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Врачи и учёные, занимающиеся вопросами регенерации костно-мышечной ткани, активно изобретают всё новые и новые методы исследования. Были широко изучены биологические, химические и физиологические факторы, играющие ключевую роль в развитии костно-мышечной ткани. Однако всё большее значение в процессах остеогенной и хондрогенной дифференцировки, пролиферации и созревания приобретает физическая стимуляция. При этом могут варьироваться определённые параметры воздействия, включая его режим, частоту, величину и продолжительность. Исследования показали, что манипуляции с физической микросредой являются незаменимой стратегией восстановления и регенерации кости и хряща, а биофизические сигналы могут существенно способствовать их регенерации. В данной статье мы рассмотрим недавние работы по использованию таких вариантов физической стимуляции, как механические силы (циклическая деформация, напряжение сдвига потока и т.д.), электрические и магнитные поля, ультразвук, ударные волны, изменение субстратов и многое другое, для улучшения восстановления и регенерации костной и хрящевой ткани. Акцент сделан на механизме клеточного ответа и потенциальном клиническом использовании этих воздействий для регенерации кости и хряща.
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1. ВВЕДЕНИЕ

	Классическая регенеративная инженерия тканей – междисциплинарная область на стыке передового материаловедения. клеточной биологии и биологии развития. Её цель – содействие регенерации сложных тканей и органов [1]. В этом процессе природные или синтетические каркасы, клетки и факторы роста объединяются, образуя конструкт, структурно, функционально и механически сходный с родной тканью, которая требует восстановления [2]. Хорошо известно, что заболевания костей, такие как остеопорози переломы костей, и заболевания хрящей, такие как артроз, обычно возникают из-за неправильной физиологии или физического повреждения. Появилось несколько методов и подходов, способствующих регенерации. Например, в качестве простого терапевтического метода для эффективной реконструкции кости широко используется направленная регенерация кости (НРК) [3–5]. Имплантация аутологичных хондроцитов (ИУХ) и лечение мезенхимальными стволовыми клетками человека (МСКЧ) являются многообещающими стратегиями регенерации хряща. Тем не менее, в случае костных дефектов и дегенерации хряща одной из основных задач является восстановление тканей с достаточной механической прочностью и способностью вести себя, как родная ткань. Получающаяся в результате наращивания волокнистая соединительная ткань с ее низкой механической прочностью и хрящевидной структурой создаёт дефектную кость. Применение и ИУХ, и МСКЧ в случае регенеративной терапии хряща на уровне клеток выявило существенные недостатки, мешающие их клиническому применению. После ИУХ вместо гиалинового хряща дедифференцированные хондроциты образуют фиброкартигель, а при лечении артроза МСКЧ гипетрофическая дифференцировка МСКЧ зачастую приводит к энхондральной оссификации [6-12].
	Чтобы решить подобные проблемы, учёные тщательно изучали такие биохимические сигналы, как плазма тромбоцитов, новые каркасы из биоматериалов и различные факторы роста; однако наибольшее внимание было уделено химическому и биологическому поведению [13–17]. Поскольку кость и хрящ подвергаются воздействию многочисленных внутренних и внешних физических сил, биомеханическая среда играет важную роль в поддержании, восстановлении и ремоделировании их соответствующих тканей с целью удовлетворения функциональных потребностей и поддержания гомеостаза ткани. На самом деле физические свойства микросреды клетки так же важны, как и биохимические свойства. Например, было показано, что изменение жесткости внеклеточного матрикса (ВМ) может направлять дифференцировку стволовых клеток. Увеличение жёсткости направляет дифференцировку в сторону более механически компетентных тканей, таких как хрящ и кость, и в сторону от более тонких жировых и нейрональных тканей [18].
	Было показано, что физическое воздействие (циклическая деформация, электричество, электромагнетизм, ультразвук, ударная волна и лазер) играет активную роль в регенерации кости и хряща in vitro и in vivo [19–23]. Было обнаружено, что в инженерии костно-мышечной ткани на уровне клеток эти варианты физического воздействия 
(Рис. 1) индуцируют пролиферацию МСКЧ, модулируют их поведение и поддерживают их дифференциацию путём модуляции их внутриклеточных сигнальных путей. Это обстоятельство говорит о том, что использование такого воздействия может быть многообещающей стратегией для улучшения заживления переломов костей и регенерации хряща. На сегодняшний день некоторые физические манипуляции уже были введены в клиническую практику для регенерации костей и хрящей. Целью данного обзора является выявление основных методов физической стимуляции, используемых при восстановлении костей и хрящей, и выяснение возможных механизмов клеточного ответа.
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Рис. 1 Схематическое изображение регенерации костей и хрящей при различных физических воздействиях на уровне клеток

Mechanical stimulus – механическое воздействие;
Shock wave – ударная волна;
ES – электрическая стимуляция;
US – ультразвук;
Isolated MSCs – изолированные мезенхимальные стволовые клетки;
bone defect – костный дефект;
cartilage lension – поражение хряща;
isolated chondrocytes or MSCs – изолированные хондроциты или мезенхимальные стволовые клетки.

2. ФИЗИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ ПРИ РЕГЕНРАЦИИ КОСТИ И ЗАЖИВЛЕНИЯ ПЕРЕЛОМОВ

2.1 Механические силы

	Хорошо известно, что как внешние, так и внутренние механические силы могут вызывать тканевое сопротивление и адаптацию. Индуцированные тканевые силы передаются в микромеханическую среду резидентных клеток и, таким образом, влияют на внутриклеточные силы. Клетки могут впоследствии модифицировать свою микромеханическую среду посредством цитоскелетной перестройки или активации молекулярной каскадной трансдукции. В конечном итоге это изменяет синтез или деградацию внеклеточного матрикса и обеспечивает обратную связь для изменения чувствительности клеток к поступающим механическим силам [24]. Исследования показали, что соответствующие механические силы важны для локализации, ориентации, метаболизма и гомеостаза костных клеток [25]. Наиболее распространенные механические силы, которые этому способствуют, - циклическая деформация и напряжение сдвига потока.
2.1.1 Циклическое напряжение
	Циклы загрузки и разгрузки вызывают сжатие и расслабление внеклеточного матрикса (ВМ), которые вызывают деформацию в клетках кости или хряща. Циклическая деформация включает в себя многократную деформацию растяжения, а также циклическую деформацию сжатия. Хрящ и кость постоянно подвергаются циклической деформации, когда человек двигается в повседневной жизни. Деформация растяжения клинически используется для костной инженерии при дистракционном остеогенезе (хирургическая процедура, используемая для восстановления кости путем создания перелома между двумя сегментами кости, с последующим медленным перемещением сегментов друг от друга). Величина деформации растяжения важна для развития кости и для определения судьбы МСКЧ. Например, как ранее сообщалось, величина деформации растяжения была связана с ингибированием адипогенеза (процесс, балансирующий остеогенез и хондрогенез), а введение прерываний (отдыха) при приложении деформации не показало значительного эффекта [26]. Эквиабиаксиальная циклическая деформация растяжения значительно уменьшала адипогенез в мышиных животных стволовых клетках жировой ткани (СКЖТ) [27]. Исследования показали, что циклическая деформация может увеличить отношение костной ткани к жировой через сигнальные пути Wnt и повысить экспрессию паладина (актин-ассоциированного белка), что способствует остеогенезу. Активированные растяжением катионные каналы также могут способствовать остеогенезу [28]. Силы, действующие на клетки, могут изменять конформацию белка и, таким образом, выделить точки связывания функционально значимым образом [29]. Элементы цитоскелета, соединяющие актиновые волокна (включая ламинированные белки) с ядерной мембраной, также играют важную роль в остеогенезе во время этой механической стимуляции [29].
	Кроме того, пьезоэлектрические свойства кости заставляют ее генерировать электричество в ответ на механические нагрузки. Амплитуда электрического потенциала, генерируемого в напряженной кости, определяется частотой и величиной приложенной нагрузки и возникающей в результате деформации кости. Электрическая полярность зависит от направлений нагрузки и изгиба. Обычно, когда кость изгибается, вогнутые стороны (при сжатии) становятся отрицательно заряженными, а выпуклые стороны (при растяжении) становятся положительно заряженными, что заставляет кость расти больше на стороне сжатия и больше деградировать на растянутой стороне [30]. В этом случае механическое напряжение также способно стимулировать регенерацию кости по электрически индуцированным путям, механизм которых подробно описан в следующем разделе по электрической стимуляции.
2.1.2 Напряжение сдвига потока
	Система кровообращения (например, кровоток) также вызывает пульсирующее или колебательное напряжение сдвига на костно-мышечных клетках. Напряжение сдвига, вызванное потоком жидкости, играет значительную роль в развитии кости, особенно в процессе остеогенной дифференцировки стволовых клеток. Исследования показали, что как применение непрерывного потока, так и потока пульсирующей жидкости (ППЖ) увеличивает остеогенную дифференцировки СКЖТ по сравнению со статическими культурами. Наибольшая остеогенная индукция наблюдалась при ППЖ. Тьябринга с соавторами утверждают, что через 3 часа после применения ППЖ увеличилась экспрессия гена Runx2, в то время как экспрессия остеопонтина не изменилась. Было высказано предположение, что ППЖ может влиять на ранние, но не на поздние стадии остеогенной дифференцировки. Оно было объяснено тем, что экспрессия Runx2 является показателем раннего остеогенеза, а экспрессия остеопонтина является показателем позднего остеогенеза. Усиление остеогенеза из потока жидкости может быть связано с распределением питательных веществ и факторов роста в клетке. Фрёлих и другие обнаружили повышенную экспрессию костно-специфических маркеров в перфузионных культурах с равномерным распределением, в то время как в статической культуре костно-специфические маркеры находятся только во внешних областях [31]. Таким образом, улучшенный остеогенез из потока жидкости может быть объяснен лучшим распределением питательных веществ и факторов роста.
	Стимуляция потока остеогенеза СКЖТ может быть объяснена косвенным механизмом через полиамины, фермент Cox-2 и оксид азота NO. Исследования показали, что ППЖ увеличивает экспрессию гена спермидин/спермин N (1)-ацетилтрансферазы (ССАТ), фермента, связанного с полиаминовой активностью [32]. Более высокая внутриклеточная кальциевая активность также может быть вовлечена в остеогенез, вызванный сдвигом, через сигнальные пути протеинкиназы С (PKC) и внеклеточные, регулируемые сигналом киназы (ERK 1/2) и следующий за синтезом NO, в активированном ППЖ остеогенезе СКЖТ [33]. Напряжение сдвига потока также может усиливать экспрессию интегрина α5β1, который был идентифицирован как важный фактор, способствующий остеогенезу посредством активации ERK 1/2 [33]. Доказано, что активация ERK важна для определения выживаемости, пролиферации и дифференцировки остеобластов [34].
2.1.3 Молекулярный механизм механической силовой трансдукции
	Как только клетка обнаружила местное механическое воздействие, сигнал должен быть преобразован в биохимический ответ. Ось сигналов ВМ-интегрин-цитоскелет привлекла наибольшее внимание в системе распознавания механической силы опорно-двигательного аппарата (Рис. 2). Трансмембранные рецепторы, называемые интегринами, связывают ВМ с внутриклеточными элементами цитоскелета, состоящими из актиновых филаментов, немышечного миозина и ассоциированных белков [35]. Цитоскелет достигает структурного сцепления, создавая динамический баланс между противодействующими силами сжатия и растяжения [36]. Индуцированные силой конформационные изменения цитоскелета непосредственно изменяют структуру хроматина и таким образом модулируют транскрипционную активность гена. Это происходит через прямое соединение элементов цитоскелета с ДНК [37] или же путём активации интегрин-опосредованных внутриклеточных путей, которые вовлекают киназы фокальных контактов (FAK) или Src тирозинкиназы [38]. Соседние клетки, которые прикрепляются к задействованной клетке через адгезивные комплексы, содержащие кадгерин, могут быть механически перенесены, вызывая, соответственно, молекулярные изменения [39].
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Рис. 2. Возможные пути, участвующие в биологической реакции на механическое напряжение, электростимуляцию, ультразвук и стимуляцию ударной волной клеток костной ткани

Mechanical stimulus – механическое воздействие;
ES – электростимуляция;
US – ультразвук;
shock wave – ударная волна
cytoskeleton – цитоскелет;
receptor – рецептор;
ECM proteins – протеины внеклеточного матрикса;
ion channel – ионный канал;
gap junction – щелевой контакт;
Ca2+ signaling – кальциевый сигнальный путь;
Wnt/β-catanin - Wnt/β-катенин;
MAPK/ERK ½ signaling – сигнальные пути MAPK/ERK ½;
NF-κB signaling – сигнальный путь NF-κB;
GSK-3β - гликогенсинтаза киназы-3-бета;
TRK - рецептор тирозинкиназы;
TCF/LEF - Т-клеточный фактор/лимфоидный энхансер-связывающий фактор;
PI3K - фосфатидилинозитол-3-киназа;
TGF-β - трансформирующий фактор роста бета;
BMP – костные морфогенетические белки;
Akt – протеинкиназа В;
mTOR – механическая мишень рапамицина;
NF-κB – ядерный фактор каппа-би;
PGE2 – простагландин Е2;
AC – аденилатциклаза;
cAMP - циклический аденозинмонофосфат (цАМФ);
PKA – протеинкиназа А;
CREB – цАМФ ответ элемент-связывающий белок;
PKC – протеинкиназа С;
MAPK - митоген-активируемая протеинкиназа;
ERK - внеклеточные сигнально-регулируемые киназы;
FAK - киназы фокальных контактов;
GPCR - G-белок-связанный рецептор;
OCN – остеокальцин;
Osx – остерикс.

	Сигнальные пути MAPK/ERK, Wnt/β-катенина, PI3K/Akt, TGF-β/BMP, NF-κΒ, PKA, PKC, Ca2+ можно регулировать в ответ на биофизические стимуляции, что позволяет усиливать пролиферацию и дифференцировку клеток и модулировать воспалительный ответ путем модулирования экспрессии костных маркеров Rux2, BMP2/4, OCM and Osx и др., а также прочих связанных регуляторов.
	С другой стороны, интегрин-опосредованная передача мембранного напряжения индуцирует активацию Akt, что приводит к последующей активации как β-катенина, так и члена семейства А гена гомолога Ras (RhoA). Это увеличивает жёсткость клеток, что приводит к репрессии адипогенных генов [38]. В результате воздействия силы приток кальция часто регулируется чувствительными к напряжению кальциевыми каналами (VSCC). Эти каналы частично закреплены в клеточной мембране и, таким образом, способны прикрепляться к внеклеточному матриксу и реагировать на механическую стимуляцию в остеобластах [40]. In vitro ингибирование VSCC T-типа значительно снижает экспрессию как ранних, так и поздних механочувствительных генов в остеобластах [41]. Однако механизм передачи механической силы сложен и неясен, что требует дальнейшего изучения.

