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Razvojna imunotoksicnost (DIT) zajema okoljsko povzroceno motnjo normalnega
Imunskega razvoja s skodljivim izidom.

K DIT lahko prispevajo stevilni kemicni, fizikalni in psiholoski dejavniki.
Kot osrednja komponenta razvojnih izvorov bolezni pri odraslih je DIT povezan s tremi

pomembnimi koncepti, ki obsegajo zdravstvena tveganja skozi vse zivljenje:

(1) Barkerjevo hipotezo, ki povezuje prenatalni razvoj z boleznimi v poznejsem
Zivlienju,

(2) higiensko hipotezo, ki povezuje novorojencke in dojencke s tveganjem za bolezni
vV poznejsem zivljenju, in

(3) fetalnim programiranjem in epigenetskimi spremembami, ki lahko vplivajo tako v
poznejsem zivljenju kot na prihodnje generacije.



V kontekstu imunotoksicnosti v razvojnem obdobju (DIT) gre za
preucevanje hipoteze, da je imunski sistem v razvoju bolj dovzeten
za kemijske motnje kot imunski sistem odraslin osebkov.

. vidika regulative obstaja bojazen, da bi standardna studija imunotoksicnosti, izvedena na
odraslih zivalih, spregledala morebitno vecjo dovzetnost, povezano s kriticnimi fazami
razvoja imunskega sistema.

Dovzetnost se lahko kaze kot

- kvalitativna razlika (npr. prizadetost imunskega sistema v razvoju, medtem ko imunski
sistem odraslin ni prizadet),

- kvantitativna razlika (npr. imunski sistem v razvoju je prizadet pri nizjih odmerkih kot
Imunski sistem odraslin) ali

- ¢asovna razlika (npr. uCinki na imunski sistem v razvoju so dolgotrajnejsi od tistih, ki jin
opazimo pri imunskem sistemu odraslih).

Tovrstne razlike med imunskim sisfemom v razvoju in imunskim sistemom odraslih so
znanstveno potrjene.
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Kaksne prednosti ponuja testiranje DIT v primerjavi s testiranjem na odrasline

za javnr. zdravje

Pokritost kriticnih razvojnih oken:

DIT posebej zajema vec kriticnih oken razvoja imunskega sistema, s Cimer se poveca
obcutljivost za odkrivanje potencialnih imunotoksicnih ucinkov, ki bi jih testiranje pri odraslih
lahko spregledalo.

Prilagodljivost in integracija:.

« Moznost preucevanja razlicnih razvojnih obdobij glede na potrebe

« Moznost izvedbe integriranih Studij (npr. OECD 443 EOGRTS) s soCcasnim ovrednotenjem
drugih koncnih tock

« Moznost ocenjevanja obcutljivosti drugih sistemov v razvoju, kot sta endokrini ali ziveni sistem

Celovita ocena:
Ce se izvede DIT, ni potrebe po loceni imunotoksikoloski Studiji z odraslimi zivalmi, kar kaze na
celovito naravo DIT.

Glavna prednost testiranja DIT je sposobnost prepoznavanja imunotoksicnih ucinkov med
ranljivimi razvojnimi fazami, ki morda niso ocitni pri testiranju odraslih.

arr . institut



Splosna priporocila za testiranje DIT

Upostevati je treba tako trajne kot prehodne ucinke.

V okviru standardne zasnove studije je trebba oceniti vse kritfiche faze razvoja
Imunskega sistema; ce se pojavijo ucinki, je treba dolocene faze podrobneje
raziskati.

Protokol za ocenjevanje DIT bi se lahko razsiril na mladostnike in mlade odrasle,
sqj je kljuCnega pomena, da se izpostavljenost nadaljuje, dokler ni mogoce
oceniti morebitnih uCinkov na imunski sistem.

Obstojece in vitro metode imajo nekatere omejitve, vkljucno z dejstvom, da
morda ne zajamejo kompleksnih celicnih interakcij, ki potekajo v okolju in vivo.
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Paradigma celovitega jaza sluzi modelu v
katerem morata imunski sistem in mikrobiom
dojencka soCasno dozorevati — brez motenj ali
posegov — da se zmanjsajo zdravstvena
tveganja v kasnejsem zivljenju. Model zajema
okoljske dejavnike tveganja, za katere je znano, v 0 drugs
da povzrocajo motnje pred in po rojstvu. (gt materation)

Developmental immunotoxicity (DIT) in the context of

the Completed Self model for the human-microbial superorganism
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Shemaitski prikaz ontogeneze

Imunskega sistema
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https://www.immunopaedia.org.za/immunology/basics/2-
ontogeny-of-the-immune-system/ Povzeto z dovoljenjem iz: Bellanti,
JA (ur.). Immunology IV: Clinical Applications in Health and Disease. |
Care Press, Bethesda, MD,



https://www.immunopaedia.org.za/immunology/basics/2-ontogeny-of-the-immune-system/

Pomembna novejsa dognanja

Limfoidni progenitorii, ki izvirajo iz rumenjakove vrecke (YS), se v Cloveskih zarodkih pojavijo pred
hematopoetskimi maticnimi celicami (HSC) (Ni et al. 2025).

