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Zusammenfassung

Toll-like-Rezeptoren (TLR) gehoéren zur Familie der Pattern Recognition Receptors und sind als we-
sentlicher Bestandteil des angeborenen Immunsystems an der primaren Immunantwort mafigeblich
beteiligt.

Durch Aktivierung verschiedener, teils hochkomplexer Signalkaskaden und dadurch initiierte
Sekretion proinflammatorischer Zytokine interagieren sie mit dem erworbenen Immunsystem und
tragen zur Genese und Aufrechterhaltung verschiedener, immunologisch aktiver Krankheiten bei.

Die chronische Sinusitis (ohne Polyposis nasi [CRSsNP]), die chronische Sinusitis (mit Polyposis
nasi [CRSwNPY]) als auch die allergische Rhinitis (AR) zeichnen sich durch eine chronisch entziindli-
che Reaktion der Schleimhaut der Nase und Nasennebenhohlen aus, die durch eine multifaktorielle
Genese und spezifische Zytokinprofile gekennzeichnet sind.

Gerade bei der chronischen Sinusitis kann die Entziindungsreaktion durch zusatzliche bakterielle
und virale Superinfektionen beeinflusst werden (z. B. durch Staphylococcus aureus). Aulerdem
weist die Pathogenese der chronischen Sinusitis eine grofie Ahnlichkeit zur Pathogenese des Asthma
bronchiale auf. Da eine genetische Préadisposition fiir Asthma bronchiale mit dem Vorkommen
spezifischer Toll-like-Rezeptoren assoziiert werden konnte, ist ein pradisponierender Einfluss ver-
gleichbarer Polymorphismen bei Patienten mit chronischer Sinusitis wahrscheinlich.

In der vorliegenden Pilotstudie wird deshalb die Inzidenz von 23 Varianten ausgesuchter Poly-
morphismen der TLR 2, TLR4, TLR 5 und TLR 9 bei 194 Patienten mit chronischer Rhinosinusitis
mit/ohne Polyposis nasi sowie einer gesunden Kontrollgruppe und Patienten mit einer allergischen
Rhinitis untersucht.

Hierbei zeigt sich ein signifikant vermehrtes Auftreten der Varianten TLR2.5743708 (p = 0,03) und
TLR4.11536884 (p = 0,001) bei CRSsNP-Patienten, das sich im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
aber auch im Vergleich zu deren Inzidenz im 1000 Genome Project darstellen lasst. Bei Patienten mit
CRSwNP findet sich im Vergleich zu den Kontrollen und den Angaben im 1000 Genome Project sigifi-
kant haufiger eine Variante des TLR4.4986791 SNP (p = 0,029). Bei Varianten des Polypmorphismus
TLR2.5743704 findet sich bei Patienten mit CRSwNP im Vergleich zu unseren eigenen Kontrollen
ein nicht signifkanter Trend, der sich allerdings im Vergleich zum 1KGP als signifikant darstellen
lasst (p = 0,01).

Die Ergebnisse legen eine unterschiedliche Pradisoposition zu chronischer Rhinosinusitis mit und
ohne Polyposis durch variante Toll-like-Rezeptoren nahe. Eine Bestatigung in grofieren Kohorten

ist deshalb anzustreben.
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Abstract

Toll-like receptors (TLR) belong to the family of Pattern Recognition Receptors and, as an essential
part of the innate immune system, play a key role as far as primary immune response is concerned.
By activating various, sometimes highly complex signal cascades and thereby initiating the secretion
of pro-inflammatory cytokines, they interact with the acquired immune system and contribute to
the genesis and maintenance of various immunologically active diseases.

Chronic sinusitis (without polyposis nasi [CRSsNP]), chronic sinusitis (with polyposis nasi
[CRSwNP]) as well as allergic rhinitis (AR) are characterised by a chronic inflammatory reaction of
the mucous membrane of the nose and paranasal sinuses. These are characterised by multifactorial
genesis and specific cytokine profiles. With chronic sinusitis in particular, the inflammatory response
can be influenced by additional bacterial and viral superinfections (e.g. Staphylococcus aureus).
In addition, the pathogenesis of chronic sinusitis is very similar to the pathogenesis of bronchial
asthma. Since a genetic predisposition to bronchial asthma could be associated with the presence of
specific toll-like receptors, a predisposing influence of comparable polymorphisms in patients with
chronic sinusitis is likely.

In the present pilot study, the incidence of 23 variants of selected TLR 2, TLR4, TLR 5 and TLR 9
polymorphisms in 194 patients with chronic rhinosinusitis with or without nasal polyposis and a
healthy control group and patients with allergic rhinitis will therefore be examined. This shows a
significantly increased occurrence of the variants TLR2.5743708 (p = 0.03) and TLR4.11536884 (p =
0.001) with CRSsNP patients, which, compared to the healthy control group, can also be shown in
comparison with their incidence in the 1000 Genome Project. Significantly more TLR4.4986791 SNP
(p = 0.029) variants were found more in patients with CRSWNP in comparison with controls and
information in the 1000 Genome Project. With variants of TLR2.5743704 polypmorphism, there is
no significant trend with CRSwNP patients as compared to our own controls, which, however, can
be shown as significant in comparison to 1KGP (p = 0.01).

The results suggest a different predisposition to chronic rhinosinusitis with and without polyposis

due to variant toll-like receptors. Confirmation in larger cohorts should therefore be pursued.



Abkiirzungsverzeichnis

1KGP 1000 Genomes Project

APC Antigen-prisentierende Zellen

AR Allergische Rhinitis

ARS Akute Rhinosinusitis

AS Aminosaure

ASS Acetylsalicylsdure

CRS Chronische Rhinosinusitis

CRSsNP Chronische Rhinosinusitis ohne Polyposis nasi
CRSwNP Chronische Rhinosinusitis mit Polyposis nasi
CT Computertomographie

IL Interleukin(e)

IRF Interferon regulartory factor(s)

g (Newtonsche) Gravitationskonstante

MHC Major histocompatibility complex

MyD3838 Myeloid differentiation factor 88

NCBI National Center for Biotechnology Information
NNH Nasennebenhohlen

OTC Over-the-counter

PAMP Pathogen associated molecular pattern

PBL Peripheral Blood Lymphocytes

PBS Phosphate buffered saline

PRR Pattern Recognition Receptor

RBC Red-blood-cell

rs-Nummer Reference SNP

r/min Revolutions per Minute

SARM/TIR-1 Sterile-alpha and Armadillo motif-containing protein
SD Standard deviation

SNP Single nucleotid polymorphism

TIRAP TIR domain-containing adaptor protein

TLR Toll-like-Receptor, Toll-like-Rezeptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TRAM TRIF-related adaptor molecule

TRIF TIR domain-containing adapter protein inducing IFN-f3
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Toll-like-Rezeptoren

Die erfolgreiche Abwehr von schadlichen (Mikro-)organismen basiert im menschlichen
Organismus auf dem Zusammenspiel des angeborenen bzw. natiirlichen (innate) und er-
worbenen (adaptive) Immunsystems. Die Kombination aus einer grof3en Rezeptorvielfalt
der B- und T-Lymphozyten (genetisches Rearrangement) und den in der Keimbahn kodier-
ten Rezeptoren des angeborenen Immunsystems ermoglicht einen optimalen Schutz des
jeweiligen Organismus vor Pathogenen (Medzhitov und Janeway, 1998).

Pathogene dringen im Regelfall iiber Oberflaichendefekte der Epithelien ein und vermeh-
ren sich anschliefend rasch im Organismus. Zu den Mechanismen des innate Immunsys-
tems gehoren neben Makrophagen und neutrophilen Granulozyten, die einen Grofiteil
der beteiligten Zellen ausmachen, unter anderem auch die Barrierefunktion der oberen
Hautschichten und der hauttypische pH-Wert.

Im Gegensatz zu den bereits angesprochenen Rezeptoren des spezifischen Immunsystems,
die eine beinahe unendliche Anzahl an Antigenen erkennen konnen, sind die Rezeptoren
des angeborenen Immunsystems, sogenannte Pattern Recognition Receptors (PRRs), in ihrem
Erkennungsmuster limitiert. Das Repertoire der potenziellen Antigene ist so bereits in der
Keimbahn festgelegt.

PRR konnen grundsatzlich in zwei Kategorien gegliedert werden. Die erste Gruppe (non-
signaling) ist mafigeblich an der Einleitung der Phagozytose beteiligt. Hierzu zahlen unter
anderem die Scavenger-Rezeptoren, C-reaktives-Protein oder das Mannan-bindende Lektin
(MBL), wihrend sich die zweite Gruppe (signaling) aus zahlreichen zytoplasmatischen
PRR zusammensetzt, zu denen auch die TLR gerechnet werden. Letztgenannte Gruppe ist
vordringlich fiir die Sekretion pro- und antiinflammatorischer Zytokine zustandig (Kaisho
und Akira, 2006).

Toll-like-Rezeptoren, die ihren Namen von dem bei Drosophila melanogaster gefundenen
Protein , Toll“ erhalten haben, zihlen, wie bereits erwiahnt, zu der Familie der Pattern Reco-
gnition Receptors. Bei Drosophila melanogaster spielt , Toll“ eine entscheidende Rolle in der
Embryonalentwicklung der dorso-ventralen Achse (Anderson et al., 1985) und hat dartiber
hinaus eine wesentliche Bedeutung bei der Immunabwehr von Pilzinfektionen, speziell des

Aspergillus niger (Lemaitre et al., 1996; Pandey und Agrawal, 2006). Die Funktion der PRRs
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Abb. 1: Zusammenspiel zwischen angeborenem und erworbenem Immunsystem. TLR er-
kennen spezifische Antigene und présentieren diese den T-Zellen dann als MHC-Peptid-
Komplex auf der Zelloberflache. Durch ein spezifisches Zytokinmilieu in Verbindung mit
weiteren ko-stimulatorischen Molekiilen erfolgt eine Differenzierung der naiven T-Zellen
in Th1- oder Th2-Zellen. IL-12 ist beispielsweise zusammen mit IL-18 fiir die Differenzie-
rung zu Th1-Zellen verantwortlich (nach Akira et al. 2001).

besteht darin, spezifische molekulare Strukturen, im Englischen als pathogen associated
molecular patterns (PAMP) bezeichnet, zu erkennen. Diese konnen sowohl Bestandteil von
endogenen als auch von exogenen Liganden sein. Durch die Erkennung der evolutionéar
konservierten Muster, die mehrheitlich fiir Mikroorganismen und Viren einer Art identisch
sind, zeigen sie dem Organismus eine Infektion an (Wiersinga und van der Poll, 2005;
Schwartz und Cook, 2005).

Als Reaktion auf die Rezeptor/Ligand-Bindung initiieren TLR tiber verschiedene Si-
gnalkaskaden eine Vielzahl von Abwehrmechanismen, die zum einen auf der Produktion
von proinflammatorischen Zytokinen wie beispielsweise Interleukin-1, Interleukin-6 und
Tumor-Nekrose-Faktor-a beruhen (Cristofaro und Opal, 2006), zum anderen aber auch
durch die Beeinflussung der Genexpression (Produktion von Transkriptionsfaktoren) wirk-

sam werden (Colonna, 2007).
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1.1.1 TLR im menschlichen Organismus

Bis zum heutigen Tag wurden mindestens elf verschiedene Toll-like-Rezeptoren identifi-
ziert, wobei lediglich fiir die ersten zehn Rezeptoren das Vorkommen im menschlichen
Organismus gesichert scheint (Kaisho und Akira, 2006).

Jeder dieser elf Rezeptoren ist fiir die Erkennung spezifischer Strukturen, Strukturgrup-
pen oder einzelner Molekiile verantwortlich und bedingt im Folgenden die Produktion
proinflammatorischer Zytokine und eine damit verbundene Entziindungsreaktion.

Toll-like-Rezeptoren liegen als Transmembranrezeptoren entweder als Monomer, He-
terodimer oder moglicherweise auch als homologes Dimer vor (Akira et al., 2006; Kaisho
und Akira, 2006). Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die Struktur der einzelnen Toll-like-

Rezeptoren.

MONOMER HETERODIMER DiMER
TLR 3 TLR 1/2 TLR 2/2
TLR 4 TLR 5/6
TLR 5 fraglich: TLR 4/5
TLR 7
TLR 8
TLR 9
TLR10

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Struktur einzelner TLR Aufgliederung der einzelnen TLR nach
der Anzahl ihrer Untereinheiten (nach Akira et al. 2006).

Sechs der Rezeptoren befinden sich an der Zellmembran (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6
und TLR10), die restlichen vier sind in intrazytoplasmatischen Kompartimenten wie z. B.
den Endosomen lokalisiert (TLR3, TLR7, TLR8 und TLRY) (Akira et al., 2006). Kodiert werden
die TLR auf verschiedenen Chromosomen. So findet sich TLR 2 auf Chromosom 4, TLR 4
auf Chromosom 9 und TLR 5 und 9 werden auf den Chromosomen 1 und 3 kodiert.
Zahlreiche Liganden wurden im Laufe der letzten Jahre identifiziert. Die hohe Zahl an
Liganden ergibt sich aus verschiedenen Gruppen. So kommen fiir die Rezeptor/Ligand-
Bindung sowohl endogene (s. unten) als auch zahlreiche exogene Liganden in Frage. Tabelle
2 gibt einen Uberblick tiber die Vielzahl an exogenen Liganden und die dazugehdorigen
Rezeptoren. Die Anzahl der bis zum heutigen Zeitpunkt erforschten und entdeckten endo-

genen Liganden ist wesentlich geringer. Beispiele fiir bekannte endogene Liganden stellen
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die Hitze-Schock-Proteine 60 und 70 sowie Fibrinogen als Agonisten des Toll-like-Rezeptors
4 dar (Akira et al., 2006).

1.1.2 Signalwege der TLR

Die zahlreichen verschiedenen Mustererkennungsrezeptoren (PRR) reagieren mit spezifi-
schen PAMP, was zu einer Aktivierung unterschiedlicher Signalwege fiihrt, die jeweils eine
charakteristische Reaktion auf das jeweils gebundene Pathogen bedingen.

Ausgehend von der Priméarsequenz ist es moglich, die unterschiedlichen TLR in ver-
schiedene Untergruppen einzuteilen. TLR 1, 2 und 6 erkennen beispielsweise Lipopetide
wihrend TLR der Typen 7, 8 und 9 fiir die Erkennung von Nukleinsauren zustidndig sind
(vgl. Tabelle 2). TLR 4 nimmt eine Sonderstellung ein, er kann strukturell verschiedene
PAMP erkennen.

Die selektive Nutzung der einzelnen Proteine ist Voraussetzung fiir die unterschiedlichen
Antworten auf eine Bindung von Agonisten. Mit Ausnahme von TLR 3 ist MyD88 (siehe
hierzu Seite 4) ein essenzieller Bestandteil aller TLR Signalwege. Im Anschluss an die
Rezeptor/Ligand-Bindung dimerisieren TLR und rekrutieren mit ihrem zytoplasmatischen
Anteil spezielle Adapterproteine von denen derzeit finf bekannt sind (Carty et al., 2006). Es
handelt sich hierbei um Molekiile, die ebenfalls eine TIR-Domane besitzen. Im Einzelnen
sind dies:

1. MyDa8s,

2. TIRAP,

3. TRAM,
4. TRIF und
5. SARM/TIR-1.

Toll-like-Rezeptoren gehoren zur Familie der Typ I Membranproteine, die aus einer Ektodo-
méne von leucine rich repeats (LRR) bestehen, die fir die PAMP-Erkennung verantwortlich
ist. Der zytoplasmatische Teil zeigt strukturelle Ahnlichkeit zu dem des IL-1 Rezeptors und
wird daher auch als TIR (Toll/IL-1R-Doméane) bezeichnet (Abbildung 2). Diese stellt einen
bedeutenden Bestandteil des Signalweges dar.

