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5 Einleitung

Die linksventrikuldre, Druck-induzierte kardiale Hypertrophie ist Folge weit verbreiteter
kardiovaskuldrer Erkrankungen wie die arterielle Hypertonie und die Aortenklappenstenose.
Die Nachlasterhohung induziert eine kardiale Hypertrophie, die zundchst zu einer
Herzinsuffizienz mit erhaltener Pumpfunktion, jedoch beeintrichtigter diastolischer
linksventrikulérer Funktion (Heart Failure with Preserved Ejection Fraction, HF-PEF) fiihrt.
Im weiteren Verlauf der Erkrankung entwickeln die Patienten hdufig eine Herzinsuffizienz
mit eingeschrinkter systolischer linksventrikuldrer Funktion (Heart Failure with Reduced

Ejection Fraction, HF-REF) (1).

Die zunehmende interstitielle Fibrosierung des Myokards gilt als wichtiger morphologischer
Faktor fiir die Entstehung einer Herzinsuffizienz und ist selbst nach optimaler Therapie nicht
komplett reversibel. Dabei korreliert das Stadium der Insuffizienz nach NYHA I-IV und die
systolische Pumpfunktion mit dem AusmaBl der Fibrose (2). Im Endstadium der
Herzinsuffizienz kann die Druck-induzierte kardiale Hypertrophie zu einer sekundiren
dilatativen Kardiomyopathie fiihren. Trotz prognoseverbessernde Medikamente wie Beta-
Blocker, ACE-Hemmer, Aldosteronantagonisten und dem Neprilysin-Inhibitor Sacubitril,
sowie invasive Therapieformen wie die kardiale Resynchronisationstherapie und der
implantierbarer Kardioverter-Defibrillator (3-5), bleibt die Prognose einer dilatativen
Kardiomyopathie mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von 10-15% denkbar schlecht (6). Als
Ultima Ratio fiir diese Patienten kommen nur eine Herztransplantation oder die Implantation
eines mechanischen Herzunterstiitzungssystems in Betracht (7, 8). Aufgrund der geringen und
abnehmenden Verfiligbarkeit von Spenderherzen, der langen Wartezeit mit entsprechend
hoher Mortalitdit und der hohen Komplikationsrate bei Herztransplantationen und
Herzunterstiitzungssystemen ist die Suche nach alternativen Therapieformen zur Reduktion
der Fibrose und damit Verbesserung der kardialen Pumpfunktion von groBter Bedeutung (9-

12).

Die Regeneration des geschiddigten Myokards mithilfe der Stammzelltherapie erscheint hier
als aussichtsreiche Zukunftsoption (13). Die Mobilisierung von Knochenmarksstammzellen in
den Blutstrom durch das Zytokin Granulocyte Colony Stimulating Factor G-CSF als
Alternative zur direkten intramyokardialen Injektion von Stammzellen wurde in den
vergangenen Jahren erfolgreich bei kardiovaskuldren Erkrankungen durchgefiihrt (14-17).
Klinisch wird das Zytokin G-CSF bereits seit langem zur Mobilisierung von

Knochenmarksstammzellen im Rahmen von Knochenmarktransplantationen eingesetzt.
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Im ischimischen Gewebe spielt die Migration von mobilisierten Knochenmarksstammzellen
fiir die Regeneration des Myokards eine entscheidende Rolle. In priaklinischen Studien konnte
fiir verschiedene kardiovaskuldre FErkrankungen, wie nach einem Myokardinfarkt, ein

kardioprotektiver Effekt durch die Gabe von G-CSF nachgewiesen werden (18-21)

Im ischdmischen Myokard ist die Interaktion des Chemokins stromal-derived factor-1 (SDF-
1/CXCL12) mit dem Liganden chemokine receptor type 4 (CXCR4), das vor allem an der
Oberflache von vielen Knochenmarksstammzellen exprimiert wird, fiir die Migration in das
Gewebe verantwortlich (22, 23). Die G-CSF-Gabe nach akutem Herzinfarkt bewirkt
allerdings eine N-terminale Spaltung von SDF-1, wodurch ein vermindertes Homing von
Knochenmarksstammzellen in das Myokard resultiert. Dies wiederum konnte eine Erkldrung

fiir die enttduschenden Ergebnisse erster klinischer Studien sein (24, 25).

Im Gegensatz zum ischdmischen Myokard scheint die CXCR4/SDF1-Achse bei nicht-
ischdmischen Kardiomyopathien keine Rolle fiir das Homing von Knochenmarksstammzellen
zu spielen. Dafiir spricht, dass in humanen Herzen mit dilatativer Kardiomyopathie SDF-1
nicht hochreguliert ist (26). Tatséchlich konnten erste Studien zeigen, dass die Gabe von G-
CSF bei Druck-induzierter Hypertrophie einen positiven Effekt auf die Pumpfunktion und die

Regeneration des Herzens, insbesondere in Hinblick auf die Fibrose, hat (27).

In dem ersten Teil der vorliegenden Forschungsarbeit soll gekldrt werden, ob eine Druck-
induzierte kardiale Hypertrophie durch eine Therapie mit G-CSF positiv beeinflusst werden
kann. Hierbei soll neben der Mobilisierung der Knochenmarksstammzellen, insbesondere das
Homing in das erkrankte Myokard mit den zugrundeliegenden Faktoren untersucht werden.
Weiterhin wird der Einfluss auf das myokardiale Remodelling, mit dem Fokus auf das
AusmalBl der Hypertrophie und der myokardialen Fibrosierung, analysiert. Die
Untersuchungen werden am Mausmodell der Druck-induzierten linksventrikuldren
Hypertrophie durchgefiihrt, bei dem eine sogenannte Transverse Aortic Constriction

durchgefiihrt wird.

Der zweite Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Etablierung einer innovativen
diagnostischen Option des in vivo Monitorings. Erforscht werden soll, ob sich die micro-
FDG-Positronen-Emissions-Tomographie zur Bildgebung von kardialer Hypertrophie und der

einhergehenden Fibrose eignet.



5.1 Linksventrikulire Hypertrophie

Patienten mit kardiovaskuldren Erkrankungen oder kardiovaskulidren Risikofaktoren weisen
hidufig eine linksventrikulire —Hypertrophie auf, die echokardiographisch und
elektrokardiographisch diagnostiziert wird. Die linksventrikuldre Hypertrophie ist ein
unabhingiger Risikofaktor fiir das Auftreten eines akuten Koronarsyndroms, fiir die
Entstehung einer Herzinsuffizienz, sowie filir ventrikuldre und supraventrikulire Arrhythmien
(28, 29). Des Weiteren erhoht die linksventrikulire Hypertrophie das Risiko fiir einen
plotzlichen Herztod (30).

