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1. BEVEZETES

,Egy nemzet nagysaga ¢és erkolcsi
fejlettsége hiven tiikkr6z0dik abban,
ahogyan az allatokkal banik.”

Mahatma Gandhi

Az emberi szervezet szamara egészségiigyi szempontbol kéros kartevo
szervezetek irtasara felhasznalhato irtoszerek (biocid termékek) pontos toxikologiai
mindsitése rendkiviil fontos feladat, hiszen azokat az ember kozvetlen lakod- és
munkakornyezetében hasznaljak fel, ezen feliil egészségligyi intézményekben, akar

legyengiilt szervezetii betegek kozelében.

A felhasznalokat érintd kockazatbecslés szempontjabdl kiemelendd, hogy a
biocid irtoszer készitmények nagy aranyban szabadforgalmii szereket jelentenek,
amelyeket szakképesités nélkiili személyek hasznalnak fel. Kiilon emlitést érdemelnek a
kereskedelmi forgalomban elérheté azon riasztoszerek, melyek a borfeliiletre juttatva

fejtik ki hatasukat.

A biocid termékek engedélyezéséhez sziikséges toxikologiai vizsgalatok
kivitelezése a 440/2008/EK iranyelv alapjan tobbségében in vivo metodikan alapszik,
emlds allatkisérletekre tdmaszkodik. Az irdnyelv alapjdn a bor- és szemirritacios
valamint a boér- ¢és szemkorrdzids vizsgalatokban preferalt allatfaj az albind hazinyul.
Az altalanosan elfogadott in vivo szemirritacios vizsgalatot Draize és munkatérsai

fejlesztették ki 1944-ben.

Az évek soran igyekeztek kifejleszteni olyan alternativ eljardsokat, amelyek
csokkentik a kisérletekben felhasznalt allatok szenvedését és azok létszamat. Az OECD
TG 405 (2002) elnevezési a vegyi anyagok toxikologiai vizsgalatara vonatkozo
utmutatdé mar tartalmaz egy kiegészitést, melyben az in vivo Draize teszt csak utolsod
mozzanatként szerepel, ha a jovahagyott alternativ in vitro modszerek az erdsen irritativ
potencidlnal gyengébb irritaciot értékelnek a vegyi anyagok irritativ tulajdonsdgainak

meghatarozasa soran.



Ilyen alternativ eljarasok kozé tartoznak a tytktojas chorioallantois membranjat
(HET-CAM) felhasznal6 in vitro modszerek, hiszen altaluk megfeleléen modellezhet6k

a kiilonbozo vegyi anyagoknak a szem kotohartyajara gyakorolt karosito hatasaik.

A Georgikon Kar Novényvédelmi Intézetében régdta végeznek olyan alternativ
toxikologiai vizsgalatokat, amelyekben mezdgazdasagi vegyi anyagok szemirritacios
tulajdonsagait vizsgaljak in vitro tesztekkel, melyek eredményei jol kozelitik a

hagyomanyos in Vivo szemirritacios tesztek eredményeit.

Jelen munkdmmal igyekszem felmérni, hogy a tyuktojas chorioallantois
membranjat modellként alkalmazoé in vitro HET-CAM teszt hasznalhat6-e a biocid
irtdszerek irritdcidos potencialjanak meghatirozasara. Az Osszehasonlitdo szandékkal
elvégzett in vivo Draize tesztb6l szarmazé in vivo eredmények in vitro eredményekkel
torténd Osszehasonlitasaval szeretnék véleményt formalni az in vitro HET-CAM teszt

Draize tesztet kivalto jovobeni felhasznalhatdsagara vonatkozoan



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szem felépitése

A szem a gerinces allatoknal a csontos szemiiregben helyezkedik el, amely a
szemhéjjal, a szempillaval és a kdtohartyaval (conjunctiva, ami a szemhéjakat béleld és
a szemgolyo frontélis részét fedé vékony nyalkahartya) egylitt a kiilsd behatasokkal
szemben védi a szemet. A szemgoly6 falat adé harom hartyan beliil a Szemgoly6 magja,
a szemcsarnokok, a szemlencse ¢és az tvegtest foglalnak helyet (1. abra)
(SZENTAGOTHAI - RETHELY], 1985).

A szemgolyd harom koncentrikus hartydbol épiil fel. A kiils6 hartya a
tillokhartyabol (sclera) és a szaruhartyabol (cornea) épiil fel. A kozépsé hartyanak
harom része van a chorioidea, a corpus ciliare és az iris. A legbels6 réteg magaban
foglalja az ideghartyat (retina), amely fotoreceptorokat tartalmaz és dsszekottetésben all
a kozponti idegrendszerrel (WILKIE — WYMAN, 1991).

A szemgolyo vérellatasat az ideghartydhoz térd retindlis, az érhartyat ellato
ciliaris és az episcleralis - conjuctivalis érrendszer biztositja. Kiilsd inger hatasara,
illetve gyulladasos allapotban az erek kitagulnak (FEHER, 1989).

Conjuctiva

1. abra: A szem felépitése



A szemirritativ anyag hatasara el6szor a legkiils réteg, a cornea sériil, de
erésebb irritacid, vagy korroziv természetli anyag hatdsidra a szem mélyebben fekvo
rétegei is karosodhatnak. A szaruhartya ¢és a kotOhartya hamszoveti jellegiiek, ezért a
karositd vegyiiletek hatasmechanizmusa hasonld, mint bdrirritacid esetén, viszont a
kovetkezmények sulyosabbak: a szaruhartya fénytorésének minimalis véltozasa is
gatolja a normalis szemmiikodést. A gyulladas az alatta talalhat6 iris és az érhartya

gazdag érhalozatat érinti, hiszen a cornea nem tartalmaz kapillaris ereket (KISS, 1997).

A szemirritacios vizsgéalatokat dontéen hazi nyulakon végzik. Azonban
szamtalan kiilonbség taldlhatdé az ember és a nyul szeme kozott. Anatémiai eltérés a
nyulak harmadik szemhéja, a membrana nictitans, valamint relative nagyobb és
vékonyabb feliiletli szaruhartya. A nyulak konnytermelése is csekélyebb, elmarad az
emberétdl. Ezen kiilonbségek alapjan éltalanossdgban elmondhato, hogy a nyul szeme
érzékenyebben reagal a kémiai irritaciéra, mint az emberi szem (HUHTALA et al.,

2008).

2.2. A biocid termékek toxikolégiai mindsitése

A biocid fogalomkor hasznalata és az irtoszerek kiilonféle toxikologiai
mindsitési eljarasainak Ujragondoldsa, Magyarorszdg Eurdpai Unidhoz torténd

csatlakozasaval elkeriilhetetlenné valt.

A biocid az ¢él6 szervezetek elpusztitasara szolgaldo anyag, a biocid termék a
kartékony szervezet kémiai vagy biologiai eszkozokkel torténd elpusztitdsara,
artalmatlanna tételére, tevékenységében valdé megakadalyozasara, elrettentésére vagy
mas modon torténd korlatozasara alkalmas szerforma. Ezen fogalmak hasznalatat,
valamint a 4 f6- és 23 termékcsoportba (1. tablazat) torténé besorolasat a Gazdasagi
Egylittmiikodési és Fejlesztési Szervezet (Organisation for Economic Cooperation and
Development, OECD) hatarozta meg (ERDOS - SZLOBODNY K, 2004).



