
Souhrn
Cíl: Zjistit, zda je mo�no inhibitory bunìèného dìlení ovlivnit produkci
metaloproteináz �tìpících mezibunìènou matrix.
Metody: V kulturách lidských embryonálních fibroblastù a lidských
synoviálních bunìk z revmatoidní synovie nebo chondrocytù a syno-
viálních bunìk z osteoartrotické chrupavky a synovie byla stanovová-
na proliferaèní aktivita nepøímo mìøením mitochondriální dehydroge-
názové aktivity metodou �tìpení MTT. Produkce metaloproteináz byla
sledována v kondiciovaných mediích zymograficky v 10 % polyakryl-
amidovém gelu s �elatinou nebo s kaseinem jako substrátem.
Výsledky: Olomoucin a roskovitin, deriváty 4-benzylamino-9-metyl-
purinu, sni�ují proliferaèní aktivitu jak plicních fibroblastù, tak syno-
viálních bunìk a chondrocytù. IC50 pro olomoucin je u plicních fi-
broblastù 70±14 µµµµµmol/L, u bunìk z revmatických tkání 56±14 µµµµµmol/L.
U roskovitinu je IC50 14±2,8 µµµµµmol/L pro plicní fibroblasty a 11,2±2,8
µµµµµmol/L pro revmatoidní buòky. Produkce metaloproteináz není
olomoucinem ani roskovitinem ovlivnìna u nestimulovaných plicních
fibroblastù. Jsou-li v�ak stimulovány mitogenem, je pùsobením
olomoucinu potlaèena produkce stimulovaných metaloproteináz.
U bunìk z revmatodiní synovie je obìma inhibitory potlaèována
produkce �elatinázy B, �elatinázy A, intersticiální kolagenázy
a metaloproteináz o molekulové hmotnosti 135 a 150 kDa. U bunìk
z osteoartrotického kloubu je obìma inhibitory potlaèována pouze
produkce intersticiální kolagenázy.
Závìr: Z daných experimentálních dat je mo�no vyvodit, �e proliferace
a exprese metaloproteináz jsou procesy, které spolu pøímo nesouvisejí.
Spojovacím mùstkem mezi nimi jsou pravdìpodobnì kinázy
aktivované extracelulárními mitogeny (ERK/MAP kinázy). Olomoucin
i roskovitin jsou inhibitory jak kináz øídících bunìèný cyklus, tak
ERK/MAP kináz, a tedy mohou úspì�nì inhibovat jak proliferaèní
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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. IC50 was 70±14
µµµµµmol/L for olomoucine and 14±2,8 µµµµµmol/L for roscovitine in the case
of lung fibroblasts and 56±14 µµµµµmol/L for olomoucine and 11,2±2,8
µµµµµmol/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 Mr 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 metaloproteináz bunìk stimulovaných
exogenními mitogeny.
Klíèová slova: olomoucin, roskovitin, proliferace, produkce
metaloproteináz.

ÚVOD

Progresívní destrukce kloubù je v revmatických choro-
bách zprostøedkována pøevá�nì matrix metaloproteinázami
(1, 2). Ty jsou syntetizovány pøedev�ím buòkami synoviální
vystélky a chrupavky (3, 4). Exprese metaloproteináz je re-
gulována cytokiny (5), steroidy a retinoidy (6), proteiny kom-
plexu AP-1 (7) a bývá, zejména u revmatoidní artritidy, do-
provázena expresí onkogenù (8). V èasných stadiích
revmatoidní artritidy nìkteré buòky synoviální vystélky zís-
kávají transformovaný fenotyp (9) a produkují onkogeny a zá-
roveò produkují zvý�ené mno�ství proteináz (10). Buòky
synoviální membrány tak získavají nìkteré rysy nádorových
bunìk (11). Naproti tomu osteoartróza, dal�í revmatická cho-
roba znetvoøující klouby, zaèíná fokální hyperhydratací chru-
pavky a vyznaèuje se zmìnou v syntéze kolagenu (12). V po-
zdìj�ích stadiích upadá syntéza proteoglykanù a dále se
aktivují proteinázy (13) a doèasnì se zvy�uje proliferace
chondrocytù. Naopak hyperplasie s výskytem transformova-
ných bunìk se u osteoartrotické synovie nevyskytuje a ex-
prese onkogenù je nepatrná (14). Tyto skuteènosti naznaèují,
�e proliferace bunìk a exprese metaloproteináz jsou proce-
sy, které mají hlub�í souvislost. V nedávné dobì bylo skuteè-
nì prokázáno, �e exprese nìkterých metaloproteináz a proli-
feraèní aktivita bunìk jsou soubì�nì regulované procesy.
Napø. inhibice �elatinázy A (72 kDa �elatinázy) vede u kry-
sích glomerulárních mesangiálních bunìk k inhibici prolife-
race (15). Naopak trombin, aktivátor �elatinázy A, vede u lid-
ských cévních endoteliálních bunìk ke zvý�ení sekrece
�elatinázy A, intersticiální kolagenázy a tkáòového inhibito-
ru metaloproteináz 1 (TIMP 1) a zároveò stimuluje prolife-
raci (16). Proto se domnívám, �e inhibitory bunìèného dìle-
ní by mohly inhibovat také expresi metaloproteináz.