Sekvenciranje RNK na ravni posameznih celic (scRNA-seq - single-cell RNA sequencing) vzorcev
plodov, novorojenckov in odraslih je pokazalo:

« CloveSke hematopoetske maticne in progenitorske celice (HSPC, Haematopoietic stem-progenitor
cells) so v drugi polovici fetalnega razvoja podvrzene postopnim spremembam v izrazanju genov,
kar na ravni celicne populacije vodi do transkripcijskega profila, ki se postopoma razvija (Bunis et al.
2072448

« Fetalne celice T so podvrzene casovno usklajenim in usmerjenim spremembam v izrazanju genov, ki
verjetno dolocajo delovanje celic T v posamezni razvojni fazi; slednje nakazuje, da namesto
loCenih, prekrivajocCih se valov fetalne in odrasle hematopoeze, enoten oddelek HSPC dozivija
postopne in neprekinjene spremembe v izrazanju genov (Burt & McCune 2023).
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Pregled Casovhega razvoja Cloveskega imunskega sistema in glavnih za av 0 200 wie
obdobij obcutljivosti za razvojno imunotoksicnost (DIT)

Development of the human immune system and windows of susceptibility to DIT
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Lorenje imunskega sistema poteka prek zaporedja strogo
nadzorovanih razvojnih faz, ki vkljucujejo dolocanje in
proliferacijo hematopoetskin maticnih celic (HSC), naselitev in
selekcijo celic v prizeljcu ter vzpostavitev perifernega
repertoarja celic Tin B.

Vsaka od teh faz predstavlja obdobje povecane ranljivosti, v
katerem lahko izpostavljenost tujim snovem povzrocCi
dolgotrajne spremembe v imunski zmoznosti, toleranci in
regulaciji (Dietert 2014).

Zato je treba skrbno preuciti izpostavljenost okoljskim
onesnazevalom, zdravilom ali prehranskim neravnovesiem med
nosecnostjo, v zgodnjem poporodnem obdobju in v
dojenckovem obdobju, sqj so ta razvojna obdobja Se posebe]
obcutljiva za motnje.

Vse veC dokazov kaze, da lahko skodljivi vplivi v teh kriticnih
obdobijih usmerijo razvoj imunskega sistema vse do odrasle
dobe ter vplivajo na dovzetnost za okuzbe, alergije,
avtoimunske bolezni in druge imunske odzive (WHO, 2012).
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Development of the human immune system and windows of susceptibility to DIT
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ZakljuCki povezani z imunskim sistemom Vv razvoju

Imunski sistem v razvoju je dovzetnejsi za ucCinke ksenobiotikov — od katerih so mnogi lahko
Imunotoksicni, v primerjavi z imunskim sistemom odraslih.

Imunotoksicnhost v obdobju razvoja (DIT) lahko privede do sprememb v nastajanju in delovanju
iImunskega sistema v kriticnih razvojnih olbdobjih, kar lahko vpliva na zdravje skozi celotno zivljenje. To
poudarja potrebo po razvoju orodij za testiranje kemikalij s tovrstnimi uCinki, kar bi omogocilo
ucCinkovitejSe raziskovanje in boljse razumevanje DIT.

Toksikologija trenutno dozivlja temeljito preobrazbbo, ki jo narekujeta eticna odgovornost in potreba po
modelih, ki bolje odrazajo clovesko biologijo.

Osrednji del tega razvoja je uveljavitev nacela 3R (Replacement, Reduction, and Refinement), ki je
spodbudilo razvoj in uvajanje metodologij novega pristopa (NAM).

Te vkljuCujejo vse sirsi nabor orodij in silico, in chemico in in vifro, zasnovanih za zmanjsanje odvisnosti
od poskusov na zivalih ob hkrathnem povecanju napovedne moci (Johnson et al. 2025) pri razvoju
napovednih orodij za uporabo v regulativne in raziskovalne namene.



Pomen in izzivi testiranja DIT

Podatki testiranja DIT so bistveni za regulatorne odlocitve zlasti v predporodni in perinatalni fazi, TODA:

« Podatki DIT so redki v primerjavi s podatki za vecino drugih apikalnih koncnih tock, saj se podatki
DIT zahtevajo le v nekqj primerih ob registraciji kemikalij.

« Edina smernica za testiranje, ki vkljucuje testiranje DIT, je je OECD TG Razsirjena enogeneracijska
studija reproduktivne toksicnosti (EOGRTS; TG 443), v kateri se ocenjujejo uCinki na frekvence
subpopulacij limfocitov (celice T, celice B, celice CD4+ T, celice CD8+ T in celice NK), medfem ko
se imunsko funkcionalne koncne tocke ne ocenjujejo.

« V omejenem Sstevilu primerov je v EOGRTS vkljuCena tako imenovana kohorta 3. Ta kohorta
ocenjuje ucinke izpostavljenosti na odziv protiteles, odvisnih od celic T (TDAR, T-cell-dependent
antibody response).

