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ist do:
Abstraktné

Mezenchymalne kmeniové bunky (MSC) su hlavnymi bunkovymi
hra¢mi pri oprave tkaniva a vd’aka svojim schopnostiam samoobnovy
a multi-liniovej diferenciacie ziskali vyznamnu pozornost’ ako bunkovy
zdroj pre pristupy tkanivového inzinierstva (TE) zamerané na obnovu
defektov kosti a chrupaviek. Napriek vyznamnému pokroku zostava
ich terapeuticka aplikacia diskutovana: konstrukt TE c¢asto nedokaze
uplne obnovit biomechanické vlastnosti nativneho tkaniva, ¢o vedie k
zlym klinickym vysledkom z dlhodobého hl'adiska. Pulzné
elektromagnetické polia (PEMF) sa v sucasnosti pouzivaju ako
bezpecna a neinvazivna liecba na zlepSenie hojenia kosti a na
zabezpedenie ochrany kibov. PEMF zvysuji osteogénnu aj
chondrogénnu diferenciaciu MSC. Tu, poskytujeme rozsiahly prehl'ad
signalnych drah modulovanych PEMF pocas osteogénnej a
chondrogénnej diferenciacie MSC. Zvlastna pozornost’ bola venovana
PEMF-sprostredkovanej aktivacii adenozinovej signalizacie a ich
regulacii zapalovej odpovede ako klI'icového hraca v TE

pristupoch. Celkovo sa aplikacia PEMF pri oprave tkaniva
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predpoklada: (1) in vitro: na zlepSenie funkénych a mechanickych
vlastnosti vytvoreného konstruktu; (2) in vivo: (i) na podporu
integracie Stepu, (ii) na kontrolu lokalnej zapalovej reakcie a (iii) na
podporu opravy tkaniva z implantovanych aj rezidentnych buniek
MSC. aplikacia PEMF pri oprave tkaniva sa predpoklada: (1) in vitro:
zlepsit’ funkéné a mechanické vlastnosti vytvoreného konstruktu; (2)
in vivo: (i) na podporu integracie Stepu, (ii) na kontrolu lokalnej
zapalovej reakcie a (iii) na podporu opravy tkaniva z implantovanych
aj rezidentnych buniek MSC. aplikacia PEMF pri oprave tkaniva sa
predpoklada: (1) in vitro: zlepsit’ funkéné a mechanické vlastnosti
vytvoreného konstruktu; (2) in vivo: (i) na podporu integracie Stepu,
(ii) na kontrolu lokalnej zapalovej reakcie a (iii) na podporu opravy
tkaniva z implantovanych aj rezidentnych buniek MSC.

KPucové slova: mezenchymalne kmenové bunky, pulzné
elektromagnetické polia, osteogénna diferenciacia, chondrogénna
diferenciacia, tkanivové inzinierstvo, adenozinové receptory

ist do:
1. Uvod

Mezenchymalne kmenové bunky (MSC) st multipotentné stromalne
bunky so schopnostou samoobnovy a diferenciacie na osteoblasty,
chondrocyty a adipocyty [ 1 ]. Vdaka svojmu multilinearnemu
diferenciacnému potencialu predstavuju MSC atraktivny bunkovy
zdroj pre pristupy regenerativnej mediciny. V poslednych rokoch si
tkanivové inzinierstvo (TE) zalozené na pouziti MSC ziskalo vyznamnu
pozornost’ ako alternativny pristup k lieCbe defektov kosti a
chrupaviek. Kostné stepy vyuzivajuce pristupy TE zalozené na MSC
boli navrhnuté v Sirokom spektre klinickych nastaveni na zvySenie
opravy a regeneracie kosti. Podobne stratégie opravy chrupavkového
inzinierstva, ktoré sa spoliehaju na diferencidciu MSC, predstavuju
atraktivneho kandidata na liecbu 1ézii chrupavky.

Okrem ich viacliniového diferencia¢ného potencialu maji MSC
schopnost’ migrovat’ do poskodenych miest v reakcii na
environmentalne signaly a podporovat’ regeneraciu tkaniva bud’
priamou nahradou poskodeného tkaniva alebo interakciou s
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rezidentnymi bunkami, aby sa podporila endogénna

oprava. Terapeutické ucinky MSC zavisia aj od ich schopnosti
kontrolovat’ tkanivovit homeostazu: MSC m6zu modulovat’ imunitnu
odpoved’, podporovat’ prezitie buniek a indukovat’ angiogenézu
prostrednictvom sekrécie rastovych faktorov, cytokinov a
extracelularnych vezikul [ 2]. Schopnost MSC potladit’ imunitnua
odpoved’ je obzvlast’ zaujimava pre ich klinicku aplikaciu, ¢im sa
znizuje pravdepodobnost’ odmietnutia imunitnym systémom hostitel'a
po transplantacii. Okrem toho st MSC idealnym bunkovym
kandidatom na TE pristupy, pretoze sa daju 'ahko zbierat’ z
dostupnych zdrojov s minimalne invazivnymi postupmi (napr. kostna
dren, periférna krv, tukové tkanivo) a mozno ich rychlo rozsirit’ in vitro
na klinické pouzitie [ 3]. Nedavny prehl'ad od Hassana a kol. rozsiahlo
analyzovali r6zne in vitro expanzné protokoly pre MSC izolované z
roznych zdrojov: autori uviedli, Ze az 20-nasobnu expanziu mozno
dosiahnut’ pre MSC odvodené z tukového tkaniva (ADMSC) a MSC z
kostnej drene (BM-MSC) bez ohrozenia zivotaschopnosti buniek a
diferencia¢ny potencial, priCom bioreaktor a viacvrstvova banka st
najucinnejsie stratégie biospracovania [ 4 ].

Niekol’ko studii sa pokusalo vyuzit MSC v pristupoch tkanivového
inzinierstva a regenerativnej mediciny; avSak vo vacsine pripadov bola
miera prihojenia nizka, nastepené bunky mali kratku zZivotnost’ a
nedokazali sa Uplne diferencovat’ na funkéné terminalne
diferencované bunky. Okrem toho zapal ¢asto charakterizujici miesto
poskodenia d’alej podkopava tispesnost’ liecby.

Vysledky niekol’kych §tudii in vitro a in vivo, ktoré naznacuju, ze MSC
maju potencial zvysit kostnu opravu a osteogenézu, podporili
aktivaciu niekol’kych registrovanych klinickych studii na skimanie
ulohy MSC pri hojeni kostnych defektov; zatial’ vSak len niekol’ko z
nich oznamilo svoje vysledky [ 5 ]. Nedostatok publikovanych
vysledkov sp6sobuje, ze u¢innost tychto terapeutickych pristupov
zostava kontroverzna.

Aplikacia pristupov TE a regenerativnej mediciny na opravu lézii

kibovej chrupavky sa zda byt este zloZitejsia: hoci reparaéné stratégie,
ktoré sa spoliehajui na chondrogénnu diferenciaciu MSC, su atraktivne,
existujuce metody neposkytuju spol'ahlivé dlhodobé klinické vysledky
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[6 ] . Bola hlasend narusena tvorba tkaniva, ktorému chybaju
biologické a mechanické vlastnosti nativnheho tkaniva, spolu s
tazkost’ami pri integracii skonstruovaného konstruktu do okolitého
tkaniva [7 ] . V dosledku toho sa stale diskutuje o klinickom pouziti
MSC na opravu chrupavky, najma pri tazkych poskodeniach, ako je
osteoartritida.