V Èeské republice se studiem látek regulujících bunìè-
ný cyklus zabývá Ústav experimentální botaniky v Olomo-
uci. Na tomto pracovi�ti syntetizovali vysoce úèinné a vy-
soce selektivní kompetitivní inhibitory cyklin-dependentní
proteinkinázy p34 cdc2/cyklin B, olomoucin (17) a rosko-
vitin (18). Oba inhibitory jsou odvozeny od N6-benzylami-
nopurinu a zadr�ují pøechod bunìk z fáze G1 do S a z fá-
ze G2 do M. Kromì zmínìné cdc2 kinázy inhibují
cyklin-dependentní kinázy p33 cdk2/cyklin E a mozkovou
p33cdk5/p35. Tyto vysoce konzervativní kinázy se úèastní
regulace bunìèného cyklu u v�ech eukaryotických bunìk.
Olomoucin a roskovitin inhibují také erk1 a erk2 MAP ki-
názy, které zprostøedkovávají pøenos extracelulárních sig-

nálù. Z farmakologického hlediska tak tyto látky pøedsta-
vují modelové slouèeniny pro novou tøídu antimitotických
a antitumorových léèiv, které jsou nenádorové pro buòky
pomìrnì netoxické. Jejich testováním se zabývá laboratoø
patofyziologie LF Univerzity Palackého v Olomouci a Ús-
tav toxikologie a soudního lékaøství v Praze.

METODY

Bunìèné kultury

Lidské embryonální plicní fibroblasty (produkt firmy
Sevak, 19. pasá�) byly kultivovány do konfluence pøi 37 °C
v mediu DMEM/F12 firmy Sigma s pøídavkem 5 % hovì-
zího fetálního séra a 80 mg gentamicinu K/L media ve vlh-
ké atmosféøe sycené CO

2 
na 5 %. Potom bylo medium od-

sáto a buòky uvolnìny 0,2 % trypsinem, promyty mediem
s 10 % fetálním sérem a pøevedeny do media s 5 % sérem.
Hustota bunìk byla nastavena ma 2x105/mL a bunìèná sus-
penze byla rozpipetována do zkumavek s pøídavkem olo-
moucinu nebo roskovitinu. Bunìèné suspenze pak byly roz-
pipetovány po 100 µL do 96jamkových kultivaèních
destièek, ka�dá koncentrace inhibitoru do 8 jamek ve dvou
paralelních destièkách. Po 72 hodinách kultivace bylo do
jedné destièky pøidáno 3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl]-2,5-dife-
nyltetrazolium bromidu (MTT) pro stanovení metabolické
aktivity a z paralelní destièky bylo odebráno medium pro
stanovení metaloproteináz.

Lidské synoviální buòky byly získávány z revmatoidní nebo
osteoartrotické synovie. Tkáò byla zbavena tuku a rozstøíhána
na cca 1 mm3 kousky a promyta PBS s gentamycinem. Potom
byla 15 min digerována hyaluronidázou Sevak (obsah 1 am-
pule o 168 TRU byl rozpu�tìn ve 2 mL PBS a aplikován na
promytou tkáò). Po digesci byla tkáò promyta PBS s genta-
mycinem a digerována 4 h v 0,2 % roztoku klostridiální ko-
lagenázy Sevak v mediu s 5 % sérem. Uvolnìné buòky byly
promyty mediem a hustota byla nastavena na 5x105/mL. Dal�í
postup byl shodný jako u plicních fibroblastù.

