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Erlduterungen zur Originalarbeit: In Vitro Studies
Investigating the Effect of Subcutaneous
Phosphatidylcholine Injections in the 3T3-L1
Adipocyte Model: Lipolysis or Lipid Dissolution?

1. Einleitung

Die Ergebnisse dieser Versuchansitze wurden im August 2009 in einer Publikation
unter dem Titel ,In Vitro Studies Investigating the Effect of Subcutaneous
Phosphatidylcholine Injections in the 3T3-L1 Adipocyte Model: Lipolysis or Lipid
Dissolution?” in dem Journal of Medizinischen Fakultit der Universitdt Regensburg
sieht nach Paragraph 4, Absatz 4 die Vorlage einer Originalarbeit als
Dissertationsarbeit vor, sofern der Doktorand als Erstautor auf dieser Originalarbeit
aufgefiihrt wird. Die Promotionskommission verlangt zudem, dass dieser
Originalarbeit eine zusitzliche Erlduterung zu den Einzelheiten der Publikation
beigefiigt wird; daher sollen die folgenden Ausfithrungen zu diesen Experimenten
die Publikation weder iibersetzen noch ersetzen. Vielmehr sollen Details zu dem
Thema Lipolysetherapie, sowie zu den in dieser Arbeit angewandten Methodiken
erldutert werden, die in der urspriinglichen Originalarbeit aufgrund der strikten

Journalvorgaben keine Berticksichtigung fanden.

2. Hintergrund

2.1 Fettverteilungsstorungen

Die pathogenetischen Ursachen fiir einen regionalen Uberschuss an
Unterhautfettgewebe sind im Einzelnen sehr unterschiedlich und bei weitem nicht
immer - wie hdufig fdlschlicherweise angenommen - durch eine iibermafige
Energiezufuhr bedingt. Neben héiufigen hormonellen Dysfunktionen, wie
beispielsweise dem durch Hypercortisolismus bedingtem Morbus Cushing, ist eine

relativ seltene aber gravierende Ursache der Morbus Madelung. Wahrend die
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Lipomatose bei dem Hypercortisolismus in der Regel mit einer Einstellung der
Serumcortisolkonzentration auf physiologische Spiegel riickldufig ist, stehen bei
Erkrankungen wie dem Morbus Madelung — dessen Genese noch weitgehend
unverstanden ist - nicht selten nur rein symptomatische Therapieoptionen zur

Verfiigung. ***

2.2 Liposuktion

Zunidchst ist hier die Liposuktion zu nennen, bei der im Wesentlichen das
tiberschiissige Fettvolumen iiber eine Kaniile unter Sog entfernt wird. Bei der heute
am hdufigsten angewandten Liposuction werden zunéchst mittels einer grofSlumigen
Kaniile einige Liter einer Tumeszenslosung bestehend aus Lidocain und
Vasokonstringentien eingebracht, welche die Adipozyten aus ihrem Gewebeverbund
16st und zudem der folgenden Odembildung als auch dem Blutverlust
entgegenwirkt. Es folgt die mechanische Mobilisierung der Adipozyten aus ihrem
Verbund mit der Liposuktionskaniile unter kontinuierlichem Aspiratorsog. Die
gelosten Adipozyten werden nach ihrem Weg tiber die Kaniile in einen
Auffangcontainer vor dem Aspirator gesammelt.” Unbestrittene Vorteile dieser
Methode sind sowohl die langjahrige klinische Erprobung als auch eine effektive
Volumenreduktion des Unterhautfettgewebes in kiirzester Zeit. Doch muss trotz der
Effektivitit auch auf die Gefahren dieses Eingriffs hingewiesen werden. Neben
allgemeinen  Risiken  operativer  Eingriffe =~ wie  Wundinfektionen  und
Wundheilungsstérungen und den potentiellen Gefahren der hierfiir in der Regel
notwendigen Allgemeinandsthesie, enstehen Risiken durch das betrichtliche
Ausmafi an entstandener Wundfliache. Neben Blutverlusten, insbesondere nach dem
Abklingen Der Wirkung der intraoperativ eingebrachten Vasokonstriktoren, besteht
die Gefahr eines allgemeinen Fliissigkeitsverlustes bis zum Vollbild des
hypovoldamischen Schockzustandes. Nicht zu unterschétzen ist zudem die Gefahr der
akzidentiellen Penetration von Organen, wie beispielsweise des
Gastrointestinaltraktes oder des Thorax, durch das mechanische Losen der
Adipozyten mit der Liposuktionskantile. Beschreibungen zu Féllen von
unbemerkten Darmpenetrationen finden sich wiederholt in der Literatur.Die
Anwendung dieser Methode sollte daher ausschlieflich durch Fachirzte fiir
Plastische- und Asthetische Chirurgie erfolgen.®

Neben der teilweise nicht unerheblichen funktionellen Einschrankungen durch die

Lipomatose - vor allem in der Cervikalregion - sollte der enorme Leidensdruck der

5



betroffenen Patienten nicht auBler Acht gelassen werden.” Sowohl didtetische
MafBinahmen als auch ein erhéhtes Maf8 an Sport, fithren nicht zu einer Reduktion der
Lipomatose. Spontanremissionen sind beispielsweise fiir den Morbus Madelung

bisher nicht beschrieben.

2.3 Injektionslipolyse

Aufgrund den beschriebenen Nachteile der Liposuktion wurden in den letzten
Jahren verstarkt Anstrengungen unternommen, die Liposuktion, insbesondere bei
geringeren Volumentiberschiissen, durch risikodrmere Therapiemethoden zu
ersetzen. Hier erfolgte der Einsatz nach einer Publikation von Rittes et al. besonders
der Einsatz von Phosphatidylcholin.® Die Autoren haben erstmals die klinische
Beobachtung einer Volumenreduktion nach subkutaner Applikation von
Phosphatidylcholin beschrieben.

In Europa kommt fiir diese ,Lipolysetherapie” in der Regel das in Desoxylcholat
geloste Phosphatidylcholin zum Einsatz, welches in Deutschland unter dem
Handelsnamen Lipostabil® vertrieben wird. Lipostabil® fand seine Markteinfiihrung
in den 1970er Jahren als intravends applizierbares Arzneimittel zur Therapie und
Pravention von Fettembolien; somit handelt es sich bei der Therapie von
Fettverteilungsstdrungen mit dem Medikament Lipostabil® um einen sog. doppelten
,,Off-Label-Use”, da dieses Arzneimittel behordlicherseits weder zur subkutanen
Applikation noch zur Volumenreduktion von subkutanem Fettgewebe zugelassen
ist. Daher tiberrascht es kaum, dass die Studienlage zu dieser Anwendung duflerst
maéfiig ist. Neben weiteren Ver('jffentlichungen klinischer Studien, die den
vorbeschriebenen volumenreduzierenden Effekt stiitzen, existiert eine weitere
experimentelle Studie, bei der jedoch kein in-vitro Adipozytenmodell zur
Anwendung kam.*” Daher besteht nur eine fragliche Ubertragbarkeit der gewonnen
Daten auf die in-vivo Situation.

