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Souhrn

Cil: Zjistit, zda je mozno inhibitory bunééného déleni ovlivnit produkei
metaloproteinaz $tépicich mezibunéénou matrix.

Metody: V kulturach lidskych embryonalnich fibroblasti a lidskych
synovialnich bunék z revmatoidni synovie nebo chondrocyti a syno-
vialnich bunék z osteoartrotické chrupavky a synovie byla stanovova-
na prolifera¢ni aktivita nepiimo méfenim mitochondrialni dehydroge-
nazové aktivity metodou $tépeni MTT. Produkce metaloproteinaz byla
sledovana v kondiciovanych mediich zymograficky v 10 % polyakryl-
amidovém gelu s Zelatinou nebo s kaseinem jako substratem.
Vysledky: Olomoucin a roskovitin, derivaty 4-benzylamino-9-metyl-
purinu, sniZuji prolifera¢ni aktivitu jak plicnich fibroblasta, tak syno-
vialnich bunék a chondrocyti. IC50 pro olomoucin je u plicnich fi-
broblastii 7014 pmol/L, u bunék z revmatickych tkani 56+14 pmol/L.
U roskovitinu je IC, 14+2,8 pmol/L pro plicni fibroblasty a 11,2+2,8
Umol/L pro revmatoidni buiiky. Produkce metaloproteinaz neni
olomoucinem ani roskovitinem ovlivnéna u nestimulovanych plicnich
fibroblasti. Jsou-li v§ak stimulovany mitogenem, je pusobenim
olomoucinu potlacena produkce stimulovanych metaloproteinaz.
U bunék z revmatodini synovie je obéma inhibitory potlacovana
produkce Zelatinazy B, Zelatinazy A, intersticialni kolagenazy
a metaloproteinaz o molekulové hmotnosti 135 a 150 kDa. U bunék
z osteoartrotického kloubu je obéma inhibitory potlacovana pouze
produkce intersticialni kolagenazy.

Zdavér: 7. danych experimentalnich dat je moZno vyvodit, Ze proliferace
a exprese metaloproteinaz jsou procesy, které spolu pfimo nesouviseji.
Spojovacim mustkem mezi nimi jsou pravdépodobné kinazy
aktivované extracelularnimi mitogeny (ERK/MAP kinazy). Olomoucin
i roskovitin jsou inhibitory jak kinaz Fidicich bunéény cyklus, tak
ERK/MAP Kinaz, a tedy mohou tuspé$né inhibovat jak prolifera¢ni

Summary

Goal: To assess the possibility to use inhibitors of the cell division for
the reduction of the production of matrix metalloproteinases.
Methods: The proliferation of embryonal human lung fibroblasts from
rheumatoid synovium and chondrocytes from osteoarthritic cartilage
was measured indirectly by the method of splitting MTT by the
mitochondrial dehydrogenase. The production of matrix metallopro-
teinases was followed by zymography on 10 % PAGE with copolyme-
rized gelatine or caseine as substrates.

Results: Olomoucine and roscovitine, the derivatives of 4-benzylamino-
9-methylpurine, down-regulated proliferation of embryonal human
lung fibroblasts as well as fibroblasts from rheumatoid synovium and
chondrocytes from osteoarthritis cartilage, respectively. IC, was 70+14
Hmol/L for olomoucine and 14+2,8 pmol/L for roscovitine in the case
of lung fibroblasts and 56+14 pmol/L for olomoucine and 11,2+2,8
Umol/L for roscovitine in the case of rheumatoid synovial fibroblasts
or osteoarthritic cartilage chondrocytes. The production of matrix
metalloproteinases was not affected by these inhibitors when the
treated celles were unstimulated lung fibroblasts. When the cells were
stimulated by methylsulphoxid, olomoucine down-regulated
production of metalloproteinases induced by this mitogen. When cells
from rheumatoid synovium were treated by either inhibitor gelatinase
B, gelatinase A, fibroblasts collagenase and two other metalloproteina-
ses with M 135 and 150 kDa were down-regulated. In the cultures of
chondrocytes from osteoarthritic cartilage only fibroblast collagenase
was slightly down-regulated by both inhibitors.