Physiologisch kommt eine linksventrikuldre Hypertrophie als Antwort auf den erhdhten
Bedarf nach Sauerstoff und Nihrstoffen bei Sportlern, wihrend der Schwangerschaft und in
der Wachstumsphase von Kindern vor (31). Die Vergroferung der Kardiomyozyten geht
einher mit einer entsprechenden Expansion des Kapillarnetzwerkes und ist nicht verbunden

mit funktionellen oder strukturellen Anomalitdten (32).

Dagegen ist die pathologische linksventrikuldre Hypertrophie durch eine Hochregulation von
neurohumeralen Mediatoren und ein myokardiales Wachstum, das die Kapazitit der
Blutgefille fiir eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen iibertrifft,
gekennzeichnet. Hierdurch kommt es zu Gewebeschadigung, Absterben von Kardiomyozyten
und maladaptives kardiales Remodelling, das letztendlich zur einer Herzinsuffizienz fiihrt (33,

34).

Die konzentrische linksventrikuldre Hypertrophie zeichnet sich durch eine Verdickung der
einzelnen Kardiomyozyten und eine relative Zunahme der Wanddicke im Verhiltnis zur
VentrikelgroBe aus. Ursdchlich ist eine Nachlasterhohung, wie sie bei einer
Aortenklappenstenose oder bei arterieller Hypertonie aufiritt. Im Gegensatz dazu entsteht eine
exzentrische linksventrikuldre Hypertrophie als Folge von Volumenbelastung, zum Beispiel
bei einer Aortenklappeninsuffizienz. Auf Zellebene kommt es zu einer Verlingerung der
einzelnen Kardiomyozyten, was sich morphologisch in einer Volumenzunahme des

Ventrikels duBert (35).

In Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass die physiologische Hypertrophie bei Sportlern
mafgeblich durch die erhdhte Ausschiittung des Wachstumshormons IGF-1, welches das
Wachstum von Kardiomyozyten via Aktivierung von PI3K(pl110a) und Aktl stimuliert,
induziert wird. Bei der pathologischen Hypertrophie hingegen wird das Wachstum
hauptséchlich iiber Angiotensin II, Noradrenalin und Endothelin-1 aktivierte G-Proteine

aktiviert (36).
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5.2 Kardiale Fibrose

Das kardiale Remodelling bleibt in der linksventrikuliren Hypertrophie nicht auf die
Veridnderungen der Kardiomyozyten beschrinkt. Insbesondere die Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems stimuliert die Kollagensynthese mit daraus resultierender
Fibrosierung der extrazelluldren Matrix (37, 38). Die zunechmende Steifigkeit des Myokards
beeintrichtigt die diastolische Fiillung und Saugwirkung des Herzens. Die diastolische
Dysfunktion fiir zu einer reduzierten korperlichen Belastbarkeit und ist somit ein Risikofaktor

fiir die Entstehung einer HF-PEF (39-41).

In Patienten mit HF-REF korreliert die linksventrikuldre Fibrose mit der Reduktion der
systolischen linksventrikuldren Funktion sowie mit dem Grad der Herzinsuffizienz nach
NYHA und ist ein Indikator fiir das Langzeit-Uberleben (42, 43). Der Progress der
Erkrankung wird durch einen Circulus vitiosus aus latenter kardialer Ischdmie, Inflammation,

Apoptose und zunehmender Fibrosierung aufrechterhalten (44-46).

Die disseminierte kardiale Fibrose in der linksventrikuldren Hypertrophie kann zu einer
Beeintrichtigung der homogenen Ausbreitung und Riickbildung der elektrischen Erregung im
Myokard fiihren. Fibrose gilt daher als morphologisches Hauptsubstrat fiir die Entstehung von

ventrikuldren und supraventrikuliren Arrhythmien (47).

5.3 Monitoring der linksventrikuléiren Hypertrophie und Fibrose im Mausmodell

Fiir die Entwicklung und Erforschung neuer Therapieansétze, aber auch fiir die Diagnostik bei
Patienten mit linksventrikulérer Hypertrophie und Herzinsuffizienz, ist das in vivo Monitoring
des Herzens von immenser Bedeutung (48). Therapieerfolge und Therapieindikation, zum
Beispiel in Hinblick auf Fibrose oder Hypertrophie, konnten prinzipiell kontinuierlich und bei
den gleichen untersuchten Herzen erfolgen. Das kardiale Remodelling nicht-invasiv

quantitativ und qualitativ verfolgen zu konnen ist von grolem wissenschaftlichen Interesse

(49, 50).

In der préklinischen Forschung im Mausmodell stehen als bildgebende Diagnostik zum
Monitoring von kardialer Hypertrophie neben der Echokardiographie die kardiale
Magnetresonanztomographie und die invasive Vermessung mittels Kontrastmittel-
Ventrikulographie zur Verfiigung. Obwohl die Echokardiographie in der kardialen Diagnostik
an erster Stelle steht, so ist zu beriicksichtigen, dass die Auswertungen stark
untersucherabhingig sind. Die Magnetresonanztomographie dagegen ermdoglicht eine sehr

genaue Berechnung der linksventrikuldren Masse und kann zudem Fibroseareale detektieren
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(51). Allerdings birgt die Methode zumindest im klinischen Setting den Nachteil, dass sie bei
einigen Metall-Implantaten und Herzschrittmacher kontraindiziert ist. Die invasive
Vermessung im Herzkatheter mithilfe der Rackley-Methode hat den Vorteil, dass in gleicher
Sitzung hidmodynamische Untersuchungen sowie eine Koronarangiographie durchgefiihrt
werden konnen. Jedoch erfordert die Kalibrierung zur Vermessung der linksventrikuldren

Masse in der Lavokardiographie eine grole Erfahrung des Untersuchers (52, 53).

Die Positronen-Emissions-Tomographie stellt im Gegensatz zur Magnetresonanztomographie
keine anatomische, sondern eine funktionelle Bildgebung dar. Die PET besitzt daher eine sehr
hohe diagnostische Genauigkeit fiir den Ischdmie-Nachweis und die Vitalitdtsabklérung (54).
Dariiber hinaus bietet die PET die Moglichkeit Mikrozirkulationsstérungen darzustellen und
ist daher in der weiteren Diagnostik der Herzinsuffizienz mit erhaltener Pumpfunktion

besonders bedeutsam (55).

Unklar ist bisher, ob die PET auch fiir das Monitoring von linksventrikuldrer Hypertrophie
und der damit einhergehenden Fibrosierung als neue diagnostische Moglichkeit zur in vivo
Evaluation neuer Therapieoptionen geeignet ist. Perspektivisch wiirde diese in vivo
Bildgebung zudem die Anzahl an bendtigten Tieren fiir zukiinftige Experimente reduzieren

konnen.

