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Kurzreferat:

Eine Hypertrophie der Tonsilla pharyngea (Adenoide) kommt bei Kindern haufig vor
und pradisponiert zu rezidivierenden Atemwegsinfekten oder Otitis media mit
Paukenerguss. Da zwar bekannt ist, dass die Qualitat der T-Zell-Antwort sich wahrend
der Kindheit unterscheidet, jedoch unklar ist, welche Einflisse hierfur verantwortlich
sind, wurden in dieser Arbeit vorangegangene Infektionen und Alter als mogliche
Einflussfaktoren auf die Bildung von T-Zell-Kompartimenten und multifunktionalen T-
Zellen in den Adenoiden von 102 Kindern untersucht, welche aufgrund einer
Adenoiden Hypertrophie einer Adenotomie unterzogen wurden.

Es konnte gezeigt werden, dass ahnliche Frequenzen von naiven, T-Effektor- und T-
Gedachtniszellen akkumuliert wurden, wohingegen Patienten mit Infekten in ihrer
Eigenanamnese weniger multifunktionale T-Zellen aufwiesen. Wahrend Patienten mit
alleiniger nasaler Obstruktion ausgewogene Tn1- und Tu17-Kompartimente zeigten,
dominierte Tu1 bei Patienten mit einer Vorgeschichte von begleitenden Infektionen.
Zudem konnte gezeigt werden, dass sich Kinder im Alter von drei Jahren oder alter
signifikant von Ein- und Zweijahrigen unterschieden, was einen kritischen Wechsel in
der T-Zell-Differenzierung in diesem Alter impliziert.

Diese Ergebnisse identifizieren somit wichtige Bereiche fur die zukunftige Forschung
und weisen auf eine Altersperiode in der frihen Kindheit hin, in welcher das kindliche
Immunsystem bereits in der Lage zu sein scheint, der Krankheitsexposition in
Adenoiden effektiv zu begegnen.

Schliisselworter:

Adenoide Hypertrophie, T-Zell-Differenzierung, multifunktionale T-Zellen, Entwicklung

des Immunsystems
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1 Einleitung

Sekundare  Lymphorgane  wie  Lymphknoten und Milz aber auch
schleimhautassoziierte Lymphgewebe, zu welchen auch die Tonsilla pharyngea
(Adenoide) gehoren, sind wichtige Orte fur die Generierung von T-Zell-Reaktionen
gegen Pathogene. Sie sind als solche standig mit Krankheitserregern konfrontiert und
fungieren als Plattformen zur Erzeugung adaptiver Immunantworten.’? Eine
Hypertrophie der Adenoide, also eine VergrolRerung des lymphoepithelialen Gewebes,
kommt bei Kleinkindern haufig vor und pradisponiert zu rezidivierenden
Atemwegsinfekten oder Otitis media mit konsekutivem Paukenerguss.®

In der vorliegenden Studie wurden Adenoide betrachtet, um die Bildung von Zytokin-
koexprimierenden T-Zellen als Ausdruck einer komplexen, adaptiven Immunantwort
zu analysieren. Es ist nur wenig daruber bekannt, welche Einflisse auf die T-Zell-
Reaktion und —Differenzierung bei sehr jungen Kindern ausschlaggebend sind. Als
mogliche Einflussfaktoren wurden die Konfrontation mit Krankheitsantigenen sowie die
allgemeine Entwicklung des Immunsystems mit zunehmendem Alter untersucht und

einander gegenubergestellt.

1.1 Uberblick iiber das Inmunsystem

Als Immunsystem wird das hochdifferenzierte, komplexe und anpassungsfahige
Abwehrsystem bezeichnet, dessen physiologische Funktion der Schutz des
Organismus vor Infektionen ist.

Das Immunsystem setzt sich aus vier eng miteinander verbundenen Komponenten
zusammen. Sowohl die angeborene (unspezifische) als auch die erworbene
(spezifische) Komponente beinhalten jeweils einen humoralen und einen zellularen
Anteil.
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Abbildung 1: Uberblick iiber das Immunsystem. Gezeigt werden die vier miteinander verzahnten
und interagierenden Komponenten des Immunsystems, die angeborene (unspezifische) und die
erworbene (spezifische) Immunantwort, die jeweils einen zelluldaren und einen humoralen Teil
beinhalten und deren einzelne Bestandteile hier tiberblickend aufgefihrt sind.

Die angeborene Immunantwort ist die erste Abwehrreaktion, welche vor der
Aktivierung des erworbenen Immunsystems einsetzt und zumeist bereits sehr effektiv
ist. Sie ist jedoch unspezifisch bei der Erkennung von Krankheitserregern. Die
Hauptakteure des angeborenen Immunsystems sind Granulozyten, Makrophagen, NK
(naturliche Killerzellen) -Zellen und Endothelzellen als zellulare und das
Komplementsystem, einige Zytokine und Enzyme als Iosliche (humorale) Faktoren.

Dahingegen wird das adaptive oder erworbene Immunsystem erst bei Prasenz eines
Pathogens aktiviert und zeigt fur dieses eine klare Spezifitat. Es erkennt korperfremde
und toleriert in der Regel korpereigene Zellen, erkennt und bekampft jedoch auch
korpereigene entartete Tumorzellen. Das erworbene Immunsystem ist dariber hinaus
auch in der Lage, zwischen harmlosen und gefahrlichen Fremdantigenen zu
unterscheiden, so konnen beispielsweise bestimmte Allergene als fremd aber
ungefahrlich eingestuft werden. T-Lymphozyten sind die wichtigsten zellularen
Agenten der erworbenen Immunabwehr, von Plasmazellen gebildete
Antikorper/Immunglobuline die wichtigsten humoralen. Durch Ausbildung eines
immunologischen Gedachtnisses bei erneutem Kontakt mit dem Pathogen zeichnet
sich die erworbene Immunantwort durch eine gesteigerte Effektivitat aus. Zu den
Geweben des Immunsystems zahlen neben den primaren Immunorganen

Knochenmark und Thymus, in welchen Lymphozyten heranreifen und kompetent
2



werden, die sekundaren Immunorgane wie Lymphknoten, Milz und Adenoide. In ihnen
erfolgt die Initiierung der erworbenen Immunantwort durch das Aufeinandertreffen
antigenprasentierender Zellen (APZ) und Lymphozyten sowie ihre Weiterentwicklung
und Differenzierung durch B- und T-Zell-Interaktion.*®

Das Immunsystem ist fur jedes Lebensalter optimal ausgerichtet. Bereits direkt nach
der Geburt besteht die Notwendigkeit der raschen Entwicklung einer neonatalen
Immunantwort. Diese ergibt sich durch unmittelbare Exposition mit Umweltantigenen
und Pathogenen. Gleichzeitig ist es erforderlich, Entzindungen zu reglementieren, um
den Schutz der sich entwickelnden Gewebe gewahrleisten zu konnen. Neben
Exposition mit Antigenen, APZs und Lymphozyten wird die Entwicklung der neonatalen
Immunitat auch durch maternale Antikérper und Zytokine beeinflusst.® In den ersten
sieben Lebenstagen andert sich die zellulare Zusammensetzung des Blutes nach
einem gewissen Entwicklungsverlauf, so erfolgt eine Verminderung der Granulozyten,
der plasmoiden dendritischen Zellen und der NKs bei gleichzeitiger Zunahme der
myeloiden dendritischen Zellen.” Gleichzeitig unterlaufen auch die humoralen
Bestandteile Veranderungen, so nimmt beispielsweise IFNy zu, IL6, welches in der
Neonatalzeit als Biomarker fiir Entziindungen verwendet wird,® dahingegen ab. Auch
die Entwicklung der Diversitat an B-Zellen und Antikorpern, welche bereits pranatal
beginnt, findet ihren Abschluss nicht vor Ablauf der ersten Lebensmonate.®

1.2 Lymphozyten: Agenten des erworbenen Immunsystems

Lymphozyten sind neben antigenprasentierenden Zellen entscheidende Agenten der
erworbenen Immunantwort, sie konnen anhand bestimmter Markerproteine (CD-
Antigene, cluster of differentiation) auf ihrer Zelloberflache weiter in B- und T-
Lymphozyten und deren Subpopulationen sowie NK-Zellen unterteilt werden. Letztere
tragen gleichzeitig Merkmale von NK-Zellen und T-Zellen, besitzen keine Antigen-
spezifischen Rezeptoren und spielen eine entscheidende Rolle an der Schnittstelle
zwischen angeborener und erworbener Immunitat.°

Wahrend T-Zellen an der zellvermittelten Immunantwort beteiligt sind, bilden B-Zellen
als Trager der humoralen Immunantwort spezifische Antikorper. Als naive
Lymphozyten werden T- oder B-Zellen vor Kontakt mit ihrem spezifischen Antigen

bezeichnet. Nach Antigenkontakt erfolgt ihre Differenzierung zu Effektorlymphozyten,



entweder in antikorperproduzierende B-Zellen oder T-Effektorzellen. Ein Teil der
Zellen entwickelt sich nach Antigenkontakt weiter zu Gedachtniszellen.®

1.2.1 Bildung und Aktivierung von T-Lymphozyten

Die Bildung der Vorlauferzellen von T-Lymphozyten erfolgt im Knochenmark. Nach
anschliel3ender Migration in den Thymus erfolgt hier die weitere Entwicklung. Bei der
Reifung im Thymus sollen T-Zellen die Fahigkeit erlernen, eigen von fremd zu
unterscheiden. Nach Abschluss der Reifung verlassen die T-Zellen den Thymus. Aus
lymphoiden Vorlauferzellen entwickeln sich so Lymphozyten, die jeweils einen
spezifischen Antigenrezeptor tragen. Die Antigenerkennung reifer T-Zellen erfolgt Uber
sogenannte spezifische T-Zell-Rezeptoren (TZR) dber an MHC- (major
histocompatibility complex) gebundene Peptidfragmente auf APZ.

Durch die Bindung korperfremder Antigene Uber diese Rezeptoren wird die Aktivierung
und Teilung eines reifen naiven Lymphozyten induziert. Auf diese Weise entsteht ein
Klon von Lymphozyten, die alle den gleichen antigenspezifischen Rezeptor tragen
(klonale Selektion).

Somit sind fur die Aktivierung von T-Zellen drei Signale notig. Das erste ist gegeben
durch die Bindung des Antigens, prasentiert durch MHC an den TZR-Komplex. Fur
eine optimale Aktivierung brauchen T-Zellen ein zweites kostimulatorisches Signal.
Dieses wird vermittelt durch die Bindung von CD28 auf T-Zellen an die entsprechenden
Liganden CD80/CD86 auf APZ (zumeist dendritischen Zellen). Das Fehlen der
kostimulatorischen Signale fuhrt zur unvollstandigen Aktivierung der T-Zellen, zur T-
Zell-Anergie. Das dritte Signal wird schlieRBlich durch Zytokine vermittelt, die
bestimmen, zu welchen unterschiedlichen Effektorpopulationen die T-Zellen

differenzieren."12

Nach neueren Studien scheinen sich T-Zellen von Neonaten und Erwachsenen
dahingehend zu unterscheiden, als dass sie sich aus verschiedenen Populationen
hamatopoetischer Stammzellen entwickeln, die in unterschiedlichen Stadien und
Auspragungen vorliegen und sequenziell freigegeben werden. Dementsprechend
scheint die Entwicklung des Immunsystems vom Fetus zum Erwachsenen kein linearer
Prozess zu sein.’® Naive T-Zellen von Neonaten scheinen von fetalen
hamatopoetischen Stammzellen abzustammen und kirzere T-Zell-Rezeptoren

aufzuweisen. Gegenuber den T-Zellen von Erwachsenen differenzieren sie sich



schneller in T-Effektorzellen, wohingegen nur ein geringerer Anteil in langlebige
Gedachtniszellen Gbergeht.®

1.2.2 Recent thymic emigrants/naive T-Zellen

Als naive T-Zellen wurden ursprunglich diejenigen T-Zellen bezeichnet, welche direkt
aus dem Thymus in die Peripherie freigegeben werden und noch vor jeglichem
Antigenkontakt stehen, um sich weiter in T-Effektor- oder T-Gedachtniszellen zu
differenzieren.’ Jedoch konnte gezeigt werden, dass Kontakt zu MHC I[I-Molekilen
Uber den TZR fiir die Aktivierung, die Homoostase und somit das Uberleben von den
sogenannten naiven T-Zellen eine entscheidende Rolle spielt.’>'® Unklar bleibt,
welche Antigenpeptide (eigen oder fremd) hierbei eine Rolle spielen und wie genau
deren Prasentation erfolgt.' Obwohl in der Pubertat eine Involution des Thymus
stattfindet und in einer reduzierten Bildung von T-Zellen resultiert, bleibt der T-Zell-
Pool in der Peripherie auch Uber die Pubertat hinaus relativ stabil. Naive T-Zellen
mussen sich folglich durch Homdostase selbst erneuern.’®> Dementsprechend wird
davon ausgegangen, dass mindestens zwei Populationen naiver T-Zellen existieren
mussen, eine, welche klrzlich aus dem Thymus emigriert ist (RTE, recent thymic
emigrants) und eine andere, bei welcher eine Proliferation in der Peripherie
stattgefunden hat."”

RTEs sind die in kindlichem Blut und Geweben vorherrschende Subpopulation und
werden bei Erwachsenen deutlich weniger haufig gefunden.'®'® Da RTEs einen
Grol3teil der T-Zell-Population bei Neugeborenen und Kindern ausmachen, wurde ihre
Analyse in dieser Arbeit der Analyse naiver T-Zellen im herkdbmmlichen Sinne

vorgezogen. Als zellularer Marker wurde das Oberflachenmolekul CD31 verwendet.

1.2.3 T-Effektorzellen

Nach der Aktivierung erfolgt eine weitere Differenzierung in spezifische Effektorzellen
sowie Gedachtniszellen. T-Zellen konnen zu unterschiedlichen, einzigartigen und
spezifischen Effektorpopulationen differenzieren, die charakterisiert sind durch das
Profii der von ihnen sezernierten Zytokine und die Expression von
Oberflachenmolekilen.” Gedachtniszellen ermdglichen bei erneutem Kontakt mit dem
gleichen Antigen eine rasche klonale Expansion, d.h. aus den bereits vorliegenden
spezifischen Gedachtniszellen entsteht ein Reservoir spezifischer Effektor- und

Gedachtniszellen.20:21



T-Helfer-Zellen (Th) exprimieren CD4-Molekule auf ihrer Oberflache und erkennen
Antigene auf MHC lI-Molekulen, wohingegen zytotoxische T-Zellen (Tc) CD8-Molekile
tragen und auf die Prasentation von MHC |-Molekulen angewiesen sind.

Grundsatzlich unterscheiden sich Tu-Zellen und Tc-Zellen anhand funktioneller
Gesichtspunkte. Ty-Zellen sind neben der Abwehr von Mikroorganismen vor allem fur
die Initiilerung einer Entzundung bei immunologischen Erkrankungen verantwortlich.
Darlber hinaus sind B-Zellen fur die Produktion hochaffiner Antikorper zur
Bekampfung viraler Erreger auf Tu-Zellen angewiesen. Zytotoxische T-Zellen haben
dahingegen die Aufgabe, Zielzellen antigenabhangig direkt zu téten und dienen somit

vor allem der Abwehr von intrazellularen Krankheitserregern, vor allem Viren.?223

1.2.3.1 CD4+T-Helfer-Zellen

Tw-Zellen differenzieren sich mittels Interleukin (IL)-2-induzierter Proliferation weiter zu
T-Effektorzellen. Diese mussen zur Ausubung ihrer spezifischen Funktionen nicht
mehr Uber kostimulatorische Molekule aktiviert werden. Undifferenzierte Tn-Zellen
konnen sich in Abhangigkeit von dem durch dendritische Zellen produzierten
Interleukin-Milieu zu verschiedenen Subpopulationen entwickeln. In Gegenwart von
IL12 differenzieren die Zellen zu Tu1-, in Anwesenheit von IL4 zu Tu2-Zellen,2425
entsprechend andere Faktoren induzieren die Differenzierung zu Ty17-, TH9-, Th22-
Zellen und Tregs (regulatorischen T-Zellen). Jede Subpopulation sezerniert ganz
unterschiedliche Zytokine.'?23 Obwohl diskutiert wird, dass IFNy-sekretierende Tw1-
Zellen fur die Abwehr intrazellularer Pathogene essenziell und Ty17-Zellen bei Kindern
entscheidend an der mukokutanen Immunitat insbesondere gegen Candida und
Staphylokokken beteiligt sind, wird angenommen, dass ein Gleichgewicht von beiden
optimal ist.22627 Die Produktion von Signalzytokinen wie IL17 scheint bei Kindern
jedoch nicht so eindeutig zu sein wie bei fetalen und neonatalen T-Zellen, welche
verstarkt IL8, IL17 und teilweise auch IL10 exprimieren.?82° So konnte in einer Studie
an ein- bis funfjahrigen Kindern keine erhohte Produktion von IL8 oder IL17 in
verschiedenen Geweben nachgewiesen werden.3°

IL4 produzierende Tn2-Zellen sind wesentlich verantwortlich flr die Bekampfung von
Pilzen und Parasiten und spielen eine wichtige Rolle bei Allergien und Asthma.®' Im
Rahmen der Entwicklung von Immunantworten bei Neonaten und Kindern scheint
unter gewissen Umstanden die Tendenz zu bestehen, Th2-Zytokine wie IL4, IL5 und

IL10 zu produzieren, was auf Kosten der Produktion von Th1-Zytokinen wie IFNy, IL2



und TNFa geht. Die verminderte Sekretion von IFNy scheint durch eine vermehrte
Transkription und Produktion von IL4 bedingt zu sein.?*32

Tr9-Zellen wurden einerseits im Zusammenhang mit inflammatorischen Erkrankungen
wie Allergien, Asthma und Neurodermitis gefunden, anderseits sind Mechanismen
beschrieben, in denen TH9-Differenzierung und TH9-Zellen eine Rolle in der Tumor-
Immunologie spielen.?33* Ty22-Zellen als terminal differenzierte und sehr spezialisierte
T-Helferzellen sekretieren IL22 und dienen der Protektion und Modulation von
entziindetem oder geschadigtem Gewebe.3® Trgs haben einen wichtigen Anteil an der
Entwicklung von Immuntoleranz und Aufrechterhaltung der Homoostase sowie

Unterdriickung von Autoimmunkrankheiten.®®

Das Gleichgewicht zwischen Tu1-, Th2-, TH17- und Treg-Zellen steht entscheidend
unter dem Einfluss von Zytokinen. Dies hat auch Konsequenzen fur die Art der
Immunantwort, namlich zellular oder humoral. Durch die Sekretion von Zytokinen
durch CD4+ T-Zellen werden weitere Effektorzellen wie beispielsweise CD8+ T-Zellen,
Makrophagen und B-Zellen aktiviert.

Die genauen Ablaufe bei der Differenzierung von T-Helfer-Zellen werden in Abbildung
2 noch einmal ausfuhrlich dargestellt:

T2
Abwehr gegen

— S L4 _ Parasiten, Wiirmer
Allergien, Asthma

undifferenzierte S IFN-y [N Abwehr gegen
T-Helfer-Zelle

IL-1 intrazellulare Pathogene
TGF-R1 T417 \/
) IL-23
Abwehr gegen
-6 ‘ S IL-17 S extrazellulare Bakterien

Autoimmunitat
Krebs
TGF-R’1 Tre

—> TGF-R1 ——>  Immunsuppression
(andere Faktoren?)

Abbildung 2: Modell zur Differenzierung von Tu-Zellen (angelehnt an und verallgemeinert nach ,T-
helper-cell differentitaion*").



Verschiedene, von dendritischen und anderen Zellen produzierte Interleukine initiieren die
Differenzierung von T-Helfer-Zellen in Richtung von Tu1- und Tu2-Zellen. Undifferenzierte T-Zellen
werden in Anwesenheit von IL12 zu Tw1-Zellen, deren Hauptzytokin IFNY ist und welche vorwiegend
der Abwehr intrazellularer Zytokine dienen. Bei Anwesenheit von IL4 findet eine Differenzierung in
Richtung von Tu2-Zellen statt, die dann mittels eigener Produktion von u.a. IL4 entscheidend fir die
Abwehr von Parasiten und Wirmer sind und somit eine maf3gebliche Rolle bei Allergien und Asthma
spielen. Entscheidend fur die jeweilige Differenzierung ist auch das Vorliegen spezifischer Signal
Transducers and Activators of Transcription (STAT)-Molekile und Transkriptionsfaktoren (GATA-3, T-
bet, Foxp3). Bei Entziindungsreaktionen wird durch TGFR-1 und IL6 eine Entwicklung zu Tu17-Zellen
induziert. Diese Entwicklung wird wiederum durch die von Tu1- und Tu2-Zellen sezernierten Zytokine,

IFNy und IL4, inhibiert. TGFR-1 allein kann durch die Induktion des Transkriptionsfaktors FOXP3 naive
T-Zellen in Richtung von regulatorischen T-Zellen differenzieren, eine Entwicklung, die ihrerseits durch
IL6 gehemmt wird. Regulatorische T-Zellen produzieren immunsuppressive Zytokine (TGFR-1, IL10)
und antagonisieren IL2, sodass eine negative Regulierung von Immunantworten erfolgt.

