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1. KIVONATOK

1.1 Magyar nyelvi kivonat

A szerz0 a kisérletei soran névényvédo szerek irritacios potencialjat vizsgalta az in vitro HET-
CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane) teszttel, ICE (Isolated Chicken Eye)
teszttel és MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid) vizsgalattal. A kapott
eredményeket az in vivo Szemirritacios teszt adataival vetette Ossze.

Az irodalombol szarmaz6é in vivo adatok és az in vitro tesztek eredményeinek
Osszehasonlitasaval probalt tovabbi adatokat szolgaltatni arr6l, hogy az in vitro modszerek
egylittesen vagy kiilon-kiilon alkalmasak-e az agrokemikalidk irritativ potencialjanak
meghatarozasara, valamint, alkalmasak lehetnek-e az in vivo szemirritacios teszt kivaltasara.
A HET-CAM tesztet az Invittox Protocol 47. szama alapjan végezte el. A tyuktojasok
chorioallantois membranjara a keltetés 10. napjan vizsgalati anyagokat juttatott, majd 5 percig
figyelte az érrendszerben bekovetkezd esetleges karosoddsokat. Algoritmus segitségével kapott
eredmények alapjan irritacios kategoriakba sorolta a novényvédo szereket.

Az ICE tesztet az OECD 438. leirasa szerint végezte. A vagohidrdl szarmazé csirkeszemek
allapotat szuperfuzios késziilékben fenntartva vizsgalta a szaruhartya esetleges vastagodasat,
homalyat, illetve fluoreszcein-megtartasat. A megfigyelések értékelésével harom végpontot
allapitott meg, amelyek kombinacioi alapjan irritacidés kategoriakba sorolta a vizsgalt
anyagokat.

Az MTT vizsgalat soran a sejtek életképességét - a mitokondrium roncsolodasanak mértékével
linedrisan novekvo - MTT felvételét kovetd lila formazan kristalyok altal okozott szinelvaltozas
alapjan hatarozta meg spektrofotométerrel 540 nm hulldamhosszon.

Az in vivo szemirritacios vizsgalatot, a 3R szabalyt szem el6tt tartva, nem végezte el, hanem a
Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal 4ltal rendelkezésére bocsatott toxikologiai értékeld
jelentésekbdl szarmazo adatokat alkalmazta 6sszehasonlitoé szandékkal.

A Kkisérletbe vont novényvédo szerek in vivo és in vitro eredményeinek 6sszehasonlitasabol, és
a nemzetkozi szakirodalomban taldlhatd hasonld témaji kutatdsok eredményeibdl a szerzd
megallapitotta, hogy a HET-CAM teszt, az ICE teszt és az MTT vizsgalat egy tesztrendszer
részeként alkalmas az in vivo primer szemirritaciés vizsgalat teljes egészében torténd

kivaltasara.



1.2 Angol nyelvii kivonat

Toxicological examination of irritant effects of agrochemicals in in vitro systems

The author examined three alternative methods (Hen’s Egg Test — Chorioallantois Membrane,
Isolated Chicken Eye Test and MTT Assay) of Draize Primary Eye Irritation Test with a
comparative intent on plant protection products.

Based on the results obtained, it can be concluded that the alternative methods can be used to

completely replace the in vivo test as part of the test system.

1.3 Német nyelvii kivonat

Toxikologische Untersuchung der Reizwirkung von Agrochemikalien in in vitro-Systemen

Der Autor hat drei alternative Methodes (Hen’s Egg Test — Chorioallantois Membrane, Isolated
Chicken Eye Test and MTT Assay) von Draize Primary Eye Irritation Test mit einer
vergleichenden Absicht auf Pflanzenschutzmittel.

Basierend auf den erzielten Ergebnissen kann man feststellen, dass die alternative Methoden
als Pre-Test-Verfahren verwendet werden kann.



2. BEVEZETES

A megfelel6 mennyiségii €s mindségl élelmiszerek eldallitasaban - a vilag rohamosan névekvo
népességének egyre nagyobb ¢élelmiszerigénye mellett — a novényvédd szerek okszerli
felhasznalasanak jelentds szerepe van, hiszen a kultirnovényeket karositd szervezetek
atlagosan 35% termésveszteséget okozhatnak (ebbdl 14%-ot allati kartevok, 12%-ot
mikroorganizmusok, 9%-ot pedig a gyomndvények tesznek ki). A modernebb, hatasosabb
szerek felhasznalasaval évrdl-évre csokken a teriiletre kijuttatandd hatdoanyag mennyisége,
illetve a termesztéstechnologiai elvek miatt is egyre kevesebb névényvédo szert hasznalunk fel.
Fokozatosan nagyobb szerepet kap a fenntarthatd gazdalkodas, az integralt novényvédelem
(Géborjanyi és mtsai, 1995).

A kémiai novényvédelem mellett kiemeltebb szerepet kap a biologiai és fizikai névényvédelem,
mert a termésveszteséget okozo karositok ellen a kdrnyezet kimélése érdekében 1épiink fel. A
novényvédo szerek, bar sziikséges anyagok, potencialis mérgek, ezért kedvezo hatasaik mellett
esetleges karos hatasokkal is szamolnunk kell. Ezek a karos hatasok az €16 szervezetekre
sokféleképpen érvényesiilhetnek. Mivel a kornyezetbe juttatjuk ki a peszticideket, mérgezddhet
a kornyezet (talaj, viz, levego), illetve az itt é16 nem-célszervezetek (méh, hal, vad, rovar,
haziallat), valamint a taplaléklancban feldtsulva végsé fogyasztoként az ember is. Felhasznalas
soran szintén mérgezOdhet az ember, mint aki kijuttatja, alkalmazza a szereket. A kijuttatast
végzd személy testfelszinére keriilve helyi, illetve altaldnos mérgezés alakulhat ki. A szerek
kiilonb6z6 mértékii szem- és borkarosodast okozhatnak irritativ hatasuktol fliggden. A szembe
jutott mérgezd anyagok az enyhe, reverzibilis kotOhartya gyulladéastol kezdve sulyos és
maradanddé szemkarosoddst, szaruhartyahomalyt, végsd esetben vaksagot ¢és egyeb
¢letveszélyes karosodast is okozhatnak (Bordas, 1971).

Magyarorszdgon vegyi anyagot forgalmazni és felhaszndlni csak engedélyokirat birtokaban
lehet. A névényvédo szer kizarolag abban az esetben kaphat engedélyt és keriilhet forgalomba,
illetve felhasznalasra, ha a biztonsagos felhasznalas ténye bizonyitott mind human-, mind
kornyezet-egészségligyi szempontbol, tehat feltétleniil sziikséges az adott szer €16 szervezetre
gyakorolt hatasainak ismerete.

A novényvedd szerek engedélyezési eljarasa soran rendkiviil fontos szerepet toltenek be az
allatkisérleti vizsgalatok. Ezek segitségével van mod arra, hogy megismerjik egy-egy
készitmény vagy hatéanyag toxikologiai tulajdonsagait (EC, 2013a; EC, 2013Db), valamint igy

nyilik lehetdség az agrokemikalidk felhasznalési feltételeinek pontos meghatarozasara és a



human-egészségiigyi kockazatok csokkentésére. A vegyi anyagok szemre gyakorolt hatdsanak
vizsgélata tovabbi segitséget nyajt a felhasznalashoz eldirt véddeszkozok ki- ¢és
tovabbfejlesztéséhez is.

Az allatkisérletek soran leggyakrabban alkalmazott eljarasok az in vivo metodikak kozé
tartoznak. A szemirritacié vizsgalata a nyGlon végzett in Vivo szemirritacids teszttel torténik.
Ennek segitségével van mod megbecsiilni az emberi felhasznalas sordn esetlegesen eléforduld
expozicid kovetkezményeit. A vizsgalat soran a nyulak kotohartyazsakjaba cseppentik a
vizsgalni kivant vegyi anyagot, majd megfigyelik annak esetleges karositdé hatasait. Ez az
eljaras igen fajdalmas lehet a kisérleti allatra nézve, etikailag er6sen megkérddjelezett az
allatvédelmi szervezetek altal, igy mar kiilonboz6 alternativ modszerek vannak az
engedélyeztetés folyamataban. Ilyen alternativ modszerek az in vitro technikak, melyek kozé
tartoznak a tyuktojas chorioallantois membranjat (CAM) felhasznal6 tesztek (Walum és mtsai,
1992), az izolalt szemet alkalmazé eljarasok - a vagohidrol szarmazo izolalt csirkeszemet
felhasznalo (ICE) és a szarvasmarha szemet felhasznalo (BCOP) teszt -, valamint a
citotoxicitasi vizsgalatok.

Jelenleg az in vivo szemirritacios teszttel kapott eredmények az altalanosan elfogadottak a
novényveédo szerek engedélyezési folyamata soran. A haztartasi és ipari vegyszerekkel végzett
alternativ kisérletek megfelelé eredményt nyujtottak, igy a fent emlitett alternativak mentén
érdemes kisérleteket folytatni a novényvédo szerekkel is, hiszen az ICE és BCOP tesztet az
OECD is elfogadja mar azonositasi célra.

Célom az volt a vizsgélataim soran, hogy Magyarorszagon Budai (2002) és Tavaszi (2012) utan
ujabb novényvédo szerekkel és modszerekkel bévitsem ki a kiilonbozé in vitro vizsgalatok
Osszehasonlitasat a primer szemirritacioban elismert in vivo teszttel, valamint, hogy
megallapithassam az alternativ modszerek egyiittes vagy kiilon-kiilon valé alkalmazhatosagat
elovizsgalati vagy kivaltasi modszerként. Célom elérése érdekében 25 (MTT-nél 15)
novényveédod szer irritacios potencialjat hataroztam meg a HET-CAM, az MTT ¢és az ICE
teszttel, majd vetettem 6ket Gssze az in vivo teszt irodalombol (toxikoldgiai értékeld jelentések)
szarmaz6 adataival. A kovetkeztetések levonasaval arra kerestem a valaszt, hogy az altalam
elvégzett in vitro technikak alkalmasak lehetnek-e 6nmagukban vagy egymassal kombinalva az
in vivo szemirritacids vizsgalat kivaltasara, ezaltal el6segitve a jovében a felhasznalt kisérleti

allatlétszam csokkentését.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A szem felépitése

A szem a fény érzékelésére szolgal. A gerinces allatoknal a csontos szemiiregben helyezkedik
el, amely a kiils6 fizikai behatasoktol védi a szemet. A szem védelmét latja el tovabba a
szemhéj, a szempilla és a kotOhartya is. A szemgolyd faladt harom burok adja, melyen beliil a
szemgolyd magja, a szemcsarnokok, a szemlencse és az iivegtest foglalnak helyet (Szentagothai
¢és Réthelyi, 2014).
A kiilsé burok hatulsé része az inhartya (sclera), eliilsd része pedig a szaruhartya (cornea). Az
inhartya egy rostos kotdszovetbdl allo burok, ami a szem fehér szinét adja, attlinve a
kotohartyan. A szaruhartya gazdag beidegzési, 5 rétegbdl tevodik dssze:

o afeliileti epitheliumbdl,

e a Bowman-membranbol,

e astroma-bol,

e a Descemet-membranbol

e ¢s az endotheliumbol (Huhtala és mtsai., 2008).
Az epithelium 5-6 soros, el nem szarusod6 lapham, amelynek vastagsaga 50 mikron. A
Bowman-membran felé esd, legalso sejtréteg a basalis sejtek rétege. A Bowman-membran
biztositja a cornea szilardsagat, szerepe van a cornea hegesedési folyamataiban. A stroma
alkotja az egész cornea vastagsaganak kilenctized részét. A Descemet-membran nem valddi
membran, az endothelsejtek bazdlmembranja, mintegy 10 mikron vastag. Az endotheliumot
egyrétegl, lapos, hatszog alaku sejtek alkotjak (Siiveges, 2015).
A kodzéps6 burok az érhartyat (choridea), a sugartestet (corpus ciliare) és a szivarvanyhartyat
foglalja magéban. Az érhartya a szem hatuls6 2/3 részét adja, az inhartyardl levalaszthato,
erekkel gazdagon atszott. A sugartest az érhartya folytatdsa, kezdetben attol alig tér el, majd
rafekszik az inhértya belso feliiletére. A sugartest leglényegesebb része a sugarizom (musculus
ciliaris). A szivarvanyhartya egy gytrt alaku lemez, amely koveti a lencse gorbiiletét. Ennek
kozepén a fényre sziikiilé nyilas, a pupilla helyezkedik el (1. abra).
A belsd burok az ideghartya (retina). Az ideghartya kiils6 rétege pigmenthamréteggé alakult,

belsd rétege a szem hatso részében tolt be idegszervi funkciot.
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A szemgolyo vérellatasat harom érrendszer adja, az ideghartydhoz térd retinalis, az érhartyat
ellato ciliaris és az episcleralis - conjuctivalis érrendszer. Kiilsd (mechanikai, kémiai) inger

hatasara vagy pedig gyulladasos allapotban az erek kitagulnak (Fehér, 1989).

polus anterior polus posterior
corpus ciliare s
m. alians
anulus sclerae
tunica conjuctiva bulbi

tunica basalis indis "jyii'
sulcus sclerae (3
epithelium antenus cormeae )
et lamina limitans anterior 2

substantia propna corneae
lamina limitans postenor
granula indica

pupitla
epithelium lentis
nucleus lentis
capsula lentis

epithelium indis n. opticus
m. sphincter pupillae

stroma indis ¥

m. dilatator pupillae % ‘
camera oculi posterior ; {5

<
plexus venosus sclerae
v meninx

spatia anguli indocornealis

pa g 0C : | fibrosa
zonula ciliaris ; PN meninx serosa
processus ciliaris = area cribrosa sclerae
ora serrata fascia bulbi (Tenoni)
pars optica retinae sclera
stratum pigmentosum chorioidea

1. ébra: A szem felépitése (Fehér, 2004)

A szem felépitésébdl adodoan a szemen megfigyelhetd irritacid tobb régiot is érinthet.
Altaldban el8szor a legkiilsé réteg, a szaruhartya sériil, de er8sebb irritacid, vagy korroziv
természetli anyag hatisara a szem mélyebben fekvd rétegei is karosodhatnak (Kiss, 1997).
Altalanossagban az enyhén irritativ vegyi anyagok csak a szaruhartya feliiletén okoznak
karosodast, a gyengén €s mérsékelten irritativ anyagok foként az epithéliumon €s a stroma
feltiletén, mig a sulyosan irritativ anyagok a stroma mélyebb részeit is karositjak, akar a stroma
egész mélysége érintett lehet (2. dbra) (Maurer és mtsai., 2002). A szaruhartya sebgyogyulasa

kiilonbozik a szervezet tobbi szovetétdl. Ennek oka nem csak az, hogy nem tartalmaz ereket,
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hanem az is, hogy anyagcseréje nagyon lassu (Siiveges, 2015). A sériilt teriilet reverzibilitasa

fligg a sériilés mélységétdl (Eskes és mtsai., 2005).

Nincs Enyhe Gyenge Mérsékelt
irritacié irriticié irriticié irritaci¢ Sulyos irritacié

Epithelium

D¢ 0% AT Sp 2o

Stroma

¢ 7) Endothelium

»

2. abra: A szaruhartya érintett rétegei a szemirritacio soran (Wilson és mtsai., 2015)
Maurer és munkatarsai (2002) megallapitottdk, hogy a kezelés utani els¢ oOrakban

megfigyelhetdé cornea-karosodasbol a szemirritacid mértéke és tartdssaga becsiilheté meg

(Tavaszi, 2012).
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3.2. Az in vivo szemirritacios vizsgalat

1944-ben Draize és munkatarsai megjelentették ,,A bor és nyalkahartya felszinére juttatott
anyagok altal okozott irritacio és toxicitas vizsgalati moédszerei” c. cikkiiket, amely vilagszerte
olyan hatassal volt az A&llatkisérletekre, hogy a mai napig Draize neve Osszefonddik a
szemirritacioval az akut toxicitds meghatdrozdsidban. A ndévényvédd szerek forgalomba
hozatalat megel6z6 toxikologiai vizsgalatok soran a primer szemirritacié megallapitasara mai
napig a nyulakon végzett Draize-féle vizsgalatok eredményei az altalanosan elfogadottak.

A vizsgalat soran Uj-zélandi fehér nyulakat hasznalnak, amelyek kotShartyazsakjaba juttatjak
a vegyi anyagokat (3. abra).

3. abra: A vizsgalati anyag kotéhartyazsakba juttatasa (spiegel.de)

A vizsgalni kivant anyagok altal kivaltott mérgezo hatast figyelik meg a kezelés utani 1. 6raban,
1,2, 3.,4,7., 14. és 21. napon, amely jelentkezhet a kotdhartyan, szaruhartyan, illetve a
szivarvanyhartyan. A kotohartydn vérbdség, duzzanat nyilvanulhat meg, a szaruhartyan a
homaly mértékét és kiterjedtségét, mig a szivarvanyhdrtyan az elvaltozasokat allapitjak meg az

1. tdblazatban lathatd pontozasi modszerrel.
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1. tablazat: Az in vivo szemirritacids teszt pontozas értékei (OECD, 2017)

|. Szaruhartya

Pont

Homalyossag: a homaly mértéke (az érték megallapitasahoz a legsiiriibb

teriiletet kell venni)

Nem észlelhet6 fekélyesedés vagy homalyossag

Szorvanyos vagy diffuz homalyos teriiletek, a szivarvanyhartya részletei

tisztan lathatok

Konnyen kiveheto attetszo tertilet, a szivarvanyhartya részletei kissé

elhomalyosodottak

Gyongyhazfényi tertilet, a szivarvanyhartya semmilyen részlete nem

lathato, a pupilla mérete alig észlelhetd

Nem atlatszo szaruhartya, a szivarvanyhartya egyaltalan nem lathat6

Lehetséges maximum:4

I1I. Szivarvanyhartya

Normalis

Eszrevehet6en mélyebb reddk, vérbdség, duzzanat, mérsékelt vérbdség

a szaruhartya kortil, vagy belovelltség, a szivarvanyhartya fényre reagal

Vérzés, nagymérvii roncsolodas, vagy nem reagél a fényre

Lehetséges maximum:2

I11. Kétohartya

Vorosodés (a szemhéjak és a szemgolyo kotohartyajara vonatkozik)

Normalis

Egyes vérerek vérteltek (belovelltek)
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Diffuz, biborvords szin, az egyes vérerek nehezen kivehetk 2

Diffuz erdteljes voros 3

Lehetséges maximum:3

V. Kétéhartya-vizenyé (chemosis)

Duzzanat (szemhéjak és/vagy pislogohartyak esetében)

Normalis 0
A normalisnal kiss¢ duzzadtabb 1
Nyilvanvalé duzzanat a szemhéjak részleges kifordulasaval 2
Duzzanat nagyjabol félig zart szemhéjakkal 3
Duzzanat ¢s a szemhéjak tobb mint félig zarva vannak 4

Lehetséges maximum: 4

A kapott pontok dsszege alapjan irritacios indexeket (Kay és Calandra, 1962) hataroznak meg,
amellyel megtorténhet a vizsgalt anyag irritdcios kategdriaba sorolasa.

A vizsgalat - az allatvédelmi mozgalmak szerinti elsddleges és legfontosabb - hatranya, hogy a
kezelés fajdalmat okozhat a nyulaknak. Hatranyként emlithetd, hogy amennyiben a
megfigyelési 1d6 korai idészakaban jelentds irritacio 1€p fel, az nagymértékben befolyasolja a
besorolas eredményét a magas pontszamok miatt. Szintén a pontérték besoroldsat befolyasolja
az a tény, miszerint az ember az expoziciot kovetden azonnali ellatast keres - €s mieldbbi orvosi
ellatasban részesiil -, addig a nyulak nem kapnak gyogykezelést, igy a kezdeti 1-2-es értéki
szaruhartyahomaly 3-4-es értékii pontszamhoz is vezethet. A Draize-féle tesztben alkalmanként
eléforduld jelenség, hogy a vegyiilet altal okozott irritativ hatasok utan egy masodlagos fertdzés
alakulhat ki, hiszen a nyulak viselkedése a kezelés utan eltér (a mancsaval vakaras/kaparas).
Tovéabba a tlinetek sulyossaganak meghatdrozasa és ezaltal a pontozasi rendszer alkalmazésa is
szubjektiv modon torténik a Draize altal megallapitott kategoridk szerint. fgy gyakorlatilag két

kiilonb6z6 laboratoriumban ugyanazon kisérleti anyaggal végzett vizsgalatok eredményei
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eltérhetnek egymastol (Weil és Scala, 1971; Lordo €s mtsai., 1999; Ohno és mtsai., 1999;
Prinsen és mtsai., 2017).

szemhéja (pislogohartya), aminek expoziciora gyakorolt hatasat az alternativ mdodszerek nem
képesek modellezni, igy okozva problémat azok validalasakor (Prinsen és mtsai., 2017).
Huhtala és munkatarsai (2008) szerint a harmadik szemhéj mellett fontos megemliteni azt is,
hogy a nyulak szemének konnytermelése kisebb mértékii, és kevesebbszer is pislognak, igy
nehezebben képes megtisztulni a szaruhartya. Ezen tulajdonsagokbol adédoan a nyulszemen
végzett tesztek thlbecsiilik a human valaszreakcidkat, és a kisérleti allatoknak is nagyobb
szenvedést okoznak.

A Draize-féle teszt hatranyai ellenére, alapjat képezi a napjainkban hasznalatos szemirritacios

vizsgalatoknak, amelyet az OECD 405. iranyelve ir le részletesen.

Russell és Burch (1959) 3R szabalya (reduction, refinement and replacement), illetve az
allatvédelmi mozgalmak az allatkisérletek alternativ modszereinek Kifejlesztésére 6sztokélte az
allatkisérletekkel érintett kutatési teriileteken dolgozokat, akik tobb olyan mddszert probaltak
bevezetni, amely allatvédelmi szempontbol pozitivabb megitélésben tiintette fel a novényveédo
szerek engedélyezése soran megkovetelt vizsgalatokat.

Maga az in vivo Draize-féle teszt is szamos atdolgozason esett at a 3R szabalynak
koszonhetéen. llyen a Low Volume Eye Test (LVET), amikor a klasszikus in vivo tesztben
hasznalt vizsgalati anyagmennyiségnek a tized részét juttatjak a nyulak szemére, és nem tartjak
zarva az allat szemhéjat a kezelés utan. Tovabba a 2,0 alatti és a 11,5 folotti pH értéki vegyi
anyagok tesztelésének kivétele, az allatok szamanak tesztenként hatr6l haromra csokkentése, a
tesztelés tobblépcsds rendszer (4. abra) szerinti (eldszor egy allatot hasznalnak, és csak akkor
vonnak be tovabbi kettd allatot, ha nem jelentkezik sulyos irritacid) alkalmazésa, a vizsgalati
anyagok kimosasa a kezelést6l szamitott egy oOra elteltével, illetve az €16 allatokat nem hasznald
alternativ modszerek kifejlesztése és eldvizsgalatként vald alkalmazdsa. A szemirritacio
pontozasi rendszere (1. tablazat) viszont alapvetden azonos maradt, a besorolasi osztalyok (6.
tablazat) kiilonboznek jelentdsen. A szemelvaltozasok szerint négyféle besorolas 1étezik: nem
irritald (nem besorolt), enyhén irritalo, irritald és sulyosan irritalo, azonban az EU harom
besorolast ismer: a nem besorolt, az irrital6 és a stlyo san irrital6 kategoriat. Ez nem kedvez az
alternativ modszerek validalasanak, bar az ENSZ GHS 2007-ben az alabbi besorolasi rendszert

vezette be: az irritald kategoriat (2. kategoria) enyhén irritald (2A) és irritald (2B) kategoridkra
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bontja fel, mig az EU csak az irritalo kategoriat (2. kategoria) hasznalja (Prinsen és mtsai,

2017).

A Draize-féle teszt tobb kritérium szerint értékeli az elvaltozasokat a szemen, igy helyettesitése

egy alternativ modszerrel szinte lehetetlen. A szemirritacid teljes becslésére tobbszintii

megkozelités sziikséges az alternativ vizsgalatok terén (Hayashi és mtsai. 2012; Scott és mtsai,

2010).

A Draize-féle teszt annyi valtozason esett at az OECD 405 utmutatd valtoztatasai soran,

valamint a kapott pontok értékelésében, hogy a nyulakon végzett vizsgélatokat a

dolgozatomban OECD 405 szabvany szerinti in vivo szemirritacios tesztnek fogom nevezni a

tovabbiakban.
Tevékenység
Szemre gyakorolt hatasokat

kimutatd, rendelkezésre allo6 human
és/vagy allatkisérleti adatok és/vagy
validalt és nemzetkdzileg elfogadott
modszerek in vitro adatai

Boérkorrozids hatasokat kimutato,
rendelkezésre allé human és/vagy
allatkisérleti adatok és/vagy validalt

és nemzetkozileg elfogadott
modszerek in vitro adatai
Stlyos borirritald hatasokat

kimutatd, rendelkezésre all6 human
és/vagy allatkisérleti adatok és/vagy
validalt és nemzetkozileg elfogadott
modszerek in vitro adatai

l

Nem all rendelkezésre informacio,
illetve a rendelkezésre 4allo
informaciok nem meggy6zoek

l

Eredmény

Stlyos szemkarosodas

Szemirritalo hatasa

Nem szemkorrdzios,
illetve nem szemirritald
hatasta

Boérkorrozios hatasu

Stlyosan borirritalo
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Kovetkeztetés

Apikalis végpont; szemkorrozids hatastinak
kell tekinteni. Nincs sziikség vizsgalatokra.

Apikalis végpont; szemirritaléo hatastinak
kell tekinteni. Nincs sziikség vizsgalatokra.

Apikalis végpont; nem szemkorr6zids és
nem szemirritdlo hatastinak kell tekinteni.
Nincs sziikség vizsgalatokra.
Szemkorr6zios hatast kell feltételezni.
Nincs sziikség vizsgalatokra.

Szemirritald hatast kell feltételezni. Nincs
szlikség vizsgalatokra.



SAR-értékelést kell végezni a
szemkorroziora/szemirritaciora
vonatkozoan

SAR-értékelést kell mérlegelni a
boérkorrdziora vonatkozoan

!

Nem lehet elérejelzést tenni, vagy az
elorejelzések nem meggy6zoek vagy

negativak
1
Meg kell mérni a pH-t (adott esetben
figyelembe kell venni a

pufferkapacitast is)

!
2<pH<11,5, vagy pH <2,0 vagy
pH > 11,5 alacsony vagy nulla
pufferkapacitassal, amennyiben
lényeges

|

Figyelembe kell venni a dermalis
alkalmazas esetén fellépd szisztémas
toxicitasra vonatkozo6 adatokat

!

Nem all rendelkezésre ilyen
informacio, vagy a vegyi anyag nem
erdsen mérgezo

!

A borkorr6zids potencial a szabvany
B.4. fejezetében taldlhatd vizsgalati
stratégianak megfelelden, kisérleti
uton  torténdé  értékelése, ha
szabalyozasi célra is sziikséges

A vegyi anyag nem borkorrozids
hatasu vagy nem sulyosan borirritalo

l

Stlyos szemkarosodast
jelez elére

Szemirritaciot jelez
eldre

Bérkorrozidt jelez
elére

pH<2vagy=>11,5
(nagy
pufferkapacitéssal,
amennyiben 1ényeges)

Erdsen mérgez6 olyan
koncentracidoknal,
amelyeket a szemben
vizsgalnanak.

Korr6zids hatas vagy
sulyos irritacios hatas
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Szemkorrozios hatast kell feltételezni.