2.2 Электрическая и электромагнитная стимуляция

2.2.1 Электрическая стимуляция
	Физиологические электрические поля служат эффективным инструментом для контроля и регулирования клеточного и тканевого гомеостаза. Организм человека генерирует в различных местах биологические электрические поля в диапазоне от 10 до 
60 мВ [42]. Биоэлектричество очень важно в процессе заживления ран. Когда образуется рана, генерируется постоянный ток.  Это эндогенное электрическое поле направляет миграцию клеток к краю раны. Напротив, заживление ран нарушается, когда электрическое поле ингибируется [43]. В 1953 г. Ясуда с коллегами прикладывали непрерывный электрический ток к бедренной кости кролика в течение 3 недель и продемонстрировал образование новой кости вокруг катода [44]. С тех пор широко исследовалось использование электрических полей для лечения костей [45]. В последнее время всё чаще также используются емкостные электрические поля и электромагнитные поля с индуктивной связью. Было обнаружено, что как постоянный, так и переменный ток усиливают остеогенез, когда клетки на катоде стимулируются током 5–100 мкА [46].
	Доказано, что электрические потенциалы играют важную роль в пролиферации, миграции и ремоделировании костных клеток как in vitro, так и in vivo [47, 48]. Было обнаружено, что некоторые материалы, используемые для изготовления имплантатов, такие как электрически активная керамика, в том числе поляризованный гидроксиапатит и пьезоэлектрическая керамика, вырабатывающие электрический потенциал при механической нагрузке, вызывают врастание кости и, соответственно, улучшают формирование кости вокруг имплантатов. Механизм, посредством которого электрическая активность влияет на биологические реакции, вероятно, является результатом преимущественной адсорбции белков и ионов на заряженной поверхности. Многочисленные исследования подчеркивают важность влияния видов поверхностного заряда на поведения клеток на границе раздела биоматериалов [49, 50, 47]. После имплантации электрически поляризованных пластин гидроксиапатита в костях черепа крыс наблюдалось улучшение врастания кости и повышение активности остеобластов, при этом полное проникновение кости в поляризованные имплантаты происходило уже через 3 недели [47]. В этом исследовании увеличение образования костей, происходившее на отрицательно заряженных поверхностях (N-поверхностях) поляризованных имплантатов, вероятно, было связано с накоплением на поверхностях ионов Ca2+. Молекулы, такие как фибронектин, остеокальцин и костные морфогенетические белки (КМБ или BMP), с другой стороны, прилипают к положительно заряженным поверхностям (P-поверхностям) для улучшения миграции остеобластов [47]. Накамура с соавторами также наблюдали, как поверхностный заряд поляризованного гидроксиапатита влиял на адсорбцию белка на поверхности гидроксиапатита и, таким образом, повышал остеопроводимость гидроксиапатита. Считается, что на ранних стадиях остеопроводимости ключевым белком является фибрин. Его адсорбция ускорялась как на N-поверхностях, так и на P-поверхностях благодаря ионным изменениям и изменениям pH путем привлечения ионов кальция и -COOH групп фибрина соответственно. В частности, -COOH группы фибрина притянулись к P-поверхностям, в то время как ионы кальция были притянуты к N-поверхностям. Получающийся в результате положительно заряженный ионный слой дополнительно стимулирует адсорбцию фибрина (Рис. 3). Впоследствии из абсорбированных фибрина, тромбоцитов и клеток костной ткани образуется сетчатый каркас. После того как через интегрин α2bβ3 начинает протекать адгезия к фибрину на P-поверхности, активированные тромбоциты дополнительно высвобождают различные факторы роста, которые стимулирующие клетки костной ткани. Компоненты коагуляции играют важную роль на ранних стадиях остеопроводимости [49]. Кроме того, гиалуронан, компонент внеклеточного матрикса, также играет ключевую роль в клеточных взаимодействиях с заряженными поверхностями. Было показано, что отрицательно заряженная поверхность остеобластов, индуцированная гиалуронаном, опосредует первоначальный контакт между клеточной и металлической поверхностями [51].
	Точный механизм, лежащий в основе внутриклеточной передачи сигнала во время электростимуляции при восстановлении костей, до сих пор неясен. Некоторые из гипотез показаны на Рис. 2.
1) Внешние электрические поля могут изменять поток ионов через белки клеточной мембраны (такие как ионные каналы, транспортеры, насосы и ферменты) и впоследствии приводят к изменению концентрации ионов (таких как Ca2+, Na+, Cl- и K+), что может вызывать деполяризацию возбудимых клеток и запуск соответствующих клеточных сигналов [52]. Например, электрическая стимуляция может активировать пути фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K) и пути мишени рапамицина млекопитающих (mTOR), что приводит к транскрипции семейства трансформирующих факторов роста (TGF-β), таких как BMP-4.
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Рис. 3. Биологический механизм фибрин-опосредованной остеопроводимости на (А) отрицательно и (В) положительно заряженных поверхностях

Cells – клетки;
Fibrin protein – белок фибрин;
Calcium ion – ион кальция.

2) Приложенный ток может изменять клеточные щелевые контакты, которые влияют на обмен некоторых сигнальных молекул, таких как кальций, циклические нуклеотиды и инозитолфосфаты. Многочисленные данные указывают на то, что связь с щелевым контактом необходима для развития и поддержания дифференцированного фенотипа остеобластов, включая образование щелочной фосфатазы, остеокальцина, сиалопротеина кости и коллагена [53].
3) Электрические поля также могут влиять на лиганд-рецепторное связывание путём изменения конформации или экспрессии рецепторов. Например, электрические поля могут увеличивать экспрессию аденозиновых рецепторов A2A (A2Ars) или молекул β-интегрина, которые влияют на их родственные внутриклеточные пути, участвуя в противовоспалительных процессах и процессах дифференцировки [54].
4) Электрические поля также могут стимулировать более высокую метаболическую активность, которая может вызывать внутриклеточное истощение аденозинтрифосфата и, таким образом, изменять мембранные характеристики, такие как эндо- и экзоцитоз, адгезию и подвижность [55].
5) Электрические поля могут изменять состав ВМ, воздействуя на его компоненты, включая растворимые ионы и заряженные группы в гликозаминогликанах и белках [56].
2.2.2 Электромагнитная стимуляция
	Импульсные электромагнитные поля (ИЭМП), которые генерируются нестационарным током, пропускаемым через катушку, были одобрены FDA для лечения несращений переломов костей и связанных с ними проблем с 1979 года [57]. При стимуляции ИЭМП было обнаружено, что остеобласты демонстрируют повышенный остеогенез, вызванный повышенной экспрессией TGF-β1 [58] и BMP-2/4 [59] и усиленными переходными процессами внутриклеточного кальция [60]. У овариэктомированных крыс было обнаружено, что ИЭМП предотвращают вызванную овариэктомией потерю костной массы путем активации сигнального пути Wnt/β-катенина [61]. В идентичной модели при длительной стимуляции ИЭМП смягчало течение остеопороза поясничного отдела позвоночника путем увеличения образования костной ткани и подавления резорбции кости посредством регуляции сигнальных путей Wnt3a/LRP5/ß-катенина и OPG/RANKL/RANK[62]. Энхерт и другие идентифицировали специфическое чрезвычайно низкочастотное ИЭМП (от 10 до 90,6 Гц), которое поддерживает функцию остеобластов человека зависимым от пути ERK ½. Продуцируя нетоксичные количества активных форм кислорода, низкочастотное ИЭМП индуцирует антиоксидантные защитные механизмы в этих клетках [63, 64].
	Исследования инженерии костной ткани показали, что ИЭМП модулируют клеточный цикл МСКЧ различного происхождения и усиливают их дифференцировку и пролиферацию. Это подтверждается усиленным производством ВМ и факторов роста/дифференцировки, включая TGF-β и КМБ [23, 65]. Было показано, что широкий диапазон частот электромагнитной стимуляции (от 2 до 123 Гц) эффективен для улучшения остеогенной стимуляции СКЖТ [66], характеризующейся повышенным внутриклеточным кальцием и окрашиванием ализарином красным С после 14-дневной индукции [67]. Стимуляция увеличила активность щелочной фосфатазы и натяжение цитоскелета. Он также индуцировал более высокую экспрессию щелочной фосфатазы, остеопонтина, коллагена типа I и Runx2 после 21 дня индукции [66]. ИЭМП также использовались в качестве вспомогательного элемента во многих исследованиях наряду с остеоиндуктивной средой. Однако то, какие именно параметры ИЭМП (доза, частота и интенсивность) обеспечивают наиболее оптимальное восстановление в клинических условиях, все еще остается неизвестным.
	Как и в случае с механизмом механического напряжения, влияние ИЭМП регенерации кости сложнее, чем первоначально ожидалось [68]. ИЭМП могут играть следующую роль:
1) изменять физические и химические свойства клеточной мембраны путем изменения ионного потока и мембранного потенциала [69, 70];
2) влияет на сборку и расположение актинового цитоскелета;
3) модулировать внутриклеточные сигнальные пути Wnt/β-катенина и TGF-β/BMP, что приводит к повышенной экспрессии ключевых цитокинов, таких как TGF-β1 и BMP 2/4 [59, 58, 61];
4) регулировать окислительное состояние клетки [71, 72].
	Однако точный клеточный механизм до сих пор неясен. Необходимы более механистические исследования.