1. tablazat: A biocid termékek felosztasa a 38/2003. (VIL. 7.) ESzCsM-FVM-KvVM rendelet 5.

szamu melléklete alapjan

Fécsoportok Termékcsoportok

1. 1. Human egészségligyi biocid termékek

Fert6tlenitOszerek | 2. FertOtlenitdszerek és egyéb biocid termékek

¢s altalanosan 3. Allat-egészségiigyi biocid termékek

hasznalt biocid 4. Elelmiszer és takarmany fertotlenitd szerek

termékek 5. Ivoviz fert6tlenitd szerek
6. Tartositoszerek tartdlyban forgalomba hozott készitményekre.
7. Bevonatveédd szerek
8. Faanyagvédo szerek

2. Tartositdszerek

9. Rost, bor, gumi ¢és polimerizalt anyagok konzervaloszerei

10. Falazasi anyagok konzervaloszerei

11. Konzervalészerek hiitéfolyadékokhoz és technoldgiai
eljarasokhoz

12. Nyalkasodasgatlo szerek

13. Fémmegmunkal6 folyadékok tartdsitdszerei

3. Karositok elleni
védekezésre
hasznalt szerek

14. Ragcsaloirto szerek

15. Madarirt6 szerek

16. Csigaolo szerek

17. Halirto szerek

18. Rovarolo, atkadlo és mas izeltlabuak elleni szerek

19. Riaszto- és csalogatoszerek

4. Egyéb biocid
termékek

20. Elelmiszer- és takarmanytartosito szerek

21. Algasodasgatlo termékek

22. Balzsamozashoz és allatok kitomése soran hasznalt
folyadékok

23. Egyéb gerincesek elleni szerek

Az 1998. februar 16-an elkészitett 98/8/EK iranyelv az Europai Unid
orszagaiban a lakossag és a természeti kornyezet védelméért, a biocid hatéanyagokra
vonatkoz6 egységes, kotelezd érvényli a mindsitésre, forgalmazasra, és felhasznaldsra
vonatkozo szabdlyrendszert jelent. Az irdnyelv értelmében a biocid termékek

toxikologiai elbirdlasa a tagorszdgok feladata, mig a hatdéanyagokat egységesen,

kozpontilag véleményezik.

A biocid hatéanyagok veszélyességének elbiralasa az EU iranyelvein, az OECD
ajanlasain és a Helyes Laboratoriumi Gyakorlat (Good Laboratory Practice, GLP)
kovetelményeire €piild, a tudomany és technika fejlédése miatt folyamatosan médositott

vizsgalati modszereken, valamint a kérdéses vegyi anyag fizikai, kémiai és toxikologiai

jellemzéinek ismeretén alapszik (ERDOS - SZLOBODNYIK, 2005).
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A hatéanyagok ¢és bomléastermékeik megitélése az akut, szubkronikus, kronikus
¢s specidlis (mutagén hatdsok, daganatkeltés, fejlodési rendellenességek okozasa,
kromoszémaszam modositasa, nemzo- €s fogamzo képesség befolyasolasa) toxikoldgiai
vizsgalatok alapjan torténik. Ugyanakkor, némely esetekben sziikséges a haszon- ¢€s
haziallatokra gyakorolt karositd hatast is értékelni, ezen feliil, bizonyos
hatéanyagcsoportokndl pl. a szerves foszforsav-észtereknél az alapvizsgalatokat
kiegésziteni neurotoxicitasi vizsgalatokkal. Nem feledkezhetiink meg az orvosi
megfigyelések (mérgezés diagnodzisa, klinikai vizsgalata, mérgezés progndzisa)
fontossagarol sem. A kockazatbecslés a megfigyelheté hatdst nem okoz6 mennyiség
(No Observed Effect Level, NOEL), a megfigyelheté kéaros hatast nem okozé
mennyiség (No Observed Adverse Effect Level, NOAEL), a legkisebb megfigyelhetd
hatast okozé mennyiség (Low Observed Effect Level, LOEL), a legkisebb
megfigyelheté karos hatast okozd mennyiség (Low Observed Adverse Effect Level,
LOAEL), az Okoszisztémat nem karosit6 mennyiség (Predicted No Effects
Concentration, PNEC), illetve a megengedhetd napi bevitel (Allowable Daily Intake,
ADI) alapjan késziil. Az elsdsorban 4allatkisérletek alapjan nyert informéciokbol
szarmaznak a kockazatmentes rendeltetésszerii felhasznalast lehetdvé tévo értékek, igy a
megengedhetd hatéanyag maradék, a maximalis biocid maradék (Maximum Residue
Limit, MRL), a felhasznal6t éré elfogadhatd expozicids szint (Acceptable Operator
Exposure Level, AOEL), a munkahelyi &ltalanos koncentracio érték (AK) és a
munkahelyi csticskoncentracié érték (CK). A kockazatbecslés lehetdveé teszi az embert
¢s kornyezetét védd intézkedések meghozatalat. Ennek alapjan a veszélyeket és
kockazatokat (Risk) egyértelmiisitd R-mondatokhoz ¢és szamokhoz a biztonsagos
(Safety) felhasznalast szavatolo S-mondatok és szamok tartoznak (ERDOS —
SZLOBODNYIK, 2006).

Elmondhato, hogy egy vegyi anyagnak az emberi szervezetre gyakorolt karosito
hatdsanak meghatarozdsa elsddlegesen az emldséallatokon végzett kisérletek
eredményein alapszik. Azonban a vizsgalatok kozott nagy az eltérés a felhasznalt
allatok létszamat tekintve. A nagysagrendek megismerésének érdekében elmondhato,
hogy egy gyogyszerkészitmény esetében az akut, szubkronikus €s kronikus toxikologiai
vizsgélatokhoz, valamint a reprodukcids képességre gyakorolt karositdé hatasanak,

genotoxicitdsanak, karcinogenitasdnak megallapitdsdhoz akéar 1500-3000 allatra is
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sziikség lehet. A leggyakrabban egereket és patkanyokat (74%), majd nyulakat (4%),
tengeri malacokat (3%), kutyakat (1%) €s nagyon ritkan féemldsoket (> 1%) hasznalnak

fel (NUFFIELD COUNCIL ON BIOETHICS, 2005).

2.2.1 A hagyomanyos és az alternativ akut szemirritaciés

vizsgalatok

Az Europai Bizottsag 440/2008/EK rendelete egyértelmlien meghatarozza a
vegyl anyagok szemirritacids (a vizsgalandé anyagnak a szem eliilsé felszinén torténd
alkalmazasat kovetden megjelend €s az alkalmazastol szamitott 21 napon beliil teljes
mértékben reverzibilis szemelvaltozasok) és szemkorrézids (a vizsgalando anyagnak a
szem eliils6 felszinén torténd alkalmazasat kovetden megjelend €s az alkalmazastol
szamitott 21 napon beliil nem teljes mértékben reverzibilis szdvetkarosodasok a
szemben, vagy sulyos fizikai latoképesség-romlds) hatdsdnak vizsgélati protokolljat.
Fontos megemliteni, hogy a rendelet kiemeli az éllatvédelem fontossagat, igy a
vizsgalandé anyagokrol rendelkezésre all6é kordbbi toxikoldgiai informacidk
kiértékelése révén, azon anyagok esetében sziikségtelenné valnak a laboratoriumi
allatokon (in vivo) torténd kisérletezések, ezaltal érvényesitve az allatjoléti

szempontokat.

Amennyiben a 1épcsézetes vizsgalatokbol (2. abra) vagy az in vivo boérkorrdzids
¢és irritacids tesztekbdl sem hatarozhatd meg a vegyl anyag szemkorr6zids vagy
irritacios potencialja, ugy keriilhet sor az emldsallatokon elvégezhetd in vivo

vizsgalatokra.

Ugyanakkor a lépcsGzetes vizsgalati stratégiaba az in vivo vizsgalatokat

megeldzden bekeriiltek az in vitro modszerek is.

A hagyoményosan alkalmazott szemkorr6zids és szemirriticios vizsgalatok a
DRAIZE ¢és mtsai. (1944) altal kifejlesztett nyalszem vizsgalatokon alapulnak,

esetlinkben is a fent emlitett rendelet B.5. szabvanyanak felel meg, mint in vivo eljaras.
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Bizonyos kozmetikumok esetében az Amerikai Egyesiilt Allamokban mér alkalmazzak
az un. kis térfogatu szemvizsgalatot (Low Volume Eye Test, LVET), ahol a vizsgalando
anyagbol csupan a Draize tesztben megszokott mennyiség 10%-at juttatjak a kisérleti
nyulak szemébe (SPIELMANN, 1997).

