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Cytotoxicity of salinomycin and lasalocid in a model hepatocyte cell line of a rat

Summary

The aims of the study were determining the median cytotoxicity indicate (IC, ), nature of cell death (apoptosis/
necrosis), assessment and morphology of changes observed in FAO cell line culture of hepatocytes subjected to
ionophore antibiotics, salinomycin and lasalocid, incubations.

INVTTOX recommended MTT, NRU and KB cytotoxicity tests were used to research mitochondrial, protein
synthesis and cell proliferation. In addition cell staining in order to reveal membrane destruction that
established cell death character May-Grunwald & Giemsa staining were also conducted. Cytotoxicity indices
(IC,,) estimated by the 24 hour MTT test were at a level 2.41 + 0.29 mM and 7.93 + 0.01 mM; however, after a 48
hour incubation the values lowered to 0.112739 + 0.01 mM and 0.59 + 0.01 mM for salinomycin and lasalocid,
respectively. In contrast to the MTT data, that of NRU and KB tests were higher, indicating mitochondria as the
main subcellular target for the antibiotic action. The determined IC, values were positively related to DL, (the
data from references). Hepatocytes death were established to be of an apoptosis nature. Cell morphology was
changed from IC,, depending on manner; the lower value of the indicate corresponded to more pronounced
cytopathologic findings. Summarizing, monolayer cell cultures of rat hepatocytes proved to serve as a useful
model for cytotoxicity studies enabling to indicate subcellular targets for ionophore antibiotics.
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Salinomycyna i lazalocyd naleza do antybiotykdéw jo-
noforowych (polieterowych), otrzymywanych na drodze
fermentacji tlenowej ze szczepow Streptomyces sp.: sali-
nomycyna—S. albus, lazalocyd — S. lasaliensis. Sa zwiaz-
kami o ztozonej w1elopler301emoweJ budowie (ryc. 1).
Prowadza do niespecyficznego transportu jonéw w obu
kierunkach, nie uszkadzajac blon komoérkowych. Trans-
port ten jest bardzo wydajny, gdyz w przypadku salino-
mycyny jej jedna czasteczka ma mozliwos¢ przeniesé 10*
jonow w ciagu sekundy. Przy zatruciu antybiotykami jo-
noforowymi przesunigciom podlegaja przede wszystkim
jony K', Na*, H' (12, 14) natomiast lazalocyd takze ma
powmowactwo do jondw dwuwartosciowych Ca?*, Mg**
1 amin biogennych (1). Pomimo rozpoznanego mecha-
nizmu toksycznosci, wrazliwo$¢ komoérek watrobowych
mierzona wskaznikami cytotoksycznosci podstawowe;j
nie zostata okreslona.

Jonofory wykorzystywane sa w profilaktyce drobiu
jako kokcydiostatyki, a do niedawna jako stymulatory

* Badania czg$ciowo finansowane ze §rodkow Europejskiego Funduszu Spo-
tecznego oraz budzetu panstwa w ramach Zintegrowanego Programu Operacyj-
nego Rozwoju Regionalnego, dziatania 2.6. Regionalne Strategie Innowacyjne
i Transfer Wiedzy, projekt: Prace naukowe doktorantéw AR szansa dla lubel-
skiego rynku innowacji.

wzrostu w formie dodatkéw paszowych; lazalocyd (Ava-
tec) — 75-125 ppm, a salinomycyna (Sacox, Coxistac) —
40-60 ppm (18). Wzorem innych krajow UE, jonofory
z poczatkiem 2006 r. wycofywano z obrotu jako stymu-
latory wzrostu. Zgodnie z zaleceniami, stosowanie anty-
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Ryc. 1. Wzory strukturalne substancji uzytych w doswiad-
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biotykow paszowych przechodzi pod kontrolg stuzby we-
terynaryjnej. Jako pasze lecznicze ordynowane sa przy
pOJaW1en1u si¢ w stadzie kokcydiozy, a salinomycyna
1 lazalocyd sa lekami z wyboru sposréd wielu innych
przedstawicieli tej grupy antybiotykow (5, 6, 8). Nieod-
powiednie podawanie antybiotykow jonoforowych (prze-
dawkowanie, nieréwnomierne rozprowadzenie w paszy,
taczne stosowanie z innymi lekami lub dodatkami pa-
szowymi) byto przyczyna wielu zatru¢. Wynika to z was-
kiego marginesu bezpieczenstwa, malej rozpigtosci po-
migdzy dawka lecznicza a toksyczna. Przyjmuje sig, ze
przekroczenie zalecanych dawek kokcydiostatykow o 20-
-50% moze wywola¢ objawy toksyczne. Poszczegodlne
substancje charakteryzuje zroznicowana toksycznosc¢ dla
poszczegolnych gatunkow zwierzat, salinomycyna nie jest
wskazana dla indykow i kurczat hodowanych na nioski,
a lazalocyd dla kur niosek i kurek z genem kartowato$ci.
Cytotoksycznos$¢ tych zwiazkow ujawnia sig¢ gtownie
w komorkach watrobowych i migsniowych (20). Po sto-
sowaniu tych zwiazkow obowiazuje 5-dniowy okres ka-
rencji, jednakze ich pozostatosci stwierdzano w badaniach
monitoringowych tkanek i jaj kurzych (9, 11, 21).