Nincs sziikség vizsgalatokra.

Szemirritald hatast kell feltételezni. Nincs
sziikség vizsgalatokra.

Szemkorrozios hatast kell feltételezni.
Nincs sziikség vizsgalatokra.
Szemkorrozidés hatast kell feltételezni.

Nincs sziikség vizsgalatokra.

A vegyi anyag tllzottan mérgez6 ahhoz,
hogy vizsgalni lehessen. Nincs sziikség
vizsgalatokra.

Szemkorr6zios hatastnak kell feltételezni.
Nincs sziikség tovabbi vizsgalatokra.



6 | Validalt in vitro vagy ex vivo
szemkorrdzios vizsgalat(0ok)
elvégzése

l

A validalt és elfogadott in vitro vagy
ex Vivo szemvizsgalat(ok) nem
alkalmazhato(k) kovetkeztetés

levonasara

!

7 | Egyetlen nyulon el kell végezni a
kiindulasi in vivo szemvizsgalatot.

l

Nincs sulyos karosodas vagy nincs
valaszreakcio

!

8 | Egy vagy két tovabbi allaton el kell
végezni a megerositd vizsgalatot.

Korr6zids hatas vagy
sulyos irritacios valasz

Irritacios hatas

Nincs irritacios hatas

Stlyos szemkarosodas

Korrozids vagy irritald
hatasu

Nem korr6zios vagy
irritalo hatasu

Szemkorrdzioés hatasinak vagy sulyosan
szemirritalonak kell feltételezni,
amennyiben az  elvégzett vizsgalat
alkalmazhaté a korrdzidés hatasa, illetve
sulyosan irritalo vegyi anyagok
azonositasara, és amennyiben a vegyi anyag
a vizsgalat alkalmazasi korébe tartozik.
Nincs sziikség tovabbi vizsgalatokra.

Szemirritalonak kell feltételezni,
amennyiben az elvégzett vizsgalat(ok)
alkalmazhato(k) a korrézidos hatasu, a
stlyosan irritalo és az irritald vegyi anyagok
megfeleld azonositasara, és amennyiben a
vegyl anyag a vizsgalat(ok) alkalmazasi
korébe tartozik. Nincs sziikség tovabbi
vizsgalatokra.

Nem szemirritalonak kell feltételezni,
amennyiben az elvégzett vizsgalat(ok)
alkalmazhato(k) a nem irritald vegyi
anyagok megfelel6 azonositasara, e vegyi
anyagoknak a szemirritdlo, sulyosan
szemirritdld vagy szemkorrozids hatash
vegyli  anyagoktél  valdé  megfeleld
megkiilonboztetésére, €s amennyiben a
vegyl anyag a vizsgalat(ok) alkalmazasi
korébe tartozik. Nincs sziikség tovabbi
vizsgalatokra.

Szemkorrozioés hatastnak kell tekinteni.
Nincs sziikség tovabbi vizsgalatokra.

Szemkorrdzids vagy szemirritald hatasunak
kell tekinteni. Nincs sziikség tovabbi
vizsgalatokra.

Nem szemkorrdziés és nem szemirritalo
hatastinak kell tekinteni. Nincs sziikség
tovabbi vizsgalatokra.

4. abra: A tobblépcsds kiértékelési stratégia szemirritacios vizsgalathoz az OECD 405.

szabvany el6irasa alapjan (OECD, 2017)
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3.3. A szemirritacio vizsgalatara alkalmas alternativ modszerek

Az alternativ mddszer olyan kisérleti modszer €s eljards, amely képes az allatkisérleteket
helyettesiteni, a kisérletben felhasznalt allatok szamét csokkenteni, illetve a kisérleti
koriilményeket finomitva a kisérleti allatok szenvedéseit mérsékelni (Nab és mtsai, 1993). Az
alternativ modszerek alkalmazasa elsésorban allatvédelmi okokbdl (3R szabaly) javasolt, ezek
a modszerek szamos elénnyel birnak a hagyomanyos in vivo tesztekkel szemben.
Elterjedésiikben az etikai szempontokon felill szerepet jatszott a gazdasagos és iddtakarékos
kivitelezhetdség, valamint a standardizélhatosag. A koltségeik alacsonyabbak, a kivitelezés
egyszerlibb, a korlilmények jobban befolydsolhatdéak, mint €16 allat esetén. Nem alkalmas
azonban hosszabb tavl hatas kimutatasara; nem megfigyelheto a reverzibilitas.

Az alternativ modszerek koziil méar szamos olyan 1étezik, amely csokkenti a kisérleti allatok
felhasznalasat pl. az alacsonyabb rendi szervezetek vagy az in vitro technikak felhasznalasa
elévizsgalati modszerként, valamint tobblépcsds megkozelitésként, illetve finomitva a kisérleti
koriilményeket csokkenti a kisérleti allatok szenvedéseit pl. a klasszikus LDso meghatarozasara
iranyul6 akut toxikologiai vizsgalatokat felvaltdo akut alternativ moddszerek, valamint a

bérirritaciot felvalto in vitro tesztek.

A FRAME (Fund for the Replacement of Animal in Medical Experiments) brit szervezet altal
az alternativ modszerek a kovetkezd kategoriakba sorolhatok:

- in vitro technikak

- alacsonyabb rendii szervezetek hasznalata

- immun-technikak

- mindségi szerkezet-aktivitas osszefliggés analizise

- ¢lettani folyamatok matematikai modellezése

- modellezés emberen

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

In vitro technikak

Az in vitro mddszerek csoportja olyan technikéakat foglal magéaban, ahol Sejteket, szoveteket,
szerveket, szervrendszereket tartanak fenn mesterségesen laboratoriumi koriilmények kozott,
az in vivo élettani koriilményekhez hasonldan legalabb 24 6raig.

A szovetkultirdk organotipikus kultarakra és sejtkultirakra oszthatok. Az organotipikus

kultarak szovet- vagy szervrészeket tartalmaznak, amelyekkel cél a sejtek és a szervek szovetei
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kozotti szerkezeti és funkciondlis kapcsolatok vizsgdlata. A sejtkultirdk esetén kémiai vagy
mechanikai aton felbontjak a sejtek kozotti kapcsolatokat. Alkalmazasi tertiletiik a vakcina

eldallitas ¢€s kiilonbozo gyogyszerkutatasok.

Alacsonyabb rendi szervezetek

Az alacsonyabb rendi szervezetek (baktériumok, gombak, rovarok, puhatestiick) hasznalataval
a kisérletben felhasznalt ¢él6allatok szdma csokkenthetd.

Jo6 példa ra a mutagén hatdsok kimutatdsara hasznalt AMES teszt, amely megfeleld

eredményeket nyujt elévizsgalati modszerként.

Immun-technikak

Immunologiai technikak a legtobb in vitro rendszer alapjat képezik. Ide sorolhato az ismert
ELISA teszt, a RIA teszt vagy a HA teszt is, amelyek diagnosztikumok, vakcindk
kifejlesztésében megfeleld érzékenységgel reagalnak. A specificitas hidnya okan az antigének

vagy az antitestek szétvalasztasakor az allatkisérletek elvégzése sziikséges (Nab és mtsai,

1993).

Mindségi szerkezet-aktivitas Osszefiiggés analizise

Egy adott anyag fizikai-kémiai tulajdonsagai és biologiai aktivitasa k6zott szoros kapcsolat all
fenn. Ezt felhasznalva, Szamitogépes program segitségével, kozelitd képet kaphatunk a
biologiai hatasokrol. Ezen eredmények csokkenthetik a tesztelni kivant anyagok szamat, de ezt
minden esetben allatkisérletek kell, hogy kovessék a hiteles adatok elérése érdekében. (Nab és

mtsai, 1993)

Elettani folyamatok matematikai modellezése

Az ¢l6 szervezetben lejatszodo bioldgiai folyamatok jelentds része leirhatd matematikai
egyenletek segitségével.

A modellek kifejlesztéséhez elengedhetetlen az in vivo folyamatok részletes ismerete.

Abban az esetben, ha sikeriilne egy hatékony, teljes modellt felépiteni, akkor nem indokolna
semmi a tovabbi allatkisérletek elvégzését. Jelenleg azonban a szamitogépes modellekbdl
szarmazd eredmények csak kozelitik a valosagot, ezért allatkisérletre mindenképpen sziikség

van, hogy a szamitogépes modellbdl szarmazo adatokat igazolhassuk (Carson, 1986).
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Modellezés emberen

Valojaban a toxikologiai vizsgalatok legjobb modellje az ember lenne, azonban ennek nemcsak
etikai, hanem jogi és gyakorlati akadalyai is vannak. A gyogyszerkutatas teriiletén azonban
mégis jogszabalyi elbiras az engedélyezés preklinikai fazisanak lezaruldsa utan az emberi
modellek alkalmazasa. Az ilyen vizsgalatokra csak allatkisérletek elvégzése utan keriilhet sor
egészséges Onkéntesek bevonasaval. A folyamat soran csak minimalis kockazat fogadhat6 el.
Ezen modszer alkalmazasaval tovabb finomithatdo a fajok kozotti extrapolacidos probléma,
ugyanis az allatkisérletekbdl szarmazo6 adatok emberre vonatkoztatasa mindig problémat okoz
az ember ¢€s az allatok kozott fennalld anatomiai, €lettani, biokinetikai és farmakoldgiai, illetve

toxikologia valaszaik kiilonbozdségei miatt (Nab és mtsai, 1993).

Mas alternativ modszerek

Bizonyos esetekben a kisérleti allatok potlasara vagohidrol szarmazd szervek keriilhetnek
felhasznalasra. Erre példa a vagohidrol szarmazd szarvasmarha- és csirkeszemek in vitro
szemirritacios vizsgalatokban vald felhasznalasa, igy helyettesitve a nydlon végzett in vivo

szemirritacios vizsgalatot.

A BCOP, az ICE ¢s 7 (Red blood cell haemolysis test, Neutral red uptake test, Fluorescein
leakage test, EYTEX, HET-CAM, Silicon microphysiometer test, IRE) masik tesztet
mindsitettek a legigéretesebb alternativanak. Az elsddleges cél a szemet sulyosan irritald
vegyliletek lehetséges azonositasa, az irritativ €s nem irritativ kategdoridk megallapitasa mellett
(Balls és mtsai., 1995).

Balls és munkatarsai (1995) 60 vegyi anyagon az elébb emlitett kilenc mddszer mindegyikét
elvégezte. Vizsgalataik alapjan egyik moddszer sem volt képes a szemirritacids potencial
azonositasara (a maximalis teljes korrelacié 0,34-0,55 kozott valtozott), melynek okat abban
lattak, hogy az in vivo adatokbol szarmazo eredményekre egyetlen MMAS (Modified
Maximum Average Score) paramétert hasznaltak. Ezen vizsgalatok eredményeképpen 2004-
ben 4 modszer (HET-CAM, BCOP, ICE, IRE) ujravalidalasara keriilt sor. Tovabbra is

elsdleges célként, a stilyosan irritativ anyagok kisziirésére.
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3.3.1 Izolalt szemek felhasznalasa

Burton és munkatarsai 1981-ben izolalt nyulszemet hasznaltak a szemirritacio in vitro
értékeléséhez. Felfedezték, hogy az in vivo szemirritacids teszt soran vizsgalt szaruhartya
elvéltozas és az izolalt nyulszem réslampéval vizsgalt megvastagodasa (duzzanata) kozott
szoros kapcsolat all fenn (Burton, 1972). Ez id6 tajt mas tudosok is publikaltak a réslampas
vizsgalat hasznossagarol a szemirritacids vizsgalatok kapcsan, €s azon beliil is a szaruhartya
vizsgalata terén (McDonald és mtsai., 1973; Prinsen és mtsai., 2017).

Az izolalt nyulszemek hasznalatanak otlete tudomanyos szempontbol nagyon tetszetds volt,
hiszen tulajdonképpen egy ex vivo szemet hasznalnak in vivo szemként, és a mért paraméterek
(szaruhartya-vastagsag, szaruhartyahomaly, fluoreszcein-megtartas) kozvetleniil
Osszehasonlithatok az in vivo mért paraméterekkel. Emiatt Koeter és Prinsen (1985) egy in vitro
szemirritacios teszt bevezetését javasoltak, amellyel csokkenthetévé valik a kisérleti allatok
szama.

Ugyanebben az idében szamos mas kutato is tanulmanyozta az izolalt nyalszemet az in vivo
teszt alternativajaként, agymint York és munkatarsai (1982), Price és Andrews (1985), Jacobs
¢és Martens (1988, 1990), amelynek eredményeképpen az izolalt nytlszemet felhasznalo teszt
(REET: Rabbit Enucleated Eye Test) bekeriilt az EK alternativ modszereirdl szolo
tanulmanyaba (EC, 1991; Prinsen és mtsai., 2017). A REET a jelenlegi IRE elnevezésii teszt
elddje.

Mivel a kisérleti allatokbol szarmazo6 nyulszem beszerezhetdségét korlatozonak talaltak, ezért
a vagohidrol szarmazod szemeket kezdték tanulmanyozni. Bar a sertés szeme hasonlit a
legjobban az emberi szemhez (Doughty és Zaman, 2000), az izolalt szem tesztbdl szarmazo
eredményeknek az in vivo szemirritacios tesztbdl szarmazo eredményekkel kell korrelalniuk,
hogy alternativaként elfogadhatoak legyenek. Ennek kovetkeztében olyan szemre volt sziikség,
amely a nyllszemhez hasonlit legjobban. Ilyen szem a csirkeszem, amely mind méreteiben,
mind szaruhartya-vastagsagban hasonld a nyul szaruhartyajahoz (Fowler és mtsai., 2004).

A vagohidi allatok szemével végzett elsd vizsgalatok Prinsen és Koeter (1993) nevéhez
flizédnek.

Prinsen 1996-ban 44 vegyiiletet vizsgalt ICE teszttel, amely soran arra a kovetkeztetésre jutott,
hogy az ICE teszt megfelel6 elévizsgalati modszere az in vivo tesztnek (r = 0,86-0,92), és hogy
csak azokat az anyagokat sziikséges In Vivo teszttel megvizsgalni, amelyek irritativnak

mindsiilnek a csirkeszemet felhasznalé modszer alapjan.
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Thoft és Friend (1977) vizsgalataik soran megallapitottak, hogy az ICE az in vivo teszt célszeri
elészlirGje, valamint csak azon anyagok eredményeit kell nyulszem teszttel megerdsiteni,
amelyek az ICE-ben enyhén vagy nem irritativnak mindsiilnek, mivel ezek érzékenyebbek a
laboratoriumok kozotti €s laboratoriumon beliili kiilonbségekre.

Maurer és munkatarsai (2002) vizsgalataik soran azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a
szaruhartya sériilésének mélysége az expozicid korai szakaszaban (elsé 3 ora) elére jelezheti a
véarhat6 szemkarosodas mértékét és idStartamat. Altalanosan az enyhén irritativ vegyi anyagok
csak a szaruhartya feliiletén okoznak karosodast, a gyengén ¢€s mérsékelten irritativ anyagok
foként az epithéliumon és a stroma feliiletén, mig a silyosan irritativ anyagok a stroma mélyebb
részeit is karositjak, akar a stroma egész mélysége érintett lehet (2. abra).

A modszer a szaruhartya-vastagsagat, homalyat és fluoreszcein-megtartdsat méri. Ennél az
eljarasnal rovidtavon in vitro fenntarthaté a csirkeszem miikodése. A vizsgalat altal okozott
karosodas jellemzése ennél a modszernél a szaruhartya felduzzadasanak, opacitdsanak ¢és
karosodasanak értékelése utjan torténik (Buda, 2012).

Prinsen és Koeter 1993-ban 21, Prinsen 1996-ban és 2005-ben 94 vegyiiletet vizsgalt meg,
amelyek soran azt a kovetkeztetést vontak le, hogy elegendd adat all rendelkezésre annak
alatamasztasahoz, hogy az ICE teszt - bizonyos korlatokkal — egy tobblépcsds tesztelési
stratégidban szlirési modszerként keriiljon alkalmazasra a szemet mar6 vagy sulyosan irritald
vegyiiletek azonositasaban. Ezt a megallapitast az ICCVAM (Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods) is megerdsitette 2006-ban.

Az ICE teszt elonyei kozé tartozik, hogy stabil, a gyakorlati aspektusai nem bonyolultak és
viszonylag konnyen kontrollalhatok (Prinsen és mtsai., 2017); izotonias sooldat elég a szemek
allapotanak fenntartasahoz; minden vegyiiletet lehet vele tesztelni, azok fizikai-kémiai
tulajdonsagaitol fiiggetleniil; jol illeszkedik a toxicitasi tesztek tobblépcsds megkdzelitésébe.
Héatranyaként emlithetd, hogy a kezelés okozta szemkarosodasok lehetséges gyogyuldsa nem
mérheté (ez egyéb alternativ  moddszernél is igaz); nincsenek olyan mikroszkopikus
elvaltozasok, amelyek alapjan eldre jelezhetd lenne a reverzibilitas vagy irreverzibilitas

(Schutte és mtsai., 2009).

Az ICE teszttel parhuzamosan egy, a vagohidrol szarmazo szarvasmarha szemekkel végzett
tesztet (BCOP - Bovine Cornea Opacity/Permeability test) is kifejlesztettek, amely Gautheron
€s munkatarsai (1992) nevéhez fiizodik.

A BCOP vizsgalat a szaruhartyat érintd szemirritacid két fontos Osszetevojét vizsgalja — a

homalyossagot (opacitast) és az ateresztOképességet (permeabilitast) (Gautheron és mitsai.,

24



1992). Az opacitas, amelyet a szaruhartyan atmend fény mennyisége alapjan hataroznak meg,
kezdetben az egyetlen szaruhartyavégpont volt, amelyet szdmos in Vivo szemirritacios
vizsgalatban pontoztak ¢és vizsgaltak. A szaruhartydn az irritativ anyagok altal okozott
homalyossag a fehérjék kicsapodasat, a duzzanatot, vakuolizaciot, a felham- vagy
stromarétegek sériilését jelzi (Millichamp, 1999). A permeabilitast azon natrium-fluorescein
festék mennyisége alapjan mérik, amely valamennyi szaruhdrtya-sejtrétegen athalad. Mivel
azonban a szem irritacidja a szivarvanyhdartyara és a kotOhartyara is kiterjedhet, ez a modszer
eredetileg nem tiikrozte kelléen a szemnek az irritativ anyagokra adott komplex reakciojat
(Barile, 2010). A kritikak feloldasa érdekében szamos tovabbi végpontot adtak hozza a BCOP
vizsgalathoz, beleértve a szaruhartya duzzanatat és a morfologiai elvaltozasok szdvettani
értékelését is (Curren és mtsai., 2000; Cooper és mtsai., 2001).

Chamberlain és munkatarsai 1997-ben megallapitottak, hogy a szarvasmarha-szaruhartya
opacitasanak és permeabilitdsdinak mérésén alapuldé modszer elsésorban a sulyosan irritalo
anyagok sziirésére alkalmazhatd, azonban mindenképpen kiegészitést érdemel.

Debbasch és munkatarsai 2005-ben kozmetikai Osszetevokon és készitményeken végzett
vizsgalatok alapjan megallapitottak, hogy a BCOP vizsgalat eredményei jol korrelalnak az in
VIVO szemirritacios teszt eredményeivel.

Hayashi és munkatarsai a HET-CAM ¢és BCOP tesztet vetették 0ssze, €s arra a megallapitasra
jutottak, hogy alkoholok esetében kiilondsen magas a HET-CAM teszt hamis pozitiv ardnya,
ezért inkabb a BCOP tesztet javasoljak eldvizsgalati modszerként.

A BCOP izolélt szemtesztben a szarvasmarha-szaruhértya korldtja a mérete, valamint a
szaruhartya vastagsadga, amely nehézséget okoz az enyhén irritativ anyagok kisziirésekor
(Barile, 2010).

2009 ota az ICCVAM jelentés alapjan az ICE (OECD Test Guideline 438) és a BCOP (OECD
Test Guideline 437) teszteket elfogadjak tesztiranymutatasként a szemet stlyosan irritald
anyagok sziirésére.

2013 ota nemzetkozi szakmai szervezetek allasfoglalasa (EC, 2008; ECHA, 2017) szerint az
ICE tesztet, a szemet sulyosan irritdldo anyagok €s a nem kategorizalhaté/nem irritativ anyagok
szlirésére is elfogadjak. Minden egyéb, a végpontok kombinacidja alapjan kapott eredmény
esetén javasolhatd a szemirritacios kategoria, de a készitmény tényleges irritacios értékének
megallapitasahoz, illetve osztalyba sorolasahoz egyéb in vitro vizsgalatokat vagy nyulakon

végzett in Vivo vizsgalatot sziikséges elvégezni.
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3.3.2 A chorioallantois membrant felhasznalé organotipikus tesztek

A tyukembrio a fejlodésének ¢és az ¢letfolyamatainak biztositdsdhoz extraembriondlis

hartyakkal rendelkezik, amelyek:

e a sziktomlo,
e az amnion (magzating),
e achorion (membrana serosa, savos burok)

e ¢saz allantois (hugytomlo).

A sziktomld az embri6 taplalasaban jatszik szerepet. Kialakuldsa rogton megtorténik, majd
lassan koriilveszi a sargajat. A tdpanyagok szallitasa a sziktomlén keresztiil valosul meg, azokat
az embrid véraraman keresztiil adja at. A sziktoml6rdl valo leflizédéssel jonnek 1étre az embrid
magzatburkai (5. abra). A kelés el6tt a szikzacsko mérete lecsokken, majd behuzodik a magzat
testébe, és atmenetileg tapanyagforrasként szolgal, majd 5-6 nap mulva felszivodik (Bogenfiirst

¢és mtsai., 2000).

embrid embrionalis kozépbél
MAGZATING
amnionureg
SAVOS HARTYA
) — ; 3' — P — légkamra
SZIKZACSKO EMBRIONALIS HUGYTOMLO

5. ébra: A madarembrid magzatburkai (Molnar és mtsai., 2012)
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Az amnion az embridt kozvetleniil koriilvevo 5 rétegii burok. A 2-3. napon alakul ki. Véd a
mechanikai sériilést6l, a kiszaradastol, az extrém hohatasoktol. Folyadéka a fejlodés kései

szakaszaban taplalja a magzatot (Bogenfiirst és mtsai., 2000).

A chorion valamennyi extraembriondlis hartyat koriloleli. Egyesiilve az allantois-szal és a
belsé héjhartyaval, hozza létre a chorioallantois membrant, mely az anyagcserében

(taplalkozas, 1égzés) jatszik szerepet (Szabd, 2002).

Az allantois az embri6 bélcsatorndjanak kioblosodésébol alakul ki a keltetés 3. napjan. Az
amnion ¢és a chorion kozti térbe hatol és 6sszeforr az utdbbival. Fehérjét foglal magaba, erekben
gazdag bolyhai aminosavakat tovabbitanak az embri6 szamara. Szerepe van a tojashéjbol valo
kalcium-transzportban is. Az allantois altal kortilzart, folyadékkal telt lireg a kivalasztasban is
kozremikodik (hugysav, illetve annak so6i). A tojast teljesen korbeveszi vérerekkel gazdag

hartyaja. Vérerein at zajlik az embri6 légcseréje is (Szabo, 2002).

A chorioallantois membran (CAM) a keltetés 10. napjara fejlodik ki.

A keltetés 11. napjatdl a chorioallantois haromrétegi (6. abra). A kiilsé réteg a héjhartyaval
érintkezé ectodermalis eredetli hamréteg. A kozépsé réteg embriondlis kotdszovet, a
mesenchyma, amely a somato- és a splachnopleurabdl fejlodik. A belsé réteg az entodermabol
szdrmazo6 allantois-ham.

A chorion hamja kobhamsejtekbdl all, két réteget alkot. A kiils6 - héjhartya fel6li - hamsejtréteg
lap vagy alacsony kobhamsejtekbdl all. A belsé -mesenchyma fel6li - réteget magasabb
kobhamsejtek alkotjak.

A parietalis mesoderma somato- és splanchopleurdja a chorioallantois kialakulasakor
Osszeolvadva egymassal egységes mesenchyma-réteget képeznek. A mesenchyma csillag alaku
sejtjei hossztiak, nytlvanyosak. A mesenchyma héjhartya fel6li rétegében sziik és vékonyfalu,
az allantois kozelében tag ereknek haladnak.

Az allantois egyrétegli laphdmsejtekbdl all. Az intercellularis rések helyenként jaratokat
alkotnak, amelyekbe vaskos, hosszil, esetenként elagaz6do bolyhok nyulnak be. Az allantois
hamsejteknek a tomlo tirege feldli feliiletén rovid, vaskos nyulvanyok, bolyhok €s invaginatiok

talalhatok (Fancsi és Fehér, 1978).

27



A csirke magzat chorio - allantois membranja

Héj hartya

Fejlédés Szerkezef

NS T ISR Ga ) 1.CHORION
e gﬁfggégrlga {@ e ———— } epithelium

somatopleura

2. MESODERMA

splanchno-
pleura

== > 2.MESENCHYMA

3 : > Y 3.ALLANTOIS
entoderma epithelium

Allantois ureg

6. abra: A chorioallantois membran szerkezete (Fancsi és Fehér, 1978)

A chorioallantois membran a bioldgiai és tumor kutatdsokban mar hosszabb ideje részt vesz
(Beveridge és Burnet, 1946). Ennek alapjat az emberi vagy nyulszemhez valo hasonldsaga adja
(Barile, 2010). A csirkeembriot tesztobjektumként szamos esetben alkalmazzak a kiilonb6z6
vegyi anyagok toxikus és teratogén hatasanak becslésére (Verrett és mtsai, 1980; Fisher és
Schoenwolf, 1983).

Chorioallantois membrant felhasznalé tesztek: a Chorioallantoic Membrane Vascular Assay
(CAMVA), a Chorioallantoic Membrane — Trypan blue festés (CAM-TB) és a Hen’s Egg Test
- Chorioallantoic Membrane (HET-CAM).

A CAMVA tesztet Leighton és munkatarsai (1985) alkalmaztdk elészor, majd Bagley és
munkatarsai (1989, 1991) fejlesztették tovabb. Elsésorban kozmetikumok irritacidjanak
becslésére alkalmazzak, kifejezetten az Amerikai Egyesiilt Allamokban. A modszer a
lehetséges irritaciot jelzi a chorioallantois membran érrendszeri kdrosodésai alapjan. A keltetés
4. napjan kis nyilast vagnak az embrionalodott tojas héjan, és egy kis mennyiségli albumint
eltavolitanak. A nyilast ezutan lezarjak, €s a tojast tovabbi 6 napig keltetik. A chorioallantois
membran a 10. napra éri el a megfelel fejlettségi allapotot (Bagley és mtsai, 1992, 1994). Ezen
a napon a vizsgalati anyagot kozvetlenil a CAM-ra juttatjdk. 30 perc eltelte utan
megfigyelhetdek az érrendszeri elvaltozasok (vérzés, hyperaemia, vér nélkiili erek). A kisérlet
végpontjanak a tesztanyag azon koncentracioja tekinthetd, ami a kezelt tojasok 50%-an okoz

érrendszeri elvaltozast.
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A CAM-TB a Japan Egészségiigyi Minisztérium “Studies on the test methods to evaluate the
safety of new ingredients of cosmetics” (Ohno és mtsai., 1999) cimii programjanak részeként
valt ismertté, bar a modszert 1991-ben mar alkalmaztak (Hagino és mtsai. 1991, 1993). A
tripankék festés célja eredetileg egy olyan eljaras kifejlesztése volt, ami csokkenti a HET-CAM
teszt szubjektivitasabol eredd esetleges hibalehetdséget, €s objektivebb eredményt ad. A
technika 1ényege, hogy a CAM altal megkotott tripankék festék mennyiségébdl a CAM
tényleges karosodasara lehet kovetkeztetni. A modszert széles korben alkalmazzidk a
membrankarosodas és az €16 sejtek mennyiségének meghatarozasara (Hagino és mtsai., 1999).
Hatranya, hogy a szines anyagok a festést, mint a kisérlet végpontjat, zavarhatjak (Ohno ¢€s
mtsai., 1999).