5.4 Stammzellmobilisierung durch G-CSF als therapeutische Option bei kardialen
Erkrankungen

G-CSF ist in ein hdmopoetisches Zytokin mit immunregulierender Funktion und wird klinisch
zur  Mobilisierung  von  hd@mopoetischen  Stammzellen im  Rahmen  von
Knochenmarktransplantationen eingesetzt (56). In préklinischen Studien konnte ferner gezeigt
werden, dass G-CSF fiir einige kardiovaskuldre Erkrankungen, wie beispielsweise nach einem
Myokardinfarkt und bei der dilatativen Kardiomyopathie, kardioprotektive Effekte besitzt
(18, 20-23, 26). Einerseits wird dies auf die von G-CSF ausgeloste Mobilisierung von
Knochenmarksstammzellen in das periphere Blut zuriickgefiihrt (24, 26). Anderseits konnte
ein durch G-CSF ausgeloster antiapoptotischer Effekt nachgewiesen werden, welcher iiber

den Jak-Stat und PI3K-Akt Signalweg vermittelt wird (57).

In ersten klinischen Studien, in denen der Effekt von G-CSF nach Myokardinfarkt untersucht
wurde, konnten die positiven Ergebnisse, die im Tiermodell festgestellt wurden, nicht
reproduziert werden (58). Eine mogliche Erklarung dieser negativen Ergebnisse ist die durch
G-CSF bedingte Beeintrachtigung der Migration von Knochenmarksstammzellen in das

ischdmische Myokard. Im akutem Myokardinfarkt findet das Homing von
12



Knochenmarksstammzellen in das geschidigte Gewebe iiber die Interaktion von CXCR-4,
einem Oberflichenliganden von Knochenmarksstammzellen, und SDF-1, ein myokardialer
Homing-Faktor, statt (59, 60). Die Gabe von G-CSF fiihrt zu einem verstarkten Abbau von
CXCR-4, sodass es zwar zu einer Mobilisierung der Knochenmarksstammzellen in die
Blutzirkulation kommt (24, 25). Jedoch fiihrt dieser Abbau von CXCR-4 gleichzeitig dazu,
dass die CXCR-4/SDF-1 vermittelte Migration dieser Knochenmarksstammzellen in das
ischdmische Myokard beeintréchtigt wird (61, 62).

Anders als bei der ischdmischen Kardiomyopathie wird bei der postmyokarditischen
dilatativen Kardiomyopathie das Homing der Knochenmarksstammzellen nicht iiber die
CXCR-4/SDF-1-Achse, sondern iiber das Oberflichenprotein VCAM-1 und dessen Liganden
VLA-4 vermittelt. In diesen postmyokarditischen Herzen konnte im Mausmodell durch die
Therapie mit G-CSF ein verbessertes Homing von Knochenmarksstammzellen mit konsekutiv

deutlicher Reduktion der Fibroseareale erzielt werden (63).

5.5 Fragestellungen der eingereichten Arbeit

Die Fragestellungen dieser Arbeit sind, ob in der Druck-induzierten, nicht-ischdmischen
Kardiomyopathie durch die Gabe von G-CSF neben der Mobilisierung von
Knochenmarksstammzellen ein verbessertes Homing von Knochenmarksstammzellen in das
Myokard erreicht werden kann und dadurch ein positiver Effekt beziiglich der Fibrose, der
kardialen Funktion und das Uberleben erzielt werden kann. Des Weiteren soll geklirt werden,
ob die FDG-Positronen-Emissions-Tomographie fiir das in vivo Monitoring im Mausmodell

der kardialen Hypertrophie anwendbar ist.
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6 Beitrag des Autors

6.1. Veroffentlichung I (Huber BC* and Beetz NL* et al., 2015)

Bruno Huber und Nick Lasse Beetz entwarfen das Konzept fiir die Studie und planten die
Experimente. Alle publizierten Experimente wurden von Nick Lasse Beetz durchgefiihrt.
Zudem fiihrte der Autor die Erhebung und Analyse aller verdffentlichten Daten durch. Bei
dem Verfassen des Manuskripts arbeiteten Bruno Huber und Nick Lasse Beetz eng
zusammen, wobei Nick Lasse Beetz den Methodenteil sowie wesentliche Teil der Einfiihrung,
Ergebnisse und Diskussion selbststéindig verfasste. Auch der Grofteil der Abbildungen wurde

von Nick Lasse Beetz erstellt.

6.2. Veroffentlichung II (Todica A et al., 2017)

Nach der ersten Publikation (Huber BC* and Beetz NL* et al., 2015) entwarfen Andrei
Todica und Nick Lasse Beetz diese vorliegende nuklearmedizinische Studie. Der Autor filihrte
alle publizierten Experimente durch, erhob und analysierte die verdffentlichen Daten. Nick
Lasse Beetz trug wesentliche Beitrige beim Verfassen des Manuskripts und bei dessen

Korrekturlesen bei.

6.3 Etablierung von neuen Methoden

Die Transverse Aortic Constriction als Modell fiir die Druck-induzierte linksventrikulédre
Hypertrophie wurde von Nick Lasse Beetz in dem Forschungslabor neu etabliert. Der Autor
verifizierte den Erfolg der neuen Methode mittels histologischer Auswertungen,
Gewichtmessungen und Bestimmung des Herz-Korper-Gewichtverhéltnisses. Zusétzlich
erarbeitete er ein Standard-Operation-Protokoll, das seither fiir weitere Versuche mit der
entsprechenden Methode genutzt wird. Durch Verbesserung einzelner Operationsschritte
(verkiirzte partielle Sternotomie, Positionierung der Einzelknopfndhte, etc.) und Optimierung
des perioperativen Ablaufs (steriles Vorgehen, Optimierung des perioperativen
Schmerzmanagements) konnte der Autor ein zunehmend verbessertes Uberleben der Tiere
erreichen.

Auch im Labor der Nuklearmedizin war das Modell der Transverse Aortic Constriction nicht
etabliert. Hier flihrte Nick Lasse Beetz erstmalig zusétzliche Untersuchungen mittels PET
durch und konnte erstmalig zeigen, dass die 'SF-FDG micro-PET im Mausmodell ein
geeignetes Instrument ist, um die linksventrikulére Hypertrophie und die damit einhergehende

Fibrose im Verlauf und in vivo zu iiberwachen.
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7 Zusammenfassung der Veroffentlichungen

Bei der Pathogenese der Herzinsuffizienz spielen die linksventrikuldre Hypertrophie und die
zunehmende kardiale Fibrosierung eine entscheidende Rolle. Dies trifft besonders in den
hiaufigen kardiovaskuldren Erkrankungen wie die arterielle Hypertonie und die

Aortenklappenstenose zu, die eine Druck-induzierte kardiale Hypertrophie verursachen.