Sobald eine Ligandenbindung an den entsprechenden Rezeptor erfolgt ist, werden je nach

Rezeptortyp und Signalweg die oben beschrieben Adaptermolekiile, ebenfalls mit einer
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LRR (leucine rich repeats)

extrazellular

intrazellulér TIR (Tollinterieukin 1 receptor)

receptor superfamily with
interleukin-1 receptors

Abb. 2: Schematischer Aufbau eines Toll-like-Rezeptors. Die Ektodomine, bestehend aus
leucine rich repeats (LRR), ist fiir die PAMP-Erkennung verantwortlich. Der zytoplasma-
tische Teil zeigt strukturelle Ahnlichkeit zu dem des IL-1 Rezeptors und wird daher auch
als TIR (Toll/IL-1R-Doméne) bezeichnet.

TIR-Doméne ausgestattet, an den zytoplasmatischen Teil rekrutiert. Der Adapter MyD88
fithrt iiber zahlreiche Zwischenschritte und weitere eingeschaltete Regulatorproteine (IRAK,
TRAF) letztlich zu einer Phosphorylierung und Ubiquitinierung des Proteins IxB, das seinen
Abbau zur Folge hat (Chen, 2005; Terzic et al., 2007).

Dies fithrt im Folgenden zu einer Freisetzung des Faktors NF-xB aus dem IxB-NF-xB-
Komplex. Zusitzlich wird ein weiterer Transkriptionsfaktor mit dem Namen AP1 aktiviert,
der ebenso wie NF-xB in den Zellkern transloziert und dort die Produktion inflammato-
rischer Zytokine (TNF-q, IL-10, IL-6 und IL-12) und Adhéasionsmolekiile (Selektine und
Integrine) induziert. Die Aktivierung von AP-1 erfolgt mittels TAK1 tiber den MAPK
(Mitogen-Activated Protein Kinase: p38, JNK und Erk)-Weg.

Typ I-Interferone (wie z. B. mehrere Subtypen der IFN-«) konnen TRIF/TRAM-abhangig
durch die Bindung von Agonisten an TLR 3 bzw. 4 oder, wie auf Abbildung 3 ersichtlich,
MyD88 abhingig durch die Rezeptoren TLR 7, 8 und 9 induziert werden. Die beiden weiteren
IRF-Faktoren 1 und 5 werden ebenfalls mithilfe von MyD88 aktiviert und sind mitbeteiligt
an der Transkription von Typ-I-Interferonen (IRF 1) bzw. inflammatorischen Zytokinen
(IRF 5) (Colonna, 2007).

Das auf Seite 4 beschriebene Molekiill SARM/TIR1 (in Abbildung 3 nicht dargestellt) stellt
im menschlichen Organismus einen Negativregulator im Gefiige des TLR-Signalweges dar

und interagiert mit TRIF (Carty et al., 2006).
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TLR1/2 TLR 5
TLR2 TLR 2/6 TLR 11

\ 4
Typ I IFN Inflammatorische Zytokine Typ I IFN
IFN induzierbare Gene TNF-alpha, IL-1beta, IL-6, IL-12 IFN induzierbare Geng

Abb. 3: TLR-Signalweg. Nach Bindung des entsprechenden Liganden erfolgt die Rekrutierung
der Adapterproteine (MyD88, TIRAP, TRAM und TRIF) und tiber die beiden verschie-
denen Signalwege (schwarze bzw. gelbe Pfeile, Details siehe Text) die Freisetzung von

NF-+B und die Produktion proinflammatorischer Proteine. (modifiziert nach Kawai und
Akira 2007).
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1.2 Rhinosinusitis mit und ohne Nasenpolypen

1.2.1 Definition

Die akute und chronische Rhinitis und Sinusitis sind Krankheitsbilder, die oft nicht eindeutig
und streng zu trennen sind. Auf Grund der engen anatomischen Verbindung und der
haufigen Koexistenz beider Erkrankungen spricht man heutzutage in Abhéngigkeit von der
Dauer von akuter bzw. chronischer Rhinosinusitis (CRS) (Fokkens et al., 2005).

Der Rhinosinusitis liegt eine entziindliche Reaktion der Nasenschleimhaut sowie der
Nasennebenhohlen zu Grunde. Bei der chronischen Verlaufsform kann klinisch eine Rhino-
siusitis mit und ohne Polypen (CRSWNP und CRSsNP) unterschieden werden (Thompson,
2007).

Bei der chronischen Rhinosinusitis nasi handelt es sich um 6dematése Schleimhautschwel-
lungen der Nasennebenhdhlen und der Nasenschleimhaut, die haufig zur Obstruktion der
Nasennebenhoéhlen fiihrt. Eine Polyposis nasi kommt meist im mittleren Nasengang klinisch

zur Darstellung.

Abb. 4: Nasenpolypen. (a) zeigt eine endoskopische Aufnahme eines graulich schimmernden
Polypen im Bereich der mittleren Nasenmuschel (modifiziert nach Rinia et al. 2007) (b)
zeigt einen groflen Polypen (—) der linken Nasenhohle bei Untersuchung mittels eines
Nasenspekulums (eigenes Bildmaterial).

Die Einteilung der CRS kann anhand verschiedener Parameter wie z. B. Dauer der Er-
krankung, Histopathologie oder immunologischen Gesichtspunkten vorgenommen werden.
In der Klinik erfolgt die Klassifikation derzeit haufig nach Dauer und Frequenz der Be-
schwerden und weniger nach deren Atiologie, wobei sich die folgenden Formen abgrenzen

lassen (vgl. hierzu Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde,
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Kopf-Hals-Chirurgie/ AWMF-Leitlinien-Register Nr. 017/049):

akute Rhinosinusitis: Symptomatik < 12 Wochen und < 4 Episoden/Jahr

akut rezidivierende Rhinosinusitis: > 4 Episoden/Jahr mit vollstandiger Riickbil-
dung der Symptomatik

chronische Rhinosinusitis: Symptomatik > 12 Wochen oder > 4 Episo-

den/Jahr mit Restsymptomatik.

1.2.2 Epidemiologie

Die chronische Rhinosinusitis zahlt zu den Erkrankungen mit hoher Pravalenz und damit
einhergehender hoher volkswirtschaftlicher Bedeutung. In der Bundesrepublik Deutschland
zeigt die Rhinosinusitis eine Prévalenz von etwa 10-15 %, wobei etwa 1/3 aller Patienten an
einer chronischen Rhinosinusitis leiden, wahrend die restlichen 2/3 von der akuten Form
betroffen sind (Baumann et al., 2006, 2007).

In den USA besteht eine dhnliche Situation. Die Rhinosinusitis zahlt mit einer Pravalenz
von ebenfalls etwa 15 % zu den héaufigsten chronischen Erkrankungen, beinahe gleichauf
mit den groflen Volkskrankheiten wie arterieller Hypertonie oder degenerativen, orthopa-
dischen Erkrankungen (Wolf-Maier et al., 2003; Pade, 2005).

Diese Daten lassen in beiden Landern eine dhnliche Situation vermuten. Mit Blick auf die
direkten und indirekten Kosten, die eine chronische Rhinosinusitis in den USA verursacht,
fallt die grof3e volkswirtschaftliche Bedeutung der Erkrankung auf. Im Jahr 2001 fielen auf
grund der Diagnose CRS 73 Millionen Arbeitstage aus und das amerikanische Gesundheits-
system wurde beispielsweise im Jahre 1996 mit 5,8 Milliarden $ belastet (Ray et al., 1999).
Neuere Daten verdeutlichen, dass es sich um ein zunehmendes Problem handelt. Im Jahre
2016 mussten fiir die Folgen der CRS (direkte Kosten) 11,7 Milliarden $ aufgewendet werden
(Rudmik, 2017).

Zahlen aus vergleichbaren Zeitraumen in Deutschland zeigen, dass auch hierzulande
die CRS eine hohe wirtschaftliche Bedeutung hat, so wurden im Jahr 2001/2002 etwa 100

Millionen € fiir Arzneimittelausgaben im ambulanten Sektor aufgewendet (Pade, 2005).
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1.2.3 Klinik der (chronischen) Rhinosinusitis

Fiir den Betroffenen sind vor allem die CRS mit und ohne Polypen aufgrund der Symptome
regelhaft mit einem hohen Leidensdruck verbunden. Zu den haufig auftretenden und
damit im Vordergrund stehenden Symptomen zéhlen unter anderem die nasale Obstruktion
(evtl. mit gesteigerter Sekretion), ein Druckgefiihl und/oder Schmerzen im Bereich von
Stirn und Wangen, vermehrter nasopharyngealer Sekretfluss (postnasal drip) sowie ein
eingeschrianktes Riechvermdgen. Zu den genannten Symptomen kommen meist noch
weitere unspezifische Symptome wie Unwohlsein, Kopfschmerzen, gehauftes Niesen und
Husten oder Abgeschlagenheit hinzu.

Durch die Vielzahl méglicher Symptome wird deutlich, dafl die Lebensqualitat (Quality of
life, QOL) der betroffenen Patienten erheblich eingeschrankt ist. Mehrere, teils prospektive
Studien konnten zeigen, dass neben einer psychischen und physischen Beeintriachtigung
haufig auch eine Beeintrachtigung im sozialen Umfeld der Patienten vorliegt (Cunningham
et al., 2000; Kinney und Benninger, 2007).

In den letzten Jahren wurden zunehmend Messinstrumente entwickelt, an Hand derer
es moglich sein soll, den Verlust an Lebensqualitdt messbar und somit objektivierbar zu
machen. Ein exemplarisch ausgewéhltes Beispiel ist der Sinonasal-outcome-Test-20 GAV
(SNOT-20 GAV), der auf dem amerikanischen Rhinosinusitis Outcome Measure - Test (RSOM)
basiert (Piccirillo et al., 1995). Der SNOT-20 GAV Test beruht auf der Beantwortung von 20
Einzelfragen, deren Punkte dann zu einem Gesamtscore addiert werden. Mithilfe zusatzli-
cher Berechnungen wird eine Einschédtzung der Beeintrachtigung des Patienten ermdglicht

(Piccirillo et al., 2002; Baumann et al., 2007).

1.2.4 Diagnose

Neben der typischen Anamnese konnen in der HNO-érztlichen Spiegeluntersuchung wéss-
rige oder putride Rhinorrhoe, hyperplastische Nasenmuscheln, gerétete Schleimhaute
und/oder Polypen dargestellt werden. Weiterhin ist eine Computertomografie der Nasenne-
benhéohlen zur Komplettierung der Diagnostik und zur Planung einer ggf. notwendigen
Operation unabdinglich. Sie bietet die Moglichkeit, bei einer guten Auflésung im Bereich

der knochernen Strukturen, Veranderungen der Nasennebenhohlen mit hoher Sensitivitat
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zu erkennen (Abbildung 5). Die notwendige Knochendarstellung gelingt mit der Magne-
tresonanztomografie (MRT) nicht, daher kann die CT als Goldstandard in Bezug auf die
Diagnosestellung einer CRS betrachtet werden (Zinreich, 2004).

Die Computertomografie kann ebenfalls zur Klassifikation einer CRS herangezogen
werden. So existieren im angloamerikanischen Raum verschiedene Klassifikationssysteme,
die auf den erhobenen CT-Befunden basieren. Beispiele dieser Klassifikationssysteme, auf
die jedoch nicht naher eingegangen werden soll, sind das Kennedy Staging System for chronic
and recurrent Sinusitis, das Levine and May staging system for chronic Rhinosinusitis sowie
der Lund-Mackay-Index.

Ultraschallgestiitzte Untersuchungsverfahren die, wie in anderen Fachdisziplinen auch,
stark von der Erfahrung des Untersuchers abhéngig sind, haben nur eine eingeschrankte
Aussagekraft.

Die Darstellung der Nase und ihrer Nebenhohlen mittels konventioneller Réntgentechnik
kann vorhandene Sekretspiegel oder Verschattungen der NNH darstellen, erfasst aber in
der Regel nicht das Krankheitsbild in seiner Komplexitit und wird durch die CT heutzutage

zumeist ersetzt.

Abb. 5: Computertomografie Sinusitis maxillaris. Koronares CT-Bild eines Patienten mit Ver-
schattungen im Bereich des linken Sinus maxillaris und der rechten Cellulae ethmoidales
(modifiziert nach Zinreich 2004).

Geruchs- und Geschmackstest sowie die Durchfithrung einer Rhinomanometrie oder einer
Allergiediagnostik konnen wertvolle diagnostische Zusatzinformationen liefern. Allergi-
en sind koinzidenziell oft bei Patienten mit CRS vorhanden. Die Allergiediagnostik wird
deshalb in der Regel als Stufendiagnostik angewendet. Zum Screening wird ein kutaner
Prick-Test (Nachweis einer Typ I-Allergie) verwendet. Eine systemische Sensibilisierung

kann mittels Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper im Serum des Patienten verifiziert
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werden. Die Reaktivitit der Nase als Organ kann durch eine nasale Allergenprovokation
und rhinomanometrische Messungen des nasalen Flows vor- und nach Applikation des
Allergens dargestellt werden. Zusatzlich sollte das Vorliegen eines Asthma bronchiale
tiberpriift werden, von dem ein erheblicher Anteil der Patienten mit CRS betroffen ist.
Dies kann einerseits als exogenes (allergisches) Asthma vorliegen, andererseits aber auch
als intrinsisches Asthma im Rahmen einer Analgetikaintoleranz (ASS) auftreten. Verall-
gemeinernd wird hier hdufig stellvertretend von NERD (Nonsteroidal anti-inflammatory
drugs-exacerbated respiratory disease) gesprochen. Hiermit wird dem Umstand Rechnung
getragen, dass neben ASS auch andere NSAR an der Ausbildung eines Asthmas beteiligt
sein konnen.

Mikrobiologische Diagnostik im Sinne eines Abstriches mit Erreger- und Resistenzbe-
stimmung erfolgt bei unklarer Wertigkeit nur selten und ist vordringlich bei bekannter

oder vermuteter Inmunsuppression angezeigt.

1.2.5 Pathophysiologie

Die akute Rhinosinusitis wird als entziindlicher Prozess der Nasenschleimhaut bzw. der
NNH zu einem groflen Anteil von Viren verursacht. Als mogliche Erreger der akuten
Rhinosinusitis gelten unter anderem Rhino-, Influenza- und Parainfluenzaviren (Pade, 2005).
Zusatzlich oder alternativ zu einer bereits bestehenden viralen Rhinits kann eine bakterielle
Infektion vorliegen.

Die Atiologie der CRS ist, im Vergleich zu der akuten Rhinosinusitis, bedeutend unein-
heitlicher und noch nicht hinreichend gekléart und daher bis heute Gegenstand intensiver
Forschung. Allgemein kénnen die Ursachen fiir eine CRS in mechanische und immunologi-
sche (die Nasenschleimhaut betreffende) Gesichtspunkte eingeteilt werden. Ein Grofiteil der
Félle bleibt gleichwohl bis heute atiologisch ungeklart und wird nicht selten unter ,konstitu-
tioneller Schleimhautschwiche® zusammengefasst (Wagenmann, 2002). Zu den moglichen
mechanischen Ursachen zéhlen z. B. anatomische Normvarianten wie Septumdeviationen
oder Veranderungen der lateralen Nasenwand, die haufig jedoch nur endoskopisch oder im
Computertomogramm erkennbar sind.