- Dodatek kohorte 3 k EOGRTS temelji na sprozilcih, pridobljenih iz (a) presejalnih testov za toksiCnost
za razmnozevanje in razvoj. TG 421/422, (b) 28- in 20-dnevnih studij oralne toksiCnosti pri odraslih
zivalin: TG40 7/408 ali (c) javno dostopne literature.
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Premik paradigme - od pristopoyv, ki temeljijo na zivalih, k

pristopom DIT, ki temeljijo na metodah NAM e
je opredeljen s prehodom k mehanisticnim, za ljudi

relevantnim in integrativnim metodologijam, ki se gradijo na

okviru poti s Skodljivim izzidom AOP (Adverse Outcome

Pathway).

Paradigm shift in DIT: from animal-based testing to a human relevant mechanistically
informed risk assessment

Animal-based DIT testing Mechanistic framework Human-relevant NAMs

MIE |- KE1 - KEZ -.-°

* Physiological maps
e * AOP frameworks
Animal models: A
e.g. TDAR * Mult-omics data

* Species differences l ¢ Human in vitro immune models
* Limited mechanistic insight * Stemn cell-derived systems

Mechanistic integration

* Ethical constraints * Organ-on-chip platforms

Paradigm shift in DIT testing

Ustvarjeno v BioRenderju. lulini, M. (2026) https://BioRender.com/5vrup11



Kako lahko preucujemo DIT in vitroe

In vitro testi, ki se tradicionalno uporabljajo za imunotoksicnost pri odraslin, so bili predlagani kot
presejalni v razvojnih kontekstin (OECD 2022).

Zagotovijo dragocene vpoglede v osnovno prepoznavanje nevarnosti, a je pri ekstrapolaciji
rezultatov na zgodnje zivljenjske faze potrebna previdnost.

RazvijajoCi se imunski sistem kaze povecano obcutljivost na razvojne imunotoksicne snovi, standardni
pragovi za odrasle pa lahko podcenjujejo tveganja v kriticnih obdobjih imunskega zorenja.

Glede na kompleksnost imunskega razvoja je en sam test sSe vedno malo verjeten. Namesto tega se
NAMiI vse bolj vkljuCujejo v vecstopen|ske strategije testiranja, ki se zacnejo s pristopi in vitro in in silico.

FizioloSki zemljevidi in AOP zagotavljajo mehanisticno osnovo za izbiro NAM, ki bodo vkljuceni v baterijo
testov. Namen je zqjeti tako imunosupresivhe ucinke kot tudi neprimerno imunsko aktivacijo, kot je
senzibilizacija koze.

V OECD TG je bilo vkljucenih veC metod, vkljucno s testi [L-2 Luc in IL-2 Luc LTT (TG 444A), ki so
zasnovani za odkrivanje imunosupresivne aktivnosti in vifro, Ceprav je njihova uporabnost za DIT se
vedno predmet razprav (Johnson et al. 2025; OECD 2022).
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OECD dokument (2022) poudarja potrebo po nizu dopolnilnih testov, namesto da bi

Nacio al n mstitut
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se zanasali na eno samo koncno tocko. Ta vecanalitski pristop povecuje robustnost
ocenjevanja imunotoksicnosti in podpira oceno tveganja, ki je bolj relevantna za
Cloveka, zlasti v kontekstu razvojne izpostavljenosti.

Diagram poteka prikazuje pristop
z odloCitvenim drevesom:

« zacCetek je doloCanje bioloske
razpolozljivosti na ravni matere in
posteljice ter vrednotenje
hematopoeze,

* po potrebi sledijo ciljni funkcionalni
imunski testi
« na podlagirezultatov se snovi

razvrstijo kot imunotoksicne ali
neimunotoksicne.

Maternal/Placenta
Bioavailability

by using a tiered approach, i witro methods could provide the means to assess the hazard posed by direct immunotoxicants,

In vitro (Developmental) Immunotoxicity Assessment
- flowchart and decision tree strategy -

Mot necessary to
- e ——— | mmunotoxicant [
‘ maluate other endpoint

, | Evaluation of Specific functional test e.g.

haematopoiesis

. Proliferation assays

Cytokines productic
MK cell activit
Dendritic cell activity
T cell depandent antibody response [TDAR)
MulE-immunoTox ITA):

® IL-2 lucif
® IL-1[ lug
» IL-8 lucif

30 mod

system models

Immune Organ-on-Chip Systems

THE TIERED APPROACH:



Mikrofizioloski sistemi

Te tehnologije skupaqj predstavljajo temeljni kamen premika paradigmeprofi

strategijam za testiranje DIT, ki so relevanine za ljudi ter mehanisticno utemeljene

in eticno vzdrzne (Nandre & Terse 2025; Rupar et al. 2024).

Bolje zajemajo kompleksnost imunskega razvoja in njegove motnje, ki jin povzrocajo ksenobiofiki.

MPS so napredne in vitro platforme, zasnovane za posnemanje vidikov fiziologije in delovanja
Cloveskih organov v hadzorovanem, dinamicnem okolju.

MPS zdruzujejo strukturne, biokemijske in mehanske signale, kar omogoca zvestejso simulacijo
kompleksnih procesov, kot so diferenciacija, migracija in komunikacija imunskih celic (Kwee et al.
2023; Staumont et al. 2025).

