Перспективы использования технологии условного перепрограммированния клеток для омоложения легочной ткани. 
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Хронические заболевания легких у пожилых людей из-за возрастных изменений протекают более тяжело и не редко являются причиной смерти. Имеющихся на сегодняшний день медикаментозных средств недостаточно для успешного лечения этих возрастных заболеваний. Необходимы дополнительные меры для преодоления процессов старения и повышения способности организма к регенерации легочной ткани. 
Одним из способов достижения этой цели может стать технология условного перепрограммированния клеток. Пока что эта технология успешно апробирована только в экспериментах in vitro. Однако есть предпосылки для того чтобы начать разработку применения этой технологии и в опытах на животных in vivo.
В перспективе для этого можно будет использовать лечение комбинацией сенолитиков (лекарств уничтожающих старые клетки) с  ингибиторами Rho-ассоциированных протеинкиназ (ROCK), а также с изоформой Δ133p53α белка p53. 
Данный обзор посвящен обоснованию этого подхода по имеющимся в научной литературе наработкам в этом направлении. 
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Хронические заболевания нижних дыхательных путей, таких как астма, эмфизема, хронический бронхит, бронхоэктазия, хроническая обструктивная болезнь легких (ХОБЛ), а также идиопатический легочный фиброз, в сумме являются одной из наиболее значимых причин смерти среди людей в возрасте 65 лет и старше, уступая только сердечно-сосудистым и онкологическим заболеваниям .

Повышенная подверженность болезням легких у пожилых людей свидетельствует о развитии у них в результате старения возрастных изменений способствующих восприимчивости к болезням [
].  

Связанное со старением воспаленное состояние организма является весьма существенным фактором риска для заболеваемости и смертности пожилых людей, так как большинство, если не все возрастные болезни имеют воспалительный патогенез [
]. 

Временно снизить воспаление позволяют глюкокортикостероиды. Однако длительное их применение, чревато  многочисленными и довольно серьезными нежелательными реакциями (угнетение  гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы,  инфекционные осложнения, миопатия, остеопороз, нарушения процессов регенерации, гипергликемия). Поэтому необходимы альтернативные противовоспалительные препараты [
].

Одной из причин воспаления являются постаревшие клетки. Мало того что они теряют способность к нормальному функционированию, они еще выделяют секрет, состоящий из обширного набора веществ  вызывающих воспаление: цитокинов, хемокинов, а также факторов роста и протеаз, вызывающих ремоделирование матрикса. Этот секрет, называемый SASP (senescence-associated secretory phenotype), паракринно воздействуя на окружающие клетки, вызывает их деградацию и преждевременное старение [
  
  
]. Вместе с тем некоторые из присутствующих в SASP факторов способствуют регенерации и обновлению тканей [
   
].
Пока организм молод его иммунная система достаточно эффективно проводит очистку  от постаревших клеток, поэтому они не препятствуют регенерации тканей. В пожилом возрасте, однако, эффективность этого процесса может быть поставлена под угрозу, о чем свидетельствует тенденция к накоплению стареющих клеток в тканях пожилых людей [
].

      Есть доказательства того, что постаревшие клетки  способствуют старению легких, понижению их функциональных параметров и что удаление старых клеток (например, с помощью предназначенных для этого лекарственных препаратов, называемых сенолитиками [
]) может противодействовать развитию патологии, в какой-то мере восстанавливая функционирование, структуру и эластичность легких [
  
  
]. 

Так, в частности, отличительными признаками идиопатического легочного фиброза (ИЛФ) являются аберрантная активация альвеолярных эпителиальных клеток и накопление фибробластов и миофибробластов наряду с чрезмерной продукцией внеклеточного матрикса.  In situ фибробласты дифференцируются в миофибробласты и организуются в отдельные кластеры, называемые фибробластическими очагами, секретируя избыточное количество компонентов внеклеточного матрикса, которые накапливаются в интерстициальном и альвеолярном пространствах с последующим разрушением паренхимы легких. Эта болезнь встречается в основном у людей среднего и старшего возраста, причем с возрастом численность заболевших возрастает. Поэтому старение считается сильным фактором риска для развития ИЛФ [
], что возможно связано с общим постарением клеток организма [
], и в частности с постарением мезенхимальных стволовых клеток костного мозга [
].
Лечение сенолитиком флавоноидом кверцетином фиброза легочной ткани у модели ИФЛ старых мышей, полученной воздействием блеомицина, было успешным как при монотерапии [
], так и при его комбинации с противоопухолевым препаратом дасатиниб [
].  Лечение пациентов в течение трех недель в клинике однако не было столь же успешным: легочная функция, индекс хрупкости (FI-LAB) и состояние здоровья не изменились [
].
Причина низкой эффективности такого лечения, вероятно, кроется в том, что недостаточно просто удалить постаревшие клетки – необходимо еще стимулировать образование новых функциональных клеток, что за короткий период лечения, очевидно, сделать не удалось. 
Между тем, есть положительный опыт длительного лечения ИФЛ макролидами [
]. Интересно отметить, что использованные для этого лечения макролиды-антибиотики, как позже выяснилось, действуют как сенолитики. Подобно сенолитикам они могут избирательно и эффективно удалять постаревшие клетки [
]. 