Zwar konnte in den letzten Jahren durch eine konservativ-medikamentése Therapie mittels
Betablocker, ACE-Hemmern, Sartanen, Aldosteron-Antagonisten und dem Neprilysin-
Inhibitor Sacubitril die Prognose bei Herzinsuffizienz deutlich verbessert werden. Allerdings
ist selbst nach Behandlung der wursdchlichen FErkrankungen, das heiit operativer
beziehungsweise interventioneller Aortenklappenersatz oder optimale Einstellung des
arteriellen Blutdrucks, eine komplette Regeneration vom maladaptiven Remodelling im
Myokard nicht moglich. Dabei korreliert der Grad der myokardialen Fibrosierung mit dem

Stadium der Herzinsuffizienz nach NYHA.

In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass nach einem Myokardinfarkt mit der
Mobilisierung von Knochenmarksstammzellen in das Blut durch das hdmopoetische Zytokin
G-CSF ein verbessertes Uberleben und eine verbesserte myokardiale Funktion erreicht
werden kann. Dariliber hinaus konnte ein antifibrotischer Effekt von G-CSF in der
ischdmischen Kardiomyopathie nachgewiesen werden. Offen ist bisher, welchen Effekt G-

CSF im Mausmodell der kardialen Hypertrophie hat.

Der Grad der Fibrose wird im experimentellen Kontext meistens mittels histopathologischer
Bestimmung ex vivo analysiert. Eine individuelle Bestimmung eines moglichen
Therapieerfolges ldsst sich somit nicht nachweisen. Beziiglich der linksventrikuldren
Hypertrophie ist es dagegen zum Beispiel mittels echokardiographischen oder
magnetresonanztomographischen Untersuchungen moglich in vivo eine Dynamik zu
erkennen. Zum gleichzeitigen in vivo Monitoring der linksventrikuldren Hypertrophie und der
kardialen Fibrose ist die 'F-FDG micro-PET als diagnostische Bildgebung bisher nicht

untersucht und etabliert.

Die erste Arbeit (Huber BC* and Beetz NL* et al., 2015) beruhte auf der Arbeitshypothese,
dass durch die Gabe von G-CSF ein antifibrotischer und antihypertropher Effekt im
Mausmodell der kardialen Hypertrophie induziert werden kann. Insbesondere die G-CSF
induzierte Mobilisierung von Knochenmarksstammzellen in die Blutstrombahn und die

konsekutive Einwanderung in das geschiadigte Myokard waren hierbei das Hauptinteresse.
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Die linksventrikuldre Hypertrophie wurde bei C57BL/6J Méausen durch die Transverse Aortic
Constriction induziert. Vier Wochen nach der Operation wurden die Méause liber einen
Zeitraum von zwei Wochen mit G-CSF behandelt. AnschlieBend wurde die Menge an
eingewanderten Knochenmarksstammzellen im Myokard durch Durchflusszytometrie
gemessen. Die Expression von mRNA wurde mittels Reverse Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion und die Proteinlevel von verschiedenen Wachstumsfaktoren anhand Enzyme-
linked-Immunosorbent-Assay analysiert. AuBlerdem wurden 8 Wochen nach erfolgter
Transverse Aortic Constriction die Herzfunktion anhand der Echokardiographie untersucht

und eine histopathologische Begutachtung durchgefiihrt.

Mit G-CSF therapierte Tiere zeigten eine signifikant verstirkte Einwanderung von VLA-4+
und c-kit+ Knochenmarksstammzellen in das hypertrophierte Myokard. Dies ging einher mit
einer erhohten Expression von mRNA und erhohten Proteinlevels der korrespondierenden

Homing-Faktoren VCAM-1 und SCF in dem hypertrophierten Myokardium.

Echokardiographisch zeigte sich, dass die systolische linksventrikulire Funktion nach
Transverse Aortic Constriction durch eine Therapie mit G-CSF im Gegensatz zur
Kontrollgruppe erhalten werden konnte. Dies korrelierte histologisch mit signifikant
reduzierten Fibrosearealen im Vergleich zur Kontrollgruppe, die mit Saline behandelt wurde.
Zudem konnte die Therapie mit G-CSF ein signifikant verbessertes Uberleben der Miuse

nach der Transverse Aortic Constriction erzielen.

Ziel der zweiten Arbeit (Todica A et al., 2017) war es, am Mausmodell der linksventrikuléren
Hypertrophie die linksventrikuldre Funktion, die Menge an Narbengewebe und das Ausmal}
der Hypertrophie durch '"®F-FDG micro-PET zu analysieren. Ergéinzend wurde erforscht, ob
sich die '"F-FDG micro-PET als diagnostisches Verfahren zum Monitoring der

linksventrikuldren Hypertrophie und kardialen Fibrose in vivo eignet.

Die linksventrikuldre Hypertrophie wurde ebenfalls bei C57BL/6 Méausen durch Transverse
Aortic Constriction induziert. Nach jeweils vier und acht Wochen wurden EKG-getriggerte
micro-PET mit "F-FDG durchgefiihrt und der Grad der Fibrose im Myokard
histopathologisch ausgewertet. Die linksventrikuldren Funktionsparameter und die Narbenlast
wurden mittels ,,Quantitative Gated SPECT* / ,Quantitative Perfusion SPECT*“ und
linksventrikuldren metabolischen Volumen berechnet. Der Prozentanteil der injizierten Dose

pro Gramm wurde anhand der Schwellenwertanalyse ermittelt.

Das Fibrosevolumen zeigte sich im Vergleich von vier Wochen und acht Wochen nach

erfolgter Transverse Aortic Constriction signifikant erhoht. Zudem zeigte sich eine
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signifikante Erhohung des enddiastolischen Volumens und des linksventrikuldren
metabolischen Volumens sowie eine signifikante Reduktion der linksventrikuldren
systolischen Funktion. Die Zunahme des linksventrikuldren metabolischen Volumens hatte
einen hohen préadiktiven Wert fiir das ex vivo gemessene Fibrosevolumen. Die myokardialen
metabolischen Defekte nahmen innerhalb der vier Wochen zu, was moderat mit dem
Fibrosevolumen korrelierte. Die Steigerung des enddiastolischen Volumens hatte eine

positive Korrelation mit der Zunahme der Fibrose.

Zusammenfassend zeigen die beiden vorliegenden Arbeiten, dass die Behandlung mit G-CSF
in der Druck-induzierten kardialen Hypertrophie die kardiale Funktion erhalten und die
kardiale Fibrose vermindern kann. Dies ist mit einer erhohten Einwanderung von VLA-4+
und c-kit+ Knochenmarksstammzellen und deren entsprechenden Homing-Faktoren VCAM-1
und SCF verbunden. AuBlerdem ist die '®F-FDG micro-PET fiir das in vivo Monitoring im
Mausmodell der kardialen Hypertrophie anwendbar. Die linksventrikuldre Hypertrophie, die
Dilation des linken Ventrikels und die Verschlechterung der systolischen linksventrikulidren
Funktion sowie die Entwicklung der lokalisierten Fibrose konnten zuverléssig tiber die Zeit

quantifiziert werden.
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8 Summary of the publications

Left ventricular hypertrophy and cardiac fibrosis play a major role in the pathogenesis of heart
failure, especially in pressure overload induced cardiomyopathies. Pressure overload may be

induced by arterial hypertension or aortic stenosis.