A HET-CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane) tesztet Luepke és Kemper 1986-
ban 190 kiilonb6zd vegyi anyag €s készitmény bevondsaval tanulmanyoztdk. Vizsgalataik
alapjan az in vitro tesztb6l szarmazo eredmények jol korrelaltak az in vivo tesztbdl szarmazo
eredményekkel. A kutatast Luepke és Wallat 1987-ben tovabb folytattak, amely alapjan arra a
megallapitasra jutottak, hogy a HET-CAM teszt alkalmas lehet a kisérletekben felhasznalt
allatok szamanak csokkentésére, bar a modszer teljes egészében nem képes az in Vvivo
vizsgalatok kivaltasara.

Leighton és mtsai (1985), Luepke, (1985), Parish (1985), valamint Luepke és Kemper (1986) a
tytktojas chorioallantois membranjat hasznaltdk a vegyi anyagok altal okozott karosodasok
kimutatasara. Az in vitro vizsgalatbol szarmazo6 eredmények jo korrelaciot mutattak az in vivo
adatokkal.

1990-ben Lawrence és munkatarsai tovabbi vegyi anyagokkal végezték el a HET-CAM tesztet,
amelyhez 10 napos embrionalddott tytktojas chorioallantois membranjat hasznaltak fel. A
kezelést kovetéen a membrant 5 percig figyelték meg és értékeltek a lizis és a vérzések
kialakulasat. Az in vivo és in vitro tesztekbdl szarmazo eredmények Osszehasonlitasakor
korlatozott mértekii korrelaciot allapitottak meg.

Blein és munkatarsai (1991) vizsgalataik soran megallapitottak, hogy a HET-CAM teszt adatai
jo korrelaciét mutattak az in vivo adatokkal. Ok észlelték eldszor a teszt talérzékenységét,
valamint azt, hogy a szines, sotét szinii vizsgalati anyagok esetében nem hatarozhaté meg az
irritacio.

Nedvesitd szerek és kozmetikai termékek irritacidés potencialjat hataroztdk meg Rougier ¢€s
munkatarsai 1992-ben a HET-CAM teszttel. Az altaluk kapott eredmények alapjan jol

korrelaltak az in vitro eredmények az in vivo irritaciés adatokkal.
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Bagley és mtsai (1992; 1994) a HET-CAM teszt mellett 4 masik in vitro tesztet alkalmazva -
vizsgaltak haztartasi vegyi anyagok irritdcids potencialjat. A chorioallantois membrant
felhasznalo kisérleti modszerek kitiing reprodukalhatosagat figyelték meg. A HET-CAM teszt
esetében megallapitottak, hogy az eredmények jo korrelaciot (HET-CAM teszt r = 0,77)
mutatnak az in vivo adatokkal.

A kilencvenes években a HET-CAM teszt jovobeni pozitiv felhasznalhatosdga reményében
tovabbi 0sszehasonlitd vizsgalatokat végeztek. 1993-ban Spielmann és munkatarsai nagyon jo
eredményeket kaptak A HET-CAM teszttel. Megallapitottak, hogy az in vitro teszt a jovoben
alkalmas lehet a primer szemirritacio vizsgalatara, alternativ modszerként.

Ohno és munkatarsai (1995) 12 féle in vitro modszert hasonlitottak Ossze, melyek szoba
keriilhetnek, mint in vivo teszt alternativa. A vizsgalataikban a HET-CAM teszttel kaptak a
legjobb eredményeket. Megallapitasra keriilt viszont az, hogy egyetlen in vitro modszer sem
alkalmas altalanosan a kiilonbozé tipusi vegyi anyagok irritativ potencialjanak
meghatarozasara, erre a célra csak kiilonb6z6 in vitro modszerekbdl allo in vitro tesztrendszer
lehet alkalmas.

Christian és Diener 1996-ban egyik cikkiikben 6sszefoglaltak azokat az alternativ modszereket
a HET-CAM teszt mellett, amelyek ha énmagukban nem is, de mas in vitro modszerekkel
kombinalva, tesztrendszerként felhasznalhatok a szemirritacios potencidl meghatarozasara.
1999-ben mar széles korben alkalmaztak a HET-CAM tesztet, kiilondsen feliiletaktiv anyagot
tartalmazé készitmények okozta szemirritacio értékelésének szempontjabol, és egy megbizhatd
eldrejelz0 modszernek tartottdk a szemirritacid megallapitasara (Steiling és mtsai., 1999).
Ugyanebben az évben Doucet és munkatarsainak vizsgalatai gyenge korrelaciot mutattak az in
vitro és in vivo tesztek eredményei kozott (Doucet és mtsai., 1999).

Budai és munkatarsai 2000-ben a HET-CAM tesztet hisztologiai vizsgalattal egészitették ki.
Vizsgalataikban kapott in vitro és in vivo eredmények 6sszehasonlitdsa soran a HET-CAM
tesztbdl szarmazé adatok jo korrelaciot mutattak az in vivo szemirritacios tesztbdl szarmazo
adatokkal.

Budai (2002) mezdgazdasagi vegyi anyagok, elsdsorban ndvényvédd szereken végzett
vizsgalatai eredményeképpen jo korrelaciot kapott az in vivo tesztbél nyert adatokkal.
Ugyanakkor megallapitotta, hogy az in vitro modszer 6nmagiban nem alkalmas az
emldsallatokon végzett vizsgalat kivaltasara.

Debbasch és munkatarsai (2005) kozmetikai osszetevoket és készitményeket teszteltek HET-
CAM, BCOP és Corneal Epithelial Cell Line (CEPI) tesztekkel. A HET-CAM tesztrél

megallapitottak, hogy a mar kereskedelmi forgalomban elérhetd, nem irritativ kozmetikumokat
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irritativnak mutatja. Ezen eredményt azzal magyaraztak, hogy mindegyik készitmény jelentds
mértékben tartalmazott feliiletaktiv anyagokat (De Silva és mtsai., 1992; Steiling és mtsai.,
1999).

Vinardell és Mitjans (2006) ipari és laboratoriumi vegyszereket vizsgalt a CAM-on. A modszert
elévizsgalati modszerként javasoljak, és nagy elonyének tartjak az olcsdsagat.

Kishore és munkatarsai (2008) fungicideket és novekedés-szabalyzokat teszteltek a HET-CAM
modszerrel. A kapott in vitro eredményeiket in vivo tesztbdl szarmazo irodalmi adatokkal
vetették Ossze és jo korrelaciot allapitottak meg.

Ying és munkatarsai (2010) 6t tesztbdl allo tesztrendszert dolgoztak ki, melynek a HET-CAM
teszt is része. A tesztrendszerben citotoxicitasi vizsgalat is szerepel. A szerzok a tesztrendszer
megbizhatdsagardl és reprodukalhatdsagardl szamoltak be.

Scheel és munkatarsai (2011) évtizedeken keresztiil kiterjedt kutatasokat végeztek az in vivo
szemirritacids teszt alternativainak kifejlesztésére. Tanulményaik alapjan hasznosnak
bizonyulnak a HET-CAM tesztbdl szarmazd eredmények, de mindenképpen csak tobbszintii
megkozelitésben, nem pedig 6nalld osztalyozasi modszerként.

Hayashi és munkatarsai (2012) tobb alternativ modszer (STE, EpiOcular, HET-CAM, BCOP)
eredményét elemezték. Vizsgalataik eredményeként mindenképpen tobbszintli megkozelitést
javasolnak az alternativ moddszerek felhaszndldsa kapcsdn a szemirritdcid pontos
meghatarozasara.

Tavaszi (2012) mezdgazdasagi vegyi anyagok irritacios tulajdonsagait vizsgalta a HET-CAM
teszttel az in vivo szemirritacios vizsgalattal szemben, és nagyfokll egyezést tapasztalt az
eredmények Osszehasonlitdsakor. Megallapitotta a HET-CAM teszt érzékenységét, ¢&s
eldvizsgalati modszerként javasolt alkalmazasat.

Jirova és munkatarsai (2014) kutatasaikbol arra kovetkeztettek, hogy minden in vitro
moddszerhez kapcsolodik egy szemirritacids végpont, €s csak részleges informaciot ad a tesztelt
anyag hatdsmechanizmusaro6l. Tovabba, bar tulbecsiil, de a HET-CAM vizsgalat biztositja a
legalacsonyabb hamis eredmények aranyat és értékes eredményeket szolgaltat a kotéhartyaval
kapcsolatosan is.

A HET-CAM moddszer nemcsak az in Vvivo teszt helyettesitésére szolgalhat, hanem
felhasznalhatjak gyulladast okoz6 hatdsok vizsgélatara, melyben a chorioallantois membran
modellezi az emberi kotohartyat. Meghosszabbitott kezelési 1d6 utan az értékelés
makroszkopikusan zajlik, szovettani vizsgalatok bevonasaval (Parish, 1985).

A vérerekkel ¢és kapillarisokkal atszott chorioallantois membran vérérrendszerében

bekovetkez6 valtozasok jol modellezik azon karosodasokat, amelyek kémiai irritaci6 hatasara
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alakulnak ki a szem kotohartydjan. A vizsgéalatnak nagy eldnye egyszerlisége, gyorsasaga,
olcsoOsaga ¢€s érzékenysége (Prinsen és mtsai., 2017).

A modszer korlatjat jelenti a kiértékelés szubjektiv természete (Tavaszi, 2012), valamint az,
hogy a feljegyzett masodpercek szama nem fordithatd le kozvetleniil egy in vivo hatasra
(Prinsen és mtsai., 2017).

Mind az eredmények, mind maga a mddszer igéretesnek bizonyult az eddigi vizsgalatok
alapjan, ugyanis a tytk chorioallantois membranja konnyen hozzaférheto, vérerekkel gazdagon

atszott, a tesztszervezetet konnyl beszerezni, és kiilonb6zo kutatési teriileteken is hasznalhato

(Budai, 2002).

3.3.3 Citotoxicitasi tesztek

A citotoxicitasi tesztek alkalmazasanak alapja a szemirritacids potencial megallapitasakor az a
megfigyelés, hogy az egyes szemre kéaros hatast anyagok citotoxikus hatést fejthetnek ki a szem

kiilonb6z6 hartyainak sejtjein (Barstadt €s mtsai., 1991).

A Neutral Red Uptake (NRU) az egyik legszélesebb korben hasznalt citotoxicitasi teszt. A
vizsgalati anyag azon képességét méri, hogy mennyire képes megakadalyozni a semleges vords
festék (neutral red) adszorpcidjat. A festék ugyanis athatol a sejtmembranokon és
akkumulalodik a lizoszoméakban. Ha a sejthartya megvaltozik vagy a lizoszomalis membran
érzékeny, a voros festék adszorpcidja megnovekszik. Az NRU vizsgélatban egyrétegii, kozel
Osszefolyo sejttenyészetet hoznak 1étre, és higitasi sorozatokban inkubaljak a tesztanyagokat,
koncentraciok szé€les skaldjat létrehozva. A tesztanyaggal torténd expozicid utan 24 vagy 48
oraval a sejteket atmossak, €s 3 oran keresztiil inkubaljdk kdzepes erdsségli semleges vOros
festékbe 4ztatva. Ezutan a sejteket atmoso/fixald oldattal kezelik, majd megfelelé olddszerrel
leoldjak a festéket. A keletkezett oldat optikai slirliségét (OD) 540 nm-en mérik. A doézis-vélasz
gorbébdl kapjak meg azt a tesztanyag koncentraciot, ami 50%-os gatlast hoz 1étre a festék
adszorpcidjaban a tesztanyaggal nem érintkezé kontroll mintdkhoz képest. Ez az tigynevezett

NRUso vagy ICsp érték szolgal toxikologiai végpontként (Barstadt és mtsai., 1991).
A tetrazolium sok felfedezése a tizenkilencedik szazad utolsd évtizedére esett, mégis
részletesebb tanulmanyozasukra csak az 1940-es években kertilt sor (Smith, 1951), amikor is

Moewus a tetrazdlium sok novényekre gyakorolt mutagén hatasardl tett jelentds felfedezést
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(Hegyi, 2014). Strauss pedig 1948-ban kimutatta, hogy a daganatos szovetek tobb formazant
képeznek, mint a normal szovetek.

A tetrazolium sok koziil legszélesebb korben alkalmazott MTT-t (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid) 1957 utan szintetizaltak és kezdték el tanulmanyozni (Altman,
1976). A Mosmann (1983) altal leirt modszer jelentette az alapot az MTT-t hasznalo eljarasok
tekintetében. Mosmann emlds sejtek aktivitasanak, ndvekedésének és talélésének
tanulmanyozasara fejlesztette ki az MTT kolorimetrias modszert (Mosmann, 1983).

Mosmann modelljét alapul véve szdmos tudds vizsgalta a modszert és terjesztette ki
alkalmazhatosagat (Gerlier és Thomasset, 1986; Scudiere és mtsai.,, 1988). Ezeket a
tovabbfejlesztett modszereket sikeresen alkalmazzadk ma az immunolégiaban, a toxikologiaban
a sejtbiologiaban kiillonbozé emlossejtek, koztilk daganatos sejtek életképességének,
novekedésének és vegyszerérzékenységének (Carmichael és mtsai., 1987; Twentyman és
Luscombe, 1987; Alley és mtsai., 1988; Campling és mtsai., 1991; Berridge és Tan, 1993; Liu
¢és mtsai., 1997; Takahashi és mtsai., 2001) vizsgalatara.

Az MTT és a tetraz6lium sok redukcidjan alapul6 kolorimetrias mddszerek legfébb eldnye az
egyszeriiségiik és gyorsasaguk. Ahhoz azonban, hogy a hagyomanyos in vivo modszerek
alternativajaként szolgaljanak, még szamos paraméter pontos meghatirozasa és beallitasa
sziikséges (Hegyi, 2014).

Manapsag a tetrazolium sok csokkenésének mérése széles korben elfogadott, mint a
sejtproliferacio vizsgalatanak megbizhaté modszere (Kovats, 2013).

A mobdszer az €16 sejtek azon tulajdonsagan alapszik, miszerint képesek a vizoldhato
tetrazolium sot vizoldhatatlan formazanna (7. abra) alakitani (Twentyman és Luscombe, 1987),
¢és az igy keletkezett formazan mennyisége spektrofotometrids Gton meghatarozhato. Ezen
értékbol az €16 sejtek szamara kovetkeztethetiink (Mosmann, 1983; Peck, 1985; Denizot és
Lang, 1986). A sarga szini, vizben jol oldodé MTT redukalodik a sejtek mitokondriumaiban a

vizben oldhatatlan lila formazan kristalyokka (Plumb és mtsai., 1989).
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7. ébra: Az MTT formazanna redukaldédasa (cosmobio.com)

A citotoxicitasi vizsgalatoknak megvan az az eldnye, hogy egyszerli, gyors eljarastak,
alacsonyak a koltségeik, ezért egyiittes alkalmazasa az EpiOcular vizsgalattal vagy a BCOP
vizsgalattal jol illeszkedik a tobbszintli megkozelitéshez. Ez pedig egyszerre id6 és koltség
megtakaritasi funkciokkal bir (Hayashi és mtsai., 2012).

Prinsen és munkatarsai szerint a citotoxicitési tesztek jobb reprodukélhatésagot biztositanak a

vizsgalatot végz0 laboratoriumok kozott, mint a HET-CAM teszt (Prinsen és mtsai., 2017).

3.3.4 Mas alternativak

A 2000-es évek elején megjelentek az tigynevezett 3D modellek, mint példaul az EpiOcular™
teszt és a SkinEthic emberi szaruhartya-felham teszt.

Az EpiOcular™ egy in vitro emberi szaruhartya-modell, amely egy haromdimenzids, normal
emberi felham-keratinsejteket tartalmazod, in vitro emberi szaruhartya epithélium. A
szovetszerkezetnek levegd-folyadék érintkezési feliilete van, és olyan morfologiai €s
novekedési jellemzokkel bir, amelyek szimulaljak az in vivo koriilményeket. A sejt-
¢letképességet az MTT vizsgalattal mérik, egy ETso és ICso végpontot haszndlva
Osszehasonlitasként a kiilonbozé vegyi anyagok €s az in vivo teszt kozott. A modell olyan
adatokat szolgaltat, amelyek a szemirritacié mértékét tiikr6z6 citotoxicitas fokat mutatjdk meg
a mérsékelttdl a nagyon enyhe irritacioig terjedd tartomanyban, a mérsékelttdl a stlyosig
terjedo irritacio altal kivaltott reakciokon keresztiil (Stern és mtsai., 1998; Barile, 2007; Eskes
¢és mtsai., 2005).

A vizsgalat mind a hidrofil, mind a hidroféb, folyékony vagy szilard allapotu tesztanyagoknal

is alkalmazhatd, meg tudja kiilonbdztetni az enyhén €s mérsékelten irritativ anyagokat, és képes
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a stlyosan irritativ anyagok azonositasara. Eskes és munkatarsai (2005) szerint a rendszer egy
organotipikus modellel kombinalva hasznalhat6 lehet az irritacids potencialok teljes skaldjanak
lefedésére.

Az EpiOcular™ modellhez hasonléan a SkinEthic HCE™ modell is emberi szaruhartya
epithélialis sejtekbol all. A rekonstrualt szovet rétegzett és jol szervezett epithéliumot alkot,
amely szerkezetileg, morfologiailag és funkciondlisan hasonldé a human szaruhartydhoz. A
kezelést kovetben a sejtek életképességet MTT vizsgalattal mérik. Jelenleg a tanulmanyok azt
mutatjak, hogy a modell hasznalhat6 lehet a vegyi anyag OsszetevOk ¢és alapanyagok
szemirritacios tesztjiének eldsziirdjeként. A HCE modell szintén alkalmas a szaruhdrtya
regeneralodasanak in vitro mérésére (De Wever és mtsai., 2002; Nguyen és mtsai., 2003).

E modellek hatranya viszont, hogy csak a szaruhartya hamrétegét alkotjak ujra, amely
problémat okozhat a kdzepesen irritald és a sulyosan irritalé anyagok elkiilonitésekor (Prinsen

és mtsai, 2017).
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4. KISERLETI RESZ

4.1.Vizsgalati anyagok

A kisérletek soran az alabb felsorolt gyomirtd, gombadlé és rovar6lé novényvédd szerek
keriiltek felhasznalasra. A HET-CAM teszt és ICE teszt soran 100%-os toménységben
alkalmaztam 6ket, mig az MTT vizsgalatnal a modszernél leirt higitasokban.

A készitmények toxikologiai értékeld adatlapjat (Toxicological studies on the Plant Protection
Product, Annex Il A, Section 3, Tier Il — Summary: Toxicological studies) a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Novény-, Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi Igazgatdsag
Novényveédo szer és Termésnoveld anyag Engedélyezési Osztalya bocsatotta rendelkezésemre.
Az in vivo adatok besorolasa soran, bar négy irritacios kategoriat hasznaltak, én harom
kategoriava alakitottam a statisztikai 0sszehasonlithatosadg miatt, ugyanis a reverzibilitast egyik
in vitro modszer sem tudja megfeleléen nyomon kovetni. Az altalam besorolt harom kategoriat
a GHS szerint (6. tablazat) agy alakitottam ki (ami az alternativ mddszerek esetében is

alkalmazott), hogy a 2A ¢és 2B kategoriat egyben kezeltem irritativ kategériaként.

1. BUMPER 25 EC (propikonazol)
Felhasznalasa: Gombadlo szer
Alkalmazéasa: Kaldszos, sz6l6, cukorrépa kulturaban lisztharmat, rozsdabetegségek,
helmintospdriumos €s szeptorias betegség, cerkosporas levélragya ellen.
Toxicitas: Oralis LDsp (patkany): 3535 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhaléacios LCso (patkany):> 7,92 mg/l/4 h
Borirritacio: Nem irritalja a bort
Szemirritacid: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ
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2. COMMAND 48 EC (klomazon)
Felhasznalasa: Gyomirt6 szer
Alkalmazasa: Oszi kaposztarepce, borsd, burgonya, szdja, paprika, gorogdinnye, olajtok,
mak kulturaban magrol kel6 egy- €s kétszikii gyomnovények ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany): 3240 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhalaciés LCso (patkany):> 2,2 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Korroziv
Szemirritacio: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

3. CYPERKILL 25 EC (cipermetrin)
Felhasznalasa: Rovarolo szer
Alkalmazasa: Kalaszos, sz016, alma, repce, paprika, paradicsom kultiradban vetésfehéritd
bogar, larva, szdéldmolyok, almamoly, repcefénybogar, repcebecd-ormanyos, zold
Oszibarack levéltetli, gyapottok bagolylepke, liveghdzi molytetii ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany): 682 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 4000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany): 5 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Irritalja a bort

Szemirritacio: Stulyosan irritativ

4. DOMARK 10 EC (tetrakonazol)
Felhasznalasa: Gombadlo szer
Alkalmazasa: Almatermésiiek, sz616 kulturaban varasodas, lisztharmat ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany): 2070 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhaléacios LCsq (patkany):> 5,22 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Irritalja a bort

Szemirritacio: Stulyosan irritativ
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5. DUAL GOLD 960 EC (S-metolaklor)
Felhasznalasa: Gyomirt6 szer
Alkalmazésa: Bab, borso, csicseriborso, cékla, cikoria, cirok, cukorrépa, csillagfiirt, dohany,
gyogynovény, gyiimolcs, kinai kel, lencse, len, 16bab, repce, sz6ja, takarmanyrépa, tok,
burgonya, kukorica, napraforgd kultiraban magroél keld egyszikli gyomok ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany): 2267 mg/kg
Dermalis LDsp (nyul):> 2020 mg/kg
Inhalaciés LCso (patkany): 5,09 mg/l/4 h
Borirritacid: Nem irritalja a bort
Szemirritacio: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

6. GLIALKA STAR (glifozat (K-s06))
Felhasznalasa: Gyomirt6 szer
Alkalmazasa: Mezdgazdasagilag nem miivelt teriiletek, lakott teriiletek, kiskertek, sz6lo,
gylimolcsos, gyep felyjitas, erdészet, fakitermelés totalis gyomirtasara.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 5000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 5000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany):> 5,27 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Enyhén irritalja a bort
Szemirritacio: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

7. GLYPHOGAN 480 SL (glifozat (IPA s0))

Felhasznalasa: Gyomirto szer
Alkalmazéasa: Almaterméstiek, csonthéjasok, erdészet, gabonafélék, gyep, hiivelyesek,
kaldszosok, kiskertek, legeld, mezOgazdasagi kulturak, mezdgazdasagilag nem mivelt
teriiletek, vasuti palyatestek, arokpartokon Cuscuta spp., magrol keld egy- és kétszikli
gyomok, éveld egy- és kétszikli gyomok ellen és deszikkaldsra, totalis gyomirtdsra,
allomanyszaritasra.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 5000 mg/kg

Dermalis LDso (patkany):> 5000 mg/kg

Inhalécios LCsq (patkany):> 5,7 mg/l/4 h
Borirritacio: Nem irritalja a bort
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Szemirritacio: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

8. K-OBIOL 25 EC (deltametrin, piperonil-butoxid)
Felhasznalasa: Rovar6l6 szer
Alkalmazasa: Gabonafélékben, szaraz hiivelyesekben és iires raktarakban raktari kartevok
ellen.
Toxicitas: Oralis LDso (patkany): 710 mg/kg
Dermalis LDsg (patkany):> 2000 mg/kg
Inhaléacios LCsg (patkany): 2,69 mg/l/4 h
Borirritdcio: Nem irritalja a bort

Szemirritacio: Sulyosan irritativ

9. LEOPARD 5 EC (quizalofop-P-etil)
Felhasznalasa: Gyomirto szer
Alkalmazéasa: Cukorrépa, napraforgd, szdja, bab, borsd, lencse, len, repce, sz6l0,
almatermésiiek, lucerna, paprika, paradicsom kultardban magrél keld egyszikii
gyomndvények, Sorghum halepense (magrol, rizomarol kel6), Agropyron repens, Cynodon
dactilon, gabona arvakelés ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 2000 mg/kg
Dermalis LDsp (patkény):> 2000 mg/kg
Inhalécios LCsq (patkany): 5,6 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Irritalja a bort
Szemirritacid: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

10. MECOMORN 750 SL (MCPA dimetilamin s0)
Felhasznalasa: Gyomirt6 szer
Alkalmazésa: Kalaszosokban, gylimolcsosben, réten, legeldn, koles, rizs, rostlen, olajlen,
sz016, romai kamilla kultaraban kétszikli gyomnovények ellen.
Toxicitas: Oralis LDsp (patkany):> 300 mg/kg
Dermalis LDso (patkany): 2412 mg/kg
Inhaléacios LCsg (patkany): 6,36 mg/l/4 h
Borirritacio: Nem irritalja a bort
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Szemirritacid: Sulyosan irritativ

11. MIRAGE 45 EC (prokloraz)
Felhasznalasa: Gombadld szer
Alkalmazasa: Buza, arpa, napraforgd, csonthéjas kultarakban gabonalisztharmat,
szartObetegségek, helmintosporiumos levélszaradas, kaldszfuzéridzis, gombds szar- ¢és
tanyérbetegségek, monilias hajtas- ¢és virdgszaradas, blumeriellds levélbetegség,
levéllyukacsosodas ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 2000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany): 4,99 mg/l/4 h
Borirritdcio: Nem irritalja a bort
Szemirritacio: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

12. MYSTIC 250 EC (tebukonazol)
Felhasznalasa: Gombadld szer
Alkalmazésa: Csonthéjasok, gabonafélek, sz616, 0szi kdposztarepce kultaraban monilia,
tafrinds  betegség, blumeriellds levélfoltossag, lisztharmat, rozsda, szeptoria,
kalaszfuzariozis, alternarids-, fomas- és fehérpenészes levél-, hajtas és becofertdzés ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 2000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany):> 5,04 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Nem irritalja a bort
Szemirritacid: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

13. NIMROD 25 EC (bupirimat)
Felhasznalasa: Gombadlo szer
Alkalmazésa: Alma kulturaban lisztharmat ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):5200 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 3700 mg/kg
Inhalécios LCso (patkany):> 5,3 mg/l/4 h
Borirritacio: Irritalja a bort
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Szemirritacio: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

14. ORIUS 20 EW (tebukonazol)
Felhasznalasa: Gombadld szer
Alkalmazasa: Csonthéjas, kaldszos kulturaban monilia, apiognomonias levélfoltossag,
blumeriellas levélfoltossag, tafrinas levélfodrosodas, gabonalisztharmat,
helmintospdriumos, szeptorids és pirenoforas betegségek, kalaszfuzaridzis ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 2000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany):> 3,44 mg/l/4 h
Borirritdcio: Nem irritalja a bort
Szemirritacio: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

15. PROPLANT (propamikarb)
Felhasznalasa: Gombadld szer
Alkalmazéasa: Burgonya, cukorrépa, paprika, paradicsom, uborka, vordshagyma, salata,
disznovények, tulipAnhagyma kultiraban, erdészeti csemetekertben burgonyavész, csirakori
betegségek, talajlakd gombak, paradicsomvész, peronoszpodra, palantaddlés ellen.
Toxicitas: Oralis LDsp (patkany):> 2000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhaléacios LCso (patkany):> 5 mg/l/4 h
Borirritacio: Nem irritalja a bort
Szemirritacid: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