Celem badan bylto okreslenie aktywnosci hepatocyto-
toksycznej salinomycyny i lazalocydu na podstawie
wskaznikow potowicznych efektow hamujacych (IC, )
oraz rozpoznanie zmian patomorfologicznych i charak-
teru wywolywanej $§mierci szczurzych hepatocytdéw linii
ciagtej FAO eksponowanych na badane kokcydiostatyki
w hodowli komorkowe;.

Materiat i metody

Badanie wykonano na linii ciaglej hepatocytow szczurzych
FAO, pochodzacej z banku komérek ECACC Salisbury, Wilt-
shire, UK. Komoérki hodowano w podtozu Hamsa F-12K (MP
Biomedical USA) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy byd-
lecej, FBS, (Sigma). Nastgpnie poddawano je inkubacji w tem-
peraturze 37°C w atmosferze 5% CO,. Po uzyskaniu jednoli-
tej warstwy (monolayer), co wymagato 24 godzin inkubacji,
komorki odklejano od podtoza za pomoca 0,25% roztworu
trypsyny (Sigma). Zawieszono je ponownie w §wiezym pod-
tozu hodowlanym z dodatkiem 10% FBS. Zawiesing o ggs-
tosci 2,5 x 10° komorek/ml podtoza rozlano do plastikowych
ptytek (NUNC, 96-well) po 100 pl/studzienke i prowadzono
inkubacje¢ przez 24 godziny (19). Tak przygotowane hepato-
cyty stosowano w kolejnych etapach badan.

Roztwory salinomycyny i lasalocydu (Sigma) przygotowa-
no bezposrednio przed wykonaniem doswiadczenia. W tym
celu antybiotyki zostaty rozpuszczone w DMSO (Sigma).
Z roztworu podstawowego sporzadzono roztwory robocze
o pozadanym stezeniu, wykorzystujac podtoze hodowlane jako
rozpuszczalnik. Po usunigciu podtoza hodowlanego ze stu-
dzienek, umieszczono w nich roztwory testowanych substan-
cji o réznych stezeniach (8 powtérzen na kazde st¢zenie).
Koncowe stezenie DMSO w mieszaninie inkubacyjnej wy-
nosito 0,25%. Po 24 i 48 godzinach inkubacji, przeprowa-
dzono poszczegdlne testy w celu oceny dziatania cytotoksycz-
nego badanych zwiazkow.

Wykorzystano test MTT wg INVITTOX-u, protokét 17 (4).
Po uplywie 24 i 48 godzin inkubacji do hodowli komérko-
wych dodano 10 pl roztworu MTT na studzienke, a po na-
stepnych 3 godzinach dodano 100 ul 10% SDS w 0,01 N HCI/
studzienke. Po 24 godzinach inkubacji dokonano odczytu
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absorbancji przy dlugosci fali A = 570 nm w automatycznym
czytniku mikroptytek E-max (Molecular Devices Corp., Menlo
Park, Ca, USA).

Test NRU (Neutral Red Upake) wykonano w oparciu
o metode INVITTOX, protokot 54 (3). Po uptywie 24 i 48
godzin inkubacji w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,
usunig¢to roztwory, a do studzienek dodano po 100 pl roztwo-
ru czerwieni obojetnej. Po 3 godzinach inkubacji usuwano
roztwor barwnika znad komorek i dodawano po 100 pl mie-
szaniny elucyjnej. Po 30 min. inkubacji w temperaturze po-
kojowej ptytke wytrzasano przez 5 minut i odczytywano
absorbancje przy dlugo$ci faliA = 550 nm.

Test KB wykonano wg metody INVITTOX, protokét 3b
(2). Po przeprowadzeniu wymienionych etapdéw inkubacyj-
nych i usunigciu mieszaniny elucyjnej, dodano po 100 pl roz-
tworu Kenacid Blue. Po 10 minutach usunieto nadmiar nie-
zwigzanego barwnika KB, komdérki dwukrotnie przeplukano
i przez 10 minut wytrzasano. Nast¢pnie dodano 100 pl mie-
szaniny desorbujacej. Odczytu dokonano przy dhugosci fali
A =600 nm.

