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1.  Abkürzungsverzeichnis 
Abkürzung Bedeutung 

Asn Asparagin 

BAL Bronchoalveoläre Lavage 

BSA Bovines Serumalbumin 

CAS Casein 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Enzymimmunoassay) 

Fc Fragment crystallizable (kristallines Fragment) 

G Galactose 

GD Gestation day (Schwangerschaftstag) 

IgE Immunglobulin E 

IgG Immunglobulin G 

IL Interleukin 

IVIG Intravenöses Immunglobulin 

KC Keratinocyte chemoattractant 

MCP Monocyte chemoattractant protein 

„newCAST“ „New Computer Assisted Stereological Toolbox” 

OD Optical Density (optische Dichte, Extinktion) 

OVA Ovalbumin 

PAS-Reaktion Periodic acid-Schiff reaction (Periodsäure-Schiff-Reaktion) 

PBS Phosphate-buffered saline (phosphatgepufferte Salzlösung) 

PI Point of Inflammation (Inflammationsscore) 

Rn Atemwegswiderstand 

rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 

S Sialinsäure 

SEM Standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes) 

TBS Tris-buffered saline (Tris-gepufferte Kochsalzlösung) 

TNF Tumornekrosefaktor 
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2.  Einleitende Anmerkung 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit – ausgenommen sind die Ergebnisse der Zytokin-

Konzentrationen – wurden bereits veröffentlicht in: Sodemann EB, Dähling S, Klopfleisch 

R, Boiarina E, Cataldo D, Alhasan MM, Yildirim A, Witzenrath M, Tabeling C, Conrad ML. 

Maternal asthma is associated with persistent changes in allergic offspring antibody 

glycosylation. Clinical and Experimental Allergy. 2020;50(4):520–31. 

Der Inhalt der vorliegenden Arbeit überschneidet sich daher mit dem Inhalt der oben 

genannten Veröffentlichung. Die Abbildungen entstammen ebenfalls dieser Publikation. 
 
3.  Abstract 
3.1. Abstract in Deutsch 
Es wurde bereits vielfach diskutiert, ob mütterliches Asthma bronchiale einen Risikofaktor 

für die Nachkommen darstellt, ebenfalls an allergischem Asthma zu erkranken.  

Die bisher durchgeführten Tierversuche variieren jedoch stark in der Methodik und 

reichen nicht aus, um die Mechanismen der maternofetalen Risikoübertragung gänzlich 

zu verstehen. Daher wurde in dem folgenden Maus-Modell der Einfluss einer  

Asthma-Exazerbation während der Schwangerschaft auf die Asthma-Suszeptibilität der 

Nachkommen untersucht. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf dem  

Immunglobulin G (IgG), welches in Abhängigkeit von seiner Glykosylierung  

pro- oder antiinflammatorisch auf den Fetus einwirken kann. 

 

Die weiblichen Mäuse wurden vor der Verpaarung entweder mit Casein (CAS) oder mit 

Ovalbumin (OVA) subkutan sensibilisiert. Die Kontrollgruppe erhielt eine 

phosphatgepufferte Salzlösung (PBS: engl. phosphate-buffered saline).  

Die Exazerbation während der Schwangerschaft wurde mittels einer Aerosol-Exposition 

des jeweiligen Allergens oder PBS ausgelöst. Bei den Nachkommen wurde nach dem 

gleichen Protokoll vorgegangen, jedoch verwendete man bei allen Nachkommen OVA 

als Allergen. Der asthmatische Phänotyp wurde mittels bronchoalveolärer Lavage (BAL), 

Lungenhistologie und Messung des Atemwegswiderstandes quantifiziert.  

Des Weiteren erfolgte eine Analyse der IgG-Glykosylierung im Serum der Muttertiere und 

deren allergischen Nachkommen. 
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In den Nachkommen, die mit dem gleichen Allergen behandelt wurden wie das Muttertier 

(OVA-allergische Nachkommen von OVA-allergischen Muttertieren), konnte ein höheres 

Risiko für die Entwicklung eines hyperreagiblen Bronchialsystems im Vergleich zu den 

Nachkommen der Kontrollgruppe gezeigt werden. Im Gegensatz dazu zeigten die  

OVA-allergischen Nachkommen von CAS-allergischen Muttertieren diesen allergischen 

Phänotyp nicht. Während sich die CAS- und OVA-Muttertiere nicht in den Ergebnissen 

der BAL und der Lungenhistologie unterschieden, ließ sich ein signifikanter Unterschied 

in ihrer IgG-Glykosylierung aufzeigen. Die OVA-allergischen Muttertiere sowie ihre 

Nachkommen wiesen einen hohen Anteil an IgG auf, welches keine zusätzliche 

Galaktose oder Sialinsäure am Glykan des Asparagins (Asn)-297 integriert hatte.  

Das agalactosylierte Glykan verstärkt die proinflammatorischen Eigenschaften des IgG. 

Die Casein-allergischen Muttertiere zeigten ebenfalls eine Tendenz zu einer 

proinflammatorischen Glykosylierung des IgG, jedoch in einer deutlich geringeren 

Ausprägung. Das Glykosylierungsmuster spiegelte sich in ihren Nachkommen wider. 

 

Der verstärkte allergische Phänotyp der OVA-OVA-Nachkommen scheint mit der 

Asthma-Exazerbation des Muttertieres während der Schwangerschaft 

zusammenzuhängen und ist mit einem erhöhten Anteil an proinflammtorischem IgG, 

sowohl bei den Muttertieren als auch bei den Nachkommen, assoziiert.  

Da IgG transplazentar auf den Fetus übertragen werden kann, stellt dies einen möglichen 

Mediator der maternofetalen Risikoübertragung dar und sollte daher in zukünftigen 

Studien berücksichtigt werden. 

 

3.2. Abstract in Englisch 
It has often been discussed whether maternal bronchial asthma is a risk factor for 

offspring to also develop allergic asthma. The animal studies conducted so far vary widely 

in their structure and are not sufficient to fully understand the mechanisms of  

maternal-fetal risk transmission. This study used a mouse model to investigate the 

influence of asthma exacerbation during pregnancy on asthma susceptibility of the 

offspring. Special attention was paid to immunoglobulin G (IgG), which can have a  

pro- or anti-inflammatory effect on the fetus depending on its glycosylation status. 
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Female mice were subcutaneously sensitized with either casein (CAS) or ovalbumin 

(OVA) prior to mating. The control group received a phosphate-buffered saline solution 

(PBS). Asthma exacerbation during pregnancy was induced by aerosol exposure of the 

respective allergen or PBS. The same protocol was followed in the offspring, but the 

allergen OVA was used in all offspring. The asthmatic phenotype was investigated by 

bronchoalveolar lavage (BAL), histological analysis of lung inflammation and airway 

reactivity measurements. Similarly, an analysis of serum IgG glycosylation was 

performed in dams and their allergic offspring. 

 

If the mothers and their offspring were treated with the same allergen  

(OVA-allergic offspring of OVA-allergic mothers), the offspring showed a higher risk of 

developing a hyperreactive bronchial system than the offspring of the control group. 

However, the OVA-allergic offspring of the casein-allergic mothers were treated with a 

different allergen than the dam and did not show an increased allergic phenotype.  

While the CAS and OVA mothers did not differ in BAL and lung histology, significant 

differences were found in their IgG glycosylation. The OVA-allergic mothers as well as 

their offspring showed high levels of IgG, which did not integrate additional galactose or 

sialic acid in the glycan of asparagine (Asn)-297. This agalactosylated glycan enhances 

the proinflammatory properties of IgG. The casein-allergic mothers also showed a 

tendency towards proinflammatory glycosylation of IgG, but in a significantly lower 

degree. This was also reflected in their offspring. 

 

The increased allergic phenotype of OVA-OVA offspring seems to be related to the 

asthma exacerbation of the mother during pregnancy and is associated with an increased 

level of proinflammatory IgG in both mothers and offspring. Since IgG can be transmitted 

transplacentally to the fetus, this is a possible mediator of maternal-fetal risk transmission 

and should therefore be considered in future studies. 
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4.  Manteltext 
4.1. Einleitung 
Das allergische Asthma bronchiale zählt zu den häufigsten Erkrankungen im Kindesalter 

und nimmt damit eine wichtige Stellung in unserem Gesundheitssystem ein [1].  