16. PULSAR 40 SL (imazamox)
Felhasznalasa: Gyomirto szer
Alkalmazéasa: Borsd, szo6ja, voroshere, biborhere, pannonbiikkdny, lucerna, napraforgo
kultirdban magrol keld egy- és kétszikli gyomndvények ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 5000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 4000 mg/kg
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Inhalécios LCsq (patkany):> 6,6 mg/l/4 h
Borirritacio: Nem irritalja a bort
Szemirritacio: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

17. RACER (flurokloridon)
Felhasznalasa: Gyomirto szer
Alkalmazéasa: Napraforgd, sargarépa, petrezselyem, burgonya kultirdban magrol keld
kétszikli gyomnovények ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 2000 mg/kg
Dermalis LDsg (patkany):> 2000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany):> 5,1 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Enyhén irritalja a bort
Szemirritacio: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

18. RELDAN 22 EC (klorpirifosz-metil)
Felhasznélasa: Rovarold szer
Alkalmazéasa: SzO016, almatermésiiek, cseresznye, meggy, gabonafélék, repce, mustar,
olajretek kultardban, raktdrakban sz6lémolyok, szdldilonca, amerikai szdlékaboca,
almamoly, levéltetvek, levélaknazd molyok, pajzstetvek, raktari kartevok, repceszar-
ormanyos, repcefénybogar, repcebolha, repcedarazs ellen.
Toxicitas: Oralis LDs (patkany): 3129 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 5000 mg/kg
Inhaléacios LCsq (patkany):> 5,39 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Irritalja a bort
Szemirritacio: Enyhén irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

19. SCORE 250 EC (difenokonazol)
Felhasznalasa: Gombadlo szer
Alkalmazasa: Alma, korte, Oszibarack kulturdban varasodas, lisztharmat, korterozsda,

tafrinas levélfodrosodas, levéllikaszto betegség ellen.
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Toxicitas: Oralis LDso (patkany): 3129 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 5000 mg/kg
Inhalaciés LCso (patkany):> 5,17 mg/l/4 h
Borirritacio: Nem irritalja a bort

Szemirritacid: Nem irritativ

20. SEKATOR (amidoszulfuron, jodoszulfuron, mefenpir-dietil antidotum)
Felhasznalasa: Gyomirto szer
Alkalmazasa: Oszi buza, 6szi és tavaszi arpa kultaraban magrol keld kétszikii
gyomnovények, mezei acat ellen.
Toxicitas: Oralis LDsp (patkany):> 5000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 4000 mg/kg
Inhaléacios LCso (patkany): 1,339 mg/l/4 h
Borirritacid: Nem irritalja a bort

Szemirritacid: Sulyosan irritativ

21. SYSTHANE DUPLO (miklobutanil)
Felhasznalasa: Gombadld szer
Alkalmazasa: Alma, cseresznye, korte, meggy, paprika, sz6l, uborka, diszndvények
kultaraban lisztharmat, monilia, varasodas ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany): 2250 mg/kg
Dermalis LDsp (patkény):> 2000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany):> 5 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Mérsékelten irritalja a bort
Szemirritacid: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

22. TANDUS 200 EC (fluroxipir)
Felhasznalasa: Gyomirto szer
Alkalmazésa: Kaldszosok, kukorica kultirdban aproszuldk, sovényszulak, hamvas szeder,
magrol keld kétszikii gyomndvények ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 2500 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhalaciés LCso (patkany):> 1 mg/l/4 h
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Borirritacid: Nem irritalja a bort

Szemirritacid: Nem irritativ

23. TOPAS 100 EC (penkonazol)
Felhasznalasa: Gombadld szer
Alkalmazasa: Almaterméstiiek, csonthéjasok, paradicsom, paprika, szol6, kabakosok, did,
mogyord, mandula, rézsa, szamoca, ribiszke, koszméte, kozteriileti diszfak kulttraban
lisztharmat, varasodas, monilia, gnomonias levélfoltossag, mikoszferellas-, diplokarponos
levélfoltossag, rozsdabetegségek ellen.
Toxicitas: Oralis LDsp (patkany): 2574 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 4000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany): 5,294 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Enyhén irritalja a bort

Szemirritaci6: Sulyosan irritativ

24. VERTIMEC 1,8 EC (abamektin)
Felhasznalasa: Rovarol6 szer
Alkalmazésa: Paprika, paradicsom, dohany, disznovény, uborka, korte, burgonya, szol16,
gordgdinnye kultiraban takacsatkak, viragtripsz, aknazolégy ellen.
Toxicitas: Oralis LDso (patkany): 891 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 5050 mg/kg
Inhaléacios LCso (patkany):> 5,04 mg/l/4 h
Bdrirritacio: Nem irritalja a bort
Szemirritacid: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ

25. WARRANT 200 SL (imidakloprid)
Felhasznalasa: Rovar6l6 szer
Alkalmazéasa: Burgonya, dohéany, Oszibarack, paprika, paradicsom, uborka kultiraban
burgonyabogar, levéltetvek, talajlako és fiatalkori kartevok, dohanytripsz, zold 6szibarack
levéeltetti ellen.
Toxicitas: Oralis LDsg (patkany):> 3000 mg/kg
Dermalis LDso (patkany):> 2000 mg/kg
Inhalacios LCso (patkany):> 5,04 mg/l/4 h
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Borirritacid: Nem irritalja a bort
Szemirritacio: Kozepesen irritativ

Statisztikai kiértékeléshez altalam hasznalt besorolas szerint: Irritativ
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4.2. Vizsgalati modszerek

A 3.3-as fejezet alfejezeteiben a perspektivikus alternativ modszereket mutattam be. A
tovabbiakban részletesen azzal a harom igéretes moddszerrel foglalkozok, amelyeket a

kutatasaim soran alkalmaztam.

4.2.1. HET-CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantois Membrane) teszt

A kisérletet az Invittox Protocol 47. szama (1990) alapjan végeztem el.

Sziikséges eszkozok:
o Asztali keltetégép (Ragus, Vienna, Austria)
o Tojasatvilagito lampa
e Stopperora
e Sebészi csipesz
e Szemcseppentd
e F6zOpohar

e Nagyito

Sziikséges anyagok:
e Fiziologias NaCl-oldat
e 1%-0s SDS (Na-lauril szulfat)
e 0,1 MNaOH

A vizsgalathoz magas termékenységi mutatokkal rendelkezé (White Leghorn) tytktojasokat
hasznaltam, amelyeket a sarmelléki Goldavis Kft. telephelyérdl szereztem be.

A tojasokat ldmpaztam, majd a terméketleneket eltavolitottam.

A keltetés 37 “C-on 60-70%-os relativ paratartalomnal Ragus tipust inkubétorban tortént. A
tojasokat naponta tobbszor forgattam (Spielmann, 1997), hogy az embrid ne tapadjon le. A
keltetés 9. napjan ismét lampaztam, a nem megfelelden fejletteket kivettem. A 10. napon

kezelhetové valtak a tojasok.
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A kezeléshez sziikséges elokészités soran a tojasok mészhéjat a légkamra folott sebészi
csipesszel koriilvagtam és eltavolitottam. A héjhartyat 0,9%-os NaCl oldattal nedvesitettem (8.

abra), majd sebészi csipesszel dvatosan felhtiztam (9. abra),

8. abra: A megnedvesitett héjhartya (sajat kép)
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9. abra: A megnedvesitett héjhartya eltavolitasa (sajat kép)

a chorioallantois membran szabadda valt, alkalmas lett a kezelésre (10. abra).

- .

10. abra: A kezelésre alkalmas CAM (sajat kép)
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Kontrollként 2 db tojast 0,9%-os NaCl oldattal, standardként ugyancsak 2 db tojast 1%-0s Na-
laurilszulfat (SDS) és 0,1 M NaOH oldattal kezeltem.

A kezelést minden vizsgalati anyag esetén 6 db tojason 4 ismétléssel végeztem.

A membranra 0,3 ml tesztanyagot cseppentettem, és a kezelést6l mért 5 percig figyeltem meg.
A membran elvaltozasainak tipusait (vérzés, véredény lizis (11. dbra) vagy koagulacio) kezdd

idejét masodperc pontossaggal jegyeztem fel.

11. abra: Lizis a membranon (sajat kép)

Az adatok feldolgozésa a protokollban meghatarozott alabbi algoritmus alapjan tortént:

301 — secH 301 — secL 301 — secC
= X 5 X7 X9

RI 300 300 300

ahol RI: irritaciés index; sec: megjelenési id6 masodpercben; H: vérzés; L: érlizis; C:

koagulacio
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Az algoritmus alapjan kiszamitott részindexek atlagabdl irritacios indexeket képeztem és ez
alapjan a 2. tdblazatban lathato kategoriakba soroltam. Igy kaptam meg a vizsgélati anyag

irritacios osztalyba sorolasat.

2. tablazat: A HET-CAM teszt irritacios kategoriai

Irritacios index Irritaciés kategoria
0-0,9 nem irritativ
1-8,9 irritativ
9-21 sulyosan irritativ
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4.2.2. ICE (Isolated Chicken Eye) teszt

A kisérletekhez a helyszint és a feltételeket a TOXI-COOP Toxikologiai Kutatokdzpont Zrt.
balatonfiiredi telephelye biztositotta.
Az ICE tesztet az OECD 438 iranyelv alapjan végeztem.

Sziikséges eszkozok:
e Szuperfuzids késziilék
e Réslampa (Haag-Streit BQ 900, Switzerland)
e Pipetta
o Foz6pohar
e Lombik
e Sebészi csipesz

e Sebészi ollod

Sziikséges anyagok:
e Fiziologias NaCl-oldat
e 30 (W/V)% triklorecetsav

o 2 (vIV)% fluoreszcein-oldat

A vagohidrol szarmazo csirkefejek beszerzése minden esetben adott napi vagasbol tortént,
mivel csak ebben az esetben biztosithato elegendd id6 a szaruhartydk megfeleld biokémiai és
fiziologiai mikodésének fenntartasara a vizsgalat soran. A szemeknek ugyanis a vagastol
szamitott 2 oran beliil izolalt koriilményeket biztositd szuperfuzios késziilékbe kell keriilnitik.
A csirkefejek szallitdsa az erre a célra el6készitett fiziologids sdoldattal megnedvesitett papirt

tartalmaz6 milanyag dobozban tortént.

4.2.2.1 A csirkeszemek elokészitése

A szemek vizsgalatra valo el6készitéséhez egy sebészi csipesszel megfogtam a szemhéjat,
ovatosan elemeltem a szaruhartya felszinétdl, majd egy olld segitségével eltavolitottam a
szemhéjat ugy, hogy kozben ne sértsem meg a szaruhartya felszinét. Az igy szabaddéa valt

szaruhartya felszinére egy csepp 2 (v/v)%-0s fluoreszcein-oldatot cseppentettem, amelyet
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néhadny madasodperc eltelte utdn 20 ml fiziologids soéoldat segitségével lemostam. A
fluoreszceinnel kezelt szemet réslampaval vizsgaltam annak ellenérzésére, hogy a szaruhartya
felszine nem sériilt-e a csirkefejek gytijtése, illetve szallitdsa soran. Abban az esetben, ha a
szaruhartya felszinén nem talaltam sériilést (fluoreszcein-megtartas < 0,5), akkor elvégeztem a

szem eltavolitasat a szemiiregbdl (12. abra).

12. abra: A szem eltavolitasa a szemiiregbdl (sajat kép)

A szemek eltavolitdsa sordn a pislogohartyat kifelé huzva egy sebészi olloval elvagtam a
szemizmokat a szaruhartya megsértése nélkiil. A kiemelt szemgolydt megtisztitottam a
felesleges szovetektdl, a 1atdidegbdl egy jol lathatd darabot meghagytam.

Vizsgalati anyagonként hét darab szemre volt szlikség: hdrom szemet hasznaltam minden
tesztanyag esetében, harmat pozitiv kontrollként és egyet negativ kontrollként.

Az elOkészitett szemet szuperfizios késziilék rozsdamentes acélbilincsébe helyeztem ugy, hogy
a szaruhartya fliggélegesen helyezkedjen el, €és a felszine folyamatosan nedvesitve legyen a

csepegb fizioldgias sooldattal (13. abra).
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13. abra: Szuperfuziods késziilékben fiziologias sooldat alatt (sajat kép)

A kamrdba helyezést kovetden ismét elvégeztem a szemek fluoreszcein-megtartdsanak
vizsgalatat annak megallapitasa érdekében, hogy tortént-e sériilés a szaruhartya felszinén a
szovetek eltavolitasa és az acélbilincsbe helyezés soran. Ezt kovetden vizsgaltam meg a szemek
szaruhartya homalyanak mértékét.

Abban az esetben, ha a szaruhartya felszine sértetlen volt (fluoreszcein-megtartas <0,5,
valamint a szaruhartyahomdly mértéke < 0,5), akkor a kovetkezd Iépésként megmértem a
vizsgalatba vont szemek szaruhartya vastagsagat. A vastagsagkiilonbség egy adott szem
esetében nem lehet nagyobb az atlagérték 10%-anal. Ezen feltételek teljesiilése esetén kezdtem
meg a szemek akklimatizacidjat a szuperfiizios késziilékben, ami 45-60 percet vett igénybe. A
kamrak hémérsékletét 32+1,5 °C kozott tartottam mind az akklimatizacios id6, mind pedig a

kezelés utani megfigyelés soran.

4.2.2.2 A csirkeszemek kezelése

Az akklimatizacios i1d6 letelte utan megmértem a vizsgalatba bevont szemek szaruhértya
vastagsagat és meghataroztam a szaruhartyahomaly mértékét, tovabba a fluoreszcein-megtartd
képességet. Ezen referencia értékeket (t=0) vettem alapul a kezelések utani mérések
eredményeinek 6sszehasonlitdsdhoz.

Amennyiben a szaruhartya vastagsaganak valtozdsa nagyobb volt +5-7%-nal az

akklimatizacios id6 letelte utan, vagy nagymértékii homaly volt mérhetd, illetve a megengedett
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tartomanynal nagyobb mértékii volt a fluoreszcein-megtartd képesség értéke, akkor az érintett
szemet kicseréltem.

A referenciamérések utan (t=0) az els6 szemet kivettem a kamrajabol, és a vizsgalati anyagot
mikropipettaval a szemre juttattam (14. abra) ugy, hogy a szaruhartya egész felszinét befedje.
Szemenként 30 pl tesztanyagot hasznaltam fel. A kezelések soran a novényvédd szereket
kereskedelmi toménységben, higitas nélkiil alkalmaztam. Az expoziciés id6 minden esetben 10
masodperc volt, amelynek lejarta utan a tesztanyagot szobahémérsékletti 20 ml fiziologias
sooldat segitségével lemostam a szaruhartya felszinérdl (kb. 20 ml/szem). Ezutan a szemet

visszahelyeztem a szuperfiizios késziilékbe.

14. 4bra: Vizsgalati anyag szemre juttatasa (sajat kép)

A negativ- (fiziologias sdoldat) és pozitiv (30 (W/v)% triklorecetsav) kontrollszemek kezelése
esetében is ugyanigy jartam el.

A kezelés utani mosastol szamitott 30., 75., 120., 180. és 240. percben megvizsgaltam a
kozott +£5 perc eltérés a megengedett. A fluoreszcein-megtartd képességet a kezelés el6tt

kozvetleniil (t=0), tovabba a kezelés utani mosast kovet6 30. percben allapitottam meg.
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4.2.2.3 A csirkeszemek elvaltozasainak értékelése

A szaruhartya-vastagsagot megmértem (15. abra) a kezelés el6tt (t=0), valamint meghataroztam
a kezelés utani mosast koveto 30., 75., 120., 180. és 240. percekben. A mért értékek alapjan az

alabbi képletbdl allapitottam meg a szaruhartya-duzzadast, amelyet szazalékban fejeztem ki:

szaruhdrtya — vastagsag az adott id6pontban (30.,75.perc, sth.) — szaruharta — vastagsag referencia értéke (t = 0)
x

100
szaruhartya — vastagsag referencia értéke (t = 0)

ESZD(30.,75.perc, sth.) + MSZD(30., 75. perc, stb. ) + HSZD(30., 75. perc, stb.)
3

Atlag SZD (30.,75.perc,stb.) =

Atlag SZD (30., 75. perc, sth.)= a szaruhartya-duzzadas kozépértéke a kezelés utani mosast
kovet6 adott t (t = 30., 75. perc, stb.) idépontban

ESZD = elsO szem szaruhartya duzzadasa

MSZD = masodik szem szaruhartya duzzadasa

HSZD = harmadik szem szaruhartya duzzadasa

(30., 75. perc, stb.) a szaruhartya-duzzadas mértéke a kezelés utani mosast kovetd

adott t (t = 30., 75. perc, stb.) idépontban.

A szézalékos értékeket a 3. tablazatban lathatd kategoriakba soroltam, ez alapjan kaptam meg

a kivant végpontot.
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15. 4bra: Szaruhértya-vastagsag mérése (sajat kép)

3. tablazat: A szaruhartya-vastagsag kategoriai

Szaruhartya-vastagsag valtozasanak mértéke %-
- Kategoria
ban kifejezve

I
0-5
(nincs torzulas)

I
>5-12
(enyhe, kismértékil torzulas)

I
>12-18 (t6bb, mint 75 perccel a kezelés utan) )
(enyhe, kismértékii torzulas)

"
>12-18 (kevesebb, mint 75 perccel a kezelés utan) ' .
(jol definialhato6 a torzulas mértéke)

i
>18-26
(jol definialhato6 a torzulas mértéke)

Il
>26-32 (t6bb, mint 75 perccel a kezelés utan) . _
(jol definidlhato6 a torzulas mértéke)
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v
>26-32 (kevesebb, mint 75 perccel a kezelés utan)
(stilyos mértékii torzulas)

v

>32
(stilyos mértékii torzulas)

A szaruhartyahomaly mértékét meghataroztam kozvetleniil az akklimatizacios id6 letelte utan,
de még a kezelés megkezdése eldtt (t=0). Valamint ezen kiviil meghataroztam a kezelés utani
mosast kovet6 30., 75., 120., 180. és 240. percben is.

A szaruhartyahomaly mértékét az alabbi pontrendszer alapjan értékeltem:

- Nincs homaly 0
- Nagyon halvany homaly 0,5
- Szort vagy zavaros teriiletek; az irisz részletei tisztan kivehetoek 1
- Koénnyen észrevehetd attetszd teriilet; az irisz részletei kissé elmosddottak 2

- Sulyos szaruhartya-homaly; az irisznek egyetlen részlete sem vehetd ki,
a pupilla mérete alig érzékelheto (16. abra) 3

- A szaruhartya teljes homalya; az irisz nem lathato (17. abra) 4

16. abra: Sulyos szaruhartyahomaly; az irisznek egyetlen részlete sem veheto ki, a pupilla

mérete alig érzékelheto (sajat kép)
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17. abra: A szaruhartya teljes homalya; az irisz nem lathat6 (sajat kép)

Az adott id6pontokban tapasztalt szaruhartyahomaly értékekb6l meghataroztam a homaly

tényleges mértékét:

ASZH a tidépontban = SZH a t iddpontban — SZH referencia értéke

ESZASZH(30.,75., perc, stb.) + MSZASZH(30., 75., perc, stb. ) + HSZASZH(30., 75., perc, stb.)

Atlag SZH = 3

ASZH at idOpontban =a szaruhartyahomaly mértéke a kezelés utani mosast koveto adott t
(t=30., 75. perc, stb.) idépontban a referencia értékkel korrigalva (t=0)

SZH a t idépontban = a szaruhartyahomaly mértéke a kezelés utani mosast kovetd adott t
(t=130., 75., perc, sth.) idépontban

SZH referencia értéke = az adott szem szaruhartya homalyahoz tartozo referencia érték (t=0)

Atlag SZH = a szaruhartyahomaly kozépértéke a kezelés utani mosast kdvetd adott t
(t=30., 75., perc, stb.) idépontban.

ESZASZH = elsé szem szaruhartyahomalya a referencia értékkel korrigalva

MSZASZH = masodik szem szaruhdrtyahomalya a referencia értékkel korrigalva
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HSZASZH = harmadik szem szaruhartyahomalya a referencia értékkel korrigalva
(30., 75., perc, sth.)  a szaruhartyahomaly mértéke a kezelés utani mosast kovet6 adott t

(t=30.,75., ..., stb.) idépontban

A szaruhartyahomaly esetén a legnagyobb szamértéket figyelembe véve allapitottam meg a

végpontot (4. tablazat).

4. téablazat: A szaruhartyahomaly besorolasi kategoriai

Szaruhartyahomaly mértéke Kategoria
0,0-0,5 | (nincs homaly)
0,6-1,5 Il (enyhe, kismértékii homaly)
1,6-2,5 111 (jol definialhaté homaly)
2,6-4,0 IV (teljes homaly)

A fluoreszcein-megtart6 képességet (18. abra) meghataroztam az akklimatizacié végeztével,
amelyet referencia értékként hasznaltam (t=0), illetve a meghatarozast elvégeztem a kezelés

utani mosastol szamitott 30. percben.

18. abra: Fluoreszcein-oldat lemosasa fiziologias so6oldattal (sajat kép)
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A fluoreszcein-megtartas mértékét az alabbi pontrendszer alapjan értékeltem:

- Nincs fluoreszcein-megtartas 0
- Igen csekély mértéki, egysejtes foltosodas 0,5
- Egysejtes foltosodas elszortan a szaruhartya kezelt feliiletén 1
- Fokalis vagy egybefiiggd, siirli egysejtes foltosodas 2

- A szaruhartya nagy, egybefliggé teriiletei tartanak vissza fluoreszceint (19. abra) 3

19. abra: A szaruhartya nagy, egybefliggd teriiletei tartanak vissza fluoreszceint (sajat kép)

A fluoreszcein-megtart6 képesség meghatarozasa a meghatarozott idépontokban rogzitett

értékekbdl a kovetkezd Osszefiiggéssel lehetséges:
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AFM a t idépontban = FM a t id6pontban — FM referencia értéke

ESZAFM(30. perc) + MSZAFM(30. perc) + HSZAFM(30. perc)

Atlag FM = 3

AFM a t idépontban = a fluoreszcein-megtartas mértéke a kezelés utani mosast kovetd adott t
(t= 30. perc) idépontban a referencia értékkel korrigalva (t=0)

FM a t idopontban =  a fluoreszcein-megtartas mértéke a kezelés utani mosast kovetd adott t
(t= 30. perc) idépontban

FM referencia értéke = az adott szaruhartya fluoreszcein-megtartasahoz tartozé referencia

érték

Atlag FM = a fluoreszcein-megtartas kozépértéke

ESZAFM = az elsd szem fluoreszcein megtartasa a referencia értékkel korrigalva

MSZAFM = a masodik szem fluoreszcein megtartdsa a referencia értékkel
korrigalva

HSZAFM = a harmadik szem fluoreszcein megtartasa a referencia értékkel
korrigalva

Az egyenletbdl kapott szamérték segitségével kategorizalhatjuk a fluoreszcein-megtartast (5.

tablazat) és kapjuk meg a végpontot.

5. tablazat: A fluoreszcein-megtartas kategoriai

Fluoreszcein-megtarté képesség mértéke Kategoria

0,0-0,5 I (nincs fluoreszcein-megtartas)

0,6-1,5 Il (enyhe, kismértékii fluoreszcein-
megtartas)

1,6-2,5 [11 (jol definidlhat6 fluoreszcein-
megtartas)

2,6-4,0 IV (nagymértékii fluoreszcein-
megtartas)

A harom mérésbdl szarmazo végpontbol hatarozhatdé meg a vizsgalati anyag szemirritacios

potencialja. A besorolasi kategériakat a 6. tablazat mutatja be. A 2A és 2B kategoria kozott a
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kiilonbség a teljes gydgyulas idétartamaban van, azaz 21 nap alatt vagy 7 nap alatt lesznek
tiinetmentesek az allatok.

A nemzetkozi szakmai szervezetek allasfoglalasa (EC, 2008; ECHA, 2017) szerint abban az
esetben, ha a vizsgalt anyag sulyos szemirritaciot/szemkorrdziot okozo kategoridba kertil, az
anyag sulyosan szemirritalo/szemkorr6zidt okozo osztalyba sorolédsa torténik meg, ha a vizsgalt
anyag nem osztalyozhatd, az anyag nem irrital6 hatasuként keriil besorolasra. Minden egy¢éb, a
végpontok kombinacidja alapjan kapott eredmény esetén egy szemirritacidés kategoria
javasolhato, de a készitmény tényleges irritacids értékének megallapitasahoz, illetve osztalyba
sorolasahoz egyéb in vitro vizsgalatokat vagy nyulakon végzett in vivo vizsgalatot sziikséges

elvégezni.
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6. tablazat: ICE teszt Osszesitett irritacids kategoriai

Kategoria

UN-GHS kategoria

A harom végpont

kombinacidja

Nem irritalé hatast anyag

nem osztalyozhatd

3xI
2x1, 1xI1
2x1, 1xI®

Irrital6 hatdsu anyag

2.B kategoria

3xll
2xI11, 1x111
1x1, Ix11, 1x11

2.A kategoria

3xl111
2xI111, 1x11
2x1, 1xIV?
2x111, 1xIV?
2x111, 1xl1,
2x11, 1xIV*!
Ix11, Ix1H1, 1xIV?

Szemkorrdzidt/stilyos

szemirritaciot okozo anyag

1. kategoria

3XIV
2x1V, 1xI11
2x1V, 1xIIt
2x1V, 1xIt
30 percnél a szaruhartya
homalya legalabb 3 (legalabb
két szem esetében). Barmely
idépontban a  szaruhartya
homalya 4 (legalabb két szem
esetében). A felhdm sulyos
fellazulasa (legalabb egy szem

esetében).

L: kis valosziniiséggel eldforduld kombinacio

2

3

o r1r

o r1s
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4.2.3. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolium bromid) vizsgalat

A kisérletek a Magyar Tudomanyos Akadémia Természettudomanyi Kutatokdzpont,

Gyobgyszertranszport és Toxicitas Laboratoriumaban kertiltek elvégzésre.

Sziikséges eszkozok:
e Spektrofotométer (SpectraMax M5 Multi-Mode Microplate Reader)
e Laboratoriumi centrifuga
e Pipetta
e 96 lyuku lemez (96-well Greiner plate; 50000 db sejt/lyuk)
e Sebészi csipesz
e Sebészi olld

o Gézlap

Sziikséges anyagok:
e EBSS-oldat (Earle's Balanced Salt Solution)
o Kelatképzo
e 0,5mM-0s EGTA
e Szuszpendalo-oldat
e CaClz-oldat
e 200 mM-os glutamin
e DMSO (dimetil-szulfoxid)
e HBSS (Hank-oldat)
e Inzulin
e Fizioldgias sooldat
e Tripankék-oldat
e Tapoldat

A kisérlet soran 150-250 g sulya Wistar him patkanyok keriiltek felhasznélasra.
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4.2.3.1 Az allat el6készitése, miitétje

A méjsejtek kinyeréséhez sziikséges miitét el6tt az allat dietil-éterrel keriilt altatasra. Mivel
célunk életképes majsejtek izoldlasa volt, az altatds sordn nem voltak hasznélhatdak
hatékonyabb, am majkarosité altatészerek, mint pl. halotan, kloroform. Valamint nem
keriilhettek felhasznalasra indukcios hatdsu szerek sem (barbituratok). Az altatds az allat
1égterébe juttatott étergdzokkel tortént.

