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Osszefoglalis
A jelenleg is még széles korben alkalmazott OECD 405 iranymutatast, amelynek alapja a
Draize-féle primer szemirritacids teszt, nagyon sok kritika éri az eredmények szubjektiv
értékelése, de legfoképp a vizsgalatok soran felhasznalt allatok szenvedése miatt. Napjainkban
szamos in vitro modszer elérhetd, melyek a koriilményektdl fliggben részben vagy akar teljes
mértékben képesek kivaltani ezt az in vivo technikat. Ezen modszerek kozé tartozik a
rekonstrualt emberi szaruhdrtyaszeri himszoveten (EpiOcular™ szovet) végzett vizsgalat. A
vizsgalatokba bevont 6t kiilonbdzé novényveédd szer irritald hatasanak elbiralasa az alapjan
tortént, hogy az expozicids id6 alatt milyen mértékben csokkent a sejtek életképessége, amelyet
MTT teszttel hataroztunk meg. Az 6t vizsgalt ndvényvédo szer koziil négy mutatkozott irritald
tulajdonsagunak, mig egy vizsgalati anyag esetében nem volt megfigyelhetd irritativ hatas az
alkalmazott in vitro modszer alapjan. A vizsgalati anyagok biztonsagi adatlapjan meglévo iv
vivo eredményekkel 6sszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy az 6sszes vizsgalt anyag esetében a

sajat in vitro és az in vivo eredmények megegyeztek.
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Abstract
The in vivo Draize-test, which is the based on the OECD 405 guideline, is one of the most
criticized in vivo methods, because of the subjective nature of the clinical observations and
injuries of the test animals. Nowadays, several in vitro tests are available which can be partly
or totally replaced the in vivo eye irritation testing depending on the circumstances. The
EpiOcular™ model is one of these alternative methods. Five different agrochemicals were
examined with this method and the irritation potential of the test items were predicted by
measurement of their cytotoxic effect, as reflected in the MTT assay, on the EpiOcular™ tissue.
Four test items showed irritation potential and one test item did not show irritation potential out
of five examined test items. Compared these results with the available information about in vivo

data of the tested agrochemicals, all test items are corresponded to them.
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Bevezetés
A novekvo tarsadalmi nyomas hatdsara siirgetové valt olyan alternativ modszerek kifejlesztése,
amelyek képesek kivaltani a Draize-féle szemirritacios vizsgalati modszert. Ezen alternativ
modszerek kozé tartoznak azok az in vitro technikdk is, ahol szovettenyészetet hasznalva
valtjak ki a kisérleti allatok felhasznalasat a toxikologiai vizsgalatokban. Azonban ezek az
eljarasok jelen formajukban csak bizonyos feltételek mellett alkalmasak az in vivo Draize-féle
szemirritacios teszt teljes mértékli kivaltasara, melynek legfébb oka, hogy ezen in vitro

vizsgalati rendszerek viszonylag rovid ideig tarthatok fenn (par 6ratél maximum pér napig). igy
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nem tanulmanyozhatok velilk megbizhatéan a kémiai irritacid eredményeként jelentkezo
szovetkarosodasok reverzibilitasa, mely fontos szempont az irritativ hatas értékelésénél. Ezen
hianyossaguk kovetkeztében dnmagukban jelenleg nem alkalmasak az enyhe és a mérsékelt
irritacioés potencialok tanulmanyozasara. Kisérleteink soran 6t kiilonb6z6 novényvéddszer
irritativ hatasat tanulméanyoztuk a rekonstrualt emberi szaruhartyaszerti hamszoveten (OECD
492, 2019). Vizsgalatunk soran célul tiiztik ki mind az 6t vizsgalati anyag irritacios
potencidljanak meghatarozdsat az alkalmazott in vitro modszerrel, valamint ezek
Osszehasonlitasat a rendelkezésre allo in vivo eredményekkel azért, hogy az in vitro teszt

jovobeni alkalmazhatdsagat is értékelni tudjuk.

