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1 Einleitung 

Die Pathogenese chronisch entzündlicher Erkrankungen ist mit zunehmender Schädigung 

und fibrotischen Umbauvorgängen aller betroffenen Organe und Gewebe und daraus 

resultierenden Einschränkungen physiologischer Funktionen verbunden. Bei multifaktoriell 

bedingten Erkrankungen der Atemwege inkl. der Recurrent Airway Obstruction (RAO) des 

Pferdes sowie Asthma bronchiale und Chronic Obstructive pulmonary disease (COPD) des 

Menschen sind solche strukturellen Veränderungen häufig assoziiert mit Verdickung der 

Atemwegswand, subepithelialer Fibrose und Obstruktion der Atemwege. Sowohl bei RAO als 

auch bei Asthma besteht die Standardtherapie darin, die Bronchokonstriktion mit 

β2-Agonisten und die Entzündung mit Glucocorticoiden aufzuhalten. In den letzten 

Jahrzehnten konnte jedoch gezeigt werden, dass nicht alle Patienten mit der empfohlenen 

Therapie ausreichend behandelt werden können und neue Ansatzpunkte der Therapie 

gefunden werden müssen. Daher konzentrieren sich neuere Forschungsarbeiten auf 

strukturelle Alterationen in den Atemwegen, das sogenannte Airway-Remodelling. 

Die pathologische Ursache des Airway-Remodelling liegt in einer chronischen Entzündung 

und einer Verletzung des Epithels oder Endothels, die durch die permanente Aktivierung der 

Reparaturmechanismen zu einer überschießenden Wundheilung, Durchblutungsstörungen 

oder degenerativen Prozessen führen können, welche langfristig die normale Struktur der 

betroffenen Organe zerstören und so deren Funktion beeinträchtigen. In das betroffene 

Gewebe wandern viele proliferierende Fibroblasten ein und differenzieren dort zu 

Myofibroblasten. Hierbei werden verstärkt extrazelluläre Matrixproteine, insbesondere 

Kollagen und Entzündungsmediatoren sowie Zytokine durch diese Zellen synthetisiert und 

freigesetzt. Die genauen Mechanismen solcher Prozesse, die als wichtige Arzneimitteltargets 

angesehen werden können, sind jedoch noch nicht vollständig verstanden. 

Entzündungsbedingte strukturelle Veränderungen der Atemwege sind auch ein wesentliches 

Merkmal der RAO, gekennzeichnet durch subepitheliale Verdickung der Übergangsschicht 

der Basalmembran zum Bindegewebe und Obstruktion der Bronchien und Bronchiolen. In 

klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit dem β2-Agonisten 

Clenbuterol und Glucocorticoiden die Lungenfunktion verbessert, jedoch zu keiner 

Langzeitheilung führt. Airway-Remodelling könnte einer der Gründe des Therapieversagens 

sein. Ob hierbei Fibroblasten der equinen Atemwege eine Rolle spielen können, ist bisher 

jedoch nicht untersucht. 

In der vorliegenden Untersuchung sollen zunächst primäre Bronchialfibroblasten isoliert, 

charakterisiert und kultiviert werden. Im nächsten Schritt sollen in diesen Zellen die 

β2-Rezeptorexpression und -eigenschaften charakterisiert werden. Anschließend soll die 
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Eignung dieser Zellen als Zellmodell zur Untersuchung der zellulären Proliferation und 

Transformation sowie der Regulation der de-novo-Synthese von extrazellulärer Matrix sowie 

α-Smooth Muscle Aktin (α-SMA) und deren Beeinflussung durch β2-Agonisten, 

Glucocorticoide sowie TGF-β überprüft werden. 
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Akute Entzündung 

chronische Entzündung 

Airway-Remodelling 

Zeit 

2 Literaturübersicht 

2.1 Airway-Remodelling bei obstruktiven Atemwegserkrankungen 

Chronisch obstruktive Atemwegserkrankungen sind assoziiert mit umfangreichen, 

strukturellen Umbauvorgängen der Bronchialwand, die eine Hypertrophie der glatten 

Muskulatur und der submukösen Schleimdrüsen, eine Schädigung des bronchialen Epithels, 

eine Infiltration mit Entzündungszellen sowie die Ablagerung von Extrazellularmatrix (EZM) 

umfassen und zur Verdickung der Atemwegswand und Beeinträchtigung der Lungenfunktion 

führen (FIXMAN et al. 2007, JEFFERY 2001, LECLERE et al. 2011, CARROLL et al. 1993). 

Es wird angenommen, dass dieses Airway-Remodelling die Konsequenz einer akuten oder 

chronischen Entzündung ist, unter Umständen aber auch vor einer Entzündung auftreten 

kann. 

 

 

 

 

Airway-Remodelling umfasst dynamische Prozesse, die auf akuten Exazerbationen einer 

chronischen Entzündung basieren. Die klinischen und physiologischen Konsequenzen dieser 

Alterationen sind jedoch noch nicht genau bekannt. Allerdings zeigen In-vivo-

Untersuchungen an Tiermodellen, dass strukturelle Veränderungen neben der klassischen 

Entzündung einen ausgeprägten Einfluss auf die Bronchialhyperreaktivität haben (DEKKERS 

et al. 2009). 

Im Allgemeinen ist der Prozess des Remodelling besonders innerhalb der EZM ein kritischer 

Aspekt der Wundheilung in allen Organen (HINZ et al. 2007). Es ist eine komplexe, 

dynamische Reaktion auf eine Entzündung und Gewebeschädigung. Während die akute 

Entzündung bei der Recurrent Airway Obstruction (RAO) des Pferdes oder dem Asthma 

bronchiale des Menschen mit einem normalen Reparaturprozess einhergeht, ist bei 

chronischer Entzündung der normale Reparaturmechanismus so gestört, dass die 

Zusammensetzung und der Gehalt der Extrazellularmatrix sowie die zelluläre und molekulare 

Organisation der Atemwegswand massiv verändert sind (AL-MUHSEN et al. 2011). 

Der Vorgang des Airway-Remodelling schließt Interaktionen zahlreicher Komponenten und 

Wachstumsfaktoren ein, beispielsweise Transforming Growth Factor-β (TGF-β), Epidermal 
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Growth Factor (EGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor 

(FGF), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Granulocyte-Macrophage 

Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) sowie Zytokine, wie Interleukin (IL)-6, IL-13, IL-5 und 

IL-9. Diese begünstigen einzeln oder im Zusammenwirken eine Verdickung der 

Atemwegswand mit Hyperplasie der glatten Muskulatur, epithelialer Hypertrophie, 

Hyperplasie der Schleimdrüsen und Becherzellen (DOHERTY und BROIDE 2007). Diese 

strukturelle Reorganisation tritt nicht nur bei Patienten mit einer schwergradigen Ausprägung 

von RAO oder Asthma auf, sondern kann bereits im frühen Krankheitsstadium beobachtet 

werden. Dabei korreliert der Grad der Verdickung der Atemwegswand mit der Dauer und 

dem Schweregrad der Erkrankung sowie der Obstruktion (BENAYOUN et al. 2003). 

Die Zunahme der Dichte der subepithelialen Schicht hängt häufig mit der wiederholten 

Ablösung des Epithels zusammen (HOLGATE et al. 2004). Die geschädigten Epithelzellen 

setzen TGF-β frei, welches als potenter pro-fibrotischer Faktor gilt und die 

Reparaturvorgänge im epithelialen Bereich hemmt. Dies begünstigt weitere Insulte im 

Bereich der Submukosa, in der eine erhöhte Anzahl an aktivierten Fibroblasten und 

Myofibroblasten EZM-Komponenten wie Kollagen und Proteoglykane akkumulieren. In 

diesem Konzept des Airway-Remodelling sind der Wachstumsfaktor TGF-β und Fibroblasten 

zentral von Bedeutung. TGF-β kann von zahlreichen Zelltypen gebildet und freigesetzt 

werden. In asthmatischen Atemwegen sind das Epithelium, Fibroblasten, Eosinophile 

Granulozyten und Makrophagen die Hauptquellen dieses Proteins. Ein wichtiger Aspekt mit 

großer Bedeutung für das Airway-Remodelling ist die stimulierende Wirkung von TGF-β auf 

Fibroblasten, um die Synthese von EZM-Komponenten zu erhöhen (HALWANI et al. 2011).  

Während sich epitheliale Schädigung sowie Entzündung in asymptomatischen Phasen 

nahezu vollständig zurückbilden, bleiben sowohl die Hypertrophie der glatten 

Bronchialmuskulatur als auch die subepitheliale Fibrose über den gesamten 

Krankheitsverlauf erhalten (KARIYAWASAM et al. 2007, YAMAUCHI und INOUE 2007). 

Bereits früh im Krankheitsverlauf steigt in der Submukosa die Anzahl aktivierter, 

EZM-synthetisierender Fibroblasten und Myofibroblasten an, wodurch sich lange vor der 

klinischen Manifestation EZM-Proteine in der Bronchialwand ablagern und zur Verdickung 

der Submukosa und Basalmembran führen (GIZYCKI et al. 1997, POHUNEK et al. 2005, 

LAITINEN et al. 1996, ROCHE et al. 1989). Neben der reinen Zunahme der EZM verändert 

sich auch ihre qualitative Zusammensetzung. Während vermehrt Kollagen I, III und V, sowie 

EDA-Fibronektin und Proteoglykane abgelagert werden, ist ein gesteigerter Abbau von 

Kollagen IV und Elastin zu beobachten (ROCHE et al. 1989, NAM et al. 2012, BAI und 
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KNIGHT 2005, MEDEIROS MATSUSHITA et al. 2005, ROBERTS 1995, MAUAD et al. 

1999). 

Darüber hinaus ist bekannt, dass unterschiedliche Umweltfaktoren auch einen Einfluss auf 

das Airway-Remodelling haben. Diese können bei RAO eine wichtige Rolle spielen, wobei 

der Zusammenhang zwischen spezifischen Umweltfaktoren und Airway-Remodelling beim 

Pferd bisher nicht untersucht wurde (PIRIE 2014). Im Wesentlichen schädigen die 

Umweltnoxen jedoch das Epithel, welches mit der darunter liegenden mesenchymalen 

Schicht kommuniziert und somit den Prozess des Airway-Remodelling von der epithelialen 

Fläche bis zur Submukosa beschleunigen könnte. 

2.2 Bedeutung von Bronchialfibroblasten und Myofibroblasten in den Atemwegen 

Es ist zunehmend bekannt, dass entzündliche Prozesse das Airway-Remodelling via 

Cross-Talk-Mechanismen zwischen Entzündungs- und Mesenchymzellen regulieren 

(DOHERTY und BROIDE 2007, HOLGATE et al. 2004, ALKHOURI et al. 2014). Diese 

Cross-Talk-Mechanismen können als pharmakologisches Target therapeutisch von großem 

Nutzen sein. Allerdings sind die Vorgänge, die das Airway-Remodelling und die 

Kollagenablagerungen maßgeblich steuern, noch unzureichend verstanden. Die epitheliale 

Schicht bildet eine Barriere der Abwehr zwischen Außenmilieu und dem darunter liegenden 

Gewebe. Eine kritisch wichtige Stelle im Zusammenhang mit der RAO-Entwicklung beim 

Pferd ist deshalb das Bronchialepithelium, welches bei der Pathogenese der Entzündung 

und Hyperreaktivität in den Atemwegen eine wichtige Rolle spielt. Es ist auch beschrieben, 

dass die darunter liegenden glatten Muskelzellen aktiv bei Entzündungsprozessen der RAO 

und des Asthma beteiligt sind (SHIFREN et al. 2012). 

Obwohl sowohl Epithel- als auch glatte Muskelzellen in der Lage sind, EZM und 

Entzündungsmediatoren zu bilden, haben Fibroblasten eine herausragende Bedeutung bei 

dem Prozess des Airway-Remodelling. Sie erhalten die Homöostase der EZM einschließlich 

Kollagen, Proteoglykanen, nichtkollagenen Glykoproteinen sowie Elastin. Außerdem 

koordinieren sie den Abbau der EZM, die sowohl die Basalmembran als auch das lockere 

Bindegewebe der Lamina propria bildet und die biomechanischen Eigenschaften der 

Atemwege bestimmt (DUNSMORE und RANNELS 1996).  

Neben der essentiellen Bedeutung der Fibroblasten für die EZM-Bildung können sie auch 

EZM-abbauende Enzyme, proinflammatorische Faktoren und Modulatoren entzündlicher 

Reaktionen sowie regulatorische Moleküle inkl. Zytokine, Wachstumsfaktoren, 

Oberflächenantigene und Adhäsionsmoleküle bilden, über die sie das Mikroenvironment 
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beeinflussen. Die EZM wird als kritische Komponente der klassischen Wundheilung nach 

einer Gewebeschädigung angesehen und die Reaktion der Fibroblasten im 

Zusammenwirken mit Entzündungsmediatoren wie TGF-β bestimmt die Folge der 

Remodellingereignisse (MAKINDE et al. 2007). 

Der beteiligte Wundheilungsprozess ist durch ein gesteigertes Zell-Turnover der Fibroblasten 

charakterisiert. In der Frühphase der Wundheilung migrieren aktivierte, undifferenzierte 

Fibroblasten in das Wundgebiet und produzieren EZM. Sobald die Heilungsprozesse 

fortschreiten, differenzieren diese Fibroblasten unter dem Einfluss von TGF-β zu 

Myofibroblasten mit charakteristischen Merkmalen von Fibroblasten und glatten Muskelzellen 

(TOMASEK et al. 2002). Sie exprimieren kontraktile α-Smooth Muscle Aktin 

(α-SMA)-Filamente, die über Fokale Adhäsionen mit der EZM verknüpft sind und 

synthetisieren große Mengen an EZM-Matrix um den Gewebedefekt zu verschließen. Nach 

Abschluss der Wundheilung werden die Myofibroblasten unter dem Einfluss sinkender 

Zytokinkonzentrationen apoptotisch und die Fibroblasten übernehmen wieder die 

EZM-Homöostase (PHAN 2012, HINZ et al. 2007).  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Transformation von Fibroblasten zu 
Myofibroblasten unter TGF-β-Einfluss (modifiziert nach TOMASEK et al. 
2002) 
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Chronisch obstruktive Atemwegserkrankungen sind stets mit einer dauerhaften 

Überexpression von α-SMA verbunden (BREWSTER et al. 1990), wobei nicht abschließend 

geklärt ist, ob die anhaltende Entzündung die Rekrutierung und Transformation der 

Myofibroblasten erhält oder die Fibroblasten eine Prädisposition zur Transformation zu 

Myofibroblasten besitzen (NAM et al. 2012). Fibroblasten aus den Atemwegen von 

Asthmatikern weisen ein großes Potential zur Differenzierung zu Myofibroblasten auf, wobei 

der fibrotische Prozess von immer neuen Exazerbationen stimuliert wird und vorrangig die 

Bronchien betrifft (MICHALIK et al. 2009, BREWSTER et al. 1990). Im Gegensatz dazu 

finden die fibrotischen Veränderungen bei der humanen COPD in den kleinen Bronchiolen 

sowie dem Übergang in die Alveolen statt (JEFFERY 2001, SALAZAR und HERRERA 

2011). Die veränderte Zusammensetzung der EZM beeinflusst nachhaltig die 

Immunreaktion, indem sie Entzündungszellen gegenüber proinflammatorischen Signalen 

sensibilisiert, wodurch das Auftreten erneuter Exazerbationen begünstigt wird (ROMAN 

1996). Die Bedeutung von Fibroblasten und Myofibroblasten bei der Pathogenese und dem 

Airway-Remodelling der RAO des Pferdes ist bisher hingegen nur unzureichend untersucht 

(ROMAN et al. 2013). 

2.3 β-Adrenozeptoren im Respirationstrakt 

2.3.1 β-Adrenozeptor-Subtypen 

β-Adrenozeptoren gehören zu der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Sie 

besitzen einen extrazellulären N-Terminus, der gemeinsam mit den extrazellulären Enden 

der Transmembrandomänen die Bindungstasche für den Liganden bildet und einen 

intrazellulären C-Terminus, der gemeinsam mit der zweiten und dritten intrazellulären 

Schleife mit dem heterotrimären, stimulierenden Guaninnukleotid-bindenden Protein 

(Gs-Protein) interagiert (BARNES 1995). 

Es werden 3 Subtypen des β-Adrenozeptors (β1, β2, β3) unterschieden, die sich hinsichtlich 

ihrer Affinität zu Isoprenalin, Adrenalin und Noradrenalin unterscheiden. In Herzmuskelzellen 

dominiert der β1-Adrenozeptor-Subtyp und reguliert die Kontraktilität des Arbeitsmyokards 

und die Herzfrequenz. Im Gegensatz dazu vermittelt der β2-Subtyp vorrangig die Relaxation 

der glatten Muskulatur der Bronchien und des Uterus, während der β3-Subtyp mit der 

Lipolyse und Thermogenese im Fettgewebe assoziiert ist (FRIELLE et al. 1987, DIXON et al. 

