Imunotoxikologie - metody 2

Hodnoceni imunotoxicity
podle RIVM

Tier 2 - specificka imunita
Makrofagy
NK buriky

Tier 2 - RIVM - Funkce makrofagii

Hodnoceni ,oxidativniho vzplanuti* MF
- likvidace patogen(l MF - Fada enzym( / oxidace
- nespecifické 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 ...)
- méfeni kinetiky - luminiscence (luminol) / fluorescence (fluorescein)

Tier 2 - RIVM - Funkce makrofagi 7O
Hodnoceni ,oxidativniho vzplanuti®* MF
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Zdravé MFs
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Tier 2 - RIVM - Funkce makrofaqgti
In vitro fagocytoza (a likvidace patogena)

- bunky ze sleziny nebo vyplach bficha i.p. (adherence na povrch)
- aplikace na skli¢ko / misku

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

+ moZnost pridat cytokiny (IFN-gamma)

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

Tier 2 - RIVM - Funkce makrofagii

In vitro fagocytoza (a likvidace patogena
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Tier 2 - RIVM - Funkce NK-bunék [Ee38

In vitro likvidace nadoru

- bunéc¢na nadorova linie YAC-1 (nebo P815, L1210...)
- pre-inkubace s radioaktivné znacenym substratem Na,>'CrO,

- varianta. fluorescencni znaceni (mené citlivé)
- dokonalé odmyti (aktivni jsou jen buriky - nikoliv médium)

- smychani s burikami ze sleziny (specif. pomeér ,effector:target" ratio)

Modifikace: + pfidavek IFN-gamma a LPS = zabijeni nadoru MAKROFAGY
(odliseni od funkce NK bb. - NK bb. nepotrebuji stimulaci !)

- inkubace 20h, centrifugace vSech bunék

- stanoveni radioaktivity v médiu
(aktivita pochazi z rozbitych nadorovych bunék)

Hodnoceni imunotoxicity
podle RIVM

Tier 2 - specificka imunita
Testy hostitelské rezistence

? Projevi se in vivo imunotoxicita

pro urcitou funkcni cast 1.S. ?

Tier 2 - RIVM - Funkce makrofagi B

In vitro likvidace nadoru

Inhibice lyzy YAC-1
po pridani modelové latky
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Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence

Likvidace patogenii

Problémy: In 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 [+ O]

Vliv TCDD na pteziti

Likvidace patogenti . -
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Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence

Likvidace patogent

Vliv cyklofosfamidu
(cytostatikum, karcinogen)
na titry vira
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Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence [ieq

Likvidace parazitt
- Trichinella spiralis
- helmint - infekce pres GIT
- T-bunécnd imunita + eosinofily

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

Likvidace nadort

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

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

Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence [ereid

Likvidace nadort

Metastazy B16F10 na plicich mysi

g Efekt cyklofosfamidu
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Autoimunita [Ee38

Priikaz proti-jadernych protilatek (ANA)
- lidské buriky fixované na mikroskopickém skle
- pfidani séra (pokud obsahuje ANA, navézi se ...)
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Antinuclasr fluorascent
antivedy stain
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Tier 2 - RIVM: Hostitelska rezistence [vOx

Likvidace parazitt
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Dny ozafovani UV-B vs poéty T.spiralis
kultivovanych z infikovanych potkant

ha®ss
Hodnoceni imunotoxicity
Specifické testy
Autoimunita
Hypersensitivita
Hypersensitivita w

Kontaktni hypersensitivita

Kontaktni hypersensitivita
-priikaz DTH reakce

-> aplikace Ag na kézi

-> po del$i dobé zarudnuti

Type IV Hypersenahtivity
Commact-Type
Tmshours | 0 Mo | AaMou | Trmes

+DTH" test (delayed type hypersensitivity)

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




Hypersensitivita -

Stimulace v lokdlnich uzlinach (mysi)
Local Lymph Node (LLN) Assay
http://school.powow-consulting.com/sourisSchool.swf

opakovana i.d. injekce latky (za usi) 5 dni
i.v. injekce 3H-Thy

5h

usmrceni

izolace lokalnich (kr¢nich) uzlin

vyhodnoceni hmotnost uzliny
+ proliferace bunék z uzliny in vitro  ese,1.2 S

stanoveni radioaktivity v uzliné
(proliferace T-bungk) Baps \

Riizné typy Ag -

T-zavislé pt. SRBC
T-nezdvislé DNP-Ficol (=dinitrofenyl-ficoll)
LPS
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- plisobeni toxické latky

- kombinace réiznych Ag
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Hodnoceni imunotoxicity

EXPERIMENTALNI DESIGN
Ktera cast IS je zasazena?

X3

DAY 3 M ARG
TANGERENIA 4T RESPONSE (ONF-FICOAL)

|
E\

i ceey n ooy
Fit 8 Corto totrachloride (00 e wiro Iy amibenty-fovming el snsposses

DAY 8 1gM AFC

TOEPENOENT ARSPONEE (annc) Tighi 53

Ly
POLYELLY UL WESPC BE L)

20%}

Ll S
e -
5 300
- §
o 3

CCl, — selektivni toxicita pro T-buriky

7

&
&L

Y 8 g AP
EPADANT SALRONEE (sRAC]

Fig b5, Casn ENY o 4 ¢ 1l w48 st spamntn.

Casein — toxicita pro T-buriky a Makrofagy
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TCDD - toxicita zejména pro B-buriky




In vitro varianty pro studium vlivu xenobiotik na buriky

- separace jednotlivych typl bunék ze sleziny

- oddélené expozice bunék
- rekonstituce réiznych bunék & spojeni dohromady
- odpovéd’ na podavany Ag

Vysledky
- srovnani réiznych xenobiotik
- posouzeni vlivu na jednotlivé typy bunék

1) Homogenat bunék ze
sleziny:
(kontrolni / exponované zvite)

2) oddéleni makrofagii
(adherence na povrch)

3) neadherujici buiiky

(T- a B-lymfocyty)
- rozdéleni vzorku na 2 Casti
- Y2 lyza T-bunék
- 12 lyza B-bunék

4) oddélené expozice
cizorodé latce

5a) toxicita pro jednotlivé
typy bunék

5b) spojeni bunék po expozici
a provedeni plakového testu
(funkce)

.

TREATMENT

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




