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Abkürzungsverzeichnis	
 

AA   - Aminosäuren 

AMPK   - AMP-aktivierte Proteinkinase  

BP   - bullöses Pemphigoid 

DES    - dermo-epidermale Spaltbildung 

DEJ      - dermo-epidermale Junktionszone 

DEPC           - Diethylpyrocarbonat 

DMSO             - Dimethylsulfoxid 

DPP-IV             - Dipeptidyl-peptidase-IV 

DPP-IV Inhibitoren  - Dipeptidyl-peptidase-IV Inhibitoren 

Dsc                      - Desmocollin 

Dsg                      - Desmoglein 

EBA             - Epidermolysis bullosa acquisita 

ER                       - Endoplasmatische Retikulum  

ELISA                  - Enzyme-linked immunosorbent assay 

FACS                       - Fluorescence-activated cell sorting 

GAPDH                   - Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

GSH-Px                      - Glutathione peroxidase  

H-E-Färbung                 - Färbung mit Hämatoxylin und Eosin 

HLA                            - Humane Leukozytenantigenen  

i.p.                              - intraperitoneal 

i.v.                              - intravenös  

LPS                         - Lipopolysaccharide 

MMP 9                  - Matrix-Metalloproteinase 9 

OD                       - optische Dichte 

PBMC            - mononukleäre Zellen des peripheren Blutes 

PBS                 - Phosphate-buffered saline 

PI                    - Propidium Iodide 

PMNS               - polymorphkernige Leukozyten 

p.o.                   – peroral 

rh DPP-IV           - rekombinantes humanes DPP-IV 
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ROS                       - reactive oxygen species (reactive Sauerstoffspezies) 

RPMI                           - Roswell Park Memorial Institute medium 

SEM                    - Mittelwerte ± Standardabweichung 

Sirt1                    - Sirtuin-1 

SOD                 - Superoxide-Dismutase  

UAW                               - Unerwünschte Arzneimittelwirkungen 
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1 Einleitung	

1.1 Dipeptidylpeptidase-IV	
 
Die Dipeptidylpeptidase-IV (DPP-IV) wurde erstmals 1966 beschrieben. Die DPP-IV ist ein 

homodimeres Typ-II transmembranes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 220-

240 kDa und ist identisch mit dem Leukozyten-Oberflächenantigen CD26. Menschliches CD26 

wird von 766 Aminosäuren gebildet, einschließlich einer kurzen zytoplasmatischen Domäne 

von 6 Aminosäuren, einer Transmembranregion von 23 Aminosäuren und einer 

extrazellulären Domäne (siehe Abb. 1). Diese extrazelluläre Domäne der DPP-IV ist für die 

enzymatische Aktivität dieses Transmembranproteins als Dipeptidylpeptidase verantwortlich 

und kann als solche selektiv das N-terminale Dipeptid aus Peptiden mit Prolin oder Alanin an 

der vorletzten Position entfernen (Ohnuma et al. 2008). 

 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des menschlichen CD26/DPP-IV Molekül. Menschliche 

CD26/DPP-IV ist ein Typ II transmembranes Glycoprotein, das aus 766 Aminosäuren (AA) 

zusammengesetzt und an die Lipiddoppelschicht durch ein einziges hydrophobes Segment an den 

Resten 7-29 verankert ist. Es gibt einen kurzen cytoplasmatischen Bereich, der aus den N-terminalen 

Aminosäuren 1-6 gebildet wird. Die extrazelluläre Region umfasst die Membrananker an 

glykosylierten Resten, eine Adenosin-Deaminase-bindende Domäne (AA 340-343), Fibronektin-

bindende Reste (AA 469-479) sowie einen C-terminalen katalytischenBereich. Dieser katalytische 

Bereich wird von Glycin - Tryptophan – Serin (AA 630) - Tyrosine - Glycin und der linearen Ordnung 

der Nukleophilie (Serin (630) – Asparaginsäure (705) – Histidin (740)) umgeben. Quelle: Ohnuma et al. 

2008. 
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1.2 Dipeptidylpeptidase-IV	Inhibitoren	
 
Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase-IV (auch als DPP-IV Inhibitoren oder Gliptine bezeichnet) 

stellen eine Wirkstoffklasse unter den Antidiabetika dar, die für die Therapie des Diabetes 

mellitus Typ 2 benutzt wird. Die Substanzen der DPP-IV Inhibitoren wirken durch das Enzym 

Dipeptidylpeptidase-IV, welches den Abbau des Hormons Glucagon hemmt.  

Im Detail ist DPP-IV eine homodimere, Prolyloligopeptidase, die es nicht nur als Membran-

verankerte Zelloberflächen-Peptidase gibt, sondern auch als kleinere lösliche Form zirkuliert. 

DPP-IV Inhibitoren wirken hauptsächlich durch das Inkretin-Hormon GLP-1. GLP-1, welches 

vom DPP-IV Enzym abgebaut wird, wird im oberen Dünndarm, im distalen Ileum und im Kolon 

mit der Nahrung ausgeschieden. Infolge der GLP-1-Produktion wird die Insulinsekretion der 

Beta-Zellen des Pankreas gesteigert und die Glukagonsekretion der Alpha-Zellen des Pankreas 

verringert (Filippatos et al. 2014).  

DPP-IV wird bei Epithelzellen, Kapillarendothelzellen und Lymphozyten exprimiert. Dieses 

Molekül befindet sich auch im Magendarmtrakt, im exokrinen Pankreas (Azinuszellen), in der 

Leber, den Gallenwegen, der Milz, den Lymphknoten, der Lungen, den Nieren und 

Nebennieren, der Gebärmutter, Plazenta, Prostata, Thymusdrüse, den Schweiß- und 

Brustdrüsen und dem Gehirn. Das breite Expressionsmuster der DPP-IV steht im 

Zusammenhang mit unterschiedlichen physiologischen Funktionen, die sowohl die 

enzymatische Aktivität der Inkretin-Degradierung, der Immunaktivitäten und der 

Hormonaktivitäten, als auch eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion und der Hemmung von 

Krebswachstum umfassen (Filippatos et al. 2014).  

DPP-IV gehört zu einer großen Gruppe aus strukturell verwandten Prolylendopeptidasen. Das 

Substrat des DPP-IV enthält zahlreiche Neuropeptide, Hormone und Chemokine, wie zum 

Beispiel DPP-8, DPP-9 Moleküle und CXC-Motiv-Chemokin 12 (SDF-1α und SDF-1β). DPP-8 und 

DPP-9 Moleküle sind intrazellulär lokalisiert und teilen sich eine Sequenzhomologie von 26% 

mit der DPP-IV. DPP-8 und DPP-9 Moleküle konnten bisher in der Skelettmuskulatur, dem 

Herz und der Leber nachgewiesen werden. Diese Moleküle spielen auch eine Rolle in der 

Aktivierung von T-Zellen und in der Funktion des Immunsystems. Es wurde auch beobachtet, 

dass die Hemmung des DPP-8 und des DPP-9 durch die DPP-IV Inhibitoren mit bestimmten 

Nebenwirkungen verbunden sein könnte, wie zum Beispiel Hautdefekten und Störungen des 

Immunsystems (Filippatos et al. 2014, Stulc and Sedo 2010).  
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Die Gruppe der DPP-IV Inhibitoren enthält hauptsächlich die folgenden Wirkstoffe: Sitagliptin, 

Vildagliptin, Saxagliptin, Alogliptin, Linagliptin, Anagliptin, Teneligliptin und Gemigliptin. Die 

DPP-IV Inhibitoren können aufgrund ihrer Struktur in zwei Kategorien eingeteilt werden: 

einerseits die DPP-IV Inhibitoren, die die Struktur von DPP-IV Substraten nachahmen und 

andererseits die Gliptine, die nicht als Peptidomimetische bezeichnet werden (siehe Abb. 2). 

 

 
Abbildung 2: Die Struktur der Dipeptidylpeptidase-IV Inhibitoren. Quelle: Filipatos et al. 2014 

 

 

1.2.1 Dipeptidylpeptidase-IV	Inhibitoren	und	Haut	
 
Dipeptidylpeptidase IV (DPP-IV) ist ein Membranprotease – Enzym, das in verschiedenen 

Geweben und Zellen exprimiert wird, einschließlich Keratinozyten. DPP-IV wird auch als CD26 

bezeichnet und ist ein Zelloberflächenmolekül, das an der Regulation des Immunsystems und 

der Signalübertragung beteiligt ist (Yang et al. 2014). 

Die Expression von DPP-IV in Keratinozyten wurde in mehreren Studien untersucht. Eine 

Studie von 2014 zeigte, dass DPP-IV in normalen menschlichen Epidermiszellen, einschließlich 

Keratinozyten, exprimiert wird. Die Expression von DPP-IV war höher in der Basalschicht der 

Epidermis und nahm mit der Differenzierung der Keratinozyten ab (Hwang et al. 2014).  
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In einer anderen Studie von 2019 wurde die Expression von DPP-IV in Hautläsonen von 

Patienten mit Psoriasis untersucht. Die Autoren fanden heraus, dass die Expression von DPP-

IV in den betroffenen Hautläsionen von Patienten mit Psoriasis im Vergleich zu gesunder Haut 

signifikant erhöht war. Dies deutete darauf hin, dass DPP-IV eine Rolle bei der Pathogenese 

von Psoriasis spielen könnte (Kim et a. 2019). 

Insgesamt scheint DPP-IV in normalen und krankhaften Hautgeweben, einschließlich 

Keratinozyten, exprimiert zu werden. Die Sekretion des DPP-IV-Enzyms von den 

verschiedenen Zelltypen kann zur Cytokin-Produktion, Gewebedifferenzierung und zum 

Kollagenstoffwechsel beitragen (Thielitz et al. 2008).  

Außerdem sind Proglucagon, GLP-1- und GIP-Rezeptoren in Hautstruktur beschrieben worden 

(List et al. 2006, Skandalis et al. 2012).  

Nach der aktuellen Literatur sind sowohl Fälle mit Hautausschlag und Pruritus als auch Fälle 

mit Überempfindlichkeitsreaktionen der Haut und Stevens-Johnson-Syndrom beschrieben 

worden (Mas-Vidal et al. 2012, Tanaka et al. 2012).  

Außer dem DPP-IV-Enzym werden auch die DPP-8 und DPP-9 Moleküle auf der Oberfläche 

von den Hautzellen exprimiert. Das könnte auch bei den beobachteten Hautreaktionen mit 

den DPP-4-Inhibitoren eine Rolle spielen (Kania et al. 2011). 

Des Weiteren existieren Fallberichte, in welchen die Entwicklung eines bullösen Pemphigoid 

(BP) nach der Verabreichung von den DPP-IV Inhibitoren für die Therapie des Diabetes 

mellitus Typ 2 beschrieben wurde und einen Zusammenhang zwischen den DPP-IV Inhibitoren 

und des BPs nahelegen. Interessanterweise konnte meistens eine komplette Remission nach 

dem Absetzen der verdächtigen Medikamente beobachtet werden. Deswegen werden die 

DPP-IV Inhibitoren mit der Entwicklung des BP korreliert (Attaway et al. 2014).  
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1.3 Registerstudien	zum	BP	unter	DPP-IV	Inhibition	
 
Das bullöse Pemphigoid (BP) ist die häufigste blasenbildende Autoimmunerkrankung der Haut 

(Schmidt und Zillikens, 2013). Gerade in den letzten zwei Jahrzehnten konnte eine Zunahme 

der Häufigkeit beobachtet werden (Langan et al., 2008, Joly et al., 2012, Forsti et al., 2014). 

Die zugrunde liegenden Ursachen für die zunehmende Inzidenz des bullösen Pemphigoids 

sind jedoch kaum bekannt. Insgesamt wurde berichtet, dass über 50 Medikamente ein 

bullöses Pemphigoid auslösen können (Stavropoulos, Soura und Antoniou, 2014). Die 

Verwendung von DPP-IV Inhibitoren wurde sowohl in Fallberichten als auch in Berichten der 

nationalen Pharmakovigilanz-Datenbank als Risikofaktor für BP untersucht (Bene et al, 2016, 

García et al, 2016).  

Varpuluoma et al. haben den Zusammenhang zwischen den DPP-IV Inhibitoren und dem 

bullösen Pemphigoid anhand von Daten aus den finnischen nationalen Registern untersucht 

(Varpuluoma et al. 2018). Nach Berücksichtigung von Diabetes und mehreren neurologischen 

Störungen war die Verwendung von DPP-IV Inhibitoren im Vergleich zur Kontrollpopulation 

mit einem deutlich erhöhten Risiko für ein bullöses Pemphigoid verbunden. Vildagliptin war 

sogar mit einem zehnfach erhöhten Risiko für die Entwicklung eines bullöses Pemphigoids 

verbunden. Auch Kombinationstherapien mit Metformin und Sitagliptin oder mit Metformin 

und Vildagliptin zeigten ein erhöhtes Risiko, wobei Metformin als Monotherapie mit keinerlei 

Risikoerhöhung verbunden war. Das Patientenalter hatte keinen signifikanten Einfluss, wenn 

bei den an BP erkrankten Patienten DPP-IV Inhibitoren verwendet wurden. Die mittlere 

Inkubationzeit von der Vildagliptin-Exposition bis zur Diagnose eines bullösen Pemphigoids 

betrug 449 Tage. Bei Frauen war das Risiko einer BP-Diagnose nach der DPP-IV Inhibitoren im 

Vergleich zu Männern erhöht (Varpuluoma et al. 2018). Nach Varpuluoma et al. wurde in 

keiner früheren Registerstudie ein Zusammenhang zwischen Vildagliptin und dem bullösem 

Pemphigoid festgestellt. Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Beobachtungen aus 

Pharmakovigilanz-Datenbankberichten nicht überein, bei denen BP unter Vildagliptin-

Therapie am häufigsten auftrat. (Varpuluoma et al., 2018, Bene et al., 2016, García et al., 

2016). Darüber hinaus stützen frei verfügbare Informationen aus der europäischen 

Datenbank für vermutete unerwünschte Arzneimittelwirkungen (UAW) die Ergebnisse von 

Varpuluoma et al.: Bis Dezember 2017 wurden in dieser Datenbank 408 Vildagliptin-

assoziierte BP-Verdachtsfälle (von insgesamt 3653 UAW) erfasst, während es deutlich 
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weniger Pemphigoid-Fälle im Zusammenhang mit Sitagliptin waren (173 der insgesamt 12439 

UAW).  

Seit dem Jahr 2011 werden immer mehr Fallberichte veröffentlicht, die einen Zusammenhang 

zwischen DPP-IV Inhibitoren und dem bullösem Pemphigoid herstellen. Die meisten davon 

betreffen Vildagliptin, einige Fälle wurden jedoch auch während der Therapie mit Linagliptin, 

Sitagliptin, Anagliptin und Alogliptin berichtet (Varpuluoma et al. 2018). Die Inkubationszeit 

zwischen der Verwendung von DPP-IV Inhibitoren und dem Einsetzen des BPs liegt in diesen 

Berichten zwischen einem Monat und über vier Jahren, und in aktuellen Fallberichten 

schwankte die mittlere Inkubationszeit zwischen 6 und 19 Monaten (García et al, 2016, Bene 

et al, 2016). Wie bereits erwähnt betrug nach Varpuluoma et al. die durchschnittliche Zeit 

zwischen der Einnahme von Vildagliptin und der Diagnose eines BPs 449 Tage. Daher sollte 

Vildagliptin als möglicher Auslöser für ein bullöses Pemphigoid angesehen werden, auch 

wenn Vildagliptin vor der Diagnose des BP mehr als ein Jahr lang eingenommen wurde. 

Interessanterweise war eine Metformin-Monotherapie nicht mit dem BP assoziiert. Dies 

impliziert, dass bei BP-Fällen, die während einer Metformin-Vildagliptin-

Kombinationstherapie diagnostiziert wurden, Metformin sicher fortgesetzt werden konnte, 

während ein Absetzen von Vildagliptin in Betracht gezogen werden sollte. Es ist noch unklar, 

ob es sich bei dem DPP-IV Inhibitoren-assoziierten BP um einen tatsächlichen 

medikamenteninduzierten BP handelt, der nach Absetzen des Arzneimittels tatsächlich 

verschwindet, oder ob es sich eher um einen durch das Arzneimittel verstärkten BP handelt, 

der trotz Absetzen des Arzneimittels bestehen bleibt (Varpuluoma et al. 2018).  

Nach Varpuluoma et al. entwickeln Frauen häufiger als Männer BP nach der Einnahme von 

DPP-IV Inhibitoren. In Europa waren 58 % der Vildagliptin-, 65 % der Sitagliptin-, 46 % der 

Linagliptin- und 33 % der Saxagliptin-bedingten BP-Fälle Männer (García et al., 2016). In einem 

Fallbericht von 2017 wurde das Risiko des Auftretens von BP nach der Therapie mit DPP-IV 

Inhibitoren bei Männern erhöht (Benzaquen et al, 2017). Es sind jedoch weitere Studien 

erforderlich, um die Unterschiede zwischen den Geschlechtern für das Auftreten von BP 

während der Therapie mit DPP-IV Inhibitoren zu überprüfen (Varpuluoma et al 2018). 

Es wurde berichtet, dass Vildagliptin und Sitagliptin auch Polyarthritis auslösen können (Saito 

et al., 2013, Crickx et al., 2014). Es wurde auch vermutet, dass DPP-IV Inhibitoren das Risiko 

von Autoimmunerkrankungen verringern: nach einer Kohortenstudie aus den USA verringerte 

die Einnahme von Linagliptin, Saxagliptin oder Sitagliptin das Risiko für rheumatoide Arthritis, 
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systemischen Lupus erythematodes, Multiple Sklerose, Psoriasis und entzündliche 

Darmerkrankungen. Insgesamt liegen derzeit nur begrenzte Daten zum Zusammenhang von 

DPP-IV Inhibitoren mit anderen Autoimmunerkrankungen vor (Varpuluoma et al. 2008). 

Plaquevent et al. haben die Häufigkeit der Gliptinaufnahme in einer großen Stichprobe von 

1.787 bullöse Pemphigoid-Patienten, die zwischen 2012 und 2015 in Frankreich diagnostiziert 

wurden, mit der erwarteten Häufigkeit nach indirekter Altersstandardisierung bei 225.412 

Personen aus der Datenbank des National Krankenversicherungsagentur verglichen 

(Plaquevent et al. 2019). Zusätzlich haben Plaquevent et al. die klinischen Merkmale und den 

Verlauf des Gliptin-assoziierten bullösen Pemphigoids beurteilt, abhängig davon, ob die 

Gliptin-Therapie fortgesetzt oder gestoppt wurde. Die beobachteten Häufigkeiten der 

Einnahme der gesamten Gliptin-Klasse und speziell die von Vildagliptin wareb in der BP-

Population höher als die in der Allgemeinbevölkerung nach Altersstandardisierung. Der 

Zusammenhang zwischen Gliptin und Metformin war ebenfalls höher als in der 

Allgemeinbevölkerung. Gliptin wurde in der 45,3 % von Fällen abgesetzt. Die mittlere Dauer 

bis zum Erreichen der Krankheitskontrolle, die Rate und die Verzögerung des Rezidivs 

unterschieden sich nicht davon, ob Gliptin abgesetzt oder fortgesetzt wurde. Diese Studie 

unterstützt nachdrücklich den Zusammenhang zwischen der Einnahme von Gliptin, 

insbesondere Vildagliptin, und dem Auftreten von BP (Plaquevent et al. 2019). 

In einer Studie von Salemme et al. haben zwischen 2013 und 2020 prospektiv 74 Gliptin-

assoziierte BP-Patienten aus 9 verschiedenen italienischen Dermatologieabteilungen 

teilgenommen. Parallel dazu hat auch eine Kohorte von 44 retrospektiv gesammelten 

Patienten mit idiopathischem bullösem Pemphigoid teilgenommen (Salemme et al. 2022). Ein 

erhöhtes Risiko für das Auftreten von BP wurde mit Linagliptin verbunden. Die Latenzzeit 

zwischen der Therapie mit Gliptin und der BP-Diagnose lag zwischen 1 und 53 Monaten, mit 

einem Mittelwert von 9,5 Monaten. Die mittlere Latenzzeit zwischen der Therapie mit Gliptin 

und der Entwicklung von Pruritus betrug 3,1 Monate. Bei den italienischen Gliptin-

assoziierten BP-Patienten wurden besondere immunologische Merkmale und eine erhöhte 

Häufigkeit des nicht entzündlichen Phänotypus nachgewiesen. Insgesamt zeigen die 

Ergebnisse dieser Studie, dass bei Gliptin-assoziierten BP-Patienten die humoralen IgG-, IgE- 

und IgA-Reaktionen auf die BP180- und BP230-Antigene abgeschwächt sind und 

zirkulierendes IgG auf andere BP180-Epitope als NC16A abzielt. Insbesondere die signifikante 

Reaktivität gegenüber E-1080 und E-1331 legt das Prinzip für diagnostische Verbesserung und 
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weitere Studien, die auf das Verständnis des Mechanismus des Gliptin-assoziierten BP-

Ausbruchs abzielen (Salemme et al. 2022). 

 

 

1.4 Fallberichte	zum	BP	unter	DPP-IV	Inhibition	
 
Im Detail wurde der erste Übersichtsartikel von Pasmatzi et al. publiziert und beschreibt eine 

59-jährige Frau und einen 67-jährigen Mann (Pasmatzi et al. 2011). Bei beiden Patienten 

erfolgte die Einnahme von Metformin. Zwei Monate vor Ausbruch des BP wurde dann auch 

mit der zusätzlichen Einnahme von Vildagliptinbegonnen. Beide Patienten hatten keine 

Vorerkrankungen. Die körperliche Untersuchung ergab eine diffuse bullöse Eruption meist auf 

einer erythematösen Basis. Bei beiden Patienten bestätigten die Ergebnisse der 

histologischen Untersuchung und der Immunofluoreszenzuntersuchung der Hautbiopsie die 

klinische Diagnose von BP. Die Laboruntersuchungen waren ohne pathologische Befunde, 

außer einer leichten peripheren Eosinophilie. Bei der Aufnahme der Patienten wurde die 

Behandlung mit Vildagliptin abgebrochen. Zusätzlich wurde die Patientin mit 0,5 mg/kg/Tag 

Methylprednisolon für 8 Wochen behandelt, während der Patient täglich 200 mg Doxycyclin 

für einen Zeitraum von 4 Wochen erhielt. Nach Absetzen der verdächtigen Medikamente 

wurde eine signifikante Verbesserung der Eruption, insbesondere bei dem männlichen 

Patienten beobachtet. Eine komplette Remission wurde 10 bzw. 8 Wochen nach Absetzen 

von Vildagliptin erreicht (Pasmatzi et al. 2011). 

Der zweite Bericht wurde von Skandalis et al. publiziert und enthielt eine Reihe von zwei 

weiblichen (78 und 80 Jahre alt) und drei männlichen (72, 67 und 75 Jahre alt) Patienten 

(Skandalis et al. 2012). Alle Patienten nahmen Metformin für die Therapie des Diabetes 

mellitus Typ 2 für verschiedene Zeiträume vor der Einnahme der DPP-IV Inhibitoren als 

ergänzende Therapie ein. Außer der 80-jährigen Patientin, die Sitagliptin eingenommen hat, 

wurden die anderen Patienten mit Vildagliptin behandelt. Bis auf den 72-jährigen Patienten 

mit Psoriasiskonnten bei den Patienten keine Autoimmun-, Neoplastischen- oder Infektions-

Vorerkrankungen festgestellt werden. Die klinischen und histologischen Befunde deckten 

einen moderaten BP auf. Bei allen Patienten wurde die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 

ersetzt. Sehr interessant war, dass, abgesehen von dem 72-jährigen Patienten, eine 
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anhaltende Remission bei allen Patienten nach Absetzen der DPP-IV Inhibitoren in 

Kombination mit Methylprednisolon beobachtet wurde (Skandalis et al. 2012). 

Anschließend beschrieben Bene et al. drei Fallberichte (eine 86-jährige Patientin, eine 77-

jährige Patientin und einen 79-jährigen Patienten) zum BP unter DPP-IV Inhibitoren (Bene et 

al. 2015). Alle Patienten nahmen Vildagliptin in Kombination entweder mit Metformin oder 

mit Gliclazide ein. Außer der 79-jährigen Patientin, die Bluthochdruck und erhöhten 

Blutfettwerteaufwies, hatten die anderen zwei Patienten keine Vorerkrankungen wie 

Autoimmun- oder Infektions-Krankheiten. Bei allen Fällen wurde eine komplette Remission 

nach dem Absetzen des Vildagliptins und der gleichzeitigen Therapie mit 

Clobetasolpropionat-Salbe beschrieben (Bene et al. 2015). 

Ein Fallbericht ist auch von Attaway et al. beschrieben worden (Attaway et al. 2014). Es geht 

um einen 70-jährigen Patient mit Diabetes mellitus, Bluthochdruck, Anämie und 

stattgehabten Herzinfarkt als Vorerkrankungen ohne Autoimmun- oder neoplastische 

Vorerkrankungen. Als Therapie für den Diabetes hat der Patient die Kombination von 

Metformin und Sitagliptin für den Zeitraum eines Monats eingenommen. Bei dem Patienten 

wurde BP klinisch sowie histologisch festgestellt. Der Patient wurde mit intravenösem 

Methylprednisolon 60 mg / 8 Stunden für 3 Tage und anschließend mit p.o. Prednisolon 0.75 

mg / kg / Tag behandelt. Sitagliptin wurde auch ersetzt, und nach 2 Monaten wurde eine 

komplette Remission beobachtet (Attaway et al. 2013). 

Im Jahr2016 haben Mendonca et al. 3 Fallberichte beschrieben (Mendonca et al. 2016). Diese 

Fälle waren ein 82-jähriger Mann, der an arterieller Hypertonie, Dyslipidämie, Hyperurikämie 

und mittelschwerer chronischer Niereninsuffizienz litt, sowie eine 77-jährige Patientin und 

eine 72-jährige Patientin ohne andere Vorerkrankungen. Bei dem ersten Patienten wurde 

Linagliptin 45 Tage vor Beginn des Ausbruchs eingeführt, während beide Frauen mit einer 

Kombination aus Vildagliptin und Metformin behandelt wurden. Bei allen Patienten wurde 

klinisch und histologisch die Diagnose des BP gestellt. Der Patient wurde mit Dexamethason 

beginnend bei 4 mg b.i.d. entlassen und Antihistaminika wurden 3 Wochen lang verabreicht. 

Nach Beendigung der Behandlung mit Glukokortikoiden kam es zu einem Rezidiv bei dem 

Patienten mit typischer BP-Blase. Danach wurde Linagliptin abgesetzt sowie eine Therapie mit 

15 mg Prednisolon einmal täglich und topischer Betamethason-Gentamicin-Creme eingeleitet 

und eine komplette Remission beobachtet. Beide Patientinnen wurden mit Prednisolon 
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Stoßtherapie und Absetzen des verdächtigen Medikamentes behandelt, was eine 

Krankheitskontrolle ermöglichte (Mendonca et al. 2016).  

Harada et al. haben einen Fallbericht bei einem 78-jährigen Patienten mit Leberzirrhose 

beschrieben, der nach der Einnahme von Sitagliptin ein BP entwickelte (Harada et al. 2017). 