1986, EMORINE et al. 1989, ALEXANDER et al. 2001, COMAN et al. 2009). 
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2.3.2 Signaltransduktion und Regulation 

Der β-Adrenozeptor wird durch die extrazelluläre Bindung von Agonistliganden aktiviert, 

wodurch die Signalweiterleitung initiiert wird. Hierbei führt die Bindung von β-Agonisten an 

den Rezeptor zu einer Konformationsänderung des Rezeptors, welche die Interaktion mit 

dem Gs-Protein ermöglicht. Gs-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten: der 

Guaninnukleotid-bindenden α-Untereinheit und den eng miteinander assoziierten β- und 

γ-Untereinheiten. Durch die Bindung des Gs-Proteins an den Rezeptor wird an der 

α-Untereinheit das GDP mit GTP ausgetauscht. Es folgt eine Dissoziation der 

Gs-Protein-Untereinheiten in α- und βγ-Untereinheiten. Die α-Untereinheit bindet an den 

Rezeptor-GsGTP-Komplex. Dieser Komplex aktiviert nun das Effektorprotein Adenylatzyklase 

(AZ). Dieses Enzym katalysiert den Abbau von ATP in das cAMP und dadurch werden 

cAMP-abhängige Signalprozesse eingeleitet. Die Dauer der Signaltransduktion wird durch 

die intrinsische GTPase-Aktivität der α-Untereinheit limitiert. Dieses Enzym hydrolysiert GTP 

zu GDP; die Untereinheiten des Gs-Proteins lagern sich wieder zusammen, wodurch der 

Ruhezustand wieder hergestellt wird. Bei erneuter Bindung von Agonistliganden an den 

β-Adrenozeptor kann auch das G-Protein wieder aktiviert werden. Die Aktivierung der 

β-Adrenozeptor-vermittelten Signalübertragung wird entweder durch die Dissoziation des 

Agonisten vom Rezeptor oder durch autoregulatorische Mechanismen, wie die 

Desensibilisierung des Rezeptors beendet (BARNES 1995). 

Die wiederholte Bindung von Agonisten führt zur Entwicklung einer Toleranz, die letztendlich 

einen Nachlass der Wirkung des Agonisten bewirkt. Mögliche Mechanismen der 

verminderten Ansprechbarkeit sind vielfältig. Zum einen gibt es die sogenannte homologe 

Desensibilisierung und zum anderen die sogenannte heterologe Desensibilisierung. Bei der 

homologen Desensibilisierung handelt es sich um einen Agonist-vermittelten Prozess, wobei 

bei der heterologen Desensibilisierung ein Wirkungsverlust, der unabhängig von der Präsenz 

des Agonisten ablaufen kann, auftritt. Bei der Agonist-vermittelten Toleranzentwicklung sind 

folgende Teilmechanismen für den β2-Adrenozeptor gut beschrieben: 

1) Phosphorylierung und Entkopplung des Rezeptors 

2) Rezeptor-Internalisierung 

3) Rezeptor-Down-Regulation 

Nach Agonistbindung wird der β-Adrenozeptor durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen 

(GRKs) (synonym: β-Adrenozeptorkinasen - βARK) an Serin- bzw. Threoninresten des 

C-Terminus und der 3. intrazellulären Schleife phosphoryliert. Anschließend bindet das 
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inhibitorische Protein β-Arrestin an den phosphorylierten und agonist-gebundenen Rezeptor. 

Der phosphorylierte Rezeptor wird vom Gs-Protein entkoppelt und dadurch ist die 

Signalübertragung unterbrochen. Mit der Dissoziation des Liganden vom Rezeptor kann 

diese kurzfristige Desensibilisierung jedoch schnell wieder aufgehoben werden und der 

Rezeptor steht erneut für die weitere Signaltransduktion zur Verfügung (JOHNSON 2006). 

Bei langzeitiger Stimulation des Rezeptors mit Agonisten assoziiert der Rezeptor-Arrestin-

Komplex mit sogenannten Clathrin-coated pits der Zellmembran, die den Rezeptor via 

Endozytose in das Zellinnere verlagern (Sequestrierung oder Internalisierung), wodurch die 

Anzahl der membranständigen Rezeptoren abnimmt. Nach Abspaltung des Liganden kann 

der Rezeptor innerhalb von Stunden wieder an die Zelloberfläche zurückkehren 

(Resensibilisierung) oder er wird mittels Ubiquitinierung dem intrazellulären, lysosomalen 

Abbau zugeführt (Degradierung oder Down-Regulation) (MAYOR et al. 1998, SHENOY et al. 

2001). 

Die Down-Regulation ist mit einem irreversiblen Verlust der Rezeptoren verbunden. Sie kann 

auch auf der Ebene der Gentranskription, sowie Translation erfolgen, wobei durch eine 

verminderte Bildung bzw. eine gesteigerte Instabilität der mRNA weniger Rezeptoren 

synthetisiert werden. In allen Fällen ist die Resensibilisierung nur noch durch Neusynthese 

möglich (KOENIG und EDWARDSON 1997, COLLINS et al. 1991, HADCOCK et al. 1989). 

2.3.3 Bedeutung von β-Adrenozeptoren bei Atemwegserkrankungen 

Im Respirationstrakt werden der β1- und β2-Adrenozeptor-Subtyp exprimiert. Bei den meisten 

Spezies dominiert der β2-Subtyp. Innerhalb des Respirationstraktes wird dieser Rezeptor 

nicht nur in den glatten Muskelzellen, sondern auch in vielen anderen Zelltypen, wie 

Epithelzellen, Fibroblasten, Mastzellen und Neutrophilen Granulozyten exprimiert und 

vermittelt eine Vielzahl von Funktionen, die in der Tabelle 1 zusammengefasst sind. In den 

Atemwegen von Pferden wird ebenfalls vorwiegend der β2-Adrenozeptor-Subtyp exprimiert 

(> 75%) (ABRAHAM et al. 2003a). Auf den Epithelzellen des Respirationstraktes und 

intakten Lymphozyten des Pferdes konnte allerdings ausschließlich der β2-Adrenozeptor-

Subtyp nachgewiesen werden (ABRAHAM et al. 2011, 2001). Bei Menschen konnten auch 

die Präsenz und die Bedeutung des β2-Subtypes in den Fibroblasten der Atemwege 

nachgewiesen werden (HONEGGER et al. 1986, LAMYEL et al. 2011). Allerdings liegen 

über die Expression und Funktion von β-Adrenozeptoren an den Atemwegsfibroblasten von 

Pferden bisher keine Erkenntnisse vor. Zahlreiche Studien deuten auf eine vielfältige β-

Adrenozeptor-vermittelte Regulation von Zellfunktionen in Fibroblasten hin. So hemmt die 

Stimulation des β-Adrenozeptors sowohl die Migration (KOHYAMA et al. 2009) als auch die 
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Transformation von humanen Atemwegsfibroblasten zu Myofibroblasten (LAMYEL et al. 

2011, BAOUZ et al. 2005, SABATINI et al. 2012) und reduziert die Synthese von Kollagen 

sowie Proteoglykanen (SALTZMAN et al. 1982, GOULET et al. 2007, TODOROVA et al. 

2006). Auch die Expression spezifischer Adhäsionsmoleküle, die die Migration und 

Aktivierung von Entzündungszellen fördern und die Freisetzung proinflammatorischer 

Zytokine und Wachstumsfaktoren können über die Aktivierung des β-Adrenozeptors 

gehemmt werden (SPOELSTRA et al. 2002, SILVESTRI et al. 2001, AHMEDAT et al. 2012). 

Der Einfluss der β-Adrenozeptoraktivierung auf die Regulation der Zellproliferation wird 

hingegen kontrovers diskutiert. Während die Stimulation des β-Adrenozeptors in 

verschiedenen Studien eine proliferationshemmende Wirkung auf humane 

Atemwegsfibroblasten hervorruft (LAMYEL et al. 2011, GOULET et al. 2007, LIU et al. 2004, 

SILVESTRI et al. 2001), können PICKHOLTZ et al. (2011) nach der Stimulation von 

Fibroblasten mit β2-Agonisten eine Proliferationssteigerung beobachten. In Studien von 

DESCALZI et al. (2008) beeinflusst der β-Adrenozeptor die Proliferation der Zellen hingegen 

nicht. 
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Tabelle 1: β-Adrenozeptoren an den Zelltypen des Respirationstraktes 
verschiedener Säugetiere 

 Verteilung und Funktion (modifiziert nach BARNES 1995) 

Zelltyp Subtyp Funktion Literatur 

Glatte  β2 Relaxation (GOLDIE et al. 1982) 

Muskelzellen  Proliferation↓ (TOMLINSON et al. 1995) 

Fibroblasten β2 Migration↓ (KOHYAMA et al. 2009) 

  EZM-Synthese↓ (SALTZMAN et al. 1982) 

  Transformation↓ (BAOUZ et al. 2005) 

Epithelzellen β2 Zilienbewegung↑ (DEVALIA et al. 1992) 

  Mukoziliäre Clearance↑ (SALATHE 2002) 

Submuköses 

Drüsenepithel 
β1/β2 Sekretion↑ (SALATHE 2002) 

Clarazellen β2 Sekretion↑ (MASSARO et al. 1981) 

Alveolarzellen  β2 Surfactant↑ (MAK et al. 1996) 

Typ II   (BROWN und LONGMORE 1981) 

Mastzellen β2 Mediatorfreisetzung↓ (BUTCHERS et al. 1991) 

Makrophagen β2 Mediatorfreisetzung↓ (BOSMANN et al. 2012) 

   (DONNELLY et al. 2010) 

Neutrophile β2 Degranulation↓ (YASUI et al. 2006) 

Granulozyten  Chemotaxis↓ (SILVESTRI et al. 1999) 

Eosinophile β2 Degranulation↓ (YASUI et al. 2006) 

Granulozyten   (YUKAWA et al. 1990) 

T-Lymphozyten β2 Zytokinfreisetzung↓ (LOZA et al. 2006) 

 

2.4 Therapeutische Möglichkeiten bei Recurrent Airway Obstruction des Pferdes 

Die Recurrent Airway Obstruction (RAO) ist eine chronische, entzündliche 

Atemwegserkrankung der adulten Pferde, die durch bronchiale Hyperreaktivität und eine 

variable Atemwegsobstruktion gekennzeichnet ist. In Phasen einer Exazerbation treten 

Bronchokonstriktion, Hyper- und Dyskrinie sowie entzündliche Veränderungen der 

Atemwege mit einer Einschränkung der Lungenfunktion auf. Dies kann bis zum vollständigen 

Verlust der Leistungsfähigkeit des Tieres führen und ist bislang nicht heilbar. 

Die Therapie der RAO kann grundsätzlich in die entlastende und die entzündungshemmende 

Medikation unterteilt werden. Zu den Symptom-entlastenden Arzneimitteln gehören die 

β2-Adrenozeptoragonisten (Bronchodilatatoren). Diese sind Mittel der ersten Wahl und 
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wirken schnell der Bronchokonstriktion entgegen. Mittel der zweiten Wahl sind die 

Glucocorticoide. Sie stellen die wichtigste Maßnahme dar um das Entzündungsgeschehen in 

den Atemwegen zu vermindern. Methylxanthine gehören ebenfalls zu den Symptom-

entlastenden Arzneimitteln und wirken als Bronchodilatatoren. Aufgrund ihrer geringen 

therapeutischen Breite finden sie jedoch kaum Anwendung beim Pferd (LECLERE et al. 

2011, PIRIE 2014). 

2.4.1 β2-Adrenozeptoragonisten 

Die therapeutisch zur Behandlung obstruktiver Atemwegserkrankungen eingesetzten, 

synthetischen Katecholamine zeichnen sich durch eine Selektivität für den β2-Adrenozeptor-

Subtyp aus. Es gibt sowohl kurzwirksame (short-acting) β2-Agonisten mit einer 

Wirkungsdauer von 4 – 6 Stunden als auch langwirksame (long-acting) β2-Agonisten mit 

einer Wirkungsdauer von ca. 12 Stunden. Für die Anwendung beim Pferd ist nur das 

langwirksame Clenbuterol zugelassen (LÖSCHER 2014). In der Humanmedizin werden 

β2-Agonisten bei der Therapie von Asthma bronchiale vorwiegend zur Inhalationsbehandlung 

angewendet. Diese Applikationsart wird auch beim Pferd genutzt (DERKSEN et al. 1999). 

Allerdings ist gegenwärtig keine entsprechende Darreichungsform für das Clenbuterol 

vorhanden.  

Die Hauptwirkung der β2-Agonisten besteht in der Relaxation der glatten 

Atemwegsmuskulatur durch die Stimulation der β2-Adrenozeptoren der glatten Muskelzellen 

aber auch der Epithelzellen der Atemwege. β2-Adrenozeptoragonisten bewirken darüber 

hinaus eine Verbesserung der Zilienbewegung und der mukoziliären Clearance, die über die 

β2-Adrenozeptoren vermittelt wird (TURGUT und SASSE 1989). Zusätzlich zu diesen 

Wirkungen wird eine Hemmung des Airway-Remodelling über die Stimulation des 

β2-Adrenozeptors diskutiert. Wie im Abschnitt 2.3.3 beschrieben, können β2-Agonisten in 

vitro die Proliferation der humanen Fibroblasten, die Matrixsynthese in diesen Zellen sowie 

die Transformation der Fibroblasten der Atemwege zu Myofibroblasten hemmen. Bisher 

liegen jedoch keine Untersuchungen vor, die zeigen können, inwieweit diese Wirkungen 

auch in equinen Bronchialfibroblasten auftreten können. Außerdem fehlen Daten zu 

Wirkmechanismus, Wirksamkeit und Wirkstärke von dem einzigen für Pferde zugelassenen 

β2-Agonisten Clenbuterol an Fibroblasten, die einen Aufschluss über die Beeinflussung des 

Airway-Remodelling in den Atemwegen geben können gänzlich. 

Die langzeitige, alleinige Gabe von β2-Agonisten führt allerdings bei fast allen Patienten zur 

Desensibilisierung des β2-Adrenozeptors (vgl. Abschnitt 2.3.2), die mit einer klinisch 

relevanten, reversiblen Toleranzentwicklung verbunden ist (READ et al. 2012, HANEY und 
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HANCOX 2006). Dies resultiert in einem Wirkungsverlust der β2-Agonisten im Verlauf der 

Therapie, der sowohl bei Asthmapatienten, als auch bei an RAO-erkrankten Pferden mit 

einem Anstieg der Häufigkeit von Exazerbationen assoziiert ist. Bei täglicher Anwendung 

kann in Untersuchungen von READ et al. (2012) bei Pferden bereits nach 2 Wochen eine 

klinisch manifeste Toleranz gegenüber Clenbuterol nachgewiesen werden. Daher wird 

empfohlen eine Monotherapie mit Clenbuterol auf maximal 2 Wochen zu begrenzen, um dem 

Wirkungsverlust vorzubeugen. 

2.4.2 Glucocorticoide 

Glucocorticoide werden in der Therapie von RAO und Asthma bronchiale im Wesentlichen 

zur Hemmung der Entzündung und der Proliferation mesenchymaler Zellen und zur 

Reduktion der Ablagerung von EZM-Matrix in der Atemwegswand angewendet. 

Bei der Therapie von RAO werden Glucocorticoide vorwiegend als add-on-Therapie zu 

Clenbuterol (oder anderen β2-Agonisten) parenteral oder oral eingesetzt. In der 

Humanmedizin finden Glucocorticoide als Mittel der ersten Wahl bei Asthma bronchiale von 

Erwachsenen und als add-on-Therapie beim Asthma von Kindern eine Verwendung und 

werden in der Regel als Inhalationstherapie eingesetzt (BARNES 2002). Abkömmlinge der 

oralen Glucocorticoide, die inhalativ beim Pferd verabreicht werden können sind 

Fluticasonpropionat, Beclometason-Dipropionat und Budesonid. Diese werden über 

Dosier-Aerosole (metered-dose inhaler) mit Hilfe spezieller Inhalationssysteme verabreicht 

(COUËTIL et al. 2005, COUËTIL et al. 2006, WILLIAMSON und DAVIS 2007). 

Glucocorticoide sind die potentesten antiinflammatorischen Arzneimittel in der Therapie von 

RAO und Asthma. Sie hemmen die Entzündung über eine Verminderung der Infiltration und 

Aktvierung von Entzündungszellen in den Atemwegen. Außerdem supprimieren sie 

verschiedene Gene, die inflammatorische Zytokine, Chemokine und Peptide codieren und 

reduzieren somit die Bildung und Freisetzung dieser Entzündungsmediatoren (BARNES et 

al. 1998, LECLERE et al. 2011). Eine weitere Wirkung von Glucocorticoiden ist die 

Reduktion der glatten Muskulatur in den Atemwegen (LECLERE et al. 2012). In-vitro-

Untersuchungen zeigen, dass dieser Effekt beim Menschen über die Proliferationshemmung 

der glatten Muskelzellen vermittelt werden kann (STEWART et al. 1995). Allerdings ist dieser 

Mechanismus noch nicht im Pferd untersucht. Zusätzlich zur entzündungshemmenden 

Wirkung und der Reduktion der glatten Atemwegsmuskulatur vermindern Glucocorticoide die 

Ablagerung von Kollagen in den Atemwegen von Pferden (LECLERE et al. 2012) und 

Menschen (CAPRAZ et al. 2007). Es gibt jedoch beim Pferd bisher keine Untersuchungen zu 

den daran beteiligten Wirkmechanismen in Atemwegsfibroblasten. In den 
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Atemwegsfibroblasten des Menschen vermindern Glucocorticoide die Synthese von Kollagen 

und Proteoglykanen (JACQUES et al. 2010, TODOROVA et al. 2006). Darüber hinaus 

besitzen Glucocorticoide eine ausgeprägte antiproliferative und transformationshemmende 

Wirkung auf humane Lungenfibroblasten. Dadurch können sie in den Atemwegen von 

Asthmatikern die Akkumulation von Fibroblasten und Myofibroblasten unterdrücken, die als 

Hauptquelle der EZM gelten (SABATINI et al. 2003, KELLY et al. 2010, SABATINI et al. 

2012). 