Po przeprowadzonych inkubacjach wykonano rowniez test
umozliwiajacy rozroznienie komorek nekrotycznych od apop-
tycznych. Pod mikroskopem fluorescencyjnym przy dtugosci
fali 420 nm (filtr dla UV) komorki nekrotyczne wykazywaty
wobec jodku propidyny (Sigma) blador6zowa fluorescencje,
natomiast barwa jasnoniebieska po dodaniu barwnika fluo-
rochromowego (Hoechst 33342-HO342) charakteryzowata
komorki apoptyczne.

Badania mikroskopowe prowadzono po uprzednim barwie-
niu preparatow z hodowli hepatocytéw metoda May-Griinwal-
da i Giemsy. Zmiany patomorfologiczne w komoérkach wy-
wotane dziataniem badanych jonoforéw obserwowano pod
mikroskopem $wietlnym Olympus BX51 z zastosowaniem
programu komputerowego analySISR.

Analize statystyczna przeprowadzono w oparciu o dwu-
czynnikowa analize wariancji ANOVA i test Tukeya.

Wyniki i oméwienie

Zastosowane testy MTT, NRU i KB pozwolity na
okreslenie cytotoksycznosci podstawowej obu badanych
zwiazkéw w warunkach in vitro poprzez obliczenie
wspotczynnikow IC, | (ryc. 2 1 3). Rozne wartosci IC, |
w trzech zastosowanych testach wskazuja na réznego
stopnia nasilenie dysfunkcji badanych procesow i/lub
uszkodzen struktur subkomoérkowych. Odnosi si¢ to do
zaburzen metabolizmu mitochondrialnego (test MTT),
syntezy biatka komorkowego i proliferacji (test KB) oraz
uszkodzen bton komorkowych hepatocytow (test NRU).

Ekspozycja hodowli komoérkowych na badane kokcy-
diostatyki pozwolita na stwierdzenie pogl¢biajacych si¢
efektow cytotoksycznych wraz z czasem jej wydtuzania.
W przypadku testu MTT po 48 godz. inkubacji wyniki
IC,, byty nizsze 0 92,5% 1 95,2% odpowiednio dla laza-
locydu i salinomycyny w poréwnaniu do ich wartosci po
24 godz co jest potw1erdzone statystycznle 1st0tn0301q
roéznic migdzy grupami. Podobnie przy poréwnaniu wy-
nikow uzyskanych w testach NRU i1 KB wykazano sta-
tystycznie istotne roznice migdzy 24- 1 48 godz. czasami
inkubacji, jakkolwiek czas inkubacji wplywat w mniej-
szym stopniu niz w tescie MTT; wartosci te byly nizsze
0 35,6% 151,3% w stosunku do 24 godz. inkubacji (ryc.
2, 3). Dane te wskazuja na wrazliwo§¢ wybranych ele-
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Ryc. 2. Srednie wartosci IC,, (uM) salinomycyny oznaczane
za pomocg testéw MTT, NRU KB w czasie 24- i 48-godzinnej
inkubacji hepatocytow

Objasnienie: ** — rdznica statystycznie istotna (p < 0,01)
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Ryc. 3. Srednie wartosci IC,, (uM) lazalocydu wyznaczone za
pomoca testow MTT, NRU KB w czasie 24- i 48-godzinnej
inkubacji hepatocytow

Objasnienie: jak naryc. 2.

mentow komorkowych —najbardziej zaznaczonej dla mi-
tochondriéw — miejsc docelowego dziatania badanych jo-
noforow.

Rownoczesne okreslenie IC, | dla thiuramu, fungicydu
uzytego w celu pordéwnawczym, pozwolito na pozytyw-
na kontrolg metodyki z uwagi na jego badanie w poprzed-
niej pracy (13). Ponadto stwierdzono, iz sila cytotokso-
dynamiczna thiuramu mierzona wskaznikiem IC,  w cza-
sie 24- 1 48-godzinnej inkubacji wynosita odpowiednio
24+0,17-2,80 £ 0,12 uM i 1,7 + 0,25-1,95 + 0,23 uM
(zakres wynikéw z testow MTT, NRU i KB - ryc. 2, 3).
Odpowiadalo to wskaznikom cytotoksyczno$ci podsta-
wowej salinomycyny w testach NRU i KB: 2,8 + 0,88
uM 12,95+ 0,47 uM oraz 1,36 + 0,53 uM i 1,67 £ 0,28
uM, a dane dla lazalocydu wynosity 8,35 + 0,93 uM
18,55+ 0,45 uM oraz 4,9 + 0,06 uM 1 5,5 £ 0,33 uM,
odpowiednio dla 24- i 48-godzinnych czas6w inkubacji.
Natomiast wyniki IC, | z testu MTT po 24 godz. inkuba-
cji wynosity 2,4 + 0,71 uM 1 7,92 + 0,17, obnizajac si¢
znacznie po 48 godz. inkubacji; do 0,11 + 0,01 uM dla
salinomycyny i 0,6 + 0,03 uM — lazalocydu (ryc. 2, 3).

