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Studies on cytotoxity of monensin and narasin in rat hepatocyte cell line culture

Summary

The aim of the work was to determine monensin, narasin hepatotoxicity and the nature of cell death. Rat
hepatocyte model cell line (FAO) was used to investigate two ionophore antibiotic cytotoxic effects estimated
by MTT, NRU and KB tests approved by INVITTOX. Additionally, the apoptotic/necrotic nature of cell death
was determined by propiodine iodide and HO 342 staining of the cultured hapatocytes. IC_ indices for monensin
and narasine estimated by using the MTT test during a 24 hour incubation period were at a level of 0,027
+ 0,001 pM and 0,037 £ 0,001 nM, respectively. However, an incubation period of 48 hrs yielded an equal value
- 0,02 uM - for both ionophores. Contrary to the MTT test, NRU and KB estimations demonstrated lower IC,

values for narasine than for monensin. These results correlated to in-vivo acute toxicity and LD

) indices in

rats (data from references). The apoptotic nature of hepatocyte death dominated in the cultures. The article
also discussed the mechanisms of ionophore induced cytotoxicity.
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Monenzyna i narazyna naleza do antybiotykdw jo-
noforowych (polieterowych), otrzymywane sa na dro-
dze fermentacji tlenowej ze szczepow Streptomyces
sp.: monenzyna — S. cinnamonensin, narazyna —
S. aureofaciens. Wykorzystywane sa szeroko w profi-
laktyce kokcydiozy i jako stymulatory wzrostu w ho-
dowli zwierzat. Niecodpowiednie podawanie antybio-
tykow jonoforowych (przedawkowanie, zte wymiesza-
nie w paszy) prowadzi do $miertelnych zatru¢ (13, 14).
Poszczegodlne substancje charakteryzuje zréznicowa-
na toksyczno$¢ dla poszczegoélnych gatunkow zwie-
rzat, najbardzwj wrazliwe sq konie 1 kroliki (8). Ce-
chuje je rowniez waski margines bezpieczenstwa, czyli
mala rozpigto$¢ pomigdzy dawka lecznicza a toksycz-
na. Mechanizm dziatania toksycznego wiaze si¢ z za-
burzeniami w komoérkowym transporcie jondw jedno-
wartosciowych: potasu (K), sodu (Na), rubidu (Rb),
cezu (Cs) i/lub dwuwartosciowych: wapnia (Ca), mag-
nezu (Mg), baru (Ba). Cytotoksycznosc tych zwiaz-
kéw ujawnia sig gtownie w komorkach watrobowych
1 migsniowych. Dochodzi do zaburzenia funkcjono-
wania btony komoérkowej 1 aparatu Golgiego oraz
uszkodzenia struktur mitochondrialnych 1 ostatecznie
do $mierci komorki (8, 14).

Celem podjetych badan byto okreslenie aktywnosci
hepatotoksycznej monenzyny i narazyny oraz natury
wywotanej smierci komorki.

Materiat i metody

Badanie wykonano na linii ciaglej hepatocytow szczurzych
FAO, pochodzacych z banku komorek ECACC Salisbury,
Wiltshire, UK. Przechowywano je w ciektym azocie w pod-
tozu hodowlanym z dodatkiem 10% DMSO (Slgma) Przy-
gotowanie hepatocytow do badan opisano we wczesniejszej
publikacji (9).

Monenzyng (Sigma) rozpuszczono w stgzonym metanolu
(POCH Gliwice), a narazyng (Elanco) w DMSO (Sigma).
Nastegpnie oba rozpuszczone zwiazki rozcienczono w ptynie
hodowlanym Hams F-12 (w modyfikacji Kanigh). Z roztworu
podstawowego sporzadzono roztwory robocze, wykorzystu-
jac podtoze hodowlane jako rozpuszczalnik. Po usunigciu
podtoza hodowlanego do studzienek mikroptytek (NUNC
96 well) wprowadzono po 100 pl podloza z testowana sub-
stancja. Po uptywie 24- 1 48-godzinne;j inkubacji w tempera-
turze 37°C, w atmosferze 5% CO, oceniono dziatanie cyto-
toksyczne monenzyny i narazyny W oparciu o nastgpujace
testy zwalidowane i zalecane przez INVITTOX (4-6):

— MTT (Methylthiazoletetrazolium) — aktywnosci dehyd-
rogenazy bursztynianowej — okreslajacy zdolnos¢ metabo-
liczna mitochondriéw — INVITTOX 17,

— NRU (Neutral Red Uptake) — wychwytu i gromadze-
nia czerwieni obojgtnej przez lizosomy komorek — oceniaja-
cy integralnos¢ blon komérkowych — INVITTOX 54,