1.2.3.2 CD8+ zytotoxische T-Zellen

Bei Infektionen und Entzindungen ist die Expansion von CD8+ T-Zellen deutlich
ausgepragter als die von CD4+ T-Zellen. Dies ist darauf zuriackzufuhren, dass CD8+
T-Effektorzellen durch Perforin- und Granzym B-Sekretion infizierte Zellen abtoten und
nicht wie CD4+ T-Zellen ihre Funktion Uberwiegend durch Zytokinsekretion erfullen.
Auch erfordert die Differenzierung einer naiven CD8 T-Zelle zu einer zytotoxischen
CD8+ T-Zelle eine hohere kostimulatorische Aktivitat als die einer naiven CD4 T-Zelle.
Bei manchen Virusinfektionen ist die Aktivierung reifer dendritischer Zellen, welche
eine ausgepragte intrinsische kostimulatorische Aktivitat haben, ausreichend, um
CD8+ T-Zellen zur Proliferation und Differenzierung zu verhelfen. Aktivierte
zytotoxische T-Zellen sezernieren auch Proteine wie IFNy, wodurch in benachbarten
Zellen die Expression von MHC-I-Proteinen gefordert wird, sodass vermehrt
intrazellular abgebaute Peptide prasentiert und von zytotoxischen T-Zellen erkannt
werden. Hierdurch erfolgt eine Verstarkung der Immunantwort.'0-37

CD8+ T-Zellen sezernieren ebenfalls, wenn auch in geringerem Umfang, Zytokine.
Analog zu CD4+ T-Zellen ist das erste Zytokin, welches nach Antigenkontakt
produziert wird, IL2. Auch die Produktion von IFNy, TNFa, IL6 und IL17 wird
beschrieben.3®

Es wird angenommen, dass CD8+ T-Zell-Antworten erst ab dem Alter von zwei Jahren

adaquat generiert werden.®®



1.2.4 T-Gedachtniszellen

Es wird davon ausgegangen, dass zur Geburt alle T-Zellen in der Peripherie naiv sind.
Erst durch die fortlaufende Antigenprasentation im Laufe der Kindheit kommt es zur
zunehmenden Entwicklung von Gedachtniszellen. Die am starksten ausgepragte
Zunahme findet wahrend der ersten zehn Jahre statt.*

Die Entwicklung eines immunologischen Gedachtnisses ist das entscheidende
Markenzeichen des angeborenen Immunsystems. Die Ausbildung von
Gedachtniszellen fuhrt nach einer Uberstandenen Infektion zum Zustand der
Immunitat; sekundare Reaktionen auf ein bekanntes Antigen werden durch
Gedachtniszellen induziert. Sie sind mafigeblich fur einen nachhaltigen und effektiven
Schutz gegen Infektionen mit intrazellularen Pathogenen in peripheren Geweben und
bekampfen Antigene bei erneutem Kontakt in sekundaren Lymphorganen.4'42 Es wird
angenommen, dass Gedachtniszellen in der Lage sind, sich bei erneutem
Antigenkontakt wiederum zu hochfunktionalen Effektorzellen differenzieren zu
konnen.'®3” Durch diesen Mechanismus ist es maoglich, mit der gezielten
Verabreichung von Antigenen im Rahmen einer Impfung ein immunologisches
Gedachtnis und somit einen Schutz vor dem krankheitsauslosenden Pathogen zu

schaffen.4143

Es werden verschiedene Arten von Gedachtniszellen mit jeweils spezifischen
Funktionen beschrieben. Nach einem Modell von Farber*® wird eine progressive
Differenzierung angenommen, indem sich abhangig vom Ausmal® der
Antigenprasentation aktivierte naive T-Zellen nacheinander zu stammzellahnlichen
Gedachtniszellen (Tscv), zentralen Gedachtniszellen (Tcm, central memory) und
Effektor-Gedachtniszellen (Tem, effector memory) entwickeln, welche als Vorstufen
von T-Effektorzellen dienen. Sogenannte CCR7+, CD62L+ zentrale Gedachtniszellen
(Tcm, central memory), welche in sekundaren Lymphorganen ansassig sind und nur
wenig direkte Effektorfunktionen haben, stehen CCR7-, CD62L- Effektor-
Gedachtniszellen (Tem, effector memory) gegenuber, welche an den Ort der
Entzindung in periphere Gewebe auswandern und unmittelbare Effektorfunktionen
aufweisen. Letztere haben wenig proliferative Kapazitat, wohingegen Tcwm bei
Antigenkontakt rasch proliferieren und sich zu hochfunktionalen Effektorzellen
differenzieren  konnen.3844  Effektor-Gedachtniszellen  (Tem), welche nach



Antigenkontakt umgehend agieren und das eindringende Pathogen bekampfen
konnen, liegen allen T-Zell-generierten Impfkonzepten zugrunde.*

1.2.5 Multifunktionale T-Zellen

Das Ausmald der Funktionen von T-Zellen umfasst neben der Fahigkeit zur
Proliferation das Anlocken anderer Immunzellen durch die Sezernierung von
Chemokinen (chemotaktisch-wirkende Zytokinen) sowie das Abtoten infektioser Zellen
durch Zytolyse liber Zytokine.*® Je nach sezerniertem Zytokinmuster entstehen somit
funktionell unterschiedliche T-Zell-Subpopulationen, welche die Qualitat der T-Zell-
Antwort bestimmen. Die T-Zell-Qualitat wiederum ist maf3geblich fur den Ablauf von
Infektionen. Es wird angenommen, dass bei einer Immunantwort der beste protektive
Schutz gegen Infektionen von sogenannten multifunktionalen T-Zellen ausgeht, d.h.
Zellen die gleichzeitig mehrere Zytokine produzieren, welche sich durch eine
bestimmte Kombination an Effektorfunktionen auszeichnen und ein groReres
Uberlebenspotenzial aufweisen.

Nach Seder kann die Differenzierung zu multifunktionalen T-Zellen modellhaft als
linearer Prozess dargestellt werden, in welchem die Zellen mit jeder Entwicklungsstufe
an Funktionalitat dazugewinnen, bis sie das fur sich optimale Effektorstadium erreicht
haben (Abbildung 3A). Dieses Stadium hochster Funktionalitat kann beispielweise fur
Tru1-Zellen durch die simultane Sekretion von IFNy, IL2 und TNFa gekennzeichnet
sein. Ein Fortbestehen der Stimulation fuhrt zu einem Ruckgang der Zytokinproduktion
und somit Funktionalitit der T-Zelle, diminuiert ihr Uberlebenspotential als
Gedachtniszelle und resultiert in kurzlebigen, terminal-differenzierten Effektorzellen
und schlieRlich in Apoptose.*6

Die Differenzierung zu multifunktionalen CD8+ T-Zellen folgt nach Seder einem
ahnlichen Modell (Abbildung 3B). Bei Stimulierung durch Antigenprasentation
entwickeln sich naive CD8+ T-Zellen zu aktivierten Effektorzellen, welche sich bei
weiter andauernder Stimulierung durch die simultane Sekretion mehrerer Zytokine
auszeichnen konnen, bis sie schlieBlich zu terminal differenzierte Effektorzellen
werden, welche an Funktionalitat einbufRen und schliel3lich in die Apoptose ubergehen.
Das Ausmal} und die Dauer der Antigenprasentation sind entscheidend fur die Qualitat
der T-Zell-Antwort und somit fur die funktionelle Kapazitat der T-Zellen. Als optimaler

Stimulus zur Ausbildung langlebiger, hochfunktionaler T-Zellen wird eine hohe
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Antigenkonzentration Uber einen begrenzten Zeitraum angenommen, wie sie sich

beispielsweise bei akuten viralen Infektionen findet.3”

(A)
multi-
funktional
- L /23\
/V \‘/// \\‘ / \\ /\
L2+ 1+ —> Apoptose
~ " TN \;‘/2_,_\‘/
Naive CD4+ \/
T-Zelle
Uberlebenspotential als
Gedachtniszelle
‘ | Effektorfunktion
Differenzierung i
(B)
- m
——————— _—— nd ‘ 2+ \
. L ~.- KJ 1+ | — Apoptose
Naive CD8+ \ - ol
T-Zelle Ta

aktivierte
T-Effektorzelle

Anmerkung: 1+ Einfach-Produzenten, 2+ Doppel-Produzenten, 3+ Tripel-Produzenten oder
multifunktionale T-Zellen.

Abbildung 3: Modell zur Differenzierung multifunktionaler T-Zellen (angelehnt an und
verallgemeinert nach ,Models for effector and memory T-cell differentitation®®).

(A) CD4+ T-Zell-Differenzierung kann als linearer Prozess verstanden werden, bei welchem die
optimale Aktivierung zur progressiven Zunahme an Funktionalitdt der T-Zellen fihrt und schlielich in

der Ausbildung multifunktionaler T- Zellen (z.B. IFNy/TNFo/IL2-Produzenten) resultiert, die sich durch
eine erhdhte Effektorfunktion und ein gesteigertes Uberlebenspotential auszeichnen. Die weitere
Stimulation der Zellen bewirkt, begleitet vom Verlust an Funktionen, die terminale Differenzierung mit
anschlieRendem Zelltod.

(B) Zwei Modelle zur Differenzierung von CD8+ T-Zellen werden gezeigt, lineare Differenzierung wird
durch schwarz-gestrichelte Pfeile, vordeterminierte Zellabstammung durch rot-gestrichelte Pfeile
dargestellt. Stimulierung naiver CD8+ T-Zellen fiihrt somit zu deren Differenzierung zu aktivierten T-
Effektorzellen, die mehrere Zytokine gleichzeitig produzieren kénnen. Ebenso wie bei CD4+ T-Zellen
fuhrt auch bei CD8+ T-Zellen eine fortbestehende Stimulation der Zellen zu terminaler Differenzierung
und schlieBlich zur Apoptose.
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Die Differenzierung von T-Zellen in funktionelle Subpopulationen ist maf3geblich fur die
Qualitat der T-Zell-Antwort, welche Uber den Verlauf von Infektionen entscheidet. Fur
den protektiven Schutz multifunktionaler CD4+ und CD8+ T-Zellen werden vielfaltige
Mechanismen angenommen. Auf die einzelne Zelle gesehen produzieren
multifunktionale Zellen mehr IFNy. Zudem zeigen T-Zellen, die gleichzeitig IFNy und
TNFo sezernieren, ein hoheres zytolytisches Potential als die, die lediglich IFNy
produzieren.*’48 Darliber hinaus wird angenommen, dass durch die IL2 Sekretion die
autokrine und parakrine Ausbreitung von T-Zellen initiert wird, was die
Gedachtnisfunktion von CD8+ T-Zellen verstarken konnte.''-4°
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1.3 Adenoide

1.3.1 Klinische Symptomatik bei hypertrophierten Adenoiden
Die Tonsilla pharyngea (Rachenmandel, Adenoide) besteht aus lymphoepithelialem
Gewebe und gehort zu den sekundar lymphatischen Organen. lhre Lage im
Nasopharynx direkt hinter den Choanen der Nase pradisponiert sie zu einer kritischen
Position im oberen Respirationstrakt des Menschen, sie hat aufgrund ihrer
anatomischen Lokalisation den ersten Kontakt mit den durch die Nase inhalierten
Antigenen. Die Aufgabe dieser unpaaren Tonsille besteht in der Infektabwehr. Sie stellt
eine Barriere fur Krankheitserreger dar, welche vorwiegend Uuber die
Nasenschleimhaut in den Rachen gelangen.®® Im Rahmen des Erwerbs kindlicher
Immunkompetenz kann es in den ersten Lebensjahren zu einer Vergrof3erung
(Hypertrophie) kommen, welche als Adenoide Vegetation bezeichnet wird. Die
Vermehrung des lymphatischen Gewebes ist per se noch nicht als pathologisch zu
betrachten, sondern spiegelt vielmehr die immunologische Aktivitat wider. Eine
Erkrankung liegt erst dann vor, wenn die Hypertrophie klinische Symptome nach sich
zieht. Hierbei spielt das konstitutionelle Verhaltnis zwischen Gro3e des Nasopharynx
und Adenoiden eine wichtige Rolle. Vergrolerte Adenoide kdnnen zu einer starken
Behinderung der Nasenatmung fuhren, welches klinisch vor allem den kindlichen
Schlaf beeintrachtigen kann.>!
Bisher wird angenommen, dass die adenoide Hypertrophie auf rezidivierende Infekte
und somit das Auseinandersetzen des kindlichen Organismus mit infektiosen Agenten
und Allergenen zurlckgeht. Die Verlegung des Nasenrachenraums kann daruber
hinaus eine erhohte Anfalligkeit fur Infekte der oberen Atemwege nach sich ziehen.
Mangelnde Ventilation und Drainage der Nasennebenhohle sowie aszendierende
bakterielle Entzindungen konnen bei simultan bestehenden entziundlichen Prozessen
des adenoiden Gewebes rezidivierende bzw. chronische Rhinosinusitiden nach sich
ziehen. Die standige Mundatmung kann zu einem Etagenwechsel mit Entstehung von
Laryngitis, Tracheitis oder Bronchitis fiihren.52
Aulerdem kann die Obstruktion des pharyngealen Ostiums der Tuba auditiva und die
daraus resultierende Beluftungsstorung neben einem Paukenerguss auch haufige
Mittelohrentziindungen bedingen.535* Fiir diesen Folgeprozess ist jedoch weniger die
GroRe der Rachenmandel bedeutend, da es nur selten zu einer direkten
mechanischen Blockade durch das Adenoid kommt. Vielmehr scheint die chronisch
bestehende Adenoiditis ein pathogenes Keimreservoir darzustellen und dadurch
13



rezidivierende bzw. chronische Otitiden zu beginstigen und zu induzieren.5%5¢
Gleichzeitig kann die mangelnde Tubenventilation zu einer
Schallleitungsschwerhdrigkeit fuhren, welche bei langerem Vorliegen besonders in
den ersten drei bis vier Lebensjahren ihrerseits Sprachentwicklungsverzogerungen zur

Folge haben kann.®’

1.3.2 Diagnostik

Die Diagnose einer adenoiden Hypertrophie kann aufgrund der 0.g. charakteristischen
Symptomatik zumeist bereits durch die typische Klinik gestellt werden, welche sich
durch Mundatmung, nasale Sprache, nachtliches Schnarchen, rezidivierende Infekte
sowie Horminderung und teils Sprachentwicklungsverzogerung darstellt. Die klinische
Untersuchung enthalt eine Inspektion der Nase und des Rachens, wobei zur
Beurteilung von Form und GrolRe der Adenoide eine posteriore Rhinoskopie bzw.
Endoskopie mit einer dinnen Optik notig ware. Auf diese wird im klinischen Alltag
uberwiegend verzichtet, da sie von den zumeist noch sehr kleinen Kindern in der Regel

nicht toleriert wird.%8%°

An apparativen Untersuchungen erfolgt eine ohrmikroskopische Untersuchung der
Trommelfelle, welche bereits erste Hinweise auf einen Paukenerguss liefern kann. Zur
Funktionsdiagnostik des Schallleitungsapparates wird eine Tympanometrie
durchgefuhrt, welche durch ein abgeflachtes Tympanogramm das Vorliegen eines
Paukenergusses nachweist. Dieses Untersuchungsverfahren gehort  zur
Impedanzaudiometrie und ermdglicht indirekt die Messung der Funktion der Tuba
auditiva.’® Zusatzlich werden transitorisch evozierte otoakustische Emissionen
(TEOAES) abgeleitet, um die Funktion der auf3eren Haarzellen in der Horschnecke zu
prufen. Bei vorliegendem Paukenerguss kann es vorkommen, dass der Schall die
Haarzellen nicht erreicht, also keine TEOAESs ableitbar sind. Nach erfolgter Operation
mit Paukendrainage sind die Emissionen meistens wieder nachweisbar, was ein
Zeichen dafir ist, dass das Kind hort.5' Bei alteren Kindern ab ungefahr finf Jahren,
die bereits aktiv bei einer Untersuchung mitarbeiten konnen, wird anstelle des
Ableitens otoakustischer Emissionen ein Sprach- oder Reintonaudiogramm
durchgefuhrt. Zur Horschwellenbestimmung oder bei unkooperativen Patienten, bei
denen der Verdacht auf eine Schwerhorigkeit besteht, gibt es zudem die Moglichkeit,
intraoperativ eine Hirnstammaudiometrie (BERA, brainstem-evoked response
audiometry), durchzufiihren.5?
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1.3.3 Therapie

Eine etablierte konservative Therapie zur Behandlung Adenoider Hypertrophie existiert
nicht. Mit zunehmendem Alter fuhrt die VergroRerung des Nasen-Rachen-Raums zu
einem deutlichen Ruckgang der Symptomatik, da es aufgrund des veranderten
Grolenverhaltnisses durch das hypertrophierte Adenoid nicht mehr so schnell zu einer
mechanischen Blockade und vor allem weitaus weniger haufig zu den dadurch
verursachten Infekten der oberen Atemwege oder des Mittelohres kommt. Somit

erscheint ein abwartendes Verhalten bei weniger ausgepragten Fallen gerechtfertigt.

Eine konservative Behandlung der Sekundarinfektionen ist ebenfalls moglich. Bei
Paukenerguss kann ein konservativer Therapieversuch zur Verbesserung der
BelUftung des Mittelohrs durch abschwellende Nasentropfen und Mandver mit
Druckausgleich wie nasales Aufblasen eines Ballons erfolgen.5°

Die einzig kausale Therapie bleibt jedoch die operative Entfernung des
hypertrophierten Adenoids. Eine Adenotomie wird in Inhalationsnarkose durchgefuhrt.
Mittels eines Beckmannschen Ringmessers wird das komplette Adenoid ausgeschabt.
Bei gleichzeitig bestehendem Paukenerguss erfolgt zusatzlich eine Parazentese bzw.
die Einlage eines Paukenrbhrchens zur Drainage. Die Auswahl der Art der
Paukenrohrchen erfolgt je nach intraoperativem Ohrenbefund. Dauerrohrchen aus
Titan kdénnen bis zu einem Jahr im Trommelfell verbleiben und somit die langfristige
Drainage sicherstellen.

Da keine Nachteile der Adenotomie auf die Immunabwehr bei Kindern nachgewiesen
sind, der klinische Nutzen bei zum Teil sehr ausgepragter Symptomatik aber groR} ist,
wird der Eingriff auch schon bei Kleinkindern durchgefuhrt. Der Haufigkeitsgipfel liegt

zwischen dem zweiten und sechsten Lebensjahr.®3
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1.4 Zielsetzung

Eine Hypertrophie der Adenoide wird auf rezidivierende Infektionen und somit
wiederholte Antigenprasentation zuruckgefuhrt, welche eine T-Zell-Antwort auslost.
Die altersentsprechend zugrundeliegenden T-Zell-Antworten sind nur unzureichend
bekannt.®* Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt daher auf der Untersuchung der T-Zell-
Differenzierung und insbesondere dem Nachweis multifunktionaler T-Zellen in
Adenoiden von Kindern. Multifunktionale T-Zellen werden mit einem besseren Schutz
vor drohenden Krankheitserregern und der schnellen Abwehr von Infektionen
assoziiert. Uber die Fahigkeit auch junger Kinder, multifunktionale T-Zellen zu bilden,
ist bislang wenig bekannt, sodass sich durch das sehr junge Patientenkollektiv dieser

Studie ein besseres Verstandnis davon erhofft wurde.

Anhand von verschiedenen Farbungen und anschlieRender durchflusszytometrischer
Messungen soll neben einem quantitativen Vergleich von verschiedenen
Differenzierungsstufen der T-Zellen vor allem die Koproduktion von IL2, IL17, IFNy und
TNFa in CD4+ und CD8+ T-Zellen untersucht werden. Es soll ferner Uberpraft werden,
welche Unterschiede hierbei je nach fuhrender klinischer Symptomatik bestehen und
ob sich eine Alterskorrelation herstellen Iasst. Akute und chronische Infektionen als
mogliche Einflussfaktoren auf die T-Zell-Differenzierung wurden ebenso betrachtet wie
etwaige, durch das steigende Alter induzierte Veranderungen im Rahmen der
allgemeinen Entwicklung und Ausbildung des kindlichen Immunsystems.

Ausblickend soll mit verbessertem Verstandnis der Qualitat der T-Zell-Antwort bei
Kleinkindern und Kindern Uberlegt werden, ob bestimmte funktionelle T-Zellen die
Anfalligkeit fur Infektionen in der fruhen Kindheit beeinflussen konnen. Darauf
aufbauend gilt zu erortern, ob die Hypertrophie der Adenoide zwangslaufig als
pathologisch einzustufen ist oder ob die zugrundeliegenden Mechanismen notwendig

fur die Entwicklung des Immunsystems bei Kindern sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

21.1 Gerate
Brutschrank Heraeus, Hanau
Einfriercontainer Cryo 1°C (Mr. Frosty) Thermo Fisher Scientific, Waltham USA
FACS Canto Il (3-Laser, 8 Color/4-2-2)  BD Biosciences, Heidelberg

Mikroskop, CKX41 Olympus, Japan

Pipetten Greiner BioOne, Frickenhausen
Pipettenspitzen Greiner BioOne, Frickenhausen
Rollen-Mischgerat RM5 Karl Hecht GmbH, Sondheim
Sicherheitswerkbank, Hera Safe Heraeus, Hanau

Tiefkuhler (-80°C), Hera freeze Heraeus, Hanau

Vortexgerat MS3 basic IKA, Staufen

Vortexer (MS1 Minishaker) IKA, Staufen

Wasserbad Memmert, Schwabach
Zellzahlgerat (Cell Dyn) Abbott Diagnostics, Chicago, USA
Zentrifuge, Biofuge fresco Heraeus, Hanau

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R Heraeus, Hanau

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
Die angegeben Materialen stammen, wenn nicht anders angegeben, von der Firma

Cellstar Greiner Bio One, Frickenhausen.

Einmalhandschuhe Peha-Soft Hartmann, Heidenheim

5 ml FACS-Rohrchen VWR International GmbH, Dresden
20ml Falcon-Rohrchen BD Biosciences, San Jose, USA
Kanulen 30 G1/2, 0,3 mm x 13 mm BD Biosciences, San Jose, USA

Kryokonservierungsrohrchen

Petrischalen

30 uM Praseparationsfilter Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
15 ml Polypropylen-Rohrchen

50 ml Polypropylen-Roéhrchen
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0,5 ml Reaktionsgefale
1,5 ml Reaktionsgefalie

Spritzen (2 ml, 5 ml, 10 ml) BD Biosciences, Heidelberg
Zellkulturplatten, rund, (96-Loch) STARLAB GmbH, Hamburg
70 um Zellsieb Falcon, Austin Texas, USA

2.1.3 Puffer und Medien
Die Chemikalien und Reagenzien fur die verwendeten Puffer und Medien stammen

von den unten aufgefuhrten Firmen.