Darüber hinaus verstärken Glucocorticoide die Wirkung von β2-Agonisten (permissiver 

Effekt) über die Steigerung der Expression und Empfindlichkeit von β2-Adrenozeptoren 

(dadurch Abschwächung der Toleranzentwicklung von β2-Agonisten). Glucocorticoide wie 

Dexamethason können die Transkriptionsrate der β-Adrenozeptor-mRNA intensivieren. Dies 

führt zu einer vermehrten Expression des Rezeptors (HADCOCK et al. 1989). In-vivo-

Untersuchungen von ABRAHAM et al. (2002, 2003b) zeigen, dass die parenterale 

Verabreichung von Glucocorticoiden nicht nur die desensibilisierende Wirkung von 

Clenbuterol auf equinen Lymphozyten aufhebt, sondern sogar die Dichte der 

β2-Adrenozeptoren erhöht. Die daraus resultierende Verbesserung der 

bronchodilatatorischen Wirkung von β2-Agonisten und die Verhinderung einer klinisch 

relevanten Toleranzentwicklung werden in der Therapie von RAO und Asthma ausgenutzt 

(PEARLMAN et al. 2013). Wie oben beschrieben spielen die Fibroblasten der Atemwege 

eine wichtige Rolle beim Airway-Remodelling im Zusammenhang mit RAO und Asthma. Das 

bedeutet, die Modulation dieser Zelltypen ist ebenfalls ein Ziel der therapeutischen 

Maßnahme. Zahlreiche Untersuchungen belegen, dass Glucocorticoide die Proliferations- 

und Differenzierungseigenschaften von Fibroblasten der humanen Atemwege in vitro 

beeinflussen können. Bisher liegen jedoch keine Untersuchungen vor, die zeigen können, 

inwieweit Glucocorticoide und die Arzneimittelinteraktion mit β2-Agonisten die 

Wirkungsstärke der Einzelsubstanzen im Zellmodell der equinen Fibroblasten beeinflussen 

können. 
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2.5 Fragestellung 

Der Nachweis von Wandverdickung und entzündlichen Prozessen in den Atemwegen bei 

RAO des Pferdes gibt bisher nur indirekte Hinweise auf eine Beteiligung von 

Atemwegsfibroblasten an Remodelling-Prozessen, aber eine Beteiligung von extrazellulärer 

Matrix und die pharmakologische Modulation dieser Zelltypen wurden bisher nicht betrachtet. 

Deshalb werden in der vorliegenden Arbeit folgende Untersuchengen schrittweise und 

systematisch durchgeführt: 

1) Um zunächst In-vitro-Untersuchungen durchführen zu können, ist es notwendig 

Bronchialfibroblasten aus den Pferdebronchien zu isolieren und diese zu 

charakterisieren. Hierbei sollen die Isolations- und Kulturbedingungen für diese Zellen 

definiert werden. 

2) Weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, die Proliferations- und Differenzierungsprozesse der 

equinen Bronchialfibroblasten zu untersuchen. 

3) Ein weiteres Anliegen besteht in der Identifizierung von β-Adrenozeptor-Subtypen 

und Regulationsmechanismen der Kollagensynthese sowie der Zelldifferenzierung 

unter dem Einfluss von β-Agonisten und Glucocorticoiden. 
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Fetales bovines Serum fördert das Zellwachstum und die Ausbildung der 

fibroblastischen Morphologie von equinen Bronchialfibroblasten unter 

Kulturbedingungen besser als Pferdeserum 

  

METHODOLOGY ARTICLE Open Access

Comparative study of the effects of fetal bovine
serum versus horse serum on growth and
differentiation of primary equine bronchial
fibroblasts
Jana Franke1, Vanessa Abs1, Claudia Zizzadoro2 and Getu Abraham1*

Abstract

Background: Airway fibroblasts have become a critical addition to all facets of structural lung tissue changes such

as in human asthma and chronic obstructive pulmonary disease, but little is known about their role in the equine

recurrent airway obstruction, a disease that resembles to the human asthma. Since the equine bronchial fibroblasts

(EBF) have not been isolated and characterized yet, the use of defined medium was investigated.

Results: Primary EBF were cultured on non-collagen coated flasks without serum or in the presence of fetal bovine

serum (FBS) or horse serum (HS) or in serum depleted medium. EBF cultured in serum-free basal media and those

serum deprived were not able to proliferate and even exhibited considerable cell death. In media containing FBS or

HS, proliferation of the cells was reproducible between different primary cultures and cells demonstrated expression

of vimentin. Large variations were found in the ability of FBS and HS to support growth and differentiation of EBF

in monolayer culture. Indications of growth-promoting actions, increasing passage number as well as maintaining

fibroblast morphology were found rather in FBS than in HS. EBF culturing in HS needed longer doubling and

confluence time. The protein content of the cell pellets was higher in EBF cultured in medium containing HS than

FBS. Alpha-smooth muscle actin seemed to be less expressed in EBF cultured in medium containing FBS than those

in HS.

Conclusions: In sum, serum addition to basal EBF medium enhanced EBF differentiation into myofibroblasts, and

these findings are useful to develop in vitro fibroblast culture models that mimic in vivo physiological processes

and to study airway disease mechanisms and remodeling.

Keywords: Airways, Primary bronchial fibroblasts, Cell culture, In vitro, Serum types

Background

Chronic airway diseases like human bronchial asthma and

chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and the

equine recurrent airway obstruction (RAO) principally

characterized by bronchial hyperreactivity and airflow ob-

struction result from several factors including structural

alterations of the airway wall and cell function. Such air-

way remodelling is a common feature of abnormal depos-

ition of extracellular matrix (ECM) components in airway

mesenchymal layer associated with airway wall thickness

[1-3]. Airway fibroblasts and those cells differentiated into

myofibroblasts contribute to sub-epithelial fibrosis linked

to airway remodelling by producing ECM proteins such as

collagen, fibronectin and proteoglycans [4,5].

There are several well characterized human fetal lung

fibroblast cell lines that are cultured in defined media and

for use as in vitro cell model to study airway diseases and

remodeling, for example, HFL-1 [6], IMR-90 [7], HEL299,

MCR-5 [8], WI-38 [9] and GM 06114 [10]. Culture of

primary bronchial fibroblasts exists for human [11,12],

mice [13] and rats [14]. However, there is currently neither* Correspondence: gabraham@rz.uni-leipzig.de
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description of equine adult primary airway fibroblast cul-

tures nor there are such cell lines for this species.

Not all cells have the same requirements for growth and

survival. With this regard, for successful growth, mainten-

ance and expression of differentiated metabolic functions

of human or animal cells in vitro, either primary cultures

or continuous cell lines, appropriate culture conditions are

required that mimic the physiological conditions in vivo

and situ. In fact, it is well known that serum represents a

fundamental source of nutrients, cytokines and adhesive

molecules necessary for in vitro cell growth, metabolism

and to stimulate proliferation [15]. In serum-free medium,

only the addition of growth factors could initiate mouse

lung fibroblast proliferation [16]. On the other hand, pro-

liferating primary cardiac and dermal fibroblasts as well as

established cell lines have been synchronized into a non-

dividing G0-phase to cell cycle by serum withdrawal [17]

which favour fibrotic processes or cause cell death [18,19].

While significant advances are made to culture conditions

of permanent cell lines, current research is lacking that

compares cultures of primary airway fibroblasts in differ-

ent serum origins added to a standard culture medium or

serum depleted medium, and how this may affect their dif-

ferentiation. The sera that most widely used are bovine

origin (adult or new born or fetal origin); as well the horse

serum has been seen as an alternative to provide growth

factors and hormones in modern cell biology. Indeed, al-

most it is not known about the responses of primary air-

way fibroblast cultures to horse serum factors.

Aim of the present study was to develop a primary bron-

chial fibroblast culture technique and investigate the influ-

ence of horse serum in comparison to FBS on cell viability,

morphology and immunocytochemical characteristics, cell

proliferation and α-smooth muscle actin expression (α-

sma) to further understand the mechanism of peribron-

chial fibrosis (airway remodelling) in the equine RAO.

Results

Effect of serum absence and serum withdrawal on

primary EBF culture

Primary EBF cultured without serum presence in basic

DMEM failed to attach and to proliferate and those at-

tached, disappeared completely from the flask surfaces

within 1-week of culture. Also, we tested whether conflu-

ent EBF cultured in DMEM can be affected by serum

withdrawal. Serum withdrawal led to modification of EBF

number in culture; they exhibited detachment within three

days of serum starvation (data not shown). Even the

addition of 10% FBS after 24 h did not significantly en-

hance EBF attachment and proliferation.

Cell viability and morphology under FBS and HS influence

Cell yield from digested bronchial tissue was consistent.

Under both culture conditions, EBF were stained with

trypan blue and the percentage of viable cells was similar,

usually > 95%. No significant evidence of cell necrosis or

cell apoptosis was observed under inverted light micro-

scopic analysis. With regard to cell morphology, EBF cul-

tured in DMEM with 10% FBS appeared to be typically

flattened and spindle-shaped (with a homogenous cyto-

plasm) over several weeks of passages compared to EBF

cultured in DMEM with 10% HS (Figure 1A). In medium

containing FBS, EBF were grown over the growth surface

with only loose cell-cell-contact until reaching confluence

and then formed tight parallel lines which remained as typ-

ical fibroblastic monolayer until passage 15. EBF between

passages 16 – 20 started to change their morphology: cells

were large, flat and more polygonal shaped, with a large,

heterogeneous nucleus. At the same time, cell growth was

rapidly reduced and cell viability was diminished. In con-

trast, EBF cultured in the presence of HS showed altered

morphological changes within 2 days of culture; cells were

small and more compact in shape combined with granula-

like dark structures in the cytoplasm (Figure 1C). More-

over, cells grew in clusters and chains and failed to reach

confluence within a week. This morphological behaviour

of EBF was seen under this culture conditions until pas-

sage 7, but thereafter, EBF failed to proliferate regularly

and decreased in their viability (passage 9). Under both

culture conditions, most EBF (>99%) were positive for

vimentin, but with more characteristic filamentous struc-

tures within the cytoplasm in medium containing FBS

(Figure 1B) than in the presence of HS (Figure 1D).

Sera effects on cell population, proliferation and total protein

Number of passages and proliferation differed significantly

between the two culture conditions. By routinely passa-

ging primary EBF (once a week), EBF maintained their

typical morphological fibroblastic properties up to passage

20 in culture medium containing fetal bovine serum,

whereas EBF in horse serum did exhibit significantly lim-

ited proliferation rate merely up to passage 9 (Figure 2A).

Under both experimental conditions, growth curves of

EBF showed similar initial 24 h lag-phase. The population

data began to exhibit significant differences between the

two conditions until day 4 of EBF culture (Figure 2B). Cell

doubling time was slow in the presence of horse serum,

and here, it took significantly longer than in culture

medium containing FBS (Figure 2C). Under culture condi-

tions in the presence of FBS, primary EBF reached conflu-

ence on day 4 but not in the presence of HS. Indeed,

significant differences between serum groups were not

found on day 6 and 8. Total protein content of the cell

monolayers did not reveal significant difference between

the two experimental conditions until day five (Figure 2D),

while after day six the amount of total protein increased

under HS condition and statistically differed from FBS

condition, though cell number was the vice versa.
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When two different batches of FBS and HS were com-

pared on maximum passage, population doubling time

and total protein content of EBF, there was no remark-

able differences between them (Figure 3). Moreover, cell

proliferation was compared between freshly isolated and

cryopreserved EBF. We did not observe any effect of cryo-

preservation on EBF proliferation (Figure 4); so routinely,

thawed cells could be used for experimental purposes.

Furthermore, we assessed the effect of time-dependent

withdrawal of fetal bovine serum on cell proliferation in

sub-confluent primary equine bronchial fibroblasts by

[3H]-thymidine incorporation assay (Figure 5). 10% FBS

induced markedly EBF proliferation compared to EBF

cultured under serum withdrawal for 24 and 48 h. Even

if this investigation was carried out in two to four cell

isolates (n = 2) in triplicates, the results indicate that

after 48 h of FBS deprivation, cells almost stopped to

proliferate in comparison to 24 hours serum withdrawal.

α-Smooth muscle actin expression

To evaluate differentiation of fibroblasts into myofibro-

blasts, the expression of α-SMA was assessed in cells

under culture conditions in the presence of FBS and HS.

Under both experimental conditions, α-SMA was detect-

able in all cell lysates. In the presence of HS, α-SMA was

significantly expressed in comparison to EBF cultured in

medium containing FBS (Figure 6A). The expression of the

control protein β-actin also differed between both culture

conditions (Figure 6A); in the presence of HS, it tended to

increase even if not statistically significant. Also, when two

different batches of FBS and HS were used, and the effect

on α-SMA and β-actin expression was compared, no sig-

nificant difference was observed (Figure 6B, C).

Discussion

The overall aim of the present investigation was to assess

viability, morphological and proliferation differences of

primary bronchial fibroblasts of the horse subjected to

basal medium without serum, or first serum containing

but later serum-depleted medium, in the presence of fetal

bovine serum or horse serum. The results highlight differ-

ences in examined parameters when primary EBF were

cultured within these differing conditions. In the absence

of serum, basal medium DMEM did not support EBF at-

tachment and proliferation; serum withdrawal in sub-

confluent EBF has also led to decreased cell proliferation

Figure 1 Morphological and immunocytochemical appearance of EBF cultures in the presence of FBS or HS. Phase contrast microscopy on

day 3 of FBS culture (A) and HS culture (C) (Magnification: x40); Expression of Vimentin by EBF cultured in FBS (B) and HS (D) (Magnification: x400).
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and attachment. The most important factors in signifi-

cantly affecting cell growth and differentiation were the

sera types added to basal DMEM. EBF cultures were

established from freshly isolated EBF (P0) or from frozen

isolated EBF. Despite cryopreservation, the proliferation

data generated from frozen cells were similar to those

from freshly solated and further cultured EBF.

After short-term trypsin digestion of peeled and minced

equine bronchial mucosa and from cultures of epithelial

cell mixture in DMEM containing FBS, we could observe

a complete disappearance of epithelial cells within 1-week

and instead five days later a complete coverage of culture

flasks with viable primary equine bronchial fibroblasts.

Thus, DMEM does not support epithelial cell growth des-

pite the presence of serum. This isolation procedure is de-

scribed, to our knowledge, the first time for these cells and

resulted in reproducible large cell yields with typical mes-

enchymal cell properties. EBF cultured in serum-free

DMEM were, however, not only unable to proliferate but

also were non-adherent after seven days in culture. From

this result, indeed, it is difficult to point out the proteins

which are present in serum and absent in the basal

medium that are essential for primary EBF growth. The

reason why EBF disappeared seems to be, even if we did

not proof, the occurrence of apoptosis and necrosis. Thus,

it can be argued that under serum-free conditions in our

cultures EBF-specific growth factors which are usually

present in serum are missing. But in many established per-

manent cell line culture under serum-free conditions

[20,21] the serum-free environment did support growth

and differentiation with clonal growth as well as mass cul-

ture (for review see [22]).

Although recent efforts have shown that human mes-

enchymal stem cells and primary epithelial cells can be

isolated and expanded long-term in serum-free medium

[23-26], no published work had shown whether human

or animal primary airway fibroblasts are able to expand

under serum-free conditions for long-term in culture.

The selective nature of serum-free media formulations

could be used in primary cultures of tissue explants by

Figure 2 Effect of FBS and HS on cell growth, doubling time, protein content and passage number. EBF were passaged every week and

seeded in a density of 2 × 104 cells/cm2. EBF cultured in 10% FBS keep proliferating over a longer period than in 10% HS (A). EBF were seeded

in 6-well-plates at a density of 2 × 104 cells/cm2. Effect of HS and FBS on growth curve (B), population doubling takes longer in HS than in FBS

(calculated between day 1 and day 3) (C) and effect of HS and FBS on total protein amount over 8 days (D). Data are presented as means ± SEM.

(*p < 0.05, **p < 0.01, n = 10).
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allowing growth suppression of other cell types which

might quantitatively influence experiments with primary

cells obtained from tumor tissues. Presumably, in our

case, the serum-free condition should be optimized for

enhanced primary fibroblast expansion by adding growth

factors which have to be further investigated. In sum,

understanding of these processes is essential in under-

standing the use of these cells as in vitro model and to

study their role in airway remodelling during respiratory

disease mechanisms.

The importance of serum supplementation for cell at-

tachment, growth and passaging of in vitro proliferating

cells [27] as well as the influence of serum deprivation

on permanent cell line proliferation and cycle [28] are

well known. On the other hand, no data are available on

the effect of time–dependent serum withdrawal on pri-

mary airway fibroblast proliferation and differentiation.

Since serum components might affect cell stimulation,

many studies in vitro are conducted in the absence of

serum, and cells can be deprived of serum for 1 – 8 days

[29,30], and thus, the aim of the present study was to in-

vestigate the response to serum withdrawal for 24 to

48 hours in sub-confluent primary equine bronchial fibro-

blasts which were first cultured in DMEM containing 10%

FBS. In our study, we have clearly demonstrated a marked

time-dependent decrease in [3H]-thymidine incorporation

in cells deprived of serum for 24 to 48 hours, suggesting

discontinuation of proliferation in the absence of FBS.

Figure 3 Effect of FBS and HS batches on EBF passage number, population doubling and total protein content. Under standard culture

conditions as described in material and methods, cells were subjected to obtain (A) maximum passage number (n = 2), (B) population doubling

(n = 5) and (C) total protein amount (n = 2). F1 and F2 represent FBS batches, and H1 and H2 the HS batches.

Figure 4 Effect of cryopreservation on EBF passage number and population doubling. Under standard culture conditions, cells were

subjected to obtain (A) maximum passage number (n = 3) and (B) population doubling (n = 2). Thawed cells were used after 2 passages and

treated as described under Figure 2.
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After 72 hours of serum depletion many cells were floating

in the medium and the number of attached cells was de-

creasing, indicating altering cell viability and morphology,

in agreement with data found for cardiac fibroblasts [18].

These findings show that EBF in primary cultures are not

able to adapt to serum deprivation for a given time, pre-

sumably sufficient serum growth factors are not available.