Je preto jasné, ze je potrebné zlepsit’ sucasné dostupné technolégie TE,
aby sa vyvinuli u¢inné nahrady tkaniva podporujuce dlhodobé klinicke
vyhody. Spolu s pristupmi TE je potrebné usilovat’ sa o terapie
zamerané bud’ na zlepSenie endogénnej regeneracnej kapacity
rezidentnych MSC alebo nabor do buniek kompetentnych na opravu
poskodeného miesta. LieCebné postupy schopné zlepsit’ vykonnost’
MSC, posobiace tak na ich opravni/regenera¢nu kapacitu, ako aj na
ich schopnost’ modulovat’ imunitna/zapalovd odpoved’, prinesu
vyznamnu hodnotu sticasnej regenerativnej medicine a pristupom k
oprave tkaniva.

st do:
2. Pulzné elektromagnetické polia

Pulzné elektromagnetické polia (PEMF) sa v si¢asnosti pouzivaji v
ortopedickej oblasti na podporu reparativnej osteogenézy a na
zabezpedenie ochrany kibov [ 8 . Prva sprava popisujtica ispesna
aplikaciu PEMF na lie¢bu zlomenin, ktoré nie st v kiboch, sa datuje do
roku 1974 [ 9 ] a vroku 1979 FDA schvalila PEMF ako bezpe¢nu a
ucinnu liecbu nezrastov, vrodenej pseudoartrézy a neuspesSnych

fazii. Vedeckeé zaklady stimulacie PEMF pre hojenie kosti spocivaju v
identifikacii vztahu medzi elektrickou aktivitou a tvorbou kosti v
reakcii na aplikovanui mechanicku zat'az od Fukadu a Bassetta
[10,11].

PEMF su nizkofrekven¢né magneticke polia so Specifickym tvarom
viny a amplitidou, ktoré sa vyznacujua konstantnymi zmenami
amplitudy magnetického pol’a v priebehu ¢asu. Pulzné magnetické
pole indukuje v exponovanom tkanive sekundarne elektrické pole
podobné tomu, ktoré sa prirodzene vytvara pri premene mechanicke;j
energie na elektricku [ 12 ]. V poslednych 20 rokoch sa vyskumné
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metodoldgie prevzaté z farmakologie systematicky aplikovali na
Studium biologickych ucinkov vyvolanych expoziciou PEME ¢o vedie k
rozvoju fyzikalnej dynamiky, tj vedy, ktora Studuje presni kombinaciu
fyzikalnych parametrov potrebnych na dosiahnutie pozadovanych
biologickych tcinok.

Dokazy v literature ukazuju, Ze u¢innost’ stimula¢ného zariadenia
PEMF zavisi od fyzikalnych vlastnosti pouzitého elektromagnetického
signalu. V prehl'ade literatiry Massari et al. hl’'adali klinické studie
hodnotiace ucinnost’ liecby PEMF. Prieskum ukazal, ze na trhu je
dostupnych niekol'ko zariadeni PEMF, avs$ak len niekol'ko signalov
PEMF je podlozenych klinickymi dokazmi: tieto signaly st bud’
lichobeznikové alebo pilovité viny so Spi¢kovou intenzitou
magnetického pol'a v rozsahu od 1,2 mTesla (mT) do 2 mT a
frekvencie opakovania signalu medzi 15 Hz a 75 Hz [ 13 ]. V sic¢asnosti
sa tieto zariadenia pouzivaju na klinike na bezpec¢nu podporu a
urychlenie hojenia zlomenin kosti: Stimulacia PEMF sa ukazala ako
uc¢inna pri podpore hojenia nezrastov [14 ] a oneskorené zvazky

[ 15 ]. Tiez Cerstvé zlomeniny s rizikom nezhojenia sa m6zu uspesne
lieCit pomocou PEMF: Faldini et al. pri zZlomeninach kr¢ka stehnovej
kosti uviedli 94 % mieru hojenia v skupine PEMF v porovnani so 69 %
v skupine s placebom [16 ] . Od zaciatku 21. storocia sa vd’aka
vysledkom vel’kého projektu translacného vyskumu (Cartilage Repair
and Electromagnetic Stimulation: CRES study) stimulacia PEMF
uspesne aplikuje aj na skoré stadium osteoartritidy, posttraumaticke;j
kibovej patolégie a po chirurgickej lie¢be kibov na kontrolu zapalu a
ochranu kibovej chrupavky pred degeneraciou [ 8 ].

Vzhl'adom na tstrednu ulohu MSC v prirodzenych udalostiach
veducich k diferenciacii a oprave tkaniva a vzh'adom na to, Zze bunkové
zlozky v TE sa priblizuju k kosti [ 17 ] aj chrupavke [ 6 ]], v poslednych
rokoch sa niekol’ko snah zameralo na odhalenie u¢inkov
elektromagnetickych poli (EMF) na osteogénnu a chondrogénnu
diferenciaciu MSC, ako aj zapojené signalne drahy. Ako je podrobne
uvedené nizsie, ziskané vysledky ukazali, ze PEMF kontroluju zapalové
mikroprostredie a podporuju diferenciaciu MSC, ¢im hraju
proosteogénnu a chondrogénnu tlohu. V tejto oblasti umoznuje
identifikacia membranovych cielov PEMF a zahrnutych $pecifickych
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intra- a extracelularnych drah racionalnu aplikaciu PEMF na klinické
stavy charakterizované narusenim tychto Specifickych drah.

ist do:

3. Adenozinovy agonisticky efekt indukovany pulznymi
elektromagnetickymi pol'ami

Adenozin je purinovy endogénny nukleozid s mnohymi
fyziopatologickymi funkciami zapojenymi do rakoviny, bolesti, zapalu
a neurodegenerativnych ochoreni. Adenozin sa primarne syntetizuje z
defosforylacie ATP, ADP a AMP, kombinovanym pdsobenim dvoch
hydrolyzujucich enzymov, ktoré sa nazyvaju
ektonukleozidtrifosfatdifosfohydrolaza (CD39) a ekto-5'-nukleotidaza
(CD73) [18] . Intracelularne hladiny adenozinu st udrziavané nizke
vd’aka konverzii na AMP adenozinkinazou. Ked’ dopyt po energii stuipa,
napriklad pocas zapalu alebo pri hypoxickych/ischemickych stavoch,
zvysuje sa extracelularna koncentracia adenozinu [ 19 ]. Funkcie
adenozinu su sprostredkované jeho interakciou so Styrmi receptormi
spojenymi s G-proteinom (GPCR), menovite 4, s azs @ asars - N@jma

Ai, A3 ,; su spojené s Gi proteinom a inhibuju adenylatcyklazu (AC)
znizujucu hladiny cAMP. Naopak, ,,, a .,; AR su spojené s Gs proteinom
a ich aktivacia vedie k zvySeniu cAMP [ 18 ]. Modulacia AR sa silne
podiela na regulacii zapalovych procesov, ¢o naznacuje ich zapojenie
do roznych patolégii vyplyvajucich zo zapalu, vratane mnohych
ochoreni kibov [ 20 ].

