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1. Einleitung 

 

1.1 Diabetes mellitus und seine Bedeutung in der heutigen 

Gesellschaft 

 

Diabetes mellitus ist eine durch Hyperglykämie gekennzeichnete chronische 

metabolische Erkrankung, die durch insuffiziente Insulinsekretion und/oder 

mangelnde Insulinsensitivität hervorgerufen wird. Sie wird in zwei 

Hauptgruppen unterteilt: Diabetes Typ 1, der mit absolutem Insulinmangel 

einhergeht (5-10% aller diagnostizierten Diabetiker), des Weiteren Diabetes Typ 

2 (90-95%) mit starker genetischer Prädisposition [Barnett, AH et al. 1981], bei 

dem neben der Insulinsekretionsstörung die Insulinresistenz im Vordergrund 

steht und man von relativem Insulinmangel spricht. Außerdem weitere 

spezifische Diabetes-Formen sowie Schwangerschaftsdiabetes 

[AmericanDiabetesAssociation 2008].   

Mit weltweit 171 Millionen Betroffenen im Jahr 2000 stellt Diabetes mellitus eine 

Epidemie der heutigen Gesellschaft dar. Bis zum Jahr 2030 wird sich die Zahl 

der Erkrankten nach Schätzungen auf etwa 366 Millionen Betroffene mehr als 

verdoppeln [Wild, S et al. 2004].  Dem massiven Anstieg der Zahl adipöser 

Kinder und Jugendlicher folgt eine drastische Zunahme des Typ 2-Diabetes im 

Kindes- und Jugendalter, bisher vornehmlich in den USA und Asien [Kapellen, 

TM et al. 2004; Wabitsch, M et al. 2004]. Deutschland liegt bei der für 2010 

erwarteten Diabetes-Prävalenz mit 12% im europaweiten Vergleich auf dem 

zweiten Rang, der europäische Durchschnitt bei 8,6% 

[InternationalDiabetesFederation 2010]. Im Jahr 2001 beliefen sich die 

jährlichen  Zusatzkosten pro diabetischem Patient bei einer Prävalenz von fast 

7% (standardisiert auf die deutsche Wohnbevölkerung) [Hauner, H et al. 2003] 

auf ca. 4000 Euro, wobei ca. 80% der Kosten durch die vermeidbaren Folgen 

des Diabetes verursacht wurden [Hauner, H 2006]. Ein wesentlicher Anteil 

daran beruht auf den Folgeerkrankungen des Diabetes: mikro- und 

makrovaskuläre Angiopathien wie Nephropathie, Retinopathie und kardiale, 

zerebrale und periphere Ereignisse sowie Kataraktentstehung und Neuropathie.  
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In zwei großangelegten Studien, der DCCT (Diabetes Control and 

Complications Trial Research Group) und der UKPDS (UK Prospective 

Diabetes Study Group) wurde gezeigt, dass eine normoglykäme Einstellung des 

Diabetes das Eintreten bzw. das Fortschreiten der mikrovaskulären 

Komplikationen signifikant verzögert [DCCT 1993; UKPDS 1998]. Diese 

Normoglykämie kann bei einigen Patienten durch Gewichtsreduktion, 

Bewegung und/oder orale Antidiabetika erreicht werden 

[AmericanDiabetesAssociation 2008]; Typ 1- Diabetiker benötigen jedoch von 

Beginn an Insulin; bei Typ 2-Diabetikern haben 10 Jahre nach Therapiebeginn 

mit oralen Antidiabetika ca. 80% eine Insulintherapie begonnen [Schatz, H 

2006].  
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1.2 Insulin – Geschichte, Rezeptor und Wirkung 

 

Mit der Extraktion von Insulin aus Pankreasgewebe durch Banting, Best, Collip 

und MacLeod im Jahr 1921 begann die Revolution der Diabetestherapie 

[Owens, DR et al. 2001]. Gereinigtes Rinder– und Schweine-Insulin wurde die 

Standardtherapie des Diabetes mellitus Typ 1. 1955 konnte Frederick Sanger 

die komplette Aminosäuresequenz des menschlichen Insulins bekannt geben, 

sodass in den frühen 80er Jahren durch die Erfindung der rekombinanten DNA- 

Technologie durch Axel Ullrich [Sures, I et al. 1980; Ullrich, A et al. 1977] die 

biosynthetische Großproduktion des Humaninsulins mittels Bakterien bzw. 

Hefepilzen begonnen wurde. 

Insulin (siehe Abb. 1 S. - 4 -) ist ein Protein aus 51 Aminosäuren, das aus zwei 

Polypeptiden (einer A-Kette mit 21 Aminosäuren und einer B-Kette mit 30 

Aminosäuren) besteht, die durch zwei Disulfidbrücken (A7/B7; A20/B19) und 

eine weitere Bindung innerhalb der A-Kette (A6/A11) verbunden sind 

[Derewenda, U et al. 1989].  
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Abb. 1 Primärstruktur des Humaninsulins; Bezeichnung der Aminosäuren nach 
dem üblichen 3-Buchstaben-Code 

 

 

 

Physiologischerweise wird Insulin von den β-Zellen der pankreatischen 

Langerhans-Inseln  sezerniert [Waldhausl, WK 1986]. Im Anschluss an die 

Synthese erfolgt dort - über die Vorstufen [Steiner, DF et al. 1967] Präproinsulin 

und Proinsulin sowie nach Abspaltung des C-Peptids – die Speicherung als 

kristalline Hexamere in speziellen Sekretgranula, die sich vom Golgi-Apparat 

abschnüren [Dunn, MF 2005; Emdin, SO et al. 1980]. Die Hexamere entstehen 

unter Anwesenheit von zwei Zink-Ionen bei neutralem pH aus drei Dimeren. 

[Blundell, TL et al. 1972; Brange, J et al. 1993] 
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Die Ausschüttung erfolgt pulsatil [Lang, DA et al. 1979] in die Pfortader und 

erfährt 30-60 Minuten nach Nahrungsaufnahme ein Maximum. Zwei bis drei 

Stunden postprandial ist die Blutglukose durch die Insulinwirkung wieder zu 

ihrer basalen Konzentration zurückgekehrt [Owens, DR et al. 2001]. Der 

stärkste Reiz für die Insulinsekretion ist ein erhöhter Plasmaglukosespiegel 

[Newsholme, P et al. 2010], die Glukoseänderung ist hierbei der Insulin-

Sekretionsänderung nur zwei Minuten voraus [Houslay, MD et al. 1989; Lang, 

DA et al. 1979]. Auch einige Aminosäuren (v.a. Arginin), Fettsäuren und 

Ketonkörper können die Sekretion verstärken [Ishiyama, N et al. 2006; Löffler, 

G et al. 2007]. Ebenso Enterohormone, auch als Inkretine bezeichnet, wie zum 

Beispiel das gastroinhibitorische Peptid oder das Glukagon-like-peptide-1 

stimulieren die Insulinantwort auf Mahlzeiten [Creutzfeldt, W 1979; Henquin, JC 

et al. 2003], was mit Inkretinmimetika wie zum Beispiel Exenatide auch 

therapeutisch genutzt wird [Gallwitz, B 2010; Nauck, MA et al. 2003]. 

Nach der Sekretion zerfallen die Insulinhexamere in Di- und Monomere, 

wodurch sie an Insulinrezeptoren binden können [Löffler, G 2007].  

Der Insulinrezeptor ist  ein tetrameres Transmembranprotein und besteht aus 

zwei identischen Untereinheiten (2 extrazelluläre α-Untereinheiten, 2 β-

Untereinheiten mit Transmembrandomänen und intrazellulärer Tyrosin-Kinase-

Aktivität [Kasuga, M et al. 1982], die ihn zur Autophosphorylierung befähigen 

[Ballotti, R et al. 1989; Rosen, OM 1987; White, MF et al. 1984].  
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Abb. 2 Ausschnitte aus der Insulinsignaltransduktion; frei nach [Choi, K et al. 
2010; Hirsch, IB 2005; Löffler, G and (Hrsg.) 2007; Schatz, H 2006; Slieker, LJ et al. 
1997] 

 

 

 

Für die Rezeptorbindung sind nach heutigen Erkenntnissen vor allem folgende 

Aminosäuren des Insulins verantwortlich: A 1-5, 16, 19 und B 12, 15-16, 23-26 

(s.a. Abb. 1 auf Seite - 4 -) [De Meyts, P 2004; Schell, U et al. 2000]. 

Pro Rezeptor bindet bei physiologischen Insulinkonzentrationen mit hoher 

Affinität nur ein Insulinmolekül [Lee, J et al. 1994; Ottensmeyer, FP et al. 2000]. 

Nach Insulinbindung leitet der Rezeptor das Signal durch 

Konformationsänderung, Autophosphorylierung und Bindung verschiedener 

Bindemoleküle (IRS-1 bis -4, Shc, Grb2, ...; s. Abb. 2) ins Zytosol weiter 

[Houslay, MD et al. 1989; Keller, SR et al. 1993; Perlman, R et al. 1989; Ullrich, 

A et al. 1985; White, MF 1997; White, MF et al. 1988; White, MF et al. 1998].  
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Je nach Bindeproteinen stehen zwei hauptsächliche Signalkaskaden zur 

Verfügung: über die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) mit folgender 

Aktivierung der Proteinkinase B (PKB) zu den metabolischen Effekten des 

Insulins, über Shc, GRB2, SOS, Ras und folgender Aktivierung der MAPK zu 

den mitogenen und differenzierungsauslösenden Effekten [Capeau, J 2005; 

White, MF 1997]. Im folgenden Abschnitt werden diese Wirkungen dargestellt.    