Asthma bronchiale ist eine chronische Atemwegserkrankung, die sich häufig bereits in 

den frühen Lebensjahren manifestiert [1]. Als Leitsymptome sind vor allem Dyspnoe und 

ausgeprägte Hustenanfälle zu nennen, welche durch Schleimhautödeme, veränderte 

Mukusproduktion sowie Bronchospasmus verursacht werden [2]. Diese führen zu einer 

reversiblen Obstruktion der Bronchien [2]. Mögliche Allergene, die als Triggerfaktoren zu 

einer Bronchialobstruktion führen können, sind z. B. Pollen, Tierhaare oder 

Hausstaubmilben [3]. Die Ursache, dass asthmatische Patienten im Gegensatz zu 

gesunden Menschen auf diese ungefährlichen Stoffe allergisch reagieren, ist in der 

Hyperreagibilität ihres Bronchialsystems begründet [4]. Es ist jedoch bislang nicht 

vollständig entschlüsselt, welche Mechanismen dazu führen, dass einige Kinder an 

allergischem Asthma bronchiale erkranken. 

 

Als Ursache für die Krankheitsentstehung werden sowohl eine genetische Prädisposition 

als auch exogene Umweltfaktoren beschrieben [5–11]. Bisherige Studien an Menschen 

konnten zeigen, dass das Risiko an Asthma zu erkranken für Kinder erhöht ist, wenn ein 

Elternteil an Asthma erkrankt ist [5]. Daraus lässt sich auf einen Einfluss der Gene auf 

das Krankheitsrisiko schließen. Hierbei scheint mütterliches Asthma im Vergleich zum 

väterlichen Asthma ein höheres Risiko darzustellen [6]. Die Genetik allein erklärt die 

Krankheitsentstehung jedoch nicht vollständig. Als prä- und postnatale Risikofaktoren 

gelten z. B. Adipositas der Mutter [7], Nikotinabusus der Eltern [8] sowie erhöhte 

Serumkonzentrationen von Kortikosteroiden der Mutter während der Schwangerschaft 

[9]. Untersuchungen zeigen, dass eine Asthma-Exazerbation der Mutter während der 

Schwangerschaft mit einem erhöhten Risiko einhergeht, dass das Kind ebenfalls an 

Asthma erkrankt [10]. Eine erfolgreiche Asthma-Kontrolle während der Schwangerschaft 

senkt hingegen dieses Risiko der Kinder [11]. In dem folgenden Tierversuch mit Mäusen 

wurde der zuletzt genannte Risikofaktor, die Asthma-Exazerbation während der 

Schwangerschaft, genauer untersucht. 
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Asthma bronchiale belastet nicht nur den Alltag und die Lebensführung, sondern auch 

die körperliche Entwicklung der erkrankten Kinder [12]. Bislang ist nur eine 

medikamentöse Symptomkontrolle und keine kurative Therapie möglich [13].  

Daher ist es wichtig, die Entstehung der Erkrankung zu verstehen, um präventive 

Strategien weiterzuentwickeln. Dafür sind strukturierte Versuche, die die Einflussfaktoren 

während der Schwangerschaft und der ersten Lebenszeit hinsichtlich der Entwicklung 

eines hyperreagiblen Bronchialsystems untersuchen, essentiell. Modelle an Nagetieren 

haben sich in der Vergangenheit bewährt. Mäuse besitzen eine hohe Reproduktionsrate. 

Das heißt, sie vermehren sich schnell und zeugen eine hohe Anzahl an Nachkommen. 

Dies erleichtert insbesondere Versuche über mehrere Generationen.  

Für immunologische Studien ist es zudem bedeutsam, dass das Immunsystem der Maus 

bereits in zahlreichen Versuchen untersucht wurde und man über ein ausreichendes 

Verständnis dahingehend verfügt [14,15]. Außerdem ähnelt das murine Immunsystem 

dem des Menschen und lässt so eine gewisse Vergleichbarkeit zu [14,15].  

Für reproduktive Studien mit Mäusen ist es ebenso wichtig, dass die Plazenta der Maus 

im Aufbau und ihrer Funktion der menschlichen Plazenta ähnelt [16,17]. 

 

Bisher durchgeführte Versuche mit Mäusen, in welchen die Nachkommen pränatal zu 

einer mütterlichen Asthma-Exazerbation exponiert waren, variierten stark in ihrem Aufbau 

und führten zum Teil zu widersprüchlichen Ergebnissen [18–20]. Es ist entscheidend, ob 

das Allergen oral oder subkutan verabreicht wird [15,18,21]. Der Zeitpunkt der  

Allergen-Exposition stellt ebenfalls einen wichtigen Einflussfaktor dar (vor vs. während 

der Schwangerschaft) [18–20]. Es ist zudem noch nicht klar, inwiefern es einen 

wesentlichen Einfluss hat, ob die Nachkommen zu dem gleichen oder zu einem anderen 

Allergen als das Muttertier exponiert werden [18–20]. Daher bleibt die Frage  

„Ist mütterliches, allergisches Asthma bronchiale ein Risikofaktor für die Nachkommen 

an allergischem Asthma bronchiale zu erkranken?“ bestehen und wird im Rahmen des 

nachfolgenden Versuchs untersucht.  

 

Die Asthma-Exazerbation wurde in diesem Modell bewusst während und nicht vor der 

Schwangerschaft durchgeführt, da in Studien mit Menschen bereits beschrieben wurde, 

dass dies den größeren klinischen Effekt auf die Kinder hat [10]. Die Sensibilisierung 

erfolgte mittels subkutaner Injektion, da eine vorab durchgeführte Literaturrecherche 

widersprüchliche Ergebnisse bei einer oralen Allergen-Gabe zeigte und die Bedeutung 
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des intestinalen Immunsystems für die Entstehung allergischer Krankheiten noch nicht 

vollständig entschlüsselt ist [22,23]. 

 

In dem durchgeführten Maus-Modell wurden in einer Gruppe die Muttertiere und ihre 

Nachkommen mit dem gleichen Allergen (Ovalbumin) sensibilisiert. In einer weiteren 

Gruppe wurden verschiedene Allergene verwendet; während die Muttertiere zu Casein 

exponiert waren, wurden die Nachkommen nach der Geburt mit Ovalbumin sensibilisiert. 

Dies erlaubt es, zu evaluieren, inwiefern es für die mögliche Risikoübertragung 

entscheidend ist, ob beide Generationen mit dem gleichen oder einem unterschiedlichen 

Allergen sensibilisiert werden.  

 

Während einer Asthma-Exazerbation der Mutter in der Schwangerschaft ändert sich ihr 

immunologisches und inflammatorisches Milieu [2,24]. Unter anderem können sich die 

Zytokin-Konzentrationen im Blut verändern [2,24]. Die meisten Patienten mit Asthma 

zeigen den sogenannten „Type-2-high“-Phänotyp, welcher sich mit einer erhöhten 

Konzentration von Zytokinen präsentiert, die von T-Helferzellen Typ 2 ausgeschüttet 

werden [2,24]. Dazu zählen zum Beispiel die Interleukine (IL) 4, 5 und 13 [2,24]. 

Außerdem steigt die Konzentration der proinflammatorischen Zytokine wie 

Tumornekrosefaktor (TNF)-⍺ und IL-1β [2]. Der Transport von Zytokinen über die 

Plazenta ist zwischen Mensch und Maus verschieden [24]. Insbesondere für IL-4 und  

IL-13 konnte gezeigt werden, dass die proinflammatorischen Zytokine die Plazenta nicht 

überqueren können [24,25]. Sie können daher nur indirekt über eine veränderte Sekretion 

der Plazenta auf den Fetus einwirken [24,25]. Andere Mediatoren hingegen sind 

plazentagängig und können direkt auf die Entwicklung des Fetus Einfluss nehmen.  

Dies trifft unter anderem auf das Immunglobulin G (IgG) zu [26]. 