2.3 Ультразвук

Под ультразвуком обычно понимают распространение продольной волны, особого типа звуковой волны с частотой более 20 кГц (это верхний предел слышимости человека), который вызывает локальные колебания частиц. Ультразвук с частотой около 3~10 МГц широко используется в клинических условиях в диагностических и терапевтических целях. Также это один из известных лечебных методов физических стимуляции заживления костей. С тех пор как в 1950 году впервые было рассказано о стимуляции восстановления костной ткани при помощиультразвука [73], за последние несколько десятилетий были предприняты многочисленные попытки доказать его терапевтический эффект на животных моделях [74, 75]. В частности, сообщалось, что низкоинтенсивная импульсная ультразвуковая стимуляция (НИИУС), использующая интенсивности менее 50 мВт/см2, улучшает синтез ВМ, ускоряет заживление кости и активизирует неудачные процессы заживления [76, 74]. Недавно использование ультразвука для улучшения регенерации костей было недавно одобрено FDA для применения на людях. Также недавно было обнаружено антивирусная доставка генов с использованием ультразвука вызывает формирование кости in vivo [77]. В исследовании клеток in vitro было обнаружено, что ультразвук усиливает экспрессию маркеров созревания остеобластов, таких как остеопонтин, костный сиалопротеин и Ca2+ [78–83]. При лечении с использованием НИИУС экспрессия хемокинов, таких как моноцит-хемоаттрактантные белки (MCP)-1, макрофагино-воспалительные белки (MIP)-1 и рецептор-активатор ядерного фактора каппа-лигандов (RANKL), усиливается, а механорецептор ангиотензина II типа рецептор I типа (ATI) активируется на поверхности остеобластов [84]. Под воздействием НИИУС выработка NO и простагландина E2 (PGE2) повышалась. Первый – газ со свободным радикалом, участвующий в регуляции экспрессии фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), и он важен для формирования кости [85]; второй - метаболит арахидоновой кислоты, связанный с образованием и резорбцией кости. Установлено, что при дифференцировке остеобластов мышей НИИУС в 10 раз в сравнении с контрольной группой увеличивает экспрессию гена RANKL после 3 недель воздействия [84]. Также сообщалось, что в сочетании с факторами роста, такими как регулирующие кальций гормоны, 1,25-дигидроксивитамин D3 (1,25-дигидроксивитамин D3) [86], BMP2 [87] или BMP7 [88], НИИУС способен стимулировать восстановление костей.
	Индуцированное стимуляцией НИИУС заживление костей может зависеть от следующих процессов:
1) воспаления;
2) образования мягких костных мозолей; 
3) ангиогенеза; 
4) раннего остеогенеза; 
5) формирования кости;
6) ремоделирования кости [89]. 
	Существует несколько теорий, иллюстрирующих эти механизмы (рис. 2). В первой теории колебательное смещение клеточной мембраны, вызванное ультразвуковой волной, запускает колебательное смещение между внутриклеточными элементами различной плотности [90]. Сообщалось, что очень низкие напряжения, вызванные ультразвуком в клетках in vitro, вызывают быстрое разжижение цитоскелета вместе с ускорением процесса ремоделирования цитоскелета [91]. Вторая теория - модель двухслойного сонофора. В этой модели применение ультразвука периодически вытягивает два липидных слоя в разные стороны и обратно, что соответственно приводит к расширению и сжатию внутримембраннных гидрофобных пространств [92]. Согласно третьей теории ключевую роль в преобразовании сигналов НИИУС в биохимические реакции играют интегрины [93]. Тип интегринов, включая α2, α5, β1 и β3, варьируется в зависимости от происхождения клеток [94, 80, 95]. Согласно четвёртой теории ультразвук вызывает внутриклеточные нагрузку и напряжение, которые максимизируются внутри клетки на двух разных резонансных частотах. Поэтому стимулируемая индуцируемая нагрузкой экспрессия гена максимальна, когда частота возбуждения соответствует резонансной частоте клетки [96]. Пятая теория связана с активацией рецептора P2Y. Рецепторы P2Y представляют собой рецепторы, связанные с G-белком (GPCR), которые активируются адениновыми и уридиновыми нуклеотидами и нуклеотидными сахарами. Исследования показали, что стимуляция НИИУС вызывает остеобластогенез путем высвобождения пуринов, таких как аденозинтрифосфат, и активации рецепторов P2Y [97]. Шестая теория включает регулирование передачи сигналов кальция. Сигналы Ca2+ являются колебательными, и эти сигналы (также генерируемые через путь RhoA ГТФазы) имеют решающее значение для дифференцировки мезенхимальных стволовых клеток, полученных из костного мозга [98]. Наконец, последняя теория касается опосредованного коннексинами щелевого контакта. Исследования показали, что щелевые контакты необходимы для влияния НИИУС на остеогенную дифференцировку МСКЧ [99, 83]. Кроме того, ультразвук может модулировать микросреду путем нагревания, кавитации, акустического потока или запуска доставки факторов роста к исследуемым клеткам [100]. Физические эффекты НИИУС, вызывающие биологические реакции, можно разделить на тепловые и нетепловые. Повышение температуры может регулировать термочувствительные ферменты, такие как металлопротеиназа, которые важны для ремоделирования костного матрикса. Нетепловые эффекты включают колебательные деформации, вызванные ультразвуковыми волнами (которые могут непосредственно воздействовать на механочувствительные элементы на очень высоких частотах), силы акустического излучения (приводящие к низкочастотной циклической механической стимуляции), градиенты деформации и поток жидкости (такой как акустический поток и микропоток). Радиационная сила, поток жидкости и градиенты деформации могут создавать сдвиговые напряжения на клеточных мембранах. Акустический поток и микропоток могут играть важную роль in vitro.  Акустический поток   приводит к перераспределению питательных веществ через улучшенную циркуляцию молекул в культуральной среде или через увеличение потока жидкости in vivo [101]; микропоток генерируется в ответ на колеблющиеся газовые пузырьки или другие небольшие акустические неоднородности и вызывает циркуляционное движение жидкости [100].
	Участвующие в стимуляции ультразвуком сигнальные пути сложны. В ответ на ультразвуковое лечение в мышиных пре-остеобластах MC3T3-E1 с помощью FAK и митоген-активированных протеинкиназ (MAPK), ERK 1/2, PI3K и Akt-киназ регулировалась экспрессия COX-2, которая важна для продуцирования PGE2 [94]. Было обнаружено, что экспрессия индуцируемой синтазы оксида азота (iNOS, отвечающей за выработку NO) вызывается ультразвуком через канонический путь NF-kB, которому предшествует активация Ras, Raf-1, MEK, Erk и IKKα/β-киназ [102]. НИИУС индуцировал MAPK и Erk1/2 MAPK, которые, как было установлено, имеют решающее значение в процессе остеогенной дифференцировки в клетках пародонта связки человека (hPDLC) и в клеточной линии мышиной плюрипотентной мезенхимы C2C12 [83, 103]. Тем не менее, чтобы проиллюстрировать каскад сигнальной трансдукции при ультразвуковом воздействии, необходимы дополнительные исследования.

2.4 Ударная волна

	Ударная волна представляет собой кратковременную акустическую волну давления, состоящую из двух фаз: положительной фазы, вызывающей сжимающее напряжение (пиковое давление: 30–100 МПа) и отрицательной фазы, вызывающей растягивающее и сдвиговое напряжение (отрицательное давление). Эти волны могут создаваться различными генераторами: электрогидравлическими, электромагнитными, пьезоэлектрическими или пневматическими [104]. Распространяясь в тканях, ударные волны могут приводить к образованию микропузырьков молекул жидкости и кавитационному воздействию на область стимуляции [105]. Использование ударных волн, называемых экстракорпоральной ударно-волновой терапией (ЭУВТ), обычно рассматривается как «экстракорпоральная» и «неинвазивная» стимуляция, которая в основном сосредотачивается на обрабатываемой области. Известно, что ЭУВТ способна снимать боль, уменьшать воспаление, вызывать неоангиогенез и стимулировать активность стволовых клеток, тем самым улучшая регенерацию и заживление тканей. ЭУВТ применялась для лечения скелетно-мышечной области при ортотрипсии и в регенеративной медицине для улучшения ремоделирования кости [106-108], восстановления процесса заживления в случаях несращения [109], растрескивания и проседания цементной основы после эндопротезирования [110], а также для стимуляции образования костной мозоли при удлинении кости [111]. Ударные волны также могут способствовать росту и дифференцировке остеобластов, а также в зависимости от дозы экспрессии их факторов роста TGF-β1 [112]. При лечении артроза суставов ЭУВТ использовалась для регуляции ремоделирования субхондральной кости и улучшения трабекулярной микроархитектуры. В сравнении с контрольной группой у получавшей ЭУВТ группы при лечении артроза наблюдалось увеличение количества остеоцитов и более высокий процент субхондральной трабекулярной кости [113]. При воздействии ударных волн в человеческих стволовых клетках костного мозга было показано увеличение пролиферации и миграционной способности [114]. СКЖТ, подвергавшиеся воздействию ЭУВТ, показали усиленную продукцию остеогенных маркеров, таких как RUNX2, ALP и минерализованного матрикса. Однако также увеличилось производство активных форм кислорода (АФК) [115]. ЭУВТ также может влиять на соотношение роста остеопрогенизирующих клеток костного мозга к костным узлам, что связано с индукцией молекул TGF-β1 [116].
	Акустическая ударная волна заставляет ткани поглощать, отражать, преломлять и распространять механическую импульсную энергию. Механизмы воздействия ударных волн на заживление кости, возможно, связаны с микропереломами и кавитацией, которые они вызывают [117]. Микропереломы и кавитация могут инициировать начало циклов ремоделирования и неоваскуляризации [107, 118]. Таким образом, они регулируют рост и созревание остеопрогениторных клеток, поляризацию мембраны, экспрессию КМБ и активацию так называемых механотрансдукционных путей, связанных с акустическими стимуляциями [106, 119–122]. В процессе механотрансдукции механосенсорные компоненты в клеточных мембранах, такие как интегрины, ионные каналы и различные сенсоры и рецепторы факторов роста, могут активироваться силами, вызванными ударной волной. Несколько сигнальных путей (например, путь MAPK-ERK, и путь P13K-Akt-iNOS) могут быть вовлечены в соответствующие биологические процессы перестройки цитоскелета и модуляции ядерной экспрессии [123]. ЭУВТ также может регулировать субмембранные реакции восстановления-окисления (окислительно-восстановительные), вызванные ранним синтезом О2 для тирозинкиназ-опосредованной активации ERK, что приводит к фосфорилированию CBFA1 (связывающего вещества фактора альфа-1), транскрипционного фактора для дифференцировки остеобластов [124]. Однако наложение нескольких путей и взаимодействий между ними усложняет иллюстрацию точной передачи сигнала. Прежде чем переводить этот метод стимуляции на клиническое использование, необходимо провести дополнительные исследования, чтобы уточнить точный молекулярный механизм.