Die iiberwiegende Zahl der Fille einer CRS geht auf eine Kombination von anatomischen
Formvariationen und der pathologischen Entziindungsreaktion der Nasen- bzw. Nasenne-

benhohlenschleimhaut zuriick. Da durch die heutigen Operationstechniken eine Vielzahl
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der anatomischen Varianten operativ angegangen und korrigiert werden kann, ist die im-
munologische Komponente der CRS in das Zentrum der Forschung geriickt (Wagenmann,
2002).

Zusatzlich zu beachten ist, dass entziindliche Veranderungen der Nasenschleimhaut auch
im Rahmen von systemischen Erkrankungen zu finden sind. Sie treten unter anderem im
Rahmen der Mukoviszidose, Sarkoidose oder als Begleiterscheinung von Vaskulitiden (M.
Wegener, Churg-Strauss-Syndrom, Lupus erythematodes) auf.

Nachfolgend soll, in stark verkiirzter Form, ein Uberblick {iber die potenziellen Ursachen
der CRS gegeben werden. Dies geschieht ohne den Anspruch auf Vollstindigkeit und mit
dem Wissen, dass es mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht moglich ist, einen einzelnen
Faktor als Ausloser zu bestimmen. Vielmehr ist die Kombination verschiedener Faktoren
vermutlich ursachlich fiir die Erkrankung.

Als mogliche auslosende Faktoren kommen (neben zahlreichen weiteren) folgende in
Betracht: Allergien, Bakterien, Pilze, Erkrankungen des Immunsystems und Arzneimittelin-
toleranz (ASS) (Meltzer et al., 2004).

1.2.5.1 Zytokine/Rezeptoren der angeborenen Immunabwehr

Als Zytokine werden im menschlichen Organismus eine Vielzahl von strukturell und
funktionell unterschiedlichen Peptiden bezeichnet, die maf3geblich an der Steuerung der Im-
munantwort beteiligt sind. Produziert werden sie beispielsweise von Makrophagen, B- und
T-Lymphozyten, natiirlichen Killerzellen und Fibroblasten. Zytokine konnen sowohl eine
autokrine, parakrine als auch endokrine Wirkung besitzen und regulieren iiber komplexe
Mechanismen unter anderem die Peptidsyntheseleistung von Zellen, deren Lebensdauer
sowie die Gewebsmigration. Im Rahmen der CRS kommt es zu zahlreichen und komplexen
Interaktionen, so dass Zytokinen und dem angeborenen Immunsystem eine Schliisselrolle
zu Teil wird.

Die Epithelzellen der Nasenschleimhaut sind, neben ihrer Funktion als physikalische Bar-
riere, auch fiir die Freisetzung von Chemo- und Zytokinen verantwortlich. Diese wiederum
aktivieren dann weitere Abwehrzellen und/oder entziindungsférderne Mediatoren (Claeys
et al., 2003; Schleimer et al., 2007; Schleimer, 2017) und tragen so (mit) zur Entstehung der
CRS bei.
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Aufgrund der Vielfalt und Heterogenitit ist eine genaue Einteilung der beteiligten Boten-
stoffe schwierig. Eine mogliche Einteilung ist hier stark verkiirzt aufgefithrt (nach Bachert
und Holtappels (2015); Boita et al. (2016); Yao et al. (2017)).

a) unspezifische, proinflammatorische Zytokine

— IL-1, IL-6 und TNF-«

b) fiir eosinophile Granulozyten bedeutsame Zytokine

- GM-CSF, IL-3 und IL-5

c) fiir atopische Erkrankungen bedeutsame Zytokine

— IL-4 und IFN-v

d) fir fibrotische Umbauprozesse bedeutsame Zytokine

- TGF-3

1.2.5.2 Allergie/allergische Rhinitis und CRS

Der Kausalzusammenhang zwischen einer allergischen Rhinitis und der CRS wurde bis
heute nicht eindeutig hergestellt und ist umstritten. Sicher bekannt ist, dass unter Patienten,
die an einer CRS leiden, der Anteil derer mit einer allergischen Rhinitis erhoht ist (Lane
et al., 2001).

Der chronischen Entziindung wird Vorschub geleistet, in dem APC das betreffende Anti-
gen uiber entsprechende MHC-Proteinkomplexe T-Zellen prasentieren, die letztlich tiber
zahlreiche Zwischenschritte mittels verschiedener Botenstoffe dafiir sorgen, dass die aus
B-Zellen entstandenen Plasmazellen IgE produzieren. Bei wiederholter Stimulation durch
das Antigen verbinden sich mehrere IgE-Molekiile untereinander (cross-linking) und rekru-
tieren so zusatzliche inflammatorische Zytokine wie beispielsweise Histamin, TNF-a und
verschiedene Interleukine. Diese Kaskade resultiert schlief8lich in einer Entziindungsreak-
tion mit den Konsequenzen wie etwa zilidrer Dysfunktion und vermehrter Sekretion, die

schlussendlich zu den bekannten Symptomen fithren (Benninger et al., 2003).
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1.2.5.3 Bakterien/Histologie

Die Rolle, die bestimmte Bakterien bei der CRS spielen, ist ebenfalls noch nicht hinrei-
chend geklart. Unklar ist auch, ob sie als zuséatzliche Ursache in Frage kommen oder den
bestehenden inflammatorischen Prozess aufrechterhalten (Benninger et al., 2003).

In Studien konnten im Verlauf der CRS in den untersuchten Gewebe- und Aspirationspro-
ben am haufigsten koagulase-negative Staphylokokken sowie Streptokokken nachgewiesen
werden, wiahrend die akute bakterielle Rhinitis vor allem durch Bakterien wie Strepto-
kokkus pneumoniae oder Haemophilus influenzae hervorgerufen wurde (Biel et al., 1998).
Die zunehmende Bedeutung von Staphylokokken (hier vor allem Staphylokokkus aureus)
fithrte zu der Theorie der ,Superantigenhypothese", bei der von Staphylokokken produzierte
Exotoxine als Superantigen wirken und eine massive Entziindungsreaktion nach sich ziehen
(Seiberling et al., 2005). ,Superantigen” bezeichnet in diesem Fall ein Antigen, dass eine
hohe Anzahl an T-Zell-Subpopulationen gleichzeitig aktivieren kann.

Bereits Ende der 1980er Jahre wurden histologische und immunhistochemische Untersu-
chungen zur Atiologie der (chronischen) Rhinosinusitis mit dem Ergebnis durchgefiihrt,
dass die untersuchten Proben neben Veranderungen der Basalmembran auch eine starke Eo-
sinophilie aufwiesen (Harlin et al., 1988). Besonders deutlich zeigt sich die Eosinophilie bei
Patienten mit einer Polyposis nasi, bei der sie in etwa 70 bis 80 % nachweisbar ist (Mauz et al.,
2006). Ebenfalls haufig anzutreffen ist die oben beschriebene Eosinophilie bei Personen,
die unter der sogenannten Samter-Trias leiden. Diese beinhaltet einen Symptomkomplex
aus Analgetika-Intoleranz, Polyposis nasi und Asthma und wird verursacht durch einen
abnormen Arachidonsaurestoffwechsel (Pfaar und Klimek, 2006).

Das entziindliche Infiltrat zeigt weiterhin eine Vielzahl an immunkompetenten Zellen,
wie z. B. T-Lymphozyten und Mastzellen, die ebenfalls eine Rolle in der Entstehung spielen

konnten.

1.2.5.4 Pilze

Sowohl Nase als auch Nasennebenhohlen sind physiologisch mit Pilzen besiedelt, die, wie
Bakterien auch, beinahe ubiquitér vorhanden sind und in hoher Anzahl auch in den Nasen
von gesunden, immunkompetenten Personen zu finden sind (Catten et al., 2001).

Bei herabgesetzter Inmunkompetenz, wie sie etwa im Rahmen einer Chemotherapie

auftritt, kann es zur Aspergillose der Lunge kommen. Als Korrelat dieser Erkrankung kann
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die pilzbedingte Infektion der Nase bzw. Nasennebenhdhlen bei Patienten mit reduzierter
Immunabwehr verstanden werden (Benninger et al., 2003). Sie erklart jedoch nicht das
Vorkommen bei ansonsten gesunden, nicht beeintrachtigten Personen. In diesem Falle wird
vermutet, dass es sich bei der histologisch gesicherten Form einer pilzbedingten CRS um

eine IgE-vermittelte allergische Reaktion handelt (Manning und Holman, 1998).

1.2.6 Therapie

Die Behandelung der chronischen Rhinosinusitis umfasst, je nach vermuteter Ursache, zwei
Optionen: die konventionelle, medikamentése Therapie und das operative Vorgehen.

Die medikamentose Therapie stiitzt sich vor allem auf Glucocorticoide (hauptsachlich
topisch) und den Einsatz von Antibiotika (Aminopenicilline + 3-Lactamase-Inhibitor oder
Cephalosporine der 2. Generation), der aber nicht unumstritten ist (Small et al., 2007).

Weiterhin kommen abschwellende Nasentropfen (Dekongestiva) zum Einsatz mit dem
Ziel, die Beliiftung und Drainage der Nasennebenhdhlen sicherzustellen, um so die Sym-
ptome zu lindern (Empfehlung der européischen Leitlinie [EPOS]). Eine Anwendungsdauer
von 7 bis 10 Tagen sollte dabei nicht tiberschritten werden.

Die Verwendung systemischer Steroide in absteigender Dosierung ist moglich und kann
eine Operation hinauszégern und/oder erleichtern (Empfehlungsgrad A bei Vorhanden-
sein von Polypen, ansonsten Empfehlungsgrad C), jedoch ist in bis zu 50 % der Falle mit
einem Rezidiv zu rechnen. Systemische Kortikoidtherapien sind bei Schwangeren und
Kinder kontraindiziert und bergen bei Langzeitanwendung die bekannten Risiken und
Nebenwirkungen.

Die Verwendung von Analgetika/Antiphlogistika dient der symptomatischen Therapie
einer akuten wie auch chronischen Rhinosinusitis. Ein eindeutiger Beleg fiir eine Wirkung
im Sinne einer Krankheitsverkiirzung fehlt bis dato. Fiir zahlreiche weitere frei verkdufliche
(OTC) Préaparate und Sekretolytika ist die Wirksamkeit meist entweder nicht eindeutig
belegt oder es existieren keine geeigneten Studien (Stuck et al., 2007).

Bei chronischer Rhinosinusitis und Polyposis nasi hat sich die mehrwdochige (evtl. mehr-
monatige) Applikation eines Kortikoid-Nasensprays (bspw. Mometason in Nasonex®) be-
wahrt. Die frither haufiger anzutreffende Komplikation eines iatrogenen, medikamentos-
induzierten M. Cushing ist, wie auch schwere weitere Nebenwirkungen, mit den heutigen

topischen Kortikoiden vergleichsweise selten (Small et al., 2005).
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Der Einsatz von Antibiotika wird in Deutschland bei der akuten Rhinosinusitis auf
grund der viralen Genese tiberhaupt nicht und bei ansonsten gesunden Personen bei
einer bakteriellen Rhinitis ebenfalls nur sehr eingeschrankt empfohlen. Sinnvoll ist der
Einsatz bei drohenden Komplikationen, immunsupprimierten Personen oder bei akuter
Verschlechterung des Gesundheitszustandes. Als Mittel der Wahl kommen Penicilline
und Cephalosporine, wie oben genannt, zum Einsatz. Die amerikanischen Empfehlungen
ahneln den deutschen, propagieren aber in bestimmten Fallen (bspw. bei chronischen
Erkrankungen) den sofortigen Einsatz von Antibiotika (Sande und Gwaltney, 2004).

Die chirurgische Therapie umfasst heutzutage zumeist die endoskopische Resektion
der entzlindlich veranderten Schleimhaut. Dies geschieht unter der Vorstellung, dafy nach
erfolgreicher Abtragung und Erweiterung der physiologischen Engstellen eine natiirliche
Ventilation der NNH wieder moglich ist und einer erneuten Entziindung vorgebeugt wird.
In der gleichen oder einer spateren Operation kénnen zuséatzlich vorhandene Septumde-
formitdten (mit)korrigiert werden. Die Computertomografie bestimmt dabei zusammen
mit den endoskopischen Befunden und dem Beschwerdebild des Patienten das Ausmaf} der

Resektion.
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2 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der (Sequenz-)Analyse einzelner ausgewéahlter
Exon- und Promoterregionen, die fiir spezifische Toll-like-Rezeptoren kodieren. Unter-
sucht werden TLR2, TLR4, TLR5 und TLR 9 auf bekannte und unter den entsprechenden
rs-Nummern registrierten (SNP-Datenbank des National Center for Biotechnology (NCBI))
Einzelnukleotid-Polymorphismen. Im Einzelnen soll untersucht werden, welche Polymor-
phismen in den Patientenkollektiven in welcher Haufigkeit vorkommen und ob ein Zusam-
menhang mit dem Auftreten der CRS bzw. AR im Gegensatz zur Kontrollgruppe besteht.

Folgende Fragen wurden hierbei beriicksichtigt:
« Lassen sich die bekannten SNP nachweisen und wenn ja, in welcher Haufigkeit?
« Sind bestimmte SNP mit den untersuchten Erkrankungen assoziiert?

« Treten die SNP im Vergleich zur publizierten Haufigkeit (dort, wo bereits bekannt)
ebenso haufig auf?

Abb. 6: Einzelnukleotid-Polymorphismus [SNP]. Variation eines einzelnen Basenpaares in
einem komplementaren DNA-Doppelstrang. DNA-Molekiil 1 weicht lediglich in einem
einzigen Basenpaar von DNA-Molekiil 2 ab (modifiziert nach Matyas (2014)).
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv/Proben

Es wurden insgesamt Blut- und Gewebeproben von 194 Patienten untersucht. Die Proben
verteilen sich dabei auf 48 Personen in der Kontrollgruppe und 146 Patienten mit chronischer
Rhinosinusitis mit und ohne Polypen. Die Kontrollgruppe bestand aus 48 Probanden (31
Maénner und 17 Frauen) mit einem Durchschnittsalter von 48,9 Jahren (SD 16,3 Jahre, Median
51,5 Jahre). Das untersuchte Kollektiv setzte sich aus 35 Patienten (20 Ménner, 15 Frauen)
mit einer CRS (ohne Polyposis nasi), Durchschnittsalter 55,3 Jahre (Median 54 Jahre) sowie
89 Patienten mit einer CRS und Polyposis nasi (63 Manner, 26 Frauen, Durchschnittsalter
62,9 Jahre; Median 55 Jahre) und 22 Patienten (12 Manner, 10 Frauen) mit einer allergischen
Rhinitis zusammen (Durchschnittsalter 47,9 Jahre, Median 55 Jahre, SD 12,9) (vergleiche
hierzu Abbildungen 7 und 8). Ausgeschlossen werden mussten zwei Proben von Patienten,
bei denen sich im Nachhinein die Diagnose eines Malignomes ergab.

Die Blutproben wurden im Zeitraum von Dezember 2006 bis August 2007 von geeigneten
Patienten und einer reprasentativen Kontrollgruppe an Patienten entnommen (Ethikantrag
Nr. 2431).

Die Gewebeproben der Patienten wurden nach Pausierung des Projektes und Auswertung
von Teilergebnissen ab Mérz 2016 aus histologischem Material, das wihrend der Operation
gewonnen und fiir die Diagnostik nicht benétigt wurde, retrospektiv aufgearbeitet, um die
Probenanzahl zu erhohen und damit die Aussagekraft des Projektes zu steigern (Ethikantrag
Nr. 5346). Bei Keimbahnsequenzierungen kann in der Auswertung DNA aus Blut- und
Gewebeproben im vorliegenden Kontext als in der Aussagekraft gleichwertig angenommen
werden.

