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Osszefoglalas

A Draize-féle primer szemirritacids tesztet nagyon sok kritika éri az eredmények szubjektiv
értékelése, de legf6képp a vizsgalatok soran felhasznalt allatok szenvedése miatt. Napjainkban
szamos in vitro modszer elérhetd, melyek részben vagy a koriilményektdl fliggben akar teljes
mértékben képesek kivaltatni ezt a technikat. Ezen mddszerek kozé tartozik a rekonstrualt emberi
szaruhartyaszeri hamszoveten (EpiOcular™ szévet) végzett vizsgilat. A vizsgalatokba bevont
hét kiilonb6z6 peszticid irritalé hatasanak elbiralasa az alapjan tortént, hogy az expozicids id6
alatt milyen mértékben csokkent a sejtek életképessége, amelyet MTT teszttel hataroztunk meg.

A hét vizsgalt peszticid koziil négy mutatkozott irritalé tulajdonsaginak, mig harom vizsgalati
anyag esetében nem volt megfigyelhetd irritald hatds az alkalmazott in vitro mddszer alapjan. A
vizsgalati anyagok biztonsagi adatlapjan meglévé iv vivo eredményekkel Gsszehasonlitva a
kapott in vitro eredményeinket azt tapasztaltuk, hogy két peszticid mutatkozott tévesen
pozitivnak, mig a tovabbi vizsgalati anyagok esetében a kapott in vitro eredmények megegyeztek
az in vivo eredményekkel. A tévesen pozitiv eredmény ezen modszer esetében nem szamit
kritikusnak, mivel minden pozitiv eredmény esetén tovabbi in vitro vizsgalat(ok) sziikségesek a

végso besorolashoz.
Kulesszavak: szemirritacio, in vitro, Draize teszt, MTT modszer, EpiOcularTM szovet
Abstract

Draize-test is one of the most criticized in vivo methods, because of the injuries of the test

animals and subjective nature of the test in recording the results. Nowadays, several in vitro tests
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are available which can be partly or totally replaced the in vivo eye irritation testing depending
on the circumstances. The EpiOcular™ model is part of these alternative methods. Seven
different pesticides were examined with this method and the irritation potential of the test item
may be predicted by measurement of its cytotoxic effect, as reflected in the MTT assay, on the
EpiOcular™ tissue.

Four test items showed irritation potential and three test items did not show irritation potential
out of seven examined test items. Compared to the results of these in vitro eye irritation studies
with the available information about in vivo data of the tested pesticides, five test items are
corresponded to them. However, two test items showed false positive result based on the data
performed on experimental animals.

However, false positive results in this context are not critical, because all test chemicals that
come out positive would be subsequently tested with other adequately validated in vitro

method(s) for the determination of final classification.

Keywords: eye irritation, in vitro, Draize test, MTT assay, EpiOcular™ tissue

Bevezetés

A fokoz6d6 tarsadalmi nyomds hatdsdra siirgetdvé valt olyan alternativ modszerek
kifejlesztése, melyek részben vagy egészben képesek kivaltani a Draize-féle szemirritacios
vizsgalati modszert. Ezekhez az tgynevezett alternativ moddszerekhez tartoznak az in vitro
technikdk, amelyek szdvettenyészetet vagy példaul vagohidon ledlt allat valamely szervét
alkalmazva valtjak ki a kisérleti allatok felhasznalasat a toxikologiai vizsgalatokban.

Azonban jelenleg ezen eljarasok egyike sem alkalmas 6nmagaban az in vivo Draize-féle teszt
teljes mértékli kivaltdsara, melynek legfobb oka, hogy ezen in vitro vizsgélati rendszerek
viszonylag rovid ideig tarthatok fenn (par o6ratl maximum par napig). Igy nem
tanulmanyozhatok velik megbizhatéan a kémiai irritaicid eredményeként jelentkezé
szovetkarosodasok reverzibilitasa, mely fontos szempont az irritativ hatas értékelésénél. Ezen
hidnyossaguk okan onmagukban jelenleg nem alkalmasak az enyhe és a mérsékelt irritdcids
potencialok tanulméanyozasara.

Kisérleteink soran hét kiilonboz6, mar hasznalatban 1évé peszticid vizsgalatat végeztiik el
rekonstrualt emberi szaruhartyaszeri hamszoveten (OECD 492, 2019). Ezek soran célul tiiztiik ki
mind a hét vizsgalati anyag irritdcids potencialjanak meghatarozasat az alkalmazott in vitro

modszerrel.
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Anyag és modszer

A vizsgalatok soran a kovetkezd peszticidek keriiltek felhasznalasra: Movento (100 g/l
spirotetramat), Chess 50 WG (50% pimetrozin), Ridomil Gold MZ 68 WG (38,8 g/kg metalaxil-
M + 64% mankoceb), Karate Zeon 5 CS (50 g/l lambda-cihalotrin), Amistar Top (200 g/l
azoxistrobin + 125 g/ldifenokonazol), Champion WG (76.7% réz(1I)-hidroxid), Folicur Solo (250
g/l tebukonazol). A kisérleti anyagokat higitas nélkiil alkalmaztuk.

