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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

Derivaty platnatych a plati¢itych komplex maji jako alkylacni latky nezastupitelnou roli
v 1é€bé nadorovych onemocnéni. Jako prvni byla do terapie zavedena cisplatina (1965),
pozdéji karboplatina a oxaliplatina. Spektrum jejich protinddorového Uc¢inku je Siroké a
zahrnuje nadory varlat, plic, prsu, prostaty a mnohé dalsi. Protinddorovy mechanismus ¢inku
cisplatiny je dobfe prozkouman in vitro na nadorovych bunéénych liniich, nikdy vSak nebyl
sledovan vliv cisplatiny na rostlinné buniky. Cilem na8i prace bylo ovéfeni cytotoxického
ucinku cisplatiny na rostlinné bunky suspenzni bunééné kultury Nicotiana tabacum BY-2.
Bylo zjistovano ovlivnéni Zivotnosti bunék suspenzni kultury tabdku v pribéhu kultivace
s ptidavkem cisplatiny v riznych koncentracich v kultivaénim médiu za pouziti metod
fluorescenni mikroskopie. Dale byl stanoven mitoticky index. Hodnocena byla rovnéz
morfologickd stavba jadra (jadérko, heterochromatin a euchromatin) a pribéh bunécéného
déleni se zamétfenim na jednotlivé faze mitdzy.

Klic¢ova slova: Cisplatina, Nicotiana tabacum BY-2, zivotnost bunék, jadro, DNA.



UvVoD

Cisplatina, cis-dichlor-diaminoplatnaty komplex, alkylacni latka, jejiz cytostaticky
efekt byl prokazan Barnettem a Rosenbergem na bakteriich Escherichia coli, ma dosud 1 pfes
své vyrazné nezadouci UCinky nezastupitelnou roli v 1é¢bé celé fady malignich nadorovych
onemocnéni [1-5]. Spektrum jejiho vyuziti je Siroké, zahrnuje testikularni karcinomy,
karcinomy ovaria, prsu, délozniho ¢ipku, plic, mocového méchyie a naddory mekkych tkani,
kde se uplatiiuje predevsim jako soucast kombinované terapie. V systémech in vitro prokazala
vyrazny cytostaticky efekt zalozeny na kovalentni vazb¢ cisplatiny na nukleofilni centra
DNA, zejména pak guanin [6-8]. Diisledkem této vazby dochazi k poruSeni jak funkce, tak 1
struktury DNA. Bylo zjisténo, ze cisplatina do zivoc¢iSnych bun¢k vstupuje difuzi, kde se
pireménuje na reaktivni formu, komplex platiny a vody, pfi¢emz komplex s jednou molekulou
vody je nejvice reaktivni [9]. Navic pii tomto procesu hraje velkou roli hodnota pH predevsim
v bunééné cytoplasmé [10]. Cisplatina mé& rovnéz schopnost pravdépodobné nespecificky
interagovat s celou fadou proteinti nezbytnych pro procesy replikace DNA a buné¢ného déleni
[11,12]. VSechny tyto mechanismy se podili na vyrazné cytotoxicité, ale také mutagenité a
karcinogenité cisplatiny. Zatimco toxicita cisplatiny byla prokdzdna na mnoha bunécnych 1
nadorovych bunécnych zivociSnych liniich, Zadnd studie se dosud nezabyvala vlivem
cisplatiny na rostlinné bunécné modely. V nasi praci jsme zkoumali vliv cisplatiny na
rostlinnou bunécnou suspenzni kulturu Nicotiana tabacum BY-2 se zaméfenim na jeji
cytotoxicitu, bunécny cyklus a jadernou morfologii bunék.

MATERAL A METODY
Chemikalie a pristroje

Pro praci byla pouzita cisplatina Cisplatin ,,Ebewe” (Ebewe Pharma, Unterach,
Rakousko), pro fluorescenéni mikroskopii fluoresceindiacetat (Sigma Aldrich Chem. Corp.,
USA) ve form& zasobniho roztoku v bezvodém acetonu, propidium jodid (Sigma Aldrich
Chem. Corp., USA) a Hoechst 33342 (Sigma Aldrich Chem. Corp., USA) jako vodny
zasobni roztok.

Biologicky material

Jako modelovy systém byla zvolena bunécna suspenzni kultura tabaku (Nicotiana
tabacum, Solanaceae), linie BY-2. Tabakova kultura byla péstovana v tekutém kultivacnim
médiu podle Murashiga a Skooga [13], modifikovaném podle Nagaty [14]. Ke kultufe
v exponencialni fazi ristu byla pfidana cisplatina do vysledné koncentrace 5, 10, 15, 20 a 25
mg/l. Kazda koncentrace byla kultivovana v péti sériich. Kultivace déle probihala na tfepacce
(Kiihner Shaker LT-W, Adolf Kithner AG, Svycarsko) pii 27+1°C a 130 ot min™' ve tmé& ve
250 ml Erlenmeyerovych bankdch. Vzorky kultury byly odebirdny sterilné¢ v ¢asovych
intervalech 1, 24, 48, 72, 96 a 120 hodin.



Test viability

Vzorek bunécné suspenzni kultury doplnény na objem 50 pl byl inkubovan 5 minut pfi
pokojové teploté s fluorescein-diacetitem (1 mg.ml') a propidium-jodidem (20 mg-ml™).
Zastoupeni zivych a mrtvych bun€k bylo vyhodnoceno fluorescenénim mikroskopem
(Olympus AX 70) vybavenym pro Sirokopasmovou UV excitaci po€etné, z kazdé série bylo
vyhodnoceno 5 ndhodnych poli v mikroskopu a Zivotnost byla stanovena pocetné [15,16].

