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1. KIVONATOK

1.1. Magyar nyelvi kivonat

A szerzd a Kkisérletei soran mezdgazdasagi vegyi anyagok
irritaciés potencialjat vizsgalta az in vitro HET-CAM (Hen’s Egg Test —
Chorioallantoic Membrane) teszttel. A nemzetkozi szakirodalmak alapjan
ezen vizsgalati modszert ez idaig agrokemikalidk irritativ potencialjanak
meghatdrozasara nem hasznaltak fel, igy az altala elvégzett vizsgalatok a
vegyi anyag tipusat illetéen ujnak nevezhetoek.

A kisérleti modszerként alkalmazott in vitro HET-CAM teszt
esetében a CAM-on a kezelés hatasara jelentkezett karosodasokat a
klasszikus makroszkopos kiértékelés mellett, fénymikroszkopos és
elektronmikroszképos technikéak segitségével is vizsgalta.

Osszehasonlité szandékkal elvégezte az in vivo Draize-féle
szemirritacids tesztet. Az in vivo és az in vitro teszt eredményeinek
Osszehasonlitasaval probalt véalaszt adni arra, hogy az in vitro HET-CAM
teszt jelen formdjaban alkalmas-e az agrokemikalidk irritativ
potencidljanak meghatarozasara €s, hogy alkalmas lehet-e az in vivo
Draize-féle szemirritacids teszt felvaltasara.

Az in vitro HET-CAM tesztet az Invittox Protocol 47. szama
alapjan végezte el. A tyuktojasokat 10 napig keltette, majd a mészhéj és a
héjmembran eltavolitdsa utdn a vizsgalati anyagokat kozvetleniil a
chorioallantois membranra jutatta rd. A kezelést kovetden 300
masodpercig figyelte meg a membrant és a vérérrendszerben

bekovetkezett karosodasokat. Az elvaltozasok kiértékelését szamitogépes



program segitségével végezte el, a kapott irritdcids indexeket beillesztve
egy kiértékeld tablazatba, irritacios potencialokat hatdrozott meg.

Az in vivo Draize-féle szemirritacios vizsgalat elvégzése sordn a
nyulszem kotéhartyazsakjaba helyezte a vizsgalati anyagokat. A szemen
jelentkezo elvaltozasokat a kezelést kovetd 1. ora, 24. ora, 2., 3., 4., 7.
nap utan értékelte. A vizsgélati eredmények értékelését a Draize-féle
szemirritacids modszer pontozasi rendszere és kiértékeld tablazata
alapjan végezte.

A szerzd vizsgalatai soran alkalmazott mezdgazdasagi vegyi
anyagok in vitro HET-CAM tesztbdl szarmazd eredményei jo korrelaciot
(r =0,78449) mutattak az in vivo adatokkal.

A fény- és elektronmikroszképos vizsgalatok segitségével a
szerz6 megallapitotta, hogy a mezdgazdasagi vegyi anyagokkal elvégzett
kezelés hatasara a CAM mesenchyma allomanyaban 1évd erek falanak
halozati rostja kdrosodnak, aminek eredményeként vérzések alakultak ki
a kémiai irritacio hatdsara.

A Kkisérletbe vont mezdgazdasagi vegyi anyagok in vivo és in vitro
eredményeinek Osszehasonlitdsabdl, €s a nemzetkdzi szakirodalomban
talalhato hasonlo jellegii eredményekbdl a szerzo megallapitotta, hogy a
HET-CAM teszt nem alkalmas az in vivo Draize-féle primer
szemirritacids vizsgalat teljes egészében torténd kivaltasara.

A HET-CAM teszt jelen formdjaban, mint szemirritacids
elovizsgalati mddszer javasolhato.

Az in vitro HET-CAM teszt fontos eleme lehet azon in vitro
tesztrendszernek, amely a jovoben képes lesz az in vivo Draize-féle

szemirritacids vizsgalat kivaltasara.



1.2. Angol nyelvii kivonat

The Draize rabbit eye irritation test receives particular criticism
because of the injuries inflicted on the test animals. One of the most
studied alternative methods is the Hen’s Egg Test — Chorioallantoic
Membrane (HET-CAM).

A comparative screening was performed with a set of
agrochemicals to establish parallel data on in vitrro (HET-CAM) and in
vivo (Draize) results.

Although the actual form of the HET-CAM test is a valuable
prescreen method for predicting the ocular irritation of chemicals, in the
toxicological tests for registration of agrochemicals the in vivo Draize

test cannot be replaced by the in vitro HET-CAM test.

1.2. Német nyelvii kivonat

Das Draize Hase Augen irritation Test wurde oft kritisiert weil die
Versuchs Tieren erleben oft schmerzen wehrend des Experiment. Die
meist studierte alternative methode ist das Hithner Ei Test —
Chorioallanoic Membrane (HET-CAM).

Die Verleichs untersuchungen wurden erledigt mit eine reihen
von veischiedenen Agrochemikalien, wegen die parallel ergebnisse in
vitro (HET-CAM) und in vivo (Draize) untersuchungen.

In jetzige form von das HET-CAM Test ist eine vertvolle
voruntersuchungs methode in vorzeichnen von augen irritation. In
toxikologishe Test fiir registration von Agrochemikalien, kann das in

vitro HET-CAM Test nicht erzetzen das in vivo Draize Test



2. BEVEZETES

A Vilagbank eldrejelzése szerint a Fold lakosainak szdma 2030-ig
50%-kal no, és eléri a 8,5 milliardot. Az egy fore jutd mezdgazdasagi
teriilet, amely harminc évvel ezelétt még fél hektar volt, harminc év
mulva varhatéan egyotod hektarra csokken. Ez a népességrobbands
vilagméretli élelmezési problémat vet fel, amelynek jorészét a
mezogazdasagnak kell megoldania, az elosztasi, kereskedelmi stb.
viszonyok megvaltoztatdsa mellett (Gaborjanyi €s mtsai, 1995).

A Fold 88,4 millié négyzetkilométeres szarazfoldjének legfeljebb
30 %-a alkalmas szant6foldi mtvelésre. Az ipar éppen ezekbdl a
foldekbdl foglal el tijabb és ujabb teriileteket, itt épiilnek 1) telepiilések,
utak és tuduldhelyek. A Fold népességének nagyaranyu gyarapodésa €s a
mezogazdasagilag miuvelhetd teriiletek csokkenése folytan keletkezo
fesziiltség, csak a mezdgazdasagi termékek mindségének javitasaval €s
azok mennyiségének fokozasaval oldhato meg.

A mezdgazdasagi teriileteken termesztett novényeinkben rejld
genetikailag  determinalt  termdképesség csak  magas  szintl
novénytermesztési technolégidk alkalmazéasaval kozelitheté meg. A
fenntarthato mezdgazdasag kivanalmainak eleget tevé novénytermelés az
integralt novényvédelmen alapul. Az integrdlt novényvédelem
szisztematikus megvalositdisa a kémiai novényvédelmi modszerek
csokkenését eredményezi, bar azok tovabbra is meghatarozoak lesznek.
A termesztett novényeink taplalékforrasai kiilonbozé baktérium, gomba,

¢s rovar szervezeteknek. Megbizhato  felmérések szerint a



kultarnévényeket kérosito €16 szervezetek napjainkban viladgszerte,
atlagosan  mintegy  35%-kal  csokkentik a  mezdgazdasagi
terméshozamokat. Ebbdl az allati kartevok, els6sorban a rovarok 14%, a
mikroorganizmusok, ezek kozott is foleg a gombdk 12% és a
gyomnovények 9% termésveszteséget okoznak.

A novényvédelem feladata, hogy Kkikiiszobolje ezt a karos hatést,
biztonsagossa tegye a termelést (Gaborjanyi és mtsai, 1995).

Az ember szdmara konkurens szervezetek elleni kiizdelemben a
fizikai €s a bioldgiai novényvédelmi eljardsok mellett legfontosabb
szerepe jelenleg a novényvédd szerek novényvédelmi célbdl torténd
felhasznéalasanak van.

A mez6gazdasagi vegyi anyagok a felhasznalds soran nem csak a
célszervezetekre fejthetik ki biologiai aktivitdsukat, hanem kozvetlen
vagy kozvetve kapcsolatba keriilhetnek mas €16 szervezettel és azok
egészségét is karosithatjdk. Karos lehet az emberi szervezetekre, a
magasabb rendi allatokra, valamint az é16 €s élettelen kdrnyezetre is.

A kijuttatast végzd ember testfelszinére jutva a mezdgazdasagi
vegyi anyagok egyrészt helyi mérgezest, masrészt az érintkezés helyérol
felszivodva altalanos mérgezést valthatnak ki. A helyi mérgezés sordn a
vegyi anyagok irritativ tulajdonsagaiktél fiiggden kiilonbdzé mértéka
szem- és bdrkarosodassal kell szamolnunk. A szembe jutott mérgezd
anyagok az enyhe, reverzibilis koto- €és szaruhartya gyulladastdl kezdve
sulyos ¢és maradandd szemkdarosodast, szaruhartyahomalyt, sot
megvakulast és egyéb életveszélyes karosodast okozhatnak (Bordas,

1971).



A mezbégazdasagi vegyi anyagok, elsdsorban a ndvényvédd
szerek, mint veszélyes vegyi anyagok forgalomba hozatala ¢&s
felhasznaldsa vilagszerte, igy hazédnkban is engedélykoteles. A
mezdgazdasagi tarca 4altal vezetett €s koordinalt engedélyeztetési
folyamat fontos részét képezik a biztonsagi vizsgalatok kozé tartozod
allatkisérleti toxikoldgiai vizsgalatok. Ezen vizsgalatok eredményeinek
segitségével megismerhetbek a mezogazdasdgi vegyi anyagok
egészségkarositdé hatdsai magasabb rendi szervezetekben. Az
allatkisérleti adatok ismeretében lehetdség van a felhaszndalas
koriilményeinek oly mddon torténd meghatarozésara, amely a lehetd
legmagasabb szinten biztositja az emberi egészség megovasat.

A mezogazdasagi vegyi anyagok engedélyeztetéséhez sziikséges
allatkisérleti toxikologiai vizsgalatok kozé tartozik az in vivo primer
szemirritacios teszt, amely alkalmas arra, hogy a nyul szemébe
kozvetleniil bejutatott mezégazdasagi vegyi anyag szemkarosité hatdsat
felmérjiik, és az esetleges emberi expozicié esetén a veszélyt elére
jelezziik. A kisérleti allat a mérgezés hatasara fajdalmat érez mindaddig,
amig a szervezete szamdara az idegen anyag jelen van és kdrosit. Emlds
kisérleti allatok szenvedése aran juthatunk olyan megbizhaté adatokhoz,
amelyekkel az esetleges emberi mérgezés legjobban jellemezhetd.

Az értékrend kérdése akkor is felvetddik, ha egy éllat halalara
tudomanyos szempontbdl van sziikség, példaul az allatkisérleteknél. Ezen
a ponton abszolut kételked6 vagyok. Ha valakinek meghal a gyermeke az
sokkal borzasztobb, mintha a ketrecben tartott majma halna meg. Blinnek
tartom, ha egyértelmli ¢és daltalanos propagandat folytatnak az

allatkisérletek ellen. Hany rhesusmajom élete ér fel egy gyermek
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életével? Természetesen ellenzem, hogy barmelyik gyerek koromlakkot
cseppentsen egy nyuszi szemébe, csak hogy lassa, mi torténik! Ebben az
esetben sokkal konnyebb eldonteni mi a helyes, mint a fontos és
szlikséges allatkisérletek esetében. Azt kell szem elétt tartani, hogy az
allat sok tekintetben nemhogy kevésbé, hanem sokkal jobban szenved,
mint az ember." (Lorenz, 1991).

Az in vivo emlds kisérleti allatokat hasznalo vizsgélati modszerek
mellett léteznek olyan Kkisérleti metodikdk, amelyek segitségével
csokkenthetd a felhasznalt kisérleti allatok szama, amelyek finomitva a
kisérleti kortilményeket mérséklik a kisérleti allatok szenvedéseit, €s
amelyek alkalmasak az emlésallatokon végzett vizsgalatok kivaltasara.
Ezekhez a vizsgélati mddszerekhez, amelyeket alternativ moédszereknek
neveznek, tartoznak az in vitro technikdk, amelyek szovettenyészetet
hasznalva valtjak ki a magasabb rendl kisérleti allatok felhasznéalasét a
toxikologiai vizsgalatokban.

Az experimentélis toxikologia valamennyi szakteriiletén
megjelentek a kiillonbozd in vitro, alternativ mddszerek, de altalanosan
elmondhat6, hogy jelenleg még egyetlen in vitro modszert sem hagytak
jova teljes egészében.

A primer szemirritacié teriiletén az OECD (Organisation for
Economic Co-operation and Development) 1987-ben beleegyezett abba,
hogy a jol érvényesitett in vitro tesztekbdl szarmazo adatokat elfogadjak
az in vivo adatok helyett. A perspektivikus alternativ modszerek jelenleg
az engedélyeztetés és az érvényesités folyamataban vannak, ezek kozé
tartoznak a tyuktojas chorioallantois membranjat (CAM) hasznéld in

vitro vizsgalati modszerek is (Walum és mtsai, 1992).
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Kisérleteim soran mezdgazdasagi vegyi anyagok irritacids
potencidljat vizsgaltam az in vitro HET-CAM (Hen’s Egg Test —
Chorioallantoic Membrane) teszttel. A nemzetkozi szakirodalmak alapjan
a tyuktojas chorioallantois membranjat hasznalo vizsgélati mdédszereket
ez idaig kozmetikumok, ipari és hdztartasi vegyi anyagok irritativ
potencidljanak  meghatarozdsara hasznaltdk fel, agrokemikalidk
tesztelésére nem, igy az altalam elvégzett vizsgalatok a vegyi anyag
tipusat illetéen ijnak nevezhetodek.

Vizsgélataim soran célul tliztem ki a kiilonb6z6 mezdégazdasagi
vegyl anyagok, novényvédd szerek, miitragydk, novényvédd szer
komponensek in vitro vizsgélattal torténd irritacios potencidljanak
meghatdrozasat. A vizsgalati anyagként alkalmazott készitmények
kivalasztasanal figyelembe vettem az irodalmi irritdcids adatokat, €s a
nem irritativ vegyiiletektdl az erdsen irritativ vegyliletekig az irritacios
skalanak megfeleléen vontam be a mezdgazdasagi vegyi anyagokat a
kisérletekbe.

A kisérleti modszerként alkalmazott in vitro HET-CAM teszt
esetében a chorioallantois vérérrendszerének vegyi anyag hatdsara
bekovetkezett karosodasait a klasszikus makroszképos kiértékelés
mellett, fénymikroszképos és elektronmikroszkopos technikak
segitségével is vizsgaltam annak érdekében, hogy a kisérleti metodikat
finomitva részletesebben tanulményozhassam a chorioallantois
vérereinek karosodasat.

A mikroszkopos vizsgalatok elvégzésénél reprezentativ jelleggel
egy-egy herbicid, fungicid és novényvédd szer segédanyag hatasat

vizsgaltam részletesen a CAM szoveti strukturdjaban.
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Osszehasonlité szandékkal a kisérletbe vont vizsgalati anyagokkal
elvégeztem az in vivo primer Draize-féle szemirritacios tesztet, és az in
vitro  tesztekb6l szarmazo adatokat Osszevetettem az in  vivo
vizsgalatokbdl  szarmazé  eredményekkel. Az  Osszehasonlitas
eredményeibdl probaltam vélaszt adni arra a kérdésre, hogy az in vitro
HET-CAM teszt jelen formajaban alkalmas lehet-e arra, hogy a jovében
felvaltsa a mar évtizedek 6ta szinte kizarolagosan hasznalt Draize-féle in
vivo primer szemirritacios tesztet a vegyi anyagok irritativ potencidljanak

meghatarozasaban.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Alternativ modszerek

A mezbgazdasagi vegyi anyagok engedélyezési eljarasahoz
pontosan meghatarozott korilmények kozott végzett toxikologiai
allatkisérletekre van sziikség. Emlds kisérleti 4allatokon végzett
kutatémunka az alapja a mezégazdasagi vegyi anyagok human toxicités
meghatdrozdsanak. A ma még szinte kizarolagosan hasznéalt emlds
allatkisérletek mellett, mér viszonylag régebb O6ta megjelentek az
alternativ modszerek. Az alternativ modszerek fogalmi kategdridjanak
meghatarozasdhoz vissza kell kanyarodnunk a Russel és Burch altal
megalkotott 3R szabalyhoz, amely az angol helyettesités (Replacement),
finomitds (Refinement) ¢&s létszamcesokkentés (Reduction) szavak
kezddbetiiibol all (Russel és Burch, 1959).

Ezen meghatarozasbol kiindulva minden olyan kisérleti mdédszer
¢s eljards, amely képes az allatkisérleteket helyettesiteni vagy a
kisérletben felhasznalt allatok szamat csokkenteni, illetve a kisérleti
koriilményeket finomitva a kisérleti allatok szenvedéseit mérsékelni, az
alternativ modszerek kozé tartozik (Nab é€s mtsai, 1993).

Az alternativ modszerek ezen fogalmi meghatdrozasanak
széleskort elfogadasa viszonylag 0j keletli, mar szamos olyan modszer
létezik, amely  csokkenti a kisérleti allatok felhasznaldsat pl. az

alacsonyabb rendu szervezetek vagy az in vitro technikék felhasznaldsa
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elévizsgalati modszerként, illetve finomitva a kisérleti koriilményeket
csokkenti a kisérleti allatok szenvedéseit pl. a klasszikus LDs
meghatdrozéasara irdnyuld akut toxikoldgiai vizsgéalatokat felvaltd akut
alternativ modszerek.

Az alternativ modszerek kifejlesztésének torekvése foleg etikai
okokra vezethetd vissza, de mas tényezOk is szerepet jatszanak. A
laborallatok hasznalata koltséges, az allatkisérletek elvégzése hosszu
ideig tart és gyakran nehéz szabvanyositani oket. Azon alternativ
modszerek, amelyek képesek helyettesiteni a Kkisérleti allatokat,
rendszerint kevésbé Osszetettek €s a kisérleti foltételeket konnyebb
szabvéanyositani. Az alternativ moddszerek egyszertisége lehet eldny,
kiilonosen ha a szerv/szovet/sejt szinten lejatsz6dé mechanizmus
vizsgalata a cél, de lehet hatrany is, hiszen az egyszertsitett rendszerek
véalasza eltérhet a szervezet egészének valaszaitol (Nab és mtsai, 1993).

Az alternativ modszerek hatdsa a kisérleti allatfelhasznalasra
korlatozott az alapkutatasokon beliil, ami a kisérleti eljarasok egyedi
természetébdl adodik. Az emlds kisérleti allatfelhasznalas szempontjabol
nagysagrendileg nagyobb volument képviseld alkalmazott kutatas, mint a
biztonsagi vizsgélatok, a szabvany miveleti eljarasok és a szabalyozd
iranyelvek szigoru érvényesitését igénylik. Az alternativ modszerek e
tertileteken valo bevezetése megkoveteli a nemzeti engedélyezd
hatésagok és a nemzetkozi szervezetek (pl. OECD) jovahagyasat. Ahhoz,
hogy az alternativ modszereket jovahagyjak és gyakorlati bevezetésre
keriiljenek a biztonsagi vizsgéalatokban, széleskorli Osszehasonlito,
érvényesitd vizsgalatokra van sziikség. Ez okbol kifolydlag az alternativ

modszerek bevezetése az alkalmazott kutatdsban nagyon nehézkes és
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hosszu ideig tart, de a hatdsa nagyon fontos lehet, kiilonésen akkor, ha a
kiillonb6z6é orszagok szabalyozasai és irdnyelvei egységesek. Sajnos, ez
ritkdn van igy, €s a vegyi anyagok vizsgalatait gyakran még mindig a
ktilonbozd nemzeti eldirasok alapjan végzik. Példaként emlithetd az akut
LDsy vizsgalatokat felvaltd alternativ mddszerek helyzete. Ezen
alternativ akut vizsgalati mddszerek bekeriiltek az OECD Guideline-ok
kozé, de elterjedésiiket nagyban neheziti az a tény, hogy ez idaig csak
Nagy-Britannidban hoztak olyan jogszabalyt, amely betiltja a klasszikus
akut L.Ds toxikoldgiai vizsgalatokat (ATLA, 1999).

Az allatkisérleti mdédszerek kovetelményeinek optimalizaldsa és
Osszehangolasa, €s a vizsgalati eredmények kozos elismerése nemcsak a
kisérleti allatfelhasznalas csokkenését, hanem az alternativ modszerek
bevezetésének a felgyorsuldsat is eredményezheti (Nab és mtsai, 1993).

A FRAME (Fund for the Replacement of Animal in Medical
Experiments) brit szervezet altal az alternativ mddszerek technikaja vagy
az alkalmazott metodika alapjan megallapitott osztalyozas szerint az
alternativ modszerek a kovetkezd kategoridkba sorolhatdk:

- in vitro technikék

- alacsonyabb rendu szervezetek hasznalata

- immun-technikak

- mindségi szerkezet-aktivitas 6sszefliggés analizise
- élettani folyamatok matematikai modellezése

- modellezés emberen

- mas alternativ mddszerek (Nab és mtsai, 1993).
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In vitro modszerek

Jelenleg az alternativ moddszerek legfontosabb képviseldi a
szovetkultardk. A szovetkultura fogalma kiilonbozd technikék széles
gytjteményét foglalja magéaba, amelyek esetén sejteket, szoveteket,
szerveket vagy szervrészeket tartanak életben az €16 szervezeteken kiviil
legalabb 24 oraig. Az €16 sejtek szdmara megprobalnak olyan kozeget
(koérnyezetet) kialakitani, amely legjobban hasonlit az in vivo élettani
koriilményekhez.

A szovetkultardk két f6 kategoridra oszthatdk: organotipikus
kultardkra és sejtkultarakra. Az organotipikus kulturdk szovet- vagy
szervrészeket, ritkan esetleg intakt szervet (pl. embridszervet)
tartalmaznak, amelyeket tenyészkdzegbe helyeznek.

Az organotipikus kultirdk hasznalata esetén a {6 cél a sejtek €s a szervek
szovetei kozotti szerkezeti €s funkcionalis kapcsolatok vizsgélata.

A sejtkultarak esetén kémiai vagy mechanikai uton felbontjak az
egyes sejtek kozotti  kapcsolatokat. A szétoszlatott  sejteket
tenyészkozegbe helyezve kapjdk az elsddleges sejtkultirat. A sejteket
egy generacion tal tenyésztve kapjdk a masodlagos vagy harmadlagos
sejtkultarakat. Az alkalmazott technikatol €s sejttipustdl fliggden a sejtek
tarthatok egy rétegben vagy sejtszuszpenzié formajaban. A sejtkultarakat
széleskorben alkalmazzak példaul a farmakoldgidban a receptorkotések
tanulméanyozasakor, gyakran hasznéljak oket a vakcina eldallitdsban

(Nab és mtsai, 1993).
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Alacsonyabb rendii szervezetek hasznalata

Bizonyos esetekben az alacsonyabb rendli szervezetek
hasznalatdval - mint a baktériumok, penészgombdk, rovarok,
puhatestiiek, kétéltliek - csokkenteni lehet a magasabb rendl gerinces
kisérleti allatfelhasznalast. A baktériumok ilyen irdnyu folhasznaldsanak
egyik példdja az AMES teszt, amelyet a vegyi anyagok mutagenetikai
potencialjanak vizsgalatara hasznalnak. Az uj gyogyszerkészitmények
genetikai informécios rendszerre gyakorolt hatasat el6szor ezen in vitro
tesztben vizsgaljdk (Van Cauteren, 1998). Figyelembe véve a
mutagenezis és a karcinogenezis kozotti 6sszefliggést az AMES teszt
alkalmas arra, hogy jelezze a vizsgalati anyag esetleges karcinogén
tulajdonsdgat. Az AMES tesztet az in vivo tesztek eldvizsgélati
modszereként alkalmazzédk, hasonloan a t6bbi olyan Kkisérleti
modszerhez, amelyek alacsonyabb rendii szervezeteket hasznélnak
kisérleti objektumként, mert alkalmas arra, hogy felhivja a figyelmet a
vizsgalati anyag toxikus hatésaira, viszont az eredményei, figyelembe
véve az ember ¢€s a Kkisérletekben alkalmazott fajok rendszertani

tavolsagat, csak korlatozott informaciét nyujtanak (Nab és mtsai, 1993).
Immunolégiai technikak

Immunologiai technikdk képezik az alapjat szémos in vitro
modszernek.  Alkalmazasuk kiilondsen hasznos diagnosztikumok

tesztelésében, vakcindk mindségi ellendrzésekor és immunoldgiai
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alapkutatasokndl. E teriilet olyan jol ismert technikdkat foglal magaba,
mint a Enzyme-Linked Immunosorben Assay (ELISA) a
Hemagglutinécios teszt és a Radioimmuno Assay (RIA). Ezek az in vitro
modszerek nagyon érzékenyek, de néhany esetben a specificitds hianya
az antigének vagy az antitestek szétvalasztiasakor megkoveteli az

allatkisérletek elvégzését (Nab €s mtsai, 1993).