Conclusion: The proliferation of the cells and production of matrix
metalloproteinases are not closely related events. The connection
between them provide probably ERK/MAP kinases. Olomoucine
androscovitine are inhibitors of both cyclin-dependent kinases
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aktivitu, tak produkci metaloproteinaz bunék stimulovanych
exogennimi mitogeny.

Kli¢ova slova: olomoucin, roskovitin, proliferace, produkce
metaloproteinaz.

UVOD

Progresivni destrukce kloubt je v revmatickych choro-
bach zprostiedkovana prevazné matrix metaloproteinazami
(1, 2). Ty jsou syntetizovany piedevsim bunikami synovialni
vystélky a chrupavky (3, 4). Exprese metaloproteinaz je re-
gulovana cytokiny (5), steroidy a retinoidy (6), proteiny kom-
plexu AP-1 (7) a byva, zejména u revmatoidni artritidy, do-
provazena expresi onkogent (8). V ¢asnych stadiich
revmatoidni artritidy nékteré bunky synovialni vystélky zis-
kavaji transformovany fenotyp (9) a produkuji onkogeny a za-
roven produkuji zvySené mnozstvi proteinaz (10). Bunky
synovialni membrany tak ziskavaji nékteré rysy nadorovych
bunék (11). Naproti tomu osteoartrdza, dalsi revmaticka cho-
roba znetvorujici klouby, za¢ina fokalni hyperhydrataci chru-
pavky a vyznacuje se zménou v syntéze kolagenu (12). V po-
zdéjsich stadiich upada syntéza proteoglykant a dale se
aktivuji proteinazy (13) a docasné se zvySuje proliferace
chondrocytt. Naopak hyperplasie s vyskytem transformova-
nych bunék se u osteoartrotické synovie nevyskytuje a ex-
prese onkogentl je nepatrna (14). Tyto skute¢nosti naznacuji,
ze proliferace bunék a exprese metaloproteinaz jsou proce-
sy, které maji hlubsi souvislost. V nedavné dobé bylo skutec-
né prokazano, Ze exprese nékterych metaloproteinaz a proli-
feraéni aktivita bunék jsou soubézné regulované procesy.
Napt. inhibice Zelatinazy A (72 kDa Zelatinazy) vede u kry-
sich glomerularnich mesangialnich bun¢k k inhibici prolife-
race (15). Naopak trombin, aktivator Zelatindzy A, vede u lid-
skych cévnich endotelialnich bunék ke zvySeni sekrece
zelatinazy A, intersticialni kolagendzy a tkanového inhibito-
ru metaloproteinaz 1 (TIMP 1) a zaroven stimuluje prolife-
raci (16). Proto se domnivam, Ze inhibitory bunécného déle-
ni by mohly inhibovat také expresi metaloproteindz.

V Ceské republice se studiem latek regulujicich bun&e-
ny cyklus zabyva Ustav experimentalni botaniky v Olomo-
uci. Na tomto pracovisti syntetizovali vysoce G¢inné a vy-
soce selektivni kompetitivni inhibitory cyklin-dependentni
proteinkindzy p34 cdc2/cyklin B, olomoucin (17) a rosko-
vitin (18). Oba inhibitory jsou odvozeny od N°-benzylami-
nopurinu a zadrzuji pfechod bunék z faze G1 do S a z fa-
ze G2 do M. Kromé zminéné cdc2 kinazy inhibuji
cyklin-dependentni kinazy p33 cdk2/cyklin E a mozkovou
p33cdk5/p35. Tyto vysoce konzervativni kindzy se ucastni
regulace bunééného cyklu u vSech eukaryotickych bunék.
Olomoucin a roskovitin inhibuji také erk1 a erk2 MAP ki-
nazy, které zprosttedkovavaji prenos extracelularnich sig-

regulating the progression of cells through the cell cycle and ERK/
MAP kinaseswhich regulate the production of AP-1 as a result of
extracellular stimuli. That is why both olomoucine and roscovitine
can down-regulate proliferation as well as production of matrix
metalloproteinases by the cells stimulated by exogenous mitogens.
Key words: olomoucine, roscovitine, proliferation, production of
matrix metalloproteinases.

nalt. Z farmakologického hlediska tak tyto latky pfedsta-
vuji modelové slouceniny pro novou tfidu antimitotickych
a antitumorovych 1é¢iv, které jsou nenadorové pro bunky
pomérné netoxické. Jejich testovanim se zabyva laboratof
patofyziologie LF Univerzity Palackého v Olomouci a Us-
tav toxikologie a soudniho Iékaistvi v Praze.