Meglévd adatok Meglévé adatok Szerkezet-aktivitasi

értékelése - szemre értékelése - borre Osszefliggések
o B e . (SAR) rokon
irritativ hatassal van irritativ hatassal van " ;
vegyliletek esetében
Egyeéb meglévo Fizikai-kémiai
Invitro €s ex vivo informaciok tulajdonsagok (pl.
vizsgalatok (dermalis toxicitas) szélsOséges pH)
eértekelése eértekelése

. e s s Invivo Invivo
In vivo borirritacios e N
. s szemirritacios és szemirritacios €s
¢s korrozios T PSR
o, korrozis vizsgalat korrozis vizsgalat
vizsgalatok : . o
egyetlen nyulon két tovabbi egyeden
L ) L ) L )

2. abra: Vizsgalati és kiértékelési stratégia szemirritacios, illetve szemkorrézios hatas vizsgalatahoz
a 440/2008/EK rendelet alapjan

Az alternativ toxikologiai eljarasok olyan modszerek, amelyek képesek
csokkenteni a felhasznalt &llatok mennyiségét (reduce), kifinomultabb kisérleti
technikakat alkalmaznak, melyek eredményeként a kisérleti allatokat kevesebb
szenvedés éri (refine), illetve helyettesithetik az emlds kisérleti allatokat (replace). A
3R-ként ismert alternativ elvet 1959-ben definialtak (RUSSELL — BURCH, 1959).

Az in vitro vizsgalatok eldnyei, hogy szabalyozott korilmények kozott,
nagyfokl szabvanyosithatosag mellett, gyorsabb és olcsobb eljarasokat alkalmazva akar

emberi szoveteken is, csokkenthetik a fajok kozotti (kisérleti szervezet €s az ember)
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extrapolacios nehézségeket, mivel kisérleti eredményeik jobban kozelithetik a humén

mérgezési kovetkezményeket (KANDAROVA — LETASIOVA, 2011).

Borirritacios és borkorrozios vizsgalatok:

A hamszoveti hasonlosag okan a borirritacios és korrdzids in vivo és in vitro
toxikologiai vizsgalatok eredményeibdl is kovetkeztethetiink a helyi szemkarosito
hatasra, igy azok pozitiv eredményei alapjan nem sziikséges tovabbi kisérleti allatok
bevondsa, azaz a szemirritacios vizsgalatok elvégzése. Az alabbiakban ismertetem az

Eurodpai Bizottsag 440/2008/EK rendeletében e témaban felsorolt in vitro eljarasokat.

Az in vitro bérkorrdzids vizsgalatok kozé tartozik a transzkutan elektromos
rezisztencia vizsgalat (TER). Lényege, hogy a vizsgalt vegyi anyagot 24 oran at
kétkamras vizsgalati rendszerben alkalmazzak, melyben a bdérkorongok (kiméletes
modon ledlt 28-30 napos patkanyokbol szarmazo szovetek) valasztjak el a két kamrat.
Korroziv anyagoknak szamitanak azok, melyek az epithelium épségét megvaltoztatjak,
ezaltal atjarhatova valik. A bor latszolagos elektromos ellendllasa megvaltozik, amely
mérhetd. A TER vizsgalat hatarértéke 5 kQ. Ezzel a vizsgalattal megbizhatéan
megkiilonboztethetok a borkorrdziot okozd és nem okozd ismert vegyi anyagok

(BARRATT et al., 1988; FENTEM et al., 1988).

Az el6z6 csoportba tartozik az emberi bdrmodellen végzett vizsgalat. Az eljaras
elve, hogy a vizsgalt anyagot helyileg egy mesterségesen 1étrehozott haromdimenzios in
vitro emberi bérmodellre viszik fel. A korroziv anyag azonositasa, egy meghatarozott
expozicios 1d6 alatti hamsejtkarositd hatds alapjan torténik, amely mértékének
meghatarozasa a hamsejtek életképességének vizsgalatan alapul. (BARRATT et al.,
1988; FENTEM et al., 1988).

A 776/2009/EK rendelet kiegészitette az in vitro borirritacios eljarasokat egy uj
modszerrel, a rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett vizsgalattal. Lényege, hogy a
vizsgalati anyagot helyileg egy haromdimenzidés emberi felhammodellre viszik fel,
melyet specidlisan tenyésztettek ki. A rekonstrualt emberi felhAmmodellen végzett

vizsgélat elve azon alapul, hogy az irritativ hatasti anyagok képesek diffuzidval
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athatolni a szarurétegen. Az irritativ hatasi anyagokat azon képességiik alapjan

azonositjak, hogy a sejtéletképességet 50%-0s hatarérték ala csokkentik (OKBI, 2010).

A 776/2009/EK rendelet megemliti az OECD 435. utmutatojat. Ez az in vitro
boérkorroziot vizsgald membran-barrier eljards. Lényege, hogy egy mesterségesen
kialakitott membranon a vegyi anyag altal eldidézett valtozasokbdl becslik a borre

gyakorolt korroziv hatast (OECD, 2006).

Izolalt szerveken torténé szemirritacios vizsgalatok:

Az izolalt szerveken torténd vizsgalatok alapja az, hogy a vegyi anyagot in
vitro/ex vivo modon a borju, sertés, csirke vagy nyul izolalt szaruhartyajan tesztelik. A
frissen kinyert szemek, szaruhartyak, lencsék vagohidrol vagy mas jellegli toxikoldgiai
kisérletekben felhasznalt allatokbdl szarmaznak. Ezeket azutan specialis (szuperfizids)
berendezésbe helyezik, ami lehetové teszi a szervek és szervrészek fenntarthatosagat a
vizsgélat soran. Szamtalan eszkoz all rendelkezésre a szaruhartya opacitdsanak,
valamennyi rétege vizsgalhatd, tovabba ezek az eljardsok a vegyi anyagok széles

skalajaval alkalmazhatok (WHITTLE et al., 1992).

Az OECD 437. szamu tesztleirasa a Szarvasmarha szaruhartya opacitas és
permeabilitas (Bovine Cornea Opacity Permeability, BCOP) in vitro vizsgalatot
tartalmazza, amely alkalmas szemkorroziv vegyliletek azonositasara. Ezt a tesztet nem
¢l6 allatokon végzik, hanem a vagohidakrol gyljtik Ossze a szarvasmarha
szaruhartydkat. A kifogastalan allapotii szaruhartydkat egy hordozora erdsitik, majd
megmérik az opacitasat (csokkent fényatbocsatas). A vizsgalandd vegyi anyaggal 10
percen keresztiil érintkeztetik a szaruhartyat, majd a kezelés utdni opacitast is
megmérik. Ezutan a szaruhartyak permeabilitasat egy fluoreszcens festékanyag
athatolasanak mérésével (spektrofotométer) hatarozzak meg (GAUTHERON et al.,
1992).

Ugyancsak in vitro az izolalt csirkeszemen végzett (Isolated Chicken Eye, ICE,
vagy Chicken Enucleated Eye Test, CEET) irritaci6 vizsgalat (OECD TG 438). A

modszert PRINSEN és KOETER fejlesztették ki 1993-ban (PRINSEN - KOETER,
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1993). Az eljaras az izolalt nyalszemet felhasznal6d teszten alapul (BURTON et al.,
1971).

A moddszer validalasa soran a Draize teszt és az ICE teszt kritikus értékei

Osszehasonlitasakor 0,82-0,91 kozotti korrelacid mutatkozott (PRINSEN, 1996).

A teszt sordn a vizsgalandd vegyiilet altal a csirkeszem-szaruhartyan okozott
karosodas mértékét a szaruhartya megduzzadasanak mértékébdl, az opacitasbol és a
fluoreszcein visszatartd képességbdl hatarozzak meg. A csirkefejekbdl eltavolitott
szemeket a legrovidebb idon beliil a laboratériumba szallitjak, majd a szemeket 45—60
percig inkubaljak, hogy egyensulyi allapotba keriiljenek, majd megmérik az alap
szaruhartya vastagsagot, és az opacitdst, hogy késobb ezzel korrigdlhassdk az
eredményeket. A vizsgdland6 anyagok mindossze 10 mésodpercig keriilnek kontaktusba
a szaruhartyaval, majd izotdnias so6oldattal ledblitik rola. A kezelés utan kiilonbozo
idépontban (30, 75, 120, 180, 240 perc) mérik a 3 vizsgalandd paramétert, majd az
eredményekbdl irritacios értékeket képeznek (PRINSEN - KOETER, 1993).

Nem csupan a csirke és a szarvasmarha, de a nyul izolalt szeme (Isolated Rabbit
Eye, IRE) is felhasznalhaté vegyi anyagok szemkorr6zios hatasanak vizsgalatara. Az in
vitro modszer esetében a kiméletesen elpusztitott allatok szemeit eltavolitjak, majd a
szaruhartya vastagodasabol (Draize teszthez hasonldan), és a fluoreszcein visszatarto

képességbil kovetkeztetnek az irritacios tulajdonsagra (WHITTLE et al., 1992).

