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Proliferacja i roznicowanie mezenchymalnych komorek
macierzystych po ekspozycji na pole elektromagnetyczne

W ostatnich latach wzrost wiedzy na temat komoérek macierzystych poszerzyt

mozliwosci ich zastosowan oraz spowodowat szybki rozwoéj medycyny

regeneracyjnej. Charakterystyczng cechg komérek macierzystych jest zdolno$¢ do

proliferacji bez konieczno$ci réznicowania. Komorki te s3 samoodnawialne (zdolne

do ochrony wiasnej populacji) i zarazem s w stanie réznicowaé sie

w rozne linie komérek zdolne do regeneracji uszkodzonych tkanek. Obecnie

najszersze zastosowanie w medycynie i najwieksze nadzieje terapeutyczne wigze

sie z komoérkami mezenchymalnymi MSC (ang. mesenchymal stem cells).

MSC naleza do grupy komérek multipotencjalnych, czyli takich, ktére zdolne sg do

réznicowania w obrebie danego listka zarodkowego ektodermy, endodermy lub

mezodermy.

Miedzynarodowe  Towarzystwo  Terapii Komédrkowej uznaje  komorke

za mezenchymalng komérke macierzysta, jesli spetnia ona nastepujace kryteria:

» posiada charakter multipotencjalny,

» mozna wyizolowa¢ jg z dorostego organizmu, a nastepnie hodowac in vitro,

» ma zdolno$¢ do samoodnowy i potencjat do réznicowania w rézne linie
komorkowe w warunkach in vitro,

» tworzy populacje komoérek zdolnych do adherencji do plastiku,

» nie posiada markerow charakterystycznych dla linii hematopoetycznych
(CD14,CD34, CD45, HLAKklasy II),

» posiada na swojej powierzchni okreslone makroczasteczki m. in. CD73, CD29
czy CD105.

Efekty ELF-EMF

Badania wykazaty,
elektromagnetyczne o
czestotliwosciach ELF-EMF
Extremely Low Frequency
Electromagnetic  Field) wplywa na
réznicowanie i proliferacje komorek
mezenchymalnych.  Dziatanie  pola
zalezy od: typu i pochodzenia komérki,
czasu trwania hodowli, podtoza oraz od
parametréw pola elektromagnetycznego
tj. rodzaju sygnatu (pulsacyjne, ciagte),
stosowanej czestotliwosci i natezenia
oraz czasu ekspozycji komoérek na
dziatanie pola (Ross et al. 2015).
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W celu izolacji komérek od zewnetrznego pola elektromagnetycznego podczas
doswiadczen, inkubator z wbudowang cewka umieszczony zostat wewnatrz
komory bezodbiciowej widocznej na Ryc.1.

Réznicowanie MSC

Procesy zachodzace w komoérkach sg
regulowane poprzez bioelektryczne sygnaty
pochodzace z pomp jonowych oraz kanatow
obecnych na powierzchni bton komodrkowych.
Sygnaly przekazywane w wyniku zmiany

potencjatu  determinujg  wiele  procesow
komorkowych, takich jak proliferacja,
réznicowanie czy apoptoza. Wykazano, ze
stymulacja za pomoca pola
elektromagnetycznego o niskich

czestotliwosciach wptywa na przepuszczalnosé
kanatbw jonowych i polaryzacije btony
komoérkowej oraz pobudza wiekszos$¢ struktur
molekularnych.

komérki

Ryc.2 N\ ste
wybarwiane SSEA-4 (marker komorek
embrionalnych) i Zelazem. Zdjecie wykonano w
IMDIK PAN za pomoca mikroskopu konfokalnego
LSM510 firmy Zeiss

Cho¢ w ostatnich latach ukazato sie wiele
doniesien na temat wptywu ELF-EMF na
réznicowanie MSC (Ryc.2), to dokftadny
mechanizm tego zjawiska nie zostat jeszcze
poznany. Zaobserwowano pozytywny efekt
dziatania pola elektromagnetycznego na
réznicowanie komoérek mezenchymalnych w
kierunku neurogenezy (Ryc.3) (Park et al. 2013),
adipogenezy (Sun et al. 2009), chondrogenezy
(Mayer-Wagner et al. 2011), kardiomiogenezy
(Gaetani et al. 2009) oraz osteogenezy (Luo et
al. 2012). Najwiecej publikacji mozna znalez¢ na
temat wptywu ELF-EMF na proces osteogenezy.