Az EpiOcular™ szoveteken végrehajtott vizsgalataink alapja az OECD 492 iranyelv. Az
egyéjszakas eldinkubaciot kovetden eldnedvesitettiik az egységek felszinét DPBS oldattal (20
ul/hamszovet), amit egy fél oOran at tartd eldinkubacid kovetett a standard inkubalasi
koriilmények kozott (37£2 °C, 5£1% CO, és >95% paratartalom). Ezutan tortént a kezelés, ahol
a vizsgalt peszticidet (50 pl/hamszovet) egy pipetta segitségével juttattuk a hamszovet felszinére.
Az expoziciés id6 minden esetben 30+2 perc volt, melynek végét a tesztanyag lemosasa
jelentette. Els6 1épésben a hamszovet felszinérdl leontottiik a peszticidet, majd ezt kdvetden egy
kb. 150 ml DPBS oldatott tartalmaz6 poharba meritettiik az egységet és korkords mozgassal
mostuk. A mosas soran tesztegységenként harom poharat alkalmaztunk és mindegyik poharban
haromszor ismételtiik meg a mosasi folyamatot. A mosast kdvetden tortént az utdaztatas, ahol az
egységeket médiummal toltott liregekbe helyeztiik és 1242 percen keresztiil tartottuk. Majd ezt
kovetden az egységeket friss és elémelegitett médiumot tartalmazé iiregekbe helyeztiik és két
oran at inkubaltuk standard koriilmények kozott. Az utdinkubaciot kovetéen az egységeket MTT
oldatot tartalmazo iiregekbe helyeztiik és harom oOran keresztiil standard koriilmények kozott
fényt6l védve inkubaltuk. Az €16 sejtek dehidrogenaz enzimjeinek hatdséra a sarga szinti MTT
atalakul formazénna. A felhamszovet lilas, kékes elszinezédése a képz6dé formazan
csapadéknak volt kdszonhetd.

Az MTT oldattal torténd inkubdciot kovetben az egységeket athelyeztiik izopropanollal
feltoltott tiregekbe, majd az egységeket tartalmazo lemezeket parafilmmel légmentesen lezartuk,
és 2-3 oran at razattuk. A razatast kovetben az egységeket eltavolitottuk az izopropanolos
oldatbol. A visszamaradt oldatbol liregenként 2x200 pl-t egy 96 lemez iiregeibe pipettaztunk. A
kapott mintdk abszorbancidjat (OD) spektrofotométerrel 570 nm hulldmhosszon megmértiik, az
izopropanolt hasznalva vakként (8§x200 pl).

A kapott eredmények értékelését Microsoft Excel program segitségével végeztiik el az OECD
492 iranyelvben szerepld algoritmus alapjan.

Az EpiOcular™ szoveteken végrehajtott vizsgalati modszer esetében a sejtek atlagos

szazalékban kifejezett életképességét hatarozzuk meg a negativ kontrollhoz viszonyitva. Ha a
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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 modszerrel abban az esetben, ha nem
keriil kategoriaba (No Category), lehetséges a vegyi anyag osztalyba sorolasa mint szemirritacids
hatast nem okozd anyag. Minden egyéb esetben, tovabbi in vivo, illetve in vitro vizsgalatok
sziikségesek a végsd osztalyba sorolashoz.

A vizsgalatok soran parhuzamosan pozitiv és negativ kontroll egységeket is alkalmaztunk. A
kontroll egységek hasznalata (inkubacio, kezelés, mosas, stb.) megegyezett a vizsgélati anyag
esetében leirtakkal. A vizsgédlatok soran alkalmazott pozitiv (metil acetat) és negativ (steril
desztillalt viz) kontroll anyagok minden esetben a vart eredményt hoztak. Igy az elvégzett

vizsgalatok érvényesnek tekinthet6k.

Eredmények

A vizsgalatba vont hét peszticid kozil négy vizsgalati anyag mutatkozott irritald
tulajdonsagunak, mig harom vizsgalati anyag esetében irritalo hatas nem volt (1. tablazat).

A Champion WG, Folicur Solo, Ridomil Gold MZ 68 WG és a Chess 50 WG esetében az
eredmények arra utalnak, hogy ezen vizsgalati anyagok irritdldé vagy shlyosan irritalo
tulajdonsaguak (1. tablazat). Azonban a Ridomil Gold MZ 68 WG és a Chess 50 WG esetében az
eredmények ellent mondanak a vizsgalati anyagokhoz tartozo biztonsagi adatlapon szerepld in
vivo eredményeknek, mely szerint ezen anyagok nem rendelkeznek szemirritdlo tulajdonsaggal
az elérhetd in vivo vizsgalati eredmények szerint (1. tablazat).