METODY

Bunécné kultury

Lidské embryonalni plicni fibroblasty (produkt firmy
Sevak, 19. pasaz) byly kultivovany do konfluence pii 37 °C
v mediu DMEM/F12 firmy Sigma s ptidavkem 5 % hove-
ziho fetalniho séra a 80 mg gentamicinu K/L media ve vlh-
ké atmosféfe sycené CO,na 5 %. Potom bylo medium od-
sato a bunky uvolnény 0,2 % trypsinem, promyty mediem
s 10 % fetalnim sérem a pievedeny do media s 5 % sérem.
Hustota bunék byla nastavena ma 2x10%/mL a bunééna sus-
penze byla rozpipetovana do zkumavek s pridavkem olo-
moucinu nebo roskovitinu. Bunééné suspenze pak byly roz-
pipetovany po 100 pL do 96jamkovych kultivaénich
destic¢ek, kazda koncentrace inhibitoru do 8 jamek ve dvou
paralelnich destickach. Po 72 hodinach kultivace bylo do
jedné desticky ptidano 3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-dife-
nyltetrazolium bromidu (MTT) pro stanoveni metabolické
aktivity a z paralelni desticky bylo odebrano medium pro
stanoveni metaloproteinaz.

Lidské synovialni bunky byly ziskavany z revmatoidni nebo
osteoartrotické synovie. Tkan byla zbavena tuku a rozstiihana
na cca 1 mm®kousky a promyta PBS s gentamycinem. Potom
byla 15 min digerovana hyaluronidazou Sevak (obsah 1 am-
pule o 168 TRU byl rozpustén ve 2 mL PBS a aplikovan na
promytou tkan). Po digesci byla tkan promyta PBS s genta-
mycinem a digerovana 4 h v 0,2 % roztoku klostridialni ko-
lagenazy Sevak v mediu s 5 % sérem. Uvolnéné bunky byly
promyty mediem a hustota byla nastavena na 5x10%/mL. Dalsi
postup byl shodny jako u plicnich fibroblasti.

Lidské chondrocyty byly ziskavany z osteoartrotické chru-
pavky. Chrupavka byla rozkrajena na lupinky cca 3 mm?, 3x
promyta PBS s gentamycinem a digerovana 1 h pii 37 °C
v 0,8 % roztoku klostridialni kolagenazy v medius 5 % séra.
Po 1 h byl roztok kolagenazy ziedén mediemna 0,4 % a chru-
pavka digerovana pies noc. Uvolnéné chondrocyty byly pro-
myty mediem a dale zpracovany jako plicni fibroblasty.
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Stanoveni metabolické aktivity

Zkoumané bunééné kultury byly testovany v 96jamkovych
mikrokultivacnich desti¢kach. 6 hodin pfed koncem kultivace
byl pfidan roztok MTT (5 mg/mL) tak, aby vysledna koncen-
trace v kultufe byla 0,5 mg/mL. Vytvorily se nerozpustné for-
mazanové krystaly, které byly po odsati media rozpustény v 10
% dodecylsulfatu sodném (SDS). Absorbance byla méfena pii
580 nm na ¢tecce mikrotitracnich desticek.

Zymografickd analyza

Obsah metaloproteindz v kondiciovanych mediich byl
stanovovan elektroforeticky v 10 % polyakrylamidovém
gelu v TRIS-glycinovém pufru s 0,1 % SDS a se zakom-
ponovanou 0,5 % zelatinou nebo kaseinem. Obvyklé pod-
minky elektroforézy byly 30 min pfi 80 V pro prichod vzor-
ki zaostrovacim gelem a 2,5 hodiny pii 100 V pro prachod
separacnim gelem. Po elektroforéze byly gely renaturovany
1 hv 2,5 % Tritonu X-100 a inkubovany 20 h pii 37 °C
v 50 mmol/L Tris-HCI pufru pH 7,5 s 5 mmol/L CaCl,a 5
umol/L ZnCl,. Po obarveni Coomasie Blue byly zény me-
taloproteinaz vidét jako bilé prouzky na modrém pozadi.
Jako markery molekulovych hmotnosti byly pouzity prote-
iny o M, 205, 116, 97, 84, 66, 55 a 45 kDa (firmy Sigma).

