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ABSTRACT 
Derivatives of platinous and platinic complex with strong alkylating effect have important 
role in treatment of malignant disorders. Cisplatin was introduced to the therapy of these 
disorders in 1965 followed by carboplatin and oxaliplatin. The spectrum of their cytostatic 
effects is wide and influences carcinomas of testicles, pulmonary, breast, prostate and of 
many others. The mechanism of cisplatin effect has been well examined in in vitro models of 
malignant cell lines, but has never been studied on plant cell lines. The main aim of our work 
was to study cytotoxic effect of cisplatin on plant cell suspension culture of Nicotiana 
tabacum BY-2. We observed changing of their viability with increasing cisplatin 
concentration in culture medium using fluorescent microscopy. Mitotic index was studied too. 
We also measured morphological structure of nuclei (nucleolus, heterochromatin and 
euchromatin) as well as mitosis and single phases of mitosis. 
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ABSTRAKT 
Deriváty platnatých a platičitých komplexů mají jako alkylační látky nezastupitelnou roli 
v léčbě nádorových onemocnění. Jako první byla do terapie zavedena cisplatina (1965), 
později karboplatina a oxaliplatina. Spektrum jejich protinádorového účinku je široké a 
zahrnuje nádory varlat, plic, prsu, prostaty a mnohé další. Protinádorový mechanismus účinku 
cisplatiny je dobře prozkoumán in vitro na nádorových buněčných liniích, nikdy však nebyl 
sledován vliv cisplatiny na rostlinné buňky. Cílem naší práce bylo ověření cytotoxického 
účinku cisplatiny na rostlinné buňky suspenzní buněčné kultury Nicotiana tabacum BY-2. 
Bylo zjišťováno ovlivnění životnosti buněk suspenzní kultury tabáku v průběhu kultivace 
s přídavkem cisplatiny v různých koncentracích v kultivačním médiu za použití metod 
fluorescenční mikroskopie. Dále byl stanoven mitotický index. Hodnocena byla rovněž 
morfologická stavba jádra (jadérko, heterochromatin a euchromatin) a průběh buněčného 
dělení se zaměřením na jednotlivé fáze mitózy.    
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ÚVOD 
Cisplatina, cis-dichlor-diaminoplatnatý komplex, alkylační látka, jejíž cytostatický 

efekt byl prokázán Barnettem a Rosenbergem na bakteriích Escherichia coli, má dosud i přes 
své výrazné nežádoucí účinky nezastupitelnou roli v léčbě celé řady maligních nádorových 
onemocnění [1-5]. Spektrum jejího využití je široké, zahrnuje testikulární karcinomy, 
karcinomy ovaria, prsu, děložního čípku, plic, močového měchýře a nádory měkkých tkání, 
kde se uplatňuje především jako součást kombinované terapie. V systémech in vitro prokázala 
výrazný cytostatický efekt založený na kovalentní vazbě cisplatiny na nukleofilní centra 
DNA, zejména pak guanin [6-8]. Důsledkem této vazby dochází k porušení jak funkce, tak i 
struktury DNA. Bylo zjištěno, že cisplatina do živočišných buněk vstupuje difúzí,  kde se 
přeměňuje na reaktivní formu, komplex platiny a vody, přičemž komplex s jednou molekulou 
vody je nejvíce reaktivní [9]. Navíc při tomto procesu hraje velkou roli hodnota pH především 
v buněčné cytoplasmě [10]. Cisplatina má rovněž schopnost pravděpodobně nespecificky 
interagovat s celou řadou proteinů nezbytných pro procesy replikace DNA a buněčného dělení 
[11,12].  Všechny tyto mechanismy se podílí na výrazné cytotoxicitě, ale také mutagenitě a 
karcinogenitě cisplatiny. Zatímco toxicita cisplatiny byla prokázána na mnoha buněčných i 
nádorových buněčných živočišných liniích, žádná studie se dosud nezabývala vlivem 
cisplatiny na rostlinné buněčné modely. V naší práci jsme zkoumali vliv cisplatiny na 
rostlinnou buněčnou suspenzní kulturu Nicotiana tabacum BY-2 se zaměřením na její 
cytotoxicitu, buněčný cyklus a jadernou morfologii buněk. 

MATERÁL A METODY 
Chemikálie a přístroje 

Pro práci byla použita cisplatina Cisplatin „Ebewe“ (Ebewe Pharma, Unterach, 
Rakousko), pro fluorescenční mikroskopii fluoresceindiacetát (Sigma Aldrich Chem. Corp., 
USA) ve formě zásobního roztoku v bezvodém acetonu, propidium jodid (Sigma Aldrich 
Chem. Corp., USA) a  Hoechst 33342 (Sigma Aldrich Chem. Corp., USA) jako vodný 
zásobní roztok. 

 

Biologický materiál 

Jako modelový systém byla zvolena buněčná suspenzní kultura tabáku (Nicotiana 
tabacum, Solanaceae), linie BY-2. Tabáková kultura byla pěstována v tekutém kultivačním 
médiu podle Murashiga a Skooga [13], modifikovaném podle Nagaty [14]. Ke kultuře 
v exponenciální fázi růstu byla přidána cisplatina do výsledné koncentrace 5, 10, 15, 20 a 25 
mg/l. Každá koncentrace byla kultivována v pěti sériích. Kultivace dále probíhala na třepačce 
(Kühner Shaker LT-W, Adolf Kühner AG, Švýcarsko) při 27±1°C a 130 ot min-1 ve tmě ve 
250 ml Erlenmeyerových baňkách. Vzorky kultury byly odebírány sterilně v časových 
intervalech 1, 24, 48, 72, 96 a 120 hodin.  