V kontekstu imunotoksicnosti, povzrocene z zdravili, so MPS Se posebe| obetavni, saj omogoCajo
modeliranje kriticnih obdobij zorenja imunskega sistema, ki so in vivo (pri ljludeh) nedostopna, v studijin
na zivalih pa so slabo ponazorjena.

L vkljuCevanjem primarnih progenitorjev ali progenitorjev, pridobljenih iz maticnih celic, ti sistemi
omogocCajo raziskovanje tega, kako izpostavljenost ksenobiofikom mofti usmerjanje celic v doloceno
razvojno linijo, vzpostavljanje tolerance ali medsebojno delovanje med imunskim sistemom in tkivi med
razvojem (Johnson et al. 2025).



Sistemi imunskih organov na Cipu

Ponujajo moznost napovedovanja imunotoksicnosti potencialnih terapeviskin uCinkovin z uporabo
podatkov, ki so relevantni za ljudi; 1o je kljucen korak k uspesnemu prenosu Vv klinicno okolje in
pridobitvi regulatornih odobritev.

Tehnicni in bioloski izzivi (Nandre & Terse 2025; Rupar et al. 2024; Shanti et al. 2021; Wang et al. 2023):
« ustrezno prilagajanje velikosti organov;

« izbira optimalnega stevila in vrste celic;

« obvladovanje kompleksnosti socasnega gojenja razlicnih vrst celic (ko-kulture);

« terzasnova ustreznih perfuzijskih sistemov.

ProuCevanje DIT prinasa dodatno raven kompleksnosti, saj mora model upostevati obsezne
spremembe v imunskem sistemu, ki se pojavljajo v razlicnih razvojnih obdobijih.

Modeli organ na Cipu ponujajo hove moznosti, na primer za vkljuCitev medsebojnega delovanja
razlicnih organov, vendar je treba Se raziskati, v koliksni meri lahko ti modeli posnemajo kompleksno in
dinamicno medsebojno delovanje, znacilno za imunotoksiCnost v razvojnem obdobju.



3D-modeli in organoidi

Dvodimenzionalne kulture tkiva prizeljca nudijo omejeno podporo timopoezi, medtem ko 3D-kulture
strome bolje spodbujajo razvoj nezrelih celic T - natancneje posnemajo prostorsko organizacijo, stike
med celicami ter signale iz mikrookolja, ki so potrebni za selekcijo in zorenje timocitov.

3D-model ohranja naravno morfologijo celic in omogoca raznolike interakcije med celicno povrsino in
okoliskim medijem, kar povecuje prezivetje in proliferacijo celic.

Kulture organoyv fetalnega prizeljca so uveljavljeni modeli, ki posnemajo kljucne vidike razvoja celic Tv
prizeljcu, vkljucno s pozitivho in negativno selekcijo ter vzpostavitvijo tolerance celic T prek interakcij z
lastnimi molekulami glavnega kompleksa histoloske skladnosti in endogenimi antigeni.

Ti modeli so bili uspesno vzpostavljeni na razlicnih platformah, vkljucno s sistemi hranilnih celic OP9-
DL1/DL4 in MS5-DL1/DL4, ki podpirajo razvoj celic T de novo iz maticnih celic.

Kulture ponovno agregiranih tkiv prizeljca in kulture organov fetalnega prizeljca so odigrale
pomembno vlogo pri modeliranju zgodnjinh dogodkov v prizeljcu.



3D-modeli in organoidi

Zagotavljajo dragocen vpogled v zgodnji imunski razvoj in pomagajo zmanjsati odvisnost od zivalskih
modelov pri raziskavah imunotoksicnosti (Anderson et al. 2007).

Nedavno je bil vzpostavljen miniaturiziran pristop za proizvodnjo timusnih organoidoyv iz misjin fetalnih
timusnih celic, ki olajsa zavezo in razvoj T-celic, ponuja bistvene strukturne in funkcionalne znacilnosfi

nativnega timusa in je primeren za slikanje v zivo ter za srednje do visoko zmogljive aplikacije (Major et
al. 2025).

Pomemben izziv ostaja natancna replikacija kompleksnih interakcij limfne strome v razlicnih
funkcionalnih nisah prizeljca.

Do sedaj ni uporabe za oceno DIT in vitro. Obetavna prilagoditev tfeh modelov je vkljuCitev Cloveskih
epitelijskih celic prizeljca in stromalnih celic, bodisi primarnih bodisi pridobljenih iz induciranih
pluripotentnih celic (iPSC).

BodocCi modeli bodo omogocili modeliranje razlicnih funkcionalnih nis znotraj Cloveskega prizeljca, kar
odpira nove moznosti za DIT in vitro.



Poglobljeno imunsko profiliranje in pristopi sistemske imunologije
(Nygaard et al. 2021; Ronsmans et al. 2022; Tursi et al. 2024).

Visokodimenzionalno imunsko profiliranje zajema kompleksnost imunskega sistema s hkratnim
ocenjevanjem stevilnih celicnih populacij, stanj aktivacije in funkcionalnih oznacevalceyv.

Zagotavljajo mehanisticni vpogled v imunske pofti in odzive, ki jih moti izpostavljenost imunotoksicnim
snovem.