Einfriermedium 10% DMSO in FCS
Paraformaldehyd (2%) 5 ml 4% PFA

5 ml PBS/BSA
PBS/BSA 0,2% BSA

in 500 ml PBS
Saponin (5%) 10 g Saponin

in 200 ml PBS/BSA

5 ml 5% Saponin
Saponin (0,5%) in 45 ml PBS/BSA

Zellkulturmedium 10% FCS (hitzeinaktiviert 1h 56°C)
100 U/ml  Penicillin
100 pg/ml  Streptomycin
in 500 ml X-Vivo-15 Medium

2.1.4 Chemikalien und Losungen

Brefeldin A Sigma-Aldrich, Steinheim
BSA Karl Roth, Karlsruhe
DMSO PAN Biotech GmbH, Aidenbach

18



FCS
Ficoll

Fixierlosung 2% Paraformaldehyd

lonomycin

Penicillin/Streptomycin

PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat)

PBS (W/o Ca?*, Mg?*)

Saponin
X-Vivo-15 Medium

2.1.5 Antikorper

Biochrom GmbH, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco Life technologies, Schwerte
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Lonza, Basel

Die folgenden Antikorper gegen humane Epitope unterteilt in die entsprechenden

Farbepanel wurden fur die Durchflusszytometrie verwendet:

Antikorper Fluorochrome Klon Firma

aCD3 PerCP SK7 BioLegend
aCD45 APC Cy7 H130 BioLegend
aCD4 Pacific blue RPA-T4 BioLegend
aCD8 Brilliant Violet 500 RPA-T8 BioLegend
aCD127 Alexa 488 A019D5 BioLegend
aCD45R0O PE UCHL1 BD Biosciences
aCD31 PE Cy7 WM59 BioLegend
aCD25 APC 2A3 BD Biosciences

Tabelle 1: Oberflachenfarbung 1.

Antikorper Fluorochrome Klon Firma

HLA-DR PerCP L243 BD Biosciences
aCD45 APC Cy7 H130 BioLegend
aCD4 Pacific blue RPA-T4 BioLegend
aCD8 V500 RPA-T8 BioLegend
aCD45RA FITC L48 BD Biosciences
aCD45R0O PE UCHL1 BD Biosciences
aCD31 PE Cy7 WM59 BioLegend
aCD27 APC 0323 BioLegend

Tabelle 2: Oberflichenfarbung 2.
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Antikorper Fluorochrome Klon Firma

aCD3 PerCP SK7 BioLegend
aCD45 APC Cy7 H130 BioLegend
aCD4 Pacific blue RPA-T4 BioLegend
aCD8 V500 RPA-T8 BioLegend
alL2 FITC MQ1-17H12 BioLegend
alL17 PE eBio64DEC17 eBioscience
alFNy PE Cy7 4S.B3 BD Biosciences
oaTNFa APC Mab11 BioLegend

Tabelle 3: Intrazellulare Farbung.

2.2 Methoden

2.2.1 Patientenrekrutierung

Nach vorausgegangenem positivem Votum der Ethikkommission der Otto-von-
Guericke-Universitat Magdeburg (Anlage 1) erfolgte mittels eines Aufklarungsbogens
(Anlage 2) sowie je eines Informationsblatts fur Eltern (Anlage 3) und bereits
lesefahiger Kinder (Anlage 4) die Rekrutierung der Patienten aus dem Kollektiv der
Universitatsklinik fur Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde von August bis Dezember 2011.
In diesem Zeitraum konnten insgesamt 102 Kinder im Alter von ein bis elf Jahren, bei
denen vorher die Indikation zur Adenotomie gestellt worden war, fur die Teilnahme an
der Studie gewonnen werden. Kinder, welche an bekannten Immundefekten oder
genetischen Erkrankungen wie beispielsweise dem DiGeorge-Syndrom litten, wurden
nicht in die Studie aufgenommen. Ein fur die Studie entwickelter Fragebogen (Anlage
5) wurde praoperativ. von den Eltern ausgeflllt, um neben allgemeinen
demografischen Daten wie Alter und Geschlecht des Kindes auch spezifische Fragen
zu krankheitsbezogenen Symptomen zu beantworten. Die erhobenen klinischen
Angaben wurden durch eine fortlaufende Nummerierung anonymisiert.

Eine Einteilung in klinische Gruppen erfolgte anhand dieser anamnestischen Angaben.
Daruber hinaus erfolgte die Erfassung von wahrend des stationadren Verlaufs
erhobenen Daten aus Epikrise und Medico-Systems mithilfe eines standardisierten
Erfassungsbogens (Anlage 6).
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Die gewonnenen Daten wurden mit MS-Excel 2016 erfasst, verwaltet und bearbeitet.
Eine statistische Auswertung wurde mittels GraphPad Prism 6 und SPSS 22
durchgefuhrt.

2.2.2 Gruppeneinteilung

Je nach vorherrschender klinischer Symptomatik zum Zeitpunkt der Operation wurden
die Patienten in drei klinische Gruppen eingeteilt. Der Gruppe 1, in welcher die Kinder
lediglich eine nasale Obstruktion durch die hypertrophierte Tonsilla pharnygea
aufwiesen, wurden zwei Infektionsgruppen gegenubergestellt. Kinder aus der Gruppe
2 wiesen zusatzlich zur Hypertrophie noch rezidivierende oder chronische
Atemwegsinfekte in ihrer Vorgeschichte auf. In der Gruppe 3 lagen dahingegen in der
Eigenanamnese rezidivierende oder chronische Mittelohrentzindungen und
insbesondere ein Paukenerguss vor, welcher zu einer Horminderung und teilweise

sogar zu einer Verzogerung der Sprachentwicklung gefuhrt hatte.

2.2.3 Einteilung in Altersklassen

Ferner wurden Vergleiche je nach Alter der Kinder zum Zeitpunkt der Operation
durchgefuhrt. Die in die Studie eingeschlossenen Patienten waren zwischen einem
und elf Jahren alt. Da nur ein kleiner Anteil des Patientenkollektivs vier Jahre oder alter
waren, wurden die Kinder im Alter von drei Jahren und alter in eine Altersklasse
zusammengefasst. Dementsprechend wurden Einjahrige, Zweijahrige und Kinder im

Alter von drei und alter miteinander verglichen.

2.2.4 Herstellung einer Zellsuspension aus Adenoiden

Die Adenoide wurden operativ mittels Beckmannschen Ringmessers ausgeschalt und
in PBS-BSA-Puffer gegeben. Alle folgenden Arbeitsschritte erfolgten unter sterilen
Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank. Zur Generierung einer mononuklearen
Zellsuspension (MZ) aus dem Adenoiden Gewebe wurde dieses zunachst mit Hilfe des
Stempels einer 2ml Spritze durch ein 70um Zellsieb gerieben, in ein 50ml
Polypropylen-Rohrchen tberfuhrt und mit 20ml PBS-BSA gewaschen. Anschliel3end
wurde die Zellsuspension bei 300xg (Multifuge Heraeus S-R) fur funf Minuten bei
Raumtemperatur (RT) zentrifugiert. Nach anschlieRender Resuspension der Zellen mit
PBS-BSA wurden diese zum Entfernen von Zellklumpen durch einen
Praseparationsfilter (30um) gegeben. Die Zellzahlung erfolgte mit einem

hamatologischen Analysegerat (Cell Dyn).
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2.2.5 Einfrier- und Auftauprozess

Aufgrund des hohen Arbeitsaufwandes wurden 1-5x107 Zellen in 1ml Einfriermedium
(10% DMSO in FCS) in 2ml Kryorohrchen bei -80°C kryokonserviert. Die Zellen
wurden fur bis zu drei Tage in einem Einfriercontainer bei -80°C gelagert, sodass durch
eine Kuhlgeschwindigkeit von 1°C/min ein schonender Einfrierprozess gewahrleistet
werden konnte. AnschlieRend wurden die Zellen in regulare Aufbewahrungsboxen
uberfuhrt. Zur spateren Bearbeitung erfolgte dann das Auftauen der Zellen durch
Schwenken im Wasserbad bei 37°C. Die Zellen wurden zweimal mit 10ml X-Vivo-15
Medium gewaschen, zentrifugiert (300xg, Multifuge Heraeus S-R) und im Anschluss
erfolgte die Zellzahlbestimmung mit dem hamatologischen Analysegerat (Cell Dyn).
Die Zellen wurden auf 5x10%/ml mit X-Vivo-15 Medium eingestellt, in 96-Loch-Platten
uberfuhrt (200ul/Loch) und bei 37°C uUber Nacht ruhen gelassen.

2.2.6 Durchflusszytometrie (FACS)

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kann gleichzeitig der Phanotyp und die
Effektorfunktionen von T-Zellen analysiert werden. Somit kdnnen zwischen CD4 und
CD8 Effektor- und Gedachtniszellen unterschieden sowie deren Effektorfunktionen,
wie die Koproduktion verschiedener Zytokine, analysiert werden. Durch Anwendung
des Bool'schen Gatings (siehe unten) konnen die verschiedenen

Zytokinkombinationen, die simultan produziert werden, dargestellt werden.

2.2.6.1 Oberflachenfarbung

Fur die Phanotypisierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen wurden unstimulierte Zellen
verwendet. Zur Analyse der Oberflachenexpression verschiedener Antigene wurden
die Zellen in PBS-BSA aufgenommen und fur funf Minuten bei 300xg (Multifuge3 S-R,
Heraeus) zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurden 1x108 Zellen mit
Fluorochrom-gekoppelten Antikorpern (siehe Tabelle 1 bzw. 2) in je 60ul PBS-BSA-
Puffer resuspendiert und 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die
Zellen mit 5ml PBS-BSA-Puffer gewaschen und zentrifugiert (300xg; Multifuge
Heraeus S-R). Zum Messen der Proben am FACS Canto |l wurden die Zellen in 200l
PBS-BSA-Puffer aufgenommen. Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte mit der
Diva 6- (BD Biosciences, Heidelberg) und FlowJo 7-Software (Treestar).
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2.2.6.2 Intrazellulare Farbung

2.2.6.2.1 Stimulation der Zellen

Die Zytokinproduktion (IL2, IL17, IFNy, TNFa) in den T-Zellen nach PMA/lonomycin
Stimulation wurde intrazellular mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die
entsprechenden Zellkulturen wurden fur sechs Stunden mit 10ng/ml PMA und 1ug/ml
lonomycin in Anwesenheit von 5ug/ml Brefeldin A stimuliert. Durch die Stimulation mit
PMA und lonomycin sollten die Zellen zur Produktion verschiedener intrazellularer,
proinflammatorischer Zytokine angeregt werden. Brefeldin A unterbindet den
Transport von Proteinen vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat,

wodurch es zu einer Akkumulation der zu untersuchenden Zytokine in der Zelle kommt.

2.2.6.2.2 Fixierung und Farbung

Fir die intrazellulare Farbung wurden ca. 1x10° Zellen pro Ansatz (1 Loch) eingesetzt.
Die Farbung erfolgte in einer 96-Loch-Platte. Die Zellen wurden zunachst mit 2%
Paraformaldehyd fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln fixiert. Anschlie3end
wurden die Zellen mit PBS-BSA und im Anschluss mit einer 0,5%igen Saponin-Losung
(Permeabilisierungslosung) gewaschen und zentrifugiert (Multifuge, sieben Minuten,
400g). Es wurde hierbei ausgenutzt, dass durch Saponin Locher in der Zellmembran
entstehen, welche das Eindringen der Antikorper in die Zelle ermoglichen. Der
entsprechende Antikorpercocktail (siehe Tabelle 3) in 50 ul 0,5%igen Saponin wurde
auf die Zellen pipettiert, fur 20 Minuten bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert.
Im Anschluss wurden die Zellen zentrifugiert (400 g, fUnf Minuten, Multifuge, Heraeus),
mit PBS-BSA gewaschen und erneut zentrifugiert (400 g, funf Minuten, Multifuge,
Heraeus). Der Uberstand wurde entfernt, die Zellen in 200 yl PBS-BSA resuspendiert
und in FACS-R6hrchen uberfuhrt. Die Messung erfolgte direkt im Anschluss am FACS-
Canto Il.
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2.2.6.3 Durchflusszytometrische-Analyse

FUr die durchflusszytometrischen Messungen wurde das FACS-Canto Il (Beckton-
Dickinson), ausgestattet mit drei Lasern und der Moglichkeit, acht verschiedene
Fluoreszenzen gleichzeitig zu messen, verwendet. Die Aufnahme der FSC- und SSC-
Signale werden linear, die Fluoreszenzsignale in logarithmischer Verstarkung

aufgenommen.

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnen Zellen, welche zuvor mit Fluorochrom-
Antikorperkonjugaten oder mit fluoreszenten Substanzen markiert wurden, auf
Einzelzellebene nachgewiesen werden. Die einzeln markierten Zellen passieren
nacheinander einen hydrodynamisch fokussierten Flussigkeitsstrom durch drei
Laserstrahlen. Die Laser regen hierbei die Fluoreszenzfarbstoffe an, wobei je nach
Farbstoff verschiedene spezifische Wellenlangen emittiert werden. Dieser Prozess ist
fur jeden Fluoreszenzfarbstoff spezifisch. Das von den Fluoreszenzfarbstoffen
emittierte Licht wird von acht verschiedenen Fotodetektoren gemessen, die hinter
sogenannten ,Band-Pass-Filtern® installiert sind. Hierdurch ist gewahrleistet, dass

jeder Detektor nur Licht bestimmter Wellenlangenbereiche misst.®®

Folgende Wellenlangen und Fluorochrome wurden bei den Messungen mit dem FACS

Canto Il verwendet:

Laser (Wellenlange) Verwendete Fluorochrome
Violett 405 nm Pacific blue

Blau 488 nm PerCp, FITC, PE, PE-Cy7
Rot 633 nm APC, APC-Cy7, V500

Tabelle 4: Ubersicht iiber verwendete Laser und Fluorochrome.

Fir die Bestimmung verschiedener Effektorfunktionen der Zellen ist die Messung von
acht Parametern gleichzeitig von Vorteil. In unseren Farbungen wurden mindestens
vier Parameter (Oberflachenmolekule) verwendet, um die verschiedenen T-Zellen zu
charakterisieren. So konnten uber das Molekul CD3 alle T-Lymphozyten markiert und
weiter eine Unterscheidung in CD4+ und CD8+ Zellen vorgenommen werden. Mit Hilfe
der CD45RA, CD45R0O Molekule u.a. konnte die Unterteilung in naive, Effektor- und
Gedachtnis-T-Zellen nachvollzogen werden. Weitere intrazellulare Parameter
ermoglichten die genauere Charakterisierung der Effektorfunktionen der T-Zellen (z.B.
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Zytokinproduktion).4® Mittels durchflusszytometrischer Messungen konnten auf diese
Weise eine Vielzahl von intrazellularen- und Oberflachenmolekilen, welche als
Surrogat-Marker dienten, auf der Ebene einer einzelnen Zelle analysiert werden.
Durch kein anderes Verfahren kann die Heterogenitat der einzelnen Komponenten des

Immunsystems so gut dargestellt werden.®®

2.2.6.4 Gating

Die aufgenommenen Zellen wurden zunachst im FSC (forward scatter) gegenuber
SSC (side scatter) entsprechend ihrer GroflRe, Oberflachenstruktur und Granularitat
dargestellt. Zur Betrachtung der jeweils in Frage kommenden Zellen und um
Zelltrimmer und tote Zellen auszugrenzen, mussten mittels Gating die entsprechende
Zellpopulation markiert und eingegrenzt werden (Gate). Es gibt zwei Moglichkeiten des

Gatings, hierarchisches und Bool'sches Gating.

Beim hierarchischen Gating werden zur Betrachtung der jeweiligen Zellpopulationen
sogenannte Gates (eine definierte Region) festgelegt: Gates werden um Zellen mit
gleichen Eigenschaften gesetzt (Subpopulation), auf diese Weise ist eine weitere
Betrachtung und Untersuchung der selektierten Zellen moglich. Gleichzeitig konnen
damit lebende Zellen von Zelltrimmern getrennt werden. Durch Gating wird somit
entschieden, welche Zellen weiter analysiert werden und welche nicht. Es werden
Eltern- und Tochter-Gates unterschieden. Jedes Eltern-Gate kann jedoch auch
mehrere Tochter-Gates enthalten. Gating kann wieder und wieder auf ausgewahlte
Zellpopulationen angewandt werden, um eine noch genauere Unterscheidung bzw.

Charakterisierung der Zellen vorzunehmen 5768

Im Vergleich zum hierarchischen oder sequenziellen Gating gibt es ferner die
Moglichkeiten des Bool’'schen Gatings. Bool'sches Gating wird auch als logisches
Gating bezeichnet. Mit Hilfe der Bool’'schen Optionen ,and®, ,or" und ,not* kdnnen
innerhalb der durch hierarchisches Gating erzeugten Tochter-Gates Subpopulationen
gezeigt werden, welche zum Beispiel a und b, x oder y aber nicht z exprimieren. In
dieser Arbeit wurden somit T-Zell-Subpopulationen analysiert, die ein spezifisches
Zytokinmuster aufweisen. Die untersuchten Subpopulationen exprimieren entweder
nur ein Zytokin (IL2, IFNy, TNFa, IL17) oder koexprimieren zwei, drei oder vier dieser

Zytokine gleichzeitig.5°
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2.2.6.5 Gating Strategie

Fiar die Analyse der multifunktionalen T-Zellen wurden die durchflusszytometrischen
Rohdaten in die FlowJo Software 7.6.5 (Treestar Inc. San Carlos) transferiert und mit
Hilfe der hierarchischen Gating-Strategie und dem Boole’schen algebraischen
Verfahren ausgewertet.

2.2.6.5.1 Phanotypisierung von CD4+ und CD8+ T-Zellen

Wie in Abbildung 4 veranschaulicht, wurden mit Hilfe der FSC-Height (FSC-H) vs.
FSC-Area (FSC-A) Darstellung in einem Pseudocolour Dot-Blot die Einzelzellen
markiert. CD45 exprimierende Leukozyten wurden dann in CD4+ und CD8+ T-Zellen
unterteilt und weiter analysiert. Innerhalb des CD4+ und CD8+ T-Zell-Kompartiments
konnte anhand der Farbung unterschiedlicher Oberflachenproteine (CD45RO oder
RA, CD27, CD31) auf unerfahrene RTE, T-Effektor- und T-Gedachtniszellen
geschlossen und diese quantifiziert werden.
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RTE CD4+CD45RA+CD31+ | | RTE CD8+CD45RA+CD27+
T-Effektor T-Effektor
T-Gedéachtnis CD4+CD45R0O+CD27+ | | T-Gedachtnis CD8+CD45R0O+CD27+

Abbildung 4: Gating Strategie zur Phanotypisierung der CD4+ und CD8+ T-Zellen.
Kryokonservierte, unstimulierte mononukledre Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie
phanotypisch mit Hilfe des hierarchischen Gatings analysiert. Uber die Darstellung des FSC-H vs. FSC-
A in einem Pseudocolour Dot-Blot wurden die Zelldupletten (zusammengelagerte Zellen) eliminiert
(oben links). Innerhalb der Einzelzellpopulation wurden die SSC-A CD45+ Zellen definiert (oben Mitte)
und in CD4+ und CD8+ T-Zellen unterteilt (oben rechts). CD4+ T-Zellen wurden in RTE
(CD45RA+CD31+), T-Effektorzellen (CD45RO+CD27-) und T-Gedachtniszellen (CD45RO+CD27+)
unterteilt. CD8+ T-Zellen wurden in (CD45RA+CD27+), T-Effektorzellen (CD45RA+CD27-) und T-
Gedéachtniszellen (CD45R0O+CD27+) unterteilt.

2.2.6.5.2 Zytokinproduktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen

Fur die Analyse der zytokinproduzierenden T-Zellen wurde zunachst auf die intakten
mononukledren Zellen innerhalb eines FSC-A vs. FSC-H Dot-Blots gegated.
Anschlielend wurden die Einzelzellen von den Dupletten getrennt (FSC-H vs. FSC-
A). Uber die Auswahl der CD3+ Zellen (PerCP) gegen IL17 (PE) erfolgte die Selektion
der T-Lymphozyten, autofluoreszierende Zellen wurden damit entfernt. Durch die
Darstellung von CD4 (Pacific Blue) gegen CD8 (AmCyam) erfolgte die Einteilung in die
CD4+ und CD8+ T-Zell-Kompartiments.

Anschliellend wurden die Gates fur die intrazellulare Zytokinproduktion von IFNy, IL2,
TNFo und IL17 in PMA/lonomycin stimulierten Zellen im Vergleich zu unstimulierten
Kontrollen innerhalb der CD4+ und CD8+ T-Zell-Populationen gesetzt.

Durch die nachfolgende Verwendung der ,and“, ,or* und ,not® Funktionen im
Bool'schen Verfahren wurden Einzel- und Mehrfach- sowie Nicht-Zytokinproduzenten

automatisch berechnet und angezeigt.
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Abbildung 5: Gating Strategie zur Analyse der Zytokinproduktion. Beispielhafte Darstellung der
Gating Strategie der durchflusszytometrisch gewonnenen Messdaten fiir die intrazellulare Farbung.

Durch Verwendung von hierarchischem Gating Identifizierung der jeweiligen CD4+ und CD8+
Population basierend auf den spezifischen fluoreszierenden Eigenschaften der Zellen und anderer
relevanter Marker wie bespielsweise CD3. Innerhalb der CD4+ und CD8+ Populationen Bestimmung

der einzelnen exprimierten Zytokine (IFNy, IL2; TNFa, IL17) nach PMA/lonomycin Stimulation im

Vergleich zu nicht stimulierten Kontrollen. Anwendung des Bool’'schen Gatings im Anschluss ermdglicht
die Identifizierung multifunktionaler CD4+ und CD8+ T-Zellen (siehe unten).
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Bool'sches Gating eignet sich somit hervorragend, die in dieser Arbeit
schwerpunktmallig betrachteten multifunktionalen T-Zellen, also Zellen, welche sich
durch die Koproduktion von bis zu vier Zytokinen auszeichnen, darzustellen. So konnte
durch Verwendung der intrazellularen Farbung (Untersuchung der Expression von
IFNy, IL2, IL17 und TNFa) eine Koproduktion dieser Zytokine und folglich
multifunktionale CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten nachgewiesen werden. Mit Hilfe der
Multiparameteranalyse ist die gleichzeitige Bestimmung des Phanotyps und der

Effektorfunktionen bei ein und derselben Zelle maglich.