 

Leber Fettgewebe Muskel 

Glukosemetabolisierungsrate ↑  Glukoseaufnahme ↑ Glukoseaufnahme ↑ 

cAMP-Konzentration ↓ Glykolyserate ↑ Glykogensynthese↑ 

Glukoneogenese ↓ 
Fettsäure-
Biosynthese ↑ 

Glykogenolyse ↓ 

Glykolyse ↑ Lipolyse ↓ Glykolyserate ↑ 

Glykogensynthese ↑ K+-Aufnahme ↑ K+-Aufnahme ↑ 

Glykogenolyse ↓  AS-Transport ↑ 

Ketonkörperproduktion ↓  Proteinbiosynthese ↑ 

 

Tabelle 1: Insulinwirkung auf die wichtigsten Erfolgsorgane; wichtig aufgrund ihrer 
Masse, des hohen Rezeptorbesatzes [White, MF et al. 1994] und ihrer Bedeutung für 
den Stoffwechsel; die Mitogenität ist nicht separat aufgeführt, trifft aber für alle Gewebe 
zu; FS = Fettsäure; cAMP = cyclisches Adenosinmonophosphat; K+ = Kalium; AS = 
Aminosäure; nach [Löffler, G 2007; Saltiel, AR et al. 2001] 

 

Die meisten der beschriebenen Insulinwirkungen treten mit einer Latenz im 

Sekunden- bis Minutenbereich auf. Die Effekte des Insulins im Bereich des 

Wachstums und der Genregulation werden erst innerhalb von Stunden (30 

Minuten bis 2h) wirksam [Lamph, WW et al. 1988]. Insulin greift dabei 

regulierend in die Transkription und Translation von mehr als 2000 Genen [Guo, 

X et al. 2000; O'Brien, RM et al. 2001] ein; meist kodieren sie für 

Schlüsselenzyme im Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel. Induktion und 

Repression verschiedener Gene sind beide möglich und kommen parallel vor 

[Mounier, C et al. 2006]. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, ist Insulin ein anabol 

wirkendes Hormon, das wichtigste des Organismus [Saltiel, AR et al. 2001].  
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Der Abbau des Insulins kann grundsätzlich von allen insulinsensitiven Geweben 

durchgeführt werden; hauptsächlich findet er jedoch über Enzyme in Leber und 

Niere statt. Die Leber ist der Hauptort der Metabolisierung [Rabkin, R et al. 

1986], ca. 50% des portalvenösen Insulins unterliegen dem first-pass-Effekt 

[Duckworth, WC et al. 1998]. Auch in der Niere erfolgt ein großer Teil des 

Abbaus, einmal durch glomeruläre Filtration mit folgender tubulärer 

Reabsorption, des Weiteren über Diffusion mit anschließender Bindung und 

Wirkung an Tubuluszellen [Rabkin, R et al. 1984].  

Nach Bindung wird der Insulin-Insulinrezeptor-Komplex internalisiert, der 

Rezeptor abgekoppelt und an die Zelloberfläche zur erneuten Verwendung 

zurückgegeben [Foti, M et al. 2004; Olefsky, JM et al. 1982]. Anschließend wird 

das Insulin zum Großteil in Endosomen abgebaut [Duckworth, WC, Bennett, 

RG and Hamel, FG 1998; Fawcett, J et al. 1993].  

Auch extrazellulär erfolgt ein Abbau: als ein wichtiges Enzym ist hierbei das 

Insulin abbauende Enzym (insulin degrading enzyme, IDE), eine 

Metalloendopeptidase, zu nennen [Valera Mora, ME et al. 2003], das zudem 

multiple andere Funktionen in der Regulation des Zellstoffwechsels wahrnimmt 

[Duckworth, WC et al. 1998]. 

Durch die kurze Halbwertszeit des Insulins von ca. fünf Minuten [Duckworth, 

WC et al. 1998] gelingt es dem Körper, schnell auf die jeweilige Bedarfs-

situation zu reagieren. 

Um das Therapieziel - die Normoglykämie - zu erreichen ist es erforderlich, die 

physiologische Insulinausschüttung möglichst genau imitieren zu können. Dies 

ist mit subkutan injiziertem Insulin jedoch nur bedingt möglich.  

Zum Einen entsteht das Konzentrationsmaximum erst zwei bis drei Stunden 

nach Injektion und die basalen Konzentrationen werden erst wieder nach sechs 

bis acht Stunden erreicht [Owens, DR et al. 2001].  

Zum Anderen existiert eine große Absorptionsvariabilität von bis zu 50% [Chen, 

JW et al. 2003]) zwischen Patienten; aber auch innerhalb desselben 

Individuums, wo die Variabilität bis zu 35% beträgt [Binder, C et al. 1984; 

Heinemann, L 2002] und unter Anderem von Insulindosis, injiziertem Volumen, 

Insulinkonzentration, Gebiet und Tiefe der Injektion sowie dem dortigen 
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Blutfluss beeinflusst wird [Galloway, JA et al. 1981]. Ebenso spielt der Grad der 

Insulinassoziation, also das Vorhandensein bzw. die Ratio von Mono-, Di-, und 

Hexameren  eine große Rolle bei der Absorption vom Injektionsort [Kang, S et 

al. 1991], da nur Mono- und Dimere die Kapillarwand passieren können 

[Brange, J et al. 1988]. Folglich führt hohes Vorkommen von Hexameren zu 

einem längeren subkutanen Verbleib, aber auch zu erhöhter 

Resorptionsvariabilität.                  

Um die Pharmakokinetik des Insulins zu verändern, wurden in den 

vergangenen Jahrzehnten diverse Versuche unternommen.  

Zu Beginn erfolgte die Zugabe von Protamin (Neutrales-Protamin-Hagedorn; 

NPH), das zu einer tetragonalen Kristallisation führt und damit einen sehr 

stabilen Zustand mit konsekutiv längerer Wirkdauer erreicht [Derewenda, U et 

al. 1989]. Eine weitere Möglichkeit bestand in Zinksuspensionen und Protamin-

Zink-Insulinen [Schatz, H 2006; Sheldon, B et al. 2009]. Eine Imitation des 

physiologischen Insulinsekretionsprofils ist damit jedoch bei Weitem noch nicht 

gegeben. Die größten Annäherungen bestehen bei Kombination eines 

möglichst lang wirksamen mit einem sehr kurz wirksamen Insulin (multiple 

Injektionen im Sinne einer intensivierten konventionellen Basis-Bolus-Therapie) 

sowie mit einer kontinuierlichen subkutanen Applikation (Pumpentherapie), 

wobei die Pumpentherapie bei Typ1-Diabetikern, nicht jedoch bei Typ 2 einen 

Vorteil bezüglich der Blutzuckereinstellung bringt [Monami, M et al. 2009a]. 

Insgesamt liegt trotz aller Therapiemöglichkeiten immer noch eine Erhöhung 

der Blutglukose gegenüber der Normalbevölkerung vor [Rizza, RA et al. 1980], 

im Mittel kann ein HbA1c von 8% (=64mmol/mmol) erreicht werden.  

 

Um hier Verbesserungen zu erzielen wurden Anfang der 90er Jahre in ihrer 

Aminosäuresequenz veränderte Insulinpräparate erzeugt – die Insulinanaloga 

oder Analoginsuline (s. Kapitel 1.3 auf Seite - 11 -). 

Auch weitere Administrationsformen wie inhalatives Insulin in Pulver- bzw. 

Flüssigform oder gekoppelt an Technospheres (kleinste abbaubare 

Fumaratkügelchen) sind in Entwicklung oder in klinischer Testung [Schatz, H 

2006].  
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Da die Preise der genannten Arzneimittel im Vergleich zu Humaninsulin jedoch 

immer noch weit höher sind, ist die Verschreibungsfähigkeit zu einem Politikum 

geworden. 2006 wurden beispielsweise Analoginsuline durch das Institut für 

Qualität und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWIG) für Typ-2-

Diabetiker aus dem Leistungskatalog der gesetzlichen Krankenkassen 

genommen. Eine Klage durch Pharmakonzerne scheiterte im Januar 2010; seit 

März 2010 ist es jedoch möglich, Patienten mit hohem Risiko für 

Hypoglykämien - nach erfolgter, aber dennoch wirkungsloser Therapieziel-

anpassung -  Insulin Glargin verschreiben zu können. Durch Einführung der 

Rabattverträge sind auch einige kurzwirksame Analoginsuline 

verordnungsfähig.  

Wiederholt wurde auch die Verschreibungsfähigkeit für Typ-1-Diabetiker 

diskutiert, im Februar 2010 leitete der Gemeinsame Bundesausschuss (G-BA) 

ein erneutes Stellungnahmeverfahren ein, bis Mai 2010 ist noch keine 

endgültige Entscheidung getroffen.  
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1.3 Insulinanaloga 

 

Die Aminosäuren 22-26 der B-Kette (B22-26; s.a. Abb. 1 auf S. - 4 -) sind 

sowohl an der Dimerbildung als auch an der Interaktion mit dem Insulinrezeptor 

beteiligt [De Meyts, P et al. 1990], wohingegen die Entfernung der Aminosäuren 

B26-30 zum weitgehenden Ausbleiben der Dimerisierung der Insulinmoleküle 

führt [Brange, J et al. 1988; Derewenda, U et al. 1989] und die Insulinrezeptor-

bindung fast nicht beeinflusst [Slieker, LJ et al. 1997].  

Insulin-Di- und -Monomere werden zwei- bis dreifach schneller aus dem 

Subkutangewebe resorbiert als hexameres Humaninsulin [Brange, J et al. 

1990]. 

Als erste kurzwirksame Substanzen wurden Insulin Lispro und Insulin Aspart 

zugelassen, die durch ihren schnelleren Wirkeintritt und die kürzere Wirkdauer 

zu einer deutlichen Verbesserung der post-prandialen Blutglukose führten 

[Home, PD et al. 2000; Raskin, P et al. 2000; Vignati, L et al. 1997]. Erreicht 

werden konnte dies durch  Weglassen und/oder Austauschen der Aminosäuren 

am o.g. C-Terminus der B-Kette [Brange, J 1997; Wilde, MI et al. 1997], was 

eine verminderte Polymerisierung zur Folge hat [Brange, J et al. 1990]. 