Stanoveni jaderné morfologie a mitotického indexu

Vzorek bunééné suspenzni kultury doplnény na objem 50 ul byl inkubovan 5 minut pfi
pokojové teploté s fluorescenénim barvivem Hoechst 33342 (1 mg.ml™). Jaderna morfologie a
mitoticky index byly vyhodnoceny fluorescenénim mikroskopem (Olympus AX 70),
mitoticky index pak pocetné. Vzdy bylo vyhodnoceno deset ndhodnych poli pro kazdou sérii.

VYSLEDKY A DISKUSE

Pro stanoveni Zivotnosti jsme v nasi praci jako substrat zvolili fluorescein-diacetat
(FDA) [17], ze kterého po piisobeni rostlinnych esterdz, typickych svou aktivitou pro zivé
bunky, vznika fluorescein (zelend fluorescence), a propidium-jodid (PI), vstupujici do
mrtvych bunék na zaklad¢ poruSeni permeability bunéénych membran (Cervena flourescence)
[16]. Zatimco v prub¢hu kultivace byla viabilita bunék BY-2 tabdku v kontrolnich sériich
velmi vyrovnana (nad 96 %), se vzristajici koncentraci cisplatiny v kultivaénim médiu
zivotnost postupné klesala (Obr 1.). Toto bylo patrné zejména po 72 a vice hodinach
kultivace, kdy podil zivych bunék byl jiz velmi nizky kolem 5 % a po 96 h nebyly
pozorovany jiz zadné zivé bunky. Relativni smérodatna odchylka (dale R.S.D) byla do 5 %.

Obr. 1.: Vyvoj Zivotnosti (% vyjadFfuji podil Zivych bunék) v zavislosti na koncentraci cisplatiny
v kultivaénim médiu (0-kontrola, 5, 10, 15, 20 a 25 mg/l) a Case.
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Zivotnost tabakovych bundk BY-2 se snizila jiz po jedné hodind kultivace.
Pozorovany efekt neni mozné pticist pravdépodobné na vrub interakcim cisplatiny s DNA, ale



jejim interakcim s ¢etnymi funkénimi, zejména hydroxylovymi, skupinami bunécné stény a
rovnéz se slozkami biomembran, kdy dochazi k poruSeni propustnosti a rozvraceni
osmotického 1 iontového systému builky, coz vede ke ,,smrti“ bunék. Diky sérii raznych
koncentraci cisplatiny bylo mozné sestrojit regresni ptimku, vyjadiujici zavislost viability na
koncentraci cisplatiny. Jak je z Obr. 2 patrné, koncentrace 15 mg/l po 24 h vede k usmrceni
prakticky vSech BY-2 bunék.

Obr. 2.: Vyvoj Zivotnosti po 24 hodinéch kultivace. Spojnice vyjadfuje polynomickou regresi
druhého stupné s koeficientem spolehlivosti R=0,968.
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Diky barveni fluorescencnim barvivem Hoechst 33342 jsme mohli stanovit rovnéz
mitoticky index populaci bunék suspenze tabaku a jadernou morfologii jednotlivych sérii a
variant experimentu s R.S.D. do 3 %. Pokles mitotického indexu byl velmi nizky po jedné
coz v kombinaci

hodin¢ kultivace, s poklesem viability potvrzuje teorii poskozeni

permeability, propustnosti, bunéénych biomembran tabdkovych BY-2 bunék.

Obr 3.: Mitotické indexy v prubéhu kultivace pro jednotlivé varianty.
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Pti porovnani struktur jadra a jaderné¢ho chromatinu kontrolnich bunék (struktura
s vyraznym jadérkem a pravidelnym rozloZzenim chromatinu) a jader bunék kultivovanych
v pfitomnosti cisplatiny jsme pii nizkych koncentracich, tj. do 10 mg/1 zjistili po 48 hodinach



kultivace vznik mikrojader, dale fadu atypickych mitdz s neparovymi chromozomy a rovnéz
vznik apoptickych télisek, apoptic bodies (Obr. 4). Zjisténé skuteCnosti svéd¢i o schopnosti
cisplatiny pronikat do bunék tabaku i pfes bariéru, jakou predstavuje bunécna sténa, a to pii
zachovani zivotaschopnosti bunék a zde interferovat s DNA, pro coz svéd¢i formovani
mikrojader.

Obr. 4.: Mikrofotografie tabakovych bunék BY-2 (A) kontrola, (B) Apoptic bodies pri
koncentraci cisplatiny 5 mg/l v kultivaénim médiu po 48 hodinové expozici..

Nalezeni apoptickych télisek svéd¢i o schopnosti cisplatiny vyvolat apoptéozu ve
sledovanych rostlinnych bunikach, stejné jako v bunkach zivocisnych, kde to dokazaly nékteré
prace. Pii vysokych koncentracich cisplatiny v kultivaénim médiu byly patrné vyrazné
strukturalni zmény jadra i jadérka, zejména pak vakuolizace jader a zmény v typickém
rozlozeni chromatinu.

ZAVER

Prace prokézala cytotoxicky efekt cisplatiny na rostlinné bunky bunééné suspenze
tabaku, linie BY-2, pfi souCasném vyrazném poklesu mitotického indexu. Mechanismus
tohoto efektu cisplatiny je pravdépodobné¢ dvoji, spociva jednak v poruSeni integrity
bunéénych povrchii (bunécna sténa, cytoplazmatickd membrana), kde se nabizi moZnost
interakce s reaktivnimi funkénimi skupinami a naslednym poruSenim permeability
biomembran; pti delsi dobé kultivace cisplatina pravdépodobné interaguje s DNA a indukuje
jednak apoptozu, jednak ma za nasledek atypické mitdzy, jejichz vysledkem je formovani
mikrojader.
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