A has és a mellkas tajékrol a bor téglalap formajaban levagasra kertilt (20. abra).

. A ? a, P
/i V7 R /

20. 4bra: A bor levagasa a mellkas szabadda tételéhez (sajat kép)

Az 0s pubis-tol kb. 2 cm-re bemetszettem a peritoneumot és a linea alba mentén a thoraxig
felvagtam vigyazva, hogy a peritoneumra felfekvé majlebenybe ne vagjak bele. Kozéptajon a
diaphragmatél kb. 1 cm-re mindkét oldal iranydban elvagtam a peritoneumot és a
miitéasztalhoz rogzitettem. Két érbe (a véna (v.) cava superior-ba és a véna portae hepatis-ba)
a kovetkezd modon vezettem kaniilt: a peritoneum megnyitasa utan a v. portae-t és a v. cava
inferior-t kipreparaltam ¢és fonalat helyeztem a véndk koré. El6szor a v. cava inferior-ra
helyeztem lazan egy fonalat a veseleagazas felett. A masodik fonal a v. portae-ra keriilt a majba
torténd beszdjadzas és a portalis érrdl ledgazd pankreatikus-duodendlis ér koz¢. A laza fonalak
felhelyezése utan a fonal alatt kb. 45 fokos szogben bevagtam a v. portea-t, és behelyeztem a

kantilt (21. abra), amelyhez el6z6leg a perisztaltikus pumpa nyomo agat csatlakoztattam.
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21. 4bra: A kaniil behelyezése (sajat kép)

A fonal megkotésével rogzitettem a kaniilt az érben. A nyomd ag bekotésével a keringési
rendszerben a folyadékmennyiség novekedése nyomasfokozodast okozott, ezért atvagtam a v.
cava inferior-t a rahelyezett fonal alatt, hogy a nyomas csokkenjen. A rekeszizom bevagasaval
1égmell alakult ki, ennek kovetkeztében az allat megfulladt. A mellkas feltarasaval hozzafértem
a szivhez és a v. cava superior-hoz. Fonalat helyeztem fel a jobb pitvartdl kb. egy cm-re a v.
cava superior-ra. A szivet csipesz segitségével ovatosan kiemeltem, majd olloval bemetszettem
a jobb pitvar felél, és a kaniilt felcsusztattam a fonalig, majd rogzitettem. Ezutan a v. cava
inferior-on 1évé6 fonallal az eret elk6tottem, ezzel zart rendszert hoztam 1étre, megakadalyozva
a perfuzios folyadek tovabbi elszivargasat.

A majperfuzidhoz két oldatot hasznaltam, amelyeket termosztatban 41 °C-on tartottam, igy
mire az oldatok eljutottak a majhoz, a vékony csévekben aramolva éppen 37 “C-osra hiiltek le.
A perfazios oldatokba karbogén gazt (95% O2, 5% CO.) vezettem, igy beallitva az optimalis
oxigén koncentraciot és pH-t. A perisztaltikus pumpa szivo dga az els6 oldatba meriilt, nyomo
aga pedig egy buborékfogdban végzddott, ahonnan milanyag cs6von keresztiil jutott a folyadék
a kaniilbe. Az oldatot a perfuzié megkezdéséig az elsé taroloedénybe juttattam vissza. A
perfuzids folyadék dramlasi sebessége a masodik kaniil bekotéséig 10 ml/perc volt, a v. cava
inferior elkotése utan ezt 40 ml/percre noveltem. A perfizié célja a hepatocitak kozotti
sejtkapcsolod strukturak megsziintetése, igy juthattam majsejt szuszpenzidhoz. Az els6 fazis a
maj kelatképzovel torténd atmosasa volt. Az EBSS (Earle's Balanced Salt Solution) oldatbol,
amely 0,5 mM EGTA-t (Ethylene glycol tetraacetic acid) tartalmazott, 300 ml-t folyattam at a

majon. Az EGTA komplexbe viszi a kalcium ionokat, igy a kalcium-fiiggd sejtkapcsold
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struktarak megsziinnek. A maésodik fazis a kelatképzd kimoséasa volt. 350 ml EBSS oldatbol
kb. 220 ml mosta at a majat. A harmadik fazisban a maradék 130 ml-t visszaforgattam a
taroloedénybe. A recirkulalo rendszerhez 1,3 ml 0,25 M-o0s CaClz-oldatot és 25 mg EBSS
oldatban oldott kollagenaz enzimet adtam. 5 percig tartottam fenn az aramlast, ez alatt a
kollagenaz feloldotta a sejtek kozotti matrixot, igy a sejtek elvaltak egymastol. A majat kiviilrél

borito tok kevéssé emésztodik, a képlékeny maj igy viszonylag konnyen kiemelhetd.

4.2.3.2 A majsejtek kinyerése, tisztitasa, sejtkultira készitése

A majat olloval apré darabokra vagtam, majd a majat boritd tokot szuszpendald oldatban
szétszakitottam, a sejtszuszpenziot négyrétegli steril gézen sziirtem, ezt kovetéen 900 rpm
fordulatszam mellett egy percig centrifugaltam. A feliiluszot kidobtam, a pelletet
reszuszpendaltam. Az eljarast még kétszer ismételtem, az utolso centrifugélas eldtt kiegészitett
William’s E (W. E.) médiumban szuszpendaltam a sejteket. Ezt kovetden tripankék modszerrel
hataroztam meg a sejtek életképességét. A moddszer elve az, hogy a sériilt sejtek membranja
ateresztové valik, és a festékanyag bejut a citoplazmaéba, azt kékre szinezve. A sejtszamot
Neubauer kamra segitségével hataroztam meg.

Ha megfeleld volt az életképes sejtek szama (90% folott, de minimum 85% sziikséges a
sejtkultira készitéséhez), a kollagénezett lemezekre iiltettem a sejteket. A William’s E
Mediumot kiegészitettem 100 nM inzulinnal, 0,1 uM dexametazonnal és 5% FCS-sel (fetal calf
serum). A tovabbi, 24 oranként cserélt tapfolyadékot szérummentesre cseréltem (nem tartalmaz

FCS-1).

4.2.3.3 A Kkisérleti metodus

A Kkisérletet 24 oras kezelési id6vel végeztem. A hepatocitakat lemezre iiltettem, majd a
megfeleld idore termosztatba helyeztem. A sejtkulturan végzett kezeléseket inkubacioban 37
°C-on, 100%-os paratartalom mellett, 5%:95% COz: levegd atmoszféraban végeztem.

A sejteket a lemezre iiltetés utan a megfeleld ideig termosztatba helyeztem, majd Kivettem, és
vakuumszivoval leszivtam roluk a tapoldatot vigyazva, hogy ne sértsem meg a sejtallomanyt.
5 koncentracios csoportot allitottam be, melyekben a megfeleld koncentracioban ndvényveédod
szert tartalmazo vizes oldatot (2560x, 1280x, 640x, 320, 20x) tettem, és visszahelyeztem a

lemezt a termosztatba, a kivant kezelési idore. A kezelési 1d6 lejarta utan az oldatot leszivtam,
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majd Hank-oldattal mostam a sejteket, hogy ne maradjanak a kulturaban novényvédo szer
maradvanyok. Egy ujabb leszivas utan a sejtekre (a kontrollsejtekre is) MTT reagens keriilt (22.
abra) és visszakertiiltek a termosztatba 2 Oras inkubalasra, tekintettel arra, hogy ennyi az MTT

reagens minimum hatdideje.

22. 4bra: A sejtek kezelése (sajat kép)

Az MTT reagens alacsony abszorbens értékekkel rendelkezik a sejtek hianyaban. A sejtszam
¢és a kapott jel kozotti 6sszefiiggés minden sejttipus esetén linedris, igy a valtozasok pontosan
mérhetok. Ha az abszorbencia értékek alacsonyabbak a vizsgalt sejtek esetében a
kontrollsejtekhez képest, az csokkent sejt proliferaciot és az életképesség csokkenését mutatja
(Kovats, 2013).

A 2 ora letelte utdn a sejtekrdl ismét leszivtam az oldatot. Ezutan 50 pl DMSO (dimetil-
szulfoxid) oldat kertiilt a sejtekre, mely felbontja a sejtmembranokat, valamint oldatba viszi a
keletkezett lila szinli formazant. 20 perces razatas utan a formazan kell6 mértékben feloldodik.
Ezutan spektrofotométerrel olvastam le az abszorbanciat 540 nm-es hullamhosszon.

A vizsgalati mintak minden higitasaval harom parhuzamos mérést végeztem.
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A kezelt oldat fényelnyelését a kezeletlenhez viszonyitva, az €16 sejtek %-os ardnya az alabbiak

szerint meghatarozhato:

a kezelt sejtek abszorbanciaja
100

a kontrollsejtek abszorbanciaja

Az irritacids besorolast a 7. tablazatban bemutatott kategoriak szerint végeztem el.

7. tablazat: Az MTT vizsgélatban alkalmazott irritacios kategoriak

ECso érték Irritacios kategoria
>50 ml/l nem irritativ
50-0,780 ml/I irritativ
0,781 ml/I> sulyosan irritativ
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4.3 Alkalmazott statisztikai modszerek

A toxikologia nemzetkozi irodalmaban az alternativ modszerek és az in vivo tesztekbol
szarmaz6 eredmények O0sszehasonlitasara altalanosan elfogadottak a korrelaciods vizsgalatok. A
korrelaciészamitas specialis esetei az in. rangkorrelaciok, amelyekben két valtozo értékeibol
Az in vivo és in vitro modszerekbdl szarmazo eredmények sszehasonlitasanak bemutatasara a
gamma ¢s kappa mutatok alkalmasak (Guo és mtsai., 2010; Jirova és mtsai., 2014).

Munkam soran az egyes moddszerekkel megallapitott kategoridk sszehasonlitdsat a Kendall-

féle gamma ¢s a Cohen-féle kappa kiszamitasaval végeztem.

4.3.1 Kendall-féle gamma

A rangkorrelacid két valtozo kozotti sztochasztikus monotonitast vizsgal. Mivel mindkét
valtozo erésen diszkrét (mindossze 3 kiilonbozo értéke lehet), a kiillonbozo rangkorrelacios
egylitthatok koziil a Kendall-féle gammat (Goodman és Kruskal, 1954) (a szakirodalomban
Goodman-Kruskal gamma néven is szerepel) valasztottam, amit kifejezetten ilyen esetekre

fejlesztettek ki. Ennek kiszamitasa az alabbi képlet segitségével tortént:

P, —P_
P, P

ahol p+ a konkordans (pozitiv viszony), p- pedig a diszkordans (negativ viszony) parok szamat

jeloli. (Vargha, 2015)

I =

A szamitasok az R statisztikai szoftver (R Core Team, 2017) segitségével a “MESS” nevii

csomag (Ekstrom, 2017) gkgamma() figgvényével keriiltek elvégzésre.
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4.3.2 Cohen-féle kappa

A Cohen-féle kappa mérészamot olyan osztalyozé eljarasok 6sszehasonlitasara dolgoztak ki,
amelyek ordinalis szintli eredményt adnak (Cohen, 1968). Ha a két mddszer eltérd kategoridba
sorolja a vizsgalati anyagot, ez figyelembe veszi, hogy az eltérés egy vagy két kategoria.
Négyzetes sulyozast alkalmaztam, ami azt jelenti, hogy ha az egyik mddszer altal megallapitott
kategoria eggyel tér el a masik modszer altal megéllapitott kategoriatol, akkor a suly értéke 1,

ha kett6vel, akkor 4. A Cohen-féle kappa kiszamitasa az alabbi képlettel tortént:

k k
D io1 E_jzl WijTij

k k
2im1 Duje1 WijTij

k=1

ahol k a kategoriak szama (esetiinkben harom, mivel harom kategdria van: nem irritativ,
irritativ, sulyosan irritativ); wij az eltérésekhez tartozo sulyok értéke (négyzetes sulyozast
hasznaltunk); Xij a megfigyelt esetek szama (hany olyan anyag volt, amit az egyik modszer az
i-dik kategoriaba, a masik modszer pedig a j-dik kategoriaba sorolt); mij a megfigyelttel azonos
peremeloszlas mellett torténd véletlen osztalyozas varhaté értéke (ha mindkét modszer teljesen
véletleniil sorolnd az anyagokat valamelyik kategéridba, akkor atlagosan ennyiszer fordulna
eld, hogy az elsé modszer az i-dik, a masodik modszer pedig a j-dik kategoriaba sorolja).

A szadmitasok az “irr” nevii R csomag (Gamer és mtsai., 2012) kappa2() fiiggvényével keriiltek

elvégzésre.
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4.4 Eredmények

441 AHET-CAM tesztb6l szairmazé eredmények

A vizsgalt novényvédo szereknél kapott irritacios indexeket és irritacids kategoriakat a 8.
tablazat Osszesiti. Az irritdcios indexek alapjat képezd részindexeket adott vizsgalati anyag
esetén a Mellékletek fejezet 19-41. tablazatai tartalmazzak.

8. tablazat: A HET-CAM tesztbdl szarmazo irritacids indexek és kategoriak

Vizsgalt anyag Irritacios index Irritacios kategoria
BUMPER 25 EC 8,16 irritativ
COMMAND 48 EC 6,54 irritativ
CYPERKILL 25 EC 6,69 irritativ
DOMARK 10 EC 9,62 salyosan irritativ
DUAL GOLD 960 EC 0 nem irritativ
GLIALKA STAR 6,67 irritativ
GLYPHOGAN 480 SL 6,55 irritativ
K-OBIOL 25 EC 10,75 sulyosan irritativ
LEOPARD 5 EC 234 irritativ
MECOMORN 750 SL 10,59 stlyosan irritativ
MIRAGE 45 EC 4,89 irritativ
MYSTIC 250 EC 8,3 irritativ
NIMROD 25 EC 6,76 irritativ
ORIUS 20 EW 10,79 stlyosan irritativ
PROPLANT 8,66 irritativ
PULSAR 40 SL 491 irritativ
RACER 8,37 irritativ
RELDAN 22 EC 8,85 irritativ
SCORE 250 EC 6,19 irritativ
SEKATOR 9,56 sulyosan irritativ
SYSTHANE DUPLO 10,76 sulyosan irritativ
TANDUS 200 EC 0 nem irritativ
TOPAS 100 EC 10,76 sulyosan irritativ
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VERTIMEC 1,8 EC 6,45 irritativ
WARRANT 200 SL 10,89 salyosan irritativ

A BUMPER 25 EC-vel kezelt tojasokon az 50. masodperctdl lizist, majd ezt kovetden a 80. és
130. méasodperc kozott kezdddden vérzést figyeltem meg a chorioallantois membranon. A

kapott eredmények alapjan a gombadlo szer irritativnak mindsiil (A 19. tablazat).

A COMMAND 48 EC-vel végzett kezelés soran a 14. masodperctdl lizist jegyeztem fel,

amelyet vérzés nem kovetett. A gyomirtd szer az irritativ kategoriaba sorolhat6 (20. tablazat).

A CYPERKILL 25 EC-vel elvégzett kezelést kovetden lizis jelentkezett a megfigyelési id6 6-

22. mésodperce kozott. A rovardlo szer ez altal az irritativ kategoridba sorolhato (21. tablazat).

A DOMARK 10 EC-vel kezelt tojasokon a 20-46. masodperc kozott lizis alakult ki, a 90-110.
masodpercben vérzések jelentkeztek. A gombadld szer a kapott értékek alapjan az stilyosan

irritativ kategoriaba sorolhato (22. tablazat).

A DUAL GOLD 960 nvényveédo szerrel tortént kezelés sordn nem volt a megfigyelési id6 alatt

jelentkezd elvaltozas a chorioallantois membranon. A gyomirt6 szer nem irritalo tulajdonsagu.

A GLIALKA STAR-ral kezelt tojasokon érlizis volt megfigyelhetd a kezelést kdvetd 9-35.

masodpercben. A gyomirto szer az irritativ kategoriaba sorolhat6 (23. tablazat).

A GLYPHOGAN 480 SL tekintetében szintén csak lizist figyelhettem meg a membranon a
kezelést kovetd 15-25. masodpercben. A gyomirtd szer ezen adatok alapjan irritativnak mindsiil

(24. tablazat).
A K-OBIOL 25 EC-vel végzett kezelés utani 7-28. masodpercek kozott liziseket jegyeztem fel,

amelyeket a 35-120. masodpercben vérzés kovetett. A rovardld szer ezen értékek alapjan az

sulyosan irritativ kategdridba sorolhato (25. tablazat).
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A LEOPARD 5 EC-vel végzett kezelés hatdsara lizis volt megfigyelheté a 140-250.
masodpercben a chorioallantois membran feliiletén. A gyomirto szer irritativnak mindsiil (26.

tablazat).

A MECOMORN 750 SL-lel tortént kezelés utdni 2-7. mdasodpercben erds lizis volt
megfigyelhetd, amelyet a 30. masodperctdl vérzések kovettek. A gyomirtd szer az sulyosan

irritativ kategoriaba sorolhat6 (27. tablazat).

A MIRAGE 45 EC-vel kezelt tojasok chorioallantois membranjan a megfigyelési ido 82-97.
masodperce kozott érlizis alakult ki. A gombadld szer az irritativ kategoriaba sorolhato (28.

tablazat).

A MYSTIC 250 EC-vel végzett kezelés soran a 13. masodperctdl lizis alakult ki a membranon,
amelyet a 75. masodperctdl vérzések kovettek. A gombaodldé szer a kapott értékek alapjan

irritativnak mindsiil (29. tablazat).

A NIMROD 25 EC esetében a kezelést kovetd 3-15. masodpercben lizist figyeltem meg. A

gombadlo szer irritativnak bizonyult (30. tdblazat).

Az ORIUS 20 EW-vel tortént kezelés soran a megfigyelési id6 20. masodpercétdl érlizist
jegyeztem fel, amelyet a 27. masodpert6l kezdédbéen vérzés kovetett. Az értékek alapjan a

gombadld szer sulyosan irritativ kategoriaba sorolhaté (31. tdblazat).

A PROPLANT szerrel tortént kezelés soran a 15-35. masodperc kozott lizis jelentkezett a
membran feliiletén, majd a 130. masodperctdl vérzés volt megfigyelhetd. A gombadld szer az

irritativ kategoriaba sorolhat6 (32. tablazat).

A PULSAR 40 SL-lel kezelt tojasok chorioallantois membranjan a kezelést kovetd 64-103.
masodperc kozotti idében jelentkezett lizis. A gyomirtd szer az irritativ kategoriaba sorolhatd

(33. tablazat).

A RACER-rel végzett kezelés utani 20-37. méasodpercben jelentkezd lizist jegyeztem fel, majd
a 27. masodperctdl vérzéseket. A gyomirtd szer a kapott értékek alapjan irritativ kategoridba

sorolhato (34. tablazat).

74



A RELDAN 22 EC-vel elvégzett kezelést kovetéen a 30. masodperctdl lizist, a 95.
masodperctdl vérzéseket figyeltem meg a chorioallantois membran feliiletén. A rovardlo szer

ezen értékek alapjan irritativnak mindsiil (35. tablazat).

A SCORE 250 EC-vel tortént kezelés soran a megfigyelési id6 25-45. masodperce kozott
liziseket figyeltem meg a membran feliiletén. A gombadlé szer irritativnak mindsiil (36.

tablazat).

A SEKATOR esetében a kezelést kovetd 20-46. masodpercben lizist jegyeztem fel, majd a
megfigyelési id6 53. masodpercétdl vérzést figyeltem meg. A gyomirtd szer sulyosan

irritativnak mindstil (37. tablazat).

A SYSTHANE DUPLO szerrel kezelt tojasok esetében a 10. masodpercben lizis jelentkezett,
amelyet a 40. masodperctdl vérzés kovetett. A gombadld szer sulyosan irritativ kategoriaba

sorolhato (38. tablazat).

A TANDUS 200 EC-vel kezelt tojasok chorioallantois membranjan nem volt megfigyelhetd

elvaltozas. A gyomirt6 szer nem mindsiil irritativ tulajdonsagunak.

A TOPAS 100 EC-vel végzett kezelés soran a 4-18. masodperc kozott lizis jelentkezett, majd
a 25. masodperctdl vérzés volt megfigyelhetd. A gombaold szer stilyosan irritativ kategoridba

sorolhatd (39. tablazat).

A VERTIMEC 1,8 EC esetében érlizis volt megfigyelhetd a kezelést kovetd 10. masodperctdl.

A rovar0l0 szer az irritativ kategériaba sorolhato (40. tablazat).
A WARRANT 200 SL-lel kezelt tojasok membranjan az 5. masodperctdl jelentkeztek lizisek,

melyeket a 32. masodperctdl vérzések kovettek. A rovardld szer sulyosan irritativ kategoriaba

sorolhato (41. tablazat).
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4.4.2 Az ICE tesztbol szarmazo6 eredmények

A vizsgalatok soran alkalmazott pozitiv (triklorecetsav 30 (w/v)%) és negativ (fiziologias
sooldat) kontroll anyagok az alkalmazott végpontok (szaruhartya vastagsag és homaly,
fluoreszcein-megtartas) értékelése alapjan minden esetben a toliik vart kategoriaba esnek: a
negativ kontroll nem irritald, a pozitiv kontroll szemkorroziot/sulyos szemirritaciot okozo. igy

az elvégzett vizsgalatok érvényesnek tekinthetok.

Az egyes vizsgalati anyagokhoz tartozd végpontok kombinacidit és a készitmények besorolasat

a 9. tablazatban Osszesitettem.

9. tablazat: A vizsgalati anyagok ICE tesztbdl szarmazo6 végpont-kombinacioi, és

besorolasuk
Vizsgalt anyag Végpont-kombinaciok Besorolas
BUMPER 25 EC 3xl1 irritativ
COMMAND 48 EC IxI1, IxI11, 1xIV irritativ
CYPERKILL 25 EC 2xI11, Ix11 irritativ
DOMARK 10 EC 2x1, IxI1 nem irritativ
DUAL GOLD 960 EC 2xI11, Ix11l irritativ
GLIALKA STAR 2xI11, Ix11 irritativ
GLYPHOGAN 480 SL IxI1, 2xIV sulyosan irritativ
K-OBIOL 25 EC IxI1, IxI11, 1XIV irritativ
LEOPARD 5 EC 2xI11, Ix11 irritativ
MECOMORN 750 SL 3xIV sulyosan irritativ
MIRAGE 45 EC 2x11, Ix11l irritativ
MYSTIC 250 EC 2x11, 1XIV irritativ
NIMROD 25 EC 1x1, 1xI1, 1xI11 irritativ
ORIUS 20 EW IxI1, Ix11, X1V irritativ
PROPLANT 1x1, 2xI1 nem irritativ
PULSAR 40 SL 3xl nem irritativ
RACER 2xI1, 111 irritativ
RELDAN 22 EC IxI, 2xI1 nem irritativ
SCORE 250 EC 3xI nem irritativ
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SEKATOR IxI11, 2x1IV stlyosan irritativ
SYSTHANE DUPLO 2x11, 1xIV irritativ
TANDUS 200 EC 2x11, 1x111 irritativ
TOPAS 100 EC 1x1, 1x11, IxIV irritativ
VERTIMEC 1,8 EC IxI1, IxI, 1XIV irritativ
WARRANT 200 SL 1x1, 1xI11, IxI1 irritativ

A BUMPER 25 EC gombadld szerrel végzett kezelés soran szaruhartya-duzzadas egyik szem
esetében sem volt mérhetd a kezelést kovetd 75. percig, majd a megfigyelés 240. percére
jelentdsebb (8%) novekedést mutatott. Kismértékii szaruhartyahomaly volt megfigyelheté a
vizsgalat periodusanak elsé felében, amely enyhe emelkedést mutatott a vizsgalati periodus
masodik felében. A kezelést kdvetd mosastol szamitott 30. percben két szem esetében csekély
mértékll egysejtes foltosodas formajaban jelentkezett a fluoreszcein-megtartas, mig egy szem
esetében elszortan jelentkezett a szaruhartya feliiletén (42. tablazat).

A BUMPER 25 EC gombadlé novényvédd szer az adatok értékelése alapjan szemirritald

hatasu.

A COMMAND 48 EC gyomirtd szerrel kezelt szemek esetén a szaruhartya-vastagsag
kismértéki novekedése volt jellemzé mindhdrom szem esetében a 75. percig elvégzett
megfigyelések sordn, amely a megfigyelési id0 240. percére elérte a 9%-ot. Halvany
szaruhartyahomaly volt megfigyelheté a 75. percben, amely fokozatosan ersodott, az irisz
részletei elmosodottakka valtak. Nagymeértékii fluoreszcein-megtartdas volt jellemzd
mindharom szem esetében (43. tablazat).

A COMMAND 48 EC gyomirto szer a kapott eredmények alapjan szemirritald hatasq.

A CYPERKILL 25 EC rovarold szerrel végzett vizsgalatok soran megallapithatd, hogy mar a
megfigyelési 1d0 els6 periddusdban jelentds mértékli szaruhartya-vastagodas volt
megfigyelhetd, amely a megfigyelési id6 masodik felére még magasabb, 10%-os értéket ért el.
Szaruhartyahomaly csak Kis mértékben jelentkezett mindharom szem esetében a 120. perctdl,
majd jol definialhatd homallya alakult. A fluoreszcein-megtartas egy szem esetében
nagymértékben jelentkezett, mig a masik két szem esetében jol definialhaté fluoreszcein-

megtartas volt feljegyezhetd (44. tablazat).
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A CYPERKILL 25 EC a kapott végpontok alapjan szemirrital6 hatasa rovardlo szer.

A DOMARK 10 EC gombaold szerrel végzett vizsgalatok soran a szaruhartya-vastagsag
mérésének 75. percében kismértékli novekedés volt megfigyelhetd, amely nem novekedett
szamottevoen a megfigyelési id6szak masodik felében. A szaruhartyahomaly eleinte egyatalan
nem, majd a vizsgalati periddus végéig nagyon halvanyan jelentkezett. A fluoreszcein-
megtartas két szem esetében csekély mértékii egysejtes foltosodast mutatott, mig egy szem
esetében elszort egysejtes foltosodas volt megfigyelheté a szaruhartya kezelt feliiletén (45.
tablazat).

A DOMARK 10 EC gombadél6 szer a kapott végpontok alapjan nem irrital6 tulajdonsagu.

A DUAL GOLD 960 EC gyomirt6 szerrel kezelt szemek esetében a szaruhdrtya-vastagsag a
kezelési id6 utani 75. percig kismértékben novekedett. Ez a duzzadéds tovabb erdsodott a
harombol két szemnél a tlinetelés masodik felére. Konnyen észrevehetd attetszo teriilet és az
irisz kissé elmosodott részletei voltak megallapithatoak két szem esetén, mig egy szemnél
sulyos szaruhartyahomaly jelentkezett, amely soran az irisz egyetlen részlete sem volt kivehetd.
A fluoreszcein-megtartas két szem esetében csekély mértékii, egysejtes foltosodast mutatott,
mig a harmadik szem esetében egybefiiggd, siirii egysejtes foltosodas jelentkezett (46. tablazat).

A DUAL GOLD 960 EC gyomirto szer a kapott végpontok alapjan szemirrital6 hatasu.

