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Monenzyna i narazyna nale¿¹ do antybiotyków jo-
noforowych (polieterowych), otrzymywane s¹ na dro-
dze fermentacji tlenowej ze szczepów Streptomyces
sp.: monenzyna � S. cinnamonensin, narazyna �
S. aureofaciens. Wykorzystywane s¹ szeroko w profi-
laktyce kokcydiozy i jako stymulatory wzrostu w ho-
dowli zwierz¹t. Nieodpowiednie podawanie antybio-
tyków jonoforowych (przedawkowanie, z³e wymiesza-
nie w paszy) prowadzi do �miertelnych zatruæ (13, 14).
Poszczególne substancje charakteryzuje zró¿nicowa-
na toksyczno�æ dla poszczególnych gatunków zwie-
rz¹t, najbardziej wra¿liwe s¹ konie i króliki (8). Ce-
chuje je równie¿ w¹ski margines bezpieczeñstwa, czyli
ma³a rozpiêto�æ pomiêdzy dawk¹ lecznicz¹ a toksycz-
n¹. Mechanizm dzia³ania toksycznego wi¹¿e siê z za-
burzeniami w komórkowym transporcie jonów jedno-
warto�ciowych: potasu (K), sodu (Na), rubidu (Rb),
cezu (Cs) i/lub dwuwarto�ciowych: wapnia (Ca), mag-
nezu (Mg), baru (Ba). Cytotoksyczno�æ tych zwi¹z-
ków ujawnia siê g³ównie w komórkach w¹trobowych
i miê�niowych. Dochodzi do zaburzenia funkcjono-
wania b³ony komórkowej i aparatu Golgiego oraz
uszkodzenia struktur mitochondrialnych i ostatecznie
do �mierci komórki (8, 14).

Celem podjêtych badañ by³o okre�lenie aktywno�ci
hepatotoksycznej monenzyny i narazyny oraz natury
wywo³anej �mierci komórki.

Materia³ i metody
Badanie wykonano na linii ci¹g³ej hepatocytów szczurzych

FAO, pochodz¹cych z banku komórek ECACC Salisbury,
Wiltshire, UK. Przechowywano je w ciek³ym azocie w pod-
³o¿u hodowlanym z dodatkiem 10% DMSO (Sigma). Przy-
gotowanie hepatocytów do badañ opisano we wcze�niejszej
publikacji (9).

Monenzynê (Sigma) rozpuszczono w stê¿onym metanolu
(POCH Gliwice), a narazynê (Elanco) w DMSO (Sigma).
Nastêpnie oba rozpuszczone zwi¹zki rozcieñczono w p³ynie
hodowlanym Hams F-12 (w modyfikacji Kanigh). Z roztworu
podstawowego sporz¹dzono roztwory robocze, wykorzystu-
j¹c pod³o¿e hodowlane jako rozpuszczalnik. Po usuniêciu
pod³o¿a hodowlanego do studzienek mikrop³ytek (NUNC
96 well) wprowadzono po 100 µl pod³o¿a z testowan¹ sub-
stancj¹. Po up³ywie 24- i 48-godzinnej inkubacji w tempera-
turze 37°C, w atmosferze 5% CO

2,
 oceniono dzia³anie cyto-

toksyczne monenzyny i narazyny w oparciu o nastêpuj¹ce
testy zwalidowane i zalecane przez INVITTOX (4-6):

� MTT (Methylthiazoletetrazolium) � aktywno�ci dehyd-
rogenazy bursztynianowej � okre�laj¹cy zdolno�æ metabo-
liczn¹ mitochondriów � INVITTOX 17,

� NRU (Neutral Red Uptake) � wychwytu i gromadze-
nia czerwieni obojêtnej przez lizosomy komórek � oceniaj¹-
cy integralno�æ b³on komórkowych � INVITTOX 54,