Az emberi szaruhartya hamszovetének modellezésén alapulé szemirritacios

vizsgalatok:

Az emberi szem szaruhartyajanak hamszovetét (epithelium) modellez6
vizsgalatok kozé tartozik az EpiOcular™ eljaras. A modell humén eredetli epidermalis
keratinocitakbol all, melyek tobbrétegli strukturaba rendezddnek, igy a szaruhartya
epitheliumahoz hasonlitanak. A vegyi anyag altal okozott karosodast az ETsq értékkel
jellemzik (sejtek életképességének 50 %-kal valo csokkentéséhez sziikséges expozicios
id6) (BLAZKA et al., 2003).
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A Skinethic HCE modell immortalizalt epithelsejtekbdl all, melyeket levegd-
folyadék hatarfeliileten tenyésztenek. A moddszer in vivo / in vitro 6sszehasonlito
elemzését NGUYEN ¢és mtsai. 2003-ban elvégezték.

A Gillette modell transzfektalt human szaruhartya epithel sejtvonalat hasznal fel
(Transfected Human Corneal Epithelial Cell Line, HCE-T) (KAHN et al., 1993).

Sejtszintii, citotoxicitasi vizsgalatokon alapul6 szemirritaciés tesztek:

A sejtalapu citotoxicitas modszerek kozé tartozik a Neutral Red Uptake (NRU)
vizsgalat. A neutrdl voros festék, képes athatolni a sejthartyan, majd lizoszomakban
halmozodik fel. A sejtfelszin, vagy a lizoszoma membran kdrosodas hatasara
bekovetkezd valtozasai modosult felvételt eredményeznek, ezaltal a sejtek

¢letképességének megvaltozasa detektalhat6 (BORENFREUND — PUERNER, 1985).

Az el6z0 vizsgalattal ellentétes megfigyelésen alapul a Neutral Red Release
(NRR) vizsgalat. A vizsgalati modszer alkalmas az azonnali toxicitas meghatarozasara,
hiszen ilyenkor a sejtmembranok sériilése €és a lizoszoma integritdsanak megbomlésa

torténhet (BARSTADT et al., 1991).

A sejtalapt citotoxicitas tesztek utolsé képviseldje a vordsvérsejt hemolizis

vizsgalat (MUIR et al., 1983).

A Draize teszt alternativajaként hasznalhat6 eljarasok kovetkezO csoportja a
sejtfunkciokon alapuld technikdk. Elsé képviseldjik a Fluorescein Leakage (FL)
vizsgalat. Normalis kortilmények kozott a szaruhartyan elvalasztja és védi a szem belsd
részeit a kdrnyezettdl, a kémiai irritadcid hatasara a szerkezete sériil. A sériilt szerkezetli
szaruhartyan atjut6 anyagok stlyos szemkarosité hatast valthatnak ki. A kisérletben
alkalmazott mesterséges szaruhdrtya modellen a fluoreszcein képes atszivarogni az
atjuto festék mennyisége detektalhatd, és jol jellemzi a karosodas mértékét. (COOK et
al., 1992).

A masodik mddszer a csoporton beliil a szilicium mikrofiziométer (SM). Ebben
az esetben a sejttenyészet metabolikus aktivitdsat mérik, detektaljak a metabolizmus

kovetkeztében fellépd pH valtozasokat, mindaddig, amig a kisérleti anyag egy bizonyos
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koncentraciojanal a sejtek nem lesznek képesek a metabolizmusra (BRUNER et al.,
1991).

A szemirritacio vizsgalatahoz hasznalhato egyéb eljarasok:

A kovetkezé harom vizsgdlati modszer az el6z6 csoportokba nem sorolhato.
Kilon emlitem meg a csigakon (pl. Arion lusitanicus) alkalmazhat6 Slug Mucosal
Irritation Test (SMIT) vizsgalati modszert. A csigak az irritativ hatast vegyi anyagokkal
valo érintkezés soran testfaluk védelme érdekében nyalkat termelnek. A kémiai irritacid
hataséra kialakuld szovetei (hamszovet, kotdszovet) karosodas eredményeként a csigak
testfalabol fehérjék és enzimek aramlanak ki. A vizsgdlati anyag irritdcidés potenciél
meghatarozhaté a kivalasztott nydlkaanyag mennyiségének mérésével, illetve a
karosodas révén kidramlo fehérjék és enzimek mérésével (laktat-dehidrogenaz, LDH,;

alkalikus-foszfatdz, ALP) (ADRIAENS - REMON, 2002).

Az IRRITECTION® az EYTEX™ tovabbfejlesztett valtozata, egy biokémiai
vizsgalati mddszer, amely azon alapul, hogy a vegyi anyagok altal okozott szemirritaciod
hatasara a szaruhartyan megjelend homaly a szaruhartya fehérjéinek denaturacioja és
aggregacioja kovetkeztében alakul ki. A vizsgalati anyag hatasdra a szaruhdrtyat
modellezé makromolekula matrix fehérjéinek denaturacidja és aggregécidja kovetkezik

be, amely spektrofotometrikus uton mérhet6. (KELLY, 1989).

A Pollen Tube Growth (PTG) teszt elvégzésével in vitro koriilmények kozott
vizsgalhato a citotoxikus hatds. A citotoxikus hatas gatolja a pollentomldé novekedését.
A pollentomld nem tartalmaz klorofillokat igy sejtjei inkdbb az 4allati sejtekre
hasonlitanak. A pollentomld novekedése a megkotott alcian kék festék fotometrikus

uton torténd mérésével hatarozhaté meg. (KAPPLER - KRISTEN, 1988).

Az alternativ eljarasok koz¢é tartoznak a kiilonboz6 szerkezet-aktivitasi
Osszefiiggéseket felhaszndlo modszerek. Ilyenek pl. a klasszifikacios torekvések,
amelyekben a vegyi anyagok fizikai-kémiai tulajdonsagai alapjan becsiilhetd a
szemirritacios potencialjuk (WORTH - CRONIN, 2000).
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Az engedélyezd hatosagok altal elfogadott alternativ szemirritacids vizsgalatok
egyre szélesebb korl elterjedése tette azt lehetdvé, hogy az Egyesiilt Kirdlysag teriiletén
1995-ben még kozel 4000 Draize tesztet végeztek, ezen vizsgalatok szdma azonban

2003-ra minddssze 1100-ra csokkent (NUFFIELD COUNCIL ON BIOETHICS, 2005).

2.3. A szemirritacio toxikoldgiai vizsgalata organotipikus

modszerekkel

2.3.1 A chorioallantois membran (CAM) kialakulasa, szerkezete

Az organotipikus in vitro szemirritaicibs moddszerek, igy a tyuktojas
chorioallantois membranjat (HET-CAM) felhasznalo vizsgalatok részletes bemutatasa

eldtt, fontos a tytuk embriondlis fejléddését roviden targyalnom.

A tytkembri6 keltetés alatti, azaz a korai embridfejlédés utani, megtojast kovetd
idGszakot két részre oszthatjuk. A 8-9. napig tartd6 embrionalis szakaszban a gyors,
mindségi valtozdsok dominalnak, kialakulnak a szervek, végtagok, a 21. napig, tehat a
kikelésig tartd magzati idoszakban a mennyiségi fejlodés eredményeként a csirke

felveszi végleges form4jat.

A megtojast koveté korai embriofejlédés elsé napjan 1étrejon az ektoderma-
lemezen kiemelkedd sejtvastagodas, az Oscsik. A tovabbiakban az ektoderma és az
entoderma kozott kialakul a mezoderma alaprétege. Ezekbdl differencialodnak a

kilonbozo szovetek és szervek.

A masodik napon kezdddik a sziv és a véredények fejlédése. Kialakul a
vérrendszer az embridban, a szikben, majd tovabbterjed a fehérjére is. A 42. 6raban
megkezdddik a szivverés, ettdl a pillanattdl kezdve az embri6 kiilon szervezetté valik, a

szikkel a vérkeringése révén tartja fenn a kapcsolatot.
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Harmadik nap jelennek meg az orr, a labak, a szarnyak és a farok kezdeményei,

az embri6 elkezdi forgésat, a bal oldaldra fordul.