Z wymienionych danych wynika, iz lazalocyd charak-
teryzowal si¢ nizsza cytotoksycznoscia (wyzsze war-
tosci IC,  we wszystkich testach) w poréwnaniu z salino-
mycyna zardwno w 24-, jak i 48-godzinnej hodowli.
Oznaczone wskazniki cytotoksyczno$ci podstawowe;j
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koresponduja z danymi pi$miennictwa toksycznos$ci
ostrej, LD, dla szczura wynosi odpowiednio dla lazalo-
cydu 122 mg/kg m.c., salinomycyny 50 mg/kg m.c. (15,
16). Natomiast w poréwnaniu z uzyskanymi wynikami
badan cytotoksycznosci monenzyny i narazyny w po-
przednich badaniach (19), wystgpuja roznice wartosci
IC,,. Wielkosci te sa znacznie nizsze w poroOwnaniu
z salinomycyna i lazalocydem. Dotyczy to w szczegol-
nosci wartosci IC, | testu MTT, w ktorym monenzyng cha-
rakteryzowala cytotoksycznos$¢ przekraczajaca o dwa
rzedy wielkosci odpowiadajace wyniki dla lazalocydu.
Wskazuje to na duze roéznice migdzy poszczegdlnymi
lekami z grupy jonoforéw w zakresie ukierunkowanej
cytotoksycznosci wobec frakcji subcellularnych komo-
rek docelowych. Wyniki te informuja o dominujacym
efekcie toksodynamicznym wobec mitochondridéw.
Zwigkszal si¢ on w miar¢ wydluzania czasu narazenia na
badane zwiazki (1, 11).

Oba antybiotyki naleza do grupy tzw. ruchomych jo-
noforéw, ktore, tworzac lipofilne kompleksy z jonami,
przemieszczaja si¢ wraz z nimi przez btony komorkowe.
Doprowadza to do zaburzen w funkcjonowaniu bton
komorkowych, pociagajac za soba kaskadg¢ przemian pro-
wadzacych do zaburzen réwnowagi jonowej pomigdzy

wngetrzem komorki 1 ptynem migdzykomorkowym. Utrud-
niony transport kationéw dwuwarto§ciowych jest przy-
czyna zaburzen z dziataniu pompy sodowo- potasowe],
obnizenia produkcji ATP i zaburzen réwnowagi sodo-
wo-wapniowej, ktory doprowadza do wzrostu stezenia
jonow wapniowych wewnatrz komorki (16). Zwigkszo-
ny naplyw jonéw wapnia zmusza mitochondria do ich
magazynowania w celu utrzymania homeostazy. W mo-
mencie przetadowania mitochondridow wapniem nastg-
puje zahamowanie fosforylacji oksydacyjnej, co prowa-
dzi do $mierci komorki (20). Mechanizm dziatania anty-
biotykow jonoforowych doprowadza w konsekwencji do
szybkiego zubozenia wewnatrzkomorkowych zasobow
energetycznych (ATP), za$ uszkodzenie struktur mito-
chondrialnych prowadzi do $mierci energetycznej ko-
morki.

Z drugiej strony, w rozwazaniach nad mechanizmem
toksycznosci nalezy bra¢ pod uwage proces metabolizmu
obu zwiazkéw katalizowanych przez enzymy mikroso-
malne. Prowadzi¢ on moze do powstania toksycznych
metabolitow, w tym reaktywnych — elektronofilnych
1 wolnorodnikowych pochodnych badanych antybioty-
kow. Nalezy przypuszczac, ze zmiany aktywnos$ci dehyd-
rogenazy bursztynianowej, uwalnianej z uszkodzonych
mitochondriéw, mierzonej za pomoca testu MTT moga
by¢ rowniez efektem tego drugiego mechanizmu indu-
kowanego przez reaktywne metabolity (10).