VYSLEDKY

Bylo zpracovano 10 kultur lidskych plicnich embryo-
nalnich fibroblasti (LEP), 5 kultur lidskych synovialnich
bunék z revmatoidni synovie, 2 kultury lidskych chondro-
cytu z osteoartrotické chrupavky a 1 kultura synovialnich
bunék z osteoartrotické synovie. LEPy byly pouzivany mezi
20. az 25. pasazi, buiiky ze synovii a chrupavek okamzité
po uvolnéni z tkani. VEk pacienti byl 70+3 roky.

V kulturach proliferujicich plicnich fibrocytli olomoucin
v koncentra¢nim rozmezi 0—154 pmol/L s inkrementem 14
pmol/L a roskovitin v koncentraénim rozmezi 0-30,8 pmol/L
s inkrementem 2,8 pmol/L plynule snizovaly proliferacni ak-
tivitu. Viabilita bunék pfi tom nebyla vyznamné sniZzena az do
koncentrace 140 pmol/L u olomoucinu a 28 pmol/L u rosko-
vitinu. Po odstranéni inhibitort z media buiiky dale prolifero-
valy. IC, pro olomoucin byla 70+14 pmol/L a pro roskovitim
14+2,8 umol/L. Plicni fibroblasty sekretovaly do media pro-
zelatinazu B (92 kDa kolagenaza typu IV, MMP-9), Zelatina-
zu A (72 kDa kolagenaza typu IV, MMP-2), a to pfevazné
v aktivovanych formach 66 a 62 kDa a metaloproteinazu
o molekulové hmotnosti 54 a 53 kDa. Dominantni metalo-
proteinazou byla Zelatinaza A. Byl-li do kultivaéniho media
pfidan olomoucin rozpustény v HCI, spektrum ani mnozstvi
sekretovanych metaloproteinaz nebylo olomoucinem ovliv-
néno. Byl-li olomoucin rozpustén v dimetylsulfoxidu
(DMSO) a nafedén tak, aby vysledna koncentrace DMSO

byla 0,2 %, plicni fibroblasty sekretovaly kromé jiz zminé-
nych metaloproteindz také vysokomolekularni adukty
o hmotnostech 270, 200, 150, 120 a 105 kDa. S vyjimkou
zo6n 120 a 105 kDa byly zymografické zony téchto metalo-
proteinaz velmi slabé. Sila zon vSech indukovanych meta-
loproteinaz se snizovala umérné s rostouci koncentraci olo-
moucinu (obr. 1 a 2). Skute¢nost, Ze zymogram ukazuje pouze
metaloproteindzy, byla potvrzena inkubaci paralelnich gelt
v aktivacnim pufru s ptidavkem 40 mmol/L EDTA, ktera je
chelatacnim inhibitorem metaloproteindz. V pritomnosti
EDTA se zadné proteindzové zény neukazaly.