A Movento, Amistar Top, és a Karate Zeon 5 CS vegyi anyagok esetében az eredmények

értékelése alapjan nem irritald tulajdonsagunak mutatkoztak (1. tablazat).
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1. tablazat. A vizsgalt peszticidek irritacios potencialjai

In Vivo irritacios Eltérés az In
EpiOcular™ moédszerrel ) ) )
potencial a biztonsagi Vitro és In Vivo
Tesztanyag meghatarozott atlagos .
adatlapok alapjan eredmények
relativ életképesseég (%)
(GHS) kozott
Amistar nem irritald
82 . . azonos
Top (Nincs kategoria)
nem irritald
Movento 108 azonos
(Nincs kategoria)
Karate nem irritalo
102 ) ) azonos
Zeon 5 CS (Nincs kategoria)
Ridomil
nem irritalé
Gold MZ 4 tévesen pozitiv
(Nincs kategoria)
68 WG
Champion Sulyosan irritalo
1 azonos
WG (Kategoria 1)
Folicur Sulyosan irritald
6 azonos
Solo (Kategoria 1)
Chess 50 nem irritalé
3 tévesen pozitiv
WG (Nincs kategoria)

GHS: (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals) a vegyi
anyagok osztalyozasara, csomagoldsara és cimkézésére vonatkozo globalisan harmonizalt

rendszer

Megyvitatas

A kapott eredményeinket Osszehasonlitva a biztonsagi adatlapokrol elérheté in vivo
eredményekkel azt tapasztaltuk, hogy a hét vizsgalat anyag koziil 6t anyag esetében mutatkozott
egyezés az in vitro és in vivo eredmények kozott, ez 71%-os pontossagot jelent. A vizsgalat
anyagok koziil 6t nem rendelkezett szemirritacids potencidllal az in vivo eredmények szerint,
ebbdl 2 tévesen pozitivnak mutatkozott, mely 40% tévesen pozitiv eredménynek felel meg (1.
tablazat). Két olyan vizsgalati anyag volt mely rendelkezett valamilyen mértékii irritacios
potencidllal az in vivo eredmények szerint (1. tablazat). Ebbdl mindkettd peszticid esetében
egyezés mutatkozott az in vitro eredményekkel, ami 0% tévesen negativ eredménynek felel meg

(1. tablazat). Végiil 6t olyan vizsgalati anyag volt, amely nem rendelkezett irritacios potenciallal
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az in vivo tesztek alapjan (1. tablazat), ebb6l 3 peszticid esetében az in vitro teszt is egyezést
mutatott, ami 60% érzékenységet jelent a nem irritdldé hatas kimutatdsa tekintetében. Mig a két
irritald vizsgalati anyag esetében egyezés volt az in vivo és in vitro eredmények kozott, ami
100% érzékenységet jelent az irritald hatas kimutatasa tekintetében. Ezen eredmények alapjan az
atlatunk alkalmazott in vitro vizsgalati modszer alkalmasnak mutatkozik a peszticidek irritacios
potencialjanak eldrejelzésében, bizonyos korlatok figyelembevételével. Az irritativ hatés
esetében nem alkalmas annak sulyosdganak (enyhe, mérsékelt, stlyos) megitélésére jelen
vizsgalati koriilmények kozott.

Eredményeink megerdsitik egy olyan vizsgalati sorozat eredményeit, melynek keretében 97
db agrokemikaliat vizsgaltak az altalunk is alkalmazott in vitro modszerrel. (Susanne N. Kolle és
mtsai., 2015). A 97 db vizsgalati anyagbol 80 db készitmény esetében volt egyezés az in vitro és
az in vivo modszerrel kapott eredmények kozott, ami 83% pontossagot jelent (2. tablazat). A
vizsgalatba vont készitmények koziil 43 db nem rendelkezett szemirritacids potenciallal az in
vivo eredmények szerint, ebbdl 12 db tévesen pozitivnak mutatkozott, mely 28% tévesen pozitiv
eredménynek felel meg (2. tablazat). 54 db olyan vizsgalati anyag volt mely rendelkezett
valamilyen mértékii irritacios potenciallal az in vivo eredmények szerint (2. tablazat). Ebbol 49
db készitmény esetében mutatkozott egyezés az in vitro eredményekkel, ami 9% tévesen negativ
eredménynek felel meg (2. tablazat). Végiil 43 db olyan vizsgilati anyag volt, amely nem
rendelkezett irritacids potenciallal az in vivo tesztek alapjan (2. tdblazat), ebbdl 31 db készitmény
esetében az in vitro teszt is egyezést mutatott, ami 72% érzékenységet jelent a nem irritalé hatas
kimutatasa tekintetében. Mig az 54 db irritald vizsgalati anyag esetében 49 db készitmény
esetében volt egyezés az in vivo és in vitro eredmények kozott, ami 91% érzékenységet jelent az

irrital6 hatas kimutatasa tekintetében.

2. tablazat. A vizsgalt peszticidek in vitro és in vivo eredményeinek dsszehasonlitdsa (Forrés:

Susanne N. Kolle és mtsai., 2015. 194 oldal 6-os tablazat)

In vivo

No Cat. Cat. 2B Cat. 2A Cat. 1

EpiOcular-EIT Rel. viability > 60% 31 1 4 0 36
Rel. viability < 60% 12 13 15 21 61

13 14 19 21 97

EpiOcular-ETI: EpiOcular™ modellen végrehajtott in vitro szem irritacios tesz

Rel. Viability: Relativ ¢életképesség a negativ kontrollhoz viszonyitva
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