Vor diesem Hintergrund wird die Frage, welche Substanz in Lipostabil® lipolytisch
wirksam ist und wodurch der lipolytische Effekt tatsichlich zustande kommt nach
wie vor kontrovers diskutiert. Dabei gilt es genau zwischen den Begrifflichkeiten
lipolytisch, im Sinne eines biochemischen Enzymkatabolismus und lipolytisch im
Sinne einer Zelllyse von Adipozten zu differenzieren. Obwohl ein
volumenreduzierender Effekt letztlich sowohl bei Ersterem als auch bei Letzterem zu
erwarten wire, ist eine Unterscheidung in Bezug auf potenzielle Risiken und

Grenzen der Therapie unabdingbar.



2.4 Fragestellung

Diese Studie zielt darauf ab, die einzelnen Substanzen in Lipostabil auf ihren
lipolytischen Charakter hin zu iiberpriifen. Im einzelnen sollen die in Lipostabil®
enthaltenen Einzelsubstanzen isoliert und in Kombination auf ihre lipolytische und
cytotoxische Aktivitdt hin gepriift werden; zudem werden durch die Priifung der
Einzelkomponenten in unterschiedlicher Kombination eventuelle synergistische
Effekte der Einzelsubstanzen beriicksichtigt. Schliefllich soll diese Studie Aufschluss
tiber den tatsdchlichen Wirkmechanismus des beschriebenen volumenreduzierenden

Effektes von Phosphatidylcholin bringen.

2.5 Lipolyse

2.5.1 Biochemische Lipolyse

Bei der biochemischen Lipolyse handelt sich um einen sowohl durch o,- als auch
durch Bi-rezeptoren induzierten Enzymkatabolismus. Die Erkennung des
Rezeptorliganden am Transmembranrezeptor fiithrt zur Phosphorylierung von
Guanin-Di-Phosphat (GDP), welches damit zu Guanin-Tri-Phosphat (GTP) wird.
Guanin-Tri-Phosphat selbst wiederum induziert an einem cytoplasmaseitigen
membranstdndigen Rezeptor die Umsetzung von Adenosin-Tri-phosphat (ATP) zu
cyklischem Adenosin-Mono-Phosphat (cAMP) welches dann tiber die Aktivierung
einer Proteinkinase die Triglycerinlipase aktiviert (Abb. 1la). Die aktivierte
Triglcerinlipase spaltet hydrolytisch die aus Glycerol und jeweils drei Fettsdureresten
bestehenden Triglyceride, die anschlieBend durch Veresterung mit Cholesterin tiber

Serumlipoproteine dem Lebermetabolismus zugefiihrt werden (Abb. 1b)."
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Abb. 1a: Signaltransduktion der biochemischen Lipolysekaskade
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Abb. 1b: Schematische Darstellung des Triacylglyceridstoffwechsels.




2.5.2 Lyse von Lipiddoppelmembranen

Die lytische Durchbrechung der Membranintegritit, ist ein nicht-enzymvermittelter
Prozess bei dem Substanzen mit Detergenzwirkung die Zellmembran durch
Mizellenbildung mit Membranlipiden zerstéren und somit den nekrotischen
Untergang der Zelle einleiten (Abb. 2).

Detergenz

Extrazellularraum

Hydrophobe Lipidanteile

Lipiddoppelmembran Hydrophile Lipidanteile

Cytoplasma

Abb. 2: Schematische Darstellung der lytischen Wirkung eines Detergenz auf die zellulare Lipiddoppelmembran.

2.3 Phosphatidylcholin

Bei Phosphatidylcholin, auch als Lecithin bezeichnet, handelt es sich um ein Lipid
aus der Gruppe der Phosphoglyceride. Phosphoglyceride bestehen aus zwei an
Glycerin gebunden Fettsduren sowie tiber einen Phosphodiester gebundene weitere
funktionelle Gruppe. An Phosphatidylcholin ist ein negativ geladener Cholinrest
gebunden, welcher gemeinsam mit dem Phosphation fiir den Zwitterionischen
Charakter von Phosphatidylcholin verantwortlich ist (Abb. 3)."

Phosphatidylcholin ist durch seinen bipolaren Charakter Bestandteil zahlreicher

Biomembranen sowie auch des in den Lungenalveolen vorkommenden Surfactant.
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Abb. 3: Strukturformel des Phosphatidylcholinmolekiils mit seinen funktionellen Gruppen.

2.4 Desoxycholat

Chemisch handelt es sich bei Desoxycholat um eine an Sterol gebundene Fettsiure.
Desoxycholat ist Bestandteil der Gallensduren und ermoglicht durch seine
Emulgatorwirkung die Fettverdauung (Abb. 4)." Es entsteht durch bakterielle

Umwandlung aus Cholat.

Abb. 4: Strukturformel des Desoxycholatsalzes.
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3. Methodik

3.1 Zellkultur

Die in-vitro Experimente wurden an einem 3T3-L1 Adipozytenmodell durchgefiihrt.
Bei diesen Zellen handelt es sich um eine Praadipozytenlinie, welche einem Subklon
der 3T3 Fibroblastenzelllinie einer Mausspezies entstammt. Prdadipozyten zeichnen
sich im Gegensatz zu reifen Adipozyten durch ihre noch vorhandene
Teilungsfdhigkeit aus und entsprechen sowohl morphologisch als funktionell der
Zelllinie der Fibroblasten. Dieser Zelltyp ldsst sich durch die vorhandene
Teilungsfdhigkeit in Zellkulturen heranziichtigen und anschlieBend mittels eines
Differenzierungsmediums -  welches  wesentliche Schliisselenzyme  des
Lipidenzymmetabolismus induziert - zu reifen Adipozyten differenzieren. Alle
beschriebenen Experimente wurden jeweils 10 Tage nach Zugabe des
Differenzierungsmediums ausgefiihrt. Zudem erfolgte nach jeweils 24h eine
lichtmikroskopische Priifung der Differenzierung der Adipozyten. Bei einer
semiquantitativ evaluierten adipogenen Differenzierung von unter 80 Prozent der
Zellen wurden die Zellkulturen fiir die Versuche als untauglich befunden und nicht
fiir die Studie verwendet. Die adipozytédre Differenzierung zeigt sich morphologisch
durch den Wechsel von der schlanken Fibroblastenform zu einem groferen
sphérischen Erscheinungstyp der Zellen, sowie durch die Einlagerung von
gelblichen Lipidvakuolen (Abb. 5).
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2%l i : o FEYS ey NG e TSN
Abb. 5: Oben: Undifferenzierte 3T3-L1 Praadipozyten, die in Morphologie und
Funktion der Zelllinie der Fibroblasten entsprechen. Unten: Voll ausdifferenzierte
Adipozyten mit spharoider Form und gelblichen Fettvakuolen, dazwischen einige
Nester undifferenzierter Zellen. (Lichtmikroskopische Aufnahme, 40x, nativ)