Wykazano, ze $mier¢ komorek poddanych dziataniu
salinomycyny i lazalocydu byla natury apoptyczne;.
Wskazuje na to ryc. 4., na ktorej jasnoniebieska fluo-
rescencja hepatocytow poddanych dzialaniu jonoforow
w ilo$ciach oznaczonych wartosciami IC,, $wiadczy
o ich na apoptozie. O apoptozie lub nekrozie komorki
decyduje poziom jej zasobow energetycznych, co zwia-
zane jest z aktywnosciag metaboliczng mitochondriow.
W wyniku uszkodzenia bton komorkowych przez anty-
biotyki jonoforowe dochodzi do obnizenia blonowego
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potencjalu mitochondrialnego. Prowa-
dzi to do spadku poziomu ATP, ktory
odgrywa istotng rolg w procesie Smier-
ci komorki. Z drugiej strony, o charak-
terze $mierci, apoptycznej lub nekro-
tycznej, komorki decyduje rodzaj i daw-
ka czynnika indukujacego cytotoksycz-
nos$¢, czas jego ekspozycji na komorki
oraz rodzaj komoérek poddanych dzia-
faniu tego czynnika (10, 17). W kon-
sekwencji apoptozeg i/lub nekrotyczne;j
moze indukowac ten sam czynnik. Qian
(17) zaobserwowal nekrotyczna Smieré¢
komorek watrobowych pod wpltywem
dziatania Br-A23187. Odmienne spo-
strzezenia poczynili inni autorzy, roz-
poznajac apoptyczny mechanizm $mier-
ci hepatocytow wywotanej przez
monenzyng (18). Wykonane badanie
mikroskopowe komoérek watroby inku-
bowanych z dodatkiem badanych jono-
forow w stezeniu obnizajacym o 50%
oznaczane wskazniki cytotoksycznos$ci
w poroéwnaniu z kontrola, pozwolito za-
obserwowaé zmniejszenie wymiaréw
hepatocytéw, ale zachowywaty one
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Ryc. 4. Obraz fluorescencji hepatocytow (pow. x 200) poddanych dzialaniu sali-
nomycyny i lazalocydu w iloSciach okreslonych jako $rednie IC_ z trzech testow
(MTT, NRU, KB) (barwienie za pomoca jodku propiolinowego i Hoechst 33342)
Objasnienia: A —kontrola; B — dziatanie salinomycyny; C — dziatanie lazalocydu
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Ryc. 5. Obraz hepatocytow (pow. 400 x) poddanych dzialaniu salinomycyny i la-

zalocydu w ilosciach okreslonych jako $Srednie IC, z trzech testow (MTT, NRU,
KB) (barwienie metoda May-Griinwalda-Giemsy)

swoja typowa budowe. Stwierdzono
takze obecno$¢ komorek o zmienionym,
wydtuzonym ksztalcie. Ponadto obser-
wowano zbite ich masy, wykazujace cechy obrzmienia
1 zatarta budowe¢ komorkowa (ryc. 5).

Podsumowujac wyniki przeprowadzonych badan an-
tybiotykoéw jonoforowych w hodowlach jednowarstwo-
wych hepatocytow szczurzych nalezy stwierdzic, iz oka-
za%y si¢ one przydatnym modelem do badan cytotoksycz—
no$ci podstawowej salinomycyny i lazalocydu oraz mon-
enzyny i1 narazyny w poprzednich badaniach (19). Wy-
kazano odmienne dziatanie uszkadzajace badanych jo-
noforow, ktore zaburzaly w réznym stopniu funkcjono-
wanie struktur subkomoérkowych hepatocytéw linii FAO
szczura. Oceng umozliwito zastosowane techniki in
vitro z ustalonymi st¢zeniami substancji na poziomie wy-
wotywanych potowicznych efektow cytotoksycznych,
IC, . Cytotoksykologiczna ocena czterech przebadanych
jonoforow pozwolita na wskazanie lazalocydu jako naj-
bezpieczniejszego z uwagi na jego najwyzsze wartosci
IC,, aczkolwiek wykazywal on dziatanie apoptyczne
i doprowadzat do zmian morfotycznych badanych hepa-
tocytéw w hodowlach komorkowych.

Uzyskane wyniki stanowia podstawe dalszych badan
zmierzajacych rozpoznania dzialania $rodkéw ochron-
nych/detoksykacyjnych w przypadku leczniczego stoso-
wania antybiotykow jonoforowych. Wymaga to wpro-
wadzenia badan in vitro z zastosowaniem komorek
zwierzat docelowych, a takze weryfikacji tych wynikow
doswiadczeniami in vivo w warunkach prowadzone;j te-
rapii.
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