Mennyiségi szerkezet-aktivitas 6sszefiiggés analizis

Jol ismert tény, hogy Osszefiiggés létezik a molekulaszerkezet, a
fizikai-kémiai tulajdonsagok és az illeté anyag bioldgiai aktivitasa k6zott.
Felhasznalva ezt a tényt, lehet6ség van arra, hogy megjosoljuk szdmos uj
készitmény biologiai aktivitasat, példaul a toxicitast, vagy javitsuk a
gyogyszerkészitmények  hatékonysagat molekula  szerkezetiikben
eszkozolt kisebb valtoztatasokkal. A moddszer alkalmas a tovabbiakban
arra is, hogy a készitmény sorozatok analizaldsakor kivalasztast
végezziink a hatékonysag tekintetében. A nagyszamu készitmény
jeloltekbol, atesve a szlirdvizsgalatokon, csak kevés
gyogyszerkészitmény lesz, amelyet azutan allatkisérletekben vizsgéalnak
tovabb.

A gyogyszerfejlesztésben a szamitogépes modellezést minden
esetben in vitro és in vivo allatkisérleteknek kell kovetniiik. Az elvart
bioldgiai aktivitdson alapuld elsddleges szamitogépes sziirés csokkenti
azon készitmények szamat, amelyekkel tovéabbi allatkisérleteket kell

végezni (Nab és mtsai, 1993).
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Elettani folyamatok matematikai modellezése

Szamos, az ¢€l6 szervezetben lejatsz6dd bioldgiai folyamat
kifejezhetd matematikai egyenletek segitségével, ennek megtelelden sok
¢lettani, biokémiai, patoldgiai és toxikoldgiai esemény matematikai
modellje kifejleszthetd. A szamitdgépes szimuldciok gyakran tapasztalati
adatokon alapulnak, ha példaul a folyamat mechanizmusa nem teljesen
ismert, akkor a szamitogép készithet egy olyan szimulaciét, amellyel az
in vivo kisérletbdl szarmazé ismeretek dsszehasolithatok.

A modellek kifejlesztéséhez sziikséges az allatkisérleteken és az
emberi tapasztalatokon alapuld in vivo folyamatok részletes ismerete.
Amennyiben egy teljes modellt akarunk felépiteni minden folyamatot,
ami in vivo létezik, elore le kell irni.

Abban az esetben, ha sikeriilne egy hatékony, teljes modellt
folépiteni, akkor nem indokolnda semmi a tovabbi allatkisérletek
elvégzését. A legtobb szamitdégépes modell csak megkozeliti a valdsagot,
ezért egy meghatarozott szadmu allatkisérletre mindenképpen sziikség van
annak érdekében, hogy a szamitégépes modellbdl szdrmazé adatokat

kiegészitsiik és igazoljuk (Carson, 1986).
Emberi modellek

A legtobb allatkisérletb6l szarmazo adatot az embereken
alkalmazzak, illetve az emberekre vonatkoztatjdk. Ez a tény burkoltan
arra céloz, hogy a kisérletek és a vizsgéalatok legjobb modellje az ember

lenne. Az emberi modellek hasznalatanak azonban nemcsak etikai,
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hanem jogi €s gyakorlati akadalyai is vannak. Mindazonaltal van néhény
olyan eset, amikor az ember hasznalata tesztszervezetként igazolhaté. Az
egyik ilyen példa a gyogyszerfejlesztés. A nemzeti és nemzetkozi
hatésagok megkovetelik az emberen végzendd biztonsagi és
hatékonysagi vizsgéalatokat. Kezdetben az 1) gydgyszerjelolteket
allatkisérletekben vizsgaljak, ami csokkenti a human kockazatot a
késobbi klinikai kisérleti fazisban. Ahogy a kisérleti allatok esetén, csak
szigoru szabalyoknak megfeleléen hasznalhatok emberek kisérleti célbol.
Amikor ilyen klinikai vizsgalatokat végeznek egészséges embereken,
csak minimalis kockéazat fogadhato el.

Az emberi Onkéntesek alkalmazdsakor a fajok kozotti
extrapolacios probléma nem 4all fenn. Az allatkisérletekbdl szarmazd
adatok emberre vonatkoztatdsa mindig problémat okoz az ember és az
allatok kozott fennalld anatomiai, €lettani, biokinetikai és farmakologiai,
ill. toxikolégia valaszaik kiilonb6z6sége miatt. A huméan Onkéntesek
alkalmazasakor ezek a problémak nem meriilnek 61, és az eredmények

Lz

1993).
Mas alternativ modszerek

A szervezetbe keriild sokféle készitmény biotranszformécion
megy keresztiil. A folszivodas, az eloszlas és a kivalasztas is fontos

szerepet jatszik a potencidlis gydgyszer vagy mérgezé anyag

koncentréaciojaban a célhelyen. Ezen folyamatok megismerése segiti és
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Lz

emberre val6 alkalmazasat.

Egészen mostandig "invaziv" modszereket hasznaltak altalanosan
a biokinetika tanulményozasara, de jelenleg léteznek j "nem invaziv"
technikédk is. Az egyik ilyen a Nuclear Magnetic Resonance (NMR) mas
nevén a Magnetic Resonance Imaging (MRI). Ez a modszer azon a
tényen alapul, hogy olyan atomok, mint a szén (C'"'izotdp) és a hidrogén
atommagja visszatér az eredeti energia szintre az erdés magneses erok
egyensuly elmozdité hatasat kovetden, az alapallapotba vald visszajutas
sugarzas kibocsatasaval jar, amely mint sugéarzasi szignal megfeleld
késziilékben felfoghato (Kucsma, 1995). E technika felhasznalasaval a
biokinetikai folyamatok részletesen megfigyelhetok.

Néhany esetben, vagdéhidakrdl szarmazo szerveket haszndlnak a
laboratoriumi 4llatok helyett. Erre példa a vagohidrol szarmazéd
szarvasmarha szemek in vitro szemirritacidés vizsgalatokban vald
felhasznalasa, helyettesitve a nyulon végzendé Draize-féle rutin
toxikologiai szemirritacids vizsgalatot. A nyulon végzendd szemirritacios
vizsgalat néhany paramétere nagyon jol szimuldlhato vagohidrol
szarmazd izolalt borju (vagy csirke) szem hasznélataval (Nab és mtsai,

1993).
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3.2 A choriallantois membran felhasznalasa a szemirritacio

vizsgalataban

A chorioallantois membrant mar hosszi ideje hasznaljadk a
bioldgiai kutatasok kiilonbozo teriiletein, beleértve a viroldgiai-,
bakterioldgiai- és tumorkutatdsokat (Beveridge €s Burnet, 1946). A
csirkeembridt, mint tesztobjektumot gyakran alkalmazzak a kiilonb6z6
vegyl anyagok toxikus és teratogén hatdsdnak becslésére (Verrett és
mtsai, 1980; Fisher és Schoenwolf, 1983). A chorioallantois membran
felhasznéldsa az in vivo szemirritdcio meghatarozasara viszonylag uj
keletti (Leighton €s mtsai, 1983, 1985; Luepke, 1985; Parish, 1985).

A kiilonb6z6 vegyi anyagok irritald hatasanak becslésére jo
modellként igérkezik az embrionalddott tytktojas chorioallantois
membranja (CAM), mivel vérerekkel gazdagon atszétt és viszonylag
konnyli hozzaférmi mind a kezelések alkalmaval, mind az értékeléskor.
Tobb moédszer is haszndlja a CAM-ot a szemirritacidé becslésére. Az
egyik az, ahol megkisérelték a Draize-féle szemirritacios tesztet teljes
egészében helyettesiteni a CAM modszerrel. A mésik kutatasi teriilet az,
amelyik a CAM-ot a gyulladast okozo hatasok potencialis modellezésére
prébalja hasznalni.

A vizsgalatok elsé teriilete tovabbi két kiilonb6zé modszerre
oszthatd: 1. A tesztanyag érintkezési ideje a CAM-mal meghosszabbitott,
¢s ennek megfelelden a megfigyelés is hosszabb idejii (Leighton és mtsai,

1983; Leighton és mtsai, 1985). 2. A tesztanyag nagyon rovid ideig
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érintkezik a CAM-mal, és a véredényrendszerben bekovetkezd
valtozéasokat kdzvetleniil a kezelés utan értékelik (Luepke, 1985).

A vizsgalatok masodik teriiletén a membranon megfigyelhetd
gyulladasos elvaltozasok és a kotohartyan gyulladast okozo hatasok
korrelacidjanak a feltardsa a cél. Meghosszabbitott kezelési id6t és
makroszkopikus értékelést hasznalnak, amely utobbit, a kezelések utan
tobb idépontban végezik, vizsgaljak tovabba a szovettani karosodasokat
is (Parish, 1985).

A CAM-ot hasznaldé modszerek lényege, hogy a kovetkezd
fejezetben (2.2.1.) részletezett eljarasok valamelyike szerint elokészitett
membrant kezelik a vegyi anyaggal, majd értékelik az azon jelentkezd
elvaltozdsokat. A CAM kezeléséhez sziikséges behatolds a légkamran

vagy a tojas egyenlitdjén keresztiil is elvégezheto.
3.2.1. A tojasok elokészitése
3.2.1.1. A légkamran keresztiili behatolas

Amikor a CAM Kkifejlodott — a keltetés 10. napja koriil — a tojés
héjat a légkamra f6lott kis cirkulacios fiirésszel vagy olloval ovatosan
eltavolitjak, a héjhartyat dvatosan elmozditjak, és ekkor feltarul a CAM.

Az igy elkészitett tojas (1. adbra) mar alkalmas a kezelésre (Luepke,
1985).
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légkamra kezelés 10 napos

: csirkeembri6
mészhé} héjhértya

chorioallantois chorioallantois
membran membran

1. abra A légkamran keresztiili behatolas

3.2.1.2. Behatolas a tojas egyenlitojén at
Kilyukasztott membrdan modszer

Kis lyukat farnak a héjon a tojasegyenlit6i sikjaban a keltetés 14.
napjan, vigyazva, hogy ne okozzanak kéarosodast a héjhartyan. A

héjhartyat ovatosan atszarjak tiivel, elkeriilve a CAM karosodasat, amely

kozvetleniil a héjhartya alatt taldlhaté. A masodik lyukat a mészhéjon
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keresztiil a légkamraba furjdk és a levegdt vakuum segitségével
kiszivatjdk. Ablakot vagnak a tojas egyenlitéi sikjaban, hogy
megkonnyitsék a behatolast a kezeléshez és az értékeléshez (2. dbra). Az
ablakot ezutan ontapado szalaggal, a lyukat pedig valamilyen kocsonyas

anyaggal fedik le (Lawrence, 1987).

chorioallantois 14 napos

légkamra ! g .
membran csirkeembri6

mészhéj embrid

szalag ablakvigas

2. abra Kilyukasztott membran médszer

Zwilling-technika

Az inkubécid 3. napjan kis lyukat farnak a tojas hegyes végén a

mészhéjon. Az albuminbdl 2 ml-t eltavolitanak fecskend6 és egy ti
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segitségével, majd a nyilast fedik. Ablakot vagnak az el6z6 mddszerhez
hasonléan az egyenlit6i sikban, majd ontapado szalaggal lefedik. A tojast
ezek utan visszahelyezik az inkubatorba (3. abra). A CAM tovabb
fejlodik az albumin redukalt szintjén, a kezelést €s az értékelést az

ablakon keresztiil végzik (Zwilling, 1959).

mészhéj

3 napos csirkeembri6

légkamra sdrgéja

szalag ablakvagis

2 ml albumin
kivétele

14 napos csirkeembrié

chorioallantois

3.abra A Zwilling-technika
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3.3. A kisérleti kériilmények kézé6tt vizsgalt vegyi anyagok

hatasa a tyuktojas chorioallantois membranjara

Az 1980-as évek folyaman az allati jogokkal foglalkozo
szervezetek egyre nyomatékosabban emelték fel a szavukat a
szemirritacid vizsgalatara hasznalt Draize-féle tesztben alkalmazott
kisérleti nyulak szenvedései ellen. Az 4llami hatésagok és az
egészségvédelem teriiletén tevékenykedd ipari szervezetek vezetésével
megindult egy olyan kutatd jellegi folyamat, amely célként tlizte ki a
Draize-féle szemirritdciés vizsgéalat 1j, alternativ mddszereinek
kifejlesztését (Christian és Diener, 1996).

A boérirritacios vizsgalatok felhasznaldsa a szemirritacios tesztek
helyettesitésére nem bizonyult megbizhato megoldasnak (Gilman és
mtsai, 1983). Williams (1984) erdsen bdrirritativ vagy korroziv vegyi
anyagok Draize-féle moddszerrel meghatarozott szem- és borirritacios
eredményeit hasonlitotta Gssze. Az  Osszehasonlitd — vizsgélatok
kedvezétlen eredményei alapjan megallapitotta, hogy a bdrirritacios
tesztek eredményei nem haszndlhatébak a szemirritacidés potencial
meghatarozasara.

Talsma és mtsai (1988) arrél szamoltak be, hogy a Draize-féle
teszt altal megkovetelt allatlétszam csokkentése - az eloirt 6 kisérleti
nyulrél 3-ra — nem eredményezi az in vivo teszt megbizhatosdganak
csokkenését. Seabaugh és mtsai (1993) a szemen helyi anesztetikumok
felhasznalasat javasoltdk a kisérleti nyulak fajdalmainak csokkentésére.

Lambert ¢s mtsai (1993) a Draize-féle teszt altal eloirt kezelési
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koncentréciok tized részét alkalmaztak az altaluk vizsgalt 22 vegyi anyag
szemirritacidos potencidljanak meghatarozasara. A kapott eredmények
nagyon jO Kkorrelaciét mutattak a klasszikus Draize-féle teszt
eredményeivel.

A kutatasok féiranyat azonban azon in vitro tesztek kifejlesztése
jelentette, amelyek alkalmasak lehetnek a Draize-féle teszt kivaltasara.
Szamos in vitro médszert dolgoztak ki az in vivo teszt helyettesitésére, a
perspektivikus alternativ mddszerek a kovetkez6 csoportokba sorolhatdk:

- nyul és szarvasmarha szemmel és szemrészekkel
végzett vizsgalatok,

- citotoxicitasi vizsgalatok,

- chorioallantois membrant felhasznél6 vizsgalatok,

- biokémiai vizsgalatok (Walum és mtsai., 1992)

Leighton és mtsai (1985) a tyuktojas chorioallantois membranjat
hasznaltak az altaluk kidolgozott vizsgalati modszerben a vegyi anyagok
altal okozott gyulladdsos reakciok osztalyozasara. A szerzok a CAM-ot a
Zwilling-modszer szerint készitették eld, a keltetés 14. napjan kezelték
kiilonb6z6 héaztartasi vegyi anyagokkal, amit egy 10 mm atméréja teflon
gylriibe helyeztek a kezelés helyének lokalizalasa érdekében. A
makroszkopikus reakcidkat a keltetés 17. napjan értékelték, majd
szovettani vizsgalathoz mintat vettek a kezelt CAM-bol. A szovettani
vizsgalat eredményei j6 Kkorrelaciét mutattak a makroszkopos
elvaltozasokkal. Az in vitro vizsgalati eredményeiket 6sszehasonlitottak

a Draize-féle tesztbdl szarmazo eredményekkel. Az Osszehasonlitas

29



eredményeként az in vitro chorioallantois membrant hasznalé teszt
eredményei j6 korrelacidt mutattak az in vivo adatokkal.

Luepke és mtsai (1986) egy kozleményben szamoltak be az
altaluk kifejlesztett HET-CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic
Membrane) teszt gyakorlati eredményeirdl. 190 kiilonb6z6 vegyi anyagot
¢s készitményt vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az in vitro
tesztbol szdrmazo eredmények a Draize-féle szemirritacios teszt
eredményeivel Osszehasonlitva jo korrelaciéban allnak egymassal. A
szerzOk réamutatnak arra, hogy a HET-CAM teszt nem képes teljes
egészében az emlds tesztek felvaltasara, de csokkenthetik az emlds
kisérleti allatok felhasznalasat.

Luepke és mtsai (1987) az altaluk addig elvégzett in vitro HET-
CAM tesztek eredményeirdl szamoltak be. Megallapitottdk, hogy az
elektronmikroszkopos értékeléssel kiegészitett HET-CAM tesztbdl
szarmazod eredmények jé korrelaciot mutatnak az in vivo eredményekkel.
Az in vitro adatok reprodukélhatésdga nagyon jonak bizonyult (>94%)
mind a kiilonb6zé vizsgéalati idépontokat, mind a kiilonb6zé GLP
mindsitett vizsgalohelyeket illetéen. A szerzok javasoljak jol ismert
irritaciés potencidlu referencia anyagok hasznalatat, és a valaszreakciok
értékelését segitd leirdjellegli standard reakciokat bemutato fotoatlaszok
alkalmazasat.

Lawrence és mtsai (1990) 34 kiilonb6zd karakterli ipari és
kozmetikai vegyi anyag irritdcios potencialjat vizsgaltdk a Luepke altal
kidolgozott CAM teszttel. A tesztanyagokat toményen jutattdk a 10
napos embrionalddott tydktojas chorioallantois membranjara, 20

masodperces expoziciot kovetden kioblitették a vizsgalati anyagokat. A
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kezelést kovetden a membrant 5 percig figyelték €s értékelték a lizis és a
vérzések kialakulasat. Osszehasonlitottdk az in vitro eredményeket az
ismert in vivo eredményekkel, és azt tapasztaltdk, hogy a kiilonb5zo
kémiai karakter(i anyagokat egyiittesen értékelve korlatozott mértékii az
in vitro és az in vivo eredmények kozotti korrelacio. Jobb korrelaciot
csak hasonlo tipusi vegyi anyagok Osszehasonlitdsa esetén figyeltek
meg. Vizsgalataikbdl azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a CAM teszt
elovizsgalati modszerként vagy egy in vitro tesztrendszer elemeként csak
korlatozott mértékben hasznalhato fel.

Van Erp és mtsai (1990) ipari vegyi anyagok irritativ
potencidljanak meghatarozéasara elévizsgalati modszerként egy olyan in
vitro tesztrendszert dolgoztak ki, amely egyrészt a szaruhartya-
karosodasok vizsgalatara az izolalt szarvasmarha szemet (BE), masrészt a
kotéhartya-karosodasok — vizsgalatara a  tyuktojas  chorioallantois
membranjat (CAM) hasznélja fel. A vizsgalati anyagok tesztelése soran
az izolalt marhaszemen értékelték a kezelés hatasara kialakult
szaruhartyahomaly mértékét €s az epithelidlis karosodasokat. A CAM
esetében pedig a vérérrendszerben a kezelések eredményeként
bekovetkezett karosodasokat. A két in vitro tesztbdl alld tesztrendszert
BECAM mddszernek nevezték. Kozel 150 vegyi anyagot vizsgéltak ezen
tesztrendszerben, az in vitro eredményeket Gsszehasonlitva az in vivo
adatokkal jo korrelaciot tapasztaltak, csupan a kisérleti anyagok 5 %-a
mutatott teljes eltérést az in vitro és az in vivo értékelés soran. A szerzok
megallapitottak, hogy a BECAM vizsgalati mdédszerrel nem vagy enyhén
irritativnak mindsitett anyagokat nem kell veszélyt jelzd cimkékkel

ellatni, mig irritativabb anyagoknal csokkentett allatlétszamu emlds
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tesztek elvégzésével nyerhetdek tovabbi irritdcios adatok az EGK
(Eurépai Gazdasagi Kozosség) altal megkovetelt cimkézéshez. A szerzok
javasoljak a laboratériumok kozotti 6sszehasonlito vizsgalatok elvégzését
a BECAM vizsgalati modszerrel.

Blein ¢és mtsai (1991) 40 vegyi anyag vizsgalatat végezték el a
HET-CAM teszttel. A vizsgalati anyagok kiilonb6zé vegyi anyag
csoportok képviseldi voltak (oldoszerek, savak, lagok, feliiletaktiv
anyagok). Az in vitro eredményeket Osszehasonlitottdk az 4ltaluk
elvégzett in vivo Draize-féle vizsgalat eredményeivel. Az 6sszehasonlitas
eredményeként megallapitottdk, hogy az in vitro HET-CAM teszt adatai
jO korrelaciot (r = 0,670) mutattak az in vivo adatokkal. A tomény vegyi
anyagok vizsgalati eredményeinek Osszehasonlitasabol kitiint a HET-
CAM teszt talérzékenysége, ami kovetkeztében a kiillonbozd toxicitasi
fokozatok szétvalasztdsat nem tudtdk elvégezni. A vizsgalati anyagok
tizszeres higitasaval elvégzett in vitro tesztek esetén tovabb javult az in
vivo és az in vitro eredmények korrelacioja, és a kiilonbozo irritacids
kategoridk is jobban elkiiloniiltek. Megallapitottak, hogy bizonyos szines
€s zavaros vizsgalati anyagok esetében az in vitrro HET-CAM teszt nem
hasznalhato az irritdci6 meghatarozasara.

Bruner és mtsai (1991) 17 haztartasi vegyi anyag, tisztito szerek,
szappanok €s samponok irritadcios vizsgalatat végezték el az in vitro
BECAM tesztrendszerrel, amelynek egyik eleme egy chorioallantois
membrant hasznalé teszt, masik eleme egy izolalt marha szemet hasznalo
teszt. Az in vitro és az in vivo eredmények Gsszehasonlitasa sordn gyenge
korrelaciot figyeltek meg, €s arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a

BECAM modszer nem hasznalhatdé olyan vegyi anyagok irritacids
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potencidljanak meghatarozasara, amelyek az 6 4ltaluk kisérletbe vont
vegyi anyagokhoz hasonloak.

Rougier és mtsai (1992) 41 nedvesitd szer és kozmetikai termék
irritdcios potencialjat hataroztdk meg HET-CAM teszttel. Az in vivo
eredményekkel  elvégzett  Osszehasonlitdé  vizsgalatok  alapjan
megallapitottak, hogy az in vitro eredmények nagyon jo korrelaciot (r =
0,96) mutattak a Draize-féle tesztb6l szdrmazo in vivo irritacios
adatokkal.

Bagley és mtsai (1992, 1994a) ot kiilonbozd in vitro teszt
segitségével - koztik a CAMVA (Chorioallantoic Membrane Vascular
Assay) és a HET-CAM vizsgélati modszerekkel - meghataroztak 32
haztartasi vegyi anyag irritaciés potencialjat. Ot kiilonb6z6 laboratorium
kozott végzett Osszehasonlitdo vizsgdlat eredményeként a CAM-ot
hasznalé kisérleti modszerek kitlind reprodukélhatosagat figyelték meg.
A vizsgalati eredmények 6sszehasonlitasat kovetden, mind a CAMVA,
mind a HET-CAM teszt esetében megallapitottdk, hogy in vitro
eredmények jo korrelaciot (CAMVA teszt r = 0,68, HET-CAM teszt r =
0,77) mutatnak in vivo adatokkal.

