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Forderpreis der GPA 2025 - Hintergrund

Expressionsanalyse von Aquaporinen im nasalen Atemwegsepithel bei
Kindern und Jugendlichen mit allergischer Rhinitis

Hintergrund und eigene Vorarbeiten

Allergische Atemwegserkrankungen haben in Deutschland unter Kindern und Jugendlichen eine hohe
Pravalenz, circa 10% sind von einer allergischen Rhinitis (AR), ca. 4% von einem allergischen Asthma
bronchiale betroffen (Tamm et al., 2018). Die kontinuierliche Verbesserung der Therapie allergischer
Atemwegserkrankungen und die Entwicklung zielgerichteter Therapieansatze erfordert das
Verstandnis der pathophysiologischen Mechanismen, um neue therapeutische Targets identifizieren
zu kdnnen.

In einem translationalen Forschungsansatz in Kooperation mit dem Institut fir Allgemeine
Physiologie der Universitat Ulm soll die Rolle transepithelialer Wasserkanale, sogennanter
Aquaporine, bei inflammatorischen Atemwegserkrankungen — in dem vorgestellten Teilprojekt
speziell bei allergischer Inflammation, untersucht werden.

Die Oberflache der Atemwege ist mit dem respiratorischen Epithel ausgekleidet, dem eine diinne
Flussigkeitsschicht, das sogenannte airway-surface-liquid (ASL) aufliegt. Die exakte
Volumeneinstellung des ASL ist essentiell flr respiratorische Funktionen wie die Filterung und
Anfeuchtung der Atemluft, effektiven mukozilidren Transport und Gasaustausch. Die Regulation des
ASL-Volumens erfolgt durch aktiven lonentransport tGber das Epithel, dem Wasser osmotisch
nachfolgt. Lange Zeit ging man davon aus, dass die ASL-Einstellung ausschlieRlich durch die
Regulation des lonentransportes gesteuert wird (Chambers et al., 2007; Kunzelmann et al., 2012). In
eigenen Vorarbeiten konnten wir jedoch zeigen, dass fiir die ASL-Einstellung auch Aquaporine (AQP),
die als Wasserkanale den transepithelialen Wassertransport erleichtern, entscheidend sind (Schmidt
et al., 2017). Im humanen respiratorischen Epithel sind vor allem AQP3, 4, und 5 exprimiert (Kreda et
al., 2001). In Vorarbeiten zeigte sich, dass AQP3 fir kompensatorische Volumenresorption notwendig
ist (Schmidt et al., 2017). Veranderte AQP-Expression bei allergischer Inflammation wurde im
Tiermodell fir Asthma bronchiale (Sharif et al., 2022; lkezoe et al., 2016) sowie in humanem nasalen
Gewebe von Erwachsenen mit allergischer Rhinitis beschrieben (Seno et al., 2012).

In weiteren Vorarbeiten haben wir die Auswirkungen des Th2-Zytokins Interleukin-13 (IL-13) auf
humanes Trachealepithel in-vitro umfassend untersucht. Hierbei zeigte sich neben einer Stérung der
Barrierefunktion durch die Internalisierung von tight junction Proteinen (Schmidt et al., 2019) und
Modulation der Mukussekretetion (Winkelmann et al., 2019) interessanterweise auch eine
verminderte Expression von AQP3 und 5 sowie eine Depletion des ASL Volumens (unpublizierte
Daten).
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Die funktionelle Rolle von AQP fiir die Pathophysiologie allergischen Atemwegserkrankungen ist
jedoch weitgehend unklar. Neben dem transepithelialen Flissigkeitstransport gibt es Hinweise, dass
AQP auch durch Modulation der Mucussekretion pathophysiologisch relevant sind (Wang et al.,
2007).

Wir untersuchen in diesem Projekt den Zusammenhang zwischen Inflammation und der AQP-
Expression am nasalen respiratorischen Epithel in einem padiatrischen Kollektiv. Hierbei sollen in
einem Teilprojekt Kinder- und Jugendliche mit allergischer Rhinitis untersucht werden. Da
inflammatorische Atemwegserkrankungen zu einem Epithelremodelling flihren und die AQP-
Expression moglicherweise von der zelluldaren Zusammensetzung des Epithels abhangt, soll dies
mitberilicksichtigt werden.

Projektziel

Ubergeordnetes Ziel unserer Forschungsarbeit ist es, die epithelialen Pathomechanismen allergischer
und anderer inflammatorischer Atemwegserkrankungen besser zu verstehen und dadurch neue
Forschungsansatze fir zielgerichtete Therapien zu entwickeln. Wir gehen davon aus, dass AQP
pathophysiologisch hierbei eine relevante Rolle spielen und perspektivisch interessante
therapeutische Targets darstellen konnten.