IgG wird während der Schwangerschaft von der Mutter auf das Kind übertragen und soll 

es auch nach der Schwangerschaft vor Infektionen schützen [26]. IgG kann sowohl  

pro- als auch antiinflammatorisch wirken [27]. Dies ist abhängig von der Glykosylierung 

der Aminosäure Asparagin (Asn)-297 in der Fc-Region (Fc: engl. fragment crystallizable; 

kristallines Fragment) des Immunglobulins [27]. Asn-297 befindet sich beidseits in der 

Fc-Region der schweren Ketten des Antikörpers und ist über eine N-glykosidische 

Bindung mit einem Glykan verbunden [27]. Wie in Abbildung 1 zu sehen ist, besteht die 

Basis des Glykans aus zwei aufeinander folgenden N-Acetylglucosamin-Molekülen und 
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drei Mannose-Molekülen, an deren zwei Enden wiederum jeweils ein N-Acetylglucosamin 

gebunden ist [27]. Diese Basis wird als „G0“ bezeichnet [27]. Das Grundgerüst kann 

modifiziert werden, indem an die Enden zusätzlich Galactose (G)-Moleküle und an diese 

wiederum Sialinsäuren (S) gebunden werden [27]. Ebenso kann an das proximale  

N-Acetylglucosamin ein Fucose-Rest hinzugefügt werden [27]. Je nach Anzahl der 

Galactose- oder Sialinsäure-Reste wird das Glykan zum Beispiel mit G1S1, G2S1, G3S1 

oder G2S2 abgekürzt [27]. Da sich der Glykan-Komplex in der konstanten Region des 

Immunglobulins befindet, verändert die zusätzliche Integration von Galactose und 

Sialinsäure die Bindungsaffinität des Antikörpers an seine Rezeptoren und verstärkt die 

antiinflammatorischen Eigenschaften des Antikörpers [27]. Ein agalactosyliertes  

N-Glykan (G0) verstärkt hingegen die proinflammatorische Wirkung des IgG [27].  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der IgG-Glykosylierung. (A) IgG-Molekül (links); 
hervorgehoben sind die zwei N-Glykane, welche an das Asn-297 der Fc-Region des Immunglobulins 
gebunden sind; das vergrößerte Glykan-Molekül (rechts) bestehend aus insgesamt vier  
N-Acetylglucosamin-Molekülen (schwarz) und drei Mannose-Molekülen (grau). Die Basis kann durch das 
Hinzufügen von Fucose (rot), Galactose (blau) oder Sialinsäure (orange) verändert werden.  
(B) Verschiedene Varianten des N-Glykans; proinflammatorisch wirkendes Glykan ohne Galactose oder 
Sialinsäure (G0); antiinflammatorisch wirkende Glykane mit einer unterschiedlichen Anzahl von Galactose- 
und Sialinsäure-Molekülen (G1S1, G2S1, G3S1, G2S2). [28] 
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In Studien mit Menschen konnte bereits gezeigt werden, dass eine Exazerbation von 

Autoimmunerkrankungen wie bei der rheumatoiden Arthritis oder dem systemischen 

Lupus erythematodes mit einer erhöhten Konzentration von proinflammatorischem, 

agalactosyliertem IgG (G0) und einer verminderten Konzentration von 

antiinflammatorischem, sialyliertem IgG einhergeht [29,30]. Bei diesen Erkrankungen 

kann in schweren Fällen eine intravenöse Immunglobulin (IVIG)-Therapie zum Einsatz 

kommen [31]. Der antiinflammatorische Effekt der IVIG-Therapie ist abhängig von der 

Glykosylierung der Antikörper [31]. Während galactosylierte und sialylierte 

Immunglobuline eine therapeutische Wirkung zeigen, reduziert sich der 

antiinflammtorische Effekt beim Einsatz von agalactosyliertem IgG [31].  

Nicht nur bei Autoimmunerkrankungen lässt sich die unterschiedliche Wirkung des IgG 

in Abhängigkeit von seiner Glykosylierung feststellen. Auch in Bezug auf  

allergische Erkrankungen zeigte eine Studie, dass bei einer spezifischen  

Immuntherapie (Hyposensibilisierung) eine erfolgreiche Toleranz-Entwicklung 

gegenüber dem Allergen mit einer erhöhten Konzentration von sialyliertem Allergen-

spezifischem IgG einhergeht [32]. 

Da das mütterliche IgG die Plazenta überqueren und direkt auf den Fetus und seine 

Entwicklung einwirken kann [26], ist es wichtig, die Glykosylierung des IgG genauer zu 

untersuchen. In Abhängigkeit von seinen pro- oder antiinflammatorischen Eigenschaften 

könnte das IgG entscheidend zu der Entwicklung eines hyperreagiblen Bronchialsystems 

beitragen. Daher wurde im folgenden Maus-Modell der Fragestellung  

„Ist mütterliches, allergisches Asthma bronchiale ein Risikofaktor für die Nachkommen 

an allergischem Asthma bronchiale zu erkranken?“ nachgegangen und der Fokus dabei 

auf den Glykosylierungsstatus des IgG gelegt, um die IgG-Glykosylierung als möglichen 

Einflussfaktor auf die Asthma-Anfälligkeit der Nachkommen zu evaluieren.  

4.2. Methodik 
4.2.1. Aufbau des Tierversuchs 

Die deutschen und internationalen Richtlinien für Versuche mit Mäusen wurden 

eingehalten und die Genehmigung vom Landesamt für Gesundheit und Soziales Berlin 

lag vor (G0266-13 und G0096-17).  Das Protokoll des Tierversuchs ist in Abbildung 2A 

dargestellt. Die acht Wochen alten, weiblichen BALB/c-Mäuse (Janvier Labs, Frankreich) 

wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche sensibilisiert. Dies erfolgte durch 
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eine subkutane Injektion von 10 µg Casein (CAS – Merck KGaA) oder Ovalbumin  

(OVA – Merck KGaA) gelöst in 200 µL phosphatgepufferte Salzlösung (PBS).  

Die Kontrollgruppe erhielt PBS ohne Zusatz eines Allergens. Im Alter von 80 Tagen 

wurden die Weibchen gepaart. Die Männchen wurden nicht sensibilisiert.  

Während der Verpaarungszeit wurden die Weibchen jeden Morgen untersucht.  

Fand man einen Schleimpfropf in der Vagina, ging man von einer Verpaarung während 

der Nacht aus. Dieser Tag wurde als erster Schwangerschaftstag  

(GD0, GD: engl. gestation day) dokumentiert. 

 

Um eine Asthma-Exazerbation auszulösen, wurden die Muttertiere während der 

Schwangerschaft jeden zweiten Tag von GD6-GD16 für 20 Minuten zu einem Aerosol 

exponiert, welches 1% CAS oder 1% OVA enthielt. Die Kontrollgruppe wurde einem 

reinen PBS-Aerosol ausgesetzt. Nach der Geburt verblieben die Nachkommen bei den 

Muttertieren und konnten gesäugt werden. 21 Tage nach der Geburt wurde das Muttertier 

von den Nachkommen separiert. Zehn Tage später wurde erneut mit  

Casein-, Ovalbumin- oder reinem PBS-Aerosol eine Asthma-Exazerbation in den 

Muttertieren ausgelöst, nun jedoch an drei aufeinander folgenden Tagen.  

24 Stunden später wurden sie euthanasiert und die Proben entnommen. 

 

Um das Asthma in den Nachkommen zu induzieren, wurde nach dem gleichen Protokoll 

vorgegangen wie bei den Muttertieren. Die Sensibilisierungen erfolgten im Abstand von 

einer Woche im Alter von 21, 28 und 35 Tagen durch eine subkutane Injektion von 

Ovalbumin gelöst in 200 µL PBS. Die Asthma-Exazerbation wurde durch die 20-minütige 

Exposition zu einem 1%-igem OVA-Aerosol an drei aufeinander folgenden Tagen im Alter 

von 46, 47 und 48 Tagen induziert. 

 

Die Muttertiere wurden in drei Gruppen eingeteilt und dementsprechend mit Casein, 

Ovalbumin oder PBS („Sham“/Kontrollgruppe) sensibilisiert (Abb. 2B). Bei allen 

Nachkommen wurde das Allergen Ovalbumin angewandt. Daraus resultierten drei 

verschiedene Gruppen an Nachkommen. Eine Gruppe von Nachkommen wurde mit dem 

gleichen Allergen behandelt wie das Muttertier (OVA-OVA-Gruppe), in einer weiteren 

Gruppe wurden Muttertier und Nachkommen mit verschiedenen Allergenen sensibilisiert  

(CAS-OVA-Gruppe). Als Kontrollgruppe dienten die OVA-allergischen Nachkommen von 

nicht-allergischen Muttertieren (PBS-OVA-Gruppe). 
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Abbildung 2: Aufbau des Tierversuchs. (A) Protokoll des Maus-Modells. Muttertiere: Die weiblichen 
Mäuse wurden vor der Verpaarung im Alter von 56, 63 und 70 Tagen subkutan mit Casein oder Ovalbumin 
sensibilisiert. Die Kontrollgruppe erhielt PBS. Eine Aerosol-Exposition mit entsprechend Casein, Ovalbumin 
oder PBS fand vom 6. bis zum 16. Tag während der Schwangerschaft jeden zweiten Tag statt.  
Die Mütter wurden zehn Tage nach der Trennung von den Nachkommen erneut der Aerosol-Exposition 
ausgesetzt, diesmal an drei aufeinander folgenden Tagen. 24 Stunden später erfolgte die 
Probenentnahme. Nachkommen: Die Nachkommen wurden im Alter von 21 Tagen von der Mutter getrennt.  
Es erfolgte eine dreimalige subkutane Sensibilisierung mit OVA im Alter von 21, 28 und 35 Tagen.  
Die Aerosol-Exposition fand am 46., 47. und 48. Lebenstag statt. Ein Tag später wurden die Proben 
entnommen. (B) Übersicht der Gruppenaufteilung. Die Muttertiere wurden mit CAS, OVA oder  
PBS („Sham“/Kontrollgruppe) sensibilisiert. Alle Nachkommen wurden mit OVA behandelt. [28] 

 
4.2.2. Blutgewinnung 

24 Stunden nach der letzten Aerosol-Exposition wurden die Blut- und Gewebeproben von 

den Mäusen entnommen. Dazu wurde ihnen eine tödliche Dosis Ketamin subkutan 

verabreicht. Die Blutproben wurden über den orbitalen Sinus entnommen. 