In recent years, optimal medical treatment by beta-blockers, sartans, ACE-inhibitors,
aldosterone-antagonist and the neprilysin inhibitor sacubitril has improved the prognosis of
heart failure. However, even after treatment of the underlying cardiovascular disease by
optimal setting of blood pressure or operative / interventional aortic valve replacement, a
complete reversing of cardiac remodeling is not possible. In fact, the degree of cardiac

fibrosis correlates with the NYHA class of heart failure.

In the past, it has already been proven that G-CSF is able to promote mobilization of bone
marrow-derived stem cells into the bloodstream. This mobilization is associated with an
improvement of survival and cardiac function after myocardial infarction. Furthermore, G-
CSF has been shown to have an antifibrotic effect in ischemic cardiomyopathies. Nonetheless,

the role of G-CSF in left ventricular hypertrophy remains unclear.

In experimental settings, the degree of fibrosis is most often evaluated ex vivo by
histopathological analysis. Therefore, an individual follow-up of a possible therapy success
regarding fibrosis is not possible. A dynamic evaluation of left ventricular hypertrophy can be
assessed in vivo by echocardiography or magnetic resonance imaging. For a combined
monitoring of left ventricular hypertrophy and cardiac fibrosis in vivo, positron emission

tomography has not yet been studied or established.

In the first publication (Huber BC* and Beetz NL* et al., 2015), we wanted to investigate the
antifibrotic and antihypertrophic effects of G-CSF in a mouse model of pressure-induced left
ventricular hypertrophy. We were mainly interested in the G-CSF induced mobilization of
bone marrow cells and the consecutive homing and migration into the damaged myocardium.
Four weeks after induction of left ventricular hypertrophy by transverse aortic constriction,
C57BL/6J mice were treated with G-CSF for two weeks. The number of migrated bone
marrow cells into the heart was counted by flow cytometry. Protein level and mRNA
expression of various growth factors in the myocardium were analyzed by ELISA and RT-
PCR. Echocardiography and histopathological analysis were performed eight weeks after

transverse aortic constriction.
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Mice treated with G-CSF revealed augmented homing of VLA-4+ and c-kit+ bone marrow
cells. This increase was associated with enhanced mRNA expression and protein level of the
corresponding homing factors VCAM-1 and SCF in the hypertrophic myocardium. In
addition, G-CSF treatment showed a significant preservation of left ventricular systolic
function after transverse aortic constriction, a significant reduction of fibrosis area and a

significant improved survival after transverse aortic constriction.

The aim of the second publication (Todica A et al., 2017) was to analyze the left ventricular
systolic function, scar load and hypertrophy in pressure-overload left ventricular hypertrophy
over the course of eight weeks using '8F-FDG micro-PET. Additionally, we investigated
whether '8F-FDG micro-PET is suitable for in vivo monitoring of left ventricular hypertrophy

and cardiac fibrosis.

Four and eight weeks after transverse aortic constriction in C57BL/6 mice, ECG-gated micro-
PET scans with '®F-FDG were performed. Fibrosis was measured by histopathologic analysis,
whereas left ventricular parameters and scar load were calculated using “Quantitative Gated
SPECT” / “Quantitative Perfusion SPECT”. Threshold based analysis was used for estimation

of left ventricular metabolic volume and percentage injected dose per gram.

In comparison from four weeks to eight weeks after transverse aortic constriction the fibrotic
tissue volume increased significantly. There was also a significant increase of the end-
diastolic volume and left ventricular metabolic volume. Functionally, there was a significant
decrease of left ventricular systolic function. Left ventricular metabolic volume had a high
predictive value for the ex vivo measured fibrosis volume. Moreover, there was an increase in
myocardial metabolic defects within four weeks, which only moderately correlated with the
fibrosis volume. Increased end-diastolic volumes positively correlated with the fibrosis at

eight weeks.

In summary, the published data suggest that G-CSF treatment in pressure-overload induced
cardiac hypertrophy preserves cardiac function and reduces cardiac fibrosis. This is associated
with an enhanced homing of VLA-4+ and c-kit+ bone marrow cells and increased expression
of their corresponding homing factors VCAM-1 and SCF. Furthermore, "*F-FDG micro-PET
may be used for in vivo monitoring of left ventricular hypertrophy, left ventricular dilation,

left ventricular systolic function and development of fibrosis.
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9 Veroffentlichung I (Huber BC* and Beetz NL* et al., 2015)

20



J. Cell. Mol. Med. Vol 19, No 5, 2015 pp. 1033-1041
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Abstract

Granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) has been shown to promote mobilization of bone marrow-derived stem cells (BMCs) into
the bloodstream associated with improved survival and cardiac function after myocardial infarction. Therefore, the aim of the present
study was to investigate whether G-CSF is able to attenuate cardiac remodelling in a mouse model of pressure-induced LV hypertro-
phy focusing on mobilization and migration of BMCs. LV hypertrophy was induced by transverse aortic constriction (TAC) in C57BL/6J
mice. Four weeks after TAC procedure. Mice were treated with G-CSF (100 pg/kg/day; Amgen Biologicals) for 2 weeks. The number of
migrated BMCs in the heart was analysed by flow cytometry. mRNA expression and protein level of different growth factors in the
myocardium were investigated by RT-PCR and ELISA. Functional analyses assessed by echocardiography and immunohistochemical
analysis were performed 8 weeks after TAC procedure. G-CSF-treated animals revealed enhanced homing of VLA-4* and c-kit* BMCs
associated with increased mRNA expression and protein level of the corresponding homing factors Vascular cell adhesion protein 1
and Stem cell factor in the hypertrophic myocardium. Functionally, G-CSF significantly preserved LV function after TAC procedure,
which was associated with a significantly reduced area of fibrosis compared to control animals. Furthermore, G-CSF-treated animals
revealed a significant improvement of survival after TAC procedure. In summary, G-CSF treatment preserves cardiac function and is
able to diminish cardiac fibrosis after induction of LV hypertrophy associated with increased homing of VLA-4* and c-kit" BMCs and
enhanced expression of their respective homing factors VCAM-1 and SCF.