 



Test viability 

Vzorek buněčné suspenzní kultury doplněný na objem 50 µl byl inkubován 5 minut při 
pokojové teplotě s fluorescein-diacetátem (1 mg.ml-1) a propidium-jodidem (20 mg-ml-1). 
Zastoupení živých a mrtvých buněk bylo vyhodnoceno fluorescenčním mikroskopem 
(Olympus AX 70) vybaveným pro širokopásmovou UV excitací početně, z každé série bylo 
vyhodnoceno 5 náhodných polí v mikroskopu a životnost byla stanovena početně [15,16]. 

 

Stanovení jaderné morfologie a mitotického indexu  

Vzorek buněčné suspenzní kultury doplněný na objem 50 µl byl inkubován 5 minut při 
pokojové teplotě s fluorescenčním barvivem Hoechst 33342 (1 mg.ml-1). Jaderná morfologie a 
mitotický index byly vyhodnoceny fluorescenčním mikroskopem (Olympus AX 70), 
mitotický index pak početně. Vždy bylo vyhodnoceno deset náhodných polí pro každou sérii. 

VÝSLEDKY A DISKUSE 
Pro stanovení životnosti jsme v naší práci jako substrát zvolili fluorescein-diacetát 

(FDA) [17], ze kterého po působení rostlinných esteráz, typických svou aktivitou pro živé 
buňky, vzniká fluorescein (zelená fluorescence), a propidium-jodid (PI), vstupující do 
mrtvých buněk na základě porušení permeability buněčných membrán (červená flourescence) 
[16]. Zatímco v průběhu kultivace byla viabilita buněk BY-2 tabáku v kontrolních sériích 
velmi vyrovnaná (nad 96 %), se vzrůstající koncentrací cisplatiny v kultivačním médiu 
životnost postupně klesala (Obr 1.). Toto bylo patrné zejména po 72 a více hodinách 
kultivace, kdy podíl živých buněk byl již velmi nízký kolem 5 % a po 96 h nebyly 
pozorovány již žádné živé buňky. Relativní směrodatná odchylka (dále R.S.D) byla do 5 %. 

 
Obr. 1.: Vývoj životnosti (% vyjadřují podíl živých buněk) v závislosti na koncentraci cisplatiny 
v kultivačním médiu (0-kontrola, 5, 10, 15, 20 a 25 mg/l) a čase. 
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Životnost tabákových buněk BY-2 se snížila již po jedné hodině kultivace. 
Pozorovaný efekt není možné přičíst pravděpodobně na vrub interakcím cisplatiny s DNA, ale 



jejím interakcím s četnými funkčními, zejména hydroxylovými, skupinami buněčné stěny a 
rovněž se složkami biomembrán, kdy dochází k porušení propustnosti a rozvrácení 
osmotického i iontového systému buňky, což vede ke „smrti“ buněk. Díky sérii různých 
koncentrací cisplatiny bylo možné sestrojit regresní přímku, vyjadřující závislost viability na 
koncentraci cisplatiny. Jak je z Obr. 2 patrné, koncentrace 15 mg/l po 24 h vede k usmrcení 
prakticky všech BY-2 buněk.   

 
Obr. 2.: Vývoj životnosti po 24 hodinách kultivace. Spojnice vyjadřuje polynomickou regresi 
druhého stupně s koeficientem spolehlivosti R2=0,968. 
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Díky barvení fluorescenčním barvivem Hoechst 33342 jsme mohli stanovit rovněž 
mitotický index populací buněk suspenze tabáku a jadernou morfologii jednotlivých sérií a 
variant experimentu s R.S.D. do 3 %. Pokles mitotického indexu byl velmi nízký po jedné 
hodině kultivace, což v kombinaci s poklesem viability potvrzuje teorii poškození 
permeability, propustnosti, buněčných biomembrán tabákových BY-2 buněk.  

 
Obr 3.: Mitotické indexy v průběhu kultivace pro jednotlivé varianty.  
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Při porovnání struktur jádra a jaderného chromatinu kontrolních buněk (struktura 
s výrazným jadérkem a pravidelným rozložením chromatinu) a jader buněk kultivovaných 
v přítomnosti cisplatiny jsme při nízkých koncentracích, tj. do 10 mg/l zjistili po 48 hodinách 



kultivace vznik mikrojader,  dále řadu atypických mitóz s nepárovými chromozomy  a rovněž 
vznik apoptických tělísek, apoptic bodies (Obr. 4). Zjištěné skutečnosti svědčí o schopnosti 
cisplatiny pronikat do buněk tabáku i přes bariéru, jakou představuje buněčná stěna, a to při 
zachování životaschopnosti buněk a zde interferovat s DNA, pro což svědčí formování 
mikrojader. 

 
Obr. 4.: Mikrofotografie tabákových buněk BY-2 (A) kontrola, (B) Apoptic bodies při 
koncentraci cisplatiny 5 mg/l v  kultivačním médiu po  48 hodinové expozici.. 
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