersteuning te bieden aan de wanden van de microvaten,
waardoor overmatige dilatatie wordt voorkomen.

Zoals hierboven vermeld zijn pericyten, afhankelijk van de locatie
langs de microvasculaire boom, onderverdeeld in drie subgroepen: pre-
capillaire, midden-capillaire en post-capillaire pericyten. Mid-capillaire
pericyten missen volledig ↵-SMA, terwijl pre- en post-capillaire pericy-
ten een gradiënt vertonen in de ↵-SMA expressie van laag, naast mid-
capillairen, naar hoog bij arteriolen en venulen waar gladde spiercellen
aanwezig zijn [5, 9, 10]. Uit het in vivo en in vitro onderzoek aan peri-
cyten en andere celtypes blijkt dat de expressie van ↵-SMA grotendeels
wordt beïnvloed door oplosbare factoren, maar ook door mechanische
prikkels zoals de stijfheid van het substraat en de extracellulaire matrix.
Aangezien de verandering van de volgorde van de capillairen gepaard
gaat met veranderingen in diameter, inwendige bloeddruk, dikte van
het basaalmembraan en eiwitsamenstelling, ervaren pericyten verschil-
lende mechanische signalen op verschillende delen van de microvasculaire
boom. Dit kan invloed hebben op de expressie van ↵-SMA dat leidt tot
contractiliteit. Eerdere bevindingen wezen al op een bijzondere rol van de
mechanische eigenschappen van de extracellulaire matrix bij de regule-
ring van ↵-SMA in myofibroblasten [28] en in mesenchymale stamcellen
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[29]. Of en hoe deze factoren bij elkaar genomen de expressiegradiënt
van ↵-SMA in pericyten in de rustende vasculatuur conditioneren blijft
onduidelijk.

In hoofdstuk 4 werd onze in vitro benadering van de mechanobio-
logie van pericyten gebruikt om te onderzoeken of parameters als vaat-
diameter, basaal membraansamenstelling en stijfheid een effect kunnen
hebben op de rekrutering van ↵-SMA in spanningsvezels in pericyten.
Met behulp van beeldanalyse werden gegevens verkregen over de vor-
ming van ↵-SMA-vezels met een resolutie van één cel. Er werd gecon-
stateerd dat pericyten die op fibronectinestippen omgeven door laminine
groeiden, een lager percentage rekrutering van ↵-SMA aan spannings-
vezels vertoonden dan pericyten die op een monolaag van fibronectine
groeiden. Het eerste patroon lijkt op de eiwitorganisatie in de interstitia
tussen pericyten en endotheelcellen in het midden van de haarvaten, ter-
wijl het tweede patroon meer voorkomt in arteriole- en venulegebieden
van een microvasculatuur boom. Deze gegevens suggereren een remmend
effect van het fibronectine dat in patches in het capillaire basaalmem-
braan is georganiseerd op de rekrutering van ↵-SMA aan het F-actine
cytoskelet van pericyten. Ook vertoonden pericyten weinig tot geen cor-
relatie tussen de rekrutering van ↵-SMA en de stijfheid of vaatdiameter
in aanwezigheid van fibronectine, georganiseerd in een stippelpatroon.
Daarentegen behielden menselijke gladde spiercellen het vermogen om
↵-SMA-vezels te vormen op een dergelijk patroon en reageerden zij op
de afwijkende stijfheid en het beschikbare gebied voor verspreiding met
verschillende ↵-SMA-recrutering snelheden, die echter hoger waren dan
bij pericyten. Deze gegevens tonen aan dat na volledige rijping van peri-
cyten tot gladde spiercellen zij het vermogen verliezen om het expressie-
niveau van ↵-SMA aan te passen in reactie op de fibronectine organisatie
in het basaalmembraan en in plaats daarvan meer afhankelijk worden van
de stijfheid en de diameter van het bloedvat. Deze bevindingen kunnen
verder helpen bij het onderzoeken van de processen achter het handhaven
van de ↵-SMA expressiegradiënt in pericyten en kunnen worden gebruikt
om te voorkomen dat zij in celkweek een contractiel fenotype krijgen.

De contractiliteit van pericyten is, ondanks enkele tegenstrijdige re-
sultaten, gerapporteerd als betrokken bij de regulering van de cerebrale
bloedstroom en bij hersenschade na ischemie bij muizen in vivo [4, 5,
8]. Toch is er geen direct bewijs in termen van directe mechanistische
metingen. In hoofdstuk 5 werd een nieuwe benadering ontworpen en
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gekarakteriseerd die het mogelijk maakt om voortdurend de krachten
van cellen te monitoren tijdens een snelle uitwisseling van celkweekme-
dia om cellen bloot te stellen aan verschillende omgevingscondities zoals:
de temperatuur, de samenstelling van het celkweekmedium en de zuur-
stofconcentratie. Met deze aanpak kan het gedrag van pericyten tijdens
hypoxie en ischemie worden bestudeerd. De techniek kan ook worden
toegepast op alle andere cellen waarvoor de omgevingsomstandigheden
moeten worden gewijzigd en waarbij reacties in celkrachttoepassing en
morfologie worden gevolgd.

Samengevat, de in dit proefschrift ontwikkelde methodes en benade-
ringen om het gedrag van pericyten in vitro te bestuderen, en de verkre-
gen resultaten, scheppen nieuwe mogelijkheden om de mechanobiologie
van pericyten te onderzoeken en inzicht, begrip en bewijs te leveren voor
processen die in in vivo experimenten onmogelijk waren.
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