Die Anamnese und der klinische Untersuchungsbefund wurden durch Informationen
aus der Patientenakte erfasst. Die Promotion wurde der Ethikkommission der Heinrich-
Heine-Universitat Diisseldorf gemeldet und von dieser genehmigt (Nr. 2431 und Nr. 5346).

Die Erhebung der personenbezogenen Daten erfolgte in anonymisierter Form. Jedem
Patienten wurde eine individuelle Code-Nummer, bestehend aus Zahlen und Buchstaben,
zugeordnet. Ein Riickschluss auf die erhobenen Daten war demnach retrospektiv nicht

mehr moglich.
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Abb. 7: Altersverteilung in den entsprechenden Gruppen. Anzahl der Patienten pro Dekade
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Abb. 8: Geschlechterverteilung in den einzelnen Gruppen. Absolute Anzahl der Patienten
aufgegliedert nach Geschlecht pro Gruppe.
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3.2 DNA-Extraktion aus Patientenvollblut

Das benotigte Vollblut wurde nach Aufklarung und Unterzeichnung der Einverstidndnis-
erklarung durch Punktion einer peripheren Vene gewonnen. Anschlielend wurde es fiir
maximal 24 Stunden bei -4 °C gelagert und weiterverarbeitet. Die DNA-Isolierung wurde mit
Hilfe des QIAmp DNA Blood Mini Kit der Firma Qiagen unter Durchfithrung der folgenden
Arbeitsschritte und Beachtung der jeweiligen Herstellervorschriften durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Blutrohrchen bei Raumtemperatur fiir 15 min bei 1650 g zentri-
fugiert, um so Plasma und Leukozyten von den restlichen Blutbestandteilen zu trennen.
Der Uberstand wurde in ein Falcon™-Réhrchen umgefiillt. Nun wurde das entsprechende
Rohrchen mit PBS-Puffer auf 15 ml aufgefiillt. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation bei
Raumtemperatur und 1650 g fiir 3 min. Der entstandene Uberstand wurde bis auf eine
geringe Restmenge verworfen, das Pellet resuspendiert und in ein Eppendorf-Réhrchen
tberfihrt. Dieses wurde bei —4 °C und 1200 r/min zentrifugiert und erneut wurde der Uber-
stand verworfen. Im Anschluss wurde 1 ml Erythrozyten-Lyse-Puffer (Qiagen) hinzugefiigt
und die Losung resuspendiert und bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert. Nachfolgend
wurde 1 ml PBS-Puffer hinzugefiigt und fiir 3 min bei 4 °C und 1200 r/min zentrifugiert.
Nun wurden die Pellets, soweit mit blolem Auge moglich, auf Reinheit kontrolliert und
gegebenenfalls erfolgte eine Wiederholung der Arbeitsschritte. Nach Abpipettieren des
Uberstandes wurde das Pellet mit 100 pl PBS-Puffer resuspendiert. In dieser Form wurde es
bei —4 °C fiir hochstens drei Tage verwahrt.

Falls die Proben nicht sofort weiterverarbeitet wurden, wurden sie nach Entnahme aus
dem Gefrierschrank auf Prazipitate untersucht und, sofern nétig, fiir eine kurze Zeit bei 37
°C im Brutschrank geschiittelt.

Anschlieflend wurden sie bei 4 °C mit 1200 r/min zentrifugiert und der Uberstand wurde
verworfen. Nun wurden 100 pl PBS und 300 pl RBC-Lysis-Solution hinzugefiigt und die Lo-
sung wurde resuspendiert. Hiernach erfolgte die Inkubation fiir 5 min bei Raumtemperatur
und zwischenzeitlicher Inversion. Im Anschluss wurde erneut fiir eine Minute bei 4 °C zen-
trifugiert und der Uberstand abpipettiert. Jetzt wurden abermals 100 ul RBC-Lysis-Solution
hinzugefiigt und die Losung wurde nach Resuspension fiir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlieffend erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 8000 r/min und 4 °C fiir
eine Minute. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und zu dem Pellet wurden 300

ul Cell-Lysis-Solution hinzugegeben. Nach Resuspension wurden 1,5 ul RNAse-A-Solution
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erganzt und erneut gevortext. Im vorgeheizten Eppendorf-Schiittler wurden die Proben
nun bei 37 °C mit 1000 r/min fiir 15 min geschuttelt.

Die nachfolgenden Schritte erfolgten unter sorgfiltiger Kithlung der Proben. Nach zwei-
miniitigem Abkiihlen in einem Kiihlblock wurden 100 pl Protein-Precipitation-Solution
hinzugegeben und im Anschluss daran die Proben gevortext. Danach erfolgte eine Zentri-
fugation bei 14000 rpm und 4 °C fiir 5 min. Die Arbeitsschritte wurden so lange wiederholt,
bis die gefillten Proteine am Boden des Eppendorfgefafies ein weifles Pellet gebildet hatten
und der Uberstand in ein neues Eppendorfgefaf3 iberfithrt werden konnte.

Nach Hinzufiigen von 300 pl Isopropanol und invertieren wurden die Losungen fiir
5 min, 14000 rpm bei -4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut Abpipettiert und
verwerfen. Nachfolgend wurde erneut 300 pl 70 % Ethanol hinzugegeben und unter den
oben genannten Bedingungen zentrifugiert. Der erzielte Uberstand wurde verworfen und
die Pellets wurden fiir eine Minute bei gedffnetem Deckel luftgetrocknet.

Nach Beimischen von 50 pl DNA-Hydration-Solution wurden die Eppendorfgefafle fiir
eine Stunde bei 65 °C inkubiert.

3.3 DNA-Extraktion aus Gewebeproben

Fiir die Gewinnung von DNA wurden in Paraffin eingebettete Gewebeschnitte (max. 10) von
den Objekttragern entfernt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefafy tiberfithrt. Anschlieffend
wurden 300 pl Xylol hinzugeben und die Probe wurde fiir eine Minute gevortext. Danach
wurden die Proben bei Raumtemperatur fiir 5 min stehen gelassen. Die Proben wurden bei
Raumtemperatur mit 14000 r/min zentrifugiert, das Xylol wurde abpipettiert. Es erfolgte eine
Wiederholung des Arbeitsschrittes, um das Xylol vollstandig zu entfernen. Nun wurden
300 pl 100 % Ethanol hinzugefiigt, gevortext und ebenfalls bei 14000 r/min fiir 10 min
unter Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und erneut kurz
zentrifugiert, um das Ethanol komplett zu entfernen. Das erhaltene Pellet wurde fiir 5
min bei 55 °C offen im Brutschrank getrocknet. Im Anschluss wurde es in 180 ul 50 pm
Tris-Puffer (pH 8,4) und 20 pl Proteinase K resuspendiert. Die Proben wurden wiederholt
bei 37 °C geschiittelt und anschlieffend fiir 8 min gekocht. Hiernach wurden sie auf Eis
abgekiihlt und fiir 5 min bei 14000 r/min zentrifugiert.

Die weitere Verwendung erfolgte analog zum Vorgehen bei der aus Vollblut gewonnenen
DNA.
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Edukt Volumen [pl]

dH,0 21 Zyklen Temperatur Dauer
Primer 1 (20 pm) 1 :
Primer 2 (20 pm) 1 1 94°C 3 min
Taq-Mastermix 25 94°C 20s

Volumen - Premix 48 37 60°C 20s

DNA 2 72°C 45s

Gesamtvolumen 50 Tabelle 4: PCR-Zyklen

Tabelle 3: PCR-Produkte

3.4 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration von isolierter doppelstrangiger DNA wurde in einem Spektralphotometer
durch Messung der Absorption bei 260 nm bestimmt. Die DNA-Isolate wurden hierzu um
den Faktor 10 mit Aquadest verdiinnt und in eine Quarzkiivette gegeben. Die optische Dichte
(OD) dieser verdiinnten Probe wurde bei einer Wellenlédnge von 260 nm bestimmt. Der
gemessene Wert gab die DNA Konzentration in ng pl™! an. Die Kalibrierung des Nullpunktes
erfolgte durch Abgleich mit Aquadest.

3.5 Polymerasekettenreaktion und Auftrennung der Produkte

Fiir die PCR-Reaktion wurden 2 pl DNA-Suspension in einem 50 pl-PCR-Reaktionsansatz
mit dem Primerpaar, den vier Desoxynukleosidtriphosphaten, Puffer und Tag-Polymerase
angesetzt und unter den oben angegebenen PCR-Bedingungen (sieche hierzu Tabelle 3 und 4)
amplifiziert. Um Kontaminationen auszuschlielen wurde eine zusétzliche Negativkontrolle
untersucht, die alle genannten Reagenzien mit Ausnahme der DNA enthielt. Bei positiver
Negativkontrolle wurden die betroffenen Proben verworfen. Die erhaltenen Produkte
wurden auf einem 0,7 % Agarosegel aufgetragen und bei einer Laufzeit von 30 min bei
120 V aufgetrennt. Zur Einschiatzung der Grofie der aufgetrennten Fragmente lief ein
Langenstandard mit bekannten DNA-Fragmenten mit. Die Fragmente wurden unter UV-
Licht durch Zugabe des DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid
sichtbar gemacht und zur Dokumentation fotografiert (Abbildung 9).
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3.6 Primerpaare

Tabelle 5 gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Primerpaare, die allesamt eine Lange von
20 bp aufwiesen. Ebenso sind hier die Langen (in Basenpaaren [bp]) der dadurch erhaltenen

DNA-Sequenzen aufgezeigt.

TLR  Exon/Promoter  Produktgréfie (bp)  PrimerI Primer II
2 Promoter 463 AGTCCCTTGGGTGCTGCTGT  TTGAATGTGTGCCCCAAAGC
2 Exon 591 ATGTCACAGGACAGCACTGG  CGCAGCTCTCAGATTTACCC
4 Exon 559 CCTGTGCAATTTGACCATTG  TGCCATTGAAAGCAACTCTG
5 Exon 462 CCTTCTGGGGGAACTTTACA  TCCCTCAAAAACATCCCAAC
9 Promoter 447 GACATTCCAGCAGGGGAATA  CTAGGTCCCTCCTCTGCTCA

Tabelle 5: Verwendete Primerpaare

3.7 Vollautomatische DNA-Sequenzanalyse

Die Analyse und Sequenzierung der erhaltenen DNA-Fragmente erfolgte vollautomatisiert
mithilfe eines Kapillarsequnenziergerates der Firma Applied Biosystems (Modell 310A) nach
der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1992). Verwendet wurde das BigDye Terminator
Sequencing Ready Reaction Kit der Firma Applied Biosystems.

Der Sequenzieransatz bestand aus deionisierten 2,7 ul H,O, 1 pl BigDye Terminator
Ready Reaction Kit, der die Taq-Polymerase, Desoxynukleotide und fluoreszenzmarkierte
Desoxynukleotide enthielt sowie 0,3 pl Primer (20 um), 5 ul DNA-Template (10 ng pl™!) und
1 pl Sequenzier-Pufferlosung. Insgesamt wurde so ein Probenvolumen von 10 pl erreicht.

Die so erhaltenen Proben durchliefen folgendes Amplifikationsprogramm: Denaturierung
bei 96 °C, Primerannealing 30 s bei 96 °C sowie Extension bei 60 °C und einer Dauer von
4 min. Die Sequenzierung erfolgte bei jeder Probe sowohl in 3" als auch 5” - Richtung,
um deren Vollstandigkeit zu gewéhrleisten und gleichzeitig vorhandene Abberationen zu
verifizieren. Alle Sequenzierungsreaktionen wurden mindestens zweifach wiederholt.

Die Aufreinigung des Sequenzieransatzes erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit
dem Dye Ex Spin Kit (Qiagen). Die weitere Analyse der Abbruchprodukte erfolgte, wie
oben angegeben, mit einem Sequenziergerit der Firma Applied Biosystems, in dem durch
einen Laserscanner die unterschiedliche Fluoreszenz der Nukleotide erkannt wird. Die

ebenfalls automatische weitere Analyse der Laufdaten erfolgte mit dem Programm Genescan
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Abb. 9: Fotodokumentation der Agarosegele. Zuvor erfolgte die Anfarbung mittels Ethidi-
umbromid (Abbildungen a und b). Jede Bande [—] entspricht einer Probe. Abbildung (a)
zeigt beispielhaft DNA-Strange mit einer Lange von 447 bp (Basenpaaren) im Rahmen
der Sequenzierung des TLR 9 Promoter. Die Negativkontrolle ist nicht mit abgebildet. Ab-
bildung (b) zeigt exemplarisch TLR 2 Promoter, die DNA-Strange weisen eine Lange von
463 bp auf. Zusitzlich ist eine grafische Darstellung des verwendeten Langenstandards zu
sehen, © FERMENTAS GmbH.
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Multiananalyst (Version 3.1.2, Applied Biosystems) mit dem auch die grafische Darstellung

(Abbildung 10) zur Auswertung realisiert wurde.

PO o

Abb. 10: Sequenzierung eines Polymorphismus. Grafische Darstellung am Beispiel der Se-
quenzierung des Polymorphismus rs4986791 (Thr3991le) - abgebildet ist der Wildtyp mit
der Base Cytosin.

3.8 Auswertung der DNA-Sequenzen

Nach erfolgter Auftrennung und anschliefender Sequenzierung der kodierenden DNA
(cDNA), erfolgte der Vergleich der so gewonnenen Basensequenzen mit den Original- bzw.
Wildtypsequenzen. Auf diese Weise konnten Verdnderungen in der Basenabfolge festgestellt

werden.

3.8.1 Auswahl der Polymorphismen

Etwa zehn Jahre nach der Entdeckung und Beschreibung der TLR fand die Arbeitsgruppe
um Niisslein-Volhardt im Jahr 1996 in ihren Untersuchungen an Drosophila erstmalig einen
Hinweis darauf, dass TLR eine bedeutende Rolle in der Pathogenese bestimmter Erkran-
kungen spielen konnten (Lemaitre et al., 1996). Seitdem wurden zahlreiche Publikationen
verdffentlicht, die sich mit dem Thema der Assoziation zwischen TLR und Erkrankungen
(beispielsweise Asthma, Hypertonie, Autoimmunerkrankungen) beschaftigen.

Die in dieser Arbeit untersuchten SNP wurden anhand von bereits bekannten Assozia-
tionen zu einerseits der CRS bzw. AR ausgewahlt (Ramanathan et al., 2007; Tewfik et al.,
2008; Ramanathan et al., 2007; Xia et al., 2008; Detwiller et al., 2014) sowie andererseits zu
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weiteren Krankheiten, die potenziell bei der Entstehung einer CRS eine Rolle spielen kénn-
ten. Hier ist vor allem das Asthma bronchiale zu nennen, aber auch weitere Erkrankungen

des atopischen Formenkreises sowie SNP, die zu Allergien pradisponieren (Tizaoui et al.,
2015a).
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3.9 Materialien

3.9.1 Gerate

Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Gerite, die zur Verarbeitung der gewon-

nenen Proben und Sequenzierung der DNA eingesetzt wurden.