(A)

* IFNy+ IL2+ 1117+ TNFa+

(B)
IFNy | + - - - + + + - - - + + -
IL-2 - + - - + - - + + - + - +
IL-17 - - + - - + - + - + - + +
TNFa - - - + - - + - + + - + +

Abbildung 6: Exemplarische Veranschaulichung der Eigenschaften multifunktionaler Zellen.

(A) Durch Bool’'sches Gating ist es durch die Verwendung algebraischer Verfahren wie ,and®, ,or*
und ,“not* moglich, verschiedene Einzelpopulationen zu betrachten. Auf diese Weise kénnen
sowohl Zellen dargestellt werden, die nur ein Zytokin produzieren, als auch die Koproduktion
von bis zu vier Zytokinen (hier gezeigt durch das Sternchen).

(B) Innerhalb der CD4+ und CD8+ T-Zellen werden die Subpopulationen, welche ein bestimmtes

Zytokin exprimieren (hier IFNy, IL2, IL17 und TNFa) durch Anwendung der Bool'schen
Funktionen ,and“, ,or* and ,not® miteinander verrechnet und somit alle moglichen 16
Kombinationen an multifunktionalen T-Zellen identifiziert. Diese exprimieren alle vier oder
jegliche mdgliche Kombination der vier betrachteten Zytokine.
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CD4+ und CD8+ T-Zellen wurden anhand der Koexpression von IFNy, IL2, IL17 und
TNFa in 16 verschiedene Untergruppen unterteilt. Basierend auf der Anzahl der
synchron produzierten Zytokine wurden die 16 Untergruppen in Einzel-, Doppel-,
Tripel- und Quadrupelproduzentengegliedert. Eine mdgliche Kombination zeigte sich
entsprechend negativ fur alle vier untersuchten Zytokine, diese wurde im Folgenden

in die Berechnungen nicht mit einbezogen.

Quadrupelproduzenten

Tripelproduzenten

IFNy+ IL2+ IL17- TNFal-

IFNy+ IL2- IL17+ TNFoL-
IFNy+ IL2- IL17- TNFou+
Doppelproduzenten
IFNY- IL2+ [L17+ TNFoL-
IFNY- IL2+ IL17- TNFou+

IFNYy- [L2- IL17+ TNFo+

IFNy+ IL2- IL17- TNF Q.-
IFNYy- IL2+ IL17- TNF Q-
Einzelproduzenten
IFNYy- IL2- IL17+ TNF Q.-

IFNYy- IL2- IL17- TNFo+

Vierfach negativ IFNy- IL2- IL17- TNFoL-

Tabelle 5: Ubersicht iiber die méglichen Subpopulationen anhand der
Kombinationsmaoglichkeiten der produzierten Zytokine.
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2.2.7 Statistische Analysen

Alle Analysen wurden mit SPSS 22 (IBM) bzw. GraphPad Prism 6 Software
durchgefuhrt. Die Normalverteilung der Variablen wurde mit einem Kolmogorov-
Smirnoff-Test Uberpruft. FUr paarweise Vergleiche wurde je nach Gauly'scher
Verteilung entweder der Student-T-Test oder der nicht parametrische Mann-Whitney-
Test verwendet. Fur Mehrfachvergleiche wurde ein One-way-Anova-Test mit einem
Bonferroni-Test oder die Kruskal-Wallis-Methode mit einem post-hoc Dunn-
Mehrfachvergleich angewendet. Daruber hinaus wurden Two-way-Anova-
Mehrfachvergleiche in Verbindung mit einem Tukey-HSD-Test (honest-siginificance-
difference) oder Spearman-Korrelationen durchgefuhrt.

Bei allen Tests wurde ein Signifikanzniveau von mindestens p=0,05 und damit 5%
Irrtumswahrscheinlichkeit (a-Fehler) als signifikant angesehen. Statistische Relevanz
wurde festgelegt als * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001. Die Ergebnisse
wurden als Mittelwert + standard error of mean (SEM) dargestellt.
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3 Ergebnisse

Die operativ entfernten Rachenmandeln eines Kollektivs von 102 péadiatrischen
Patienten wurden bezuglich des exprimierten T-Zell-Profils und zur Eruierung von

Einflussfaktoren auf die T-Zell-Differenzierung in lymphatischen Geweben analysiert.

3.1 Betrachtung des Patientenkollektivs

3.1.1 Einteilung nach klinischer Symptomatik

102 Kinder, davon 57 Jungen und 45 Madchen, wurden in die Studie aufgenommen.
Die Patienten waren bei Hypertrophie der Rachenmandel von verschiedenen, in der
Region tatigen, niedergelassenen HNO-Arzten fiir die Operation zugewiesen worden.
Gemaly des fur die Arbeit eigens konzipierten praoperativen Erfassungsbogens
(Anlage 5), welcher sich in seinem Aufbau an der Ublichen Anamneseerhebung fur das
Krankheitsbild der Adenoiden Hypertrophie in der HNO-Klinik der Universitatsklinik
Magdeburg orientiert hatte, wurden klinische Symptome aus der Eigenanamnese der
Kinder erhoben. Anhand der im Vordergrund stehenden, beschriebenen klinischen
Symptome wurden die Patienten in drei klinische Gruppen eingeteilt. Im Einzelnen
zeichneten sich die Patienten entweder durch das Vorliegen einer
Nasenatmungsbehinderung aus, zeigten in ihrer Eigenanamnese aber keine Hinweise
fur rezidivierende Infekte (Gruppe 1). Kinder aus Gruppe 2 hatten zudem eine
Vorgeschichte von rezidivierenden Atemwegsinfekten, bei Patienten aus Gruppe 3 lag
neben Infekten insbesondere des Mittelohrs ein Paukenerguss vor, welcher zu einer
moglichen Horminderung und teilweise auch Sprachentwicklungsverzogerung gefuhrt
hatte. Die Gruppen wiesen einen annahrend gleich groRen Anteil des Gesamtkollektivs
auf, in allen drei Gruppen war der Anteil der Jungen etwas grof3er als der der Madchen.

3.1.1.1 Betrachtung der klinischen Symptome

Mittels des praoperativen Erfassungsbogens wurde zusatzlich erhoben, ob bei den
Patienten in der Vergangenheit bereits zu einem anderen Zeitpunkt eine Adenotomie
stattgefunden hatte, der aktuelle Eingriff dementsprechend eine Re-Operation
darstellte. Daruber hinaus wurde erfragt, ob im Sinne einer positiven
Familienanamnese Geschwisterkinder ahnliche Beschwerden aufwiesen.

Tabelle 6 veranschaulicht die Ergebnisse aus dem praoperativen Erfassungsbogen,

insbesondere wird naher dargestellt, welche Symptome im Einzelnen erhoben wurden
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und wie ausgepragt sich diese im Gesamtkollektiv bzw. den drei klinischen Gruppen

zeigten.

Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gesamt
n =30 n =33 n =39 n=102

41 111 128 19 |27 1-7 35| 1-11

Altersdurchschnitt in Jahren |
Spannweite

Geschlecht | %

mannlich 19 63,3% | 14| 42,4% |24 |61,5%| 57 | 55,9%
weiblich 11 ]36,7%| 19 | 57,6% | 15 |38,5%| 45 | 44,1%
Re-OP | %

ja 2] 67%| 1] 30%| 2] 51% 5] 4,9%
nein 28193,3%| 32| 97,0% |37 |94,9%| 97 | 95,1%

Positive Familienanamnese | %
ja 4 [13,3%| 7 | 21,2% | 10]25,6% | 21 | 20,6%
nein 26 |86,7% | 26 | 78,8% |29 | 74,4% 81 |79,4%

Klinische Symptome | %
Nasenatmungsbehinderung

Nasale Obstruktion 29 196,7%| 25| 75,8% |35 |89,7% | 89 | 87,3%
Rhonchopathie 25(83,3% |28 | 84,8% |27 |69,2% | 80 | 78,4%
Nasale Aussprache 14 |46,7% | 2 6,1% | 5 |12,8% | 21 | 20,6%
Appetitlosigkeit 2| 6,7%| 1 30%| 1 | 26%| 4 | 3,9%
Tagesmudigkeit 1] 3,3%]| 1 3,0%| 0 | 00% 2 | 2,0%
Konzentrationsschwierigkeiten 3 110,0% | 1 3,0%| 1 26%| 5 | 4,9%

Atemwegsinfekte
Rezidivierende Rhinitis/Sinusitis | 0 | 0,0% | 33 | 100,0% [ 23 [ 59,0% | 56 | 54,9%
Rezidivierende Bronchitis 0| 0,0%(21| 63,6%| 4 [10,3%| 25 | 24,5%

Otitis media/Paukenerguss
Rezidivierende Otitis media 0| 0,0%|10| 30,3% |20 [51,3% | 30 | 29,4%
Horminderung (subjektiv) 6 [20,0%| 0 0,0% | 36 192,3% | 42 | 41,2%

Sprachentwicklungsverzégerung 1 339%| 3 91% | 29 | 74.4% | 33 | 32 4%
(subjektiv) ’ ’ ' '

Tabelle 6: Ubersicht iiber das Patientenkollektiv. Einteilung der Patienten in drei Gruppen anhand
der im praoperativen Erfassungsbogen erfassten fihrenden klinischen Symptomatik. Gezeigt wird die
Verteilung der Patienten auf diese drei Gruppen sowie das Gesamtkollektiv. Es werden die erfassten
Angaben zu Alter, Geschlecht, Re-Operation und positiver Familienanamnese sowie die in der
Eigenanamnese aufgeflihrten klinischen Symptome dargestellt. Dabei erfolgt jeweils die Abbildung der
absoluten Anzahl sowie des prozentualen Anteils bezogen auf die jeweilige Gruppe bzw. das
Gesamtkollektiv.
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Nur far einen sehr kleinen Anteil des Patientenkollektivs (5 Kinder entsprechend 4,9%)
stellte die Adenotomie einen Re-Eingriff dar. Diese 5 Kinder verteilten sich gleichmalig
auf die drei Gruppen, sodass anhand dieser Daten kein Zusammenhang zwischen
klinischer Symptomatik und erhohter Pravalenz fur eine erneute Operation hergestellt
werden konnte. Auch wiesen nur 20,6% der Kinder Geschwister auf, die an ahnlichen
Symptomen litten, sodass eine familiare Disposition wenn nur eine untergeordnete

Rolle zu spielen scheint.

Bezlglich der von den Eltern angegebenen klinischen Symptomatik zeigten nahezu
alle Kinder (87,3%) eine nasale Obstruktion als Zeichen einer
Nasenatmungsbehinderung. In Gruppe 1 betrug der Anteil 96,7%, in Gruppe 3 89,7%
und auch in Gruppe 2 75,8%. Ein ebenfalls hoher Anteil von 78,4% der Kinder wiesen
zudem eine Rhonchopathie auf, hier war der Anteil in Gruppe 1 und Gruppe 2 etwa
gleich (83,3% gegenuber 84,8%) und Uberstieg deutlich den in Gruppe 3 mit 69,2%.
Wahrend in Gruppe 1 noch knapp die Halfte (46,7%) der Kinder durch eine nasale
Aussprache auffiel, war dieser Anteil in Gruppe 2 und Gruppe 3 deutlich geringer (6,1%
in Gruppe 2 und 12,8% in Gruppe 3), insgesamt war nur fur 20,6% des
Gesamtkollektivs dieses Symptom angegeben worden. Die eher unspezifischen
Symptome der Appetitlosigkeit, Tagesmudigkeit und Konzentrationsschwierigkeiten
fanden sich insgesamt bei jeweils weniger als 5% des Gesamtkollektivs, zahlenmafig
am haufigsten davon in Gruppe 1.

Die Symptome, die auf rezidivierende oder chronische Atemwegsinfekte hinwiesen,
zeigten sich definitionsgemall sehr dominant in Gruppe 2. Bei Betrachtung des
gesamten Kollektivs stellten sich bei etwas mehr als der Halfte (54,9%) aller Kinder
rezidivierende Rhinitiden dar, bei knapp einem Viertel (24,5%) auch rezidivierende
Bronchitiden. In Gruppe 2 wiesen alle Patienten wiederholte Rhinitiden auf, knapp zwei
Drittel (63,6%) zudem auch rezidivierende Bronchitiden. In Gruppe 1 fanden sich keine
Patienten mit rezidivierenden Rhinitiden, in Gruppe 3 hingegen wurden diese bei
59,0% der Kinder angegeben. Es fanden sich keine (Gruppe 1) bzw. lediglich 10,3%
(Gruppe 3) rezidivierende Bronchitiden.

FUr knapp ein Drittel (29,4%) des Gesamtkollektivs wurden von den Eltern
rezidivierende Otitiden beschrieben, Horminderungen sogar fur 41,2%. Wahrend in
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Gruppe 3 jedes zweite Kind (51,3%) im Vorfeld rezidivierenden Otitiden aufgewiesen
hatte, wurden sie auch fur knapp ein Drittel (30,3%) der Kinder von Gruppe 2
beschrieben und fur kein Kind in Gruppe 1. Fur Gruppe 3 zeigten sich definitionsgemal
bei nahezu allen Kindern (92,3%) von den Eltern beschriebene HOrstorungen,
wohingegen diese in Gruppe 1 fur lediglich 20,0% der Patienten angegeben worden
waren und fur kein Kind in Gruppe 2. Sprachentwicklungsverzogerungen waren fur
74,4% der Patienten aus Gruppe 3, nur 3,3% der Patienten aus Gruppe 1 und 9,1%
aus Gruppe 2 dokumentiert.

3.1.1.2 Befunde der klinischen Untersuchung, Hortestungen und durchgefiuhrte
Operation

Befunde der klinischen und apparativen praoperativen Untersuchungen wurden mittels

des ebenfalls eigens konzipierten Erfassungsbogens zum stationaren Verlauf

(Anlage 6) erhoben. Hier wurden sowohl klinische Hinweise auf bestehende Infekte

wie Veranderungen der Nasenschleimhaut und Sekretbildung notiert, als auch

Auffalligkeiten in der ohrmikroskopischen Untersuchung wie Rotung oder Erguss.

Bei allen Kindern wurde neben der klinischen Untersuchung zudem eine objektive

Hortestung durchgefuhrt.

Im zweiten Teil dieses Erfassungsbogens wurde erhoben, ob neben der operativen

Entfernung der Adenoide intraoperativ auch eine ein- oder beidseitige Parazentese,

oder der ein- oder beidseitige Einsatz eines Paukenrohrchens erfolgt war.

Tabelle 7 fasst die Ergebnisse der Hortestung sowie der durchgefuhrten Operation in

den drei klinischen Gruppen zusammen.
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Gruppe 1 | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gesamt
n=30 n=33 n=39 n=102
Art der Horpriifung | %
Tympanogramm 271 90,0%| 30 | 90,9%| 37 | 94,9% 94 | 92,2%
TEOAE 15| 50,0%| 26 | 78,8%| 27 | 69,2% 68 | 66,7%
Reintonaudiogramm 11| 36,7%| 4 12,1%| 6 | 15,4% 21 | 20,6%
BERA 0| 0,0% O 0,0%[ &5 | 128% 5 | 4,9%
Tympanogramm | %
bds. regelrecht 8 | 29,6%| 4 13,3%| 2 5,4%| 14 | 14,9%
bds. keine Compliance 6 | 22,2%| 12| 40,0%| 17 | 45,9%| 35 | 37,2%
bds. abgeflacht 4 | 14,8%| 8 26,7%| 13 | 35,1%)| 25 | 26,6%
bds. in negativen Bereich verschoben | 4 | 14,8%| 0 0,0%| 1 2,/% 5 | 5,3%
eins. regelrecht, eins. abgeflacht 0| 0,0% 0 0,0%| 1 2,7%| 1 1,1%
eins. regelrecht, eins. verschoben 0 0,0%| O 0,0%| 1 2,7%| 1 1,1%
eins. abgeflacht, eins. verschoben 4 | 14,8%| 3 10,0%| 1 2,1% 8 | 8,5%
TEOAE | %
bds. pass (*) 7 |46,7%| 10| 38,5%| 9 | 33,3% 26 | 38,2%
bds. refer (*) 4 | 26,7%| 10| 38,5%| 14| 51,9% 28 | 41,2%
eins. pass und eins. refer 4 | 26,7%| 6 23,1%| 4 | 14,8%| 14 | 20,6%
Reintonaudiogramm | %
Normakusis 10 | 90,9%| 1 25,0%| 3 | 50,0%| 14 | 66,7%
Schallleitungsschwerhérigkeit 1 91%| 3 | 750%| 3 | 50,0% 7 |33,3%
BERA | %
Normakusis - - - - 1| 20,0%| 1 | 20,0%
geringgradige Schwerhdrigkeit - - - - 2 | 40,0% 2 |40,0%
mittelgradige Schwerhorigkeit - - - - 2 | 40,0% 2 |40,0%
Art der OP | %
nur Adenotomie 21| 70,0%| 22| 66,7%| 9 | 23,1%| 52 | 51,0%
Parazentese eins. 0 0,0%| 1 3,0%| 0 0,0% 1,0%
Parazentese bds. 3 | 10,0%| 1 3,0%| 3 7,7% 7 | 6,9%
:iir:zentese + Paukendrainage je 1 3.3%| 4 12.1%| 6 | 15.4%) 11| 10,8%
Paukendrainageneinsatz eins. 1 3,3%| 0 0,0%| O 0,0%| 1 1,0%
Paukendrainageneinsatz bds. 4 | 13,3%| 5 15,2%| 21 | 53,8%| 30 | 29,4%

*Anmerkung: pass — bestanden (positives TEOAE), refer — nicht bestanden (negatives TEOAE).

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Horpriifungen sowie der stattgehabten Operation
in den drei klinischen Gruppen. Gezeigt wird zunachst als Ubersicht, welche verschiedenen
Hortestungen erfolgten. Im Anschluss wird ausfiihrlich dargestellt, welche Ergebnisse die einzelnen
Horprifungen erbrachten. Es werden zuletzt die erfassten Angaben zur Art der durchgefiihrten
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Operation dargestellt. Dabei werden jeweils der Vergleich der drei klinischen Gruppen und das
Gesamtkollektiv aufgefiihrt und dabei die absolute Anzahl sowie der prozentuale Anteil abgebildet.

Obwohl die Durchfuhrung mindestens einer objektiven Horuntersuchung, zumeist
eines Tympanogramms und TEOAESs oder statt letzteren eines Reintonaudiogramms,
regular fur jeden Patienten im Vorfeld einer Adenotomie erfolgen sollte, wird aus der
Tabelle ersichtlich, dass nicht bei jedem Kind des untersuchten Kollektivs auch
tatsachlich eine durchgefuhrt wurde. Dieses lag an der mangelnden Kooperation der
teilweise noch sehr jungen Kinder.

Ein Tympanogramm erhielten immerhin 90,0% der Kinder aus Gruppe 1, 90,9% aus
Gruppe 2 und 94,9% aus Gruppe 3, insgesamt 94 Kinder des Gesamtkollektivs
entsprechend 92,2%. Nur 14 (14,9%) aller Patienten wiesen einen beidseits
regelrechten Kurvenverlauf, also ein unauffalliges Tympanogramm auf, acht dieser 14
konnten der Gruppe 1 zugeordnet werden.

Dahingegen hatte die Tympanometrie bei insgesamt Uber einem Drittel (37,2%) des
Gesamtkollektivs keine Compliance gezeigt, war dementsprechend hinweisend auf
eine Steifigkeit des Trommelfells und somit zumeist auf einen Paukenerguss.
Hinsichtlich der Gruppen traf dieses fur fast die Halfte (45,9%) der Kinder in Gruppe 3,
40,0% der Patienten in Gruppe 2 und auch noch 22,2% der Kinder in Gruppe 1 zu.
Bei etwas uber einem Viertel der Patienten (26,6%), welche ein Tympanogramm
erhalten hatten, fand sich ein beidseits abgeflachter Kurvenverlauf, ebenfalls
hinweisend fur einen Paukenerguss. Innerhalb von Gruppe 3 waren dies mit 35,1% die
meisten Kinder im Gruppenvergleich, aber auch in Gruppe 2 wiesen 26,7% und in
Gruppe 1 immerhin noch 14,8% diese Auffalligkeiten auf.

Einen beidseits in den negativen Bereich verschobenen Kurvenverlauf, durch welchen
auf eine Tubenbeluftungsstorung geschlossen werden konnte, zeigten insgesamt nur
funf (5,3%) aller Kinder, vier davon aus Gruppe 1. Jeweils nur ein Kind des
Gesamtkollektivs, jeweils aus Gruppe 3, wies einen einseitig regelrechten und einseitig
abgeflachten bzw. einen einseitig regelrechten und einseitig in den negativen Bereich
verschobenen Kurvenverlauf auf. FUr acht Kinder entsprechend 8,5% war ein auf der
einen Seite negativer und auf der anderen Seite abgeflachter Kurvenverlauf
dokumentiert. Wahrend vier davon der Gruppe 1 und drei der Gruppe 2 zugehdrig
waren, zeigte nur ein Kind aus Gruppe 3 diese Pathologie.
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Neben dem Tympanogramm wurden bei den jungeren Kindern TEOAEs abgeleitet,
bei den alteren, von denen bereits eine aktive Mitarbeit erwartet werden konnte, ein
Reintonaudiogramm durchgefuhrt.

In Gruppe 1 erhielt die Halfte der Kinder TEOAE, hiervon hatte knapp die Halfte
(46,7%) ein positives, also unauffalliges Ergebnis (bds. pass), ein Viertel (26,7%) wies
beidseits und ein weiteres Viertel (26,7%) einseitig einen auffalligen Verlauf (refer) auf.
Weitere elf Kinder (36,7%) erhielten ein Reintonaudiogramm, welches bei zehn
(90,9%) eine Normakusis und sich nur bei einem Kind (9,1%) hinweisend fur eine
Schallleitungsschwerhdrigkeit zeigte.