2.5 Стимуляция субстрата

	Природа субстрата, в котором протекает рост, каркас это или субстрат, всегда играет значительную роль во влиянии на поведение клеток. Хорошая остеопроводимость и остеогенная способность являются необходимыми условиями для каркасов, используемых в костной инженерии для стимулирования образования новой кости. Идея состоит в том, что каркасы должны обеспечивать хорошую среду, дабы гарантировать безопасное прикрепление, выживание и распределение остеогенных клеток, вросших в них или окружающих их. Стимуляция субстрата может непосредственно влиять на структурные изменения клеток кости или хряща посредством интегринов, очаговых спаек или актинового цитоскелета. Также возможны косвенные механизмы через G-белки или ионные каналы. При остеогенезе, индуцированном субстратом, наблюдалось повышенное фосфорилирование с помощью FAK в тирозине 397 [125]. Стимуляция ионами каркаса может стимулировать остеогенез СКЖТ через косвенный механизм, при котором сигналы передаются через рецепторы, ионные каналы или G-белки в ядро, где регулируется экспрессия родственных генов. Например, ионы кальция могут попасть в клетку через кальциевые рецепторы, которые взаимодействуют с G-белками. Было показано, что ионы кальция стимулируют пролиферацию остеобластов, а ионы магния связаны с повышенной минерализацией [126]. Маккаллен с соавторами также показали, что ионный кальций усиливает минерализацию в СКЖТ человека [127]. Кроме того, наноразмерные топографические особенности субстрата роста влияют на поведение стволовых клеток [29]. Вероятно, эластичность также оказывает влияние на остеогенез СКЖТ [26, 18, 67, 128].
	Было также показано, что область адгезии клеток на матричном субстрате регулирует поведение клеток. Например, стволовые клетки, вынужденные прикрепляться к большим островкам фибронектина, имеют удлиненную морфологию, отличающуюся от более округлой формы, которая возникает при прикреплении к более мелким островкам. Повышенная остеогенная активность была обусловлена повышенной активностью RhoA и Rho-ассоциированной протеинкиназы (ROCK) [129].

2.6 Другие физические факторы

	Помимо вышеупомянутых физических методов стимуляции регенерации кости, некоторые другие физические методы также были ипользованы для регенерации и заживления кости. Лазерная пародонтальная терапия (ЛПТ) -  лазерная процедура, разработанная как эффективная методика лечения пародонтита [130]. Сообщалось также, что низкоинтенсивная лазерная терапия (НИЛТ) с надлежащими дозами и выходной мощностью стимулирует клеточный метаболизм, увеличивает синтез белка и, следовательно, ускоряет регенерацию кости [131]. Температура может повыситься в результате хирургической операции, такой как остеотомия, а повышенная температура способна помешать заживлению кости [132]. Тепловыделение во время остеотомии является одним из важных факторов, влияющих на развитие остеоинтеграции [133]. 
Одно недавнее исследование показало, что ультрафиолетовое (УФ)/O3 облучение в течение ≥ 5 минут значительно дезактивирует H3PO4-модифицированные поверхности гидроксиапатита и улучшает их смачиваемость, что способствует росту и функционированию остеобластов [134].

3. ФИЗИЧЕСКАЯ СТИМУЛЯЦИЯ ПРИ РЕГЕНЕРАЦИИ ХРЯЩА

3.1 Механические силы

	Механическая нагрузка является важным регулятором метаболизма хондроцитов и необходима для поддержания нормальных свойств хрящевого матрикса. Естественная среда суставных хондроцитов в организме - это динамическая механическая среда, включающая различные биомеханические силы, включая сжатие, удлиняющее растяжение, напряжение сдвига, гидростатическое давление и осмотическое напряжение [135]. Эти силы имеют различное происхождение. Прямой контакт между поверхностями сустава может вызвать статическое и динамическое сжатие. Растягивающая нагрузка может возникнуть в результате физических нагрузок, таких как гимнастика. Синовиальная жидкость в суставных полостях создает напряжение сдвига. Заряженный протеогликан в хрящевой матрице создает гидростатическое давление в хондроцитах. Наконец, осмотическое напряжение является результатом притока и оттока жидкости в хрящевой матрице во время совместной нагрузки [136, 135]. В целом, как катаболические, так и анаболические факторы способствуют синтезу и ремоделированию ВМ в ответ на механическую стимуляцию [137, 138]. 
	Дополнительная механическая стимуляция может также влиять на метаболизм и особенности экспрессии генов нормальных и артрозных хондроцитов. Например, хондроциты из хряща, поражённого артрозом, могут извлекать выгоду из оптимизированной компрессионной стимуляции за счет усиления биосинтетической активности, отражаемой большей продукцией ВМ. Одно исследование in vitro показало, что кратковременная компрессионная стимуляция может значительно индуцировать экспрессию генов аггрекана (ACAN), COL2A1, COL1A1, протеогликана 4 (PRG4) и COL10A1 в зависимости от зоны воздействия, в то время как длительная компрессия может увеличить коллаген II типа, иммуноокрашивание ACAN и общее содержание гликозаминогликанов (GAG) [139]. Динамическое сжатие усиливает экспрессию генов ACAN и коллагена типа II, тогда как статическое сжатие подавляет его в хондроцитах [140]. Известно, что механическая стимуляция не только изменяет биосинтез несущих нагрузку молекул ВМ (например, аггрекана и коллагена типа II), но также регулирует молекулы смазки суставного хряща (например, PRG4, лубрицина, белка поверхностной зоны (SZP) и т. д.) [141, 142]. Высокая деформация сдвига может вызывать обширные перестройки очаговых спаек и актинового цитоскелета хондроцитов [143]. Сообщалось, что циклическое гидростатическое давление стимулирует хондрогенную дифференцировку стволовых клеток костного мозга в культурах гранул [144]. При прерывистом гидростатическом давлении в артрозных хондроцитах человека in vitro наблюдали ингибированное высвобождение металлопротеиназы матрикса и провоспалительного медиатора [145].
	Механическая стимуляция также может быть применена к конструкциям из МСК для применения в инженерии хрящевой ткани, как показано на Рис. 3. Например, динамическое сжатие в сочетании с экзогенным белком SOX-9 способствует хондрогенезу СКЖТ в каркасе из поли(молочно-гликолевой кислоты) (PLGA) [146]. Компрессионная нагрузка повышала уровень экспрессии хондрогенных генов в пористых гиалуронан-желатиновых конструкциях из МСК [147]. Циклическая растягивающая нагрузка увеличивала скорость синтеза протеогликана в коллаген-протеогликановых каркасах из МСК [148]. Сочетание сдвига и динамического сжатия приводит к хондрогенезу МСКЧ [149]. Некоторые исследования показали, что хондрогенез МСКЧ в фибрин-полиуретановых композитах может модулироваться частотой и амплитудой динамического сжатия и напряжения сдвига [150]. Однако ответы МСК на механическую стимуляцию иногда отличаются от реакций хондроцитов. Хуан и соавторы продемонстрировали, что 21-дневная компрессионная нагрузка значительно снижает механические свойства и биохимическое содержание бычьих агарозных конструкций из МСК [151]. Торп и соавторы недавно показали, что как модуль сжатия, так и содержание протеогликанов в бычьих агарозных конструкциях из МСК были значительно снижены при длительном динамическом механическом сжатии по сравнению со средствами контроля свободного набухания [152]. Важно подчеркнуть, что механическая нагрузка может синергетически улучшить состав и механические свойства новообразованного хряща при интеграции с факторами роста, такими как TGF-β и инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-1) [153].
	Молекулярные механизмы механической передачи сигнала в хондроцитах сложны и до конца не изучены. Физические свойства хондроцитов связаны с этой передачей механической силы. Например, было доказано, что периклеточный матрикс (ПМ) хондроцитов передает силы между цитоскелетом клетки и его ВМ. Вязкоупругость хондроцитов, которая определяется целостностью и организацией их актиновых филаментов и промежуточных филаментов, также очень важна в реакции хряща на механическую силу. Несовпадение вязкоупругих свойств может привести к дальнейшей деградации хряща из-за различий между новообразованным хрящом и прилегающими тканями. Актин и промежуточные филаменты несут напряжение цитоскелета, а микротрубочки служат стойками для сопротивления сжатию. Хондроциты могут реагировать на механические раздражители путем ремоделирования их актинового цитоскелета, который связан с ВМ через очаговые спайки. Эти очаговые спайки передают сигнал внешних физических сил в соответствующие биохимические процессы через Rho-киназы[154]. В частности, Rho GTФазы активируют ROCK, которые фосфорилируют и активируют LIM-киназы, которые, в свою очередь, фосфорилируют и ингибируют деполимеризующий актин белок кофилин. Исследования показали, что актиновый цитоскелет был изменен динамическим сжатием, действующим на агарозные хондроциты. Активность киназы Rho необходима для реорганизации актина и изменения экспрессии генов [154]. Ядра хондроцитов и их нуклеоскелеты также играют жизненно важную роль в механической трансдукции. 15%-ная деформация сжатия значительно уменьшает высоту и объем хондроцита и его ядра. Актиновый цитоскелет играет важную роль в этом деформационном поведении [155]. Механизмы передачи сигнала этих вызванных силой биохимических реакций все еще неясны. Есть несколько путей, как показано на Рис. 4.
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Mechanical stimulus – механическая стимуляция;
MF – механические силы;
ES – электрическая стимуляция;
US – ультразвук;
shock wave – ударная волна;
cytoskeleton – цитоскелет.