 

4.2.3. Bronchoalveoläre Lavage, differenzierte Zellzählung und Zytokine 

Im Anschluss an die Blutentnahme wurde eine Kanüle über die Trachea der 

euthanasierten Tiere eingeführt und im Sinne einer bronchoalveolären Lavage (BAL)  

1 mL PBS vermischt mit Protease-Inhibitoren (Hoffmann-La Roche) langsam in die Lunge 

appliziert und anschließend wieder abgesaugt. Die Proben wurden nach der Entnahme 

bis zur Weiterverarbeitung im Labor auf Eis gelagert. Im Labor wurden sie zehn Minuten 

bei 4 °C und 350 g zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und bei -80 °C 

eingefroren. Das Zellpellet wurde in 1 mL PBS + 1% BSA (Bovines Serumalbumin) 

resuspendiert. 10 µL der Zellsuspension wurden mit 10 µL Trypanblau vermengt.  

Im Anschluss wurde die Anzahl der Leukozyten unter dem Mikroskop mit Hilfe einer 

Neubauer-Zählkammer bestimmt und die totale Leukozytenzahl berechnet. 
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Weitere 100 µL der Zellsuspension wurden mit 300 µL PBS + 1% BSA verdünnt und für 

die Anfertigung der Cytospins verwendet. Dafür wurde die Zentrifuge Cellspin I (Tharmac) 

benutzt. Zunächst wurden 100 µL PBS + 1 % BSA über den Trichter eingefüllt, um den 

Filter zu befeuchten. Es folgte eine Zentrifugation bei 800 rpm (engl. revolutions per 

minute; „Umdrehungen pro Minute“) für eine Minute. Anschließend wurden 200 µL der 

verdünnten BAL-Probe in den Trichter gegeben und bei 700 rpm für fünf Minuten 

zentrifugiert. Die Objektträger wurden vorsichtig entnommen und konnten in der Nacht 

trocknen. Am nächsten Tag wurden mittels eines Differential Quik Stain Kits  

(Merz & Dade) die Cytospins angefertigt. Anhand morphologischer Kriterien wurden die 

Zelltypen (Eosinophile, Lymphozyten, Makrophagen und Neutrophile) differenziert 

gezählt. Der Zähler war verblindet und zählte insgesamt pro Cytospin 200 Zellen. 

 

In dem Überstand der BAL-Proben der Nachkommen wurden zusätzlich die 

Konzentrationen folgender Zytokine gemessen: IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 (p40), 

IL-12 (p70), IL-13, Eotaxin, KC (engl. keratinocyte chemoattractant), MCP  

(engl. monozyte chemotactic protein)-1 und TNF-⍺. Dafür wurde ein Assay  

(Bio-Rad Laboratories GmbH) verwendet und die Anweisungen des Herstellers befolgt. 

 

4.2.4. Lungenhistologie 

Direkt im Anschluss an die BAL wurde 1 mL 4%-iges Formalin über die Kanüle in die 

Lunge gespritzt. Die Kanüle wurde entnommen, die Trachea mittels eines Fadens 

verschlossen und die Lunge in Formalin eingelegt. Im Labor wurde das Lungengewebe 

in Paraffin eingebettet, in 4 µm dünne Schichten geschnitten, mittels Periodsäure-Schiff-

(PAS: engl. periodic acid-Schiff)-Reaktion angefärbt und anschließend mikroskopisch 

untersucht. Der Zähler verwendete die „new Computer Assisted Stereological Toolbox“ 

(„newCAST“ – Visiopharm GmbH) und war verblindet hinsichtlich der 

Gruppenzugehörigkeit der Proben. In Abhängigkeit von der Leukozytenzahl wurde für 

jede Lunge ein Inflammationsscore (PI: engl. point of inflammation) berechnet  

(Anzahl der Leukozyten pro Quadratmillimeter). 
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4.2.5. FoxP3-Immunhistochemie 

Nach der Entparaffinierung wurde das Lungengewebe mittels Tris-gepufferter 

Kochsalzlösung (TBS: engl. tris-buffered saline) gewaschen und 30 Minuten bei 

Raumtemperatur mit 3%-igem Wasserstoffperoxid in Methanol inkubiert.  

Es folgte eine Inkubation mit 5%-igem Serum und im Anschluss eine Inkubation mit den 

primären Anti-FoxP3-Antikörpern (eBioscience) bei 4 °C über Nacht. Die Lungenproben 

wurden erneut gewaschen und mit einem Biotin-markierten, sekundären Antikörper 

(Vector Laboratories) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Das Signal wurde 

mittels eines Substrat Kits von Agilent (DAB + Substrate Chromogen System) erfasst. 

 

4.2.6. Antikörperkonzentration 

Die Blutproben wurden bei 2000 rpm für zehn Minuten zentrifugiert und das Serum wurde 

genutzt, um mittels ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay; 

Enzymimmunoassay) die Antikörperkonzentrationen zu bestimmen. Die ELISA-Platte 

(MaxiSorp flat bottom 96-well – Sigma-Aldrich) wurde mit 20 µg/mL OVA bzw. Casein 

gelöst in Natriumhydrogencarbonat-Puffer bei 4 °C über Nacht inkubiert. Bei der Messung 

der Gesamt-IgG1-Konzentration wurde die Platte mit 0,5 mg/mL Antikörpern gegen 

murines IgG1 beschichtet. Nach dem Waschen wurde der Platte PBS + 1% BSA 

hinzugefügt. Zwei Stunden später wurde erneut gewaschen und die Serum-Proben der 

Mäuse wurden dazugegeben. Es erfolgte eine Inkubation bei 4 °C. Am nächsten Tag 

wurde nach dem Waschen entweder ein Antikörper gegen murines Immunglobulin E 

(IgE) (BD Pharmingen) oder IgG1 (Sigma-Aldrich) hinzugefügt und für zwei Stunden bei 

Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte 30 Minuten mit  

Streptavidin-Peroxidase (Sigma-Aldrich) inkubiert und die chemische Reaktion wurde mit 

2-molarer Schwefelsäure gestoppt. Die Farbentwicklung wurde mit einem  

Microplate Reader von Bio-Rad bei 450 nm ausgelesen. 

 

Die OVA-spezifischen Antikörper (OVA-spezifisches IgG1 und OVA-spezifisches IgE) 

und die Gesamt-IgG1-Konzentration wurden durch den Vergleich zu einer Normkurve 

bestimmt und in ng/mL angegeben. Da für die Konzentration der CAS-spezifischen 

Antikörper (CAS-spezifisches IgG1 und CAS-spezifisches IgE) noch keine Normkurve 

verfügbar ist, wurde diese in OD (engl. Optical Density; Optische Dichte) 450 nm 

angegeben. 
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4.2.7. Analyse der IgG-Glykosylierung 

Für die Analyse der N-Glykan-Struktur am Asparagin-297 der murinen Antikörper IgG1 

und IgG3 wurde die Firma Genos Glyco (Kroatien) beauftragt. Es wurden jeweils 15 µL 

der Serum-Proben mit in PBS gelöstem Protein G versetzt und so das IgG gebunden. 

Dafür wurde die Mischung 1,5 h geschüttelt und im Anschluss siebenmal mit 1,5 mL PBS 

gewaschen. Das IgG wurde mit 100 µL einer 100 mmol/L Ameisensäure eluiert.  

Das erhaltene Eluat wurde 2 h in einem Vakuumkonzentrator bei 60 °C getrocknet.  