— KB (Kenacid Blue) — okres$lajacy zdolno$¢ syntetyzo-
wania catkowitego biatka w komorkach — proliferacje ko-
morek — INVITTOX 3b.
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Pomiar przeprowadzono w automatycznym czytniku mik-
roptytek E-max (Molecular Devices, Corporation, Monlo
Park, USA) przy dtugo$ciach fali, odpowiednio, A = 570,
550, 600 nm dla wymienionych testow. Na podstawie uzys-
kanych wynikéw okreslono IC,, ilo$¢ badanej substancji,
ktéra spowodowata spadek o 50% wymienionych aktywnos-
ci komodrek w poréwnaniu z kontrolg. Wykonano rowniez
test umozliwiajacy rozréznienie komorek nekrotycznych od
apoptycznych. Pod mikroskopem fluorescencyjnym przy
dhugosci fali 420 nm (filtr dla UV) komoérki nekrotyczne
wykazuja wobec jodku propidyny (Sigma) blador6zowa
fluorescencjg, natomiast jasnoniebieska pod wptywem barw-
nika fluorochromowego (Hoechst 33342—HO342) charak-
teryzowata komorki apoptyczne.

Analizg statystyczna przeprowadzono w oparciu o dwu-
czynnikowa analizg wariancji ANOVA i test Tukeya.

Wyniki i omowienie

Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycz-
nej wykazano istotne réznice (p < 0,01) cytotoksycz-
nego dziatania monenzyny i narazyny w czasie 24-
1 48-godzinnej inkubacji. Zastosowane testy pozwo-
lity na poréwnanie cytotoksycznosci obu preparatéw
poprzez okreslenie wrazliwosci elementéw subkomor-
kowych hepatocytéw na badane antybiotyki. Na pod-
stawie otrzymanych wynikow stwierdzono, iZ monen-
zyna i narazyna odznaczaty si¢ bardzo niskimi war-
tosciami IC, (roznica dwu rzedoéw wielkosci) w po-
réwnaniu z tluramem zwiazkiem o dobrze rozpozna-
nej cytotoksycznosci wobec hepatocytow (9). Najniz-
sze warto$ci IC_ uzyskano w tescie MTT w czasie 24-
-godzinnej 1nkuf)a(:]1 ktére dla monenzyny wynosity
0,027 £ 0,001 uM, dla narazyny 0,037 + 0,001 pM.
Wskazuje to na wyzsza cytotoksycznosc monenzyny
w porownamu z narazyna odnos$nie do zaburzen pro-
cesOw mitochondrialnych. Jednakze po 48 godzinach
wartosci IC, | wyznaczone ta metoda byly podobne dla
obu antybiotykow (ryc 112). Odmiennie niz w tescie
MTT przedstawialy si¢ wartosci IC, | dla narazyny za
pomoca metod NRU i1 KB. Byly one nizsze w porow-
naniu z monenzyna zar6wno po 24-, jak i po 48-go-
dzinnej inkubacji (ryc. 1 i 2). Nalezy zatem wniosko-
wac, iz narazyng charakteryzuje wigksza cytotoksycz-
no$¢ w pordwnaniu z monenzyng w zakresie uszko-
dzen bton komorkowych, zaburzen syntezy biatka
1 proliferacji. Wyzsza cytotoksyczno$¢ monenzyny
1/lub jej metabolitéw w poréwnaniu z narazyna, w za-
kresie zaburzen proces6éw mitochondrialnych w pierw-
szej dobie inkubacji, thumaczy¢ mozna wigkszym po-
tencjalem przenoszenia kationéw. Zwigzane moze to
by¢ z réznica w budowie chemicznej obu zwiazkoéw
1 odmiennym procesem mikrosomalnego metabolizmu
monenzyny, zachodzacym w cytochromie P-450 A3,
co prowadzi do powstawania toksycznych metaboli-
tow (3, 10). Nie poznano dotychczas biotransformacji
1izoenzymu-(6w) cytochromu P-450 uczestniczacych
w metabolizmie narazyny. Wnikanie jondw sodu do
wnetrza komorki powoduje aktywacje przenos$nika
Na'/H* oraz ATP-azy, prowadzac, z jednej strony, do
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Ryc. 1. Srednie warto$ci IC,, (M) monenzyny oznaczane za
pomocg testow MTT, NRU KB w czasie 24- i 48-godzinnej
inkubacji hepatocytow
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Ryc. 2. Srednie wartosci IC,, (uM) narazyny wyznaczone za
pomocg testow MTT, NRU KB w czasie 24- i 48-godzinnej
inkubacji hepatocytow

Objasnienia: jak na ryc. 1.

alkalizacji srodowiska wewnatrzkomorkowego zwia-
zanego z wyptywem protonow, a z drugiej, do obnize-
nia poziomu ATP. Aktywny transport Na" zwiazany
jestrowniez ze wzrostem st¢zenia jonOw wapniowych
wewnatrz komorki (2). Zwigkszone odktadanie wap-
nia zmusza mitochondria do jego magazynowania
w celu utrzymania homeostazy. W momencie przeta-
dowania mitochondridw wapniem nastgpuje zahamo-
wanie fosforylacji oksydatywnej, co prowadzi do
$mierci komorki (1). Badania innych autoréw wska-
zuja, ze przy poziomie 10°* M tych antybiotykéw do-
chodzi do zahamowania o 43% aktywnos$ci procesow
komoérkowych w mitrochondriach, aparacie Golgiego
i lizosomach (10, 14).