2
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3.2 Lipolyse-Assay

Wahrend der enzymatischen Lipolyse werden durch die aktivierte
Triacylglycerinlipase hydrolytisch die Fettsduren an ihren Esterbindungen mit
Glycerol abgespalten (Abb. 1b). Der in diesem Experiment angewandte Lipolyse-
Assay weist tiber mehrere Zwischenreaktionen das hierbei entstandene Glycerol
nach. Zundchst wird Glycerol unter der Anwesenheit von Adenosintriphosphat
(ATP) und der Glycerolkinase zu Glycerolphosphat phosphoryliert. In einer
Oxidation werden zwei Wasserstoffatome abgespalten und reduzieren somit den
Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid, wahrend Glycerondiphosphat wiederum zu
Glyceronphopshat oxidiert wird. In einem letzten Schritt wird das entstandene
Wasserstoffperoxid durch die Peroxidase unter Anwesenheit von 4-Aminoantipyrin
(4-AAP) und N-Ethyl-N-(3-sulfopropyl)-m-Anisidin (ESPA) in einer weiteren
Redoxreaktion zu Wasser reduziert, wobei der violette Quinoneiminefarbstoff
entsteht, welcher sich bei einer Wellenlinge von 540 nm spektrophotometrisch
nachgeweisen ldsst (Abb. 6). Die direkt proportionale Zunahme der Extinktion durch
die glycerolinduzierte Quinoneiminefarbstoffbildung erlaubt die Evaluation der

lipolytischen Aktivitit pro Zellzahl einzelner Wells.

Glycerolphosphatase

N

Glycerol + ATP Glyerol-3-Phosphat + ADP

Glycerolphosphatoxidase

N

Glycerol-3-Phosphat + O, Glyceron-3-Phosphat + H,0,
Peroxidase
2 H,0, + 4-AAP + ESPA ’ Quinoneimine-Farbstoff |+ 4H20

Abb. 6: Enzymkaskade des Lipolyse-Assay zum Nachweis von Triglyceridspaltprodukten.
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3.3 MTT-Assay

Hinter dem Akronym MTT verbirgt sich die chemische Bezeichnung 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromid. Hierbei handelt es sich um
einen gelblichen Farbstoff, der durch Spaltung des Tetrazoliumrings zu violettem
Formazan umgesetzt wird. Die Reaktion wird durch die Redoxenzyme der
mitochondrialen Atmungskette katalysiert und setzt somit den intakten Stoffwechsel
der Zelle voraus. Der Farbumschlag beweist daher den aktiven Metabolismus
lebender Zellen und erlaubt die Diskriminierung zwischen lebenden und toten
Zellen.” Die Absorption violetten Formazans kann spektrophotometrisch bei einer

Wellenldnge von 540 nm quantifiziert werden (Abb. 7).

Spaltung des Tetrazoliumrings durch
mitochondriale Reduktasen

o
[ . 4
Petrischale mit Zellen Petrischale mit Zellen
unter Inkubation mit MTT nach Umsetzung des

MTT zu Formazan

N
540 nm > @ >
v

Photometrische
Messung der Absorption
in einer Kiivette

Abb. 7: Schematische Darstellung des MTT-Assays zur Bestimmung der Zellviabilitat.

3.4 Propidiumjodidfiarbung

Bei Propidiumjodid handelt es sich um ein Molekiil, welches zwischen den
Elektronen zweier Basenpaare der Zell-DNA zu interkalieren vermag. Durch die
Interkalation erhoht sich die Fluoreszens von gebundenem Propidiumjodid um das
etwa 35-fache gegeniiber dem freiem Propidiumjodid. Diese Zunahme der

Fluoreszens erlaubt die Unterscheidung zwischen freiem und gebundenem Farbstoff.
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Ladungsbedingt =~ vermag  Propidiumjodid jedoch  nicht die intakte
Lipiddoppelmembran von Zellen zu tiberwinden. Somit lassen sich ausschlieflich
jene Zellen anfirben, deren Lipiddoppelmembranen bereits zerstort sind; hierdurch
erklart sich auch die Bezeichnung Todfarbstoff fiir Propidiumjodid, da die selektive
Anfdrbung der Nukleoli untergegangener Zellen eine Unterscheidung zwischen
bereits toten und noch aktiven Zellen erlaubt (Abb. 8).”* Das Emissionsmaximum
und damit die Rotfirbung der Nukleoli nekrotischer Zellen wird bei einer

Wellenldnge von 590-620 nm unter dem konfokalen Mikroskop beurteilt.

Propidiumjodid

Nukleus mit

Nukleus mit DNA fluoreszierender DNA

/]
- _ Y
N -
Propidiumjodid iiberwindet Nach Interkalation
die zerstorte Zellemembran mit der DNA
und interkaliert mit der erscheint Nukleus
DNA rot fluoreszierend

Abb. 8: Schematische Darstellung zur Wirkungsweise von Propidiumjodid zum Nachweis der
Membranintegritat.
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4. Ergebnisse

4.1 Kontrollen

Die isolierte Testung von Phosphatidylcholin getrennt von seinem urspriinglichen
Losungsmittel Desoxycholat erforderte die Anwendung eines Ersatzlosungsmittels,
da pures Phosphatidylcholin als Lipid in wéssrigem Milieu unléslich ist. Es zeigte
sich, dass Phosphatidylcholin in 70%igem Ethanol in eine 16sliche tibergeht. Bei den
Negativ-Kontrollen aller Versuchsreihen erfolgte stets die Zugabe von 70%igem
Ethanol 4quivalent der zur Losung des Phosphatidylcholins verwendeten
Konzentration. Somit kann eine potenzielle Verfilschung der Ergebnisse durch

Alkohol als Losungsmittel ausgeschlossen werden.