Избавляя организм от постаревших клеток, сенолитики, по идее, должны  запускать процесс регенерации «по требованию», цель которого заполнить новыми клетками образовавшееся, «расчищенное»  пространство. Однако, на практике такого восполнения обычно не происходит, особенно в случае тканей старого организма. Мешают этому процессу актиновые нити клеточного цитоскелета, которые регулируются через внеклеточные взаимодействия с соседними клетками и с матриксом, на котором сидит клетка [
]. 
Как известно, в управлении функциями белков цитоскелета клеток участвуют Rho-ассоциированные протеинкиназы (ROCK) [
      
]. 

Ингибирование ROCK помогает клетке разорвать «сковывающие ее путы» и облегчает ее переход к пролиферации под действием сигналов стимулирующих регенерацию «по требованию» [
]. 
В опытах in vitro обнаружено, что  ингибирование ROCK с помощью препарата Y27632 в сочетании с веществами, образующимися при апоптозе клеток, стимулирует клетки к длительной пролиферации [
  
  
]. Клетки, которые приобрели, таким образом, способность к бесконечному делению были названы условно перепрограммированными клетками (УПК) [
]. 

Важно отметить, что этот метод позволяет размножать in vitro культуру взрослых клеток без каких-либо генетических манипуляций. При этом в УПК не наблюдалась характерная для индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК) или эмбриональных стволовых клеток (ЭСК) активация синтеза факторов Яманаки: Sox2, Oct4, Nanog, и Klf4 [
]. 

Некоторые авторы утверждают, что такие клетки фенотипически становятся более молодыми за счет изменения их метаболизма [
], а также изменения морфологии и жесткости клеток [
]. 

Эта индукция УПК обратима — достаточно удалить Y-27632 и/или культуральную среду содержащую продукты апоптоза, чтобы клетки перешли к обычной дифференцировке. При этом УПК клетки сохраняют нормальный кариотип и не становятся онкогенными [
].  Более того в ряде случаев этим способом не удается размножить именно раковые клетки [
, 
, 
].  

Эти результаты позволяют надеяться, что и in vivo в комбинации с сенолитиками, вызывающими апоптоз старых клеток, ингибиторы ROCK позволят восполнить новыми клетками разрежение легочного рисунка, образовавшееся вследствие эмфиземы и при «чистке» от постаревших клеток.  

Надежду на то, что такая комбинация препаратов принесет пользу пациентам с заболеваниями легких, вселяет тот факт, что и антибиотики-сенолитики, такие как рокситромицин и азитромицин,  и  ингибиторы ROCK, такие как Y27632 и фасудил (fasudil), уже апробированы и неоднократно хорошо зарекомендовали себя в клинике при лечении легочных заболеваний.

Благодаря способности вышеупомянутых антибиотиков-сенолитиков подавлять воспалительные процессы, они уже давно рассматриваются как альтернатива кортикостероидам,   Показано, что рокситромицин обладает выраженным противовоспалительным действием [
] и высокоизбирательной сенолитической активностью в отношении постаревших клеток [21

 NOTEREF _Ref536803731 \h 
]. Благотворное противовоспалительное действие этого препарата было продемонстрировано при астме вызванной аспирином [
].  Препятствуя высвобождению гистамина и синтезу простагландина D2, за счет подавления активации тучных клеток, рокситромицин тем самым, также ослаблял хроническое воспаление дыхательных путей [
]. В опытах на мышах с моделью астмы, он подобно дексаметазону подавлял ремоделирование дыхательных путей [
]. 

Аналогичные данные можно привести и для азитромицина. Он оказался эффективен, например, при резистентной к кортикостероидам астме [
] или ХОБЛ [
].

В связи с тем, что при длительном лечении антибиотиками, может возникнуть бактериальная устойчивость, в качестве их замены были предложены макролиды  не обладающие свойствами антибиотика, но сохранившие при этом противовоспалительную активность. Наиболее удачные из них относятся к серии производных EM900 ((8R,9S)-8,9-dihydro-6,9-epoxy-8,9-anhydropseudoerythromycin A), таких как EM905, EM914, EM939. Производные ЕМ900 при пероральном введении функционально и гистологически значительно ослабляют раздувание альвеолярной ткани, понижают секрецию провоспалительных цитокинов SASP, таких как IL-1β and IL-6 в дыхательных путях [
]. Благодаря выраженному терапевтическому воздействию эти неантибиотические макролиды могут в будущем заменить рокситромицин и азитромицин  для лечения хронических воспалительных заболеваний, таких как ХОБЛ [
]. Будущее покажет можно ли их будет использовать и в качестве сенолитиков, как рокситромицин и азитромицин.
Что касается ингибиторов ROCK: Y27632 и, практически не уступающего ему по способности поддерживать пролиферацию клеток, фасудила [Рисунок 3В  в 
], то они также уже давно апробированы и в опытах на животных [
] и в клинике при лечении легочных заболеваний, зарекомендовав себя как селективные вазодиляторы при легочной гипертензии [
]. 