A negyedik nap mar minden testrész megjelenik, az O6tddik nap a
szaporitoszervek differencialodasanak ideje, a sziv még az embrio testén kiviil talalhato,

de a tobbi szerv mar a végleges helyén van.

A 6-9. nap kozott a sziv a testbe zarddik, az embrid a szik allomanyaval a

koldokon keresztiil, vérkeringéssel tart kapcsolatot. Az embrio6 csibe format vesz fel.

A 10. naptol kezddédik a csontosodas, a 13. napon megjelennek a pihetollak, a
19. naptdl a szikzacskd fokozatosan behuzodik a testiiregbe, a 20. naptol szamithato a

koldokzardodas.

A madarembri6 nincs anatdmiai kapcsolatban az anyai testtel, ezért
anyagcseréjét az extraembriondlis hartydk segitségével folytatja. Ezek a hartydk

végleges formajukat a keltetés kozEépso szakaszara érik el.

A sziktdomld olyan embrion kiviili hartya, amely a szik anyagaival taplalja az
embriot. Funkcidjadt mar a 2. naptdl megkezdi, az embriondlis burkok koziil els6ként

alakul Ki.

Az inkubaci6 10-11. napja utan a chorioallantois haromrétegii. A kiils6 réteg a
héjhartyaval érintkez6 ektodermalis eredetii hamréteg. A kozépsé réteg embrionalis

kotészovet, a mesenchyma. A bels6 réteg az entodermabol szarmazo allantois-ham.

Az amnion a 2-3. nap kozott alakul ki, majd kozvetleniil fogja koriil az embriot.

A benne 1év6 folyadékban tszik az embrio, igy védo és taplald kozegként funkcional.

A chorion az amnionnal egy idében jon létre, valamennyi extraembrionalis
hartyat koriilveszi. A chorion alkotja az ektodermalis eredetli kiilsd, héjhartyaval
érintkezo réteget. Kétrétegli hamja kotdhamsejtekbdl all. A kiilsé hamsejtréteg, lap vagy
alacsony kobhamsejtekbdl épiil fel. A belsé - mesenchyma fel6li - a réteg magas
kobhamsejtekbdl all. A kapillarisok mind a két hamréteg, mind a kiils6 hamréteg és a
héjhartya kozott megtalalhatok. Ez utobbiak tag 6bloket, sinusokat képeznek. A chorion
az anyagcsere kozvetitésében ugy vesz részt, hogy egyesiil az allantoisszal és a bels6

héjhartyaval, igy kialakitja a chorioallantois membrant.
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A chorioallantois (3. abra) kialakulasakor a somato- és a splanchnopleura
Osszeolvadasabol fejlodik a mesenchyma-réteg, amely csillag alaki, hosszu, nytlvanyos
sejtekbdl all. A mesenchyma héjhartya fel6li rétegében sziik és vékonyfalua, az allantois

kozelében tagabb erek haladnak.

Az allantois kozponti fala szorosan az amnionra és a sziktomlbre fekszik,
véredényekkel dusan atszoétt, teljesen koriilveszi a héjhartya mentén a tojas tartalmat. Az
allantois részt vesz a fehérjék feltarasaban, a héj kalcium tartalmat eljuttatja az
embridba, a kivalasztasban, a vizhaztartasban fontos szerepet tolt be, vérerei bonyolitjak
az embrid gazcseréjét. Az allantois egyrétegli laphamsejtekbdl all. Az allantois
hamsejteknek a tomlo iirege felé esd feliiletén rovid, vaskos nyulvanyok, bolyhok és

invaginaciok talalhatok (FANCSI - FEHER, 1978; ZOLTAN, 1997).

1: chorion epithelium

2: mezoderma
érhaldzata

3. allantois epithelium

3. dbra: A chorioallantois membran (CAM) dbrazoliasa harom nézépontbol
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2.3.2 A tyuktojas chorioallantois membranjanak felhasznalasa

szemirritacié vizsgalatokhoz

A Chorioallantoic membrane vascular assay (CAMVA) teszt célja, hogy eldére
jelezze a lehetséges szemirritaciot a csirke embrid chorioallantois membranjanak
(CAM) karosodasa alapjan. Ehhez, az embrionalis fejlédés 4. napjan egy kis nyilast
vagnak a tojas héjan, majd egy kis mennyiségii albumin eltdvolitasaval biztositjak a
CAM optimalis fejlodését. A 10. napon a vizsgélni kivant anyagot kozvetleniil a CAM-
ra juttatjdk. Az érrendszeri elvaltozasok (vérzés, hyperaemia, vér nélkiili erek)
vizsgalhatok. Toxikologiai végpontnak tekinthetd a tesztanyag azon koncentracidja, ami

a kezelt tojasok 50%-an okoz érrendszeri elvaltozast (BAGLEY et al., 1989).

A masodik vizsgalat ebben a csoportban a Chorioallantoic membrane-trypan
blue staining assay (CAM-TBS). A teszt célja az volt, hogy csokkentsék a kémiai
irritacid hatdsdra a CAM karosodasanak értékelésével jard szubjektivitast és az ezzel
jard hibalehetdséget. Tették ezt azaltal, hogy a CAM altal megkotott tripan kék festék
mennyiségébdl becsiilték a membran karosodasat. Egyébként a tripan kékkel torténd
festés széles korben alkalmazott a sejtek életképességének, illetve a membranok

karosodasanak mérésére (HAGINO et al., 1999).

A harmadik chorioallantois membrant felhasznald eljaras a HET-CAM (Hen’s
Egg Test on the Chorioallantoic Membrane) teszt, amelyet LUEPKE 1987-ben
fejlesztett ki, bar a virolégusok régota alkalmazzak embriotoxicitdsi vizsgalatokhoz
(PARISH, 1985). A legtobb tanulmany szoros korrelaciot ir le a Draize teszt és a HET-
CAM teszt eredményei kozott, az enyhén- és az egyaltalan nem irritativ-, valamint a
feliiletaktiv- és feliiletaktiv alapu vegyi anyagok esetében (ROUGIER et al., 1992;
SPIELMANN, 1993). Bar a HET-CAM teszt elvileg valamennyi vegyi anyagnal
hasznalhato eljaras, a szilard, szines és oldhatatlan vegyiiletek rontjak az eredmények

reprodukalhatosagat (SPIELMANN, 1993).

BLEIN ¢és mtsai. (1991) 40 vegyiiletet vizsgaltak, koztiik oldoszereket, savakat,
bazisokat, feliiletaktiv anyagokat, amelyek széleskoriien reprezentaltdk a szemirritacio

kiilonboz6 fokozatait és azt tapasztaltak, hogy higitatlanul a HET-CAM teszt tulbecsiili
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az irritacios potencialt, azonban 10-szeres higitas mellett jo korrelaciot talaltak az in

vivo Draize teszt adataival.

BAGLEY ¢s mtsai. (1992) haztartdsi vegyi anyagok szemirritacios
tulajdonsagait vizsgaltak, és o6t kiilonbozo alternativ toxikologiai vizsgalat eredményeit
hasonlitottak Ossze a hagyomanyos Draize teszttel. A HET-CAM teszt esetén jo

korrelaciot tapasztaltak az in vivo és in vitro eredmények kozott (r = 0,77).

SILVA ¢és mtsai. (1992) 60 vegyi anyag ¢és 41 kozmetikum szemirritacios
potencialjat vizsgaltak az in vitro HET-CAM vizsgalattal. 20 anyagot ledblitettek a
CAM-r6l, az elszinez6dés okozta atlatszatlansag miatt. Az in vitro eredmények
reprodukalhatosagat jonak talaltak, az in vivo vizsgalatok eredményeivel jo korrelaciot

irtak le.

HAGINO és mtsai. (1993) megjegyezték, hogy a HET-CAM teszt alkalmas
dozis-valasz Osszefliggések vizsgalatara. 12 kiilonbozo fizikai formaju vegyiilet esetén
hasonlitottak Gssze az in vivo és in vitro eredményeket, és jo korrelaciot tapasztaltak,

abban az esetben is, ha az anyagokat oldhatosaguk szerint kiilon értékelték.