Dahingegen wurden in Gruppe 2 bei 78,8% TEOAE abgeleitet, davon waren 38,5%
beidseits unauffallig sowie 38,5% beidseits und 23,1% einseitig auffallig. Von den vier
in Gruppe 2 durchgefuhrten Reintonaudiogrammen waren 75% auffallig und 25%
unauffallig.

In Gruppe 3 wurden bei 69,2% der Kinder TEOAE durchgefuhrt. Ein Drittel (33,3%)
der Kinder aus dieser Gruppe, bei denen TEOAE abgeleitet wurden, wies einen bds.
unauffalligen Befund auf, Uber die Halfte (51,9%) einen beidseits und weitere 14,8%
einen einseitig auffalligen Befund. Sechs Kinder in Gruppe 3 erhielten statt der TEOAE
ein Reintonaudiogramm, welches genau bei der Halfte (50,0%) eine Normakusis, bei

der anderen Halfte (50,0%) Hinweise fur eine Schallleitungsschwerhorigkeit enthielt.

Nur ein sehr geringer Anteil von insgesamt funf Kindern (4,9%) erhielt eine
intraoperative BERA, davon konnten alle funf der Gruppe 3 zugeordnet werden. Bei
allen diesen Kindern bestand klinisch oder durch wiederholte auffallige TEOAE der
Verdacht auf eine Schwerhorigkeit. Bei einem dieser funf Kinder konnte der Verdacht
durch die BERA ausgeschlossen werden, bei den Ubrigen vier bestatigte er sich. Zwei
Kinder wiesen eine gering-, zwei eine mittelgradige Schwerhorigkeit auf.

Aus der Tabelle geht neben detaillierten Angaben zu den erfolgten Horprufungen
zudem hervor, welche Art der Operation die Kinder erhielten, also bei welchen
Patienten lediglich die operative Entfernung der Adenoide erfolgte und bei welchen
zudem eine ein- oder beidseitige Parazentese oder der ein- oder beidseitige Einsatz
einer Paukendrainage durchgefuhrt wurde.

Insgesamt etwas uber die Halfe (51,0%) des Gesamitkollektivs erhielt nur eine
Adenotomie, in Gruppe 1 traf dieses auf 21 der Kinder, also 70,0% dieser Gruppe, zu,
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in Gruppe 2 sogar auf 22 und somit 66,7% der Gruppe, in Gruppe 3 dafur nur auf neun
(23,1%). In Gruppe 3 erhielten dahingegen die meisten Kinder eine beidseitige
Paukendrainage (21 und damit mit 53,8% deutlich Gber die Halfte), wahrend dieses in
Gruppe 1 und 2 nur bei jeweils etwas uber 10% der Kinder (13,3% in Gruppe 1 und
15,2% in Gruppe 2) durchgefuhrt wurde. Eine einseitige Parazentese erhielten
insgesamt nur 6,9% aller Kinder, ohne nennenswerte Unterschiede zwischen den
Gruppen. Von den etwas mehr als 10% des Gesamtkollektivs, welche einseitig eine
Parazentese und einseitig eine Paukendrainage erhielten, gehorten alle bis auf ein
Kind entweder der Gruppe 2 oder der Gruppe 3 an.

3.1.2 Betrachtung des Alters der Patienten

Fur das untersuchte Kollektiv wurden ferner Vergleiche entsprechend des Alters der
Patienten vorgenommen. Die fur die Studie betrachteten Kindern waren zum Zeitpunkt
der Operation zwischen einem und elf Jahren alt, das durchschnittliche Alter betrug
dreieinhalb Jahre. Das Einschlussalter war zwischen einem und zwolf Jahren
festgelegt worden, jedoch fanden sich im untersuchten Kollektiv keine Kinder, die zehn
oder zwoIf Jahre alt waren. 75% der Kinder in dem untersuchten Kollektiv waren zum

Zeitpunkt der Operation drei Jahre oder junger, wie aus Tabelle 8 hervorgeht.

Alter Geschlecht Gesamt Gesamt je
Altersklasse
m w
1 Jahr 17 8 25 25
2 Jahre 17 16 33
3 Jahre 9 8 17
4 Jahre 5 5 10
5 Jahre 3 4 7
6 Jahre 1 1 2
7 Jahre 1 1 2
8 Jahre 3 0 3
9 Jahre 0 1 1
10 Jahre 0 0 0
11 Jahre 1 1 2
Gesamt 57 45 102

Tabelle 8: Verteilung des Patientenkollektivs entsprechend des Alters bei Operation. Die in die
Studie aufgenommenen Kinder verteilten sich entsprechend ihres Alters wie dargestellt. Ferner gezeigt
ist der jeweilige Anteil am Gesamtkollektiv. Die Kinder wurden zudem nach Geschlecht aufgeschlisselt.
Abgebildet ist jeweils die absolute Anzahl. Durch die Gestaltung der Tabelle wird die Aufteilung des
Gesamtkollektivs in drei Altersklassen deutlich.
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Es zeigten sich im Folgenden schon in der Altersklasse von Kindern im Alter von drei
Jahren und alter deutliche Unterschiede zu ein- bzw. zweijahrigen Kindern.
Entsprechend wurden zur statistischen Betrachtung Kinder von drei Jahren und alter
in eine Altersklasse zusammengeschlossen und alle folgenden Vergleiche zwischen

diesen drei Altersklassen vorgenommen.

Somit teilte sich das Patientenkollektiv aufgeschlisselt nach klinischer Symptomatik
und in Unterteilung auf drei grof3e Altersklassen wie folgt auf:

Gesamt

Alter Gruppe 1 | Gruppe 2

Altersdurchschnitt in Jahren

| Spannweite| 41| 1-11 |28 [ 1-9 3,5| 1-11

1Jahr|%| 5 | 16,7%| 12 | 36,4% 26 (25,5%

3 |10,0%| 14 | 42,4% 31 (30,4%

22 | 73,3%| 7 21,2% 45 144,1%

Gesamt| 30 | 29,4%| 33 | 32,4% 39‘ 38,2%|102] 100%

Tabelle 9: Ubersicht iiber die Alterszusammensetzung der jeweiligen klinischen Gruppen.
Darstellung der Patienten des betrachteten Kollektivs in Aufteilung auf die drei klinischen Gruppen
und deren jeweilige Alterszusammensetzung bei Zusammenfassung in drei Altersklassen. Gezeigt
wird zunachst der Altersdurchschnitt der jeweiligen Gruppen sowie die Altersspannweite. Darunter
Abbildung der drei Altersklassen und innerhalb dieser die jeweilige absolute Anzahl der Patienten
sowie deren entsprechender prozentualer Anteil.

Bei naherer Betrachtung der Altersverteilung der drei klinischen Gruppen zeigte sich
fur Gruppe 1 ein mit 4,1 Jahren héheres Durchschnittsalter als in Gruppe 2 (2,8 Jahre)
und Gruppe 3 (2,7 Jahre). Auch das Héchstalter in Gruppe 1 war im Vergleich grofer,
so konnten die beiden elfjahrigen und somit altesten Kinder des Patientenkollektives
anhand ihrer klinischen Symptomatik der Gruppe 1 zugeordnet werden, imponierten
demnach lediglich durch eine Nasenatmungsbehinderung ohne Begleitsymptomatik.
Das alteste Kind in Gruppe 2 war neun, in Gruppe 3 sogar nur sieben Jahre alt.

Wahrend in Gruppe 1 nur 16,7% der Kinder ein Jahr und 10,0% 2 Jahre alt waren,
waren 73,3% drei Jahre oder alter. Auch in Gruppe 3 war mit 41,0% der grofdte Anteil

mindestens drei Jahre, jedoch waren hier 23,1% ein Jahr und 35,9% zwei Jahre alt. In
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Gruppe 2 waren mit 36,4% und 42,4% ahnlich viele Kinder ein bzw. 2 Jahre alt, dafur

nur 21,2% drei Jahre oder alter.

Eine grafische Darstellung der Altersverteilung in den drei klinischen Gruppen mit
Mittelwert und SEM erfolgt durch Abbildung 7.
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Nasenatmungshehinderung Infekte obere Atemwege Paukenerguss
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Abbildung 7: Ubersicht iiber die Alterszusammensetzung der jeweiligen klinischen Gruppen.
Analyse der Daten mittels paarweisen Vergleiches durch non-parametrischem Kruskal-Wallis-Test.
Gezeigt wird die Verteilung mit Mittelwert und + standard error of mean (SEM) sowie einzelne &ltere

Kinder als Ausreil3er (° bzw. *).

Anhand dieser Abbildung werden neben den Unterschieden im durchschnittlichen Alter
der drei Gruppen und der Spannweite des Alters auch die Maximalwerte gezeigt,

welche sich in dieser Grafik als Ausreil3er prasentieren.

Nach ausfuhrlicher Darstellung des untersuchten Patientenkollektivs werden im
Folgenden die Einflisse von Infektionsgeschehen und Alter auf die T-Zell-
Funktionalitat naher untersucht, es werden also Vergleiche zwischen den drei

klinischen Gruppen sowie den drei Altersklassen vorgenommen.
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3.2 Vergleich der T-Zell-Differenzierung innerhalb der klinischen Gruppen

3.2.1 Deutlicher Anteil an T-Effektor- und T-Gedachtniszellen in Adenoiden

Wie bereits ausfuhrlich im Kapitel ,Material und Methoden® beschrieben, wurden die
aus den Adenoiden gewonnenen mononuklearen Zellen mit PMA/lonomycin und
Brefeldin A stimuliert, mit monoklonalen Antikorpern gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die CD4+ und CD8+ Populationen wurden anhand
der Oberflachenexpression verschiedener CD-Molekile bestimmt. Dabei
unterschieden wir innerhalb der CD4+ Population die Subpopulationen der RTEs
(CD4+ CD45RA+ CD31+), der Effektor- (CD4+ CD45RO+ CD27-) und der
Gedachtniszellen (CD4+ CD45RO+ CD27+). Innerhalb der CD8+ Population wurde
die gleiche Unterscheidung vorgenommen, die RTEs zeichneten sich durch die
Oberflachenexpression von CD8+ CD45RA+ CD27+ aus, Effektor-T-Zellen durch
CD8+ CD45RA+ CD27-, und Gedachtnis-T-Zellen durch CD8+ CD45R0O+ CD27+.
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Abbildung 8: Phidnotyp der CD4+ und CD8+ T-Zellen innerhalb der klinischen Gruppen. Die aus
den Adenoiden gewonnenen mononukledren Zellen wurden zur Phanotypisierung unstimuliert
gelassen, die Expression der Oberflichenmarker wurde mittels Durchflusszytometrie gezeigt.
Vergleiche wurden zwischen Kindern den klinischen Gruppen vorgenommen.

Die Haufigkeit der RTE, T-Effektor- und T-Gedachtniszellen wurde sowohl fir die CD4+ (links) als auch
die CD8+ Population (rechts) gezeigt. Hellgraue Balken reprasentieren Kinder mit
Nasenventilationsstorung (Gruppe 1), wahrend hellblaue Balken fir die Kinder mit zusatzlich
begleitenden Infekten der oberen Atemwege (Gruppe 2) stehen und blauviolette Balken die Kinder
zeigen, welche sich durch zusatzliche Paukenerglisse und Otitis media (Gruppe 3) auszeichneten.
Jeder Kreis reprasentiert einen einzelnen Patienten der n=102 in der Studie analysierten Kinder mit 30-
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39 Kindern pro klinische Gruppe. Horizontale Linien zeigen den Durchschnittswert +SEM. *p<0.05,
**p<0,01 (one-way Anova, Tukey HSD Mehrfachvergleiche).

Bei den untersuchten Proben zeigte sich der Anteil der RTEs (CD4+CD45RA+CD31+
und CD8+CD45RA+CD27+) nahezu gleich in den drei klinischen Gruppen (fur CD4+
T-Zellen 25,01% in Gruppe 1, 27,69% in Gruppe 2 und 25,91% in Gruppe 3, p=0,717,
und far CD8+ T-Zellen 47,73% in Gruppe1, 40,16% in Gruppe 2 und 41,33% in Gruppe
3, p=0,062), sodass dieses als unabhangig von vorangegangenen Infektionen
angesehen wurde (Abbildung 8, oben). Bei der Betrachtung der T-Zellen mit
vorangegangenem Antigenkontakt, also T-Effektor- (CD4+CD45R0O+CD27- bzw.
CD8+CD45RA+CD27-) und T-Gedachtniszellen (CD4+CD45R0O+CD27- bzw.
CD8+CD45R0O+CD27+), zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich der klinischen Gruppen, sodass auch hier ein Einfluss von vorher
durchlaufenen Infektionen nicht angenommen werden konnte. Uberraschenderweise
zeigten sich sogar in Gruppe 1, derjenigen Gruppe, in welcher die Patienten in ihrer
Krankheitsvorgeschichte keine Infektionen aufwiesen hatten, ahnliche Anteile an
Gedachtniszellen (fur CD4+ T-Zellen 53,70% und fur CD8+ T-Zellen 9,81%) wie in den
beiden anderen Gruppen (fur CD4+ 45,43% in Gruppe 2 und 48,16% in Gruppe 3,
p=0,132, und fur CD8+ 7,51% in Gruppe 2 und 6,08% in Gruppe 3, p=0,684)
(Abbildung 8 unten).

Weiterhin fiel auf, dass die Kompartimente der naiven CD8+ T-Zellen sowie der CD8+
T-Effektorzellen fast doppelt bzw. sogar dreifach so grof3 waren wie die der CD4+ T-
Effektorzellen, dafur zeigte sich der Anteil der CD4+ T-Gedachtniszellen vier bis fast
funf Mal so grof® wie der der CD8+ T-Gedachtniszellen.
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3.2.2 Analyse der Zytokinproduktion als Marker der T-Zell-Differenzierung

3.2.2.1 Betrachtung der Tu1- und Tu17-Zellen bzw. Tc1 und Tc17-Zellen
Aufbauend auf dem Ergebnis, dass sich die Grolde des Kompartiments der CD4+ und
CD8+ T-Effektor- und T-Gedachtniszellen unabhangig von infektiosen Ereignissen
zeigt, wurde als zusatzlicher Marker zur Untersuchung der Vorgange bei T-Zell-
Differenzierung die Zytokinproduktion betrachtet (Abbildung 9, 10).

CD4+ CD8+
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Abbildung 9: Gegeniiberstellung der IFNy und IL17 Produktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen
innerhalb der Gruppen. Die aus den Adenoiden gewonnenen Zellen wurden zur Analyse der
Zytokinproduktion mit PMA/lonomycin und Brefeldin A fiir 6 Stunden stimuliert, die Zytokinproduktion

mit Hilfe von Durchflusszytometrie gezeigt. Die prozentualen Anteile der Gesamt IFNy+ (weil3) und
IL17+ (graumeliert) Produzenten wurden bestimmt, auf hundert Prozent hochgerechnet und miteinander
verglichen, wobei die Vergleiche zwischen den Gruppen analog zu Abbildung 8 erfolgten. Horizontale
Linien zeigen den Durchschnittswert +SEM. *p<0.05, **p<0.01 (Kolmogorov-Smirnoff Test sowie
Kruskal-Wallis mit post-hoc Dunn Mehrfachvergleich).

Obwohl sich im CD4+ T-Zell-Kompartiment wie erwartet zur effektiven Bekampfung
von Infektionen sowohl die Produktion von IFNy als auch IL17 zeigen liel3, so nahm
die Frequenz der Tu17-Zellen in Gruppe 2, der Gruppe, in der die Kinder zusatzlich
Atemwegsinfektionen in der Vorgeschichte aufweisen, um die Halfte ab (24,30% in
Gruppe 2 gegenuber 41,45% in Gruppe 1, p<0,01, und gegenuber 38,28% in Gruppe
3, p<0,05) (Abbildung 9, links). Im CD8+ T-Zell-Kompartiment dominierten in allen drei
Gruppen dahingegen eindeutig die Tc1 Zellen unabhangig davon, ob Infektionen aus
der Eigenanamnese bekannt waren oder nicht (Abbildung 9, rechts).

3.2.2.2 Weniger Multifunktionale T-Zellen bei Kindern mit Sekundarinfektionen
FUr eine genauere Charakterisierung der T-Zell-Funktionalitat wurden dann Einzel-,
Doppel- und Tripelproduzenten innerhalb des CD4+ und CD8+ T-Zell-Kompartiments
in den drei klinischen Gruppen betrachtet (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Vergleich multifunktionaler CD4+ und CD8+ T-Zellen nach klinischer
Symptomatik. GemaR der oben bereits angefiihrten Gruppeneinteilung erfolgte auch der Vergleich der
multifunktionalen T-Zellen. Die aus den Adenoiden gewonnenen Zellen wurden stimuliert wie in
Abbildung 9 beschrieben und mittels Durchflusszytometrie und Anwendung von Bool‘'schem Gating
analysiert. Die Abbildung zeigt die prozentualen Anteile der einzelnen Zytokinproduzenten (Einzel-,
Doppel-, Tripel- und Quadrupel) in den drei klinischen Gruppen in den CD4+ (A) und CD8+ (B)
Populationen. (C, D) Prozentuale Anteile der individuellen, funktionellen Subpopulationen, (+)
symbolisiert das exprimierte Zytokin innerhalb der CD4+ (C) und CD8+ Population (D). Hellgraue Balken
reprasentieren die Kinder aus Gruppe 1, hellblaue Balken die aus Gruppe 2 und blauviolette Balken die
aus Gruppe 3. Durch das Dreieck wird veranschaulicht, dass mit der Anzahl an simultan exprimierten
Zytokinen auch die Funktionalitdt zunimmt. Horizontale Linien zeigen den Durchschnittswert +SEM.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (two-way Anova, Tukey HSD Mehrfachvergleiche).

Innerhalb der CD4+ Population wiesen Kinder in Gruppe 1, welche lediglich an
Nasenventilationsstérungen  gelitten hatten, signifikant mehr Einzel- und
Doppelproduzenten im Vergleich zu den anderen zwei Gruppen auf (fur
Einzelproduzenten 10,85% in Gruppe 1 gegenuber 7,53% in Gruppe 2, p<0,0001, und
gegenuber 9,01% in Gruppe 3, p<0,05, und fur Doppelproduzenten 6,41% in Gruppe
1 gegenuber 3,08% in Gruppe 2, p<0,0001, und gegenuber 4,10% in Gruppe 3,
p<0,01). Ahnlich verhielt sich auch die Verteilung in der CD8+ Population (fir
Einzelproduzenten 8,33% in Gruppe 1 gegenuber 6,14% in Gruppe 2, p<0,01, und
gegenuber 6,87% in Gruppe 3, p<0,05, und fur Doppelproduzenten 5,21% in Gruppe
1 gegenuber 2,77% in Gruppe 2, p<0,001, und gegenuber 3,43% in Gruppe 3, p<0,01).
Quadrupelproduzenten, also T-Zellen, die synchron TNFo+ IL2+ IFNy+ IL17
produzieren, konnten kaum nachgewiesen werden.

Als nachstes folgte eine Betrachtung aller moglichen Kombinationen an Einzel-,
Doppel- und Tripelproduzenten als individuelle und funktionelle Subpopulationen. Da
TNFa+ IL2+ IFNy+ Tripelproduzenten bekanntermalen eine wichtige Rolle in der
Pathogen-Bekampfung spielen*®, untersuchten wir diese zuerst (Abbildung 10C, D).
Patienten mit ausschlieBlicher nasaler Obstruktion in der Vorgeschichte (Gruppe 1)
wiesen etwa doppelt so viele der Tu1- und Tc1- ahnlichen Tripelproduzenten auf wie
Kinder in den beiden Gruppen mit zusatzlichen sekundaren Infektionen in der
Eigenanamnese. Im Einzelnen zeigten sich fur die Tu1-Tripelproduzenten in Gruppe 1
0,70% gegenuber 0,30% in Gruppe 2, p<0,0001, und gegenuber 0,44% in Gruppe 3,
p<0,05. Fur die Tc1-Tripelproduzenten zeigten sich in Gruppe 1 0,53% gegenuber
0,19% in Gruppe 2, p<0,0001, und gegenuber 0,29% in Gruppe 3, p<0,0001)
(Abbildung 10C und D). Da auch Tu17- und Tc17-Zellen haufig die Fahigkeit erwerben,

das Tw1-Zytokin IFNy zu koexprimieren,’® wurden auch IL17 produzierende
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Tripelproduzenten analysiert. Ubereinstimmend mit den zuvor aufgefiihrten
Tripelproduzenten zeigte sich die Population der gleichzeitig [|FNy/IL17-
produzierenden Zellen innerhalb der CD4+ Population zusatzlich positiv fur TNFo und
dominierte in der Gruppe ohne infektiose Vorgeschichte (0,87% in Gruppe 1
gegenuber 0,06% in Gruppe 2, p<0,05, und gegenuber 0,10% in Gruppe 3, p<0,05)
(Abbildung 10C).