Так, например, фасудил подавлял воспаление, окислительный стресс и клеточный апоптоз, ослабляя тяжесть последствий острого повреждения легких у крыс, получавших паракват (высокотоксичный яд вызывающий отёк и другие повреждения лёгких, с последующим  фиброзом легочной ткани) [
]. Помимо этого фасудил обладает способностью предотвращать дифференцировку фибробластов легких в миофибробласты рубцовой ткани [
].  
Эти и другие данные говорят о том, что ингибирование ROCK обладает огромным потенциалом в качестве мощного терапевтического инструмента при лечении фиброза легких [
]. Более того, появились данные о том, что ингибирование ROCK  способно вызвать функциональное восстановление митохондрий, а также нормализовать, ослабленный старением метаболизм  и, таким образом, омолодить стареющие клетки [31].

Поскольку в процессе «чистки» ткани от постаревших клеток, эти клетки подвергаются апоптозу, следует ожидать, что комбинация антибиотиков-сенолитиков с ингибиторами  ROCK окажет синергичный фармакологический эффект и также как в условиях  in vitro при условном перепрограммировании клеток приведет к пролиферации клеток легочного эпителия [
  
].
Для достижения в легких достаточно высоких  концентраций лекарственного препарата, сопоставимых с теми, которые применяются in vitro, можно будет воспользоваться технологиями получения сухих ингаляционных смесей с высокой концентрацией препаратов [
  
] и использовать ингаляторы для сухих смесей. В качестве основы такого препарата можно будет взять лиофильно высушенный гель, состоящий из тропоэластина [
] и гиалуроновой  кислоты в сочетании с хондроитином [
]. Медленно разрушаясь в тканях легких он будет постепенно высвобождать лекарственные препараты.
В том случае если факторы, сигнализирующие об апоптозе, полученные в процессе «чистки» организма сенолитиками, окажутся недостаточно мощными  (в организме, в отличие от системы in vitro эти продукты быстро вымываются из ткани), можно будет подстегнуть условное перепрограммирование путем временной сверхэкспрессии Δ133p53α – фактора, который позволяет задействовать  условное перепрограммирование и без продуктов апоптоза [
], воздействуя на экспрессию hTERT и активность теломеразы. 
Учитывая тот факт, что один из ингибиторов  ROCK - фасудил может также бороться с потерей интеллекта и памяти у пожилых [
] и уже давно применяется в Японии и Китае для лечения последствий мозгового инсульта, этот препарат достаточно безопасен для клинических целей [
]. Кроме того он защищает организм от аллергии и анафилактического шока, поскольку предотвращает повышенную проницаемость сосудов вызванную высвобождением гистамина и фактором активации тромбоцитов (в остром опыте все контрольные мыши, получившие инъекцию аллергенов, умерли в течение первого часа, тогда как при предварительном лечении фасудилом 60% выжило) [
] 
На обширном экспериментальном материале продемонстрирована способность фасудила 

защищать сердечную мышцу от ишемии за счет улучшения вазодилатации коронарных артерий, ингибирования апоптоза и окислительного стресса, снятия воспаления и снижения стресса [
]. Поэтому у технологий связанных с использованием ингибиторов ROCK, по всей видимости, большое будущее. На их основе можно будет создать новые мощные комбинированные препараты для борьбы с различными заболеваниями  у пожилых пациентов. 

Цель данного обзора обратить внимание исследователей на перспективы использования  макролидов-сенолитиков в комбинации с ингибиторами ROCK для лечения старческих заболеваний (в том числе болезней легких) путем восполнения пула стволовых и прогениторных клеток за счет активации их пролиферации in situ с помощью метода условно перепрограммированных клеток. В этом обзоре мы попытались обосновать целесообразность переноса этой технологии с клеточных культур in vitro в условия живого организма in vivo, поскольку компоненты необходимые для этой технологии уже давно апробированы в клинике.
Prospects for the use of conditional cell reprogramming technology for rejuvenation of the lung tissue.
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Chronic lung diseases in older people due to age-related changes are more severe and often cause death. Currently available drugs are not enough to successfully treat these age-related diseases. Additional measures are needed to increase the body's ability to regenerate lung tissue.

One of the ways to achieve this goal can be the technology of conditional reprogramming of cells. So far, this technology has been successfully tested only for in vitro experiments. However, there are prerequisites to use  this technology in vivo.

This review focuses on the rationale for this approach based on available developments in this direction.
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