Bezüglich der langwirksamen Insulinanaloga wurde zunächst Insulin Glargin 

entwickelt und im Jahr 2001 zugelassen, welches durch seinen sauren pH von 

4 in Folge von Verschiebung des isoelektrischen Punktes im neutralen 

subkutanen Fettgewebe präzipitiert und somit zu einer stark verzögerten 

Aufnahme führt. Dies konnte man durch Austausch des Asparagins (A21) durch 

Glycin und Hinzufügen von zwei Arginin-Aminosäuren an B30 erreichen. 

Danach folgte die Entwicklung des Insulin Detemir.  
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Zusammenfassend stehen derzeit folgende Präparate auf dem deutschen Markt 

zur Verfügung: 

- Kurzwirksame Analoginsuline: 

o Insulin Lispro (Humalog®; B28Lys-B29Pro) 

o Insulin Aspart (NovoRapid®; B28Asp) 

o Insulin Glulisin (Apidra®; B3Lys-B29Glu) 

- Langwirksame Analoginsuline: 

o Insulin Glargin (Lantus®; A21Gly-B31Arg-B32Arg) 

o Insulin Detemir (Levemir®; B29Lys desB30) 

 

 

Abb. 3 AS-Sequenz der Analoga im Vergleich zu Humaninsulin; die gezackte Linie 
stellt die angehängte Myristinsäure dar; frei nach [Hirsch, IB 2005; Löffler, G 2007; 
Schatz, H 2006]  
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1.4  Insulin Detemir 

 

Eine komplett andere Art, die Wirkungsverzögerung zu erreichen konnte bei 

Insulin Detemir, das seit 2004 in Deutschland zugelassen ist, umgesetzt 

werden. Hier wurde Threonin an Position B30 des Humaninsulins (vgl. auch 

Abb. 3 S.- 12 -)  entfernt und an Lysin (B29) eine C14-Fettsäure (Myristinsäure; 

und somit ein hydrophober Rest) kondensiert [Havelund, S et al. 2004].  

Dies ermöglicht zum Einen einen höheren Grad an Autoassoziation und zum 

Anderen die reversible Bindung an Albumin [Kurtzhals, P et al. 1997; Sheldon, 

B et al. 2009], ein im Körper interstitiell wie auch im Blutkreislauf zur Genüge 

vorhandenes Fettsäuretransportprotein. Nur 1-2% des Insulin Detemir liegt in 

freier Form vor [Kurtzhals, P et al. 1995; Markussen, J et al. 1996]. 

Nach subkutaner Injektion liegt Detemir zunächst in Di-Hexamer-Form vor 

[Whittingham, JL et al. 1997], auch diese kann eine Albuminbindung eingehen 

[Kurtzhals, P 2004].  

Die Wirkverzögerung tritt somit an drei Orten zu Tage: erstens an der 

Injektionsstelle mit einer langen Halbwertszeit von 10,2 Stunden [Havelund, S 

et al. 2004], zweitens intravaskulär, da es Albumin-gebundenem Detemir nicht 

gelingt, die Kapillarwand zu passieren, und drittens durch die Albuminbindung 

im Interstitium.  

Molekular ist bisher bekannt, dass Detemir eine 250-fach geringere mitogene 

Aktivität (Albumin-korrigiert 11%) und eine 50-fach niedrigere metabolische 

Aktivität (27% Albumin-korrigiert) hat; außerdem liegt eine geringere Affinität 

zum Insulin-Rezeptor (46% bzw. 18%) – und IGF-1-Rezeptor (16%) [Kurtzhals, 

P et al. 2000], jeweils gegenüber Humaninsulin, vor [Markussen, J et al. 1996]. 

Die zweifach schnellere Dissoziation vom Insulinrezeptor trägt zusätzlich zur 

geringeren Mitogenität bei [Kurtzhals, P et al. 2000], da neben der IGF-1-

Rezeptor-Affinität [Slieker, LJ et al. 1997] auch eine langsame Dissoziationsrate 

vom IR zu erhöhter Mitogenität führt [Hansen, BF et al. 1996]. Immer wieder 

aufkeimende Sicherheitsbedenken gegenüber Insulinanaloga können somit 

wiederholt nicht aufrecht erhalten werden. 
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Zu beachten ist, dass für die gleiche blutzuckersenkende Wirkung eine vierfach 

so hohe molare Konzentration notwendig ist [Brunner, GA et al. 2000; Schatz, H 

2006], was eventuell auf die geringere Bindung an den Insulinrezeptor, die 

geringere metabolische Aktivität und die erhöhte nicht Rezeptor-vermittelte 

Clearance zurückgeführt werden kann [Kurtzhals, P 2004; Kurtzhals, P et al. 

2000]. 

Auch klinische Vorteile können viele genannt werden: 

- die eingangs erwähnte intraindividuelle Resorptionsvariabilität bis zu 35%, 

die massiv die normoglykäme Diabeteseinstellung erschwert, ist bei Detemir 

sehr gering [Heise, T et al. 2004; Klein, O et al. 2007; Valensi, P et al. 2005]; 

- Detemir zeigt eine physiologischere Verteilung im Körper; durch die offenen 

Sinusoide der Leber liegt eine Hepatoselektivität vor [Hordern, SV et al. 

2005]; 

- das Risiko für nächtliche Hypoglykämien ist deutlich geringer [Hermansen, K 

et al. 2001; Kolendorf, K et al. 2006; Vague, P et al. 2003]), u.a. da Detemir 

sich wie ein Puffer gegen Veränderungen der Resorptionsrate verhält 

[Havelund, S et al. 2004]; 

- bis auf eine sehr diskrete Spitze nach 4-6 Stunden existiert ein sehr flaches 

Wirkungsprofil [Heinemann, L et al. 1999; Heise, T et al. 2004; Plank, J et al. 

2005; Vague, P et al. 2003]; 

- eine einmal tägliche Injektion ist bei den meisten Patienten aufgrund der 

langen Wirkdauer von 16-22h [Rolla, A 2008] bzw. 10-18h [Lindholm, A 

2002] ausreichend [Le Floch, JP et al. 2009]; 

- bei zu mischenden Insulinarten ist inkomplettes Durchführen ante 

injectionem mit ein wesentlicher Faktor für die intraindividuelle 

Absorptionsvariabilität [Jehle, PM et al. 1999; Owens, DR et al. 2001], bei 

Detemir ist dies nicht notwendig [Lindholm, A 2002]. 

- bisher konnten bereits viele Studien die mindestens gleichwertige 

Stoffwechseleinstellung nachweisen [Home, P et al. 2004; Pieber, TR et al. 

2005; Raskin, P et al. 2009]. 

- normalerweise kommt es unter Insulintherapie zu einem 

Körpergewichtsanstieg [Wing, RR et al. 1990], unter Detemir liegt jedoch 
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eine signifikant geringere Gewichtszunahme vor, in einigen Studien konnte 

sogar eine Gewichtsreduktion erreicht werden. [Bartley, PC et al. 2008; De 

Leeuw, I et al. 2005; Haak, T et al. 2005; Hermansen, K et al. 2004; Home, P 

et al. 2006; Monami, M et al. 2009b; Rosenstock, J et al. 2008]. 

 

Als große klinische Studie ist explizit auch die PREDICTIVE Studie zu nennen, 

die 30.000 Diabetiker unter Detemir-Therapie einschließt. Auch hier zeigen sich 

schon nach kurzer Beobachtungszeit von 3 Monaten die bereits oben 

erwähnten Vorteile [Dornhorst, A et al. 2008; Meneghini, LF et al. 2007].  

 

Der Gewichtsvorteil von Detemir ist unter den subkutan zu applizierenden 

Insulinen bisher einzigartig, so dass Detemir zu Recht eine große Bedeutung in 

der heutigen Diabetestherapie zukommt. 

Über die Ursachen dieses gewichtsparenden Effektes wurden bereits diverse 

Erklärungen ausgearbeitet: 

Zum Einen könnte eine unterschiedliche antilipolytische Wirkung von Detemir 

eine Rolle spielen (wobei hier die gegenwärtige Datenlage nicht ganz eindeutig 

ist), zum Anderen erfolgt eine physiologischere Verteilung des Detemir 

(hepatisch vs. peripher). Auch eine reduzierte Nahrungsaufnahme durch 

weniger Hypoglykämien ist diskutiert worden [Fritsche, A et al. 2004]. 

Zunehmend wird der immense Einfluss auf das zentrale Nervensystem mit 

Auslösung eines Sättigungsgefühls im Sinne einer negativen Rückkopplung 

[Fajardo Montanana, C et al. 2008; Fritsche, A et al. 2004; Hallschmid, M et al.; 

Hermansen, K et al. 2007; Russell-Jones, D et al. 2007; Tschritter, O et al. 

2007] bekannt. Dies in Zusammenschau mit einer niedrigeren 

Albuminkonzentration respektive einer höheren Konzentration an freiem und 

damit biologisch aktivem Detemir im Liquor [Tschritter, O et al. 2007] sowie dem 

unterschiedlichen Rezeptorbesatz ist sicher eine weitere wichtige Erklärung.  
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1.5  Fettzellen 

 

Neben seiner Funktion als größte Energiereserve des menschlichen Körpers ist 

das Fettgewebe seit einigen Jahren auch als wichtiges endokrines “Organ“ 

bekannt. Mittlerweile konnten zahllose sezernierte Proteine gefunden werden, 

die unter anderem in die Regulation der Nahrungsaufnahme (Leptin, 

Adiponektin), des Immunsystems (TNF-α) und vielem Anderen (Hämatopoese, 

Steroidproduktion, ...) eingreifen [Ahima, RS 2006; Bays, H et al. 2004; Galic, S 

et al.; Gregoire, FM 2001; Gregoire, FM et al. 1998; Saltiel, AR et al. 2001; 

Staiger, H et al. 2005b].  