4.2 Lipolyse-Assay

Die Testung einer mdglichen Induktion einer lipolytischen Enzymkaskade konnte
neben der Positivkontrolle ausschlieflich fiir die Gruppe mit der Konzentration 1,0
mg/ml  Phosphatidylcholin  nachgewiesen —werden. Kein Anstieg der
Lipolyseparameter lief sich unter den getesteten Konzentrationen von Lipostabil® —

also in Desoxycholat geldstes Phosphatidylcholin — nachweisen (Abb. 9).

4.3 MTT-Assay

Die Erfassung der Zellviabilitit nach Behandlung der Zellen mit den
Einzelsubstanzen ergab fiir Desoxycholat ab einer Konzentration 0,15 mg/ml sowie
fiir Lipostabil® ab einer Konzentration von 0,1 mg/ml einen signifikanten bzw.

hochsignifikanten Zelluntergang (Abb. 10).

4.4 Propidiumjodidfarbung

In der Priifung der Membranintegritdt mit Propidiumjodid zeigte sich eine deutliche
Fluoreszens der Nukleoli nach Desoxycholatexposition ab einer Konzentration von
0.05 mg/ml, die mit Erhchung der Konzentration stetig zunahm. Keinerlei
Fluoreszens der Adipozytennukleoli konnte jedoch durch die alleinige Exposition

gegentiiber Phosphatidylcholin erzielt werden (Abb. 11 u. 12).
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4.5 Lichtmikroskopie

Die lichtmikroskopische Evaluation zeigte keinerlei offensichtliche Verdnderungen
nach Phosphatidylcholinexposition, wahrend die Zugabe von Desoxycholat bereits
ab einer Konzentration 0.10 mg/ml eine deutliche Unschirfe der Zellgrenzen
verursachte (Abb. 13).

18

12 1

10

Glycerol [upiml]

Abb. 9: Lipolyse-Assay mit 3T3-L1 Adipozyten (n=3). Der Anstieg
des Glycerolspiegels zeigt die Induktion der Lipolysekaskade in den
Adipozyten. Der Lipolyse-Assay zeigt einen signifikanten Anstieg fir
die Positiv-Kontrolle und Phosphatidylcholin in der Konzentration
1,0 mg/ml. Jedoch =zeigt sich weder unter den (brigen
Phosphatidylcholinkonzentrationen noch unter Lipostabil® ein
signifikanter Anstieg der Lipolyseparameter. Die Negativ-Kontrolle
bestand aus Bovinem Serum Albumin (BSA) / Phosphate Buffered
Saline (PBS), die Positiv-Kontrolle enthielt Isoproterenol. Vertikale
Balken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert und *
entspricht signifikant (p<0,05).!
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Abb. 10: MTT-Assay mit 3T3-L1 Adipozyten (n=3). Die Abnahme
der Absorption entspricht der Abnahme der Zellviabilitat. Der MTT-

Assay zeigt weder fir Phosphatidylcholin noch fiir Ethanol eine
signifikante Abnahme der Zellviabilitat.

Unter Desoxycholat ldsst sich eine signifikante Abnahme der
Zellviabilitat ab Konzentrationen von 0,15 mg/ml. Die Viabilitat
sinkt unter Lipostabil® bereits ab 1.0 mg/ml hochsignifikant ab. Die
Negativ-Kontrolle bestand aus Bovinem Serum Albumin (BSA) /
Phosphate Buffered Saline (PBS), die Positiv-Kontrolle enthielt
Triton x. Vertikale Balken zeigen die Standardabweichung vom
Mittelwert und * entspricht signifikant (p<0,05) und * * entspricht
hochsignifikant. (p<0,01) .1
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Abb. 11: Fluoreszensfarbung mit Propidiumjodid zum Nachweis nekrotischer Zellen unter dem
konfokalen Mikroskop (n=3). Obere Reihe zeigt die rot fluoreszierenden Zellen, untere Reihe zeigt die
korrespondierenden Phasenkontrast Bilder. (Balken=20 um, VergroRerung 63x) . a) Negativ-Kontrolle,
b) Positivkontrolle mit Triton x, ¢) 1Tmg/ml Phosphatidylcholin, d) 5 mg/ml Phosphatidylcholin, €) 10
mg/ml Phosphatidylcholin. Unter keiner der getesteten Phosphatidylcholinkonzentrationen lasst sich
eine Fluoreszens der exponierten Zellen nachweisen. Die intakten Zellemembranen verhindern ein
Vordringen des Propidiumjodids bis zum Zellkern.
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Abb. 12: Fluoreszensfarbung mit Propidiumjodid zum Nachweis nekrotischer Zellen unter dem
konfokalen Mikroskop (n=3). Obere Reihe zeigt die rot fluoreszierenden Zellen, untere Reihe zeigt de
korrespondierenden Phasenkontrast Bilder. (Balken=20 pm, VergréRerung 63x) . a) Negativ-
Kontrolle, b) Positivkontrolle mit Triton x, ¢c) 0,1 mg/ml Desoxycholat, d) 0.05 mg/ml Desoxycholat,
e) 0,10 mg/ml Desoxycholat. Unter allen getesteten Desoxycholatkonzentrationen zeigen sich die
fluoreszierende Zellkerne der exponierten Zellen. Mit Zunahme der Desoxycholatkonzentration nimmt
auch die Anzahl fluoreszierender Zellkerne zu. Die zerstorten Lipiddoppelmembranen erméglichen ein
Vordringen des Propidiumjodids zum Zellkern.
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Abb. 13: Aufnahmen der Nativmikroskopie 6 Stunden nach Inkubation (VergroRerung 60x). a)
Negativ-Kontrolle, b) Positivkontrolle (Triton x), ¢) 10 mg/ml Phosphatidylcholin, d) 0,10 mg/
ml Desoxycholat. Wahrend die Zellmembranen in a) und b) intakt erscheinen sind in ¢) und d)

keine Zellgrenzen auszumachen. Dies unterstiitzt die Ergebnisse der Fluoreszensmikoskopie
mit Propidiumjodid in Abb. 10 und 11.
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5. Diskussion

Bedingt durch seinen Lipidcharakter ldsst sich Phosphatidylcholin in wéssrigem
Milieu nicht 16sen. Da in diesem Experiment unter anderem die lipolytische Aktivitat
von Phosphatidylcholin isoliert von seinem Losungsmittel Desoxycholat beurteilt
werden sollte, galt es, Phosphatidylcholin in einer alternativen Substanz zu 16sen,
welche selbst einen mdoglichst geringen Einfluss auf den Stoffwechsel des
Adipozytenmodells zeigt. Es zeigte sich, dass Phosphatidylcholin in 70%igem
Ethanol 16slich ist, wéhrend das Ethanol selbst wiederum keine messbare lipolytische
oder zelllytische Aktivitiat aufwies (Abb. 9-12). Daher ist den Negativkontrollen in
allen Experimenten Ethanol, in Konzentrationen &quivalent den hochsten zu
testenden Phosphatidylcholinkonzentrationen, zugesetzt.