Der hochste Anteil der CD4+ Doppelproduzenten entfiel auf Zellen, die sich gleichzeitig
positiv fur IL2 sowie TNFa zeigten (4,89% in Gruppe 1, gegenuber 2,16% in Gruppe
2, p<0,0001 und 2,97% in Gruppe 3, p<0,05). Signifikante Unterschiede zwischen
Gruppe 1 und Gruppe 2 fanden sich zudem fur IFNy+TNFo+ (0,77% in Gruppe 1
gegenuber 0,43% in Gruppe 2, p<0,05), IFNy+IL2+ (0,21% in Gruppe 1 gegenuber
0,07% in Gruppe 2, p<0,05) und IL17+TNFa+ koproduzierende Zellen (0,36% in
Gruppe 1 gegenuber 0,18% in Gruppe 2, p<0,01) (Abbildung 10C). Innerhalb der
CD8+ Doppelproduzenten zeigten sich ebenfalls fur mehrere der Subpopulationen
signifikante Unterschiede zwischen Gruppe 1 und Gruppe 2 sowie zwischen Gruppe 1
und Gruppe 3. Die anteilsmaldig deutlich dominierende Subpopulation der IFNy+
TNFa+ koproduzierenden Zellen zeigte 3,25% in Gruppe 1 gegenuber 1,75% in
Gruppe 2, p<0,05, und gegenuber 2,08% in Gruppe 3, p=0,063, gefolgt von IL2+
TNFa+ (1,39% in Gruppe 1 gegenuber 0,47% in Gruppe 2, p<0,0001, und gegenuber
0,83% in Gruppe 3, p<0,01) und IFNy+ IL2+ (0,28% in Gruppe 1 gegenuber 0,10% in
Gruppe 2, p<0,0001 und gegenuber 0,17% in Gruppe 3, p<0,05) (Abbildung 10D).
Die Mehrzahl der CD4+ Einzelproduzenten produzierten zu fast gleichen Anteilen
TNFa und IL2. Wahrend sich bei den TNFo+ Einzelproduzenten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen fanden, sich die TNFa-Produktion somit
unabhangig von den dominierenden klinischen Symptomen zeigte, wurden IL2+
Einzelproduzenten in Gruppe 1 signifikant am starksten gebildet (5,57% in Gruppe 1
gegenuber 3,19% in Gruppe 2, p<0,0001 und gegenuber 4,06% in Gruppe 3, p<0,05).
(Abbildung 10C). Wie auch bei den CD8+ Einzelproduzenten entfiel nur ein sehr
kleiner Anteil auf IL17+ Zellen. Dahingegen fanden sich bei den CD8+ T-Zellen zu
ungefahr gleichen Anteilen [FNy+, 112+ sowie etwas weniger TNFa+
Einzelproduzenten. Es zeigten sich insgesamt wenig Unterschiede innerhalb der
klinischen Gruppen, lediglich bei den IFNy+ Zellen wiesen Kinder mit

Atemwegsinfekten (Gruppe 2) einen signifikant geringeren Anteil auf als Kinder in
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Gruppe 1 (2,92% in Gruppe 1 gegenuber 1,49% in Gruppe 2, p<0,001) (Abbildung
10D).

Wahrend in Zusammenschau somit bei allen Kindern Einzelproduzenten dominierten,
zeigten im Vergleich Kinder ohne begleitende Infekte (Gruppe 1) grofere Anteile
hoherfunktionaler Zellen wie Tripel- oder Doppelproduzenten, bei Kindern mit
sekundaren Infekten (Gruppe 2 und Gruppe 3) lagen deutlich mehr Einzelproduzenten
vor. Dies zeigte sich sowohl fur das CD4+ (Abbildung 10A und C) als auch das CD8+
Kompartiment (Abbildung 10B und D).
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3.3 Vergleich der T-Zell-Differenzierung entsprechend des Alters

3.3.1 T-Effektor- und T-Gedachtniszellkompartimente zeigen sich ahnlich im
Altersvergleich

Da vorangegangene Infektionen nicht zu einer vermehrten T-Zell-Differenzierung

gefuhrt hatten (Abbildung 10), wurden fur das untersuchte Kollektiv ferner Vergleiche

entsprechend des Alters der Patienten vorgenommen, um einen moglichen Einfluss

hierdurch zu prufen. Fur den Altersvergleich der CD4+ und CD8+ Population wurden

die gleichen Subpopulationen wie im Gruppenvergleich betrachtet.
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Abbildung 11: Phanotyp der CD4+ und CD8+ T-Zellen in Abhangigkeit vom Alter. Die aus den
Adenoiden gewonnenen mononuklearen Zellen wurden zur Phanotypisierung wie auch in Abbildung 8
unstimuliert gelassen, die Expression der Oberflachenmarker wurde mittels Durchflusszytometrie
dargestellt. Vergleiche wurden zwischen den Kindern im Alter von einem Jahr, zwei Jahren oder drei
Jahren und alter vorgenommen. Die Haufigkeit der RTE, T-Effektor- und T-Gedachtniszellen wurde
sowohl fir die CD4+ (links) als auch die CD8+ Population (rechts) gezeigt. Hellgrine Balken
reprasentieren einjahrige Kinder, wahrend dunkelgriine Balken zweijahrige und dunkelgraue Balken
mindestens dreijahrige Kinder abbilden. Jeder Kreis reprasentiert einen einzelnen Patienten der n=102
in der Studie analysierten Kinder. Horizontale Linien zeigen den Durchschnittswert £SEM. *p<0.05,
**p<0,01 (one-way Anova, Tukey HSD Mehrfachvergleiche).

Im CD4+ Kompartiment war nur fur die Haufigkeit der RTE, aber weder der T-Effektor-
noch der T-Gedachtniszellen signifikante Veranderungen mit dem Alter zu
verzeichnen. Es war eine kontinuierliche Abnahme des Anteils der RTE mit
zunehmendem Alter zu beobachten (Einjahrige 32,93%, Zweijahrige 25,45%,
Dreijahrige und altere Kinder 23,48%), einjahrige Kinder zeigten signifikant mehr RTEs
als Kinder im Alter von drei und alter (p<0,05) (Abbildung 11, oben). Zudem stellte sich
heraus, dass bereits einjahrige Kinder eine erhebliche Menge an CD4+ T-
Gedachtniszellen produzieren konnen (Abbildung 11, unten).

Dahingegen fanden sich im CD8+ Kompartiment weder bei den RTE noch bei den T-
Effektorzellen signifikante Unterschiede in Zusammenhang mit dem Alter. Verglich
man jedoch Kinder von drei Jahren und alter mit Zweijahrigen, so konnte gezeigt
werden, dass erstere etwa doppelt so viele CD8+ T-Gedachtniszellen aufweisen, wenn
auch in sehr niedrigen Frequenzen (10,52% gegenuber 4,59%, p<0,01) (Abbildung 11,
unten rechts). Insgesamt wies das CD8+ Kompartiment einen jeweils gro3en Anteil an
naiven T-Zellen wie auch T-Effektorzellen auf, dahingegen jedoch nur wenige T-
Gedachtniszellen.
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3.3.2 Analyse der Zytokinproduktion im Altersvergleich

Als nachstes wurde untersucht, ob eine Korrelation zwischen den Einzelproduzenten
und dem Alter hergestellt werden konnte. Unter allen CD4+ und CD8+ T-Zellen
nahmen die Einzelproduzenten stetig und signifikant mit dem Alter zu (Abbildung 12A).
Zuruckfuhren liel3 sich dieser Anstieg im CD4+ Kompartiment vor allem auf IL2+ und
IL17+, im CD8+ Kompartiment auf IFNy+ und IL2+ Einzelproduzenten (Abbildung
12B). Unabhangig vom Alter wurden innerhalb der CD4+ Population INFy+ und TNFo+

sowie innerhalb der CD8+ Population IL17+ und TNFoa+ Einzelproduzenten generiert.
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Abbildung 12: Darstellung der Korrelation von Einzelproduzenten und Alter. Die aus den
Adenoiden gewonnenen Zellen wurden zur Analyse der Zytokinproduktion analog zu Abbildung 9 mit
PMA/lonomycin und Brefeldin A fir 6 Stunden stimuliert, die Zytokinproduktion mit Hilfe von
Durchflusszytometrie gezeigt. Die Korrelationsgrafen zeigen lineare Regression mit einem
Konfidenzintervall von 95% innerhalb der CD4+ (links) und CD8+ Population (rechts). Gezeigt werden
alle Einzelproduzenten (A) sowie die Aufschlisselung in die funktionellen Subpopulationen der

individuellen Einzelproduzenten (IFNy, IL2, IL17 und TNFa) (B) mit zunehmendem Alter (1-11 Jahre).
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (Spearman r Korrelation).

53



3.3.2.1 Betrachtung der Tu1- und Tu17-Zellen bzw. Tc1 und Tc17-Zellen
Da IL17 in fetalen und neonatalen T-Zellen eine grof3e Bedeutung zugesprochen

wird,”" wurden im folgenden T17- und Tc17-Zellen altersabhangig analysiert.
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Abbildung 13: Gegeniiberstellung der IFNy und IL17 Produktion der CD4+ und CD8+ T-Zellen
innerhalb der Altersklassen. Die Stimulation und Analyse der aus den Adenoiden gewonnen
mononuklearen Zellen erfolgte wie in Abbildung 9 beschrieben. Die prozentualen Anteile der Gesamt

IFNy+ (weiR) und IL17+ Population (graumeliert) innerhalb des CD4+ (links) und CD8+ Kompartiments
(rechts) wurden bestimmt, aufgerechnet auf hundert Prozent und innerhalb der Altersstufen miteinander
verglichen. Horizontale Linien zeigen den Durchschnittswert +SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
(Kolmogorov-Smirnoff sowie Kruskal-Wallis Test mit post-hoc Mehrfachvergleichen).

Anders als angenommen zeigte sich, dass bei jungeren Kindern (Ein- und
Zweijahrigen) Tu1-ahnliche Zellen haufiger nachzuweisen waren als Tnu17-ahnliche
Zellen. Jedoch war eine Zunahme der Tu17-Zellen mit zunehmendem Alter zu
verzeichnen, Kinder im Alter von 3 und alter wiesen ca. 50% mehr IL17-produzierende
CD4+ T-Zellen als sowohl ein- als auch zweijahrige Kinder auf (46,26% bei Kindern
von drei und alter gegenuber 23,36% bei Einjahrigen, p<0,001, und gegenuber 27,56%
bei Zweijahrigen, p<0,001). Dementsprechend bestand im CD4+ Kompartiment in der
Gruppe der alteren Kinder ein Th1-Th17-Gleichgewicht (Abbildung 13, links).
Dahingegen fanden sich im CD8+ Kompartiment in allen Altersklassen Uberweigend
Tc1-Zellen und nur ein geringer Anteil an Tc17-Zellen vor, mit einer signifikanten
Zunahme von letzteren bei Kindern ab zwei Jahren, wenn auch bei insgesamt sehr
niedrigen Frequenzen (16,40% bei Zweijahrigen und damit doppelt so viele wie bei
Einjahrigen mit 8,08%, p<0,05 und gegenuber 11,15%, p<0,01 bei mindestens
dreijahrigen Kindern) (Abbildung 13, rechts).
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3.3.2.2 Altere Kinder zeigen einen héheren Anteil an multifunktionalen CD4+
und CD8+ T-Zellen

Um auch bezuglich einer moglichen Altersabhangigkeit der Funktionalitat von CD4+

und CD8+ T-Zellen in Adenoiden eine Aussage treffen zu kdnnen, wurden als nachstes

multifunktionale  T-Zellen, im Einzelnen Einfach-, Doppel-, Tripel- und

Quadrupelproduzenten, im Vergleich zwischen Einjahrigen, Zweijahrigen sowie

Dreijahrigen und alteren Kindern analysiert (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich multifunktionaler CD4+ (A und C) und CD8+ T-Zellen (B und D) nach
Alter. Fur diesen Vergleich wurden die aus den Adenoiden gewonnenen Zellen von Einjéhrigen,
Zweijahrigen und Kindern von drei Jahren und &lter stimuliert wie beschrieben in Abbildung 9 und
analysiert wie gezeigt in Abbildung 10. CD4+ und CD8+ Subpopulationen, welche sich durch die
Expression von einem (Einfach) oder simultan zwei (Doppel), drei (Tripel) oder vier (Quadrupel)
verschiedenen Zytokinen auszeichneten, wurden gezeigt fir das CD4+ (A) und CD8+ Kompartiment
(B). (C, D) Die prozentualen Anteile der individuellen, funktionellen Subpopulationen (+) symbolisiert
das exprimierte Zytokin innerhalb der CD4+ (C) und CD8+ Population (D). Hellgrine Balken
reprasentieren einjahrige Kinder, dunkelgriine Balken stehen flir zweijahrige- und dunkelgraue Balken
fur Kinder von 3 Jahren und alter. Horizontale Linien zeigen den Durchschnittswert +SEM. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (two-way Anova, Tukey HSD Mehrfachvergleiche).

Hierbei war in der Altersklasse der Kinder von drei Jahren und alter gegenuber den
ein- oder zweijahrigen Kindern in beiden T-Zell-Kompartimenten eine signifikante
Zunahme der Einfach- und Doppelproduzenten zu vermerken. In der CD4+ Population
zeigten sich fur die Einfachproduzenten bei Dreijahrigen und alteren Kindern 11,05%
gegenuber Einjahrigen mit 8,28%, p<0,001, und gegenuber Zweijahrigen mit 6,89%,
p<0,0001. Fur Doppelproduzenten waren bei Dreijahrigen und alteren Kindern 6,82%
nachweisbar gegenuber Einjahrigen mit 2,71%, p<0,0001, und gegenuber
Zweijahrigen mit 2,55%, p<0,0001 (Abbildung 14A). In der C8+ Population betrugen
Einfachproduzenten bei Dreijahrigen und alteren Kindern 8,43% gegenuber 4,92% bei
Zweijahrigen, p<0,0001. Fur Doppelproduzenten zeigten sich bei Dreijahrigen und
alteren Kindern 5,78% gegenuber Einjahrigen mit 2,26%, p<0,0001, und gegenuber
Zweijahrigen mit 2,06%, p<0,0001 (Abbildung 14B). Signifikante Unterschiede
zwischen Ein- und Zweijahrigen liel3en sich lediglich bei den Einfachproduzenten in
der CD8+ Population finden, hier wiesen Einjahrige 7,35% gegenuber Zweijahrigen
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mit 4,92%, p<0,001, auf. (Abbildung 14B). Bezuglich der Funktionalitat der T-Zellen,
welche durch die Koexpression verschiedener Zytokine gekennzeichnet ist, konnten
somit deutliche Unterschiede wahrend und nach dem Erreichen des 3. Lebensjahres
aufgezeigt werden (Abbildung 14A bis D).

Es folgte wiederum eine Betrachtung der einzelnen Subpopulationen.

Die fur die Pathogen-Bekampfung sowohl im CD4+ als auch im CD8+ Kompartiment
wichtigen IFNy+IL2+TNFa+ koexprimierenden T-Zellen wiesen einen signifikant
hoheren Anteil bei Kindern ab drei Jahren auf im Vergleich zu Kindern im Alter von ein
und zwei Jahren. In der CD4+ Population zeigten Dreijahrige und altere Kinder 0,71%
gegenuber 0,32% bei Einjahrigen, p<0,0001, und gegenuber 0,27% bei Zweijahrigen,
p<0,0001 (Abbildung 14C). In der CD8+ Population betrugen diese fur Dreijahrige und
altere Kinder 0,54% gegenuber 0,13% bei Einjahrigen, p<0,0001, und gegenuber
0,19% bei Zweijahrigen, p<0,0001 (Abbildung 14D).

Bei der Betrachtung der CD4+ Doppelproduzenten machten IL2+TNFa+
Koproduzenten die grofdte Subpopulation aus, wobei Kinder von mindestens 3 Jahren
70% mehr (p<0,0001) dieser Koproduzenten aufwiesen als Ein- oder Zweijahrige.
Unterschiede zwischen Kindern im Alter von drei Jahren und &lter und Zweijahrigen
konnten darUber hinaus im CD4+ T-Zell-Kompartiment auch fur IFNy+ IL2+, IFNy+
TNFa+ und IL17+ TNFoa+ Koproduzenten offenbart werden. Bei IFNy+ [L2+
Doppelproduzenten zeigten Dreijahrige und altere Kinder 0,18% gegenuber 0,06% bei
Zweijahrigen, p<0,05. Bei IFNy+ TNFa+ Doppelproduzenten wiesen Dreijahrige und
altere Kinder 0,70% gegenuber 0,36% bei Zweijahrigen, p<0,01, auf. Far die
letztaufgefihrte Subpopulation der IL17+ TNFoa+ Doppelproduzenten wurden auch
Unterschiede der drei- mit den einjahrigen Kindern deutlich, hier zeigten Dreijahrige
und altere Kinder 0,40% gegenuber 0,19% bei Einjahrigen, p<0,001, und gegenuber
0,16% bei Zweijahrigen, p<0,0001) (Abbildung 14C). Auch bei den CD8+
Doppelproduzenten waren in allen Altersklassen uberwiegend IFNy+TNFo+ und
IL2+TNFoa+ Koproduzenten nachweisbar, wobei im Gegensatz zum CD4+
Kompartiment hier die IFNy+TNFa+ Zellen dominierten. Dreijahrige und altere Kinder
zeigten hier 3,61% gegenuber 1,33% bei Einjahrigen, p<0,0001, und gegenuber
1,28% bei Zweijahrigen, p<0,0001. Daruber hinaus konnte erwiesen werden, dass
Kinder von drei und alter signifikant mehr IL2+TNFoa+ Koproduzenten hatten als

einjahrige und zweijahrige Kinder. Im Einzelnen betrugen diese fur Dreijahrige und
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altere Kinder 1,50% gegenuber 0,36% bei Einjahrigen, p<0,0001, und gegenuber
0,41% bei Zweijahrigen, p<0,0001. IFNy+IL2+ und IL17+TNFa+ Zellen machten einen
deutlich kleineren Anteil innerhalb der Doppelproduzenten aus, aber auch hier gab es
signifikante Unterschiede zwischen den mindestens dreijahrigen Kindern und den
jungeren beiden Altersklassen. IFNy+IL2+ Doppelproduzenten beliefen sich auf 0,27%
fur Dreijahrige und altere Kinder gegenuber 0,15% bei Einjahrigen, p<0,01, und
gegenuber 0,08% bei Zweijahrigen, p<0,0001. Fur IL17+TNFa+ Doppelproduzenten
zeigten sich fur Dreijahrige und altere Kinder 0,15% gegenuber 0,06% bei Einjahrigen,
p<0,05, und gegenuber 0,04% bei Zweijahrigen, p<0,01 (Abbildung 14D).

Bei der Analyse der CD4+ Einzelproduzenten konnte deutlich gemacht werden, dass
mehrheitlich IL2+ sowie TNFa+ Zellen vorlagen, wobei Kinder von drei Jahren und
alter etwa doppelt so viele IL2+ Zellen aufwiesen im Vergleich zu sowohl ein- als auch
zweijahrigen Kindern. Im Einzelnen zeigten sich fur Dreijahrige und altere Kinder
5,96% gegenuber 2,59% bei Einjahrigen, p<0,0001, und gegenuber 3,05% bei
Zweijahrigen, p<0,0001. Es waren keine signifikanten Unterschiede der TNFa+ Zellen
im Vergleich der Altersklassen erkennbar. Mit zunehmendem Alter konnte eine
Abnahme von IFNy+ Zellen verzeichnet werden, mit einem nachweislichen
Unterschied zwischen Dreijahrigen und alteren Kindern mit 0,55% gegenuber 1,23%
bei Einjahrigen, p<0,05. Obwohl insgesamt nur sehr wenig IL17+ Zellen nachgewiesen
werden konnten, hatten Dreijahrige und altere Kinder etwa doppelt so viele IL17+
Zellen wie Zweijahrige (0,50% gegenuber 0,22%, p<0,01) (Abbildung 14C). Innerhalb
der CD8+Einzelproduzenten konnte beschrieben werden, dass Kinder im Alter von 3
Jahren und alter Uberwiegend IL2+ Zellen aufwiesen, anteilsmallig gefolgt von IFNy+,
TNFo+ und nur sehr wenig IL17+ Zellen. IL2+ Einzelproduzenten betrugen fur
Dreijahrige und altere Kinder 3,81% gegenuber 2,34% bei Einjahrigen, p<0,0001 und
2,00% bei Zweijahrigen, p<0,0001. Bei IFNy+ Einzelproduzenten waren zudem fur
Dreijahrige und altere Kinder 2,68% gegenuber 1,33% bei Zweijahrigen, p<0,001
nachweisbar (Abbildung 14D).

Kinder im Alter von drei Jahren und alter zeichnen sich somit durch einen signifikant
hoheren Anteil an Doppel- und Tripelproduzenten und somit hoherfunktionalen Zellen
aus. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Kinder mit zunehmendem
Alter hoherfunktionale CD4+ und CD8+ T-Zellen wie Doppel- oder Tripelproduzenten
akkumulieren.
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3.4 Gegeniiberstellung der Einfliisse auf die T-Zell-Funktionalitat

Zunachst wurde angenommen, dass die Fahigkeit der simultanen Expression
mehrerer Zytokine ausschliellich auf die Entwicklung im Rahmen der T-Zell-
Differenzierung und nicht auf duRere Einflisse wie Infektionen zurlckzufiihren war.
Um eine getrennte Betrachtung von T-Zell-Differenzierung und mdglichen anderen
Einflissen vornehmen zu kdnnen, wurde im Folgenden untersucht, ob in Kenntnis der
Krankheitsvorgeschichte auch eine Abhangigkeit vom Alter vorlag. Im Unterschied zu
den vorangegangenen Analysen wurden die Kinder aus Gruppe 1 exemplarisch als
die Gruppe der Kinder ohne, diejenigen aus Gruppe 2 und 3 wurden zusammengefasst
und als die Gruppe der Kinder mit begleitenden Infektionen in der Vorgeschichte

angesehen und dementsprechend definiert (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Vergleich von CD4+ und CD8+ Doppel- und Tripelproduzenten im Gruppen- und
Altersvergleich. Die aus den Adenoiden gewonnen Zellen wurden wie in Abbildung 9 stimuliert und
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analysiert. Haufigkeiten von CD4+ (A) und CD8+ (B) IFNy+TNFa+ Doppelproduzenten bei Kindern von
eins und zwei oder drei Jahren und alter entweder mit (zusammengeschlossene Gruppe 2 und 3) oder
ohne (Gruppe 1) begleitende Infektionen sind links gezeigt, wohingegen die Haufigkeiten von CD4+ (A)

und CD8+ (B) IFNy+ IL2+ TNFa Tripelproduzenten rechts aufgefiihrt sind. Griingestreifte Balken
reprasentieren ein- und zweijahrige Kinder, dunkelgraue Balken stehen fiir Kinder von 3 Jahren und
alter. Horizontale Linien zeigen den Durchschnittswert +SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001 (two-way Anova, Tukey HSD Mehrfachvergleiche).