Spielmann és mtsai (1993) a szemirritacié vizsgalatara javasolt in
vitro mddszerekkel végzett 6sszehasonlito német laborvizsgalatok soran
a HET-CAM teszttel nagyon j6 eredményeket kaptak. Az in vitro HET-
CAM tesztbdl szarmaz6 adatok nagyon jol korreldltak az in vivo
irritaciés adatokkal. A szerzok megallapitottak, hogy az éltaluk elvégzett
érvényesitd vizsgalatok jelzik az in vitro HET-CAM teszt perspektivikus

pozitiv értékét a primer szemirritacié vizsgalatara alternativ modszerként.
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Bagley €s mtsai (1994b) a chorioallantois membrant felhasznalo
CAMVA (Chorioallantoic Membrane Vascular Assay) teszt modositott
valtozatanak az eredeti vizsgéalati modszerrel végzett Gsszehasonlitd
vizsgalatanak eredményeirdl szdmoltak be. A standard CAMVA teszt 14
napos tyuktojas CAM-jat hasznélja tesztobjektumként, ami problémat
okoz ezen vizsgalati eljards alternativ = moddszerként  vald
elfogadtatasaban. A Brit Allatvédelmi Torvény (1986) szerint azon
embriok, amelyek az embriondlis fejlodés félidejét elérték magasabb
rendl kisérleti allatnak tekintenddk, azaz azon vizsgélati modszerek,
amelyek ilyen kori embridkat hasznalnak fel mar in vivo tesztek. A
német szabalyozok szerint a tojas 10 napos koraig élelmiszer kategéridba
tartozik, igy azok a vizsgalati modszerek (pl. HET-CAM teszt), amelyek
10 napos kort tojast hasznadlnak az in vivo tesztek alternativ
metodikdinak mindsiilnek. A német hatésdgok elfogadjdk a
chorioallantois membrant felhasznélo in vitro modszerek felhasznalasat
az erbsen irritativ anyagok (R 41) meghatarozasara. A nem irritativ (R
36) anyagok esetén az in vitro eredményeket, in vivo tesztekbdl szarmazd
eredményekkel is meg kell erdsiteni. Az eredeti CAMVA teszthez képest
- ahol 14 napos CAM-ot hasznalnak - megvaltoztattdk a kisérleti
objektum (CAM) korat és 10 napos koru tojast hasznaltak fel. Az eredeti
¢s a modositott CAMVA tesztekbdl szarmazd eredményeket
Osszehasonlitottak, és azt a megallapitast tették, hogy a fiatalabb koru (10
napos) CAM felhasznaldsa tesztobjektumként nem befolyasolja az in
koru tojas felhasznaldsa nagyban hozzajarul a CAMVA teszt alternativ

modszerként vald elfogadtatasahoz.
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Ohno ¢és mtsai (1995) beszamoltak a japan egészségiigyi
hatosagok altal a Draize—féle in vivo teszt alternativaiként széba johetd
12 féle in vitro modszerrel — koztik a HET-CAM teszttel - elvégzett
Osszehasonlitd vizsgalatok eredményeir6l. A vizsgald laboratériumok
kozotti eredményekbdl meghatarozott variabilitds szempontjabol a HET-
CAM teszttel kaptak a legjobb eredményeket. Az in vitro és in vivo
eredmények Osszehasonlitdsa sordan a HET-CAM tesztb6l szérmazd
adatok jo korrelaciot mutattak az in vivo adatokkal. A korrelacié tovabb
javult, amikor a por alaku készitményeket kiemelték a vizsgalati anyagok
korébol. Osszefoglaldan megallapitottak, hogy egyetlen in vitro médszer
sem alkalmas altalanosan a kiilonb6z6 tipusi vegyi anyagok irritativ
potencidljanak meghatarozasara, erre a célra csak kiilonb6zé in vitro
modszerekbdl allo in vitro tesztrendszer lehet alkalmas.

Sina és mtsai (1995) 37 szintetikus gydgyszer intermedier
irritaciés potencialjat hataroztdk meg azon 7 féle kiilonbdzé in vitro
vizsgalattal, amelyek az irodalom alapjan a legjobb eredményeket adtak
az in vivo Draize teszttel tortént dsszehasonlitdsok soran. Ezen in vitro
tesztek kozott szerepelt egy chorioallantois membrant felhasznalé in vitro
vizsgalati modszer a CAMVA (Chorioallantoic Membrane Vascular
Assay). Az in vitro tesztekb6l szarmazo eredményeket dsszehasonlitottak
az in vivo Draize tesztbdl szarmazo eredményekkel. A CAMVA modszer
esetén a tojasokat a keltetés 4. napjan készitették eld, ugy, hogy kicsiny
ablakot vagtak a mészhéjon, eltavolitottak a héjmembrant a CAM folott,
majd a nyilast lefedték, és a tojasokat tovabb keltették. A kezelést a
keltetés 14. napjan végezték el, a vizben vagy szojaolajban oldott

vizsgalati anyagokat a CAM-ra helyezett teflon gytiriibe cseppentették,
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majd a kezelést kovetd 30 perc mulva értékelték a vérérrendszerben
bekovetkezett valtozasokat. Az in vitro és in vivo tesztek eredményeinek
Osszehasonlitasabol arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy mivel a
chorioallantois membrant hasznalé CAMVA modszerbdl szadrmazod
adatok jo korrelaciot mutatnak az in vivo adatokkal, ezért ezen modszer
irritacids eldvizsgalati modszerként jol felhasznéalhato.

Spielmann és mtsai (1996) a BGA (Bundesgesundheitsamt) €s a
BMBF (German Department of Research and Technology) altal
koordinalt két igéretes alternativ in vitro szemirritacios teszt német
laboratoriumok kozott végzett 6sszehasonlitd vizsgalatat értékeltek. Az
érvényesitd vizsgalat soran a szerzok azt a megallapitast tették, hogy az
Osszehasonlitd vizsgélatok soran alkalmazott 3T3 NRU (3T3 egér
fibroblast sejtekkel végzett Neutral Red Uptake) és a HET-CAM teszt
kombindlva egy vizsgalati rendszerben megbizhatéan alkalmazhato az
erdsen irritativ anyagok (R 41) osztalyozasara.

Christian és Diener (1996) szemlecikkben foglaltdk 6ssze azokat
a legfontosabb publikacidkat, amelyek a perspektivikus in vitro
modszerek €s az in vivo tesztek kozotti Osszehasonlitd vizsgalatok
eredményeit mutatjak be. A chorioallantois membrant felhasznalé tesztek
(HET-CAM, CAMVA) is azon in vitro modszerek kozé tartoznak,
amelyek ha oOnmagukba nem is, de mas in vitro modszerekkel
kombinalva, in vitro tesztrendszerként felhasznalhatok a szemirritacios
potencidl meghatarozasara. Az irritativ hatdsra a CAM vérérrendszerében
bekovetkezo valtozasok jol modellezik azokat a kdrosodasokat, amelyek

a kémiai irritdcié hatdsara alakulnak ki a szem kotohartyajan. Egy

36



objektivebb kiértékel6 modszer kidolgozéasa tovéabb javitand a CAM-ot

hasznalé tesztek gyakorlati alkalmazhatosagat.

3.4. A hazityuk embrionalis fejlédése

A megtermékenyiilés  eredményeként  1étrejott  zigota
baradzdalodasaval megkezdodik az embriofejlédés. Ennek elsé szakaszat
— ami még a megtojas elétt a petevezetoben zajlik le — korai
embriofejlodésnek nevezziik. A bardzdalédas nyoman a csiralemezek két
sejtrétege jon létre: az ectoderma és az endoderma. Ez a folyamat a
gastrulatio, ami a megtojasig tart.

A tyukembrio keltetés alatti fejlddésének két szakaszat
kiilonboztetjiik meg:

- a 8-9. napig tart6 embrionalis szakaszt, amelyben a gyors,
els6sorban mindségi valtozdsok eredményeként valamennyi
szerv, szervkezdemény, végtag kifejlodik.

- Az ezt kdvetd magzati idészakot, amelyet a mennyiségi fejlodés
jellemez, az embrié fokozatosan felveszi végleges formajat
(Bogenfiirst, 1995).

A keltetés elsé napjaiban az intenziv fejlodés a jellemzo, a
csirakorong megnyulik ¢és az ectoderma lemezen kiemelkedd
sejtvastagodas, az 6scsik alakul ki. Az éscsik fazisban az ectoderma és az
endoderma kozott kialakul a mezoderma. Ebbdl a harom rétegbdl jonnek

létre a kiillonbozd szovetek és szervek. Az Gscsik mindkét oldalan
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megjelennek a szomitdk (gerinchuri O6sszelvények), amelyekbdl a
csontozat és az izomzat fejlodik ki. Az elsé nap eseményeihez tartozik a
gerincoszlop, az idegrendszer és a szemek szervkezdeményeinek
1étrejotte.

A masodik nap soran kezddédik a sziv és a véredények fejlddése, a
véredényhéldzat a szikre fekszik. A sziv megkezdi mukodését, az
tregrendszer folyadékkal telik meg, megindul a véraramlas. A mésodik
nap végére az idegrendszer alapjat ado veldcsé zarul, amelynek eliilsé
szakaszabdl alakul ki az agy, a hatso szakaszabol a gerincveld fejlédik.
Fejléddésnek indulnak az extraembriondlis — az embrion kiviili — hartyak
is. Az ecto- és mezoderma fali lemeze eliilsd, hatulso és két oldalso
amnion reddt képez, amely az embriot korbedlelve zarul az
amnionvarratban craniocaudalisan.

A teljes zarddast megelézéen azonban a harmadik napon az
emésztokésziilék, az érzékszervek indulnak fejlédésnek. Kialakulnak az
agyveld idegek kezdeményei és a farki rész kivételével mindeniitt az
Osszelvények. A nap végén megjelennek a végtagbimbok, illetve a
szarnyak és a hatso végtagok kezdeményei, valamint a zsigerivek. Az
allantois, hugytomlé belend az extraembrionalis testiiregbe (Zboray,
1991).

Az allantois erei a koldokvéndk és a koldok artéridk, amelyek — a
sziktomld vérkeringését felvaltva — az embriondlis keringést adjak. Az
allantois az embrié 1égzdszervéiil is szolgal, ezen kivill a kdzben az
Osvese altal kivalasztott vizelet is az allantoisba jut: az allantois tehat
mint vizelettomlo, az allantois jarat, mint a vizeletcs6 szerepel. Itt gytlik

0ssze az dsvese altal kivalasztott vizelet is (Kovéacs és Fehér, 1966).
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A negyedik napon az érrendszer jol kivehetd, minden testrészt
megjelenik. Megkezdédik a nyelv kialakuldsa. A farki részben
megtalalhatok az &sszelvényeken, megjelennek az ivarmirigyek. Az
embrio feje az agyveld gyors fejlodése kovetkeztében jelentdsen megnd.

Az 6todik napon a szaporito szervek differencidlodnak. Az agy €s
az idegrendszer tisztan kivehetd, a sziv még az embrié testén kiviil van.
Az allantois terjedelmes zsakka né. Differencidlodik az eliilsé és hatulso
végtag, az ujjak, az agyveld. A m4j fejlodni kezd.

A hatodik napon a csontos vaz kezdeménye porcossa valik, a
végtagok tovabb tagolddnak. Kialakulnak a csér kezdeményei és a szem
hatalmasan megnd. Az allantois a héjhartyak kozvetitésével a mészhéjjal
kapcsolatba 1ép, megindul az allantois 1égz¢s.

A hetedik napon a ldbak kezdeménye erdteljesebben fejlédik, az
embrio teste hosszabbodik.

A nyolcadik napon a csor felsé és also kavajanak kezdeményei
elkiiloniilnek. A toll kezdemények lathatok, a jobb oldali petefészek
redukalddik.

A kilencedik napon a vazizomzat intenziven fejlodik, a mellcsont
kialakul, az embrid csirkeformat vesz fel. A sziv a testbe zarodik.

A tizedik napon megkezdédik a csontozat mineralizalédasa, a
végtagok izmai erdteljesen novekednek. Az allantois eléri maximalis
fejlettségét, savosburok egész teriiletén szétteriil, a tojas egész tartalmat
kortilfogva zarul.

A tizenegyedik és tizenkettedik nap tobb szempontbdl is
valtozasokat eredményez az embrio tovabbi fejlédésében. Ez idaig az

embrid a sz€nhidrat €s fehérje készletbdl gyarapodott, de a tizenkettedik
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nap utan a szikér halozat altal atalakitott lipidek felvétele intenzivvé
valik. (Speake és mtsai, 1993). A csontosodasi folyamathoz sziikséges
kalcium felvétel feltételei a tizenkettedik napra valdsulnak meg. Ekkorra
a CAM (chorioallantois membran) képess¢ valik a kalcium szallitdsara a
tojashéj és az embrio kozott €s biztositja a megfeleldé novekedést
(Dieckert és mtsai, 1991) Ekkorra megemelkedik a Ca-dependens ATP-
az szintje, mely fontos eleme a Ca felvételnek a tojds mészhéjabol
(Dieckert és mtsai, 1992). Az allantois ekkora éri el teljes fejlettségét,
mely mar a keltetés hetedik napjatdl részt vesz az allantois kialakitdsaban
egészen a tizenkilencedik napig, a tiidélégzésre torténd atallasaig.

A chorion mar fuzionalt a héjhartyaval, belsé fele ugy szintén az
allantoisszal, ezzel létrehozva a chorioallantois membrant. A
tizenkettedik-tizenharmadik napra az embridban kifejlddtek a szervek.

A tizenharmadik napon a bor egész feliiletét pikkelytollak fedik, a
labkozépen és a labujjakon megjelennek a szarupikkelyek kezdeményei,
a csor elszarusodik, az emésztokésziilék teljesen kifejlédve muiikddni
kezd.

A tizenhetedik naptdl az embrio megkezdi a késziilést a
tiidélégzésre valo attérésre.

A tizenkilencedik napon a tojasfehérje teljes egészében
felszivodik, a vazizmok tomege nd. Megindul a szikzacské behtizédésa a
testiiregbe, majd a kelés elott 2 oraval a fokozatosan zar6do
koldokgytirin 4t a hastiregbe huzodik.

A huszonegyedik napon a tojashéj torékennyé valik annak
kovetkeztében, hogy a mész egy része felszivddik, €s a csontokban

rakédik le. Az allantois 6sszeszarad, vérerei elhalnak. A csOr a térzs és a
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szarny kozott a légkamrahartyajat atloki és a csirke a kelésig tiidovel

Iélegzik mikdzben csipoghat is (Kovacs €s Fehér, 1966).

3.4.1. Az embrionalis membranok

A blasztoderma Kkiterjeszkedése a tojassargdja felett nagyon
gyorsan zajlédik le a keltetés 4. napjaig, erre az iddszakra a
tojassargajanak egy kis koriilhatarolt fedetlen teriilete marad, amelyet
koldoknek neveznek. A koldok hosszu ideig fedetlen marad, végsod
zarédasa az albumin tomld kialakuldsaval kapcsolatban torténik meg. A
keltetés els6 néhany napja sordn az albumin gyorsan vizet veszit, és
viszkdzussa valik. Az embridt tartalmazo amnion tomlé feliil fekszik, az
amnion tomld alatt helyezkedik a tojassargaja és az albumin nagy része
az embrid farki végének iranyaban fekszik. Az allantois gyorsan terjed az
embrionalis testiiregbe, amikor eléri a tojas alsé polusat, elkezdi magat
korbefoglalni az ott 6sszegyiilemlett albumin viszkézus tomege koriil. A
gyorsan zarodo albumin tomlé a tojassargéja kiilsé oldalat alakitja €s a
kett egyesiil a tojassargdjanak koldoke koriil. Ez a kapcsolat sohasem
szakad meg ¢és az albumin tomlé maradékai a tojassargdjaval egyiitt a
testiiregbe huzodnak az inkubdacios idé vége felé. A sero-amniotikus
kapcsolatnak nagyon fontos hatdsa van az embriondlis membranok
altalanos elrendezodésében. Az albumin tomloé, ami a chorion
megkett6zodésével formalodik, meghosszabbodik egy csdszerl
elvezetéssel a sero-amniotikus lemezig. Az utdbbi perforalédik a 11. nap
utan ¢€s igy kozvetlen kapcsolat alakul ki az albumin tomld és az amnion

tirege kozott (Hamilton, 1952).
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Az allantois

Az allantois falanak azon részét, amely a chorionnal egyesiil
chorioallantoisnak nevezik, az allantois tomldjének tobbi része alkotja a
bels6 falat. Az allantois kozbensé distalis része a chorionnal
specializalédik az albumin tomlé falaként. Amikor az embrid a bal
oldalan fekszik, akkor az allantois az embri6 jobb oldalan no6, és egyesiil
a chorionnal a keltetés els6 szazadik oraja koriil. Ezutan gyorsan né az
embrid koril, és az 5. nap végén az embrid tobb mint felét beboritja. A
keltetés 6. napjanak végére az allantois teljesen korbe veszi az embriot. A
8. nap végére az allantois a szik felét boritja. A 9. nap végére
megkezdddik az albumin toml6 formaldédasa. Az inkubacio 11. napjanak
végére az albumin tomlé gyakorlatilag zarodik a tojas alsé polusanal. A
12. napon az albumin toml6 teljesen zarddott, €s tartalma a 16. napra

teljesen felszivédik (Hamilton, 1952).

Az amnion

Az amnion szorosan korbezadrja az embriot a formalddasanak
idején, majd rogton azutan folyadék kezd akkumuldlodni az amnion
tregébe. Az amnion ireg megnagyobbodik, igy az embrid egy
folyadékkal telt térben fekszik, ami a keltetés folyaman novekszik, majd
ujra csokken, és az embrio elfoglalja az treg nagy részét. Orsdalaku
izomrostok jelennek meg az amnion falaban a keltetés 4. napjatol. A 10.
napon az izomsejtek Osszekapcsolodnak, €s az allantois mezodermalis

falai az amnionnal egyesiilnek. Roviddel azutdn, hogy az izomrostok
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megjelennek megkezdddik az amnion perisztaltikus 0sszehuzddasa. Az
Osszehizodasok spontdn eredettiek ¢és ritmikusak. Az amnion
Osszehuizodasanak frekvencidja a 8. napig ndvekszik, majd gyorsan
csokken, €s a 13. napra megszlinik. Az amnion asvanyisokban gazdag
kornyezetet biztosit az embridnak, igy védve az embriot a kiszaradastol.
Védelmet nyujt az embriondlis membranok 6sszetapadasa ellen is. Az
amnion biztositja azt a feliiletet, amelyen az allantois terjeszkedhet és
jelentésen noveli a respiracios feliiletet. Az amnion és folyadéka
biztositja, hogy az embrié a gravitacié ellenére ,,uszik” a tojasban, és

védelmet nytjtanak a razkodasok ellen is (Hamilton, 1952).

3.4.2. A chorioallantois membran szerkezete

Az inkubécié 11. napja utdn a chorioallantois harom rétegi. A
kiils6 réteg a héjhartyaval érintkezé ectodermalis eredetli hamréteg. A
kozépso réteg embrionalis kotoszovet, a mesenchyma, amely a somato-
€s a splachnopleurabol fejlodik. A belsé réteg az entodermabol szarmazd
allantois-ham (4.abra) (Fancsi és Fehér, 1978).
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A csirke magzat chorio - allantois _membranja

Hej hartya

Fejlédes Szerkezet

1. CHORION 1.CHORION
ectoderma epithelium
somatopleura

2. MESODERMA > 2.MESENCHYMA
splanchno-
pleura — e~

LG } 3.ALLANTOIS
entoderma epithelium

Allantois ireg

4.abra A chorioallantois membran szerkezet

1., Chorion (membrana serosa)

A chorion hamja kotéhamsejtekbdl all, két réteget alkot. A kiilsé -
héjhartya feloli - hamsejtréteg lap vagy alacsony kobhamsejtekbol all. A
belsd -mesenchyma felsli - a réteget magasabb kobhamsejtek alkotjak. A
kapillarisok egy része a két hamsejtréteg kozott, mas része a kiilsd
hamsejtréteg és a héjhartya alatt helyezédik. Ez utébbiak tag obloket,

sinusokat képeznek (Féancsi €s Fehér, 1978).
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2. Mesenchyma

A parietalis mesoderma somato- ¢és splanchopleurdja a
chorioallantois  kialakuldsakor Osszeolvadva egymadéssal egységes
mesenchyma-réteget képez. A mesenchyma csillag alaku sejtjei
hosszuak, nyalvanyosak. A mesenchyma héjhartya feloli rétegében sziik
¢s vékonyfalu, az allantois kozelében tag ereknek haladnak. (Féancsi és

Fehér, 1978).

3. Allantois

Az allantois egyrétegii laphamsejtekbol all. Az intercellularis
rések helyenként jaratokat alkotnak, amelyekbe vaskos, hosszu,
esetenként eldgazdddé bolyhok nyulnak be. Az allantois hamsejteknek a
tomlo tirege felé tekintd feliiletén rovid, vaskos nytlvanyok, bolyhok és

invaginatiok talalhatok (Fancsi és Fehér, 1978).

3.5. A szem folépitése

A szemet a kiilsé behatasoktol a csontos szemiireg, a szemoldok,
a szemhéj, a szempilla és a kotohartya védik. Ez utobbi egy vékony
nyalkahartya, mely a szemhéjakat béleli és a szemgolyo frontélis részét
fedi. A kotOhartya alatt - nagyitéval lathatd - nyiroktiiszok, valamint

jérulékos konnymirigyek fordulnak eld. A szemgolyo falat harom hartya
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adja, amelyen beliil a szemgolyd magja, a szemcsarnokok, a szemlencse
¢s az uivegtest foglalnak helyet (Szentagothai és Réthelyi, 1985).

I. A kiils6 hartya: hatulso 4/5-6d része a tiilokhartya vagy sclera,
eliils6 1/5-6d része pedig a szaruhartya vagy cornea, mely elvékonyodd
részét limbus corneae-nek nevezik. Bar a szaruhartydban nincsenek erek,
ennek kozelében a fels¢ feliileten koszoruszerii vénafonat a plexus
venosus sclerae talalhato.

II. A kozépsé hartya a kiilsénél vékonyabb, tiikrozodést gatlo
festékes kotoszoveti sejteket, idegi €s simaizom elemeket, sira
¢rhalozatot is tartalmazo hartya. A sclerara szorosan rafekszik, a
corneoscleralis hataron - tehat a kiilsé hartya eliilsé és hatulso részének
talalkozasanal - kiilonvalik és a szemgolyd belseje felé fordul, ahol is a
szivarvanyhartyat vagy iris-t alkotja. Ennek kozepén tagulékony nyilas a
pupilla helyezddik el. Tehat e kozépsd hartyanak harom része van: a
sclerara fekvé vékony chorioidea, a vastag corpus ciliare - ez foglalja
magaba a lencse fliggesztokésziilékét - és a fent emlitett iris.

III. A belsd hartya, ami nem mas, mint az ideghértya vagy retina.

A szemgolyé vérellatasat tekintve harom érrendszerre tagolhato:
1. az ideghartyahoz téré retinalis,
2. az érhartyat ellatd ciliaris,
3. az episcleralis - conjuctivalis érrendszer.
Ezen artérids érrendszerekhez természetesen egy hasonlo
strukturdju vénas is tartozik. A kotohartya vagy tumica conjuctiva
kotoszovete erekben bovelkedik, azonban ezek normalisan a sclera fehér

felszine ellenére alig latszanak.
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Kisebb mechanikai, még inkédbb kémiai inger hatasara vagy pedig
gyulladasos allapotban az erek erdsen kitagulnak, s igy - az ember
esetében a fehér alapon - jol lathatéak lesznek. (Fehér, 1989).

A szemre gyakorolt irritativ hatdsok bonyolultabb természete a
szem Osszetett felépitésébdl adodik. A lokalis hatdsok mindenekeldtt a
legkiils6 rétegen, a cornedn okozhatnak enyhébb vagy sulyosabb
irritaciét. A cornea a test tobbi részén elhelyezkedd nyalkahartydhoz
hasonld felépitésti egyrétegli lapham. Hamszoveti jellegénél fogva a
corneat és conjunctivat karosité vegyiiletek hasonlé mechanizmussal
hatnak, mint a bdrirritativ anyagok, azonban mér a viszonylag enyhe
gyulladas is sulyosabb kovetkezményekkel jar. Ennek oka, hogy ha a
szem kiilsé rétegeinek fénytorése megvaltozik, az a normalis mikodést
alapvetden gatolja. A cornedban nem talalhatok kapillaris erek, igy az
irritativ vegyiiletek okozta gyulladds az alatta talalhato iris €s €rhartya
gazdag érhalozatat érinti. A korroziv anyagok a szem mélyebb rétegeit is

roncsolhatjak (Kiss, 1997).
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4. KISERLETI RESZ

4.1. Vizsgalati anyagok

4.1.1. A vizsgalatokban alkalmazott koncentraciok

Az in vitro HET-CAM tesztben a vizsgalatba vont novényvédo
szerek 1, 10 és 100%-o0s koncentracidjat alkalmaztam. A novényvédd
szer adalékanyagok esetében a 100%-o0s, a folyékony nitrogéntartalmu
mitragyak esetében pedig a 10 és 100%-os koncentracidokkal végeztem el
az in vitro tesztet. A Draize-féle in vivo tesztben a vizsgélati leirasnak
megfelelden a tomény (100%-0s) koncentraciok vizsgalatat végeztem el.
A novényvédd szer adalékanyagok az irodalmi adatok alapjan erdsen
irritativak a szemre. A kisérleti allatokat kimélve nem végeztem el a
Draize-féle in vivo primer szemirritdciés vizsgalatot ezen
készitményekkel, hanem az irodalmi adatokat hasznéltam fel.