Die Evaluation der Lipolyseaktivitit zeigte neben der Positivkontrolle lediglich unter
Phosphatidylcholin in der Konzentration 1,0 mg/ml einen signifikanten Anstieg.
Diese Induktion von Lipolyse ist in Anbetracht der basalen Lipolyseaktivitdt unter
der ndchst hoheren getesteten Phosphatidylcholinkonzentration als zufilliges
Ereignis zu werten. In diesen Experimenten handelt es sich um Adipozyten in
unterschiedlichen Stoffwechselstadien, eine zufillige Erh6hung einzelner Parameter
ist nicht auszuschlieen; zudem ist eine Induktion einer Lipolysekaskade unter 1,0
mg/ml Phosphatidylcholin, welche weder unter 0,5 mg/ml noch unter 1,5 mg/ml
auftritt, schwer denkbar (Abb. 9). Ein moglicher Phosphatidylcholinrezeptor miisste
demnach auch bei der nidchst hoheren Konzentration ansprechen. Somit muss die
Hypothese einer Induktion von biochemischer Lipolyse durch Phosphatidylcholin
abgelehnt werden.

Die Messung der Zellviabilitit wies sowohl unter Desoxycholat als auch unter
Lipostabil signifikante bzw. hochsignifikante Abnahmen an lebenden Zellen auf.
Kein vergleichbarer Zelluntergang konnte jedoch fiir isoliertes Phosphatidylcholin
nachgewiesen werden (Abb. 10). Es muss also von einem induzierten Zelltod durch
Desoxycholat ausgegangen werden, welcher wiederum den massiven Zelluntergang
unter Lipostabil® erklért - wie bereits beschrieben enthilt Lipostabil® Desoxycholat
als Losungsmittel fiir Phosphatidylcholin. Somit nahe, dass es zu einem
Zelluntergang nach subkutaner Applikation von Lipostabil® kommt.

Die Anfarbung mit Propidiumjodid nach Desoxycholatexposition beweist die
Zerstorung der Zellmembranintegritdt ab einer Konzentration von 0,05 mg/ ml
Desoxycholat (Abb. 12). Diese Ergebnisse legen nahe, dass der in den MTT-Assays zu
beobachtende Zelluntergang durch eine detergentielle Auflésung der

Zellmembranen, vermittelt durch das in Lipostabil® enthaltene Desoxycholat,
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bedingt ist. Die Beobachtungen von verwaschenen Zellgrenzen unter 0,10 mg/ml

Desoxycholat unter dem Lichtmikroskop bestétigen diese Hypothese (Abb. 13).

6. Zusammenfassung

Die Ergebnisse der in-vitro Studien zum Effekt von subkutan appliziertem
Lipostabil® geben keinen Anhalt fiir die Induktion einer biochemischen Lipolyse.
Zwar zeigt sich unter Phosphatidylcholin in der Konzentration 1,0 mg/ml eine
signifikante Lipolyse, aber dieser Effekt ist, wie bereits diskutiert, am ehesten auf
eine zuféllig erhohte lipolytische Aktivitit dieser Zellen zurtickzufiihren.
Entscheidend ist zudem, dass sich unter Lipostabil® keinerlei Lipolyse zeigte. Somit
muss die Hypothese einer Lipolyseinduktion durch subkutan verabreichtes
Lipostabil® abgelehnt werden. Auch fiir den eigentlichen Wirkstoff
Phosphatidylcholin erscheint eine Lipolyseinduktion fraglich.

Doch woher kommt die vielfach beschriebene Volumenreduktion im subkutanen
Fettgewebe nach der Lipostabil®-Therapie? Die Abnahme der Zellviabilitdt unter
Desoxycholat und Lipostabil®, sowie die Ergebnisse der
Propidiumjodidfluoreszensmikroskopie legen folgenden Mechanismus nahe:
Desoxycholat als das eigentliche Lésungsmittel fiir Phosphatidylcholin in Lipostabil®
bewirkt eine lytische Trennung der Zellmembranen im Sinne einer
Detergenzwirkung. Diese Membranlyse bewirkt den Untergang der Adipozyten und
somit schliefllich eine mittelfristige Abnahme des Unterhautfettgewebes. Es ist
schlussendlich also von einer induzierten Lyse von Zellemembranen durch die
subkutane Injektion von Lipostabil® auszugehen. Diese Annahme passt zu der
klinischen Beobachtung von Rétung und Uberwdrmung als Entziindungszeichen
nach der subkutanen Anwendung von Lipostabil® ™. Schlieflich muss kritisch
hinterfragt werden, in wie weit diese Lyse spezifisch auf die Zellmembranen von
Adipozyten beschrinkt ist. Deshalb sollte die Anwendung von Lipostabil® im Off-
Label-Use nur unter kritischer Indikationsstellung und unter Kenntnis der Risiken

und Grenzen dieser Therapie angewendet werden.
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7. Originalarbeit

EXPERIMENTAL IR

In Vitro Studies Investigating the Effect of
Subcutaneous Phosphatidylcholine Injections

in the 3T3-L.1 Adipocyte Model: Lipolysis or
Lipid Dissolution?

Silvan M. Klein

Stephan Schreml, M.D.
Michael Nerlich, M.D., Ph.D.
Lukas Prantl, M.D., Ph.D.

Regensburg, Germany

Background: The demand for lipolytic injection therapies for aesthetic indi-
cations increases continuously. The substance most frequently discussed in this
context is phosphatidylcholine solubilized in sodium deoxycholate, a compo-
sition known in Europe as Lipostabil (Artesan Pharma, Liichow, Germany). The
evidence for its lipolytic effect is based mainly on clinical studies that suggest a
decrease in adipose tissue volume after subcutaneous injections. However, nei-
ther the actual effect nor the effective supplemental effect of Lipostabil has been
clearly identified so far. The purpose of this study was to investigate the effects
caused by lipolytic formulations on adipocytes using an in vitro model.
Methods: 3T3-L1 adipocytes in 12-well plates were exposed to varying doses of
isolated phosphatidylcholine, deoxycholate, and the combination of both (Li-
postabil). Subsequently, changes in the cell membrane integrity were evaluated
microscopically, and assays measuring the amount of glycerol as a biochemical
lipolysis substrate (lipolysis assay) together with dimethyl thiazolyl diphenyl tetra-
zolium assays were performed to quantify the lipolytic effect and the cell viability.
Results: Deoxycholate reduced cell viability significantly (p < 0.05), even at low
concentrations. Neither phosphatidylcholine nor deoxycholate led to a significant
(p < 0.05) induction of a lipolytic pathway. Lipostabil, the combination of deoxy-
cholate and phosphatidylcholine, led to a significant (p < 0.05) decrease in cell
viability at low doses and to a highly significant (p < 0.01) reduction at high doses.
The loss in cell viability is attributable to changes in the cell membrane integrity.
Conclusions: These results suggest that no enzymatic lipolytic pathway is induced.
The decrease in volume after Lipostabil injections is likely attributable to the
detergent effect of deoxycholate. (Plast. Reconstr. Surg. 124: 419, 2009.)