Das IgG wurde anschließend in 40 µL 25 mmol/L Ammoniumbicarbonat gelöst und mit 

0,2 µg Trypsin („Sequencing Grade Modified Trypsin“, Promega) versetzt. Diese Proben 

wurden über 18 h bei 37 °C inkubiert. Die erhaltenen Glykopeptide wurden unter 

Verwendung von C18-Kügelchen aufgereinigt, in einer Vakuumzentrifuge  

getrocknet und in 40 µL Reinstwasser erneut gelöst. Für die nachfolgende  

Nano-LC-ESI-Qq-TOF-Analyse wurden 5 µL jeder Probe verwendet. Die Auftrennung 

erfolgte hierbei mittels einer C18 nano-LC Säule. Für die Analyse wurden die Daten 

zunächst mit ProteoWizard msConvert in das .mzXML-Format konvertiert und mit der 

Software „LaCy Tools“ ausgewertet. Die Peakflächen der Glykopeptide von zweifach und 

dreifach geladenen Ionen wurden summiert und im Verhältnis zu der  

Gesamt-Peak-Fläche für jede Subklasse normiert. 

 

4.2.8. Messung des Atemwegswiderstandes 

In den Nachkommen wurde zusätzlich der Atemwegswiderstand (Rn) gemessen.  

Zehn Nachkommen von jeder der drei Gruppen wurden im Anschluss an die 

Sensibilisierung nach Belgien in das Labor von Prof. Didier Cataldo, University of Liège, 

versandt. Dort wurde nach dem gleichen Protokoll eine Allergen-Provokation 

durchgeführt. Es erfolgte eine dreimalige Aerosol-Exposition, um eine  

Asthma-Exazerbation zu induzieren und einen Tag später die Messung des 

Atemwegswiderstandes. Die Mäuse wurden durch eine intraperitoneale Injektion einer 

Mischung aus 10 mg/mL Ketamin (Merial) und 1 mg/mL Xylazin (VMD Livestock) 

anästhesiert und über die Trachea intubiert und beatmet. In aufsteigender Dosierung  

(0; 1,25; 2,5; 5; 10 und 20 g/L) inhalierten die Mäuse ein Metacholin-Aerosol und der 

Atemwegswiderstand wurde bestimmt. 
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4.2.9. Statistische Analyse 

Alle Proben wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung getestet.  

Während für die parametrischen Daten die einfaktorielle ANOVA (Varianzanalyse) 

verwendet wurde, sind die nicht-parametrischen Daten unter Verwendung des  

Kruskal-Wallis-Tests gefolgt vom Dunnet´s Test (multipler Vergleichstest) analysiert 

worden. Die Daten der Atemwegswiderstandmessung wurden für jede Metacholindosis 

mittels zweifaktorieller Varianzanalyse verglichen. Die Daten sind als  

Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM: engl. standard error of the mean) 

dargestellt. Für die Korrelationsanalyse wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient r 

berechnet und als P-Wert angegeben. Die Berechnungen erfolgten mit der Software 

„GraphPad Prism“ (Version 8, GraphPad Software, Inc.). 

 

4.3. Ergebnisse 
4.3.1. Inflammatorisches Profil der OVA- und CAS-allergischen Muttertiere 

Wie in Abbildung 3 zu sehen ist, zeigten die OVA- und Casein-exponierten Muttertiere 

einen allergischen Phänotyp im Gegensatz zu der PBS-Kontrollgruppe.  

OVA-spezifisches IgG1 und OVA-spezifisches IgE waren in den OVA-allergischen 

Muttertieren erhöht, während CAS-spezifisches IgG1 und CAS-spezifisches IgE in den 

CAS-allergischen Muttertieren erhöht waren (Abb. 3A). Die CAS- und OVA-allergischen 

Mäuse wiesen im Gegensatz zu der Kontrollgruppe eine Entzündungsreaktion der 

Bronchien und Alveolen auf, welche sich durch eine erhöhte Konzentration von 

Entzündungszellen in der BAL darstellte (Abb. 3B). Sowohl die totale Leukozytenzahl als 

auch die Konzentration von Eosinophilen und Lymphozyten waren in der BAL der 

allergischen Muttertiere erhöht. Die OVA-allergischen Mäuse zeigten zusätzlich eine 

erhöhte Konzentration von Makrophagen in der BAL. Die Ergebnisse der BAL-Proben 

zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen der OVA- und der CAS-Gruppe.  

In dem Lungengewebe der Muttertiere war der Inflammationsscore (Anzahl der 

Leukozyten pro Quadratmillimeter) in den OVA- und CAS-allergischen Mäusen im 

Gegensatz zu der PBS-Gruppe erhöht (Abb. 3C,D). Die Ergebnisse der Lungenhistologie 

zeigten ebenfalls keinen wesentlichen Unterschied zwischen den CAS- und den  

OVA-allergischen Muttertieren, sodass insgesamt von einem ähnlichen 

inflammatorischen Profil der zwei allergischen Gruppen gesprochen werden kann. 
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Abbildung 3: Inflammatorisches Profil der Muttertiere. (A) Antikörperkonzentration im Serum:  
OVA-spezifisches IgG1, OVA-spezifisches IgE, CAS-spezifisches IgG1 und CAS-spezifisches IgE.  
(B) Konzentration von Leukozyten, Eosinophilen, Lymphozyten und Makrophagen in der BAL. 
(C) Inflammationsscore in der Lungenhistologie. (D) Beispielhafte Abbildungen der Lungenhistologie aus 
jeder Gruppe (PBS, CAS und OVA). Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm. nd = nicht detektierbar,  
ns = nicht signifikant. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM. n ≥ 8 pro Gruppe. Die Signifikanz wird durch  
* P <0,05, ** P <0,01 oder *** P <0,001 dargestellt. [28] 
 

4.3.2. Inflammatorisches Profil der OVA-allergischen Nachkommen 

Die drei Gruppen von Nachkommen (PBS-OVA-Nachkommen, CAS-OVA-Nachkommen 

und OVA-OVA-Nachkommen) zeigten unterschiedliche Konzentrationen der Antikörper 

im Serum (Abb. 4A). Die CAS-OVA Nachkommen wiesen eine erhöhte Konzentration 

des Gesamt-IgG1 und des OVA-spezifischen IgG1 auf. In den  

OVA-OVA-Nachkommen war das OVA-spezifische IgG1 ebenfalls erhöht, allerdings 

weniger stark ausgeprägt als in der CAS-OVA-Gruppe. Das Gesamt-IgG1 der  

OVA-OVA-Nachkommen unterschied sich hingegen nicht signifikant von der 

Kontrollgruppe (PBS-OVA-Nachkommen). Zusätzlich zeigten die Nachkommen in der 

OVA-OVA-Gruppe eine verminderte Konzentration von OVA-spezifischem IgE, während 

sich die CAS-OVA-Gruppe und die Kontrollgruppe dahingehend nicht unterschieden.  
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Neben den Antikörpern im Serum wurde die BAL hinsichtlich einer Entzündungsreaktion 

in den Bronchien und Alveolen untersucht. Es konnte eine erhöhte Konzentration von 

Leukozyten in der BAL nachgewiesen werden, wenn Muttertier und Nachkommen mit 

dem gleichen Allergen sensibilisiert wurden (OVA-OVA-Gruppe) (Abb. 4B).  

Die differenzierte Zellzählung ergab signifikant erhöhte Konzentrationen von 

Eosinophilen, Lymphozyten und Makrophagen in der BAL der OVA-OVA-Nachkommen 

im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Wurden Muttertier und Nachkommen mit 

unterschiedlichen Allergenen behandelt, zeigten die Nachkommen (CAS-OVA-Gruppe) 

keinen signifikanten Unterschied in der BAL im Vergleich zu der Kontrollgruppe. 

Übereinstimmend mit den erhöhten Konzentrationen an Entzündungszellen in der BAL 

war in dem Lungen- und Lymphknotengewebe der OVA-OVA-Nachkommen FoxP3 als 

Marker für regulatorische T-Zellen vermindert (Abb. 4C,D). Dieser Effekt ließ sich 

wiederum nicht beobachten, wenn Muttertier und Nachkommen mit verschiedenen 

Allergenen behandelt wurden (CAS-OVA-Nachkommen). Obwohl es Unterschiede in den 

Antikörperkonzentrationen im Serum, in der differenzierten Zellzählung der BAL und dem 

FoxP3-Besatz in dem Lungen- und Lymphknotengewebe gab, unterschieden sich die 

Nachkommen nicht hinsichtlich ihres Inflammationsscores in der Lungenhistologie  

(Abb. 5A,B). Ebenso zeigte die Messung des Atemwegswiderstandes keinen 

Unterschied zwischen den drei Gruppen der Nachkommen (Abb. 5C). 

 

Wie in Tabelle 1 dargestellt, wurde in den OVA-allergischen Nachkommen auch die 

Zytokin-Konzentrationen in der BAL gemessen. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe  

(PBS-OVA-Nachkommen) waren in den CAS-OVA-Nachkommen die Konzentrationen 

von IL-1β und TNF-⍺	 vermindert und die Konzentration von KC erhöht.  

