Imunotoxikologie - metody 2




Hodnoceni imunotoxicity
podle RIVM

Tier 2 - specificka imunita
Makrofagy
NK bunky




Tier 2 - RIVM - Funkce makrofagu

Hodnoceni ,oxidativniho vzplanuti* MF
- likvidace patogentl MF - fada enzymu / oxidace

- nespecificke stimulace (cukry) - LPS, zymosan, skrob

Stanoveni reaktivnich radikalt (ROS) po stimulaci

- krev (nebo bb. ze sleziny)

- pridavek sondy citlivé na oxidaci (luminol, fluorescein ...) + stimulace (LPS ...)
- méreni kinetiky - luminiscence (luminol) / fluorescence (fluorescein)

DCFH-DA
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Tier 2 - RIVM - Funkce makrofagu

In vitro fagocytoza (a likvidace patogena)

- bunky ze sleziny nebo vyplach bricha i.p. (adherence na povrch)
- aplikace na sklicko / misku

+ pridavek fagocytovanych objektd:
- fluorescencné znacené latexové kulicky NEBO
- bakterie Listeria monocytogenes

+ moznost pridat cytokiny (IFNN-gamma)

- inkubace 15-30 min
- fixace (& barveni) - fluorescence:
SCHOPNOST FAGOCYTOVAT
- nebo: kultivace zivych L. monocytogenes
SCHOPNOST ZABIJET




Tier 2 - RIVM - Funkce makrofagu

In vitro fagocytoza (a likvidace patogena)

Coxiella infection of a macrophage by Phagosome-lysosome fusion

phagocytosis Formation of phagocytic Bacterium survives and
___ vesicle multiplies

\ Cell and
" phagolysosome lyzes




Tier 2 - RIVM - Funkce NK-bunéek

In vitro likvidace nadoru

- bunécna nadorova linie YAC-1 (nebo P815, L1210...)
- pre-inkubace s radioaktivné znacenym substratem Na,*'CrO,
- varianta: fluorescencni znaceni (mene citlivée)
- dokonalé odmyti (aktivni jsou jen bunky - nikoliv meédium)

- smychani s bunkami ze sleziny (specif. pomer , effector:target" ratio)

Modiifikace: + pridavek IFN-gamma a LPS = zabijeni nédoru MAKROFAGY
(odliseni od funkce NK bb. - NK bb. nepotrebuji stimulaci !)

- inkubace 20h, centrifugace vsech bunek

- stanoveni radioaktivity v meédiu

(aktivita pochazi z rozbitych nadorovych bunék)
- varianta: mereni fluorescence (méené citlive)




Tier 2 - RIVM - Funkce makrofaqgi

In vitro likvidace nadoru

Inhibice lyzy YAC-1
po pridani modelové ldatky

Radioaktivita v mysich po
aplikaci YAC-1 (rozvoj nadori)
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Hodnoceni imunotoxicity
podle RIVM

Tier 2 - specificka imunita
Testy hostitelske rezistence

? Projevi se in vivo imunotoxicita
pro urcitou funkcni cast 1.S. ?




Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence

Likvidace patogent

Problémy: 7n vivo prace s patogeny ...

Bakterie - modely
Listeria monocytogenes
intracelularni patogen,

likvidace T-zavisla (vyzaduje stimulaci MF)
Streptococcus

extracelularni G+ bakterie

likvidace - funkce Ab + MF

Viry - modely
Virus chripky - neutralizacni Ab, spravna funkce IFN-a,b
Cytomegaloviry (herpes) - Tc, makrofagy, NK-bb.




Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence

Vliv TCDD na preziti

Likvidace patogent po infekci chiipkou
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Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence
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Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence

Likvidace paraziti
- Trichinella spiralis

- helmint - infekce pres GIT
- T-bunécna imunita + eosinofily

- Plasmodium yoelli - prvok
- malarie (infikuje ERY)
- likvidace: B-b / T-b / MF

Likvidace nadort

B16F10 melanoma
- i.p. injekce - 21 dnti - diseminace na plicich
- likvidace: NK a MF

PYB6 sarcoma
- i.m. injekce - zde vyvoj nadoru



Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence

Likvidace parazitt
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Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence

Likvidace nadorti

Metastazy B16F10 na plicich mySi

Efekt cyklofosfamidu
-> Vyskyt nadori po aplikaci PYB6
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Hodnoceni imunotoxicity

Specificke testy

Autoimunita
Hypersensitivita




Autoimunita

Prikaz proti-jadernych protilatek (ANA)
- lidské bunky fixované na mikroskopickém skle
- pridani séra (pokud obsahuje ANA, navazi se ...)