� KB (Kenacid Blue) � okre�laj¹cy zdolno�æ syntetyzo-
wania ca³kowitego bia³ka w komórkach � proliferacjê ko-
mórek � INVITTOX 3b.
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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. IC50 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 µM and 0,037 ± 0,001 µM, respectively. However, an incubation period of 48 hrs yielded an equal value
- 0,02 µM - for both ionophores. Contrary to the MTT test, NRU and KB estimations demonstrated lower IC50
values for narasine than for monensin. These results correlated to in-vivo acute toxicity and LD

50
 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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Pomiar przeprowadzono w automatycznym czytniku mik-
rop³ytek E-max (Molecular Devices, Corporation, Monlo
Park, USA) przy d³ugo�ciach fali, odpowiednio, l = 570,
550, 600 nm dla wymienionych testów. Na podstawie uzys-
kanych wyników okre�lono IC

50
, ilo�æ badanej substancji,

która spowodowa³a spadek o 50% wymienionych aktywno�-
ci komórek w porównaniu z kontrol¹. Wykonano równie¿
test umo¿liwiaj¹cy rozró¿nienie komórek nekrotycznych od
apoptycznych. Pod mikroskopem fluorescencyjnym przy
d³ugo�ci fali 420 nm (filtr dla UV) komórki nekrotyczne
wykazuj¹ wobec jodku propidyny (Sigma) bladoró¿ow¹
fluorescencjê, natomiast jasnoniebieska pod wp³ywem barw-
nika fluorochromowego (Hoechst 33342�HO342) charak-
teryzowa³a komórki apoptyczne.

Analizê statystyczn¹ przeprowadzono w oparciu o dwu-
czynnikow¹ analizê wariancji ANOVA i test Tukeya.

Wyniki i omówienie
Na podstawie przeprowadzonej analizy statystycz-

nej wykazano istotne ró¿nice (p < 0,01) cytotoksycz-
nego dzia³ania monenzyny i narazyny w czasie 24-
i 48-godzinnej inkubacji. Zastosowane testy pozwo-
li³y na porównanie cytotoksyczno�ci obu preparatów
poprzez okre�lenie wra¿liwo�ci elementów subkomór-
kowych hepatocytów na badane antybiotyki. Na pod-
stawie otrzymanych wyników stwierdzono, i¿ monen-
zyna i narazyna odznacza³y siê bardzo niskimi war-
to�ciami IC

50
 (ró¿nica dwu rzêdów wielko�ci) w po-

równaniu z tiuramem, zwi¹zkiem o dobrze rozpozna-
nej cytotoksyczno�ci wobec hepatocytów (9). Najni¿-
sze warto�ci IC

50
 uzyskano w te�cie MTT w czasie 24-

-godzinnej inkubacji, które dla monenzyny wynosi³y
0,027 ± 0,001 µM, dla narazyny 0,037 ± 0,001 µM.
Wskazuje to na wy¿sz¹ cytotoksyczno�æ monenzyny
w porównaniu z narazyn¹ odno�nie do zaburzeñ pro-
cesów mitochondrialnych. Jednak¿e po 48 godzinach
warto�ci IC

50
 wyznaczone t¹ metod¹ by³y podobne dla

obu antybiotyków (ryc. 1 i 2). Odmiennie ni¿ w te�cie
MTT przedstawia³y siê warto�ci IC