Lidské chondrocyty byly získávány z osteoartrotické chru-
pavky. Chrupavka byla rozkrájena na lupínky cca 3 mm2, 3x
promyta PBS s gentamycinem a digerována 1 h pøi 37 °C
v 0,8 % roztoku klostridiální kolagenázy v mediu s 5 % séra.
Po 1 h byl roztok kolagenázy zøedìn mediem na 0,4 % a chru-
pavka digerována pøes noc. Uvolnìné chondrocyty byly pro-
myty mediem a dále zpracovány jako plicní fibroblasty.

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.
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Stanovení metabolické aktivity

Zkoumané bunìèné kultury byly testovány v 96jamkových
mikrokultivaèních destièkách. 6 hodin pøed koncem kultivace
byl pøidán roztok MTT (5 mg/mL) tak, aby výsledná koncen-
trace v kultuøe byla 0,5 mg/mL. Vytvoøily se nerozpustné for-
mazanové krystaly, které byly po odsátí media rozpu�tìny v 10
% dodecylsulfátu sodném (SDS). Absorbance byla mìøena pøi
580 nm na èteèce mikrotitraèních destièek.

Zymografická analýza

Obsah metaloproteináz v kondiciovaných mediích byl
stanovován elektroforeticky v 10 % polyakrylamidovém
gelu v TRIS-glycinovém pufru s 0,1 % SDS a se zakom-
ponovanou 0,5 % �elatinou nebo kaseinem. Obvyklé pod-
mínky elektroforézy byly 30 min pøi 80 V pro prùchod vzor-
kù zaostøovacím gelem a 2,5 hodiny pøi 100 V pro prùchod
separaèním gelem. Po elektroforéze byly gely renaturovány
1 h v 2,5 % Tritonu X-100 a inkubovány 20 h pøi 37 °C
v 50 mmol/L Tris-HCl pufru pH 7,5 s 5 mmol/L CaCl

2 
a 5

µmol/L ZnCl
2
. Po obarvení Coomasie Blue byly zóny me-

taloproteináz vidìt jako bílé prou�ky na modrém pozadí.
Jako markery molekulových hmotností byly pou�ity prote-
iny o M

r 
205, 116, 97, 84, 66, 55 a 45 kDa (firmy Sigma).

VÝSLEDKY

Bylo zpracováno 10 kultur lidských plicních embryo-
nálních fibroblastù (LEP), 5 kultur lidských synoviálních
bunìk z revmatoidní synovie, 2 kultury lidských chondro-
cytù z osteoartrotické chrupavky a 1 kultura synoviálních
bunìk z osteoartrotické synovie. LEPy byly pou�ívány mezi
20. a� 25. pasá�í, buòky ze synovií a chrupavek okam�itì
po uvolnìní z tkání. Vìk pacientù byl 70±3 roky.

V kulturách proliferujících plicních fibrocytù olomoucin
v koncentraèním rozmezí 0�154 µmol/L s inkrementem 14
µmol/L a roskovitin v koncentraèním rozmezí 0�30,8 µmol/L
s inkrementem 2,8 µmol/L plynule sni�ovaly proliferaèní ak-
tivitu. Viabilita bunìk pøi tom nebyla významnì sní�ena a� do
koncentrace 140 µmol/L u olomoucinu a 28 µmol/L u rosko-
vitinu. Po odstranìní inhibitorù z media buòky dále prolifero-
valy. IC