A GLIALKA STAR gyomirt6 szerrel végzett kezelés soran az adott tiinetelési id6pontokban
felvett szaruhartya-vastagsadg értékek megfigyelése alapjan elmondhat6, hogy kismértékii
szaruhartya-duzzadds (2-3%) volt tapasztalhatd6 mindharom szem esetében a 75. percig
elvégzett klinikai megfigyelések soran. Ez a duzzadas tovabb sulyosbodott a harombol két
szemnél. Nagyon halvany szaruhartyahomdly volt megfigyelhetd egy szem esetében mar a
kezelést kovetd mosas utani 30. €s 75. percben, amely késébb tovabb sulyosbodva a szaruhartya
felszinén zavaros teriiletek megjelenését okozta, de az irisz részletei tovabbra is tisztan
kivehetdek voltak. Két szemnél a nagyon halvany homaly az egyik esetben a 75. percben, mig
a masik szemnél a 180. percben jelentkezett €s tovabb mar egyik esetben sem stlyosbodott a
megfigyelési id6szak alatt. A fluoreszcein-megtartas mindharom szem esetében egybefiiggd,
stirti egysejtes foltosodast mutatott (47. tablazat).

A GLIALKA STAR gyomirto szer a kapott végpontok alapjan szemirrital6 hatasu.
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A GLYPHOGAN 480 SL gyomirtd szerrel kezelt szemek esetén, a vizsgalat soran jelentds
szaruhartya-duzzadas volt megfigyelhetd mar a megfigyelési idészak elején, amely tovabbi
er6sodést mutatott a megfigyelési idoszak haladtaval. A szaruhartya homalya az els6 adott
1d6szakban tortént megfigyelés soran jol definialhat6 volt, mely a tovabbiakban teljes homallya
alakult. A fluoreszcein-megtartas mindharom szem esetében a legnagyobb volt, a szaruhartya
nagy, egybefiiggo teriiletei tartottak vissza fluoreszceint (48. tablazat).

A GLYPHOGAN 480 SL gyomirto szer a kapott végpontok alapjan sulyos szemirritaciot okoz.

A K-OBIOL 25 EC rovardld szerrel kezelt szemek esetén a megfigyelési idoszak els6 felében
jelentés szaruhartya-vastagsag volt tapasztalhatdé a kezelés utan. A duzzadds 9%-0s
kozépértékiire sulyosbodott a vizsgalati periodus mésodik felére. Konnyen észrevehetd attetszo
terlilet és az irisz kissé elmosddott részletei voltak megallapithatdak a megfigyelési iddszak
elején. Ez stlyos szaruhartyahomallya valtozott, amely sordn az irisznek egyetlen részlete sem
volt kivehetd, a pupilla mérete alig érzékelhetové valt. Fluoreszceint mindhdrom szem
szaruhartyajanak nagy, egybefiiggo teriiletei tartottak vissza (49. tablazat).

A végpontok kombinacidi alapjan a K-OBIOL 25 EC rovardld szer szemirritalo hatasu.

A LEOPARD 5 EC gyomirté szerrel kezelt szemek egyéni adatai alapjan a szaruhartya-
vastagsag kismértékli novekedése (2%) volt tapasztalhato mindharom szem esetében a 75.
percig elvégzett klinikai megfigyelések soran. Ez az érték a 180. percre 6%-ra emelkedett.
Halvéany szaruhartyahomaly volt tapasztalhat6 egy szemnél a 30. percben és két szem esetében
a 75. percben végrehajtott megfigyelés soran. A tovabbi idOpontokban torténd megfigyelés
esetén mar mindharom szemnél tapasztalhat6 volt a nagyon halvany homaly. A fluoreszcein-
megtartas esetében két szem a legsulyosabb 3-as értéket, mig egy szem az ennél kedvezdbb 2-
es értéket kapta (50. tablazat).

A végpontok kombinacidja alapjdn a LEOPARD 5 EC gyomirto szer szemirritalo tulajdonsagu.

A MECOMORN 750 SL gyomirto szerrel kezelt szemek szaruhdrtydin a szaruhértya-vastagsag
torzuldsa a megfigyelés 30. percében mar 17%-ot ért el, amely fokozatos novekedést mutatott,
és a 240. percre 46%-0s, sulyos mértékli torzulast ért el. A szaruhartya teljes homalya volt
megfigyelhetd mindharom szem esetében mar a 75. perctdl. A fluoreszcein-megtartas is a
maximum értékeket képviselte mindharom szem esetében, azaz a szaruhartya nagy, egybefliggd

teriiletei tartottak vissza fluoreszceint (51. tablazat).
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A kapott végpontok alapjan a MECOMORN 750 SL gyomirto szer sulyos szemirritacidt okozo

hatasu.

A MIRAGE 45 EC gombadlo szerrel kezelt szemek esetén a kezelést kovetd mosastdl szamitott
30. percben két szem esetében volt megfigyelhetd kismértékii, 2%-os szaruhartya-duzzadas,
amely a 120. perctdl mar 6%-osra emelkedett. A harmadik szemnél a 75. percig egyatalan nem,
majd a 120. perctdl nagyon enyhe, kismérték torzulést figyeltem meg. A szaruhartyan szort,
zavaros teriiletek, az irisz elmosodott részletei voltak megfigyelhetdek két szem esetében a 75.
perctdl, mindharom szem esetében a 120. perctdl. Két szem esetében a szaruhartya nagy,
egybefliggd teriiletei tartottak vissza fluoreszceint, mig egy szemnél egybefiiggo, stirli egysejtes
foltosodas volt megallapithato (52. tablazat).

A MIRAGE 45 EC gombadld szer a kapott végpontok alapjan szemirritald hatésu.

A MYSTIC 250 EC gombadlé szerrel kezelt szemek esetén a kezelést kdvetd mosastol
szamitott 30. percben 8%-os szaruhartya-duzzadas volt megfigyelhetd, amely mar a 180. percre
15%-0s novekedési értéket ért el. A szaruhdrtyahomadly a kozépértékének a maximumat a 180.
percben érte el a szaruhartyak teljes homalyaval. A fluoreszcein-megtartas megfigyelése soran
enyhe, kismértékii foltosodas volt feljegyezhetd (53. tablazat).

A MYSTIC 250 EC gombadlé szer a kapott végpontok alapjan szemirrital6 hatasu.

A NIMROD 25 EC gombaold szerrel kezelt szemek esetén csekély mértékii szaruhartya-
duzzadas volt észlelhetd (2%). Jol definialhato szaruhartyahomaly volt megfigyelhet a 120.
perctdl két szem esetében. Enyhe, kismértéki fluoreszcein-megtartas volt jellemzo, amely
soran elszortan volt megfigyelhetd egysejtes foltosodas a szaruhartyak kezelt felszinén (54.
tablazat).

A NIMROD 25 EC gombaéld szer a kapott végpontok alapjan szemirritaciot okozo hatésu.

Az ORIUS 20 EW gombadld szerrel tortént kezelés soran a meghatarozott megfigyelési
idépontokban felvett szaruhartya-vastagsdg értékek alapjan elmondhato, hogy kismértéki
szaruhartya-duzzadas volt tapasztalhatd6 mindhdrom szem esetében. Ez a duzzadas tovabb
sulyosbodott tigy, hogy a 240. percben torténd megfigyelés soran 6% volt a referencia értékéhez
viszonyitva. Mindharom szem esetében eleinte jol definialhaté homaly jelentkezett, amely a

harombdl két szem esetében teljes homallya alakult. Jol definidlhatd fluoreszcein-megtartas
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volt a jellemz6 egybefiiggd, stirli egysejtes foltosodassal két szem esetében, mig egy szemnél
nagymértékii megtartas volt megfigyelhetd (55. tablazat).
A kapott végpontok alapjan az ORIUS 20 EW gombadlé szer szemirritald hatasu.

A PROPLANT gombadlé szerrel kezelt szemek esetén a szaruhartya vastagsaga csekély
mértékben (2%) novekedett. Minddssze az elsd, a 30. percben elvégzett klinikai megfigyelés
soran mutatott kismértékii novekedést, €s ez nem valtozott a 240. megfigyelési percig. Nagyon
halvany szaruhartyahomaly volt megfigyelhet6 a 75. percig, amely sulyosbodott a kezelést
kovetd mosas utani 120. percben. Enyhe, kismértékii fluoreszcein-megtartas volt jellemz6 a
vizsgalt harom szem esetében, amely soran elszortan jelentkezett egysejtes foltosodas a
szaruhartyak kezelt felszinén (56. tablazat).

A PROPLANT gombadld szer a kapott végpontok alapjan nem irritald hatasa.

A PULSAR 40 SL gyomirté szerrel kezelt szemek esetén minimalis szaruhartya-duzzadas volt
megfigyelhetd két szem esetében, mig egy szemnél semmilyen vastagsag-ndvekedés nem volt
mérhet6. A szaruhartyahomaly mindharom szem esetében nagyon halvanyan jelentkezett a
megfigyelési id6 180. percére. A fluoreszcein-megtartas nagyon csekély mértékii volt két szem
esetében, egy szem esetében pedig egyatalan nem jelentkezett (57. tablazat).

A PULSAR 40 SL gyomirto szer a kapott végpontok alapjan nem irritalé hatasu.

A RACER gyomirtd szerrel végzett kezelés soran kismértékii szaruhartya-duzzadas volt
megallapithatd mindhdrom szem esetében a 75. percben elvégzett megfigyelések soran. Ez a
duzzadas a megfigyelési periddus végére 6%-os stlyosbodast ért el. Két szem esetében a
megfigyelési 1d6 30. percétdl szort, zavaros teriilet volt megfigyelhetd, az irisz részei
elmosddottan latszodtak, mig a harmadik szem esetében mindez csak a 180. megfigyelési
1d6ponttol alakult ki. A vizsgalt harombol két szem egybefiiggd, stirli egysejtes foltosodast
mutatott, tehat jol definialhatd fluoreszcein-megtartassal rendelkeztek, mig a harmadik szem
esetében enyhe, kismértéki foltosodas volt feljegyezhetd (58. tablazat).

A kapott végpontok alapjan a RACER gyomirt6 szer szemirritalo hatasu.

A RELDAN 22 EC rovar6lé szerrel végzett kezelés soran elmondhat6, hogy a kezelt szemek
szaruhdrtya-vastagsaga csekély mértékben (2%) novekedett, csak az elsd, a 30. percben
elvégzett klinikai megfigyelés soran mutatott kismértékii ndvekedést (két szem esetében 2%,

mig egy szem esetében 3%). Szaruhartyahomaly nagyon halvanyan jelentkezett, amely a 180.
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percben mérve er6sodott. A fluoreszcein-megtartas kismértékii volt. Két szem esetében elszort
egysejtes foltosodast, mig egy szem esetén csekély mértékii egysejtes foltosodast mutatott (59.
tablazat).

A RELDAN 22 EC rovardl6 szer esetében kapott végpontok alapjan, a szer nem mindsithetd
szemkorrozidt, illetve stlyos szemirritaciot okozo anyagnak. Az eredmények szerint a

készitmény nem irrital6 tulajdonsaga.

A SCORE 250 EC gombadl6 szerrel kezelt szemekkel végzett vizsgalatok sordn a szaruhartya-
vastagsag mérésének 75. percében kismértékii novekedés volt megfigyelhetd mindharom szem
esetében, amely a megfigyelési idészak masodik felében minimalisan emelkedett (4%). A
szaruhartyahomaly mindhdrom szem esetében nagyon halvanyan jelentkezett a 75. perctdl és
tartott a megfigyelési id6szak végéig. A fluoreszcein-megtartas két szem esetében igen csekély
mértékll egysejtes foltosodast mutatott, mig egy szem esetében egyatalan nem jelentkezett a
szaruhartyan (60. tablazat).

A SCORE 250 EC gombadl6 szer a kapott végpontok alapjan nem irritalo hatas.

A SEKATOR gyomirtéd szerrel kezelt mindharom szem esetében nagyon enyhe, kismértéki
szaruhartya-duzzadas volt megallapithaté a megfigyelési id6 75. percében. Ez a duzzadas a
megfigyelési periddus 180. percére 14%-os sulyosbodast ért el, jol definidlhato volt a torzulas
a szaruhartyan. Sulyos szaruhartyahomaly jelentkezett két szem esetén, a pupilla egyetlen
részlete sem volt kivehetd. Egy szemnél a megfigyelési 1d6 végére alakult ki a teljes homaly.
Mindharom szem vizsgéalatakor nagymértékii fluoreszcein-megtartds volt tapasztalhato, a
szaruhartydk nagy egybefiiggd teriiletei tartottak vissza fluoreszceint. Mindharom szaruhértya
esetében a felham stlyos fellazulasa jelentkezett (61. tablazat).

A SEKATOR gyomirt6 szer a kapott végpontok kombinacidi alapjan a sulyos szemirritaciot

okoz6 hatasu kategdridba sorolhato.

A SYSTHANE DUPLO gombadld szerrel végzett kezelés soran két szem esetében nem volt
jelentdsen megallapithatd szaruhartya-duzzadds. A harmadik szem esetén a tiinetelési
periodusban minimalis emelkedés jelentkezett, és a 6%-os értékével enyhe, kismértéki
torzulast mutatott. Egy szem esetében szort, zavaros teriiletek voltak megfigyelhetéek, mig a
masik két vizsgalt szem esetében nagyon halvany homaly volt csak diagnosztizalhato.
Nagymértékii fluoreszcein-megtartas jelentkezett, a szaruhartya nagy, egybefiiggd teriiletei

tartottak vissza fluoreszceint (62. tablazat).
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A SYSTHANE DUPLO gombadld szer a kapott végpontok alapjan szemirrital6 hatasu.

A TANDUS 200 EC gyomirt6 szerrel kezelt szemek esetén a megfigyelési idoszak elso felében
jelentds szaruhartya-vastagsag volt megfigyelhetd a kezelés utani mosast kovetden. A duzzadas
sulyosbodott, a vizsgalati periodus 180. percére 9%-os kdzépértéket elérve. Két vizsgalt szem
esetében szort, zavaros teriiletek jelentkeztek a megfigyelési id6 75. percétdl, mig a harmadik
szem esetében ugyanezek tiinetek a 180. megfigyelési idoben mutatkoztak. Jol definidlhato
fluoreszcein-megtartas volt a jellemz6 egybefiiggd, stiri egysejtes foltosodassal két szem
esetében, mig egy szemnél nagymértékli megtartas volt megfigyelhetd (63. tablazat).

A TANDUS 200 EC gyomirto6 szer a kapott végpontok alapjan szemirritald hatasu.

A TOPAS 100 EC gombadld szerrel tortént vizsgalat soran egy szem esetében a 75. percre 1%-
os duzzadas érték volt megfigyelhetd, egy masik szem esetében a 180. percre tortént minimalis
(1%-o0s) valtozas, mig a harmadik szem esetében egyatalan nem volt szaruhartya-duzzadas.
Nagyon halvany szaruhartyahomaly jelentkezett és maradt fent a megfigyelés idejében két
vizsgalt szemnél, mig a harmadik szemnél a 75. percre szort, zavaros teriiletek alakultak ki, de
az irisz részletei még tisztan kivehetdek voltak. A fluoreszcein-megtartas mindharom szemnél
a mérhetd legnagyobb értékii volt, a szaruhartyak nagy, egybefiiggd teriiletei tartottak vissza
fluoreszceint (64. tablazat).

A TOPAS 100 EC gombadld szer a kapott végpontok alapjan szemirritald hatasu.

A VERTIMEC 1,8 EC rovardld szerrel kezelt mindharom szem esetében nagyon enyhe,
kismértékll szaruhartya-duzzadas volt megallapithatd a megfigyelési id6 75. percében. Ez a
duzzadas a megfigyelési periodus 180. percére 17%-os sulyosbodast ért el, jol definidlhato
torzulas jelentkezett a szaruhartyan. Jelentds szaruhartyahomaly jelentkezett, az irisz kissé
elmosodott részleteivel. Mindharom szem vizsgélatakor nagymértékii fluoreszcein-megtartas
volt tapasztalhato, a szaruhartyak nagy, egybefiiggo teriiletei tartottak vissza fluoreszceint (65.
tablazat).

A VERTIMEC 1,8 EC rovar6l6 szer a kapott végpontok alapjan szemirritalod hatasu.

A WARRANT 200 SL rovar6ld szerrel kezelt mindhdrom szemen nagyon enyhe, kismértéki
szaruhdrtya-duzzadas volt megallapithatd a megfigyelési id6 75. percében, amely csak
minimalis emelkedést mutatott a 240. percre, gyakorlatilag nem volt torzulas.

Szaruhartyahomaly nagyon halvanyan jelentkezett, egy szem esetében a 75. percre szort,
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zavaros teriiletek jelentek meg, egy masik szem esetében mindez a megfigyelt 120. percben
kovetkezett be. A fluoreszcein-megtartas mindharom szem esetében jol definialhatod volt,
fokalis, siirti egysejtes foltosodassal (66. tablazat).

A WARRANT 200 SL rovardld szer a megallapitott végpontok kombinacioi alapjan

szemirritald hatasu.
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443 Az MTT tesztb6l szarmazé eredmények

A citotoxicitdsi vizsgalatot 15 novényvédd szer készitménnyel tudtam elvégezni a
rendelkezésre allo lehetdségek (technikai okok) alapjan, melynek eredményeit a 10. tablazat
mutatja be.

10. tablazat: Az MTT teszt eredményei

Vizsgalt anyag ECso érték Besorolas
COMMAND 48 EC 3,125 - 1,56 irritativ
CYPERKILL 25 EC 3,125 -1,56 irritativ
K-OBIOL 25 EC ~ 1,56 irritativ
LEOPARD 5 EC 3,125 - 1,56 irritativ
MIRAGE 45 EC 0,781 - 0,391 sulyosan irritativ
MYSTIC 250 EC 0,781 -0,391 sulyosan irritativ
NIMROD 25 EC 3,125 - 1,56 irritativ
PROPLANT 50 - 3,125 irritativ
PULSAR 40 SL >50 nem irritativ
RACER 3,125 - 1,56 irritativ
RELDAN 22 EC 0,781 - 0,391 sulyosan irritativ
SYSTHANE DUPLO 3,125 - 1,56 irritativ
TANDUS 200 EC 50 - 3,125 irritativ
TOPAS 100 EC 3,125 - 1,56 irritativ
WARRANT 200 SL 50 -3,125 irritativ

A COMMAND 48 EC a 20x és a 320x-os higitasaban a sejtek tobb mint 50%-a elpusztult, mig
az 1280x és 2560x-os higitas soran sejtpusztulas nem tortént (67. tablazat). ECsp értéke 3,125

ml/l és 1,562 ml/l koz6tt van. A gyomirto szer irritativ hatdsu.
A CYPERKILL 25 EC vizsgalati anyag esetén a 20x és a 320x-os higitds soran a sejtek tobb

mint 50%-a elpusztult, mig a 640x, 1280x és 2560x-o0s higitasban sejtpusztulas nem tortént (67.

tablazat). ECsp értéke 3,125 ml/l és 1,562 ml/l kozott van. A rovardlo szer irritativ tulajdonsagu.
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A K-OBIOL 25 EC a 20x ¢és a 320x-os higitasban a sejtek tobb mint 50%-at elpusztitotta.
2560x-0s higitas esetén nem tortént sejtpusztulas (67. tablazat). ECso értéke ~ 1,562 ml/l. A

rovarolo szer irritativ hatasu.

A LEOPARD 5 EC a 20x és a 320x-os higitasban pusztitotta el a sejtek tobb mint 50%-at. Az
1280x ¢és 2560x-0s higitas soran nem tortént sejtpusztulas (67. tablazat). ECso értéke 3,125 ml/I

¢s 1,562 ml/l k6zott van. A gyomirtd szer irritativ hatasu.

A MIRAGE 45 EC a 20x, 320x, 640x és 1280x-os higitasban elpusztitotta a sejtek tobb mint
50%-at (67. tablazat). ECso értéke 0,781 ml/l és 0,391 ml/l kozott van. A gombadld szer

sulyosan irritativ hatasu.

MYSTIC 250 EC-vel tortént kezelés soran a 20x, 320x, 640x és 1280x-o0s higitasban elpusztult
a sejtek tobb mint 50%-a (67. tablazat). ECso értéke 0,781 ml/l és 0,391 ml/l k6z6tt van. A

gombadld szer sulyosan irritativ tulajdonsagu.

NIMROD 25 EC a 20x%, 320x ¢s 640x-0s higitasban elpusztitotta a sejtek tobb mint 50%-at. Az
1280x és 2560x-o0s higitasban nem tortént sejtpusztulas (67. tablazat). ECso értéke 3,125 ml/I

¢és 1,562 ml/l kozott van. A gombadld szer irritativ hatasu.

A PROPLANT-tal tortént kezelés soran a 20x-0s higitas 50% feletti sejtpusztulast okozott, mig
a 640x, 1280x és a 2560x-o0s higitas nem okozott sejtpusztulast (67. tablazat). ECso értéke 50

ml/l és 3,125 ml/l k6z6tt van. A gombadld szer irritativ hatasu.

PULSAR 40 SL a 20x-os higitasban csak minimalis sejtpusztulast okozott, mig a tobbi
higitasnal egyatalan nem okozott sejtpusztulast (67. tablazat). ECso értéke> 50 ml/l. A gyomirto

szer nem irritalo hatasu.
A RACER a 20x és 320x-os higitasban elpusztitotta a sejtek tobb mint 50%-at. Az 1280x ¢és

2560x-o0s higitasban nem tortént sejtpusztulas (67. tablazat). ECsp értéke 3,125 ml/l és 1,562

ml/l k6zott van. A gyomirtd Szer irritativ hatasu.
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A RELDAN 22 EC a 20x, 320x, 640x ¢s 1280x-os higitasban a sejtek tobb mint 50%-at
elpusztitotta, azonban 2560x-o0s higitasban nem tortént sejtpusztulas (67. tablazat). ECso értéke

0,781 ml/1 és 0,391 ml/l kdzbtt van. A rovardld szer stlyosan irritativ tulajdonsagu.

A SYSTHANE DUPLO a 20x és 320x-os higitasokban a kezelt sejtek tobb mint 50%-at
elpusztitotta, mig az 1250x és 2560x-o0s higitasokban nem okozott sejtpusztulast (67. tablazat).
ECso érteke 3,125 ml/l és 1,562 ml/l kozott van. A gombadld szer irritativ hatasu.

A TANDUS 200 EC a 20x-os higitasban okozott 50% feletti sejtpusztulast (67. tablazat). ECso

érteke 50 ml/1 és 3,125 ml/l kozott van. A gyomirto szer irritativ hatasu.

A TOPAS 100 EC a 20x és 320x-os higitas soran okozott 50% feletti sejtpusztulést, azonban a
640x, 1280x és 2560x-os higitasokban sejtpusztulas nem tortént (67. tablazat). ECso értéke

3,125 ml/1 és 1,562 ml/l k6zo6tt van. A gombadld szer irritativ hatasa.

A WARRANT 200 SL a 20x-os higitasban pusztitotta el a sejtek tobb mint 50%-at, a tobbi
higitasban nem okozott sejtpusztulast (67. tablazat). ECsg értéke 50 ml/l és 3,125 ml/l kdzott

van. A rovar0ld szer irritativ tulajdonsagu.
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4.5 Eredmények értékelése és javaslatok

45.1 A HET-CAM tesztbol szarmazé eredmények osszehasonlitasa az in vivo
adatokkal

A kisérletbe vont 25 vizsgalati anyagbol 19 készitmény (76%) irritacios kategoriaba sorolasa
megegyezett (11. tablazat) az in vivo adat alapjan és az in vitro HET-CAM tesztb6l szarmazo
eredmények alapjan. 1 vizsgalati anyag (TANDUS 200 EC) esetében mindkét teszt nem irritativ
kategoriaba, 13 vizsgalati anyag (BUMPER 25 EC, COMMAND 48 EC, GLIALKA STAR,
GLYPHOGAN 480 SL, LEOPARD 5 EC, MIRAGE 45 EC, MYSTIC 250 EC, NIMROD 25
EC, PROPLANT, PULSAR 40 SL, RACER, RELDAN 22 EC, VERTIMEC 1,8 EC) esetében
mindkét teszt irritativ kategdridba, mig 5 vizsgalati anyag (DOMARK 10 EC, K-OBIOL 25
EC, MECOMORN 750 SL, SEKATOR, TOPAS 100 EC) esetében mindkét teszt stlyosan
irritativ kategoriaba sorolta be a novényvédo szereket.

4 vizsgalati anyag (16%) esetében a HET-CAM teszt tulbecsiilte az in vivo adatokat. 1 vizsgalati
anyag (SCORE 250 EC) nem irritativ az in vivo adatok alapjan, mig irritativ besorolast kapott
a HET-CAM teszt alapjan; 3 vizsgalati anyag (ORIUS 20 EW, SYSTHANE DUPLO,
WARRANT 200 SL) az in vivo adatok szerint irritativ, mig a HET-CAM teszt soran kapott
eredmények alapjan stilyosan irritativnak bizonyult.

2 vizsgalati anyag (8%) esetében figyeltem meg, hogy az in vivo adat sorolta erGsebb
kategoriaba a novényvédo szereket. 1 vizsgalati anyag (DUAL GOLD 960 EC) az in vivo
adatok alapjan irritativnak mindsiilt, mig a HET-CAM teszt szerint nem irritativ; 1 vizsgalati
anyag (CYPERKILL 25 EC) az in vivo adatok szerint sulyosan irritativ kategoriaba sorolhato,

mig az altalam elvégzett HET-CAM teszt alapjan irritativnak bizonyult.

11. tablazat: Az in vivo teszt és a HET-CAM teszt irritacios kategoriainak az 6sszevetése

) HET-CAM teszt kategoriai
In vivo teszt .
Sulyosan Osszesen
kategoriai Nem irritativ Irritativ
irritativ
Nem irritativ 1 1 0 2
Irritativ 1 13 3 17
Sulyosan irritativ 0 1 5 6
Osszesen 2 15 8 25
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452 Az ICE tesztb6l szarmazé eredmények osszehasonlitasa az in vivo adatokkal

A Kkisérletbe vont 25 vizsgalati anyagbdl 16 készitmény (64%) esetében megegyezett (12.
tablazat) az ICE tesztbdl szarmazd eredmények irritacios kategoériaba soroldsa az irodalombol
szarmazo6 adatok besorolasaval. 1 vizsgalati anyag (SCORE 250 EC) esetében mindkét teszt
nem irritativ kategoriaba, 13 vizsgalati anyag (BUMPER 25 EC, COMMAND 48 EC, DUAL
GOLD 960 EC, GLIALKA STAR, LEOPARD 5 EC, MIRAGE 45 EC, MYSTIC 250 EC,
NIMROD 25 EC, ORIUS 20 EW, RACER, SYSTHANE DUPLO, VERTIMEC 1,8 EC,
WARRANT 200 SL) esetében mindkét teszt irritativ kategoridba, mig 2 vizsgalati anyag
(MECOMORN 750 SL, SEKATOR) esetében mindkét teszt stlyosan irritativ kategoriaba
sorolta be a novényvédo szereket.

2 vizsgalati anyag (8%) esetében az ICE tesztbdl szarmazo eredmények tulbecsiilték az in vivo
adatokbol szarmazo besorolast. 1 vizsgalati anyag (TANDUS 200 EC) az in vivo adatok alapjan
nem irritativ, mig az ICE teszt alapjan irritativnak bizonyult; 1 vizsgalati anyag (GLYPHOGAN
480 SL) az in vivo adatok alapjan irritativnak mindsiilt, mig az ICE teszt alapjan stlyosan
irritativnak.

7 vizsgalati anyag (28%) esetében az in vivo adat sorolta er6sebb kategoriaba a novényvédo
szereket. 3 vizsgalati anyag (PROPLANT, PULSAR 40 SL, RELDAN 25 EC) irritativ az in
vivo adatok alapjan, azonban nem irritativnak bizonyult az elvégzett ICE teszt alapjan; 1
vizsgalati anyag (DOMARK 10 EC) sulyosan irritativ az in vivo adatok alapjan, mikézben az
altalam elvégzett ICE teszt szerint nem mindsiilt irritativ besorolastinak; 3 vizsgalati anyag
(CYPERKILL 25 EC, K-OBIOL 25 EC, TOPAS 100 EC) sulyosan irritativ az in vivo adatok

alapjan, mig irritativ besorolast kapott az ICE tesztb6l szarmazo6 eredményei alapjan.