Je dobre zname, ze adenozin a jeho metabolity su dolezitymi faktormi
rastu a diferenciacie MSC, ale nie vzdy su sucast’ou sekretomu MSC

[ 21,22 ]. Udaje uvedené v literatire uvadzaju, ze adenozin reguluje
diferenciaciu MSC stimulujuc chondrogenézu aj osteogenézu
prostrednictvom aktivacie ,,, a ., AR [ 23 ]. Aktivacia A ,, AR
endogénnym adenozinom riadi homeostazu matrice chrupavky vo
fyziologickych podmienkach [ 24 ]. Strata ,,, AR alebo CD73 u
knockoutovanych mysi spdsobuje spontannu osteoartritidu s
modifikovanym zlozenim chrupavky a sten¢ovanim chrupavky

[25, 26 ]. Okrem toho sa uvadza, ze ,;.. downreguluju osteogénnu
diferenciaciu a ze expresia . j€ zniZzena v diferencovanych
osteoblastoch, zatial' ¢o naopak dochadza poc¢as chondrogenézy
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sprevadzanej redukciou CD73. To naznacuje, Zze zmeny v A2A ,,, /CD73
mozu nasmerovat’ bunky skor k osteogénnej diferenciacii ako k
chondrogénnej [ 27 |.

Podobne ako u A ,, AR, aj u A ; ARs knockout mysi sa vyvinie
spontanna osteoartritida [ 25, 28 ]. Stimulacia A ; AR pdsobi proti
zapalu podporou infiltra¢nej smrti zapalovych buniek a odvratenim
apoptozy chondrocytov [ 29 ]. V 'udskych chondrocytoch
stimulacia ,;,, vedie k downregulacii prokatabolickych drah, ¢im sa
zabrani degeneracii chrupavky [ 30 |.

Prva sprava popisujuca vplyv PEMF na AR pochadza z roku 2002, ked’
Varani a kol. opisali upregulaciu A2A ,; indukovanu expoziciou PEMF v
I'udskych neutrofiloch [ 31 ]. Neskor studie uskuto¢nené na
artikularnych bunkach - ako su chondrocyty a synoviocyty - uviedlj,
ze lieCba PEMF zvySuje expresiu A ,, a A ; AR (postava 1), pricom nema
ziadne ucinky na iné podtypy AR [ 32 ]. Spolo¢na lie¢cba s PEMF

a selektivnymi agonistami ,,, a 3., CGS21680 a Cl-IB-MECA, v danom
poradi, ukdzala zvyseny uc¢inok na produkciu cAMP v porovnani s
liecbou samotnym agonistom. To naznacuje, Ze PEMF po6sobia ako
modulatory schopné zvysit’ aktivitu agonistu adenozinu. Tento uc¢inok
bol zruseny pouzitim selektivnych antagonistov ,,, a ;. (SCH 58261 a
MRE 3008F20), co potvrdzuje, ze pozorovany ucinok bol sp6sobeny
aktivaciou A2A , A3 ,; a nie zmenou funk¢énosti AC [ 32]. Liecba PEMF
ovplyvnuje aj bunkovy rast bovinnych chondrocytov a synoviocytov
podobnych fibroblastom: spolo¢na liecba CGS21680 a PEMF
vyznamne zvysuje bunkov proliferaciu [ 32 ]. Dalsie $tadie ukazali, ze
stimulacia A ,, a A ; ARs v pritomnosti PEMF ma protizapalové ucinky
znizujuce uvolnovanie PGE2 a expresiu cyklooxygenazy typu 2
(COX-2) v hovadzich synovialnych fibroblastoch [33 ] . Ako je uvedené
vysSie, A2A , A3AR ,,, vyznamnu ulohu pri zapale:

liecba ,,, a ,;,Agonisty AR maju za nasledok zniZzené uvolniovanie
prozapalovych cytokinov, ako je tumor nekrotizujuci faktor o (TNF-a),
interleukin (IL) 8, PGE2 a IL-6, a zvySenu produkciu protizapalového
cytokinu IL-10 (postava 1) [ 34, 35 ]. Stddie in vitro uskuto¢nené na
bunkovych liniach T/C-28a2 a hFOB 1.19, 'udskych chondrocytoch a
osteoblastoch, v uvedenom poradi, potvrdili predchadzajice udaje
ziskané v bunkach hovadzieho dobytka, ktoré odhal’uju, ze expozicia
PEMF vedie k zvySenej expresii A2A a A3 AR €0 ,,umae RT- PCR, analyza
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Western blotting a experimenty saturac¢nej vazby [ 36 |. zuens reguiscia

aa A 13 AR indukovana PEMF moze posilnit kompenzac¢ny mechanizmus
tela, aby posobil proti zapalu. Dokonca aj v 'udskych chondrocytoch a
osteoblastoch spolo¢na liecba s CGS21680 a PEMF zvysuje bunkovu
proliferaciu. Dalej oba CGS21680a Cl-IB-MECA preukazali
protizapalovy potencial znizujuci uvolfiovanie zapalovych cytokinov a
inych mediatorov zapojenych do zapalu kibov a ochoreni kosti

[ 36 ]. Na druhej strane, v hFOB 1.19 osteoblastoch expozicia PEMF
urcila zvysenie produkcie osteoprotegerinu (OPG) (postava 1). OPG
brani vazbe medzi aktivatorom receptora NF-kB ligandu (RANKL) a
RANK, ¢o brani diferenciacii a aktivacii osteoklastov [ 36 ], ¢im
inhibuje osteolyzu.

Chondrocytes
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postava 1
Uc¢inok PEMF na 'udské osteoblasty a chondrocyty (ziadne PEMF: l'avy panel, expozicia

PEMF: pravy panel). Stimulacia PEMF indukuje zvysenie expresie ,,, @ . - Upregulacia
indukovand PEMF zvysuje signalizaciu protizapalovych downstream receptorov
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znizenim aktivacie NF-KB a uvoliovanim zapalovych mediatorov, ako su IL-6, IL-8 a
PGE2. Okrem toho, PEMF-indukovani modulacia A2A , A3AR ,, za nasledok zniZzené
uvolnovanie VEGF a zvysenu bunkovu proliferaciu a produkciu OPG.

ist do:

4. Chondrogénne ucinky a drahy aktivované pulznymi
elektromagnetickymi pol'ami

MSC su vybavené chondrogénnym diferenciacnym potencidlom a
predstavuju atraktivny bunkovy zdroj pre tkanivové inzinierstvo
chrupavky [ 1 ]. Na zaklade ich vysSie uvedenych prochondrogénnych a
protizapalovych uc¢inkov by stimulacia PEMF mohla predstavovat’
adjuvantnu stratégiu na zvysenie rychlosti a kvality chondrogénnej
diferenciacie a na zlepSenie funkcnosti opraveného tkaniva, ¢o v
kone¢nom do6sledku zlepsi vysledok po pristupoch TE.