Anyag és modszer
A vizsgalatok soran a kovetkezd novényvédd szerek keriiltek felhasznalasra: Amega Up,
Movento, Orius 20 EW, Systhane 20 EW ¢és Topas 100 EC. A kisérleti anyagokat higitas nélkiil
alkalmaztuk. Az EpiOcular™ szoveteken végrehajtott vizsgalatainkat az OECD 492 iranyelv
alapjan végeztik. Az egyéjszakas elSinkubaciot kovetben elénedvesitettik az egységek
felszinét Dulbecco foszfat pufferelt soldattal (DPBS) (20 pul/hamszdvet), amit egy fél 6ran at
tarté eléinkubacié kovetett a standard inkubalasi koriilmények kozott (3742 °C, 5£1% CO; és
>95% paratartalom). Ezutan tortént a kezelés, ahol a vizsgalt névényvédd szereket (50
pul/hamszovet) egy pipetta segitségével juttattuk a hamszovet felszinére. Az expozicids id6
minden esetben 3042 perc volt, amelynek végén a tesztanyagot lemostuk. Elsé 1épésben a
hamszovet felszinérdl ledntottiik a névényvédo szert, majd ezt kovetden egy kb. 150 ml DPBS
oldatot tartalmazd poharba meritettiik az egységet és korkoros mozgassal mostuk. A mosast
kovetden tortént az utdaztatds, ahol az egységeket tapkozeggel toltott tiregekbe helyeztiik és
1242 percen keresztiil tartottuk abban. Ezt kovetden az egységeket friss és elémelegitett

tapkozeget tartalmazo liregekbe helyeztikk és két oran at inkubaltuk standard koriilmények
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kozott. Az utoéinkubaciot kovetden az egységeket a 3- (4, 5-dimetil-tiazol-2-il) -2, 5-difenil-
tetrazolium-bromid (MTT) oldatot tartalmazo iiregekbe helyeztiik és harom 6ran keresztiil
standard koriilmények kozott, fénytél védve inkubaltuk. Az €16 sejtekben 1évo dehidrogenaz
enzim hatdsara a sarga szinli MTT atalakul formazanna. A felhamszovet lilas, kékes
elszinez6dése a képz6dé formazan csapadéknak volt koszonhetd. Az MTT oldattal torténd
inkubaciot kovetéen az egységeket athelyeztiik izopropanollal feltoltott iiregekbe, majd az
egységeket tartalmaz6 lemezeket parafilmmel légmentesen lezartuk és 2-3 6ran at razattuk. A
razatast kovetden az egységeket eltavolitottuk az izopropanolos oldatbol. Az egységek
eltavolitasa utan visszamaradt formazan oldatot tartalmazé iiregek mindegyikébdl 2x200 pl-t
egy 96 lemez iiregeibe pipettaztunk. A kapott mintak abszorbanciajat (OD) spektrofotométerrel
570 nm hullamhosszon megmértiik az izopropanolt hasznalva vakként (8x200 pl). A kapott
eredmények értékelését Microsoft Excel program segitségével végeztik el az OECD 492
iranyelvben, illetve a modszerhez tartozo szabvany miiveleti eldirasban szerepld algoritmus
alapjan. Az EpiOcular™ szoveteken végrehajtott vizsgalati modszer esetében a sejtek atlagos
szazalékban kifejezett életképességét hatarozzuk meg a negativ kontrollhoz viszonyitva. Ha a
kapott szazalékos életképesség a vizsgalt vegyi anyag esetében a meghatarozott 60%-os
kiiszobérték vagy annal nagyobb, a vizsgalati anyag nem rendelkezik szemirritacios
potenciallal. Azonban, ha a kapott atlagos szazalékban kifejezett életképesség a kiiszobérték
(60%) alatt van, az anyag szemirritalonak tekinthetd. Ennek alapjan ezzel a médszerrel abban
az esetben, ha nem keriil kategoriaba (nem kategorizalhato), lehetséges a vegyi anyag osztalyba
sorolasa, mint szemirriticids hatdst nem okozd anyag. Minden egyéb esetben tovabbi in vivo,
illetve in vitro vizsgalatok sziikségesek a végsé osztalyba sorolashoz. A vizsgalatok soran
parhuzamosan pozitiv és negativ kontroll egységeket is alkalmaztunk. A kontroll egységek
hasznalata (inkubacio, kezelés, mosas stb.) megegyezett a vizsgalati anyag esetében leirtakkal.

A vizsgalatok soran alkalmazott pozitiv (metil-acetat) és negativ (steril desztillalt viz) kontroll
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anyagok minden esetben a vart eredményt hozték. fgy az elvégzett vizsgalatok érvényesnek

tekinthetok.