Рис. 4. Возможные пути регулируются в ответ на дополнительные биофизические стимуляции на хондроцитах

	Биофизические стимуляции могут действовать через один или комбинацию сигнальных путей MAPK/ERK, PKA/CREB, Wnt/β-катенин, PI3K/Akt, TGF-β/BMP, NF-κB, PKA, PKC, Ca2+ для усиления пролиферации клеток, выживания, дифференцировки и модулирование воспалительного ответа путем регулирования экспрессии хрящевых маркеров Sox9, TGF-β1, коллагена типа II, ACAN и др.

1) Интегринное сигнализирование. Рецепторы фибронектина и интегрина обеспечивают жизненно важную связь между ВМ и цитоскелетом [156], участвующими в клеточной адгезии, ремоделировании ВМ и метаболизме хондроцитов [157]. Исследования показали, что человеческие суставные хондроциты используют интегрины α5β1 в качестве механорецепторов. Стимуляция этого интегрина модулирует ионные каналы, актиновый цитоскелет, очаговую спайку, паксиллин и β-катенины. В результате, IL-4 секретируется аутокринным способом через рецепторы типа II, чтобы вызвать гиперполяризацию мембраны, увеличить уровни аггрекана и уменьшить экспрессию матриксной металлопротеиназы 3 (ММР 3). Тем не менее, здоровые хондроциты демонстрируют иную реакцию в сравнении с артрозным хрящом [158].
2) Пуринергическое сигнализирование. Внеклеточные пурины, такие как аденозинтрифосфат, аденозин и пиримидин, действуют как внеклеточные сигнальные молекулы, активируют родственные пуринергические рецепторы [159]. Аденозинтрифосфат (АТФ) участвует в сигнальном каскаде механотрансдукции в хондроцитах посредством паракрина, усиливает продуцирование матрикса и снижает активность MMP 3 после механической стимуляции. Пуринергический путь, который индуцирует АТФ, активирует внутриклеточную передачу сигналов Ca2+ [160, 161].
3) Кальциевое сигнализирование. Кальциевое сигнализирование включает внутриклеточный путь фосфолипазы С-инозитол-1,4,5-трифосфата, активированные растяжением ионные каналы и путь переходного рецепторного потенциала ваниллоида 4 (TRPV4). Под механическим давлением приток Ca2+ может вызвать волну поглощения Ca2+ через механочувствительные ионные каналы из внеклеточной среды. Временно повышающаяся во внутриклеточном пространстве концентрация Ca2+ может являть одним из первых ответов хондроцитов на механическую стимуляцию [162]. TRPV4 не только регулирует экспрессию SOX9, но также опосредует реакцию на осмотическое напряжение, особенно на гипоосмотическое напряжение [163, 164]. Через Src-киназы Ca2+ также регулирует опосредованный интегрином сигнальный путь, сходящийся на ERK/MAPK с помощью одного применения циклического сжатия (1 кПа, 1 Гц, 30 мин). Механическая стимуляция, включая сжатие, течение жидкости, гидростатическое давление и осмотическое напряжение, могут влиять на передачу сигналов Ca2+ в хондроцитах [161, 165–170].
4) Сигнальный путь MAPK/ERK. Несколько исследований показали последующую активацию путей MAPK, когда хондроциты подвергались механической стимуляции. Было установлено, что передача сигналов MAPK зависит от силы, прикладываемой к интактномк хрящу. Механическое сжатие активировало пути ERK 1/2, JNK и p38 путем стимуляции фосфорилирования в различных временных контурах [171]. Индуцированная сдвигом и компрессией транскрипция хондроцитов требует активации MAPK в эксплантатах хряща [172]. Одно исследование на микрочипах показало, что гиперосмотическое напряжение приводит к регуляции широкого спектра генов, что включает в себя трансдукцию через пути p38, MAPK и ERK 1/2 [173].
5) TGF-β сигнализирование. Было показано, что TGF-β сигнализирование участвует в реакциях хондроцитов и МСК на механические раздражители. Например, динамическое сжатие временно активирует белок Smad2/3 в хондроцит-агарозных конструкциях [174] и в стромальных конструкциях бычьего костного мозга во время хондрогенеза [175]. Механическая нагрузка способствует хондрогенезу МСКЧ через путь TGF-β, усиливая экспрессию гена TGF-β и синтез белка [176].

3.2 Электрическая стимуляция

	Электрохимические свойства суставного хряща обусловлены электрически заряженной природой ткани. Электрические потенциалы развиваются в хряще за счет потока заряженных частиц через отрицательно заряженный протеогликан в и из ВМ [177, 178]. Приложение внешнего электрического потенциала или тока к хрящу может вызвать напряжение и деформацию в ткани [178]. Была выдвинута гипотеза, согласно которой электрические поля, связанные с динамической нагрузкой хряща, могут влиять на его рост, ремоделирование и биосинтез [179]. Обычно используются два режима электростимуляции: (1) постоянный ток (ПТ) и (2) емкостная связь (ЕС). Сообщалось, что ПТ (5 мА) стимулирует дифференцировку МСК в хондроциты и усиливает пролиферацию дифференцированных хондроцитов [180]. Также сообщалось о хондроцитах, проявляющих катодную миграцию при воздействии электрических полей ПТ [181, 182]. Уже в 1978 г. сообщалось о влиянии электрического поля с емкостной связью (ЭПЕС) на синтез ДНК хондроцитов с помощью потоков Na+ и Ca2+ [183]. Избирательно емкостно-связанные электрические сигналы могут усиливать экспрессию генов белков хрящевой матрицы (например, ACAN и коллагена типа II), в которых продолжительность, время отклика, амплитуда, рабочий цикл и частота могут влиять на производство матрикса [184–186]. Даже в присутствии интерлейкина (IL)-lβ определенный емкостно-индуцированный электрический сигнал может привести к значительному усилению регуляции белков хрящевого матрикса, в то же время значительно ослабляя усиление регуляции ММР в эксплантатах полноразмерного взрослого суставного хряща человека, поражённого артрозом [186].
	Тем не менее, до сих пор неясно, как электрические сигналы трансформируются и влияют на поведение клеток. Существует несколько возможных путей:
1) Аденозиновые рецепторы
Доказательства показали, что аденозиновые рецепторы вовлечены в процесс электротрансдукции хряща [187]. Стимуляция рецепторов аденозина (A2a с высоким сродством и A2b с низким сродством) приводила к повышению уровня аденозинмонофосфата (АМФ), последующей активации противовоспалительных путей через протеинкиназу A (PKA) и обмену активированного белка непосредственно с помощью циклического AMФ (ЦАМФ). Это, в свою очередь, приводит к подавлению NO и PGE2 и последующему подавлению обратной связи по фактору некроза опухоли (TNF)-α и IL-lβ [188].
2) Кальциевое сигнализирование
Исследования показали, что ЭПЕС (60 кГц, 20 мВ/см) увеличивает экспрессию генов белка матрикса хряща и подавляет экспрессию гена MMP в суставных хондроцитах крупного рогатого скота. Причина такого процесса - приток Ca2+ через потенциал-управляемые кальциевые каналы, а не из внутриклеточных репозиториев Ca2+. Этот процесс влияет на кальмодулин, кальциневрин и ядерный фактор активированных T-клеток (NF-AT), а не на фосфолипазу C и Инозитолтрифосфат-3 [189]. Путь трансдукции импульсного ЭПЕС стимулирует пролиферацию хондроцитов человека, которая включает кальций, кальмодулин, циклический гуанозинмонофосфат (цГМФ) и синтазу оксида азота [190].