Eine Hautbiopsie bestätigte diese Diagnose. Eine zusätzlich durchgeführte 

Ultraschalluntersuchung ergab mehrere Lebertumoren. Sitagliptin wurde auf Insulin 

umgestellt und eine Therapie mit Kortikosteroiden wurde begonnen. Seine Niereninsuffizienz 

verschlechterte sich, und er verstarb 14 Tage nach dem Krankenhausaufenthalt (Harada et al. 

2017). 

Vor kurzem haben Yoshiji et al. 5 weitere Fälle beschrieben (Yoshiji et al. 2018). Im Detail 

waren es ein 81-jähriger Patient und eine 86-jährige Patientin, die Linagliptin einnahmen, ein 

63-jähriger Patient, der Anagliptin einnahm, eine 86-jährige Patientin, die Vildagliptin 

einnahm und eine 83-jährige Patientin, die mit Linagliptin behandelt und dann auf Sitagliptin 

umgestellt würde. Die klinische Diagnose von BP wurde bei allen Patienten pathologisch 

bestätigt. Der 81-jähriger Patient wurde mit 20 mg Prednisolon / Tag behandelt. Linagliptin 

wurde später als Ursache von BP vermutet. Die Remission wurde nach Absetzen von 

Linagliptin erreicht.  Die 86-jähriger Patientin erhielt 20 mg Prednisolon / Tag, das sich über 

10 Monate auf 2 mg / Tag reduzierte. Es traten jedoch wieder gespannte Blasen auf und die 

Prednisolondosis wurde erneut erhöht. Zu diesem Zeitpunkt wurde Linagliptin als Ursache für 

BP vermutet und abgesetzt. Nach der Umstellung von Linagliptin wurde eine Remission 

erreicht. Bei dem 63-jährigen Patienten wurde die Behandlung des BP mit Prednisolon (20 mg 

/ Tag) begonnen. Anagliptin wurde auch umgestellt und eine komplette Remission innerhalb 

von 14 Tagen erreicht. Die Therapie der 86-jährigen Patientin wurde mit 40 mg / Tag 

Prednisolon begonnen. Aufgrund einer Verschlechterung der Hautsymptome erhielt die 

Patientin dann intravenöses Immunglobulin. Nach der Umstellung von Vildagliptin wurde eine 

Remission erreicht. Zuletzt wurde die 83-jährige Patientin anfänglich mit Prednisolon (15 mg 

/ Tag) behandelt, das nach 3 Tagen aufgrund einer schlechten Kontrolle des BPs durch eine 

intravenöse Immunglobulintherapie ersetzt wurde. Die Hautläsionen nahmen nach dem 

Wechsel von Linagliptin zu Insulin stetig ab (Yoshiji et al. 2018). 

 



 17 

1.5 Blasenbildende	Autoimmunerkrankungen			
 
Bei blasenbildenden Autoimmundermatosen handelt es sich um eine heterogene Gruppe von 

seltenen Erkrankungen, die sich durch Autoantikörper gegen verschiedene 

Adhäsionsproteine der Haut und Schleimhäute auszeichnen und mit einer erhöhten 

Mortalität und ausgeprägten Morbidität einhergehen. In der Gruppe der 

Pemphiguserkrankungen richten sich diese Autoantikörper gegen desmosomale Proteine von 

Keratinozyten und in den an Pemphigoiderkrankten gegen Proteine der Hemidesmosomen. 

Bei der Dermatitis Herpetiformis Duhring sind die Autoantikörper gegen die 

Transglutaminasen 2 und 3 gerichtet, welche keinen strukturellen Bestandteil der 

dermoepidermalen Junktionszone (DEJ) sind (Hammers et al. 2014). (siehe Tab. 1). 

In dieser Arbeit wird das Augenmerk auf das bullöse Pemphigoid (BP) und die BP-like Subtype 

der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) gerichtet. 

 

Erkrankungsgruppe Unterform Zielantigene 

Pemphigusgruppe 

 

Pemphigus vulgaris Desmoglein (Dsg)3, Dsg 1 

Pemphigus Foliaceus Dsg 1 

Paraneoplastischer Pemphigus Envoplakin, Periplakin, Dsg1, 

Dsg3, BP230, A2ML1, Dsc1-3, 

Desmoplakin I/II 

Pemphigoidgruppe  

 

Bullöses Pemphigoid BP180-NC16A, BP230 

Epidermolysis Bullosa Acqisita Kollagen VII 

Pemphigoid gestationis BP180-NC16A, BP230 

Lineare IgA-Dermatose LAD-1, BP230 

Anti-p200/Laminin γ1-

Pemphigoid 

Laminin γ1 (p200-Protein) 

Schleimhautpemphigoid 

 

 

 

BP180-NC16A, Laminin 332, 

BP230, α6β4-Integrin, Laminin 

311, Kollagen VII 

Dermatitis Herpetiformis Duhring Epidermale/gewebsständige 

Transglutaminase 
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Tabelle 1: Blasenbildende Autoimmundermatosen und deren Zielantigen (Nach Hammers et al. 2014). 

Dsg: Desmoglein, Dsc: Desmocollin.  

 

 

1.6 Bullöse	Pemphigoid	und	Epidermolysis	bullosa	acquisita	

1.6.1 Epidemiologie	und	Risikofaktoren	
 
Das bullöse Pemphigoid (BP) ist eine blasenbildende Autoimmunerkrankung, die sich klinisch 

durch die Bildung von Blasen an der Haut auszeichnet. BP ist mit Abstand die häufigste bullöse 

Autoimmundermatose. Es handelt sich um eine Erkrankung des älteren Menschen und tritt 

meist im 8. und 9. Lebensjahrzehnt auf (Hammers et al. 2014). Frauen sind etwas häufiger 

betroffen als Männer. 

Die Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) ist eine erworbene Autoimmunerkrankung, die 

durch einen chronischen Verlauf charakterisiert wird. Die EBA befällt sowohl die Haut als auch 

die Schleimhäute und wird von subepidermaler Blasenbildung unterschieden (Hertl und 

Schuler 2002a). Nach Bertram et al. wurde die Inzidenz der EBA von 0,5 Neuerkrankungen pro 

eine Million Einwohner pro Jahr angegeben (Bertram et al. 2009). Die EBA tritt meist zwischen 

der 4. und 5. Lebensdekade auf (Gammon 1988) und kommt weltweit ohne 

Geschlechtsprädisposition vor (Gammon und Briggaman 1993). 

Die Prävalenz von bullösem Pemphigoid (BP) variiert in verschiedenen Bevölkerungsgruppen 

und Regionen. In Europa und Nordamerika wird eine Prävalenz von 20 – 50 Fällen pro Million 

Einwohner pro Jahr berichtet. 

Eine Studie aus dem Jahr 2019, die in Deutschland durchgeführt wurde, zeigte eine Prävalenz 

von 36,4 Fällen pro 1 Million Einwohner pro Jahr. Eine weitere Studie aus dem Jahr 2017 ergab 

eine Prävalenz von 42,1 Fällen pro 1 Million Einwohner pro Jahr in Frankreich. 

Es ist jedoch zu beachten, dass die Prävalenz von BP aufgrund von Unterschieden in der 

Diagnose, der Erfassung und der Meldung von Fällen in verschiedenen Ländern und Regionen 

variieren kann (Heelan et al. 2019, Kridin K. 2018, Lamberts et al. 2017, Schmidt und Zillikens 

2013). 

Mehrere andere mögliche Auslöser werden für das Auftreten des BP beschrieben. 

Verletzungen, Verbrennungen, ultraviolettes Licht oder Radiotherapie stellen Risikofaktoren 

dar (Schmidt und Zillikens 2013). Eine Assoziation zwischen BP und der Einnahme bestimmter 
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Medikamente ist auch beobachtet worden. Darüber hinaus konnte die Einnahme von 

Spironolaktonen, Phenothiazinen und Schleifendiuretika, als auch von Neuroleptika das 

Auftreten des BP fördern (Bastuji-Garin et al. 2011, Lloyd-Lavery et al. 2013). Die Assoziation 

mit neurologischen Erkrankungen wie Demenz, Morbus Parkinson, Apoplex, Epilepsie und 

multipler Sklerose wurde ebenfalls beschrieben (Langan et al. 2011). 

 

 

1.6.2 Klinik	
 
Der erste Bericht über BP ist auf das Jahr 1940 datiert, in welchem eine Unterscheidung 

zwischen einer akuten und einer chronischen Form des Pemphigus getroffen wurde (Talbott 

et al. 1940). Die als akut bezeichnete Form zeigte mikroskopisch eine Akantholyse der 

Epidermis, im Vergleich zur chronischen Form, die keine Akantholyse der Epidermis zeigte. 

Anschließend wurde durch Walter Lever histologisch beim sogenannten Pemphigus vulgaris 

acutus eine intraepidermale Blasenbildung nachgewiesen, aber bei der chronischen Form 

wurde subepidermal Blasenbildung erwähnt (Lever 1953). So hat Lever den Pemphigus 

vulgaris chronicus beschrieben, welcher histologisch jedoch ein bullöses Pemphigoid war 

(Ghohestani et al. 2001). 

Das BP kann klinisch jedoch vielgestaltig sein. In der Regel beginnt es mit juckenden 

Hautausschlägen.  

Das früheste Stadium der Erkrankung wird als prämonitorisches Stadium bezeichnet. Es ist 

durch Pruritus und kleine, urtikarielle Hautveränderungen gekennzeichnet. Diese zeigt sich in 

Form von runden, roten und leicht erhabenen Hautflecken, die häufig von juckender, leicht 

geschwollener Haut umgeben sind. Mit der Zeit können sich diese Flecken zu Blasen und 

Erosionen entwickeln. Die Symptome dieses Stadiums können über Wochen oder Monate 

anhalten, bevor die Erkrankung in ein fortgeschrittenes Stadium übergeht (Schmidt and 

Zillikens 2013, Schmidt et al. 2019).  

Anhand der klinischen Zeichen ist die Diagnosestellung in diesem Stadium schwierig. Das 

folgende Stadium zeichnet sich durch Bläschen und Blasen auf normaler oder erythematös 

veränderter Haut aus (siehe Abb. 3). Die Blasen sind prall, weisen einen serösen oder 

hämorrhagischen Inhalt auf und ihr Durchmesser schwankt von wenigen Millimetern bis 

mehrere Zentimeter (Schulze et al. 2013). Beim BP ist das Nikolski-Zeichen (Induktion von 
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Blasen durch tangentiale Scherkräfte) negativ aber nach mechanischer Irritation können die 

Blasen platzen und Erosionen mit hämorrhagischen Krusten entstehen. Typischerweise sind 

die verschiedenen Entwicklungsstadien von Blasen, Erosionen und Krusten erkennbar. 

Prädilektionsstellen sind das untere Abdomen, die Beugen von Armen und Beinen, die 

Oberschenkelinnenseiten, und die intertriginösen Bereiche, wobei die Hautveränderungen 

meist symmetrisch sind (Schulze et al. 2013). Bei Patienten mit hoher Krankheitsaktivität und 

bei 10 – 30% der Fälle sind auch Schleimhautläsionen, vor allem oral, möglich (Hertl und 

Schuler 2002a).  

 

 

 
Abbildung 3: Klinisches Erscheinungsbild des bullösen Pemphigoids (BP). Große, stabile Blasen auf 

flächigen, urtikallieren Erythemen im Bereich des Unterschenkels. Quelle: Die Online-Enzyklopädie der 

Dermatologie, Venerologie, Allergologie und Umweltmedizin. 

 

Die klassische Form der EBA ist eine mechanobullöse, nicht inflammatorische Dermatose mit 

akraler Betonung. Es kommt durch minimale Verletzungen zur Bildung von prallen Blasen. 

Meist betroffen sind die Hände und Füße, die Ellenbogen und Knie, sowie der Sakralbereich. 

Außerdem kommt es oft zu einer Beteiligung der Mundschleimhaut mit Erosionen und danach 

Atrophisierung (siehe Abb. 4) (Hertl und Schuler 2002a). Schwere Verlaufsformen können zu 

einer Fibrosierung an Händen und Fingern sowie zu Ösophagusstenosen, Haar-, Nagelverlust 

und Erblindung führen. Leichte Formen ähneln der Porphyria cutanea tarda und schwere 

Formen zeigen Ähnlichkeit mit der hereditären dystrophen Epidermolysis bullosa (Hertl und 

Schuler 2002a). Außer dieser mechanobullösen EBA Form wurden verschiedene entzündliche 

Typen beschrieben, die klinische Charakteristika des bullösen Pemphigoids haben. Bei diesen 
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Subtypen findet sich keine ausgeprägte Hautfragilität, kaum Narben- und Milienbildung, 

sowie eine abweichende Verteilung der Blasen und Erosionen an Stamm, Extremitäten und 

intertriginösen Arealen (Hertl und Schuler 2002a). Die Form der EBA, die im Kindesalter 

aufgetreten ist, kann einen heterogenen inflammatorischen Phänotyp aufweisen, der dem 

kindlichen Pemphigoid oder der linearen IgA-Dermatose ähneln und nur aufgrund der 

serologischen Ergebnisse unterschieden werden kann (Hertl und Schuler 2002a). Das 

Auftreten der EBA wurde auch bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie dem systemischen 

Lupus erythematodes (SLE), der rheumatoiden Arthritis, Morbus Crohn sowie Psoriasis, 

beschrieben (Endo et al. 1997; Hertl und Schuler 2002a). 

 

 
Abbildung 4: Klinisches Erscheinungsbild der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA). Bei der klassischen 

Form wird ein akrales Auftreten der Blasen und Erosionen beschrieben (a), im Vergleich zu dem 

entzündlichen Typ der EBA, bei dem ein abweichende Verteilung der Blasen und Erosionen an Stamm 

und Extremitäten beobachtet wird (b). Dieser Subtyp der Erkrankung kann auch die klinischen 

Charakteristiken des bullösen Pemphigoids haben (c). Zu einer Beteiligung der Mundschleimhaut 

kommt es auch sehr häufig (d). Quelle: Klinik für Dermatologie, Universität zu Lübeck. 

 

 

1.6.2.1 Bullous	Pemphigoid	Disease	Area	Index	Score	
 

In den späten 1980er Jahren begann die Entwicklung des Bullous Pemphigoid Disease Area 

Index (BPDAI) Score. Es wurde von einem Team von Dermatologen geleitet, die den Bedarf an 

einer standardisierten Methode zur Bewertung der Krankheitsaktivität bei Bullöser 

Pemphigoid erkannten (Vaillant L. et al. 1998). Die ursprüngliche Version des BPDAI-Scores 

basierte auf der Beobachtung klinischer Merkmale wie Anzahl und Größe von Blasen und 
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Erosionen, Vorhandensein von Krusten und Schuppen und Ausdehnung der betroffenen 

Körperfläche. Zusätzlich gebt es auch den Autoimmune Bullous Skin Disorder Intensity Score 

(ABSIS). ABSIS-Score ist ein Instrument zur Beurteilung des Schweregrades der Erkrankung 

und zur Überwachung des Behandlungsansprechens bei allen Patienten mit bullösen 

Autoimmunerkrankungen (AIBD) (Joly et al. 2012). Der ABSIS-Score bewertet das Ausmaß und 

den Schweregrad von Blasenbildung, Erythem und Erosionen an der Haut und den 

Schleimhäuten. Es berücksichtigt auch die Verteilung von Läsionen und das Vorhandensein 

von Pruritus (Juckreiz). Die maximale Punktzahl beträgt auf 270, wobei die höheren 

Punktzahlen eine schwerere Erkrankung anzeigen (Murrell DF. et al. 2019). 

Die erste Veröffentlichung zum BPDAI-Score erfolgte im Jahr 1994 in der Zeitschrift „Archives 

of Dermatology". Seitdem wurden zahlreiche Studien durchgeführt, um die Zuverlässigkeit, 

Validität und klinische Anwendbarkeit des Scores zu überprüfen und zu verbessern (Zillikens 

et al. 1995, Joly P. et al. 2002). 

In den letzten Jahren wurden mehrere Änderungen am BPDAI-Score vorgenommen, um ihn 

an aktuelle Standards der klinischen Praxis anzupassen und seine klinische Relevanz zu 

erhöhen. Eine aktualisierte Version des Scores wurde erstmals 2012 in der Zeitschrift "Journal 

of the American Academy of Dermatology" veröffentlicht (Venning VA et al. 2012, Yamagami 

J. et al.  2014, Schmidt E. et al. 2016, Murrell DF et al. 2019). 

Eine kürzlich durchgeführte systematische Überprüfung und Meta-Analyse von Studien zum 

BPDAI-Score ergab, dass der Score eine zuverlässige Methode zur Bewertung der 

Krankheitsaktivität bei Bullöser Pemphigoid ist und dass er bei der Überwachung der 

Wirksamkeit von Therapien nützlich sein kann (Zaraa I. et al. 2018).  

Insgesamt ist der BPDAI-Score zu einem wichtigen Instrument für Dermatologen geworden, 

um die Schwere und Ausdehnung von Bullösem Pemphigoid bei Patienten zu bewerten und 

die Wirksamkeit von Behandlungen zu überwachen. Zahlreiche Studien haben seine 

Nützlichkeit und Zuverlässigkeit bestätigt und weitere Forschung ist geplant, um ihn weiter 

zu verbessern und an die sich ändernden Anforderungen der klinischen Praxis anzupassen 

(Yamagami J. et al. 2018, Yancey KB. Et al. 2019).  
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1.6.3 Verlauf	und	Prognose	
 
Das BP ist meistens eine chronische rezidivierende Dermatose und ist häufig im Verlauf von 

mehreren Jahren selbstlimitierend (Wojnarowska et al. 2001). Der spontane Verlauf der 

Erkrankung ohne jegliche Behandlung kann variieren und hängt von verschiedenen Faktoren 

ab, wie zum Beispiel dem Alter des Patienten, dem Schweregrad der Symptome und der 

betroffenen Körperregion. In der Regel verläuft das bullöse Pemphigoid ohne Behandlung 

chronisch und schubweise, mit Phasen, in denen sich die Symptome verschlimmern 

(Exazerbationen) und Phasen, in denen die Symptome abklingen (Remissionen). Die Dauer 

der einzelnen Phasen kann variieren und von wenigen Wochen bis zu mehreren Monaten 

oder Jahren reichen. Ohne Behandlung können die Symptome des bullösen Pemphigoids 

schwerwiegend sein und zu Komplikationen wie Infektionen, Narbenbildung oder 

Augenproblemen führen (Bernard P. et al. 1995, Kridin K. et al. 2018, Joly P. et al. 2002). 

Eine Remission kann im Durchschnitt innerhalb von fünf Jahren erfolgen (Wojnarowska et al. 

2001). Meist sind die Rezidive nicht so schwerwiegend (Ghohestani et al. 2001; Korman 1987). 

Eine ungünstige Prognose haben Patienten mit einem hohen Lebensalter, einer 

hochdosierten Therapie mit Glukokortikoiden, einem niedrigen Serumalbumin und einer 

hohen Blutsenkungsgeschwindigkeit (Joly et al. 2005; Joly et al. 2009; Rzany et al. 2002). Die 

Mortalität liegt in Europa zwischen 19 und 41% im ersten Jahr der Erkrankung (Bystryn and 

Rudolph 2005), und hat hauptsächlich mit dem Alter der Patienten, der Polymorbidität oder 

mit Erkrankungen der Atemwege zu tun (Parker et al. 2008, Gudi et al. 2005).  

 

 

 

1.6.4 Pathogenese	

1.6.4.1 Antikörper	BP	
 
Die Autoantikörper, die für die Pathogenese des BP verantwortlich sind, erkennen zwei 

Strukturproteine der Haut, BP180 und BP230. Es handelt sich um zwei Strukturproteine der 

Hemidesmosomen, die als Bestandteile der dermal-epidermalen Junktionszone das 

Zytoskelett der basalen Keratinozyten an den dermalen Kollagenen verankern (Schulze et al. 

2013). Die Bindung der Antikörper an diese Strukturproteine ist von Bedeutung, weil diese 

Bindung das Komplement aktiviert. Das aktivierte Komplement führt zur Freisetzung von 
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proinflammatorischen Zytokinen aus den Keratinozyten, Degranulation von Mastzellen und 

zur Rekrutierung von Neutrophilen, Eosinophilen und Makrophagen in der Haut. Die 

aktivierte Neutrophilie bewirkt die Freistellung von proteolytischen Enzymen und reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS), die für die Separation der Epidermis von der Dermis verantwortlich 

sind (Jordon et al. 1985). 

 

 

1.6.4.2 BP	180	
 
BP 180 ist ein 180 kD transmembranes Glykoprotein des basalen Keratinozyten, das eine Typ-

II-Orientierung bildet und aus einem intrazellulären N-Terminus, einer transmembranen 

Domäne sowie aus einem extrazellulären Carboxy- (C) -Terminus besteht (Giudice et al. 1992; 

Giudice et al. 1993; Hopkinson et al. 1992). Dieser letzte extrazelluläre Bereich enthält 

ungefähr 1000 Aminosäuren und umfasst 15 Kollagendomänen, die unterschiedliche Längen 

(von 15 bis 242 Aminosäuren) aufweisen. Diese Kollagendomänen sind voneinander durch 

kurze Gebiete nicht-kollagener (NC)-Sequenzen getrennt (Giudice et al. 1992) (siehe Abb. 5). 

Über den intrazellulären N-terminalen Anteil ist BP180 mit der hemidesmosomalen Plaque 

der basalen Keratinozyten assoziiert und bedeckt die Lamina lucida. Auf der anderen Seite 

reicht der C-terminale Anteil bis in die Lamina densa der epidermalen Basalmembran (Bedane 

et al. 1997; Masunaga et al. 1997). Deswegen ist die extrazelluläre Domäne aufgrund dieser 

Interaktion mit anderen Komponenten der Basalmembran sehr wichtig für die dermo-

epidermale Adhäsion (Nonaka et al. 2000). 

Die NC16A-Domäne von BP 180 wurde als immundominante Region identifiziert. Es wurde 

auch erwähnt, dass Autoantikörper gegen den Bereich der NC16A-Domäne eine Rolle bei der 

Entwicklung subepidermaler Blasenbildung in Patienten mit BP spielen könnten (Giudice et 

al. 1993). Mithilfe eines ELISA wurde festgestellt, dass über 90% der Patientenseren mit der 

NC16A-Domäne korrelieren (Nakatani et al. 1998; Zillikens et al. 1997a). Zusätzlich konnte die 

Bedeutung von Antikörpern gegen NC16A durch ein passives Mausmodell als auch mithilfe 

des Gefrieschnittmodells nachgewiesen werden. (Anhalt und Diaz 1987, Liu et al. 1993, Sitaru 

et al. 2002b).  

Die Spezifität von BP180-Antikörpern beim bullösem Pemphigoid (BP) ist hoch und liegt bei 

etwa 95-98% (Kridin K., 2020). Der Nachweis von BP180-Antikörpern im Blutserum eines 
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Patienten ist ein wichtiger diagnostischer Indikator für BP. Es wurde auch gezeigt, dass der 

BP180-Antikörpertiter mit der Aktivität der BP-Krankheit korreliert. Eine Studie ergab, dass 

Patienten mit höheren BP180-Antikörpertitern eine signifikant höhere Krankheitsaktivität 

hatten als Patienten mit niedrigeren Titern (Heelan K. et al. 2018). Eine andere Studie zeigte, 

dass die Behandlung mit systemischen Kortikosteroiden zu einer signifikanten Verringerung 

des BP180-Antikörpertiters und einer Verbesserung der klinischen Symptome führte (Kneisel 

A. et al. 2011). 

 

 
Abbildung 5: Abbildung von BP180 nach Ujiie et al. 2010. Der extrazelluläre Anteil des Proteins besteht 

aus Kollagendomänen. Diese Kollagendomänen sind durch nicht-kollagene (NC-) Domänen 

unterbrochen. Hauptantigen des BP ist das plasmamembrannahe NC16A.  

TM: transmembrane Domäne.  

 

 

1.6.4.3 BP	230	
 
BP 230 wurde erstmals 1981 von Stanley et al. als Einzel epidermales 230/240 kD Polypeptid 

beschrieben. Dieses schließlich 230 kD schwere Protein gehört zur Plakinfamilie und stellt 

einen zytoplasmatischen Bestandteil des Hemidesmosoms dar (Tanaka et al. 1991; Ruhrberg 

und Watt 1997). BP 230 besteht aus einer zentralen coil-coiled Domäne, die zwei globuläre 

Domänen hat (Borradori und Sonnenberg 1999). Seine C-Terminale Domäne hat die Fähigkeit, 

mit den Intermediärfilamenten zu assoziieren, was eine wichtige Rolle dieses Proteins spielt 

bei der Befestigung des Keratins an Intermediärfilamente zur hemidesmosomalen Plaque 

(Borradori und Sonnenberg 1999). Die N-terminale des BP 230 interagieren mit 

zytoplasmatischen Teilen des BP 180 als auch mit den β4-Integrinen (Hopkinson und Jones 
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2000; Schaapveld et al. 1998). Als immundominante Regionen von BP 230 wurden die B- und 

D-Subdomäne von COOH-Terminus beschrieben, aber auch ausgedehnte Bereiche vom N-

Terminus konnten als Epitope nachgewiesen werden. Zusätzlich Autoantikörper, die zu der 

IgG4 und IgG1-Unterklasse gehören, reagieren mit der BP 230 Schwanz (Skaria et al. 2000). 

Nach Thoma-Uszynski et al. binden über 80% der BP-Seren im ELISA an rekombinantes BP 230 

(Thoma-Uszynski et al. 2004). Kiss et al. haben Mäuse mit polyklonalen Kaninchen-

Antikörpern gegen humanes BP 230 injiziert, um die pathogene Rolle von Anti-BP230-

Antikörper zu untersuchen. Sie konnten feststellen, dass diese Mäuse klinische und 

immunopathologische Zeichen des BP entwickelten (Kiss et al. 2005).  

Die Spezifität der BP230-Antikörper für die Diagnose des bullösen Pemphigoids (BP) beträgt 

etwa 90-95%. Die Sensitivität variiert jedoch zwischen den Studien und hängt auch von der 

verwendeten Testmethode ab. Eine systematische Überprüfung und Metaanalyse von 32 

Studien ergab eine durchschnittliche Sensitivität von 63,4% für BP230-Antikörper bei BP-

Patienten. Die Sensitivität variierte zwischen den Studien von 30,6% bis 88,5%. Was die 

Korrelation zwischen BP230-Antikörpertitern und der Aktivität der BP-Erkrankung betrifft, so 

gibt es keine einheitlichen Ergebnisse. Einige Studien haben gezeigt, dass höhere Titer von 

BP230-Antikörpern mit einer höheren Krankheitsaktivität korrelieren, während andere 

Studien keine solche Korrelation gefunden haben. Insgesamt scheinen BP230-Antikörper 

jedoch ein nützlicher Marker für die Diagnose von BP zu sein, und ihre Bestimmung kann bei 

der Überwachung der Krankheitsaktivität und der Wirksamkeit der Behandlung helfen (Kridin 

K.et al. 2018, Lamberts A. et al. 2016, Ludwig RJ. Et al. 2012). 