Ukazalo sa, ze PEMF aktivne podporujui chondrogénnu diferenciaciu
MSC izolovanych z roznych zdrojov. Mayer-Wagner a kol. po prvykrat
opisali ucinok stimulacie PEMF na chondrogénnu diferenciaciu
I'udskych BM-MSC [ 37 ]. V pritomnosti chondrogénno-induktivnych
rastovych faktorov vyvolala expozicia PEMF zvySenu expresiu
kolagénu typu II (Col2) a obsah glykozaminoglykanu (GAG). Chen a
kol. uviedlj, Ze stimulacia PEMF zvysila chondrogénnu diferenciaciu
P'udskych ADMSC v dvojrozmernych (2D) aj trojrozmernych (3D)
kulturach. PEMF vyznamne zvysili expresiu chondrogénnych génov
(SOX9, kolageén typu II a agrekan) a ukladanie chrupavkového matrixu
(sulfatovany GAG) [ 38]. V MSC odvodenych z 'udskej pupocnej Snury
Esposito et al. ukazali, ze PEMF zvysili bunkovu proliferaciu a
chondrogénnu diferenciaciu [ 39 ]. Tieto vysledky potvrdili Kavand a
kol. v krali¢ich MSC odvodenych z tukového tkaniva kultivovanych v
3D: expozicia PEMF (1,6 mTesla (mT) pri 25 alebo 50 Hz, 8 h/den,
pocas 21 dni) zvysila expresiu Col2 a ukladanie extracelularne;j
matrice [40 | . Nedavno Chen a kol. ukazali, Ze PEMF st uc¢inné pri
podpore chondrogenézy superparamagnetickych nanocastic oxidu
zeleza (SPI0) znacenych MSC v potkanom modeli defektov chrupavky
prostrednictvom aktivacie signalnej drahy transformujuceho
rastového faktora beta (TGF-B)/SMAD [41 ] .
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Naopak, Wang a spol. v potkanich BM-MSC uviedli, ze PEMF pri 1,2 a5
mT inhibuju udrziavanie chrupavkového fenotypu a zvysuju
degradaciu extracelularnej matrice Specifickej pre chrupavku v
neskorom Stadiu chondrogénne;j diferenciacie [42 ] .

Hlasené uc¢inky PEMF na chondrogénnu diferenciaciu MSC ukazuju
Siroku skalu reakcii, od stimulacie [ 37, 38 ] az po inhibiciu
chondrogenézy [ 42 | (stol 1). Za takéto nezrovnalosti st
pravdepodobne zodpovedné vyznamneé rozdiely v parametroch
signalu PEMF (tj tvar vlny, maximalna intenzita magnetického pola,
frekvencia a hodiny stimulacie). Aby sa tento problém prekonal, Parate
a kol. testovali uc¢inky expozicie PEMF na chondrogénnu diferenciaciu
I'udského MSC zmenou maximalnej amplitidy magnetického pola,
trvania expozicie a davkovania. Optimalna chondrogénna diferenciacia
sa dosiahla v reakcii na jednu 10-minutovu expoziciu pri 2 mT PEMF:
bola hlasena vyznamna upregulacia expresie Sox9, Col2 a agrekanovej
mRNA, ¢o sa premietlo do zvySenej chondrogénnej depozicie ECM po
21 dnoch kultivacie [ 43]. Autori tiez vynalozili zna¢né usilie na
identifikaciu signalnych drah regulujucich odpoved’ na PEMF:
detegovala sa ¢asova, intenzita a na davke zavisla upregulacia oboch
kationovych kanalov V4 a C1 (TRPV4 a TRPC1) s prechodnym
receptorovym potencialom (TRP). Kanaly TRP sa podielaju na
bunkovej mechanotransdukcii, ktora reguluje prilev Ca2+ v reakcii na
mechanické stimuly. Influx CaZ2+ je kI'icovou udalost’ou pri iniciacii
chondrogenézy a TRPV4 aj TRPC1 sa podiel'aju na chondrogénne;j
diferenciacii [ 44 ] a v€asnej expanzii chondrocytov [ 45 ]. PEMF teda
naborom TRP kandlov zvysuju intracelularnu koncentraciu Ca2+ a
zvysuju chondrogenézu.

stol 1

U¢inky pulznych elektromagnetickych poli na chondrogénny potencial
mezenchymalnych kmenovych buniek (MSC).

Zdroj bunky Parametre PEMF Utinky PEMF
75 Hz, 1-5 mT
Potkanie 3 h/deni pocas 4 Inhibovat’ zachovanie chrupavkového
BM-MSC tyzdiov. Chengdu Miracle fenotypu [ 42 ]

Chemical zariadenie.

75 Hz, 1,8 mT, 8 h/den pocas Zvyste expresiu kolagénu typu I a

Krali¢ie ADMSC 21 dni ukladanic ECM [ 40 ]
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Zdroj bunky Parametre PEMF Utinky PEMF
Bovinné MSC:zo - Lichobeznikova vina, 75 Rz b pi proti I1-1B-indukovanej inhibicii
synovialnej 1,5 mT, 3-5 chondrogenézy [ 46 ]
tekutiny tyzdnov. Zariadenie IGEA. & 1=
Zvyste expresiu kolagénu typu I a
obsah glykozaminoglykénov (GAG)
Sinusova vina, 1 T. [38]
LCudské ADMSC : 9 PR
3 min/dei, 3-5-7-10 dni. Posilnite chondrogénnu diferenciaciu v
2D
a 3D kultarach [ 38 ]
MSC odvodené z Lichobeznikovéa vina, 75 Hz, Zvyste bunkovu proliferaciu [ 39 ]

I'udskej pupocnej 1,5 mT, 8 h/den, 21 dni. N ] ] .
$niry Zariadenie IGEA. Zvyste chondrogénnu diferencidciu [ 39 ]
Sinusova vlna, 15 Hz, 5 mT,
45 minut kazdych 8 hodin,
pocas 21 dni. Zvyste chondrogénnu diferencidciu [ 37 ]
Zariadenie TNeue
Magnetodyn.
Upregulujte expresiu Sox9, Col2 a
15 Hz, 1-4 mT, 5-60 min, agrekanovej mRNA [ 43 ]
jedna a viacnasobna Zvyste chondrogénnu depoziciu ECM
expozicia. [43]
Upregulacia TRPV4 a TRPC1 [ 43 ]
LCudské . .
BM-MSC Propagujte migraciu MSC [ 47 |

Sinusova vlna, 7,5-75 Hz, 1
mT, 24 h.
Namorna inZinierska
univerzita.

Zvysenie intracelularneho Ca2+ [ 47 ]

Aktivacia FAK [ 47 ]

zvysena aktivita Rho GTPazy [ 47 ]

zvysena tvorba F-aktinovej siete [ 47 ]

15 Hz, 0-3 mT, 5-30 min,
jedna a viacnasobna
expozicia.

Kolmé PEMF zvysuji chondrogénnu
diferenciaciu v MSC kultivovanych na
nahodne orientovanych skafoldoch [ 48 |

15 Hz, 0,5-4 mT, 10 min.

Posilnit’ parakrinna funkciu MSC na
regeneraciu chrupavky [ 49 ]

Otvorit’ v samostatnom okne

Skratky: hodiny, h; minudty, min; Hertz, Hz; interleukin 1 beta, IL-1p, fokdlna adhézna

kinaza, FAK.

Zvysena intracelularna koncentracia Ca2+ sa tiez podiel’a na regulacii
migracie MSC v reakcii na PEMF [ 47 ]. Ukazalo sa, ze expozicia PEMF
(1 mT, 50 Hz, 24 h) podporuje migraciu MSC intracelularnym
sposobom zavislym od vapnika. Intracelularne zvysenie Ca2+
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indukované PEMF aktivuje signalizaciu fokalnej adhéznej kinazy
(FAK), ¢o vedie k zvySenej aktivite Rho GTPazy a zvySenej tvorbe
F-aktinovej siete, ktora podporuje reorganizaciu cytoskeletu a
migraciu buniek.