Gerat / Modell

Hersteller

Thermocycler (T3)

Rohrchen-Schiittler (Thermomixer comfort)
ABI 310 Genetic analyzer

Zentrifuge (grof3)

Zentrifuge (klein)

TopMix

Magnetrithrer mit Heizplatte
UV-Spektrophotometer

UV-Lichtquelle

Kamera

Kameraufsatz

Fotofilm

Elektrophoresekammer inkl. Spannungsgeber
Zentrifuge Picofuge PCM 860

Multipette 4780

Pipetten, verstellbar (2 pl bis 200 pl)
Kiihlschrank mit Gefierfach (-20 °C)
Plastikbox mit Gittereinsatz

Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, USA
Heraeus Instruments GmbH
Heraeus Instruments GmbH
Bioblocks Inc., San Diego, USA
Ikamag Labortechnik, Staufen
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld
Biometra, Gottingen

Polaroid, Minnetonka, USA
Fotodyne Inc., Hartland, USA
Polaroid, Minnetonka, USA
BioRad, Miinchen

Stratagene, Kalifornien, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Einzelhandel

Einzelhandel

Tabelle 6: Verwendete Gerite

3.9.2 Verbrauchsmaterialien/Kits/Glaswaren

Die nachfolgenden Tabellen (7, 8) zeigen die jeweils verwendeten Kits bzw. Verbrauchsma-

terialien und eigens hergestellten Losungen. Sofern Kits verwendet wurden, erfolgte ihre

Anwendung stets gemaf3 den Herstellervorschriften.
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Material Hersteller
QIAmp DNA Blood Mini Kit Qiagen, Krefeld
Taq PCR Master Mix Kit Qiagen, Krefeld

Qiaquick 96 PCR Purification Kit
BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
Gene Ruler 100bp DNA Ladder Plus

Qiagen, Krefeld
Applied Biosystems
Fermentas Life Sciences

Pipetten Filter Tips (0,1 pul bis 200 pl)
Mikrotiterplatten (96-Well-Platten)
Eppendorf Reaktionsgefifie (0,5 ml bis 2 ml)

Zentrifugen Rohrchen 50ml aus Polypropylen (Falcons™, steril)

Serumrohrchen

Vacutainer: Kaniilenhalter, Kaniile 21G
Einmal-Untersuchungs-Handschuhe
Stauschlauch

Star Lab, Ahrensburg
Biochrom, Berlin
Eppendorf, Hamburg
Corning, Wiesbaden
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg
Meditrade, Krefeld
Eco Medizintechnik

Bechergléser, Messzylinder, Erlmeyerkolben, Glasflaschen

Schott, Wertheim

Tabelle 7: Kits/Gebrauchsmaterialien/Glaswaren

Reagenz Hersteller

Agarose PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Glycerin GLACONCHEMIE, Merseburg
Ethidiumbromid  Sigma Aldrich Corp., St. Louis, USA
EDTA Roth, Karlsruhe

TRIS-Puffer LS Labor-Service, Griesheim

Tabelle 8: Chemikalien
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3.10 Software/Statistik

Fiir die Erstellung der vorliegenden Arbeit wurde auf folgende Programme zuriickgegriffen:
« Excel 2007, Microsoft, USA

GraphPad-Prism Version 5.03, GraphPad Sofware, La Jolla, Kalifornien

« JabRef Version 2.5, General Public Licence (GPL)

« BIEX2,, LaTeX Project Public License (LPPL)

« TeXnicCenter Version 1 RC1, General Public Licence (GPL)

« SmartDraw Version 9, SmartDraw, San Diego, USA

« FileMaker Professional Version 8.5, FileMaker GmbH, Unterschleiflheim

« GIMP Version 2.6.10, General Public Licence (GPL)

Zur Erstellung der statistischen Analysen wurde das Programm GraphPad-Prism® Version
5.03 verwendet. Analysiert wurden Kontingenztafeln mittels des x? -Tests. In den Fallen,
in denen die Voraussetzungen zur Durchfithrung des y? -Tests nicht vorlagen, wurde
der exakte Test nach Fisher verwendet. Die Altersvergleiche wurden mittels eines t-Test

berechnet. Als Signifikanzniveau der Tests wurde 5 % (p < 0,05) festgelegt.
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4 Ergebnisse

Die folgende Tabelle (9) gibt eine Ubersicht und zeigt Details iiber die in der Arbeit ana-
lysierten Polymorphismen. Die Tabelle zeigt, unterteilt nach den verschiedenen TLR, die
jeweilige rs-Nummer sowie den Genotyp des Wildtypes/Polymorphismus (homo- bzw.
heterozygot), das entsprechend verdnderte Nukleotid sowie die verdandert synthetisierte
Aminosaure. Dort, wo bekannt, findet sich in der letzten Spalte die relative Haufigkeit des
Polymorphismus bezogen auf die europaische Bevolkerung (gemafl 1000 Genomes Project,
https://www.internationalgenome.org/, letztmalig abgerufen 01.02.2017).

Der Zugriff auf die Datenbank erfolgte mittels des genome browse Ensemble® (release 88),
letztmalig abgerufen am 01.02.2017. Fir die Vergleiche wurden die unter Populationsgenetik
abrufbaren Daten der europaischen Bevolkerung (Kennzeichnung: EUR) verwendet.

Tabelle 10 zeigt eine detaillierte Gesamtiibersicht iiber die untersuchten Gruppen, Anzahl
der Patienten sowie die absoluten und relativen Haufigkeiten der gefundenen Genotypen.

Die Patienten wurden anhand ihrer Diagnose (Allergische Rhinitis, CRSWNP sowie
CRSsNP) in Gruppen eingeteilt und mit der untersuchten Kontrollgruppe verglichen, um
so herauszufinden, ob zwischen dem Auftreten eines/mehrerer Polymorphismen und der

gestellten Diagnose eine Korrelation besteht.


https://www.internationalgenome.org/
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TLR Exon/Promoter rs-Nummer Wildtyp Mutante Wildtyp-AS Mutante-AS AS-Position Genotyp Haufigkeit

TT 0,241
Promoter 4696480 T A AA 0,276
AT 0,483
5743702 T C Ile Thr 556 TT 1,0
CC 0,77
574703 G A Arg His 579 AA 0,006
AC 0,217
TLR 2 . CC 0,940
5743704 C A Pro His 631 AC 0.06
Exon 5743705 T C Phe Phe 707 TT 1,0
5743706 T Tyr Asn 715 TT 1,0
5743707 T G Tyr STOP 715 TT 1,0
GG 0,952
5743708 G A Arg Gln 753 AG 0,048
1804965 G T Glu Asp 768 GG 1,0
AA 0,893
4986790 A G Asp Gly 299 AG 0,101
GG 0,006
2770145 T G Cys Trp 306 TT 1,0
2770144 T G Val Gly 310 TT 1,0
5030715 A G Asn Ser 329 AA 1,0
TLR 4 Exon 5031050 T A Phe Tyr 342 TT 1,0
11536884 G T Leu Phe 385 GG 1,0
CC 0,891
4986791 C T Thr Ile 399 CT 0,209
TT 0,012
4987233 G A Ser Asn 400 GG 1,0
CC 0,996
503716 C A/T Phe Leu/Phe 443 cT 0,004
CC 0,986
5744171 C A Leu Ile 487 CA 0,014
5744170 T C Asn Asn 456 TT 1,0
TLR5 Exon CC 099
5744169 C T Leu Leu 444 cT 0,004
CC 0,881
5744168 C T Arg STOP 392 TT 0,002
TC 0,117
GG 0,998
TLR 9 Promoter 5743837 G T TA 0,002

Tabelle 9: Ubersicht der verschiedenen Polymorphismen. Dargestellt sind neben dem
Wildtyp-Allel das mutierte Allel wie auch die entsprechend kodierten Aminosduren
(AS) mit deren Position und die moglichen Genotypen mit ihren Hiufigkeiten (nach
1KGP).
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Alle Kontrollen CRSwNP CRSsNP AR
ANZAHL N =194 N =48 N =89 N=35 N =22
GESCHLECHT
mannlich 126 649% 31 64,6% 63 70,8 % 20 57,1% 12 54,5%
weiblich 68 351% 17 354% 26 292 % 15 429% 10 455%
ALTER IN JAHREN / SD: 56,4 15,5 48,9 16,3 62,9 13,7 55,3 13,2 47,9 12,9
TLR2.P4696480
TT (WT) 35 180% 10 20,8% 12 135 % 9 25,7% 4 18,2%
AT 116 59,8% 26 542% 55 61,8 % 22 629% 13 59,1%
AA 43 22,2% 12 25,0 % 22 24,7 % 4 11,4 % 5 22,7 %
TLR2.5743702
TT (WT) 194 100,0 %
TLR2.5743703
GG (WT) 192 99,0 % 48 100,0 % 89 100,0 % 33 94,3 % 22 100,0 %
GA 2 1,0% 0 0,0 % 0 0,0 % 2 5,7% 0 0,0 %
TLR2.5743704
CC (WT) 180 92,8 % 47 97,9 % 78 78,6 % 35 10,0 % 20 91,0 %
AA 2 1,0% 0 0,0 % 2 2,25% 0,0% 0 0,0%
CA 5 2,6% 2,1% 2 2,25% 0,0% 2 9,0%
CT 7 3,6 % 0 0,0% 7 7,87 % 0,0% 0 0,0%
TLR2.5743705
TT (WT) 194 100,0 %
TLR2.5743706
TT (WT) 194 100,0 %
TLR2.5743707
TT (WT) 194 100,0 %
TLR2.5743708
GG (WT) 172 883% 45 938% 85 955 % 26 743% 16 72,7%
GA 22 11,7 % 3 6,2 % 4 45 % 9 25,7 % 6 27,3 %
TLR2.1804965
GG (WT) 194 100,0 %
TLR4.4986790
AA (WT) 177 91,2 % 45 93,8 % 84 944 % 30 85,7 % 18 81,8 %
AG 15 7,8% 3 6,3 % 3 34 % 5 143 % 4 18,2 %
GG 2 1,0% 0 0,0 % 2 22 % 0 0,0% 0 0,0%
TLR4.2770145
TT (WT) 194 100,0 %
TLR4.2770144
TT (WT) 194 100,0 %
TLR4.5030715
AA (WT) 194 100,0 %
TLR4.5031050
TT (WT) 194 100,0 %
TLR4.11536884
GG (WT) 182 93,8 % 48 100,0 % 86 96,6 % 26 74,3 % 22 100,0 %
TT 12 6,2 % 0 0,0 % 3 34 % 9 25,7 % 0 0,0 %

TLR4.4986791

Fortsetzung nichste Seite ...
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Alle Kontrollen CRSwNP CRSsNP AR
CC (WT) 186 95,9 % 46 95,8 % 83 93,3 % 35 100,0 % 22 100,0 %
CT 2 1,1% 2 4,2% 0 0,0 % 0 0,0 % 0 0,0 %
TT 6 3,0% 0 0,0 % 6 6,7 % 0 0,0 % 0 0,0 %
TLR4.4987233
GG (WT) 194 100,0%
TLR4.5030716
CC (WT) 194 100,0%
TLR5.5744171
CC (WT) 194 100,0%
TLR5.5744170
TT (WT) 194 100,0 %
TLR5.5744169
TT (WT) 194 100,0 %
TLR5.5744168
CC (WT) 168 86,6 % 42 87,5 % 83 933 % 28 80,0 % 15 68,2 %
CT 26 13,4 % 6 125% 6 6,7 % 7 20,0 % 7 31,8%
TLR9P.5743837
GG (WT) 194 100,0%

Tabelle 10: Haufigkeit der Genotypen. Gesamtiibersicht tiber alle untersuchten Gruppen so-
wie die absoluten und relativen Haufigkeiten der gefundenen Genotypen. Weiterhin
sind Geschlecht, Alter und Standardabweichung (SD) aufgefiihrt.
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4.1 TLR Polymorphismen bei gesunden und CRSwNP Patienten

Im Folgenden sind die Patienten, die unter einer CRSWNP leiden, der Kontrollgruppe
gegeniibergestellt. Aufgefiihrt sind nur diejenigen SNP, bei denen ein Vergleich aufgrund
unterschiedlicher Genotypen moglich war. Zusétzlich sind in Tabelle 11 Geschlecht und
Alter aufgefiihrt.

Beziiglich der Geschlechterverteilung ergibt sich kein signifikanter Unterschied (p = 0,58)
zwischen den untersuchten Gruppen. Beide Geschlechter sind pro Gruppe in etwa gleich
haufig vertreten. Signifikant (p = 0,001) unterscheiden sich die Gruppen hinsichtlich des
Alters. Die Gruppe CRSWNP weist ein Durchschnittsalter von 62,9 Jahren gegeniiber 48,9
Jahren in der Kontrollgruppe auf.

Beziiglich der SNP des TLR 2 lassen sich bei TLR2.P4696480, TLR2.5743704 sowie TLR-
2.5743708 Unterschiede feststellen, wobei jedoch keiner dieser statistisch signifikant ist.

Bei TLR2.P4696480 findet sich in iiber der Hélfte der Fille in beiden Gruppen der hetero-
zygote AT-Genotyp, wiahrend der Wildtyp etwas haufiger in der Kontrollgruppe (20,8 %
gegeniiber 13,5 %) vorkommt. TLR2.5743704 und TLR2.5743708 weisen nahezu ausschlie3-
lich den Wildtyp auf. Andere Varianten sind in geringerer Anzahl vertreten und erreichen
keine Haufigkeiten tiber 8 %. Die entsprechenden p-Werte sind der Tabelle zu entnehmen.

TLR4.4986790 und TLR4.11536884 weisen ebenfalls annidhernd gleich haufig den jeweili-
gen Wildtyp auf (94 bis 100 %). Mogliche weitere Genotypen sind entweder gar nicht oder
in sehr geringer Anzahl vorzufinden und nicht signifikant abgrenzbar.

Abweichend hiervon zeigt sich bei TLR4.4986791 ein signifikanter (p = 0,029) Unterschied.
Der homozygote TT-Genotyp ist in der CRSWNP-Gruppe héufiger (n = 6) anzutreffen, wih-
rend er in der Kontrollgruppe nicht vorzufinden ist. Umgekehrt, allerdings nicht signifikant,
findet sich der CT-Genotyp (n = 2) ausschliellich in der Kontrollgruppe.

In der Analyse von TLR5.5744168 ist in etwa 90 % der Falle der Wildtyp zu erkennen. Ein
signifikanter Unterschied besteht somit nicht.
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Kontrollen % CRSwNP % p - Wert

N=48 N =289
Geschlecht: 0,58
M 31 64,6 63 70,8
w 17 35,4 26 29,2
Alter in Jahren 48,9 62,9 0,001
TLR2.P4696480 0,507
TT (WT) 10 208 12 135
AT 26 54,2 55 61,8
AA 12 25,0 22 24,7
TLR2.5743704 0,141
CC (WT) 47 979 78 87,6
AA 0 0 2 2,25
CA 1 2,1 2 2,25
CT 0 0 7 7,9
TLR2.5743708 0,696
GG (WT) 45 938 85 955
GA 3 6,2 4 4,5
TLR4.4986790 0,485
AA (WT) 45 938 84 944
AG 3 6,2 3 3,4
GG 0 0 2 2,2
TLR4.11536884 0,552
GG (WT) 48 100 86 96,6
TT 0 0 3 3,4
TLR4.4986791 0,029
CC (WT) 46 958 83 933
CT 2 4,2 0 0
TT 0 0 6 6,7
TLR5.5744168 0,343
CC (WT) 42 875 83 933
CT 6 12,5 6 6,7

Tabelle 11: Genotypen in der Kontroll- und CRSwNP-Gruppe Haufigkeit der verschiedenen
Genotypen in der Gruppe der chronischen Rhinosinusitis mit Nasenpolypen im
Vergleich zu der Kontrollgruppe bezogen auf die untersuchten TLR. Aufgefiihrt sind
nur solche, bei denen Unterschiede bestanden und ein Vergleich moglich war (WT =
Wildtyp).
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4.2 TLR Polymorphismen bei gesunden und CRSsNP-Patienten

Zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe der Patienten, die unter einer chronischen
Rhinosinusitis ohne Polyposis nasi leiden, besteht weder in der Geschlechterverteilung (p
= 0,646) noch in der Altersverteilung (p = 0,05) ein signifikanter Unterschied.