In der Gruppe der Kinder, bei denen keine Sekundarinfektionen vorgelegen hatten,
zeigte sich im Vergleich der Altersklassen ein ahnlicher Anteil an CD4+ IFNy+TNFo+
Doppelproduzenten (bei Dreijahrigen und alteren Kindern 0,77% gegenuber 0,70% bei
Ein- und Zweijahrigen, p=0,75) (Abbildung 15A, ganz links). Demgegenuber liel3en
sich deutlich weniger dieser Doppelproduzenten bei den Ein- und Zweijahrigen
nachweisen, welche sich klinisch durch das Vorliegen von Infektionen ausgezeichnet
hatten (bei Dreijahrigen und alteren Kindern 0,61% gegenuber 0,40% bei Ein- und
Zweijahrigen, p<0,05).

Bei der Betrachtung von CD4+ IFNy+IL2+TNFa+ Tripelproduzenten zeigte sich
unabhangig von der Infektionsgeschichte ein drastischer Anstieg der
Tripelproduzenten mit zunehmendem Alter (in der Gruppe ohne vorangegangene
Infektionen bei Dreijahrigen und alteren Kindern 0,83% gegenuber 0,34% bei Ein- und
Zweijahrigen, p<0,01, sowie in der Gruppe mit vorangegangenen Infektionen bei
Dreijahrigen und alteren Kindern 0,58% gegenuber 0,28% bei Ein- und Zweijahrigen,
p<0,01) (Abbildung 15A, rechts).

Fur die CD8+ T-Zellen wurde deutlich, dass sowohl die CD8+ IFNy+TNFa+
Doppelproduzenten als auch die CD8+ IFNy+IL2+TNFa+ Tripelproduzenten ab dem
Alter von 3 Jahren signifikant anstiegen. Im Einzelnen zeigten sich fur die CD8+
IFNy+TNFo+ Doppelproduzenten in der Gruppe ohne Infektionen bei Dreijahrigen und
alteren Kindern 3,89% gegenuber 1,50% bei Ein- und Zweijahrigen, p<0,01, und in der
Gruppe mit vorangegangenen Infektionen bei Dreijahrigen und alteren Kindern 3,35%
gegenuber 1,26% bei Ein- und Zweijahrigen, p<0,001.

Fur die CD8+ IFNy+IL2+TNFo+ Tripelproduzenten zeigten sich in der Gruppe ohne
vorangegangene Infektionen bei Dreijahrigen und alteren Kindern 0,67% gegenuber
0,31% bei Ein- und Zweijahrigen, p<0,0001, und in der Gruppe mit vorangegangenen
Infektionen bei Dreijahrigen und alteren Kindern 0,41% gegenuber 0,16% bei Ein- und
Zweijahrigen, p<0,001. Dieser Anstieg zeigte sich unabhangig von etwaigen akuten
oder chronischen vorangegangenen Infektionen (Abbildung 15B).
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4 Diskussion

Eine  Hypertrophie der Adenoide ist die haufigste Ursache von
Nasenventilationsstorungen im Kindesalter. Bei einem groRen Anteil des
Patientenkollektivs kommt es durch konsekutive Beluftungsstérung des Mittelohrs zu
der Entwicklung eines Paukenergusses. Einige Kinder leiden zudem an
rezidivierenden Infekten der oberen Luftwege bez. an rezidivierenden
Mittelohrentzindungen. Es konnen somit vereinfachend drei Hauptindikationen fur die
operative Entfernung hypertrophierter Adenoide gestellt werden, anhand dieser in der
vorliegenden Arbeit eine Einteilung in drei klinische Gruppe erfolgte. Da es sich nur bei
zwei dieser drei Indikationen schwerpunktmalig um Infektionen bzw. infektiose
Komplikationen handelt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass zwischen diesen
Gruppen Unterschiede in der T-Zell-vermittelten Immunantwort bestehen. Weiterhin ist
die Betrachtung moglicher Altersunterschiede in der T-Zell-Differenzierung
interessant. In dieser Arbeit wurde die T-Zell-Funktionalitat in Abhangigkeit vom Alter
bei 102 Kindern untersucht, bei welchen eine Hypertrophie der Adenoide mit oder ohne

vorangegangene rezidivierende oder chronische Infektionen vorlag.

4.1 Betrachtung des Patientenkollektivs

4.1.1 Klinische Symptomatik und Gruppeneinteilung

Bei der Gruppeneinteilung nach klinischer Symptomatik ergaben sich folgende
Herausforderungen: wahrend Gruppe 1 durch die Abwesenheit von infektidsen
Vorerkrankungen charakterisiert und dadurch genau definiert war, so liel sich eine
Unterteilung in die Gruppen 2 und 3 nicht immer so eindeutig treffen, da einige der
Patienten Symptome aus beiden Gruppen aufwiesen. So zeigten auch in Gruppe 3
59,0% der Kinder rezidivierende Rhinitiden und demgegenuber 30,3% der Kinder aus
Gruppe 2 neben Atemwegsinfekten auch Infekte des Mittelohrs. Letzteres wurde
dadurch begrundet, dass Entzindungen der Atemwege durch die anatomische Nahe
haufig auch Entzindungen des Mittelohrs mitbedingen konnen. Entscheidend fur die
Zuordnung zu Gruppe 3 wurde das Vorliegen einer von den Eltern empfundenen
Horminderung festgelegt. Alle Kinder, welche neben einer Horminderung zusatzlich
noch eine Vorgeschichte von Infekten des Mittelohrs aber auch der Atemwege
aufwiesen, wurden der Gruppe 3 zugeteilt.
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Bei Betrachtung der klinischen Symptomatik zeigte sich wie erwartet, dass auch ein
deutlicher Anteil der Kinder in Gruppe 1 neben der Nasenatmungsbehinderung eine
Rhonchopathie aufwies. Tatsachlich war der Anteil der Kinder, welche durch
Schnarchen auffielen, in Gruppe 2 sogar noch hoher. Erklart werden konnte dieses
jedoch gut durch das schwerpunktmallige Vorliegen rezidivierender Atemwegsinfekte
in dieser Gruppe, welche in der akuten Phase ebenfalls haufig zu Schnarchen und
einer nasal empfundenen Aussprache fiihren kénnen.%® Auch in Gruppe 3 zeigte sich
ein recht groRer Anteil an Kindern, fur welche eine nasale Aussprache beschrieben
worden war. Dieses konnte darauf zurlickzufuhren sein, dass ein Paukenerguss und
somit eine veranderte Horwahrnehmung auch eine Veranderung der Aussprache zur

Folge haben konnte.

Zu den Symptomen, die laut praoperativem Erfassungsbogen zu Gruppe 1 gezahlt
wurden, gehorten zudem Appetitlosigkeit, Tagesmudigkeit und
Konzentrationsschwierigkeiten. Diese Symptome wurden kaum genannt, zeigten sich
aber bei Kindern aller drei Gruppen. Tatsachlich sind diese Symptome als sehr
unspezifisch anzusehen und in ihrer Genese multifaktoriell, sodass retrospektiv
offensichtlich erscheint, dass sie sich nicht eindeutig einer der drei definierten Gruppen
zuordnen lieRen. Daruber hinaus ist zu beachten, dass auch hier wieder lediglich
subjektive Wahrnehmungen der Eltern vorlagen und nicht etwa beispielsweise eine
Konzentrationsdiagnostik vorausgesetzt wurde. Ebenfalls berlcksichtigt werden
muss, dass einige der Kinder neben der Adenotomie und eventueller Parazentese
oder Paukendrainage auch beispielswiese eine Tonsillotomie oder Tonsillektomie
erhielten, die hier zugrunde liegende Erkrankung kann weitaus eher auch zu dem
Symptom der Appetitlosigkeit gefuhrt haben.

Die Auswertung der apparativen Horprufungen sowie die Betrachtung, ob neben der
Adenotomie zusatzlich auch noch ein operativer Eingriff am Trommelfell erfolgte,
machten deutlich, dass ein Unterschied darin bestand, wie viele Kinder subjektiv an
einer Horminderung litten und bei wie vielen sich in der objektiven Horuntersuchung
oder intraoperativ dann auch tatsachlich Auffalligkeiten im Mittelohr zeigten, die die
Durchfuhrung einer Parazentese oder sogar den Einsatz von Paukenrdhrchen
erforderlich machten. So erhielten beispielsweise in Gruppe 2 ein Drittel der Kinder
auch eine Operation an den Ohren, obwohl fur diese Gruppe bei keinem Kind von den
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Eltern eine Horminderung beschrieben worden war. Demgegenuber war in Gruppe 3
fur 92,3% der Kinder eine Horminderung angegeben worden, jedoch wurde nur bei
76,9% dann auch tatsachlich ein Eingriff am Trommelfell vorgenommen.

In Gruppe 1 war bei sechs Kindern (20,0%) eine Horminderung angegeben worden,
es wurde dann jedoch sogar bei neun Kindern (30,0%) intraoperativ ein Paukenerguss
gesehen, welcher mittels Parazentese oder Paukendrainage behandelt wurde. Dieses
konnte darauf zurickzufuhren sein, dass die entsprechenden Kinder allesamt schon
alter waren und die HOorminderung eventuell gut zu kompensieren gelernt hatten,

sodass sie den Eltern im Vorfeld nicht aufgefallen war.

Die beschriebene Diskrepanz zwischen den Kindern, bei denen eine von den Eltern
beschriebene Horminderung vorlag, und denen, die auch eine auffallige Hortestung
aufwiesen und intraoperativ eine Parazentese oder sogar Paukendrainage erhielten,
lasst diskutieren, ob eine Gruppeneinteilung statt auf subjektiven auch auf besser

objektivierbaren und damit eher nachvollziehbareren Daten sinnvoller gewesen ware.

4.1.2 Konzeption des Erfassungsbogens zum stationaren Verlauf

Bezlglich der Auswertung des Erfassungsbogens zum stationaren Verlauf wurde
dessen erster Teil bei genauerer Betrachtung als wenig relevant eingeordnet, sodass
diese Daten dementsprechend im Ergebnisteil auch nicht aufgefuhrt wurden.

Der Fragebogen orientierte sich in seiner Konzeption an der praoperativen klinischen
Untersuchung im Rahmen der Aufnahme zur Operation, wie sie in der Klinik fur HNO
der Universitat Magdeburg routinemalig durchgefuhrt wird. Diese Angaben zur
klinischen Untersuchung erwiesen sich fur die Gruppeneinteilung jedoch als wenig
hilfreich. Da fur jede Operation aufgrund des Narkoserisikos theoretisch Infektfreiheit
vorliegen muss, um von der Anasthesie eine entsprechende Operationsfreigabe zur
erhalten, konnten die hier aufgefuhrten klinischen Auffalligkeiten nur bedingt als
exemplarisch fur das zurlckliegende Vorliegen oder die Abwesenheit von
rezidivierenden Infekten oder Mittelohrentzindungen verwendet werden. Die
Ergebnisse zur ohrmikroskopischen Untersuchung konnten zwar bereits Hinweise auf
das Vorliegen eines Paukenergusses erbringen, lieferten durch die zusatzlich
durchgefuhrten apparativen Horuntersuchungen letztlich jedoch maximal ein

redundantes Ergebnis.
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4.1.3 Alter der Patienten

Die Analyse der Alterszusammensetzung des untersuchten Kollektivs zeigte ein
Durchschnittsalter von 3,5 Jahren. Dieses erwies sich im Vergleich mit anderen
Studien als vergleichsweise jung, so liel3en sich in der Literatur fur die Durchfihrung
von Adenotomien bei Kindern eher ein Durchschnittsalter von ca. 6 Jahren
finden.575963 | ediglich eine Studie, welche die Einflisse der Adenotomie auf
verschiedene Komponenten der humoralen und zellularen Immunitat kurz nach der
Operation analysierte, betrachtete hierfur ein noch jungeres Kollektiv mit einem
Durchschnittsalter von 2,4 Jahren. Einschrankend ist zu bemerken, dass in dieser
Studie nur Kinder im Alter bis zu 3 Jahren untersucht wurden.”?

Das junge Alter dieses Kollektivs wurde als besonders interessant fur die geplanten

immunologischen Untersuchungen angesehen.

Bezlglich der Alterszusammensetzung der jeweiligen Gruppen werden, wie aus
Tabelle 9 und Abbildung 7 ersichtlich, leichte Unterschiede zwischen den Gruppen
deutlich. Die Patienten in Gruppe 1 waren im Durchschnitt alter als jene in Gruppe 2
und Gruppe 3, auch die Maximalwerte zeigten sich in dieser Gruppe am hdochsten.
Hierdurch lasst sich die Frage stellen, ob der Effekt, dass Gruppe 1 sich von den
anderen beiden klinischen Gruppen unterscheidet, dadurch verzehrt wird, dass diese
Gruppe auch mehr altere Kinder enthielt, welche wie spater gezeigt Unterschiede in
der T-Zell-Differenzierung gegenuber jungeren Kindern aufweisen. Um
auszuschliel3en, dass es sich hierbei letztlich um den gleichen Effekt handelt, wurden,
wie in Abbildung 15 ersichtlich wird, die Einflisse von vorangegangenen Infektionen
und Alter einander gegenubergestellt und somit eine gegenseitige Beeinflussung
ausgeschlossen.
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4.2 Zusammensetzung der T-Zell-Kompartimente

Beim Vergleich der T-Zell-Differenzierung zwischen den klinischen Gruppen sowie in
Bezug auf das Alter konnte gezeigt werden, dass in einem sekundar lymphatischen
Organ, der Tonsilla pharyngea, eine gleichbleibende Verteilung von naiven, T-Effektor
und T-Gedachtniszellen besteht, ohne dass diese durch Infektionsgeschichte oder
Alter der Patienten beeinflusst wird (Abbildungen 8 und 11). Wahrend bei
Untersuchungen an Blut ein stetiger Anstieg der zirkulierenden T-Gedachtniszellen
und eine Abnahme der naiven T-Zellen diskutiert wird,”>-"5 I13sst die konsistente GroRe
der einzelnen T-Zell-Kompartimente in der vorliegenden Arbeit eine funktionelle
Bedeutung vermuten. Eine derartige funktionelle Bedeutung von T-Zell-
Kompartimenten konnte so auch bei Untersuchungen in der Neonatalperiode
angenommen werden, in denen eine Kompartimentalisierung dazu beizutragen
scheint, im Rahmen der Immunregulation auf die sich rasch &andernden
Umwelteinflisse und Exposition mit verschiedensten Antigenen direkt nach der Geburt

einzugehen.’®

4.2.1 Vergleich der T-Zell-Differenzierung nach klinischer Symptomatik

Im Einzelnen zeigten sich in dieser Arbeit bei Kindern ab dem Alter von einem Jahr
CD4+ T-Gedachtniszellen als die vorherrschende Population und ein ebenfalls recht
groRer Anteil an RTEs, letztere machten innerhalb der CD8+ T-Zellen sogar den
groldten Anteil aus. Bei der Analyse anderer lymphatischer Gewebe und Blut von
Kindern bis zum Alter von zwei Jahren wird in der Literatur beschrieben, dass in diesen
dahingegen Uberwiegend naive T-Zellen vorliegen, wahrend T-Gedachtniszellen vor
allem im lymphatischen Gewebe von Erwachsenen gefunden werden.3%’” RTEs
hingegen konnten bei Erwachsenen deutlich weniger haufig nachgewiesen werden.'®
Das hohe Vorkommen von CD4+ T-Gedachtniszellen insbesondere in den Adenoiden
von sehr jungen Kindern scheint auf die Notwendigkeit zurickzugehen, gerade zu
diesem Zeitpunkt rasch und unmittelbar auf die wiederkehrende Exposition mit

Krankheitserregern reagieren und diese abzuwehren zu kénnen.

Demgegenuber fanden sich bei der Analyse der CD8+ Population nur eine geringe
Haufigkeit von T-Gedachtniszellen und dafur ein hoherer Anteil an naiven T-Zellen
sowie T-Effektorzellen. Dieses deckt sich mit friheren Analysen, in welchen berichtet
wurde, dass CD8+ T-Zellen nicht ohne weiteres in der Lage sind, T-Gedachtniszellen
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zu generieren,' nach vorliegenden Ergebnissen auch nicht in einem sehr jungen,

padiatrischen Kollektiv.

Der vergleichsweise hohe Anteil an CD8+ T-Effektorzellen in Adenoiden konnte darauf
zuruckzufuhren sein, dass einhergehend mit einem Schutz vor von aulien
eindringenden Pathogenen eine direkte Abtotung infizierter Zellen notwendig wird, wie
sie durch T-Effektorzellen erfolgt. Die raschere Reaktionsfahigkeit der T-Effektorzellen
im Vergleich zu T-Gedéachtniszellen’® erscheint hier vorteilhaft. Dabei lasst sich
annehmen, dass die bevorzugte Differenzierung in T-Effektor- anstatt in T-
Gedachtniszellen auf die Lokalisation der Adenoide im Nasen-Rachen-Raum und die
damit einhergehende standige Exposition mit Krankheitserregern zurtuckzufuhren ist,
wobei moglicherweise auch zellintrinsische Mechanismen beteiligt sein konnten.
Inwieweit der grole Anteil an CD8+ T-Effektorzellen auch auf die Hypothese
zuruckgefuhrt werden kann, dass die T-Zell-Differenzierung aus bereits vorliegenden
Vorlauferzellen erfolgt'3, muss an anderer Stelle genauer untersucht werden.

Obwohl sich in Adenoiden die Haufigkeit des Vorliegens von T-Effektor- und T-
Gedachtniszellen mit dem Alter nur wenig andert, ist davon auszugehen, dass sich das
Repertoire an T-Zell-Rezeptoren kontinuierlich verandert bzw. anpasst. Durch die
Kolonisierung der Mukosa innerhalb der ersten drei Lebensjahre erhoht sich deren
Diversitat und phylogenetische Zusammensetzung und nahert sich immer mehr der

eines Erwachsenen an.30.79

4.2.2 Korrelation von T-Zell-Qualitat mit Krankheitsprogression

Multifunktionale T-Zellen zeichnen sich durch die Koproduktion mehrerer Zytokine aus
(z.B. IFNy/IL2/IL17/TNFa) und gewinnen mit zunehmender Differenzierung an
Funktionalitadt, wodurch sie ein hohes AusmaR an Immunprotektion erreichen.*°
Dementsprechend kann durch die Betrachtung multifunktionaler Zellen eine Aussage
Uber die Qualitat der T-Zell-Antwort gegeben werden. Wahrend auf quantitativer
Ebene, wie oben aufgefuhrt, sowohl innerhalb der CD4+ als auch der CD8+
Gesamtpopulation bei der Betrachtung der jeweiligen naiven T-Zellen, T-Effektor- bzw.
T-Gedachtniszellen innerhalb der klinischen Gruppen keine und im Altersvergleich nur
wenige signifikanten Unterschiede zu finden waren, zeigten sich auf qualitativer Ebene
signifikante Unterschiede sowohl im Gruppen- als auch im Altersvergleich.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Qualitat der T-
Zell-Antwort mit dem klinischen Krankheitsstadium korreliert. Dieses steht im Einklang
mit vielen Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass multifunktionale T-Zellen
funktionell Uberlegen sind und eine entscheidende Rolle bei der Bekampfung von
Infektionen spielen.89-85

Bislang wurden multifunktionale T-Zellen vor allem an HIV-Patienten oder Patienten
mit anderen Virusinfektionen untersucht und gemaR der Qualitat der T-Zell-Antwort
versucht, eine Aussage zum klinischen Verlauf zu treffen. Hier konnte gezeigt werden,
dass Patienten, welche entweder eine antiretrovirale Therapie erhielten oder ein
niedriges Viramie-Level hatten, mehr hoherfunktionale Zellen aufwiesen im Vergleich
zu Patienten mit starkerem Krankheitsprogress. Demgegenuber zeigten sich bei
Patienten mit ausgepragter Krankheitsprogression eher niedrigfunktionale Zellen,
welche lediglich ein Zytokin sezernierten.898185 Bei Untersuchungen mit Influenza-,
Epstein-Barr-, Varizella-Zoster- und Zytomegalie-Virus war auffallig, dass
multifunktionale T-Helferzellen vor allem nach bereits durchgemachter Infektion
persistierten. Auch hier zeigte sich eine hohere Anzahl an multifunktionalen Zellen bei
den Patienten, welche eine bessere Krankheitskontrolle und dementsprechend eher
niedrigfunktionale Zellen bei ausgepragter Krankheitsprogression aufwiesen.82-84 Zy
klaren blieb hierbei die Frage, ob die Pradominanz multifunktionaler T-Zellen Ursache
oder Wirkung der Infektionskontrolle ist.#¢ Dass multifunktionale T-Helferzellen einen
protektiven Effekt im Entzindungsgeschehen zeigen, konnte daruber hinaus in einem
Mausmodell nachgewiesen werden, bei dem die Frequenz dieser Zellen nach Infektion
mit oder Impfung gegen Leishmania major korrelierte.8¢

Weiterhin konnte anhand von Impfstudien belegt werden, dass durch Impfstoffe
generierte multifunktionale CD4+ und CD8+ T-Zellen einen besseren Schutz vor
Virusinfektionen gewahrleisten.??46.87.88 Eine derartige Zunahme multifunktionaler T-
Zellen konnte in einer aktuellen Studie nach der jahrlichen Anwendung einer
Grippeschutzimpfung gezeigt werden.® Darliber hinaus wurde gezeigt, dass
Impfstoffe gegen Humane Papillomaviren durch die Aktivierung multifunktionaler
CD8+ T-Zellen auch einen besseren Schutz gegen von Humanen Papillomaviren
induzierte Tumoren bieten.8® Insgesamt scheint fir die Entwicklung von Impfstoffen
eine genaue Kenntnis und Phanotypisierung der T-Zell-lmmunitat und —Genetik

bedeutend zu sein.?
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Durch die hier vorliegende Studie konnte gezeigt werden, dass auch in einem
padiatrischen Patientenkollektiv durch multifunktionale T-Zellen eine bessere Erreger-
und somit Infektionskontrolle besteht.