Ukazalo sa tiez, ze smery magnetického pola ovplyvnuju
chondrogénnu diferencidciu MSC [ 48 ]. Celik a kol. uviedli, ze
chondrogénna diferenciacia sa zvysila, ked’ sa MSC kultivovali na
nahodne orientovanych skafoldoch a vystavili sa kolmym PEMF. Tento
ucinok bol vysledkom komplexnej suhry dynamiky fokalnej adhézie,
remodelacie cytoskeletu a mitochondrialnych reakcii.

Ukazalo sa tiez, ze PEMF moduluju sekretom MSC, hodnotené ako
kondicionované médium (CM) zozbierané z MSC exponovanych PEMF
[ 49 ]. V tejto studii autori uviedli, Ze KM zozbierané z MSC
exponovanych PEMF (PCM) ma zvySenu prochondrogénnu aktivitu v
porovnani s médiom odvodenym z neexponovanych buniek. V
skuto¢nosti podporoval tvorbu chrupavky s vynikajucim hyalinovym
fenotypom a vykazoval vyssi protizapalovy potencial, ktory chrani
chrupavku pred nepriaznivymi zapalovymi stavmi v kibovom
prostredi. Navyse migracia chondrocytov aj MSC bola zvySena
pomocou PCM, ¢o naznacuje jeho potencial chemotakticky pritahovat’
chondrocyty alebo MSC a podporovat’ endogénnu regeneraciu
chrupavKky.

Protizapalovy ucinok expozicie PEMF bol podrobne opisany

vysSie. Zvlast zaujimave su vysledky od Ongaro et al. ktori skumali
ucinky stimulacie PEMF pocas chondrogénnej diferenciacie hovadzich
synovialnych MSC v pritomnosti IL-1B [ 46 ]. Autori uviedli, ze
stimulacia PEMF samotna alebo v pritomnosti chondrogénneho
indukéného média mala obmedzeny ucinok na podporu diferenciacie
chondrocytov. V pritomnosti IL-1 p vSak stimuldcia PEMF posobila
proti IL-1 p-indukovanej inhibicii chondrogenézy, obnovila syntézu
proteoglykanu a zachovala expresiu agrekanu a mRNA Col2. Tieto
udaje naznacuju, ze stimulacia PEMF udrziava a podporuje
chondrogénnu diferenciaciu aj pri zapalovych stavoch.

V sulade s tymito zisteniami Veronesi et al. ukazali, ze stimulacia PEMF
podporuje osteochondralnu regeneraciu v kralicich
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osteochondralnych 1éziach lie¢enych kolagénovym skeletom a
koncentratom BM [ 50 ]. Najma expozicia PEMF vyrazne zlepSila
celularitu chrupavky a obsah GAG matrice a makroskopicky vzhl'ad a
percento chrupavky pod znackou prilivu. Nedavno Stefani a

kol. hodnotili a¢inky expozicie PEMF na strukturalnu a funkénu kvalitu
tkanivovo vytvorenych chrupavkovych stepov [ 51 ]. Autori uviedli, ze
stimulacia PEMF podporuje tvorbu rovnomerného hyalinového
reparovaného tkaniva a znizuje hladiny prozapalovych cytokinov v
kibovom prostredi.

st do:
5. Terapeutické dosledky pre pristupy k oprave chrupavky

Studie diskutované vyssie naznacuju vyznamny vplyv stimulacie PEMF
na rozne aspekty terapii zalozenych na MSC na opravu chrupavky. Po
prvé, expozicia PEMF zvySuje chondrogénnu diferenciaciu MSC
prostrednictvom priamej aktivacie chondrogénnych signalnych drah
(tj TGF-B/SMAD) a nepriameho parakrinného mechanizmu,
sprostredkovaného sekretomom MSC. Z tohto pohl'adu by sa PEMF
mohli pouzit’ ako adjuvantna terapia na zvySenie génovej expresie
Specifickej pre chrupavku a chondrogénnej diferenciacie MSC na
prekonanie prekdzok pouzivania rastovych faktorov in vivo.

Po druhé, stimulacia PEMF moZe tiez posobit’ ako chemotakticky
signal pre MSC a chondrocyty, ¢im podporuje migraciu buniek na
miesto poskodenia, aby sa podporila oprava tkaniva. Po tretie, PEMF
maju silny protizapalovy ucinok, ktory chrani tkanivo chrupavky pred
katabolickou aktivitou prozapalovych cytokinov. Po poraneni
chrupavky alebo osteoartritide je expresia prozapalovych cytokinov a
katabolickych faktorov zvysena, co sposobuje trvaly zapal, degradaciu
matrice a apoptézu chondrocytov [ 52 |. Expozicia PEMF ma priamy
protizapalovy uc¢inok prostrednictvom zvysenej

regulacie ,,, a ,;adenozinové receptory, ¢im sa znizuje uvolnovanie
prozapalovych cytokinov a zvySuje sa uvoltiovanie protizapalovych
mediatorov. Okrem toho expozicia PEMF zvySuje protizapalovy
potencial sekretému MSC, ¢im sa zvysuje terapeuticka ucinnost’ MSC
pri zmiernovani poSkodenia chrupavky a obnove regeneracnej
kapacity MSC v prostredi zapaleného kibu.
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ist do:

6. Osteogénne ucinky a drahy aktivované pulznymi
elektromagnetickymi pol'ami

Hojenie kosti je vel'mi zlozZity proces zahtiajuci rozne fazy
sprevadzané tvorbou nového tkaniva, ktoré obnovuje poranenu

kost. Po zapalovej faze zahfnia nabor MSC, ich diferenciaciu na
osteoblasty a produkciu zloziek extracelularnej kostnej matrice. Teraz
je zname, ze vSetky tieto procesy su riadené mnozstvom signalov,
ktoreé reguluju aktivity buniek na opravu kosti prostrednictvom
modulacie signalnych drah. Hlavné zahrnuté signalne drahy boli
nedavno preskimané Majidinia et al. a zahfiiaji Wnt/B-katenin, Notch,
kostny morfogeneticky protein (BMP)/TGF-p, fosfoinozitid
3-kinazy/Akt/cicavci ciel rapamycinu (PI3K/Akt/mTOR), mitogénom
aktivovanu proteinkindzu (MAPK), krvné dosti¢ky - odvodeny rastovy
faktor (PDGF), inzulinu podobny rastovy faktor (IGF),53 ].

Tu sa zameriavame na najdolezitejsie idaje tykajuce sa stimulacie
osteogennej diferenciacie MSC indukovanej PEMF s potencialnymi
terapeutickymi dosledkami na lie€bu ochorenti kosti. Charakteristiky a
uc¢inky EMF na osteoblasty a osteoklasty nedavno zhodnotili Zhang B
etal. [ 54 ]. Vjednej z prvych studii analyzujucich osteogénne ucinky
PEMF na l'udské MSC sa zistilo, Ze expozicia PEMF zvysila produkciu
osteogénnych markerov, ako je alkalicka fosfataza (ALP) a osteokalcin
(OC) v pritomnosti kostného morfogenetického proteinu 2 (BMP). -2),
¢o naznacuje synergické posobenie PEMF a BMP-2 [ 55]. Potom
niekol’ko d’al$ich autorov potvrdilo, ze PEMF stimuluju osteogénnu
diferenciaciu MSC odvodenych z kostnej drene alebo tukového tkaniva
aj v nepritomnosti BMP-2 [ 56,57, 58 ]. Osteogénne ucinky
indukované PEMF boli pozorované v bunkach kultivovanych na
plastoch alebo inych substratoch, ako su nanoStruktirované titanové
povrchy (TiO2) [ 59 ] a biomaterialy [ 58, 60 ].