50
 dla narazyny za

pomoc¹ metod NRU i KB. By³y one ni¿sze w porów-
naniu z monenzyn¹ zarówno po 24-, jak i po 48-go-
dzinnej inkubacji (ryc. 1 i 2). Nale¿y zatem wniosko-
waæ, i¿ narazynê charakteryzuje wiêksza cytotoksycz-
no�æ w porównaniu z monenzyn¹ w zakresie uszko-
dzeñ b³on komórkowych, zaburzeñ syntezy bia³ka
i proliferacji. Wy¿sz¹ cytotoksyczno�æ monenzyny
i/lub jej metabolitów w porównaniu z narazyn¹, w za-
kresie zaburzeñ procesów mitochondrialnych w pierw-
szej dobie inkubacji, t³umaczyæ mo¿na wiêkszym po-
tencja³em przenoszenia kationów. Zwi¹zane mo¿e to
byæ z ró¿nic¹ w budowie chemicznej obu zwi¹zków
i odmiennym procesem mikrosomalnego metabolizmu
monenzyny, zachodz¹cym w cytochromie P-450 A3,
co prowadzi do powstawania toksycznych metaboli-
tów (3, 10). Nie poznano dotychczas biotransformacji
i izoenzymu-(ów) cytochromu P-450 uczestnicz¹cych
w metabolizmie narazyny. Wnikanie jonów sodu do
wnêtrza komórki powoduje aktywacjê przeno�nika
Na+/H+ oraz ATP-azy, prowadz¹c, z jednej strony, do

alkalizacji �rodowiska wewn¹trzkomórkowego zwi¹-
zanego z wyp³ywem protonów, a z drugiej, do obni¿e-
nia poziomu ATP. Aktywny transport Na+ zwi¹zany
jest równie¿ ze wzrostem stê¿enia jonów wapniowych
wewn¹trz komórki (2). Zwiêkszone odk³adanie wap-
nia zmusza mitochondria do jego magazynowania
w celu utrzymania homeostazy. W momencie prze³a-
dowania mitochondriów wapniem nastêpuje zahamo-
wanie fosforylacji oksydatywnej, co prowadzi do
�mierci komórki (1). Badania innych autorów wska-
zuj¹, ¿e przy poziomie 10�8 M tych antybiotyków do-
chodzi do zahamowania o 43% aktywno�ci procesów
komórkowych w mitrochondriach, aparacie Golgiego
i lizosomach (10, 14).

Zachodz¹ce zmiany w komórce pod wp³ywem obu
badanych substancji wp³ywa³y na jej zdolno�æ synte-
zy bia³ka i proliferacjê. Inni autorzy na podstawie tes-
tu wbudowania znakowanej tymidyny w DNA wyka-
zali hamowanie proliferacji ró¿nych fibroblastów
w czasie 24-godzinnej inkubacji w zakresie 0,08-1 µM
monenzyny (7). Wyniki IC

50
 otrzymane z oznaczeñ za

pomoc¹ metody pomiaru ca³kowitego bia³ka komór-
kowego (KB) wykonane w czasie 24- i 48-godzinnej
inkubacji komórek z monenzyn¹ s¹ porównywalne
z podanym wy¿ej zakresem. Natomiast warto�ci IC

50

Ryc. 2. �rednie warto�ci IC
50

 (µM) narazyny wyznaczone za
pomoc¹ testów MTT, NRU KB w czasie 24- i 48-godzinnej
inkubacji hepatocytów
Obja�nienia: jak na ryc. 1.
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Ryc. 1. �rednie warto�ci IC
50

 (µM) monenzyny oznaczane za
pomoc¹ testów MTT, NRU KB w czasie 24- i 48-godzinnej
inkubacji hepatocytów
Obja�nienia: ** ró¿nica statystycznie istotna (p < 0,01)
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dla narazyny nie mog¹ byæ odniesione z uwagi na brak
danych w pi�miennictwie, jakkolwiek istotnym fak-
tem s¹ ich ni¿sze warto�ci w porównaniu z monenzyn¹.