50 
pro olomoucin byla 70±14 µmol/L a pro roskovitim

14±2,8 µmol/L. Plicní fibroblasty sekretovaly do media pro-
�elatinázu B (92 kDa kolagenáza typu IV, MMP-9), �elatiná-
zu A (72 kDa kolagenáza typu IV, MMP-2), a to pøevá�nì
v aktivovaných formách 66 a 62 kDa a metaloproteinázu
o molekulové hmotnosti 54 a 53 kDa. Dominantní metalo-
proteinázou byla �elatináza A. Byl-li do kultivaèního media
pøidán olomoucin rozpu�tìný v HCl, spektrum ani mno�ství
sekretovaných metaloproteináz nebylo olomoucinem ovliv-
nìno. Byl-li olomoucin rozpu�tìn v dimetylsulfoxidu
(DMSO) a naøedìn tak, aby výsledná koncentrace DMSO

byla 0,2 %, plicní fibroblasty sekretovaly kromì ji� zmínì-
ných metaloproteináz také vysokomolekulární adukty
o hmotnostech 270, 200, 150, 120 a 105 kDa. S výjimkou
zón 120 a 105 kDa byly zymografické zóny tìchto metalo-
proteináz velmi slabé. Síla zón v�ech indukovaných meta-
loproteináz se sni�ovala úmìrnì s rostoucí koncentrací olo-
moucinu (obr. 1 a 2). Skuteènost, �e zymogram ukazuje pouze
metaloproteinázy, byla potvrzena inkubací paralelních gelù
v aktivaèním pufru s pøídavkem 40 mmol/L EDTA, která je
chelataèním inhibitorem metaloproteináz. V pøítomnosti
EDTA se �ádné proteinázové zóny neukázaly.

Synoviální buòky z RA synovie odpovídají na pùsobení
olomoucinu i roskovitinu rovnì� sní�ením proliferaèní akti-
vity. IC

50 
pro olomoucin byla 56±14 µmol/L a pro roskovitin

11,2±2,8 µmol/L. Spektrum metaloproteináz produkovaných
synoviálními buòkami z RA synovie je mnohem �ir�í ne�
u plicních fibroblastù. Typický pøíklad ukazují obrázky 3 a 4.
Kromì �elatináz A a B, které byly v kondiciovaných mediích
pøítomny jak ve formì proenzymù, tak ve svých aktivova-
ných formách, jsou pøítomny i vysokomolekulární adukty
a metaloproteináza odpovídající molekulovou hmotností in-
tersticiální kolagenáze. Z vysokomolekulárních aduktù byla
nejèastìji pøítomna metaloproteináza o molekulové hmotnosti
270 kDa a metaloproteinázy o hmotnostech 75, 150, 135,
120 a 105 kDa. �elatináza B byla pøítomna pøevá�nì ve for-
mì proenzymu o molekulové hmotnosti 92 kDa. Jen malá
èást byla pøítomna v èásteènì aktivované formì 88 kDa. Na-
proti tomu �elatináza A (72 kDa) byla pøítomna pøedev�ím
v aktivovaných formách 68, 66 a 62 kDa a jen malá èást byla
pøítomna ve formì 72 kDa proenzymu. Dominantní byla sek-
rece �elatinázy A. Dále byly patrny zóny o molekulové hmot-
nosti 54, 53 a 52 kDa a ve tøech pøípadech z pìti také meta-
loproteináza o molekulové hmotnosti 43 kDa. Vliv
olomoucinu na produkci metaloproteináz ukazuje obrázek
3, vliv roskovitinu obrázek 4. Na pùsobení olomoucinu i ros-
kovitinu byla nejcitlivìj�í sekrece metaloproteinázy o mole-
kulové hmotnosti 54�52 kDa. Proto�e tato metaloproteiná-
za není patrná na zymogramu s kaseinovým substrátem, jde
nejspí�e o intersticiální kolagenázu (MMP-1). Oba inhibito-
ry sni�ují té� sekreci �elatinázy B i �elatinázy A a vysoko-
molekulárních aduktù o molekulové hmotnosti 150 a 135
kDa (obr. 4 a 5).

Chondrocyty z OA chrupavky rovnì� reagují na olomo-
ucin i roskovitin sní�ením proliferaèní aktivity. IC