chow, Germany) was introduced in the

1960s as an intravenous medication to pre-
vent or treat fat embolism. This substance consists
mainly of lipid phosphatidylcholine dissolved in
the bile salt deoxycholate.!* Considering that this
medication was developed for another indication
(fat embolism) and for intravenous application
only, it is hardly surprising that there is a paucity
of knowledge regarding the effect(s) caused by its
subcutaneous injection. Because of publications

Originally, Lipostabil (Artesan Pharma, Lu-
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regarding its fat-reducing effect, the subcutaneous
injection of Lipostabil has become a popular al-
ternative to liposuction over the past few years.**

The term “lipolysis” necessitates differentia-
tion between the biochemical mechanism behind
lipolysis and the simple lysis of cell membranes.
The biochemical mechanism behind lipolysis is

Disclosure: None of the authors or their family
members have or have had a relationship to a
commercial enterprise or individual, nor do or did
the authors receive stock options, financial sup-
port, or other valuable materials in conjunction
with this study. No equipment, material, or med-
ication was loaned, given, or offered for reduced
prices for this study.




mediated by adrenergic 8, and «, receptors; to-
gether with hormones such as glucagon and in-
sulin, the mediator cyclic adenosine monophos-
phate is induced. This nucleotide then activates
lipases that hydrolyze the triglycerides into glyc-
erol and free fatty acids.” In contrast, the deter-
gent-induced lyses of cell membranes are not me-
diated by receptors. More accurately, this type of
lipolysis is the dissolution of the lipid bilayer into
micelles, caused by molecules with hydrophilic
and lipophilic features.'”!! The overall clinical “li-
polytic” effect is likely to be similar, and has been
reported numerous times as a decrease in adipose
tissue volume.*" Both definitions of lipolysis have
been suggested to be the reason for the decrease
in volume caused by injecting Lipostabil in the
subcutaneous fatty tissue.”!?

In this study, our aim was to determine in an
in vitro setting how phosphatidylcholine, deoxy-
cholate, or the synergism of both can cause a re-
duction in volume of adipose tissue. Furthermore,
we aimed to investigate whether the treated adi-
pocytes react to the treatment with simple cell
death or by inducing a pathway of lipolytic en-
zymes that split intracellular lipids.

To answer these queries, an in vitro adipocyte
model was exposed to either phosphatidylcholine,
deoxycholate, or phosphatidylcholine that was dis-
solved in deoxycholate (Lipostabil) in varying
doses. Subsequently, assays were performed to
measure whether a lipolytic enzymatic pathway
was induced and to quantify what proportion of
the cells underwent cell death. In addition the
cells were stained to evaluate changes in the mem-
brane structure under the microscope.

MATERIALS AND METHODS

Lipostabil N 5 ml (50 mg/ml) intravenously
consists of its active substance being 250 mg of
soy-derived phospholipids (93% phosphatidylcho-
line), solubilized in 126.50 mg of deoxycholate,
supplemented by 4539 mg of water, 45 mg of ben-
zyl alcohol (for preservation), 18 mg of sodium
chloride, 15 mg of ethanol, 12.65 mg of sodium
hydroxide, and 0.75 mg of DL-a-tocopherol (vi-
tamin E). It was purchased from Artesan Pharma
(Luechow, Germany). Pure phosphatidylcholine
was acquired from Lipoid GmbH (Ludwigshafen,
Germany). Ethanol (99%) for the solubilization
solution was delivered by Mallinckrodt Baker
(Griesheim, Germany). Triton X and deoxy-
cholate were obtained from Fluka Analytical
(Seelze, Germany).

Murine 3T3-L1 preadipocytes were obtained
from American Type Culture Collection (Manas-
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sas, Va.). Dulbecco’s Modified Eagle Medium, fe-
tal bovine serum, and trypsin (1:250) were pur-
chased from Seromed Biochrom KG (Berlin,
Germany); phosphate-buffered saline and peni-
cillin-streptomycin were obtained from Life Tech-
nologies (Karlsruhe, Germany). Alpha minimal
essential medium (alpha modification), cortico-
sterone, indomethacin, and propidium iodide
were produced by Sigma-Aldrich (Deisenhofen,
Germany); 3-isobotuyl-1-methylxanthine was pur-
chased from Serva Electrophoreses GmbH (Hei-
delberg, Germany); and insulin was provided by
Hoechst (Frankfurt, Germany). Cell culture ma-
terials were obtained from Sarstedt AG and Co.
(Nuembrecht, Germany). The lipolysis assay kit
was purchased from Zen-Bio, Inc. (Research Tri-
angle Park, N.C.). The dimethyl thiazolyl diphenyl
tetrazolium (MTT) assay was produced by Appli-
Chem (Darmstadt, Germany).

Cell Culture

3T3-L1 preadipocytes were plated in 12-well
plates at a density of 5000 cells/cm? The preadi-
pocytes were cultivated in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium supplemented with 10% fetal bo-
vine serum and 1% penicillin (100 U/ml) to-
gether with streptomycin (0.10 mg/ml). Every 2
days, the preadipocytes were washed in phosphate-
buffered saline; the medium was always changed
at the same time.

Four days after plating, adipogenesis was in-
duced by applying induction medium (0.1 uM
corticosterone, 0.50 mM 3-isobotuyl-1-methylxan-
thine, 60 uM indomethacin, 5% fetal bovine se-
rum, 1 uM insulin, penicillin at 100 U/ml, and
streptomycin at 0.10 mg/ml in alpha minimal es-
sential medium). After 2 days, the induction me-
dium was replaced by the differentiation medium
(1 uM insulin, 5% fetal bovine serum, penicillin at
100 U/ml, and streptomycin at 0.10 mg/ml in
alpha minimal essential medium). All experi-
ments were performed on day 10 of the differen-
tiation period.

