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A.18. MOLEKYLAR MEDELVIKT
OCH MOLEKYLAR VIKTFORDELNING AV POLYMERER

METOD

Denna kromatografiska metod (genomtrangning i gelé) ar en kopia p4 OECD TG 998)( Gundlaggande
principer och annan teknisk information finns under hanvisning (1).

INLEDNING

Eftersom polymerernas egenskaper ar sa varierande &r det omgjligt att beskriva en enda metod som ger exakta
férhallanden for separation och bedémning som ticker alla eventualiteter och sarskilda foreteelser vid
separation av polymerer. Sarskilt komplexa polymera system ar ofta inte mottagliga for kromatografisk analys
av genomtrangning i gelé (GPC). Nar GPC inte ar praktiskt genomforbart kan den molekylara vikten faststallas
med andra metoder (se bilaga). | sddana fall skall fullstandig information om och motivering fér den anvanda
metoden anges.

Den beskrivna metoden grundas pa DIN-stand#@72 (1). Detaljerad information om hur experimentet skalll
utféras och hur datan skall bedémas finns i denna DIN-standard. Om experimentférhallandena méste dndras,
skall dessa forandringar motiveras. Andra standarder far tillampas om full hanvisning dartill gors. | den
beskrivna metoden anvands polystyrenprover med kand polydispertion for kalibrering, som kan behéva
anpassas till vissa polymerer, t ex vattenlésliga och anpassade polymerer med l&nga molekylkedjor.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Den numerara medelmolekylvikten,Mch den viktméssigt molekylara medelvikten, fhststalls med foljande
ekvationer:

dar

H; &r nivan pa detektorsignalen fran baslinjen for den kvarhéllna volymen V
M; ar polymerfraktionens molekylvikt vid den kvarhalina volymejoeh
n ar antalet datapunkter.

Bredden p& den molekylara viktférdelningen, som &r ett matt pd systemdispertionen, fas med forhallandet
Mu/M,.

RERERENSAMNEN

Eftersom GPC &r en relativ metod maste kalibrering goras. Normalt anvands tatt fordelad, linjart konstruerad
standardpolystyren med ké&nd medelmolekylvikt, Bch M, och en ka&nd molekylviktfordelning for detta
andamal. Kalibreringskurvan kan bara anvandas for faststéllande av molekylvikten for det okanda provet om
separationsforhallandena for provet och standardamnena valts pa exakt samma sétt.

Det faststallda forhallandet mellan molekylvikten och urlakningsvolymen géller enbart under det aktuella
experimentets specifika forhallanden. Dessa forhallanden omfattar framfor allt temperatur, l6sning eller
I6sningsblandning, kromatografiska forhallanden och separationskolonn eller kolonnsystem.
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Den molekylvikt som faststalls for provet pé detta satt utgors av relativa varden och beskrivs som polystyrenets
molekylara ekvivalensvikt. Detta innebér att molekylvikterna, beroende pé struktur och kemisk skillnad mellan
provet och standardamnet, kan avvika frin de absoluta vardena i storre eller mindre utstrackning. Om andra
standardamnen anvands, t ex polyetylenglykol, polyetylenoxid, polymetylmetakrylat, polyakrylsyra skall skéalet
dartill anges.

PRINCIPEN FOR PROVNINGSMETODEN

Bade provets molekylviktférdelning och medelmolekylvikter,(N¥,,) kan faststallas med hjalp av GPC. GPC
ar en sarskild typ av vatskekromatografi dar provet separeras beroende pa de enskilda komponenternas
hydrodynamiska volymer (2).

Separationen utférs nar provet passerar genom en kolonn fylld med pordst material, vanligtvis en organisk gelé.

Sma molekyler kan passera igenom porerna medan stora molekyler kvarhalls. De stora molekylernas passage
blir darfor kortare och dessa tas bort forst. Medelstora molekyler passerar genom en del av porerna och/eller

elueras senare. De minsta molekylerna, med en hydrodynamisk medelradie mindre an porerna i gelén, kan
passera genom samtliga porer. Dessa elueras da sist.

| idealsituationen styrs separeringen helt och hallet av molekylstorleken, men i praktiken &ar det svart att
forhindra att atminstone en viss absorbtionseffekt inverkar stérande. Ojamn packning i kolonnen och doda
volymer kan forvarra situationen (2).