Fettgewebe ist eines der wichtigsten Zielgewebe des Insulins, weshalb die 

dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente an Adipozyten untersucht 

wurden. 
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1.6 Fettzelldifferenzierung 

 

Die Vorläuferzellen sind mesodermalen Ursprungs, die sehr häufig für in vitro 

Studien verwendeten Präadipozyten sind jedoch schon in die Fettzelllinie 

überführt, das heißt unipotent.  

Nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens mit folgender 

Wachstumsarretierung und der entsprechenden Hormon-Behandlung 

differenzieren sie zu reifen Fettzellen mit Veränderung der Morphologie. Die 

zunächst fibroblast-artig erscheinenden Zellen werden sphärisch und beginnen 

Fetttröpfchen einzulagern. Hierzu durchlaufen sie nach der Arretierung meist 

postkonfluente Mitosen, die wiederum mitogene wie adipogene Signale 

benötigen [Cornelius, P et al. 1994; Gregoire, FM et al. 1998; Otto, TC et al. 

2005; Qiu, Z et al. 2001]. Mittlerweile konnte jedoch gezeigt werden, dass diese 

für die Adipogenese nicht unbedingt notwendig sind [Qiu, Z et al. 2001; Staiger, 

H et al. 2005a]. 

Die am besten charakterisierten Zellen sind die 3T3-L1-Präadipozyten der 

Maus [Gregoire, FM et al. 1998; MacDougald, OA et al. 1995]. Um die 

Konversion der Präadipozyten in vitro zu erreichen, ist wie oben erwähnt eine 

chemisch definierte Behandlung notwendig; diese besteht meist neben IGF-1 

und einem Glukokortikoid aus einem die cAMP-Konzentration erhöhenden 

Agens. Am effizientesten zeigte sich die Mischung aus Isobutyl-Methyl-Xanthin 

(einem cAMP-Phosphodiesterase-Inhibitor), Dexamethason, Hochdosis-Insulin 

und FCS (fetal calf serum) [Reed, BC et al. 1980; Student, AK et al. 1980]. Da 

PDGF in Maus-Präadipozyten [Staiger, H et al. 2005a] im Gegensatz zur 

Wirkung bei humanen Präadipozyten [Hauner, H et al. 1995] anti-apoptotisch 

wirkt und somit auch eine Differenzierung mit niedrigeren 

Insulinkonzentrationen, d.h. physiologischeren, ermöglicht [Staiger, H et al. 

1998] wurde in der vorliegenden Arbeit  außerdem PDGF eingesetzt (Details s. 

Material und Methoden S. - 21 -) 
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1.7 Fragestellung 

 

Wie beschrieben ist Diabetes mellitus mit seinen Folgeerkrankungen ein 

herausragendes Problem der heutigen Gesellschaft. Mit Insulin Detemir wurde 

erstmals ein gentechnisch verändertes Insulin zugelassen, das unter anderen 

Vorteilen die erwähnte (s. S. 14/15) bisher einmalige fehlende Gewichts-

zunahme unter Insulintherapie aufweist. Die bisher bekannten Ursachen lassen 

die Wirkweise auf Zellebene, insbesondere auf Adipozyten als wichtiges 

Erfolgsorgan des Insulins, bisher weitestgehend außen vor, so dass das Ziel 

dieser Arbeit war, die Adipogenese unter Insulin Detemir in vitro im Vergleich zu 

Humaninsulin zu untersuchen.  
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2. Material und Methodik 

 

2.1 Chemikalien 

 

3T3-L1 (Präadipozyten) 
 

American Type Culture 
Collection, Manassas, VA 
 

Bio-Rad-Reagenz 
 

BioRad, München 

Bovine serum albumin Fraktion V (BSA) 
 

Roth, Karlsruhe 

Bovine serum albumin receptor grade (BSA) 
 

Serva, Heidelberg 
 

Dihydroxyacetonphosphat 
 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Dimethylsulfoxid (DMSO) 
 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 
 

Cambrex Bioscience, Verviers, 
Belgien 

Ethanol 
 

Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt 

Fetales Kälberserum (FCS) 
 

Cambrex Bioscience, Verviers, 
Belgien 

Glutamin 
 

Cambrex Bioscience, Verviers, 
Belgien 

Glycerin 
 

Roth, Karlsruhe 

Insulin Detemir Levemir ® 
 

Novo Nordisk A/S 

Insuman Rapid 40 I.E./ml 
 

Aventis Pharma, Frankfurt a. M. 

Magnesiumdichlorid (MgCl2) Merck, Darmstadt 
 

Natriumchlorid (NaCl) 
 

Merck, Darmstadt 

Nikotinamidadeninnukleotid 
(NADH) 
 

Merck, Darmstadt 

PDGF-BB 
 

PeproTech Inc, London 

PDGF-BB rHu  
 

ProSpec-Tany TechnoGene 
LTD. 

Penicillin/Streptomycin (Pen-Strep) 
 

Cambrex Bioscience, Verviers, 
Belgien 
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Triethanolamin Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Trypsin 
 

Cambrex, Verviers, Belgien 

β-Mercaptoethanol 
 

Roth, Karlsruhe 
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2.2 Zellkultur 

 

Wie bereits erwähnt erfolgt die Differenzierung von Präadipozyten nach 

festgelegten Protokollen - es sind zahlreiche bekannt [Green, H et al. 1976; 

Green, H et al. 1974; Gregoire, FM 2001; Gregoire, FM et al. 1998; Rosen, ED 

et al. 2000; Smith, PJ et al. 1988; Staiger, H et al. 1998]. 

In dieser Arbeit wurden 3T3-L1 Präadipozyten (American Type Culture 

Collection, Manassas, VA) aus Mausembryos verwendet, jeweils bis max. zur 

15. Generation. 

Zusätze:

SD

200 µM Ascorbat

0,2 mM IBMX
0,5 µM Corticosteron

PDGF
Insulin

Aufzucht Induktionsphase Ausdifferenzierung

Tag 0 Tag 4 Tag 8

Differenzierungsst art

Zusätze:

DMEM

FCS

Zusätze:

SD

200 µM Ascorbat

Insulin

 

Abb. 4 Zeitstrahl des Differenzierungsprotokolls; serumhaltige Aufzucht, serumfreie 
Induktion und Differenzierung; 

DMEM: DMEM (1g/l Glukose) + 10% FCS + 2mM Glutamin + 100U/ml Penicillin + 

0,1mg/ml Streptomycin;    SD: DMEM/F12 (1:1) + 2mM Glutamin + 100U/ml Penicillin + 

0,1mg/ml Streptomycin + 17µM Pantothenat + 1µM Biotin + 2µg/ml apoTransferrin; 

Insulin (HI oder DET) und PDGF je nach Versuchsaufbau (s. dort). 

 

 

 

Zunächst erfolgte die Aufzucht der Präadipozyten in Petrischalen (Durchmesser 

10 bzw. 15 cm für die Stammkulturen) bzw. 6-Loch-Platten (für die 

Versuchsreihen) bis zur 100%igen Konfluenz mit DMEM/10% FCS (s.a. Abb. 

Abb. 4);  zwei Tage nach Erreichen der Konfluenz (um postkonfluente Mitosen 

zuzulassen) wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen, um Medien und 

Zellüberstände zu entfernen. Es folgte die Einleitung der Differenzierung. 
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Da BSA die Differenzierung im Allgemeinen hemmt (s. Ergebnisse S. - 26 -), die 

Entwicklung einer komplett serumfreien Zellkultur jedoch nicht zufriedenstellend 

war (Daten nicht demonstriert), erfolgte Induktion und Differenzierung - nicht 

aber die Aufzucht – serumfrei, wie in Abb. 4 S. - 21 - dargestellt. Ein 

Medienwechsel erfolgte jeden zweiten Tag. 

Die optimalen Bedingungen wurden etabliert (s. S. - 31 -) und für die 

Hauptversuche angewandt. 

 

         

Abb. 5 Präadipozyten während der Aufzucht; links ca. 20% Konfluenz, rechts 99%; 
es ist deutlich der fibroblast-artige Aspekt auszumachen; Vergrößerung 125x 

 

Um sicherzugehen, dass Detemir nicht über Bindung seines 

Myristinsäurerestes an die Polystyrol-Oberfläche der Kulturgefäße sequestriert 

wird, erfolgte eine Kontrolle mit Myristinsäure-gesättigter Kulturoberfläche wie 

folgt: vor der Differenzierung wurden Petrischale und Zellrasen für 2 Stunden 

mit SD versus SD + 1µM Myristinsäure inkubiert, dieser Vorgang einmal 

wiederholt und die Zellen anschließend in die Induktion überführt. 
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2.3 Zell-Lysate 

 

Das Ernten der Zellen erfolgte nach üblichem Schema durch Abschaben des 

Zellrasens, nachdem dieser mit 4°C kaltem PBS gewaschen wurde und die 

Zellen mittels kaltem hypotonen Zelllysepuffer (50mM Tris pH 7.5 + 1mM EDTA 

+ 1mM β-Mercaptoethanol) gelöst wurden. Es erfolgte eine kurze 

Ultraschallbehandlung und eine Klärung der Proben für GPDH-Aktivitäts- und 

Protein-Bestimmungen mittels Zentrifugation (4°C; 13.000 rpm; 7 min). 

 

 

 

2.4 Bestimmung der GPDH-Aktivität 

 

Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase (GPDH), ein wichtiges Enzym im Lipid- 

und Glukose-Stoffwechsel diente – wie bereits früher beschrieben [Bachmeier, 

M et al. 1995; Pairault, J et al. 1979; Smith, PJ et al. 1988; Staiger, H et al. 

1998; Wise, LS et al. 1979] – als Markerenzym für die Adipogenese; seine 

Aktivität wurde photometrisch bei 340nm bestimmt. Um Zellverlust als 

Fehlerquelle auszuschließen, wurde immer auch die spezifische GPDH-Aktivität 

(mU/mg Zellprotein) angegeben.  