Die homo- und heterozygoten Mutanten (AT- und AA-Genotyp) des SNP TLR2.P4696480
lassen sich haufiger als der TT-Wildtyp nachweisen, der in beiden Gruppen in 20 % bzw.
25 % der Félle vorliegt. Am héufigsten findet sich der AT-Genotyp mit rund 54 % bzw. 63 %,
wihrend der AA-Genotyp in beiden Gruppen seltener (25 % bzw. 11 %) vorkommt. Insgesamt
sind die Unterschiede nicht signifikant.

Bei TLR2.5743703 und TLR2.5743704 lasst sich fast in allen Fallen der Wildtyp nachwei-
sen. Andere Genotypen finden sich in vernachlédssigbarer Anzahl, so dass sich hier kein
signifikanter Unterschied ableiten lasst.

Anders verhalt es sich bei TLR2.5743708. Hier zeigt sich deutlich haufiger (p = 0,003) ein
GA-Genotyp in der CRSsNP-Gruppe. Dieser ist in der Kontrollgruppe zwar auch nachweis-
bar, jedoch nur in etwa 6 % der Falle verglichen mit 25 % in der CRSsNP-Gruppe.

Bei TLR4.4986790 und TLR4.4986791 lésst sich in beiden Fallen im Wesentlichen der
Wildtyp nachweisen. Der GA-Genotyp zeigt sich im TLR4.4986790 in etwa 6 bzw. 14 % der
Falle, wahrend der heterozygote CT-Genotyp in TLR4.4986791 nur in der Kontrollgruppe
(n = 2; 4,2 %) zu finden ist.

Ein signifikanter Unterschied (p = 0,001) stellt sich bei TLR4.11536884 dar. Hier iiber-
wiegt in der CRSsNP-Gruppe der TT-Genotyp in etwa 1/4 der Félle, wahrend dieser in der
Kontrollgruppe nicht nachzuweisen ist.

Heterozygote Polymorphismustrager (CT-Genotyp) finden sich haufiger (n.s.) bei TLR5-
5744168 in der CRSsNP-Gruppe.



Ergebnisse 38

Kontrollen % CRSsNP % p - Wert

N=48 N=35
Geschlecht 0,646
M 31 64,6 20 57,1
W 17 354 15 429
Alter in Jahren 48,9 55,3 0,05
TLR2.P4696480 0,3
TT (WT) 10 208 9 257
AT 26 54,2 22 62,9
AA 12 250 4 114
TLR2.5743703 0,175
GG (WT) 48 100 33 943
GA 0 0 2 5,7
TLR2.5743704
CC (WT) 47 979 35 100 1,00
CA 1 2,1 0 0
TLR2.5743708 0,03
GG (WT) 45 938 26 743
GA 3 6,2 9 25,7
TLR4.4986790 0,272
AA (WT) 45 938 30 857
AG 3 6,2 5 14,3
TLR4.11536884 0,001
GG (WT) 48 100 26 743
TT 0 0 9 25,7
TLR4.4986791 0,506
CC (WT) 46 958 35 100
CT 2 4,2 0 0
TLR5.5744168 0,534
CC (WT) 42 875 28 80
CT 6 12,5 7 20

Tabelle 12: Genotypen in der Kontroll- und CRSsNP-Gruppe Hiufigkeit der verschiedenen
Genotypen in der Gruppe der chronischen Rhinosinusitis ohne Nasenpolypen im
Vergleich zu der Kontrollgruppe bezogen auf die untersuchten TLR. Aufgefiihrt sind
nur solche, bei denen Unterschiede bestanden und ein Vergleich méglich war (WT =
Wildtyp).
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4.3 TLR Polymorphismen bei gesunden und AR-Patienten

Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit der Gruppe der an einer allergischen Rhinitis
erkrankten Patienten zeigt sich weder in der Geschlechterverteilung (p = 0,592) noch in der
Altersverteilung bei beinahe identischem Durchschnittsalter ein signifikanter Unterschied.

Beziiglich TLR2.P4696480 fallen Parallelen zu der Genotypen Verteilung der CRSwNP-
Gruppe auf und auch in der CRSsNP-Gruppe zeigen sich zumindest annahernd vergleichbare
Verhaltnisse. Im Falle der AR Gruppe ist der heterozygote AT-Genotyp am héufigsten
vertreten, der TT-Wildtyp sowie der heterozygote AA-Genotyp sind im Schnitt in etwa 22 %
der untersuchten Personen nachweisbar. TLR2.5743704 zeigt in so gut wie allen untersuchten
Féllen den Wildtyp. Der heterozygote CA-Genotyp tritt in der Kontrollgruppe bei einer
Person auf, in der AR-Gruppe in < 10 % der Fille. Ahnlich den Verhiltnissen in der CRSsNP-
Gruppe, tritt der heterozygote GA-Genotyp in der Gruppe der Allergiker signifikant (p =
0,023) haufiger auf.

Heterozygote Polymorphismustrager zeigten sich in den SNP TLR4.4986790 und TLR4-
4986791 in der Kontrollgruppe jeweils nur in etwa 5 % der Félle. Im Falle von TLR4.4986791
ist dieser in der AR- Gruppe gar nicht nachweisbar, wihrend er bei TLR44986790 in knapp
20 % der Falle nachweisbar ist. Beides liegt im nicht-signifikanten Bereich.

Ein CT-Genotyp (TLR5.5744168) findet sich in der AR-Gruppe in 31,8 % sowie in der
Kontrollgruppe in 12,5 % (n. s.).
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Kontrollen % AR % p- Wert
N=48 N=22

Geschlecht 0,592
M 31 64,6 12 54,5
w 17 35,4 10 45,5
Alter in Jahren 489 47,9 0,781
TLR2.P4696480 1,00
TT (WT) 10 20,8 4 18,2
AT 26 54,2 13 59,1
AA 12 25,0 5 22,7
TLR2.5743704 0,231
CC (WT) 47 979 20 90,9
CA 1 2,1 2 9,1
TLR2.5743708 0,023
GG (WT) 45 93,8 16 72,7
GA 3 6,2 6 27,3
TLR4.4986790 0,195
AA (WT) 45 93,8 18 81,8
AG 3 6,2 4 18,2
TLR4.4986791 1,00
CC (WT) 46 958 22 100
CT 2 4,2 0 0
TLR5.5744168 0,094
CC (WT) 42 875 15 682
CT 6 12,5 7 31,8

Tabelle 13: Genotypen in der Kontroll- und AR-Gruppe Haufigkeit der verschiedenen Ge-
notypen in der Gruppe der allergischen Rhinitis im Vergleich zu der Kontrollgruppe
bezogen auf die untersuchten TLR. Aufgefiihrt sind nur solche, bei denen Unterschie-
de bestanden und ein Vergleich méglich war (WT = Wildtyp).
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4.4 TLR Polymorphismen bei CRSsNP und CRSwNP-Patienten

Betrachtet man die beiden beiden Gruppen der Patienten, die unter einer chronischen
Rhinosinsusitis ohne (CRSsNP) sowie mit Polypasis nasi (CRSwNP) leiden, so zeichnet sich
ein signifikanter Unterschied im Bezug auf die Altersverteilung ab (55,31 vs. 62,9 Jahre), die
Verteilung der Geschlechter unterscheidet sich jedoch nicht signifikant.

Im Hinblick auf TLR2 findet sich lediglich bei TLR2.5743708 ein signifikanter (p = 0,002)
Unterschied, hier tritt bei Patienten in der Gruppe CRSsNP der GA-Genotyp héaufiger auf
(n =9, entsprechend 25,7 %). TLR2.P4696480 und TLR2.5743704 zeigen im Vergleich der
beiden Gruppen keinen relevanten Unterschied auf, dies spiegelt die Ergebnisse der andere
Gruppenvergleiche in Bezug auf diese untersuchten TLR wieder.

TLR4.11536884 weist signifikant haufiger (p = 0,001) einen homozygoten TT-Genotyp
auf, wihrend sich bei der Betrachtung von TLR4.4986790 keine bedeutsamen Unterschiede
feststellen lassen, hier lasst sich in nahezu 90 % der Falle der Wildtyp nachweisen. Ebenso
besteht bei TLR4.4986791 kein statistisch signifikanter Unterschied.

TLR5.5744168 weist ebenfalls keinen signifikanten Unterschied auf.
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CRSsNP % CRSwNP % p - Wert

N=35 N =289
Geschlecht: 0,214
M 20 57,1 63 70,8
w 15 42,9 26 29,2
Alter in Jahren 55,31 62,9 0,006
TLR2.P4696480 0,114
TT (WT) 9 257 12 135
AT 22 62,9 55 61,8
AA 4 114 22 24,7
TLR2.5743704 0,191
CC (WT) 35 100 78 87,6
AA 0 0 2 2,25
CA 0 0 2 2,25
CT 0 0 7 7,9
TLR2.5743708 0,002
GG (WT) 26 743 85 955
GA 9 25,7 4 4,5
TLR4.4986790 0,06
AA (WT) 30 857 84 944
AG 5 14,3 3 3,4
GG 0 0 2 2,2
TLR4.11536884 0,001
GG (WT) 26 743 86 96,6
TT 9 25,7 3 3,4
TLR4.4986791 0,115
CC (WT) 35 100 83 933
CT 0 0 0 0
TT 0 0 6 6,7
TLR5.5744168 0,065
CC (WT) 28 80 83 933
CT 7 20 6 6,7

Tabelle 14: Genotypen in der CRSsNP- und CRSwNP-Gruppe Hiufigkeit der verschiedenen
Genotypen im direkten Vergleich der Rhinosinusitis Gruppen mit und ohne Polypen
bezogen auf die untersuchten TLR. Aufgefiihrt sind nur solche, bei denen Unterschie-
de bestanden und ein Vergleich méglich war (WT = Wildtyp).
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4.5 Vergleich TKGP mit einzelnen Gruppen

Es wurde im Folgenden verglichen, ob die gefundenen Héufigkeiten der einzelnen Ge-
notypen mit denen der im Rahmen des 1000-Genome Projektes erhobenen Frequenzen
libereinstimmen. Tabelle 15 zeigt eine Ubersicht iiber die absoluten Haufigkeiten, die im
Rahmen des 1KGP ermittelt wurden sowie tiber die in dieser Arbeit untersuchten Gruppen
und Haufigkeiten und die im Rahmen dieser Vergleiche ermittelten p-Werte. Abbildung 11
stellt eine Ubersicht der Genotypen der untersuchten Gruppen in Bezug auf den einzelnen
Polymorphismus dar.

Der TLR2.4696480 SNP zeigt tiber die verschiedenen Gruppen hinweg keinen Unterschied
im Vergleich zu den Daten des 1KGP.

TLR2.5743703 weist in der CRSsNP-Gruppe einen signifikanten (p = 0,04) Unterschied
aufgrund des Vorhandenseins des GA-Genotyps (n = 2) auf, der sich ansonsten nicht
nachweisen lasst. Weitere Unterschiede lassen sich nicht feststellen.

TLR2.5743704 zeigt in der CRSWNP-Gruppe haufiger den AA-Genotyp sowie eine weitere
Mutante im Sinne eines CT-Genotyps (p < 0,01), der sich in keiner weiteren Gruppe findet.

In TLR2.5743708 weisen sowohl die CRSsNP-Patienten als auch die AR-Patienten haufiger
(p < 0,01) als in der 1KP-Gruppe einen GA-Genotyp auf.

Bei der Analyse von TLR2.4986790 zeigt sich ein signifikanter (p = 0,03) Unterschied in
der CRSwNP- Gruppe.

In TLR4.11536884 findet sich haufiger (p = 0,01 bzw. < 0,01) ein TT-Genotyp bei den
CRS-Patienten, unabhéngig davon, ob sie unter Polypen leiden. In der 1IKGP-Gruppe wurde
ausschliellich der Wildtyp nachgewiesen.

Bei TLR4.4986791 war ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) in der CRSWNP-Gruppe
zu erkennen wie auch bei der Analyse von TLR5.5744168 in Bezug auf die AR-Gruppe.
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1KGP  Kontrollen = CRSwNP  CRSsNP AR 1KGP vs. 1KGP vs. 1KGP vs. 1KGP vs.

Kontrollen =~ CRSwNP  CRSsNP AR
ANZAHL N =438 N =289 N=35 N =22
TLR2.4696480 0,77 0,08 0,09 0,72
TT (WT) 121 10 12 9 4
AT 243 26 55 22 13
AA 139 12 22 4 5
TLR2.5743703 1 1 0,04 1
GG (WT) 503 43 89 33 22
GA 0 0 0 2 0
TLR2.5743704 0,51 <0,01 0,25 0,64
CC (WT) 473 47 78 35 20
AA 0 0 2 0 0
CA 30 1 2 0 2
CT 0 0 7 0 0
TLR2.5743708 0,72 1 <0,01 <0,01
GG (WT) 479 45 85 26 16
GA 24 3 4 9 6
TLR2.4986790 0,70 0,03 0,51 0,36
AA (WT) 449 45 84 30 18
AG 51 3 3 5 4
GG 3 0 2 1] 0
TLR4.11536884 1 0,01 <0,01 1
GG (WT) 503 43 86 26 22
TT 0 0 3 9 0
TLR4.4986791 0,34 <0,01 0,08 0,25
CC (WT) 4438 46 83 35 22
CT 52 2 0 0 0
TT 3 0 6 0 0
TLR5.5744168 0,89 0,16 0,15 0,005
CC (WT) 443 42 83 28 15
CT 59 6 6 7 7

Tabelle 15: Gruppenvergleiche mit den Daten des 1IKGP-Projektes

4.6 Schlussfolgerungen

Zusammenfassend kann anhand der vorliegenden Daten fiir die nachfolgenden Polymor-
phismen eine mogliche Assoziation zu der chronischen Rhinosinusitis bzw. allergischen
Rhinitis postuliert werden.

Beziiglich des TLR4.4986791 SNP findet sich in der CRSWNP-Gruppe haufiger ein homo-
zygoter TT-Genotyp als in der Kontrollgruppe.



Ergebnisse

45

TLR2.5743708 lasst sich als heterozygoter GA-Genotyp haufiger sowohl in der CRSsNP-
als auch in der AR-Gruppe nachweisen, was auf eine mogliche Suszeptibilitat hindeuten
konnte. Beachtenswert ist, dass sich der genannte Unterschied nicht in der CRSWNP-Gruppe
wiederfindet.

In der CRSsNP-Gruppe lasst sich weiterhin haufiger der TT-Genotyp (TLR4.11536884)
nachweisen. Auch in diesem Fall findet sich in der entsprechenden CRSwNP-Gruppe kein
signifikanter Unterschied. Dies konnte erneut die Hypothese unterstiitzen, dass es sich
bei der chronischen Rhinosinusitis mit/ohne Polypen um zwei separate Entitaten handelt

(Van Zele et al., 2006).
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5 Diskussion

Erste genetische Polymorphismen wurden vor nunmehr 20 Jahren im Jahre 2000 fiir TLR
4 entdeckt (D299G und T399I). Die beschriebenen SNP deuten aufgrund der fehlenden
Immunantwort bei einer Infektion mit gram-negativen Bakterien auf eine gesteigerte
Anfilligkeit von Patienten fiir eine Sepsis hin (Lorenz et al., 2002; Schréder und Schumann,
2005).