3.3 Магнитная стимуляция

	Существует два режима магнитной стимуляции: (1) статические магнитные поля (СМП), которые генерируются из свойств материала постоянного магнита; и (2) импульсные электромагнитные поля (ИЭМП). Хорошо известно, что клеточные реакции на магнитную стимуляцию зависят от интенсивности, частоты, типа поля (статического или колебательного), формы волны (синусоидальная, квадратная и т. д.), статуса клетки (является она прекурсором или дифференцированной) и типа воздействия на клетку [191, 192]. В культурах хондроцитов человека in vitro СМП величиной 0,6 Тл значительно увеличивают пролиферацию и жизнеспособность хондроцитов [193]. Кроме того, сообщалось, что СМП величиной 0,4 Тл способствуют синтезу протеогликана первичных хондроцитов быка и человека и усиливают хондрогенную дифференцировку МСКЧ. Дифференцировка была синергически увеличена в присутствии TGF-β3 [194]. Однако было проведено относительно мало исследований влияния СМП на хондроциты по сравнению с использованием ИЭМП. ИЭМП были клинически исследованы у пациентов с артрозом, результаты были обнадёживающими [195, 196]. В исследованиях in vitro было обнаружено, что ИЭМП вызывают ряд физиологических эффектов как в монослойных культурах хондроцитов, так и в моделях эксплантатов тканей. Преимущества включают усиление пролиферации [197–199], анаболическую активность, синтез протеогликана [200–203] и противовоспалительные реакции [187, 204]. После хирургической имплантации новообразованного хряща in vivo ИЭМП предотвращают катаболические эффекты воспаления за счет активации рецепторов A2A. Сообщалось, что комбинация ИЭМП и инсулиноподобных факторов роста IGF in vivo обеспечивает более хондрозащитный эффект, чем любая методика воздействия по отдельности [201]. Исследования хондрогенеза в тканевой инженерии на основе стволовых клеток как in vitro, так и in vivo показали, что воздействие ИЭМП может способствовать хондрогенной дифференцировке [205, 206], увеличению синтеза компонентов ВМ, контролировать воспалительные процессы, подавляя такие воспалительные медиаторы, как IL-1 и металлопротеиназы [22, 207–209].
	Если же говорить о механизмах магнитной стимуляции, исследования показали, что магнитные поля (например, ИЭМП) изменяют ионные каналы, точки связывания лигандов, а также плотность и распределение рецепторов в клеточной мембране, следовательно, влияя на трансмембранную передачу сигналов [210]. На сегодняшний день не существует идентифицированного магнитного рецептора или даже теории магнитной трансдукции, проясняющей клеточные ответы на стимуляцию МП. Сила Лоренца, создаваемая движением заряженных ионов в МП, может играть ключевую роль в биологическом поведении, которое индуцируют МП. Несколько внутриклеточных молекулярных сигнальных путей участвуют в стимуляции.
1) Кальциевое сигнализирование
Два исследования показали участие сигнального пути Ca2+ в хондрогенезе при стимуляции МП. Одно исследование показало, что сильные МП (3 Tл) значительно увеличивают внутриклеточную концентрацию Ca2+ после 6 часов воздействия и оказывают вредное воздействие на хондроциты человека [211]. Другое исследование показало, что СМП средней силы (0,4 Тл) индуцируют хондрогенную дифференцировку МСКЧ и увеличивают содержание внутриклеточного Ca2+ в течение 20 секунд после воздействия [194].
2) TGF-β сигнализирование
Усиление хондрогенеза с помощью ИЭМП связано с увеличением синтеза TGF-β1, опосредованного связыванием активатора белка AP-1, которое может модулироваться фосфорилированием JNK. Магнитные поля средней силы (0,4 Тл) могут индуцировать хондрогенез человеческих стволовых клеток, полученных из костного мозга, повышая экспрессию гена-продуцента хряща SOX9, коллагена II типа и аггрекана через TGF-β-зависимый путь. Одни только СМП вызывают секрецию TGF-β в хондрогенной культуре человеческих стволовых клеток, полученных из костного мозга, и этот эффект СМП может быть отменен блокатором рецепторов TGF-β SB-431542 [194]. 
3) Аденозин A2aR-опосредованный сигнальный путь
Было показано, что ИЭМП снижают концентрацию TNFα и IL-1β посредством повышения уровня A2aR и регуляции пути NF-κB [212, 188].
4) Сигнальный путь MAPK
Хси с коллегами обнаружили, что сильные МП (3 Тл) усиливают фосфорилирование ERK1 и ERK2 после 8-96-часового воздействия [211].

3.4 Ультразвук

	НИИУС не только неинвазивный, эффективный и рентабельный метод улучшения заживления остеохондральных дефектов [213], но и хорошая поддержка регенерации хряща [214]. Эти эффекты ультразвука проявляются в повышении жизнеспособности клеток, синтеза матричного белка и целостности матрикса без необходимости в экзогенном TGF-β. Как in vitro, так и in vivo исследования показали, что НИИУС индуцирует экспрессию коллагена II типа и протеогликана в клетках хондроцитов и хрящевой ткани [215-220]. Чой с соавторами показали, НИИУС (200 ~ 300 мВт/см2) увеличивает экспрессию коллагена типа II на 50% и протеогликана на 30% в 3D-альгинатной культуре суставного хондроцита человека [221]. В той же культуре использование НИИУС может уменьшить деградацию матрикса путем ингибирования экспрессии катаболического гена (например, MMP1) [214]. На ранних стадиях папаин-индуцированного артрита у крыс и остеохондральных дефектов полной толщины у кроликов было показано, что НИИУС способствует восстановлению артритного хряща [220]. Сообщалось, что моделировании артроза у кроликов НИИУС в сочетании с лечением гиалуронатом значительно снижает тяжесть вызванного артрозом структурного повреждения в хряще и синовиальной оболочке [222].
	Кроме того, НИИУС был протестирован, чтобы эффективно индуцировать хондрогенную дифференцировку МСК как in vitro, так и in vivo. Например, было обнаружено, что использование НИИУС (200 мВт/см2) способствует экспрессии хондрогенных маркеров COL2A1, ACAN и Sox-9 на ранних стадиях хондрогенеза МСК кролика [223]. Хондрогенез МСКЧ в 3D-каркасе также усиливался при воздействии НИИУС [224]. В исследованиях in vivo стимуляция НИИУС значительно усилила хондрогенную дифференцировку МСК, что отражается в увеличении общего содержания коллагена и гликозаминогликана по сравнению с контролем [225, 226]. Также сообщалось, что НИИУС усиливает процесс хондрогенеза даже без экзогенного TGF-β, который является известным индуктором хондрогенеза [214]. Сообщалось, что совместное использование НИИУС и фактора роста TGF-β3 улучшает хондрогенную дифференцировку культуры гранул МСКЧ [227]. В однослойных культурах было обнаружено, что синергетическое использование ультразвука и TGF-β1 значительно усиливает экспрессию Sox9, аггрекана и COL2A1 [228]. Кроме того, было обнаружено, что НИИУС ускоряет пролиферацию хондроцитов (собранных у крыс и свиней) в однослойных культурах [229, 230].
	Понимание влияния ультразвука на биологическое поведение хондроцитов до сих пор неясно. Многие теории были постулированы.
1) Сигнальный путь кальция
Даже при низкой интенсивности ультразвук может увеличить внутриклеточную концентрацию Ca2+, что блокирует этот рост с помощью внутриклеточных кальциевых хелатирующих агентов или ингибирует Ca2+/АТфазу, устраняет стимулирующий эффект ультразвука на синтез протеогликана [21].
2) Сигнальный путь MAPK/ERK
При непрерывной стимуляции НИИУС фосфорилирование FAK, Src, p130Cas, CrkII и ERK1/2 может быть повышено в первичных хондроцитах человека [231].
3) Сигнальный путь интегрина/PI3K/Akt
Было обнаружено, что этот сигнальный путь связан с увеличением скорости пролиферации первичных суставных хондроцитов свиней в ответ на НИИУС [229].

