Imunotoxikologie - metody 1

Priciny imunomodulaci (pozitivni i negativni) _Li..L;'.La___;lj
1) Geneticka fixace

2) Vliv prostfedi - ziskané béhem Zivota

Diisledky imunomodulaci (imunotoxicity)
- poruseni proti-infekéni a proti-nadorové ochrany
- neschopnost reagovat na vakciny
- imunopatologie (autoimunita, hypersensitivity)

Pisobeni:

- pfimo na buniky 1.S.
- na jiné burky, které moduluji I.S. (neuroendokrinni Fizenf)

ImunoDEFICIENCE

SEKUNDARNI - ziskané

- fada faktord
- metabolismus a vyziva
- zafeni
- vék
- poranéni (napf. popaleniny)
- chronické infekce
- chemické latky
- stres - spojeni s hormonadlnim fizenim

AIDS: retroviry (integrace do genomu) - HIV-1, HIV-2
infikuje CD4+ T-b a nékteré APC
dlsledky: selhani IS
- smrt v ddsledku oportunnich infekci
- neobvyklé nadory

Imunomodulace a jeji diisledky
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PRIMARNI - geneticka fixace
- Casto vézané na X-chromozom (vice ohrozeni M)

- deficity B-bunék a produkce Ab
- neschopnost vyrovnavat se s bakteriemi

- deficity T-bunék
- funkéni poruchy T-bunék

- SCID (Severe Combined ImmunoDeficienci)
- fada variant: T-B-, T-B+, NK ...
- kratka doba preZiti

IMUNOTOXIKOLOGIE

Cast toxikologie
Kazda latka je toxickd - o toxicité rozhoduje jen davka"

Kazda latka v téle
- prodélava fadu déja, které ovliviiuji vyslednou ,davku®

Toxikokinetika
- zavisi na povaze latek (velké x malé, hydro- filni x fobni ...)
- prijem, distribuce, metabolismus, vylu¢ovani

Toxikodynamika
- mechanismy interakce latek s ,receptory"
- jedna latka: vice mechanism@  ? Ktery je hlavni ?
- rozhoduje koncentrace v misté reakce a toxikokinetika
pr. - reakce latky s HMC a jeho modifikace
- aktivace receptoru AhR v brzliku




Jak Ize prokazat ,Imunotoxické pilisobeni" ?
1) Epidemiologické studie

(+)  vysoka informacni hodnota - studie s populacemi lidi
) - nakladné, velka pfirozena variabilita
- fada kovariant (slunce, Iéky, stres ...)

imunotoxicita prokazana pouze pro nékolik malo typ latek
- dioxiny (PCDD/Fs) a polychlorované bifenyly (PCBs)
- azbest
- olovo
- nékteré pesticidy

Jak Ize prokazat ,Imunotoxické pisobeni® ?
2) Laboratorni studie

(+)  lepsi definice, nizka variabilita experiment(
Ize hodnotit velké mnozstvi parametrd 1.S.
prostudovana fada chemickych latek

(-)  jen laboratorni zvifata
Jnejednotné" efekty v rliznych védeckych studiich
(rdzné davky, rizné doby expozice ...)

Jak Ize prokazat ,Imunotoxické pisobeni® ?
Co je cilem imunotoxikologa ?

? poznani
: védecka prace imunotoxikologd
: studie fady latek, rlizné experimentalni pFistupy
: Casto zakladni informace o mozném Ucinku

? posoudit skutecna RIZIKA pro lidi, zvifata
Co je riziko? (nebezpecnost 74 riziko)

: latka zabiji T-buriky = nebezpeénost
: latka je pritomna v toxické koncentraci = riziko

Existujici riziko - praktické dopady (zékaz vyroby ...)
=> potfeba standardizovanych protokolti

Standardizace hodnoceni rizik v imunotoxikologii
Narodni (mezinarodni) postupy a standardy

- NEEXISTUJE nadnarodni doporuceni/zakon (WHO, EU ...)
- NEEXISTUJE nadnarodni standard (ISO)

- Vyznamné narodni postupy
Holandsko - RIVM (potkan)
USA - NIEHS/NTP (my$ kmen B6C3F nebo BALB/C)
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PRAKTICKY EXPERIMENTALNI DESIGN

2) Hodnoceni imunotoxicity

viz déle

Praktické aspekty:

in vivo experimenty - potfeba velkého mnozstvi zvifat
: realizace jen v opravnénych pfipadech

existuji rozhodovaci schémata - kdy a jak testovat?

? Lze in vivo nahradit in vitro ?
- v nékterych pripadech ANO - viz déle

PRAKTICKY EXPERIMENTALNI DESIGN

1) Nejdrive - zjiSténi obecné akutni a chronické toxicity
(existuji standardy ISO, OECD ...)