Aj ked’ sa vSeobecne uznava, Ze expozicia PEMF indukuje osteogénnu
diferencidciu MSC, signalne drahy, ktoré su zakladom takychto
ucinkov, su stale predmetom intenzivneho skiimania (Tabul'ka 2).
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Tabulka 2

U¢inky pulznych elektromagnetickych poli na osteogénnu diferenciaciu
mezenchymalnych kmenovych buniek (MSC).

Zdroj bunky Parametre PEMF Utinky PEMF

Zvyste aktivitu ALP,
mineralizdciu, Runx2, Osx [ 61 ]

C3H10T1/2 mysacia 30 Hz, 1 mT, 2 h/den pocas Zvyiite intracelularnu koncentraciu

linia mezenchymalnych 20 dni.
kmeﬁovychybuniei Zariadenie EBI. Ca2+[ 6] ]
Upregulujte Wntl, fosfo-Lrp6 a
B-katenin [ 61 ]
Zvyste ALP, mineralizéciu,
26 Hz ELF-PEMF expresiu génov COL-1a OC [ 57 ]
7 min/den pocas 14 dni. Zvyste Akt, kinazu p70 S6,
Zariadenie Somagen®. ribozomalny protein S6 a

fosforylaciu ERK1/2 [ 57 ]

12 MHz mikrovlnna rura a 30
) mT PEMEF, frekven¢ny rozsah
Ludské ADMSC 50-400 Hz, 8 h/dei, 14 dni.
Zariadenie STRC.

Zvyste aktivitu ALP,
mineralizaciu, expresiu génov
ALP a Runx2 [ 58 |

Zvyste aktivitu ALP,
mineralizaciu, expresiu génov
30 dni, pristroj MED. ALP a OSP [ 62 ]
Aktivovat’ cestu Akt a mTOR
[62]
Ludské parodontilne  Obdiznikové vina, 15 Hz, 1,8 ZvySenie ALP, OPN,
vazivoveé kmenové alebo 2,4 mT, 1 h/den. mineralizacia, Runx2 [ 63 ]
bunky (hPDLSC) Zariadenie GHY-III. Synergicky efekt s BMP-9 [ 63 ]

Zvyste expresiu génu Runx-2,
COL-I, FN, OSP, Osx, OC,
BMP-2, ALP; aktivita
ALP; BMP-2, DCN, COL-I
protein v bunkéch kultivovanych
na nano-TiO2 povrchoch [ 59 ]

LichobeZnikova vlna, 75 Hz, ZvySte expresiu napatovo

Ludské BM-MSC 2 mT, 10 min/defi pocas 28~ 'adenych Ca kanalov (VGCC)
dni. typu L [ 59 ]

Zvyste ALP, COL-I, OPN, DCN
proteiny [ 64 ]

Zvyste toky Ca2+ pomocou
napit'ovo riadenych Ca kanalov
typu L (VGCC) [ 65 ]

Aktivacia drahy Ca2+/CaM [ 65 ]
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Zdroj bunky

Parametre PEMF Uéinky PEMF

Zvyste toky Ca2+ pomocou
napit'ovo riadenych Ca kanalov
typu L (VGCC) [ 65 ]

Aktivacia drahy Ca2+/CaM [ 65 ]

Zvyste aktivitu ALP, produkciu
OC, mineralizaciu, Runx2, DIx5
[ 66 ]

Aktivujte SMAD1/5/8 a p38
MAPK [ 66 ]

Zvyste regulaciu BMP-2, BMP-6,
BMP typu I receptora [ 66 ]

Zvyste aktivitu ALP, hladinu OC,
mineralizdciu, expresiu génu

LichobezZnikova vina, 75 Hz, Runx2, DIx5, Osterix [ 67 |
1,5 mT, 28 dni. -
Zariadenie IGEA. Zvyste expresiu Notch4, Dll4,

Heyl, Hesl a Hes5 [ 67 |

Zvyste aktivitu ALP, produkciu
OC, expresiu génov Runx2 a DIx5
[68]

Zvyste expresiu miR-26a,
miR-29b, miR-210 alebo
extracelularne uvol'novanie [ 68 |

Zvyste expresiu a uvolfiovanie
VEGF [ 68 ]

Asymetrickd hemisinusova Upregulacia Wntl, Wnt3a,

vlna, pulz 5 ms kazdych 5 s, 1 Wnt10b, Fzd9, BMP2 [ &9 |
T, 3 min/den, 1.-5. Znizenie regulacie SOST [ 69 ]

defi. Zariadenie Oriental Zvyste aktivitu ALP, mineralizaciu
Advance Technology. [ 69 ]

Otvorit’ v samostatnhom okne

Skratky: hodiny, h; minuty, min; Hertz: Hz; ALP, alkalicka fosfataza; COL-I, kolagén typu
[; ELF-PEMF, extrémne nizkofrekvenc¢né pulzné elektromagnetické polia; FN,
fibronektin; OSP, osteopontin; Runx2, transkrip¢ny faktor 2 suvisiaci s runtom; Osx,
osterix; DCN, dekorin; DIx5, distalny homeobox 5; VEGF, vaskularno-endotelialny

rastovy faktor.

Za primarny bunkovy ciel PEMF sa dlho povazovala bunkova
membrana. V skutocnosti jeden z prvych objavov tykajucich sa
molekularnych mechanizmov PEMF identifikoval zmeny v tokoch
Ca2+, najma v dosledku napatovo riadenych kalciovych kandalov typu L
(VGCC) a naslednej aktivacie drahy Ca2+/CaM [64 | . ZvySenie
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intracelularnej koncentracie vapnika indukované PEMF bolo hlasené
aj v hMSC ako skora udalost’ pocas stimulacie osteogénnej
diferencidcie [ 65 ]. Doposial’ vS§ak presny mechanizmus spajajuci
PEME, vapnik a osteogenézu nie je Uplne objasneny, pravdepodobne
kvéli zlozitym mechanizmom regulujicim influx vapnika a stale
nepolapite'nym uloham toku vapnika a L-VGCC pocas osteogénnej
diferenciacie [70 ] .

Niekol’ko studii preukazalo, ze stimulacia PEMF vyznamne zvySuje
proosteogénnu aktivitu ¢lenov rodiny génov TGF-f3, vratane BMP-2 a
-4. Nedavno v MSC l'udskej kostnej drene (hBM-MSC) Martini et

al. potvrdili kombinovanu osteogénnu aktivitu PEMF a BMP-2

[ 55,56, 66 ] v pritomnosti nizkych davok BMP-2. Okrem toho autori
ukazali, ze ucinky PEMF suviseli so zvySenou génovou expresiou
niekol’kych signalnych komponentov BMP vratane BMP-2, BMP-6,
receptora BMP typu I a s aktivaciou SMAD1/5/8, hlavného hraca v
kanonicka signalna draha BMP [ 66]. Synergické u¢inky na osteogénnu
diferencidciu kmenovych buniek periodontalneho ligamentu (hPDLSC)
boli tiez pozorované po kombinovanej liecbe PEMF a BMP-9, d’alsej
zlozky rodiny BMP [ 63 ].

.....