50 
byly pro

oba inhibitory shodné jako pro synoviální buòky. V kondi-
ciovaných mediích kultur chondrocytù z OA chrupavky byly
oproti mediím z kultur RA synoviálních bunìk nalezeny
pøekvapivì vysoké aktivity proteináz o molekulové hmot-
nostech 105 a 120 kDa. Také pomìr aktivit �elatinázy
A a �elatinázy B byl výraznì odli�ný od pomìru v kultu-
rách synoviálních bunìk. Zatímco v kulturách synoviálních
bunìk pøevládala aktivita �elatinázy A, v kulturách chon-
drocytù byly aktivity obou �elatináz prakticky shodné. Pøi-
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Obr. 1. Vliv olomoucinu rozpu�tìného v HCl na produkci matrix
metaloproteináz lidskými embryonálními plicními fibroblasty. V 1.
sloupci jsou markery mol. hmotnosti, ve 2. sloupci kondiciované me-
dium bez olomoucinu, ve 3. a� 10. sloupci kondiciovaná media s ros-
toucí koncentrací olomoucinu od 14 do 112 µµµµµmol/L. Pou�ité skratky:
MMP1 � fibroblastová kolagenáza, MMP2 � �elatináza A, MMP9
� �elatináza B.

Fig. 1. The effect of olomoucine dissolved in 40 mmol/L HCl 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 µµµµµmol/L with increment of 14 µµµµµmol/L). Abbre-
viations used: MMP1 � fibroblast collagenase, MMP2 � gelatinase
A, MMP9 � gelatinase B.

Obr. 2. Vliv olomoucinu rozpu�tìného v DMSO na produkci matrix
metaloproteináz lidskými embryonálními fibroblasty. V 1. sloupci jsou
markery mol. hmotnosti, ve 2. sloupci kondiciované medium bez pøí-
davku DMSO, ve 3. sloupci kondiciované medium s pøídavkem DMSO
(0,2 %) a ve 4. a� 10. sloupci jsou kondiciovaná media s pøídavkem
olomoucinu (14�98 µµµµµmol/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
µµµµµmol/L in 0.2 % DMSO).

Obr. 3. Vliv olomoucinu na produkci metaloproteináz lidskými syno-
viálními buòkami z revmatoidní synovie. V 1. sloupci jsou markery
mol. hmotnosti, ve 2. sloupci èisté medium, ve 3. a� 10. sloupci kondi-
ciovaná media s rostoucí koncentrací olomoucinu od 0 do 98 µµµµµmol/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 µµµµµmol/L, increment 14 µµµµµmol/L).

Obr. 4. Vliv roskovitinu na produkci metaloproteináz lidskými syno-
viálními buòkami z revmatoidní synovie. V 1. sloupci jsou markery
mol. hmotnosti, ve 2. sloupci je èisté medium, ve 3. a� 10. sloupci jsou
kondiciovaná media s rostoucí koncentrací roskovitinu od 0 do 19,6
µµµµµmol/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 µµµµµmol/
L, increment 2.8 µµµµµmol/L).
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tom �elatináza B byla pøítomna jak ve formì 92 kDa, tak
v aktivovaných formách 88 a 82 kDa, zatímco �elatináza
A byla pøítomna jen ve formì 66 kDa. Chondrocyty z OA
chrupavky rovnì� sekretovaly metaloproteinázu o moleku-
lové hmotnosti 54 a 53 kDa. Slabý inhibièní úèinek bylo
mo�no pozorovat pouze na sekreci metaloproteinázy o mo-
lekulové hmotnosti 54�53 kDa.

V jednom pøípadì byla získána chrupavka i synovie
z jednoho pacienta s osteoartrózou kolena. V produkci
metaloproteináz synoviálními buòkami a chondrocyty byl
významný kvantitativní rozdíl. Chondrocyty produkovaly
jako majoritní �elatinázu B, kde�to synoviální buòky, po-
dobnì jako v pøípadì synoviálních bunìk z RA synovie,
produkovaly jako majoritní �elatinázu A. Podobnì jako kul-
tura chondrocytù, tak i kultura synoviálních bunìk z OA
kloubu produkovala neobvykle velká mno�ství metalopro-
teináz o molekulové hmotnostech 105 a 120 kDa. Naopak
produkce metaloproteinázy o molekulové hmotnosti 54�
53 kDa byla nepatrná. Inhibièní úèinek olomoucinu a ros-
kovitinu bylo mo�no pozorovat jen na produkci této mino-
ritní metaloproteinázy (obr. 5 a 6).