Antgen  Primary reaction

.Y

Antinuclear fluorescent
antibody stain

Microscopic examination




Hypersensitivita

Kontaktni hypersensitivita

Kontaktni hypersensitivita

-prtikaz DTH reakce
-> aplikace Ag na kizi
-> po delSi dobé zarudnuti

,DTH" test (delayed type hypersensitivity)

viz MEST - Mouse Ear Swelling Test
- Vyholeni bricha, aplikace Ag /alergenu/
- po 10 dnech: Ag do jednoho ucha
(solvent do druhého & srovnani)

Type I\7 Hypersensitivity
Contact-Type




Hypersensitivita

Stimulace v lokalnich uzlinach (mysi)
Local Lymph Node (LLN) Assay

http://school.powow-consulting.com/sourisSchool.swt

opakovana i.d. injekce latky (za usi) 5 dni

i.v. injekce 3H-Thy

5h

usmrceni

izolace lokalnich (krcnich) uzlin Testuehiole

vyhodnoceni hmotnost uzliny
+ proliferace bunék z uzliny in vitro

stanoveni radioaktivity v uzliné
(proliferace T-bunék)

ANOURS




Hodnoceni imunotoxicity

EXPERIMENTALNI DESIGN

y 4 | VAV 4

Ktera cast IS je zasazena?




Riizné typy Ag
T-zavislé pi. SRBC

T-nezavislée DNP-Ficol (=dinitrofenyl-ficoll)
LPS

1ZDEPENDENT'HESPOHSE
Exp. design: . Antigen:  Sheep Eryiny, oytes

Peak day: Day 5§
Requirements: B-cells. T.cellg

- plisobeni toxické latky ' and Macrophages

- kombinace riznych Ag
-> reakce rliznych slozek IS V-INDEPENDENT REST snse
-> poznani, které slozky IS Aln“gen: DNP.fj

jsou ovlivnény xenobiotikem et el

Requirements: B-cells
and Macrophagas

- vyhodnoceni

-> reakce rliznych slozek IS

_ POLYCLONAL RESPOL; iE

Mitogen:

- Popolysacct
Peak day: Day 2-3Y =
Hequirements: B-cells
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Fig. 6.4. Carbon tetrachloride (CC -+ - In vitre IgM antibody-forming cell responses,

CCl, — selektivni toxicita pro T-bunky
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Fig. 6.5. Cascin (CN). In 1 ¢ 3 IgM antibody-formiig cell responses.

Casein — toxicita pro T-bunky a Makrofagy
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Fig. 8.6. 23,7 8-Tetrachlorodibenzo-p-divxin (TCDD). tn vitro IgM antibody-forming

cell responses. i

TCDD - toxicita zejména pro B-bunky




In vitro varianty pro studium vlivu xenobiotik na bunky

- separace jednotlivych typl bunék ze sleziny

- oddéelené expozice bunek
- rekonstituce rtiznych bunék & spojeni dohromady
- odpoved’ na podavany Ag

Vysledky
- srovnani rliznych xenobiotik
- posouzeni vlivu na jednotlivé typy bunek




1) Homogenat bunék ze
sleziny:
SINGLE CELL o ; Y
suspENsION (kontrolni / exponovane zvire)
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AFC/1046 RECOVERED SPLC

YH TCDD
THEATMENT:_ WHOLE SPLENOCYTES

NO Ab RESPONSE:
70%+ VH B-cells only
i S VH T-cells only
TCDD B-cells onily
TCDD T-cells only

AFC/10~6 RECOVERED £7’LC

-

N

VH B-cells VH B-cells TCDD B-cells TCDD B-cells
VH T-cells TCDD T-colls TCDD T-cells VH T-cells

2 TREATMENT: SEPARATION - RECONSTITUTION

Fig. 6.9. Scparation-reconstitution stud‘cs with 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzc -p-dic xin
(TCDI'). T-dependent antibody response {zdapted from Dooley and Holsappl: . 18]

Expozice B- a T-bunék in vitro (TCDD vs VH - kontrola)
-> spojeni a sledovani produkce IgM