Az in vitro tesztben alkalmazott emelkedd toménységii
készitmények vizsgalataval probaltam véleményt formalni arrdl, hogy a
HET-CAM teszt alkalmas-e ugyanazon vegyi anyagok kiil6nb5zd

koncentréciojahoz tartozo irritativ potencidljanak meghatarozasara.
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4.1.2 Herbicidek

MODOWN 4 F (40% bifenox)

A Dbifenox hatéanyag a halogénezett fenoléterek csoportjaba
tartoz6 difenil herbicid (Hunyadi és Béres, 2000).

Hatdsmod és alkalmazas

Szelektiv herbicid. A lombozaton abszorbealddik, megjelenik a
hajtasokban, gyokérben. Fotoszintézis gatld, és sejtmembran karosodast
okoz. Gabonaban, kukoricaban, cirokban, szojaban alkalmazzak kétsziku
gyomok €s néhany egyszikii ellen. (The Agrochemichals Handbook,
1991).

Toxicitas emlésokre
Akut oralis LDsy patkanyon >6400 mg/ttkg, egéren 4556 mg/ttkg.

Akut perkutan LDsy nyalon >20.000 mg/ttkg. Szemen és béron nem
irritativ (The Agrochemichals Handbook, 1991).

REGLONE (40% diquat-dibromid)

Brommal halogénezett bipiridil herbicid szdrmazék (Hunyadi és
Béres, 2000).
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Hatdasmod és alkalmazas

Nem szelektiv, kontakt herbicid, a lombozatban abszorbealddik,
xylénben transzlokalédik. A fotoszintézis alatt szuperoxid termelddik,
amely a sejtmembrant és a citoplazmét karositja. Betakaritas elott
deszikéalasra hasznaljak gyapot, lucerna, mak, szo6ja, borsd, bab,
napraforgd, kukorica, cukorrépa, burgonya és magtermé kultirakban.
Egynyari kétszikli gyomok ellen sz6lében, gyiimdlesdsben, zoldségben
€s mezdgazdasagilag nem mivelt teriileteken alkalmazhaté (The
Agrochemicals Handbook, 1991).

Toxicitas emlésokre

Akut oralis LDsy patkanyon 231 mg/ttkg, egéren 125 mg/ttkg,
kutyan 100-200 mg/ttkg. Akut perkutdn LDso nytlon >750 mg/ttkg.

Irritativ a béron és a szemen (The Agrochemichals Handbook, 1991).

DIKAMIN D (40% 2.4-D)

A fenil gyokon halogént tartalmazo fenoxi-ecetsav herbicidek

kozé tartozik (Hunyadi, Béres, 2000).

Hatasmod és alkalmazas

Szelektiv szisztémikus herbicid. A soi jol abszorbedlodnak a

gyokéren, az észterek pedig a hajtdsokon. Novekedés gatloként fejtik ki
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hatdsukat.  Posztemergens  kétsziki  gyomirtéként  hasznélhato
gabonafélékben, kukoricaban, rizsben, fifélékben, vizi kultarakban és

mezogazdasagilag nem mivelt teriileteken (Tomlin, 1994).

Toxicitas emlésokre

Akut orélis LDsy patkdnyon 639-764 mg/ttkg, egéren 138
mg/ttkg. Akut perkutdan LDsy patkdnyon > 1600 mg/ttkg, nyulon >2400

mg/ttkg. Irritativ a boron és a szemen (Tomlin, 1994).

RONSTAR (250 g/l oxadiazon)

A heterociklusos oxadiazolonok csoportjadba tartozd szerves

herbicid (Hunyadi és Béres, 2000).

Hatdsmod és alkalmazas

Szelektiv kontakt herbicid. Egy- és kétszikii gyomok ellen

gytimdlesosben, szélében, gyapotban, rizsben, széjaban, napraforgoban

¢s hagymaban hasznéalhaté (Tomlin, 1994).
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Toxicitas emlésokon
Akut oralis LDsy patkanyon > 5000 mg/ttkg. Akut perkutan LDs

patkanyon és nyulon > 2000 mg/ttkg. Enyhén irritativ a szemre és borre
(Tomlin, 1994).

FUSILADE S (12,5% fluazifop-P-butil)

A fenoxi-fenoxi-propionatok csoportjaba tartozo herbicid

(Hunyadi és Béres, 2000).

Hatdsmod és alkalmazas

Szelektiv szisztémikus herbicid, a levelekben abszorbealodik. A
novényi sejtekben az ATP termelést befolyasolva fejti ki hatasat. Vadzab,
arva kelésti gabondk, egy éves és éveld egysziktiek irtdsara hasznalhatd
olajrepcében, cukorrépaban, szojaban, zoldségfélékben €s

gylimolcsosben (Tomlin, 1994).
Toxicitas emlésokre

Akut oralis LDsy him patkdnyon 3680 mg/ttkg, ndstény patkanyon
2451 mg/ttkg, nyalon 621 mg/ttkg. Akut perkutan LDsg patkanyon >2076
mg/ttkg, nyalon >2400 mg/ttkg. Kozepesen irritativ szemre €s borre

(Tomlin, 1994).
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FLUBALEX (20% benfluralin)

Az aromds aminok kozé tartozo dinitro-anilin szarmazék

(Hunyadi és Béres, 2000).

Hatasmod és alkalmazas

Szelektiv talaj herbicid, a gyokereken keresztiil abszorbealodik.
Gatolja a csirazast, a gyokér €s hajtas fejlodést. Egyéves egyszikiiek €s
egyéves kétszikliek irtdsara hasznalhatd salatdban, uborkéban,
cikéridban, babban, lencsében, lucerndban, herefélékben és dohanyban

(Tomlin, 1994).

Toxicitds emlosokre

Akut oralis LDsy patkanyon > 10.000 mg/ttkg, egéren >5000

mg/ttkg, kutydn és nyalon > 2000 mg/ttkg. Akut perkutdn LDso nytlon

>5000 mg/ttkg. Nem irritativ a borre és a szemre (Tomlin, 1994).

REFINE DF (75% tifenszulfuron-metil)

A szulfoniluredk csoportjaba tartoz6 mikroherbicid (Hunyadi és

Béres, 2000).
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Hatdasmod és alkalmazas

Szelektiv szisztemikus herbicid, az aminosavak szintézisének
gatlasan keresztiil gatolja a novekedést. A leveleken és a gydkéren
abszorbedlddik. Fo felhaszndlasi teriilete a gabonafélék, buza, arpa,

kukorica, triticale posztemergens gyomirtasa (Tomlin, 1994).

Toxicitds emlosokre

Akut oralis LDs( patkdnyon >5000 mg/ttkg. Akut perkutan LDs

nyulon >2000 mg/ttkg. Nem irritativ borén, kézepesen irritativ szemen

(Tomlin, 1994).

TITUS 25 DF (25% rimszulfuron)

A szulfoniluredk csoportjaba tartozé6 mikroherbicid (Hunyadi és

Béres, 2000).

Hatdsmod és alkalmazas

Szelektiv, szisztémikus herbicid, a novény lombozatdn és
gyokerén Kkeresztiil szivodik fel, majd a merisztéma szoveteibe
transzlokalodik. Az aminosavak szintézisének gatlasan keresztiil
megallitja a novény novekedését. Kukorica posztemergens gyomirtasara

alkalmazzak (Tomlin, 1994).
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Toxicitds emlosokre

Akut ordalis LDsg patkdnyon >5000 mg/ttkg. Akut perkutan LDs

nyulon >2000 mg/ttkg. Nem irritativ boron, mérsékelten irritativ szemen

(Tomlin, 1994).

ARELON 500 FW (500¢/1 izoproturon)

Izopropil gyok szubsztituenst tartalmazé karbamid herbicid

(Hunyadi és Béres, 2000).
Hatasmod és alkalmazdas

Gabonafélékben, buza ¢és arpa kulturdkban engedélyezett
szisztémikus, posztemergens herbicid a magrol keld egy- és kétsziki
gyomok ellen. A fotoszintézis elektrontranszportjat gatld herbicid.
Gyokéren és levélen keresztiil szivodik fel (Tomlin, 1994).
Toxicitas emlésokre

Akut LDs, patkanyon 1826 és 5000 mg/ttkg kozott van, egéren

3350 mg/ttkg. Az akut perkutan LDsy >2000 mg/ttkg patkdnyon. Nem

irritativ boron €s szemen (Tomlin, 1994).
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BANVEL 480 S (480¢g/1 dikamba)

Aromas karbonsav-szarmazékok kozé tartozo szerves herbicid

(Hunyadi és Béres, 2000).

Hatasmod és alkalmazas

Buza, arpa, kukorica, cirok és legeldé kulturdban engedélyezett
posztemergens, szelektiv, szisztémikus herbicid a kétszikii gyomok ellen.
Auxin hatasu, els6sorban a nukleinsav- €és fehérjeszintézisre hat.
Gyokéren és levélen keresztiil szivodik fel és gyorsan transzlokalédik a

ndvényben (Tomlin, 1994).

Toxicitds emlosokre

Akut oralis LDs patkanyon 1707 mg/ttkg. Az akut perkutan LDs

nyulon >2000 mg/ttkg. Erésen irritativ és korroziv szemen, mérsékelten

irritativ boron (Tomlin, 1994).

MEDALLON (480 g/1 glifozat-trimesium)

A szervesfoszforsav-tartalmu herbicid (Hunyadi és Béres, 2000).
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Hatdasmod és alkalmazas

Gytimolesos, szO6l6 kultirdkban hasznalatos egy ¢és kétsziku
gyomok ellen. Engedélyezett még szant6foldi kultara betakaritdsa utan a
tabla gyommentesitésére. Nem szelektiv, szisztémikus herbicid, mely a
lombozaton &t gyorsan szivédik fol. Kiillonb6zé enzimrendszerekre hat
ugy, hogy befolyasolja az aminosavak €s mas fontos endogén vegyiiletek

képzodését (Tomlin, 1994).
Toxicitas emlbsokre

Akut oralis LDsy him patkdnyon 748 mg/ttkg, néstényen 755
mg/ttkg, egéren 1280 mg/ttkg. Az akut perkutan LDsy >2000 mg/ttkg

nyulon. Kozepesen irritativ szemen és nem irritativ béron (Tomlin,

1994),

TELL 75 WG (75% primiszulfuron)

A szulfoniluredk csoportjaba tartozé mikroherbicid (Hunyadi és

Béres, 2000).

Hatasmod és alkalmazas

Kukoricaban engedélyezett posztemergens gyomirtdszer a

kétszikli gyomok €s a nehezen irthaté egyszikiiek ellen. Szelektiv
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szisztémikus herbicid, mely a gyokéren és lombozaton &t szivodik fol,
gyorsan transzlokalédik minden irdnyban. Hatasara gatlodik az
aminosavszintézis, a sejtosztdédas s ezaltal megall a novekedés (Tomlin,

1994).

Toxicitas emlésokre

Akut ordlis LDsy patkanyon >5050 mg/ttkg. Az akut perkutan
LDso >2010 mg/ttkg patkanyon. Enyhén irritativ szemen, és nem irritativ
boéron (Tomlin, 1994).

4.1.3. Inszekticidek

SUMITHION 50 EC (50% fenitrotion)

A szerves foszforvegyiiletek fenol-észter csoportjdba tartozik.
Olyan szdrmazék, amelynél az acilcsoport fenol vagy hidroxil csoportot

tartalmazo6 heterociklikus vegyiilet (Alméadi, C. és Nadasy, M., 1997).

Hatasmod és alkalmazas

Nem szisztémikus inszekticid, kontakt €és gyomorméreg. Ragd-,

szivd és szaro szajszervii rovarok ellen alkalmazzdk gabonéban,

kukoricéban, gyiimolcsosben, szo6ldben, rizsben, szdjaban, cukorrépaban,
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zoldség kulturdkban, lucerndban, dohdnyban. Felhasznaljadk még
kozegészségligyi teriileteken rovarirtoként haztartasi rovarok ellen
(legyek, svabbogarak €s mas rovarok); allattenyésztésben, allathazakban
legyek ellen, raktarozott termékek kartevdi ellen; moszkitd larva €s
saskak ellen (The Agrochemichals Handbook, 1991).

Toxicitas emlésokre
Akut orélis LDsy patkanyon 570-800 mg/ttkg, egéren 870 mg/ttkg,
tengerimalacon 500 mg/ttkg. Akut perkutan LDsy him patkdnyoknal 890

mg/ttkg, ndstény patkanyoknal 1200 mg/ttkg, egereknél >3000 mg/kg
(The Agrochemichals Handbook,1991).

SHERPA (250 g/1 cipermetrin)

A szintetikus piretroid inszekticidek kozé tartozik (Almadi, C. és
Nadasy, M., 1997).

Hatasmod és alkalmazas
Nem szisztémikus inszekticid, kontakt €s gyomor méreg.
Lepidopterak, coleopterak, dipterdk, és hemipterak ellen gytimolcsosben,

szOloben, zoldségfélékben, kukoricdban, szojaban, rizsben, olajrepcében

hasznalhatd. Legyek és egyéb rovarkartevok ellen allathdzakban, a
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kozegészségligy teriiletén szinyogok, legyek, csétanyok ellen. Alkalmas

az allati ektoparazitak elleni védekezésre (Tomlin, 1994).

Toxicitds emlosokre

Akut ordlis LDs, patkanyon 250-4150 mg/ttkg, egéren 138

mg/ttkg. Akut perkutan LDso patkdnyon > 4920 mg/ttkg, nyulon >2460
mg/ttkg. Enyhén bor és szemirritativ (Tomlin, 1994).

4.1.4. Fungicidek, baktericidek

KARATHANE LC (350 g/l dinokap)

A dinokap hatéanyag a dinitro-fenol szerves fungicidek

jellegzetes képviseldje (Almadi, C. és Nadasy, M., 1997).
Hatasmod és alkalmazds

Kontakt fungicid védd és gyogyitd hatdssal, és nem szisztemikus
akaricid. Lisztharmat ellen alkalmazzak gytimolesosben, szélben,

disznévényeknél, néhany zoldségfélénél, dohanynal. Atkagyérité hatasu

(The Agrochemicals Handbook, 1991).
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Toxicitds emlosokre

Akut oralis LDsy him patkdnyon 980 mg/ttkg, néstény patkdnyon
1190 mg/ttkg, kutyan 100 mg/ttkg. Akut perkutan LDs( nyulaknal >4700
mg/ttkg. Boér ¢és szemirritativ. Szemen halyog képzddhet (The
Agrochemicals Handbook, 1991).

KOLFUGO 25 FW (25 % karbendazim)

Az O-fenilén-diamin szarmazékok benzimidazol csoportjaba

tartozik (Almadi, C. és Nadasy, M., 1997).

Hatdsmod és alkalmazas

Szisztémikus fungicid véddé és gyogyitd hatassal. Gyodkéren és
levélen &t abszorbedlodik, akropetdlisan szallitodik. Gabonéban,
gylimolcsosben (alma, csonthéjas, citrusfélék, banan, ananész, eper,
ribizli), sz6lében, diszndovényeknél, cukorrépa, dohany, kavé, gyapot

kultarakban alkalmazzék (The Agrochemichals Handbook, 1991).
Toxicitas emlbsokre

Akut oralis LDsy patkanyon >15.000 mg/ttkg, kutyan >2500
mg/ttkg. Akut i.p. LDsy him patkdanyon 7320 mg/ttkg, ndstény esetén

15.000 mg/ttkg. Akut perkutan LDso nytlon >10.000 mg/ttkg, patkanyon
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>2000 mg/ttkg. Borre és szemre nem irritativ (The Agrochemichals
Handbook,1991).

NIMROD 25 EC (250 g/l bupirimat)

A pirimidin-szarmazékok koz¢ tartozo szerves fungicid (Almadi,

C. és Nadasy, M., 1997).

Hatdsmod és alkalmazas

Szisztémikus fungicid védo és gydgyitd hatassal. A leveleken
keresztiil szivodik fel, és a xilemben transzlokalodik. Hatdsat a gomba
sporulacidjanak gatlasan keresztiil fejti ki. Lisztharmat ellen alkalmazzak
disznévény  kulturdkban, valamint a sz6l6-, gyiimdles- és

zoldségtermesztésben (Tomlin, 1994).

Toxicitds emlosokre

Akut oralis LDso patkanyon, egéren €s tengerimalacon > 4000

mg/ttkg. Akut perkutdn LDs, patkanyokon 4800 mg/ttkg. Kozepesen

irritativ szemen és boron (Tomlin, 1994).
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PUNCH 40 EC (40% fluzilazol)

A fluzilazol a triazol tipusu fungicidekhez sorolhato vegytilet
(Almadi, C. és Nadasy, M., 1997).

Hatasmod és alkalmazas

Védo és gyogyitd hatasu szisztémikus fungicid. Az ergoszterol
bioszintézisének gatlasaval fejti ki a hatdsat. Széles hatasspektrumu, de
leginkabb lisztharmat, rozsda, és helminthospérium fajok ellen
hasznaljak gytimdles, gabonafélék, cukorrépa, napraforgd és zoldség

kultardkban (Tomlin, 1994).

Toxicitas emlésokre

Akut oralis LDsy him patkdnyon 1100 mg/ttkg, ndstényen 674

mg/ttkg. Akut perkutdn LDsy nydlon >2000 mg/kg. K6zepesen irritativ

szemen €s boron (Tomlin, 1994).

KASUMIN 2L (2% kasugamicin)

A kasugamicin hatéoanyag a mezogazdasagban alkalmazott
antibiotikum. A Streptomyces kasugaensis tenyészetéb6l nyerhetd

(Almadi, C. és Nadasy, M., 1997).
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Hatdasmod és alkalmazas

Proteinszintézis gatlo, szisztémikus fungicid és baktericid, védo
€s gydgyitd hatassal. A rizstermesztésben hasznalhaté Pyricularia oryzae
€s mas fitopatogén baktérium ellen. Alkalmazzadk baktériumos
betegségek ellen paprika, uborka, paradicsom, burgonya és gylimélcs

kultardkban (Tomlin, 1994).

Toxicitds emlosokre

Akut orélis LDsy him patkanyon >5000 mg/ttkg. Akut perkutan

LDso nyulon >2000 mg/ttkg. Nem irritativ szemen €s borén (Tomlin,

1994).

4.1.5. Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok

A novényvédd szer hatéanyagokat — nagyon kevés kivételtol
eltekintve — nem alkalmazzak tisztan, onmagukban, hanem kiilonféle
aktiv és passziv segédanyagokkal keverve kiilonb6z6 szerekké formaljak,
majd ezeket a szereket higitatlanul vagy higitva célba juttatjadk. A
formalas célja az, hogy valamely bioldgiailag aktiv vegyiilet vagy adott
esetben tobb vegyiilet keverékét a kivant bioldgiai hatas kifejtésére

alkalmassa tegyék (Almadi, C. és Nadasy, M., 1997).
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XILOL

Novényvédelmi célu alkalmazas

Az emulzidképzd folyékony permetezd szerek (EC, E, LC, L

formuléciok) szerves oldészerként tartalmazhatnak xilolt.

Toxicitas emlésokre

Erdésen irritativ boron (Kertai, 1982).

TREND (izodecil-acetat)

Novényvédelmi célu alkalmazas

A diszpergalhaté granuldtumok (DF, DG, WG formulaciok)
anionos nedvesitd szerei - amelyek sajatos bioldgiai aktivitassal
rendelkeznek -, mint technoldégiai adalékok a permetlé készités soran

hasznalatosak.
Toxicitas emlésokre

Akut oralis LD s patkdnyon 2493 mg/ttkg. Dermalis LDsg érték
nyulon > 2020 mg/ttkg. Szemen irritativ, a bdért nem izgatja (TREND

Biztonsagtechnikai adatlap).
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4.1.6. Folyékony miitragyak

NITROSOL 28 (28% nitrogén /100 1)

A mezdégazdasagban talajerd visszapdtlasra alkalmazott folyékony

nitrogéntartalmt mutragya (Ocskd, 1999).
Hatasmod és alkalmazdas

Valamennyi szantofoldi és kertészeti kultaraban,
szaktanacsadasnak megfeleld mennyiségben felhasznalhaté
alaptragyakeént, tavaszi kiegészitd és fejtragyazasra (Ocsko, 1999).

Toxicitas emlésokre

Akut oralis LDsg patkanyon >2000 mg/ttkg.

KALCINOL (8,5% nitrogén /100 1)

A mezdgazdasagban talajerd visszapdtlasra alkalmazott folyékony

nitrogéntartalmt mutragya (Ocskd, 1999).
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Hatdasmod és alkalmazas

Felhasznalhat6 elsésorban tivegh4dzakban és f6lia alatt termesztett
novények, konténeres, hidrokultira termesztésénél:
- tapoldatozasra az 6nt6zévizzel 0,05-1,0%-o0s toménységben kijuttatva,
- levéltragyazasra 0,1-1,0%-os toménységben, szaktanacsadas szerint

(Ocsko, 1999).

Toxicitds emldsokre

Akut ordlis LDs patkanyon > 2000 mg/ttkg.

4.2. Kisérleti allatok

4.2.1. A Shaver Starcross tojohibrid

A Shaver Starcross 288 tojohibridet a kanadai Shaver cég
tenyésztette ki (Bolyi Mezdgazdasagi Kombinat, 1978). A vildgon ez az
egyik legelterjedtebb tojohibrid. Magyarorszagon forgalmazdja a Boélyi
Mezdgazdasagi Kombinat.

Mivel Leghorn tipusd, ebbdl adéddan tollazatanak szine fehér,
tojasai mészfehér szintiek. Elénk vérmérsékletii, ijedés allat.

Takarmanyértékesitd képessége j6 (Mikldsné, 1991).
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Shaver Starcross 288 tojohibrid tojasokat ajanl az alkalmazott
vizsgalati mddszer leiras, mivel ezen hibrid tojasainak kelési ardnya igen
magas (90% vagy magasabb) és orokletes fejlodési rendellenességektol

mentes ez a torzs.

4.2.2. Az aj-zélandi fehér nyul

Labor nyulként allatkisérletekben elsésorban a kisebb testtomegli
(2 kg alatti) holland torzset, és a nagyobb testtomegti (2-5 kg kozott) 0j-
zélandi fehér nyulat hasznaljak. A kutatési teriiletek koziil a teratologiai
vizsgalatokban, antiszérum eléallitasra, szem- ¢€s  bdrirritacids
vizsgalatokban, ¢s az atherosclerosis vizsgalatokban alkalmaznak
laboratériumi nyulat tesztszervezetként (Havenaar és mtsai, 1993).

Az 1j-zélandi fehér nyul kozépnagy testl fajta, szorzete hofehér,
szeme piros, kormei vildgos szaruszintiek. Kifejlettkori testtomege 4,5-
5,5 kg. A testformdak (hengeres) jol tiikkr6zik a hustermelésre jellemzd
tipust. A fej konnyt, a torzs rovid €s széles, a hat és a far kiilondsen jol
izmolt. Gyorsan fejlédik, a jo takarmanyokat kivaléan hasznositja, 8

hetes korara eléri az 1,8-2,00 kg-ot (Holdas, 1976).
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4.3. Vizsgalati modszerek

4.3.1. A HET-CAM teszt

Vizsgalataimat az Invittox Protocol 47. szdma (1990) alapjan
végeztem el. A modszer alapja, hogy a vegyi anyagokat (n6vényvédod
szereket és azok egyes komponenseit, mitragyakat) kozvetleniil a 10
napig keltetett embrionalédott tyuktojas chorioallantois membranjara
helyeztem. A kezelés hatasara fellépd érkarosodasok wutalnak a

vegyszerek nedves membran karosité hatasara.

4.3.1.1. Felszerelések, eszkozok, laborvegyszerek

Felszerelések, eszkozok:

- inkubator: optimalis hdmérséklet 37,5 c (+-0,5), relativ paratartalom
62,5 % (+-7,5%),

- tojasatvilagito lampa,

- egyenes csipesz,

- szemész ollo,

- pipettak, szemcseppentdk,

- stopperora,

- szamitogép megfeleld értékeld programmal.
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Laborvegyszerek:

- 0,9%-0s NaCl,
- 1%-0s SDS (Na-lauril szulfat),
- 0,1 M NaOH.