12. tablazat: Az in vivo teszt és az ICE teszt irritacios kategoridinak az Gsszevetése

) ICE teszt kategoriai
In vivo teszt ..
Sulyosan Osszesen
kategoriai Nem irritativ Irritativ
irritativ
Nem irritativ 1 1 0 2
Irritativ 3 13 1 17
Sulyosan irritativ 1 3 2 6
Osszesen 5 17 3 25
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45.3 AzICE és HET-CAM tesztb6l szarmazé eredmények dsszehasonlitasa

A Kkisérletbe vont 25 vizsgalati anyagbdl 12 készitmény (48%) esetében megegyezett (13.
tablazat) az két in vitro teszt kategoriakba sorolasa a szemirritacio szerint. 10 vizsgalati anyag
(BUMPER 25 EC, COMMAND 48 EC, CYPERKILL 25 EC, GLIALKA STAR, LEOPARD
5 EC, MIRAGE 45 EC, MYSTIC 250 EC, NIMROD 25 EC, RACER, VERTIMEC 1,8 EC)
irritativnak bizonyult mind az ICE teszt, mind a HET-CAM teszt besorolasa alapjan, 2
vizsgalati anyag (MECOMORN 750 SL, SEKATOR) esetében mindkét teszt sulyosan irritativ
kategoriaba sorolta be a ndvényvédd szereket.

10 vizsgalati anyag (40%) esetében figyeltem meg azt, hogy a HET-CAM teszt talbecsiilte az
ICE tesztb6l szarmazo eredményeket. 4 vizsgalati anyag (PROPLANT, PULSAR 40 SL,
RELDAN 25 EC, SCORE 250 EC) irritativ a HET-CAM teszt alapjan, amig az elvégzett ICE
teszt szerint nem mindsiilt irritativnak; 1 vizsgalati anyag (DOMARK 10 EC) sulyosan irritativ
a HET-CAM tesztbdl szarmaz6é adatok alapjan, azonban az ICE teszt szerint nem mindsiil
irritativ besorolasunak; 5 vizsgalati anyag (K-OBIOL 25 EC, ORIUS 20 EW, SYSTHANE
DUPLO, TOPAS 100 EC, WARRANT 200 SL) rovar6l6 szer sulyosan irritativnak minésiil a
HET-CAM teszt alapjan, mikdzben az ICE teszt szerint irritativ kategoriaba sorolhato.

3 vizsgalati anyag (12%) esetében az ICE teszt sorolta magasabb irritacios kategoriaba a kapott
eredményeket a HET-CAM teszttel szemben. 2 vizsgalati anyag (DUAL GOLD 960 EC,
TANDUS 200 EC) a HET-CAM teszt alapjan nem mindsiilt irritativnak, mig az ICE teszt
szerint irritativ; 1 vizsgalati anyag (GLYPHOGAN 480 SL) a HET-CAM tesztbdl szarmazo

eredmények alapjan irritativnak mindsiilt, amig az ICE teszt alapjan stlyosan irritativnak.

13. tdblazat: Az ICE teszt és a HET-CAM teszt irritacios kategoridinak az dsszevetése

ICE teszt kategoriai

HET-CAM teszt ..

Stlyosan Osszesen

kategoriai Nem irritativ Irritativ

irritativ
Nem irritativ 0 2 0 2
Irritativ 4 10 1 15
Sulyosan irritativ 1 5 2 8
Osszesen 5 17 3 25
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454 Az MTT tesztbol szarmazo eredmények 6sszehasonlitasa az in vivo adatokkal

A Kkisérletbe vont 15 vizsgalati anyagbol 7 (46,66%) vizsgalati anyag MTT vizsgalatbol
szarmaz6 eredménye megegyezett (14. tablazat) az in vivo adatokkal. A COMMAND 48 EC, a
LEOPARD 5 EC, a NIMROD 25 EC, a PROPLANT, a RACER, a SYSTHANE DUPLO, a
WARRANT 200 SL egyarant irritativnak mindsiilt mindkét besorolas alapjan..

4 vizsgalati anyag (26,67%) esetében az MTT vizsgalat talbecsiilte az in vivo adatokbol
szarmazod besorolast. 1 vizsgalati anyag (TANDUS 200 EC) az in vivo adatok alapjan a nem
irritativ besorolést kapta, mig az MTT vizsgalat alapjan irritativnak mindsiilt; 3 vizsgalati anyag
(MIRAGE 45 EC, MYSTIC 250 EC, RELDAN 25 EC) irritativnak bizonyult az in vivo adatok
alapjan, azonban sulyosan irritativ az MTT vizsgalat alapjan.

4 vizsgalati anyag (26,67%) az in vivo adatok szerint keriilt magasabb irritacios besorolasba az
MTT vizsgalat eredményeivel szemben. 1 vizsgalati anyag (PULSAR 40 SL) irritativnak
bizonyul az in vivo adatok alapjan, mig nem irritativ az MTT vizsgalat szerint; 3 vizsgalati
anyag (CYPERKILL 25 EC, K-OBIOL 25 EC, TOPAS 100 EC) szer sulyosan irritativ az in
vivo adatok alapjan, mig irritativ besorolast kapott az MTT vizsgalatbol szarmazo eredményei

alapjan.

14. tablazat: Az in vivo teszt és az MTT vizsgalat irritacios kategoridinak az dsszevetése

] MTT vizsgalat kategoriai
In vivo teszt ..
Sulyosan Osszesen
kategoriai Nem irritativ Irritativ
irritativ
Nem irritativ 0 1 0 1
Irritativ 1 7 3 11
Sulyosan irritativ 0 3 0 3
Osszesen 1 11 3 15
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455 Az eredmények statisztikai elemzése

Az egyes modszerek rangkorrelacioval vald Osszehasonlitasanak eredményét a 15. tablazat

mutatja be.
15. tdblazat: A modszerek rangkorrelacidval valo statisztikai értékelése
Kendall-féle
Modszerek Egyezoség (%) p érték
gamma

invivo - HET-CAM 76 0,9238095 0,0006268
invivo - ICE 64 0,5000000 0,2020261
ICE - HET-CAM 48 0,3500000 0,3015548

Az in vivo teszt és HET-CAM teszt kozotti egyez6ség mutatta a legkdzelebbi eredményeket,
76%-os értékkel. Kendall-féle gamma érték a két modszer kategoriai kozott 0,92. Az in vivo
teszt és ICE teszt irritacios kategoridinak egyezisége 64%-0s, Kendall-féle gamma értéke 0,5.
Az ICE teszt és HET-CAM teszt irritacios besorolasanak egyezdsége minddssze 48%, Kendall-
féle gamma értéke 0,3.

Egyes modszerek Cohen-féle kappaval vald Osszehasonlitasanak eredményét a 16. tablazat

mutatja be.

16. tablazat: A modszerek Cohen-féle kappaval valo statisztikai értékelése

Cohen-féle
Modszerek Egyezoség (%) p érték
kappa
invivo - HET-CAM 76 0,6268657 0,0014991
invivo - ICE 64 0,2788462 0,1267418
ICE - HET-CAM 48 0,1561181 0,3663614

Az in vivo teszt és HET-CAM teszt 6sszehasonlitasabol eredé Cohen-féle kappa mutatd értéke
0,63, mely érték jonak tekinthetd. Az in vivo teszt és ICE teszt irritacios kategoridinak
Osszehasonlitasara vonatkozd Cohen-féle kappa mutatd érteke 0,28, mely értek gyengének
tekinthetd. Az ICE teszt és HET-CAM teszt Osszehasonlitasabol eredé Cohen-féle kappa
mutato értéke 0,16, mely érték gyengének tekinthet. A Cohen-féle kappa mutato értékelését a

17. tablazatban szemléltetem.
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17. tdblazat: A Cohen-féle kappa mutato értelmezése

Cohen-féle kappa
Besorolas
értéke
0-0,4 gyenge
0,4-0,6 kozepes
0,6-0,8 jo
0,8-1 kivald

A kis szignifikancia érték csak arra utal, hogy a kiilonb6zé moddszerekkel kapott kategoridk
egyezdsége jobb, mint a véletlennek koszonhetd egyezés azonos peremeloszlasok esetén. Tehat
a kis szignifikancia értékbdl nem kovetkeztethetiink arra, hogy az egyik médszer kivalthatd a
masik modszerrel, hanem csak arra, hogy a koztiik 1€v6 egyezés jobb, mint ami a véletlen miatt
is bekovetkezhetne.

Ahogyan a fent lathat6 15. tdblazat is mutatja, az altalam elvégzett vizsgélatok koziil leginkabb
a HET-CAM teszt eredményei (76%) kozelitik az in vivo szemirritacids tesztbdl szarmazo
adatokat (Kendall-féle gamma 0,92; Cohen-féle kappa 0,62), amelyet az ICE teszt kovet 64%-
kal (Kendall-féle gamma 0,5; Cohen-féle kappa 0,28) (15. tablazat).

Az MTT vizsgalat statisztikai kiértékelését melldztem az eltérd elemszam miatt.
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45.6 Kovetkeztetések és javaslatok

A 18. tablazat mutatja be az in vivo és in vitro vizsgalatokbol szarmazo Osszesitett
szemirritacios eredményeket.

18. tablazat: Az agrokemikalidk in vivo és in vitro szemirritacios kategoriai

HET-CAM MTT
ICE tesztbol
. tesztbol vizsgalatbol
Vizsgalt anyag In vivo adatok szarmazo
SZArmazo szarmazo
eredmények
eredmények eredmények
BUMPER 25 EC irritativ irritativ irritativ -
COMMAND e, o, irritativ ritat]
48 EC rritativ rritativ rritativ
CYPERKILL stlyosan o critatiy o
25 EC iritativ rritativ rritativ
DOMARK 10 EC sulyosan salyosan irritatiy | nem irritatfv -
rritativ
ggéa\ IIE_ CGOLD irritativ nem irritativ irritativ -
GLIALKA STAR irritativ irritativ irritativ -
GLYPHOGAN irritativ irritativ sulvosan -
480 SL irritativ
K-OBIOL 25 EC stlyosan stlyosan irritatfy |  irritativ irritativ
rritativ
LEOPARD 5 EC irritativ irritativ irritativ irritativ
MECOMORN stlyosan sulyosan irritativ suyosan }
750 SL irritativ y irritativ
S stlyosan
MIRAGE 45 EC irritativ irritativ irritativ e,
1rritativ
sulyosan
MYSTIC 250 EC irritativ irritativ irritativ .,
rritativ
NIMROD 25 EC irritativ irritativ irritativ irritativ
ORIUS 20 EW irritativ sulyosan irritativ irritativ -
PROPLANT irritativ irritativ nem irritativ irritativ
PULSAR 40 SL irritativ irritativ nem irritatiy | nem irritativ
RACER irritativ irritativ irritativ irritativ

94




sulyosan
RELDAN 22 EC irritativ irritativ nem irritativ Ny
1rritativ
SCORE 250 EC nem irritativ irritativ nem irritativ B
SEKATOR silyosan 110 ocan imritatiy | SUYosan -
1rritativ 1rritativ
?)E?D-[FCI)AN E irritativ stlyosan irritativ irritativ irritativ
TANDUS 200 EC nem irritativ nem irritativ irritativ irritativ
TOPAS 100 EC sulyosan stlyosan irritativ irritativ irritativ
1rritativ
VERTIMEC irritativ irritativ irritativ -
18 EC
WARRANT L
irritativ sulyosan irritativ irritativ irritativ
200 SL Y

Az Altalam hasznalt alternativ modszerek (HET-CAM teszt, ICE teszt, MTT vizsgalat)
rendelkeznek azokkal az alapvet6 eldnyds tulajdonsagokkal, melyeket az in vitro modszerekkel
szemben tamasztanak. Megfeleld érzékenységiiek, olcsobbak és gyorsabbak, mint az in vivo
teszt, konnyen reprodukalhatoak. Hatranyként mindhdrom alternativ moddszer esetében
altalanossagban emlithetd a reverzibilitds megfigyelhetdségének hianya. A HET-CAM teszt
esetében hatrany az értékelés szubjektivitisa és a vizsgalati anyagok fizikai-kémiai
tulajdonsagai altal a kiértékelés befolydsoldsa. Az ICE teszt hatranyaként a csirkeszemek
korlatozott idejii fenntarthatésaga jelenik meg, valamint az, hogy nem veszi figyelembe a
kotOhartya és irisz sériiléseit. Az MTT vizsgalat korlatjat a mitokondrium dehidrogenaz
tevékenysége, valamint a sejtek élettani allapota adhatja.

Bagley és mtsai (1992; 1994) a chorioallantois membrant felhasznald kisérleti modszerek
kittind reprodukélhatdsagat figyelték meg. A HET-CAM teszt esetében megallapitottak, hogy
az eredmények jo korrelaciot (r = 0,77) mutatnak az in vivo adatokkal.

Leighton és mtsai (1985), Luepke, (1985), Parish (1985), valamint Luepke ¢s Kemper (1986)
vizsgalataik szerint arra a megallapitasra jutottak, miszerint az in vitro HET-CAM vizsgalatbol
szarmaz6 eredmények jo korrelaciot mutatnak az in vivo adatokkal egyéb vegyi anyagok esetén,
emellett Budai (2002) novényvédo szereken végzett vizsgalatai soran IS nagyfoku egyezdséget
(r = 0,78) tapasztalt a HET-CAM teszt és az in Vivo tesztbél szarmazd adatok

o0sszehasonlitasakor.
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Jirova és munkatdrsai (2014) kutatdsaik sordn megéllapitottdk, hogy a HET-CAM teszt
biztositja a legalacsonyabb hamis eredmények aranyat és értékes eredményeket szolgaltat a
kotohartyaval kapcesolatosan is.

Az altalam végzett 6sszehasonlito vizsgalatok alapjan megallapithatom, hogy az in vitro tesztek
(HET-CAM, ICE, MTT) egyiittesen jelenlegi formajukban nem alkalmasak az in vivo
szemirritacios teszt teljes irritacids potencialjanak kivaltasara. Kiilon-kiilon hatékonynak
bizonyulnak a szemirritacids vizsgalatok tobblépcsds folyamatban vald kivaltasahoz, hiszen
amennyiben az in vitro HET-CAM teszt stlyosan irritativnak allapitja meg a vizsgalt anyagot,
valamint ha az ICE teszt sulyos szemkdrosodast (1. kategoria) allapit meg, vagy nem mér
karosodast (nem osztalyozhatd), az engedélyezési hatdsagok nem kérik az in vivo szemirritacios
teszt elvégzését.

Vizsgalataim soran megallapitottam, hogy a kisérletbe vont ndvényvédo szerek szemirritacios
potencialjanak meghatarozasaban a HET-CAM teszt adta a legjobb eredményt (76%) az in vivo
adatokkal torténd Osszehasonlitds soran. Ezek alapjan, figyelembe véve a tobblépcsds
megkozelitést (4. abra), a HET-CAM teszt igéretes modszer a ndvényvédd szerek
szemirritacios potencialjanak meghatarozasaban. A mddszer nagyfokt érzékenységét mutatja,
hogy vizsgalataimban, azokban az esetekben, ahol az in vivo irritacids besorolas nem egyezett
az in vitro besorolassal, ott magasabb a fals pozitiv eredmények szama (16%), mint a fals
negativaké (8%), ami human kockazatbecslés szempontjabol elényos.

Vizsgalataim soran a kisérletbe vont novényvédd szerek szemirritdcids potencidljanak
meghatarozasaban az ICE teszt jo (64%) eredményeket adott az in vivo adatokkal torténd
Osszehasonlitas soran. A fals pozitiv és fals negativ eredmények aranya 8%:28%. Egyéb vegyi
anyagok esetében az ICE teszt nagyon jo eredményeket (83%-o0s egyezdség, (NIEHS, 2006))
adott az in vivo adatokkal torténd Osszehasonlitas soran. Az ICE teszt alkalmassagat egy
tobblépcsos tesztelési stratégiaban a szemet sulyosan irritdld vegyiiletek esetében Prinsen és
Koeter (1993), Prinsen (1996; 2005) is megallapitottak, akik vizsgalataik soran tobb mint szaz
vegylilettel végezték el a kisérletet. Tobblépcsds megkozelitésben alkalmazva, javaslom az ICE
teszt felhasznalasat a ndvényvédd szerek szemirritacids potencidljanak meghatdrozasaban,
valamint tovabbi novényvédo szerek bevonasaval novelhetd az dsszehasonlithatosag alapja.

A kisérletbe vont novényveédo szerek szerekkel tortént vizsgéalataim alapjdn megallapitottam,
hogy a két in vitro modszerbdl (HET-CAM, ICE) szarmaz6 eredmény Osszehasonlitasa 48%-
os egyezdséget mutatott. A fals pozitiv és fals negativ eredmények aranya 12%:40%.
Vizsgalataim soran megallapitottam, hogy a kisérletbe vont ndvényvédo szerek szemirritacios

potencialjanak meghatdrozasaban az MTT teszt eredményei kevésbé kozelitették (46,66%) a
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kivant eredményeket az in vivo adatokkal torténé Gsszehasonlitas soran, bar a kisérletbe vont
novényvédo szerekszamabdl adoddan megalapozott kovetkeztetéseket nem vonhatok le. A fals
pozitiv és fals negativ eredmények ardnya 26,67%:26,67%. A citotoxicitasi vizsgalatot
mindenképpen javasolt nagyobb elemszammal ¢és sziikebb higitasi hatarokkal is elvégezni,

leszlikiteni az ECso értékek meghatarozhatosagat.

A HET-CAM teszt és az ICE teszt alkalmas az allatok szamanak csokkentésére, ezaltal az in
Vivo vizsgalatok finomitasara is. Kisérleteim alapjan elmondhatom, hogy az altalam vizsgalt
tesztek in vitro tesztrendszerben egyiittesen tobb modszer felhasznalasaval alkalmasak lehetnek
az in vivo teszt teljes irritacidés potencialjat lefedd kivaltasra. A teljes irritacidos potencial
lefedéséhez tobblépcsés megkdzelitésben in vitro tesztrendszer sziikséges, amelyhez ajanlom
mind a HET-CAM, mind az ICE moédszerek bevonasat az OECD 405-6s szabvany szerinti in

Vvivo vizsgalat elvégzése elott.
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5 OSSZEFOGLALAS

A megfelel6 mennyiségii és mindségii élelmiszerek eldallitdsdban - a vildg rohamosan novekvo
népességének egyre nagyobb ¢lelmiszerigénye mellett — a ndvényvédd szerek okszeru
felhasznalasanak jelentds szerepe van.

A kémiai ndvényvédelem mellett egyre kiemeltebb szerepet kap a bioldgiai és fizikai
novényvédelem, mert a termésveszteséget okozo karositok ellen a kornyezet kimélése
érdekében lépiink fel. A ndvényvédo szerek, bar sziikséges anyagok, potencialis mérgek, ezért
kedvezd hatasaik mellett esetleges karos hatdsokkal is szdmolnunk kell. Ezek a kéros hatasok
az ¢lo szervezetekre sokféleképpen érvényesiilhetnek. Mivel a kornyezetbe juttatjuk ki a
peszticideket, mérgezodhet a kornyezet (talaj, viz, levegd), illetve az itt €16 nem-célszervezetek
(méh, hal, vad, rovar, haziéllat), valamint a taplaléklancban feldisulva végsé fogyasztoként az
ember is. Felhaszndlds soran szintén mérgezddhet az ember, mint aki kijuttatja, alkalmazza a
szereket. A Kkijuttatast végz6 személy testfelszinére keriilve helyi, illetve altalanos mérgezés
alakulhat ki. A szerek kiillonb6zé mértékii szem- és bdrkarosodast okozhatnak irritativ
hatasuktol fiiggben. A szembe jutott mérgezé anyagok az enyhe, reverzibilis kotOhartya
gyulladastol kezdve sulyos és maradandé szemkarosodast, szaruhartyahomalyt, végs6 esetben
vaksagot és egyéb életveszélyes karosodast is okozhatnak (Bordas, 1971).

Célom az volt a vizsgalataim soran, hogy Magyarorszagon Budai (2002) és Tavaszi (2012) utan
ujabb novényvédd szerekkel és modszerekkel bovitsem Ki a kiilonboz6 in vitro vizsgalatok
Osszehasonlitasat a primer szemirritacioban elismert in vivo szemirritacios teszttel, valamint,
hogy megallapithassam az alternativ moddszerek egyiittes vagy kiilon-kiilon valo
alkalmazhatosagat eldvizsgalati vagy kivaltdsi modszerként. Célom elérése érdekében 25
(MTT-nél 15) novényvédo szer irritacios potencialjat hataroztam meg a HET-CAM, az MTT
¢s az ICE teszttel, majd vetettem azokat Gssze az in vivo szemirritacios teszt irodalombol
(toxikologiai értékeld jelentések) szarmaz6 adataival.

Az in vivo adatokat (Toxicological studies on the Plant Protection Product, Annex 111 A, Section
3, Tier 1l — Summary: Toxicological studies) a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
Novény-, Talaj- és Agrarkornyezet-védelmi Igazgatosag Novényvédo szer és Termésnoveld
anyag Engedélyezési Osztalya bocsatotta rendelkezésemre.

A HET-CAM tesztet az Invittox Protocol 47. szama (1990) alapjan végeztem el. A vizsgalati
anyagokat 100%-os toménységben alkalmaztam. A vizsgalathoz magas termékenységi

mutatoval rendelkezé (White Leghorn) tytktojasokat hasznaltam, amelyeket lampazas utan 10
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napig keltettem 37 °“C-on, 60-70 %-os paratartalomnal. A 10. napon a tojashéj felnyitasaval
szabadda valo chorioallantois membranra cseppentettem a vizsgélati anyagot, melyet 5 percig
figyeltem meg. A membranon vérzés, véredény lizis vagy koagulacio jelentkezhet, melyek
jelentkezésének idejét masodperc pontossaggal rogzitettem, majd ezekbdl irritacios indexet
szamoltam. Vizsgalati anyagonként 6 db tojast alkalmaztam 4 ismétlésben.

Az ICE tesztet az OECD 438 iranyelv alapjan végeztem el. A vizsgélathoz hasznalt
csirkeszemek a vagastol szamitott két oran beliil az izolalt koriilményeket biztositd szuperfuzios
késziilékbe kertiltek. A vizsgadlokamrakba helyezett szemek alkalmassagat a szaruhartyahomaly
¢és a 2 v/v%-0s fluoreszein-oldat megtartasanak mértékével ellenériztem. A nem megfeleld
szemek kicserélésre keriiltek, majd megmértem a szaruhartya-vastagsagot minden szem
esetében. 45-60 perces akklimatizaciot kovetden, de még a kezelés eldtt szintén meghataroztam
a szaruhartya-vastagsagot, a szaruhartyahomalyt és a fluoreszein-megtartast mindegyik
szemnél (referencia értékek). A kezelést kovetd mosas utani 30., 75., 120., 180., 240. percben
végzett megfigyelések sordn rogzitett paramétereket a referenciaértékekkel 0sszehasonlitva
meghatarozhat6 volt a vizsgalt vegyi anyag szaruhartyara gyakorolt karositd hatasa az adott
idépontban. A kezelési térfogat 30 pl, az expozicios 1d6 pedig 10 méasodperc volt minden egyes
szem esetében, amelynek lejarta utan a tesztanyagot szobahOmeérsékletli fiziologias sooldat
segitségével tavolitottam el a szaruhartya felszinér6l (kb. 20 ml/szem). A csirkeszemek
elvaltozasainak mértékét szazalékban fejeztem ki, majd a hdrom mérésbdl szarmazd végpontbodl
hatdroztam meg a vizsgalati anyag szemirritacios potencidljat. Vizsgalt anyagonként harom
szemet vontam kisérletbe.

Az MTT vizsgalatot patkdnybol kinyert epithelsejteken végeztem, amelyeket 24 oraval a
vizsgalat megkezdése eldtt az eldzdleg elkészitett szuszpenzidban (Hank-oldat), megfeleld
higitasban 96 lyuku lemezre vittem fel. Masnap a tapoldatot kiontottem, és friss tapoldatra
cseréltem, amely a vizsgélati anyag kiillonboz6 mértékben higitott oldatat tartalmazta. 24 orés
expozicid utan 2 6rdn at 1 mg/ml MTT oldattal inkubdltam a sejteket, majd a keletkezett
formazan kristalyokat DMSO-val oldottam. Az oldat fényelnyelését 540 nm hullamhosszon
mértem. Az azonos higitasok fényelnyelési adataibol (3 mérés) atlagot szamoltam, majd ezt a
kezeletlen sejtek (24 mérés) atlagdhoz viszonyitva kiszdmitottam a %-os sejtpusztulast. A
kezelt oldat fényelnyelését a kezeletlenhez viszonyitva hataroztam meg az €16 sejtek %-0s
aranyat. A vizsgalati mintdk minden higitdsaval harom parhuzamos mérést végeztem.

Kontrollként kezeletlen sejteket hasznaltam.
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Az altalam elvégzett vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy Osszességében mindharom
alternativ modszernél jo a kozelités az in vivo adatok iranyaba (18. tablazat), de a kisérletbe
vont novényveédo szerek alapjan a HET-CAM teszt mutatta a legjobb eredményeket.

Kisérleteim alapjan elmondhatom, hogy az altalam vizsgalt tesztek in vitro tesztrendszerben
egyiittesen tobb modszer felhasznalasaval alkalmasak lehetnek az in vivo teszt teljes irritacios
potencidljat lefedé kivaltasra. A teljes irritdciés potencidl lefedéséhez tobblépcsds
megkozelitésben in vitro tesztrendszer sziikséges, amelyhez ajanlom mind a HET-CAM, mind
az ICE modszerek bevonasat az OECD 405-6s szabvany szerinti in vivo vizsgalat elvégzése

elott.
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8 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

8.1 Tézispontok magyarul

1. Elséként végeztem el az alabbi novényvédd szerek szemirritacids potencidljanak
meghatarozasat in vitro HET-CAM teszttel:
- BUMPER 25 EC.: irritativ,
- COMMAND 48 EC: irritativ,
- CYPERKILL 25 EC: irritativ,
- DOMARK 10 EC: stlyosan irritativ,
-  DUAL GOLD 960 EC: nem irritativ,
- GLIALKA STAR: irritativ,
- GLYPHOGAN 480 SL.: irritativ,
- K-OBIOL 25 EC: sulyosan irritativ,
- LEOPARD 5 EC.: irritativ,
- MECOMORN 750 SL: sulyosan irritativ,
- MIRAGE 45 EC: irritativ,
- MYSTIC 250 EC: irritativ,
- NIMROD 25 EC: irritativ,
- ORIUS 20 EW: stlyosan irritativ,
- PROPLANT: irritativ,
- PULSAR 40 SL.: irritativ,
- RACER: irritativ,
-  RELDAN 22 EC: irritativ,
- SCORE 250 EC: irritativ,
-  SEKATOR: stilyosan irritativ,
- SYSTHANE DUPLO: sulyosan irritativ,
- TANDUS 200 EC: nem irritativ,
- TOPAS 100 EC: sulyosan irritativ,
- VERTIMEC 1,8 EC: irritativ,
- WARRANT 200 SL.: stlyosan irritativ.
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2. Elséként végeztem el az aldbbi novényvédd szerek szemirriticiés potencialjanak
meghatarozasat in vitro ICE teszttel:
-  BUMPER 25 EC: irritativ,
-  COMMAND 48 EC: irritativ,
- CYPERKILL 25 EC: irritativ,
- DOMARK 10 EC: nem irritativ,
- DUAL GOLD 960 EC: irritativ,
- GLIALKA STAR: irritativ,
- GLYPHOGAN 480 SL: sulyosan irritativ,
- K-OBIOL 25 EC: irritativ,
-  LEOPARD 5 EC: irritativ,
- MECOMORN 750 SL: sulyosan irritativ,
- MIRAGE 45 EC: irritativ,
- MYSTIC 250 EC: irritativ,
- NIMROD 25 EC: irritativ,
- ORIUS 20 EW: irritativ,
- PROPLANT: nem irritativ,
- PULSAR 40 SL: nem irritativ,
- RACER: irritativ,
- RELDAN 22 EC: nem irritativ,
- SCORE 250 EC: nem irritativ,
- SEKATOR: stlyosan irritativ,
- SYSTHANE DUPLO: irritativ,
- TANDUS 200 EC: irritativ,
- TOPAS 100 EC: irritativ,
- VERTIMEC 1,8 EC: irritativ,
- WARRANT 200 SL: irritativ.