Measurement of Lipolysis

3T3-L1 adipocytes were cultivated in 12-well
plates. In preparation for the experiment, the cells
were washed in phosphate-buffered saline, and
the differentiation medium was replaced by phos-
phate-buffered saline 2 hours in advance. The
B-agonist isoprenaline was used to induce lipolysis
to have a positive control in this assay. Pure phos-
phate-buffered saline/bovine serum albumin served
as the negative control for this experiment. Ethanol,
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phosphatidylcholine, and Lipostabil were tested
separately for their ability to cause lipolysis. To
determine the effect after exposure to each of the
substances, the cells were incubated (37°C, 5%
carbon dioxide) for 4 hours, with varying concen-
trations of the substances (Figs. 1 and 2) and phos-
phate-buffered saline, which is free of fatty acids.
Subsequently, the cells were separated from the
phosphate-buffered saline and the investigated
substance. Phosphatidylcholine itself showed a
drastic influence on absorbance. Therefore, the
samples had to be filtered with 0.20-um filters to
extract the phosphatidylcholine before photomet-
ric measurements. The amount of DNA in each
well was measured to obtain a reference for the
number of cells included in each well, as recom-
mended by the manufacturer. The samples (phos-
phate-buffered saline together with the investi-
gated substance) were mixed with GPO-Trinder A
(Sigma-Aldrich), an enzyme that produces qui-
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Fig. 1. Lipolysis assay with 3T3-L1 adipocytes (n = 3). Therise of
glycerol indicates the induction of a lipolytic catabolism inside
theadipocytes. Thelipolysis assay demonstrates a significantrise
of glycerol for the positive control, but neither phosphatidylcho-
line, deoxycholate, nor the combination of both (Lipostabil) was
able to induce significant lipolysis. The negative control was bo-
vine serum albumin (BSA)/phosphate-buffered saline (PBS); the
positive control was isoproterenol. The vertical bars and T bars
represent means =+ SD; *statistically significant (p < 0.05).
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Fig. 2. MTT assay with 3T3-L1 adipocytes (n = 3). The loss of
absorption reflects the amount of dead cells. MTT assay showed
a significant loss in cell viability for neither phosphatidylcholine
norethanolused as asolubilizer. Deoxycholate and Lipostabil led
to asignificant loss in cell viability of adipocytes, even at concen-
trations of 0.15 mg/ml. A highly significant reduction in cell via-
bility was detected in bovine serum albumin concentrations of
Lipostabil starting from 1.0 mg/ml. The negative control was bo-
vine serum albumin (BSA)/phosphate-buffered saline (PBS); the
positive control was Triton X. The vertical bars and T bars repre-
sent means * SD; *statistically significant (p < 0.05); **highly
significant (p < 0.01).

noneimine dye out of glycerol in several steps. At
540 nm, quinoneimine dye increases the absor-
bance in the photometer directly proportional to
the glycerol concentration in the sample.

Measurement of Cell Viability

Cell viability was determined using the MTT
assay, which consists of a tetrazolium-based
change in the photometric extinction resulting
from a bioreduction by mitochondrial enzymes of
metabolically active (living) cells. The change in
viability can be quantified by the extinction in a
spectrophotometer at 490-nm wavelength.

3T3-L1 adipocytes were cultivated in 12-well
plates (for details, see earlier under Cell Culture).
In preparation of the experiment, the differenti-
ation medium was replaced by phosphate-buff-
ered saline 2 hours in advance. After 2 hours, the
cells were incubated with phosphatidylcholine, de-



oxycholate, or Triton X (1%), which is a labora-
tory detergent used as the negative control for cell
viability experiments. The incubation was per-
formed for 4 hours (37°C, 5% carbon dioxide).
Subsequently, the MTT agent was added and the
assay was performed according to the manufac-
turer’s instructions.

Propidium Iodide Staining

Propidium iodide stains DNA butis not able to
penetrate the intact bilayers of cell membranes.
Therefore, only those cells without an intact cell
membrane are stained. In our experiments, the
staining was used to evaluate the cell membrane
integrity of the exposed cells. The cells were in-
cubated with varying concentrations of the iso-
lated substances (Figs. 3 and 4) for 4 hours (37°C,
5% carbon dioxide). Subsequently, the cells were
exposed to propidium iodide (5 ug/ml), which
was documented under a confocal laser scanning
microscope with 63X magnification.

Statistical Analysis

All analyses were performed using SigmaPlot
and SigmaStat (SPSS, Inc., Chicago, I11.). Data are
given as mean * SD of three cultures. For each
culture, three samples were measured. A ¢ test was
used to verify differences between glycerol levels
under different lipolytic stimuli and respective
controls. No correction was made for multiple
testing. Values of p < 0.05 were considered sig-
nificant, values of p < 0.01 were considered highly
significant, and corresponding results were
marked using one (significant) or two asterisks
(highly significant) within the graphs, respec-
tively. One adipocyte culture intended for the
measurement of glycerol levels under 1.50 mg/ml
Lipostabil did not grow; thus, n = 2 for that par-
ticular measurement.

RESULTS

Lipolysis Assay

The lipolysis assay with 3T3-L1 adipocytes
showed glycerol amounts of 2.86 = 1.17 pug/ml in
the bovine serum albumin/phosphate-buffered
saline control (negative control) (Fig. 1). The iso-
prenaline samples showed a significant rise to
5.46 = 0.91 pug/ml (p < 0.05) of glycerol, which
was the positive control in this experiment (for
details, see earlier under Measurement of Lipol-
ysis). For all other tested substances, no significant
rise of glycerol could be measured.
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MTT Assay

Under controlled conditions, the MTT reac-
tion of 3T3-L1 adipocytes amounted to 100 =
19.90 percent (Fig. 2). Triton X (positive control)
led to a highly significant reduction of the extinc-
tion to 17.28 * 14.50 percent (p < 0.01). Of the
investigated drugs, 0.15 mg/ml deoxycholate sig-
nificantly reduced the extinction to 40.75 = 18.37
percent (p < 0.05). Lipostabil 0.10 mg/ml re-
duced the extinction significantly to 54.36 = 12.85
percent (p < 0.05), and at a concentration of 1
mg/ml, Lipostabil led to a highly significant re-
duction to 21.16 * 9.97 percent (p < 0.01). The
ethanol control did not show any significant re-
duction of the extinction in the cell viability assay
(78.15 = 6.76 percent).