3.5 Ударная волна

	Все большее число исследований продемонстрировало терапевтическое воздействие ЭУВТ на лечение или лечение артроза. Как было показано, ЭУВТ обладает хондропротективными эффектами и функциями восстановления хряща [232-235], а также снижает концентрацию интерлейкина-10 и TNF-α в хондроцитах, поражённых артрозом [236]. Также было показано, что ЭУВТ ингибирует экспрессию MMP1 и MMP3 при моделировании артроза у кроликов [237]. Кроме того, в этой модели хондропротективные эффекты ЭУВТ демонстрируют зависимость от времени [235]. Применение 600 импульсных ударных волн давление 1,5×105 Па каждая на коленном суставе у кроликов, у которых был вызван артроз, снижало продукцию NO и скорость апоптоза хондроцитов [238]. Тем не менее, чрезмерные дозы или слишком частое применение стимуляции ЭУВТ могут вызывать негативное влияние на восстановление хряща, поражённого артрозом, а не стимулируют его благоприятное восстановление [239, 105]. Исследования показали, что меньшие дозы в большей степени увеличивают образование и плотность хондроцитов при рассекающем остеохондрите коленных суставов кроликов, когда они подвергались воздействию ЭУВТ [240]. Кроме того, как сообщается, ЭУВТ ослабляет боль у людей с артрозом улучшая функциональные способности и уменьшая показатель боли по индексу артроза Университета Западного Онтарио и МакМастера (WOMAC) в группе лечения ЭУВТ [241, 242]. Также было показано, что ЭУВТ усиливает экспрессию критических факторов хондрогенеза, таких как TGF-β, IGF и факторы роста фибробластов [243].
	Хотя ЭУВТ продемонстрировала положительное влияние на хондропротекцию и ремоделирование субхондральной кости, уменьшения боли и улучшения моторных функций, точный механизм остается неясным. Сниженная экспрессия катаболических генов и воспалительных факторов, таких как IL-1, IL-10 и TNF-α, может частично способствовать улучшению состояния пациентов с артрозом, лечившихся с применением ЭУВТ. Требуются дальнейшие исследования.

3.6 Другие физические факторы

	Хань с соавторами [170] обнаружили, что передача сигналов Ca2+ в хондроцитах происходит быстрее и большей величины при повышении температуры. Этот факт предполагает, что передача сигналов Ca2+ хондроцитов также регулируется другими клеточными, физическими средами, такими как топография ВМ и температура. Было обнаружено, что периодический тепловой шок при 41 °С в течение 1 часа значительно ускоряет хондрогенную дифференцировку мезенхимальных стволовых клеток человека в культуре гранул [244]. Однако термостимуляции хондрогенеза изучены недостаточно. Исследования также показывают, что свет низкой интенсивности может напрямую стимулировать хондрогенез. НИЛТ с использованием длин волн 660 и 780 нм способствует регенерации суставов, поражённых артрозом, за счет ускорения первоначального ухудшения состояния хряща, разрушенного коллагеназой, и стимулирования фибробластов для синтеза восстанавливающего коллагена III типа [245]. На искусственном хряще также часто использует ультрафиолетовое излучение. Ряд исследований показал, что физические свойства субстрата и его топологических структур являются критическими для дифференцирования, повторной дифференцирования и созревания хондроцитов [246]. Подходящий субстрат для посева клеток может помочь регенерации хряща посредством механических, биологических и химических эффектов в регенерации хряща [247].

4. ВЫВОД

	В этом обзоре подробно рассматриваются вопросы применения физической стимуляции, в том числе электрического и электромагнитного поля, механической силы (растягивающей деформации и потока жидкости), ультразвука, ударной волны и других факторов при регенерации кости и хряща. Лучшее понимание того, как эти факторы действуют на клетки костей и хрящей, позволит лучше прогнозировать и контролировать подходы к инженерии костной и хрящевой ткани. В обзоре была показана эффективность и механизм этих биофизических стимуляций. Был проведён анализ сигнальных путей среди различных видов стимуляции. Сочетание различных видов воздействия может привести к синергетическому терапевтическому эффекту при лечении заболеваний костей и хрящей. Многие сигнальные пути были постулированы, чтобы объяснить клеточный ответ на физическую стимуляцию. Некоторые сигнальные пути были взаимодополняющими и перекрывались, что затрудняло расшифровку точного вклада и времени активации отдельных сигнальных путей. Тем не менее, ясно, что физические факторы играют очень важную роль в биологических процессах. Применение растягивающей деформации, напряжения сдвига, электромагнитных полей и ультразвука является одним из многих вариантов усиления остеогенеза и хондрогенеза стволовых клеток человека. Поэтому прямое физическое вмешательство является привлекательным подходом, и его следует тщательно использовать для улучшения клинических результатов при регенерации костей и хрящей.
	Однако при лечении нарушений костей и хрящей путем физического вмешательства следует учитывать как положительные, так и отрицательные эффекты. Все еще существуют следующие основные проблемы клинического использования.
1) Конкретные виды физической стимуляции, их дозовые эффекты и время воздействия должны быть тщательно определены и подтверждены.
2) Передовые методы и изделия должны быть направлены на достижение точечной доставки раздражителя, при этом тип сигнала и его интенсивность должны регулироваться. Особое внимание следует уделить тому, как контролировать процесс заживления. Обязательным условием лечения должна стать разработка эффективных и надёжных протоколов лечения.
3) Также должны появиться эффективные технологии оценки in vivo. Хотя положительные эффекты некоторых физических факторов были выявлены in vitro, точное значение этих факторов в живых костных и хрящевых тканях не было определено. Должны проводиться надлежащие образом спланированные эксперименты на животных, поскольку сигнал физической стимуляции и влияние дозы на регенерацию и восстановление ткани должны быть точно установлены и количественно определены.
4) Оптимальной стратегией инженерии костей и хрящей может быть включение различных физических раздражителей в факторы роста и биоматериалы. Следует дополнительно изучить, как физические факторы влияют друг на друга и каковы основные механизмы их действия.
5) При восстановлении хряща большее внимание следует уделять свойствам с низким коэффициентом трения, организации коллагена и сшиванию, а также соответствующим стандартам испытаний.
	По сравнению с костью, с ее многочисленными типами клеток, васкулярностью и высокой способностью к врожденному восстановлению, в вопросах регенерация хряща врачи сталкиваются с более сложными задачами [11]. Хотя биохимические компоненты новообразованного хряща (например, протеогликан и коллаген) можно контролировать и модифицировать, до настоящего времени ни один хрящ, полученный методами тканевой инженерии, не был способен одновременно соответствовать свойствам сжатия, трения и растяжения родного хряща при больших деформациях и движениях [11, 192]. Силы в широком диапазоне движений, прикладываемые к суставу, могут нанести сокрушительный удар по новообразованному хрящу [11]. Следовательно, синтетический хрящ должен иметь достаточную механическую прочность и податливость, чтобы выдерживать различные силы и, соответственно, действовать, как подушка. Кроме того, биомеханический ответ живого хряща на нагрузку варьируется в широких пределах и зависит от времени. Таким образом, большой проблемой является выявление, оценка и анализ конкретных механических свойств, необходимых для замены хрящей в определенных местах имплантации. Даже если изначально надлежащие сжимающие свойства соответствуют свойствам живых тканей, эти свойства могут не сохраняться при пересадке in vivo. Другая проблема заключается в том, как правильно интегрировать замещающие ткани со смежным хрящом для обеспечения стабильной биологической фиксации, распределения нагрузки и правильной механотрансдукции [248].
	В некоторой степени в костных и хрящевых клетках сигналы от различных раздражителей перекрываются, и клетки демонстрируют скоординированный ответ. Для улучшения регенерации кости или хряща комбинация нескольких раздражителей может быть полезнее, чем один раздражитель в отдельности. Например, усиленная дифференциация пре-остеобластов наблюдалась при одновременной стимуляции клеток циклическим напряжением и ультразвуком [249]. В настоящее время всё большее распространение получает комбинированное и непрерывное применение деформации, сдвига жидкости или электромагнитных полей с растворимыми малыми молекулами в дополнение к стандартным in vitro методам индукции остеогенеза и хондрогенеза. В целом, успех в восстановлении и регенерации костно-мышечной ткани зависит от создания костно-мышечной ткани с оптимизированными механическими, биологическими и химическими характеристиками. Это требует междисциплинарных подходов и совместной работы биологов, физиков, врачей и инженеров для разработки новых эффективных регенеративных методов лечения.
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