	
 
 

1.6.4.4 Antikörper	EBA	
 
Die Autoantikörper gegen Typ-VII-Kollagen, die für die EBA verantwortlich sind, gehören zu 

der IgG-Klasse und vor allem zu den IgG1 und IgG4 Subklassen. Seltener konnten Antikörper 

von der IgA-Klasse in den Seren von EBA-Patienten nachgewiesen werden (Cho et al. 1998; 

Sitaru et al. 2004). Im Mausmodell korrelierten die IgG-Titer mit der Krankheitsschwere; 

allerdings gezeigt, dass keine Korrelation zwischen den zirkulierenden Antikörpern und ihren 

komplementbindenden Eigenschaften mit dem klinischen Phänotyp besteht (Gandhi et al. 

2000, Sitaru et al. 2005). 
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1.6.4.5 Typ-VII-Kollagen	
 
Das Typ-VII-Kollagen ist wichtig für die Stabilität und Integrität der Haut und bildet 

Ankerfibrillen, die die Epidermis mit der darunterliegenden Dermis verbinden. (Briggaman 

and Wheeler 1975; Sakai et al. 1986). Das Typ-VII-Kollagen besteht aus drei identischen α-

Ketten. Jede Kette besteht aus einer zentralen kollagenen Tripelhelix, welche von einer 

carboxyterminalen nichtkollagenen NC-2 Domäne und einer großen aminoterminalen nicht 

kollagenösen NC-1 Domäne eingeschlossen werden. Diese NC-1 Domäne enthält die 

Hauptepitope, die von dem Serum der Patienten mit EBA erkannt werden (Hertl and Schulter 

2002b). Kollagen VII bindet durch diese Domäne mit verschiedenen Strukturproteinen, wie 

Laminin-5 in der Lamina densa der dermoepidermalen Basalmembran und führen zu einer 

Störung der Adhäsionsfunktion von Kollagen VII (Hert and Schulter 2002b; Shimizu et al. 

1997). Bei dem Subtyp der EBA, der im Kindesalter aufgetreten ist, liegt der 

immunodominante Abschnitt des Typ-VII-Kollagens nicht in der NC1-Domäne. Zusätzlich 

wurden Autoantikörper gegen verschiedene Epitope des Typ-VII-Kollagens bei den 

inflammatorischen Subformen der EBA beschrieben.  

Es gibt verschiedene Mechanismen, die zur Blasenbildung führen. Es ist bekannt, dass die 

Autoantikörper der EBA mit den Strukturproteinen wie Laminin 5 und Fibronektin 

interagieren und die Interaktion von Typ-VII-Kollagen vermindern (Chen et al. 1999; Gammon 

et al. 1993). Diese Reihenfolge von Ereignissen führt zur Fragilität der Haut sowie zu einer 

nicht-entzündlichen Reaktion bei der klassischen Form der EBA (Remington et al. 2008). 

Andererseits führt die Aktivierung von Komplement und Leukozyten zu einer entzündlichen 

Reaktion, welche klinisch dem Krankheitsbild des BP ähnelt (Gammon et al. 1984).  

 

1.6.4.5.1 Pathophysiologie	des	EBA-Mausmodells	
 
Die Pathophysiologie der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) im Kollagen-VII-Mausmodell 

basiert auf einer Autoimmunreaktion gegen das Typ-VII-Kollagen (Sitaru C. 2007).  

Im transgenen Kollagen-VII-Mausmodell wird eine Veränderung des Kollagen-VII-Gens 

herbeigeführt, um eine Defizienz oder Fehlfunktion des Kollagens VII zu simulieren. Durch 

diese Veränderung entwickeln die Mäuse ähnliche Merkmale wie bei der menschlichen EBA, 

einschließlich Autoantikörperbildung und Blasenbildung in der Haut. 
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Die Blasenbildung auf der Haut und den Schleimhäuten nach der Bindung der Autoantikörper 

stellt die T-Zellen-unabhängige Phase der Autoimmunantwort bei EBA dar (Sitaru C. 2007). 

Um diese Blasenbildung zu reproduzieren, werden gereinigte IgG-Antikörper gegen Kollagen 

Typ VII in Mäuse injiziert (Sitaru C. 2007, Sitaru et al. 2005, Woodley et al. 2005, Woodley et 

al. 2006). Der passive Transfer von Kaninchen-IgG, die gegen murines oder menschliches 

Kollagen Typ VII immunisiert sind, oder der passive Transfer von IgG von EBA-Patienten führt 

bei Mäusen zu einem Blasenphänotyp (siehe Abb. 6). Verschiedene Maus Stämme wie 

Nacktmäuse, BALB c- und C57BL/6-Mäuse sind anfällig für die Blaseninduktion durch die 

Injektion von Antikörpern gegen Typ-VII-Kollagen (Sitaru C 2007, Sitaru et al, 2005). Darüber 

hinaus entwickeln Mäuse des SKH-1-Auszuchtstamms Blasenbildung durch die passive 

Übertragung von Antikörpern, die für Typ-VII-Kollagen spezifisch sind. Eine Gesamt-IgG-

Injektions-Dosis im Bereich von 20 bis 500 mg / g Körpergewicht kann bei den Mäusen 2–4 

Tage nach der ersten Injektion Blasenbildung auslösen. Die Erkrankung tritt normalerweise 

5–6 Tage nach der ersten Injektion auf. Das Abklingen der Erkrankung korreliert mit der 

verabreichten IgG-Dosis und der Konzentration von Typ-VII-Kollagen-spezifischen 

Antikörpern im Serum von Mäusen. Vor kurzem wurde die Pathogenität der Autoantikörper 

von EBA-Patienten durch den passiven Transfer der IgG-Fraktion von zwei Patienten in SKH-

1-Mäuse gezeigt. Diese Beobachtung bestätigt, dass Autoantikörper von Patienten Blasen bei 

Mäusen auslösen können. In diesem Modell erfordert die Entwicklung von Blasen relativ 

große Mengen hochtitriger IgG-Präparate von EBA-Patienten. Allerdings zeigen die 

Antikörper von EBA-Patienten eine geringe Reaktivität und ein heterogenes Bindungsmuster 

an Mäusehaut; Einige EBA-Seren zeigen eine völlig fehlende Reaktivität mit diesem Substrat. 

Interessanterweise wurde bei erwachsenen Mäusen die Blasenbildung durch die passive 

Übertragung von Antikörpern gegen Typ VII-Kollagen induziert, während die neugeborenen 

Mäuse gegen experimentelles EBA resistent waren. Es ist immer noch nicht klar, warum 

neugeborene Mäuse nicht anfällig für die Blasenbildung durch Antikörper gegen Typ-VII-

Kollagen sind (Sitaru C. 2007, Sitaru et al. 2005, Woodley et al. 2005, Woodley et al. 2006). 
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Type-VII-Kollagen 

             

 
 

Abbildung 6: Das passive EBA-Mausmodell. Die Blasenbildung von EBA kann bei Mäusen durch die 

passive Übertragung von Antikörpern gegen Typ-VII-Kollagen reproduziert werden. Dafür werden in 

Kaninchen polyklonale Antikörper gegen Kollagen Typ-VII erzeugt. Das passiert durch die 

Immunisierung mit rekombinanten Formen der nicht-kollagenen (NC) 1-Domäne von murinem 

Kollagen Typ VII. Die IgG-Fraktion aus dem Immunserum von Kaninchen wird durch die Protein-G-

Chromatographie gereinigt und anschließend werden damit die Mäuse injiziert (Sitaru C. 2007). 

 

 

1.6.4.6 Komplement	
 
Das Komplementsystem spielt eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des bullösen 

Pemphigoids, da es sowohl zur Schädigung des Gewebes als auch zur Aktivierung der 

Entzündungsreaktion beitragen kann (Gammon 1989; Liu et al. 1995). 

Das Komplementsystem ist ein wichtiger Bestandteil des angeborenen Immunsystems und 

besteht aus einer Gruppe von Proteinen, die in einer Kaskade aktiviert werden, um eine 

Entzündungsreaktion auszulösen. Im bullösen Pemphigoid wird das Komplementsystem 

durch die Bindung von Antikörpern an Proteine in der Basalmembran aktiviert, was zur 

Freisetzung von Entzündungsmediatoren und zur Anziehung von Immunzellen führt. Diese 

Immunzellen können dann das Gewebe schädigen und zu den typischen Blasenbildungen 

führen, die mit bullösem Pemphigoid assoziiert sind. Es gibt mehrere Möglichkeiten, wie das 

Komplementsystem im bullösen Pemphigoid aktiviert werden kann. Eine Möglichkeit ist die 

Aktivierung des klassischen Komplementwegs durch die Bindung von Antikörpern an Kollagen 

XVII, ein Protein in der Basalmembran. Eine andere Möglichkeit ist die Aktivierung des 

Non-collagenous (NC) 1 domain             Triple helix                          NC2 domain   

Recombinant fragments of murine type VII collagen 

Rabbit IgG 
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alternativen Komplementwegs durch die Bindung von Antikörpern an andere Proteine in der 

Basalmembran (Marshall 2004, Kasperkiewicz & Zillikens 2017, Schmidt & Zillikens 2013, 

Hofmann & Thoma-Uszynski 2015). 

Die Rolle des Komplementsystems im bullösen Pemphigoid ist jedoch nicht vollständig 

verstanden und es wird noch weiter geforscht, um genauere Erkenntnisse darüber zu 

gewinnen. 

 
Es ist bekannt, dass die Antikörper der EBA genau als BP-Antikörper das Komplement 

aktivieren können (Mooney et al. 1992). Außerdem wurde gezeigt, dass im Mausmodell bei 

C5-defizienten Mäusen, die durch Antikörper-Transfer immunisiert worden sind, keine 

Blasenbildung beobachtet wird (Sitaru et al. 2005).  

 

 

1.6.4.7 Mastzellen	
 
Mastzellen sind Immunzellen, die in verschiedenen Geweben vorkommen und in der Lage 

sind, schnell auf verschiedene Reize zu reagieren, einschließlich Allergene, Infektionen und 

Entzündungen. Sie können schnell entzündliche Mediatoren freisetzen, wie z.B. Histamin, 

Prostaglandine und Zytokine, die zur Rekrutierung von weiteren Immunzellen beitragen und 

die Entzündungsreaktion verstärken können. 

In BP wurden erhöhte Mastzellzahlen in der Dermis und um die Blasen herum beobachtet. 

Eine Studie von O'Reilly et al. (O'Reilly et al. 2007) zeigte, dass Mastzellzahlen in der nicht-

Blasen-bildenden Haut von BP-Patienten erhöht sind. Eine weitere Studie von Feliciani et al. 

(Feliciani et al. 2005) zeigte, dass Mastzellen in Blasen von BP-Patienten aktiviert und 

apoptotisch sind, was auf eine Beteiligung von Mastzellen an der Entzündungsreaktion 

hinweist. 

In einer Studie von Liu et al. (Liu et al. 1994) wurde die Rolle von Mastzellen bei der Bildung 

von Blasen in einem Tiermodell für BP untersucht und zeigte, dass Mastzellen an der 

Entstehung von Blasen beteiligt sind, indem sie entzündliche Mediatoren freisetzen, die zur 

Rekrutierung von anderen Immunzellen und zur Bildung von Blasen beitragen. 

In Tiermodellen für bullöses Pemphigoid (BP), wie z.B. in Mäusen, wurden Mastzellen 

ebenfalls als wichtige Akteure bei der Entstehung und Aufrechterhaltung der Erkrankung 
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identifiziert. Die Aktivierung von Mastzellen kann zu einer schnellen Freisetzung von 

entzündlichen Mediatoren wie Histamin, TNF-alpha und IL-6 führen, welche die 

Entzündungsreaktion im Gewebe verstärken und zur Schädigung der Epidermis beitragen. 

In einer Studie von Kasprick et al. (Kasprick A. et al. 2014) wurde die Rolle von Mastzellen in 

einem Mausmodell für BP untersucht und zeigte, dass Mastzellen sowohl in der Akutphase 

als auch in der chronischen Phase der Erkrankung aktiviert sind und zur Entzündungsreaktion 

und Blasenbildung beitragen. In einer weiteren Studie von Li et al. (Li et al. 2018) wurde die 

Rolle von Mastzellen in einem Mausmodell für BP untersucht, das auf der Immunisierung mit 

dem BP180-Antigen basiert. Die Autoren fanden heraus, dass Mastzellen eine wichtige Rolle 

bei der Entstehung von Blasen spielen, indem sie entzündliche Mediatoren freisetzen und die 

Rekrutierung von Immunzellen fördern. 

In einer anderen Studie von Amber et al. (Amber et al. 2019) wurde die Rolle von Mastzellen 

bei der Wundheilung nach Blasenbildung in einem Mausmodell für BP untersucht. Die 

Autoren zeigten, dass Mastzellen eine wichtige Rolle bei der Heilung von BP-Blasen spielen, 

indem sie zur Rekrutierung von Immunzellen und zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren 

beitragen, die die Epithelialisierung und Wundheilung fördern. Eine bessere Kenntnis der 

Rolle von Mastzellen bei BP könnte zur Entwicklung neuer Therapien beitragen. 

 

 

1.6.4.8 Neutrophile	Granulozyten		
 
Die Rolle der neutrophilen Granulozyten in der Pathogenese des BP wurde nicht nur in vivo, 

sondern auch in vitro beschrieben. Im Mausmodell mit neutropenen Mäusen konnten sich 

nach Injektion mit murinem anti-BP 180 IgG keine klinischen oder histologischen Zeichen des 

BP entwickeln (Liu et al. 1997). Weiterhin konnte eine Spaltbildung im Gefrierschnittmodell 

nur in Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten ausgelöst werden (Gammon et al. 1982; 

Sitaru et al. 2002b). Sehr wichtig für die Pathogenese des BP sind auch weitere 

Entzündungszellen, vor allem eosinophile Granulozyten (Zone et al. 2007). In Hautbiopsien 

von Patienten mit BP sind meist mehr eosinophile als neutrophile Granulozyten nachweisbar 

(Borrego et al. 1996). Zudem sind in den betroffen Hautarealen auch Lymphozyten, 

Monozyten und Mastzellen nachweisbar (Liu et al. 1997).  
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Die neutrophilen Granulozyten spielen jedoch ebenfallseine wichtige Rolle für die 

Pathogenese der EBA. Die Aktivierung des Komplements führt zur Chemotaxis von 

neutrophilen Granulozyten, welche anschließend zur Freisetzung von ROS und Proteasen 

führen und eine Blasenbildung induzieren (Chiriac et al. 2007). Die Bedeutung von 

neutrophilen Granulozyten für die DES konnte auch im Gefrierschnittmodell gezeigt werden, 

durch Inkubation von Gewebe in EBA-Patientenserum (Sitaru et al. 2002a).   

 

 

1.6.4.9 Proteolytische	Enzyme	und	reaktive	Sauerstoffspezies	
 
Die aktivierten neutrophilen und eosinophile Granulozyten setzen sowohl reaktive 

Sauerstoffradikale (ROS) als auch Proteasen frei (Jordon et al. 1985; Schulze et al. 2013). In 

den Granula der neutrophilen Granulozyten sind verschiedene proteolytische Enzyme wie 

Kollagenase, Elastase oder Gelatinase B nachweisbar. Diese proteolytischen Enzyme können 

die Basalmembranzone schädigen und zur DES führen (Weiss 1989). Im Mausmodell sind die 

Gelatinase B (Matrix-Metalloproteinase 9) und die Neutrophilen-Elastase von grundlegender 

Bedeutung (Liu et al. 1998; Liu et al. 2000). Gelatinase B reguliert die Effekte der 

Neutrophilen-Elastase, die hauptsächlich für die Spaltbildung verantwortlich ist, durch die 

Inaktivierung von Proteinase-Inhibitoren (Liu et al. 2000). Neutrophilen-Elastase und 

Gelatinase B wurden in Hautproben und in der Flüssigkeit der Blasen bei Patienten mit BP 

nachgewiesen (Verraes et al. 2001). 

 

 

1.6.5 Diagnostik	
 
Die Hauptinstrumente der Diagnostik bestehen nicht nur aus der Anamnese und dem 

klinischen Bild, sondern auch aus der Histopathologie, der direkten und indirekten 

Immunfluoreszenz, dem Immunoblot und dem Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). 
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1.6.5.1 Histopathologie	
 
Für die histologische Biopsie sollte eine kleine Blase oder der Teil einer größeren Blase mit 

Übergang zur gesunden Haut untersucht werden (Schulze et al. 2013; Sitaru et al. 2004). 

Typisch für das bullöse Pemphigoid ist eine subepidermale Blasenbildung, bei der die gesamte 

Epidermis das Blasendach bildet. Diese Blasenbildung setzt sich aus einem Infiltrat von 

eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, sowie von Makrophagen und T-Lymphozyten 

in der papillären Dermis zusammen (siehe Abb. 7). Eine eosinophile Spongiose kann auch 

vorausgehen aber die ist nicht für ein BP beweisend, da derselbe Befund auch bei anderen 

Dermatitiden zu finden ist (Schmidt et al. 2011). Typische histologische Veränderungen sind 

für circa 60% der BP-Patienten beschrieben (Chan et al. 2003; Courville et al. 2000). 

 

 

 
Abbildung 7: Histopathologischer Befund eines bullösen Pemphigoids. Sichtbar sind sowohl die 

subepidermale Blasenbildung, als auch das Vorkommen eosinophiler und neutrophiler Infiltrate. 

Quelle: Schmidt et al. 2013. 

 

Die Histologie der EBA zeigt zunächst ein papilläres Ödem, welches einer dermoepidermalen 

Separation der Basalmembran folgt. Bei dem klassischen, mechanobullösen Subtyp der EBA 

findet sich gering Entzündungsinfiltrat, was vor allem aus neutrophilen Granulozyten besteht 

(Hertl und Schuler 2002c). Bei der entzündlichen Variante findet sich eine Infiltration aus 

eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten (siehe Abb. 8). 

Wegen der unterschiedlichen klinischen und histologischen Präsentationsformen ist die 

Diagnose der EBA allein anhand der Histopathologie nicht möglich (Sitaru et al. 2004). 
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Abbildung 8: Histopathologischer Befund der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA). Die 

subepidermale Blasenbildung ist typisch für die EBA. Bei dem inflammatorischen Subtyp der EBA sind 

dermale Infiltrate aus Leukozyten nachweisbar. Färbung mit Hämatoxylin und Eosin (H-E-Färbung), 

Vergrößerung 10fach. 

 

 

1.6.5.2 Direkte	Immunfluoreszenz	
 
Den diagnostischen Goldstandard für das BP stellt die direkte Immunfluoreszenz (DIF) dar 

(Schmidt and Zillikens 2011). In der DIF können lineare Ablagerungen von C3 entlang der DEJ 

sowie von IgG in 80-90% der Fälle nachgewiesen werden. Gelegentlich finden sich zusätzlich 

schwächere Ablagerungen von IgA und IgE (Schulze et al. 2013). Eine läsionale Biopsie für die 

DIF kann falsch negativ sein, wenn in der vorliegenden Entzündung gebundene 

Autoantikörper und Komplement abgebaut werden, und falsch positiv sein, wenn die 

Antikörper unspezifisch am Blasendach oder Blasenboden aggregieren (Schulze et al. 3013; 

Sitaru et al. 2004). Die Autoantikörper und Komplemente setzen sich in bestimmten Mustern 

entlang der Basalmembranzone ab, was zur Differenzialdiagnose der blasenbildenden 

Erkrankungen hilfreich ist (Vodegel et al. 2004).  

In der direkten Immunfluoreszenz von EBA erkrankten Patienten finden sich lineare 

Ablagerungen vor allem von IgG und C3, sowie IgA entlang der DEJ (Hertl and Schuler 2002c). 

Ein ähnliches Bild zeigt sich bei Hautbiopsien von Patienten mit BP (Yaoita et al. 1981). Die 

Ablagerungen von Antikörpern und Komplement sind nicht immer linear, aber sie können 

unterschiedliche Muster bei den verschiedenen blasenbildenden Erkrankungen aufweisen, 

wie n- oder u-Zacken Muster an der Basalmembranzone (Vodegel et al. 2004). 

 

 



 35 

1.6.5.3 Indirekte	Immunfluoreszenz	
 
Als Screeningtest für zirkulierende Antikörper im Serum dient die indirekte Immunfluoreszenz 

(IIF). Beim BP hat sich als geeignetes Substrat eine humane Hautprobe bewährt, die durch 

Inkubation mit 1 M NaCl-Lösung gespalten wurde (Schulze et al. 2013; Schmidt und Zillikens 

2011). Zirkulierendes IgG, sowie IgM, IgE und IgA binden an den epidermalen Bereichen und 

das Blasendach des vorher erzeugten Spaltes (siehe Abb. 9) (Schmidt et al. 2011). Die 

Sensitivität der IIF wurde auf circa 80% nachgewiesen. Mit Affenösophagus als Substrat, 

konnte die Sensitivität nur auf 60-70% beziffert werden (Roussel et al. 2011; Schulze et al. 

2013). 

 

 
Abbildung 9: Indirekte Immunfluoreszenz beim bullösem Pemphigoid. Quelle: Schmidt et al. 2011. 

 

Zirkulierende Antikörper in Seren von EBA erkrankten Patienten könnten auch mithilfe der IIF 

nachgewiesen werden. Dafür wurden meist auch humane Hautproben verwendet, welche 

vorher mit 1M NaCl-Lösung wie bei BP bearbeitet wurden (Ishii et al. 2010). Diese Antikörper 

binden an den dermalen Bereichen des Spaltes und sind bei ungefähr der Hälfte der Patienten 

nachweisbar. Eine dermale Bindung von Antikörper ist nicht nur für EBA, sondern auch für 

den bullösen SLE, den anti-p200 Pemphigoid und den vernarbenden Pemphigoid 

pathognomonisch (Hallel-Halevy et al. 2001, Sitaru et al. 2004). 

 

 

1.6.5.4 ELISA	
 
Antikörper gegen BP180 und BP230 können mittels kommerziell erhältlicher ELISA-Systeme 

nachgewiesen werden (Schulze et al.2013). Die Sensitivität bei der Kombination von BP180- 
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und BP230-ELISA liegt bei ca. 90% (Schulze at al. 2013). Unabhängig vom Alter lassen sich bei 

etwa 5% der dermatologischen Patienten ohne BP-Serumantikörper gegen BP180 oder BP230 

im ELISA nachweisen (Wieland et al. 2010; Schulze et al. 2013). 

Zirkulierende Autoantikörper gegen BP180-NC16A korrelieren mit der Krankheitsaktivität; die 

zuvor erwähnten ELISA-Testsysteme sind auch zur Verlaufskontrolle der jeweiligen 

Erkrankung geeignet und können nach dem Abklingen klinischer Symptome wichtige 

Hinweise auf ein bevorstehendes Rezidiv hinweisen (Schulze at al. 2013).   

Woodley et al. entwickelten ein ELISA-Testsystem für die EBA, welches die Typ-VII-Kollagen 

Autoantikörper nachweisen kann. Jedoch ist dieses Testsystem noch nicht kommerziell 

verfügbar (Woodley et al. 1984; Hertl und Schuler 2002c). Autoantikörper gegen Typ-VII-

Kollagen oder seine NC1- oder NC2-Domäne finden sich bei der EBA sonst nur bei dem 

bullösen SLE, deswegen ist das entsprechende klinische Bild der EBA sehr hilfreich (Hertl und 

Schuler 2002c).  

 

 

1.6.5.5 Immunoblot	
 
Für den Immunoblot werden verschiedene zelluläre Extrakte (aus kultivierten Keratinozyten, 

rekombinante Formen von BP180 und BP230 oder Epidermis) verwendet. Diese Extrakte-

übertragen auf eine Trägermembran werden in Patientenseren inkubiert (Chan et al. 2003; 

Schmidt et al. 2011). Die Autoantikörper werden gefärbt, wenn sie an die Antigene binden, 

sodass eine Reaktion angezeigt werden kann (Chan et al. 2003; Labib et al. 1986). 

Diese Methode steht für spezielle Fragestellungen in spezialisierten Labors (u.a. 

Universitätskliniken in Lübeck, Marburg und Würzburg) zur Verfügung. 

 

 

1.6.5.6 Immunelektronenmikroskopie	
 
Mithilfe der Immunelektronenmikroskopie können die Blasenbildung im Bereich unter der 

Lamina densa oder bei manchen Patienten in der Lamina lucida nachgewiesen werden (Yaoita 

et al. 1981; Fine et al. 1989). In der direkten Immunelektronenmikroskopie konnte gezeigt 

werden, dass die EBA-Antikörper und Komplement in der Lamina densa und Sublamina densa 
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gebunden sind (Nieboer et al. 1980). Mithilfe der indirekten Immunelektronenmikroskopie 

lassen sich die gebundenen Antikörper in der Lamina densa nachweisen. Außerdem ist in 

manchen Fällen eine Bindung in der Dermis unterhalb der Lamina densa durch eine Reaktion 

mit der NC2-Domäne oder der tripelhelikalen kollagenen Domäne möglich (Ishii et al. 2009, 

McMillan et al. 2003). 

 

 

1.6.5.7 BIOCHIP	Mosaik	
 
BIOCHIP Mosaik ist ein neuer Screeningtest für die serologische Diagnostik des BP, des 

Pemphigus vulgaris und des Pemphigus foliaceus. Mit einer einzelnen Serumprobe und in 

einem Inkubationsschritt können mithilfe dieser Methode verschiedene Substrate wie 

Affenösophagus, BP180-NC16A-Tetramere und BP230cG-exprimierende humane HEK293-

Zellen in einem IIF-Assay untersucht werden (Schulze et al. 2013). Es gibt eine sehr hohe 

Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen der konventionellen Methoden und des 

BIOCHIP Mosaik. Durch das hoch standardisierte BIOCHIP Mosaik wird die serologische 

Diagnostik von Blasenbildenden Autoimmundermatosen deutlich erleichtert (van Beek et al. 

2012). 

 

 

1.6.6 Therapie	
 
Die Therapie des bullösen Pemphigoids hängt von der Schwere der Erkrankung ab. Ziel der 

Therapie ist es, die Blasenbildung zu reduzieren, den Juckreiz zu lindern und die 

Hautverletzungen zu heilen. 

Die Behandlung umfasst in der Regel eine Kombination aus topischen und systemischen 

Medikamenten. Topische Medikamente wie Steroidsalben oder Immunmodulatoren können 

auf die betroffenen Hautstellen aufgetragen werden, um die Symptome zu lindern. Für 

ausgedehnte Formen des BP sind systemische Kortikosteroide die Therapie der ersten Wahl, 

wobei eine Therapie mit Prednison von 0,5 bis 0,75 mg / kg / Tag p.o. empfohlen wird. 

Außerdem werden systemische Medikamente wie Immunsuppressiva oder 

Immunmodulatoren oral oder intravenös verabreicht, um die Entzündung zu reduzieren und 
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die Autoimmunreaktion zu hemmen. Die am häufigsten verwendeten Medikamente sind 

Azathioprin, Mycophenolatmofetil, Methotrexat, Chlorambucil und Cyclophosphamid. 

Niedrige Dosen von Cyclophosphamid können Vorteile haben. Die Kombination von 

Nicotinamid und Minocyclin oder Tetracyclin kann als therapeutische Alternative verwendet 

werden. 

Dapson kann verabreicht werden, insbesondere wenn eine Beteiligung der Schleimhaut 

vorliegt. Die Wirksamkeit von topischen Immunmodulatoren wie Tacrolimus sollte geprüft 

werden.  