Die OVA-OVA-Nachkommen zeigten eine wesentlich stärkere Veränderung ihrer 

Zytokin-Spiegel im Vergleich zu der Kontrollgruppe. In dieser Gruppe waren die 

Konzentrationen von IL-1β, IL-4, IL-12p70, Eotaxin, MCP-1 und TNF-⍺ reduziert, 

während IL-6 und KC erhöhte Spiegel aufwiesen. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Nachkommen der OVA-OVA-Gruppe einen 

deutlich allergischen Phänotyp aufwiesen, welcher sich durch eine erhöhte Konzentration 

an Entzündungszellen in der BAL und eine Verminderung der regulatorischen T-Zellen 

im Lungen- und Lymphknotengewebe quantifizieren ließ. Diese Veränderungen konnten 

in den CAS-OVA-Nachkommen nicht beobachtet werden. 
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Abbildung 4: Inflammatorisches Profil der Nachkommen (A) Antikörperkonzentration im Serum: 
Gesamt-IgG1, OVA-spezifisches IgG1 und OVA-spezifisches IgE. (B) Konzentration von Leukozyten, 
Eosinophilen, Lymphozyten und Makrophagen in der BAL. (C) Quantifizierung von FoxP3 in dem  
Lungen- und Lymphknotengewebe. (D) Beispielhafte Abbildungen der Lungenimunhistochemie aus jeder 
Gruppe (PBS-OVA, CAS-OVA und OVA-OVA). Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm.  
ns = nicht signifikant. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM. Sham/PBS-OVA: n = 16, CAS-OVA: n = 17, 
OVA-OVA: n = 15. In jede Gruppe wurden mindestens zwei Nachkommen von mindestens sechs 
verschiedenen Müttern eingeschlossen. Die Signifikanz wird durch * P <0,05, ** P <0,01 oder  
*** P <0,001 dargestellt. [28] 
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Abbildung 5: Ergebnisse der Lungenhistologie und der Atemwegswiderstandsmessung  
in den Nachkommen (A) Inflammationsscore in der Lungenhistologie; Sham/PBS-OVA: n = 16,  
CAS-OVA: n = 17 und OVA-OVA: n = 15. ns = nicht signifikant. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM. 
(B) Beispielhafte Abbildungen der Lungenhistologie. Der Maßstabsbalken entspricht 100 µm.  
(C) Ergebnisse der Atemwegswiderstandsmessung; n = 10 pro Gruppe. [28] 
 
 

 
Gemessen wurde die Konzentration (in pg/ml) von IL-1β, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, 
Eotaxin, KC, MCP-1 und TNF-⍺. Dargestellt ist der Mittelwert ± SEM. PBS-OVA: n = 15, CAS-OVA: n = 18, 
OVA-OVA: n = 15. Die Signifikanz wird durch * P <0,05, ** P <0,01 oder *** P <0,001 dargestellt.  
„Pfeil nach unten“ = Konzentration ist signifikant reduziert im Vergleich zu der Kontrollgruppe,  
„Pfeil nach oben“ = Konzentration ist signifikant erhöht im Vergleich zu der Kontrollgruppe. 
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4.3.3. IgG1- und IgG3-Glykosylierung der Muttertiere 

Obwohl die OVA- und CAS-allergischen Muttertiere einen ähnlichen allergischen 

Phänotyp zeigten, unterschieden sie sich signifikant in ihrer IgG-Glykosylierung.  

Es erfolgte eine Analyse des N-Glykans am Asn-297 im IgG1 und IgG3, welches in 

Abhängigkeit von Galactose und Sialinsäure die pro- oder antiinflammatorischen 

Eigenschaften des Immunglobulins verstärkt [27] und so die Entwicklung und  

Asthma-Suszeptibilität des Fetus ebenfalls beeinflussen könnte. 

 

In den OVA-allergischen Muttertieren zeigte die Analyse des IgG1 signifikant mehr 

proinflammatorisches G0 verglichen mit der CAS-Gruppe (Abb. 6A). Eine Integration von 

Sialinsäure in das N-Glykan ist mit verstärkten antiinflammatorischen Eigenschaften 

verbunden und eine verminderte Sialylierung ist mit einem proinflammatorischen 

Phänotyp assoziiert [27]. In der Analyse des IgG1 der OVA-allergischen Muttertiere sind 

die antiinflammatorischen, sialylierten Glykane (G1S1, G2S1, G3S1 und G2S2) 

vermindert. In der IgG3-Analyse zeigte sich bei den OVA-allergischen Mäusen kein 

Unterschied zu den anderen Gruppen hinsichtlich G0 (Abb. 6B).  

Das antiinflammatorische G1S1 und G2S1 des IgG3 war jedoch ebenfalls vermindert im 

Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abb. 6B). So kann in der OVA-Gruppe der Muttertiere 

insgesamt von einem deutlich proinflammatorischen Phänotyp der  

IgG1- und IgG3-Glykosylierung gesprochen werden. 

 

In den CAS-allergischen Muttertieren unterschied sich in der IgG1-Analyse das G0 nicht 

von der Kontrollgruppe (Abb. 6A). Dennoch zeigte diese Gruppe an Muttertieren ebenfalls 

einen reduzierten Anteil an sialyliertem IgG1, allerdings in einer geringeren Ausprägung 

als in den OVA-allergischen Muttertieren. In der CAS-Gruppe waren lediglich G3S1 und 

G2S2 signifikant vermindert. G1S1 und G2S1 unterschieden sich nicht von der 

Kontrollgruppe. Die IgG3-Glykosylierung zeigte ebenfalls keine signifikanten 

Unterschiede verglichen zu der PBS-Gruppe (Abb. 6B). Zusammengefasst wiesen die 

CAS-allergischen Muttertiere ebenfalls eine Tendenz zu einem proinflammatorischen 

Glykosylierungsprofil auf, allerdings in einem deutlich geringeren Maße als die  

OVA-allergischen Muttertiere. 
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Abbildung 6: Analyse der IgG1- und IgG3-Glykosylierung im Serum der Muttertiere.  
(A) IgG1-Glykosylierungsprofil. (B) IgG3-Glykosylierungsprofil. ns = nicht signifikant. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± SEM. n = 5 pro Gruppe. Die Signifikanz wird durch * P <0,05, ** P <0,01 oder  
*** P <0,001 dargestellt. [28] 

 

4.3.4. IgG1- und IgG3-Glykosylierung der OVA-allergischen Nachkommen 

Die Muttertiere zeigten einen deutlichen Unterschied in ihrer IgG-Glykosylierung im 

Serum. Das gleiche Phänomen spiegelte sich in ihren Nachkommen wider.  

Wurden Muttertier und Nachkommen mit dem gleichen Allergen behandelt, war in der 

IgG1-Analyse der OVA-OVA-Nachkommen das proinflammatorische G0 erhöht und die 

antiinflammatorischen, sialylierten Glykane (G1S1, G2S1, G3S1 und G2S2) vermindert 

(Abb. 7A). In der IgG3-Analyse zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich G0, jedoch war 

der Anteil an antiinflammatorischem G1S1 und G2S1 ebenfalls vermindert (Abb. 7B).  

Die OVA-allergischen Nachkommen wiesen wie ihre OVA-allergischen Muttertiere ein 

stark proinflammatorisches Profil in ihrer IgG1- und IgG3-Glykosylierung auf.  

Diese Ergebnisse sind vereinbar mit den Ergebnissen der BAL und der 

Immunhistochemie, in welchen die Nachkommen ebenfalls einen ausgeprägten 

allergischen Phänotyp aufwiesen. 
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Die CAS-OVA-Nachkommen zeigten wie ihre Muttertiere keinen Unterschied in der  

IgG3-Glykosylierung im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Abb. 7B). In der IgG1-Analyse 

war der Anteil an G0, ebenso wie der Anteil an G2S1 ebenfalls nicht von der  

PBS-OVA-Gruppe signifikant zu unterscheiden (Abb. 7A). Lediglich G1S1, G3S1 und 

G2S2 waren in der IgG1-Analyse der CAS-OVA-Nachkommen erhöht. Dies entsprach im 

Wesentlichen dem Glykosylierungsprofil der CAS-allergischen Muttertiere mit einer 

Tendenz zum proinflammatorischen Phänotyp, allerdings in einem geringeren Ausmaß 

als in den OVA-OVA-Nachkommen. 