Eredmények
Az in vitro kisérleteink soran az EpiOcular™ modszerrel meghatarozott atlagos relativ
¢életképesség az Orius 20 EW, a Systhane 20 EW és Topas 100 EC esetében volt a
legalacsonyabb. Az Amega Up esetében az in vitro EpiOcular™ modszerrel meghatarozott
atlagos relativ életképesség bar magasabb volt az Orius 20 EW, a Systhane 20 EW és Topas
100 EC esetében mértekhez képest, de mivel nem érte el a kiiszobértéket, igy az eredmények
alapjan megallapitottuk, hogy az Amega Up, az Orius 20 EW, a Systhane 20 EW ¢és a Topas
100 EC irritald tulajdonsagtiak (1. tablazat). A Movento novényvédd szer esetében az in vitro
EpiOcular™ modszerrel meghatarozott atlagos relativ életképesség jelentdsen meghaladta a
kiiszobértéket, igy arra az eredményre jutottunk, hogy a Movento inszekticid nem rendelkezik

irritativ hatdssal (1. tablazat).
1. tablazat A vizsgalt névényvédd szerek vizsgalata soran az EpiOcular™ maodszerrel meghatdrozott
atlagos relativ életképességek, valamint az in vitro és in vivo irritacios potencidlok

EpiOcular™ médszerrel

in vitro irriticiés in vivo irritaciés
Tesztanyag meghatarozott atlagos relativ
potencial potencidl*
életképesség (%)
Amega Up 16 Irritativ Irritativ
Orius 20 EW 4 Irritativ Irritativ
Systhane 20 EW 2 Irritativ Irritativ
Topas 100 EC 4 Irritativ Irritativ
Movento 97 Nem irritativ Nem irritativ

* a biztonsagi adatlapok alapjan
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Eredmények értékelése
Az in vitro EpiOcular™ modszerrel kapott kisérleti eredményeinket Osszehasonlitva a
biztonsagi adatlapokrol elérhetd in vivo irritacios eredményekkel azt tapasztaltuk, hogy mind
az 6t ndvényvédo szer esetében egyezés mutatkozott az in vitro €s in vivo eredmények kozott,
ez 100%-os pontossagot jelent. Az in vivo és in vitro irritacidés eredmények megegyeztek az
irritativ és a nem irritativ novényvédoé szerek esetében is, igy az érzékenység 100%. A
vizsgalatba vont ndvényvédd szerek koziil egy (Movento) nem rendelkezett szemirritacids
potenciallal az in vivo eredmények alapjan és négy (Amega Up, Orius 20 EW, Systhane 20 EW,
Topas 100 EC) novényvédo szer rendelkezett irritdcids potencidllal, amely mind a tévesen
pozitiv, mind a tévesen negativ eredmény esetében 0%-ot eredményezett (1. tablazat). Ezen
Osszehasonlitd eredmények alapjan az in vitro EpiOcular™ modszer alkalmasnak mutatkozik
a folyékony halmazallapoti névényvéddé szerek irritacids potencialjanak meghatarozasara
bizonyos korlatok figyelembevételével. Az irritativ hatds esetében ezen in vitro moédszer nem
alkalmas az irritacié stlyossaganak (enyhe, mérsékelt, silyos) megitélésére jelen vizsgalati
koriilmények kozott. Kolle és mtsai (2015) 97 db folyékony halmazallapoti mezdégazdasagi
kémiai anyag irritativ hatasat tanulmanyoztdk az in vitro BCOP ¢és az EpiOcular™
modszerekkel. Az in vitro eredményeik in vivo eredményekkel torténd 6sszehasonlitasa soran
megallapitottak, hogy a nem irritativ vegyi anyagok esetében az EpiOcular™ teszttel
meghatarozott in vitro eredmények esetében az érzékenység 91%-os, a specifitas 72%-os és a
pontossag 82% volt. Ezek alapjan megallapitottak, hogy az in vitro EpiOcular™ teszt jol
alkalmazhat6 az ilyen tipusu kémiai vegyliletek irritativ hatdsanak vizsgalatdra. Az in vitro
EpiOcular™ teszt eldvizsgalati modszerként alkalmas az emlds kisérleti allatok szamanak
csokkentésére. Mas szerzok (Budai és mtsai, 2021; Tavaszi és mtsai, 2008) véleményével

Osszhangban elmondhatjuk, hogy az EpiOcular™ teszt tovabbi alternativ tesztekkel (HET-
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CAM teszt, ICE teszt) kombinalva egy in vitro tesztrendszer formajaban képesek az in vivo

teszt teljes irritacios potencialjat lefedd kivaltasra.
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