DISKUSE

Pro zhodnocení vlivu olomoucinu a roskovitinu na ne-
transformované a nestimulované buòky byly pou�ity lidské
plicní embryonální fibroblasty. Pokud nejsou stimulovány,
produkují �elatinázu A a malá mno�ství �elatinázy B a in-

tersticiální kolagenázy. Pøesto�e olomoucin i roskovitin
inhibovaly proliferaèní aktivitu tìchto fibroblastù, na pro-
dukci metaloproteináz nemìly �ádný vliv. Kdy� v�ak byly
plicní fibroblasty stimulovány mitogenem (DMSO), produ-
kovaly kromì vý�e zmínìných metaloproteináz také jistá
mno�ství vysokomolekulárních aduktù. Produkce tìchto in-
dukovaných metaloproteináz byla inhibována olomoucinem
v závislosti na koncentraci. Buòky získané z revmatoidní
synovie produkovaly významnì �ir�í spektrum metalopro-
teináz ne� plicní fibroblasty.

Olomoucin a roskovitin inhibovaly úèinnì intersticiální
kolagenázu, �elatinázu B i �elatinázu A a nìkteré vysoko-
molekulární adukty. Buòky získané z osteoartrotické syno-
vie a chrupavky rovnì� produkovaly �ir�í spektrum meta-
loproteináz ne� plicní fibroblasty, ale ne tak �iroké a ne tak
mohutnì jako synoviální buòky z revmatoidní synovie.
V tomto pøípadì olomoucin a roskovitin inhibovaly pouze
sekreci intersticiální kolagenázy. Inhibice proliferace byla
u synoviálních bunìk i u chondrocytù podobná jako u plic-
ních fibroblastù. Z tìchto experimentálních dat vyvozují,
�e olomoucin a roskovitin neovlivòují produkci konstitu-
tivnì exprimovaných metaloproteináz, av�ak sni�ují produk-
ci indukovaných metaloproteináz, a to zejména metalopro-
teináz indukovaných AP-1 komplexem. V tomto ohledu je
ov�em ponìkud neèekaná inhibice produkce �elatinázy
A synoviálními buòkami z revmatoidní synovie. Exprese
�elatinázy A není toti� na komplexu AP-1 závislá. Dále
z tìchto dat plyne, �e proliferace a produkce metaloprotei-
náz jsou procesy, které spolu pøímo nesouvisejí. Spojení

Obr. 5. Vliv roskovitinu na produkci metaloproteináz chondrocyty
z osteoartrotické chrupavky. V 1. sloupci jsou markery mol. hmot-
nosti, ve 2. a� 10. sloupci jsou kondiciovaná media s rostoucí koncen-
trací roskovitinu od 0 do 22,4 µµµµµmol/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
µµµµµmol/L).

Obr. 6. Vliv roskovitinu na produkci metaloproteináz synoviálními
buòkami z osteoartrotické synovie. V 1. sloupci jsou markery mol.
hmotnosti, ve 2. a� 10. sloupci jsou kondiciovaná media s rostoucí
koncentrací roskovitinu od 0 do 22,4 µµµµµmol/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 µµµµµmol/
L).
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mezi nimi je pravdìpodobnì zprostøedkováno kinázami sti-
mulovanými extracelulárními mitogeny (ERK/MAP kiná-
zami), které po aktivaci exogenním mitogenem indukují
expresi c-Fos a c-Myc (19). c-Fos je souèástí komplexu AP-1
a c-Myc aktivuje cyklin A (20), který je nezbytný pro pøe-
chod z fázeS do fázy M. Spojení mezi aktivací mitogenem
aktivovaných (MAP) kináz a expresí �elatinázy B (21) a in-
tersticiální kolagenázy (22) bylo skuteènì v nedávné dobì
prokázáno. Proto�e olomoucin i roskovitin inhibují jak cyk-
lin-dependentní kinázy, tak ERK/MAP kinázy zpomalují
postup bunìèným cyklem a zároveò inhibují stimulaci me-
taloproteináz bunìk aktivovaných extracelulárními
mitogeny. Tím mohou pøispìt jak k potlaèení hyperplasie
u revmatoidné synovie, tak ke zmírnìní erozívního charak-
teru pannu. Mohou proto být perspektivním antirevmatic-
kým agensem, a to zejména proto, �e jsou pro buòky toxic-
ké a� pøi vysokých koncentracích, které u� na proliferaèní
aktivitu a na dal�í sni�ování produkce metaloproteináz ne-
mají vliv.*

*Práce byla podpoøena grantem 3640-3 IGA MZ Èeské republiky.
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