Integracija visokodimenzionalnega imunskega profiliranja z epidemioloskimi podatki in ciljno
usmerjenimi eksperimentalnimi studijami in vifro ima potencial za premostitev povezav med
izpostavljenostjo in izidom z osnovnimi celicnimi in molekularnimi mehanizmi pri ustreznih ravneh
izpostavljenosti.

S preucevanjem prekrivanj med imunskimi profili, povezanimi z razvojno izpostavljenostjo in nezelenimi
zdravstvenimi izidi, povezani s prenatalno izpostavljenostjo PFAS in oslabljeno imunsko funkcijo v
zgodnjem ofrostvu (Pennings et al. 2016), se lahko okrepijo dokazi o vzrocnih povezavah.

Prispevajo k razvoju prinodnjih in vitro presejalnih testov za DIT in identifikaciji kljucnih dogodkov za
razvoj AOP.



Izzivi pri napredovanju testiranja DIT
Imunski sistem igra osrednjo vlogo pri oblikovanju sirokega spekira zdravstvenih izidov skozi vse zivljenje.

Kljub velikemu napredku pri razumevanju ontogeneze imunskega sistema in pri razvoju NAM,
pomembnih za cloveka, ostajajo vrzeli v znanju in metodoloske vrzeli, ki skupqj
ovirajo razvoj, standardizacijo in validacijo:

Omejeno je znanje o tem, kateri specificni imunski razvojni procesi in okna dovzetnosti so najbolj
prizadeti in preko katerih mehanizmoyv.

Ta negotovost je tesno povezana z omejeno razpolozljivostjo referencnih podatkov o ljudeh, ki
opisujejo normalen imunski razvoj v prenatalnem in zgodnjem postnatalnem zivljenju.

V primerjavi z modeli pri glodalcih ostajajo nabori podatkov o ljudeh redki, razdrobljeni in pogosto
izpeljani iz majhnih kohort ali oportunistichega vzorcenja, zaradi cesar je tezko: (i) dolociti osnovne poti
imunskega zorenjaq, (ii) prepoznati kriticna okna dovzetnosti, (iii) preslikati celicne in molekularne dogodke, bistvene
za imunsko kompetenco, in (iv) razloCiti normalno razvojno variabilnost od sprememb, ki jih povzrocajo
imunotoksicne snovi.



Ceprav je bilo objavljenih veé NAM za DIT,
jih je le nekaj napredovalo v smeri validacije in regulativhega sprejetja.

Pomembna ovira je omejena razpolozljivost referencnih podatkov, relevantnih za Cloveka, ki jih je
mogoce uporabiti za opredelitev neugodnih razmer in primerjalno analizo in vitro ugotovitev v
razlicnih razvojnih fazah imunskega sistema.

Validacija NAMov za DIT ostaja izziv zaradi kompleksnosti imunske ontogeneze, specificnosti imunskih
procesov v posameznih zivljenjskih fazah in pomanjkanja uveljavljenih zlatih standardnih testov za
Stevilne razvojne imunske koncne tocke kar otezuje regulativno sprejetje.

Usklajevanje in standardizacija sta kljuchega pomena za zagotovitev ponovljivosti in robustnosti.

Pricakuje se, da bodo integrirani pristopi (IATA) igrali klju€no vlogo pri omogocanju regulativhega
izvajanja NAM za DIT.

Ker DIT vkljuCuje vec razvojnih procesov in imunskin kompartmentov, bodo verjetno potrebne
kombinacije dopolnjujoCin NAMov, ki zajemajo razlicne kljucne dogodke v imunskem razvoju.

Vzpostavitev mednarodno dogovorjenih testov, skupagj s preglednimi postopki interpretacije podatkov
in merili izvedbe, bo zato bistvenega pomena za podporo regulativnemu sprejemanju.



Uporaba za testiranje DIT za kemijsko varnosi?

Te regulativhe pomisleke poudarjata Strategija EU in dokumenti ECHA KARC (Key Areas of Regulatory
Challenges), v katerih opredeljujejo DIT kot regulatorno potrebo in prednostno podrocje za nadaljnje
raziskave (ECHA, 2025).

Pomembno je, da ta vrzel v znanju presega DIT, saj imunotoksicnost, ki jo povzrocajo kemikalije, v vseh
zivlenjskih fazah ostaja nezadostno opredeljena, frenutni pristopi testiranja pa ne morejo zaznati
celotnega spekira imunsko povezanih skodljivih izidov.

Za podporo posebej ocene DIT je treba bolje opredeliti kriticna olbdobja razvoja imunskega sistema.
Trenutno znanje o fetalnem imunskem sistemu v veliki meri temelji na informacijah iz zivalskin modelov.
Podatki se dopolnjujejo s podrobnimi znacilnostmi Cloveskih prenatalnih imunskin celic (Suo et al.,

2022; Haniffa et al., 2025), ki skupaj z napredkom modelov na osnovi maticnih celic mocno koristijo
razvoju in vitro testov, ki se osredotocajo na Cloveka.



Key Areas of Regulatory Challenges (ECHA, 2025).