In schweren Fällen kann auch eine Plasmapherese oder intravenöse Immunglobulintherapie 

in Betracht gezogen werden (Kasperkiewicz et al.2017, Schmidt et al. 2013, Murrell et al. 

2019).  

Bernard et al. (2017) untersuchte die Wirksamkeit von Rituximab bei der Behandlung von 

Patienten mit bullösem Pemphigoid, insbesondere bei Patienten, die unzureichend auf 

Kortikosteroide und Immunsuppressiva ansprachen. Die Autoren führten eine retrospektive 

Analyse von 24 Patienten mit bullösem Pemphigoid durch, die mit Rituximab behandelt 

wurden. Die Patienten erhielten eine initiale Dosis von 1000 mg Rituximab, gefolgt von einer 

zweiten Dosis 2 Wochen später. Die meisten Patienten erhielten auch Kortikosteroide und 

Immunsuppressiva. Die Ergebnisse zeigten, dass 16 der 24 Patienten (67%) eine klinische 

Verbesserung erfahren haben, definiert als Reduktion der Blasenbildung und Abnahme des 

Juckreizes. Bei 8 Patienten (33%) wurde keine Verbesserung festgestellt. Die Autoren stellten 

fest, dass die Ansprechrate bei Patienten, die zuvor mit Immunsuppressiva behandelt 

wurden, niedriger war als bei Patienten ohne vorherige Immunsuppression. Die Autoren 

folgerten, dass Rituximab eine wirksame Therapieoption für Patienten mit bullösem 

Pemphigoid sein kann, insbesondere für Patienten, die unzureichend auf Kortikosteroide und 

Immunsuppressiva ansprechen. Sie betonten jedoch, dass weitere Studien erforderlich sind, 

um die Wirksamkeit und Sicherheit von Rituximab bei der Behandlung von bullösem 

Pemphigoid zu bestätigen. 

 
Die initiale Therapie der EBA besteht aus systemischen Kortikosteroiden in Kombination mit 

Immunsuppressiva wie Azathioprin, Methotrexat oder Cyclophosphamid (Schmidt 2009). Die 

Patienten mit der entzündlichen Form reagieren besser auf eine Therapie. Dagegen kann bei 
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Patienten mit dem entzündungsarmen, mechanobullösen Subtyp der EBA. eine 

vorübergehende Remission auftreten (Engineer und Ahmed 2001). 

Dapson als Therapie kann zu einer klinischen Besserung der Patienten führen. Dapson hemmt 

die Chemotaxis und die Funktion der neutrophilen Granulozyten (Harvath et al. 1986). Die 

initiale Therapie kann mit 50 mg täglich begonnen werden; bis eine Remission erreicht wird, 

ist meist eine Dosierung von 100-250 mg erforderlich und muss über mehrere Monate 

beibehalten werden (Mutasim 2004).  

Colchizin wirkt über die Hemmung der Polymerisation von Mikrotubuli und behindert 

verschiedene zelluläre Funktionen, wie die Chemotaxis und die Mitose (Ehrenfeld et al. 1980). 

Zusätzlich beeinflusst Colchizin sowohl die Freisetzung von Enzymen aus neutrophilen 

Granulozyten als auch die Sekretion von Antikörpern aus den Plasmazellen (Antoine et al. 

1980; Bauer und Valle 1982). Die Tagesdosis von Colchizin schwankt zwischen 1 mg und 2 mg 

(Megahed und Scharffetter-Kochanek 1994, Cunningham et al. 1996). Als Nebenwirkung 

wurden gastrointestinale Beschwerden beobachtet (Engineer und Ahmed 2001). 

Cyclosporin A findet bei der Therapie schwerer Fälle Anwendung. Es hemmt die Aktivierung 

von T-Zellen, natürlichen Killerzellen und Antigen-präsentierenden Zellen, zerstört die 

Lymphozyten und Makrophagen in der Epidermis und Dermis (Amor et al. 2010). Cyclosporin 

A kann bei therapieresistenten Fällen in einer Dosis von 3-6 mg / kg pro Tag als Monotherapie 

oder in Kombination mit Kortikosteroiden verwendet werden. Als Nebenwirkungen wurden 

Pankreatitis, Urtikaria, Nephrotoxizität oder Diarrhoe beschrieben (Hertl und Schuler 2002c; 

Clement et al. 1993; Gupta et al. 1990; Merle et al. 1990; Layton and Cunliffe 1990). 

Eine weitere Therapiemöglichkeit ist die intravenöse Verbreichung von Immunglobulinen 

(IVIG). Eine wirksame Dosierung von IVIG kann mit 400 mg / kg pro Tag über 5 Tage erreicht 

werden bei Darreichungsintervallen zwischen 4 und 6 Wochen als Monotherapie oder 

zusammen mit Kortikosteroiden bzw. mit einem weiteren Adjuvants. Als Initialtherapie haben 

IVIG einen guten Effekt, führen aber zu keiner langfristigen Besserung (Hertl und Schuler 

2002c; Gourgiotou et al. 2002; Segura et al. 2007; Campos et al. 2006; Harman and Black, 

1999; Mohr et al. 1995). 

Rituximab kann auch bei schweren Fällen wirksam sein. Rituximab stellt einen chimären 

monoklonalen Antikörper gegen CD20 auf B-Zellen dar (Schmidt et al. 2006, Sadler et al. 

2007). Die Therapie mit Rituximab führt zum Abbau der pathogenen B-Zellen; der 

therapeutische Effekt kann bis 12 Monate andauern. Rituximab wird häufig in einer Dosis von 
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375 mg / m2 i.v. wöchentlich in Abständen eines Monats zusätzlich zur immunsuppressiven 

Standardbehandlung verabreicht (Hertl et al. 2008).  
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1.7 Ziele	dieser	Studie	
 
Die Pathogenese der Pemphigoid-Erkrankungen ist zurzeit nur teilweise bekannt. Die 

Auslösung bullöser Pemphigoide kann jedoch neben anderen Ursachen mit der Einnahme 

bestimmter Medikamente assoziiert werden (Stavropoulos et al. 2014). Eine Reihe von 

publizierten Fallberichten und Registerstudien legen nahe, dass die relativ neuen oralen 

Antidiabetika (DPP-IV Inhibitoren), die oft auch als "Gliptine" bezeichnet werden, 

Pemphigoid-Erkrankungen und besonders BP auslösen können (Attaway et al, 2014; Bene et 

al, 2015; Pasmatzi et al, 2011). Von den in Korea erhältlichen DPP-IV-Inhibitoren war 

Vildagliptin mit dem höchsten Risiko verbunden, insbesondere bei männlichen Patienten (Lee 

et al. 2019). Ein Absetzen des verdächtigen Medikamentes führte in den beschriebenen Fällen 

zu einer Reduktion des Hautausschlages. 

In der Haut exprimieren viele Zelltypen, einschließlich Keratinozyten, das Protein DPP-IV. Die 

DPP-IV Sekretion von diesen Zellen kann zur Zytokine-Produktion und zum 

Kollagenstoffwechsel beitragen (Thielitz et al. 2008); außerdem wurden Proglucagon, GLP-1- 

und GIP-Rezeptoren in der Hautstruktur beschrieben (List et al. 2006, Skandalis et al. 2012). 

Des Weiteren können DPP-IV Inhibitoren sowohl die adaptive als auch die angeborene 

Immunität beeinflussen. Zu diesen Mechanismen gehören der proteolytische Abbau von 

bioaktiven Molekülen sowie zahlreichen Chemokinen, Zytokinen und Neuropeptiden (Stulc 

und Sedo 2010), die oft eine entscheidende Rolle in der Pathogenese verschiedener 

entzündlicher Erkrankungen spielen.  

Zusätzlich hat DPP-IV die Fähigkeit, die Akkumulation von Neutrophilen zu vermindern 

(Herlihy et al. 2013). Nach Sarah et al. stellt DPP-IV die Anhäufung sowohl von Human- als 

auch von Maus-Neutrophilen ein, beziehungsweise rufen DPP-IV Inhibitoren keine 

Verringerung der Akkumulation von Neutrophilen hervor. Basierend auf dieser Beobachtung 

haben Herlihy et al. die Schwere der Arthritis bei Mäusen erforscht, die intraartikulär mit 

löslichem DPP-IV injiziert wurden. Die Ergebnisse ergaben, dass DPP-IV sowohl die 

Entzündungszeichen beim Mausmodell abschwächen als auch die Schwere der Arthritis 

verringern kann (Herlihy et al. 2015).   

Ziel unserer Studie ist es, festzustellen, ob DPP-IV Inhibitoren bullöse Pemphigoide induzieren 

können. Zusätzlich werden die bestimmten molekularen Mechanismen untersucht, die mit 

der Auslösung pemphigoider Erkrankungen von DPP-IV Inhibitoren assoziiert sind. Dies 



 42 

erfolgte durch ein Autoantikörpertransfer-Mausmodell des bullösen Pemphigoid-like Subtyp 

der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA), da EBA Pemphigoide Erkrankungen simuliert. 

Darüber hinaus wurde das Gefrierschnittmodell sowie ein ex-vivo Modell der bullösen 

Pemphigoide verwendet. Außerdem können sowohl reaktive Sauerstoffradikale (ROS) von 

aktivierten Granulozyten mithilfe Chemilumineszenz im ROS-Release, als auch die 

Genexpression von IL6 und IL8 mithilfe des ELISA und der qPCR untersucht werden. Diese 

Methoden simulieren die Abfolge der Ereignisse, die zur Blasenbildung der Haut bei bullösem 

Pemphigoid führen. Die kombinierte Verwendung dieser Methoden kann die Rolle der DPP-4 

in der Effektorphase der Pathogenese von Pemphigoid Erkrankungen aufklären. 
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2.	Material	und	Methoden	
 

2.1.	Gefrierschnittmodell	
 
Die Effekte der DPP-IV Inhibitoren auf die DES wurden in vitro mit dem Gefrierschnittmodell 

untersucht. Im Versuch wurden Gefrierschnitte von humaner Haut verwendet, welche in 

Serum von Patienten mit BP oder in Serum von gesunden Spendern als Kontrolle inkubiert 

worden sind. Die Seren wurden im Verhältnis 1:2, 1:3 und 1:4 mit PBS verdünnt. Für die 

Kontrollseren wurden Seren gesunder Spender verwendet, welche keine Hinweise auf eine 

bullöse Dermatose zeigten. Die Gefrierschnitte wurden für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. 

Gleichzeitig wurden Leukozyten von verschiedenen, gesunden Spendern isoliert. Danach 

wurde der zu testende DPP-Inhibitor Vildagliptin in unterschiedlichen Konzentrationen (1 μM 

und 10 μM) zusammen mit den humanen Leukozyten auf die Gefrierschnitte gegeben. Nach 

3 Stunden Inkubationszeit in 37°C wurden die Schnitte gewaschen und Hämatoxylin-Eosin 

gefärbt. Am Ende wurden die Präparate am Mikroskop ausgewertet. 
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Abbildung 10: Das Prinzip des Gefrierschnittmodells. Gefrierschnitte werden mit Antikörperserum 

inkubiert (1). Dann wurden isolierte humane Leukozyten zu den Gefrierschnitten hinzugefügt und 

nochmal inkubiert (2). Die Auswertung der Schnitte wurde am Mikroskop durchgeführt (3).  

 

 

2.1.1.	Leukozytenisolierung	
 
Die Leukozyten wurden aus dem Blut gesunder, freiwilliger Spender gewonnen. Es wurden 40 

ml Blut entnommen und mit Heparin antikoaguliert. Die Spender befanden sich in einem Alter 

zwischen 20 bis 44 Jahren; es nahmen sowohl Frauen, als auch Männer teil. Die Blutentnahme 

wurde mit einer Butterflykanüle (Safety-Multifly-Kanüle, Sarstedt, Aktiengesellschaft & Co, 

Nümbrecht) und vier 10 ml Röhrchen (S-Monovette-Sarstedt, Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) 

durchgeführt. Dann wurden zwei 50 ml-Röhrchen (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) mit 20 ml 

einer 3% Dextranlösung vorbereitet. Vorher war Dextran 500 (Carl Roth GmbH + Co KG, 

Karlsruhe) mit 0,9% NaCl (Natriumchlorid, J.T. Baker, Deventer, Holland) versetzt worden. Die 

gleiche Menge von Blut wurde in die Röhrchen gegeben und die Blutsuspension wurde für 20 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die Suspension in zwei Phasen 

geteilt, von denen die obere Phase die Leukozyten enthielt. Diese Phase wurde vorsichtig mit 

einer 1000 μL-Pipette (Transferpette® S, BRAND GmbH, Wertheim) in zwei neue 50 ml 

Röhrchen überführt und für 12 Minuten bei 1200 rpm und 19° C zentrifugiert (Centrifuge 

5810R, Eppendorf, Hamburg). Im nächsten Schritt wurde der Überstand vorsichtig mit einer 

Wasserstrahlpumpe (Transferpipetten, Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) verworfen. Danach 

wurden 10 ml RPMI (BoWhittaker® Lonza, Verviers, Belgium) mit einer automatischen Pipette 

(Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) den Pellets der Zellen zugegeben und die Lösung 

resuspendiert. Die Tuben wurden nochmals für 12 Minuten bei 1200 rpm und 19°C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde dann wieder abgesaugt und das Pellet wurde in 20 ml 

eiskalter 0,2%-NaCl-Lösung (B. Braun Melsungen AG, Melsungen) für 20 Minuten 

resuspendiert und erneut mit 20 ml eiskalter 1,6%-NaCl-Lösung (DeltaSelect GmbH, Dreieich) 

resuspendiert. Die Lösungen wurden für 12 Minuten bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. 

Nachfolgend wurde der Überstand verworfen und das Pellet wurde in 30 ml RPMI 
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resuspendiert und für 7 Minuten bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgesaugt und die Leukozyten wurden mit 4 ml RPMI resuspendiert.  

Die Zellzählung wurde mithilfe von Trypanblau (Sigma Life Science, SIGMA-ALORICH Chemie, 

Steinheim) durchgeführt. Dafür wurde 10 μl der Zellsuspension mit 50 μl Trypanblau und 440 

μl PBS in einem 1,5 ml Tube (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) gemischt. 10 μl aus dieser 

Suspension wurden in eine Zählkammer (Neubauer-Optik Labor, Assistent, Sondheim) 

zugegeben und die Zellen wurden unter dem Mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan) in 20-facher 

Vergrößerung gemessen. Die vitalen Zellen sehen farblos aus. Die Zellen, die nicht vital sind, 

nehmen den blauen Farbstoff auf und sind so von den vitalen zu unterschieden. Für die 

Zellzahl wurden die vier Quadrate der Zählkammer verwendet. Die Zellzahl je Milliliter wurde 

wie folgt berechnet: Summe der vier Quadrate x ¼ x 50 x 104 Zellen / ml. Die Zellzahl betrug 4 

bis 7,5x106   Zellen / ml. 

 

 

2.1.2.	Vorbereitung	der	DPP-IV	Inhibitoren	
 
Als DPP-IV Inhibitor wurde Vildagliptin (Selleck Chemicals, Houston, USA) verwendet. Dieser 

wird als potentieller Auslöser des BP gehandelt. Außerdem stellt Vildagliptin den stabilsten 

DPP-IV Hemmer in vitro dar, wodurch er sich für besonders für Inhibitionsstudien eignet 

(Villhauer et al. 2003). Der Wirkstoff Vildagliptin mit der Summenformel C17H25N3O2 hat eine 

molekulare Masse von 303,4g / mol. 5 mg Vildagliptin wurde mit einer elektronischen Waage 

gewogen und in 1,648 ml sterilem DMSO (Dimethylsulphoxide Hybri-Max®, SIGMA-ALORICH, 

Steinheim) gelöst, um eine 10 mM Stammlösung zu erhalten. 1 ml Eppendorfgefäße wurden 

mit jeweils 25 μl von dieser Lösung vorbereitet und bei -80° C gelagert. Für die durchgeführten 

Experimente wurden Konzentrationen von 1 μM und 10 μM verwendet. Für die 1 μM 

Konzentration des Vildegliptins wurden 5 μl der Stocklösung mit 495 μl RPMI verdünnt und 

20 μl von dieser Lösung mit 2 ml von der vorbereiteten Zellsuspension vermischt. Für die 10 

μM Konzentration des Medikamentes wurden 5 μl der Stammlösung mit 45 μl RPMI gemischt 

und danach 20 μl von dieser Lösung mit 2 ml der Zellsuspension verdünnt. Von den 

Negativkontrollen wurde die vorbereitete Zellsuspension ohne den Einsatz von DPP-IV 

Inhibitoren benutzt. 
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2.1.3.	Vorbereitung	der	Gefrierschnitte	
 
Die Gefrierschnitte wurden aufgetaut und vor dem Experiment wurde die Qualität der 

Hautschnitte unter dem Mikroskop bewertet. Zwischen den einzelnen Hautschnitten wurde 

anschließend ein Strich mit einem Ölstift gezogen. Danach wurden 80μl von den 

entsprechenden Positiv- und Negativseren in den Verdünnungen 1:2, 1:3, 1:4 auf die 

Hautschnitte aufgetragen. Die vorbereiteten Hautschnitte wurden dann in einer schwarzen 

Feuchtigkeitskammer (Werner Hassa GmbH, Lübeck) für eine Stunde bei 37°C und 5% CO2 im 

Begasungsbrutschrank (Binder GmbH, Tuttlingen) inkubiert. Es wurde auch Positiv- und 

Negativseren in den Verdünnungen 1:8 und 1:16 im Gefrierschnittmodell getestet und die 

Verdünnungen mit der höchsten Spaltbildung (1:2, 1:3 und 1:4) ausgewählt. Dann wurden die 

Hautschnitte in PBS für 5 Minuten gewaschen und jeder Gefrierschnitt mit einem 

Objektträger (Microscope slides, Th. Geyer Gruppe, Hamburg) abgedeckt, um eine 

Injektionskammer für die Zellsuspension herzustellen. Danach wurde Tesafilm an beiden 

Seiten der Gefrierschnitte aufgebracht, wodurch sich Kammern von etwa 1mm Höhe ergaben. 

Die beiden Objektträger wurden mithilfe von Parafilm (BEMIS Flexible packaging, Neenah, 

USA) aneinander fixiert und in die entstandene Kammer wurden jeweils 700 μl der 

vorbereiteten Zellsuspension ohne Wirkstoffe oder mit Vildagliptin in entsprechender 

Konzentration injiziert. Dann wurden die Schnitte für 3 Stunden bei 37°C und 5% CO2 im 

Begasungsbrutschrank inkubiert. Anschließend wurden Parafilm und die oberen Objektträger 

entfernt und die Schnitte vorsichtig mit PBS für circa 15 Minuten gewaschen, bis 

mikroskopisch die Hautschnitte frei von Zellen waren.  

 

2.1.4.	Färbung	der	Schnitte	
 
Die Färbung wurde mit Hämatoxylin und Eosin (H-E-Färbung) durchgeführt. Die Schnitte 

wurden für 5 Minuten in Formalin fixiert und danach mithilfe von Leitungswasser gewaschen. 

Die Schnitte wurden 4 Minuten mit der Kernfärbung nach Papanicolaou gefärbt und wieder 

mit Leitungswasser gewaschen. Danach wurden die Schnitte 20 Sekunden in Ethanol gelegt 

und nochmals gespült. Im folgenden Schritt wurden die Schnitte für 10 Sekunden in 

Ammoniakwasser gestellt, danach abgespült und 1-2 Minuten mit Eosin gefärbt.  Folglich 

wurden die Schnitte in einer Alkohollösung und Xylol dehydriert. Die Schnitte wurden mit 

Deckgläschen abgedeckt.  Abschließend wurden die gefärbten und eingedeckten Schnitte 
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unter dem Mikroskop (Keyence Mikroskope BZ-9000E, Keyence Deutschland GmbH) in 

10facher und 20facher Vergrößerung ausgewertet und fotografiert. 
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2.2.	ROS-Release	
 
Die Effekte von DPP-IV Inhibitoren auf die Bildung von ROS wurden mithilfe des ROS-Release 

untersucht. 

 

2.2.1.	Isolierung	von	neutrophilen	Granulozyten	
 
Die neutrophilen Granulozyten wurden von gesunden, freiwilligen Spendern aus 36 ml Blut 

gewonnen, dass mit EDTA antikoaguliert wurde. Die Spender waren zwischen 22 und 44 

Jahren. Die Spender waren zwei Frauen und ein Mann, und die Abnahme erfolgte mit einer 

Butterflykanüle (Sarstedt, Aktiengesellschaft & Co, Nümbrecht) und vier 9 ml-Röhrchen 

(Monovette EDTA, Sarstedt AG & Co., Nümbrecht), die mit EDTA zur Antikoagulation 

vorbereitet waren. Das ganze ROS-Release wurde unter einer Sterilwerkbank (laminar Hood, 

NuAire, Plymouth, Minnesota, USA) durchgeführt. Danach wurden 6 ml Polymorphprep 

(PROGEN Biotechnik GmbH, Heidelberg) mit einer automatischen Pipette in sechs 15 ml-

Tuben zugesetzt. Dann wurde das entnommene Blut vorsichtig in die Röhrchen überführt, 

wobei in jedem Röhrchen das Polymorphprep mit jeweils 6 ml Blut überlagert wurde. Die 

Röhrchen wurden 35 Minuten bei 1600 rpm und bei Raumtemperatur zentrifugiert, die 

Bremse der Zentrifuge zur Erhaltung der Phasentrennung deaktiviert. (Centrifuge 5810R, 

Eppendorf). Nach dem Zentrifugieren bildeten sich vier Zellbanden in jedem Röhrchen aus. 

Das oberste Band enthielt die mononukleären Zellen, wie Lymphozyten und Monozyten, 

wohingegen sich die für die Versuche benötigten Granulozyten im zweiten Band sammelten. 

Deswegen wurde anschließend das oberste Band vorsichtig mit einer automatischen Pipette 

(Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) mit einem 5 ml-Aufsatz (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) 

abgenommen und verworfen und das zweite Band mit Granulozyten vorsichtig abgenommen 

und in ein 50 ml-Röhrchen (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) überführt. In dieser 

Granulozytensuspension wurde 5 ml Halbmedium (RPMI 1640 verdünnt mit sterilem ddH2O 

im Verhältnis 1:1) zugefügt und mit RPMI (Lonza RPMI 1640 mit L-Glutamin, BioWhittaker® 

Lonza, Verviers, Belgium) bis 50 ml gefüllt. Das Röhrchen wurde danach für 10 Minuten bei 

1400 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 3 ml 

Lysepuffer (LPS-freies D-PBS verdünnt mit sterilem ddH2O im Verhältnis 1:5) wurden mit der 

automatischen Pipette mit 5 ml-Aufsatz (Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) dem Pellet zugefügt 

und für 30 Sekunden resuspendiert. Anschließend wurde die Lösung mit RPMI auf 50 ml 
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aufgefüllt. Die Tube wurde nochmals für 10 Minuten bei 1400 rpm und Raumtemperatur 

zentrifugiert. Danach wurde der Überstand mit der Wasserstrahlpumpe abgesaugt; das Pellet 

wurde darauffolgend mit 20 ml Chemilumineszenzmedium (CL-Medium, RPMI 1640 ohne 

Phenolrot (GENAXXON Biosciense GmbH, Ulm), welches mit HEPES versetzt war (25 mM 

HEPES, Biochrom GmbH, Berlin), resuspendiert. Die Lösung wurde ein letztes Mal für 10 

Minuten bei 1400 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert. Schließlich wurde der Überstand 

mit einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt, verworfen und das Pellet mit isolierten 

Granulozyten mit 5 ml CL-Medium resuspendiert.  

Für die Zellzählung wurden 10 μl der Zellsuspension mit 90 μl CL-Medium in einem 1 ml-

Röhrchen verdünnt. Aus dieser Suspension wurden 10 μl in eine Zählkammer injiziert und die 

Zellen wurden unter dem Mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan) in 20-facher Vergrößerung 

gemessen. Alle vier Quadrate der Zählkammer wurden für die Zellzahl verwendet. Die Zellzahl 

je Milliliter wurde wie folgt berechnet: Summe der vier Quadrate x ¼ x 10 x 104 Zellen / ml. 

Die Zellzahl betrug 4 bis 7,5x106 Zellen / ml und je nach ermittelter Zellzahl erfolgte eine 

weitere Verdünnung der Granulozytensuspension mit CL-Medium, sodass je 100 μl eine 

Anzahl von 100.000 Zellen erreicht würde. 

 

 

2.2.2.	Vorbereitung	von	DPP-IV	Inhibitoren	und	DMSO	
 
Für den Versuch wurden die gleichen Konzentrationen Vildagliptin (Selleck Chemicals, 

Houston, USA) wie für die Gefrierschnitte verwendet. Für die 1 μM Konzentration von 

Vildegliptin wurden 5 μl von Stocklösung mit 495 μl CL-Medium verdünnt und 10 μl von dieser 

Lösung mit 1 ml von der vorbereiteten Zellsuspension in einer 15 ml-Tube (Sarstedt AG & Co, 

Nümbrecht) vermischt. Für die 10 μM Konzentration des Medikamentes wurden 5 μl von 

Stammlösung mit 45 μl CL-Medium gemischt und danach 10 μl von dieser Lösung mit 1 ml 

von der Zellsuspension in einem 15 ml-Röhrchen verdünnt. Als Kontrollen wurden die 

vorbereitete Zellsuspension mit einer Mischung von Dimethylsulfoxiden (DMSO, SIGMA-

ALORICH, Steinheim) benutzt. Für die Vorbereitung von DMSO wurden 5 μl von Stocklösung 

des DMSO mit 495 μl CL-Medium verdünnt und 10 μl dieser Lösung wurden mit 1 ml von der 

Zellsuspension auch in einem 15 ml- Röhrchen vermischt. Anschließend wurde 1 ml von der 
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Zellsuspension in ein 15 ml- Röhrchen hinzugefügt und die vier 15 ml- Röhrchen für eine 

Stunde bei 37° C und 5% CO2 im Begasungsbrutschrank inkubiert.  

Um die Ergebnisse von DPP-IV Inhibitoren zu untermauern, wurde auch Sitagliptin als ein 

alternativer Wirkstoff der DPP-IV Inhibitoren untersucht. Sitagliptin als DPP-IV Inhibitor 

wurde häufig für die Behandlung von Diabetes Mellitus gewählt. Der Wirkstoff Sitagliptin mit 

der Summenformel C16H15F6N5O.H3PO4.H2O hat eine molekulare Masse von 523,32 g/ mol. 

Dafür wurden 2 mg Sitagliptin (Selleck Chemicals, Houston, USA) mit 382μl DMSO verdünnt. 

Folglich war die Konzentration der Stocklösung 10 mM. 1 ml Eppendorfgefäße wurden mit 

jeweils 15 μl von dieser Lösung vorbereitet und bei -80° C gelagert. Sitagliptin wurde in den 

gleichen Konzentrationen wie Vildagliptin (1 μM und 10 μM) verwendet. Für die 1 μM 

Konzentration von Sitagliptin wurden erneut 5 μl von Stocklösung mit 495 μl CL-Medium 

verdünnt und 10 μl von dieser Lösung mit 1 ml von der vorbereiteten Zellsuspension in einer 

15 ml-Tube vermischt. Für die 10 μM Konzentration des Wirkstoffes wurden 5 μl von 

Stammlösung mit 45 μl CL-Medium gemischt und danach 10 μl von dieser Lösung mit 1 ml 

von der Zellsuspension in einem 15 ml - Röhrchen verdünnt. Anschließend wurden die Proben 

wie in dem Experiment mit Vildagliptin vorbereitet und für 1 Stunde bei 37° C und 5% CO2 im 

Begasungsbrutschrank inkubiert. 