4.3.1.2. A vizsgilat kivitelezése

A vizsgalathoz White Leghorn (Shaver Starcross 288)
tyuktojasokat alkalmaztam. A tojasokat a vizsgalat elvégzése elott
lampaztam, és a hibasakat eltdvolitottam. A tojasokat 37,5 C-on, 60-70
%-os relativ paratartalom mellett inkubatorban keltettem.

Nyolc napon at, napi gyakorisaggal forgattam a tojasokat, hogy
elkeriiljem az embrio letapadéasat. A 9. napon atvilagitottam a tojasokat,
¢s az életképteleneket eltavolitottam. A tojasokat most mar tompa
végiikkel felfelé raktam vissza az inkubatorba, ezzel biztositottam a
CAM hozzaférhetdségét. A kezeléseket és azok értékelését a keltetés 10.
napjan végeztem el.

Az elokészités soran elkészitettem a sziikséges laborvegyszerek
eloirt toménységét, és a mezdgazdasagi vegyi anyagok megfeleld
koncentracioju szuszpenzidjat, oldoszerként desztillalt vizet hasznéaltam.
Az oldatokat €s a szuszpenziokat a vizsgalatok el6tt mindig frissen
készitettem el.

A tojasok kezelésre torténd elokészitésénél megjeloltem a
légkamra elhelyezkedését, majd a megjelolt tojashéjrészt olld €s csipesz

segitségével ovatosan eltavolitottam.
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A bels6 membrant 0,9%-o0s NaCl oldattal nedvesitettem meg,
majd a tojasokat visszaraktam a talcara (maximum 30 perc telhet el a
tojas felnyitasa és a kezelés kozott).

A kezelés elétt a héjmembrant fogdsz csipesszel Ovatosan
eltavolitottam, igy a CAM alkalmassa valt a kezelésre. A kezelést
minden koncentracioban 4 ismétlésben végeztem el a kovetkezok szerint:

- standard: 2 tojas 1 %-os SDS-al és 0,1 M NaOH-al kezelve,

- kontroll: 2 tojas 0,9 %-os NaCl-al kezelve,

- vizsgalati anyag: 6 tojas koncentracionként kezelve.

A kezeléskor a chorioallantois membranra 0,3 ml tesztanyagot
cseppentettem, és a kezeléstdl szamitott 5 percig figyeltem meg a

membrant és kialakulo reakciokat.

4.3.1.3. A tojasok feldolgozasa

4.3.1.3.1. Makroszkopos vizsgalatok

A 10 napos embrionéalddott tyuktojas chorioallantois membranjan
a vizsgalati anyagokkal tortént kezelést kovetéen a kovetkezd
elvaltozasok figyelhetok meg:

- vérzes,

- véredény lizis,

- koagulacié.
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A CAM-on jelentkezé elvaltozasokat, és az elvaltozasok
megjelenésének idépontjait - masodpercekben - jegyzokonyvben
rogzitettem.

Az adatok feldolgozasa egy specidlis szamitégépes program
segitségével tortént. Az értékelést a szamitogép a kovetkezd algoritmus

alapjan végezte el (Invittox Protocol 47, 1990).

301-STsekHE 301-STsekVL 301-STsekCO
= X 5+ X 7+ X
300 300 300

RI 9

HE: vérzés

VL: érlizis

CO: koagulacié
RI: irritaciés index

STsek: indulési id6, masodpercben.
4.3.1.3.2. Szovettani vizsgalatok
4.3.1.3.2.1. Fénymikroszkoépos vizsgalatok

A fénymikroszkopos értékeléshez a kezelés helyérdl kimetszett
CAM szervdarabokat 4%-os formaldehid oldatban fixaltam. A paraffinos
beagyazast (Shandon Citadell 200 automata) kévetden a Reichert szankas

mikrotdmmal elkészitett metszeteket hematoxilin-eozinnal és rezorcin-

fukszinnal festettem meg (Krutsay, 1980).
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A fénymikroszképos vizsgalatok elvégzéséhez erdsen irritativ
vizsgalati anyagokat hasznaltam fel, novényvédé szerek koziil a
FUSILADE S herbicid, a KARATHANE LC fungicid, novényvédo szer

segédanyagok koziil a TREND anionos nedvesitd szer keriilt bevondsra.

4.3.1.3.2.2. Transzmisszios elektronmikroszképos vizsgalatok

Az elektronmikroszképos vizsgalatokhoz a kezelés helyérol
kimetszett CAM szervdarabokat eldszor 5%-os glutaraldehid, majd 2%-
os ozmium-tetraoxidban rogzitettem (Karnovsky, 1965). A mintdkat
felszallo alkohol sorozatban viztelenitettem, Durcupanba (ACM Fluka)
agyaztam be. A fél- és ultravékony metszeteket Reichert
ultramikrotommal készitettem. A félvékony metszeteket toluidinkékkel
festettem meg. Az elektronmikroszkopos felvételeket Tesla BS 613
késziilékkel végeztem el.

Az elektronmikroszképos vizsgalatok elvégzéséhez erdsen
irritativ vizsgélati anyagokat alkalmaztam, novényvédd szerek koziil a
FUSILADE S herbicid, a KARATHANE LC fungicid, novényvédo szer

segédanyagok koziil a TREND anionos nedvesito szert hasznéltam fel.

4.3.2. Draize-féle szemirritacios vizsgalat nyulon

4.3.2.1. Felszerelések, eszkozok

- szemcseppento,

- f6z6pohar.
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4.3.2.2. A vizsgalat kivitelezése

A vizsgalathoz kisérleti allatként az 1j zélandi fehér nyulat
hasznaltam. A vizsgalatokat Draize €s mtsai (1944) 4ltal leirt mddszer
alapjan végeztem el. Az 4llatokat klimatizalt allatszobdban, egyedi
ketrecekben tartottam. A vizsgalat idejére 22-25°C-ot és 50-70%-os
relativ paratartalmat biztositottam. Takarméanyként egységes nyultapot,
ivovizként csapvizet kaptak ad libitum.

Vizsgéalatonként 3 nyulat kezeltem, kontrollként a kezeletlen,
ellenoldali szem szolgalt (6nkontrollos teszt). Az egyik - jobb - oldali
szem kotéhartyazsdkjaba 0,1 ml vizsgalati anyagot helyeztem
allatonként. A vizsgélati anyagok szuszpenzioit, illetve emulzidit mindig

a vizsgalatok elott készitettem el.
4.3.2.3. A nyulszem feldolgozasa
4.3.2.3.1. Makroszkopos vizsgalatok

A szem elvaltozasait a kezelést kovetd 1., 24. 6ra, 2., 3., 4., 7. és
14. nap utan értékeltem. A teszt 6nkontrollos, ezért nem volt sziikség
kiilon kontroll csoport bedéllitasara. A  vizsgélati eredményeket

tablazatban rogzitettem. Az értékelés alapjaul a Draize-féle

szemirritacids modszer pontozasi rendszere szolgalt (1.tablazat).
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1.tablazat Draize-féle értékeld pontozas

I. Kotéhartya
A. Vérboség
Az erek a normalist meghaladdan, hatarozottabban lathatok
Kifejezettebb, sdtétebb, karmazsinvorss szin
Diffuz, sotétvords szin
B. Duzzadas
Enyhe duzzadas, beleértve a pislogohartyat is
Szemhéjak részleges kifordulasaval
Félig zart, duzzadt szemhéjak
Teljesen zart, duzzadt szemhéjak
C. Valadékképzodés
Normalist meghaladé mennyiség
A szemhéjak széle nedves
A szemhéjak kornyéke is nedves

Ertékelés: (A +B+C)x2 Max.: 20 pont

II. Szaruhartya

A. Homaly mértéke
Elszort, diffuz homaly, a szivarvanyhartya vilagosan lathato
A homalyban atlatszo teriiletek, a szivarvanyhartya részletei
csak homalyosan lathatok
Opalos homaly, a szivarvanyhartya részletei nem lathatok

Intenziv opélos, a szivarvanyhdartya lathatatlan
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B. 4 homdly teriilete
1/4 rész vagy kisebb 1
2/4 résznél kisebb, de 1/4 résznél nagyobb
3/4 résznél kisebb, de 1/2 résznél nagyobb

EE VS )

Teljes felszin, 3/4 résznél nagyobb

Ertékelés: Ax Bx 5 Max.: 80 pont

II1. Szivarvanyhartya
A. Elvaltozasok
Vérbo, red6zottebb irisz, szaruhartya belovellt, az irisz fényre
még enyhén reagal 1

Vérzés, fényre nem reagal 2

Ertékelés: A x 5 Max.: 10 pont

Végso pontszam: [ + 11+ III =20 + 80 + 10 = 110 pont

4.4. Statisztikai vizsgalatok
Az in vitro HET-CAM tesztbdl és a Draize-féle in vivo tesztbol

szarmazd eredmények statisztikai Osszehasonlitdsanal a Pearson-féle

korrelacios vizsgalatot végeztem el (Pearson, 1901). A Kkorrelacios
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egyiitthatd megbizhatosaganak ellendrzésére Student-féle t probat
alkalmaztam (Finney, 1972).

Az in vitro és in vivo tesztekbol szarmazd eredményekkel
elvégeztem a kétvaltozds linedris regresszid analizist a kapcsolat

torvényszerliségeinek feltarasa érdekében (Svab, 1973).
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5. EREDMENYEK, ERTEKELES

5.1. AHET-CAM tesztb46l szarmazo eredmények

5.1.1. Makroszkopos eredmények
5.1.1.1. Herbicidek makroszképos eredményei

A MODOWN 4 F herbicid 1%-o0s emulziojaval tortént kezelést
kovetéen a CAM-on lizis jelentkezett a megfigyelési id6 148-262.
masodperce kozott. A 10%-os emulzioval tortént kezelés hatasara a
megfigyelési id6 160-286. méasodperce kozott lizis, €s egy tojas esetében
a 169. masodpercben vérzés alakult ki. A MODOWN 4 F herbicid 100%-
os koncentracioju emulziojaval elvégzett kezelés értékelését nem tudtam
elvégezni, mivel a herbicid készitmény toményen atlatszatlan és a

membrant elfedte.

A REGLONE herbicid 1%-0s emulziojaval tortént kezelés
eredményeként a CAM-on lizis alakult ki a megfigyelési id6 30-130.
masodperce kozott, és a megfigyelési idé 10-185. masodperce kozott
pedig vérzés volt megfigyelhetd. A 10%-o0s koncentracioval tortént
kezelést kovetden lizis jelentkezett a megfigyelési id6 29-129.
masodperce kozott, valamint vérzés a kezel€s utani 59-267. masodperc

kozott. A REGLONE herbicid tomény emulzidja szines atlatszatlan
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folyadék, ami a kezelést kovetden elfedte a membrant €s megakadalyozta

az elvaltozasok értékelését.

A DIKAMIN D herbicid 1%-0s koncentracioji emulzidjaval
végzett kezelést kovetden a CAM-on lizis jelentkezett a megfigyelési id6
72-188. masodperce kozott, majd pedig vérzés alakult ki a megfigyelési
id6 78-268. masodperce kozott. A 10%-os koncentracioja herbiciddel
tortént kezelés hatasara egy tojas esetében lizis alakult ki a megfigyelési
idé 29. masodpercében, a vérzések pedig a megfigyelési id6 21-41.
masodperce kozott jelentek meg. A DIKAMIN D herbicid 100%-o0s
koncentracioja a megfigyelési ido 11-26. masodperce kozott lizist
okozott a CAM-on, a vérerek vérzése a megfigyelési id6 12-59.

masodperce kozott jelentkezett.

A CAM-on a RONSTAR herbicid 1%-o0s emulziojaval végzett
kezelést kovetden lizis alakult ki a megfigyelési id6 45-80. masodperce
kozott, a vérzések a megfigyelési id6 75-260. méasodperce kozott jelentek
meg. A 10%-os herbiciddel végzett kezelés hatasara vérzes jelentkezett a
megfigyelési idé 47-105. masodperce kozott. A RONSTAR herbicid
100%-0s emulzidjaval tortént kezelés eredményeként lizis alakult ki a
megfigyelési id6 25-38. masodperce kozott a CAM-on, a vérzések

megjelenése a megfigyelési id6 20-80. masodperce kozott volt.
A FUSILADE S herbicid 1%-o0s emulzidjaval elvégzett kezelés
hatdséra vérzés alakult ki a CAM-on a megfigyelési id6 48-107.

masodperce kozott. A herbicid 10%-o0s koncentracidju emulzidjaval
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tortént kezelést kovetden lizis jelentkezett a megfigyelési id6 19-36.
masodperce kozott, a vérzések kialakuldsa a megfigyelési id6 32-56.
masodperce kozott volt. A FUSILADE S herbicid 100%-o0s emulzidjaval

végzett kezelés eredményeként a megfigyelési idé 16-28. masodperce

kozott lizis alakult ki, majd a 25-49. masodperc kozott vérzések jelentek

meg a CAM-on (5. ébra).

S. abra FUSILADE S herbicid 100%-o0s emulziéjival kezelt CAM-

on kialakult vérzés a megfigyelési id6 45. masodpercében
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A FLUBALEX herbicid 1%-o0s emulzidjaval elvégzett kezelést
kovetéen a megfigyelési id6 75-114. masodperce kozott vérzés
jelentkezett a CAM-on. A herbicid 10%-0s emulzidjaval tortént kezelés
hatdséra vérzés alakult ki a megfigyelési id6 49-102. masodperce kozott.
A FLUBALEX herbicid 100%-0s koncentracidju emulziojaval végzett
kezelés vérzés kialakulasat eredményezte a CAM-on a megfigyelési id6

35-105. masodperce kozott.

A REFINE DF herbicid 1%-0s szuszpenzidja a CAM feliiletén
nem okozott lathato elvaltozast a 300 masodperces megfigyelési id6 alatt.
Nagyobb koncentracioji, 10%-os szuszpenzioja, a megfigyelési ido 155-
169. masodpercében vérzést eredményezett a CAM-on. A 100%-0s
toménységli készitmény vizsgalatat nem tudtam elvégezni, mivel ilyen

toménységben nem tudtam vizben oldani a REFINE 75 DF herbicidet.

A CAM-on a TITUS 25 DF herbiciddel végzett kezelést kovetden
az 1%-os szuszpenzi6é esetében az 5 perces megfigyelési id6 alatt a
membran feliiletén vérzés vagy lizis nem jelentkezett. A 10%-os
koncentracioji szuszpenzid vizsgalatakor a megfigyelési id6 62-91.
masodpercében vérzés volt lathaté a CAM-on. A 100%-0s toménységu
szuszpenzi6 karositdo hatdsa az oldhatdsagi problémék miatt nem volt

vizsgalhaté.
Az ARELON 500 FW herbicid 1%-0s emulzidjaval tortént
kezelést kovetden lizis alakult ki a CAM-on a megfigyelési id6 100-140.

masodperce kozott, a vérzések a megfigyelési idé 115-154. mésodperce

81



kozott jelentek meg. A herbicid 10%-0s emulzidjaval elvégzett kezelés
hatasara lizis volt megfigyelhetd a megfigyelési idé 57-150. masodperce
kozott, a vérzések megjelenése a megfigyelési id6 65-137. masodperce
kozott volt. Az ARELON 500 FW herbicid 100%-o0s koncentracidju
emulziojaval végzett kezelés eredményeként lizis alakult ki a CAM-on a
megfigyelési id6 10-43. masodperce kozott, a vérzések a megfigyelési

id6 25-43. masodperce kozott jelentkeztek.

A BANVEL 480 S herbicid 1%-0s emulzidjaval elvégzett kezelés
hataséra vérzés alakult ki a megfigyelési id6 30-136. masodperce kozott a
CAM-on. A herbicid 10%-o0s koncentracidju emulzidjaval tortént kezelés
hatdsara lizis jelentkezett a CAM-on a megfigyelési id6 23-91.
masodperce kozott, a vérzések a megfigyelési id6 58-72. mésodperce
kozott jelentek meg. A BANVEL 480 S herbicid 100%-0s emulzidjaval
végzett kezelést kovetden lizis alakult ki a megfigyelési id6 7-18.
masodperce kozott a CAM-on, a vérzések megjelenése a megfigyelési

id6 28-64. masodperce kdzott volt.

A MEDALLON herbicid 1%-0s koncentraciéju emulzidjaval
elvégzett kezelést kovetden a 300 méasodperces megfigyelési id6 alatt a
CAM vérérrendszerében karosodds nem alakult ki. A herbicid 10%-o0s
emulzidjaval tortént kezelés hatasara vérzés jelentkezett a megfigyelési
idé 170-290. mésodperce kozott a CAM-on. A MEDALLON herbicid
100%-0s koncentracioju emulzidjaval végzett kezelés eredményeként
vérzés volt megfigyelheté a CAM-on a megfigyelési id6 170-215.

masodperce kdzott.
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A TELL 75 WG herbicid 1%-o0s szuszpenziojaval végzett kezelést
kovetden elvaltozéds nem jelentkezett a CAM vérérrendszerében a 300
masodperces megfigyelési id6 alatt. A herbicid 10%-o0s szuszpenzidjaval
tortént kezelés hatdsara a CAM-on karosodasok nem alakultak ki az 5
perces megfigyelési id6 alatt. A TELL 75 WG herbicid tomény
szuszpenziojaval elvégzett kezelés eredményeként vérzés alakult ki a

CAM-on a megfigyelési id6 240-280. masodperce kozott.

5.1.1.2. Inszekticidek makroszkopos eredményei

A SUMITHION 50 EC inszekticid 1%-o0s emulzidjaval elvégzett
kezelést kovetden lizis alakult ki a CAM-on a megfigyelési id6 65-200.
masodperce kozott, a vérzések a megfigyelési id6 méasodperce 145-195.
kozott jelentek meg. Az inszekticid 10%-o0s emulziojaval végzett kezelés
eredményeként lizis alakult ki a megfigyelési idé 40-145. masodperce
kozott a CAM-on, a vérzések a megfigyelési id6 80-225. mésodperce
kozott jelentkeztek. A SUMITHION 50 EC inszekticid 100%-os
emulzidjaval végzett kezelés hatasara lizis jelentkezett a megfigyelési idd
20-55. masodperce kozott, a vérzések a megfigyelési id6 45-140.

masodperce kozott jelentek meg.

A SHERPA inszekticid 1%-o0s emulzidjaval elvégzett kezelést
kovetéen vérzés jelentkezett a CAM-on a megfigyelési id6 28-95.
masodperce kozott. Az inszekticid 10%-o0s emulzidjaval tortént kezelés
hatdsara vérzések alakultak ki a CAM-on a megfigyelési ido 24-65.

masodperce kozott. A SHERPA inszekticid tomény emulziojaval végzett
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kezelés eredményeként lizis alakult ki a megfigyelési id6 18-24.
masodperce kozott a CAM-on, a vérzések a megfigyelési id6 25-50.

masodperce kozott jelentek meg.

5.1.1.3. Fungicidek, baktericidek makroszkopos eredményei

A KARATHANE LC fungicid 1%-o0s emulzidjaval elvégzett
kezelést kovetden lizis alakult ki a CAM-on a megfigyelési id6 46-283.
masodperce kozott. A 10%-os fungiciddel végzett kezelés hatasara lizis
jelentkezett a CAM-on a megfigyelési id6 59-108. masodperce kozott. A
KARATHANE LC fungicid 100%-0s koncentracioju emulzidjaval
elvégzett kezelés értékelését nem tudtam elvégezni, mivel a herbicid

készitmény toményen szines, atlatszatlan és a membrant elfedte.

A KOLFUGO 25 FW fungicid 1%-o0s emulziojaval elvégzett
kezelés hatasara lizis alakult ki a CAM-on a megfigyelési id6 83-227.
masodperce kozott. A fungicid 10%-os emulzidjaval tortént kezelést
kovetden lizis jelentkezett a CAM-on a megfigyelési id6 116-288.
masodperce kozott. A KOLFUGO 25 FW fungicid tomény emulzidja
fehér szinli atlatszatlan folyadék, amely a kezelést kovetden elfedte a

CAM-ot és akadalyozta az elvaltozasok kiértékelését.

A NIMROD 25 EC fungicid 1%-os koncentraciéjanak
vizsgalatakor a kezelést kovetd 182-226. masodpercben, a 10%-o0s
emulzio esetén pedig a megfigyelési id6 48-83. mdasodperce kozott
jelentkezett vérzés a CAM feliiletén. A NIMROD 25 EC fungicid 100%-
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os emulzidjaval elvégzett kezelés hatdsara a megfigyelési id6 19-36.

masodpercében vérzés jelentkezett a CAM-on.

A PUNCH 40 EC fungicid készitmény 1%-os emulzidja a
megfigyelési idé 114-117. masodpercében vérzést idézett el6 a membran
felszinén. A megfigyelési id6 58-60. masodpercében vérzést okozott a
készitmény 10%-os emulzidja. A PUNCH 40 EC fungicid 100%-0s
emulziojaval elvégzett kezelés hatdsara a megfigyelési id6 14.
masodpercében lizis, és a 29-30. masodpercében vérzés volt

megfigyelheté a CAM-on.

A KASUMIN 2L baktericid 1%-0s emulzidja a kezelést kdvetd
234-251. masodperc kozott vérzést idézett el6 a CAM-on. A 10%-o0s
toménység vizsgéalata soran a 97-104. méasodpercben vérzés jelentkezett a
CAM-on. A baktericid 100%-0s emulzidjaval tortént kezelés
eredményeként a megfigyelési id6 66-82. masodpercében vérzés volt

megfigyelheté a CAM feliiletén.

5.1.1.4. Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok

makroszképos eredményei

A XILOL 100%-o0s koncentracioju oldataval elvégzett kezelést
kovetéen a megfigyelési id6 42-49. masodperce kozott lizis, a
megfigyelési idé 93-105. masodperce kozott pedig vérzés volt lathato a
CAM-on.
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A TREND 100%-o0s készitménye a kezelést kovetden a

megfigyelési id6 34-39. masodperce kozott lizist idézett elo, a

megfigyelési id6 104-137. masodperce kozott pedig vérzés alakult ki a
CAM-on (6. abra).

6.abra  TREND  névényvédd szer segédanyag 100%-os
koncentracioju készitményével kezelt CAM-on kialakult vérzés a

megfigyelési idé 115. masodpercében

5.1.1.5. Folyékony miitragyak makroszkopos eredményei

A NITROSOL 28 10%-o0s emulziojanak hatasara lizis alakult ki a
CAM-on a megtfigyelési idé 35-55. masodperce kozott. A NITROSOL 28
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100%-os készitményével végzett kezelés eredményeként lizis jelentkezett
a megfigyelési id6 12-20. masodperce ko6zott, majd pedig a megfigyelési

id6 240. masodpercétdl vérzések jelentek meg.

A KALCINOL 10%-0s emulzidjaval tortént kezelést kovetden
lizis jelentkezett a CAM-on a megfigyelési id6 80-120. masodperce
kozott. A tomény készitménnyel elvégzett kezelés eredményeként a

megfigyelési id6 25-50. masodperce kozott lizis alakult ki a CAM-on.

5.1.2. A makroszkopos eredmények értékelése

A makroszkopos eredmények értékelését a Vizsgalati mddszer
alfejezetben (3.3.1.3.1.) leirt kiértékel6 algoritmus segitségével végeztem
el. A vizsgalati anyagokkal tortént kezeléseket kovetden a megfigyelési
id6 alatt a CAM-on észlelt elvaltozasokat és azok megjelenési idejét
rogzitve a szamitogépes program felhasznalasaval irritacidés indexeket
képeztem. A vizsgélati anyagok kiilonb6zé koncentracidju kezeléseinek
hatdsaihoz szamitott irritdciés indexeket beillesztettem a kiértékeld
tablazatba (2. tablazat) és meghataroztam az illeté vegyi anyag irritacios

potencialjat.
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2. tablazat A HET-CAM teszt kiértékelo irritacios indexei ¢és

potencialja

Irritacios index

Irritaciés potencial

0-0,9
1-4,9
5-8,9
9-21

nem irritativ
gyengén irritativ
mérsékelten, kozepesen irritativ

erosen irritativ

5.1.2.1. Herbicidek makroszképos eredményeinek értékelése

A herbicidek hatdsara a tyuktojas chorioallantois membranjan

kialakult kdrosodasokhoz a szdmitogépes program alapjan hozzarendelt

irritaciés indexeket a 3. tdblazatban foglaltam 6ssze.