Synovialni buiiky z RA synovie odpovidaji na plisobeni
olomoucinu i roskovitinu rovnéz sniZzenim proliferacni akti-
vity. IC_ pro olomoucin byla 5614 umol/L a pro roskovitin
11,242,8 pmol/L. Spektrum metaloproteinaz produkovanych
synovidlnimi bunkami z RA synovie je mnohem Sirsi nez
u plicnich fibroblasta. Typicky priklad ukazuji obrazky 3 a 4.
Kromé ZelatinazA a B, které byly v kondiciovanych mediich
pritomny jak ve formé proenzymt, tak ve svych aktivova-
nych formach, jsou pfitomny i vysokomolekularni adukty
a metaloproteinaza odpovidajici molekulovou hmotnosti in-
tersticialni kolagendze. Z vysokomolekularnich aduktt byla
nejcastéji piitomna metaloproteinaza o molekulové hmotnosti
270 kDa a metaloproteindzy o hmotnostech 75, 150, 135,
120 a 105 kDa. Zelatiniza B byla piitomna prevazné ve for-
mé proenzymu o molekulové hmotnosti 92 kDa. Jen mala
¢ast byla pfitomna v ¢astecn¢ aktivované forme 88 kDa. Na-
proti tomu Zelatindza A (72 kDa) byla pfitomna piedevsim
v aktivovanych forméach 68, 66 a 62 kDa a jen mala ¢ast byla
pritomna ve formé¢ 72 kDa proenzymu. Dominantni byla sek-
rece Zelatinazy A. Dale byly patrny zony o molekulové hmot-
nosti 54, 53 a 52 kDa a ve tiech piipadech z péti také meta-
loproteinaza o molekulové hmotnosti 43 kDa. Vliv
olomoucinu na produkci metaloproteindz ukazuje obrazek
3, vliv roskovitinu obrazek 4. Na ptisobeni olomoucinu i ros-
kovitinu byla nejcitlivéjsi sekrece metaloproteinazy o mole-
kulové hmotnosti 54—>52 kDa. ProtoZe tato metaloproteina-
za neni patrnd na zymogramu s kaseinovym substratem, jde
nejspise o intersticialni kolagenazu (MMP-1). Oba inhibito-
ry snizuji téz sekreci Zelatinazy B i Zelatinazy A a vysoko-
molekularnich adukti o molekulové hmotnosti 150 a 135
kDa (obr. 4 a 5).

Chondrocyty z OA chrupavky rovnéz reaguji na olomo-
ucini roskovitin sniZenim proliferacni aktivity. IC byly pro
oba inhibitory shodné jako pro synovialni buiky. V kondi-
ciovanych mediich kultur chondrocytti z OA chrupavky byly
oproti mediim z kultur RA synovialnich bunék nalezeny
prekvapivé vysoké aktivity proteindz o molekulové hmot-
nostech 105 a 120 kDa. Také pomér aktivit zelatinazy
A a zelatinazy B byl vyrazné odlisny od poméru v kultu-
rach synovialnich bunék. Zatimco v kulturach synovialnich
bunék prevladala aktivita Zelatinazy A, v kulturach chon-
drocytt byly aktivity obou Zelatinaz prakticky shodné. Pfi-
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Obr. 1. Vliv olomoucinu rozpusténého v HCI na produkci matrix
metaloproteinaz lidskymi embryonalnimi plicnimi fibroblasty. V 1.
sloupci jsou markery mol. hmotnosti, ve 2. sloupci kondiciované me-
dium bez olomoucinu, ve 3. az 10. sloupci kondiciovana media s ros-
touci koncentraci olomoucinu od 14 do 112 pmol/L. Pouzité skratky:
MMP1 — fibroblastova kolageniaza, MMP2 — Zelatinaza A, MMP9
— Zelatinaza B.

Fig. 1. The effect of olomoucine dissolved in 40 mmol/L HCI on the
production of matrix metalloperoxidases by human embryonal lung
fibroblasts. Lane 1: markers of mol. weight, lane 2: conditioned me-
dium from untreated culture, lanes 3—10: conditioned media from
culture treated by increasing concentrations of olomoucine (concen-
tration range 14—112 pmol/L with increment of 14 pmol/L). Abbre-
viations used: MMP1 — fibroblast collagenase, MMP2 — gelatinase
A, MMP9 — gelatinase B.

A - ——

Obr. 2. Vliv olomoucinu rozpusténého v DMSO na produkci matrix
metaloproteinaz lidskymi embryonalnimi fibroblasty.V 1.sloupci jsou
markery mol. hmotnosti, ve 2. sloupci kondiciované medium bez p¥i-
davku DMSQO, ve 3. sloupci kondiciované medium s pfidavkem DMSO
(0,2 %) a ve 4. az 10. sloupci jsou kondiciovana media s piidavkem
olomoucinu (14—98 pmol/L) a 0,2 % DMSO.

Fig. 2. The effect of olomoucine dissolved in dimethylsulphoxide
(DMSO) on the production of matrix metalloproteinases by human
lung fibroblasts. Lane 1: markers of mol. weight, lane 2: conditioned
medium not supplemented with DMSO, lanes 3: conditioned medium
supplemented with 0.2 % of DMSO. Lane 4—10: conditioned media
supplemented with increasing concentration of olomoucine (14—98
Umol/L in 0.2 % DMSO).