Genetische Polymorphismen und die Assoziation zu bestimmten Krankheiten sind der-
zeit, auch bei TLR, Gegenstand intensiver Forschung. So bestehen beispielsweise Hinweise
fiir eine Assoziation zu der Sepsis (s. oben) im Allgemeinen wie auch zu Meningokokkenin-
fektionen. Gleichzeitig finden sich auch Hinweise fiir eine Korrelation zwischen bestimmten
SNP und inflammatorischen Erkrankungen wie etwa der Arteriosklerose (Hodgkinson und
Ye, 2011) oder Asthma sowie weiteren Krankheiten des atopischen Formenkreises (Chen
et al., 2011). Auch bei Autoimmunkrankheiten, wie beispielweise dem Lupus erythemato-
des, werden Assoziationen zwischen SNP und der Krankheitsentstehung bzw. dem Verlauf
beschrieben (Lee et al., 2012).

Dies sind nur einige von unzahligen Beispielen, bei denen Toll-like-Rezeptoren bzw.
deren Polymorphismen eine Rolle spielen (kdnnten).

Die Erkennung von genetischen Polymorphismen kann daher unter Umstédnden wertvolle
Informationen zur Einteilung in Risikogruppen und méglicherweise auch zur Therapie
liefern. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher eine mogliche Korrelation zwischen den
in Tabelle 9 beschriebenen SNP und dem Auftreten der chronischen und allergischen

(Rhino)Sinusitis iiberpriift.

5.1 Assoziation von Polymorphismen in TLR 2 und dem Auftreten
der allergischen Rhinitis/CRS

Die Haufigkeit und Bedeutung speziell der chronischen Rhinosinusitis und die damit verbun-
denen Beschwerden wurde bereits dargestellt. Im Rahmen der chronischen Rhinosinusitis
spielt sich ein wesentlicher Teil der bisher bekannten Pathogenese im Bereich der Nasen-
schleimhaut (first-line of defence) ab, deren Aufgabe die Reinigung der eingeatmeten Luft

ist und die gleichzeitig auch das Zielorgan des infektiosen Geschehens ist.
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Als eine der moglichen Ursachen fiir die Entstehung einer chronischen Rhinosinusitis gilt
die Besiedelung/Infektion mit Bakterien. Vor allem kommen hier Staphylokokkus aureus
und koagulase-negative Stahylokokken in Frage (Brook et al. (2008), siehe auch 1.2.5.3).
Zu einem geringeren Anteil sollen ebenso anaerobe und gram-negative Bakterien wie
beispielsweise Pseudomonas aeruginosa eine Rolle spielen (Brook, 2005).

Eine zentrale Bedeutung kommt hier dem TLR2-Rezeptor (Chromosom 4q32) zu, der
neben der Erkennung von Pilzen unter anderem an der Erkennung von Peptidoglykanen
(PGN) als wesentlichem Bestandteil der Zellmembranen von gram-positiven Bakterien, wie
Staphylokokkus aureus, beteiligt ist. TLR 4 scheint an dieser Reaktion ebenso beteiligt zu
sein.

Insgesamt existieren zwar zahlreiche Arbeiten, die sich mit einzelnen Polymorphis-
men und deren Assoziation zu bestimmten Erkrankungen beschaftigen, hiufig jedoch mit
widerspriichlichen Ergebnissen, so dass eine eindeutige Aussage beziiglich eines Zusam-
menhanges zwischen dem Auftreten einer Erkrankung und dem untersuchten SNP in der
Mehrzahl der Falle kaum valide moglich ist.

Die in dieser Arbeit gefundene signifikante Korrelation zwischen dem heterozygoten
GA-Genotyp (TLR2.5743708) und dem Auftreten der chronischen Rhinosinusitis ohne
Polypen sowie der allergischen Rhinitis deckt sich mit den Ergebnissen anderer Autoren.
Der SNP rs5743708 fiithrt an Position 753 durch einen Aminosaureaustausch (Arginin wird
durch Glutamin ersetzt) zu einem verdnderten Antwortverhalten nach Bindung der oben
beschriebenen Liganden.

So fand die Arbeitsgruppe um Kormann et al. heraus, dass bei den von ihnen untersuch-
ten 3099 Kindern solche mit der heterozygoten Mutation anfilliger fiir Erkrankungen des
atopischen Formenkreises waren. Dies wurde von den Autoren auf eine reduzierte TLR
2-Aktivitat mit reduzierter NF-xB und verminderter II-8-Produktion zurtickgefiihrt. I1-8 ist
tiber die Aktivierung bestimmter Rezeptoren mitverantwortlich fiir die Chemotaxis der
neutrophilen Granulozyten, so dass ein reduzierter Spiegel eine gleichermafien reduzierte
Immunantwort bedingt, was letztlich wahrscheinlich (mit)verantwortlich fiir den chroni-
schen Entziindungsprozess der CRS und AR ist (Kormann et al., 2009). Nahezu identische
Effekte und Mechanismen wurden auch in Bezug auf weitere Erkrankungen beobachtet. So
stellte sich heraus, dass Neugeborene mit der heterozygoten GA-Mutation deutlich haufiger
von einer Cytomegalievirus-Infektion betroffen waren als Trager des Wildtypes (Wujcicka
et al., 2016).
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Ebenso zeigten Smeekens et al. auf, dass Patienten mit dem genannten Genotyp hau-
figer an einer Candida Sepsis erkranken. Auch hier spielt maf3geblich die reduzierte I1-8-
Produktion eine Rolle (Smeekens et al., 2013).

Vergleichbare Daten wurden auch von der Arbeitsgruppe um Tyurin et al. erhoben.
Die Forscher verglichen Patienten mit atopischer Dermatitis und allergischer Rhinitis und
bestétigten ebenfalls, dass die heterozygoten GA-Genotypen signifikant hdufiger im Bereich
des erkrankten Kollektives anzutreffen sind. Die Arbeitsgruppe untersuchte jedoch nicht
I1-8, sondern fand erhohte Spiegel des Interleukins 10. I1-10 weist eine Reihe komplexer
Interaktionen auf. Es supprimiert unter anderem die Transkription von NF-«<B und fiihrt
so zu einer Art ,Jmmundefizienz®, die fiir den einzelnen Organismus zu einer erhéhten
Anfalligkeit fiir entziindliche Prozesse fiithrt (Tyurin et al., 2017).

Auch dies stitzt die Hypothese, dass rs5743708 mitverantwortlich fiir die Entstehung der
CRSsNP und AR sein konnte.

Untermauert wird dies weiterhin durch eine Metaanalyse von Tizaoui et al.. Hier fanden
die Autoren heraus, dass SNP rs5743708 signifikant mit dem Auftreten und teilweise auch
dem Schweregrad der an Asthma bronchiale erkrankten Patienten assoziiert ist (Tizaoui
et al,, 2015b). Im Rahmen asthmatischer Erkrankungen lésst sich eine dhnliche Pathophysio-
logie finden, auch hier spielt eine chronische Entziindungsreaktion eine Rolle. Das Auftreten
einer CRS erhoht somit auch das Risiko, an Asthma zu erkranken.

Weshalb der GA-Genotyp in der vorliegenden Untersuchung in der CRSwNP-Gruppe
nicht in dem Ausmafie nachweisbar ist, wie es aufgrund der Pathophysiologie zu erwarten
wire, bleibt zu diesem Zeitpunkt unklar.

Die weiteren in dieser Arbeit untersuchten TLR 2 SNP zeigen keinerlei signifikante
Unterschiede. TLR2.P4696480 lasst sich uiber alle Gruppen (CRS £ NP und AR) in etwa
der gleichen Haufigkeit nachweisen. Der TT-Wildtyp ist jeweils, im Verhaltnis zu den
Mutationen, in der geringsten Haufigkeit anzutreffen. Am haufigsten findet sich der hetero-
zygote AT-Genotyp sowohl in den untersuchten Gruppen als auch in der Kontrollgruppe.
Untersuchungen zu Assoziationen zwischen rs4696480 und der CRS existieren so gut wie
keine, daher wird an dieser Stelle stellvertretend auf Untersuchungen zu Erkrankungen
des atopischen Formenkreises zuriickgegriffen. Eine moglich Assoziation wurde in der
Mehrzahl der Arbeiten nicht gefunden, exemplarisch sei hier auf Weidinger et al. (2006)
sowie Lau et al. (2017) verwiesen.

Der SNP rs5743704 fithrt zu einem Austausch von Prolin gegen Histidin an Position 631
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(Pro631His). Ein signifikanter Zusammenhang lésst sich in keiner der Gruppen nachweisen.
In der CRSsNP-Gruppe wurde ausschlieB8lich der Wildtyp nachgewiesen und auch in der
CRSwNP-Gruppe sind sowohl der heterozygote CA- wie auch der homzygote AA-Genotyp
nur in geringer Haufigkeit (je 2,25 %) anzutreffen.

Eine weitere Mutation im Sinne eines CT-Genotypes findet sich bei Patienten mit CRSw-
NP in etwa 8 % (n = 7) der Félle. Insgesamt ist rs5743704 in Bezug auf die chronische und
allergische Rhinitis unzureichend untersucht. Es existieren einige Arbeiten, die die Korrelati-
on mit schweren Erkrankungen mit tiberwiegend chronischen Verlaufen wie beispielsweise
der Pankreatitis, COPD und Tuberkulose oder auch Autoimmunerkrankungen wie der
Sklerodermie untersuchen. Insgesamt ist die Bewertung jedoch uneinheitlich. Wahrend
fir die Pankreatitis (Matas-Cobos et al., 2015) und COPD (Budulac et al., 2012) bzw. Tuber-
kulose (Panwar et al., 2016) keine Assoziation gefunden werden konnte, deutet im Falle
der Sklerodermie (Korman und Criswell, 2015) zumindest eine Studie auf eine mogliche
Assoziation hin. Ein Zusammenhang mit dem Nachweis des SNP rs5743704 wurde auch fiir
andere Autoimmunerkrankungen wie beispielsweise der rheumatoiden Arthritis postuliert.
Dieser scheint jedoch fiir Infektionserkrankungen aktuell zu fehlen. Der CT-Genotyp wird
in den Daten des 1KGP nicht beschrieben, er findet sich lediglich in der CRSWNP-Gruppe
(n. s.).

In der Gruppe der Patienten, die an einer chronischen Rhinosinusitis ohne Polypen leiden,
lasst sich der heterozygote GA-Genotyp, im Gegensatz zum Kollektiv des 1KGP, in dem er
nicht nachweisbar war, in knapp 6 % der Falle (n = 2) nachweisen. Auch hier ist die Studien-
lage diirftig, es existieren insgesamt nur wenige Untersuchungen. Ein Zusammenhang mit
chronischen Lungenerkrankungen (Lee et al., 2006) scheint nicht zu bestehen. Angaben
zur Haufigkeit finden sich ebenso kaum. In der Untersuchung von Baker et al. (Baker et al.,
2012) lasst sich der SNP in knapp 1 % der Félle nachweisen, seine Bedeutung bleibt unklar.

Weitere Polymorphismen lassen sich in dieser Arbeit in Bezug auf TLR 2 nicht nachweisen.
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5.2 Assoziation von Polymorphismen in TLR 4 und dem Auftreten
der allergischen Rhinitis/CRS

Ein weiterer bedeutender und beziiglich seiner Liganden und seines Signaltransduktions-
weges bereits gut untersuchter und charakterisierter Toll-like-Rezeptor ist TLR 4, unter
anderem weil dieser in der TLR-Familie den komplexesten Signalweg besitzt und alle
Adapterproteine gleichzeitig aktivieren kann (Vogel et al., 2003).

TLR 4 wird einerseits, wie bereits beschrieben, durch PAMPs aktiviert, andererseits mut-
mafilich ebenso durch Liganden, die bei entziindlichen Prozessen und Gewebeverletzungen
freigesetzt werden. Zu den von TLR 4 erkannten und bereits identifizierten endogenen
Liganden zdhlen beispielsweise Fibronektin oder verschiedene Hitze-Schock-Proteine, wih-
rend Teile der Oberfliche von gram-negativen Bakterien (LPS) oder Pilzen (Mannan) zu
seinen wichtigen exogenen Liganden geziahlt werden. Eine Ubersicht hierzu findet sich in
Tabelle 2.

Die Interaktion von LPS mit TLR 4 findet in einem Komplex mit dem LPS-bindenden
Protein (LBP), CD 14 und einem Molekiil namens MD-2 (myeloid differentiation facctor-2)
statt. SNP rs4986790 fiihrt zu Strukturveranderungen und Veranderungen der Oberflache-
neigenschaften des Rezeptors, wahrend rs4986791 zu keiner strukturellen Veranderung
beitragen soll (Ohto et al., 2012). Dies ist moglicherweise auch die Ursache dafiir, dass
ersterer hiufiger zu Assoziationen mit schweren, chronischen Erkrankungen fiihrt als
rs4986791.

SNP zéhlen zu den am héufigsten beobachteten genetischen Veranderungen innerhalb
einer Population (Schréder und Schumann, 2005). Innerhalb des TLR-4-Genoms wurden in
der kaukasischen Bevolkerung 13 verschiedene SNP beschrieben (Orange und Geha, 2003),
von denen zwei (rs4986790 und rs4986791; missense-Mutationen) mit einer Frequenz von
> 5 % vorkommen. Diese zwei gehoren gleichzeitig aufgrund ihrer Haufigkeit zu den in
Studien am besten untersuchten SNP.

Die SNP rs4986790 (A>G) und rs4986791 (C>T) des TLR-4-Gens befinden sich im vierten
Exon und beeinflussen die extrazellulire Domine des Molekiils, die mit einer veranderten,
das heif3t verringerten, Rezeptorantwort verbunden ist. Dies ist bereits bekannt. Arbour
et al. fanden vor beinahe 20 Jahren heraus, dass durch die beiden SNP zum einen der
Transport des Rezeptors an die Zellmembran verhindert wird oder dieser ein verdndertes

Bindungsverhalten fiir Liganden (beispielsweise LPS) zeigt (Arbour et al., 2000; Figueroa
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et al., 2012). Denkbar wire also, dass durch die veranderte Rezeptorantwort und die ver-
minderte Ausschiittung von Interferonen eine chronische Entziindungsreaktion gefordert
bzw. unterhalten wird.

In dieser Arbeit zeigt sich jedoch fiir rs4986790 weder in Bezug auf die CRS noch die AR
eine signifikante Assoziation, obwohl diese in zahlreichen Arbeiten fiir Infektionen mit gram-
negativen Erregern und konsekutiv erhohter Anfalligkeit fiir eine Sepsis nachgewiesen
wurde (Agnese et al., 2002; Lorenz et al., 2002). Zu beachten ist allerdings, dass auch in
diesem Fall widerspriichliche Daten existieren, so dass unter anderem Read et al. keinen
Zusammenhang mit einer erhdhten Infektanfalligkeit nachweisen konnten (Read et al.,
2001).

Erwahnenswert ist weiterhin, dass SNP ebenso protektive Funktionen haben konnen. So
kann rs4986790 beispielsweise vor einer cerebralen Malaria Infektion schiitzen (Ferwerda
et al., 2008).

Dies passt erneut in das uneinheitliche Bild und verdeutlicht, dass es haufig wahrschein-
lich nicht das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit eines einzelnen SNP ist, welcher eine
erhohte Anfilligkeit bedingt. Vielmehr handelt es sich um ein komplexes Zusammenspiel,
bedingt durch Interaktionen zwischen einzelnen TLR sowie zwischen TLR und anderen,
fir das Immunsystem wichtigen Proteinen. Zuletzt darf eine Beeinflussung durch duflere
Umweltfaktoren ebenso nicht aufler Acht gelassen werden.