114



3. Elséként végeztem el az aldbbi novényvédd szerek szemirriticiés potencialjanak
meghatdrozasat MTT vizsgalattal:
- COMMAND 48 EC: irritativ,
- CYPERKILL 25 EC: irritativ,
-  K-OBIOL 25 EC: irritativ,
-  LEOPARD 5 EC: irritativ,
- MIRAGE 45 EC.: sulyosan irritativ,
- MYSTIC 250 EC: stlyosan irritativ,
- NIMROD 25 EC: irritativ,
- PROPLANT: irritativ,
- PULSAR 40 SL: nem irritativ,
- RACER: irritativ,
-  RELDAN 22 EC: sulyosan irritativ,
- SYSTHANE DUPLO: irritativ,
- TANDUS 200 EC: irritativ,
- TOPAS 100 EC: irritativ,
- WARRANT 200 SL: irritativ.

4. Az in vitro tesztekbdl szarmazo eredmények in vivo adatokkal torténd 6sszehasonlitasa
soran az in vitro tesztek (HET-CAM, ICE, MTT) jelenlegi formajukban nem alkalmasak
valamennyi irritacios kategoria esetében az in vivo eredmények helyett a névényvédo

szerek engedélyezési célu felhasznalasara.

5. Az altalam végzett in vitro tesztek (HET-CAM, ICE, MTT) a névényvédd szerek
szemirritacids potencidljdnak meghatdrozasaban tobblépcsés megkozelitésben
hasznalhatoak, de novényvédd szerek esetében a HET-CAM teszt és az ICE teszt

ajanlhato leginkabb a szemirritacios kategoridk megallapitisara.

6. A novényvédod szerek szemirritaciés potencialjanak meghatarozasa soran az OECD
405-6s szabvany szerinti in Vivo szemirritacios vizsgalat teljes kivaltasahoz egy in vitro
tesztrendszer kidolgozasa sziikséges, melynek dsszeallitasaban a HET-CAM teszt és az

ICE teszt alkalmazasa javasolt.
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8.2 Tézispontok angolul

1. 1 determined for the first time the eye irritation potential of the following pesticides with
in vitro HET-CAM test:
-  BUMPER 25 EC: irritant,
- COMMAND 48 EC: irritant,
- CYPERKILL 25 EC: irritant,
- DOMARK 10 EC: severely irritant,
- DUAL GOLD 960 EC: not irritant,
- GLIALKA STAR: irritant,
- GLYPHOGAN 480 SL: irritant,
- K-OBIOL 25 EC: severely irritant,
- LEOPARD 5 EC: irritant,
- MECOMORN 750 SL.: severely irritant,
- MIRAGE 45 EC: irritant,
- MYSTIC 250 EC: irritant,
- NIMROD 25 EC: irritant,
- ORIUS 20 EW: severely irritant,
- PROPLANT: irritant,
- PULSAR 40 SL: irritant,
- RACER: irritant,
- RELDAN 22 EC: irritant,
- SCORE 250 EC: irritant,
-  SEKATOR: severely irritant,
- SYSTHANE DUPLO: severely irritant,
- TANDUS 200 EC: not irritant,
- TOPAS 100 EC: severely irritant,
- VERTIMEC 1,8 EC: irritant,
- WARRANT 200 SL: severely irritant.

116



2. | determined for the first time the eye irritation potential of the following pesticides with
in vitro ICE test:
-  BUMPER 25 EC: irritant,
- COMMAND 48 EC: irritant,
- CYPERKILL 25 EC: irritant,
- DOMARK 10 EC: not irritant,
- DUAL GOLD 960 EC: irritant,
- GLIALKA STAR: irritant,
- GLYPHOGAN 480 SL.: severely irritant,
- K-OBIOL 25 EC: irritant,
- LEOPARD 5 EC: irritant,
- MECOMORN 750 SL.: severely irritant,
- MIRAGE 45 EC: irritant,
- MYSTIC 250 EC: irritant,
- NIMROD 25 EC: irritant,
- ORIUS 20 EW: irritant,
- PROPLANT: not irritant,
- PULSAR 40 SL: not irritant,
- RACER: irritant,
- RELDAN 22 EC: not irritant,
- SCORE 250 EC: not irritant,
-  SEKATOR: severely irritant,
- SYSTHANE DUPLO: irritant,
- TANDUS 200 EC: irritant,
- TOPAS 100 EC: irritant,
- VERTIMEC 1,8 EC: irritant,
- WARRANT 200 SL.: irritant.
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3. I determined for the first time the eye irritation potential of the following pesticides with
in vitro MTT examination:
- COMMAND 48 EC: irritant,
- CYPERKILL 25 EC: irritant,
- K-OBIOL 25 EC: irritant,
- LEOPARD 5 EC: irritant,
- MIRAGE 45 EC: severely irritant,
- MYSTIC 250 EC: severely irritant,
- NIMROD 25 EC: irritant,
- PROPLANT: irritant,
- PULSAR 40 SL: not irritant,
- RACER: irritant,
- RELDAN 22 EC: severely irritant,
-  SYSTHANE DUPLO: irritant,
- TANDUS 200 EC: irritant,
- TOPAS 100 EC: irritant,
- WARRANT 200 SL: irritant.

4. Comparing the results of the in vitro tests with the in vivo data | realized that the in vitro
tests (HET-CAM, ICE, MTT) in their current form are not suitable as a complete
replacement for the Draize Rabbit Eye Test in the authorization procedure of plant

protection products.

5. The performed in vitro tests (HET-CAM, ICE, MTT) can be used in a tiered approach
for the determination of the eye irritation potential of pesticides, but for determining the
eye irritation potential of plant protection products the HET-CAM and the ICE tests can

be mostly recommended.

6. Toentirely replace the OECD standard 405 in vivo eye irritation test for determining the
eye irritation potential of plant protection products the development of a complex in
vitro test system is needed, for which the use of HET-CAM and ICE tests is

recommended.
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9 MELLEKLETEK

HET-CAM teszt

19. tablazat: BUMPER 25 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3

1 120 60 3,02 5,62
2 117 55 3,06 5,74
3 110 60 3,18 5,62
4 99 60 3,3 5,62
5 103 50 3,3 5,85
6 100 53 3,35 5,78
7 130 60 2,85 5,62
8 90 61 3,51 5,6
9 80 53 3,68 5,78
10 100 57 3,35 5,69
11 85 55 3,6 5,74
12 125 60 2,93 5,62
13 90 52 3,51 5,81
14 80 60 3,68 5,62
15 89 56 3,53 5,72
16 85 55 3,6 5,74
17 81 60 3,67 5,62
18 90 54 3,51 5,76
19 95 61 3,43 5,6
20 86 3,58

21 80 3,68

22 89 58 3,53 5,67
23 81 57 3,67 5,69
24 91 35
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20. tablazat: COMMAND 48 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritdcios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 19 6,58
2 14 6,7
3 19 6,58
4 21 6,53
5 21 6,53
6 21 6,53
7 22 6,51
8 19 6,58
9 27 6,39
10 16 6,65
11 22 6,51
12 23 6,49
13 17 6,63
14 20 6,55
15 23 6,49
16 20 6,55
17 21 6,53
18 16 6,65
19 17 6,63
20 24 6,46
21 26 6,42
22 18 6,6
23 27 6,39
24 20 6,55
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21. tablazat: CYPERKILL 25 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 6 6,88
) 7 6,86
3 10 6,79
4 11 6,76
5 12 6,74
6 14 6,69
7 14 6,69
8 17 6,58
9 22 6,51
10 14 6,69
11 15 6,67
12 17 6,58
13 14 6,69
14 13 6,72
15 11 6,76
16 13 6,72
17 17 6,58
18 14 6,69
19 13 6,72
20 14 6,69
21 17 6,58
22 7 6,86
23 11 6,76
24 17 6,58
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22.

tablazat: DOMARK 10 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritdcios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 100 30 3,35 6,32
) 45 5,97
3 95 20 3,43 6,55
4 100 25 3,35 6,44
5 90 30 3,51 6,32
6 110 3,18
7 100 33 3,35 6,25
8 105 42 3,26 6,04
9 110 42 3,18 6,04
10 92 30 4,38 6,32
11 98 46 3,38 5,95
12 107 35 3,23 6,2
13 35 6,2
14 38 6,14
15 20 6,55
16 25 6,44
17 43 6,02
18 32 6,28
19 25 6,44
20 42 6,04
21 30 6,32
22 35 6,2
23 41 6,07
24 33 6,25
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23. tablazat: GLIALKA STAR HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 35 6,2
) 20 6,55
3 12 6,74
4 16 6,65
5 15 6,67
6 14 6,69
7 22 6,51
8 12 6,74
9 10 6,79
10 15 6,67
11 17 6,62
12 16 6,65
13 13 6,72
14 16 6,65
15 13 6,72
16 10 6,79
17 9 6,81
18 10 6,79
19 14 6,69
20 15 6,67
21 16 6,65
22 10 6,79
23 11 6,76
24 20 6,55

123




24. tablazat: GLYPHOGAN 480 SL HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 20 6,55
) 15 6,67
3 25 6,44
4 15 6,67
5 25 6,44
6 17 6,63
7 25 6,44
8 25 6,44
9 20 6,55
10 20 6,55
11 20 6,55
12 23 6,49
13 15 6,67
14 20 6,55
15 15 6,67
16 25 6,44
17 20 6,55
18 18 6,6
19 22 6,51
20 20 6,55
21 25 6,44
22 15 6,67
23 20 6,55
24 21 6,53
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25. tablazat: K-OBIOL 25 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacids indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 47 19 4,23 6,58
2 120 20 3,02 6,55
3 60 17 4,02 6,63
4 50 20 4,18 6,55
5 48 23 4,22 6,49
6 38 13 4,38 6,72
7 55 13 4,1 6,72
8 35 10 4,43 6,79
9 15 6,67
10 25 6,44
11 28 6,37
12 12 6,74
13 15 6,67
14 12 6,74
15 17 6,63
16 8 6,83
17 7 6,86
18 10 6,79
19 20 6,67
20 18 6,74
21 15 6,63
22 12 6,83
23 17 6,86
24 20 6,79
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26. tablazat: LEOPARD 5 EC HET-CAM teszt alapjan meghatdrozott irritacios indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3

1 170 3,06
) 150 3,52
3 140 3,76
4 220 1,89
5 170 3,06
6 200 2,36
7 220 1,89
8 210 2,12
9 230 1,66
10 250 1,19
11 245 1,30
12 200 2,36
13 220 1,89
14 220 1,89
15 180 2,82
16 190 2,59
17 195 2,47
18 215 2

19 205 2,24
20 190 2,59
21 185 2,7
22 180 2,82
23 205 2,24
24 210 2,12
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27. tablazat: MECOMORN 750 SL HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 100 7 3,35 6,86
) 120 5 3,02 6,9
3 150 3 2,52 6,95
4 96 4 3,42 6,93
5 120 3 3,02 6,95
6 160 3 2,35 6,95
7 65 3 3,93 6,95
8 140 3 2,68 6,95
9 120 4 3,02 6,93
10 127 4 2,9 6,93
11 105 5 3,26 6,9
12 98 5 3,38 6,9
13 65 5 3,93 6,9
14 30 2 4,52 6,97
15 32 3 4,48 6,95
16 38 4 4,38 6,93
17 36 2 4,42 6,97
18 40 6 4,35 6,88
19 38 3 4,38 6,95
20 42 4 4,32 6,93
21 34 4 4,45 6,93
22 38 5 4,38 6,9
23 4 6,93
24 4 6,93
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28. tablazat: MIRAGE 45 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacids indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 89 4,95
2 89 4,95
3 86 5,01
4 93 4,85
5 82 5,11
6 94 4,83
7 97 4,76
8 91 4,9
9 89 4,95
10 86 5,01
11 93 4,85
12 94 4,83
13 97 4,76
14 93 4,85
15 86 5,01
16 91 4,9
17 89 4,95
18 95 4,8
19 97 4,76
20 97 4,76
21 91 4,9
22 89 4,95
23 91 4,9
24 90 4,92
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29. tablazat: MYSTIC 250 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 120 13 3,02 6,72
) 150 17 2,52 6,63
3 155 20 2,43 6,56
4 180 18 2,02 6,6
5 160 19 2,35 6,58
6 75 22 3,77 6,51
7 180 13 2,02 6,72
8 145 28 2,6 6,37
9 95 25 3,43 6,44
10 110 15 3,18 6,67
11 140 17 3,12 6,63
12 100 15 3,35 6,67
13 100 16 3,35 6,65
14 120 21 3,02 6,53
15 210 25 1,52 6,44
16 150 13 2,52 6,72
17 150 19 2,52 6,58
18 22 6,51
19 24 6,46
20 25 6,44
21 30 6,32
22 35 6,2
23 14 6,69
24 15 6,67
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30. tablazat: NIMROD 25 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritdcids indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 3 6,93
2 15 6,65
3 13 6,72
4 11 6,72
5 13 6,72
6 10 6,79
7 10 6,79
8 12 6,72
9 9 6,79
10 10 6,79
11 9 6,79
12 11 6,72
13 13 6,72
14 15 6,65
15 12 6,72
16 9 6,79
17 11 6,72
18 10 6,79
19 5 6,91
20 11 6,72
21 7 6,86
22 13 6,72
23 10 6,79
24 15 6,65
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31. tablazat: ORIUS 20 EW HET-CAM teszt alapjan meghatdrozott irritacios indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 40 30 4,35 6,32
) 50 28 4,18 6,37
3 50 35 4,18 6,2
4 37 6,16
5 28 20 4,55 6,56
6 35 6,2
7 28 34 4,55 6,23
8 35 27 4,43 6,39
9 27 33 4,57 6,25
10 25 6,44
11 25 6,44
12 35 6,2
13 35 6,2
14 33 6,25
15 37 6,16
16 23 6,48
17 33 6,25
18 30 6,32
19 35 6,2
20 33 6,25
21 30 6,32
22 25 6,44
23 35 6,2
24 28 6,37
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32. tablazat: PROPLANT HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacids indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 175 20 2,1 6,55
) 150 30 2,52 6,32
3 205 30 1,6 6,32
4 130 35 2,85 6,2
5 140 15 2,68 6,67
6 170 29 2,2 6,35
7 140 24 2,68 6,46
8 190 28 1,85 6,37
9 34 6,23
10 35 6,2
11 35 6,2
12 29 6,35
13 26 6,42
14 27 6,39
15 33 6,25
16 32 6,28
17 30 6,32
18 34 6,23
19 25 6,44
20 20 6,55
21 32 6,28
22 28 6,37
23 29 6,35
24 31 6,3
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33. tablazat: PULSAR 40 SL HET-CAM teszt alapjan meghatdrozott irritacios indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 90 4,92
) 93 4,85
3 87 4,99
4 78 52
5 92 4,88
6 70 5,39
7 64 5,53
8 103 4,62
9 75 5,27
10 99 4,71
11 89 4,95
12 97 4,76
13 101 4,66
14 97 4,76
15 87 4,99
16 93 4,85
17 85 5,04
18 100 4,69
19 94 4,83
20 90 4,92
21 101 4,66
22 93 4,85
23 97 4,76
24 94 4,83
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34. tablazat: RACER HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritdcids indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 40 30 4,35 6,32
) 50 28 4,18 6,37
3 50 35 4,18 6,2
4 37 6,16
5 28 20 4,55 6,56
6 35 6,2
7 28 34 4,55 6,23
8 35 27 4,43 6,39
9 27 33 4,57 6,25
10 25 6,44
11 25 6,44
12 35 6,2
13 35 6,2
14 33 6,25
15 37 6,16
16 23 6,48
17 33 6,25
18 30 6,32
19 35 6,2
20 33 6,25
21 30 6,32
22 25 6,44
23 35 6,2
24 28 6,37
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35. tablazat: RELDAN 22 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritdcids indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 145 38 2,6 6,13
) 135 40 2,85 6,09
3 120 50 3,01 5,85
4 130 68 2,85 5,43
5 140 55 2,68 5,74
6 147 44 2,56 5,99
7 130 45 2,85 5,97
8 99 55 3,66 5,74
9 117 47 3,06 5,92
10 140 65 2,68 5,5
11 135 55 2,76 5,74
12 121 40 3 6,09
13 95 30 3,43 6,32
14 113 53 3,13 5,78
15 130 50 2,85 5,85
16 120 63 3,01 5,55
17 105 39 3,26 6,11
18 140 45 2,68 5,97
19 120 55 3,01 5,74
20 110 59 3,18 5,64
21 105 37 3,26 6,16
22 118 43 3,05 6,02
23 125 50 2,93 5,85
24 117 65 3,06 5,5
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36. tablazat: SCORE 250 EC HET-CAM teszt alapjan meghatdrozott irritacios indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 35 6,16
) 45 5,95
3 33 6,23
4 30 6,3
5 37 6,16
6 25 6,44
7 28 6,37
8 38 6,09
9 37 6,16
10 43 6,02
11 32 6,23
12 35 6,16
13 40 6,09
14 34 6,23
15 36 6,16
16 33 6,23
17 30 6,3
18 35 6,16
19 28 6,37
20 38 6,09
21 37 6,16
22 43 6,02
23 29 6,35
24 35 6,16
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37. tablazat: SEKATOR HET-CAM teszt alapjdn meghatédrozott irritacios indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 160 20 2,35 6,56
2 140 35 2,68 6,2
3 75 26 3,76 6,41
4 53 46 4,13 5,95
5 85 30 3,6 6,32
6 35 6,2
7 35 6,2
8 46 5,95
9 23 6,49
10 30 6,32
11 28 6,37
12 27 6,39
13 35 6,2
14 35 6,2
15 26 6,41
16 42 6,04
17 40 6,09
18 23 6,49
19 35 6,2
20 30 6,32
21 42 6,04
22 40 6,09
23 25 6,44
24 35 6,2
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38. tablazat: SYSTHANE DUPLO HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 45 15 4,26 6,67
2 40 12 4,35 6,74
3 50 10 4,18 6,79
4 60 16 4,02 6,65
5 75 16 3,76 6,65
6 70 18 3,85 6,6
7 55 17 4,1 6,63
8 45 15 4,26 6,67
9 50 15 4,18 6,67
10 62 17 3,98 6,62
11 13 6,72
12 15 6,67
13 15 6,67
14 17 6,62
15 16 6,65
16 15 6,67
17 15 6,67
18 14 6,69
19 17 6,62
20 16 6,65
21 15 6,67
22 16 6,65
23 13 6,72
24 14 6,69
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39. tablazat: TOPAS 100 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacids indexének

alapadatai
Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 50 6 4,18 6,88
) 47 5 4,23 6,9
3 49 5 4,2 6,9
4 85 6 3,6 6,88
5 25 5 4,6 6,9
6 52 6 4,15 6,88
7 80 4 3,65 6,93
8 118 6 3,2 6,88
9 40 6 4,35 6,88
10 120 7 3,0 6,86
11 35 5 4.4 6,9
12 110 18 3,15 6,6
13 33 4 4,45 6,93
14 75 5 3,75 6,9
15 95 7 3,4 6,86
16 37 8 4,4 6,83
17 60 7 4,08 6,86
18 80 6 3,65 6,88
19 7 6,86
20 8 6,83
21 5 6,9
22 7 6,86
23 6 6,88
24 8 6,83
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40. tablazat: VERTIMEC 1,8 EC HET-CAM teszt alapjan meghatarozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 35 6,2
2 40 6,09
3 30 6,32
4 25 6,44
5 15 6,67
6 35 6,2
7 30 6,32
8 20 6,55
9 10 6,79
10 17 6,62
11 10 6,79
12 30 6,32
13 20 6,55
14 35 6,2
15 25 6,44
16 30 6,32
17 25 6,44
18 20 6,55
19 30 6,32
20 15 6,67
21 10 6,79
22 40 6,09
23 20 6,55
24 20 6,55
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41. tablazat: WARRANT 200 SL HET-CAM teszt alapjan meghatérozott irritacios

indexének alapadatai

Tojas Vérzés Lizis Koagulacid | Részindex 1 | Részindex 2 | Részindex 3
1 40 5 4,35 6,9
2 35 13 4,43 6,72
3 32 43 4,48 6,02
4 44 5 4,28 6,9
5 49 17 4,2 6,63
6 60 9 4,02 6,81
7 57 10 4,01 6,79
8 60 9 4,02 6,81
9 70 11 3,85 6,76
10 75 21 3,77 6,53
11 8 6,83
12 9 6,81
13 10 6,79
14 6 6,88
15 5 6,9
16 7 6,86
17 8 6,83
18 12 6,74
19 10 6,79
20 11 6,76
21 10 6,79
22 10 6,79
23 17 6,63
24 6 6,88
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ICE teszt

42. tablazat: BUMPER 25 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besoroldsa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 0% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 8% 1|
percig
A szaruhartyahomaly kdzépértékének
maximuma b2 !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 0,7 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 3xll

43. tablazat: COMMAND 48 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 3% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 9% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 167 "
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,83 v
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja IxI11, 1M1, X1V
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44. tablazat: CYPERKILL 25 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besoroldsa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 5% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 9% 1|
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma 199 !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,17 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 2x11, Ix111

45. tablazat: DOMARK 10 EC ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 1% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 2% |
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 03 |
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 0,7 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacioja 2x1, 1x11
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46. tablazat: DUAL GOLD 960 EC ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 4% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 6% 1|
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma 23 .
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 1,5 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 2x11, Ix111

47. tablazat: GLIALKA STAR ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 3% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 6% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 0.67 "
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja 2xI11, 1x111
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48. tablazat: GLYPHOGAN 480 SL ICE teszt alapjan torténd irritacids besoroldsa

Megfigyelés Erték Végpont

A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 10% 1|
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 12% 1|
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének

) 3,2 v
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 3,0 v
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja IxIl, 2xI1V

49. tablazat: K-OBIOL 25 EC ICE teszt alapjan torténd irritdcios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 5% |
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 9% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 25 "
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 3 v
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja Ix11, IxH1, 1XIV
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50. tablazat: LEOPARD 5 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 2% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 6% 1|
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma 007 !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,50 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 2x11, Ix111

51. tablazat: MECOMORN 750 SL ICE teszt alapjan torténd irritacids besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 23% Il
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 46% v
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 4 N
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 3 v
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja 3xIV
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52. tablazat: MIRAGE 45 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besoroldsa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 2% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 8% 1|
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma . !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,5 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 2x11, Ix111

53. tablazat: MYSTIC 250 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont

A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 12% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 15% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének

) 2,67 v
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 1 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja 2xI11, 1xIV
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54. tablazat: NIMROD 25 EC ICE teszt alapjan torténd irritdcios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 2% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 2% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma LT .
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 1 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja IxI, IxI11, 1xHI

55. tablazat: ORIUS 20 EW ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 4% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 6% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 33 N
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,5 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja IxI11, IxH1, 1XIV

148




56. tablazat: PROPLANT ICE teszt alapjan torténd irritacids besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 2% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 2% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma o8 !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 1 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja IxI, 2x11

57. tablazat: PULSAR 40 SL ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 2% |
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 3% |
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 05 |
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 0,33 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja 3xl
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58. tablazat: RACER ICE teszt alapjan torténd irritacids besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 4% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 6% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma ' !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 1,67 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 2x11, Ix1

59. tablazat: RELDAN 22 EC ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 2% |
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 2% |
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 083 "
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 0,83 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja IxI, 2x11
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60. tablazat: SCORE 250 EC ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 3% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 4% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma oo !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 0,33 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 3xl

61. tablazat SEKATOR ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 4% |
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 14% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 27 N
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,8 v
Egyéb megfigyelések A felham stlyos fellazuldsa mindharom

szaruhartya esetén

A harom végpont kombinacioja IxIl1, 2xI1V
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62. tablazat SYSTHANE DUPLO ICE teszt alapjan torténd irritdcios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 1% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 6% 1|
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma o !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,8 v
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 2x11, IxIV

63. tablazat TANDUS 200 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 7% 1|
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 9% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének 133 "
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,33 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja 2xI11, 1x111
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64. tablazat TOPAS 100 EC ICE teszt alapjan torténd irritacids besoroldsa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 1% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 2% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma 087 !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 3 v
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja 1xI, 1xI11, 1xIV

65. tablazat VERTIMEC 1,8 EC ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 3% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 17% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének ) "
maximuma
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2,8 v
Egyéb megfigyelések Nincs
A héarom végpont kombinécioja Ix11, IxH1, 1XIV

153




66. tablazat WARRANT 200 SL ICE teszt alapjan torténd irritacios besorolasa

Megfigyelés Erték Végpont
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 75. 3% I
percig
A szaruhartya-duzzadas
kozépértékének maximuma a 240. 4% I
percig
A szaruhartyahomaly kozépértékének
maximuma 089 !
A fluoreszcein-megtartas kozépértéke 2 I
Egyéb megfigyelések Nincs
A harom végpont kombinacidja IxI, IxI11, 1xHI
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MTT vizsgalat

67. tablazat: A sejtpusztulas mértéke adott novényveédo szerrel tortént kezelés utan

Higitas mértéke

Vizsgalt anyag

20x 320x 640x | 1280x | 2560x
COMMAND 48 EC 92,69% | 90,14% | 8,3% 0% 0%
CYPERKILL 25 EC 952% | 94,93% | 0% 0% 0%
K-OBIOL 25EC 94,83% | 94,26% | 49,21% | 1,52% 0%
LEOPARD 5 EC 92,95% | 90,72% | 16,5% 0% 0%
MIRAGE 45 EC 93,34% | 91,79% | 91,74% | 92,24% | 16,24%
MYSTIC 250 EC 90,61% | 88,88% | 89,02% | 89,26% | 23,05%
NIMROD 25 EC 93,98% | 93,23% | 0,79% 0% 0%
PROPLANT 86,83% | 25,78% | 0% 0% 0%
PULSAR 40 SL 3,08% 0% 0% 0% 0%
RACER 92,07% | 93,51% | 8,18% 0% 0%
RELDAN 22 EC 94,01% | 89,95% | 91,69% | 74,07% 0%
SYSTHANEDUPLO | 9258% | 89,76% | 29,02% | 0% 0%
TANDUS 200 EC 93,87% | 32,07% | 14,4% | 251% | 2,63%
TOPAS 100 EC 94,44% | 85,94% | 0% 0% 0%
WARRANT 200 SL 93,9% 0% 0% 0% 0%
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