Keywords: G-CSF e hypertrophy @ BMCs e migration e fibrosis
Introduction

LV hypertrophy accompanied by interstitial myocardial fibrosis is one
of the main reasons for heart failure in patients with arterial hyperten-
sion and aortic stenosis (AS) [1]. Moreover, it has been shown that
cardiac fibrosis is an important morphological substrate of postoper-
ative clinical outcome in patients with severe AS and is not completely
reversible after aortic valve replacement [2]. No medical therapies are
particularly effective for retarding and reversing this maladaptive
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remodelling in patients with LV hypertrophy [3]. Therefore, there is a
great interest in new strategies to qualitatively and quantitatively alter
collagen production and turnover, as well as to modify different extra-
cellular matrix (ECM) components, which are crucial in mediating
myocardial hypertrophy and fibrosis [4].

In the last years, regeneration of ischaemic myocardial tissue has
been attempted using bone marrow-derived stem cells (BMCs) and
pluripotent stem cells [5, 6]. As an alternative to the direct intramyo-
cardial injection [7, 8], mobilization of BMCs using growth factors,
such as the hematopoietic cytokine granulocyte-colony stimulating
factor (G-CSF), have been successfully utilized [9-11]. Migration of
circulating mobilized BMCs from the bloodstream into the damaged
tissue is suggested to play a key role for tissue regeneration [12]. The
interaction of stromal cell-derived factor-1 (SDF-1/CXCL12) with its
ligand chemokine receptor type 4 (CXCR4) on mobilized hematopoi-
etic progenitor cells has been shown to play a major role in migration
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of BMCs into ischaemic myocardium [11, 13]. G-CSF administration
after acute myocardial infarction (MI) resulted in diminished stem cell
homing caused by the N-terminal cleavage of SDF1 [14] and this
could be one explanation for the poor clinical results of patients trea-
ted with G-CSF post MI [15]. However, in non-ischaemic cardiomyop-
athy the interaction of SDF-1 with CXCR4 seems not to be involved in
a cardiac self-repair mechanism, because cardiac SDF-1 expression
was not up-regulated in dilated cardiomyopathy (DCM) hearts of
humans [16].

There is first evidence that G-CSF might be a promising therapeu-
tic agent to treat congestive heart failure because of cardiac hypertro-
phy and fibrosis. Szardien et al. were able to demonstrate that G-CSF
leads to the regression of myocardial fibrosis and improves cardiac
function after pressure unloading in mice [17]. However, the exact
mechanisms of fibrosis regression after G-CSF treatment are still
unclear.

Therefore, the aim of our study was to investigate whether G-CSF
is able to attenuate cardiac hypertrophy and fibrosis in a mouse
model of pressure-induced LV hypertrophy induced by transverse
aortic constriction (TAC). Moreover, we wanted to exploit whether
and how G-CSF is facilitating enhanced migration of BMCs after TAC
procedure. To avoid impairing the cellular setting of this hypertrophy
model and to ensure all findings are caused by the treatment only, we
did not perform pressure unloading.

Material and methods

Animal model

As a model for pressure-induced LV hypertrophy, C57BI/6 wild-type mice
(Charles River Laboratories, Sulzbach, Germany) were subjected to TAC.
All mice used in this study were 8-10 weeks old healthy males. Mice were
anesthetized by an intra-peritoneal (i.p.) injection of a mixture of
Medetomidine (Domitor®, Pfizer, Berlin, Germany), Midazolam (Midazolam
ratiopharm®, Ratiopharm, Ulm, Germany) and Fentanyl (Fentanyl-
Janssen®, Janssen-Cilag, Neuss, Germany). Mice were placed in supine
position on a heating pad and temperature was maintained at 37°C. For
the surgical procedure mice were intubated, and artificially ventilated by a
mouse ventilator (MiniVent, HUGO SACHS, March, Germany) with 200
strokes/min. and 200 pl/stroke. A short skin cut longitudinal to the ster-
num was followed by a 3-4 mm long sectioning of the cranial sternum.
The thymus lobes were separated and secured by two retractors, giving a
free view of the aortic arch. Between the right brachiocephalic artery and
the left common carotid artery, the transverse aorta was carefully mobi-
lized by forceps, allowing to navigate a silk thread (6-0 polypropylene
suture) behind the aorta. For constriction, a 27-gauge needle was placed
between transverse aorta and silk thread before instrument tying. The
removal of the needle ensured a standardized diameter of 0.4 mm of the
transverse aorta. The sternum was adapted with a 5-0 polypropylene
suture. The skin was closed with a 5-0 silk suture and mice were allowed
to recover from anaesthesia on the heating pad. Animal care and all exper-
imental procedures were performed in strict accordance to the German
and National Institutes of Health animal legislation guidelines and were
approved by the local animal care committees (Regierung von Oberbay-
ern). The investigation conforms to the Guide for the Care and Use of
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Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health (NIH
Publication No. 85-23, revised 1996).

Administration of G-CSF

4 weeks after TAC procedure, mice were randomly divided into the fol-
lowing groups, each treated for 2 weeks, receiving five injections per
week: (/) subcutaneous administration of saline (0.9% NaCl) and (i)
administration of G-CSF (100 pg/kg/day; Amgen Biologicals, Thousand
0Oaks, CA, USA).

Flow cytometry of non-myocyte cardiac cells

For analysis of BMCs within the hearts, a ‘myocyte-depleted’ cardiac cell
population was prepared, incubating minced myocardium in 0.1% colla-
genase |V (GIBCO BrL, Carlshad, CA, USA) 30 min. at 37°C, lethal to most
adult mouse CMs. Gells were then filtered through a 70 mm mesh. To
exclude spurious effects of enzymatic digestion, BM cells with or without
collagenase treatment were stained revealing no significantly changed
staining of labelled cell antigens. Mononuclear cells were separated by
density-gradient centrifugation using 1.077 g/ml Histopaque solution
(Sigma Chemicals, St. Louis, MO, USA), purified, and resuspended in PBS
containing 1% BSA. Cells were incubated for 40 min. in the dark at 4°C
with the following fluoresceinisothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE)
and peridininchlorophyll-protein (PerCP) conjugated monoclonal antibod-
ies: CD45-PerCP, CD34-FITC, VLA-4-PE, c-kit-PE and CXCR4-PE (all from
BD Pharmingen). Matching isotype antibodies (BD Pharmingen, San Jose,
CA, USA) served as controls. Cells were analysed by three-colour flow
cytometry using a Coulter® Epics®XL-MCLTM flow cytometer (Beckman
Coulter, Cincinnati, OH, USA). Each analysis included 50.000 events.

Quantitative RT-PCR and ELISA

Hearts were explanted and the LVs were separated. Isolation of total RNA
from mouse heart tissue was performed with TRI REAGENT (Molecular
Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA) according to the manufacturer’s
protocol. Reverse transcription was performed with the ImProm-lITM
Reverse Transcription System (Promega, Fitchburg, WI, USA) according to
the manufacturer's protocol. cDNA samples were analysed by quantitative
RT-PCR using adequate murine primers purchased from MWG-BIOTECH AG,
Ebersberg, Germany. Quantitative RT-PCR was performed with SYBR Green
Reaction Mix (Eurogentec, Cologne, Germany) on an ABI PRISM 7900HT
Detection System (Applied Biosystems, Carlsbad, Germany). Each sample
was run in duplicate. The expression of each gene within the different tissue
samples was quantified relative to H4 mRNA expression levels according to
the Sequence Detector User Bulletin (Applied Biosystems).