VINARDELL és MACIAN (1994) 6 fertdtlenitdszer szemirritacids potencialjat
vizsgalva azonos eredményeket kaptak az in vivo Draize teszttel és az in vitro HET-
CAM teszttel.

BALLS ¢és mtsai. (1995) 52 jelentésen eltérd vegyi anyag (alkoholok,
feliiletaktiv anyagok, peszticidek) szemirritaciés hatasat tanulméanyoztdk. Az
eredmények Osszehasonlitasa soran gyenge és kozepes korrelaciot talaltak az in vitro
HET-CAM és az in vivo eredmények kozott, fliggetlenill a felhasznalt vegyiiletek fizikai

¢és kémiai tulajdonsagaitol.

BRANTOM (1997) valamint STEILING és mtsai. (1999) 23 kozmetikai anyag
¢és 32 kozmetikai készitmény esetén vizsgaltdk a HET-CAM teszt reprodukalhatdsagat.
Az erbsen irritativ eredmények esetén jonak itélték a reprodukdlhatosdgot, azonban a
kozepesen irritativ eredményeknél mar joval gyengébb reprodukalhatdsagot figyeltek

meg.
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BUDALI és mtsai. (1997), illetve BUDAI és VARNAGY (2000) 6 peszticiddel,
harom koncentracioban végeztek 6sszehasonlitd elemzést az in vitro HET-CAM és az in
vivo Draize teszttel. Kisérleteikben jo korrelacié mutatkozott az in vivo és az in vitro

eredmények kozott.

GILLERON ¢s mtsai. (1997) szintén 60 vegyiiletet elemeztek, melybdl 28
folyadék, 20 szilad és 12 feliiletaktiv anyag volt. Az eredményeket dsszegezve, a HET-
CAM teszt alacsony specifitasat, magas érzékenységét és kozepes pontossagat

értekeltek.

BENDER ¢és mtsai. (2011) gyogyaszati készitmény gyulladaskeltd hatasat
kivantak jellemezni, és ehhez idedlis modszernek tartottdk a tyiktojas chorioallantois

membranjanak kezelését, majd az elvaltozasok értékelését.

SCHEEL és mtsai. (2011) a HET-CAM teszt alkalmazhatosaganak korlatait
irtdk le, a nem irritativ anyagok meghatarozasara j6 modszernek jellemezték. A nagyon
irritativ - vegyi anyagok esetében magas specifitdst, de alacsony szenzitivitdst

tapasztaltak.
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3. SAJAT VIZSGALATOK

3.1. A vizsgalatban felhasznalt anyagok és médszerek

3.1.1 A tyuktojas chorioallantois membran (HET-CAM) teszt

A vizsgélatokhoz a sarmelléki Goldavis Kft. keltetd lizeme altal biztositott
Shaver Farm tenyésztojasokat alkalmaztam. A Shaver Farm jo termékenységi
mutatokkal rendelkezik, a tojasok kelési aranya magas. A tojasokat Ragus inkubatorban,
37-38 °C homérsekleten, 60-70%-0s relativ paratartalom mellett, a megfeleld fejlettségi
allapot eléréséhez 10 napig keltettem. Az embri6 letapadasanak elkeriilése érdekében a
tojasokat 8 napig naponta forgattam. A 9. napon, lampazast kovetéen a hibasakat
eltavolitottam, és a tojast a tompa végével felfelé helyeztem vissza a keltetébe, ami a

CAM 10. napi hozzaférhetdségét segitette eld.

A modszert az Invittox Protocol 47. szdma (1990) irja le. A CAM-0n a kezelés
hatasara bekovetkezd valtozasok (érlizis, vérzés, koaguldcid) alapjan az irritacio
mértéke becsiilhetd, szamitogépes program segitségével szdmszeriisithetd, és a kapott

szamszerl érték alapjan irritacios kategoriaba sorolhato.
A kisérletekhez a kovetkez6 eszkozoket €s vegyszereket hasznaltam fel:

Eszkozsziikséglet:

- Ragus keltetdgép: optimalis hdmérseklet 37,5 °C (£ 0,5)
relativ paratartalom 62,5% (+ 7,5%),

- atvilagité lampa,

- csipesz, ollo,

- pipettak, szemcseppentok,

- stopperora,

- szamitogép megfeleld értékeld programmal.
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Vegyszersziikséglet:

- 0,9%-0s NaCl,

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

A HET-CAM vizsgalatokhoz sziikséges tojasokat a keltetés 10. napjan
hasznaltam fel (4. abra). Ekkorra az embrionalodott tytktojas chorioallantois
membranja mar kifejlédott, kezelésre alkalmas. A vizsgalati anyagokat higitatlan
formaban szemcseppentd segitségével 0,3 ml térfogatban jutattam kozvetleniil a CAM-
ra. A kezelés megkezdésétdl szamitott 300 masodpercig figyeltem meg a CAM-ot,
amelyen vérzés, véredény lizis vagy koagulacio volt figyelhetd (5. abra). Az
elvaltozasokat és azok megjelenési idOpontjat (masodpercben) jegyzokonyvben

rogzitettem.

4. abra: A héjhartya eltavolitasa, majd a chorioallantois membran kezelése
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Az ép CAM

Vérzés a CAM-on

5. dbra: A chorioallantois membranon megfigyelheté elvaltozasok
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Az értékelés szamitdgépes program segitségével tortént, a kovetkezd algoritmus

alapjan (1. egyenlet) (INVITTOX PROTOCOL 47, 1990):

301-secH 301-secL 301-secC
RI= x5+ xT+ =9

300 300 300

ahol H: vérzés, L: érlizis, C: koaguldcio, RI: irritdcios index, sec: induldasi ido mdasodpercben

1. egyenlet: A HET-CAM teszt értékeléséhez felhasznalt algoritmus

Az egyes vegyi anyagok vizsgalatabol szarmazo6 eredmények atlagat a képletbe
helyettesitve, az irritaciés indexeket meghataroztam. A szamitégépes program
algoritmusa alapjan kapott irritacios indexeket a 2. tablazat alapjan irritacios

kategoridkba soroltam.

2. tablazat: Az irritacios indexekbdl képezhetd kategoriak

Irritacios index Irritacios kategoria
0-0,9 Nem irritativ
1-49 Gyengén irritativ
5-8,9 Kozepesen irritativ
9-21 Erdsen irritativ
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3.1.2 A Draize-féle primer szemirritacios teszt

A Draize-féle primer bor- és szemirritacios teszteket egyarant nytlon végzik. Az
Uj-zélandi fehér nyul ko6zépnagy testli fajta, szére fehér, szemei pirosak. Kifejlett kori
testtomege 4,5-5,5 kg. Fejlédése gyors, a takarmanyhasznositasa kivalo, igy 8 hetes
korara elérheti az 1,8-2,0 kg-ot (Holdas, 1976). A klasszikus Draize-féle szemirritacios
vizsgalatot az OECD 405-6s szamt utmutatoja (2002) alapjan végeztem el. A
kisérletben minden vegyi anyag esetén 2 uj-zélandi fehér nyulat hasznaltam fel. A
nyulak bal oldali szemét kezeltem, a kezeletlen jobb oldali szem kontrollként szolgalt,

ezért kontroll csoport beallitasa nem sziikséges (6nkontrollos teszt).

Az egyedileg elhelyezett allatok szdmara 22-25 °C-ot, 50-70 %-0s relativ
paratartalmat és napi 12 6ra mesterséges megvilagitast biztositottam. Takarmanyként

egységes nyultapot és csapvizet kaptak ad libitum.

A Kkisérleti anyagot fézépoharban készitettem eld, és szemcseppentével a bal
szem kotOhartyazsakjaba 0,1 ml vizsgalati anyagot helyeztem, majd a kezelést kovetd 1
ora, 1 nap, 2 nap, 3 nap és 7 nap utan értékeltem a szem hartyain jelentkezd
elvaltozasokat (6. abra) (DRAIZE és mtsai., 1944).

6. dbra: A Draize tesztben felhasznalt nyulak szeme a kezelés soran, illetve a kezelést kovetéen
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A szem kiilonboz6 hartyain jelentkez6 elvaltozasok a 3. tablazat alapjan kiilon

keriltek értékelésre.