3. tablazat A herbicidek irritaciés indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios indexek
Koncentracio 1% 10% 100%
MODOWN 4 F 2,2 1,9 -*
REGLONE 5,3 6,7 -*
DIKAMIN D 3,6 4,6 9,1
RONSTAR 4,9 39 53
FUSILADE S 3,8 5,1 9,0
FLUBALEX 3,4 39 4,1
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Vizsgalati anyagok Irritacios indexek

Koncentracié 1% 10% 100%
REFINE DF 0,0 2,2 =¥
TITUS 25 DF 0,0 3,7 -
ARELON 500 FW 3,4 4,2 5,7
BANVEL 480 S 3,1 5,8 11,1
MEDALLON 0,0 1,5 2,0
TELL 0,0 0,0 0,7
NAOH 0,1 M+SDS 1% 11,5 - -
(pozitiv kontroll)

* A 100%-o0s toménységhez tartozd irritdcids indexek meghatarozasa
nem volt elvégezhet6, mert a tomény szines készitmények elfedték a
membrant és igy akadalyoztdk az elvaltozasok kiértékelését. A szilard
készitmények esetében oldhatosdgi problémak miatt nem szerepelnek a
100%-o0s toménységhez tartozo irritcios indexek.

A szamitégépes program segitségével kapott irritacids indexeket
beillesztve a 2. tdblazatba a kovetkez6 irritdcios potencialokat kaptam.

A MODOWN 4 F herbicid 1 és 10%-0s emulzioja az irritacios
indexek alapjan gyengén irritativ.

A REGLONE gyomirt6 szer 1 és 10%-o0s emulzidja az irritacids
indexek alapjan kézepesen irritativ.

A DIKAMIN D herbicid 1¢€s 10%-o0s emulzidja gyengén, a 100%-
os készitmény erdsen irritativ az irritdcios indexek alapjan.

A RONSTAR herbicid 1 és 10%-0s emulzidja az irritaciods

indexek alapjan gyengén, a 100%-o0s emulzioja kozepesen irritativ.
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A FUSILADE S gyomirtd szer 1%-os emulzidja gyengén, 10%-
os szuszpenzidja kozepesen, 100%-os emulzidja erdsen irritativ az
irritaciés indexek alapjan.

A FLUBALEX herbicid 1, 10 és 100%-o0s emulzidja az irritacids
indexek alapjan gyengén irritativ.

A REFINE DF herbicid 1%-0s szuszpenzidja nem, 10%-o0s
szuszpenzidja gyengén irritativ az irritacios indexek alapjan.

A TITUS 25 DF herbicid 1%-o0s szuszpenzidja az irritacios
indexek alapjan nem, a 10%-0s szuszpenzidja gyengén irritativ.

Az ARELON 500 FW herbicid 1 és 10%-o0s emulzidja gyengén, a
100%-o0s emulzidja kézepesen irritativ az irritacids indexek alapjan.

A BANVEL 480 S herbicid 1%-o0s emulzidja az irritaciés indexek
alapjan gyengén, 10%-os emulzidja kozepesen, 100%-os emulzidja
erdsen irritativ.

A MEDALLON gyomirté szer 1%-os emulzidja nem, 10 és
100%-o0s emulzidja gyengén irritativ az irritdcios indexek alapjan.

A TELL 75 WG herbicid egyetlen kisérleti koncentracioban sem
bizonyult irritativnak az irritacios indexek alapjan.

A pozitiv kontrollként alkalmazott 0,1 M-os NaOH és 1%-0s SDS

oldatok erdsen irritativak az irritaciés indexek alapjan.
5.1.2.2. Inszekticidek makroszkopos eredményeinek értékelése

Az inszekticidek hatdséara a tyuktojas chorioallantois membranjan
kialakult kdrosodasokhoz a szdmitogépes program alapjan hozzarendelt

irritacids indexeket a 4. tdblazatban foglaltam Gssze.
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4. tablazat Az inszekticidek irritacios indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios indexek
Koncentracio 1% 10% 100%
SUMITHION 50 EC 4,3 53 6,9
SHERPA 4,0 4,9 6,9
NAOH 0,1 M+SDS 1% 11,5 - -
(pozitiv kontroll)

A szamitégépes program segitségével kapott irritacids indexeket
beillesztve a 2. tdblazatba a kovetkez6 irritdcios potencialokat kaptam.

A SUMITHION 50 EC inszekticid 1%-o0s emulzidja az irritacios
indexek alapjan gyengén, 10 és 100%-os emulzidja kdozepesen irritativ.

A SHERPA inszekticid 1 és 10%-o0s emulzidja gyengén, 100%-0s
emulzioja kdzepesen irritativ az irritdcios indexek alapjan.

A pozitiv kontrollként alkalmazott 0,1 M-os NaOH és 1%-o0s SDS

oldatok erdsen irritativak az irritdcids indexek alapjan.

5.1.2.3. Fungicidek, baktericidek makroszkopos eredményeinek

értékelése
A fungicidek, baktericidek hatdsara a tyuktojas chorioallantois

membranjan kialakult kdrosoddsokhoz a szamitégépes program alapjan

hozzéarendelt irritacids indexeket a 5. tdblazatban foglaltam Gssze.
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5. tablazat Fungicidek, baktericidek irriticios indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios indexek
Koncentracio 1% 10% 100%
KARATHANE LC 4,6 51 -*
KOLFUGO 25 FW 3,4 2,1 -*
NIMROD 25 EC 1,6 3,8 4,6
PUNCH 40 EC 3,1 4,0 11,2
KASUMIN 2L 0,9 3,8 4,6
NAOH 0,1 M+SDS 1% 11,5 - -
(pozitiv kontroll)

* A 100%-o0s toménységhez tartozd irritdcids indexek meghatarozasa
nem volt elvégezhet6, mert a tomény szines készitmények elfedték a
membrant és igy akadalyoztak az elvaltozasok kiértékelését.

A szamitégépes program segitségével kapott irritdcidos indexeket
beillesztve a 2. tdblazatba a kovetkezd irritacios potencidlokat kaptam.

A KARATHANE LC fungicid 1%-o0s emulzidja gyengén, 10%-o0s
emulzioja kozepesen irritativ az irritdcios indexek alapjan.

A KOLFUGO 25 FW fungicid 1 és 10%-os emulziéja az
irritaciés indexek alapjan gyengén irritativ.

A NIMROD 25 EC fungicid 1, 10 és 100%-o0s emulziéja gyengén
irritativ az irritacios indexek alapjan.

A PUNCH 40 EC fungicid 1 és 10%-0s emulzidja az irritacios

indexek alapjan gyengén, 100%-os emulzidja erdsen irritativ.
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A KASUMIN 2L baktericid 1%-o0s emulzidja nem, 10 és 100%-
os emulzidja gyengén irritativ az irritdcios indexek alapjan.
A pozitiv kontrollként alkalmazott 0,1 M-os NaOH ¢s 1%-0s SDS

oldatok erdsen irritativak az irritdcids indexek alapjan.

5.1.2.4. Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok

makroszképos eredményeinek értékelése
Az adalék- és segédanyagok hatdsara a tyuktojas chorioallantois
membranjan kialakult kdrosoddsokhoz a szamitégépes program alapjan

hozzéarendelt irritacids indexeket a 6. tdblazatban foglaltam Gssze.

6. tablazat Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok irritacios

indexei
Vizsgalati anyagok Irritacios indexek
Koncentracio 1% 10% 100%
XILOL - - 9,3
TREND - - 9,1
NAOH 0,1 M+SDS 1% 11,5 - -
(pozitiv kontroll)

A szamitégépes program segitségével kapott irritacids indexeket
beillesztve a 2. tdblazatba a kovetkezd irritacios potencidlokat kaptam.
A XILOL szerves oldoszer 100%-0s koncentracioju oldata az

irritaciés indexek alapjan erdésen irritativ.
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A TREND anionos nedvesitd tomény készitménye az irritacids
indexek alapjan erdsen irritativ.
A pozitiv kontrollként alkalmazott 0,1 M-os NaOH ¢€s 1%-0s SDS

oldatok erdsen irritativak az irritdcids indexek alapjan.

5.1.2.5. Folyékony miitragyak makroszkopos eredményeinek

értékelése
A folyékony mitragydk hatasara a tyuktojas chorioallantois
membranjan kialakult kdrosoddsokhoz a szamitégépes program alapjan

hozzéarendelt irritacids indexeket a 7. tdblazatban foglaltam Gssze.

7. tablazat Folyékony miitragyak irritaciés indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios indexek
Koncentracié 1% 10% 100%
NITROSOL 28 - 59 7,0
KALCINOL - 4,6 5,9

NAOH 0,1 M+SDS 1% 11,5 - -
(pozitiv kontroll)

A szamitégépes program segitségével kapott irritacids indexeket
beillesztve a 2. tdblazatba a kovetkez6 irritdcios potencialokat kaptam.
A NITROSOL 28 folyékony miitragya 10 és 100%-0s emulzidja

kozepesen irritativ az irritacios indexek alapjan.
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A KALCINOL folyékony mitragya 10%-0os emulzidja az
irritaciés indexek alapjan gyengén, 100%-os emulzidja kozepesen
irritativ.

A pozitiv kontrollként alkalmazott 0,1 M-os NaOH és 1%-o0s SDS

oldatok erdsen irritativak az irritdcids indexek alapjan.

5.1.3. Mikroszképos eredmények

5.1.3.1. A fénymikroszképos vizsgilatok eredményei

A 7. abran egy kezeletlen kontroll 10 napos tyuktojas
hematoxilin-eozinnal festett CAM-nak az ép mesenchymaja lathato.

A FUSILADE S herbiciddel kezelt CAM-on eldszor az aprobb
erek dezintegralodtak, és viszonylag rovid idon beliil a kezelés helyén
vérzés jelent meg. A hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszeteken
a CAM kozépsé rétegében a vérerek fala a szer hatdsara sériilt és
helyenként atszakadt, a vérerek koriil diffuzan és kortilirt teriileteken a
vér sejtes elemei €s vérsavo talalhatd (8.4bra).

A  KARATHANE LC  fungiciddel kezelt CAM-on
makroszképosan elészor véredény lizis, majd vérzés volt megfigyelhetd.
A hematoxilin-eozinnal festett szovettani metszeteken a CAM
mesenchymdjaban taldlhaté vastag erek sériiltek, és helyenként az érfal
folytonossagi hianya lathato, az erek koriil a vér sejtes elemei figyelhetok
meg. A sziktomlé vérerei is atszakadtak, aminek kovetkeztében a
szikhamsejtek kozotti teret a helyenként atszakadt vérerekbdl kilépd vér

sejtes elemei €s a vérsavo tolti ki.
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A TREND anionos nedvesitd szer hatdsara makroszkoposan jol
kortilirt teriileten vérzés jelentkezett a CAM-on. A hematoxilin-eozinnal
festett szovettani metszeteken a CAM mesenchymdjaban talalhato vastag
erek sériilése és az érfal atszakadasa figyelhetdé meg, az erek koriil
diffuzan €s kortilirt tertileteken a vér sejtes elemei €s vérsavo talalhato.

A FUSILADE S, KARATHANE LC és a TREND vizsgélati
anyagokkal kezelt CAM-bdol készilt rezorcin-fukszinnal festett
metszeteknél az érfal véazat add elasztikus rostok minden esetben

atszakadtak.

7.abra Kezeletlen CAM (H-E festés, 400 x nagyitas)
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8. abra 100%-0s FUSILADE S-sel kezelt CAM
(H-E festés, 400 x nagyitas)

5.1.3.2. Az elektronmikroszkopos vizsgalatok eredményei

A FUSILADE S, KARATHANE LC ¢és a TREND
mezdgazdasagi vegyi anyagokkal kezelt CAM szovet darabkakbol
késziilt metszetek elektronmikroszkdépos vizsgalatai megerdsitették a
szovettani metszetek fénymikroszképos értékelése soran latottakat, az
érfalak elasztikus rostjainak atszakadasa kovetkeztében vérplazma és
eritrocitdk jelentek meg a CAM mesenchyma allomanyéban a sinusoidok
kornyezetében (9. dbra). Tovabba a kémiai irritacié hatdsara a CAM

mesenchyma alloméanyéanak felbomlasa is lathaté volt (10. &bra).
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9. abra 100%-0s TREND novényvédo szer segédanyaggal kezelt
CAM (TEM 5200 x nagyitas)
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10. abra 100%-0os TREND novényvédo szer segédanyaggal kezelt
CAM (TEM 10200 x nagyitas)
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5.2. A Draize-féle tesztb6l szarmazo eredmények

5.2.1. Makroszkopos eredmények

5.2.1.1. Herbicidek makroszképos eredményei

A MODOWN 4 F herbiciddel tortént kezelés hatdséra a
nyulszemek szaruhartydjan €s a szivarvanyhartydjan elvaltozds nem
alakult ki. A kotohartydn enyhe vérboség, duzzanat volt megfigyelhetd a
kezelés eredményeként az 1. 6rds megfigyelési idépontban, amely

tiinetek a 2. napi megfigyelési idépontra teljesen megsziintek.

A REGLONE herbiciddel végzett kezelés eredményeként kozepes
mértékii homaly fejloédott ki a kezelt nyulszemek szaruhartydjan az elsé
napi megfigyelési idépontra, amely tiinetek a 7. napi megfigyelési
idépontban is jellemzdek voltak. A kezelés hatasara a kotohartyan erds
vérbOség, duzzanat ¢€s valadékképzddés alakult ki az els¢ orai
megfigyelési idopontra. A kotéhartya elvaltozasok részben enyhiiltek de

a 7. napi értékelési idopontban is megfigyelhetdek voltak.

A DIKAMIN D herbiciddel végzett kezelés hatasara kozepes
mértékii szaruhartyahomaly fejlodott ki az elsd napi megfigyelési
idépontra, amely a 7. napi megfigyelési idépontra sem gydégyult. A

kotéhartyan a kezelés eredményeként erds vérboség, erds duzzanat és
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erds valadékképzddés volt megtigyelhetd az értékelés 1. drajaban, amely

elvaltozasok a 7. napi megfigyelési idopontban is jellemzoek voltak.

A RONSTAR herbiciddel tortént kezelés hatdsara enyhe homaly
alakult ki a kezelt nyulszemek szaruhartydjan az els napi megfigyelési
idépontra, ami a kezelést kovetd 4. napi értékelési idopontig volt
megfigyelhetd. A kotohartyan a kezelést kovetd elsé orai értékelés
alkalméval kozepes mértékii vérboség, duzzanat és valadékképzodést
volt megfigyelhetd, amely tiinetek fokozatosan enyhiiltek €s a 7. napi

megfigyelési idopontra teljesen megsziintek.

A FUSILADE S herbiciddel végzett kezelés eredményeként a
szaruhartydn kozepes mértékli homaly fejlodott ki az 1. napi
megfigyelési idépontra, amely tiinetek részben enyhiilve a 7. napi
értékelési idopontban is lathatéak voltak a szaruhartydn. A kezelés
hatdséra a szivarvanyhartyan gyulladés volt folyamatosan megfigyelhetd
az utols6 megfigyelési idopontig. A kezelést kovetd elsd Orai
megfigyelési idépontban erds vérbdség, duzzanat és valadékképzodés
jelentkezett, amely tiinetek enyhébb forméban a 7. napi megfigyelési

idépontban is jellemzoek voltak.

A FLUBALEX herbiciddel tortént kezelést kovetden erds
vérboség, duzzanat és valadékképzodés volt megfigyelhetd a nyulszemek
kotéhartyajan. A kotéhartyan tapasztalt tiinetek fokozatosan gyogyultak
€s a 7. napi megfigyelési idopontra teljesen megsziintek. A kezelés

hatdséra a szaruhartyan enyhe homadly jelentkezett az 1. napi értékelési
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idépontban, a kezelést kovetd 2. napra azonban a szaruhartya

tiinetmentessé valt.

A REFINE DF herbiciddel elvégzett kezelés hatdsara a
szaruhartydn €s a szivarvanyhartyan tiinetek nem fordultak eld. A
kotéhartyan a kezelést kovetd egy oraval erds vérbdség, duzzanat és
valadékképzodés jelentkezett. A kotohartya-elvaltozasok folyamatosan
enyhiiltek, és a kezelt nyulszemek a 7. napi megfigyelési idopontra

tiinetmentessé valtak.

A TITUS 25 DF herbiciddel tortént kezelés eredményeként a
szaruhartydn €s a szivarvanyhartyan elvaltozdsok nem jelentkeztek. A
kotohartyan erds vérbdéség, duzzanat ¢és valadékképzddés volt
megfigyelhetd a kezelést kovetd 1. 6rds megfigyelési idopontban. A
kotéhartyan tapasztalt tiinetek fokozatosan gydgyultak és a 7. napi

megfigyelési idopontra teljesen megsziintek.

Az ARELON 500 FW herbiciddel elvégzett kezelést kovetden a
megfigyelési idépontokban a szaruhartydn és a szivarvanyhartyan
elvaltozast nem tapasztaltam. A kotdhartyan enyhe vérbdség, enyhe
duzzanat és enyhe valadékképzodés volt megtigyelheté az ARELON 500
FW hatasara a kezelést kovetd elsé oraban. A kezelést kovetd 2. napi
megfigyelési idopontban a kezelt nyulszemek kotohartyai elvaltozast

nem mutattak, normalis allapotava valtak.

A BANVEL 480 S herbiciddel tortént kezelést kovetden egy nyul

esetében kozepes erdsségli homaly, mig két nyul esetében enyhe mértéki
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homaly fejlodott ki a szaruhartyan. A kifejlédott szaruhartyahomalyok a
megfigyelési id6 teljes idotartama alatt jelentkeztek. A kezelés
eredményeként gyulladés alakult ki a szivarvanyhartyan, ami még a
vizsgalat végén, a legutols6 megfigyelési idépontban is megfigyelhetd
volt. A kotdhartyan a kezelés hatasara erds vérboség, erds duzzanat és
erds valadékképzodés jelentkezett. A kotdhartya elvaltozasok a 7. napi

megfigyelési idopontra enyhe mértékiivé valtak.

A MEDALLON herbiciddel elvégzett kezelés eredményeként
erds vérbdség, duzzanat €s valadékképzddés volt megfigyelheté a
nyulszemek kotohartyajan, amely tiinetek fokozatosan gydgyultak és a 7.
napi megfigyelési idopontra megsziintek. A kezelés hatasara a
szaruhartydn enyhe homaly volt megfigyelhetd az 1. napi értékelési
idépontban, a kezelést kovetd 2. napra azonban a szaruhartya

tiinetmentessé valt.

A TELL 75 WG herbiciddel elvégzett kezelés hatdsara a
szaruhartydn enyhe mértékli homaly fejlédott ki az elsé napi
megfigyelési idopontra két nyul esetében. A szaruhartya homaly a 2. napi
megfigyelési idopontra megszint. A kezelés eredményeként a
kotdhartyan kozepes vérboség, duzzanat €s valadékképzdodés volt
megfigyelhetd az értékelés elsd orajaban. A kotOhartya-elvaltozasokat

mutatd nyulszemek a 4. napi megfigyelési idépontra meggyogyultak.
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5.2.1.2. Inszekticidek makroszkopos eredményei

A SUMITHION 50 EC inszekticiddel tortént kezelés
eredményeként a nyulszem kotdhartydjan erds vérbdség, duzzanat és
valadékképzddés alakult ki az elsé o6rai megfigyelési idépontra, amelyek
részben enyhiiltek a 7. napi értékelési idépontra. Az inszekticiddel
végzett kezelés hatdsara a szaruhartydn kdzepes mértékli homaly alakult
ki a megfigyelési id6 1. napjara. A szaruhartya-elvaltozasok az utolso

értékelési idopontban is jelen voltak.

A SHERPA inszekticiddel végzett kezelés hatdsara a nyulszem
kotéhartyajan erés vérboség, duzzanat és valadékképzodés jelentkezett a
kezelést kovetd egy Ords megfigyelési idOpontban. A kotéhartyan
tapasztalt tiinetek részben enyhiiltek a 7. napi megfigyelési idépontra. A
nyulszem szaruhartyajan kozepes mértékti homaly fejlodott ki a kezelést
kovetd elsd napon, amely tiinet a 7. napi megfigyelési idépontban is

jellemzd6 volt.

5.2.1.3. Fungicidek, baktericidek makroszkopos eredményei

A KARATHANE LC fungiciddel elvégzett kezelést kovetden
kozepes mértékli homaly jelentkezett a nyulak kezelt szemeinek
szaruhartydjan az elsé napi megfigyelési idépontban. A homaly az utolso,
7. napi megfigyelés alkalméaval még jelen volt a szaruhartyan. A kezelés

eredményeként a kotohartydn erds vérbdoség, erds duzzanat és erds
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valadékképzddés jelentkezett a megfigyelési id6 elsd napjan, amely

tiinetek az utolso megfigyelési idopontra kismértéka javulast mutattak.

A KOLFUGO 25 FW fungiciddel tortént kezelés eredményeként
a nyulszem szaruhartydjan és szivarvanyhartydjan elvaltozasok nem
jelentkeztek. A kotdhartyan  enyhe  vérbdség, duzzanat  és
valadékképzodés volt megfigyelheté a kezelést kovetd 1. Oras
megfigyelési idopontban. A kotéhartyan tapasztalt tiinetek a 3. napi

megfigyelési idopontra teljesen megsziintek.

A NIMROD 25 EC fungiciddel végzett kezelés eredményeként a
kotéhartyan er6és mértékii vérbdség, duzzanat és valadékképzodés
jelentkezett az 1. 6rds megfigyelési idopontban, a kotdhartya tiinetek
folyamatosan mérs€klodtek €s enyhe formaban a 7. értékelési napon is
jellemzoéek voltak. A kezelés hatdsara a szaruhartydn enyhe mértéku
homaly alakult ki a 2. napi megfigyelési idopontra, amely tiinetek a 7.

értékelési napra teljesen megsziintek.

A PUNCH 40 EC fungiciddel elvégzett kezelés hatasara a
nyulszem kotéhartyajan erds vérbodség, duzzanat és valadékképzodés
alakult ki a megfigyelési id6 1. érdjara, amely tiinetek a 7. értékelési
napra részben enyhiiltek. A nytlszem szaruhartydjan a kezelést kovetd
elsd napon kozepes mértékii homadly jelent meg, amely tiinet

folyamatosan jelen volt a vizsgélat utolsé értékeld idopontjaig.
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A KASUMIN 2L baktericiddel tortént kezelést kovetden a
nyulszem kotohartydjan kozepes mértékii vérbdség, duzzanat és
valadékképzodés alakult ki az 1. érds megfigyelési idopontban, amely
tiinetek a kezelést kovetd 4. napra enyhiiltek és a 7. értékelési napra
teljesen megsziintek. A baktericid készitménnyel elvégzett kezelés
eredményeként egy nyul esetében enyhe mértékii szaruhartyahomaly
alakult ki a 4. napi megfigyelési idOpontra, ami az utolsé 7. napi

értékelési idopontban is jelen volt.

5.2.1.4. Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok

makroszképos eredményei

A XILOL szerves oldoszer és a TREND anionos nedvesitd szer
az irodalmi adatok alapjan erdsen irritativak a szemre. A kisérleti
allatokat kimélve nem végeztem el a Draize-féle in vivo primer
szemirritacids vizsgalatot ezen készitményekkel. Az in vivo és az in vitro
tesztek eredményeinek Osszehasonlitdsanal a Biztonsagi Adatlapokban
(TREND Biztonsagi Adatlap) és az irodalomban (Kertai P., 1982)

szerepld irritacids potencialokat hasznaltam fel.
5.2.1.5. Folyékony miitragyak makroszkopos eredményei

A NITROSOL 28 mitragyaval elvégzett kezelés hatdsara a
szaruhartydn ¢€s a szivarvanyhartyan tiinetek nem fordultak eld. A
kotohartyan a kezelés eredményeként az elsd orai megfigyelési

idépontban erds vérbdség, duzzanat €s valadékképzddés jelentkezett. A
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kotéhartya-elvaltozasok folyamatosan enyhiiltek, €s a kezelt nyulszemek

a 7. napi megfigyelési idopontra tiinetmentessé valtak.

A KALCINOL miitragyaval tortént kezelés eredményeként a
szaruhartydn ¢€s a szivarvanyhartyan elvaltozdsok nem voltak
megfigyelhetéek. A  kotéhartyan erds vérbdség, duzzanat és
valadékképzodés jelentkezett a kezelést kovetd 1. ords megfigyelési
idépontban. A kotéhartyan tapasztalt tiinetek fokozatosan gyogyultak és

a 7. napi megfigyelési idopontra teljesen megsziintek.