Obr. 3. Vliv olomoucinu na produkci metaloproteinaz lidskymi syno-
vialnimi buiikami z revmatoidni synovie. V 1. sloupci jsou markery
mol. hmotnosti, ve 2. sloupci ¢isté medium, ve 3. az 10. sloupci kondi-
ciovana media s rostouci koncentraci olomoucinu od 0 do 98 pmol/L.

Fig. 3. The effect of olomoucine on the production of matrix meta-
lloproteinases by fibroblasts from rheumatoid synovium. Lane 1:
markers of mol. weight, lane 2: free medium, lanes 3—10: conditio-
ned medium from the culture treated by the increasing concentration
of olomoucine (range 0—98 pmol/L, increment 14 pmol/L).

Obr. 4. Vliv roskovitinu na produkci metaloproteinaz lidskymi syno-
vialnimi bufikami z revmatoidni synovie. V 1. sloupci jsou markery
mol. hmotnosti, ve 2. sloupci je ¢isté medium, ve 3. az 10. sloupci jsou
kondiciovana media s rostouci koncentraci roskovitinu od 0 do 19,6
Umol/L.

Fig. 4. The effect of roscovitine on the production of matrix metallop-
roteinases by fibroblasts from rheumatoid synovium. Lane 1: mar-
kers of mol. weight, lane 2: free medium, lanes 3—10: conditioned
medium from the culture treated by roscovitine (range 0—19.6 pmol/
L, increment 2.8 pmol/L).
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Obr. 5. Vliv roskovitinu na produkci metaloproteinaz chondrocyty
z osteoartrotické chrupavky. V 1. sloupci jsou markery mol. hmot-
nosti, ve 2. az 10. sloupci jsou kondiciovana media s rostouci koncen-
traci roskovitinu od 0 do 22,4 pmol/L.

Fig. 5. The effect of roscovitine on the production of matrix metallop-
roteinases by chondrocytes from osteoarthritis cartilage. Lane 1:
markers of mol. weight, lane 2—10: conditioned medium from the
cultures treated by increasing concentrations of roscovitine (0—22.4
Hmol/L).

tom zelatinaza B byla pfitomna jak ve formé 92 kDa, tak
v aktivovanych formach 88 a 82 kDa, zatimco Zelatinaza
A byla pfitomna jen ve formé 66 kDa. Chondrocyty z OA
chrupavky rovnéz sekretovaly metaloproteindzu o moleku-
lové hmotnosti 54 a 53 kDa. Slaby inhibi¢ni ucinek bylo
mozno pozorovat pouze na sekreci metaloproteindzy o mo-
lekulové hmotnosti 54—>53 kDa.

V jednom ptipad¢ byla ziskana chrupavka i synovie
z jednoho pacienta s osteoartrézou kolena. V produkci
metaloproteinaz synovidlnimi buitkami a chondrocyty byl
vyznamny kvantitativni rozdil. Chondrocyty produkovaly
jako majoritni Zelatinazu B, kdeZto synovialni bunky, po-
dobné jako v pfipad¢ synovialnich bunék z RA synovie,
produkovaly jako majoritni Zelatinazu A. Podobné jako kul-
tura chondrocytt, tak i kultura synovialnich bunc¢k z OA
kloubu produkovala neobvykle velkda mnozstvi metalopro-
teindz o molekulové hmotnostech 105 a 120 kDa. Naopak
produkce metaloproteindzy o molekulové hmotnosti 54—
53 kDa byla nepatrna. Inhibi¢ni G¢inek olomoucinu a ros-
kovitinu bylo mozno pozorovat jen na produkci této mino-
ritni metaloproteindzy (obr. 5 a 6).

DISKUSE

Pro zhodnoceni vlivu olomoucinu a roskovitinu na ne-
transformované a nestimulované buiiky byly pouzity lidské
plicni embryonalni fibroblasty. Pokud nejsou stimulovany,
produkuji Zelatinazu A a mald mnozstvi Zelatinazy B a in-

Obr. 6. Vliv roskovitinu na produkci metaloproteinaz synovialnimi
buiikami z osteoartrotické synovie. V 1. sloupci jsou markery mol.
hmotnosti, ve 2. az 10. sloupci jsou kondiciovana media s rostouci
koncentraci roskovitinu od 0 do 22,4 pmol/L.