Wnt / B-kateninu. Uast Wnt/f-kateninu na osteogénnej diferencidcii
MSC indukovanej PEMF bola pozorovana v ro6znych bunkovych
modeloch [ 61, 69 ]. Lin a kol. (2015) ukazali, ze jednopulzny EMF
indukuje osteogénnu diferenciaciu v hBM-MSC modulaciou expresie
komponentov signalnej drahy Wnt. Konkrétne, jednopulzny EMF zvysil
expresiu niekol’kych Wnt ligandov, ako s Wnt1, Wnt3a, Wnt10b, Fzd9,
zatial’ co downreguloval sklerostin, znamy inhibitor signalizacie Wnt

[ 71]. Nedavno sa v linii mySich mezenchymalnych kmenovych buniek
C3H10T1/2 ukazalo, ze PEMF indukuju génovu expresiu a syntézu
proteinov zloziek Wnt/B-kateninovej drahy, ako aj zvySenie
intracelularnej koncentracie Ca2+, ¢o naznacuje spojenie medzi
Signalizacia Wnt/Ca2+ (nekanonicka draha) a Wnt-f-katenin
(kanonicka draha) pocas osteogénnej diferenciacie indukovanej PEMF
[61].

Dalsie signalne drahy zapojené do osteogénnej diferenciacie
indukovanej PEMF zahriaju drahu MAPK/ERK, o ktorej je tiez zname,
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ze sa podiela na diferenciacii kostnych buniek a procesoch opravy
kosti. Signalna draha MAPK zahftia triedu proteinkinaz, ktoré
prostrednictvom kaskadovej reakcie aktivuju transkrip¢né faktory a
reguluju génovu expresiu a diferenciaciu [ 53, 72 ]. Niekol'’ko studii
ukazalo zapojenie kaskady MEK/ERK do osteogénnej diferenciacie
indukovanej PEMF v 'udskych MSC [ 57 , 66]. VhADMSC, Poh a

kol. hlasili zvySené hladiny fosforylovanej Akt, p70 S6 kinazy, S6
ribozomalneho proteinu a ERK1/2 kratko po expozicii PEMF co
naznacuje, ze kombindcia aktivacie ERK a Akt v reakcii na extrémne
nizkofrekven¢né pulzné elektromagnetické polia (ELF-PEMF)
podporovala rast hADMSC a prezitie [ 57 |. Na druhej strane, aktivacia
p38 MAPK, z velkej ¢asti skiimana pre svoju ulohu pri modulacii
osteogénneho hlavného génu Runx2 [ 72 ], bola nedavno hlasena
pocas diferenciacie hBM-MSC indukovanej PEMF [ 66 ].

Okrem toho bola hlasena aktivacia signalizacie PI3K / Akt v hMSC pri
osteogénnej indukcii PEME. Zhang a kol. opisali zvySené hladiny
fosforylovaného Akt, fosforylovaného GSK3p a jadrového B-kateninu a
naznacili os Akt/GSK3p/B-kateninu zapojenu do osteogénnej
diferenciacie indukovanej PEMF [54 ] . Ugast’ Akt bola hlasena aj v
osteogénnej diferenciacii hADMSC indukovanej signalmi ELF-PEMF
pomocou intracelularneho signalneho pol'a PathScan [ 57 ]. V
rovnakom bunkovom modeli sa akt upregulacia podiel’a na aktivacii
mTOR drahy identifikovanej pocas PEMF-indukovanej osteogénnej
diferenciacie pri fyziologickych aj zapalovych stavoch [62 ] .

Notch signalizacia je d’alSou relevantnou signalnou drahou skiimanou
pocas PEMF stimulovanej osteogénnej diferenciacie [ 67 ]. Je zname, zZe
tato vysoko evolu¢ne zachovana draha sa podiel’a na hojeni kosti

[ 73 ]. V hBM-MSC Bagheri a kol. ukazali, ze osteogénna diferenciacia
zosilnena PEMF je spojena so zvySenou expresiou niekol’kych zlozZiek
Notch drahy, ako su Notch4, D114, Hey1, Hes1 a Hes5. Okrem toho
liecba inhibitormi Notch znizila u¢inky PEMF, ¢o naznacuje, ze na
osteogénnu diferenciaciu stimulovani PEMF je potrebna aktivacia
drahy Notch [ 67 ].

Napokon, mimoriadne zaujimavé st tidaje uvadzajice schopnost’
PEMF modulovat relevantné epigenetické regulatory, ako st miRNA,
pocas PEMF-indukovanej osteogénnej diferenciacie
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hBM-MSC. Konkrétne De Mattei a kol. ukazali, ze PEMF by mohli zvysit
expresiu a extracelularne uvolfiovanie miR-26a, miR-29b, miR-218,
ktoreé sa predtym podiel’ali na osteogenéze aj angiogenéze [68 ] .

st do:
7. Terapeutické dosledky pre hojenie kosti

Nové dokazy ukazuju, ze stimulacia PEMF predstavuje bezpe¢ny
neinvazivny pristup na podporu opravy kosti a optimalizaciu
inZinierstva kostného tkaniva. Stidie uvedené vyssie skimali
molekularne mechanizmy, ktoré sui zakladom ucinkov PEMF na
MSC. Globalne vysledky tychto stadii ukazuju, ze PEMF p6sobia
modulaciou signalnych drah s dobre zavedenymi lohami pri oprave
kosti [ 53 | a otvaraju niekol’ko novych perspektiv pre terapeutické
pristupy k oprave kosti.

Predovsetkym sa javi ako obzvlast’ délezité pozorovanie, ze PEMF
moduluju signalizaciu BMP a zvysuju osteogénne ucinky nizkych
davok BMP-2 [ 66 ]. V skuto¢nosti, ked’Ze lie€Cba BMP-2 je v suicasnosti
schvalena pre terapiu kosti, tieto vysledky podporuju myslienku, ze
kombinované pouzitie PEMF a BMP-2 mo6ze byt uzitocné pri
ortopedickej lieCbe s potencialnou vyhodou obmedzenia klinickych
vedrlajsich uc¢inkov BMP-2, pravdepodobne suvisi s vysokymi
pouzitymi davkami BMP-2, ako aj so znizenim nakladov na liecbu
BMP-2.

Okrem toho niekol’ko d’alsich studii ukazalo, ze PEMF stimuluju
signalnu drahu Wnt, ktora sa bezne aktivuje pocas hojenia kosti a v
sucasnosti sa skima ako ciel’ farmakologickej intervencie. Ked'ze Wnt
draha je negativne modulovana endogénnymi molekulami, ako je
sklerostin (SOST), molekuly zamerané na SOST, ako su protilatky SOST
(Scl-Ab) a chlorid litny (LiCl), s v sticasnosti v klinickych stadiach
[71] . Na tomto zaklade moZzno predpokladat’ terapie kombinujtce
PEMF s modula¢nymi molekulami Wnt [ 74 ]. V suc¢asnosti sa skuto¢ne
skimaju kombinované terapie vratane liecby lokalnym BMP a
protilatkami proti inhibitorom signalizacie Wnt.
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Podobne vysledky ukazujice zapojenie signalizacie Notch do
osteogénnej diferenciacie indukovanej PEMF naznacuju nové pristupy
k oprave kosti [ 67 ]. Hoci sa o ulohe Notch signalizacie pri oprave
kosti diskutovalo a nie je Uuplne objasnena, niektoré nedavne vysledky
in vivo potvrdili relevantnu tlohu tejto drahy pri hojeni zZlomenin