Zachodzace zmiany w komoérce pod wplywem obu
badanych substancji wptywaly na jej zdolno$¢ synte-
zy bialka i proliferacj¢. Inni autorzy na podstawie tes-
tu wbudowania znakowanej tymidyny w DNA wyka-
zali hamowanie proliferacji roznych fibroblastow
w czasie 24-godzinnej inkubacji w zakresie 0,08-1 uM
monenzyny (7). Wyniki IC,  otrzymane z oznaczen za
pomoca metody pomiaru catkowitego biatka komor-
kowego (KB) wykonane w czasie 24- 1 48-godzinnej
inkubacji komoérek z monenzyna sa pordéwnywalne
z podanym wyzej zakresem. Natomiast wartosci IC,,
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Ryc. 3. Obraz fluorescencji hepatocytow (pow. x 200) poddanych dzialaniu monenzyny i narazyny w ilo$ciach okreslonych
jako Srednie IC_ z trzech testow (MTT, NRU, KB) (barwienie za pomocg jodku propiolinowego i Hoechst 33342)
Objasnienia: A — kontrola, B — dziatanie monenzyny, C — dziatanie narazyny

dla narazyny nie moga by¢ odniesione z uwagi na brak
danych w pi$miennictwie, jakkolwiek istotnym fak-
tem sg ich nizsze warto$ci w pordwnaniu Z monenzyna.

Dane pismiennictwa wskazuja na zblizona toksycz-
nos$¢ narazyny i monenzyny w warunkach narazenia
zwierzat in vivo, co objawia si¢ podobnym obrazem
khmcznym zatrucia u wielu gatunkow. Wskaznik tok-
syczn0501 ostrej u szczurow LD, dla narazyny jest
nizszy niz monenzyny, wynosi on 0dp0w1edn10 21,1
mg/kg m.c. 1 34 mg/kg m.c. (13, 14). Odnoszac te
warto$ci do IC, | wyznaczonego metodami in vitro moz-
na sadzi¢, iz nmzszy wskaznik LD, dla narazyny jest
wynikiem dominacji reakcji cytotoksycznych w zakre-
sie uszkodzenia bton komoérkowych, zaburzenia syn-
tezy biatka kom(’)rkowego (testy NRU 1 KB). W zwiaz-
ku z powyzszym nizsza wartos¢ LD, dla narazyny
koreluje z nizszymi wskaznikami cytotoksyczn0501
IC,, w tych testach.

9] toksyczno$ci monenzyny i narazyny decyduje
dawka, czas narazenia oraz z pewnosmq rodzaj komo-
rek narazonych na ich dziatanie. W miarg wydtuzania
czasu inkubacji hepatocytow z badanymi antybioty-
kami wzrastata ich cytotoksyczno$¢, co przedstawiaja
wartosci IC,  oznaczane wymienionymi testami (ryc. 1
i2).

Obraz hepatocytéw wskazuje w wigkszosci na apop-
tyczna $mier¢ komodrek poddanych dziataniu badanych
antybiotykow (ryc. 3). O apoptozie lub nekrozie ko-
morki decyduje poziom jej zasobow energetycznych,
co zwiazane jest z aktywnoS$cia metaboliczng mito-
chondriéw. W wyniku uszkodzenia blon komérkowych
przez antybiotyki jonoforowe dochodzi do obnizenia
btonowego potencjalu mitochondrialnego. Prowadzi
to do spadku poziomu ATP, ktory odgrywa istotna rolg
w procesie $mierci komorki. Wiadomo, Ze o $mierci
apoptycznej lub nekrotycznej komorki decyduje rodzaj
i dawka czynnika indukujacego cytotoksycznosé, czas
jego ekspozycji na komorki oraz rodzaj komorek pod-
danych dziataniu tego czynnika. W konsekwencji
apoptoze i/lub nekroz¢ moze indukowac ten sam czyn-
nik. Mollenhauer (8) zaobserwowat nekrotyczna
$mier¢ komoérek migsniowych pod wptywem dziata-
nia monenzyny. Odmienne spostrzezenia poczynili inni

autorzy (11), rozpoznajac apoptyczny mechanizm
$mierci wywolanej przez monenzyng, ale badania nie
dotyczyty hepatocytéw. Wnosza to prezentowane wy-
niki badan, wskazujace na apoptoze hepatocytow
szczura wywolana zastosowanymi jonoforami w ilos-
ciach oznaczonych wartosciami IC

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja na zr6z-
nicowane dzialanie badanych jonoforéw, zaburzaja-
cych odmienne procesy zachodzace w organellach
hepatocytdéw szczura. Jednakze w mysl toksykologicz-
nych przestanek, wydanie wtasciwej oceny cytotok-
sycznych efektow wywotywanych przez ksenobiotyki
powinno by¢ poparte badaniami w hodowlach komor-
kowych zwierzat docelowych.
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