 
 

 
 
Abbildung 7: Analyse der IgG1- und IgG3-Glykosylierung im Serum der Nachkommen.  
(A) IgG1-Glykosylierungsprofil. (B) IgG3-Glykosylierungsprofil. ns = nicht signifikant. Dargestellt ist der 
Mittelwert ± SEM. Sham/PBS-OVA: n = 10, CAS-OVA: n = 11, OVA-OVA: n = 10. Die Signifikanz wird 
durch * P <0,05, ** P <0,01 oder *** P <0,001 dargestellt. [28] 
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4.4. Diskussion 
4.4.1. Unterschiedlicher Phänotyp der OVA-allergischen Nachkommen 

In diesem Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass mütterliches Asthma bronchiale mit 

einer Asthma-Exazerbation während der Schwangerschaft einen Risikofaktor für die 

Nachkommen darstellt, ebenfalls eine Hyperreagibilität des Bronchialsystems zu 

entwickeln. Diese Beobachtung passt zu den Ergebnissen von klinischen Studien an 

Menschen, in welchen eine Asthma-Exazerbation während der Schwangerschaft 

ebenfalls ein Risiko für die Kinder bedeutet [10,11]. Auffällig ist, dass dieses Phänomen 

in dem Maus-Modell nur dann beobachtet werden konnte, wenn Muttertier und 

Nachkommen mit dem gleichen Allergen sensibilisiert wurden (OVA-OVA-Gruppe). 

Diese Nachkommen zeigten eine ausgeprägte Entzündungsreaktion in den Bronchien 

und Alveolen, gemessen an der erhöhten Konzentration von Leukozyten in der BAL 

sowie an dem reduzierten Anteil an regulatorischen T-Zellen in der Immunhistochemie. 

Waren die Mäuse der zwei Generationen zu verschiedenen Allergenen exponiert  

(CAS-OVA-Gruppe), zeigten die Nachkommen keine verstärkte Lungeninflammation im 

Vergleich zu der Kontrollgruppe. Verschiedene Ursachen lassen sich hierfür anführen. 

Insbesondere die Ergebnisse der IgG-Glykosylierung sind dahingehend sehr interessant 

und werden im Folgenden als einen möglichen Einflussfaktor auf die Entwicklung eines 

hyperreagiblen Bronchialsystems diskutiert. 

 

4.4.2. Unterschiede in den Antikörperkonzentrationen 

Die Bestimmung der Antikörperkonzentration im Serum ergab eine erhöhte 

Konzentration des Gesamt-IgG1 in den CAS-OVA-Nachkommen. OVA-spezifisches 

IgG1 war ebenfalls in den CAS-OVA-Nachkommen und in einem geringeren Ausmaß 

auch in den OVA-OVA-Nachkommen erhöht. Das OVA-spezifische IgE hingegen war in 

den OVA-OVA-Nachkommen, der Gruppe mit der stärksten Entzündungsreaktion in der 

BAL, signifikant reduziert. Dies erscheint im ersten Moment paradox, da eine allergische 

Reaktion klassischer Weise mit einem erhöhten IgE-Spiegel einhergeht [33].  

Der Grund für die geringere IgG-Konzentration und den reduzierten IgE-Spiegel in den 

OVA-OVA-Nachkommen im Vergleich zu den CAS-OVA-Nachkommen könnte auf den 

Zeitpunkt der Messung zurückzuführen sein. Eine allergische Reaktion startet mit einer 

Antigen-Antikörper-Bindung [33]. Dieser Komplex bindet an die entsprechenden 

Rezeptoren auf den Zelloberflächen und löst damit eine überschießende Immunantwort 
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aus [33]. Die OVA-OVA-Nachkommen zeigten einen stark allergischen Phänotyp. 

Möglicherweise waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme die OVA-spezifischen  

IgE-Antikörper an zelluläre Oberflächenrezeptoren gebunden und damit der Messung 

nicht zugänglich [34,35]. Dies würde an den Effektorzellen eine starke Immunantwort 

auslösen und die inflammatorische Reaktion in der BAL und der 

Lungenimmunhistochemie erklären können. Zu diesem Zeitpunkt wären die 

Konzentration der freien IgE-Antikörper im Serum, die im ELISA erfasst werden würden, 

reduziert. Über den bereits gebundenen Anteil der Antikörper kann man jedoch keine 

Aussage treffen, da dieser dem Messverfahren nicht zugänglich war. 

 

Die CAS-OVA-Nachkommen zeigten einen unveränderten OVA-spezifischen  

IgE-Spiegel im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Dies stimmt mit den Ergebnissen der 

BAL überein, welche keine erhöhte Konzentration von Entzündungszellen aufzeigten.  

Die IgG-Konzentration war in dieser Gruppe erhöht. Dieses Phänomen kann man durch 

die Ergebnisse des Maus-Modells nicht ausreichend erklären. Die gemessenen 

Antikörperkonzentrationen sowie alle erhobenen Parameter geben nur die 

immunologische Situation zu einem bestimmten Zeitpunkt wieder. In zukünftigen 

Versuchen wäre es interessant, verschiedene Zeitpunkte miteinander zu vergleichen. 

Außerdem stellt sich die Frage, ob der allergische Phänotyp der OVA-OVA-Nachkommen 

auch im Erwachsenenalter anhält. Diese und weitere Fragen gilt es in Zukunft zu 

untersuchen, um die maternofetale Risikoübertragung besser zu verstehen. 

 

4.4.3. Zytokine in der BAL 

Die CAS-OVA-Nachkommen zeigten nur geringe Änderungen in ihren  

Zytokin-Konzentrationen in der BAL. Diese Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen der 

BAL überein, welche keine erhöhten Konzentrationen an Entzündungszellen aufwiesen. 

Die OVA-OVA-Nachkommen präsentierten sich jedoch nicht nur mit erhöhten  

Zell-Konzentrationen, sondern auch mit signifikant veränderten Zytokin-Spiegeln in der 

BAL. Da diese Gruppe auch einen deutlich erhöhten Anteil an proinflammatorischem IgG 

besitzt, könnte man vermuten, dass die veränderte Glykosylierung des IgG mit den 

deutlich veränderten Zytokin-Spiegeln in den OVA-OVA-Nachkommen 

zusammenhängen könnte. Bartsch et al. haben 2018 bereits den Einfluss der  

IgG-Glykosylierung auf die B- und T-Zell-Antwort untersucht [36]. In ihrem Versuch wurde 

eine erhöhte IL-6-Sekretion durch asialylierte IgG1-Antikörper induziert und signifikant 
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durch das Hinzufügen von sialyliertem IgG reduziert [36]. Auch in diesem Maus-Modell 

war sowohl das IL-6 in der BAL als auch das asialylierte, proinflammatorische IgG im 

Serum der OVA-OVA-Nachkommen erhöht. 

 

Ausgenommen von IL-6 und KC zeigten die übrigen Zytokine in der BAL der  

OVA-OVA-Nachkommen entweder einen unveränderten oder sogar einen reduzierten 

Spiegel im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Unter anderem war auch die Konzentration 

des Typ-2-Zytokins IL-4, welches klassisch bei einer allergischen Reaktion beteiligt ist 

[2], reduziert. Auffallend ist, dass man den gleichen Effekt in einem vorangegangenen 

Maus-Modell beobachten konnte, in welchem die Gruppen mit einem ausgeprägten 

allergischen Phänotyp ebenfalls reduzierte Zytokin-Spiegel in der BAL aufwiesen [37]. 

Man kann die reduzierten Zytokin-Konzentrationen in den allergischen  

OVA-OVA-Nachkommen zum jetzigen Zeitpunkt nicht weiter erklären. 

 

4.4.4. IgG-Glykosylierung als möglicher Einflussfaktor auf die Entwicklung eines 

hyperreagiblen Bronchialsystems 

Während die OVA-OVA-Nachkommen einen stark allergischen Phänotyp aufwiesen, 

zeigten die CAS-OVA-Nachkommen keine verstärkte Inflammation in der BAL und in der 

Immunhistochemie. Eine mögliche Ursache für diesen Unterschied zwischen den zwei 

allergischen Gruppen könnte ein unterschiedliches allergisches Potential der Allergene 

Casein und Ovalbumin sein, welche bei den Muttertieren verwendet wurden.  

Wenn die allergische Reaktion auf Ovalbumin in den OVA-Muttertieren stärker auftritt, 

als die allergische Reaktion auf Casein in den CAS-Muttertieren, könnte man vermuten, 

dass auch die OVA-OVA-Nachkommen stärker betroffen sind, als die  

CAS-OVA-Nachkommen. Allerdings zeigten die OVA- und CAS-allergischen Muttertiere 

keinen Unterschied hinsichtlich ihrer Lungeninflammation, gemessen an der BAL und 

Lungenhistologie. Eine unterschiedlich starke allergische Reaktion der  

CAS- und OVA-Muttertiere kann also nicht die unterschiedlichen Ergebnisse in den 

Nachkommen erklären. 