 

 

 

2.5 Bestimmung des zellulären Proteins 

 

Die Proteinbestimmung erfolgte gemäß der bekannten Methode nach Bradford 

[Bradford, MM 1976]; die Proben wurden mit destilliertem Wasser verdünnt, 

parallel eine Eichreihe mit BSA (receptor grade, Serva) erstellt, jeweils mit 

BioRad-Test-Reagenz versetzt und nach fünf Minuten Inkubationszeit 

photometrisch bei 595nm gemessen. Es wurde jeweils mit Doppelwerten bzw. 

dem Mittelwert hieraus gearbeitet. 
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2.6  Öl-Rot-Färbung 

 

Nach gering abgewandelter Vorgehensweise [Novikoff, AB et al. 1980] erfolgte 

die Färbung der Triglycerid-Tröpfchen mittels Öl-Rot (Oil Red O-Reagenz, 

Sigma-Aldrich, Deutschland). Zuvor wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 

mit 4°C kaltem 10%igem Formaldehyd (in PBS) über Nacht fixiert. 

Das Färbereagenz (0,5% Öl-Rot in 2-Propanol, 3:2 mit H2O gemischt) wurde 

aufgetragen und 2h inkubiert. Anschließend erfolgte das erneute Waschen mit 

PBS sowie dauerhafte Aufbewahrung in 10%igem Formaldehyd. 

 

 

 

2.7 Quantitative real-time-RT-PCR 

 

Die Zelllysate wurden nach Waschen der Zellen mit PBS mittels RLT-Puffer 

(RLT von Qiagen + β-Mercaptoethanol) gewonnen, anschließend erfolgte die 

RNA-Isolierung mittels RNeasy-Kit (Qiagen, Hilden). Nach Behandlung mit 

RNase-freier DNase I wurde die isolierte RNA in cDNA (mittels AMV reverse 

Transkriptase und first strand cDNA kit, Roche, Mannheim) umgeschrieben. 

Anschließend erfolgte die quantitative (jeweils Doppelwerte plus Positiv- und 

Negativkontrolle) RT-PCR mit SYBR Green 1 dye (Roche, Mannheim) am 

LightCycler™.  Als housekeeping-Gen wurde 28S-rRNA verwendet. 

Primer (TIB Mol Biol, Berlin):  

PPARγ2:  forward 5´-CTCCTGTTGACCCAGAGCAT-3´ 

  reverse 5´-AATGCGAGTGGTCTTCCATC-3´ 

50 Zyklen, Annealing Temperatur 68°, 3mmol/l MgCl2; 

Leptin: forward 5´-ACATTTCACACACGCAGTCG-3´ 

  reverse 5´-AGCATTCAGGGCTAACATCC-3´ 

55 Zyklen, Annealing Temperatur 69°, 5mmol/l MgCl2; 
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2.8 Statistik 

 

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet. Wenn nicht anders 

gekennzeichnet erfolgte die Darstellung als Mittelwerte ± SEM. Vergleiche 

zwischen zwei Gruppen wurden mit Student´s t-Test angestellt, Vergleiche 

zwischen mehreren Gruppen mit ANOVA (analysis of variance) und post hoc 

mit der Methode von Tukey-Kramer oder Dunnett (je nach Versuchsaufbau). 

Unterschiede in Zeitverläufen wurden mittels MANOVA (multivariate analysis of 

variance) untersucht. Programme: Jmp 5.0 (SAS Institute, USA) und SigmaPlot 

(Systat Inc., USA).  
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3. Ergebnisse 

 

3.1 BSA hemmt die Fettzelldifferenzierung 

 

Da Detemir in vivo zu ~ 95% an Albumin gebunden ist, wurde zunächst ein 

Versuchsaufbau mit definierter Menge Albumin (BSA; 1mg/ml) entwickelt. 

Hierzu wurde Humaninsulin (HI) in der für Fettzellkulturen üblichen 

Konzentration von 1µM mit Insulin Detemir (DET) verglichen. PDGF-

Konzentration: 1nM.  

Die Proteinkonzentration dient als grobes Maß für die Zelldichte bzw. Überleben 

der Zellen; ebenso ist sie für die Vergleichbarkeit der spezifischen GPDH-

Aktivität sinnvoll (s. unten).   
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Abb. 6 Proteinkonzentration; dargestellt ist die Konzentration des Zellproteins in 
mg/ml unter den jeweiligen Bedingungen an den Tagen 0-8 nach Differenzierungsstart;  
n = 4; Signifikanz an Tag 2 mit ANOVA und Tukey´s post hoc Test; * HI vs. HI + BSA 

 

Zunächst sinkt die Proteinkonzentration an Tag 2 nach Differenzierungsstart um 

ca. 15% ab, jedoch nicht bei den BSA-haltigen Differenzierungsmedien. Im 

zeitlichen Verlauf sieht man weiterhin, dass zum Ende der Differenzierung die 
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Behandlung mit Insulin ohne BSA zu einem etwas erhöhten Proteingehalt 

beiträgt, während in den Ansätzen mit BSA die Proteinkonzentration tendenziell 

abnahm, auch wenn hier keine statistische Signifikanz erreicht werden konnte. 
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Abb. 7 GPDH-Aktivität; dargestellt ist die GPDH-Aktivität in mU/well einer 6-well-
Platte unter den jeweiligen Bedingungen an den Tagen 0-8 nach Differenzierungsstart;  
n = 4; Signifikanz an Tag 4 und 6 mit ANOVA und Tukey´s post hoc Test; * DET vs. 
DET + BSA 

 

Die GPDH-Aktivität diente wie bei Methoden bereits beschrieben (s. S. - 23 -) 

als gängiges Maß für die Fettzelldifferenzierung, die am Tag 8 als 

abgeschlossen betrachtet wurde (s.a. Abb. 4 auf S.- 21 -). 

DET führte zu einer beschleunigten Differenzierung, besaß also eine 

adipogenere Wirkung als HI.   

Bei Vergleich der Insuline mit den jeweiligen BSA-haltigen Medien konnten 

letztere nur 16 (DET) bzw. 25% (HI) der GPDH-Werte erreichen. 

Um Unterschiede zwischen den wells durch Zellverlust oder gering 

unterschiedliche Aussaatdichten auszugleichen, wurden die GPDH-Werte 

außerdem auf das Zellprotein bezogen, wie Abb. 8 zeigt.  
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Tage nach Differenzierungsstart
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Abb. 8 spezifische GPDH-Aktivität; dargestellt in mU/mg Protein unter den jeweiligen 
Bedingungen an den Tagen 0-8 nach Differenzierungsstart;  n = 4; Signifikanz an Tag 
4 und 6 mit ANOVA und Tukey´s post hoc Test; * DET vs. DET + BSA; # HI vs. DET 

 

Auch hier bestätigte sich die akzelerierte Differenzierung von DET-behandelten 

Zellen ebenso wie der bereits oben beobachtete Effekt, dass die BSA-freien 

Medien eine 3- (HI) bzw. 4,5-fach (DET) höhere GPDH-Aktivität erlaubten.  

Es muss also zum Einen von einer adipogeneren Wirkung von 1µM DET, zum 

Anderen von einer die Differenzierung hemmenden Wirkung des Albumins 

ausgegangen werden, weshalb alle folgenden Versuche BSA-frei unternommen 

wurden. Da die für Zellkulturen übliche Insulinkonzentration von 1µM weit 

supraphysiologisch ist, wurde eine Reduktion dieser vorgenommen, die 

folgende interessante Daten erbrachte.  
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3.2 Konzentrationsabhängige Adipogenität Detemirs 

 Tag 4

Insulinkonzentration [nM]
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Abb. 9 Proteinkonzentration Tag 4 
nach Differenzierungsstart; aufge-
tragen ist die je nach Insulin-
konzentration verschiedene Protein-
konzentration HI vs. DET; * signifikant 
verschieden; n ≥ 6; ANOVA und 
Dunnett´s Test; 

 

Tag 8

Insulinkonzentration [nM]
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Abb. 10 Proteinkonzentration Tag 8 
nach Differenzierungsstart; aufge-
tragen ist die je nach Insulin-
konzentration verschiedene Protein-
konzentration HI vs. DET; * signifikant 
verschieden; n ≥ 3; ANOVA und 
Dunnett´s Test; 

Im Vergleich sind hier jeweils die Proteinkonzentrationen unter der 

Differenzierung mit unterschiedlichen Insulinkonzentrationen (von 0nM bis 1µM) 

dargestellt; auch hier beträgt die verwendete PDGF-Konzentration 1nM. 

Von Tag 4 nach Differenzierungsstart bis zum Ende der Differenzierung an Tag 

8 tritt außer bei der Konzentration von 1µM ein weiterer Zellverlust auf; im 

zeitlichen Verlauf erfolgte bei Humaninsulin ein angemessener Zellerhalt erst ab 

frühestens 10nM, bei DET erst bei über 100nM. Bei 1µM ist jedoch fast keine 

Differenz (0,53 mg/ml bei HI vs. 0,49 mg/ml bei DET) mehr auszumachen. 

 

Abbildungen 11 und 12 zeigen die GPDH-Aktivität an den Tagen 4 und 8 nach 

Differenzierungsstart. Erstaunlich ist die nun geringer adipogene Wirkung des 

Detemir im Vergleich zu Humaninsulin bei Insulinkonzentrationen von 0-100nM. 

Es ergab sich ein signifikanter Differenzierungsvorteil des Humaninsulins.  

Im Gegensatz hierzu zeigten sich gegenteilige Sachverhalte bei der 

Konzentration von 1µM, wie sie bereits in den Vorversuchen gefunden wurden 

(vgl. auch Abb. 6-8 S. - 26 -bis - 28 - ).  
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Abb. 11 GPDH-Aktivität in mU/well; 
Tag 4 nach Differenzierungsstart; HI vs. 
DET unter den jeweiligen 
Insulinkonzentrationen; * signifikant 
verschieden; n ≥ 6; ANOVA und 
Dunnett´s Test; 
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Abb. 12 GPDH-Aktivität in mU/well; 
Tag 8 nach Differenzierungsstart; HI vs. 
DET unter den jeweiligen 
Insulinkonzentrationen; * signifikant 
verschieden; n ≥ 3; ANOVA und 
Dunnett´s Test; 

Da bei den Insulinkonzentrationen von 0-10nM wie beschrieben (s.a. Abb. 9 u. 