Ryc.3
wybarwione

Mezenchymalne
B-tubuling
neuralnego). Zdjecie wykonano w IMDIiK PAN przy
pomocy mikroskopu konfokalnego LSM 510 firmy
Zeiss
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2008

przy stosowaniu plastiku
i medium do osteogenezy,
natomiast dodatek BMP2

PEMF
Serie 20 impulséw o
v=15Hz po 4,5ms i
maks. 1=1,6mT. Czas
ekspozycji 8 godzin
dziennie przez 24 dni

i PEMF promuje wzrost
TGFB1iPGE2. PEMF z
zastosowaniem dysku CaP
(cienki film z fosforanu
wapnia) zwieksza stezenie
ALP i osteokalcyny po 20 dniu

Samo PEMF nie wywotuje
spodziewanych efektéw,
natomiast z dodatkiem
BMP2 zaobserwowano
szybszy wzrost komorek we
wczesnej fazie

Schwartz et al. Pulsed
electromagnetic fields enhance
BMP-2 dependent osteoblastic
differentiation of human
mesenchymal stem cells (2008)
J. Orthop. Res. 26, 1250-1255

2009

SPEMF
kwazi-prostokatne
impulsy; czas trwania
impulsu 300ps v=75Hz
i1=0,13mT (2mV/cm).
Czas ekspozyciji
2h/dzien. Eksponowane
PEMF przez 14 i 28 dni

Wigksza aktywno$¢ ALP w
komérkach traktowanych
PEMF, ale niewielki wzrost
ekspresji Runx2/ Cbfa1, COLI
oraz nie stwierdzono réznicy w|
mineralizacji macierzy

W medium wzrostowym
PEMF nie wplywa znaczgco
na tempo proliferacji MSC

Tsai et al. Modulation of
Osteogenesis in Human
Mesenchymal Stem by Specific
Pulsed Electromagnetic Field
Stimulation (2009) J of Orthop. Res.
1169-1174

2010

2011

2012

PEMF powoduje wzrost
mineralizacji w 9i 14 dniu
Znaczacy wzrost ekspresji:
BMP2, TGFB, MMP1 9 dnia
iMMP3 5 dnia oraz Rankl 14
dnia stymulacji.
PMEF nie wplywa na

PEMF
Ciggta stymulacja
v=15Hz, I= 1G (0,1mT)
w 5ms seriach
skiadajacych sig z 5us
impulséw przez max

H4dni aktywnosé ALP
EMF wraz z czynnikami
ELF-EMF wzrostowymi promuje
v=15Hz i I=5mT chondrogeneze (barwienie

Czas ekspozycji 45 min
trzy razy dziennie co 8
godzin przez 21 dni.

safraning i toluidyng).
Ekspresja kolagenu typu Il
zalezy dodatkowo od pasazu
komérkowego
PEMF

Prostokatne impuisy Synergiczny pozytywny efekt

pola i skafoldéw. Zwigkszona
aktywno$¢ ALP, mineralizacja
macierzy oraz ekspresja
genéw OP, COLI, OC

ms

1= 3,6 mV/cm i v=10Hz

twajace 4hi co 4h, czas
traktowania 28 dni

Brak pozytywnego efektu.
W 14 dniu wigksza
proliferacie wykazywaty
komorki nie poddane
dziataniu pola
elektromagnetycznego

brak informacii

Wzmocnienie proliferacii
przez synergiczny efekt
stosowania skafoldéw 3D
(polikaprolakton+kolagen) i
pola

Jansen et al. Stimulation of
osteogenic differentiation in human
osteoprogenitor cells by pulsed
electromagnetic fields: an in vitro
study. (2010) BMC Musculoskelet.
Disord. 11, 183

Mayer-Wagner et al. Effects of low
frequency electromagnetic fields on
the chondrogenicdifferentiation
of human mesenchymal stem cells
(2011)Bioelectromagnetics 32,
283-290

Hess et al. Synergistic effect of
defined artificial extracellular
matrices and pulsed electric fields
on osteogenic (2012) Biomat. 33
8975-8985

2012

Najlepsze efekty przy
zastosowaniu pola o v=50Hz.
MSC traktowane PEMF
wykazywaly wzrost ALP oraz
po 14 dniu wzrost poziomu
COLI i OC, wykazywaly
réwniez wigkszy stopien
mineralizacji macierzy

PEMF
1=1,1 mT,
czas ekspozycji 30 min
dziennie przez 21 dni,
6 réznych
czestotliwosci 5, 25, 50,
75, 100, 150 Hz