2.1.2 Immunotoxicity

Why further research is needed:

We need to understand when the human
immune system is most sensitive to
chemical exposure. More specifically we
need to identify and characterise the
effects on the foetus, developing
children and adults.

Regulatory needs:

Identify sensitive moments in the
development of the human immune
system. Identify available NAMs to
address these effects and develop
new NAMs where needed. Apply
these NAMs to better regulate the
adverse impact of these chemicals.

« Improve identification and
regulation of immune-toxic
substances.

« Support potential future
development of dedicated CLP
hazard classes for
immuno-toxicity.
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2.1.2.1. Identification of critical windows of development of the immune system

Why the topic is of relevance: Developmental immunotoxicity is of concern because of an observed increase of diseases that are linked to the immune
system (e.g., allergies, autoimmune diseases). Currently, assessment of possible developmental immunotoxicity effects is a standard information
requirement at the highest fonnage level under REACH (i.e., for substances brought onto the European market above 1000 tonnes per year), in case a
concern for immunotoxicity is observed in previously performed studies in adult animals (EOGRTS with cohort 3). As the concern for developmental
immunotoxicity (and the request for further assessment of this effect) is based on data generated in adult animals, it is possible to miss substances causing
immunomodulation in developing animals. As there is a lack of scientific consensus on the critical windows for the development of the immune system,
further work is needed. Without this scientific understanding it is impossible to develop a NAM based battery to assess developmental immunotoxicity,
even for screening or priority setting. Once those critical windows have been identified, a next step would be to assess what type of methods may
already be available and whether those could be used (perhaps with further development and validation) for assessing developmentalimmunotoxicity
in regulatory processes. Based on current state of science (mainly linked to academia-based research), there are multiple methods containing standard
in vitro techniques, as well as new types of tissue cultures. There is however only one NAM based technique with international approval for assessing
immunotoxicity, which hampers the inclusion of non-animal-based methods or test batteries into the regulatory system. Due to the general concern of
this endpoint, it is important to have at least NAM based methods for priority setting or screening, to better decide on testing needs and to understand
the potential risks of e.g., industrial chemicals for the developing immune system. Currently, developmental immmunotoxicity is included under
reproduction toxicity in CLP regulation. Discussions are ongoing to develop a specific hazard class for immunotoxicity (containing both adult and
developmentimmunotoxicity). Also for this purpose, it would be beneficial to have (more) NAMs available.

Where it fits into the regulatory landscape: this concerns basic research, which is needed to gain a better understanding of the scientific possibilities and
regulatory applicability of new NAMs to address immunotoxicity. Depending on their applicability domain, the NAMs could be used for priority setting
(better targeting of in vivo testing), support of read-across and possibly even for classification and labelling purposes.

Short-term impact: To identify critical windows in the development of the immune system and to analyse the NAM related methodologies that are
already available. In case promising methods are not available, further consideration of development of NAMs is needed.

Long-term impact: To develop or validate a testing battery of NAMs for the assessment of developmental immunotoxicity to implement in a regulatory
context e.g., screening, priority setting, supporting evidence, hazard identification or risk assessment.

DIT Alternatives Group - The Johns Hopkins Center for Alternatives to Animal Testing (jhsph.edu); F Miller, The increasing prevalence of autoimmunity and
autoimmune diseases: an urgent call fo action for improved understanding, diagnosis, treatment, and prevention; Curr Opin Immunol. 2023 9 OECD TG
444A: in vitro Immunotoxicity
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Projekt PARC DIT NAMs

Zdruzuje 14 evropskih institucij za kartiranje
ranljivin oken razvoja imunskega sistema in
razvoj ustreznin NAMov.

NAMs based on
T helper ceils and feto
maternal interactions

OsredotocCa se na zdravije ljudi, a nekateri
pristopi bodo uporabni tudi v ekotoksikologiji.

Testing strategies and
in vitro TDAR assay

Podprojekt 1 (Baza znanja in kartiranje):
Pregleduje trenutno literaturo, opredeljuje
kriticna okna razvoja imunskega sistema in
gradi fizioloski zemljevid razvijajocega se
Cloveskega imunskega sistema.

CEFAS (UK) /INERIS (FR)
Theeespine Stickleback
model for innate immunity

Podprojekt 2A-C (Razvoj in prilagoditev
NAMs): Ocenjuje obstojecCe teste
imunotoksicnosti za presejanje, dolocanje
prioritet in navzkrizno branje, hkrati pa ustvarja
nove in vitro NAMe z uporabo razlicnih
modelov.

Overview of PARC Partners
NAM Development & Physiological Mapping Activities

Coordination &
IPSC-derived
microgia model

r Stem celllorganoid

In vitro

®. =
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Applying
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modeis

NAM development
and transfer
Physiclogical map of

the developing
ATETWNG System




Cilj projekta je razviti ustrezne
NAM za izboljsanje regulatorne
ocene tveganja
imunotoksicnih kemikalij.

Sodelovanje z mednarodnimi
pobudami bo okrepilo
metodologije, ki obravnavajo
razvojno imunotoksicnost in
vplive kemikalij na imunske
poti.