Moreover, we have tested the effects of sera types on

proliferation, morphology, population doubling and via-

bility of primary equine bronchial fibroblasts. The results

highlight striking differences in cell proliferation, morph-

ology, passaging time and number as well as total protein

amount and α-SMA expression when EBF were cultured

within these differing conditions. Both FBS and HS are

natural products, presumably, with varying concentrations

of growth factors within different batches; however, the ef-

fects measured in our study were not dependent on batch/

lot number. EBF grown in DMEM containing 10% FBS

continue to proliferate even after reaching confluence,

whereas these same cells, when cultured in DMEM con-

taining 10% HS, had relatively limited proliferation rate,

longer population doubling time and somehow quite dif-

ferent morphological features. Cells in HS were smaller,

chain-forming and more compact in shape with dark cyto-

plasmic granules which can be related to the occurrence

of abnormal protein accumulation than those in FBS, and

they failed to reach confluence. In concordance, sera types

affect other various cell types in a similar way: bovine adi-

pocytes and sheep skeletal muscle satellite cells proli-

ferated rapidly, when FBS was supplemented to growth

medium instead of HS; thus, FBS-containing medium is

often used as growth medium in these cultures [31,32].

On the contrary, equine chondrocytes could equally pro-

liferate under both conditions [33]. Even if they are equine

cells, it is noteworthy to find that EBF exhibit a preference

for fetal bovine serum factors over the horse serum fac-

tors, whereas the vice versa has been seen for neural cells

Figure 5 Effect of serum-deprivation on [3H]-thymidine

incorporation. Sub-confluent EBF were subjected to serum

deprivation for 24 and 48 hours. Cell proliferation was determined

by [3H]-thymidine incorporation (n = 2).

Figure 6 Sera effects on β-actin and α-SMA expression. Western blots were performed on whole cell lysate from EBF cultured for 4 days in

DMEM containing 10% FBS or HS. Densitometry of β-actin and α-SMA was calculated by SynGene. (A) EBF cultured in HS show a higher α-SMA

expression than EBF cultured in FBS (n = 5). Serum batch of (B) FBS and (C) HS (n = 2) did not affect α-SMA expression. F1 and F2 represent FBS

batches, and H1 and H2 the HS batches. Data are presented as means ± SEM. (*p < 0.01).
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[34]. Merely, early studies have proposed that horse serum

is appropriate for neuronal cell cultures [34,35].

Moreover, despite the short passaging time and limited

proliferation and population doubling rate, increased α-

SMA expression was accompanied by higher protein

amount in the presence of horse serum than in bovine

serum, suggesting that HS might stimulate fibroblast dif-

ferentiation into myofibroblasts. It is well known that

myofibroblasts are able to produce large amount of extra-

cellular matrix (ECM) proteins, as well as growth factors

and cytokines and express cytoplasmic contractile struc-

tures including α-SMA. Thus, it seems that the horse

serum increases the protein content in EBF by increasing

synthesis of structural proteins, ECM and cytokines. In-

deed, it is not yet known if differential expression of α-

SMA and protein is functionally relevant.

Conclusions

Fetal bovine serum favors fibroblastic morphology with

enhanced proliferation rate, population doubling, passage

number and triggers cell differentiation (as vimentin stain-

ing showed), suggesting serum factors essential for the

equine airway fibroblasts are available in the fetal bovine

serum, whereas in the horse serum cells there were signs

of degeneration or cell granularity. Moreover, we can con-

clude that serum withdrawal for 48 hours rather decrease

EBF adaptation and enhance cell detachment than the

24 hour FBS depletion and in the latter case cell viability

was though not altered, thus, EBF cultured in 10% FBS

represent a good model allowing studying the response to

drugs that influence cell proliferation and pathways of air-

way remodeling in airway diseases.

Study limitation: Animal serum is a complex mixture of

a large number and variety of components; therefore, it is

difficult to assess, at this stage, the significance of the obser-

vation that horse serum inhibits the programmed progress

of equine airway cells through the lineage of differentiation

in cultures.

Methods

Isolation and culture of equine bronchial fibroblasts

Primary equine bronchial fibroblasts were cultured in

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supple-

mented with 200 Units/ml Penicillin, 0.2 mg/ml Strepto-

mycin, 5 mg/ml Amphotericin B (PAA Laboratories

GmbH, Pasching, Austria). Surfaces of culture flask were

not pretreated with adhesion supporting matrix like collagen.

Bronchial segment tissue samples were obtained from

adult non-diseased slaughter horses of different breed,

age and sex and slaughtered at local abattoirs (Freiberg,

Germany). Primary equine bronchial fibroblasts (EBF) were

isolated from these tissues. Briefly, the bronchial mucosa

was removed from the bronchi, washed, minced to about

1-3 mm pieces, and 500 mg tissue were digested with

0.25% trypsin/EDTA (Sigma Aldrich, Deisehnhofen,

Germany) in Hanks’ balanced salt solution (HBSS)

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) in 50-ml

Erlenmeyer glass flasks and incubated at 37°C for

2 hours in humidified atmosphere of 5% CO2. Trypsi-

nized samples were then filtered through sterile double-

layered gauze and rinsed twice with ice-cold HBSS. Cell

suspension was then further sieved through sterile

nylon cell strainers (mesh size: 40 μm) (BD Biosciences,

Franklin Lakes, NJ) and centrifuged two times to re-

move tissue debris.

To evaluate the effect of sera on proliferation and differ-

entiation of primary equine bronchial fibroblasts, we used

at least two to three different lots of cell culture appropriate

not inactivated fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Carlsbad,

CA, USA) and horse serum (HS) (Sigma Aldrich,

Deisehnhofen, Germany). Since it was not the objective of

the study, we did not compare different serum products of

several companies. FBS is routinely used to culture other

cell lines in our laboratory, and should be tested before

use; thus, after cell isolation, final cell pellets were first re-

suspended and cultured in DMEM containing 10% fetal

bovine serum (FBS) for at least up to two passages. There-

after, EBF were trypsinized and sub-cultured under differ-

ent conditions: a) in DMEM without serum, or b) first in

DMEM containing FBS and then serum deprived, or c) in

DMEM in the presence of 10% FBS or d) in DMEM in the

presence of 10% horse serum (HS). Cells were routinely

passaged every 7 days with replacement of medium every

2 to 3 days. Unless and otherwise specified; cells were

routinely cultured in 75 cm2 flasks (Greiner Bio-One,

Frickenhausen, Germany).

Cryopreservation and thawing of EBF

Certain density of isolated primary EBF were either pro-

vided for direct culturing or frozen in 1 ml DMEM con-

taining 20% FBS, 10% DMSO (Sigma Aldrich, Deisenhofen,

Germany), penicillin, streptomycin and amphotericin B in

liquid nitrogen until use. Also, some passages of EBF cul-

tures were frozen. Cells were quickly thawed at 37°C in

water bath and subsequently transferred into culture flasks

with tempered culture medium (see above). Thawed cells

were used for our study after 2 passages.

Cell viability, morphology and immunostaining

For cell counting and viability testing, cells were trypsi-

nized and washed with PBS and stained with trypan blue

dye (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany). Cells exclud-

ing the dye were counted using Neubauer cell chamber.

Also, after 1-week of EBF culture in two conditions, i.e.,

DMEM+ FBS or DMEM+HS, fibroblasts were trypsi-

nized, centrifuged and an aliquot was re-suspended in PBS

with trypan blue.
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EBF were plated into 75 cm2 flasks at a density of 2 ×

104 cells/cm2 and grown in 10 ml defined DMEM in the

presence of 10% FBS or HS. Cell morphology was evalu-

ated under inverted light microscope (Olympus CKX41).

Digital images were taken from cells at different days

and at possible confluence.

Expression of intermediate filaments in primary cultured

EBF was evaluated using immunofluorescence staining

against vimentin using a primary mouse monoclonal anti-

body and a secondary anti-mouse FITC-antibody (Dako

Deutschland GmbH, Hamburg, Germany). EBF were cul-

tured under the indicated culture conditions on glass cover

slips (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany), washed

twice with PBS after medium removal, and fixed in ice-

cold acetone for 5 min at -20°C and immunostained as

previously described [36].

Cell proliferation assay and population doubling time

To further assess the effects of sera types on cell prolifera-

tion and population doubling, EBF between passage 3 and

6 were transferred into 6-well plates (2 × 106 cells/cm2)

and cell numbers were determined manually after day 1, 2,

3, 4, 6 and 8. Each time, the average from 2 wells was

taken. The mean cell number was logarithmically trans-

formed and the linear regression slope was calculated to

derive the doubling time (DT). Proliferation rate was also

determined in cryopreserved, thawed and cultured cells.

[3H]-thymidine assay

Furthermore, cell proliferation was measured by [3H]-

thymidine incorporation assay [11]. EBF (40 000 – 60 000

cells/well) were seeded into 12-well plates, in DMEM in

the presence of 10% FBS, grown until 60% confluence, and

further cultured in the presence of 10% FBS or serum-

withdrawn for 24 or 48 hours. In all three settings, [3H]-

thymidine (37 kBq/well) (Perkin Elmer, Waltham, MA)

was added to the culture medium. 24 hours after incuba-

tion of cells with [3H]-thymidine, cells were washed in ice-

cold PBS and incorporated radioactivity was determined

by liquid scintillation counting (Beckman LS 6500 Scintil-

lation Counter). Also, in thawed and cultured EBF, prolif-

eration experiments were performed about 1-week after

thawing, to avoid a major increase in the number of cu-

mulative population doublings compared to experiments

done with fresh cells.

Cell growth determination

To measure the effect of sera on cellular growth, total

protein was measured at defined time points during cul-

ture in 6-well plates by the colorimetric method [37]. In

brief, EBF were rinsed twice in PBS and then trypsinized,

centrifuged at 500 × g for 10 min. After removal of the

supernatant, cell pellets were resuspended in PBS and

sonicated 4 rounds for 30 second. Crude cell lysates

were then diluted in 0.1 M potassium phosphate buffer

(pH 7.4), incubated with copper in alkaline solution for

10 minutes at room temperature. After addition of Folin

(Merck, Darmstadt, Germany), reduction of copper was

completed within 45 minutes and quantitative analysis

could be carried out by spectrophotometry at 660 nm

(Beckman DU640 spectrophotometer, Beckman Coulter,

Krefeld, Germany).

Western blot

Primary EBF grown in 6-well plates under different culture

conditions were harvested and suspended in sample buffer

(containing 2% SDS, 25% [v/v] glycerol, 60 mM Tris–HCl

and 0.1% bromphenol blue, 14.4 mM β-mercaptoethanol,

pH 6.8) and boiled for 5 min. Equal amounts of whole cell

lysate (2,5 × 105 cells/ml) were subjected to SDS-PAGE;

samples were separated on 12% acrylamide gel under

reducing conditions and transferred to a nitrocellulose

membrane (Whatman GmbH, Dassel, Germany). The

membrane was then blocked in 3% BSA (PAA Laborator-

ies) with TBST (20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl

and 0.05% [v/v] Tween-20) for 1 h at room temperature.

α-SMA was detected following an overnight incubation of

samples with mouse monoclonal antibody against human

anti-α-SMA (1:1000; Sigma-Aldrich) and β-actin was de-

tected using mouse monoclonal antibody against human

anti-β-actin (1:10,000; Sigma-Aldrich) in 3% BSA-TBST at

4°C. Band visualisation was performed using alkaline phos-

phatase conjugated secondary anti-mouse igG antibody

(1:5000; Promega GmbH, Mannheim, Germany) over 1 h

at room temperature. Enzyme activity was detected using

Western Blue stabilised substrate for alkaline phosphate

(Promega). The membranes were digitalized and quanti-

tated by densitometry analysis (SynGene, Cambridge, UK).

Data and statistical analysis

All data are expressed as means ± SEM. Statistical signifi-

cance of differences was evaluated by paired two-tailed stu-

dent’s t-test using GraphPad Prism version 5.1 (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA). P < 0.05 was considered

significant.
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a b s t r a c t

Altered airway cell proliferation plays an important role in the pathogenesis of human bronchial asthma

and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) as well as the equine recurrent airway obstruction

(RAO) with consistent changes, i.e. narrowing the airway wall, explained by proliferation and

differentiation of fibroblasts. In permanent cell lines, it has been suggested that β2-adrenoceptor

agonists and glucocorticoids regulate cell proliferation via the β2-adrenoceptor pathway; indeed, no

study was carried out in fresh isolated primary equine bronchial fibroblasts (EBF). We characterized the

β-adrenoceptors in EBF, and compared effects of long-acting (clenbuterol) and short-acting (salbutamol

and isoproterenol) β2-agonists and dexamethasone on proliferation, differentiation and collagen

synthesis. High density (Bmax; 50377494 sites/cell) of β2-adrenoceptor subtype was expressed in EBF.

β2-agonists inhibited concentration-dependently EBF proliferation with potency of clenbuterol4salbu-

tamol »isoproterenol which was inhibited by ICI 118.551 and propranolol but not by CGP 20712A. In

contrast, dexamethasone alone inhibited less EBF proliferation, but the effect was high when

dexamethasone was combined with β2-agonists. Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) increased

transformation of fibroblasts into myofibroblasts, which was inhibited by clenbuterol and dexametha-

sone alone and drug combination resulted in high inhibition rate. Collagen synthesis in EBF was rather

hampered by dexamethasone than by β-agonists. Collectively, the expression of β2-adrenoceptor subtype

in EBF and the anti-proliferative effect of clenbuterol suggest that β2-adrenoceptors are growth

inhibitory and anti-fibrotic in EBF. These β2-agonist effects in EBF were synergistically enhanced by

dexamethasone, providing the additive effects of glucocorticoids to counteract airway remodelling and

morbidity of asthma and RAO.

& 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

In the human asthma, chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) and the equine recurrent airway obstruction (RAO), bronchial
constriction has been related to airway remodelling with character-
istic features of irreversible structural changes including injury and
shedding of the airway epithelium, airway smooth muscle hyperpla-
sia and hypertrophy, increased number of goblet and mucous cells
and increased sub-epithelial extracellular matrix (ECM) deposition
(Bousquet et al., 2000; Davies et al., 2003; Halwani et al., 2011; Kaup
et al., 1990; Roche et al., 1989). Also, increased number of fibroblasts/
myofibroblasts and their interactions with inflammatory cells have

been associated with airway inflammation and airway remodelling
(Gabbrielli et al., 1994; Hoshino et al., 1998; Plante et al., 2006).

With this regards, fibroblasts are believed to participate in the
development of airway architecture changes, because they are not
only supposed to proliferate but also differentiate into myofibro-
blasts (McAnulty, 2007). The latter can be distinguished from
quiescent fibroblasts based on the expression of the α-smooth
muscle actin (α-SMA). Myofibroblasts are suggested as primary
excessive producers and depositors of collagenous and non-
collagenous matrix molecules which are responsible for tissue
remodelling in asthma (Brewster et al., 1990; Descalzi et al., 2007).
They are also able to produce pro-inflammatory and growth
factors, including TGF-β1, CTGF, GM-CSF, IL-6, IL-8, eotaxin and
endothelial growth factors (Richter et al., 2001; Wójcik et al., 2012;
Zhang et al., 1995, 1996). Indeed, in vitro, TGF-β1 has been found
as potent inducer of transformation of fibroblasts into myofibro-
blasts (Evans et al., 2003; George, 2009). Thus, this factor, which is
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released from damaged epithelial cells and myofibroblasts, has
been implicated in the pathogenesis of chronic airway diseases
(Halwani et al., 2011). Even though RAO has strong similarity to
human asthma and horses could serve as large animal models, the
contribution of airway fibroblasts to the chronic disease mechan-
ism is not clearly known.

Current treatment of asthma, COPD and RAO, includes long- or
short-acting β2-adrenoceptor agonists as bronchodilators. β2-ago-
nists are, however, still controversial for long-term usage since
they increase disease morbidity rate (Cates and Cates, 2012;
Erdinç, 2011). Debated is also whether their additional effect can
be related to airway inflammation and altered airway structure.
Glucocorticoids are also important drugs to treat airway inflam-
mation and have generally been controversially considered to have
anti-fibrotic effects to limit airway remodelling (Goulet et al.,
2007; Ward and Walters, 2005). In some studies in fibroblasts
in vitro, these drugs enhanced fibroblast proliferation (Fouty et al.,
2006) and in some they inhibit cell proliferation and the release of
fibrotic factors (Sabatini et al., 2003; Wen et al., 2003). Broncho-
dilation is induced via activation of the β2-adrenoceptor systems
by the β2-agonists; however, long-term usage of these drugs, e.g.,
the long-acting clenbuterol, results in receptor desensitization and
downregulation in vivo (Abraham et al., 2002; Brodde et al., 1985)
and might enhance disease morbidity. Glucocorticoids have been
used alone or in combination with β2-agonists and they stimulated
receptor expression and function (Abraham et al., 2002, 2003a).

In view of these effects and the importance of airway fibro-
blasts in airway structural changes, β2-adrenoceptor systems
might play an important role in fibroblast proliferation and
transformation. However, the expression of the β2-adrenoceptor
in the equine fibroblasts has never been studied. The total paucity
of knowledge in receptor properties in these cells and the effects
of clenbuterol in the presence or absence of β-adrenoceptor
subtype-selective antagonists, dexamethasone as well as salbuta-
mol or isoproterenol on processes of bronchial fibroblast prolif-
eration and differentiation into myofibroblasts have motivated us
to start the investigation. Particular emphasis has been given to
assess the first time the effect of the long-acting β2-agonist (LABA)
clenbuterol alone or in combination with dexamethasone on cell
proliferation, collagen synthesis and α-SMA-expression.

2. Materials and methods

2.1. Isolation and culture of primary fibroblasts from bronchial

tissues

Primary cultures of equine bronchial fibroblasts (EBF) were
established from macroscopically normal bronchial walls taken
from lungs of healthy slaughter horses as recently described
(Franke et al., 2014). In brief, the bronchial mucosa was manually
peeled off the bronchus, washed with ice-cold HBSS without Ca2þ

and Mg2þ (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria), diced into
small pieces and placed in Erlenmeyer bottles (500 mg tissue)
with 10 ml 0.25% trypsine/0.6% EDTA (Sigma-Aldrich, Deisenhofen,
Germany). After 2 h tissue dissociation time at 37 1C and 5% CO2,
the enzymatic reaction was stopped by adding ice-cold HBSS
containing 20% foetal bovine serum (FBS) (Gibco, Carlsbad, CA,
USA). Tissue debris and fragments were removed by filtering the
suspension through a double-layered gauze and subsequently
through a 40-mm cell strainer (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ). Following centrifugation at 200� g at 4 1C for 10 min, cells
were cultured in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) with
low glucose (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) supple-
mented with 10% FBS, 200 U/ml penicillin, 0.2 mg/ml streptomycin
and 5 mg/ml amphotericin B (PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Austria). Cell culture medium was changed twice a week, and cells
were passaged weekly at 1:4 split ratios and were used between
passages 4 and 10. Cultured fibroblasts were identified and
characterized by immunofluorescence staining using monoclonal
mouse anti-vimentin and anti-mouse FITC-antibodies (Dako
Deutschland GmbH, Hamburg, Germany).