10 auf S.- 29 -) ein erheblicher Zellverlust auftrat, sei besonders auf die 

spezifische GPDH-Aktivität verwiesen, die die Ergebnisse allerdings bestätigte. 
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Abb. 13 Spezifische GPDH-Aktivität 
in mU/mg Protein; Tag 4 nach 
Differenzierungsstart; HI vs. DET unter 
den jeweiligen Insulinkonzentrationen; * 
signifikant verschieden; n ≥ 6; ANOVA 
und Dunnett´s Test; 
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Abb. 14 Spezifische GPDH-Aktivität 
in mU/mg Protein; Tag 8 nach 
Differenzierungsstart; HI vs. DET unter 
den jeweiligen Insulinkonzentrationen; * 
signifikant verschieden; n ≥ 3; ANOVA 
und Dunnett´s Test;  

 

Auch hier – bezogen auf den Proteingehalt - zeigt sich die gegenteilige Wirkung 

des DET auf die Differenzierung bei einer Konzentration von 1µM. 
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3.3 Etablierung eines Zellkulturprotokolls  

 

Da mit den physiologischeren Insulinkonzentrationen aufgrund hoher 

Zellverluste keine ausreichende Differenzierung erreicht werden konnte 

(spezifische GPDH bei 1 bzw. 10nM HI nur bei 153 bzw. 601 mU/mg Protein) 

folgte die Etablierung eines geeigneten Differenzierungsprotokolles. Hierzu, wie 

auch bei allen folgenden Versuchen, wurde nun PDGF-BB der Firma ProSpec-

Tany TechnoGene LTD verwendet. 
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Abb. 15 Proteinkonzentration unter 
unterschiedlichen PDGF- und 
Humaninsulin-Konzentrationen; Tag 8 
nach Differenzierungsstart; n ≥ 3; 
weniger als 5nM HI erbrachten keine 
ausreichende Proteinkonzentration;  
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Abb. 16 Spezif. GPDH-Aktivität unter 
unterschiedlichen PDGF- und 
Humaninsulin-Konzentrationen;  Tag 8 
nach Differenzierungsstart;      n ≥ 3;  

 

Aus Abb. 15 und 16 gingen mit möglichst geringer HI-Konzentration mit 

dennoch gesichertem Zellüberleben und einem ausreichenden und stabilen 

Differenzierungsergebnis folgende Bedingungen als Referenzprotokoll hervor:  

Humaninsulin in einer Konzentration von 5nM, PDGF in einer Konzentration von 

4nM. Dies ist für alle folgenden Daten zugrunde gelegt worden. 
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3.4 Detemir ist weniger adipogen als Humaninsulin 

 

Wie bereits erwähnt, benötigt DET für die gleiche metabolische Wirkung eine 4-

fach höhere Konzentration, so dass in den Versuchen eine äquimolare (5nM = 

208µU/ml) sowie eine äquipotente (20nM = 833µU/ml) Dosis in Vergleich zu 

Humaninsulin (5nM = 819µU/ml) verwendet wurde. Um auszuschließen, dass 

die Unterschiede durch die an DET kondensierte Myristinsäure (MY) bedingt 

sind, erfolgten entsprechende Myristinsäure-Kontrollen. Ethanol (EtOH), 

welcher als Lösungsmittel für die Myristinsäure fungierte, wurde ebenfalls 

kontrolliert.  

 

 

 

3.4.1 Untersuchungen auf enzymatischer Ebene 
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Abb. 17 Proteinkonzentration der 3T3-L1-Präadipozyten; n ≥ 3; * signifikant vs. alle 
(MANOVA); # DETäquimolar signifikant vs. MY und EtOH, ** DETäquipotent signifikant vs. 
MY4x und EtOH an den jeweiligen Zeitpunkten (ANOVA, post hoc Dunnett’s Test);  
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Unter Humaninsulin ist nach Differenzierungsstart zum Zeitpunkt der Induktion 

(Tag 0-4) ein signifikanter Proteinanstieg zu erkennen. Im Verlauf der 

Differenzierung kommt es allerdings nur bei Humaninsulin nicht zum massiven 

Proteinabfall. Weder DETäquimolar noch DETäquipotent konnten an die Daten der HI-

differenzierten 3T3-L1-Zellen heranreichen, zeigten sich aber signifikant 

verschieden gegenüber den Kontrollen. 
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Abb. 18 GPDH-Aktivität der 3T3-L1-Präadipozyten; n ≥ 3; * signifikant vs. alle 
(MANOVA); # DETäquipotent signifikant vs. MY4x; ** DETäquimolar signifikant vs. MY an den 
jeweiligen Zeitpunkten (ANOVA, post hoc Dunnett’s Test);  

 

Humaninsulin erreichte einen 480-fachen Anstieg der GPDH-Aktivität, die mit 

DET differenzierten Präadipozyten konnten nur einen ~60- (DETäquimolar) bzw. 

~80-fachen Anstieg (DETäquipotent) erreichen. Bei DET zeigt sich außerdem eine 

dosisabhängige Wirkung, auch wenn hier keine Signifikanz erreicht werden 

konnte. Gegenüber den Kontrollen zeigte DETäquipotent eine signifikant höhere 

adipogene Wirkung, DETäquimolar jedoch nur an den Tagen 6 und 8 nach 

Differenzierungsstart. 
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Abb. 19 Spezifische GPDH-Aktivität der 3T3-L1-Präadipozyten; n ≥ 3;   * signifikant 
vs. alle (MANOVA); # DETäquipotent signifikant vs. MY4x und EtOH; ** DETäquimolar 
signifikant vs. MY an den jeweiligen Zeitpunkten (ANOVA, post hoc Dunnett’s Test);  

 

Auch hier bestätigten sich die vorgenannten Ergebnisse: Humaninsulin 

erreichte einen 200-fachen Anstieg der spezifischen GPDH-Aktivität, 

wohingegen Detemir nur einen ~80- (DETäquimolar) bzw. ~100-fachen Anstieg 

(DETäquipotent) verursachte. Ebenso zeigte sich eine signifikant verschiedene 

Wirkung gegenüber den Myristinsäure-Kontrollen. Ein relevanter adipogener 

Effekt trat dort ebenso wenig auf wie bei Ethanol.  
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3.4.2 Untersuchungen auf morphologischer Ebene 

 

Die gefundenen Ergebnisse konnten auch optisch bestätigt werden. In Abb. 20 

A, B, C ist deutlich die adipogenere Wirkung von Humaninsulin im Vergleich zu 

Detemir zu erkennen. Auch waren hier, wie aus den vorausgegangenen Daten 

zu erwarten gewesen war, deutlich mehr Zellen unter HI-Behandlung 

vorhanden.  

Wiederum ist eine dosisabhängige Wirkung des DET zu beobachten. 
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A   

B   

C   

Abb. 20 A-C Mikroskopische (links; Vergrößerung 125x) und makroskopische 
(rechts) Ansicht der 3T3-L1 Präadipozyten-Kulturen nach abgeschlossener 
Differenzierung an Tag 8; die Lipid-Tröpfchen sind mit Öl-Rot angefärbt. (A) 
Differenzierung mit DETäquimolar, (B) DETäquipotent und (C) HI. 
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3.4.3 Untersuchungen auf Ebene der Genexpression 

 

Dass sich diese Beobachtungen auch bei der Genregulation bestätigten, zeigen 

die folgenden Daten. Der frühe Differenzierungsmarker PPARγ2 wurde an Tag 

4 getestet. 
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Abb. 21 PPARγ2-Expression an den Tagen 0 und 4 nach Differenzierungsstart;  n 
= 3; * signifikant verschieden vs. alle, # signifikant vs. Nullwert (ANOVA und post hoc 
Dunnett’s Test); 

 

Insgesamt zeigte sich eine signifikante Hochregulierung des Markergenes der 

Adipogenese durch alle Insuline. Es ergab sich jedoch ein deutlicher Vorteil des 

Humaninsulins gegenüber DET, sowohl in der äquimolaren als auch der 

äquipotenten Dosis. Diese erreichten nur knapp über 50% der Werte des 

Humaninsulins. 

Auch der späte Differenzierungsmarker auf Genexpressionsebene (Leptin) 

konnte diese Ergebnisse bestätigen.  
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Abb. 22 Leptin-Expression an den Tagen 0, 4 und 8 nach Differenzierungsstart;      
n = 3; * signifikant verschieden vs. Tag 0, # signifikant vs. HI Tag 8 (ANOVA und post 
hoc Dunnett’s Test); aufgrund Zellsterbens der mit Myristinsäure differenzierten Zellen 
konnte dort am Tag 8 keine RNA isoliert werden; 

 

An Tag 4 erfolgte wie erwartet noch keine signifikante Hochregulation der 

Leptin-Genexpression, man erkannte jedoch bereits einen Vorteil des 

Humaninsulins. An Tag 8 nach Differenzierungsstart konnte aufgrund des 

Zellverlustes bei den Myristinsäurekontrollen nur bei den mit Insulin 

differenzierten Zellen RNA gewonnen werden. Es zeigte sich ein signifikanter 

Anstieg im zeitlichen Verlauf, allerdings konnten auch hier weder DETäquimolar 

noch DETäquipotent das Niveau des HI (> 1000-facher Anstieg gegenüber Tag 0) 

erreichen. Es kam nur zur 22- (äquimolar) bzw. 76-fachen (äquipotent) 

Expressionssteigerung. 