Wzrost proliferacji komérek
traktowanych PEMF, zmiana
morfologii tych komérek

Luo et al. Effects of
pulsed electromagnetic field
frequencies on the osteogenic
differentiation of human
mesenchymal stem cells (2012)
Orthopedics 35, e526-e531

2013

PEMF
0,2mT (5+1

PEMF powoduje wzrost

mV), 5+2Hz czas  ekspresji genéw BOSP, OP,
trwania impulsu ok. OSN, Runx2 w 21 dniu.
1,3ms. Czas Wzrost aktywnosci ALP

ekspozycji: 5, 10, 30 i wzrost stopnia mineralizacji

Nie ma znaczacej réznicy
w zywotnosci do 21 dnia
pomiedzy komérkami
traktowanymi PEMF
i kontrolg. Po 21 dni
obserwuje sig wzrost

Ceccarell et al. A
comparative analysis of the in vitro
effects of pulsed electromagnetic
field treatment on osteogenic
differentiation of two
different mesenchymal cell
lineages.(2013) Biores.2 283-294.

2014

min oraz 1, 4, § godzin macierzy proliferacii komérek PEMF
przez 7i 21 dni.
PEMF zwigksza wydzielanie
PEMF ALP i podwyZzsza poziom OC Ongaro et al. Pulsed electromagnetic

1=1,5mT, v=75Hz czas (dodatek BMP2 wzmacnia ten
trwania impulsu ok.  efekt). Zaobserwowano 95%
1,3ms cykl 1/10 . Czas wzrost mineralizacji po
ekspozycji 28 dni  stymulacji PEMF z dodatkiem
BMP2

brak informacii

fields stimulate osteogenic
differentiatio in human bone marrow
and adipose tissue derived
mesenchymal stem cells (2014)
Bioelectromagnetics 35: 426-436

2015

PEMF
Ciggta stymulacja
(2417). Pole o

Samo PEMF nie powoduje
znaczacych zmian w osteo-
czestotliwosci 15Hz i  indukcji MSC. Dodatek DHEA
natezeniu 1 G (0,1mT),  wraz z dziataniem PEMF
Czas ekspozycji: 5ms znaczaco podnosi ekspresje
serie sktadajace sie 1us ALP, SMAD1, RUNX2,0P, OC
impulsow

Zwiekszona zywotno$¢
komérek o 13% dnia 7 a o
16% w 14 dniu

Kaivosoja et al. The effect of pulsed
electromagnetic fields and
dehydroepiandrosterone onviability
and osteo-induction of human
mesenchymal stem cells (2015)
Tissue Eng. Regen. Med. 9, 31-40.

Tab. 1 Wplyw pola elektromagnetycznego na proliferacje i réznicowanie komérek MSC w kierunku osteogenezy i chondrogenezy.

PEMF-pulsacyjne pole elektromagnetyczne (ang. pulsed electromagnetic field), OP (ang.

osteopontin), ALP (ang.alkaline

phosphatase), OC (ang. osteocalcin), OSN (osteoneectin), COLI (ang collagen type | ), DHEA (ang. dehydroepiandrosterone), MMP1
(ang. matrix metalloproteinase-1), SMAD1 (ang. small body size and mothers against decapentaplegic-related protein-1) RUNX2 (ang.
runt-related transcription factor-2), Cbfa1(ang. core binding factor alfa 1), BMP-2 (bone morphogenetic protein 2), TGFB (ang.
transforming growth factor beta), PGE2 (ang. prostaglandin E2)

W celu potwierdzenia osteogenezy oznacza sie obecno$¢ charakterystycznych markeréw
oraz ekspresje specyficznych genéw. W tabelce powyzej
najwazniejsze z nich tj. fosfataza alkaliczna (ALP), kolagen typu | (COLI), osteokalcyna
(OC) czy geny tji. RUNX2 czy Cbfal. Niestety z zebranych publikacji nie mozna
jednoznacznie stwierdzi¢, jaka role petni pole elektromagnetyczne w proliferacji i
réznicowaniu komérek mezenchymalnych. Wynika to prawdopodobnie z zastosowania
réznych warunkéw, zaréwno podtoza jak i parametréw pola. Najlepsze wyniki otrzymane
zostaty w przypadku stosowania pulsacyjnego pola elektromagnetycznego (PEMF) oraz
dodatkowych komponentéw (tj. skafoldy, dyski, DHEA) czy czynnikéw wzrostowych
(tj. TGFB).
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