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Osszefoglalas
A Draize-féle primer szemirritacios tesztet nagyon sok kritika éri az eredmények szubjektiv
értékelése, de legfoképp a vizsgalatok soran felhasznalt allatok szenvedése miatt. A
napjainkban elérhetd alternativ modszerek a koriilményektdl fiiggben részben vagy akar teljes
mértékben képesek kivaltatni ezt az in vivo tesztet. Ezek k6z¢ tartozik a rekonstrualt emberi
szaruhdrtyaszerii hdmszoveten (EpiOcular™ szdvet) végzett vizsgalat, valamint az izolalt
csirkeszem vizsgalatan alapul6 szemirritacios teszt. A vizsgalatokba bevont névényvédo szerek
szemirritdlo hatdsanak meghatarozasa az EpiOcular™ szdvet modell esetében a sejtek
¢életképességének csokkenésén alapult a negativ kontrollhoz viszonyitva, a sejtek
¢letképességét MTT teszttel hatdroztuk meg. Az izolalt csirkeszem vizsgalatan alapulod
szemirritacios teszt elvégzése soran a kezelést kovetden a szaruhartya-duzzadas, -homaly és -
karosodas mértékét az alap értékhez viszonyitva hataroztuk meg és az igy kapott végpontok
kombinacidibol kdvetkeztettiink a vizsgalat anyag szemirritacids potencialjara. A vizsgalt

novényvédd szerek szemirritald tulajdonsaguak voltak az alkalmazott in vitro modszerek
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alapjan. A rendelkezésre allo in vivo eredményekkel dsszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy az

Osszes vizsgalt anyag esetében a sajat in vitro és az in vivo eredmények megegyeztek.

Kulcsszavak: szemirriticio, izolalt csirkeszem, in vitro, MTT médszer, EpiOcular™ szovet

Abstract
The in vivo Draize-test 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 alternative
tests are available which can be partly or totally replaced the in vivo eye irritation testing
depending on the circumstances. The EpiOcular™ model and the Isolated Chicken Eye Test
(ICET) are part of these alternative methods. Four different pesticides were examined with these
in vitro methods. The eye irritation potential of the test items in the EpiOcular™ model were
predicted by measurement of their cytotoxic effect, as reflected in the MTT assay. In the
Isolated Chicken Eye Test the eye irritation potential of the test item was predicted based on
the combination of the three endpoints: corneal swelling, corneal opacity and fluorescein
retention. The based on the determination of each endpoint was the differences between values
of the base line measurement and the values of any observation time points after the post-
treatment rinse. Each test items showed irritation potential in both models. Compared these
results with the available information about in vivo data of the tested pesticides, all test items

are corresponded to them.

Keywords: eye irritation, Isolated Chicken Eye, in vitro, MTT assay, EpiOcular™ tissue
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Bevezetés
Napjainkra szamtalan alternativ modszert dolgoztak ki a Draize-féle teszt kivaltasara, melyek
koz¢é tartoznak azok az in vitro technikak is, ahol szovettenyészetet, illetve izolalt szerveket
hasznalnak. Ezek az eljarasok azonban jelen formajukban csak bizonyos feltételek mellett
alkalmasak az in vivo Draize-féle szemirritacios teszt teljes mértekl kivaltasara, melynek
legfébb oka, hogy ezen in vitro vizsgalati rendszerek viszonylag rovid ideig tarthatok fenn.
Ezaltal nem tanulmanyozhatok velilk megbizhatéan a kémiai irritacid6 eredményeként
jelentkezd szovetkarosodasok reverzibilitdsa. Ezen hidnyossaguk kovetkeztében dnmagukban
jelenleg nem alkalmasak az enyhe és a mérsékelt irritacios potencialok tanulmanyozasara.
Kisérleteink soran a Nurelle D 50/500 EC, Pyrinex 48 EC, Mystic 250 EW és a Systhane 20
EW noévényvédo szerek irritativ hatdsat tanulmanyoztuk a két in vitro modell segitségével.
Vizsgalatunk célja annak megvalaszolasa volt, hogy az izolalt csirkeszemen alapuld, valamint
az EpiOcular™ modellen végrehajtott in vitro tesztek eredményei milyen mértékben
korrelalnak egymadssal, és alkalmasak-e a Draize-féle in vivo primer szemirriticios teszt

részleges kivaltasara novényveédo szerek szemirritacios tulajdonsagainak vizsgalata soran.

Anyag és moédszer
A kisérleteinkben alkalmazott névényvédd szerek a Nurelle D 50/500 EC, Pyrinex 48 EC,
Mystic 250 EW ¢és a Systhane 20 EW voltak. Az izolalt csirkeszemen végrehajtott teszt soran
kozvetleniil a kezelés eldtt referencia értékként megmértik a vagohidrol szarmazod
csirkeszemek szaruhartya-vastagsagat, ill. meghataroztuk a szaruhartyahomaly és a
fluoreszcein-megtartas mértékét. A referencia értékekhez viszonyitva hatarozzuk meg a harom
vizsgalatvégpont (szaruhartyahomaly, vastagsag ¢és fluoreszcein-megtartds) esetében
bekovetkez6 valtozas mértékét. A tapasztalt kiilonbségek kiértékelése a modszerleirasban

(OECD Guideline 438, 2018) talalhato tablazatok hasznalataval tortént. Az EpiOcular™
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szoveteken végrehajtott vizsgalatainkat az OECD 492 (2019) iranyelv alapjan végeztik. Az
EpiOcular™ szdveteken végrehajtott vizsgalati modszer esetében a sejtek atlagos szazalékban
kifejezett életképességét hatarozzuk meg a negativ kontrollhoz viszonyitva. Ha a kapott
szazalékos ¢letképesség a meghatarozott 60%-os kiiszobérték vagy annal nagyobb, a vizsgalati
anyag nem rendelkezik szemirritacids potenciallal. Azonban, ha a kapott atlagos szazalékban

kifejezett életképesség a kiiszobérték (60%) alatt van, az anyag szemirritdlonak tekinthetd.