Dane pi�miennictwa wskazuj¹ na zbli¿on¹ toksycz-
no�æ narazyny i monenzyny w warunkach nara¿enia
zwierz¹t in vivo, co objawia siê podobnym obrazem
klinicznym zatrucia u wielu gatunków. Wska�nik tok-
syczno�ci ostrej u szczurów LD

50
 dla narazyny jest

ni¿szy ni¿ monenzyny, wynosi on odpowiednio 21,1
mg/kg m.c. i 34 mg/kg m.c. (13, 14). Odnosz¹c te
warto�ci do IC

50
 wyznaczonego metodami in vitro mo¿-

na s¹dziæ, i¿ ni¿szy wska�nik LD
50

 dla narazyny jest
wynikiem dominacji reakcji cytotoksycznych w zakre-
sie uszkodzenia b³on komórkowych, zaburzenia syn-
tezy bia³ka komórkowego (testy NRU i KB). W zwi¹z-
ku z powy¿szym ni¿sza warto�æ LD

50
 dla narazyny

koreluje z ni¿szymi wska�nikami cytotoksyczno�ci
IC

50
 w tych testach.

O toksyczno�ci monenzyny i narazyny decyduje
dawka, czas nara¿enia oraz z pewno�ci¹ rodzaj komó-
rek nara¿onych na ich dzia³anie. W miarê wyd³u¿ania
czasu inkubacji hepatocytów z badanymi antybioty-
kami wzrasta³a ich cytotoksyczno�æ, co przedstawiaj¹
warto�ci IC

50
 oznaczane wymienionymi testami (ryc. 1

i 2).
Obraz hepatocytów wskazuje w wiêkszo�ci na apop-

tyczn¹ �mieræ komórek poddanych dzia³aniu badanych
antybiotyków (ryc. 3). O apoptozie lub nekrozie ko-
mórki decyduje poziom jej zasobów energetycznych,
co zwi¹zane jest z aktywno�ci¹ metaboliczn¹ mito-
chondriów. W wyniku uszkodzenia b³on komórkowych
przez antybiotyki jonoforowe dochodzi do obni¿enia
b³onowego potencja³u mitochondrialnego. Prowadzi
to do spadku poziomu ATP, który odgrywa istotn¹ rolê
w procesie �mierci komórki. Wiadomo, ¿e o �mierci
apoptycznej lub nekrotycznej komórki decyduje rodzaj
i dawka czynnika indukuj¹cego cytotoksyczno�æ, czas
jego ekspozycji na komórki oraz rodzaj komórek pod-
danych dzia³aniu tego czynnika. W konsekwencji
apoptozê i/lub nekrozê mo¿e indukowaæ ten sam czyn-
nik. Mollenhauer (8) zaobserwowa³ nekrotyczn¹
�mieræ komórek miê�niowych pod wp³ywem dzia³a-
nia monenzyny. Odmienne spostrze¿enia poczynili inni

Ryc. 3. Obraz fluorescencji hepatocytów (pow. × 200) poddanych dzia³aniu monenzyny i narazyny w ilo�ciach okre�lonych
jako �rednie IC

50
 z trzech testów (MTT, NRU, KB) (barwienie za pomoc¹ jodku propiolinowego i Hoechst 33342)

Obja�nienia: A � kontrola, B � dzia³anie monenzyny, C � dzia³anie narazyny

A B C

autorzy (11), rozpoznaj¹c apoptyczny mechanizm
�mierci wywo³anej przez monenzynê, ale badania nie
dotyczy³y hepatocytów. Wnosz¹ to prezentowane wy-
niki badañ, wskazuj¹ce na apoptozê hepatocytów
szczura wywo³an¹ zastosowanymi jonoforami w ilo�-
ciach oznaczonych warto�ciami IC

50
.

Wyniki przeprowadzonych badañ wskazuj¹ na zró¿-
nicowane dzia³anie badanych jonoforów, zaburzaj¹-
cych odmienne procesy zachodz¹ce w organellach
hepatocytów szczura. Jednak¿e w my�l toksykologicz-
nych przes³anek, wydanie w³a�ciwej oceny cytotok-
sycznych efektów wywo³ywanych przez ksenobiotyki
powinno byæ poparte badaniami w hodowlach komór-
kowych zwierz¹t docelowych.
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