Detektionen utférs med t ex reflextionsindex eller UV-absorbtion och ger en enkel férdelningskurva. For att
kunnatillskriva kurvan den faktiska molekylvikten maste kahen kalibreras, genom att polymerer med kand
molekylvikt och helst i stort sett liknande struktur, t ex olika standardpolysterener, tillits passera genom
kolonnen. Normalt fas en typisk Gaus-kurva, i bland utdragen i en mindre svans pa sidan for den laga
molekylvikten, om de vertikala axlarna anger mangden, i forhallditidekten, for de olika molekylvikter som
elueras, och den horisontella axeln star for den logaritmiska molekylvikten.

KVALITETSKRITERIER

Repeterbarheten (relativ standardavvikelse: RSD) for elutionsvolymen skall vara battre an 0,3 %. Noédvandig
repeterbarhet for analysen maste sakerstillas genom Korrigering enligt intern standard om ett kromatogram
beddms vara tidsberoende och inte omfattas av ovannamnda kriterie (1). Spridningen beror pd standardamnets
molekylvikt. Foljande varden &r typiska fér standardpolystyren:

M, < 2000 MJ/M, < 1,20
2000 < My < 10° Mw/Mn < 1,05
M, > 1¢° Mw/Mn < 1,20

(M, &r standardamnets molekylvikt vid toppvéardet.)

BESKRIVNING AV PROVNINGSMETODEN
Beredning av l6sningar med standardpolystyren

Standardpolystyrenen l6ses noggrant genom blandning i vald eluent. Hansyn magie ttheerkarens
rekommendationer vid beredning av l6sningarna.

Koncentrationen av de standardamnen som valjs beror pa olika faktorer, t ex injektionsvolym,
I6sningsviskositet och den analytiska detektorns kanslighet. Maximal injektionsvolym maste anpassas till
kolonnens langd for undvikande av éverbelastning. Typiska injektionsvolymer for analytiska separationer med
GPC och en kolonn p& 30 cm x 7,8 mm ligger mellan 40 och1l0Stérre volymer kan anvandas men bor inte
Overstiga 25Qul. Det optimala férhallandet mellan injektionsvolym och koncentration maste faststallas innan
kolonnen kalibreras.
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Beredning av provldsningen

| princip galler samma krav fér beredning av providsning. Provet I6ses upp i lampligt I6sningsmedel, t ex

tetrahydrofuran (THF), genom omsorgsfull skakning. Det far under inga omstandigheter lésas upp i

ultraljudsbad. Vid behov kan provlésningen renas genom ett membranfilter, med en finhet p4 mellan 0,2 och 2
pm.

Forekomst av oupplosta partiklar maste registreras i slutrapporten, eftersom dessa kan bero pa
hdgviktsmolekyler. Lamplig metod skall anvandas for faststdllande av viktandelen oupplosta partiklar.
Lésningen bor anvandas inom 24 timmar.

Apparater
- I16sningsbehallare
- avluftningsapparat (nar sa kravs)
- pump
- pulsdampare (nar sa kréavs)
- injektionssystem
- kromatografikolonner
- detektor
- flodesmatare (nar sa krévs)
- apparat for registrering/bearbetning av data

- avfallskarl

Det maste sakerstéllas att GPC-systemet ar inert avseende anvanda losningsmedel, t ex genom anvandning av
stalkapilar for THF-I6sningen.

Injektions- och l6sningstillférselsystem

En definierad volym av l6sningsprovet fylls i kolonnen, antingen automatiskt eller rtanuen tydligt
definierad zon. Alltfér snabb utdragning eller intryckning av kolven i sprutan, om fyllningen skéts manuellt,
kan fororsaka forandringar i den observerade molekylviktférdelningen. Systemet for tillforsel av 16sning skall
sa langt mojligt vara pulsfritt, helst med inbyggd pulsdampning. Flédeshastigheten skall vara ca 1 ml/min.