3. tabldzat: A Draize-féle értékelé pontozas

I. Kotohartya
(Conjunctiva)

(A+B+C) x 2 Max. 20 pont

A. Vérboség

Az erek a normalist
meghaladoan,

hatarozottabban lathatok

Kifejezettebb, sotétebb,

S Diffuz, s6tétvoros
karmazsinvoros szin

Pontok: 1 2 3
B. Duzzadas
Enyhe c}uzzadas, Sz’emhej ak Félig zart, duzzadt Teljesen zart,
beleertve a részleges szemhéjak duzzadt szemhéjak
pislogdhartyat is kifordulasaval ) )
1 2 3 4

C. Valadékképzodés

Normalist meghalad6

A szemhéjak széle nedves A szemhé¢jak kornyéke is

mennyiség nedves
1 2 3
I1. Szaruhartya
+
(Cornea) (A+B) x 5 Max. 80 pont
A. Homaly mértéke
A homalyban
Elszort, diffuz athts%o t’erule’tek, a Opélos homaly, a , .
, szivarvanyhartya o Intenziv opélos, a
homaly, a . . szivarvanyhartya i
R részletei , , szivarvanyhartya
szivarvanyhartya , részletei nem .
s s csak homalyosan L lathatatlan
vilagosan lathaté s lathatok
lathatok
1 2 3 4
B. Homaly teriilete
2/4 résznél kisebb, | 3/4 résznél kisebb, Telies felszin. 3/4
1/4 rész vagy kisebb | de 1/4 résznél de 1/2 résznél oIS :
résznél nagyobb
nagyobb nagyobb
1 2 3 4
1.
Szivarvanyhartya A x5 Max. 10 pont
(Iris)

A. Elvaltozasok

Vérbd, red6zottebb irisz, szaruhartya
belovellt, az irisz fényre még enyhén

reagal

Vérzés, fényre nem reagal

1

2

27




Az elvaltozasokhoz értékeld pontokat rendeltem, majd ezeket osszesitve, KAY
¢s CALANDRA (1962) modszere alapjan (Maximum Mean Total Score, MMTS)

hataroztam meg az irritaciés indexet (4. tablazat).

4. tabldzat: Maximum Mean Total Score (MMTS)

Maximum Csoport
atlag atlag Tiinetek fennallasa Osztalyozas
pontszam pontszam
24 6ranal = 0 Nem irritativ (1)
0,0-0,5 Gyakorlatilag nem
24 6ranal > 0
irritativ (2)
Gyakorlatilag nem
24 6ranal = 0 o
irritativ (2)
0,5-2,5 —
Minimalisan
24 6ranal > 0 o
irritativ (3)
Minimalisan
48 6ranal = 0 o
2,5-15 irritativ (3)
48 oranal > 0 Enyhén irritativ (4)
72 6ranal =0 Enyhén irritativ (4)
15-25 Kozepesen irritativ
72 6ranal > 0
()
Az egyedi pontszdmok tobb, Kozepesen irritativ
7 napon < 20
mint fele a 7. napon < 10 (5)
Az egyedi pontszamok tobb, Kozepesen irritativ
mint fele a 7. napon 10 < de egy
25-50 esetben sem > 30 )
Az egyedi pontszamok tobb, L
7mnapon = 20 | mint fele a 7. napon 10 < és 30 < | Erdsen irritativ (6)
is lehet
7 napon > 20 Erdsen irritativ (6)
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4. tablazat folytatdsa:

Maximum Csoport
atlag atlag Tiinetek fennallasa Osztalyozas
pontszam pontszam
Az egyedi pontszamok tobb, Erésen irritativ (6)
mint a fele a 7. napon < 30
Az egyedi pontszamok tobb, L
Tnapon<40 | mintafelea7. napon > 30 de Er6sen irritativ (6)
egy esetben sem > 60
50-80
80-100
100-110
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3.1.3 A vizsgalatban alkalmazott biocid termékek jellemzése

A Kkisérletben felhasznalt valamennyi biocid rovarirtdo szer (inszekticid) (5.
tablazat). A kisérleti anyagokat a HET-CAM ¢és Draize-féle szemirritacids tesztekben

100 %-os toménységben alkalmaztam.

5. tablazat: A vizsgalatban felhasznalt biocid termékek

Tesztanyag Hat6anyag LDsy mg/ttkg Irritacié (szem)
DIAZIPOL G diazinon n. a. n. a.
cipermetrin
PESGUARD B d-t_etrame_trm oralis patkany: ritativ
cifenotrin 1550
PESTSTOP-B 10 EC d-tetrametrin ordlis ggglz)any: enyhén irritativ

n.a.: biztonsagi adatlapban nem szereplé toxikologiai adatok

A DIAZIPOL G 5 % cipermetrin és 7,5 % diazinon hatéanyagot tartalmazo Il.
forgalmazasi kategoridba tartozo biocid termék, rovarirtd koncentratum. Felhasznalhato
legyek (hazi légy (Musca domestica), szuronyos istallolégy (Stomoxys calcitrans),
¢lelmiszerlatogatd legyek (Drosophilidae sp., Sarcophagidae sp., Calliphoridae sp.),
illetve rejtett életmodt rovarok: német csotany (Blattella germanica), agyi poloska
(Cimex lectularius), bolha fajok (Pulicidae sp.), eziistos pikkelyke (Lepisma
saccharina), hangya fajok (Formicidae sp.) elleni védekezéshez. Fizikai-kémiai

tulajdonsagait a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat: A DIAZIPOL G rovarirté koncentratum fizikai és kémiai tulajdonsagai

Halmazallapot: folyékony
Szin: atlatszo, sarga
Szag: termekre jellemz0, szlros
pH: < 6,5 (1 %-os oldat)
Lobbanaspont: 46 °C
Oldhatésag: szerves oldoszerekben l;]grl) e()Zld(')dik, vizzel emulziot
Viszkozitas: 10,5 cps (Brookfield)
Stirtiség 20°C-on: 0,920 g/cm®
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A PESGUARD B 4 % d-tetrametrin és 12 % cifenotrin hatéanyagot tartalmazo
II. forgalmazési kategoéridba tartozd biocid termék, rovarirtd koncentratum.
Felhasznalhato rejtett életmodi rovarok (csotany fajok (Blattoidea sp.), agyi poloska
(Cimex lectularius), bolha fajok (Pulicidae sp.), eziistos pikkelyke (Lepisma
saccharina, hangya fajok (Formicidae sp.) elleni védekezéshez. Fizikai-kémiai

tulajdonsagait a 7. tdblazat tartalmazza.

7. tablazat: A PESGUARD B rovarirté koncentratum fizikai és kémiai tulajdonsagai

Halmazallapot: folyékony
Szin: sargas
Szag: jellegzetes
pH: 4,65
Lobbanaspont: 71 °C
Fagyéspont: <-5°C
Stirtiség 20 °C-on 0,903 g/cm®

A PESTSTOP-B 10 EC 10 % d-tetrametrin hatdéanyagot tartalmazo II.
forgalmazasi kategoridba tartozo biocid termék, rovarirtdoszer. Felhasznalhato rejtett
¢letmodu rovarok (agyi poloska (Cimex lectularius), csotany fajok (Blattoidea sp.)
elleni védekezés hatékonysagénak novelésére (kilizO hatas), illetve hazi légy (Musca

domestica) irtasara. Fizikai-kémiai tulajdonsagait a 8. tablazat tartalmazza.

8. tablazat: A PESTSTOP-B 10 EC rovarirtészer fizikai és kémiai tulajdonsagai

Halmazallapot: folyadék
Szin: halvanysarga
pH: 6,4
Vizben val6 oldhatosag: emulziot képez
Stirtiség 20 °C-on: 0,820 g/cm®
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3.2. Avizsgalatok eredményei és értékelésuk

3.2.1 A HET-CAM tesztbd6l szarmazé eredmények

A biocid készitményeket kozvetleniil a tyuktojas chorioallantois membranjara
csOoppentettem, a kezelés utan a megfigyelt tinetek (vérzés, véredény lizis)
megjelenésének idopontjait feljegyeztem. A szamitogépes algoritmus segitségével a
megfigyelt tlinetekbdl ¢és azok megjelenésének idépontjabol irritdcids indexet

szamoltam.