2.2. β-adrenoceptor density and subtypes

β-adrenoceptor density and subtype distribution were deter-
mined by radioligand binding assay using [125I]-(�)-iodocyano-
pindolol (ICYP) as recently described (Abraham et al., 2011). To
determine the β-adrenoceptor subtype distribution, aliquots of
viable EBF (2�105 cells/150 ml) were incubated with 80 pM ICYP
in the presence or absence of increasing concentrations (10�10

–

10�4 M) of the β2-selective adrenoceptor antagonist ICI 118.551 or
β1-selective adrenoceptor antagonist CGP 20712A at 37 1C for
90 min. Non-specific ICYP binding to cells was determined by
adding high concentration (1 μM) of the non-selective β-adreno-
ceptor antagonist (7)-CGP 12177 to the reaction mixture. The
incubation was terminated by the addition of 8 ml of ice-cold
wash buffer (containing 10 mM Tris–base and 154 mM NaCl, pH
7.4) followed by a rapid vacuum filtration through pre-soaked
Whatman GF/C glass fibre filters using a Brandl cell harvester
(Brandl Biomedical Research and Development, Gaithersburg, MD,
USA). Each filter paper was washed with an additional 8 ml of the
wash buffer. The filter bound radioactivity was counted in Gamma
Counter Wallac WIZARD 1470 (PerkinElmer Wallac GmbH, Frei-
burg, Germany) at an efficiency of 480%. Specific binding was
defined as the difference between total ICYP binding and non-
specific binding. All assays were performed in duplicate.

To evaluate the effects of drugs and TGF-β1 on receptor density
and affinity, confluent EBF cultures in culture flasks were treated
for 12 h with the β2-adrenoceptor selective agonists clenbuterol
(long-acting β2-agonist, LABA) (10 mM) (Sigma-Aldrich, Deisenho-
fen, Germany) and salbutamol (short-acting β2-agonist, SABA)
(10 mM) (Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany), the non-
selective β-adrenoceptor agonist isoproterenol (10 mM) (Sigma-
Aldrich, Deisenhofen, Germany), dexamethasone (100 mM)
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Germany) or TGF-β1 (10 ng/ml)
(PeproTech GmbH, Hamburg, Germany). Thereafter, cells were
trypsinized and washed twice in PBS and pellets were re-
suspended in 1 ml incubation buffer (containing 10 mM Tris–base,
154 mM NaCl, 0.55 mM ascorbic acid, pH 7.4 at 25 1C). Cells were
tested for viability, counted and the radioligand binding assay was
carried out with six increasing ICYP concentrations ranging from
5 to 130 pM at 37 1C for 90 min as described above.

2.3. Fibroblast proliferation assay

Fibroblast proliferation was analysed by [3H]-thymidine incor-
poration assay. EBF were plated in 12-well plates (5�104 cells/
well in 2 ml DMEM/10% FBS). After culturing for 48 h, cells were
washed with DMEM/0.5% FBS, and β-adrenoceptor agonists clen-
buterol or salbutamol or isoproterenol at different concentrations
(10�9

–10�4 M) alone or in combination with selective (ICI 118.551,
0.1 mM; CGP 20712A, 0.5 mM) and non-selective (propranolol,
1 mM) β-adrenoceptor antagonists were added in 2 ml of DMEM/
0.5% FBS. Furthermore, the effect of dexamethasone (10�7

–10�4)
on EBF proliferation was tested alone or in the presence of
clenbuterol (10 nM), salbutamol (10 nM) or isoproterenol
(10 mM). To each well 37 kBq [3H]-thymidine (PerkinElmer, Wal-
tham, MA) was added. After an additional incubation for 24 h, cells
were washed in ice-cold phosphate buffered saline (PBS) and
precipitated with 5% trichloroacetic acid (TCA) (Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, Germany) (Matthiesen et al., 2006). Cells were lysed
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with 0.1% NaOH at 37 1C, neutralized with 1 M Tris–HCl (pH 7.4),
and 300 ml of the supernatant was transferred into scintillation
vials with scintillation cocktail (Rotiszint eco plus; Roth, Karlsruhe,
Germany) for radioactivity counting (Beckman Coulter, Brea, CA,
USA). The results of the incorporated [3H]-thymidine into the DNA
were expressed as disintegrations per minute (dpm) per well and
presented as the percentage of change (increase or decrease) in
EBF proliferation after drug treatment compared to control cells.

2.4. Measurement of collagen synthesis and deposition in EBF

To evaluate the influence of LABA, SABA and glucocorticoids on
collagen production and deposition by confluent EBF monolayers, the
[3H]-proline incorporation assay was used as described elsewhere
(Haag et al., 2008). In brief, EBF were trypsinized and plated in 12-well
plates at a density of 2�104 cells/cm2 and grown in 2 ml of 10% FBS
supplemented DMEM until confluence. Thereafter, medium was
removed and replaced by DMEM containing 2.5% FBS. After pre-
incubating the cells with or without 10 mM clenbuterol, salbutamol,
isoproterenol or dexamethasone for 6 h, cultures were incubated for
an additional 18 h with 37 kBq/well [3H]-proline. Moreover, the pro-
fibrotic effect of different FBS concentrations (0.5–5%) was also tested.
[3H]-proline incorporation into collagen was determined as described
below: after removing the medium, cells were washed with ice-cold
PBS and precipitated subsequently with 1 ml/well 20% TCA for 1 h at
4 1C, followed by centrifugation at 16,000� g. The pellet was washed
with 10% TCA by centrifugation at 16,000� g for 10 min. Pellets were
lysed in 300 ml of 0.2 M NaOH followed by neutralization with 300 ml
0.2 M HCl. Aliquots of 300 ml sample were digested with 100 ml
collagenase type 2 for 1 h at 37 1C to separate collagenase sensitive
protein from total protein. Samples were further denatured with 50%
TCA for 1 h at 4 1C and centrifuged again at 16,000� g for 10 min. 3 ml
scintillation cocktail (Rotiszint eco plus; Roth) was added to 300 ml of
the supernatant and radioactivity was measured using a Beckman LS
6500 Scintillation Counter.

2.5. Western blot

The expression of α-SMA was assessed by immunoblotting. Briefly,
sub-confluent primary equine bronchial fibroblasts were treated with
10 ng/ml TGF-β1 in the presence or absence of dexamethasone
(100 mM), isoproterenol (100 mM), salbutamol (10 mM) or clenbuterol
(10 mM) in DMEM containing 0.5% FBS for 24 h. Cells were trypsinized,
counted and prepared using the lysis buffer (containing 2% SDS, 25%
[v/v] glycerol, 60 mM Tris–HCl and 0.1% bromphenol blue, 14.4 mM β-
mercaptoethanol, pH 6.8). Equal amounts of whole cell lysate were
resolved by SDS-PAGE gels (12%) and transferred to a nitrocellulose
membrane (Whatman GmbH, Dassel, Germany). Membrane was then
blocked with TBST (20 mM Tris–HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl and 0.05%
[v/v] Tween-20) containing 3% BSA (PAA) for 1 h at room temperature
and probed with target antibody. Detection was performed with
mouse monoclonal anti-α-SMA antibody (1:1000) and monoclonal
anti-β-actin antibody (1:10,000; Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Ger-
many) in 3% BSA TBST overnight at 4 1C and revealed with alkaline
phosphatase-conjugated secondary anti-mouse IgG antibody (1:5000;
Promega, Fitchburg, WI, USA) for 1 h at room temperature. Enzyme
activity was detected using Western Blue stabilised substrate for AP
(Promega). Membranes were digitalized and semi-quantitated using
densitometry (SynGene, Cambridge, UK).

2.6. Statistical analysis

Unless and otherwise noted, data are expressed as mean7S.E.M.
of five independent experiments. Maximal receptor number (Bmax)
and dissociation constant (Kd) were analysed by nonlinear regression
analysis (GraphPadPrism Software, San Diego). Statistical significance

of differences was evaluated by unpaired two-tailed student's t-test
(β-adrenoceptor density) or one-way ANOVA followed by Dunnett's
test. Probability values (P)o0.05 were considered significant.

3. Results

3.1. β-adrenoceptor subtypes and density

The ratio of β-adrenoceptor subtypes (β1 and β2) was measured
by competitive displacement of ICYP binding with increasing
concentrations of the β2-selective antagonist ICI 118.551 and β1-
selective antagonist CGP 20712A. The concentration inhibition
curves of both antagonists were steep monophasic, indicating
the presence of exclusively one population of the β2-adrenoceptor
subtype in primary equine bronchial fibroblasts (Fig. 1A). ICI
118.551 was more potent (410,000) than CGP 20712A in displa-
cing the ICYP binding. ICYP binding to primary equine bronchial
fibroblasts was saturable with maximal β-adrenoceptor concen-
tration (Bmax) of 50377494 binding sites/cell (Fig. 1B) and of high
affinity with KD value of 26.3673.23 pM (n¼6) and remained
similar between cultures.

3.2. Drug effects on receptor concentration and affinity

To evaluate whether the proliferation or differentiation of primary
equine bronchial fibroblasts might be β-adrenoceptor-dependent, we
first sought to provide the effects of subtype selective β-adrenoceptor

Fig. 1. Characterization of β-adrenoceptors by ICYP binding in primary equine

bronchial fibroblasts (EBF). (A) Competitive displacement of ICYP binding by the β2-

AR selective antagonist ICI 118.551 and β1-AR selective antagonist CGP 20712A in

EBF; 100% binding represents the specific ICYP binding detected in the presence of

1 mmol/l (7)-CGP 12177 and in the absence of ICI 118.551 and CGP 20712A.

(B) Saturation binding of ICYP to primary cultures of EBF. The data plotted are the

mean7S.E.M. of five separate experiments (BS¼binding sites).
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agonists clenbuterol, salbutamol, isoproterenol and dexamethasone
alone or in combination on the β2-adrenoceptor expression and
affinity. The receptor number was modulated by these drugs, without
any significant change in the affinity of ICYP. KD values calculated
from ICYP saturation binding curves obtained from non-treated
control cells (26.3673.2 pM) did not statistically differ from those
values obtained from isoproterenol (26.0776 pM), salbutamol
(30.0978.6 pM) or clenbuterol (30.0973.6 pM) treated cells. After
12 h of EBF treatment, clenbuterol, salbutamol and isoproterenol
alone or in the presence of dexamethasone significantly decreased
the β2-adrenoceptor density (Fig. 2). Clenbuterol and salbutamol
decreased Bmax by 41.375.2% and 59.178.6% (Po0.01), respectively.
The effect was more pronounced when cells were treated with
isoproterenol (78.275.6% receptor reduction; Po0.01). In the pre-
sence of dexamethasone, these agonists did still decrease the
receptor number, whereas treatment of EBF with dexamethasone
alone (100 mM) resulted in a slight increase of the β2-adrenoceptor
density even if it was not significant. TGF-β1 did not affect the
receptor density (Fig. 2). Also, the ICYP affinity to the receptor (KD)
was not significantly affected by treating primary EBF with dexa-
methasone (21.7775 pM vs. control) or TGF-β1 (19.6172.7 pM vs.
control).

3.3. Regulation of primary equine bronchial fibroblast proliferation

by β2-agonists and dexamethasone alone or in combination

To examine whether the primary EBF proliferation is regulated
by the long-acting β2-agonist (LABA) or short-acting β2-agonist
(SABA) or non-selective β-agonist and/or glucocorticoids, cells
were treated concentration-dependently with clenbuterol, salbu-
tamol, isoproterenol or dexamethasone alone or in combination
and proliferation was monitored by [³H]-thymidine assay. As
depicted in Fig. 3A, all these drugs significantly decreased EBF
proliferation, indeed, with varying degrees of potency. β2-agonists
caused down-regulation in EBF proliferation in the rank order
clenbuterol4salbutamol4 isoproterenol. Clenbuterol inhibited
strongly the [³H]-thymidine incorporation at all tested range of
concentrations (10�9

–10�5 M) (maximum inhibition 80%), salbu-
tamol at concentration ranges between 10�8 and 10�5 M (max-
imum inhibition 80%) and isoproterenol only at concentrations
greater than 10�5 M (maximum inhibition 50%). Dexamethasone
also inhibited the EBF proliferation rate at concentration ranges
between 10�6 and 10�4 M. At lower concentration (o1 mM), it
seems rather to enhance cell proliferation (Fig. 3A). As shown in
Fig. 3B, the addition of β-agonists blocked the pro-proliferative
effect of 0.1 mM dexamethasone. Indeed, the antiproliferative effect

of dexamethasone alone at concentrations higher than 10 mM was
not synergistically enhanced by the addition of β-agonists (Fig. 3C).

3.4. Effects of β-adrenoceptor antagonists on β-agonist-stimulated

EBF proliferation

We evaluated the effect of β-adrenoceptor subtype selective
antagonists on [3H]-thymidine incorporation in the presence of
clenbuterol, salbutamol or isoproterenol. As demonstrated in
Fig. 4A–C, the addition of the β-adrenoceptor antagonists differ-
entially inhibited EBF proliferation. With this regards, the β1-
antagonist CGP 20712A did not prevent the clenbuterol-, salbuta-
mol- and isoproterenol-induced inhibition of EBF proliferation,
whereas the presence of the β2-selective antagonist ICI 118.551
and non-selective β-antagonist propranolol prevented to a similar
extent the growth inhibition caused by all three agonists. None of
the antagonists alone affected significantly the [3H]-thymidine
incorporation in primary EBF (data not shown).

3.5. Serum- and drug-induced effects on collagen production

[3H]-Proline incorporation assay was used to assess the effect of
β-agonists and serum (FBS) on collagen deposition in confluent
EBF. FBS significantly increased collagen deposition in a
concentration-dependent manner over a concentration range
between 0.5% and 5% (Po0.05; Fig. 5A). 2.5% FBS initiated
174735% and 5% FBS 229769% [3H]-proline incorporation above
0.5% FBS. In serum free medium, cells detached within 24 h and
[3H]-proline was not able to be incorporated into EBF; thus, 0.5%
FBS was considered as control. On the other hand, as depicted in
Fig. 5B, exposure of EBF to clenbuterol, salbutamol or isoproterenol
for 24 h did not influence collagen deposition, whereas dexa-
methasone caused a decrease in [3H]-proline incorporation at a
concentration of 10 mM.

3.6. TGF-β1 increases but dexamethasone and β-agonists decrease

α-SMA expression in primary equine bronchial fibroblasts

As TGF-β1 is known to be the most potent inducer of α-SMA
expression and fibroblast differentiation into myofibroblasts
(Desmoulière et al., 1993), we investigated whether this effect
can be regulated by β-agonists and dexamethasone. As shown in
Fig. 6A, TGF-β1 induced a significant increase in α-SMA expression.
Dexamethasone and clenbuterol alone reduced significantly this
TGF-β1-induced α-SMA expression (Fig. 6B). In contrast, adding
salbutamol and isoproterenol alone to EBF cultures only margin-
ally but not significantly reduced TGF-β1-induced α-SMA protein.
When combined, β-agonists and dexamethasone additively and
significantly decreased the TGF-β1-induced α-SMA expression
(Fig. 6B).

4. Discussion

In primary bronchial fibroblasts, the presence of β-
adrenoceptors and effects of β-agonists and/or dexamethasone
on proliferation and differentiation have not been yet demon-
strated. In the present study, we have shown that primary equine
bronchial fibroblasts express population of β2-adrenoceptor sub-
type at high density (cf. Fig. 1), as the β2-selective antagonist ICI
118.551 (Bilski et al., 1983) inhibited ICYP binding with higher
affinity (10,000-fold) than the β1-selective antagonist CGP 20712A
(Dooley et al., 1986). ICYP binding was saturable and reversible and
of high affinity. The KD value was comparable to values obtained
for other airway cell types (Abraham et al., 2004, 2011). There are
no previous studies which examined the receptor concentrations

Fig. 2. Effects of β-agonists, dexamethasone and TGF-β1 on β-adrenoceptor

number. Sub-confluent EBF were cultured in DMEM containing 10% FBS without

(control) or with 10 mM isoproterenol, salbutamol, clenbuterol and/or 100 mM

dexamethasone or 10 ng/ml TGF-β1 for 12 h. Maximal receptor density (Bmax)

was calculated from nonlinear regression analysis of the specific ICYP binding. Data

are presented as mean7S.E.M. of five separate experiments. *Po0.01 compared to

control values.

J. Franke, G. Abraham / European Journal of Pharmacology 741 (2014) 205–213208



Publikation 2 

29 

  

in adult primary or permanent bronchial fibroblasts. Merely,
Honegger et al. (1986) have detected the presence of β-
adrenoceptors with Bmax45000 binding sites/cell in lung fibro-
blasts from 14-week old human foetus, which is not comparable to
our adult subject cells. Lamyel et al. (2011) have found the mRNA

of the β2-adrenoceptors in pulmonary fibroblasts but did not
determine the absolute receptor number. The maximal receptor
density (Bmax) in EBF (50377494 receptors/cell) was, indeed,
close to the numbers found in human primary airway epithelial
cells (7000–9000 sites/cell) (Kelsen et al., 1995) and in cell lines of

Fig. 3. Concentration-dependent influence of EBF proliferation by β-agonists and dexamethasone. (A) Sub-confluent EBF were treated with increasing concentrations of

clenbuterol (10�9
–10�5 mol/l), salbutamol (10�9

–10�5 mol/l), isoproterenol (10�8
–10�4 mol/l) and dexamethasone (10�7

–10�4 mol/l). EBF were cultured in the absence

(control) or presence of (B) 0.1 mM and (C) 100 mM dexamethasone alone or in combination with 10 mM isoproterenol (Iso), 10 nM salbutamol (Sal) or 10 nM clenbuterol

(Clen). Proliferation was measured by assessing the [3H]-thymidine incorporation. All values are mean7S.E.M. of five separate experiments. *Po0.05 compared to control

values.