Fig. 6. The effect of roscovitine on the production of matrix metallop-
roteinases by synovial cells from osteoarthritis synovium. Lane 1:
markers of mol. weight, lane 2—10: conditioned media from cultures
treated with increasing concentrations of roscovitine (0—22.4 pmol/
L).

tersticialni kolagendzy. Prestoze olomoucin i roskovitin
inhibovaly proliferacni aktivitu téchto fibroblastl, na pro-
dukci metaloproteinaz nemély zadny vliv. Kdyz vsak byly
plicni fibroblasty stimulovany mitogenem (DMSO), produ-
kovaly kromé vySe zminénych metaloproteinaz také jista
mnozstvi vysokomolekularnich aduktt. Produkce téchto in-
dukovanych metaloproteindz byla inhibovana olomoucinem
v zavislosti na koncentraci. Buiiky ziskané z revmatoidni
synovie produkovaly vyznamné §irsi spektrum metalopro-
teindz neZ plicni fibroblasty.

Olomoucin a roskovitin inhibovaly G¢inn¢ intersticialni
kolagenazu, Zelatindzu B i zelatindzu A a nékteré vysoko-
molekuldrni adukty. Buiky ziskané z osteoartrotické syno-
vie a chrupavky rovnéz produkovaly §irsi spektrum meta-
loproteinaz nez plicni fibroblasty, ale ne tak Siroké a ne tak
mohutné jako synovialni buiikky z revmatoidni synovie.
V tomto pfipadé olomoucin a roskovitin inhibovaly pouze
sekreci intersticialni kolagenazy. Inhibice proliferace byla
u synovialnich bunék i u chondrocytii podobna jako u plic-
nich fibroblastii. Z téchto experimentalnich dat vyvozuji,
Ze olomoucin a roskovitin neovliviwji produkci konstitu-
tivn€ exprimovanych metaloproteinaz, avsak snizuji produk-
ci indukovanych metaloproteinaz, a to zejména metalopro-
teindz indukovanych AP-1 komplexem. V tomto ohledu je
ovsem pon¢kud necekand inhibice produkce zZelatinazy
A synovialnimi buikami z revmatoidni synovie. Exprese
Zelatindzy A neni totiz na komplexu AP-1 zavisla. Déle
z téchto dat plyne, Ze proliferace a produkce metaloprotei-
naz jsou procesy, které spolu pfimo nesouviseji. Spojeni
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mezi nimi je pravdépodobné zprostiedkovano kinazami sti-
mulovanymi extraceluldarnimi mitogeny (ERK/MAP kina-
zami), které po aktivaci exogennim mitogenem indukuji
expresi c-Fos a c-Myc (19). c-Fos je soucésti komplexu AP-1
a c-Myec aktivuje cyklin A (20), ktery je nezbytny pro pie-
chod z fazeS do fazy M. Spojeni mezi aktivaci mitogenem
aktivovanych (MAP) kinaz a expresi Zelatinazy B (21) a in-
tersticialni kolagenazy (22) bylo skutecné v nedavné dobé
prokazano. Protoze olomoucin i roskovitin inhibuji jak cyk-
lin-dependentni kinazy, tak ERK/MAP kindzy zpomaluji
postup bunécnym cyklem a zaroven inhibuji stimulaci me-
taloproteinaz bunék aktivovanych extracelularnimi
mitogeny. Tim mohou piispét jak k potlaceni hyperplasie
u revmatoidné synovie, tak ke zmirnéni erozivniho charak-
teru pannu. Mohou proto byt perspektivnim antirevmatic-
kym agensem, a to zejména proto, Ze jsou pro buiiky toxic-
ké az pfi vysokych koncentracich, které uz na proliferacni
aktivitu a na dal$i sniZovani produkce metaloproteinaz ne-
maji vliv."

*Prace byla podpotena grantem 3640-3 IGA MZ Ceské republiky.
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