Das vorgestellte konkrete Teilprojekt hat zum Ziel, Veranderungen der AQP-Expression im nasalen
respiratorischen Epithel von Kindern- und Jugendlichen mit AR zu identifizieren.

Hypothesen

Hypothesen des Projektes sind:

1. AR flhrt zu einem verdanderten Inflammationsprofil in einer nasalen Lavage

2. AR fuihrt zu veranderter Expression der AQP3, 4 und/oder 5 im nasalen respiratorischen Epithel

3. AR flihrt zu einem epithelialen remodelling mit verdnderter Zusammensetzung der Zelltypen des
nasalen Epithels

Studienkonzept

Die Fragestellung wird an einem padiatrischen Kollektiv mit 10-12 Kindern- und Jugendlichen
zwischen 4 und 16 Jahren mit arztlich diagnostizierter, symptomatischer allergischer Rhinitis
untersucht. Als Kontrollgruppe dienen 10-12 altersgematchte gesunde Probanden (HC=healty
controls). Zur Teilnahme

eingeladen werden Patienten, die sich im Rekrutierungszeitraum von 6-12 Monaten aus
medizinischer Indikation in der Ambulanz fiir Kinderpneumologie, -allergologie & Mukoviszidose des
Universitatsklinikums Ulm vorstellen und definierte Einschlusskriterien erfiillen. Vor Beginn der
Studie wird ein Ethikvotum der lokalen Ethikkommission eingeholt.
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Die Studienteilnehmer werden einmalig untersucht. Bei Probanden mit saisonaler AR wird ein
Zeitpunkt, zudem typische Symptome der AR bestehen, gewahlt.

Zur Probengewinnung wird zunachst eine nasale Spilung mit isotoner Kochsalzlésung durchgefiihrt,
danach erfolgt eine nasale Birstenbiopsie im Bereich der unteren Nasenmuscheln. Die Proben
werden nach der Gewinnung in geeignter Weise gelagert und zu einem spateren Zeitpunkt fiir
experimentelle Arbeiten verwendet.

Experimentelles Arbeitsprogramm:
Hypothese 1:

Bei den Studienteilnehmern aller Gruppen wird eine nasale Lavage mit NaCl 0,9% durchgefiihrt und
die Lavageflissigkeit aufgefangen. In diese wird mittels ELISA-Essays die Konzentration
inflammatorischer Mediatoren bestimmt, um das jeweilige Inflammationsprofil zu charakterisieren.

Folgende Mediatoren werden voraussichtlich untersucht: TNF alpha, IFNy, Interleukin (IL)-1B, IL2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, HE4, G-CSF, GM-CSF

Hypothese 2:

Es wird eine nasale Biirstung an der unteren Nasenmuschel durchgefiihrt, um respiratorisches Epithel
zu gewinnen. Das gewonnene Zellmaterial wird zum Teil auf Objekttrager ausgestrichen. Mittels
Immunzytochemie fiir AQP3, 4 und 5 und Gegenfarbung der basolateralen Zellmembran mit der
Na+/K+-ATPase wird der Anteil der AQP-positiven Zellen und deren Lokalisation in der Zelle
bestimmt.

Der Rest des gewonnen Zellmaterials wird lysiert und bei -80°C asserviert. Hieraus wird die
Expression der AQP mittels RT-PCR quantitativ bestimmt.

Hypothese 3:

Das gewonnene Zellmaterial aus der nasalen Biirstung (siehe Hypothese 2) wir zum Teils fur
zusatzliche Farbungen auf Objekttrager ausgestrichen. Mittels Immunzytochemie werden Marker
verschiedener epithelialer Zelltypen angefarbt, um zilierte Zellen (Marker: Tubulin, FOXJ1), Mucus-
produzierende Zellen (MUC5AC), lonocytes (FOXI1) und Basalzellen (p63) zu differenzieren. Der
Anteil nicht-epithelialer Zellen wird durch

Der Rest des gewonnen Zellmaterials wird wie bei Hypothese 2 beschrieben fiir RT-PCR Experimente
verwendet. Hier wird die Expression der Zelltypmarker quantitativ bestimmt (voraussichtlich
verwendete Marker: Tubulin, FOXI1, FOXJ1, MUC5AC, MUC5B, p63)
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Finanzierungsplan

Von dem Foérderpreis sollen anteilig Sachmittel wie folgt finanziert werden:
RT-PCR-Reagenzien ca. 800 Euro

ELISA-Kits ca. 2500 Euro

Antikorper ca. 1700 Euro

Gesamt: 5.000 Euro

Die Ubrigen Kosten fiir Personal- und Sachmittel zur Projektfinanzierung sind durch anderweitige
Drittmittel abgedeckt.
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