Репрограммирование опухолевых макрофагов с помощью наноформулированных иммунопрепаратов
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Онкологические заболевания в развитых странах продолжают занимать лидирующие позиции среди причин смертности, потери трудоспособности и снижения качества жизни пациентов. В последнее десятилетие большие надежды связывают с развитием иммунотерапии – концепции, направленной на борьбу с опухолью путем активации иммунитета. Известно, что один из механизмов ускользания опухоли от иммунного надзора состоит в создании иммуносупрессивного опухолевого микроокружения, в том числе благодаря репрограммированию опухолевых макрофагов (tumor associated macrophages, TAM). В ответ на выработку хемокина CCL2 в опухоль приходят циркулирующие моноциты, которые под воздействием опухолевых цитокинов  становятся М2-макрофагами и способствуют поддержанию условий для прогрессии опухоли [1]. Присутствие же провоспалительных М1-макрофагов в опухоли коррелирует с благоприятным прогнозом терапии опухоли. 

В данной работе были синтезированы наноформулированные иммунопрепараты на основе магнитных наночастиц оксида железа, а также разработаны модели ТАМ для оценки влияния препаратов на поляризацию макрофагов. Получение ТАМ мыши производилось путем подкожной имплантации мышам линии BALB/c клеток карциномы молочной железы мыши 4Т1, дающих 100% метастазирование в легкие. Через 14 дней макрофаги выделяли из легких и культивировали в стандартных условиях. Методом проточной цитофлуориметрии с окраской на маркеры CD86 и CD206 было показано преобладание среди выделенных клеток CD206+ М2 макрофагов. Для разработки модели поляризации макрофагов человека была выбрана клеточная линия моноцитов человека THP-1. Моноциты дифференцировали в макрофаги путем инкубации с 150 нМ PMA, и затем добивались поляризации в М2-фенотип при инкубации с IL4 и IL13 в течение 24 ч.
Для направленной доставки иммунопрепаратов, поляризующих опухолевые макрофаги, были выбраны 30 нм наночастицы маггемита, покрытые оболочкой из сывороточного альбумина. С помощью методов атомно-эмиссионной спектрометрии, проточной цитофлуориметрии и конфокальной микроскопии было установлено, что данные наночастицы способны эффективно накапливаться в мышиных и человеческих макрофагах, причем данный процесс зависит от длительности воздействия наночастиц на клетки. Иммунопрепараты различной природы (CpG-олигонуклеотид, LCL-161 и IL12) были загружены на наночастицы путем образования электростатического, гидрофобного и ковалентного комплексов, соответственно. Были охарактеризованы физико-химические свойства полученных наноиммунопрепаратов, а их цитотоксичность по отношению к ТАМ мыши и моноцитам человека THP-1 оценивалась в рамках MTS-теста. Сравнительная характеристика эффективности поляризации мышиных и человеческих макрофагов показала, что наноформулированные CpG-олигонуклеотид, LCL-161 и IL12 более эффективно стимулировали репрограммирование макрофагов в М1-фенотип по сравнению со свободными препаратами.
Таким образом, в результате проведенных исследований были впервые получены и охарактеризованы перспективные нанопрепараты для иммунотерапии опухолей, а также клеточные модели для оценки эффективности процесса поляризации макрофагов.
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