5.2.2. A makroszkopos eredmények értékelése

A makroszkopos eredmények értékelését a Vizsgalati mddszer
fejezetben (3.3.2.3.1.) leirt 1. tablazat segitségével végeztem el. A
vizsgalati anyagokkal tortént kezeléseket kovetden a megfigyelési
idépontokban a szem kiilonb6zé hartydin jelentkezoé elvaltozasokhoz
pontokat rendeltem, majd ezeket Osszesitve irritdcids indexeket
képeztem. A vizsgélati anyagok kiilonb6zé koncentracidju kezeléseinek
hatdsaihoz szamitott irritacidos indexeket beillesztve a kiértékeld
tablazatba (8. tablazat) meghataroztam az illetd vegyi anyag irritacios

potencialjat.
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8. tablazat A Draize-féle kiértékelo pontrendszer

Irritacios index

Irritacios potencial

0-19
20-49
50-79

80-110

nem vagy enyhén irritativ
mérsékelten, kozepesen irritativ
erdsen irritativ

szuper irritativ

5.2.2.1. Herbicidek makroszképos eredményeinek értékelése

A herbicidek hatasara a nytlszem kiilonb6z6 hartyain (kotd, szaru

€s szivarvany) kialakult karosodasokhoz az 1. értékeld tablazat alapjan

hozzéarendelt és Gsszesitett irritdcios indexeket a 9. tdblazatban foglaltam

0ssze.

9. tablazat A herbicidek irritacios indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios index

MODOWN 4 F 4
REGLONE 56
DIKAMIN D 55
RONSTAR 49
FUSILADE S 56
FLUBALEX 18
REFINE DF 7
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Vizsgalati anyagok Irritacios index
TITUS 25 DF 7
ARELON 500 FW 8
BANVEL 480 S 65
MEDALLON 10
TELL 75 WG 7

Az irritacids indexeket beillesztve a 8. tablazatba a kovetkezod
irritaciés potencialokat kaptam.

A MODOWN 4 F herbicid tomény készitménye az irritacids
indexek alapjan nem vagy gyengén irritativ.

A REGLONE gyomirté szer 100%-o0s készitménye az irritcios
indexek alapjan erdsen irritativ.

A DIKAMIN D herbicid tomény készitménye erdsen irritativ az
irritaciés indexek alapjan.

A RONSTAR herbicid 100%-0s készitménye az irritacids
indexek alapjan kozepesen irritativ.

A FUSILADE S gyomirtdo szer 100%-os készitménye erdsen
irritativ az irritacios indexek alapjan.

A FLUBALEX herbicid tomény készitménye az irritdcids
indexek alapjan gyengén irritativ.

A REFINE DF 100%-o0s készitménye nem vagy gyengén irritativ
az irritacios indexek alapjan.

A TITUS 25 DF herbicid tomény készitménye az irritacios

indexek alapjan nem vagy gyengén irritativ.
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Az ARELON 500 FW herbicid 100%-0s készitménye nem vagy
gyengén irritativ az irritdcios indexek alapjan.

A BANVEL 480 S herbicid tomény készitménye az irritacids
indexek alapjan erdsen irritativ.

A MEDALLON gyomirt6 szer 100%-0s készitménye gyengén
irritativ az irritacios indexek alapjan.

A TELL 75 WG herbicid tomény készitménye nem vagy gyengén

irritativ az irritacios indexek alapjan.
5.2.2.2. Inszekticidek makroszkopos eredményeinek értékelése

Az inszekticidek hatdsara a nyulszem kiillonb6z6é hartydin (k6to,
szaru €s szivarvany) kialakult kérosodasokhoz az 1. értékeld tablazat
alapjan hozzarendelt és Osszesitett irritacios indexeket a 10. tablazatban

foglaltam Gssze.

10. tablazat Az inszekticidek irritacios indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios index
SUMITHON 50 EC 37
SHERPA 34

Az irritacids indexeket beillesztve a 8. tablazatba a kovetkezd
irritaciés potencidlokat kaptam.
A SUMITHION 50 EC inszekticid 100%-o0s készitménye az

irritaciés indexek alapjan kozepesen irritativ.
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A SHERPA inszekticid tomény készitménye kozepesen irritativ

az irritacios indexek alapjan.

5.2.2.3. Fungicidek, baktericidek makroszkopos eredményeinek

értékelése

A fungicidek, baktericidek hatasara a nyulszem kiilonb6z6
hartydin (kotd, szaru és szivarvany) kialakult karosodasokhoz az 1.
értékeld tablazat alapjan hozzéarendelt és Osszesitett irritacids indexeket a

11. tablazatban foglaltam 6ssze.

11. tablazat Fungicidek, baktericidek irriticiés indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios index
KARATHANE LC 52
KOLFUGO 25 FW 4
NIMROD 25 EC 19
PUNCH 40 EC 57
KASUMIN 2 L 9

Az irritacids indexeket beillesztve a 8. tablazatba a kovetkezd
irritaciés potencidlokat kaptam.
A KARATHANE LC fungicid 100%-0s készitménye erdsen

irritativ az irritacios indexek alapjan.
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A KOLFUGO 25 FW fungicid tomény készitménye az irritaciods
indexek alapjan nem vagy gyengén irritativ.

A NIMROD 25 EC fungicid 100%-o0s készitménye gyengén
irritativ az irritacios indexek alapjan.

A PUNCH 40 EC fungicid tomény készitménye az irritaciods
indexek alapjan erdsen irritativ.

A KASUMIN 2L baktericid 100%-o0s készitménye nem vagy

gyengén irritativ az irritdcios indexek alapjan.

5.2.2.4. Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok

makroszképos eredményeinek értékelése

A XILOL szerves oldoszer €s a TREND anionos nedvesitd szer a
biztonsagi adatlapok (TREND Biztonsagi Adatlap) és az irodalmi adatok

(Kertai P., 1982) alapjan erdsen irritativak a szemre.

5.2.2.5. Folyékony miitragyak makroszkopos eredményeinek

értékelése

A folyékony mutragydk hatdsara a nyulszem kiillonb6z6é hartyain
(koto, szaru €s szivarvany) kialakult kdrosoddsokhoz az 1. értékeld
tablazat alapjan hozzarendelt €s Osszesitett irritacids indexeket a 12.

tablazatban foglaltam Gssze.
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12. tablazat Folyékony miitragyak irritaciés indexei

Vizsgalati anyagok Irritacios index
NITROSOL 28 8
KALCINOL 8

Az irritacios indexeket beillesztve a 8. tablazatba a kovetkezo
irritdcios potencialokat kaptam.

A NITROSOL 28 folyékony miitragya tomény készitménye az

irritaciés indexek alapjan nem vagy gyengén irritativ.

A KALCINOL folyékony mttragya 100%-0s készitménye nem

vagy gyengen irritativ az irritacids indexek alapjan.
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6. MEGBESZELES

6.1. A HET-CAM teszt és a Draize-féle teszt eredményeinek

osszehasonlitasa

6.1.1. A herbicidek eredményeinek 6sszehasonlitasa

Az in vitro HET-CAM teszt és az in vivo Draize-féle tesztb6l

szarmazd 100%-o0s koncentraciokhoz tartozo irritacios potencidlok

herbicidenkénti 6sszehasonlitasat a 13. tablazat tartalmazza.

13. tablazat A herbicidek irritacios potencialjainak dsszehasonlitasa

Vizsgalati HET-CAM tesztb6l | Draize-féle tesztbhol
anyagok szarmazo irritacios szarmazo irritacios
potencialok potencialok
MODOWN 4 F* gyengén irritativ gyengén irritativ
REGLONE* kozepesen irritativ erdsen irritativ
DIKAMIN D erdsen irritativ erdsen irritativ
RONSTAR kozepesen irritativ kozepesen irritativ
FUSILADE S erésen irritativ erésen irritativ
FLUBALEX gyengén irritativ gyengén irritativ
REFINE DF* gyengén irritativ gyengén irritativ
TITUS 25 DF* gyengén irritativ gyengén irritativ
ARELON 500 FW | Kkozepesen irritativ gyengén irritativ
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Vizsgalati
anyagok

HET-CAM tesztbol
szarmazo irritacios

potencialok

Draize-féle tesztbol
szarmazo irritacios

potencialok

BANVEL 480 S
MEDALLON
TELL 75 WG

erdsen irritativ
gyengén irritativ

nem irritativ

erdsen irritativ
gyengén irritativ

gyengén irritativ

* A HET-CAM teszt esetében a 10%-os koncentracidoval kapott

eredmények irritacids potencialjai.

A MODOWN 4 F, REGLONE, REFINE DF és a TITUS 25 DF
herbicidek HET-CAM teszttel torténd vizsgalatuk sordn a készitmények
fizikai és kémiai tulajdonsdgai akadalyoztdk az elvaltozasok
kiértékelését. Ezen készitmények esetében a 10%-os koncentraciohoz
tartozé irritdcios indexeket nem lehet egyértelmiien 6sszehasonlitani a
Draize-féle tesztb6l szarmazé 100%-os koncentraciokhoz tartozo
irritdcios potencialokkal.

A DIKAMIN D herbicid erdsen irritativnak bizonyult az in vitro
¢s az in vivo tesztek értékelése alapjan. A RONSTAR herbicid kézepesen
irritativ mindkét értékeld pontrendszer alapjan. A FUSILADE S erdsen
irritativ. mind a HET-CAM, mind a Draize-féle teszt alapjan. A
FLUBALEX herbicid gyengén irritativ mind az in vitro, mind az in vivo
teszt kiértékelése szerint. Az ARELON 500 FW herbicid kozepesen
irritativ az in vitro teszt alapjan, az in vivo teszt értékelése szerint
gyengén irritativ. A BANVEL 480 S herbicid mindkét értékeld

pontrendszer alapjan erdsen irritativ. A MEDALLON herbicid gyengén
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irritativnak bizonyult a HET-CAM és a Draize-féle teszt értékelése
alapjan. A TELL herbicid nem bizonyult irritativnak az in vitro tesztben,
az in vivo tesztben azonban gyengén irritativ volt.

A 13. tablazat eredményei alapjan a DIKAMIN D, a RONSTAR,
a FUSILADE S, a FLUBALEX, a BANVEL 480 S, a MEDALLON
herbicidek esetében az in vitro HET-CAM teszt €s az in vivo Draize-féle
teszt azonos eredményeket adott. Az ARELON 500 FW és a TELL 75
WG herbicid esetében a kétféle teszt eredményei eltérést mutattak.

Az ARELON 500 FW herbicid esetében a HET-CAM teszt
erdsebb irritacids potencialt rendelt a készitményhez, mint a Draize-féle
teszt. A TELL 75 WG herbicidnél a HET-CAM tesztben a 300
masodperces megfigyelési id6 végén jelentkeztek a CAM-on gyenge
vérzések, azonban ezen tiinetekhez rendelt irritacios indexek alapjan nem
mindsiilt a készitmény irritativnak, mig a Draize-féle tesztben ha enyhe
formaban is, de jelentkeztek kotohartya-elvaltozasok, igy gyengén
irritativnak mindsiilt.

A MODOWN 4 F, a REGLONE, a REFINE DF ¢és a TITUS 25
DF herbicidek esetében a kétféle tesztbdl szarmazdé eredmények
Osszehasonlitasanal nem azonos koncentraciokhoz tartozd irritacids
potencidlokat tiintettem fel. Figyelembe véve a kémiai irritacio
koncentraciofiiggdségét €s a HET-CAM teszt soran ezen herbicidek 1 és
10%-0s koncentracioju készitményeihez kapott irritdciés potencialok
tendencidjat, feltehetéen, az in vitro modszer is hasonld irritacids
kategdriat allapitana meg, mint az in vivo modszer, amennyiben a fizikai
¢s kémiai tulajdonsagokbdl eredd korlatok nem jelentkeznének. A

MODOW 4 F herbicid tomény készitménye gyengén irritativ az in vivo
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Draize-féle teszt alapjan. Az in vitro HET-CAM tesztben az 1 és 10%-0s
koncentraciohoz tartozo irritdciés indexek azonos nagysagrendet
képviselnek (2,2; 1,9), a 10-szeres koncentracidbeli kiilonbség nem
valtoztatta meg az irritdcios potencidlt, és ez a tendencia feltehetéen a
100%-o0s koncentracié esetén sem valtozna lényegesen, azaz a tomény
készitmény is a gyengén irritativ kategdridba keriilne. A REGLONE
herbicid esetén, ami a Draize-féle tesztben erdsen irritativnak bizonyult,
az 1 és 10%-os koncentraciokndl az irritacios indexek novekedésének
tendencidja (5,3-6,7) valdszintileg a 100%-0s koncentracié esetén is
fokozédna, €s igy kozepesen vagy erdsen irritativnak mindsiilne a
készitmény. A REFINE DF és a TITUS 25 DF herbicid a Draize-féle
tesztben gyengén irritativnak bizonyult, a HET-CAM teszt soran az 1%-
os koncentracio6 a CAM-on karosodast nem okozott, a 10%-0s
koncentracio pedig gyengén irritativnak mutatkozott. Figyelembe véve a
koncentracio fiiggvényében jelentkezoé irritacios indexnovekedést, a
10%-0s koncentraciohoz tartozd irritdcios index megdupldzodasa is
hasonlé eredményt adna az in vivo tesztben, azaz gyengén vagy

kozepesen irritativ lenne a két készitmény.

6.1.2. Az inszekticidek eredményeinek dsszehasonlitasa

Az in vitro HET-CAM teszt és az in vivo Draize-féle tesztbodl
szarmazd 100%-o0s koncentraciokhoz tartozo irritacios potencidlok

inszekticidenkénti 6sszehasonlitasat a 14. tablazat tartalmazza.
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14. tablazat Az  inszekticidek irritaciés potencialjainak

o0sszehasonlitasa

Vizsgalati anyagok HET-CAM tesztbhél Draize-féle tesztbol
szarmazo irritacios szarmazo irritacios

potencialok potencialok

SUMITHION 50 EC kozepesen irritativ kozepesen irritativ

SHERPA kozepesen irritativ kozepesen irritativ

A SUMITHION 50 EC inszekticid kozepesen irritativnak
bizonyult az in vitro és az in vivo tesztek értékelése alapjan. A SHERPA
inszekticid erdsen irritativ mind a HET-CAM, mind a Draize-féle teszt
alapjan.

A 14. tablazat eredményei alapjan a SUMITHION 50 EC és a
SHERPA inszekticidek esetében az in vitro HET-CAM teszt €s az in vivo

Draize-féle teszt azonos eredményeket adott.

6.1.3. Fungicidek, baktericidek eredményeinek 6sszehasonlitasa

Az in vitro HET-CAM teszt és az in vivo Draize-féle tesztbdl
szarmazd 100%-os koncentraciokhoz tartozo irritacios potencidlok
fungicidenkénti ¢s baktericidenkénti Gsszehasonlitasat a 15. tablazat

tartalmazza.
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15. tablazat A fungicidek, baktericidek irritaciés potencialjainak

osszehasonlitasa

Vizsgalati anyagok | HET-CAM tesztbol Draize-féle tesztbol

szarmazo irritacios Szarmazo irritacios
potencialok potencialok

KARATHANE LC* kozepesen irritativ erosen irritativ
KOLFUGO 25 FW* gyengén irritativ gyengén irritativ
NIMROD 25 EC gyengén irritativ gyengén irritativ
PUNCH 40 EC erésen irritativ erésen irritativ
KASUMIN 2L gyengén irritativ gyengén irritativ

* A HET-CAM teszt esetében a 10%-os koncentracidoval kapott

eredmények irritaciés potencialjai.

A KARATHANE LC és a KOLFUGO 25 FW fungicidek a HET-

CAM teszttel torténd vizsgalatuk sordn a készitmények fizikai €s kémiai

tulajdonsdgai  akadalyoztdk az elvaltozasok kiértékelését. Ezen
készitmények esetében a 10%-o0s koncentraciohoz tartozé irritaciods
indexeket nem lehet egyértelmiien 6sszehasonlitani a Draize-téle tesztbdl
szarmazd 100%-o0s koncentraciokhoz tartozo irritdcios potencialokkal.

A NIMROD 25 EC fungicid gyengén irritativnak bizonyult az in
vitro és az in vivo tesztek értékelése alapjan. A PUNCH 40 EC er6sen
irritativ. mind a HET-CAM, mind a Draize-féle teszt alapjan. A
KASUMIN 2L  baktericid gyengén

irritativ - mindkét  értékeld

szempontrendszer alapjan.

119



A 15. tablazat eredményei alapjan a NIMROD 25 EC, a PUNCH
40 EC és a KASUMIN 2L novényvédo szer esetében az in vitro HET-
CAM teszt és az in vivo Draize-féle teszt azonos eredményeket adott.

A KARATHANE LC és a KOLFUGO 25 FW fungicidek
esetében a kétféle tesztbdl szdrmazd eredmények Osszehasonlitdsanal
nem azonos Kkoncentracidkhoz tartozo irritdciés  potencialokat
szerepeltettem a 15. tablazatban. Figyelembe véve a kémiai irritacid
koncentréaciofiiggdségét €s a HET-CAM teszt soran ezen fungicidek 1 és
10%-0s koncentracioju készitményeihez kapott irritdciés potencialok
tendencidjat, feltehetéen az in vitro modszer is hasonld irritacids
kategdriat allapitana meg, mint az in vivo modszer, amennyiben a fizikai
¢s kémiai tulajdonsagokbdl eredd korlatok nem jelentkeznének. A
KARATHANE LC fungicid 100%-0s koncentracioja erdsen irritativ az
in vivo Draize-féle teszt alapjan. Az in vitro HET-CAM tesztben az 1 és
10%-o0s koncentraciohoz tartozd irritdcios indexek azonos nagysagrendet
képviselnek (4,6; 5,1), a 10-szeres koncentracidbeli kiilonbség alig
valtoztatta meg az irritdcios potencidlt, és ez a tendencia feltehetéen a
100%-o0s koncentracié esetén sem valtozna Iényegesen, a tomény
készitmény hasonld eredményt adna az in vitro tesztben, azaz kdzepesen
vagy erdsen irritativ kategoriaba keriilne. A KOLFUGO 25 FW fungicid
a Draize-féle tesztben gyengén irritativnak bizonyult, a HET-CAM teszt
soran az 1%-os ¢és a 10%-os koncentraciok gyengén irritativnak
mindsiiltek, hasonlé nagysagrendi irritaciés indexeik alapjan.
Figyelembe véve a koncentracid fiiggvényében jelentkezé irritacids

indexcsOkkenést, a 100%-0s koncentraciohoz tartozé irritacios index is
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hasonlé kategoridba tartozna az in vitro teszt alapjan, azaz gyengén

irritativ lenne a készitmény.

6.1.4. Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok

eredményeinek 6sszehasonlitasa

Az in vitro HET-CAM teszt és az irodalomban taldlhaté in vivo
Draize-féle tesztbdl szarmazoé 100%-o0s koncentraciokhoz tartozéd
irritaciés potencidlok készitményenkénti 6sszehasonlitasat a 16. tablazat

tartalmazza.

16. tablazat Novényvédo szer adalékanyagok, segédanyagok

irritacios potencialjainak 6sszehasonlitasa

Vizsgalati anyagok | HET-CAM tesztb6l | Draize-féle tesztbol
SZArmazo irritacios szarmazo irritacios
potencialok potencialok
XILOL* erosen irritativ erosen irritativ
TREND* erésen irritativ erosen irritativ

* Az in vivo eredmények a biztonsagi adatlapokbdl (TREND Biztonsagi
Adatlap) és irodalombdl (Kertai P., 1982) szarmazo adatok.

A XILOL szerves oldoszer erdsen irritativnak bizonyult az in
vitro teszt értékelése alapjan, az in vivo irodalmi adatok alapjan szintén
erdsen irritativ. A TREND anionos nedvesitd szer erdsen irritativ mind a

HET-CAM teszt alapjan, mind az irodalmi Draize-féle tesztek alapjan.
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A 16. tablazat eredményei alapjan a XILOL és a TREND
novényvédo szer adalék- és segédanyag az in vitro HET-CAM tesztben

¢s az in vivo Draize-téle tesztben azonos eredményeket adott.
6.1.5. Folyékony miitragyak eredményeinek dsszehasonlitasa

Az in vitro HET-CAM teszt és az in vivo Draize-féle tesztbdl
szarmazd 100%-o0s koncentraciokhoz tartozo irritacios potencidlok

folyékony miitragyankénti 6sszehasonlitasat a 17. tablazat tartalmazza.

17. tablazat Folyékony mitragyak irritaciéos potencialjainak

o0sszehasonlitasa

Vizsgalati anyagok | HET-CAM tesztbol Draize-féle tesztbol
szarmazg irritacios szarmazg irritacios
potencialok potencialok
NITROSOL 28 kozepesen irritativ gyengén irritativ
KALCINOL kozepesen irritativ gyengén irritativ

A NITROSOL 28 folyékony miitragya kozepesen irritativ az in
vitro értékelés szerint, az in vivo pontrendszer alapjan pedig gyengén
irritativ. A KALCINOL folyékony mitragya az in vitro HET-CAM teszt
alapjan kozepesen irritativ, mig az in vivo Draize-féle teszt alapjan
gyengén irritativ. A két vizsgalt folyékony mitragya esetén az in vitro
HET-CAM teszt erdsebben értékelte a kémiai irritacidt, szigoribb

irritacids kategoridkba sorolta a vizsgalati anyagokat.
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6.2. A HET-CAM teszt és a Draize-féle teszt eredményeinek

statisztikai vizsgalata

Az in vitro HET-CAM tesztbdl é€s a Draize-féle in vivo tesztbol
szarmazé eredmények statisztikai 6sszehasonlitasanal elvégzett Pearson-
féle korrelacids vizsgélat jo korrelaciot mutatott ki az in vitro és az in
vivo eredmények kozott (r = 0,78447). A kapott korrelacios egyiitthatd
1%-o0s szinten szignifikans a Student-féle t proba alapjan.

Az in vitro és in vivo tesztekbdl szarmazd adatokkal elvégezett
regresszioé analizis eredményeként a linedris regresszids egyenlet:
y=-541+558x, R* =0,6154.

A by paraméter szakmailag nem értelmezhetd, a b; paraméter
értéke 5,58. Az in vitro HET-CAM tesztbdl szarmazo irritacids index egy
egységgel torténd valtozasara a Draize-féle in vivo tesztbdl szdrmazd

irritaciés index 5,58 egységnyi novekedése varhato atlagosan.

6.3. A mikroszképos eredmények értékelése

A szovettani vizsgalatok soran alkalmazott novényvédo szerek és
a novényvédo szer adalékanyag hatasara a CAM-on makroszképosan
lizis és jol kortilirt teriileten vérzés jelentkezett. A hematoxilin-eozinnal
festett szovettani metszeteken az érfal folytonossagi hidnya volt lathatd
¢s a vérereken kiviil a k6zépso rétegben a vér alakos elemei tiintek eld. A
rezorcin-fuxinnal festett metszeteken lathaté volt, hogy az érfalak vazat

ado elasztikus rostok a kémiai irritacié hatasara atszakadtak, ami érfal
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folytonossagi hidnyokat eredményezett, €s a vérplazma, valamint az
eritrocitdk a kornyezé szovetekbe kertiltek.

A kémiai irritdici6 hatdsara az in vitro HET-CAM teszt
makroszképos értékelés soran, a CAM vérérrendszerében kialakult
elvaltozdsok szovettani vizsgdalataval tovabb javithaté a vizsgalati
modszer érzékenysége, ¢és a CAM-on jelentkezd karosodasok

kiértékelésében a szubjektivitas is csokkentheto.

6.4. Kovetkeztetések és javaslatok

A HET-CAM teszt, mint in vitro vizsgalati modszer megfelel
azoknak a kovetelményeknek, amelyeket az in vitro Kkisérleti
modszerekkel szemben 4ltalaban tdmasztanak. Olcsobb €s gyorsabb, mint
a hagyomanyos Draize-féle in vivo vizsgélat, érzékenysége megfeleld, az
eredményei jol reprodukalhatdéak. Tesztobjektumként tytktojast hasznal,
ezért az emlds kisérleti allatok felhasznalasa jelentésen csokkentheto,
illetve akar melldzhet6 is lenne ezen metodika széles kora elterjedésének
eredményeként. Hatranyai kozé tartozik az, hogy az eredmények
értékelésében még mindig nagy szerepe van a szubjektivitasnak, és a
kisérleti anyagok fizikai ¢és kémiai tulajdonsdga befolyasolhatja az
eredmények kiértékelését.