VCAM-1 and SCF protein levels were quantified using commercially
available kits (R&D Systems, Minneapolis, MN) according to the manufac-
turer’s instructions.

Histopathology

8 weeks after the TAC procedure, hypertrophic hearts were extracted after
perfusion fixation via blood flow. Before punctuating the right ventricle,

© 2015 The Authors.
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hepatic veins were cut. First, the hearts were cleaned from blood with
PBS buffer for 1 min. Then perfusion fixation started with formalin (4%)
for 5 min. After carefully dissecting the LV, it was embedded in formalin
(4%) for 24 hrs and afterwards in paraffin. 5 um thick sections were
stained with hematoxilin/eosin and Masson’s trichrome. Fibrosis was
measured using a blinded counting system. For detection of apoptotic
nuclei, a terminal desoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling
(TUNEL) was used, allowing to identify DNA fragmentation.

Echocardiographic imaging

Transthoracic echocardiography was performed with a Vevo2100
imaging system (Visual Sonics, Toronto, ON, Canada) using a
40 MHz transducer. Therefore, mice were placed on a heating pad,
maintaining a body temperature of 37°C and providing ECG-triggered
analysis of heart function. After chemical depilation of the chest,
mice were prepared for echocardiography with ultrasound gel. Mice
were sedated with 2% isoflurane in 100% 0, at all times. Ejection
fraction (EF) was evaluated by planimetric measurement in the paras-
ternal long-axis (Simpson method). For evaluation of EF, three
consecutive cycles were measured and averaged. Diastolic thickness
of the LV posterior wall (LVPW) was measured in the parasternal
short-axis. The measurements were performed twice by two blinded
investigators.
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Statistical analysis

Data are shown as mean & SEM. Multiple group comparison was per-
formed by one-way anova followed by the Bonferroni procedure for com-
parison of means. Comparisons between two groups were performed
with the unpaired t-test. Analysis of survival was performed by the Kap-
lan-Meier method. Between-group difference in survival was tested with
the log-rank test. Values of P < 0.05 were considered statistically sig-
nificant.

Results

BMCs in hearts of mice with induced cardiac
hypertrophy

To analyse the influence of cardiac hypertrophy on migration of BMCs
(CD45*/CD34* cells), we performed flow cytometry of a myocyte-
depleted fraction of cardiac cells. In mice with cardiac hypertrophy
the number of migrated CD45* CD34* VLA-4* and CD45* CD34*
c-kit* cells was significantly increased compared to healthy control
mice (Fig. 1A and B), whereas the number of CD45* CD34* CXCR4*
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Fig. 1 Bone marrow-derived progenitor cells in the heart of healthy control mice (white bar), placebo treated mice with induced cardiac hypertrophy
(TAC + placebo, grey bar) and G-CSF treated mice with induced cardiac hypertrophy (TAC + G-CSF, black bar). (A) CD45* CD34" VLA-4* cells.
(B) CD45* CD34* c-kit* cells. (C) CD45* CD34* CXCR4* cells. All cell populations are presented in % of mononuclear cells in the heart.
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Fig. 2 Expression of homing factors in the heart of healthy control mice (white bar), placebo treated mice with induced cardiac hypertrophy (TAC +
placebo, grey bar), and G-CSF treated mice with induced cardiac hypertrophy (TAC + G-CSF, black bar). (A) mRNA expression levels of VCAM-1.
(B) mRNA expression levels of SCF. (C) mRNA expression levels of SDF-1.
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Fig. 3 Protein levels in the heart of healthy control mice (white bar), placebo treated mice with induced cardiac hypertrophy (TAC -+ placebo, grey
bar), and G-CSF treated mice with induced cardiac hypertrophy (TAC + G-CSF, black bar) analysed by ELISA. (A) Protein levels of VCAM-1. (B) Pro-
tein levels of SCF.

cells showed no difference (Fig. 1C). G-CSF treatment in mice with  c-kit* cells (2.8-fold; P < 0.05; Fig. 1A and B). The number of
cardiac hypertrophy further markedly increased the number of  CD45" CD34* CXCR4* cells was not affected by the treatment with
CD45* CD34* VLA-4* cells (3.4-fold; P < 0.01) and CD45* CD34*  G-CSF (Fig. 1C).
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Expression of myocardial homing factors in mice
with induced cardiac hypertrophy

To investigate potential migration pathways involved in cardiac hyper-
trophy, we analysed murine hearts for the expression of myocardial
homing factors (VCAM-1, SCF, SDF-1) interacting with the measured
subpopulations of BMCs using quantitative RT-PCR. The expression
levels of VCAM-1 (interacting with VLA-4) and SCF (interacting with
c-kit) were significantly up-regulated in mice with induced cardiac
hypertrophy compared to healthy controls (Fig. 2A and B). The
expression level of SDF-1 (interacting with CXCR4) showed no differ-
ence between mice with cardiac hypertrophy and healthy controls
(Fig. 2C). G-CSF treatment in mice with cardiac hypertrophy showed
a further increase of VCAM-1 and SCF, but without significance
(Fig. 2A and B). G-CSF treatment did not affect the expression levels
of SDF-1 (Fig. 2C).

Protein levels of VCAM-1 and SCF in mice with
induced cardiac hypertrophy

To confirm these findings, we analysed VCAM-1 and SCF on
protein levels using ELISA. VCAM-1 and SCF concentrations were

increased in mice with cardiac hypertrophy compared to healthy

© 2015 The Authors.
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control mice. G-CSF treatment showed a further increase in
protein levels of VCAM-1 and SCF in murine hearts (Fig. 3).

Impact of G-CSF therapy on myocardial fibrosis
and apoptosis in mice with cardiac hypertrophy

To visualize the impact of G-CSF on myocardial fibrosis and apoptosis
in cardiac hypertrophy, the murine hearts were analysed by histology.
The percentage of intramyocardial fibrosis of the LV was significantly
reduced in G-CSF treated mice (0.95 + 0.11% versus 2.13 4 0.30%;
P < 0.01; Fig. 4A). The fibrosis volume of the LV, expressed in mm?®,
was also significantly reduced in G-CSF treated mice (2.67 +
0.27 mm® versus 5.67 + 1.02 mm® P < 0.01; Fig. 4B and C). The
number of TUNEL-positive nuclei was reduced in G-CSF treated
mice (0.49 + 0.06 TUNEL* cells/mm?, versus 0.74 + 0.09 TUNEL*
cells/mm?), although the difference was not significant (P < 0.07;
Fig. 4D).