 

 

2.2.3.	Durchführung	des	ROS-Release	
 
Die Vorbereitung einer Mikrotiterplatte (Costar® Assay Plate, 96 well, Corning Incorporated, 

NY, USA) erfolgte durch Coating mit NC16A-Antigen. Dafür wurde die vorliegende 

Antigenlösung mit einem Coatingpuffer für ROS im Verhältnis 1:620 verdünnt. Der 

Coatingpuffer wurde vorher vorbereitet. Danach wurden jeweils 200 μl der verdünnten 

Lösung in jedes Well der Platte pipettiert und bei 4° C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag 

wurde die Platte dreimal mit 300 μl sterilem PBS (LPS-freies D-PBS, Invitrogen GmbH, 

Darmstadt) zur Entfernung nicht gebundener Antigene gewaschen und mit 200 μl 

Blockingpuffer (FCS wurde mit PBS im Verhältnis 1:10 verdünnt) je Well geblockt. Im 

folgenden Schritt wurde die Platte für eine Stunde bei Raumtemperatur in der Sterilwerkbank 

inkubiert. Anschließend wurde die Platte erneut dreimal mit 300 μl sterilem PBS gewaschen. 

Dann wurden 200 μl der Kaninchen-Anti-Human-Serumalbumin Antikörper (SIGMA-ALORICH, 
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Darmstadt), die vorher mit PBS im Verhältnis 1:400 verdünnt wurden, in eine Hälfte der Platte 

pipettiert und in die übrigen Wells wurden 200 μl PBS als Negativkontrolle pipettiert. Die 

Platte wurde nochmals für 3 Stunden bei Raumtemperatur unter der Hood inkubiert. Nach 

der Inkubation wurde die Platte erneut mit PBS gewaschen. Die jeweiligen Lösungen aus 

Zellsuspension ohne DPP-IV Inhibitor (Vildagliptin oder Sitagliptin) oder mit DPP-Inhibitor in 

unterschiedlicher Konzentration oder mit DMSO wurden anschließend mit jeweils 50 μl 

Luminollösung versetzt. Luminollösung wurde vorher mit 2 mg Luminol (5-amino-2,3-dihydro-

1,4-phthalazindion, SIGMA-ALORICH, Darmstadt) vorbereitet, was in 8 μl NaOH gelöst wurde 

und mit 1 ml CL-Medium verdünnt. Danach wurden 200 μl der unterschiedlichen Proben als 

Duplikat sowohl in den Wells, die mit der Kaninchen-Anti-Human-Serumalbumin Antikörper 

inkubiert wurden, als auch in den Wells, die mit dem PBS als Negativkontrolle inkubiert 

wurden, pipettiert. Die Platte wurde sofort in einen Infinite M200 PRO ELISA Reader (Thermo 

Fisher Scientific GmbH, Dreieich) zur photometrischen Auswertung gestellt. Die optische 

Dichte (OD) wurde bei 425 nm und 37° C in 60 Minutenzyklen gemessen. Die Daten wurden 

als relative Lichteinheiten dargestellt. Die Auswertung der gemessenen Werte und die 

statistische Auswertung erfolgten mit dem GraphPad Prism 5. 

 

 

2.3.	PMNs	Stimulation	
 
Für die Isolierung der polymorphkernigen Leukozyten (PMNs) wurde das gleiche Verfahren 

wie für die Isolierung der neutrophilen Granulozyten angewendet. Die Platte wurde wie die 

Platte für ROS Release vorbereitet und für 3 und 24 Stunden bei 37°C und 5% CO2 im 

Begasungsbrutschrank inkubiert. Danach wurde der Überstand vorsichtig mit einer 1000 μL 

Pipette (Transferpette® S, BRAND GmbH, Wertheim) in zwei 1,5 ml-Eppendorfgefäße 

überführt und die Zellen jedes Wells wurden mit 1 ml Trizol Reagenz (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) versetzt, was zur Extraktion von RNA notwendig ist. Schließlich wurden die 

Eppendorfgefäße bei -80° C gelagert. 
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2.4.	Durchflusszytometrie	
 
Die Zellen, die nach 3 und 24 Stunden Stimulation mit Vildagliptin keine Apoptose oder 

Nekrose erlitten, wurden mithilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Durch diese Methode 

soll nachgewiesen werden, ob Vildagliptin in den Konzentrationen von 1 μM und 10 μM 

zellschädigend ist.  

 

2.4.1.	Durchführung	der	Durchflusszytometrie	
 
Eine Zahl von 4 x 105 Zellen, die während der PMNs Stimulation für 3 und 24 Stunden inkubiert 

wurde, wurde mit einer 1 ml-Pipette resuspendiert und in einem 1,5 ml-Eppendorfgefäße 

gesammelt. Danach wurden die Eppendorfgefäße für 4 Minuten bei 2000 rpm und 4° C 

inkubiert. Der Überstand wurde vorsichtig mit einer 1 ml-Pipette abgesaugt und verworfen; 

jedes Eppendorfgefäß wurde mit 100 μL Bindungspuffer (PromoCell, Heidelberg, Germany), 

1 μL Annexin V-FITC (PromoCell, Heidelberg, Germany) und 1 μL Propidium Iodide (PI) 

(PromoCell, Heidelberg, Germany) gefüllt. Die Proben wurden danach für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die jeweilige Probe in Reagenzgefäße 

transportiert und 200 μl von einem FACS-Puffer (3% BSA in 100 ml DPBS pH 7.2) wurden 

jedem Reagenzgefäß hinzugefügt. Dann wurden die lebenden Zellen durch eine FACS-Calibur 

(Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) gemessen. Die Anregung für beide Fluorophore (FITC 

und PI) lag bei 488 nm. Die FITC-Fluoreszenz wurde auf dem FL1 Sensor erfasst, die PI-Färbung 

auf dem FL2 Sensor. Die Auswertung der gemessenen Werte erfolgte mit FlowJo V10.  

 

 

2.5.	ELISA	für	IL8	und	IL6	
 
Mithilfe des ELISA wurden die Effekte der DPP-IV Inhibitoren zur Freigabe von IL8 und IL6 aus 

PMNs untersucht. Sowohl IL6, als auch IL8 spielen eine wichtige Rolle auf der Effektor-Phase 

des BP und beide können durch ELISA nachgewiesen werden.  
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2.5.1.	Durchführung	des	ELISA	
 
Zunächst erfolgte die Vorbereitung einer 96 Wells-Plate (Costar® Assay Plate, 96 Well, Corning 

Incorporated, NY, USA) durch Coating mit Capture-Antikörper (BioLegend, Pacific Heights 

Blvd, San Diego, CA). Dafür wurden die Capture Antikörper in Coatingpuffer für ELISA im 

Verhältnis 1:200 verdünnt und jeweils 100 μl der verdünnten Lösung in jedes Well der Platte 

pipettiert. Coatingpuffer wurde vorher mit 8,4g NaHCO3 (Sodium hydrogen Carbonate, Merck 

KGaA, Darmstadt), 3,56g Na2CO3 (Sodium Carbonate Merck KGaA, Darmstadt) und 1 L 

entionisiertem Wasser vorbereitet; der pH-Wert wurde auf 9,5 eingestellt. Danach wurde die 

Platte bei 4°C über Nacht inkubiert. Anschließend wurde die Platte viermal mit 200 μl 

Waschpuffer gewaschen, um die überflüssigen, nicht gebundener Antikörper zu entfernen. 

Der Waschpuffer wurde vorher mit 250 μl Polyoxyethylene-Sorbitan Monolaurate (Sigma 

Chemical Co, St. Louis, MO, USA) in 500 ml PBSx1 (pH: 7,2) vorbereitet. Dann wurde je Well 

mit 200 μl Assay Diluent geblockt und die Platte für eine Stunde bei Raumtemperatur auf 

einem Schütteltisch inkubiert. Für das Assay Diluent wurden vorher 0,5 g Albumine (Albumin 

Fraktion V, biotinfrei, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) mit 50 ml PBS für ELISA (8 g NaCl, 

1,16 g Na2HPO4, 0,2 g KH2PO4 ), und 0,2 g KCl mit 1 L Wasser gemischt; der pH wurde auf 7,4 

eingestellt). Anschließend wurde die Platte erneut viermal mit 200 μl Waschpuffer 

gewaschen. Dann wurden je Well 100 μl von der jeweiligen IL6- oder IL8-Lösung in 

unterschiedlichen Konzentrationen von 15,6 pg / ml, 31,5 pg / ml, 62,5 pg / ml, 125 pg / ml, 

250 pg / ml, 500 pg / ml und 1000 pg / ml oder 100 μl von den Proben, die bei -80° C gelagert 

wurden, pipettiert und die Platte für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schütteltisch 

inkubiert. Danach wurde die Platte erneut viermal mit 200 μl Waschpuffer gewaschen und je 

Well wurden 100 μl vom Nachweis-Antikörper pipettiert. Nachweis-Antikörper wurde wie 

folgt vorbereitet: Nachweis-Antikörper wurde in Assay Diluent im Verhältnis 1:200 verdünnt. 

Die Platte wurde nochmal für eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schütteltisch 

inkubiert. Anschließend wurde die Platte viermal mit Waschpuffer gewaschen und mit 100 μl 

Avidin-HRP (Avidin-HRP Lösung wurde in Assay Diluent im Verhältnis 1:1000 verdünnt) für 30 

Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schütteltisch inkubiert. Danach wurde die Platte 

fünfmal mit 200 μl Waschpuffer gewaschen und je Well mit 100 μl TMB-Substratlösung (1-

StepTM Ultra TMB-ELISA Thermo Scientific, Rockford, USA) für circa 15 Minuten im Dunkeln 

inkubiert, bis sich die Farbe in den betreffenden Wells entwickelte. Dann wurden 100 μl 
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Sulfuric acid 25% (Merck KGaA, Darmstadt) in jedes Well hinzugefügt und die Platte wurde 

sofort in den ELISA-Reader (Infinite M200 PRO, TECAN) gestellt. Die OD wurde bei 425 nm 

und 37° C in zwei Zyklen gemessen. Als Leerwertkontrolle diente die OD von CL-Medium. 

Diese wurde zur Vorbereitung aller Proben verwendet. Die Auswertung der gemessenen 

Werte als auch die statistische Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism 5. 
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2.6.	Quantitative	PCR		
 
Mithilfe der quantitativen PCR wurde die Quantifizierung von IL8 aus PMNs untersucht, die 

vorher mit DPP-Inhibitor stimuliert wurden. Quantitative PCR ist auch eine hilfreiche 

Methode, um die Freigabe von IL8 nachzuweisen. 

	

2.6.1.	RNA-Isolation	
 
Für die quantitative PCR wurden die Proben verwendet, die mit Trizol Reagenz zur Extraktion 

von RNA bei -80° C gelagert wurden. Für diese Methode wurden Nuklease-freie 

Eppendorfgefäße und Pipettenspitzen verwendet. 200 μl von Chloroform (SIGMA-ALORICH, 

Steinheim) wurden in jedes Eppendorfgefäß hinzugefügt und jedes Eppendorfgefäß wurde 

für 15 Sekunden mit einem Vortex durchmischt. Die Proben wurden für 3 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und danach für 15 Minuten bei 1200 g und 4° C zentrifugiert. Dann 

wurde jede Lösung in 3 Phasen eingeteilt. Die Unterphase ist die Phenol--Chloroform Phase, 

die eine rote Farbe hatte, dazwischen gab es eine Interphase und die obere Phase war eine 

farblose wässrige Phase, die RNA enthielt. Die obere Phase wurde vorsichtig in neue 

Eppendorfgefäße gesammelt, und 500 μl Isopropanol (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsrohe) 

wurden jeder Probe hinzugefügt. Anschließend wurden die Eppendorfgefäße für 10 Minuten 

bei 1200 g und 4° C zentrifugiert. Danach wurde der Überstand abgesaugt und verworfen und 

das RNA-Pellet mit 1 ml Ethanol-70% (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) gewaschen. Die 

Proben wurden erneut für 5 Minuten bei 7500 g und 4° C zentrifugiert, der Überstand wurde 

abgesaugt und verworfen, und die RNA-Pellets wurden nochmals mit 1 ml Ethanol-75% 

gewaschen. Die Eppendorfgefäße wurden zum letzten Mal für 5 Minuten bei 7500 g und 4° C 

zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen und die RNA-Pellets für 5-10 

Minuten getrocknet. Im nächsten Schritt wurden im jeweiligen Eppendorfgefäß 25 μl DEPC 

DEPC-behandeltem H2O mit einer 100 μl Pipette hinzugefügt und die Pellet mit der Pipette 

resuspendiert.  

Im Anschluss wurde die photometrische Auswertung in 10 μl von jeder Probe gemessen, um 

die Konzentration der RNA festzustellen. Die OD wurde mit NanoDrop 2000c 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich) bei 260 nm und 280 nm 

gemessen. Absorptionsverhältnis der 260:280 musste über 1,6 sein und 1 OD bei 260 nm 

wurde als 40 μg / ml RNA definiert. Die Konzentrationen der RNA schwankten zwischen 20 
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ng/ ml und 90 ng/ ml; danach wurden die Proben erneut verdünnt, um für alle Proben die 

gleiche Konzentration von RNA zu enthalten.  

 

 

2.6.2.	cDNA	Synthese	
 
Für die cDNA Synthese wurden Synthese-Kits von Thermo Scientific (Darmstadt, Germany) 

verwendet. In einem Eppendorfgefäß wurde die folgende Lösung für jeweilige 5 μl RNA 

vorbereitet: 1 μl oligo (dT)18 primers, 6 μl Nuklease-freie H2O, 4 μl 5x Reaktionspuffer, 1 μl 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/μl), 2 μl 10 mM dNTP Mix und 1 μl RevertAid M-MuLV RT (200 

U/μl). Die Proben wurden sofort in einem Mastercycler ep realplex (Eppendorf AG, Hamburg) 

gestellt und für 60 Minuten bei 42° C und für 5 Minuten bei 25° C inkubiert. Anschließend 

wurden sie erneut für 60 Minuten bei 42° C und schließlich für 5 Minuten bei 70° C inkubiert. 

Die Proben wurden danach bei -20° C gelagert. 

 

 

2.6.3.	qPCR	
 
Die Proben von c-DNA Synthese wurden am Anfang mit Nuklease-freiem H2O im Verhältnis 

1:10 verdünnt. Menschliche Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde als 

interne Kontrolle verwendet. Master Mix für IL8 wurde für die jeweilige Probe mit 1 μl 

vorwärts-Primer für IL8 (Thermo Scientific, Darmstadt, Germany), 1 μl Reserve-Primer für IL8 

(Thermo Scientific, Darmstadt, Germany) und 10 μl SYBR master mix (von Biosystems-Life 

technologies, Austin, TX, USA) vorbereitet. Für GAPDH-Master Mix wurden für jede Probe 

beziehungsweise 1 μl vorwärts-Primer für GHPDH mit 1 μl Reserve-Primer für GAPDH und 10 

μl SYBR master mix gemischt. 8 μl von jeweiliger Probe wurden in eine Mikrotiterplatte 

(Multiply® PCR Platten aus Polypropylen, Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) pipettiert und 

anschließend die 12 μl von Master Mix Lösung für IL8 oder GAPDH pipettiert. Echtzeit-PCR 

wurde doppelt für beide Gene durchgeführt. Die Platte wurde sofort in einen Thermocycler 

(applied biosystems by life technologies, 2720 Thermal Cycler) gestellt. Das für die PCR 

gewählte Zyklusprogramm waren initiale 2 Minuten bei 50° C, danach weitere 2 Minuten bei 

95° C, dann für 15 Sekunden bei 95° C und für 60 Sekunden bei 60° C. Die letzten beiden 
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Schritte wurden für 40 Zyklen wiederholt. Die Daten wurden als Delta-Ct-Werte der IL8-Gene 

in Bezug auf GAPDH dargestellt. Der Durchschnitt jeder Doppelbestimmung wurde berechnet; 

danach wurde der Unterscheid der Genexpression in jeder gepaarten Probe wie folgt 

ermittelt: Genexpression ΔCt (Ct-GAPDH – Ct-IL8) = Durchschnitt von GAPDH-Expression (Ct-

GAPDH) minus Durchschnitt IL8-Expression (Ct-IL8). Schließlich wurden die Werte als 2ΔCt 

ausgedrückt.  
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2.7.	Autoantikörpertransfer	Mausmodell	der	EBA	
 
Die Effekte der DPP-IV Inhibitoren wurden zusätzlich durch ein Tierversuchsmodell 

untersucht, um die Auswirkungen der DPP-IV Inhibitoren an der Schwelle der 

Effektorzellrekrutierung und Aktivierung in der Haut zu erforschen. Als Tierversuchsmodell 

wurden Experimente mit einem Autoantikörpertransfer-Mausmodell (passiv) der EBA 

durchgeführt. Die Mausmodelle von EBA wurden als ein prototypisches Beispiel von bullöser 

Pemphigoide gewählt. Dieses ist ein zuverlässiges Model und wurde in der Klinik für 

Dermatologie in Lübeck etabliert (Bieber et al. 2010). Für die Tierversuchen wurde 

Genehmigung zur Durchführung von dem Ministerium für Energiewende, Landwirtschaft, 

Umwelt und ländliche Räume am 23. April 2015 mit Zeichen V 242-7224.122-5(41 -3/15) 

erteilt.   

 

 

2.7.1.	IgG-Reinigung	und	Isolierung	von	spezifischem	mCol	7c	IgG	
 
Für das passive Mausmodell von EBA wurden erst die Autoantikörper für EBA isoliert. Dafür 

wurde Serum von Kaninchen, die vorher gegen Typ-VII Kollagen von Mäusen immunisiert 

wurden, abgenommen, und der spezifische Teil von IgG, mCol7c, wurde isoliert. Zwei Säulen 

von Protein G-Agarose-Harz (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg) wurden für die IgG-

Reinigung verwendet und alle Lösungen wurden gefiltert (folded Filters, GE Healthcare Life 

Sciences Whatmat, Germany). Das enthaltende Ethanol wurde verworfen und die Säulen 

wurden zweimal mit PBS im Volumen der Säule gewaschen. Danach wurde das Serum 

(Eurogentec, Seraing, Belgium) zu den Säulen hinzufügt und das Serum mit PBS verdünnt, bis 

das Volumen der Lösung in jeder Säule gleich dem mittleren Volumen jeder Säule (circa 50-

70 ml) wurde. Die Säuren wurden für 1 Stunde bei 4° C auf einem Schütteltisch inkubiert. 

Anschließend wurde der Inhalt der Säulen verworfen und die Säulen wurden mit PBS 

gewaschen, bis die Konzentration der enthaltenden Lösung photometrisch 0,05 wurde. Ein 

konisches Erlenmeyerkolben wurde gleichzeitig mit 5-8 ml 1 M Tris Puffer (pH 9,0) (121,10 g 

Tris wurde in 1 L dH2O verdünnt und pH-Wert wurde auf 9,0 mithilfe NaOH eingestellt) 

vorbereitet und die Elution von IgG wurde mithilfe von 0,1 M Glycin-Puffer (7,507 g Glycin 

wurde in 1 L dH2O verdünnt und pH wurde auf 2,8 eingestellt) durchgeführt. Die Elution von 

Glycin-Puffer-IgG wurde in dem konischen Erlenmeyerkolben gesammelt, bis die 
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Konzentration der Elution photometrisch <0,01 wurde. Dann wurden die Säulen mit NaCl mit 

einem Volumen gleich dem Volumen der Säulen gewaschen und dann mit PBS im gleichen 

Volumen gewaschen. Die Säulen wurden mit 20% Ethanol bei 4° C gelagert; die IgG-Elution 

wurde in 4 Cellulose-Dialyseschlauch (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) bei 

Polyethyleneglucol 20000 (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) für ungefähr 3 Stunden 

gelagert bis die IgG-Elution im Cellulose-Dialysieschlauch die Hälfte des ursprünglichen 

Volumens aufwies. Danach wurde die IgG-Elution in einem Cellulose-Dialysierschlauch 

gesammelt und der Filter in PBS bei 4° C für einen Tag gelagert. 

Für die Isolierung von spezifischen mCol 7c IgG wurde eine spezifische „anti mcol 7c Säule“ 

verwendet, die vorher in 20% Ethanol gelagert wurde. Das enthaltende Ethanol wurde erst 

verworfen und die Säule mit PBS mit einem Volumen gleich dem Volumen der Säule 

gewaschen. Dann wurde die IgG-Elution der Säule hinzugefügt und die Säule für 20 Minuten 

bei 4° C auf einem Schütteltisch inkubiert. Danach wurde die enthaltende IgG-Elution in einem 

konischen Erlenmeyerkolben mit Label „Zyklus 1„gesammelt. Die Säule wurde mit PBSx1 pH 

7,2 mit einem Volumen gleich dem Volumen der Säulen gewaschen. Dann wurde PBS 

verworfen und 850 mM NaCl mit PBSx1 und 1% Triton hinzugefügt. Danach wurde die 

vorherige Lösung verworfen und PBSx1 hinzugefügt, bis die Konzentration der Lösung 

photometrisch <0,01 erreichte. Ein konisches Erlenmeyerkolben wurde mit 5-8 ml 1 M Tris 

Puffer (pH 9,0) vorbereitet und die Elution von spezifischem mcol7c IgG mithilfe 0,1 M Glycin-

Puffer durchgeführt. Die Elution von Glycin-Puffer-IgG wurde in dem Erlenmeyerkolben 

gesammelt, bis die Konzentration der Elution photometrisch <0,01 erreichte. Der pH-Wert 

der spezifischen IgG-Elution wurde danach mithilfe 1 M Tris-Base (pH: 9) auf den pH-Wert 7,2 

eingestellt. Die Säule wurde mittels 20 mM Tris (pH 7,2) gewaschen und anschließend mit 20 

mM Tris und 0,5 M NaCl (pH auf 7,2) gewaschen. Dann wurde die Säule mit PBS x1 (pH 7,2) 

gewaschen und das gleiche Verfahren wurde dreimal (insgesamt 3 „Zyklen“) durchgeführt. 

Nach dem dritten „Zyklus“ wurde die Säule mit 20% Ethanol bei 4° C gelagert, bis Ethanol die 

Hälfte des ursprünglichen Volumens der Säule erreicht. Die Elution von spezifischem mcol7c 

IgG erfolgte danach in zwei 50 ml Röhrchen (Amicon Ultra-15 (30kDa) Merck Millipore, 

Darmstadt); die Röhrchen wurden danach für 30 Minuten bei 4000 rpm und 4° C zentrifugiert. 

Der Überstand, der den spezifischen Teil des IgG mcol7c enthielt, wurde in einem 50 ml 

Röhrchen gesammelt und die Konzentration der IgG-Lösung wurde mittels NanoDrop 2000c 
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Spectrophotometer gemessen. Der gemessene Wert der Konzentration war 0,6 μg / ml und 

wurde bei 4° C gelagert.  

 

 

2.7.2.	Durchführung	des	EBA	Mausversuches	
 
Das passive Mausmodell der EBA wurde zweimal durchgeführt. Jedes Experiment enthielt 

zwei Versuchsgruppen. Die erste Gruppe enthielt 5 C57BL/6-Mäuse, die mit Vildagliptin 

behandelt wurden und eine Kontroll-Gruppe, die auch 5 C57BL/6-Mäuse enthielt und mit der 

gleichen Menge von PBS als Kontrolle behandelt wurden. Für die Vorbereitung des 

Vildagliptins wurden 22,5 μl des Wirkstoffes mit 1120 μl sterilem Wasser verdünnt; 1,5 ml 

Eppendorfgefäße wurden mit 70 μl von dieser Lösung befüllt und bei -80o C gelagert. Vor 

Anwendung des Medikaments wurden 69 μl der Vildagliptin-Stocklösung (Selleck Chemicals, 

Houston, USA) mit 483 µl sterilem PBS (LPS-freies D-PBS, gibco life technologies, Paisley, UK) 

verdünnt und 100 μl von dieser Lösung (äquivalent mit 10 mg / kg Vildagliptin) jeder Maus 

peroral (p.o.) durch Gavages verabreicht. Jede Maus der Kontrollgruppe empfing 100 μl PBS 

per Sonde. Die Anwendung des Medikamentes oder des PBS wurde einmal pro Tag 

durchgeführt. Als „erster Tag“ des Tierversuches (Tag: 0) wurde der Tag definiert, an welchem 

die Mäuse mit der ersten Anwendung der Autoantikörper injiziert wurden. Zwei Tage vor dem 

„ersten Tag“ des Autoantikörperversuchs begann die Anwendung des Medikamentes. Am 

ersten Tag wurde die erste Anwendung der Autoantikörper in den Nacken jeder Maus 

injiziert. Für jede Anwendung wurden 50 μg / g Körpergewicht verwendet. Da die 

Autoantikörper-Lösung eine Konzentration von 0,6 μg / ml hatte, wurden für jede Maus 85 μl 

von der Autoantikörper-Lösung in 15 μl PBS verdünnt und 100 μl dieser Lösung jeder Maus 

injiziert. An Tag 2 des Versuches wurden jeder Maus weitere 100 μl der Autoantikörper-

Lösung in das rechte Vorderbein injiziert. An Tag 4 des Tierversuches wurden jeder Maus 100 

μl der gleichen Autoantikörper-Lösung in das linke Hinterbein injiziert. Die klinische 

Bewertung der Schwere der Erkrankung wurde an den Tagen 0, 5, 7, 10 und 13 durchgeführt. 

An Tag 13 des Tierversuches wurden die Mäuse getötet und sowohl Blut via Herzpunktion als 

auch Hautproben der Mausohren von jeder Maus entnommen. 
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Abbildung 11: Das Prinzip des passiven EBA Mausversuches. Mäuse wurden mit dem spezifischen Teil 

von IgG, mCol7c an den Tagen: 0, 2, 4 injiziert, welches vorher von immunisierten Kaninchen isoliert 

wurde. Mäuse wurden einmal pro Tag mit 10mg/kg Vildagliptin durch Gavages behandelt. Klinische 

Bewertung der Schwere der Erkrankung wurde an den Tagen 0, 5, 7, 10 und 13 durchgeführt. Am Tag: 

13 des Tierversuches wurden die Mäuse getötet und Biopsien entnommen. 

 

 

2.7.3.	Direkte	Immunfluoreszenz		
 
Direkte Immunfluoreszenz wurde für die Bewertung der IgG-Ablagerung und der Ablagerung 

von Komplement durchgeführt, da beide eine wichtige Rolle für die Diagnose der bullösen 

Pemphigoide spielen. Für die direkte Immunfluoreszenz wurden die Gefrierschnitte wie die 

Gefrierschnitte für das Gefrierschnittmodell (siehe oben) vorbereitet und bei -20 gelagert. 

Danach wurden die Schnitte für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert; die Fixierung 

wurde mittels Inkubation mit kaltem Aceton für 10 Minuten bei 4° C durchgeführt. 