Es bestätigten sich somit auf allen drei untersuchten Ebenen (morphologisch, 

enzymatisch und bezüglich der Genexpression) die Ergebnisse, dass Detemir 

auch in äquipotenter Konzentration wesentlich geringer adipogene 

Eigenschaften besitzt als Humaninsulin. 
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Um sicherzugehen, dass dieser eingeschränkte adipogene Effekt nicht auf 

Sequestrierung des Detemirs über seinen hydrophoben Myristinsäurerest 

zurückzuführen ist, erfolgte die Absättigung möglicher Bindungsstellen 

(Petrischale oder Zelloberfläche) mit Myristinsäure, wie in Material und 

Methodik (s. S. - 22 -) beschrieben.  
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Abb. 23 n = 3; Tag 8 nach 
Differenzierungsstart; dargestellt sind 
Proteinkonzentration (A), GPDH-
Aktivität (B) und spezifische GPDH-
Aktivität (C) der jeweiligen 
Bedingungen; * HI vs. DET jew. 
signifikant verschieden (gepaarter T-
Test) 

 

 

Zu erkennen war zum Einen eine den vorigen Ergebnissen entsprechende 

Differenzierung, auch hier mit der signifikant geringeren Adipogenität Detemirs. 

Zum Anderen war zwischen den mit Myristinsäure abgesättigten und 

herkömmlich differenzierten Zellen kein Unterschied auszumachen, so dass der 

herausgearbeitete geringer adipogene Effekt von DET nicht vom Myristat 

herrührt. 

* 
* 
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4. Diskussion 

 

Diabetes mellitus mit seinen schweren Folgeerkrankungen, die stets 

ansteigende Prävalenz sowie die häufige Vergesellschaftung dieses 

Krankheitsspektrums mit dem metabolischen Syndrom inklusive der 

gesundheitlichen wie finanziellen Folgen für die heutige Gesellschaft machen 

die Bedeutung der Forschung auf diesem Gebiet klar. 

Da Heilung weiterhin nicht in Sicht ist, bleibt die normoglykäme Einstellung der 

Diabetiker und damit möglichst Vermeidung der Krankheitsfolgen vorerst 

oberstes Therapieziel. In der Vergangenheit hat sich in diesem Bereich sehr viel 

getan. Eine große Verbesserung war z. B. die Entwicklung von Analoginsulinen, 

die mit Insulin Detemir und dem neuartigen Wirkverzögerungsprinzip der 

Albumin-Bindung zuletzt auch die - bisher unter Insulintherapie nicht 

vermeidbare - Gewichtszunahme beeinflussen zu können scheint. 

Weil zelluläre und molekulare Ursachen bisher nicht hinreichend bekannt 

waren, wurde in dieser Arbeit die adipogene Wirkung des Insulin Detemir auf 

die Fettzelldifferenzierung untersucht. 

 

Für in vitro Differenzierungen sind hohe Insulinkonzentrationen von 1µM 

Standard. Während dies in den Anfängen der Fettzelldifferenzierung als einzige 

Möglichkeit gesehen wurde [Smith, PJ et al. 1988], konnten angemessene 

Differenzierungsergebnisse in der Zwischenzeit auch mit physiologischeren 

Insulinkonzentrationen erzielt werden [Staiger, H et al. 2005a].  

Um die in vivo bestehende Albuminbindung zu imitieren wurde zunächst ein 

BSA-haltiger Ansatz mit hoher Insulinkonzentration (1µM) verwendet. Hier 

zeigte sich jedoch eine starke Inhibition der Differenzierung unter 

Serumalbumin; dies war bisher nicht bekannt, stimmt allerdings gut mit 

aktuellen Daten überein [Schlesinger, JB et al. 2006].  

Darüber hinaus konnte zudem auch ein deutlicher proadipogener sowie 

überlebensvermittelnder Effekt Detemirs, sowohl auf Protein- (s. Abb. 6 auf S. - 

26 -) wie auch auf Enzymebene (Abb. 7+8 S. - 27 -und - 28 - ) festgestellt 

werden.  
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Betrachtet man die Proteinkonzentration genauer, erkennt man den zu 

erwartenden Zellverlust an Tag 2 nach Induktion bei den konventionell ohne 

BSA differenzierten Zellen. Dieser ist auf den Entzug der 

Serumwachstumsfaktoren zurückzuführen. Bei den albuminhaltig differenzierten 

Zellen konnte dies zunächst überbrückt werden, der Zellverlust im Verlauf 

jedoch nicht aufgehalten, insbesondere auch keine ausreichende 

Differenzierung erreicht werden (s.a. Abb. 8).  

Die proadipogenen Effekte Detemirs (insbes. die zeitlich beschleunigte 

Differenzierung, s.a. Abb. 8 S. - 28 -) überraschten allerdings und stehen in 

starkem Gegensatz zur Datenlage der geringeren Affinität sowie metabolischen 

und mitogenen Wirkung Detemirs. Auch der gewichtssparende Aspekt ist 

hiermit nicht in Einklang zu bringen. Durch die hohen subkutanen 

Konzentrationen und die längere Verweildauer an der Applikationsstelle könnte 

der beobachtete Effekt klinisch von Bedeutung sein; auch unter Detemir gibt es 

bereits Publikationen über aufgetretene Lipodystrophien [Babiker, A et al. 2010; 

Del Olmo, MI et al. 2008; Holstein, A et al. 2010; Levandoski, LA et al. 1982; 

Radermecker, RP et al. 2007; Richardson, T et al. 2003]. 

 

Aufgrund der gefundenen Differenzierungshemmung durch Albumin wurden alle 

folgenden Experimente ohne Serumalbumin durchgeführt.  

 

Es folgten Versuche, die supraphysiologischen Insulinkonzentrationen zu 

vermeiden; die adipogenere Wirkung von DET wurde bestätigt, jedoch nur bei 

Verwendung von hohen Konzentrationen; bereits bei 100nM wurden genau 

gegenteilige Ergebnisse erhoben, DET war bei Weitem nicht in der Lage, auch 

nur annähernd an die Differenzierungsergebnisse des HI heranzureichen (Abb. 

11-14 S. - 30 -), was sich mit den vielen klinischen Studien bezüglich der 

Gewichtsneutralität wesentlich besser vereinbaren ließ. Des Weiteren zeigte 

sich - sobald die Insulinkonzentration unter 1µM reduziert wurde - ein signifikant 

schlechteres Zellüberleben unter DET (s. Abb. 9+10 S. - 29 -), das auch 

mikroskopisch bestätigt werden konnte (vermehrt apoptotische Körperchen, wie 

sie für nicht ausreichend zur Differenzierung stimulierte Präadipozyten typisch 
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sind [Staiger, H et al. 2005a]; Daten nicht demonstriert). Es stellt sich somit die 

Frage, ob DET weniger zelltodsupprimierend ist als HI. Hierzu sind sicher 

ergänzende Untersuchungen von Nöten. 

  

Eine mögliche Erklärung für diesen Potenz-Umsprung bei hohen 

Konzentrationen könnte die dem Detemir anhängende Myristinsäure sein, da 

Fettsäuren als Induktoren für Genexpression und Fettzelldifferenzierung 

bekannt sind [MacDougald, OA et al. 1995].  

 

Insgesamt konnten mit den niedrigeren Insulinkonzentrationen jedoch auch 

unter Humaninsulin nicht die bestmöglichen Differenzierungsergebnisse erreicht 

werden (spezifische GPDH < 800mU/mg Protein), so dass zunächst ein neues 

Versuchsprotokoll etabliert werden musste, welches die Differenzierung unter 

annähernd physiologischen Insulinkonzentrationen (5nM) erlaubte (s. Kapitel 

3.3 auf S. - 31 -). Hierzu musste, wie bereits früher gezeigt [Staiger, H et al. 

1998], die PDGF-Konzentration im serumfreien Medium entsprechend erhöht 

und – um eine Differenzierungshemmung durch zu hohe Wachstumsfaktor-

Konzentrationen zu vermeiden – austitriert werden. 

 

Zu beachten ist, dass für die gleiche blutzuckersenkende Wirkung bei Detemir 

eine vierfach so hohe molare Konzentration notwendig ist [Brunner, GA 2000; 

Schatz, H 2006], was eventuell auf die geringere Bindung an den 

Insulinrezeptor, die geringere metabolische Aktivität und die erhöhte nicht 

Rezeptor-vermittelte Clearance zurückgeführt werden kann [Kurtzhals, P 2004; 

Kurtzhals, P et al. 2000].  

Aus diesem Grund wurden sowohl eine äquimolare, sowie eine in Bezug auf die 

Glukose-senkende Wirkung äquipotente Konzentration Detemirs im Vergleich 

zu Humaninsulin getestet. 

Um auszuschließen, dass die gewonnenen Ergebnisse durch den angehängten 

Myristinsäurerest alleine bedingt sind, erfolgten diesbezüglich Kontrollversuche, 

ebenso für den bei den Experimenten notwendigen Trägerstoff Ethanol. 
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Abb. 17-19 (s. S. - 32 - bis - 34 - ) zeigten die deutlich weniger adipogene 

Wirkung Detemirs (äquimolar wie auch äquipotent) auf enzymatischer Ebene. 

Darüber hinaus erlaubt nur HI den nach Einleitung der Induktion (Tag 0-4) - und 

damit Entziehen der Serum-Wachstumsfaktoren - zu erwartenden initialen 

Proteinanstieg (s. Abb. 17) durch klonale Expansion. Weder DET äquimolar 

noch äquipotent oder die Myristinsäure-Kontrollen (5nM und 20nM) waren dazu 

in der Lage; ein erneuter Hinweis auf einen weniger überlebensvermittelnden 

Effekt Detemirs. 

Auf morphologischer Ebene konnten die Daten ebenso eindrücklich bestätigt 

werden (s. Fotos s. - 36 -). Neben der verminderten Adipogenität drängte sich 

außerdem auch die Vermutung einer verminderten Lipogenität auf. Dies ist 

jedoch ein optischer Eindruck und muss durch weitere Untersuchungen 

bestätigt werden.  