Fig. 4. Prevention of clenbuterol-, salbutamol- and isoproterenol-induced inhibition of [3H]-thymidine incorporation by selective and non-selective β-adrenoceptor

antagonists. Sub-confluent EBF were incubated without (control) or with 10 nM clenbuterol (Clen) (A), 10 nM salbutamol (Sal) (B) and 10 mM isoproterenol (Iso) (C) in the

presence of 0.1 mM β2-specific antagonist ICI 118.551 (ICI), 1 mM non-selective β-adrenoceptor antagonist propranolol (Prop) and 0.5 mM β1-specific antagonist CGP 20712A

(CGP). Proliferation was measured by assessing the [3H]-thymidine incorporation. Data are presented as mean7S.E.M. of five separate experiments. *Po0.05 compared to

control values.
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human bronchial epithelial cells 16HBE14o- (64237895 binding
sites/cell) (Abraham et al., 2004).

Stimulation (12 h) of these β2-adrenoceptors by clenbuterol,
salbutamol or isoproterenol resulted clearly in receptor number
decrease (cf. Fig. 2). Since glucocorticoids are important drugs in
asthma/RAO therapy and their beneficial effect is not limited to
counterpart inflammation but is known to modulate receptor
expression, the effect of dexamethasone on β2-adrenoceptor
density and EBF proliferation was investigated in vitro. Dexa-
methasone was not able to prevent the β-agonist-mediated reduc-
tion in β2-adrenoceptor density in EBF. This is vice versa to in vivo
findings in which glucocorticoids upregulated the receptor num-
ber even in the presence of β2-agonists or alone (Abraham et al.,
2002, 2003b; Brodde et al., 1985), by increasing the de novo
synthesis of the receptor. Glucocorticoids increase, for example,
the density of β2-adrenoceptors and enhance receptor activation
by β2-agonists (Kalavantavanich and Schramm, 2000), while β2-
agonists activate the glucocorticoid receptors and their signalling
system to enhance the anti-mitogenic efficacy (Eickelberg et al.,
1999).

Importantly, we have tested the effect of β2-agonists and/or
dexamethasone on EBF growth and proliferation. With regard to the
influence of β-agonists on EBF proliferation, the β2-selective and
long-acting agonist (LABA) clenbuterol remarkably decreased
concentration-dependently the intracellular DNA content, suggest-
ing reduction in primary equine bronchial fibroblasts proliferation.
Also, the short-acting β2-selective agonist (SABA) salbutamol,
and to a lesser extent the non-selective β-agonist isoproterenol,
inhibited bronchial fibroblast proliferation in a concentration-
dependent manner, which correlated well with β-agonist-induced
receptor decrease (see above). This antiproliferative effect seems
to be mediated by stimulation of the β2-adrenoceptors, because

co-stimulation of cells with β2-selective (ICI 118.551) and non-
selective (propranolol) antagonists abolished the effects of clenbu-
terol, salbutamol and isoproterenol while the β1-selective antago-
nist CGP 20712A had no effect on cell proliferation, suggesting
clearly the anti-mitogenic action of long-term β2-adrenoceptor
activation and strong evidence for β2-subtype involvement, in
agreement with data obtained from cultured permanent lung
fibroblasts (MRC-5) (Lamyel et al., 2011) and human airway smooth
muscle cells (Noveral and Grunstein, 1994). In other studies,
however, salbutamol increased instead human bronchial fibroblast
proliferation (Pickholtz et al., 2011) or β2-agonists did not affect
proliferation of bronchial fibroblasts (Descalzi et al., 2008).

A possible explanation for β2-adrenoceptor-mediated inhibition
of β-agonist-stimulated [³H]-thymidine incorporation, thus, cell
proliferation, is presumably the continuous stimulation of the
adenosine 3ʹ, 5ʹ-cyclic monophosphate (cAMP) production in EBF.
Even if we did not measure cAMP accumulation in EBF, consistent
with our findings, it has been often shown that β-agonists
stimulate cAMP formation via activation of the β2-adrenoceptors
in airway smooth muscle cells (Hall et al., 1992; Noveral and
Grunstein, 1994; Tomlinson et al., 1995) and in permanent lung
fibroblasts (Busto et al., 2000; Liu et al., 2004) and has been linked
to inhibition of cell proliferation. On the contrary, other studies
have reported pro-mitogenic action of cAMP elevation (Dumont et
al., 1989) in liver cells (Boynton et al., 1981) and dog thyroid cells
(Roger et al., 1983). Accordingly, the role of cAMP in regulating cell
growth and proliferation seems controversial, perhaps because
different cells types have been used in different experimental

Fig. 5. Effect of serum on collagen production and effect of drugs on serum-

induced collagen production in primary equine bronchial fibroblasts. Confluent EBF

were cultured in serum-supplemented DMEM (serum concentrations: 0.5%, 2.5%

and 5%) (n¼2) (A) or in DMEM containing 0.5% FBS in the absence (control) or

presence of 10 mM of isoproterenol (Iso), salbutamol (Sal), clenbuterol (Clen) or

dexamethasone (Dex) (B) for 24 h (n¼5). After 6 h pre-incubation, collagen

synthesis was assessed by [3H]-proline incorporation assay. Data are presented as

mean7S.E.M. (*Po0.05). Fig. 6. α-SMA expression in primary equine bronchial fibroblasts. (A) Effect of TGF-

β1 on α-SMA protein expression in EBF, immunoblots (upper) and relative intensity

vs. β-actin (middle); (B) effect of 100 mM isoproterenol (Iso), 10 mM salbutamol (Sal),

10 mM clenbuterol (Clen) and/or 100 mM dexamethasone (Dex) on TGF-β1-induced

α-SMA expression, relative intensity vs. β-actin. Data are presented as mean7S.E.

M. of five separate experiments. *Po0.05 compared to control values.
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conditions. It remains, indeed, to be elucidated whether such a
cAMP signalling pathway also affects proliferation and differentia-
tion of primary cultures of bronchial fibroblasts.

Also, we have shown for the first time that dexamethasone
affected primary EBF growth in a dose-dependent manner: at
concentrations less than 1 mM dexamethasone moderately
enhanced cell proliferation while high concentrations greater than
10 mM suppressed cell proliferation, suggesting that the drug
regulates cell growth in two ways in agreement with previous
studies in corneal epithelial cells and dermal fibroblasts
(Blumenkranz et al., 1984; Bourcier et al., 2000). Glucocorticoids
at high concentrations inhibit cell division (Guerriero and Florini,
1980) and activity of fibroblast growth factors (Sabatini et al.,
2003, Shull et al., 1995) or induce cell apoptosis and necrosis
(Bourcier et al., 2000; Chen et al., 2006). Our data were also
consistent with those from Kraft et al. (2001) and Pickholtz et al.
(2011) that dexamethasone at low concentrations stimulated EBF
proliferation, implying that dexamethasone has a mitogenic effect
at low doses similar to physiological conditions.

With this regard, there are several mechanistic explanations
which are speculative and are also an important limitation of this

study: first, dexamethasone can stimulate G1-S phase cell cycle
transition (Fouty et al., 2006); second, dexamethasone exerts cell
proliferation through interaction between glucocorticoid receptor
and the extracellular-signal regulated kinases (ERK)- and MAP-
cascade which activate nuclear transcription factors involved in
growth regulation (Jeon et al., 2003), but not examined in our
study; and third, autocrine growth factors as well as receptors that
promote cell proliferation and differentiation can be induced by
dexamethasone in a dose-dependent manner (Dammeier et al.,
1998; Warshamana et al., 1998; Ferrandina et al., 1992).

It was also interesting to note that combination of LABA or SABA
with low dexamethasone concentration resulted in a significant
decrease in cell proliferation (cf. Fig. 3B). This antiproliferative effect
of the β2-agonists was not as strong as the effect seen when cells
were treated with high concentration of dexamethasone (100 mM)
alone or in combinationwith β2-agonists. Nonetheless, this combined
drug effects cannot account as synergistic drug effect, since the
combination of both drug groups inhibited the EBF proliferation rate
as similar as when cells were treated with high concentration
dexamethasone alone (cf. Fig. 3C), in disagreement with the data
found in human lung fibroblasts (Silvestri et al., 2001; Descalzi et al.,
2008) and in airway smooth muscle cells (Roth et al., 2002). But our
data support the finding from Todorova et al. (2006) who failed to
show a synergistic antiproliferative effect of budesonide and for-
moterol in combination.

In airway inflammation, deposition of the extracellular matrix is
one of the important factors that thicken the airway wall, and this
can be influenced by abnormal serum content and growth factors.
With this regard, another interesting aspect we assessed was
whether exposure of EBF to serum enhances collagen synthesis in
primary EBF, and whether this effect can be regulated by LABA/
SABA or dexamethasone. Serum (FBS) increased concentration-
dependently fibroblast proliferation and collagen synthesis in con-
fluent cultures in agreement with Hetzel et al. (2005). Even if LABA/
SABA strongly inhibited EBF proliferation, both drug groups did not
surprisingly alter collagen deposition, indicating this effect does not
involve β2-adrenoceptor stimulation, while other studies (Lamyel et
al., 2011; Saltzman et al., 1982) showed rather decreased collagen
synthesis by β2-agonists in permanent serum-starved lung fibro-
blasts. On the other hand, the dexamethasone-induced reduction in
serum-induced collagen synthesis was in agreement with data
found in human bronchial fibroblasts (Jacques et al., 2010).

Finally, further to cell proliferation and collagen synthesis, possible
differentiation of fibroblasts into myofibroblasts is another important
process in the progression of airway remodelling. TGF-β1 increased

the expression of α-SMA protein in primary EBF, suggesting transition
of fibroblasts into myofibroblasts and the role of TGF-β1 as the most
important pro-fibrotic cytokine in vivo (Howell and McAnulty, 2006;
Rahimi and Leof, 2007). But TGF-β1 did not affect the β2-adrenoceptor
density and affinity in EBF, contrasting the data found by Mak et al.
(2000) and Ahmedat et al. (2012). These authors demonstrated TGF-
β1-induced reduction in β2-adrenoceptor expression and function in
the human tracheal smooth muscle cells and cardiac fibroblasts and
permanent pulmonary lung fibroblasts, respectively. The fact that TGF-
β1 did not alter β2-adrenoceptors in our cells, β2-agonists may act
better via these receptors. Accordingly, clenbuterol showed the
strongest effect, salbutamol and isoproterenol inhibited EBF transfor-
mation to a lesser extent, suggesting enhanced inhibition by long-
acting β2-agonists via prolonged activation of the β2-adrenoceptor and
cAMP signalling pathway. Dexamethasone reduced significantly as
well the TGF-β1-induced increase in α-SMA expression. This effect was
synergistically enhanced when dexamethasone was added to those
tested β-agonists. Concordant with our finding, some studies have
shown that the transformation of fibroblasts into myofibroblasts
decreases in the human lung when glucocorticoids are combined
with β2-agonists (Baouz et al., 2005; Kelly et al., 2010; Sabatini et al.,
2012), and thus, both drugs limit transformation into myofibroblasts in
asthmatic/RAO airways.

5. Conclusion

In summary, we have demonstrated that proliferation of cul-
tured primary equine bronchial fibroblasts that express exclusively
β2-adrenoceptors is modestly inhibited by dexamethasone but
largely by selective β2-agonists. Furthermore, LABA was more
effective to inhibit transformation of fibroblasts into myofibroblasts
and the combination of β2-agonists with dexamethasone enhanced
this effect. The fact that the pro-proliferative effect of low dose
dexamethasone was inhibited by the combination with β2-agonists
provides potential therapeutic benefit. Accordingly, low dose glu-
cocorticoids minimizes not only the participation of airway fibro-
blasts in airway remodelling but also airway inflammation with a
minimum risk of adverse reactions expected from high glucocorti-
coid doses. We conclude that early treatments with β2-agonists
(particularly long acting clenbuterol) and glucocorticoids alone or in
combination inhibit triggers of airway remodelling and thus are
beneficial in preventing morbidity of asthma and RAO.
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5 Diskussion 

Fibroblasten regulieren die Extrazellularmatrixhomöostase und die Wundheilung in der 

Atemwegswand bei obstruktiven Atemwegserkrankungen. Da die übermäßige Ablagerung 

von Extrazellularmatrix (EZM) ein wichtiges Merkmal des Airway-Remodelling bei der RAO 

des Pferdes darstellt und Fibroblasten eine der Zellpopulationen mit der größten Bedeutung 

für den strukturellen Umbau der Atemwegswand sind, wird in der vorliegenden Arbeit die 

Wirkung von β2-Agonisten und Dexamethason auf spezifische Zellfunktionen von equinen 

Bronchialfibroblasten überprüft. Diese Untersuchungen sollen Aussagen darüber erlauben, 

inwieweit die klassische pharmakologische Intervention von RAO beim Pferd das 

Airway-Remodelling beeinflussen kann. Zunächst wird ein Zellkulturmodell mit primären 

equinen Bronchialfibroblasten (EBF) etabliert und anschließend an diesem die Wirkung von 

Clenbuterol, Salbutamol, Isoproterenol und Dexamethason auf die Zelldifferenzierung, 

Matrixsynthese und die Rolle der β-Adrenozeptoren untersucht. 

Die wichtigsten Ergebnisse, die in die Publikationen der kumulativen Dissertation 

eingeflossen sind, lassen sich wie folgt zusammenfassen: 

1) Eine Langzeitkultur und erfolgreiche Zellpassage von equinen Bronchialfibroblasten 

(EBF) ist nur möglich in Gegenwart von Serum im Kulturmedium. 

2) Fetales bovines Serum (FBS) unterstützt im Vergleich zu Pferdeserum (HS) besser die 

Ausbildung der fibroblastischen Zellmorphologie und das Zellwachstum. 

3) Intakte equine Bronchialfibroblasten exprimieren ausschließlich den β2-Subtyp der 

Adrenozeptoren. 

4) Clenbuterol hemmt sowohl die Proliferation als auch die Transformation von EBF zu 

Myofibroblasten stärker als Salbutamol, Isoproterenol und Dexamethason. 

5) Durch die Kombination von β-Agonisten mit Dexamethason kann eine verstärkte 

Hemmung der Proliferation und Transformation von EBF festgestellt werden. 

5.1 Etablierung optimaler Kulturbedingungen für primäre equine 

Bronchialfibroblasten 

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit werden primäre equine Bronchialfibroblasten (EBF) 

isoliert, kultiviert und charakterisiert. Anschließend wird der Einfluss verschiedener 

Kulturmedien auf die Vitalität, Morphologie und Proliferation der Zellen geprüft. Ein Gemisch 

aus Fibroblasten und Epithelzellen wird zunächst mittels Trypsinverdau von 

Bronchialmukosa gesunder Schlachtpferde gewonnen. Die Zellen werden im Anschluss an 

die Isolation in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) mit dem fetalen bovinen Serum 
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(FBS) aufgenommen und kultiviert. Bereits nach durchschnittlich 5 Tagen entwickelt sich ein 

konfluenter Zellrasen aus EBF, während die Epithelzellen in DMEM trotz FBS-Zugabe nicht 

proliferieren und sich vollständig ablösen. Mit dieser neuen Isolationsmethode können 

erstmals erfolgreich große Mengen an einheitlich mesenchymalen Zellen aus den 

Atemwegen von Pferden gewonnen werden.  

Um optimale Zellkulturbedingungen zu etablieren, werden zunächst Serumtypen im basalen 

EBF-Medium (DMEM) getestet. Die Zellkultur erfolgt in unterschiedlichen Kulturbedingungen, 

nämlich, in serumfreiem oder serumhaltigem basalem Kulturmedium. Als Sera werden 

fetales bovines Serum (FBS) und Pferdeserum (HS) geprüft. Darüber hinaus wird der 

Einfluss eines temporären Serumentzuges nach erfolgreicher Zellkultur im serumhaltigen 

Medium auf die Proliferation der EBF untersucht. Ohne Zugabe von Serum unterstützt das 

basale Kulturmedium weder die Anhaftung noch die Proliferation der EBF. Der Entzug von 

Serum bei subkonfluenten EBF-Kulturen führt ebenfalls zu einer Einschränkung der 

Proliferationsrate und zu einer vermehrten Ablösung der Zellen. Hingegen haften die EBF in 

serumhaltigem Kulturmedium innerhalb von 12 Stunden an der Wachstumsoberfläche und 

proliferieren sowohl in FBS als auch in HS. Die fehlende Anhaftung und Proliferation unter 

serumfreien Bedingungen deuten darauf hin, dass im basalen Kulturmedium 

Wachstumsfaktoren fehlen, die essentiell für die Kultur und das Wachstum von EBF sind und 

dass diese Wachstumsfaktoren im Serumzusatz enthalten sein können. Im Gegensatz zu 

den primären equinen Bronchialfibroblasten können viele permanente Zelllinien ohne Serum 

unter Erhalt der Proliferation und Differenzierung kultiviert werden (MINOTTI et al. 1998, 

GOTO et al. 1999, BARNES und SATO 1980). Auch verschiedene primäre Zellen, wie 

humane mesenchymale Stammzellen und primäre Epithelzellen können über einen langen 

Zeitraum in serumfreiem Medium kultiviert und passagiert werden (AGATA et al. 2009, 

CHASE et al. 2010, SHIBESHI et al. 2008, GRUENERT et al. 1995). Hingegen ist es bisher 

nicht untersucht, ob primäre Atemwegsfibroblasten langfristig ohne Serum in der Kultur 

wachsen können. Grundsätzlich besteht der Vorteil serumfreier Kulturmedien für 

Primärzellkulturen in der selektiven Unterstützung des Zellwachstums spezifischer Zelltypen 

bei gleichzeitiger Wachstumshemmung von kontaminierenden Zellen. Für die serumfreie 

Langzeitkultivierung primärer EBF ist jedoch eine Optimierung der Kulturbedingung durch 

Zugabe spezifischer Wachstumsfaktoren in das Kulturmedium notwendig (KUMAR et al. 