Anschließend wurden die Schnitte für eine kurze Weile getrocknet und dreimal für 5 Minuten 

in PBS (pH: 7,2) gewaschen. Dann wurden die Schnitten getrocknet und ein Kreis um die 

jeweilige Hautprobe mit einem hydrophoben Dako-Stift gezogen. Für die Ablagerung von IgG 
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wurde Alexa Fluor® 594-conjugated Affini Pure Donkey Anti-Rabbit IhG (H + L), (Jackson 

Immuno Reasearch, Suffolk, UK) verwendet; für die Ablagerung von Komplement wurde 

mouse anti-mouse C3-FITC (BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH, Munich) verwendet. Im 

Detail wurde für die IgG-Ablagerung Donkey Anti-Rabbit IgG mit PBS im Verhältnis 1:500 

verdünnt und die jeweilige Hautprobe wurde mit 50μl dieser Lösung für 1 Stunde bei 

Raumtemperatur inkubiert. Daneben wurde für die Ablagerung von Komplement Mouse anti-

mouse C3-FITC mit PBS im Verhältnis 1:200 verdünnt, und die jeweilige Hautprobe wurde 

ebenfalls mit 50μl dieser Lösung für 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 

die Schnitte dreimal für 5 Minuten in PBS (pH: 7,2) gewaschen. Anschließend wurden die 

Schnitte mit einer Glasdeckung mithilfe von DAPI Fluoromount-G® (SouthernBiotech, 

Birmingham, USA) eingedeckt. Schließlich wurden die eingedeckten Schnitte unter dem 

Mikroskop (Keyence Mikroskope BZ-9000E, Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg) in 

10facher und 20facher Vergrößerung ausgewertet und fotografiert. 

 

 

2.8.	Auswertung	
 
Die Auswertung der gemessenen Werte erfolgte mit dem GraphPad Prism 5. Die statistische 

Auswertung von ROS Release, ELISA und Quantitative Echtzeit-PCR erfolgte mit Kruskal–

Wallis, one-way ANOVA Test und die statistische Auswertung des Tierversuches erfolgte mit 

two-way ANOVA Test. 
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3.	Ergebnisse	

3.1.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	auf	die	Bildung	von	ROS	im	
Gefrierschnittmodell	

 
Die Effekte von DPP-IV Inhibitoren auf die Bildung von ROS bei der durch BP-Antikörper 

induzierten Spaltbildung wurden im Gefrierschnittmodell untersucht. Mit dem Versuch 

wurde Vildagliptin in den Konzentrationen 1 μM und 10 μM getestet. Diese wurden aus einer 

10 mM Stocklösung durch Verdünnen mit dem Lösungsmittel RPMI hergestellt. Als 

Negativkontrollen dienten im Gefrierschnittmodell Seren gesunder Spender und als 

Positivkontrollen Seren von Patienten mit BP. Es ergaben sich so die Versuchsgruppen: 

Versuchsgruppe I als Negativkontrolle (NK) mit normalen Seren und dem Lösungsmittel RPMI,  

Versuchsgruppe II und III mit normalen Seren und Vildagliptin in der Konzentrationen 1 μM 

und 10 μM, Versuchsgruppe IV und V mit pathologischen Seren und Vildagliptin in den 

Konzentrationen 1 μM und 10 μM und Versuchsgruppe VI als Positivkontrolle (PK) mit 

pathologischen Seren. Die einzelnen Seren wurden in den Verdünnungen 1:2, 1:3, 1:4, 1:8 

und 1:16 im Gefrierschnittmodell verwendet und die Verdünnungen mit der höchsten 

Spaltbildung (1:2, 1:3 und 1:4) ausgewählt. Es wurden 3 Versuchsreihen (n=3) durchgeführt. 

Dabei wurde der Prozentsatz der induzierten Spaltbildung entlang der DEJ mikroskopisch 

ausgewertet. Danach wurden die Prozentsätze der einzelnen Versuchsgruppen mit normalen 

Seren und der jeweiligen Versuchsgruppen mit pathologischen Seren mithilfe des Kruskal-

Wallis-Tests verglichen. Dabei ergab sich bei der Versuchsgruppe I eine mittlere DES ± SEM 

von 0,0 ± 0,11, bei Versuchsgruppe II eine mittlere DES ± SEM von 1,11 ± 0,48 und bei 

Versuchsgruppe III eine DES ± SEM von 1,83 ± 0,5 (P: 0,059). Der Unterschied zwischen den 

Versuchsgruppen mit normalen Seren und den unterschiedlichen Konzentrationen von 

Vildagliptin (siehe Abb. 12) war nicht signifikant.  
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Abbildung 12: Bildung von ROS in Gefrierschnitten, die mit Seren gesunder Spender in der 

Verdünnung von 1:2 und Vildagliptin in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert wurden. Keine 

Spaltbildung konnte in der Negativkontrolle mit Seren ausgelöst werden (a), sowie in den 

Gefrierschnitten, die mit Vildagliptin in Konzentration von 1 μM (b) und 10 μM (c) inkubiert wurden. 

In der angewendeten H-E-Färbung stellt sich die Epidermis lila, die Dermis rosa dar.  (Vergrößerung a, 

b: 20fach c: 10fach). 

 

Für die Versuchsgruppen mit den pathologischen Seren ergab sich bei der Versuchsgruppe IV 

eine mittlere DES ± SEM von 9,32 ± 4,8, bei der Versuchsgruppe V eine DES ± SEM von 7,73 ± 

3,04 und bei Versuchsgruppe VI von 12,2 ± 5,95. Dabei betrug P 0,837 und zeigt keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen an (siehe Abb. 13). 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Bildung von ROS in Gefrierschnitten, die mit Seren von Spendern mit BP in der 

Verdünnung von 1:3 und Vildagliptin in den Konzentrationen 1 μM und 10 μM inkubiert wurden. 

Sowohl in der Positivkontrolle (a), als auch in den Gefrierschnitten mit Vildagliptin 1 μM (b) und 10 

μM (c) konnte eine Spaltbildung ausgelöst werden. Der Pfeile markieren den dermo-epidermalen 

Spalt. (H-E-Färbung und Vergrößerung a, b, c: 20fach). 
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3.2.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	auf	die	Bildung	von	ROS	im	ROS-Release	
 
Die Bildung von ROS kann mittels Chemilumineszenz im ROS-Release gemessen werden. Dazu 

wurde eine Mikrotiterplatte mit isolierten humanen neutrophilen Granulozyten inkubiert. 

Eine halbe Platte wurde vorher mit Immunkomplexe gecoatet während die andere 

Plattehälfte ohne Immunkomplexe als Kontrolle inkubiert worden ist. 

Für ROS-Release wurde Vildagliptin in den Konzentrationen 1 μM und 10 μM verwendet; es 

wurden 3 Versuchsreihen durchgeführt. Um die Ergebnisse von DPP-IV Inhibitoren zu stärken, 

wurde auch Sitagliptin als ein alternativer Wirkstoff von der gleichen Familie der DPP-IV 

Inhibitoren untersucht. Sitagliptin wurde in den gleichen Konzentrationen wie Vildagliptin (1 

μM und 10 μM) verwendet und es wurden 3 Versuchsreihen durchgeführt. Zum Vergleich der 

einzelnen Versuchsgruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgeführt.  

Die Ergebnisse für Vildagliptin zeigten bei diesem Test einen signifikanten Unterschied 

zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P < 0,001). Mithilfe von Dunn´s Methode 

konnten die verschiedenen Gruppen verglichen werden. Dabei ergab sich ein signifikanter 

Unterschied (P < 0,001) zwischen den Gruppen, die ohne Immunkomplexe inkubiert wurden 

und den jeweiligen Gruppen, die mit Immunkomplexen und Vildagliptin in den 

Konzentrationen 1 μM und 10 μM inkubiert wurden. Zwischen den Gruppen, die mit 

Immunkomplexen inkubiert wurden, zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen 

Kontrollgruppe und der mit Vildagliptin in der Konzentration 1 μM behandelten Gruppe. Im 

Vergleich dazu zeigte sich zwischen Kontrollgruppe und mit Vildagliptin 10 μM behandelten 

Gruppe ein signifikanter Unterschied (P: 0,006) (siehe Abb. 14). 

Damit konnte im ROS-Release gezeigt werden, dass Vildagliptin in den Konzentrationen 1 μM 

und 10 μM die durch Immunkomplexe induzierte Bildung von ROS in neutrophilen 

Granulozyten hemmt und die Hemmung von ROS hängt von der Konzentration von 

Vildagliptin ab. 
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Abbildung 14: Die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist abhängig von der Vildagliptin-

Dosis. Dargestellt ist die relative Freisetzung von ROS ohne und mit Immunkomplexen, sowie ohne 

und mit Vildagliptin in verschiedener Dosierung. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± 

Standardabweichung. Die Sterne kennzeichnen die Werte, die einen signifikanten Unterscheid (P < 

0,05) haben. 

 

Die Ergebnisse für Sitagliptin zeigten im Kruskal-Wallis-Test auch einen signifikanten 

Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P < 0,001). Mithilfe von Dunn´s 

Methode konnten die verschiedenen Gruppen verglichen werden. Dabei ergab sich ein 

signifikanter Unterschied (P < 0,001) zwischen den Gruppen, die ohne Immunkomplexe 

inkubiert wurden und den jeweiligen Gruppen, die mit Immunkomplexen und Sitagliptin in 

den Konzentrationen 1 μM und 10 μM inkubiert wurden. Zwischen den Gruppen, die mit 

Immunkomplexen inkubiert wurden, zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen 

Kontrollgruppe und mit Sitagliptin in Konzentration 1 μM-behandelter Gruppe (P < 0,001), 

sowie zwischen Kontrollgruppe und mit Sitagliptin 10 μM-behandelter Gruppe (P < 0,001) 

(siehe Abb. 15). 

Damit konnte im ROS-Release gezeigt werden, dass sowohl Vildagliptin als auch Sitagliptin in 

den Konzentrationen 1 μM und 10 μM die durch Immunkomplexe induzierte Bildung von ROS 

in neutrophilen Granulozyten hemmen und die Hemmung von ROS von der Konzentration des 

Wirkstoffes abhängt. 
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Abbildung 15: Die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist abhängig von der Sitagliptin-

Dosis. Gezeigt ist die relative Freisetzung von ROS ohne und mit Immunkomplexen, sowie ohne und 

mit Sitagliptin in verschiedener Dosierung. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± 

Standardabweichung (SD). Die Sterne kennzeichnen die Mittelwerte, die sich signifikant 

unterscheiden (P < 0,05).  
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3.3.	Wirkung	der	DPP-IV	Inhibitoren	auf	das	Überleben	der	Zellen	
 
Die Lebensfähigkeit von Zellen wurde mithilfe der Durchflusszytometrie untersucht. Für die 

Durchflusszytometrie wurden PMNs verwendet, die mit Immunkomplexen und Vildagliptin in 

Konzentrationen 1 μM und 10 μM und ohne Immunkomplexe als Kontrolle für 3 Stunden und 

24 Stunden stimuliert wurden. 3 Versuchsreihen wurden durchgeführt und zum Vergleich der 

einzelnen Versuchsgruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgeführt. Die Ergebnisse nach 

3 Stunden PMNs-Stimulation zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den Signalen 

der einzelnen Gruppen (P: 0.983); auch nach 24 Stunden PMNs-Stimulation zeigten die 

Ergebnisse keinen signifikanten Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen 

(P: 0.805). Dabei ergab sich, dass Vildagliptin in den verwendeten Konzentrationen keinen 

schädlichen Effekt für die Zellen auslöst und auch die nachfolgenden Ergebnisse von ELISA 

und Echtzeit-PCR nicht aus einem erhöhten Zelltod in der jeweiligen Probe hervorgegangen 

sind (siehe Abb. 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16: Vildagliptin in Konzentrationen 1 μM und 10 μM ist nicht schädlich für PMNs. Die Zahl 

der Zellen nach 3 Stunden Stimulation in der Kontrolle Gruppe (a) ist fast gleich mit der Zahl der Zellen 

nach 3 Stunden Stimulation mit Vildagliptin 1 μM (b) und Vildagliptin 10 μM (c). Anschließend konnte 

die gleiche Zahl von Zellen nach 24 Stunden Stimulation zwischen der Kontrollgruppe (d) und den 

Gruppen mit Vildagliptin 1 μM und 10 μM (e, f) festgestellt werden. 
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3.4.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	zur	IL8	Freigabe	von	PMNS	durch	ELISA	
 
Die Freigabe von IL8 kann mittels PMNs Stimulation und anschließend ELISA gemessen 

werden. Dazu wurde eine Mikrotiterplatte mit Immunkomplexen und isolierten humanen 

PMNs inkubiert; der Überstand von den Zellen wurde nach 3 Stunden und 24 Stunden 

Stimulation gesammelt und für ELISA verwendet. Für ELISA IL8 wurde Vildagliptin in den 

Konzentrationen 1 μM und 10 μM verwendet und es wurden 3 Versuchsreihen durchgeführt. 

Zum Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgeführt. 

Die Ergebnisse für Vildagliptin nach 3 Stunden Stimulation zeigten einen signifikanten 

Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P< 0,001). Mithilfe von Dunn´s 

Methode konnten die verschiedenen Gruppen verglichen werden. Dabei ergab sich ein 

signifikanter Unterschied zwischen der jeweiligen Gruppe, die mit Immunkomplexen 

inkubiert wurde, und der jeweiligen Gruppe ohne Immunkomplexe. Jedoch ergab sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der Gruppe mit Vildagliptin 1 μM 

und 10 μM, wenn diese Gruppen mit Immunkomplexen inkubiert wurden. 

Die Ergebnisse für Vildagliptin nach 24 Stunden Stimulation zeigten einen signifikanten 

Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P < 0,001). Die verschiedenen 

Gruppen konnten auch verglichen werden; es ergab sich ein signifikanter Unterschied (P < 

0,001) zwischen allen Gruppen. Hier ergab sich auch ein signifikanter Unterschied zwischen 

den Gruppen, die mit Immunkomplexen inkubiert wurden. Dabei zeigt sich ein signifikanter 

Unterschied zwischen Kontrollgruppe und mit Vildagliptin in Konzentration 1 μM-behandelter 

Gruppe (P: 0,026), sowie zwischen Kontrollgruppe und mit Vildagliptin 10 μM-behandelter 

Gruppe (P: 0,001) (siehe Abb. 17). 

Damit konnte mit ELISA IL8 gezeigt werden, dass Vildagliptin in den Konzentrationen 1 μM 

und 10 μM die Freigabe von IL8 stimuliert, für 24 Stunden PMNs hemmt und diese Hemmung 

von der Vildagliptinkonzentration abhängt. 
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Abbildung 17: Freigabe von IL8 nach 24 PMNs Stimulation und gleichzeitiger Behandlung mit 

Vildagliptin. Freigabe von IL8 ist abhängig von der Vildagliptin-Dosis. Gezeigt ist die relative Freigabe 

von IL8 ohne und mit Immunkomplexen, sowie ohne und mit Vildagliptin in verschiedener Dosierung. 

Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte ± Standardabweichung. Die Sterne kennzeichnen statisch 

signifikanten der Mittelwerte (P < 0,05).  
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3.5.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	zur	IL6	Freigabe	von	PMNs	durch	ELISA	
 
Die Freigabe von IL6 wurde auch mittels PMNs Stimulation und anschließender ELISA 

gemessen. Die PMNs wurden auch nach 3 Stunden und 24 Stunden mit Immunkomplexen 

und Vildagliptin (in den Konzentrationen: 1 μΜ und 10 μM) stimuliert; der Überstand wurde 

danach gesammelt und für ELISA verwendet. Für ELISA IL6 wurden 3 Versuchsreihen 

durchgeführt. Zum Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test 

durchgeführt. 

Die Ergebnisse für Vildagliptin nach 3 Stunden Stimulation zeigten einen signifikanten 

Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P< 0,001). Die verschiedenen 

Gruppen wurden auch verglichen. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen 

der jeweiligen Gruppe, die mit Immunkomplexen inkubiert wurde, und der jeweiligen Gruppe 

ohne Immunkomplexe.  

Die Ergebnisse für Vildagliptin nach 24 Stunden Stimulation zeigten ebenfalls einen 

signifikanten Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P < 0,001). Bei den 

verschiedenen Gruppen ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe 

von Zellen ohne Immunkomplexe und der Kontrollgruppe mit Vildagliptin in Konzentration 1 

μM ohne Immunkomplexe (P: 0,003), ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe 

mit Immunkomplexen und Vildagliptin in Konzentration 1 μM und ohne Immunkomplexe 

Gruppe (P < 0,001) und ein signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und mit  

Vildagliptin 10 μM-behandelter Gruppe (beide wurden mit Immunkomplexen stimuliert) (P: 

0,01) (siehe Abb. 18). 
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Abbildung 18: Freigabe von IL6 durch PMNs Stimulation mit Immunkomplexen und Vildagliptin nach 

24 Stunden. Freigabe von IL6 ist abhängig von der Vildagliptin-Dosierung. Gezeigt ist die relative 

Freigabe von IL6 ohne und mit Immunkomplexen, sowie ohne und mit Vildagliptin in verschiedener 

Dosis. Die Daten sind wiederum dargestellt  als Mittelwerte ± Standardabweichung. Die Sterne 

kennzeichnen die Mittelwerte, die einen signifikanten Unterscheid (P < 0,05) haben. 
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3.6.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	zur	IL8	Freisetzung	mittels	quantitative	PCR		
 
Die Quantifizierung von IL8 aus PMNs wurde mithilfe der quantitativen Echtzeit-PCR 

untersucht. PMNs wurden vorher mit Vildagliptin und Immunkomplexen für 3 Stunden und 

24 Stunden stimuliert; die Zellen wurden danach für Echtzeit-PCR mit Trizol reagent extrahiert 

und bei -80° C gelagert. Nach c-DNA Synthese und PCR-Amplifikation von c-DNA wurden die 

Daten als Delta-Ct-Werte der IL8-Gene in Bezug auf GADPH vorgestellt. Die Genexpression 

wurde in jeder gepaarten Probe wie folgt berechnet: Genexpression ΔCt (Ct-GAPDH – Ct-IL8) 

= Durchschnitt von GAPDH-Expression (Ct-GAPDH) minus Durchschnitt IL8-Expression (Ct-

IL8). Die Werte wurden als 2ΔCt vorgestellt und. der Kruskal-Wallis-Test zum Vergleich der 

einzelnen Versuchsgruppen herangezogen. 

Nach 3 Stunden Stimulation zeigten die Daten einen signifikanten Unterschied zwischen den 

Signalen der einzelnen Gruppen (P: 0,046). Die verschiedenen Gruppen wurden auch 

verglichen, es ergab sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen der jeweiligen 

Gruppe, die mit Immunkomplexen inkubiert wurde, und der jeweiligen Gruppe ohne 

Immunkomplexe. Trotzdem zeigen die Ergebnisse, dass bei Vildagliptin-behandelten Gruppen 

reduzierte Produktion von IL8 beobachtet wurde (siehe Abb. 19). Die Daten nach 24 

Stimulation zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen den Signalen den Gruppen (P: 

0,927). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Freisetzung von IL8  mittels  quantitativer Echtzeit-PCR nach 3 Stunden Stimulation mit 

Immunkomplexen und Vildagliptin (1 μM und 10 μM). Bei Vildagliptin-behandelten Gruppen wurde 

reduzierte Produktion von IL8 beobachtet.  Die Daten zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen 
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den Signalen der einzelnen Gruppen (P: 0,046). Die Daten sind auch als Mittelwerte ± 

Standardabweichung dargestellt. 
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3.7.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	bei	EBA	Mausversuch	
 
Die passiven Mausmodelle von EBA wurden zweimal durchgeführt. Jedes Experiment enthielt 

zwei Gruppen; eine Kontrollgruppe und eine mit Vildagliptin-behandelte Gruppe. Davon 

bestandjede Gruppe aus 5 Mäusen. Der jeweilige Mausversuch wurde insgesamt 15 Tage 

durchgeführt und die klinische Bewertung der Erkrankungsschwere wurde an den Tagen 0, 5, 

7, 10 und 13 durchgeführt (siehe Abb. 16). Die von den Mäusen entnommenen Biopsien 

wurden für Histologie und direkte Immunfluoreszenz verwendet.  

Zum Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen wurde der two-way ANOVA Test durchgeführt, 

um sowohl die zwei unterschiedlichen Gruppen als auch die klinische Bewertung jedes 

einzelnen Bewertungstags verglichen zu können.  

Die statistische Analyse der beiden Gruppen zeigt keinen statistisch signifikanten Unterschied 

zwischen der Kontrollgruppe und der mit Vildagliptin-behandelten Gruppe, basierend auf 

dem Prozentsatz der betroffenen Körperoberfläche der Mäuse (P: 0,357). Trotzdem zeigt der 

Prozentsatz der betroffenen Körperoberfläche der Mäuse einen signifikanten Unterschied 

zwischen den einzelnen Tagen der Auswertung (P < 0,001) (siehe Abb. 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Abbildung 20: Klinische Bewertung der betroffenen Körperoberfläche. Sie zeigt den klinischen 

Phänotypus von Kontrollmaus (1) und mit Vildagliptin-behandelter Maus (2) sowie die klinische 

Maus von Kontrollgruppe 
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Bewertung der EBA an den Tagen: 0, 5, 7, 10 und 13 (3). Die Daten zeigen keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den Gruppen (P: 0,357) und einen signifikanten Unterschied zwischen den 

verschiedenen Tagen von Auswertung (P < 0,001). Trotzdem weisen die Mäuse, die Vildagliptin 

eingenommen haben, die größte Rate der betroffenen Körperoberfläche auf. 

 

Es wurde auch Histologie und direkte Immunfluoreszenz für IgG-Ablagerung und die 

Ablagerung von Komplement C3 durchgeführt. Die Proben wurden von den Ohren der Mäuse 

nach Ende des Versuches entnommen. Danach wurde die jeweilige Färbung für jede Probe 

durchgeführt und die eingedeckten Schnitte wurden unter dem Mikroskop in 10facher und 

20facher Vergrößerung ausgewertet und fotografiert. (siehe Abb. 20). 

Die histopathologischen Befunde zeigen eine subepidermale Blasenbildung, sowie eine 

eosinophile und neutrophile Infiltration. Trotzdem ergab sich nach Auswertung unter dem 

Mikroskop kein signifikanter Unterschied zwischen den Mäusen, die mit Vildagliptin 

behandelt wurden, und den Mäusen der Kontrollgruppe (siehe Abb. 17).  

Die Befunde der direkten Immunfluoreszenz zeigen eine lineare Ablagerung von IgG und C3 

entlang der DEJ. Die Ablagerungen von Antikörpern und Komplement sind nicht immer linear 

und können unterschiedliche Muster wie n- oder u-Zacken Muster an der Basalmembranzone 

aufweisen. Nach der Auswertung der Schnitte unter dem Mikroskop zeigen die Ergebnisse 

von direkter Immunfluoreszenz sowohl für IgG-Ablagerung, als auch für C3 Ablagerung keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den Kontrollmäusen und den mit Vildagliptin-

behandelten Mäusen (siehe Abb. 21). 
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Abbildung 21: Befunde von Histopathologie und direkter Immunfluoreszenz für Ablagerung von IgG 

und C3. Die histopathologischen Befunde (H-E-Färbung) zeigen eine subepidermale Blasenbildung, 

sowie das Vorkommen eosinophiler und neutrophiler Infiltrate (a). Die Befunde von direkter 

Immunfluoreszenz für IgG-Ablagerung zeigen die Ablagerung von Antikörpern an der 

Basalmembranzone (b) und die Befunde von direkter Immunfluoreszenz für C3 zeigen eine lineare 

Ablagerung von C3 an der Basalmembranzone (c).  Es ergab sich kein Unterschied zwischen den 

verschiedenen Gruppen von Mäusen. Die Pfeile markieren den dermo-epidermalen Spalt. 

(Vergrößerung a, b, c: 10fach). 
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4.	Diskussion	
 
Dipeptidylpeptidase-IV Inhibitoren stellen eine Wirkstoffklasse unter den Antidiabetika dar, 

die für die Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt werden. Die Substanzen der DPP-

IV Inhibitoren wirken durch das Enzym Dipeptidylpeptidase-IV, welches den Abbau des 

Hormons Glucagon-like Peptid hemmt. DPP-IV wird in Epithelzellen, Kapillarendothelzellen 

und Lymphozyten exprimiert. Dieses Protein ist auch mit vielen physiologischen Funktionen 

assoziiert, welche die enzymatische Aktivität der Inkretin-Degradierung und des 

Immunsystemes beinhalten. Es spielt auch eine wichtige Rolle bei der Zelladhäsion und 

Hemmung von Krebswachstum (Filippatos et al. 2014). Die Expression des DPP-IV Proteins ist 

bei verschiedenen Hauterkrankungen erhöht, einschließlich T-Zell-Lymphomen, Psoriasis, 

Lichen planus und atopischer Dermatitis (Tasanen et al. 2019). 

Eine Reihe von publizierten Fallberichten und Registerstudien zeigen, dass DPP-IV Inhibitoren 

ein bullöses Pemphigoid auslösen können. Die Patienten dieser Fallberichte zeigten keinerlei 

Autoimmun-, neoplastische- oder Infektions-Vorerkrankungen; die Latenzzeit zwischen der 

Therapie mit Gliptinen und der BP-Diagnose lag zwischen 1 und 53 Monaten. Bemerkenswert 

ist, dass eine komplette Remission in den meisten Patienten nach dem Absetzen der DPP-IV 

Inhibitoren beobachtet wurde. 

Die bullösen Pemphigoide gehören zu der Familie der blasenbildenden 

Autoimmunerkrankungen. Ausschlaggebend für die Entstehung dieser Erkrankungen sind 

Autoantikörper gegen Proteine der Hemidesmosomen. Nach der Bindung der Autoantikörper 

an dem jeweiligen Strukturprotein kommt es zur Zusammensetzung von Immunkomplexen, 

was zu einem proinflammatorischen Zustand in der Haut führt. Anschließend kommt es zur 

Rekrutierung und Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und zur Sekretion von 

proteolytischen Enzymen und ROS. Diese Sequenz ist für die Schädigung der DEJ 

verantwortlich, und histologisch ist eine subepidermale Spaltbildung sichtbar (Chiriac et al. 

2007). 

In dieser Arbeit untersuchten wir die Wirkung des DPP-IV Hemmers Vildagliptin, auf die 

Effektorphase der Pemphigoid-Erkrankungen mittels eines Mausmodels und mittels einer 

Serie von In-vitro-Versuchen mit humanen Neutrophilen, einer der zentralen Effektorzellen 

in der Pathogenese der Pemphigoid-Erkrankungen. Als alternativer Wirkstoff der DPP-IV 

Inhibitoren bei ROS Release wurde auch Sitagliptin untersucht. 
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4.1.	Das	Gefrierschnittmodell	
 
Die Ergebnisse der Gefrierschnittmodelle ergeben keine signifikant erhöhte Spaltbildung 

sowohl zwischen den Proben der Positivkontrolle (P: 0,837), als auch zwischen der 

Negativkontrolle (P: 0,059). Zurückkommend auf die Art und Weise, mit denen das 

Gefrierschnittmodell durchgeführt wird, können wir feststellen, dass eine entscheidende 

Rolle für die Spaltbildung zwischen Epidermis und Dermis, außer den Antikörpern von BP-

Patienten (BP 180 und BP230), auch die neutrophilen Granulozyten und der Einfluss der 

Hemmung von DPP-IV-Enzym auf diese Zelle spielen. Die Inkubation der Gefrierschnitte mit 

Neutrophilen führt zur Spaltbildung zwischen Epidermis und Dermis durch die Verbindung mit 

der NC16A-Domäne von BP 180 (Sitaru et al. 2002).  