Akutni toxicita (24-48 hodin, i.p. aplikace)

Kontrolni skupina 10 zvifat
Expozice - koncentrace 1 5 zvifat
- koncentrace 4 5 zvifat

- koncentrace 20 5 zvifat
- koncentrace 100 5 zvifat
- koncentrace 500 5 zvifat

Vyhodnoceni LD50
LOEC

Chronicka toxicita

REGE|

zpr. 21 dni, davky dle akutni toxicity
- 1/2 akutni LD50

- LOEC
- 1/10 LOEC g
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Test for immunceoxicity.

http://www.fda.gov/cdrh/ost/ostggp/immunotox.html

Hodnoceni imunotoxicity
podle RIVM

Tier 1 - obecna imunita

Tier 1 - RIVM - Hematologie a bunécnost

- PoCty krevnich bunék/mL

- Pocty leukocytd, lymfocytd

- mikroskopie: pocitaci komdrka

- jednoduché pocitac - ,cell counter"

: stanoveni




Tier 1 - RIVM - MnozZstvi Ab & tridy Ig D
- ELISA proti Fc fragment@im IgG, IgM, IgE
- Stanoveni ,titru™ (&im vySsi Fedéni - tim vice protilatek)

VZdy srovnani Kontrola vs. Exponované

jamka mikrotiragni Imobiksace vazha
desticky peotilatky antigenu
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Tier 1 - RIVM - HISTOLOGIE e

- Hmotnost (a pomér k hmotnosti téla) organd IS a dalsich
- zejména: slezina, thymus, uzliny

- Histopatologie
- fixace organu v parafinu
- tenké fezy cca 5 pm (mikrotom)
- barveni & mikroskopie

Profesné naro¢né hodnoceni
- expertiza

Tier 1 - RIVM - Stanoveni bunécnosti

- Bunécnost v kostni dieni
- preparace femuru
- odstfihnuti hlavic
- vyplach kostni dfeni

- Bunéénost ve sleziné
- slezina / homogenizace
Mys: 108 bunék
- 4-8% adheruje MF
- 60% B-b
- 40% T-b.

- stanoveni poctd bb.
(cell counter)

- stanoveni typ( bb.
(flow cytometer)

Priitokova cytometrie o=
- subpopulace

Fluorescen¢né znaCené protilatky proti povrchovym antigendim
(CD3+/CD4+, CD3+/CD8+ ....)
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Priitokova cytometrie o=
- subpopulace lymfocyté

Fluorescen¢né znaCené protilatky proti povrchovym antigendim
(CD3, CD4 ...)

Zastin
Jburika a jeji velikost"

Fluorescence
Typ buriky
ol s

Antibodees to Surface Antigen

Hodnoceni imunotoxicity
podle RIVM

Tier 2 - specificka imunita
B-buriky
T-buriky




Tier 2 - RIVM - Protilatkovéa odpovéd’ Ereid
ELISA proti IgM na T-nezavisly Ag (LPS
Antigenné specifické ELISA
- ELISA proti T-zavislym Ag
stetanovy toxin (@naT) || [o... || ...,
: beranni erytrocyty (SRBC) [y - -
Viz ddle: "; W T P |
Y Indr N Yndy S Sy S
Proliferac¢ni odpovéd’

bb. ze sleziny na LPS

Pocty bunék produkujicich Ab
proti SRBC: Plakova metoda

Proliferaéni odpovéd’ B-bb. ze sleziny proti LPS LLP‘{EI

aplikace LPS
-> stimulace B-lymfocytii
kultivace in vitro (48 h)

Homogenizace
a izolace bunék
-lyza erytrocytii

[ :> Oplach radioaktivniho media

Stanoveni radioaktivity (CPM) v buiikach
Pfidani *3H-Thy

Inkorporace do DNA
délicich se bungk
(24 h)

Plakova metoda - stanoveni poctél B-bb. [RECE]

- xenobiotikum
- antigen (=SRBC)
- izolace bunék ze sleziny -> agar

Konoblotle {‘
Exposure - +SRBC +C

Antigan/Pathogen e
allenge Q-B

Immuna System . .
st |:"> - opakované pridani antigenu (SRBC)
a pridani komplementu (morce) do agaru
e Cr I —

—

- kolem bun¢k produkujicich Ab proti
SRBC -> lyza SRBC: plaky
(PFC = plaque forming cells)

REEE|
ELISPOT - Stanoveni poétéi bunék produkuijicich Ab e

- desticka kryta antigenem (anaT)

- pfidani bunék (v rdznych redénich)

- produkce Ab proti anaT v jamce

- sekundarni Ab-HRP I e teuents oo
- HRP - NEROZPUSTNY produkt sl 1
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APPROACH No 4
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Proliferacni odpovéd’ T-bb. ze sleziny

- nespecifické

- mitogeny (lectiny/sacharidy - ConA, PHA)

- jiné lymfocyty (smiSena lymfocytova reakce - MLR)
- specifické antigeny (SRBC, anaT)

Design stejny jako u B-bb.




Tier 2 - RIVM - Bunééna odpovéd’ (T-bb.) O

Test na T-zavislé Ag (ovalbumin, tuberculin, Listeria)
,DTH" test (delayed type hypersensitivity)

MEST - Mouse Ear Swelling Test

- Vyholeni bficha, opakovana aplikace Ag v pasce (3-5 den)
- po 10 dnech: Ag do jednoho ucha (solvent do druhého)
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- Fig- 341, Details of MEST challeage s1.-¢ procedure.

Pip 3. Detsils of MIST iduction sing + peoosure.