 

Während der Differenzierung von Fettzellen wird die Expression von über 2000 

Genen reguliert [Guo, X et al. 2000]. Leptin (als spät im Verlauf hochreguliertes 

Gen [Gregoire, FM 2001; Simons, PJ et al. 2005]) und der relativ 

adipozytenspezifische frühe Differenzierungmarker und Transkriptionsfaktor 

PPARγ2 [Braissant, O et al. 1996; Saladin, R et al. 1999; Tontonoz, P et al. 

1994] dienten als Messgrößen. Von PPARγ ist bekannt, dass sein Maximum 

am Tag 3-4 der Differenzierung [Cornelius, P et al. 1994] eintritt, weshalb er für 

die Zwischenergebnisse  an Tag 4 ausgezeichnet in Frage kam.  

Alle Insuline konnten die signifikant vermehrte Expression der besagten Gene 

hervorrufen, DETäquimolar wie auch DETäquipotent erreichten jedoch bei Weitem 

nicht das Niveau des Humaninsulins. 

 

Zusammenfassend konnte auf allen drei untersuchten Ebenen (morphologisch, 

enzymatisch und bezüglich der Genexpression) die Schlussfolgerung, dass 

Insulin Detemir auch in äquipotenter Dosis im Vergleich zu Humaninsulin 

deutlich weniger adipogen ist, bestätigt werden. Um sicherzugehen, dass der 

Effekt nicht durch eine Bindung des Myristinsäure-Restes an Rezeptor- (und 

damit Wirkungsort) -fremde Stellen hervorgerufen ist, erfolgte abschließend 
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eine der Differenzierung vorausgegangene Absättigung aller möglichen 

Bindungsstellen.    

 

Die gefundenen Ergebnisse stehen im Einklang mit der bereits bekannten 

geringeren Rezeptoraffinität sowie der niedrigeren mitogenen wie 

metabolischen Wirkung des Detemir.  

Für den beschriebenen Gewichtsvorteil stellen diese Daten eine weitere   

Erklärung dar. Die bisher bekannten Theorien (s. S. 14/15), die von 

Verteilungsunterschieden bis zu ZNS-gesteuerten Veränderungen der 

Nahrungsaufnahme und körperlichen Aktivität reichen, müssen nun um die 

molekulare Ebene ergänzt werden.  

PPARγ als wichtiger Regulator des lipo- und adipogenen 

Differenzierungsprogramms führt unter Aktivierung durch Agonisten (z.B. die 

orale Antidiabetika-Gruppe der Glitazone) zur Gewichtszunahme; diese ist 

jedoch bis zu 75% durch vermehrten Wasseranteil im Körper bedingt [Basu, A 

et al. 2006; Packianathan, IC et al. 2005]; ein möglicher Hinweis, dass die 

geringere Gewichtszunahme unter Detemir einer geringeren Ödembildung 

durch weniger PPAR-Aktivierung zuzuordnen sein könnte. Untersuchungen zu 

Körperbestandteilen unter Detemirtherapie sind bis heute jedoch nicht erfolgt.  

Des Weiteren hängt die Differenzierung von Präadipozyten von den 

verwendeten Fettkompartimenten ab. Während subkutane Präadipozyten unter 

Glitazonen wie erwartet vermehrt differenzierten, zeigten sich viszerale 

Fettzellen trotz ähnlicher PPAR-Expression resistent [Adams, M et al. 1997], so 

dass es zu einer Umverteilung der Adipositas vom viszeralen zum subkutanen 

Depot [Carey, DG et al. 2002; Laplante, M et al. 2006; Miyazaki, Y et al. 2002; 

Virtanen, KA et al. 2003] kommt. Viszerale Adipositas spielt als eigenständiger 

Risikofaktor und Prädiktor für Insulinresistenz eine große Rolle [Albu, JB et al. 

2000; Bonora, E et al. 1992; Despres, JP et al. 1995; Goodpaster, BH et al. 

1997; Kissebah, AH et al. 1989; Wajchenberg, BL et al. 2002]. Ob Detemir in 

beiden Fettentitäten reduzierte PPARγ-Expression aufweist und ob sich dies 

wiederum in veränderter Kompartimentverteilung sowie Unterschieden in den 

jeweiligen Differenzierungsprogrammen widerspiegelt, bleibt zu erforschen. 
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Unbedingt sind auch Adipo- und Zytokine als weitere Ursachen der 

Gewichtsneutralität Detemirs zu diskutieren. Dass sie in die Adipogenese und 

den Lipidmetabolismus erheblich eingreifen, steht außer Frage [Fu, Y et al. 

2005; Hauner, H et al. 1994; Hauner, H et al. 1995; Lara-Castro, C et al. 2007; 

Liang, X et al. 2006; Machinal-Quelin, F et al. 2002; Path, G et al. 2001; 

Petruschke, T et al. 1993; Petruschke, T et al. 1994; Sopasakis, VR et al. 2004; 

Torti, FM et al. 1989]. Interessant wäre, inwieweit Detemir eine 

Sekretionsänderung dieser Hormone hervorruft. 

 

Abschließend muss jedoch die begrenzte Übertragungsfähigkeit eines 

Zellsystems auf die in vivo-Situation beachtet werden. Auch die hier 

gefundenen Daten können natürlich nur begrenzt transferiert werden, 

insbesondere da Detemir im Körper ja bekanntermaßen zu 99% Albumin-

gebunden ist, die hier vorliegenden Daten jedoch unter serumfreien 

Bedingungen erhoben wurden. Da allerdings nur das freie DET das biologisch 

aktive Kompartiment darstellt, werden die Ergebnisse dadurch keinesfalls 

abgeschwächt.  
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5. Zusammenfassung 

 

Bis zum heutigen Tage ist eine Heilung der Volkskrankheit Diabetes nicht 

möglich. Um die zur Vermeidung der Folgeschäden notwendige normnahe 

Blutglukose zu erreichen, werden immer neue Anstrengungen unternommen, 

eine möglichst physiologische Insulinzufuhr zu imitieren.  

Insulin Detemir mit seinem langen Wirkprofil konnte dies durch die 

Albuminbindung nahezu erreichen; zugrunde liegt der angehängte 

Myristinsäure-Rest. In vielen Studien konnte inzwischen nachgewiesen werden, 

dass Detemir – im Vergleich zur Situation bei herkömmlichen Insulin - keinen 

Gewichtsanstieg hervorruft. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die 

Wirkung des Insulin Detemir auf das wichtige Erfolgsorgan Fettgewebe anhand 

der Differenzierung von 3T3-L1-Präadipozyten untersucht. 

Getestet wurde jeweils im Vergleich zu Humaninsulin, untersucht wurden drei 

Ebenen. Die enzymatische Ebene mit der photometrisch bestimmten GPDH-

Aktivität als Marker der Differenzierung; die morphologische mittels 

mikroskopischer Ansicht nach Färbung der Fetttröpfchen, sowie die Ebene der 

Genexpression, da während der Adipogenese mehr als 2000 Gene in ihrer 

Expression verändert werden; in der vorliegenden Arbeit wurden PPARγ2 und 

Leptin als Differenzierungsmarker mittels Polymerase-Ketten-Reaktion 

quantifiziert. 

Da sich in den ersten Experimenten eine starke Differenzierungshemmung 

durch Serumalbumin zeigte, mussten alle Versuche in Abwesenheit von 

Albumin stattfinden.  

Bei supraphysiologischen Konzentrationen trat eine signifikant höhere 

Adipogenität des DET auf, was im Gegensatz zur Literatur und zur 

beobachteten Gewichtsneutralität steht. Ursächlich hierfür könnte die Wirkung 

des Fettsäurerestes bei hohen Konzentrationen sein. 

Ziel war es daher, die Untersuchungen mit möglichst physiologischen 

Insulinkonzentrationen durchführen zu können, so dass ein geeignetes 

Versuchsprotokoll etabliert wurde. Da für die gleiche blutzuckersenkende 
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Wirkung eine 4-fach molare Konzentration an Detemir benötigt wird, wurden die 

Ergebnisse im äquimolaren, sowie im äquipotenten Bereich gewonnen. 

Hier zeigte sich eine wesentlich weniger adipogene Wirkung des Insulin 

Detemir im Vergleich zu Humaninsulin, was auf allen drei untersuchten Ebenen 

deutlich gezeigt werden konnte; weder Detemir äquimolar noch äquipotent 

waren in der Lage, an die Adipogenität des Humaninsulins heranzureichen; 

dass dies am Myristinsäure-Rest liegt, wurde in entsprechenden Kontrollen 

ausgeschlossen.  

  

Des Weiteren kann aufgrund der Proteinverläufe ein geringerer 

mitogener/zelltodsupprimierender Effekt von Detemir angenommen werden, da 

nur unter Humaninsulin postkonfluente Mitosen beobachtet werden konnten. 

Hierzu sind jedoch weitere bestätigende Untersuchungen von Nöten. Auch die 

morphologisch vermutete weniger lipogene Wirkung wirft neue interessante 

Fragestellungen auf. 

Schließlich können die gewonnen Ergebnisse der geringeren Adipogenität 

Detemirs eine weitere gute Erklärung zum gewichtsneutralen Verhalten des 

Insulins darstellen. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

Abb.  Abbildung  

AS  Aminosäure 

cAMP  cyclisches Adenosinmonophosphat 

DET  Insulin Detemir = Levemir® 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

ECACC European Collection of Cell Cultures 

FCS  fetal calf serum 

FS  Fettsäure 

HI  Humaninsulin 

IBMX  3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin  

IR  Insulinrezeptor 

IRS  Insulinrezeptorsubstrat 

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MY  Myristinsäure 

NPH  Neutrales Protamin Hagedorn (Verzögerungsinsulin) 

PBS  Phosphat-gepufferte Salzlösung 

PDGF  Platelet-derived growth factor 

SEM  standard error of the mean 

SD  serumfreies Differenzierungsmedium 
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