1991). 

In der Regel benötigen viele Zelltypen von Säugetieren Serum für die Anhaftung, das 

Wachstum und die Zellpassage (HONN et al. 1975). Allerdings können verschiedene 

Serumkomponenten experimentelle Untersuchungen verfälschen bzw. negativ beeinflussen, 
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weshalb zahlreiche Studien unter serumfreien Kulturbedingungen durchgeführt werden 

(HETZEL et al. 2005, CHEN et al. 2012). An permanenten Zelllinien ist die Auswirkung einer 

solchen vorübergehenden „Hungerphase“ auf verschiedene Zellfunktionen und den 

Zellzyklus bereits untersucht (GOS et al. 2005). Hingegen fehlen entsprechende 

Erkenntnisse über primäre Atemwegsfibroblasten. Daher wird der Einfluss eines 

Serumentzugs nach einer subkonfluenten EBF-Kultivierung untersucht. Dabei wurden die 

Zellen zuvor in DMEM mit 10%igem FBS kultiviert. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme 

des [3H]-Thymidin-Einbaus über 24 und 48 Stunden ohne Serum. Dies deutet darauf hin, 

dass eine Unterbrechung der Proliferation in Folge des Serumentzugs stattfindet. 

72 Stunden nach dem Serumentzug ist die Mehrzahl der EBF abgelöst, was auf eine 

irreversible Schädigung der Zellen mit einem Verlust der Vitalität hinweist, und dass primäre 

EBF in Kultur nicht in der Lage sind sich an serumfreie Bedingungen anzupassen. In 

Übereinstimmung mit diesen Daten können ähnliche Effekte auch an kardialen Fibroblasten 

beobachtet werden (LEICHT et al. 2003) und stärken die Annahme, dass primäre 

Atemwegsfibroblasten der Pferde ohne Zusatz von Serum oder weitere Wachstumsfaktoren 

nicht in der Lage sind, zu proliferieren und differenzieren. Daraus kann geschlossen werden, 

dass Serumzusätze wie FBS und HS bei der Kultivierung von EBF eine Vielzahl an 

essenziellen Wachstumsfaktoren liefern können, wobei wiederum die unterschiedlichen 

Seren unterschiedliche Effekte hervorrufen können. Wir können feststellen, dass das FBS 

und HS die Proliferation, die Morphologie, die Kulturdauer, den Proteingehalt und die 

Expression von α-SMA in EBF unterschiedlich stark beeinflussen. In Gegenwart von FBS 

können gleichmäßige, schnell proliferierende EBF und eine markante Ausbildung eines 

konfluenten Zellrasens mit typischen morphologischen Eigenschaften für Fibroblasten 

(langgestreckt, spindelförmig) erhalten werden. Im Gegensatz dazu ist die Proliferation der 

Zellen in Anwesenheit von HS in DMEM langsamer und die Zellen zeigen Anzeichen einer 

schlechten Differenzierungsrate mit kleinen, polygonalen Zellkolonien sowie dunklen, 

zytoplasmatischen Granula. Vergleichbare Daten können auch bei anderen Zelltypen, wie 

bei bovinen Adipozyten und bei ovinen Myoblasten generiert werden (FERNYHOUGH et al. 

2008, WU et al. 2012). Hierzu kann gezeigt werden, dass im FBS-haltigen Medium ebenfalls 

eine hohe Proliferationsrate beobachtet werden kann, während HS eine unvollständige, 

irreguläre Differenzierung der Zellen induziert, weshalb hier als Standardzusatz zum 

Kulturmedium FBS verwendet wird. Im Gegensatz dazu können equine Knorpelzellen unter 

beiden Serumzusätzen proliferieren (AHMED et al. 2007), während die Proliferation muriner 

neuronaler Zellen durch HS bevorzugt gefördert wird (FEDOROFF und HALL 1979, 

MOONEN und NELSON 1978). In unserer Untersuchung zeigen die EBF im HS-haltigen 

Medium allerdings eine signifikante Expression von α-SMA und einen hohen Proteingehalt, 

der darauf hinweist, dass HS die Transformation der Fibroblasten zu Myofibroblasten 
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stimuliert. Die hier beobachtete große Menge an EZM-Proteinen, Zytokinen und α-SMA 

spricht vermutlich für die Bedeutung der im HS vorhandenen Wachstumsfaktoren. 

Abgesehen von diesen Ergebnissen kann die unter HS unterstützte Bildung von 

intrazellulären Granula als Anzeichen für eine irreguläre Differenzierung angesehen werden. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der Zusatz von FBS im Vergleich zu HS die 

Proliferation, die Populationsverdopplung, die Passagenzahl der EBF und deren 

Differenzierung zu Myofibroblasten optimal fördert. Die Notwendigkeit des Serums kann 

bestätigt werden, denn angewachsene Zellen lösen sich bereits bei vorübergehendem 

Serumentzug vom Flaschenboden ab und können nicht weiter kultiviert werden. DMEM mit 

10% FBS stellt sich deshalb als optimale Kulturbedingung der EBF dar und wird so in 

weiteren Untersuchungen verwendet. 

5.2 Analyse der Effekte von β2-Agonisten und Glucocorticoiden auf zelluläre 

Eigenschaften und β-Adrenozeptoren 

5.2.1 β-Adrenozeptorendichte und -subtypverteilung 

Radioligandbindungsstudien haben gezeigt, dass β2-Adrenozeptoren im equinen 

Respirationstrakt weit verbreitet sind (Verhältnis von β2- zu β1-Adrenozeptor-Subtyp: 75:25) 

(ABRAHAM et al. 2003a). Sie werden in den Atemwegen nicht nur auf glatten Muskelzellen 

exprimiert, sondern auch auf anderen Zelltypen, wie Epithelzellen, Typ II Alveolarzellen und 

Mastzellen (siehe Punkt 2.3.3). Die Dichte der β2-Adrenozeptoren steigt von der Trachea 

zum Lungenparenchym an. Beim Pferd wurde die β2-Adrenozeptor-Expression bisher nur an 

Atemwegsepithelzellen und intakten Lymphozyten untersucht, auf denen ausschließlich der 

β2-Adrenozeptor-Subtyp nachgewiesen werden konnte (ABRAHAM et al. 2011, 2001). Über 

die Expression und Funktion von β-Adrenozeptoren auf equinen Bronchialfibroblasten stehen 

noch keine Erkenntnisse zur Verfügung. In der vorliegenden Arbeit wird erstmalig gezeigt, 

dass primäre EBF ausschließlich den β2-Adrenozeptor-Subtyp exprimieren, da der 

hochselektive β2-Antagonist ICI 118,551 (BILSKI et al. 1983) die Bindung des Radioliganden 

[125I]-(-)Iodocyanopindolol (ICYP) an den β-Adrenozeptor mit ca. 10000-fach höherer Affinität 

als der hochselektive β1-Antagonist CGP 20712A (DOOLEY et al. 1986) hemmt. Dieser 

Befund stimmt mit der Studie von LAMYEL et al. (2011) überein, in der ausschließlich die 

mRNA für den β2-Adrenozeptor-Subtyp in humanen Lungenfibroblasten nachgewiesen 

werden konnte. Die Dichte der β2-Adrenozeptoren auf den equinen Bronchialfibroblasten 

beträgt 5037 ± 494 Bindungsstellen/Zelle und entspricht der Rezeptordichte, die in humanen 

primären Atemwegsepithelzellen (KELSEN et al. 1995) und der humanen 

Bronchialepithelzelllinie 16HBE14o- festgestellt wurde (ABRAHAM et al. 2004). Allerdings 
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gibt es keine Vergleichsdaten bezüglich der β-Adrenozeptordichte der adulten primären oder 

permanenten Atemwegsfibroblasten. Lediglich in fetalen pulmonalen Fibroblasten konnte 

eine β-Adrenozeptordichte von > 5000 Bindungsstellen/Zelle festgestellt werden 

(HONEGGER et al. 1986), die jedoch mit der Bmax der EBF übereinstimmt. 

Da β2-Agonsiten als Mittel der ersten Wahl zur Behandlung von obstruktiven 

Atemwegserkrankungen verwendet werden und deren Wirkung über β2-Adrenozeptoren 

vermittelt wird, ist es notwendig, zu prüfen, inwieweit der hier zum ersten Mal in EBF 

nachgewiesene β2-Adrenozeptor durch eine Reihe von β-Agonisten sowie Glucocorticoiden 

moduliert werden kann. Bereits 12 Stunden nach der Behandlung der EBF mit den 

β2-selektiven Agonisten Clenbuterol und Salbutamol sowie dem nicht-selektiven β-Agonist 

Isoproterenol ist die Anzahl der β2-Adrenozeptoren signifikant reduziert, ohne dass sich die 

Affinität des Radioliganden zum Rezeptor verändert. Dies deutet darauf hin, dass 

unabhängig von der Rezeptorselektivität β-Agonisten die Dichte des Rezeptors vermindern, 

und somit eine Rezeptor-Down-Regulation bewirken. Im Einklang mit den Daten der 

vorliegenden Arbeit konnte in humanen Lungenfibroblasten eine Abnahme der 

Transkriptionsrate der β2-Adrenozeptor-mRNA durch langzeitige Behandlung mit 

langwirksamen β2-selektiven Agonisten (Formoterol, Olodaterol) beobachtet werden 

(KÄMPFER et al. 2014). 

Es ist bekannt, dass Glucocorticoide die Expression und die Anzahl der β2-Adrenozeptoren 

erhöhen (BARNES 2002, BLACK et al. 2009) und diese Art der Wirkung auch therapeutisch 

ausgenutzt wird. In der vorliegenden Arbeit soll geprüft werden, ob Dexamethason den 

β2-Adrenozeptor der EBF beeinflussen kann. In dem getesteten Konzentrationsbereich 

beeinflusst Dexamethason die Anzahl der β2-Adrenozeptoren in EBF nicht. Auch die 

β-Agonist-vermittelte Abnahme der Rezeptorenzahl kann durch Dexamethason nicht 

aufgehoben werden. In In-vivo-Studien ist allerdings gezeigt worden, dass Glucocorticoide 

die Anzahl und die Funktion der β2-Adrenozeptoren z. B. in Lymphozyten erhöhen können 

sowie die β2-Agonist-vermittelte Downregulation verhindern (ABRAHAM et al. 2002, 2003b, 

BRODDE et al. 1985). Glucocorticoide sollen die de-novo-Synthese des Rezeptors bewirken. 

Die Glucocorticoid-vermittelte Expressionssteigerung des β2-Adrenozeptors erhöht darüber 

hinaus die Ansprechbarkeit des Rezeptors für β2-Agonisten (KALAVANTAVANICH und 

SCHRAMM 2000), während umgekehrt die β2-Agonisten den Glucocorticoidrezeptor 

aktivieren und somit die antiproliferative Wirkung der Glucocorticoide steigern können 

(EICKELBERG et al. 1999). 
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5.2.2 Pharmakologische Beeinflussung der Proliferation und Differenzierung der 

equinen Bronchialfibroblasten 

Ein weiterer wichtiger Schwerpunkt unserer Untersuchung ist es, zu prüfen, inwieweit 

β2-Agonisten und/oder Dexamethason die Proliferationsrate und das Wachstum der EBF 

beeinflussen können. Unter den getesteten β2-Agonisten kann der lang-wirksame Agonist 

Clenbuterol den intrazellulären Einbau von Thymidin konzentrationsabhängig viel stärker 

verhindern als der kurzzeit-wirksame β2-Agonist Salbutamol gefolgt von dem nicht selektiven 

β-Agonisten Isoproterenol. Dies deutet darauf hin, dass die Proliferation von EBF durch 

β-Agonisten mit unterschiedlichen Potenzen gehemmt wird, nämlich: 

Clenbuterol > Salbutamol > Isoproterenol, und dies korreliert – wie oben beschrieben – mit 

der unterschiedlichen β-Agonist-vermittelten Abnahme der β2-Adrenozeptoren in EBF. Diese 

antiproliferative Wirkung der β-Agonisten scheint β2-Adrenozeptor vermittelt zu sein. Denn, 

eine Co-Stimulation der EBF mit dem β2-Antagonisten ICI 118,551 und mit dem nicht-

selektiven β-Antagonisten Propranolol hemmt die antiproliferativen Wirkungen von 

Clenbuterol, Salbutamol und Isoproterenol, im Gegensatz zu dem β1-Antagonisten 

CGP 20712A (LAMYEL et al. 2011, NOVERAL und GRUNSTEIN 1994). Allerdings wird der 

Einfluss von β-Agonisten auf das Wachstum von Atemwegsfibroblasten kontrovers diskutiert. 

In Untersuchungen von PICKHOLTZ et al. (2011) steigert Salbutamol die Proliferation, 

während weitere β2-Agonisten in der Studie von DESCALZI et al. (2008) keinen Einfluss auf 

die Proliferation der Fibroblasten aufweisen. Verschiedene Studien deuten als Mechanismus 

der Proliferationshemmung auf eine Beteiligung der β-Agonist-induzierten kontinuierlichen 

Bildung von cAMP beispielsweise in glatten Muskelzellen und humanen 

Atemwegsfibroblasten hin (HALL et al. 1992, NOVERAL und GRUNSTEIN 1994, 

TOMLINSON et al. 1995, BUSTO et al. 2000, LIU et al. 2004). Allerdings gibt es auch 

Studien, die zeigen, dass der cAMP-Anstieg in anderen Zelltypen wie in Hepatozyten und 

caninen Thyreozyten die Proliferation fördern kann (DUMONT et al. 1989, BOYNTON et al. 

1981, ROGER et al. 1983). Weitere Studien sollen zeigen, ob der cAMP-Signalweg bei der 

Regulation der Proliferation und Differenzierung der EBF und somit bei dem 

Airway-Remodelling eine Rolle spielen kann. 

Des Weiteren kann in der vorliegenden Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass 

Dexamethason konzentrationsabhängig das Wachstum und die Proliferation primärer EBF 

beeinflusst. Aber dies erfolgt interessanterweise in zwei Phasen: In einer Konzentration unter 

1 µM fördert Dexamethason die Proliferation der Zellen, während hohe Konzentrationen über 

10 µM die Proliferation hemmen, in Übereinstimmung mit den Daten des 

Dexamethasoneffektes in humanen Kornealepithelzellen und dermalen Fibroblasten 
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(BOURCIER et al. 2000, BLUMENKRANZ et al. 1984). In hohen Konzentrationen können 

Glucocorticoide die Zellteilung (GUERRIERO und FLORINI 1980) und die Aktivität von 

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren hemmen (SABATINI et al. 2003, SHULL et al. 1995) oder 

Apoptose bzw. Nekrose induzieren (BOURCIER et al. 2000, CHEN et al. 2006). Unser 

Befund stimmt mit den Daten von KRAFT et al. (2001) und PICKHOLTZ et al. (2011), in 

denen ebenfalls eine Stimulation der Proliferation von Fibroblasten der Atemwege in 

niedrigen Dexamethasonkonzentrationen beschrieben ist, überein, was auf Effekte von 

Dexamethason im Bereich der physiologischen Konzentrationen hindeutet. Obwohl der 

Wirkmechanismus niedriger Glucocorticoidkonzentrationen noch nicht aufgeklärt ist, haben 

Untersuchungen an humanen Atemwegsfibroblasten ergeben, dass Dexamethason 

vermutlich die G1-S-Phase im Zellzyklus stimulieren kann (FOUTY et al. 2006). Außerdem 

kann davon ausgegangen werden, dass der Glucocorticoidrezeptor sowohl die Extrazellulär 

signalregulierte Proteinkinasen (ERK)- als auch die Mitogen-aktivierte Proteinkinasen 

(MAPK)-Kaskade, die nukleäre Transkriptionsfaktoren aktivieren und somit das 

Zellwachstum regulieren können, aktivieren kann (JEON et al. 2003). Niedrige 

Dexamethasonkonzentrationen können aber auch die Synthese von autokrin 

proliferationssteigernden Zytokinen und die Expression von Rezeptoren, die die 

Zellproliferation fördern, induzieren (DAMMEIER et al. 1998, WARSHAMANA et al. 1998, 

FERRANDINA et al. 1992). Diese Mechanismen sind jedoch spekulativ und sollen als 

Limitation unserer Untersuchung angesehen werden, jedoch sollen noch weiterführende 

Untersuchungen durchgeführt werden, um diese aufzuklären. 