Der zweite SNP (rs4986791) tritt in der Gruppe der CRS-Patienten mit Polypen signifikant
haufiger auf (p = 0,029). Hierbei handelt es sich um den homozygoten TT-Genotyp. In den
anderen Gruppen lasst sich dieser in keinem der untersuchten Patienten nachweisen.

Im Vergleich zu rs4986790 existieren fiir rs4986791 aufgrund seiner geringeren Haufigkeit
und potenziell weniger bedeutsamen Auswirkungen insgesamt weniger Daten, speziell
bezogen auf den Bereich der CRS.

Eine Reihe von Untersuchungen fanden eine Assoziation zwischen rs4986791, der zu
einer Cytosin-Thymin-Substitution an Position 1196 fiithrt, und malignen Erkrankungen.
Ein gehauftes Auftreten des Polymorphismus wurde unter anderem fiir das Gallenbla-
senkarzinom, das Pankreaskarzinom wie auch fiir das Bronchialkarzinom nachgewiesen
(Kurt et al., 2016; Kutikhin, 2011; Rigoli et al., 2010). Loganathan et al. untersuchten den
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von rs4986791 und einer chronischen Infektion

mit Helicobacter pylori, die wiederum mit dem gehéduften Auftreten von Magenkarzinomen
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und Lymphomen vergesellschaftet ist. Auch hier konnte ein signifikanter Zusammenhang
aufgezeigt werden (Loganathan et al., 2017).

Dies wiederum stiitzt die Hypothese, dass die SNP mitverantwortlich fiir die veranderte
Immunantwort des betroffenen Organismus sind. Helicobacter pylori, ein gram-negatives
Stédbchen, kann aufgrund der unzureichenden Produktion von proinflammatorischen Zytoki-
nen nicht vernichtet werden und kann so iiber eine chronische Infektion zu der Entwicklung
eines Magenkarzinoms beitragen. Dies konnte somit auch die Entwicklung der CRSwNP
fordern. Warum der SNP in den anderen Gruppen nicht in gleicher Signifikanz nachweisbar
ist, muss an dieser Stelle unbeantwortet bleiben.

Der SNP rs11536884, dessen homozygote TT-Variante signifikant haufiger (p = 0,001)
in der CRSsNP-Gruppe auftritt, ist bis heute kaum untersucht. Uber Zusammenhinge mit
anderen chronischen Erkrankungen oder funktionelle Auswirkungen existieren noch keine
gesicherten Erkenntnisse. Aus diesem Grunde kann an dieser Stelle auch keine Aussage
iber die Bedeutung getroffen werden, so dass es bei der reinen Beschreibung bleiben muss.

Weitere Untersuchungen miissen Aufschluss tiber die Bedeutung von rs11536884 geben.
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5.3 Assoziation von Polymorphismen in TLR 5 und dem Auftreten
der allergischen Rhinitis/CRS

Toll-like-Rezeptor 5, dem innerhalb der TLR Familie unter anderem das Erkennen von
Flagellin, einem (Haupt)Bestandteil begeifielter Bakterien obliegt, kann so auf eindringende
Mikroorganismen wie beispielsweise Legionellen oder Salmonellen mit einer erhéhten
Zytokinproduktion reagieren. Ein in mehreren Studien untersuchter SNP ist rs5744168.
Hier kommt es an Aminosaureposition 392 zu einem Austausch von Arginin durch ein
STOP-Codon (Arg392Stop), der zu einem volligen Verlust der Fahigkeit zur Erkennung von
Flagellin fithren kann. In der Literatur wird die Frequenz des SNP zwischen 10 und 23 %
angegeben (Netea et al., 2012), die sich geringfiigig von der in dieser Arbeit ermittelten
Frequenz unterscheidet (Kontrollgruppe: 13 %, Patientengruppen: 6,7 bis 31,8 %). Die Konse-
quenz aus dem missense-Polymorphismus ist unter anderem eine Reduktion der Produktion
von Interleukin 10 (West et al., 2013). Wie bereits beschrieben kommt es hierdurch zu einer
unzureichenden Immunantwort unter anderem durch Hemmung der Phagozytose und
Verhinderung der Ausdifferenzierung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen und in der Folge
zu einer erhohten Anfalligkeit fiir Infektionen.

Auch im Falle von TLR 5 und dem SNP rs5744168 ist die Datenlage, vergleichbar den
anderen TLR, nicht einheitlich. Der in vielen Studien erbrachte Nachweis der Assoziation
mit bakteriellen Infektionen durch gram-negative Erreger wie etwa der Legionarskrankheit,
Harnwegsinfektionen oder auch der Melioidose (Hawn et al., 2003, 2009; Chaichana et al.,
2017) stiitzt erneut die Hypothese, dass auch rs5744168 iiber diesen Mechanismus bei der
Entstehung der CRS und AR eine Rolle spielen konnte. Eine signifikante Haufung des
SNP lasst sich jedoch in weder in der Kontrollgruppe noch in einer der Patientengruppen
feststellen. In der Gruppe der AR-Patienten findet sich zwar der SNP mit knapp 32 % am
haufigsten, ein signifikanter (p = 0,094) Zusammenhang besteht jedoch nicht. In der Gruppe
der CRSsNP lasst sich der SNP in 1/5 der Falle nachweisen. Auch hier besteht jedoch kein
signifikanter Zusammenhang. Im Vergleich zu vielen der bereits erwahnten Erkrankungen,
ist der Zusammenhang zwischen rs5744168 und dem Auftreten der Autoimmunerkrankung
Lupus erythematodes, speziell der systemischen Verlaufsform (SLE), verhaltnisméafiig gut
untersucht. Dem SLE liegt eine gesteigerte Inmunantwort zugrunde, die letztlich in der
erhohten Produktion von antinukledren - Antikorpern (ANA) resultiert, die wiederum

korpereigene Zellen schadigen. Mehrere Studien zeigen nun, dass rs5744168 nicht mit dem
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Auftreten der Autoimmunerkrankung assoziiert ist bzw. bei den untersuchten Personen, die
den SNP aufweisen, SLE seltener auftritt (Wen et al., 2015; Elloumi et al., 2017). Dies zeigt
nochmals, dass TLR ein kleiner, jedoch wichtiger Bestandteil in dem komplexen System
der Immunantwort sind. Aufgrund der verminderten Immunantwort bilden sich insgesamt
niedrigere Antikorperspiegel aus, so dass die Erkrankung seltener auftritt.

Dies erklart umgekehrt das gehaufte Auftreten bakterieller Infektionen bzw. Besiedelung

des jeweiligen Organismus. Hier bestehen also Parallelen zur Pathogenese der CRS und AR.

5.4 Assoziation von genetischen Polymorphismen in TLR 9 und

dem Auftreten der allergischen Rhinitis/CRS

TLR 9 erkennt hauptsichlich sogenannte CpG-Sequenzmotive (Cytosin-Phosphat-Guanin).
Dies sind Bestandteile, die in unterschiedlicher Form sowohl in der DNA von Wirbeltieren
als auch im Genom von Mikroorganismen wie Bakterien und Viren vorkommen. Der
wesentliche Unterschied besteht darin, dass in bakterieller und viraler DNA das Cytosin
in nicht-methylierter Form vorliegt, wahrend im Genom von Wirbeltieren selbiges in
methylierter Form vorhanden ist.

Die Einschrankungen beziiglich der vorherrschenden Daten-/Studienlage betreffend SNP
und chronischer und allergischer Rhinitis, die fiir die TLR 2, 4 und 5 gelten, treffen ebenso
auf TLR 9 zu.

Ramanathan et al. fanden heraus, dass Patienten mit CRSWNP eine signifikant niedrigere
Expression des TLR 9 in der Nasenschleimhaut aufwiesen als die untersuchte Kontrollgruppe.
Dies deutet auf eine Beteiligung des TLR an der chronischen Entziindungsreaktion hin
(Ramanathan et al., 2007). Im Gegensatz hierzu stellten Melvin et al. das Gegenteil, namlich
eine erhohte Expression des TLR 9 fest (Melvin et al., 2013). Festzustehen scheint also, dass
TLR 9 eine Rolle spielt. Welche diese genau ist, muss weiter untersucht werden.

Der untersuchte Polymorphismus rs5743837 liegt im Promoterbereich der fiir TLR 9
kodierenden Sequenz. Als Teil des ,genregulatorischen Bereiches® ist er fur die regulierte
Expression eines bestimmten Gens zusténdig. Hier konnten Sequenzvariationen also zur
moglichen Uber- bzw. Unterexpression eines Gens fithren.

Bezogen auf das hier vorliegende Kollektiv konnte der beschriebene SNP nicht nachge-

wiesen werden. Eine Assoziation zu der CRS oder AR scheint nicht vorzuliegen.
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Der SNP rs5743837 wurde allerdings gemafl dem National Center for Biotechnology In-
formation (Zugriff 01.02.2017) bisher auch in keiner weiteren Studie untersucht, so dass

weitere Untersuchungen notwendig sind.
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5.5 Vergleich der Gruppen mit 1IKGP

Das 1000-Genome-Projekt (1KGP), das im Zeitraum von 2008 bis 2015 realisiert wurde,
hatte zum Ziel, eine vollstindige Sequenzierung des menschlichen Genoms von etwa 2500
Personen durchzufithren (Auton et al., 2015). Im Rahmen der Sequenzierung wurden etwa 84
Millionen SNP festgestellt. Dies unterstreicht nochmals die Heterogenitat des menschlichen
Erbgutes.

Die erhobenen Daten sind weltweit frei und kostenlos fiir Wissenschaftler zuganglich. Die
genetische Analyse erstreckte sich auf Personen aus 26 Bevolkerungsgruppen, die wiederum
in fiinf groflere Gruppen (Afrika (AFR), Ost-Asien (EAS), Europa (EUR), Stid-Asien (SAS)
und Amerika (AMR)) zusammengefasst wurden.

Fiir den hier vorgenommenen Vergleich wurden die Daten der européischen Bevolkerung
(EUR) des 1000 Genome Projektes herangezogen. Ziel war es, die in dieser Arbeit erhobenen
Daten bzw. Haufigkeiten mit denen einer Stichprobe der europiischen Bevolkerung zu
vergleichen, wobei die untersuchten Personen, soweit bekannt ist, nicht erkrankt waren.
Im Speziellen litten sie also nicht an einer CRSENP oder allergischen Rhinitis. In 75 % der
verglichenen Gruppen lief3 sich kein signifikanter Unterschied nachweisen, wahrend 25 %
sich statistisch signifikant unterschieden.

Es fiel auf, dass sich die SNP-Haufigkeiten des 1KGP nicht (signifikant) von denen der hier
untersuchten Kontrollgruppe unterschieden, was wiederum die Hypothese untermauert,
dass die untersuchten SNP eine Rolle in der Pathogenese der CRS und AR spielen.

Unterschiede finden sich vornehmlich in den CRS-Gruppen, wihrend sich bei der AR-
Gruppe nur in einem einzigen Fall (TLR2.5743708) ein wesentlicher Unterschied feststellen
lasst.

Fiir eine Ubersicht wird auf Tabelle 15 und Kapitel 4.5 verwiesen. AbschlieSend sei
noch darauf hingewiesen, dass bei den Vergleichen der Daten des 1KGP mit den hier
erhobenen Daten in Hinblick auf die statistische Signifikanz zwei Einschrankungen zu
beachten sind. Zum einen handelt es sich um verhéltnismaflig kleine Fallzahlen, so dass
hier moglicherweise in Einzelfallen ein signifikanter Unterschied entsteht, der in einem
grofBeren Kollektiv nicht mehr in diesem Ausmaf} nachzuweisen wére.

Zum anderen wurde im Rahmen der Studie die ethnische Zugehorigkeit nicht erfasst.
Dies spielt insofern eine Rolle, als das sich - in manchen Féllen - bedeutsame Unterschiede in

der Frequenz einzelner SNP ergeben. Beispielhaft sei hier TLR2.5743703 erwahnt. Betrachtet
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man die CRSWNP-Gruppe so fillt ein Unterschied im Vergleich zu dem Kollektiv des 1KGP
auf. Der GA-Genotyp tritt ausschliefilich in der CRS-NP Gruppe auf (etwa 6 %). Wiirde als
Referenz nicht die européische Bevolkerung (EUR) sondern die afrikanische (AFR) zugrunde
gelegt werden (2 % der Fille), wiirde der Unterschied bedeutend geringer ausfallen. Dies

sollte bei der Interpretation der Daten bedacht werden.

5.6 Fehlermoglichkeiten und Grenzen dieser Studie

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich, wie oben beschrieben, um eine Fall-Kontrollstudie,
so dass die allgemeinen Einschrankungen beziiglich der Durchfithrung solcher Studien
gelten. Es handelt sich insgesamt um eine Pilotstudie mit einer verhéltnismaflig geringen
Anzahl von Probanden. Weitere Untersuchungen mit einem zahlenméfig grofieren Kollektiv
sind sinnvoll, um die Erkenntnisse zu verifizieren.

Die ethnische Zugehorigkeit der untersuchten Personen wurde nicht erfasst, so dass
die vorliegenden Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf andere Bevolkerungsgruppen (bspw.
unterschiedliche Allelfrequenzen bei Asiaten) tibertragen bzw. mit denen verglichen werden
koénnen (vgl. hierzu auch 5.5). Es ist jedoch aufgrund unserer Patientenstruktur und in
anderen Studien unserer Klinik erhobenen Daten davon auszugehen, dass die Mehrheit der
Patienten kaukasisch sind.

Die Auswahl der Kontrollen erfolgte in Teilen krankenhausbasiert, was unter Umstanden
eine herabgesetzte Reprasentativitat zur Folge haben konnte. Weiterhin erfolgte beziiglich
der Erkrankten und der Kontrollgruppe kein matching.

Trotz der genannten Umstédnde, die in weiten Teilen ebenso fiir viele der zitierten Publi-
kationen gleichermafien zutreffen, lasst sich eine Assoziation zwischen den in 4.6 beschrie-
benen SNP und der CRS / AR nicht von der Hand weisen.

5.7 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen daraufthin, dass bestimmte Polymorphismen bei der
Entstehung der CRSENP und der AR eine Rolle spielen konnten. Mit Hilfe von genomi-
schen Untersuchungen wire, auch in multimodaler Analyse mit weiteren Patientendaten, so

zukiinftig ggfs. eine bessere Einschiatzung des Risikos oder des Krankheitsverlaufs fiir eine
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CRS mit oder ohne Polypen sinnvoll. Inwieweit diese SNP als beispielsweise Screeningin-
strument eingesetzt werden konnten, muss in weiterfithrenden Studien mit einer gréfieren
Fallzahl iiberpriift werden. Moglicherweise bieten die untersuchten SNP zukiinftig auch
einen Behandlungsansatz fiir die CRS und AR, was bei der grof3en volkswirtschaftlichen
Bedeutung der Erkrankungen wiinschenswert wére.

Vereinzelt existieren bereits Medikamente, wenn auch nicht fur die CRS/AR, die bereits
TLR als Angriffspunkt verwenden. Exemplarisch sei hier auf Imiquimod® und Isatoribine®
verwiesen.

Beide TLR-7-Agonisten haben sich als niitzlich in der Behandlung von malignen Er-
krankungen bzw. der viralen Replikationshemmung erwiesen, auch wenn der genaue
Wirkmechanismus bisher noch unbekannt ist. Imiquimod® wird zur topischen Therapie
des Basazellkarzinomes sowie zur Therapie von aktinischen Keratosen verwendet.

Isatoribine® wird in der Behandlung der chronischen Hepatitis C eingesetzt. Hier fithrt
es zu einer reduzierten Viruslast (Horsmans et al., 2005).

Diese Beispiele zeigen, dass weitere Untersuchungen fiir neue Behandlungsansatze

notwendig sind.
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