Sowohl fur CD4+ T-Zellen als auch fur CD8+ T-Zellen wiesen Kinder, welche klinisch
lediglich durch eine Nasenventilationsstorung imponierten, bei denen jedoch im
Vorfeld keine infektiosen Sekundarkomplikationen aufgetreten waren, eine grol3ere
Anzahl an hoherfunktionalen Zellen auf. Dahingegen zeigte sich entsprechend in den
anderen beiden Gruppen (Gruppe 2 und 3), in welchen die Kinder zusatzlich zu der
adenoiden Hypertrophie auch rezidivierende Infekte der oberen Atemwege bez. des
Mittelohrs in ihrer Vorgeschichte aufwiesen, ein vergleichsweise hoherer Anteil an
einfach positiven Zellen, welche durch rasches Ubergehen in die Apoptose ein
weiteres Voranschreiten der Infektion ermoglichten. Ein Verlust hoherfunktionaler
Zellen scheint dementsprechend mit der Entwicklung sekundarer Komplikationen
hypertrophierter Adenoide einherzugehen (Abbildung 10).

Die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse dahingehend, dass T-Zell-Qualitat und
somit -Funktionalitat mit zunehmender Krankheitsprogression abnehmen, geht davon
aus, dass es sich bei rezidivierenden Infektionen der oberen Atemwege bzw. des
Mittelohrs um Sekundarkomplikationen handelt, welche durch das Vorliegen der
Adenoiden Hypertrophie begunstigt oder sogar bedingt werden. Gestutzt werden kann
diese Annahme dadurch, dass tatsachlich bei allen 102 Probanden, fur die eine
eindeutige Gruppeneinteilung vorgenommen werden konnte, eine Adenoide
Hypertrophie vorlag, jedoch nur bei 72 gleichzeitig auch von vorangegangenen
rezidivierenden Infektionen berichtet wurde. Zwar wird auch in der Literatur eine
Abnahme der wiederkehrenden Infektionen bei Kindern nach Adenotomie
beschrieben,®® eine eindeutige Kausalitatszuordnung ware jedoch nur moglich
gewesen, wenn die untersuchten Probanden Uber einen langeren Zeitraum auch nach

der Operation untersucht worden waren.

Weiterhin konnte bei der Betrachtung der Tu1- und Thu17-Zellen gezeigt werden, dass
bei Patienten, bei denen zusatzlich Infekte der oberen Atemwege bestanden, eine
Dominanz an Tu1-Zellen vorherrschte, wohingegen innerhalb der Gruppe der
Patienten mit alleiniger nasaler Obstruktion ein optimales, ausgewogenes Tu1/Tu17-
Verhaltnis bestand (Abbildung 9, links). Dieses deckt sich mit der Beschreibung, dass
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in Adenoiden ein Gleichgewicht von Th1- und Th17-Zellen vorteilhaft ist.?6 Auch
Patienten mit Infektionen des Mittelohrs bzw. vorliegendem Seromukotympanon
(Gruppe 3) zeigten jedoch ein ausgewogenes Tu1/Tu17-Verhaltnis, was zu der
Spekulation fuhren konnte, dass dieses auch der Chronifizierung von Infektionen
entgegenwirkt. Die Patienten unseres Kollektivs, welche insgesamt mindestens ein
Jahr alt sind, zeigen dementsprechend jedoch nicht die Dominanz an Tu17-Zellen, wie
sie von fetalen oder neonatalen Kollektiven bekannt ist.>°" Das weitgehende
Verschwinden dieser Ty17-Zellen im frihen Kindesalter konnte auf einer Umwandlung
von Tu17- in Tu1-Zellen beruhen’® oder aber auf eine direkte Differenzierung

neonataler Vorlauferzellen zu Ty1-Zellen.'®

4.2.3 T-Zell-Qualitat im Altersvergleich

Studien, welche sich mit der Veranderung der T-Zell-Auspragung in Korrelation zum
Alter beschaftigen, konzentrieren sich bisher fast ausschlieRlich auf die
Veranderungen, die mit dem eigentlichen Altern einhergehen. Das Alter und die
Veranderungen des Immunsystems in der Kindheit scheinen jedoch das Ausmalf’ und
die Qualitat der T-Zell-Antwort maflgeblich zu beeinflussen. Bislang gibt es Uber den
Einfluss des Alters auf die Multifunktionalitat von T-Zellen in sekundaren
lymphatischen Organen nur wenig Untersuchungen, meines Wissens existieren dazu
bisher keine anderen ex-vivo Experimente welche ein Kollektiv, das ahnlich jung ist

wie das hier gezeigte, untersucht haben.

In einer kleinen Arbeit zu zirkulierenden T-Zellen wurden im Vergleich alterer Kinder
(6-17 Jahre) mit Erwachsenen (20-65 Jahre) die Auswirkungen des Alters auf die T-
Zell-Multifunktionalitadt untersucht.®? Es konnte nach Stimulation durch ein
Staphylokokken-Enterotoxin eine Korrelation zwischen Alter und Zunahme
multifunktionaler CD4+ und CD8+ Tewm-Effektor-Zellen hergestellt und somit
Unterschiede in den zwei Altersklassen gezeigt werden. Ahnlich wie in der
vorliegenden Studie zeigte ein infektiologisches Geschehen somit einen Einfluss auf
die Ausbildung multifunktionaler T-Zellen, wobei in der erwachsenen Vergleichsgruppe
dieser Einfluss sistierte. Im Vergleich drei verschiedener Altersgruppen, die jedoch alle
dem Erwachsenenalter zuzuordnen waren (<40 Jahren, 41 bis 59 Jahren und >60
Jahren), zeigte sich anhand einer anderen Studie kein Einfluss auf die Ausbildung

multifunktionaler T-Zellen.3
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In der vorliegenden Arbeit lasst sich feststellen, dass Kinder, welche drei Jahre oder
alter waren, ein differentes T-Zell-Profil gegenuber jingeren Kindern aufwiesen. Bei
der Betrachtung multifunktionaler T-Zellen konnte gezeigt werden, dass
hoherfunktionale Zellen bei Kindern von drei Jahren oder alter einen signifikant
hoheren Anteil ausmachten, wohingegen bei jungeren Kindern signifikant mehr
Einfachproduzenten nachweisbar waren. Ein hoheres Ausmal®} der T-Zell-
Differenzierung scheint somit erst mit drei Jahren oder alter erreicht zu werden, sodass
dieses Alter einen Wendepunkt in Bezug auf die T-Zell-Qualitat darzustellen scheint.
Bei alteren Kindern dominierte das alleinige Vorliegen einer Nasenventilationsstorung
ohne gleichzeitiges Vorliegen rezidivierender Infekte der oberen Atemwege oder des
Mittelohrs, sie wurden dementsprechend Uberwiegend der Gruppe 1 zugeordnet. Die
durch die Hypertrophie ausgelosten Symptome der Nasenatmungsbehinderung
zeigten klinisch mit zunehmendem Alter weniger Relevanz, was vermutlich darauf
zuruckzufuhren ist, dass sich die anatomischen Proportionen im Nasen-Rachen-Raum
bei alteren Kindern zum Vorteil vergroBern.>® Das weitaus geringere gleichzeitige
Vorliegen von konsekutiven Entzindungen der oberen Atemwege oder des Mittelohrs
bei alteren Kindern scheint auf die mit zunehmendem Alter erworbene
Immunkompetenz zurtuckgefuhrt werden zu konnen.

Dieses deckt sich gut mit der Hypothese, dass ein hoherer Anteil multifunktionaler T-
Zellen mit Krankheitsstillstand bzw. Infektionskontrolle einhergeht.46:81-83

Ausblickend scheint die Pubertdt zumindest anhand des vorliegenden, in dieser
Altersklasse limitierten, Kollektivs keine Unterschiede in der T-Zell-Differenzierung zu

machen.

Auch im CD8+ Kompartiment konnte ein hochsignifikanter Einfluss des Alters auf die
Ausbildung multifunktionaler T-Zellen gezeigt werden, so war ein deutlicher Anstieg ab
einem Alter von drei Jahren erkennbar. Ein gleichzeitiger Einfluss durch vorliegende
Infektionen konnte ausgeschlossen werden (Abbildung 15).

Einschrankend ist zu uberlegen, ob ein fruhzeitiger Wechsel von sowonhl
niedrigfunktionalen CD8+ T-Zellen als auch von CD8+ T-Gedachtniszellen auch darauf
hinweisen konnte, dass in sekundaren lymphatischen Organen Mechanismen zur
Favorisierung von Differenzierung fehlen.3%93

Tatsachlich beginnen auch andere Lymphozyten-Subpopulationen wie reife B-Zellen
oder Marginalzellen, welche fur ihre Formierung auf sekundare lymphoide Strukturen
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angewiesen sind, sich vermehrt erst im Alter von zwei Jahre zu bilden.'®% Die Analyse
der T-Zell-Funktionalitat in Adenoiden zeigt, dass die Entwicklung des Immunsystems
einem festgelegten Pfad folgt.” Dementsprechend kénnte auch der Einfluss von Alter
und Entwicklung auf verschiedene immunologische Prozesse weitaus grof3er sein, als

auf den ersten Blick ersichtlich.95:9

4.2.4 Gegenuberstellung der Einflisse auf die T-Zell-Funktionalitat

Bei der Gegenuberstellung der Einflisse auf die T-Zell-Funktionalitat konnte gezeigt
werden, dass Alter und Krankheitsvorgeschichte die Bildung von Zytokin-
Koproduzenten im CD4+ und CD8+ Kompartiment unterschiedlich beeinflussen
(Abbildung 15).

Beim Vergleich der Gruppen mit und ohne gleichzeitig vorliegende Infektionen
bestanden kaum Unterschiede zwischen den CD4+ IFNy+IL2+TNFo+ - und auch den
CD8+ IFNy+IL2+TNFa+ -Tripelproduzenten, es war wie beschrieben ein deutlicher,
signifikanter Anstieg der Tripelproduzenten mit zunehmendem Alter zu verzeichnen.
Auch bei den CD8+ IFNy+TNFa+ Doppelproduzenten zeigte sich unabhangig von der
Krankheitsvorgeschichte eine deutliche Zunahme bei den alteren Kindern.

Dahingegen fanden sich bei den CD4+ IFNy+TNFa+ Doppelproduzenten
Unterschiede zwischen den Altersklassen nur bei den Kindern, bei denen auch
Sekundarinfektionen vorgelegen hatten, nicht jedoch bei denen ohne infektiose

Vorgeschichte.

Folglich scheinen vorangegangene Infektionen in den ersten beiden Lebensjahren
zwar fur die verringerte Haufigkeit von CD4+ T-Zellen, welche IFNy und TNFa
koexprimieren, verantwortlich zu sein. Der Anstieg der Dreifachproduzenten ist jedoch
ausschlieBlich im Rahmen der entwicklungsbedingten T-Zell-Differenzierung zu
sehen. Gegensatzlich verhalten sich die CD8+ T-Zellen, deren Zunahme von Zytokin-
Koproduzenten jeglicher Art ausschlieBlich durch das Alter, also lediglich
entwicklungsbedingt, beeinflusst wird.

Dieses konnte dadurch bedingt sein, dass beim Vorliegen von Infektionen die
Produktion der Tripelproduzenten zu Lasten der Doppelproduzenten gehen kann. Eine
ontogenetische Bedeutung konnte diese Beobachtung dadurch erlangen, dass
Tripelproduzenten eher in den T-Gedéachtniszellpool Ubergehen konnen.*¢ Die
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Fahigkeit, komplexere T-Zell-Antworten zu erzeugen, konnte somit auch auf
festgelegte, intrinsische Mechanismen innerhalb der Entwicklung des kindlichen

Immunsystems zurtckgehen.

4.3 Starken und Grenzen der Arbeit

Im Zentrum der Arbeit stehen multifunktionale Gedachtniszellen, welche nach Seder
als ,CD4+ oder CD8+ T-Zellen, die zwei oder mehr verschiedene Zytokine
produzieren® definiert sind*® (Definition Ubersetzt durch Verfasserin). In Anlehnung an
dieses Modell zur T-Zell-Differenzierung konnen Parallelen gezogen werden zu
anderen Studien, die das vermehrte Vorkommen von diesen multifunktionalen T-Zellen
mit einer Infektionskontrolle gleichsetzen.

Bei den Zellen, welche gleichzeitig mehr als ein Zytokin produzieren, konnte anhand
des Aufbaus unserer Untersuchungen keine sichere Aussage daruber getroffen
werden, ob es sich um T-Effektor- oder T-Gedachtniszellen handelt, da in keinem der
verwendeten Farbe-Panel fur die Durchflusszytometrie Gedachtniszellmarker und
Zytokine zusammen vorkamen. Es kann an diesem Punkt lediglich daruber spekuliert
werden, an welchem Punkt in der T-Zell-Differenzierung sich die gezeigten Zellen
befinden, und durch weitere Studien untersucht werden.

Nach Farber sind die meisten Humanexperimente bezuglich ihrer Aussage zur
Gedachtniszellbildung eingeschrankt reprasentativ, da sie zum einen lediglich
Untersuchungen an Blut vornehmen und zum anderen Uberwiegend Material von
(jungen) Erwachsenen untersuchen.®® Durch die Verwendung von Lymphgewebe,
welches zum Hohepunkt der Gedachtniszellbildung wahrend primarer Infektionen in
der Kindheit gewonnen wurde, hat die vorliegende Studie demnach einen hohen
Aussagewert.

Als Bestandteil des lymphatischen Gewebes erfolgt eine Mitreaktion und beginnende
Hypertrophie der Tonsilla pharyngea ab dem Zeitpunkt, an dem sich der kindliche
Organismus mit Pathogenen auseinanderzusetzen beginnt.>° Diese Mitreaktion an
sich ist also durchaus als physiologisch im Rahmen des Erwerbs kindlicher
Immunkompetenz zu sehen.5? Die chronische und somit pathologische Hypertrophie
der Adenoide und das Auftreten infektidser Sekundarkomplikationen stellen dann den
eigentlichen Krankheitswert dar.%? Es existieren meines Wissens nach bisher lediglich
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Untersuchungen des Keimspektrums in Adenoiden sowie des Mittelohrs.®” Diese
lassen jedoch keine eindeutigen Schlussfolgerungen dartuber zu, ob die chronisch
hypertrophierten Adenoide ein Keimreservoir darstellen und damit zu chronisch
rezidivierenden Infektionen der oberen Atemwege oder des Mittelohrs fuhren oder ob
vielmehr das standige Auseinandersetzen mit Krankheitserregern wahrend der
Kindheit erst zu einer chronischen Hypertrophie des Adenoids fuhrt. Zur praventiven
Bekampfung scheint es unumganglich zu sein, die Frage nach Ursache und Wirkung
eindeutig zu klaren, auch wenn dies wahrscheinlich nur beobachtend moglich sein

wird.

Bei der Analyse der Qualitat von T-Zellen in hypertrophierten Adenoiden ist zu
bedenken, dass die Operation jeweils zum Zeitpunkt klinischer Infektfreiheit
durchgefuhrt wurde. Aussagen zu akuten Infektionen konnen deswegen nur begrenzt
vorgenommen werden, fur chronisch-rezidivierende Infektionen sind die Proben

jedoch sehr gut reprasentativ.

Bei epidemiologischer Betrachtung der vorliegenden Daten zeigt sich, dass alle Kinder
praoperativ in ihrer Eigenanamnese eine eingeschrankte Nasenatmung, jedoch nur
etwas Uber die Halfte auch rezidivierende Infektionen der Atemwege und nur knapp
ein Drittel rezidivierende Mittelohrentzindungen in ihrer Krankenvorgeschichte
aufwiesen. Es kann diskutiert werden, dass bei den Kindern ohne begleitende Infekte
eine bessere Krankheitskontrolle durch das Vorkommen eines hoheren Anteils an
multifunktionalen T-Zellen bedingt ist, wie es in der vorliegenden Arbeit erfolgt. Werden
die Infektionen der oberen Atemwege oder des Mittelohrs als Sekundarkomplikationen
angesehen, so konnte jedoch auch argumentiert werden, dass sie bei jedem Kind
zwangslaufig auftreten wirden, wenn dieses nur lange genug nicht operiert wirde,
man also so gesehen mit der Operation der Entstehung von infektiosen
Folgereaktionen nur vorgreift.®® Fast 75% der Kinder mit alleiniger nasaler Obstruktion
waren jedoch drei Jahre oder alter zum Zeitpunkt der Operation (Tabelle 9), sodass
die Abwesenheit von chronischen Infektionen als valide und reprasentativ anzusehen

ist.

Durch die Ein- bzw. Ausschlusskriterien wurde nicht ausgeschlossen, dass auch
Kinder in die Studie aufgenommen werden konnten, bei denen zeitgleich neben der
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Adenotomie noch eine weitere Operation im HNO-Bereich stattfand.
Dementsprechend erhielten im untersuchten Kollektiv 21,6% der Patienten zudem
eine Tonsillo- oder Tonsillektomie und zwei (2%) der Kinder eine Nasenmuschelplastik
bei Nasenmuschelhyperplasie. Letztere erhielten interessanterweise die zwei altesten
Kinder des Kollektivs, welche aufgrund der im Vordergrund stehenden nasalen
Symptomatik beide Gruppe 1 zugeordnet worden waren. Es lasst sich diskutieren, ob
ebenjene Symptomatik wirklich alleinig durch vergrolierte Adenoide ausgelost worden
war und nicht mindestens kodependent auch von der Muschelhyperplasie. Beide
Kinder wiesen jedoch makroskopisch auch groRe Adenoide auf, die nach der
Operation im Labor fur diese Doktorarbeit aufbereitet wurden. Einen Ausschluss dieser
beiden Patienten durch strengere Ein- bzw. Ausschlusskriterien hatte jedoch die
Alterszusammensetzung in Gruppe 1 verandert und die grof3ten Ausreil3er bezuglich
des Alters ausgeschlossen.

Anhand dieser Studie kann zudem nicht geklart werden, ob es bei den Probanden im
Laufe der Zeit mit fortschreitender Immunkompetenz nicht auch zu einer spontanen
Regression der Adenoiden Hypertrophie gekommen ware.®! In der vorliegenden Arbeit
wird zudem nicht untersucht, ob im Vorfeld der stationaren Einweisung zur Operation
vorher konservative Therapieversuche erfolgt sind. Eine Therapieoption zur operativen
Entfernung der Adenoide wurde durch eine Studie analysiert, in welcher Kinder bei
vorliegender Rhinosinusitis eine medikamentdse Therapie mittels oraler Antibiotika
sowie Antihistaminika und intranasaler Steroide erhielten. Der Erfolg der Therapie
wurde hierbei gemessen an einer Abnahme der adenoiden Hypertrophie ermittelt
durch MRT-Bildgebung. Diese Studie stellte die operative Exzision der Adenoide als
ultima ratio in Frage, konnte andererseits aber auch keinen eindeutigen Vorteil durch

eine medikamentdse Therapie nachweisen.®

Die Adenotomie scheint bei angemessener klinischer Indikationsstellung nicht nur eine
effiziente operative Methode darzustellen, sondern vor allem auch keine negativen
Einflisse auf den Gesundheitszustand oder die Immunkompetenz von Kindern zu

haben.”?
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5 Zusammenfassung — Ausblick und klinische Relevanz

Bei der adenoiden Hypertrophie handelt es sich empirisch neben der chronischen
Tonsillitis um die haufigste Krankheit des Hals-Nasen-Ohren-Bereiches im
Kindesalter. Fur die in dieser Studie untersuchten Kinder konnte ein differentes T-Zell-
Profil je nach klinischer Symptomatik und Alter im Vorfeld der Operation nachgewiesen
werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte belegt werden, dass in Adenoiden von 102 Kindern
im Alter von ein bis elf Jahren ahnliche Verteilungen von naiven, T-Effektor- T-
Gedachtniszellen vorlagen, ohne dass ein Einfluss von vorangegangenen Infektionen
bestand. Dahingegen zeigten Patienten mit einer Vorgeschichte von rezidivierenden
Infektionen einen geringeren Anteil an multifunktionalen CD4+ oder CD8+ T-Zellen.
Innerhalb dieser Gruppe dominierten zudem Tn1-Zellen, wohingegen Kinder ohne
begleitende Infekte ein Gleichgewicht der Tw1/Tu17-Kompartimente aufwiesen.
DarUber hinaus zeigte die Analyse der multifunktionalen CD4+ und CD8+ T-Zellen,
dass sich Kinder im Alter von mindestens drei Jahren signifikant von jungeren Kindern
unterschieden, sodass ein entscheidender Wandel der T-Zell-Differenzierung in
diesem Altern angenommen werden kann.

Mittels einer konzeptionellen Trennung, durch welche die Unabhangigkeit der
Einflussfaktoren einer Infektionsvorgeschichte bzw. des Alterns voneinander
gewabhrleistet werden konnte, wurde deutlich, dass die CD8+ T-Zell-Differenzierung
ausschlieRlich der Entwicklung durch Altern unterliegt, wohingegen die CD4+ T-Zell-
Funktionalitat teilweise auch durch Infektionen beeintrachtigt wird. Bis zum Alter von
drei Jahren wird diese Funktionalitat jedoch wiederhergestellt, sodass das Alter von
drei Jahren einen entscheidenden Zeitpunkt in der kindlichen Entwicklung des
Immunsystems darzustellen scheint, um robuste, hdherqualitative T-Zell-
Kompartimente zu bilden.

Zusammenfassend lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse die Aussage
treffen, dass bei der Entscheidung uber klinische Verfahren das Alter von Patienten
sowie die Infektionsgeschichte der Patienten mit in Erwagung zu ziehen sind, um
entsprechend auch Indikationsstellungen und klinische Protokolle zu uberprifen und
eventuell anzupassen. Bereits nach dem dritten Lebensjahr scheint das Immunsystem
voll ausgepragt und dementsprechend in der Lage zu sein, der Krankheitsexposition
in Adenoiden effektiv zu begegnen.
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