Es ist darüber hinaus sehr interessant zu beobachten, dass die Kombination von Clenbuterol 

oder Salbutamol mit Dexamethason in geringer Konzentration eine signifikante Abnahme der 

EBF-Proliferation bewirkt. Die Behandlung von EBF mit Clenbuterol, Salbutamol oder 

Isoproterenol und einer hohen Dexamethasonkonzentration verstärkt zusätzlich die 

β-Agonist-vermittelte Proliferationshemmung. Allerdings handelt es sich hierbei nicht um 

einen synergistischen Effekt, da die Kombination beider Wirkstoffklassen die 

EBF-Proliferation genauso stark hemmt, wie die Behandlung mit Dexamethason allein in 

hoher Konzentration. Die Daten der vorliegenden Arbeit stimmen mit Untersuchungen von 

TODOROVA et al. (2006) überein, in denen die Kombination von Budesonid und Formoterol 

ebenfalls keinen synergistischen antiproliferativen Effekt auf humane Lungenfibroblasten 

zeigen. Allerdings können SILVESTRI et al. (2001) und DESCALZI et al. (2008) nachweisen, 

dass Beclometason bzw. Fluticason und Salmeterol synergistisch die Proliferation 

menschlicher Lungenfibroblasten hemmen können. 
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Bei entzündlichen Atemwegserkrankungen ist die Ablagerung von EZM-Proteinen ein 

wichtiger Faktor, der bei der Verdickung der Atemwegswand entscheidend ist und welcher 

möglicherweise durch unterschiedliche Zusammensetzung des Serums und der 

Wachstumsfaktoren im Gewebe beeinflusst werden kann (SETLAKWE et al. 2014). In 

diesem Zusammenhang ist es wichtig, zu untersuchen, ob die Exposition der Zellen zum 

Serum die Kollagensynthese in primären EBF erhöht und ob diese durch β2-Agonisten oder 

Dexamethason reguliert werden kann. In konfluenten EBF erhöht das FBS 

konzentrationsabhängig die Zellproliferation und die Kollagensynthese in Übereinstimmung 

mit Daten von HETZEL et al. (2005). Obwohl Clenbuterol und Salbutamol die Proliferation 

von EBF stark hemmen, ist überraschenderweise die Kollagenablagerung durch diese 

Wirkstoffgruppen nicht verändert. Dies deutet darauf hin, dass der zuletzt genannte Effekt 

nicht über den β2-Adrenozeptor vermittelt wird. Wiederum zeigen andere Studien, dass 

β2-Agonsiten in Abwesenheit von Serum die Kollagensynthese in Lungenfibroblasten 

hemmen können (LAMYEL et al. 2011, SALTZMAN et al. 1982). Andererseits ist die 

Dexamethason-vermittelte Hemmung der Serum-induzierten Kollagensynthese in EBF im 

Einklang mit den Daten aus humanen Bronchialfibroblasten (SABATINI et al. 2012). 

Neben der Proliferation und Kollagensynthese ist die Transformation der EBF zu 

Myofibroblasten ein wichtiger Prozess im Airway-Remodelling. In der vorliegenden Arbeit 

induziert TGF-β innerhalb von 24 Stunden die Expression von α-SMA in EBF, was auf eine 

Transformation zu Myofibroblasten hinweist. Darüber hinaus bestätigt dieses Ergebnis die 

zentrale Bedeutung von TGF-β als wichtiges pro-fibrotisches Zytokin im equinen 

Respirationstrakt. Wie unter Punkt 2.2 beschrieben stellt TGF-β auch in den Atemwegen von 

Menschen den potentesten transformationsfördernden Faktor dar (HOWELL und 

MCANULTY 2006, RAHIMI und LEOF 2007). 

Clenbuterol hemmt signifikant die Transformation von EBF zu Myofibroblasten. Im Vergleich 

dazu zeigen Salbutamol und Isoproterenol eine schwächere Wirkung. Vermutlich führt das 

langwirksame Clenbuterol zu einer anhaltenden Aktivierung des β2-Adrenozeptors sowie des 

cAMP-Signalweges und hat deshalb eine stärkere Wirkung als die kurzwirksamen 

β-Agonisten. Dexamethason reduziert wie in humanen Atemwegsfibroblasten signifikant die 

Transformation von EBF zu Myofibroblasten (SABATINI et al. 2012). Die 

transformationshemmende Wirkung wird synergistisch verstärkt, wenn Dexamethason mit 

β2-Agonisten kombiniert wird. Verschiedene Studien stimmen mit den vorliegenden 

Ergebnissen überein und zeigen, dass die Transformation zu Myofibroblasten in der 

humanen Lunge unterdrückt werden kann, wenn Glucocorticoide mit β2-Agonisten kombiniert 

werden (BAOUZ et al. 2005, KELLY et al. 2010, SABATINI et al. 2012). Daher könnte die 
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therapeutische Anwendung von β2-Agonisten und Glucocorticoiden die 

Myofibroblastentransformation auch in den Atemwegen von an RAO-erkrankten Pferden 

hemmen. Jedoch sind weiterführende Untersuchungen notwendig. 

Untersuchungen an Lungenfibroblasten und glatten Atemwegsmuskelzellen des Menschen 

haben gezeigt, dass TGF-β auch die Expression des β2-Adrenozeptors hemmen und 

dadurch die rezeptorvermittelte Wirkung der β2-Agonisten einschränken kann (MAK et al. 

2000, AHMEDAT et al. 2012). In EBF reduziert TGF-β jedoch weder die 

β2-Adrenozeptordichte noch die Affinität vom Rezeptor zum Liganden. Somit kann davon 

ausgegangen werden, dass eine uneingeschränkte Wirkung der β2-Agonisten trotz hoher 

TGF-β-Konzentrationen möglich ist. 

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit belegen die Bedeutung eines In-vitro-

Zellmodels und dass die Morphologie und Eigenschaften der primären EBF durch 

unterschiedliche therapeutisch eingesetzte Arzneimittel moduliert werden können. Eine 

wichtige Erkenntnis dieser Studie ist, dass Clenbuterol und Glucocorticoide bei der 

RAO-Therapie neben der bronchodilatatorischen und entzündungshemmenden Wirkung 

auch das Airway-Remodelling vermindern können. Außerdem scheint die Kombination von 

β2-Agonisten und Glucocorticoiden einen zusätzlichen therapeutischen Nutzen zu besitzen. 

So können bereits niedrige Glucocorticoiddosen bei simultaner Behandlung mit Clenbuterol 

nicht nur die Entzündung, sondern auch die Proliferation der EBF und deren Transformation 

zu Myofibroblasten hemmen. Dadurch kann das Risiko systemischer Nebenwirkungen 

reduziert werden, die bei hohen Glucocorticoiddosen auftreten können. Allerdings sind 

weiterführende Untersuchungen notwendig, um die klinische Relevanz der vorliegenden 

Ergebnisse zu überprüfen. 

Derzeit gibt es kein geeignetes Fibroblasten-Zellkulturmodell aus den Atemwegen von 

Pferden, das genutzt werden kann, um Mechanismen der RAO sowie Arzneimittelwirkungen 

in vitro zu untersuchen. Daher dient das in der vorliegenden Arbeit erstmalig etablierte und 

charakterisierte EBF-Modell der Erforschung von Signalwegen und neuen Arzneimitteltargets 

im Zusammenhang mit der Pathogenese der RAO insbesondere dem 

Atemwegs-Remodelling. Auf der Grundlage der vorliegenden Untersuchung und Ergebnisse 

sollen zelluläre Interkationen, z. B. EBF mit bronchialen Epithelzellen oder mit 

Entzündungszellen, sowie die Regulation der Zellproliferation und Matrixbildungen, die bei 

Atemwegs-Remodelling der RAO eine Rolle spielen können, erforscht werden. Der Einfluss 

der autonomen Rezeptoren (Muskarin- und Adrenerge Rezeptoren), die als 

pharmakologische Targets in den Atemwegen dienen, auf solche Interaktionen, sollen im 
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Rahmen der Pathogenese der RAO untersucht werden. Einige Untersuchungen haben 

gezeigt, dass die Schädigung der Atemwegsschleimhaut zur Freisetzung von 

Wachstumsfaktoren und Zytokinen, wie Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1), Endothelin-1 

(ET-1), FGF und TGF-β aus Epithelzellen, Fibroblasten und Entzündungszellen führen kann 

(HOLGATE et al. 2004, DOHERTY und BROIDE 2007). In-vitro-Untersuchungen an 

humanen Atemwegsfibroblasten deuten auf einen profibrotischen und 

proliferationsfördernden Effekt dieser Entzündungsmediatoren hin und zeigen, dass 

Fibroblasten unter dem Einfluss solcher Signalmoleküle selbst entzündungsfördernde 

Zytokine wie IL-6, IL-8, IL-13, GM-CSF und TGF-β freisetzen können (ALKHOURI et al. 

2014). Allerdings ist die Wirkung von Entzündungsmediatoren auf das Airway-Remodelling in 

den equinen Atemwegen bisher nicht untersucht. In weiterführenden Untersuchungen am 

etablierten EBF-Kulturmodell kann daher die Synthese und Freisetzung von 

Entzündungsmediatoren in EBF untersucht, sowie die Wirkung verschiedener Zytokine und 

Wachstumsfaktoren auf die Proliferation, die Kollagensynthese und die Transformation von 

EBF zu Myofibroblasten geprüft werden. 
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6 Zusammenfassung 
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Einleitung: Die Pathogenese chronisch entzündlicher Atemwegserkrankungen ist mit 

zunehmender Schädigung und fibrotischen Umbauvorgängen und daraus resultierenden 

Einschränkungen physiologischer Funktionen verbunden. Bei der Recurrent Airway 

Obstruction (RAO) des Pferdes sind solche strukturellen Veränderungen häufig assoziiert mit 

Verdickung der Atemwegswand, subepithelialer Fibrose und Obstruktion der Atemwege. Bei 

RAO besteht die Standardtherapie darin, die Bronchokonstriktion mit β2-Agonisten und die 

Entzündung mit Glucocorticoiden aufzuhalten. In den letzten Jahrzehnten konnte jedoch 

gezeigt werden, dass nicht alle Patienten mit der empfohlenen Therapie ausreichend 

behandelt werden können und neue Ansatzpunkte der Therapie gefunden werden müssen. 

Daher konzentrieren sich neuere Forschungsarbeiten auf strukturelle Alterationen in den 

Atemwegen, das sogenannte Airway-Remodelling. Zielsetzung: In der vorliegenden Arbeit 

sollen zunächst primäre equine Bronchialfibroblasten (EBF) isoliert, charakterisiert und 

kultiviert werden. Im nächsten Schritt sollen in diesen Zellen die β2-Rezeptorexpression und 

–eigenschaften charakterisiert werden. Anschließend soll die Eignung dieser Zellen als 

Zellmodell zur Untersuchung der zellulären Proliferation und Transformation sowie der 

Regulation der de-novo-Synthese von extrazellulärer Matrix und deren Beeinflussung durch 

β2-Agonisten und Glucocorticoide allein oder in Kombination sowie TGF-β überprüft werden. 

Material und Methoden: Mittels enzymatischer Verdauung mit 0,25 % Trypsin werden die 

EBF aus den Bronchien von 10 gesunden Schlachtpferden isoliert und in DMEM kultiviert. 

Diese Zellen werden morphologisch, immunzytochemisch und funktionell in deren 

Eigenschaften in An- oder Abwesenheit von fetalem bovinem Serum (FBS) oder 

Pferdeserum (HS) charakterisiert. Die Dichte und Subtypverteilung von β-Adrenozeptoren 

wird mittels Radioligandbindungsstudien mit [125I]-(-)-Iodocyanopindolol in Gegenwart von 
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Rezeptorsubtyp-selektiven β-Antagonisten (β2: ICI 118,551 und β1: CGP 20712A) in EBF 

untersucht. Der Einfluss von β2-Agonisten auf die Proliferation und Differenzierung der EBF 

sowie die Kollagensynthese wird mittels [3H]-Thymidineinbauassay, Bestimmung von 

Gesamtprotein und α-Smooth Muscle Aktin (α-SMA) mit Lowrymethode und Western Blot-

Analyse bzw. [3H]-Prolininkorporationsassay ermittelt. Die statistische Signifikanz wird über 

einen t-Test für verbundene Stichproben oder eine One-Way-ANOVA mit nachfolgendem 

Dunnett’s Test ermittelt und das Signifikanzniveau wird P ≤ 0,05 festgelegt. 

Ergebnisse: EBF können im DMEM-Medium nur in Gegenwart von Serum langfristig 

wachsen und kultiviert werden. In serum-freiem Medium und unter vorübergehendem 

Serumentzug können EBF nicht anhaften bzw. lösen sie sich ab. Die Effekte von FBS und 

HS auf EBF sind allerdings unterschiedlich. FBS fördert die Zellproliferation- 

und -verdopplungsrate sowie die Zellpassage bis zur Passage 20 signifikant besser als HS 

(max. 9 Passagen). Unter FBS entwickeln EBF eine für Fibroblasten charakteristische 

spindelförmige Morphologie aber eine schwache α-SMA-Expression, während unter HS die 

Zellen eine atypische, polygonale Morphologie zeigen, jedoch mit signifikant hohem α-SMA 

und Proteingehalt. Radioligandenbindungsstudien zeigen, dass EBF lediglich den 

β2-Adrenozeptorsubtyp mit einer maximalen Rezeptorendichte (Bmax) von 5037 ± 494 

Bindungsstellen/Zelle exprimieren. Die Behandlung der EBF mit β-Agonisten (Clenbuterol, 

Salbutamol, Isoproterenol) führt konzentrationsabhängig zur Abnahme dieser Anzahl der 

Rezeptoren mit unterschiedlicher Wirkungsstärke (Clenbuterol > Salbutamol > 

Isoproterenol), wobei Dexamethason diese nicht verändert. Diese Agonisten sowie auch 

Dexamethason hemmen die Proliferation der EBF, und dies kann in Gegenwart von 

ICI 118,551 aber nicht von CGP 20712A gehemmt werden, was auf den Einfluss des 

β2-Adrenozeptors hinweist. β2-Agonisten und Dexamethason gemeinsam resultieren in einer 

verstärkten Hemmung der EBF-Proliferation. Transforming Growth Factor-β1 (TGF-β1)-

stimuliert die Transformation von EBF zu Myofibroblasten mit einer erhöhten Expression von 

α-SMA in EBF, welches eher durch Dexamethason als durch Clenbuterol gehemmt wird. Die 

Kollagensynthese wird nur durch Dexamethason signifikant gehemmt. 

Schlussfolgerung: Das erstmalig etablierte EBF-Kulturmodell dient der Erforschung von 

Signalwegen und neuen Arzneimitteltargets im Zusammenhang mit der Pathogenese der 

equinen RAO insbesondere dem Atemwegs-Remodelling. So kann gezeigt werden, dass die 

Verwendung von β2-Agonisten allein oder in Kombination mit Glucocorticoiden eine 

Hemmung der Proliferation und Transformation von EBF in vitro bewirkt. Dies deutet auf 

einen zusätzlichen therapeutischen Nutzen von Clenbuterol und Glucocorticoiden hin und 

impliziert die Notwendigkeit eines frühzeitigen Einsatzes dieser Pharmaka bei der RAO des 

Pferdes. 
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Introduction: Pathogenesis of chronic inflammatory airway diseases includes deterioration 

and fibrotic remodelling of the airway wall. In equine Recurrent Airway Obstruction (RAO) 

such airway remodelling is accompanied by airway wall thickening, subepithelial fibrosis and 

narrowing of airway caliber explained by remarkable fibroblast proliferation and differentiation 

as well as subepithelial extracellular matrix deposition. Pharmacological treatment of RAO 

includes bronchodilation by β2-agonists and inhibition of airway inflammation by 

glucocorticoids. But airway remodelling provides further potential pharmacological targets. 

Aim: In the present study a cell culture model of primary equine bronchial fibroblasts (EBF) 

should be established. β-adrenoceptors are characterized in EBF and effects of long-acting 

(clenbuterol) and short-acting (salbutamol, isoproterenol) β-agonists and dexamethasone on 

EBF proliferation, differentiation and collagen synthesis in these cells are investigated. 

Material and methods: Primary EBF are isolated by trypsin digestion of bronchial tissues 

from healthy slaughter horses and cultured in the presence or absence of fetal bovine serum 

(FBS) or horse serum (HS). Cell morphology and properties are determined by light 

microscopy and immunocytostaining. The β-adrenoceptor density and affinity are assessed 

by radioligand binding assay using [125I]-(-)-iodocyanopindolol. Cell proliferation and collagen 

synthesis are evaluated by [3H]-thymidine and [3H]-proline incorporation assay, respectively. 

Total protein is measured using the Lowry method and α-smooth muscle actin (α-SMA) by 

western blot analysis. Statistical significance of differences is evaluated by unpaired 

two-tailed student’s t-test or One-Way ANOVA followed by Dunnet’s post-hoc test. Values 

with P < 0.05 are considered significant. 
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Results: EBF cultured in serum-free basal media and those serum deprived are not able to 

proliferate and even exhibit detachment. Large variations are found in the ability of FBS and 

HS to support growth and differentiation of EBF in monolayer culture. Indications of 

growth-promoting actions, increasing passage number as well as maintaining fibroblast 

morphology are found rather in FBS than in HS. EBF cultured in HS need longer time for 

doubling and confluence. The protein content is higher in EBF cultured in HS containing 

medium than FBS and α-SMA seems to be less expressed in EBF cultured in FBS containing 

medium than in HS, suggesting FBS containing medium ideally suits for further long-term 

culture of EBF in pharmacological studies. EBF exclusively express the β2-adrenoceptor 

subtype with a maximal β-adrenoceptor density (Bmax) of 5037 ± 494 binding sites/cell. Bmax is 

decreased when cells are treated with β-agonists, but is not affected by dexamethasone. 

β2-agonists concentration-dependently inhibit EBF proliferation with rank order of potency 

clenbuterol > salbutamol >> isoproterenol, which is inhibited by ICI 118.551 (β2-selective 

antagonist) but not by CGP 20712A (β1-selective antagonist). β2-Agonists and 

dexamethasone inhibit EBF proliferation. Combination of β2-agonists with dexamethasone 

enhances inhibition of EBF-proliferation. Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) increases 

transformation of fibroblasts into myofibroblasts which is inhibited by clenbuterol and 

dexamethasone alone while the effect due to drug combination is more pronounced. 

Collagen synthesis in EBF is rather inhibited by dexamethasone than by β-agonists.  

Conclusion: EBF cultured in 10% FBS represent a good model allowing analysis of 

signaling pathways of airway remodelling in equine RAO and studying new drug targets for 

RAO therapy. β2-Agonists and glucocorticoids alone or in combination inhibit proliferation and 

transformation of EBF in vitro, thus, providing potential therapeutic benefit of these drug 

classes to counteract airway remodelling and morbidity of airway diseases and implicating 

early pharmacological intervention during RAO in horses. 
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