Herlihy et al. haben die Wirkung des DPP-IV-Enzyms auf die Neutrophilen erforscht. Das 

Enzym DPP-IV hat die Fähigkeit, die Akkumulation von humanen Neutrophilen zu vermindern. 

Aber die Inhibitoren, die die Wirkung von DPP-IV blockieren, rufen keine Verringerung der 

Rekrutierung von Neutrophilen hervor (Herlihy et al. 2013). Im Detail haben Herlihy et al. die 

Wirkung von den Enzymen Diprotin A und DPPI 1c-Hydrochloride auf die Neutrophilen 

erforscht, die die Funktion des DPP-IV hemmen (Herlihy et al. 2013, Wright et al. 2006, 

Rahfeld et al. 1991). Ihre Ergebnisse zeigten, dass die Hemmer des DPP-IV keine Abstoßung, 

aber auch keine Attraktion von menschlichen Neutrophilen auslösen konnten. Als einer der 

Inhibitoren mit DPP-IV hinzugefügt wurde, war das Zurückstoßen von Neutrophilen im 

Vergleich zu dem DPP-IV-Enzym allein deutlich reduziert (Herlihy et al. 2013). Dies deutet 

darauf hin, dass die DPP-IV Inhibitoren die Fähigkeit von DPP-IV blockieren, um die Abstoßung 

von Neutrophilen zu induzieren.  Jedoch hat die Kristall Struktur des menschlichen DPP-IV in 

einem Komplex mit Diprotin A keinen signifikanten Strukturunterschied im Vergleich zu dem 

DPP-IV allein (Herlihy et al. 2013, Hiramatsu et al. 2004). Dies deutet darauf hin, dass die 

Inhibitoren die Repulsion von Neutrophilen auf andere Weise anregen, als die Hemmung der 

Fähigkeit, etwas in dem Testmedium zu spalten (Herlihy et al. 2013). Während des Versuches 

wurden die Neutrophilen in RPMI 1640 aufgestellt, was Rinderalbumin (Albumin Fraktion V 

oder BSA) oder Humanalbumin auf einer Fibronektin Oberfläche enthielt. Die einzige 

bekannte enzymatische Aktivität von DPP-IV besteht in der Spaltung von zwei Aminosäuren 

von dem N-Terminus eines Proteins, wenn sich in der zweiten Position Prolin oder Alanin 

befindet (Herlihy et al. 2013, Chen et al. 2003). Aber RPMI 1640 enthält keine Proteine, und 
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BSA als auch menschliches Albumin besitzen kein Prolin oder Alanin als zweite Aminosäure. 

Zusätzlich konnte DPP-IV nach 3 Stunden Inkubation nicht BSA oder Humanalbumin spalten, 

aber auch konditionierte Medien aus Neutrophilen wurden mit Puffer allein inkubiert und 

konnten keine Anziehung oder Abstoßung von Neutrophilen verursachen. Außerdem ist eine 

Kontamination von der Präparation der Neutrophilen nicht für die Abstoßung von 

Neutrophilen verantwortlich (Herlihy et al. 2013). Konditionierte Medien, die mit DPP-IV und 

Neutrophilen inkubiert wurden, verursachen eine Abstoßung der Neutrophilen. Nach der 

gleichzeitigen Inkubation dieser Lösung mit einem DPP-IV Hemmer wird diese Funktion 

blockiert. Das deutet daraufhin, dass die abstoßende Aktivität der Neutrophilen in den 

konditionierten Medien, insbesondere auf die Anwesenheit der DPPIV-Aktivität beruht 

(Herlihy et al. 2013). 

Nach Herlihy et al. wurden auch DPP-IV-Knockout-Mäuse generiert. Herlihy et al. 2013, 

Marguet et al. 2000). Diese Versuchstiere hatten normale Blutspiegel der meisten 

Leukozyten, einschließlich Neutrophilen, obwohl die arthritischen Gelenke abnormal hohe 

Konzentrationen von Neutrophilen enthielten (Herlihy et al. 2013, Christopherson et al. 2003, 

Kidd et al. 2011, Wright et al. 2010). DPP-IV-Knockout-Mäuse zeigten eine erhöhte 

Ausprägung in der experimentell induzierten Arthritis mit einem zweifachen Anstieg in der 

Anzahl der Zellen innerhalb der Gelenke (Herlihy et al. 2013, Busso et al. 2005). In einer 

nachfolgend publizierten Studie haben sich Herlihy et al. auf die Rolle des löslichen DPP-IV-

Enzyms fokussiert, um in einem Mausmodell die Arthritis-Entzündung zu reduzieren (Herlihy 

et al. 2015). DBA/1-Mäuse wurden mit Typ II Kollagen immunisiert und haben infolgedessen 

eine Kollagen-induzierte Arthritis entwickelt. Am Tag 25 nach der Immunisierung wurde 

rekombinantes humanes DPP-IV (rhDPP-IV) oder PBS intraartikulär injiziert und die Arthritis-

Ausprägung 3-mal pro Woche evaluiert. Die Ergebnisse zeigen, dass die Injektion von rhDPP-

IV den mittleren Score der Schwere der Arthritis bei Mäusen mit Kollagen-induzierter Arthritis 

reduziert. DPP-IV Behandlung kann sowohl das gesamte Ausmaß der Entzündung als auch die 

Schäden rund um die Gelenke und das periartikuläre Gewebe reduzieren und auch die 

Infiltration von Neutrophilen und Makrophagen verringern. Auf der anderen Seite wurden 

erniedrigte Spiegel von DPP-IV in der synovialen Flüssigkeit und synovialen Membran von 

Patienten mit rheumatoider Arthritis beobachtet; deswegen korreliert die geringere Menge 

von DPP-IV mit einer erhöhten Inzidenz und Schwere der Arthritis (Herlihy et al. 2015, Busso 

et al. 2005, Kamori et al. 1991, Gotoh et al. 1989). Geringe Menge von DPP-IV korrelieren auch 
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mit erhöhter Entzündung in den Gelenken von Patienten mit rheumatoider Arthritis (Kamori 

et al. 1991). Die erhöhte Entzündung, die bei den DPP-IV-defizienten Situationen beobachtet 

wurde, konnte aber nicht der direkten Wirkung der DPP-IV Inhibitoren auf die Neutrophilen 

zugeschrieben werden. Ursächlich für diese Inflammation könnte die Präsenz von 

Chemokinen sein. (Herlihy et al. 2013, Yazbeck et al. 2009). 

Die Ergebnisse von Herlihy et al. sind mit unseren Ergebnissen vom Gefrierschnittmodell 

vergleichbar. Wir haben ebenfalls die Neutrophilen mit Vildagliptin inkubiert und konnten 

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Versuchsgruppen beobachten. Dies könnte 

dadurch erklärt werden, dass die Inhibitoren des DPP-IV keine Abstoßung oder Attraktion von 

menschlichen Neutrophilen verursachen können, trotz der Fähigkeit des DPP-IV-Enzyms, die 

Akkumulation von humanen Neutrophilen zu vermindern. Obwohl eine erhöhte 

Entzündungsreaktion bei Patienten mit rheumatoider Arthritis beobachtet wurde, bei denen 

der Prozentsatz des intraartikulären DPP-IV verringert war, wird dennoch diese Situation 

möglicherweise der Wirkung von verschiedenen Chemokinen zugeschrieben. Diese 

Chemokine könnten auch zu erhöhter Spaltbildung führen. Auf der anderen Seite setzen 

neutrophile ROS verschiedene proteolytische Enzyme wie Kollagenase, Elastase und Matrix-

Metalloproteinase 9 (MMP 9) frei, die unentbehrlich für die Spaltbildung sind. Es gibt einige 

publizierte Studien, die sich auf den Einfluss der DPP-IV Inhibitoren auf die MMP 9 beziehen. 

Gemäß diesen Studien können die DPP-IV Inhibitoren die Produktion von MMP 9 reduzieren, 

jedoch ist die Pathogenese dieser Situation noch unbekannt (Moraes et al. 2015, Lu et al. 

2016, Lu et al. 2015). Eine Reduktion der Produktion von MMP 9 in der Kombination mit der 

geringeren Freisetzung der ROS von unseren Versuchen könnte zur Reduktion der 

Spaltbildung führen. Da die Ergebnisse statistisch nicht signifikant sind, können wir keine 

definitive Aussage machen.  
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4.2.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	auf	das	Überleben	der	Zellen	
 
Die Ergebnisse nach 3 Stunden PMNs-Stimulation zeigten keinen signifikanten Unterschied 

zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (ohne Vildagliptin und mit Vildagliptin in 

Konzentrationen von 1 μM und 10 μM) (P: 0.983); ebenso zeigten die Ergebnisse nach 24 

Stunden PMNs-Stimulation auch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Signalen der 

Positiv- und der Negativkontrolle (P: 0.805). Da die Zahl der Zellen zwischen den Gruppen 

ohne Vildagliptin und mit Vildagliptin in 1 μM und 10 μM keinen signifikanten Unterschied 

gezeigt hat, ergab sich, dass die DPP-IV Inhibitoren in den verwendeten Konzentrationen 

keinen schädlichen Effekt für die Zellen aufweisen. Reinhold et al. haben die Effekte von DPP-

IV Inhibitoren auf das Überleben der PBMC getestet (Reinhold et al. 1997). PBMC wurden von 

Blut gesunder Spender gewonnen und mit Heparin antikoaguliert. Die Zellen (105 Zellen / 100 

μl) wurden bei CG Medium mit PWM (2 μg / ml) und bei verschiedenen Konzentrationen (0 

μΜ, 2 μΜ, 4 μΜ, 6 μΜ und 10 μM) der synthetischen reversiblen Inhibitoren der DPP-IV 

(Lys[Z(NO2)] -thiazolidide, Lys[Z(N02)] -piperidide, und Lys[Z(NO2)] -pyrrolidide) simuliert. 

Anschließend wurde das Überleben der Zellen mithilfe des MTT Testes ausgewertet. 5 mg von 

dem Tetrazoliumsalz MTT wurde im 1 ml CG Medium gelöst. 25 ml von dieser Stammlösung 

wurden mit 100 μl von der Zellkultur vermischt und die Platte wurde bei 37° C für 4 Stunden 

inkubiert. Danach wurde die Platte bei 600 g für 10 Minuten zentrifugiert, das Medium wurde 

verworfen und jedes Well wurde mit 100 μl angesäuert Isopropylalkohol / 

Dimethylformamid-Lösung ausgefüllt. Anschließend wurde die Konzentration des Formazan 

mithilfe des ELISA gemessen. Die Ergebnisse zeigten keine Schwächung des MTT, verursacht 

von der Wirkung der DPP-IV Inhibitoren. Das deutet darauf hin, dass die DPP-IV Inhibitoren in 

Konzentrationen von 1 μM bis 10 μM keine schädliche Wirkung auf die Zellen hervorrufen 

(Reinhold et al. 1997).  
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4.3.	Effekte	von	DPP-IV	Inhibitoren	auf	die	Bildung	von	ROS,	ELISA	und	
mittels	quantitative	PCR	

 
Die Testung der DPP-IV Inhibitoren mithilfe des ROS Release erfolgte mit zwei verschiedenen 

DPP-IV Inhibitoren. Die DPP-IV Inhibitoren, die verwendet wurden, waren Vildagliptin und 

Sitagliptin. Sitagliptin wurde als ein alternatives Medikament von der Familie der DPP-IV 

Inhibitoren ausgewählt, um die Ergebnisse der DPP-IV Inhibitoren auf ROS zu verstärken. Bei 

beiden Wirkstoffen zeigten sich eine signifikante absteigende Freisetzung von ROS Release, 

die abhängig von der Konzentration der Inhibitoren war. Die Werte des ROS unterschieden 

sich zwischen Vildagliptin und Sitagliptin. Dies könnte entweder auf den metabolischen 

Zustand der neutrophilen Granulozyten und folglich der Sekretion von ROS, oder auf die 

Wirkung von DPP-IV Inhibitoren bei den neutrophilen Granulozyten zurückgeführt werden, 

da die beiden Inhibitoren eine unterschiedliche Halbwertzeit haben (Die Halbwertzeit von 

Sitagliptin beträgt 8 bis 14 Stunden, während von Vildgliptin zwischen 1,5 bis 4,5 Stunden 

liegt) (Filippatos et al. 2014). 

Die Ergebnisse von ELISA nach 3 Stunden Stimulation zeigten eine hemmende Wirkung in der 

Freisetzung von IL8 in den Proben, die mit Vildagliptin inkubiert wurden und diese Wirkung 

war von der Konzentration des Vildagliptins abhängig. Zwischen den Signalen der einzelnen 

Gruppe ergab sich ein signifikanter Unterschied (P < 0,001); kein signifikanter Unterschied 

bestand zwischen der jeweiligen Gruppe, die mit Immunkomplexen inkubiert wurde, und der 

jeweiligen Gruppe ohne Immunkomplexe. Die Ergebnisse nach 24 Stunden Stimulation 

zeigten jedoch einen signifikanten Unterschied (P < 0,001) zwischen den Signalen der 

einzelnen Gruppen. Außerdem zeigten sie einen signifikanten Unterschied zwischen 

Kontrollgruppe und der Gruppe, die mit Vildagliptin in Konzentration 1 μM behandelt wurde 

(P: 0,026) sowie zwischen Kontrollgruppe und der Gruppe mit Vildagliptin 10 μM (P: 0,001).  

Die Daten von IL8 mittels quantitativer PCR nach 3 Stunden Stimulation zeigten einen 

signifikanten Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P: 0,046). Zwischen 

der jeweiligen Gruppe, die mit Immunkomplexen inkubiert wurde und der jeweiligen Gruppe 

ohne Immunkomplexe, ergab sich hingegen kein signifikanter Unterschied. Aus den 

Ergebnissen geht hervor, dass Vildagliptin eine hemmende Wirkung auf die IL8-Expression 

von PMNs verursachen konnte, die von der Dosierung des Vildagliptins abhängig war. Die 

Ergebnisse nach 24 Stunden Stimulation zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen 

den Signalen der Gruppen (P: 0,927), jedoch zeigte die mit Vildagliptin-behandelte Gruppen 
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auch eine geringere Expression von IL8. Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen der 

ELISA für IL8 überein und zeigen eine Hemmung in der Expression von IL8, abhängig von der 

Dosierung des Vildagliptins.  

Die Ergebnisse von ELISA IL6 nach 3 Stunden Stimulation zeigten einen signifikanten 

Unterschied zwischen den Signalen der einzelnen Gruppen (P < 0,001). Die verschiedenen 

Gruppen wurden auch verglichen. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen 

der jeweiligen Gruppe, die mit Immunkomplexen inkubiert wurde, und der jeweiligen Gruppe 

ohne Immunkomplexe. Trotzdem ist die Tendenz der Proben eindeutig, da die Proben, die 

mit Vildagliptin inkubiert wurden, niedrigere Mengen von IL6 produziert haben. Die 

Ergebnisse nach 24 Stunden Stimulation zeigten auch eine hemmende Wirkung bei den 

Proben, die mit Vildagliptin inkubiert wurden; und der Unterschied zwischen den Signalen der 

einzelnen Gruppen war statistisch signifikant (P < 0,001). Es ist bemerkenswert, dass sich 

zwischen der Kontrollgruppe und der mit Vildagliptin 10 μM-behandelten Gruppe (beide 

wurden mit Immunkomplexe stimuliert) ein signifikanter Unterschied (P: 0,01) ergab. Je 

höher die Dosis des Vildagliptins war, desto niedriger war die Produktion von IL6, folglich ist 

diese inhibitorische Wirkung des Vildagliptins auf die PMNS von der Dosierung des 

Wirkstoffes abhängig. 

Kröller-Schön et al. haben schon den Einfluss der DPP-IV Inhibitoren auf die Freisetzung von 

ROS bei einem Rattenmodell beschrieben (Kröller-Schön et al. 2012). Sie haben männliche 

Wistar-Ratten (400 g; 4 Monate) verwendet, die i.p. mit 10 mg / kg LPS für 24 Stunden injiziert 

wurden, um einen septischen Schock zu induzieren. Die Versuchstiere wurden p.o. mit dem 

DPP-IV Hemmer Linagliptin behandelt und 7 Tage nach der Therapie mit Linagliptin und 24 

Stunden nach der LPS-Injektion getötet. Danach wurden in vitro die Effekte von Sepsis mit der 

gleichzeitigen Therapie mit Linagliptin evaluiert. Ihre Ergebnisse zeigten eine 

antiinflammatorische und antioxidative Wirkung bei den Versuchstieren, die eine durch 

Linagliptin induzierte Sepsis entwickelten. Eine der verwendeten Methoden stellte die 

Auswertung der Freisetzung von ROS bei den Leukozyten dar, die aus dem Blut der Ratten 

isoliert wurden. Die Ergebnisse zeigten eine reduzierte Freisetzung von ROS bei den 

Versuchstieren, die mit Linagliptin behandelt wurden. Außerdem haben Kröller-Schön et al.  

die Wirkung von verschiedenen DPP-IV Inhibitoren bei der Freisetzung von ROS in 

Neutrophilen getestet, die aus humanem Blut isoliert wurden. Die getesteten Wirkstoffe 

waren sowohl Linagliptin, Alogliptin und Saxagliptin als auch Vildagliptin und Sitagliptin. Fast 
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alle Medikamente haben eine Reduktion der Bildung von ROS ausgelöst, aber der größte 

Effekt ist bei Linagliptin, Sitagliptin und Viladgliptin aufgetreten (Kröller-Schön et al. 2012).  

Lu et al. haben auch die Produktion von ROS bei U937 Zellen durch DPP-IV Inhibitoren 

gemessen (Lu et al. 2015). Die U937 Zellen gehören zu der Zelllinie der Monozyten und 

wurden für 1 Stunde mit GLP-1 behandelt. GLP-1 stellt ein Inkretin-Hormon dar, welches nach 

der Hemmung von DPP-IV einen erhöhten Blutspiegel zeigt und mit der antidiabetischen 

Wirkung der DPP-IV Hemmer verbunden ist. Die Zellen wurden nach der GLP-1-Inkubation 

mit Ang II (1 μM) für 24 Stunden stimuliert. Danach wurde die zelluläre Fähigkeit der 

Produktion von ROS durch DCF-Fluoreszenz gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dass Ang II-

behandelte U937 Zellen eine starke ROS-Produktion im Vergleich mit Kontrollzellen 

aufweisen. Dennoch wurde diese erhöhte Wirkung verringert, wenn die Zellen mit 

verschiedenen Dosen von GLP-1 inkubiert wurden. Diese Ergebnisse zeigten, dass die 

Inkubation mit GLP-1 der stimulierten Monozyten die Produktion der ROS herunterstufen 

konnte (Lu et al. 2015). 

Unsere Ergebnisse, die auch eine verringerte Freisetzung von ROS durch den DPP-IV 

Inhibitoren Vildagliptin und Sitagliptin ergaben, stehen im Einklang mit den zuvor 

veröffentlichten Ergebnissen von den DPP-IV Inhibitoren und den GLP-1 Analogen. Die 

Produktion von ROS ist sehr eng mit der mitochondrialen Funktion und dem oxidativen 

Zustand der Zellen verbunden (Turrens 2003). Der Pathomechanismus der geringeren 

Freisetzung von ROS liegt eventuell an der Fähigkeit von DPP-IV Inhibitoren, die GLP-1 im 

Blutspiegel zu erhöhen. Insulinresistenz und mitochondriale Dysfunktion sind beide 

Merkmale des Diabetes mellitus Typ 2. Die mitochondriale Dysfunktion führt zu einer 

Beeinträchtigung der Insulin Empfindlichkeit durch eine geringere Aktivität der AMP-

aktivierte Proteinkinase (AMPK), welches ein sehr wichtiger zellulärer Regler ist. Sehr 

interessant ist es, dass GLP-1 die Aktivierung von AMPK stimuliert, was zu einer verringerten 

Produktion von ROS führt (Korneliues et al. 2015). Zusätzlich wurde auch eine AMPK-

Aktivierung vorgeschlagen, um die Insulinempfindlichkeit von GLP-1-Agonisten zu verbessern. 

Weiterhin ist bekannt, dass Linagliptin die Funktion der Mitochondrien schützt und die 

intrazelluläre Akkumulation von ROS unterdrückt, die von den Insulin Signalwegen abhängt. 

Der DPP-IV Inhibitor Linagliptin kann die AMPK-Aktivierung auslösen, die zur Erhöhung der 

Produktion von Sirt1 und anschließend zur Auslösung von Superoxid-Dismutase (SOD) führt 

(Korneliues et al. 2015, Kitada et al. 2013, Balteau et al. 2014, Tanno et al. 2010). SOD ist ein 
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Antioxidansfaktor, der die mitochondriale Funktion verbessern und die Zellen vor der 

Freisetzung von ROS schützen kann (Turrens 2003). 

Diese Ergebnisse zeigten, dass Vildagliptin in den verwendeten Konzentrationen eine 

hemmende Wirkung bei der Freisetzung von IL8 und IL6 aus der PMNs hervorrufen können 

und diese Hemmung von der Konzentration der DPP-IV Inhibitoren abhängig war. Diese 

Hemmung kann nicht aus einer möglichen schädlichen Wirkung der DPP-IV Inhibitoren bei 

der PMNs erklärt werden, da die Zellmenge nach 3 Stunden und 24 Stunden Stimulation 

zwischen Kontrollgruppe und der mit Vildagliptin behandelten Gruppen keinen signifikanten 

Unterschied gezeigt hat. Nach Stulc und Sedo spielen DPP-IV Inhibitoren eine entscheidende 

Rolle in der Pathogenese verschiedener entzündlicher Erkrankungen durch den 

proteolytischen Abbau von zahlreichen Chemokinen, Zytokinen und Neuropeptiden (Stulc 

and Sedo 2010).  

Imai et al. haben die Konzentration von IL8 bei Patienten gemessen, die für 3 Monate mit 

einer Kombination von Sitagliptin und Mitglitol für die Therapie der Diabetes mellitus Typ 2 

behandelt wurden (Imai et al. 2014). Mitglitol wirkt durch die Hemmung des Enzyms α-

Glucosidase im Darm. Dadurch wird der Abbau von Polysacchariden in Einfachzucker in 

Abhängigkeit von der Dosis des Medikamentes verzögert und der Blutzucker steigt nach einer 

Mahlzeit nicht so schnell an. Sie haben das IL8 im Plasma von 32 Patienten gemessen und die 

Ergebnisse zeigten eine Reduktion von IL8 nach 3 Monaten durch diese kombinierte 

Behandlung (Imai et al. 2014). 

Nach Arndt et al. hemmen die DPP-IV Inhibitoren auch die DNA-Synthese und die Produktion 

von Proteinen und unterschiedlichen Zytokinen. In dieser Studie wurde nachgewiesen, dass 

mithilfe PBMC-Stimulation vom Blut gesunder Spender geringere Produktion von IL2 und IL12 

und niedrige mRNA-Expression beobachtet wurde. Diese Hemmung war auch von der 

Dosierung der DPP-IV Inhibitoren abhängig; dies lag an der Zellzyklusarrest in G1-Phase des 

Zellzyklus aufgrund der verbesserten TGF-beta-1-Expression, die von der Hemmung des DPP-

IV verursacht wurde (Arndt et al. 2000). Aufgrund des Zellzyklusarrestes in der G1-Phase 

könnte auch die geringere Produktion von IL8 aus den PMNs, die mit Vildagliptin inkubiert 

wurden, erklären werden.  

Makdissi et al. haben die Effekte der IL-6 Produktion im Plasma von Typ 2 Diabetiken unter 

Sitagliptin beschrieben (Makdissi et al. 2012). Die Blutentnahmen wurden vor der Therapie 

mit Sitagliptin und 2, 4, 8 und 12 Wochen nach der Therapie mit Sitagliptin durchgeführt. Von 
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insgesamt 22 Patienten wurden 12 mit 100 mg Sitagliptin behandelt und die anderen (10) 

wurden als Kontrollgruppe hinzugezogen. Die Freisetzung von IL6 wurde danach durch ELISA 

gemessen. Zu dem Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen wurde der two-way ANOVA Test 

durchgeführt; die Ergebnisse ergaben eine Reduktion in der Produktion von IL6 bei den mit 

Sitagliptin-behandelten Patienten, die zwischen den beiden Gruppen nach der 4. Woche 

statistisch signifikant (P < 0,05) war. Diese Wirkung ist ohne Gewichtsverlust aufgetreten und 

somit unabhängig von der Wirkung des Sitagliptins auf das Körpergewicht (Makdissi et al. 

2012).  

Zusätzlich haben Zeng et al. die Produktion von IL6 bei Apolipoprotein E-Knockout-Mäusen 

mit C57BL / 6 Hintergrund getestet, um die Entzündung in den Aorta-Geweben zu 

untersuchen (Zeng et al. 2014). Die Versuchstiere waren 24 männliche Mäuse im Alter von 8 

Wochen und wurden zufällig in zwei Gruppen eingeteilt. Der Kontrollgruppe wurde eine 

fettreiche Diät mit einem Gehalt von 21,8% Fett, 42% Energie und 1,25% Cholesterin für 16 

Wochen angeboten, während die Versuchsgruppe eine fettreiche Diät gemischt mit 

Sitagliptin in einer Endkonzentration von 0,3% (entsprechend 200 mg / kg / Tag) zur gleichen 

Zeit erhielt. Die Ergebnisse zeigten, dass keine signifikanten Unterschiede im Körpergewicht, 

der Nahrungsaufnahme oder dem Blutzuckerspiegel zwischen den beiden Gruppen während 

der Zeit des Experiments beobachtet wurden. Total RNA wurde aus den Aorta-Gewebender 

Mäuse extrahiert und für die Analyse des IL6 mithilfe der PCR verwendet. Sitagliptin konnte 

die Expression von IL-6 signifikant (P: 0,033) reduzieren und die Entzündung im Aorta-Gewebe 

hemmen. Ein weiteres wichtiges Ergebnis dieser Studie war, dass Sitagliptin den AMPK-

Signalweg aktivieren und die MAPK-Signalisierung durch die Phosphorylierung von AMPK 

inhibieren konnte. Auf der anderen Seite wurde die Phosphorylierung von p38 und ERK1 / 2-

Reduktions MAPK in der Aorta reduziert. Außerdem verringerte Sitagliptin das serumlösliche 

VCAM-1 und P-Selektin, welches eine wichtige Rolle bei der Regulierung der Bindung von 

Leukozyten mit Endothelzellen als erster Schritt bei der Entwicklung von Atherosklerose spielt 

und auch die Expression von IL-6 reduzieren kann (Zeng et al. 2014). Diese Ergebnisse stehen 

mit unseren Ergebnissen in Einklang.  