DIAZIPOL G — Kozepesen irritativ

A kezelést kovetéen a chorioallantois membranon 25-30 masodpercen beliil lizist
figyeltem meg a kapillarisokon, vérzés nem jelentkezett az 5 perces megfigyelési idon
beliill. A szamitogépes program altal szamitott értékek alapjan a vizsgalati anyag

irritacios indexe 6,38.

PESGUARD B — Er6sen irritativ

A chorioallantois membranon 22-32 masodpercen beliil lizist figyeltem meg a kezelést

kovetden. Vérzés a megfigyelési id6 75. és 105. mésodperce kozott jelentkezett. A

szamitogépes program altal szamitott értékek alapjan a tesztanyag irritacids indexe 9,91.

PESTSTOP-B 10 EC — Kozepesen irritativ

A kezelés utan a chorioallantois membranon 48-54 masodpercen beliil véredénylizist,
115-120 masodpercen beliill vérzést tapasztaltam. A szamitogépes program altal

szamitott értékek alapjan a vizsgalati anyag irritacids indexe 8,89.
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3.2.2 A Draize-féle szemirritacios tesztb6l szarmazé eredmények

DIAZIPOL G — (5) Kozepesen irritativ

A kezelés utan Kialakult erés kotohartya tiinetek a 4. napi megfigyelésig voltak
jellemzéek, az egy hetes megfigyeléskor mar csak enyhe formaban jelentkeztek. A
szaruhartya tiinetek azonban 96 o6ran beliil regeneralédtak. A legerdsebb tiineteket

(Maximum Mean Total Score = 33) a kezelés utan 48 o6raval figyeltem meg.

PESGUARD B — (5) Kozepesen irritativ

Kozepes tiineteket (vérboség, duzzanat, valadékozas) figyeltem meg a kot6hartyan. A
szaruhartyan €s az iriszen tiinet nem jelentkezett. Egy hét alatt az allatok tiinetmentesek
voltak. A legerdsebb tiineteket (Maximum Mean Total Score = 16) a kezelés utan 1

oréaval figyeltem meg.

PESTSTOP-B 10 EC — (5) Kbzepesen irritativ

A kezelés utan kialakult erds kotOhartya tiinetek a 3. napi megfigyelésig voltak
jellemzobek, a 4. napi megfigyelés alkalmaval mar csak enyhe formaban jelentkeztek. A
2. napon enyhe szaruhartyahomalyt figyeltem meg. A szaruhartydn megjelent
elvaltozasok a 7. napon mar nem voltak lathatok. A 7. napon minden allat tiinetmentes
volt. A legerGsebb tiineteket (Maximum Mean Total Score = 25) a kezelés utan 48

oraval figyeltem meg.
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3.2.3 Az invivo és az in vitro eredmények 6sszehasonlitasa

A biocid készitményekkel folytatott irritdcids vizsgalatok eredményeit a 9.

tablazat tartalmazza. A kisérleteim soran alkalmazott 3 biocid irtészer kozil a
DIAZIPOL G és a PESTSTOP-B 10 EC esetében megegyezett az in vitro HET-CAM
tesztb6l és az in vivo Draize tesztb6l kapott eredmény. A PESTGUARD B

készitménynél az in Vitro teszt soran erdsebb irritacid mutatkozott, mint az in vivo

Draize vizsgalat soran.

9. tablazat: A Draize teszt és a HET-CAM teszt eredményeinek dsszehasonlitasa

Vizsgalati anyag

Eredmény a Draize
tesztbol

Eredmény a HET-CAM
tesztbol

DIAZIPOL-G

Kozepesen irritativ

Kozepesen irritativ

PESGUARD B

Kozepesen irritativ

Erdsen irritativ

PESTSOP-B 10 EC

Kozepesen irritativ

Kozepesen irritativ
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4. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A primer szemirritacid vizsgalatara javasolt perspektivikus alternativ médszerek
koz¢é tartoznak a tyuktojas chorioallantois membranjat (CAM) hasznalo in vitro kisérleti
modszerek, koztik a HET-CAM teszt. A HET-CAM teszt megfelel az in vitro
modszerekkel szemben altalanosan tamasztott kovetelményeknek. Olcsobb és gyorsabb,
mint a hagyomanyos Draize-féle primer szemirritacios vizsgalat, az eredményei jol
reprodukalhatoak, az  érzékenysége pedig kiemelked6. A  vizsgalatban
tesztobjektumként tyuktojast hasznal, ezaltal a szemirritacids kisérletekben felhasznalt
emldsallatok szdma jelentOsen csokkenthetd. A modszer széleskorli elterjedése az

emldsallatok melldzEsét is maga utan vonhatnd a kisérleti toxikologia ezen teriiletén.

Hatranya azonban a kiértékelés szubjektiv természete, valamint a tény, hogy a
vizsgalati anyagok bizonyos fizikai ¢és kémiai tulajdonsidgai nehezitik a teszt
alkalmazasat és csokkenthetik az eredmények megbizhatdsagat (pl. szilard és szines

vegyi anyagok vizsgalata).

Az altalam biocid készitményekkel elvégzett in vivo és in vitro kisérletek
eredményeinek Osszehasonlitdsa és a nemzetkozi szakirodalomban talalhatd mas tipusu
vegyi anyagokon végzett vizsgalatok hasonlo jellegii eredményei alapjan a HET-CAM
teszt eldvizsgalati modszerként javasolhatd biocid készitmények szemirritacids
tulajdonsagainak vizsgalatara. Igy a HET-CAM teszt alkalmazasa csokkentheti a
felhasznalt emlés kisérleti allatok szamat. Célszerii lenne a vizsgalatokat tovabbi biocid
készitmények tesztelésével kiboviteni, hiszen a Draize-féle teszt esetleges kivaltasara
vonatkozo javaslatok csak nagyszdmu Osszehasonlitdo adatbdzis alapjan lehetnek

megalapozottak.
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5. OSSZEFOGLALAS

Az egészségligyi kartevok irtasara felhasznalhato irtoszerek  (biocid
készitmények) pontos toxikologiai mindsitése rendkiviil fontos feladat, hiszen azokat az

ember kozvetlen lako- és munkakornyezetében hasznaljak fel.

A biocid termékek engedélyezéshez sziikséges toxikologiai vizsgalatok
kivitelezése a 440/2008/EK iranyelv alapjan tobbségében in vivo metodikan alapszik,
allatkisérletekre tdmaszkodik. Az iranyelv alapjan a bor- és szemirriticids valamint a
bor- és szemkorrdzios vizsgalatokban preferalt allatfaj az albind nyal. Az altalanosan

elfogadott vizsgalatot DRAIZE és munkatarsai fejlesztették ki 1944-ben.

Az évek sordn igyekeztek kifejleszteni olyan eljarasokat, amelyek csokkentik a
kisérletekben felhasznalt allatok szenvedését és azok létszamat. Az OECD TG 405
(2002) elnevezést a vegyi anyagok vizsgalatara vonatkoz6 itmutaté mar tartalmaz egy
kiegészitést, melyben az in vivo Draize-féle teszt csak utolsé mozzanatként szerepel, ha
a jovahagyott in vitro modszerek negativ eredményt adnak a mérsékelten vagy gyengén

irritalé vegyiiletek esetében.

Ilyen in vitro alkalmazhat6 eljarasok kozé tartoznak a tyuktojas chorioallantois
membranjat (HET-CAM) felhasznalo tesztek, hiszen Aaltaluk megfeleléen
modellezhetdk a kiilonbozd vegyi anyagoknak a szem kdtOhartydjara gyakorolt karositd

hatasaik.

Vizsgalatomban biocid termék irtszerek irritativ hatasat vizsgaltam az in vitro
HET-CAM teszttel, a vegyi anyagot kozvetleniil a chorioallantois membranra helyezve,
az érrendszer karosodasabol hataroztam meg a biocid termékek irritacids potencialjat.

Az in vitro irritacios indexeket dsszehasonlitottam az in vivo eredményekkel.

A kisérleti eredményeim alapjan elmondhato, hogy az in vitro HET-CAM teszt
jol hasznalhatdo biocid termékek irritativ hatasainak vizsgalatara. Az in vitro
eredmények kelléen jo korrelaciot mutatnak a hagyoméanyos Draize teszt
eredményeivel, igy eldvizsgalatnak idedlis modszer lehet a biocid termékek

engedélyezéséhez sziikséges toxikologiai vizsgalatokban.
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