 

Obwohl sich die CAS- und OVA-allergischen Muttertiere in ihrer inflammatorischen 

Reaktion der Lunge nicht signifikant unterschieden, ließ sich eine Diskrepanz in ihrer  

IgG-Glykosylierung feststellen. Die OVA-allergischen Muttertiere zeigten eine deutlich 

proinflammatorische Glykosylierung des IgG1 und IgG3 gemessen an einem erhöhten 
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Anteil an proinflammatorischem, agalactosyliertem IgG (G0) und einem verminderten 

Anteil an antiinflammatorischem, sialyliertem IgG (G1S1, G2S1, G3S1 und G2S2).  

Die CAS-allergischen Muttertiere wiesen in der Analyse der IgG-Glykosylierung ebenfalls 

eine Tendenz zu diesem proinflammatorischen Glykosylierungsprofil auf, jedoch in einer 

deutlich geringeren Ausprägung als die OVA-allergischen Muttertiere.  

Die Tatsache, dass eine Sensibilisierung der Muttertiere mit Ovalbumin die  

IgG-Glykosylierung in dem Maus-Modell stärker zu einem proinflammatorischen 

Phänotyp verlagerte als eine Sensibilisierung mit Casein konnte man in diesem Versuch 

nicht erklären. Allerdings konnte man feststellen, dass sich das Glykosylierungsprofil der 

Muttertiere in den Nachkommen widerspiegelte. Die OVA-OVA-Nachkommen wiesen wie 

die Muttertiere eine deutlich proinflammatorische Glykosylierung des IgG1 und des IgG3 

auf, während die CAS-OVA-Nachkommen ebenso wie ihre Muttertiere nur eine Tendenz 

dahingehend zeigten. Dieser Unterschied könnte eine mögliche Erklärung dafür sein, 

weshalb die OVA-OVA-Nachkommen einen allergischen Phänotyp in der BAL und der 

Immunhistochemie entwickelten und die CAS-OVA-Nachkommen nicht. 

 

Das maternale IgG kann die Plazenta überqueren und direkt in den Blutkreislauf des 

Fetus gelangen [26]. In Abhängigkeit von seiner Glykosylierung kann das IgG im Fetus 

pro- oder antiinflammatorisch wirken [27]. Es könnte sein, dass es ebenfalls die 

Entwicklung des Immunsystems und das Risiko ein allergisches Asthma bronchiale zu 

entwickeln, beeinflussen kann. IgG entfaltet seine Wirkung durch die Bindung der  

Fc-Region an Rezeptoren auf den Zelloberflächen [38]. Dabei unterscheidet man  

Typ1- und Typ2-Fc𝛾-Rezeptoren [38]. Die Typ1-Fc𝛾-Rezeptoren wirken vor allem 

aktivierend [38]. Nur der Subtyp IIb vermittelt ein inhibitorisches Signal [38].  

Zu den Typ2-Fc𝛾-Rezeptoren zählen die C-Typ-Lektin-Rezeptoren z.B. der murine 

Rezeptor SIGN-R1 [38]. Die Affinität des IgG zu den verschiedenen Rezeptoren hängt 

maßgeblich von der Glykosylierung des Asn-297 in der Fc-Region ab [38].  

Die Integration von Galactose und Sialinsäure in das Glykan bewirkt eine erhöhte Affinität 

des IgG zu dem SIGN-R1 [38]. Der Rezeptor vermittelt über eine Kaskade eine erhöhte 

Expression des inhibitorisch wirkenden Fc𝛾-Rezeptors IIb auf der Zelloberfläche von 

Makrophagen und B-Zellen [38]. Dies begünstigt eine antiinflammatorische Reaktion [38]. 
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Ein agalactosyliertes Glykan hingegen begünstigt die Affinität zu den aktivierenden 

Typ1-Fc𝛾-Rezeptoren, welche die proinflammatorischen Signale unterstützen und unter 

anderem auch eine Aktivierung des Komplementsystems bewirken können [39,40].  

Eine proinflammatorische Glykosylierung des IgG ließ sich in der Gruppe mit dem 

schwersten allergischen Phänotyp (OVA-OVA-Nachkommen) und den OVA-allergischen 

Muttertieren beobachten. Es ist durchaus möglich, dass das maternale IgG über den 

oben beschriebenen Weg auf den Fetus einwirken und ihn so in seiner Entwicklung 

beeinflussen hätte können. Dabei würde das proinflammatorische IgG des Muttertieres 

das Immunsystem des Fetus zugunsten eines allergischen Phänotyps prädisponieren. 

Dieser Vermutung sollte in zukünftigen Versuchen nachgegangen werden.  

Die Glykan-Analyse des IgG ist sowohl in klinischen Studien mit Menschen als auch in 

Tierversuchen noch kein Standard-Messparameter. Unter der Berücksichtigung, dass die 

IgG-Glykosylierung großen Einfluss auf die Entwicklung eines allergischen Asthmas 

bronchiale haben kann, sollte sie jedoch in zukünftigen Versuchen berücksichtigt werden. 

 

Es ist weiterhin unbekannt, inwieweit dieser Mechanismus der maternofetalen 

Risikoübertragung allergen-spezifisch ist. Eine mögliche Ursache für das erhöhte Risiko 

der OVA-OVA-Nachkommen könnte ein spezifischer Effekt des Ovalbumins sein.  

Die Muttertiere der OVA-OVA-Nachkommen reagierten allergisch auf Ovalbumin und 

zeigten in der Analyse der IgG-Glykosylierung einen stark proinflammatorischen 

Phänotyp. Dies spiegelte sich in den Nachkommen wider und könnte den allergischen 

Phänotyp der Nachkommen bedingen. Bei der Sensibilisierung der Muttertiere mit Casein 

konnte dieses Phänomen nicht beobachtet werden. Dies könnte auf einen spezifischen 

Effekt des Ovalbumins hinweisen. Es ist ebenfalls möglich, dass dieser Effekt nicht von 

dem jeweiligen Allergen abhängt, sondern dass die Tatsache entscheidender ist, ob 

Muttertier und Nachkommen mit dem gleichen Allergen oder verschiedenen Allergenen 

sensibilisiert werden. Wurden die Nachkommen mit dem gleichen Allergen wie das 

Muttertier behandelt (OVA-OVA), zeigten sie einen allergischen Phänotyp.  

Im Gegensatz dazu wiesen die CAS-OVA-Nachkommen, welche mit einem 

unterschiedlichen Allergen als das Muttertier sensibilisiert wurden, kein erhöhtes Risiko 

auf. Ob das gleiche oder ein unterschiedliches Allergen in den zwei Generationen 

verwendet wird, könnte entscheidender sein, als das jeweilige Allergen selbst.  

Dieser Frage könnte in einem erneut durchgeführten Versuch nachgegangen werden. 

Zusätzlich sollte eine weitere Gruppe untersucht werden, in welcher die Nachkommen 
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der Casein-allergischen Muttertiere ebenfalls mit Casein sensibilisiert werden.  

Würden die CAS-CAS-Nachkommen ebenso wie die  

CAS-OVA-Nachkommen keinen allergischen Phänotyp entwickeln, könnte dies darauf 

hinweisen, dass es sich um einen OVA-spezifischen Effekt handelt.  

Wenn die CAS-CAS-Nachkommen jedoch wie auch die OVA-OVA-Nachkommen einen 

allergischen Phänotyp zeigen würden, schiene es eine entscheidendere Rolle zu spielen, 

ob Muttertier und Nachkommen mit dem gleichen Allergen behandelt werden. 

 

Abschließend lässt sich sagen, dass eine Asthma-Exazerbation der Muttertiere während 

der Schwangerschaft einen Risikofaktor für die Nachkommen darstellt, ebenfalls 

allergisches Asthma zu entwickeln. Dies ließ sich jedoch nur beobachten, wenn Muttertier 

und Nachkommen mit dem gleichen Allergen (OVA) sensibilisiert wurden. Die Gruppe, in 

der die zwei Generationen mit unterschiedlichen Allergenen behandelt wurden, zeigten 

keinen ausgeprägten allergischen Phänotyp. Ein möglicher Einflussfaktor für das erhöhte 

Risiko in den OVA-OVA-Nachkommen könnte das IgG sein, welches sowohl bei den 

OVA-allergischen Muttertieren als auch bei deren Nachkommen eine 

proinflammatorische Glykosylierung aufwies. Die Analyse des N-Glykans im IgG ist 

bisher kein Standardparameter. In Hinblick auf die mögliche maternofetale 

Risikoübertragung durch eine proinflammatorische IgG-Glykosylierung sollte diese 

jedoch in zukünftigen Versuchen berücksichtigt werden. 
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