A vizsgalataim soran alkalmazott mezégazdasagi vegyi anyagok
esetében az in vitro HET-CAM tesztb6l kapott eredmények és a Draize-
féle in vivo eredmények Osszehasonlitasabol az a kovetkeztetés vonhatd
le, hogy az in vitro HET-CAM teszt jol hasznalhatdo a mezdgazdasagi

vegyl anyagok, elsdsorban novényvédd szerek irritativ potencidljanak

124



meghatarozéasara. Az Osszehasonlitd vizsgalatok esetében az in vitro
eredmények jo korrelaciot (r = 0,78449) mutatnak az in vivo adatokkal.
Azon mezégazdasadgi vegyi anyagok esetében, ahol az in vivo
eredményekhez képest eltérést mutattak az in vitro eredmények, a HET-
CAM teszt erdsebb irritaciot értékelt (kivétel a TELL 75 WG herbicid),
amely a kisérleti modszer nagyfoku érzékenységével magyarazhat6. Ha
figyelembe vessziik, hogy az emberi egészségkockazat meghatarozasanal
a legrosszabb eset (worst case) feltételezés alkalmazhaté, akkor a HET-
CAM teszt "szigorubb" értékelése nem biztos, hogy hatranyos.

A HET-CAM teszt alkalmazhatésagi korlatai elsdsorban azon
mezogazdasagi vegyi anyagok vizsgalatakor jelentkeznek, amelyek
fizikai, kémiai tulajdonsaguknal fogva elfedik a membrant, és igy
akadalyozzak a CAM-on a kezelés hatdsara kialakulo elvaltozasok
értékelését. Lehetséges megoldasként jelentkezik ezen témény allapotban
atlatszatlan, illetve szines vegyi anyagok vizsgélata soran a tizszeres
higitdsu koncentraciok alkalmazasa. Blein ¢és mtsai (1991) jo
eredményeket kaptak a 10%-0s koncentracioju vizsgalati anyagok in
vitro HET-CAM teszttel végzett vizsgélatai soran. Az eredeti, Luepke
altal kidolgozott modszerben (Luepke, 1986) az oldhatatlan anyagokat
egy rovid (20 masodperc) expozicios idot kovetden kioblitik a CAM
feltiletérdl, és 300 méasodperces megfigyelési idot alkalmazva értékeli a
CAM-on jelentkezd elvaltozasokat. Ezt az eljarast tobben - fliggetleniil a
vizsgalati anyagok oldhatosagi tulajdonsagaitol -  altalanosan
alkalmazzak (Van Erp és Weterings, 1990; Lawrence és mtsai, 1990;
Kojima és mtsai, 1995). A kioblités elvégzése azonban dnmagaban is

membran kérositd, igy ezen kezelési eljaras alkalmazdsa nem biztos,
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hogy megbizhaté eredményeket ad. Tovabbi hatranyként jelenhet meg a
viszonylag nagyfokt szubjektivitds, amely a CAM-on jelentkez6
elvaltozasok értékelésénél tapasztalhatd. A szubjektivitds csokkenthetd
jol ismert irritdcids potencialu referencia anyagok hasznalataval, és a
valaszreakciok értékelését segitd leirdjellegli standard reakcidkat
(makroszképos és mikroszképos szinten) bemutaté fotoatlaszok
alkalmazasaval. A CAM szoveti strukturajaban bekovetkezo elvaltozasok
mikroszképos értékelése, a makroszkopos értékelés kiegészitéseként
tovabbi segitséget jelenthet az irritativ hatdsok meghatarozéasaban.

A kiilonboz6 kémiai karakteri vegyi anyagok (ipari €s haztartési
vegyi anyagok, kozmetikai készitmények, gyogyszerek) in vitro HET-
CAM teszttel meghatarozott irritacids eredményei altalaban jé korrelaciot
mutatnak az in vivo eredményekkel (Leighton €és mtsai, 1985; Luepke és
mtsai, 1986, 1987; Van Erp és mtsai, 1990; Blein és mtsai, 1991; Rougier
¢s mtsai, 1992; Bagley és mtsai, 1992, 1994; Spielmann ¢és mtsai, 1993,
1996; Sina €s mtsai, 1995; Christian és Diener, 1996). Azonban ez a jé
korrelacié nem altaldnos, mas szerzok (Lawrence és mtsai, 1990; Bruner
¢s mtsai, 1991) vizsgalataiban nagyobb eltérések jelentkeztek az in vitro
¢s az in vivo eredmények kozott.

A kisérletbe vont mezdgazdasagi vegyi anyagok in vivo €s in vitro
eredményeinek Osszehasonlitdsabdl, €s a nemzetkozi szakirodalomban
talalhato hasonlo jellegi eredményekbdl a HET-CAM teszt
felhasznalhatésagara vonatkozdéan a kovetkezd vélemény formalhatd
meg. A HET-CAM teszt jelen formdjdban nem alkalmas az in vivo
Draize-féle primer szemirritacidés vizsgalat teljes egészében torténd

kivaltasara.
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Az esetleges emberi szemmérgezés allatkisérleti modellezésére
jelenleg az 4ltalanosan elfogadott Draize-féle teszt (és fejlesztett
valtozatai) hasznalhaté fel, ezen in vivo tesztet csak olyan in vitro
modszer valthatnd fel teljes egészében, amely legaldbb olyan jo
eredményeket ad, mint az, amelynek kivaltasara javasoljak.

A HET-CAM teszt jelen form4jaban, mint szemirritacios
elovizsgalati modszer javasolhato, igy alkalmazasaval csokkenthetd az
emlds kisérleti allat felhasznalds. Egyes nemzeti hatosagok, példaul a
német, 1992-t6] elfogadjdk a chorioallantois membrant felhasznalo in
vitro moddszerek felhasznaldsat az erdsen irritativ anyagok (R 41)
meghatarozéasara (Balls és mtsai, 1999).

Az in vivo Draize-féle teszt kivaltasara javasolt in vitro
modszerekkel - igy a tyuktojas chorioallantois membranjat felhasznalo
vizsgalati mddszerekkel - elvégezett Osszehasonlitd vizsgalatok
eredményei alapjan egyetlen in vifro metodika sem alkalmas jelenleg az
in vivo Draize-féle teszt felvaltasara. Az Osszehasonlitdo vizsgalatokat
végzd tuddsok koziil egyre tobben (Van Erp €s mtsai, 1990; Spielman és
mtsai, 1996; Mildred €s Diener, 1996) helyezkednek arra az allaspontra
az in vivo Draize-féle teszt kivaltasaval kapcsolatban, hogy nem egyetlen
in vitro metodika, hanem tobb in vitro tesztet kombinald in vitro
tesztrendszer valthatja majd ki a jovében az in vivo Draize-féle tesztet.
igy lehet6ség nyilik az in vitro metodikak korlatainak kikiiszobolésére.

Az in vitro HET-CAM teszt, ha onmagaban nem is képes
felvaltani az in vivo Draize-féle primer szemirritacios tesztet,
mindenképpen lehetséges eleme lesz azon in vitro tesztrendszernek,

amely a jovoben képes lesz az in vivo vizsgélat kivaltasara.
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7. OSSZEFOGLALAS

A mezdgazdasagi vegyi anyagok a felhasznéalas sordan nemcsak a
célszervezetekre fejthetik ki biologiai aktivitdsukat, hanem kozvetlen
vagy kozvetve kapcsolatba keriilhetnek maés él6 szervezettel és azok
egészségét is karosithatjak. A kijuttatast végzd ember testfelszineire jutva
a mezdgazdasagi vegyi anyagok egyrészt helyi mérgezést, masrészt az
érintkezés helyérdl felszivodva altalanos mérgezést valthatnak ki. A helyi
mérgezés soran a vegyi anyagok irritativ tulajdonsagaitél fliggéen
ktilonbozd mértékii szem- és borkarosodassal kell szdmolnunk.

A mezOgazdasagi vegyi anyagok engedélyeztetéséhez sziikséges
allatkisérleti toxikoldgiai vizsgalatok kozé tartozik az in vivo Draize-féle
primer szemirritacios teszt, amely alkalmas arra, hogy a nyul szemébe
kozvetleniil bejutatott novényvédd szer szemkarositdo hatasat felmérjiik,
€s az esetleges emberi expozicié esetén a veszElyt eldre jelezziik. Az
elsdsorban allatvédelmi szempontbdl a sokat kritizalt in vivo emlds
kisérleti allatot felhasznalé teszt mellett léteznek olyan Kkisérleti
metodikdk, amelyek segitségével csokkentheté a felhasznalt kisérleti
allatok szama, amelyek finomitva a kisérleti koriilményeket a kisérleti
allatok szenvedéseinek mérséklését eredményezik, és amelyek
alkalmasak lehetnek az emldséllatokon végzett vizsgalatok kivaltasara.

A primer szemirritacio teriiletén az OECD 1987-ben beleegyezett
abba, hogy a jol érvényesitett in vitro tesztekbdl szarmazo adatokat
elfogadjdk az in vivo adatok helyett. A perspektivikus alternativ

modszerek jelenleg az engedélyeztetés €s az érvényesités folyamatdban
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vannak, ezek kozé tartoznak a tyuktojds chorioallantois membranjat
(CAM) hasznalé in vitro vizsgalati modszerek.

Kisérleteim soran mezogazdasadgi vegyi anyagok irritacids
potencidljat vizsgaltam az in vitro HET-CAM teszttel. A nemzetkozi
szakirodalmak alapjan a tytuktojas chorioallantois membranjat hasznald
vizsgalati modszereket ez iddig kozmetikumok, ipari és haztartasi vegyi
anyagok irritativ potencidljanak meghatarozasara hasznaltak fel,
agrokemikalidk tesztelésére nem, igy az altalam elvégzett vizsgalatok a
vegyi anyag tipusat illetéen Gjnak nevezhetdek.

Vizsgélataim soran célul tliztem ki a kiilonb6z6 mezdgazdasagi
vegyl anyagok, novényvédd szerek, mitragyak, novényvédd szer
komponensek in vitro vizsgélattal torténd irritacidos potencidljanak
meghatdrozasat. A vizsgdalati anyagként alkalmazott készitmények
kivalasztasanal figyelembe vettem az irodalmi irritdcios adatokat, €s a
nem irritativ vegyiiletektdl az erésen irritativ vegyiiletekig az irritacios
skalanak megfeleléen vontam be a mezdgazdasagi vegyi anyagokat a
kisérletekbe.

A kisérleti modszerként alkalmazott in vitro HET-CAM teszt
esetében a chorioallantois vérérrendszerének vegyi anyag hatasara
bekovetkezett karosodasait a klasszikus makroszképos kiértékelés
mellett, fénymikroszképos €s elektronmikroszkopos  technikak
segitségével is vizsgaltam.

Osszehasonlitd szandékkal elvégeztem az in vivo Draize-féle
primer szemirritaciés tesztet. Az in vivo és az in vitro teszt
eredményeinek Osszehasonlitasaval probaltam vélaszt adni arra, hogy az

in vitro HET-CAM teszt jelen forméjdban felhasznéalhato-e a
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mezdgazdasagi vegyi anyagok irritativ potencialjanak meghatarozasara
¢s, hogy alkalmas lehet-e az in vivo Draize-féle primer szemirritacios
teszt felvaltdsara a  vegyi anyagok irritativ  potencidljanak
meghatarozasaban.

Az in vitro HET-CAM tesztet az Invittox Protocol 47. szama
alapjan végeztem el. A tyuktojasokat 10 napig keltettem, majd a mészhéj
¢s a héjmembran eltavolitdsa utdn a vizsgalati anyagokat kozvetleniil a
chorioallantois membranra jutattam ra. A kezelést kovetéen 300
masodpercig figyeltem meg a membrant és a vérérrendszerben
bekovetkezett karosodasokat €és azok megjelenésének iddpontjat
rogzitettem. Az elvéltozasok kiértékelését szamitégépes program
segitségével végeztem el, a kapott irritdcios indexeket beillesztve egy
kiértékeld tablazatba, irritacids potencidlokat hataroztam meg.

Az in vivo Draize-féle primer szemirritdcids vizsgalat
elvégzéséhez 1j-zélandi fehér nyulat hasznaltam. Vizsgalatonként 3
nyulat kezeltem, kontrollként a kezeletlen, ellenoldali szem szolgalt
(6nkontrollos teszt). Az egyik - jobb - oldali szem kotéhartyazsakjaba 0,1
ml vagy 0,1 g vizsgélati anyagot helyeztem 4allatonként. A szemen
jelentkezd elvaltozasokat a kezelést kovetd 1. ora, 24. ora, 2., 3., 4., 7.
nap utan értékeltem. A vizsgalati eredmények értékelésének alapjaul a
Draize-féle szemirritacids modszer pontozasi rendszere szolgalt. A kapott
irritaciés indexeket beillesztve a kiértékeld tablazatba meghataroztam az
illetd vegyi anyag irritacios potencialjat.

A vizsgalatba vont mezdgazdasagi vegyi anyagoknak az in vitro
HET-CAM ¢és az in vivo Draize-féle tesztekkel meghatarozott irritacids

indexeit és irritacios potencialjait a 18. tdblazat tartalmazza.
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18. tablazat A kisérletbe vont mezdgazdasagi vegyi anyagok in vivo és

in vitro irritaciés indexei és irritacios potencialjai

Vizsgalati anyagok

HET-CAM tesztbol
szarmazo kategoriak

(irritacios indexek)

Draize-féle tesztbol
szarmazo kategoriak

(irritacios indexek)

MODOWN 4 F*
REGLONE?*
DIKAMIN D
RONSTAR
FUSILADE S
FLUBALEX
REFINE DF*
TITUS 25 DF*
ARELON 500 FW
BANVEL 480 S
MEDALLON
TELL 75 WG
SUMITHION 50 EC
SHERPA
KARATHANE LC*
KOLFUGO 25 FW*
NIMROD 25 EC
PUNCH 40 EC
KASUMIN 2L

gyengén irritativ (1,9)
kozepesen irritativ (6,7)
erdsen irritativ (9,1)
kozepesen irritativ (5,3)
erosen irritativ (9,0)
gyengén irritativ (4,1)
gyengén irritativ (2,2)
gyengén irritativ (3,7)
kozepesen irritativ (5,7)
erdsen irritativ (11,1)
gyengén irritativ (2,0)
nem irritativ (0,7)
kozepesen irritativ (6,9)
kozepesen irritativ (6,9)
kozepesen irritativ (5,1)
gyengén irritativ (2,1)
gyengén irritativ (4,6)
erdsen irritativ (11,2)

gyengén irritativ (4,6)
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gyengén irritativ (4)
erdsen irritativ (56)
erdsen irritativ (55)
kozepesen irritativ (49)
erosen irritativ (56)
gyengén irritativ (18)
gyengén irritativ (7)
gyengén irritativ (7)
gyengén irritativ (8)
erdsen irritativ (65)
gyengén irritativ (10)
gyengén irritativ (7)
kozepesen irritativ (37)
kozepesen irritativ (34)
erdsen irritativ (52)
gyengén irritativ (4)
gyengén irritativ (19)
erosen irritativ (57)

gyengén irritativ (9)



Vizsgalati anyagok HET-CAM tesztb6l Draize-féle tesztbél
szarmazo kategoriak szarmazo kategoriak

(irritacios indexek) (irritacios indexek)

XILOL** erdsen irritativ (9,3) erdsen irritativ (-)

TREND** erdsen irritativ (9,1) erdsen irritativ (-)
NITROSOL 28 kozepesen irritativ (7,0) | gyengén irritativ (8)
KALCINOL kozepesen irritativ (5,9) | gyengén irritativ (8)

* A HET-CAM teszt esetében a 10%-os koncentracidoval kapott
eredmények irritaciés potencidljai. A tomény készitmények fizikai,
kémiai tulajdonsagai akadalyozték a kiértékelést

** Az in vivo eredmények a biztonsagi adatlapokbol és irodalombol

szarmazdé adatok, irritacios indexek nélkiil.

A HET-CAM teszt, mint in vitro vizsgalati modszer megfelel
azoknak a kovetelményeknek, amelyeket az in vitro Kkisérleti
modszerekkel szemben 4ltaldban tdmasztanak. Olcsobb €s gyorsabb, mint
a hagyomanyos Draize-féle in vivo vizsgalat, érzékenysége megfelelo, az
eredményei jol reprodukalhatdéak. Tesztobjektumként tytktojast hasznal,
ezért az emlds kisérleti allatok felhasznéalasa jelentdsen csokkenthetd,
illetve akar melldzhet6 is lenne ezen metodika széles kora elterjedésének
eredményeként. Hatranyai kozé tartozik, hogy az eredmények
értékelésében még mindig nagy szerepe van a szubjektivitasnak, és a
kisérleti anyagok fizikai ¢és kémiai tulajdonsdga befolyasolhatja az

eredmények kiértékelését.
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A vizsgalataim soran alkalmazott mezégazdasagi vegyi anyagok
esetében az in vitro HET-CAM tesztb6l kapott eredmények és a Draize-
féle in vivo eredmények Osszehasonlitdsabol az a kovetkeztetés vonhatd
le, hogy az in vitro HET-CAM teszt jol hasznalhatdo a mezdgazdasagi
vegyl anyagok, elsdsorban novényvédd szerek irritativ potencidljanak
meghatarozasara. Az 6sszehasonlité vizsgalatok esetében az in vitro
eredmények jo korrelaciot (r = 0,78449) mutatnak az in vivo adatokkal.

A HET-CAM teszt alkalmazhatésagi korlatai elsdsorban azon
mezdgazdasagi vegyi anyagok vizsgalatakor jelentkeznek, amelyek
fizikai és kémiai tulajdonsdguknél fogva elfedik a membrant, és igy
akadalyozzak a CAM-on a kezelés hatasara kialakuld elvéltozasok
értékelését. Lehetséges megoldasként jelentkezik ezen tomény allapotban
atlatszatlan, illetve szines vegyi anyagok vizsgalata soran a tizszeres
higitasu koncentraciok alkalmazésa.

Tovabbi hatranyként jelenhet meg a viszonylag nagyfoku
szubjektivitas, amely a CAM-on jelentkez6 elvaltozasok értékelésénél
tapasztalhatd. A szubjektivitds csokkentheté joOl ismert irritacids
potencidlu referencia anyagok hasznélataval, és a valaszreakciok
értékelését segitd leirdjellegli standard reakcidkat (makroszképos és
mikroszképos szinten) bemutaté fotoatlaszok alkalmazéasaval. A CAM
szoveti  struktargjaban  bekovetkezd  elvaltozdsok  mikroszkopos
értékelése, a makroszkdpos értékelés kiegészitéseként tovabbi segitséget
jelenthet az irritativ hatasok meghatarozasaban.

A kiilonb6z6 kémiai karakteri vegyi anyagok (ipari €s haztartasi
vegyi anyagok, kozmetikai készitmények, gyogyszerek) in vitro HET-

CAM teszttel meghatérozott irritdcids eredményei altalaban j6 korrelaciot
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mutatnak az in vivo eredményekkel. Azonban ez a jo korrelacio nem
altalanos.

A kisérletbe vont mezdgazdasagi vegyi anyagok in vivo €s in vitro
eredményeinek Osszehasonlitdsabdl, €s a nemzetkozi szakirodalomban
talalhato hasonlo jellegi eredményekbdl a HET-CAM teszt
felhasznalhatésagara vonatkozdéan a kovetkezd vélemény formalhatd
meg. A HET-CAM teszt jelen formdjdban nem alkalmas az in vivo
Draize-féle primer szemirritacids vizsgalat teljes egészében torténd
kivaltasara.

A HET-CAM teszt jelen form4jaban, mint szemirritacids
elovizsgalati modszer javasolhato, igy alkalmazasaval csokkenthetd az
emlds kisérleti allat felhasznalas.

Az in vitro HET-CAM teszt fontos eleme lehet azon in vitro
tesztrendszernek, amely a jovoben képes lesz az in vivo Draize-féle

primer szemirritacios vizsgalat kivaltasara.
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10. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Elséként végeztem el mezdgazdasagi vegyi anyagok irritativ
potencidljanak meghatarozasat az in vitrro HET-CAM teszttel.

A vizsgéalatba vont novényvédd szerek HET-CAM teszttel
meghatarozott irritativ potenciéljai a kovetkezok.

A MODOWN 4 F herbicid 1 és 10%-0s szuszpenzidja gyengén
irritativ.

A REGLONE herbicid 1 és 10%-0s szuszpenzidja kdzepesen
irritativ.

A DIKAMIN D herbicid 1és 10%-0s szuszpenzidja gyengén, a
100%-o0s, tomény készitmeény erdsen irritativ.

A RONSTAR herbicid 1 és 10%-0s szuszpenzidja gyengén, a
100%-o0s szuszpenzidja kozepesen irritativ.

A FUSILADE S herbicid 1%-0s szuszpenzidja gyengén, 10%-o0s
szuszpenzioja kdozepesen, 100%-o0s szuszpenzidja erdsen irritativ.

A FLUBALEX herbicid 1, 10 és 100%-0s szuszpenzidja gyengén
irritativ.

A REFINE DF herbicid 1%-0s szuszpenzidja nem, 10%-0s
szuszpenzidja gyengeén irritativ.

A TITUS 25 DF herbicid 1%-0s szuszpenzidja nem, a 10%-o0s
szuszpenzidja gyengén irritativ.

Az ARELON 500 FW herbicid 1 és 10%-o0s szuszpenzidja

gyengén, a 100%-o0s szuszpenzidja kézepesen irritativ.
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A BANVEL 480 S herbicid 1%-os szuszpenzidja gyengén, 10%-
os szuszpenzidja kozepesen, 100%-0s szuszpenzidja erdsen irritativ.

A MEDALLON herbicid 1%-0s szuszpenzidja nem, 10 és 100%-
0s szuszpenzidja gyengén irritativ.

A TELL 75 WG herbicid 1, 10 és 100% koncentracioban nem
irritativ.

A SUMITHION 50 EC inszekticid 1%-0s szuszpenzidja gyengén,
10 és 100%-o0s szuszpenzidja kozepesen irritativ.

A SHERPA inszekticid 1 és 10%-os szuszpenzidja gyengén,
100%-o0s szuszpenzidja kozepesen irritativ.

A KARATHANE LC fungicid 1%-0s szuszpenzidja gyengén,
10%-o0s szuszpenzidja kdzepesen irritativ.

A KOLFUGO 25 FW fungicid 1 és 10%-0s szuszpenzidja
gyengén irritativ.

A NIMROD 25 EC fungicid 1, 10 és 100%-0s szuszpenzioja
gyengen irritativ.

A PUNCH 40 EC fungicid 1 és 10%-0s szuszpenzidja gyengén,
100%-o0s szuszpenzidja erdsen irritativ.

A KASUMIN 2L baktericid 1%-0s szuszpenzidja nem, 10 és
100%-0s szuszpenzidja gyengeén irritativ.

A vizsgélatba vont novényvédd szer segéd- €s adalékanyagok
HET-CAM teszttel meghatarozott irritativ potencialjai a kovetkezok.

A XILOL szerves oldészer 100%-o0s koncentracioju oldata erésen
irritativ.

A TREND anionos nedvesitd tomény készitménye erdsen

irritativ.
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A vizsgalatba vont folyékony mitragyak HET-CAM teszttel
meghatarozott irritativ potencialjai a kovetkezok.

A NITROSOL 28 folyékony mitragya 10 ¢és 100%-os
szuszpenzidja kdzepesen irritativ.

A KALCINOL folyékony miitragya 10%-0s szuszpenzidja

gyengén, 100%-o0s szuszpenzidja kdzepesen irritativ.

2. Az in vitro HET-CAM tesztbdl €s az in vivo Draize-féle
tesztbdl szarmazo eredmények 6sszehasonlitd vizsgalatai alapjan a HET-
CAM teszt alkalmas a novényvédd szerek irritativ potencialjanak
meghatarozasara, figyelembe véve a novényvédod szerek fizikai €s kémiai

tulajdonsagabol eredd korlatokat.

3. Az in vitro HET-CAM teszt a mezdgazdasagi vegyi anyagok
engedélyezési célu irritacios tulajdonsdgainak meghatidrozasanal nem

helyettesitheti az in vivo Draize-féle vizsgalati mddszert.

4. Az in vitro HET-CAM teszt jelen formdajaban, mint
szemirritacios elovizsgalati modszer hasznéalhaté a mezdgazdasagi vegyi

anyagok irritativ potencidljanak meghatarozasara.
5. Az in vitro HET-CAM teszt fontos eleme lehet azon in vitro

szemirritacids tesztrendszernek, amely a jovoben képes lehet az in vivo

Draize-féle teszt kivaltasara.
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