Mapping and data

HIDmap (physiological maps)
AOPs
DIT-NAM review

Alternative vertebrate

models
Zebrafish larvae (transgenic)
Threespine stickleback
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Functional assays

Myeloid mononuclear cells
PBMCs (T cells)
TDAR in vitro

Stem cell models

iPSC/HSC to microglia, B or NK cells
3D trophoblast/T-cell co-culture
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Developmental Immunotoxicity: Mechanistic Insights, Human-Relevant Models, T

and Translational Pathways

Julia Tigges (IUF - Leibniz Research Institute for Environmental Medicine, Environmental
Toxicants and the Brain, Germany); Costanza Rovida (1. TEAM mastery s.r.l. ; 2. CAAT
EventsCAAT Events, Italy)

Razvijajoci se imunski sistem je med najbolj zapletenimi in ranljivimi biologkimi mrezami,
ki ga oblikujejo genetsko programiranje in okoljski dejavniki, ki skupaj dolocajo dolgorocno
odpornost ali dovzetnost za bolezni. Motnje v kriticnih razvojnih oknih lahko mocno
spremenijo imunsko delovanje, vendar razvojna imunotoksi¢nost (DIT) ostaja eno najmanj
zastopanih podrocij pri ocenjevanju kemijske varnosti. Tradicionalne metode, ki temeljijo

PHY SIQ
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na zivalih, zagotavljajo omejen vpogled v lovesko imunsko ontogenezo, ne zajamejo
starostno odvisne obcutljivosti in niso primerne za sodobne zahteve po mehanisticni
natancnosti in eticni odgovornosti.

Prikazali so zdruzena podrocja toksikologije, imunologije in bioinzeniringa, da bi predstavili

celostno perspektivo o prihodnosti testiranja DIT: opredelitvijo funkcionalnih meril, ‘2;5‘;:{:;\3

referencnih spojin in standardov delovanja za metodologije novega pristopa DIT (NAMs); &/ auueove

k naprednemu nacrtu, ki opisuje znanstvene in regulativhe poti do validacije testov, T
sprejetja s strani OECD in vkljuCevanja novih tehnologij v oceno varnosti; predstavitev, ' oy
kako napredni in vitro sistemi povzemajo zgodnjo imunsko diferenciacijo in delovanje;

raziskavo imunskega razvoja na sistemski ravni s pomocjo mehanisticnega kartiranja in

okvirov za pot Skodljivih izidov (AOP). Te predstavitve skupaj na novo opredeljujejo %ﬂ’*f\’,@“"fow

testiranje imunskega odziva kot temelj za oceno tveganja, pomembnega za Cloveka, in ¥ &

vsezivljenjsko zasCito imunskega zdravija.

Spruck et.al (2026)



Published in

Frontiers in Immunology
Systems Immunology

7 impact factor

METHODS article
Front. Immunol., 09 July 2026

Sec. Systems Immunology

Volume 17 - 2026 | https://doi.org/10.3389/fimmu.2026.1741650

HIDmap: a physiology-based map of
human immune system development
to support animal-free research and
regulatory innovation




Fiziolosko podprt HIDmap temelji na dejstvu,
da se razvoj Cloveskega imunskega sistema vzpostavi z zaporedjem strogo
reguliranih procesov, ki se odvijajo v vec embrionalnih in fetalnih organih.

Kljub obseznim raziskavam se nase mehanisticno razumevanje se vedno v veliki meri opira na zivalske
modele, ki pogosto nimajo translacijske natancnosti za Clovesko biologijo.

Ta vrzel je se posebej pomembna za razvojno imunotoksicnost (DIT), kjer je bila izpostavljenost okoljskim
onesnazevalcem, kot so dioksini, PCB-ji in PFAS, v zgodnjem zivljenju povezana z dolgotrajno imunsko
disfunkcijo, vklju€no z zmanjSano odzivhostjo ofrok na cepiva.

Da bi odgovorili na to potrebo, so ustvarili Zemljevid razvoja Cloveskega imunskega sistema (HIDmap),
kuriran digitalni vir, ki je skladen s standardi najdljivosti, dostopnosti, interoperabilnosti in ponovne
uporabnosti (FAIR) in sistematiCno zajema prenatalno imunsko ontogenezo.

HIDmap zdruzuje podatke, pridobliene iz literature, v modularno, triplastno strukturo, ki povezuje
anatomske nise, migracijo celic in trajektorije diferenciacije v 24 organih.

Z vgradnjo HIDmap v okvir poti skodljivin izidov (AOP) so zgradili domnevni AOP, da bi pokazali, kako
lahko zemljevid pomaga povezati molekularne zacetne dogodke, povezane z izpostavljenostjo okolju
— kot je aktivacija arilnih ogljikovodikovih receptorjev (AhR) — s kljucnimi imunoloskimi dogodki in
nezelenimi izidi v nadaljnjem toku.



HIDmMap zdruzuje podatke,
pridobljene iz literature, v
modularno, triplastno strukturo, ki
povezuje anatomske nise, migracijo
celic in potek diferenciacije v 24
organih.

Uporablja barvno in simbolno

kodiranje, ustvarjeno s

CellDesignerjem.