DISCUSSION

Phosphatidylcholine has been in use for sev-
eral indications ranging from the prevention of
fat embolism to the reduction of serum triglyc-
erides and even for the prevention of fibrosis in
damaged livers.!*!* Multiple clinical trials sup-
port the idea that subcutaneously injected phos-
phatidylcholine leads to a reduction in volume
of adipose tissue.*3

These facts have led to controversial theories
concerning the role of the molecule phosphati-
dylcholine in the formulations used for subcuta-
neous injections. One theory states that—because
of its bipolar character—phosphatidylcholine dis-
solves the fatty tissue by breaking the cell mem-
brane lipid bilayer into micelles.!*'” Another pub-
lished theory suggests that the induction of lipases
by phosphatidylcholine causes a catabolic pathway
ending in a liver metabolism.” Recently, Rotunda
et al. concluded that phosphatidylcholine is not
the active substance in injectable formulations for
subcutaneous lipolysis.'? The authors found a sim-
ilar volume-reducing effect on keratinocyte cells
and porcine skin after injection of plain sodium
deoxycholate—a bile salt that acts as a solubilizer
for phosphatidylcholine in water—isolated from
phosphatidylcholine.

Our first objective was to investigate whether
phosphatidylcholine—when isolated from deoxy-
cholate—has a lipolytic effect on adipocytes as
previously postulated.” Thus, it was necessary to
identify a solubilizer for phosphatidylcholine
other than deoxycholate. Phosphatidylcholine
can be solubilized in low concentrations of etha-
nol. To ensure that ethanol as the solvent agent
does not have any relevant effect on the lipolytic
activity or viability of adipocytes, one group was
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treated with pure ethanol in each assay (Figs. 1
through 3, first column). The ethanol concentra-
tion was chosen equal to the highest concentra-
tion needed for the phosphatidylcholine solubi-
lization in our experiments. The ethanol control
showed neither a significant lipolytic effect nor a
significant reduction of the extinction in the cell
viability assay (Figs. 1 and 2). Furthermore, no
effect could be observed with pure ethanol in the
group stained with propidium iodide (Fig. 3, first
column). The lipolysis assay proved a significant
rise of glycerol for the positive control (Fig. 1), but
neither phosphatidylcholine, deoxycholate, nor
the combination of both (Lipostabil) induced li-
polytic pathways. This effect was reproduced
throughout the entire range of concentrations.
These results suggest that phosphatidylcholine
does notinduce any endogenous lipases. Thus, we
cannot support the theory of phosphatidylcholine

acting as an inductor of an enzymatic lipolytic
pathway.

As mentioned above, Rotunda et al. demon-
strated a detergent effect of phosphatidylcho-
line solubilized in deoxycholate for keratinocyte
cells.!? Considering these data, the purpose of this
study was to determine whether this detergent
effect can also be detected in the adipocyte in vitro
model used in our studies. Moreover, our objec-
tive was to investigate whether phosphatidylcho-
line has the same detergent effect caused by its
bipolar structure when being applied isolated
from deoxycholate. To demonstrate whether the
cell viability of adipocytes is influenced by isolated
phosphatidylcholine, the MTT assay and pro-
pidium iodide stainings together with native mi-
croscope image analysis were performed. The
MTT assay showed no significant loss in cell via-
bility for phosphatidylcholine or for the ethanol

& e N
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Fig.5. Native microscopicimages of adipocytes after 6 hours ofincubation (original magnification, X60). (Above, left) Negative
control (ethanol); (above, right) positive control (Triton X); (below, left) 10 mg/ml phosphatidylcholine; (below, right) 0.10
mg/ml deoxycholate. (Left) The cell membranes seem to be intact. (Right) A strong loss of cell barriers can be seen. These
findings confirm the results of the propidium iodide stainings in Figures 3 and 4.
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formulation, which served to solubilize phosphati-
dylcholine in this study (Fig. 2). In contrast, de-
oxycholate and Lipostabil had already begun to
result in a significant loss in adipocyte cell viability
at concentrations of 0.15 mg/ml or lower (Fig. 2).
This loss was highly significant for concentrations
of Lipostabil at or above 1 mg/ml (Fig. 2). The
decrease in viability with Lipostabil is likely attrib-
utable to the detergent effect of deoxycholate de-
scribed by Rotunda et al., because phosphatidyl-
choline exhibited no such effect at equivalent
doses in the MTT assay (Fig. 2).'? Although the
MTT assay does not enable us to conclude by what
specific mechanism cell death has been induced
(apoptosis or necrosis), it is likely—together with
the propidium iodide staining and the native mi-
croscope images—that the cell death is a result of
the detergent effect of deoxycholate (Figs. 4, fourth
and fifth columns and 5, below, right).

The Lipostabil formula contains low amounts
of benzyl alcohol for antimicrobial reasons. Al-
though an effect of benzyl alcohol on the fluidity
of cell membranes has been reported, we did not
isolate this benzyl alcohol because of its small
quantity in the formula.'®! The described lipolysis
assay supports the theory that detergents are the
major feature of injectable phosphatidylcholine for-
mulations, because no parameters for lipolysis oc-
curred with phosphatidylcholine, deoxycholate, or
Lipostabil (which is the combination of both men-
tioned substances) (Fig. 1).'2 The performed MTT
assays proved a significant loss in viability for de-
oxycholate and Lipostabil at doses where phos-
phatidylcholine alone did not show any effect (Fig.
2). The results of the MTT assay together with the
propidium iodide stainings confirm observations
published in clinical trials that revealed local in-
flammatory reactions such as erythema, pain, and
edema, most likely caused by cell membrane
destruction.?’

CONCLUSIONS

Our findings suggest that neither phosphati-
dylcholine nor sodium deoxycholate induces an
enzymatic lipolytic pathway (Fig. 1). Deoxycholate
reduces the cell viability already at low doses (0.15
mg/ml) (Fig. 2). Phosphatidylcholine neither sig-
nificantly influences the cell viability nor starts to
cause membrane destruction at the tested doses
(Figs. 2 and 4), whereas Lipostabil demonstrated
a highly significant effect on cell viability at a
concentration of only 1 mg/ml (Fig. 2). This
comparably strong effect could be related to a
synergistic effect of phosphatidylcholine or the
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benzyl alcohol in the Lipostabil formula. The
propidium iodide stainings and native micro-
scope images prove that the detergent bile salt
deoxycholate induces membrane destruction
(Figs. 4, fourth and fifth columns and 5, below,
right), thereby leading to cell death of exposed
adipocytes (Fig. 2).

According to published clinical trials, the sub-
cutaneous injection of phosphatidylcholine for-
mulations appears to be an effective tool with
which to reduce subcutaneous fatty tissue, al-
though it has to be noted that the membrane
destruction is most likely not restricted to adipo-
cytes. Therefore, physicians should be well trained
and cautious when injecting these substances. Fur-
ther studies investigating the effect under in vivo
conditions should be conducted to ensure the
safety and efficacy of lipolytic formulations.
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Department of Traumatology
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University Hospital of Regensburg
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