Eredmények
A vizsgalt novényvédd szerek izolalt csirkeszemen végrehajtott tesztekben kapott in vitro
szemirritacios kategoriait az 1. tablazat, mig az EpiOcular™ szdvet konstrukcioval végzett

tesztben meghatarozott in vitro irritacids potencidljait a 2. tablazat tartalmazza.

1. tablazat A vizsgalt novényvédd szerek izolalt csirkeszemen végrehajtott tesztb6l szarmazo in vitro irritacios

kategoridi
Novényveédo szer A harom végpont kombinacidja GHS Kat.
Nurelle D 50/500 EC 1xI1, 2xI1T Kat.2
Pyrinex 48 EC 1111, 2xIV Kat.1
Mystic 250 EW 1xII, 1xIII, 1xXIV Kat.2
Systhane 20 EW 2xI, 1xIIT Kat.2

2. tablazat A vizsgalt névényvédd szerek EpiOcular™ szévet konstrukcioval végzett vizsgalatban meghatdrozott

in vitro irritdcios potencialjai

Novényveédo szer Relativ Eletképesség (%) Irritacios potencial
Nurelle D 50/500 EC 6 Irritalo
Pyrinex 48 EC 11 Trritald
Mystic 25 0EW 2 Trritald
Systhane 20 EW 2 Irritalo
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Eredmények értékelése
Az izolalt csirkeszemen végrehajtott teszt eredményei alapjan a Pyrinex 48 EC stilyosan irritalo
tulajdonsagu, a Nurelle D 50/500 EC, Mystic 250 EW ¢és a Systhane 20 EW pedig irritalo
tulajdonsagiak. Ezen eredmények megfelelnek a vizsgalt készitményekrdl rendelkezése allo
irodalmi adatoknak. Az EpiOcular™ szdvetkonstrukcioval végzett tesztek eredményei alapjan
a Nurelle D 50/500 EC, Pyrinex 48 EC, Mystic 250 EW és a Systhane 20 EW szemirritalonak
mutatkoztak, amelyek megfelelnek a vizsgalt készitményekrél rendelkezése allo irodalmi

adatoknak.

3. tablazat A vizsgalt novényvéda szerek in vitro tesztekben kapott in vitro irritacios kategoridi és a biztonsagi

adatlapokon szereplo in vivo szemirritacios kategoriak

Novényveédo szer GHS kategoria az izolalt Trritacios potencial az In vivo eredmények
csirkeszemes teszt alapjan ~ EpiOcular™ tesz alapjan GHS kategoria
Nurelle D 50/500 EC Kategoria 2 Irritalo Kategoria 2
Pyrinex 48 EC Kategoria 1 Irritald Kategoria 1
Mystic 25 0EW Kategoria 2 Irritalo Kategoria 2
Systhane 20 EW Kategoria 2 Irritalo Kategoria 2

Az in vitro tesztekkel kapott eredményeinket 0sszehasonlitva a biztonsagi adatlapokrol elérhetd
in vivo irritacios eredményekkel (3. tablazat) azt tapasztaltuk, hogy mind a négy névényvédo
szer esetében egyezés mutatkozott az in vitro és in vivo eredmények kozott, ez 100%-os
pontossagot jelent. Az in vivo €s in vitro irritacioés eredmények megegyeztek az irritativ és a
sulyosan irritativ novényvédo szerek esetében is, igy az érzékenység 100%. A vizsgalatba vont
ndvényveédo szerek koziil a Pyrinex 48 EC rendelkezik stlyos szemirritacios potenciallal az in
vivo eredmények alapjan. A Nurelle D 50/500 EC, a Mystic 250 EW ¢és a Systhane 20 EW
névényveédo szerek irritdcids potenciallal rendelkeznek, amely mind a tévesen pozitiv, mind a
tévesen negativ eredmény esetében 0%-ot eredményezett. Eredményeink alapjan mindkét
vizsgalati modszer alkalmas a folyékony halmazallapoti névényvédo szerek irritacios

potencialjanak meghatarozasara bizonyos korlatok figyelembevételével. Az irritativ hatas
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esetében sem az izolalt csirkeszemes modszer (Adriaens és mtsai., 2014), sem az EpiOcular™
szovetmodellt alkalmazd teszt Onmagaban nem alkalmas az irritacié sulyossaganak
megitélésére (Kolle és mitsai., 2015). Mas szerz6k (Budai és mtsai., 2021) véleményével
Osszhangban elmondhatjuk, hogy az EpiOcular™ valamint az izolalt csirkeszemes teszt tovabbi
alternativ tesztekkel kombinalva egy in vitro tesztrendszer formajaban képesek az in vivo teszt

teljes szemirritacios potencialjat lefedd kivaltasra.
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