[ 73 ]. V sdlade s tymito zisteniami sa ukazalo, ze skafoldy naplnené
Notch ligandom Jagged-1 podporuju osteogenézu a podporuju tvorbu
kosti na zvieracich modeloch kostnych defektov [ 75, 76 ]. Nakoniec,
novoobjavena schopnost PEMF modulovat’ miRNA zapojené do
osteogenézy si zasluzi d’alSie skimanie, aby sa odhalil ich potencial pre
translaciu do terapeutickych pristupov [ 68].

st do:
8. Diskusia

Obnova kostnych defektov kritickej vel’kosti a oprava lézii kibovej
chrupavky predstavuju pre ortopedického chirurga vel'ké
vyzvy.Obrazok 2ukazuje prehl’'ad u¢inkov PEMF z hl'adiska opravy
chrupavky a hojenia kosti.
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Kostné stepenie je bezne pouzivany chirurgicky postup na opravu
kosti, ktory vyuziva tri typy Stepov: autostepy, alosStepy a syntetické
Stepy. Tkanivové inzinierstvo predstavuje sl'ubnu stratégiu na
prekonanie obmedzeni aplikacie Stepov a rastuci dopyt po kostnych
Stepoch. Inzinierstvo kostného tkaniva sa spolieha na troch hlavnych
hracov: bunkovu zlozku, skelet a osteogénne faktory [ 77 ]. Sihrnne
niekol’ko dokazov podporuje osteogénny uc¢inok PEMF na MSC
izolované z réznych zdrojov, ¢o naznacuje synergicky efekt s
aplikaciou skeletov a/alebo osteogénnych rastovych faktorov

[78 ] . PEMF sa m6zu pouzit' na podporu kolonizacie implantatu MSC,
podporujuc ich proliferaciu a osteogénnu diferenciaciu [59 ]. Po
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implantacii PEMF podporuju lepsiu integraciu Stepu a inhibuju aktivitu
osteoklastov, ¢im chrania novovytvorenu kost pred degradaciou a
Zvysuju osteogénny regeneracny potencial rezidentnych MCS

[ 79 ]. Nedavne pokroky v znalostiach signalizacie modulovanej PEMF
podporuju d’alsie skimanie pouzitia PEMF samotnych alebo v
kombinacii s osteogénnymi molekulami a/alebo biomaterialom, ktoré
otvara niekol’ko perspektiv pre terapie na opravu kosti a optimalizaciu
TE pristupov.

TE chrupavky na opravu lézii kibovej chrupavky je atraktivnou
prilezitost'ou; stale vSak zostava niekol'’ko obmedzeni: opravené
tkanivo nedokaze reprodukovat’ biomechanické vlastnosti nativnej
chrupavky, ¢o vedie k zlym klinickym vysledkom z dlhodobého
hladiska [ 6 ].

Uspech postupu TE moze podkopat niekol’ko faktorov, medzi ktorymi
je lokalny zapal jednym z najnepriaznivejsich. Lokalne
mikroprostredie moéze vyznamne ovplyvnit’ in situ degradaciu,
prezivanie a integraciu TE konstruktov a celkovo uspesnost lokalnej
reparacnej terapie [ 6 ]. Preto je kontrola prostredia po chirurgickom
zakroku rozhodujuca pre zabezpecenie uspesného dlhodobého
klinického vysledku.

Ukazalo sa, ze PEMF stimulujui bunkovu proliferaciu a ukladanie
extracelularnej matrice, ¢o podporuje kolonizaciu skonstruovaného
konstruktu a in vitro produkciu upraveného tkaniva s lepsimi
funkénymi a mechanickymi vlastnostami [51 ] . In vivo po chirurgickej
implantacii konstruktu stimulacia PEMF podporuje anabolické aktivity
MSC a rezidentnych buniek a ma silny protizapalovy ucinok, ¢im
chrani skonstruovany konstrukt pred skodlivymi ti¢inkami zapalu
[51,80].

V roznych in vitro studiach sa ukazalo, ze stimulacia PEMF je u¢inna
prostrednictvom modulacie AR a nasledného znizenia uvolfiovania
zapalovych mediatorov [ 81 ]. Je zaujimavé, ze PEMF prostrednictvom
zvysenia ,,, AR a ,; AR zosiliiuju u¢inok endogénneho adenozinu, ¢o
vedie k fyziologickejsim uc¢inkom v porovnani s tradi¢nymi liekmi. V
dosledku toho by protizapalovy uc¢inok adenozinu zosilneny PEMF
nebol sprevadzany vedl'ajsimi u¢inkami, desenzibilizaciou receptora a
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downregulaciou [ 82]. Tieto pozorovania modulacie adenozinergného
systému naznacuju, Ze PEMF mo6zu predstavovat atraktivnu stratégiu v
kontexte ,makkej farmakologie” ako neinvazivnej lieCby schopne;j
zvysit u¢inok endogénneho lieciva.

Bolo tiez hlasené, Ze stimulacia PEMF podporuje migraciu MSC [ 47 ],
takze ndborom endogénnych MSC do miesta defektu mézu PEMF d’alej
zlepsit’ Sance na Uspech TE pristupov. V poslednom ¢ase vzbudila
znacny zaujem schopnost’ MSC ovplyviiovat’ okolité prostredie
prostrednictvom sekrécie mnozstva regulacnych molekul

[ 2 ]. Prostrednictvom svojej sekrec¢nej aktivity si MSC schopné
vykonavat’ protizapalové a regeneracné aktivity. PEMF zvysuju
sekre¢nu aktivitu MSC, a najma Parate et al. ukazali, ze sekretom
odvodeny z PEMF stimulovanych MSC by mohol podporovat’
regeneraciu chrupavky [ 49]. Tieto udaje naznacujui moznost’ pouzit
stimulaciu PEMF na zvysSenie regenera¢ného potencialu sekre¢nych
produktov odvodenych od MSC ako bezbunkového terapeutika na
poranenie kibov a osteoartritidu.

Celkovo vedecké dokazy naznacuju, Ze stratégie na opravu tkaniva pre
muskuloskeletalny systém by mali pocitat’ s pouzitim PEMF ako: (1) in
vitro: na podporu tvorby umelo vytvoreného konstruktu so
zlepsenymi funkénymi a mechanickymi vlastnostami; (2) in vivo: (i)
na podporu integracie Stepu; (ii) lokalne kontrolovat prostredie po
implantacii, chranit’ skonstruovany konstrukt pred katabolickou
aktivitou zdpalovych mediatorov a (iii) stimulovat’ opravu tkaniva z
implantovanych a rezidentnych buniek bud’ priamym po6sobenim,
alebo prostrednictvom parakrinného uc¢inku vyvolaného MSC.

ist do:

Skratky

MSC Mezenchymalne kmenové bunky
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hBM-MS Mezenchymalne kmetiové bunky l'udskej kostnej drene

hADMSC [Mezenchymalne kmeniové bunky odvodené z 'udského tukového tkaniva

hPDLSC [Cudské parodontalne vazivové kmenové bunky

PEMF Pulzné elektromagnetické polia

TE tkanivové inZinierstvo

BMP-2  [Kostny morfogeneticky protein-2

EMF Elektromagnetické pole

BMP Kostné morfogenetické proteiny

TGF-p Transformujuci rastovy faktor beta

MAPK  [Mitogénom aktivované proteinkinazy




ALP Alkalicky fosfat

OC Osteokalcin

SOST Sclerostin

VEGF Vaskularny-endotelidlny rastovy faktor

Ca2+/CaM |Ca2+/kalmodulin
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