Echocardiographic parameters in mice with
cardiac hypertrophy

Cardiac parameters were assessed by echocardiography before and
after G-CSF/placebo-treatment. The LVPW thickness was significantly
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Fig. 5 Echocardiographic results in placebo treated mice with induced cardiac hypertrophy (TAC + placebo, grey bar), and G-CSF treated mice with
induced cardiac hypertrophy (TAC + G-CSF, black bar). (A) Enddiastolic diameter of the LV posterior wall (LVPW d) after treatment with placebo or
G-CSF. (B) Difference of ejection fraction (EF) before and after treatment with placebo or G-CSF expressed as Delta EF. (C) Representative echocar-
diogram (M-mode) of mice after TAC procedure and treatment with placebo or G-CSF.

reduced in G-CSF treated mice compared to the control group
(—26%; P < 0.05; Fig. 5A). EF in the G-CSF treated group decreased
by 2.37% =+ 3.31% (Delta-EF concerning the difference of EF before
treatment and EF 4 weeks later). In contrast, EF in the control group
decreased by 12.85% + 1.40% (Delta-EF; Fig. 5B and C).

Cumulative survival 4 weeks after initiation of
treatment

Cumulative survival of G-CSF as well as saline treated mice was
recorded for 4 weeks after initiation of treatment. Mortality increased
continuously throughout the recorded 4 weeks in both groups. How-
ever, G-CSF treated groups showed a significantly improved survival
(61.8% versus 79.2%; Fig. 6).

Discussion

In the present study, we wanted to investigate whether G-CSF is able
to attenuate cardiac hypertrophy and fibrosis in a mouse model of
pressure-induced LV hypertrophy induced by TAC. Our main findings
were the following: (/) G-CSF administration significantly increased
homing of VLA-4* and c-kit* BMCs to the hypertrophic heart after

1038

TAC procedure. (i) mRNA and Protein levels of VCAM-1- the ligand of
VLA-4 and SCF- the ligand of c-kit were increased after G-CSF stimu-
lation in the hypertrophic myocardium. (i) G-CSF significantly
reduced the area of fibrosis compared to untreated controls. (iv)
Functionally, G-CSF significantly improved survival and preserved LV
function after TAC procedure.

In the last years, several studies focused on the endogenous
repair mechanisms after mobilization of BMCs by cytokines, like
G-CSF [9, 11, 18], parathyroid hormone [10, 13, 19, 20] or eryth-
ropoietin [21, 22] in ischaemic diseases like MI. It could be clearly
demonstrated that the interaction of SDF-1 with its ligand CXCR4
plays a major role in the migration of BMCs into ischaemic cardiac
tissue, which was associated with attenuated remodelling and
improved function [12, 23]. However, in non-ischaemic cardiomy-
opathies like DCM the interaction of SDF-1 with CXCR4 does not
seem to be the important driver of migration, because SDF-1
expression was not up-regulated in cardiac tissue of humans and
mice with DCM [16, 24].

In our study, G-CSF treatment after pressure-induced LV
hypertrophy significantly increased the amount of VLA-4* and
c-kit* BMCs in the heart, whereas the number of CXCR4* BMCs
remained unchanged. In line with these results, we detected
increased mRNA and protein expression of two corresponding
homing factors VCAM-1 — the ligand of VLA-4 and SCF - the
ligand of c-kit in the hypertrophic heart. Recently, Brunner ef al.

© 2015 The Authors.
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were able to demonstrate in a murine model of virus-induced
DCM that G-CSF-induced VCAM-1/VLA-4 interaction is crucial for
the recruitment of circulating BMCs to the myocardium [24].
Notably, they could not detect increased numbers of c-kit" or
enhanced expression of SCF, suggesting a different regulation of
cytokine profiles after DCM and pressure-induced LV hypertrophy.
In contrast to our findings, Szardien et al. did not detect signifi-
cant migration of BMCs 8 weeks after pressure unloading and
G-CSF treatment in mice. They used enhanced green fluorescent
protein (eGFP)-transgenic mice to track and distinguish the cells
of BM origin from sedentary cells in the myocardium [17]. How-
ever, two methodological differences might explain the different
findings. First, Szardien ef al. did a debanding 8 weeks after TAC

© 2015 The Authors.

Hypertrophic
heart

SDF-1

C——) - Improved survival

« Reduced fibrosis
« Reduced wall thickness

procedure, which completely changes the cellular composition in
the myocardium compared to a chronic pressure overload [25].
Secondly, they did histological analyses 2 weeks after G-CSF puls-
ing to evaluate a numerical difference in eGFP* cells between
study groups. According to previous studies the maximum of
mobilization and homing of BMCs occurs early after cytokine
treatment [11]. Therefore, they might have missed the peak of cell
infiltration within the myocardium.

In accordance with the functional data from Szardien et al.,
we found a significant preservation of LV function after G-CSF
treatment compared to controls. Histologically, there was an
attenuated cardiac remodelling reflected by diminished amount of
fibrosis. VCAM-1 has been shown to be involved in inflammatory
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processes. Recently, it has been demonstrated that VCAM-1/VLA-
4 signalling exerts cardioprotective effects through enhanced
angiogenesis [26] as well as facilitating survival of cardiomyo-
cytes by activation of Akt, ERK and p38 MAPK [27]. Likewise,
G-CSF treatment was able to increase the expression of myocar-
dial anti-apoptotic proteins and decreased TUNEL* nuclei after MI
[28]. In this regard, we were interested whether G-CSF affects
apoptosis after TAC-induced hypertrophy. Histological analysis of
the hypertrophic LV revealed a decreased number of TUNEL*
cells reflecting a trend towards diminished apoptosis after G-CSF
treatment. Our data also indicate an important role for c-kit*
cells, which are attracted by increased SCF protein levels in
hypertrophic hearts after G-CSF injections. Fazel et al. were able
to demonstrate that MI increased the number of c-kit" cells in
ischaemic hearts. They used genetic tagging in bone marrow chi-
meric mice to track these cells back to a bone marrow origin.
Intriguingly, the recruited c-kit*cells established a pro-angiogenic
milieu in the infarct border zone by increasing VEGF and by
reversing the cardiac ratio of angiopoietin-1 to angiopoietin-2
[29]. In this regard, SCF significantly increased matrix metallo-
proteinases (MMP-2 and MMP-9) mRNA in mouse liver cells
[30]. Szardien et al. demonstrated that the G-CSF induced degra-
dation of ECM in their model of pressure unloading was caused
by an increased activity of both MMP-2 and MMP-9, both physi-
ological enzymes with collagen-degrading properties [31].

In summary, our findings suggest a novel role of G-CSF in
regressing fibrosis and preventing heart failure in pressure-induced
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