(A)Barvna shema ponazarja
razlicne bioloske entitete.

(B) Vrste puscCic predstavljajo
bioloske odnose.

Starting point Initial literature

screening

Nine studies

selected -+

based on
expert
Judgment

A Symbols for biological
entities

RNAs and miRNAs

Arrow types

Cell migration

Cell differentiation

Ambiguous differentiation

Inhibitory interactions
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Prikaz struktura razvojnega
zemljevida Cloveskega imunskega

sistema (HIDmap).

(A) Organizacija v tri hierarhicne
ravni bioloske granularnosti.

(B) Prikaz prenatalnega razvoja
Imunskega sistema z imunsko
organogenezo in valovi
hematopoeze.
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Submaps

Multilayered physiological map of the developing immune system:
100 % human-based

Yolk sac and
AGM region

Prenatal development of the human immune system




Posnetek (raCunalniskega)
zaslona prikazuje uporabniski
vmesnik zemljevida na
platformi MINERVA, vkljuCno
z interaktivnimi funkcijami,
kot so navigacijska orodja in
funkcija iskanja, ki
uporabniku omogoca
iskanje dolocenih vrst celic
ali komponent, ki ga
zanimaQjo.

Celotna interaktivha razlicica
zemljevida je dostopna preko
https://immunedev.elixir-
luxembourg.org/minervay/.

Fertilization

Late embryo/Fetus

llourn
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Prikaz pokritost organov in St bS8
utero in polarnost migracije
ale Zemljevidu Hleop. Number of depicted cell types

(A) Stevilo prikazanih tipov
imunskih celic na organ iz
vseh naborih podatkoyv,
vkljucenih v zemljevid
HIDmMap.

(B) Migracijska pokrajing, ki
prikazuje razmerje med
izhodnimi in vhodnimi

migracijskimi dogodki za ‘ Mraton andscape st migrafion pommdiy
vsak organ. Ao o
(C) Polarnost neto migracije | n,,k.,,mm
med organi, izraCunana : s
kot razlika med izhodnimi : ""g
iNn vhodnimi dogodki : Lymph nodes
(Izhodni - Vhodni). — B,:m'

Thymus

10 5 0 5 10 15 20 26 30
Net flow (outgoing - incoming)

Outgoing events



Ta organsko specificen
podzemljevid HIDmap-a
predstavlja prostorsko in
funkcionalno organizacijo
fetalnih jeter.

Celotno interaktivho razlicico
zemljevida si lahko ogledate na
https://immunedev.elixir-
luxembourg.org/minervay/.
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Vizualizacija izrazanja
markerjev razlicnih imunskin
celic na platformi MINERVA.

(A) Primer markerjev
hematopoetskin maticnih
celic.

(B) Izieme pri oznakah
markerjev

Celotno interaktivho razlicico
zemljevida si lahko ogledate na
https://immunedev.elixir-
luxembourg.org/minervay/.




Konceptualni okvir za
interativno in dvosmerno
integracijo Zemljevida
razvoja Cloveskega

Imunskega sistema (HIDmap)

in poti nezelenih izidov
(AOP).

MIE
KE structure
Clinical endpoints

A~ O~

AOP defines
what matters

New AOP
drives
future map
extensions

terative developement

Definition of KERs

Better WoE
New assays

. Molecular pathways
‘\ Cell interactions

.< :Z(: | Context

Missing interactions
Feedback loops
Biomarkers
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Molecular Cellular Response

Initiating
Event
KE1

AR Reduced HSC-
activation = proliferation

Niche: Fetal liver
Thymus

¢ Spleen
" Lymph node

KE2
Impaired

KE3
Reduced T-cell

—+  lymphoid — development and

hematopoiesis

-

peripheral pools

KE4

Reduced B-cell
development and
peripheral pools

KES
Impaired APC
maturation/
antigen
presentation
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Prikazan je domnevni AOP, ki
povezuje aktivacijo AhR z
Imunosupresijo zaradi
motenega limfaticnega razvoja
in delovanja.

Prikazane primere je mogoce najti v
iskalnem polju HIDmap z vnosom
naslednjih edinstvenih stevilk elementov:

element:81052 (KET); element:81139
(fetalna jetra), element:81780 (fimus)
(KE2 + 3); element:81202 (fetalna jetra),
element:81852 (timus) (KE2 + 4);
element:81932 (KE7).




Omejitve in prihodnje smeri razvoja HIDmap-a

Trenutna razlicica HIDmapa se osredotoca na razvoj prenatalnega imunskega sistema in
temelji na literaturi, objavljeni med letoma 2017 in 2022.

Prihodnje posodobitve bodo vkljuCevale

v novo dostopne nabore podatkov s skupnimi prizadevaniji v okviru projekta PARC

v’ razsirjene nabore podatkov in izboljSanje vira, ki ga bo vodila skupnost.

v' Kar zadeva razvoj AOP, HIDmap zajema predvsem celiche procese in molekularne

interakcije, dogodki visje ravni na ravni organov ali organizmoyv so predstavljeni le v
omejenem obsegu in se bodo dopolnjevali z novimi podatki.
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HVALA za pozornost

natasa.petrovic@nijz.si