2015 haben Hirakawa et al. die Expression von IL6, IL2, IL1-β und TNF-a von Herzzellen aus 

Mäusen, die vorher mit Linagliptin p.o. behandelt wurden, mittels RT-PCR beschrieben 

(Hirakawa et al. 2015). Die quantitative PCR-Analyse zeigte, dass die mRNA-Expression von IL-

6, IL-2, IL-1β und TNF-α in der mit Linagliptin behandelten Gruppe signifikant niedriger als in 
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der unbehandelten Gruppe war. Außerdem tendierte Linagliptin dazu, die mRNA-Spiegel von 

Alpha-1-Typ-I-Kollagen und Fibronektin im Vergleich zur Kontrolle-Gruppe zu reduzieren 

(Hirakawa et al. 2015). T-Helfer-1 (Th1) -Zytokine (z. B. IL-2 und TNF-α) sind an der Progression 

von autoimmuner Myokarditis beteiligt. Insbesondere hat TNF-α eine wichtige Rolle bei der 

Pathogenese einer autoimmunen Myokarditis. Die Blockade von TNF-α verbesserte den 

Entzündungsprozess bei experimentellen-autoimmunen Myokarditis –Mäusen (Hirakawa et 

al. 2015). Liu et al. zeigten, dass TNF- α eine kritische Rolle beim Abbau myokardialer, 

extrazellulärer Matrixkomponenten durch Hochregulierung von Matrixmetalloproteinasen 

spielen könnte (Liu et al. 2012). Die Myokardfibrose war bei transgenen Mäusen mit kardialer 

Überexpression von TNF-α deutlich erhöht (Sivasubramanian et al. 2001). Hirakawa et al. 

haben auch gezeigt, dass die Verabreichung von Linagliptin die Fibrose effektiv unterdrücken 

und IL-1β und IL-6 in EAM-Mäusen reduzieren kann (Hirakawa et al. 2015). Da diese Zytokine 

als kritische Faktoren bei der Beschleunigung von EAM bekannt sind, hat Linagliptin die 

Fähigkeit, eine autoimmune Myokarditis-Entwicklung zu unterdrücken (Eriksson et al. 2003, 

Hirakawa et al. 2015). Darüber hinaus wurden Alpha-1-Typ-I-Kollagen und Fibronektin, die als 

pro-fibrotische Faktoren in verletzten Geweben bekannt sind, durch Linagliptin unterdrückt. 

Diese Daten deuten darauf hin, dass Linagliptin eine pleiotrope Wirkung auf Entzündung und 

Anti-Fibrose haben könnte. Neuere Studien zeigten, dass DPP-4-Inhibitoren eine hemmende 

Wirkung auf die Fibroblastenaktivität haben. Kanasaki et al. zeigte, dass Linagliptin die 

Nierenfibrose bei diabetischen Mäusen verbessern kann, ohne die Blutzuckerwerte zu 

verändern. Die therapeutischen Effekte von Linagliptin auf diabetische Nieren wurden mit der 

Suppression von profibrotischen Programmen assoziiert (Kanasaki et al. 2014). Zurzeit 

können die detaillierten Mechanismen nicht hinreichend erklärt werden, jedoch ist es 

möglich, dass Linagliptin eine neuartige pleiotrope Wirkung besitzt, die Entzündungen und 

Gewebsfibrose unterdrückt (Hirakawa et al. 2015). 

Diese Wirkung könnte auf der Fähigkeit der DPP-IV Inhibitoren beruhen, die DNA-Synthese zu 

verhindern (Arndt et al. 2000). Es wurde schon beschrieben, dass eine niedrige mRNA-

Produktion bei mit DPP-IV Inhibitoren inkubierten PBMC beobachtet wurde. Je höher die 

Dosierung der DPP-IV Inhibitoren war, desto niedriger fiel die mRNA-Produktion aus. Laut 

dieser Studie behindern die DPP-IV Inhibitoren den Zellzyklus in der G1-Phase, da die 

Hemmung des DPP-IV-Enzyms die Expression von TGF-beta-1 verstärkt. In der gleichen Weise 
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können DPP-IV Inhibitoren den Zellzyklus von PMNs in der G1-Phase anhalten und die 

Produktion von IL8 aus PMNs verringern. 
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4.4.	Die	Effekte	der	DPP-IV	Inhibitoren	bei	passivem	Mausmodell	der	EBA	
 
Beim passiven Mausmodell der EBA wurden DPP-IV Inhibitoren durch orale Verabreichung 

getestet. Die Dosierung der DPP-IV Inhibitoren war 10 mg / kg; als Wirkstoff der DPP-IV 

Inhibitoren wurde Vildagliptin verwendet. Die Effekte der DPP-IV Inhibitoren bei Mäusen 

wurden klinisch ausgewertet und die Ergebnisse mithilfe two-way ANOVA Test analysiert, um 

sowohl die Effloreszenz der unterschiedlichen Gruppen als auch die klinische Bewertung jedes 

einzelnen Bewertungstags vergleichen zu können. Trotz der signifikanten Unterschiede 

zwischen den einzelnen Tagen der Auswertung (P < 0,001) ergab sich kein signifikanter 

Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und der mit Vildagliptin-behandelten Gruppe 

basierend auf dem Prozentsatz der betroffenen Körperoberfläche der Mäuse (P: 0,357). Bei 

dem Tierversuch konnte klinisch in den mit Vildagliptin-behandelten Mäusen eine statistisch 

nicht signifikant verstärkte EBA beobachtet werden. Diese statistisch nicht signifikanten 

Ergebnisse könnten aufgrund einer geringeren Anzahl von Versuchsmäusen begründet 

werden. Eine größere Anzahl von Mäusen könnte ggf. einen signifikanten Unterschied zeigen.  

Nach Drucker und Rosen et al. und Hogen et al. übt die pharmakologische Aktivierung von 

GLP-1-Rezeptoren eine entzündungshemmende Wirkung auf Hauterkrankungen aus (Drucker 

und Rosen, 2011; Hogan et al., 2011). Basierend auf diese Studie haben Schürmann et al. die 

Wirkung der DPP-IV Hemmer Linagliptin in dem Entzündungsprozess und der Epithelisierung 

von Wunden bei diabetischen ob / ob-Mäusen untersucht (Schürmann et al. 2012). Zunächst 

haben sie die Expression von DPP-IV bei nicht verwundeter Haut von gesunden (C57BL / 6J) 

sowie diabetischen (C57BL / 6J-ob / ob) Tieren untersucht. Sie führten eine 

immunhistochemische Färbung gegen DPP-IV-Protein in Hautgewebeschnitten durch, indem 

sie einen DPP-4-spezifischen Antikörper verwendeten. Es wurde gezeigt, dass DPP-IV von den 

epidermalen Keratinozyten und den dermalen Fibroblasten in gesunder Haut exprimiert 

wurde. Nach der Verletzung der Haut war die DPP-IV-Proteinexpression in gesunden Mäusen 

am ersten Tag hoch, aber am Tag 3 und 5 nach der Verletzung deutlich niedriger. Es ist 

bemerkenswert, dass die erhöhte Menge von DPP-IV am ersten Tag der Wunde gesunder 

Mäuse darauf hindeutet, dass die nachfolgende niedrige Menge von DPP-IV während des 

akuten Wund-Prozesses nicht einfach durch Gewebeverlust verursacht wurde. DPP-IV-

Protein erschien wieder, wenn die Wundheilung über die akute und entzündliche Phase 

hinausging. Im Gegensatz war die DPP-IV-Expression in diabetischen ob / ob-Mäusen am 
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ersten bis fünften Tag nach der Verletzung der Haut nicht nachweisbar, trat jedoch ab Tag 7 

nach Verletzung auf. Dieses Muster der DPP-IV-Expression zeigt, dass die 

Heilungsbedingungen bei gesunden und diabetischen ob / ob-Mäusen am 7. Tag nach der 

Verletzung unterschiedlich waren, obwohl das beobachtete Muster der DPP-IV-Expression 

am Tag 7 ähnlich war (Schürmann et al. 2012). Anschließend wurde der 

Epithelisierungsprozess durch die Hemmung von DPP-IV mittels Linagliptin untersucht. Die 

Hemmung der DPP-IV-Aktivität durch Linagliptin verbesserte den Prozess der Epithelisierung 

in Wunden bei ob / ob-Mäusen. Es wurde gezeigt, dass die Wundränder im Vergleich zu den 

Kontrollmäusen bei histologischer Beurteilung verringert waren. Es wurde auch gezeigt, dass 

mit Linagliptin behandelte ob / ob-Mäuse eine Verringerung der nicht-epithelisierten 

Wundflächen oder eine vollständige epitheliale Bedeckung der Verletzung aufwiesen. 

Schürmann et al. haben auch die Expression von α-SMA als Marker für die Differenzierung 

von Myofibroblasten bewertet. Die mit Linagliptin behandelten Mäuse zeigten am Tag 10 des 

Heilungsprozesses eine verstärkte Präsenz von Myofibroblasten im gesamten 

regenerierenden Gewebe (Schürmann et al. 2012). Um weiter die Anzahl der Immunzellen im 

Wundgewebe zu bestimmen, verwendeten Schürmann et al. die Expression verschiedener 

zellulärer Marker, die auf polymorphkernige Neutrophile (PMN) oder Makrophagen 

beschränkt waren. Die Oberflächenmarker Ly6-G / Gr-1 (für PMN) (Daley et al., 2008) und F4 

/ 80 (für Makrophagen) (Austyn und Gordon, 1981) repräsentieren exprimierte 

Oberflächenantigene, die spezifisch für die oben genannten Arten von Immunzellen sind. 

Diese Marker ermöglichen die biochemische Quantifizierung der jeweiligen Zellzahlen in der 

Wunde (Wetzler et al., 2000; Goren et al., 2003, 2009a; Seitz et al., 2010). Die Wunden von 

Kontroll ob / ob-Mäusen zeigten eine hohe Anzahl von PMN. Auf der anderen Seite wiesen 

die Wunden bei mit Linagliptin-behandelten ob / ob-Mäusen eine viel geringere PMN-

Infiltration auf. Immunoblots von Wundlysaten gegen PMN-spezifisches Gr-1-Protein 

bestätigten die beobachtete Reduktion von PMN in Wunden nach Linagliptin-Behandlung. Im 

Gegensatz zu den PMN-Daten zeigten sich histologisch und immunologisch eine gleiche 

Anzahl von Makrophagen in Wunden von Kontrolle und Linagliptin-behandelten Mäusen.  

Schürmann et al. haben auch gezeigt, dass Linagliptin eine Herunterregulierung der 

Proteinexpression von Cox-2 und MIP-2 induzierte (Schürmann et al. 2012). Cox-2 und MIP-2 

werden bei Verletzung schnell induziert und dienen als molekulare Marker für akute 

Wundentzündungen. Diese Marker sind keine direkten Ziele der Linagliptin-Wirkung, sondern 
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zeigen chronisch beeinträchtigte Wundzustände an. Eine anhaltend erhöhte Expression 

dieser entzündungsfördernden Moleküle (Goren et al., 2003; Seitz et al., 2010) wurde bei 

diabetischen Hautwunden von ob / ob-Mäusen beobachtet. Die Herunterregulierung von 

Cox-2 und MIP-2 durch Linagliptin in Gegenwart von unveränderten Spiegeln der jeweiligen 

mRNA-Spezies deutet auf einen posttranskriptionellen Effekt auf die Cox-2- und MIP-2-

Genexpression hin. Die durch Linagliptin induzierte Abnahme der Cox-2- und MIP-2-

Expression kann für den Verlust von PMN-Infiltrat verantwortlich sein, der bei der Behandlung 

mit Linagliptin beobachtet wird (Schürmann et al. 2012). 

Im Vergleich zu unserer Studie, in welcher Vildagliptin als DPP-IV Inhibitor verwendet wurde, 

haben Schürmann et al. den DPP-IV Inhibitor Linagliptin getestet. Beide Medikamente wirken 

durch das Enzym Dipeptidylpeptidase-IV, welches den Abbau des Hormons Glucagon hemmt. 

Außerdem haben Schürmann et al. gesunde (C57BL / 6J) sowie diabetische (C57BL / 6J-ob / 

ob) Tiere untersucht. Die Mäuse, die bei uns untersucht wurden, waren gesunde C57BL / 6J 

Mäuse, die mit isolierten spezifischen mcol7c IgG von Kaninchen immunisiert wurden. Daher 

haben alle Mäuse EBA entwickelt; die Ηälfte davon würde mit Vildagliptin behandelt während 

die andere Hälfte PBS als Kontrolle erhielten. Die Mäuse, die bei uns getestet wurden, waren 

keine diabetischen C57BL / 6J-ob / ob Mäuse. Die DPP-IV Inhibitoren sind Medikamente für 

Patienten mit Diabetes mellitus; Patienten, die BP durch DPP-IV Inhibitoren entwickelt haben, 

hatten alle Diabetes mellitus. Hypothetisch könnte man denken, dass falls unsere Tiere 

Diabetes mellitus gehabt hätten, die Ergebnisse anders aussehen würden. Das könnte eine 

Idee für eine zukünftige Studie sein, um die klinische Realität genauer zu simulieren. 
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4.5	Ausblick	
 

Es gibt eine große Zahl von Studien, die über den Zusammenhang zwischen BP und 

Gliptinaufnahme berichten (Lindgren et al. 2019, Varpuluoma et al. 2018, Plaquevent et al. 

2019, Salemme et al. 2022). In den neuesten Studien wird berichtet, dass Gliptin-assoziiertes 

BP mehrere spezifische Merkmale aufweist. Dieser „nicht entzündliche“ Phänotyp des BP 

geigt kleinere Blasen, mildes ausgeprägtes Erythem und begrenzte Verteilung von 

Hautläsionen. Zusätzlich weist dieser Phänotyp auf eine starke Assoziation mit dem HLA-

DQB1*03:01-Allel sowie auf Autoantigene, die auf verschiedene immundominante Epitope in 

BP180 abzielen, hin (Lindgren et al. 2019, Ujiie et al. 2018). Izumi et al. berichten auch über 

BP-Fälle mit einem nichtentzündlichen Phänotyp, bei denen Autoantikörper spezifisch auf 

den mittleren Teil des Kollagens XVII anstatt auf NC16A abzielten. Diese Patienten zeigten ein 

reduziertes Erythem, welches mit einer geringen Infiltration von Eosinophilen verbunden war. 

Die Hälfte dieser Patienten erhielt DPP-IV-Hemmer zur Behandlung von Diabetes mellitus 

(Izumi et al. 2016). Ihre Ergebnisse sowie die Ergebnisse von Chijiwa et al. bestätigen auch, 

dass die verringerte Infiltration von Eosinophilen in der Haut bei durch DPP-IV-Hemmer-

assoziiertem BP charakteristisch ist (Izumi et al. 2016, Chijiwa et al. 2018). Es gab keinen 

signifikanten Unterschied im Bullous Pemphigoid Disease Area Index zwischen DPP-IV-

Inhibitor-bezogenen BP-Patienten und nicht-DPP-IV-Inhibitor-bezogenen BP-Patienten (Izumi 

et al. 2016, Chijiwa et al. 2018). Die einzige Ausnahme ist der Erosions- / Blasen-Score der 

Schleimhaut. Labortests ergaben keinen signifikanten Unterschied zwischen den DPP-IV-

Inhibitor-assoziiertem BP und nicht-DPP-IV-Inhibitor-assoziierten BP hinsichtlich der 

Gesamtzahl der weißen Blutkörperchen, der Eosinophilen, der Neutrophilen und des Titers 

des Anti-BP180-Antikörpers (Chijiwa et al. 2018). Die CRP-Werte im Serum von Patienten mit 

DPP-IV-Inhibitor-assoziiertem BP waren höher als bei Patienten mit nicht DPP-IV-Inhibitor-

assoziiertem BP. Einige Patienten litten jedoch zum Beispiel gleichzeitig an einer zweiten 

bakteriellen Infektion der Haut oder der Harnwege; daher spiegelten die erhöhten CRP-Werte 

im Serum nicht unbedingt die BP induzierte systemische Entzündung wider (Izumi et al. 2016). 

Dennoch gibt es laut anderen europäischen Studien keine größeren Unterschiede zwischen 

Gliptin-assoziierten BP-Patienten und idiopathischem BP (Lindgren et al. 2019, Salemme et al. 

2022).  
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Unsere in vitro Ergebnisse zeigen eine hemmende Wirkung, nicht nur bei der Sekretion von 

ROS sondern auch bei der Expression von IL8 und IL6 durch Gliptine mithilfe der ELISA und 

der Echtzeit-PCR. Im Gefrierschnittmodell wurde keine Wirkung nach der Inkubation mit DPP-

IV Inhibitoren beobachtet. Es wurde auch keine Wirkung bei den in vivo Experimenten im 

passiven Mausmodell der EBA nach der Therapie mit Gliptine beobachtet. Daher kommen wir 

zum Schluss, dass DPP-IV Inhibitoren keine Wirkung auf die Effektor Phase der bullösen 

Pemphigoide auslösen. 

Es ist derzeit unklar, ob es sich bei DPP-IV-Inhibitoren, die mit BP assoziiert sind, um ein 

tatsächlich arzneimittelinduziertes BP handelt, das sich nach Absetzen des Arzneimittels 

auflöst, oder vielmehr um einen durch Arzneimittel verschlimmerten BP, welches trotz 

Absetzen der DPP-IV Inhibitoren bestehen bleibt (Varpuluoma et al. 2018). Die Hemmung der 

CD26-Expression auf T-Zellen kann bestimmte Auswirkungen auf das Immunsystem haben. Es 

wurde berichtet, dass Vildagliptin und Sitagliptin Polyarthritis auslösen (Saito et al. 2013, 

Crickx et al. 2014). Es wurde aber auch erwogen, ob Linagliptin und Saxagliptin das Risiko für 

Autoimmunerkrankungen wie zum Beispiel rheumatoide Arthritis, systemischen Lupus 

erythematodes, Multiple Sklerose und Psoriasis verringern können (Kim et al. 2015, 

Varpuluoma et al. 2018). 

BP180 ist ein Transmembrankollagen; daher können bestimmte Wirkungen von DPP-IV-

Inhibitoren an die Aufhebung der Immuntoleranz von BP180 beteiligt sein. Eine vor kurzem 

durchgeführte Studie fand keine signifikanten Auswirkungen von DPP-IV-Inhibitoren auf die 

Expression oder den Abbau von BP180 in Keratinozyten in vitro (Tasanen et al. 2019, Lindgren 

et al. 2019). DPP-IV ist auch ein Plasminogen-Rezeptor auf der Zelloberfläche, der 

Plasminogen in Plasmin umwandelt. Plasmin spaltet das BP180 in seine 120- und 97-kD-

Ektodomänen. Daher kann die Unterdrückung von DPP-IV mit der Entwicklung von Epitopen 

für die BP-Autoantikörper verbunden sein, was durch zukünftige Studien aufgeklärt werden 

muss (Tasanen et al. 2019). 

Es ist merkwürdig, dass die Immuntoleranz gegenüber BP180 bei bestimmten Personen durch 

DPP-IV-Inhibitoren selektiv gebrochen wird, insbesondere bei japanischen HLA-DQB1 ∗ 03:01-

Trägern (Ujiie et al. 2018). 

Außerdem wurde 1988 die Lokalisierung des Enzyms DPP-IV an der Oberfläche von Maus-

Fibroblasten beschrieben und die Beteiligung dieses Enzyms bei der Interaktion zwischen 

Kollagen und Zellen bewiesen (Bauvois 1988). Zusätzlich wurde von Thielitz et al. dargestellt, 
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dass die Aktivität des DPP-IV-Enzyms sich an der Regelung der Funktionen der Haut-

Fibroblasten beteiligt und eine Hemmung von DPP-IV-Aktivität pathologische Veränderungen 

der Funktionen von Fibroblasten induziert (Thielitz et al. 2008). Die Inhibitoren der DPP-IV 

Aktivität beeinflussen das Zellwachstum und die Produktion der Zytokine und wurden für die 

Behandlung von Stoffwechsel-, Autoimmun- und Entzündungskrankheiten untersucht. Sie 

verringern signifikant die TGF-b1-Expression und -Sekretion des C-terminalen Peptids von 

Prokollagen Typ I in Überständen beider Zelltypen. Darüber hinaus heben sie die TGF-b1-

induzierte Stimulation der Kollagensynthese, der Matrixablagerung und der TGF-b1- und 

Fibronektinexpression auf. Beide Inhibitoren führen zur Dephosphorylierung der Mitogen-

aktivierten Proteinkinasen pp38 und pERK1 / 2, die bei TGF-b1-Stimulation aktiviert werden 

und an der Fibrogenese beteiligt sind (Thielitz et al. 2008).  

Eine weitere Frage ist, ob DPP-IV-Inhibitoren alleine ausreichen, um das BP zu induzieren, 

oder ob auch andere Faktoren beteiligt sind. Es ist derzeit nicht bekannt, ob begleitende 

Autoimmunerkrankungen das Risiko für BP bei mit Gliptin behandelten Diabetikern erhöhen. 

Bei BP wurden bereits verschiedene andere auslösende Faktoren beschrieben wie 

beispielseise Medikamente; Infektionen, UV-Exposition und physikalische Faktoren wie 

Verbrennungen (Lo Schiavo et al. 2013). Interessanterweise gibt es einen Bericht darüber, 

dass BP durch eine thermische Verbrennung bei einem Patienten induziert wurde, der einen 

DPP-IV-Hemmer erhielt. In diesem Fall führte das Absetzen des DPP-IV-Hemmer zu einer 

kompletten Remission (Mai et al. 2018). Der Bericht legt nahe, dass die Behandlung mit DPP-

IV-Inhibitor das BP-Risiko erhöht. Die Ergebnisse einer französischen Studie deuteten auch 

darauf hin, dass eine Behandlung mit DPP-IV-Inhibitor BP auslösen, aber nicht induzieren kann 

(Plaquevent et al. 2019, Tanasen et al. 2019). 

Zum Schluss zeigen die Ergebnisse von Salemme et al., dass bei mit Gliptin-assoziiertes BP-

Patienten die humoralen IgG-, IgE- und IgA-Reaktionen auf die BP180- und BP230-Antigene 

abgeschwächt sind und das zirkulierende IgG auf andere BP180-Epitope als NC16A abzielt 

(Salemme et al. 2022). Iter vorzuheben ist die signifikante Reaktivität gegenüber E-1080 und 

E-1331 (Salemme et al. 2022).  

Für zukunftige Studien ist der Fokus auf die Wirkung der DPP-IV Inhibitoren in Relation zu den 

Funktionen von Kollagen Typ XVII und Fibroblasten, die Epitopen E-1080 und E-1331, sowie 

auf die folgende HLA-Allele: HLA-DQB1 * 03:01, -DQA1 * 05:05, -DRB1 * 11:01 und -DRB1 * 

12:01, HLA-DQA1 * 01:03 und -DQB1 * 06:01 zu richten. 
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5.	Zusammenfassung		
 
Beim bullösen Pemphigoid handelt es sich um eine heterogene Gruppe von seltenen 

Erkrankungen, die sich durch Autoantikörper gegen verschiedene Proteine der 

Hemidesmosomen der Haut und Schleimhäute auszeichnen. Die Pathogenese der 

Pemphigoid Erkrankungen ist zurzeit nicht ausreichend geklärt. Die Auslösung bullöser 

Pemphigoide ist u.a. mit der Einnahme von bestimmten Medikamenten assoziiert worden. In 

einer Reihe von publizierten Studien wird berichtet, dass DPP-IV Inhibitoren blasenbildete 

Autoimmundermatosen und besonders BP auslösen. Es wurde auch beschrieben, dass nach 

Absetzen des suspekten Medikaments eine Reduktion des Hautausschlages beobachtet 

wurde. DPP-IV Inhibitoren (auch bekannt als Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase-IV oder 

Gliptine) stellen eine relativ neue Wirkstoffklasse unter den Antidiabetika dar, die für die 

Therapie des Diabetes mellitus Typ 2 von großer Bedeutung sind.  

In der Haut exprimieren viele Zelltypen, einschließlich Keratinozyten, das Protein DPP-IV. Die 

DPP-IV Sekretion aus diesen Zellen kann zur Zytokin-Produktion und zum 

Kollagenstoffwechsel beitragen. Außerdem können DPP-IV Inhibitoren sowohl die adaptive 

als auch die angeborene Immunität beeinflussen. Zu diesen Mechanismen gehören 

proteolytischer Abbau von bioaktiven Molekülen sowie zahlreichen Chemokinen, Zytokinen 

und Neuropeptiden, die oft eine entscheidende Rolle in der Pathogenese verschiedener 

entzündlicher Erkrankungen spielen.  

In dieser Arbeit wurden die molekularen Mechanismen der Auslösung bullöser Pemphigoide 

durch die DPP-IV-Inhibitoren untersucht. Dies erfolgte durch verschiedene Methoden, die 

sowohl in vitro und als auch in vivo die Effektor Phase der Pemphigoid-Erkrankungen 

verfolgen. Darüber hinaus sind Gefrierschnittmodelle verwendet worden. Außerdem wurden 

sowohl reaktive Sauerstoffradikale (ROS) von aktivierten Granulozyten mithilfe 

Chemilumineszenz im ROS-Release, als auch die Expression von IL6 und IL8 mithilfe des ELISA 

und der Echtzeit-PCR untersucht. Diese Methoden simulieren die Abfolge der Ereignisse, die 

zur Blasenbildung der Haut bei bullösem Pemphigoid führen. Außerdem wurde das 

Autoantikörpertransfer-(passiv)-Mausmodell der Epidermolysis bullosa acquisita (EBA) 

herangezogen, das als ein prototypisches Modell des BP gilt. Die kombinierte Verwendung 

dieser Methoden kann die Rolle der DPP-4 in der Effektor Phase der Pathogenese 

pemhigoider Erkrankungen aufklären.  
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Unsere in vitro Ergebnisse zeigen eine hemmende Wirkung durch Gliptine, die nicht nur bei 

der Sekretion von ROS sondern auch bei der Expression von IL8 und IL6 mithilfe der ELISA und 

der Echtzeit-PCR festgestellt werden konnte. Auf der anderen Seite konnten wir nach der 

Inkubation mit DPP-IV Inhibitoren keine Wirkung im Gefrierschnittmodell beobachten. 

Daraus kann geschlussfolgert werden, dass DPP-IV Inhibitoren keine Wirkung auf die Effektor 

Phase der bullösen Pemphigoide besitzen.  

DPP-IV Inhibitoren können auf das Kollagen und die Fibroblasten in der Haut von Diabetes-

Patienten wirken. Es ist bekannt, dass das Enzym DPP-IV sich in der Oberfläche von 

Fibroblasten befindet und dieses eine wichtige Rolle bei der Regelung der Funktionen der 

Haut-Fibroblasten und Kollagen innehat. Die Inhibierung des DPP-IV Enzyms kann auch 

pathologische Veränderungen der Funktion von Fibroblasten induzieren. Außerdem sind bei 

Gliptin-assoziierten BP-Patienten die humoralen IgG-, IgE- und IgA-Reaktionen auf die BP180- 

und BP230-Antigene abgeschwächt, und das zirkulierende IgG zielt auf andere BP180-Epitope 

als NC16A ab. Darüber hinaus sollten weitere Versuche auf die Wirkung der DPP-IV 

Inhibitoren gegenüber pathologischen Veränderungen der Funktionen von Kollagen Typ XVII 

und Fibroblasten, auf die signifikante Reaktivität gegenüber E-1080 und E-1331, als auch auf 

die folgenden HLA-Allele: HLA-DQB1 * 03:01, -DQA1 * 05:05, -DRB1 * 11:01 und -DRB1 * 

12:01, HLA-DQA1 * 01:03 und -DQB1 * 06:01 fokussiert werden.  
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