Kolonn

Polymeren kannetecknas, beroende pa provet, antingen genom anvandning av enkel kolonn eller flera kolonner
kopplade i serie. Ett antal pordsa kolonnmaterial med definierade egenskaper, t ex porstorlek, exklutionsgréanser
osv, finns kommersiellt tillgangliga. Val av separationsgelé oclokalingd beror bade pa provets egenskaper
(hydrodynamisk volym, molekylviktférdelning) och specifika forhallandena for separationen, som t ex I6sning,
temperatur och flodeshastighet (1) (2) (3).

Teoretiska plattor

Den kolonn eller kolonnkombination som anvands for separationen maste karakteriseras av antalet teoretiska
nivaer. Detta inkluderar, nar THF anvands som elutionslésning, fylining av en I6sning av etylbensen eller annan
lamplig icke-polar I6sning i en kolonn med kand langd. Antalet teoretiska nivaer fas med foljande ekvation:

Ve ¥ v, )
N =55 —e] eller N=1 e]
W12 {
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dar

N &r antalet teoretiska nivaer,

Ve &r elutionsvolymen vid toppvardet,
W ar toppvardets baslinjebredd och

Wi, &r toppbredden vid halva héjden
Separationseffektivitet

Forutom antalet teoretiska nivaer, som styr bandbredden, spelar ocksa separationseffektiviteten, som bestams av
lutningen pa kalibreringskurvan, en viss roll. Separationseffektiviteten for en kolonn f&s med féljande
forhallande:

Ve,Mx= Ve(10M) >6.0 o
kolonnens tvarsnittarea on?

dar
Ve mxar elutionsvolymen for polystyren med molekylvikteh och

Ve, 1o.mx@r elutionsvolymen for polystyren med en tio ganger storre molekylvikt.
Systemets uppldsning definieras normalt som:

Va_Vgx 1
Wi+ Wa  logq(M2/ My

Ry2=2x

dar
Ve10ch Ve ar elutionsvolymerna for de tva standardpolystyrenerna vid maximalt toppvérde,
W; ochW; &r baslinjebredden vid toppvérde och

M1 och M, ar molekylvikten vid maximalt toppvarde (bor skilja sig &t med en faktor pa 10).
R-véardet for kolonnsystemet bor vara storre &n 1,7 (4).
Lésningsmedel

Samtliga l6sningsmedel maste ha hog renhet (for THF anvands en renhet pa 99,5 %).
Lésningsmedelsbehallaren, om nddvandigt i en inert gasatmosfar) skall vara tillrackligt stor for kalibrering av
kolonnen och flera provanalyser. Ldsningsmedlet skall avgasas innan det via pumpen transpiirteras
kolonnen.

Temperaturévervakning

Temperaturen i de kritiska, interna komponenterna (injektionsslingankpbetektor och rorsystem) skall vara
jamn och anpassad till valt Idsningsmedel.

Detektor

Syftet med detektorn &r att kvantitativt registrera koncentrationen i det prov som elueras rdnekolFor att
undvika onodig breddning av toppvarden skall detektorcellens kuvettvolym hallasrs&om mojligt. Den bor

inte vara storre an 1ql, utom for lattflyktiga och tunna detektorer. Differentialrefraktometri anvands vanligtvis

for detektion. Om provets eller elutionslosningens séarskilda egenskaper sd kraver kan emellertid andra
detektortyper anvandas, t ex UV/VIS, IR, viskositetsdetektorer osv.
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DATA OCH RAPPORTERING
DATA

Detaljerade utvarderingskriterier och krav avseende insamling och bearbetning av data skall uppfylla kraven i
DIN-standarden (1).

Tva sinsemellan oberoende experiment skall utféras for varje prov. Experimenten skall analyseras individuellt.

Mn, My, MW/M,, och M, skall anges for varje méatning. Det &r nddvandigt att uttryckligen ange att uppmatta
varden ar relativa varden, ekvivalenta mot molekylvikten for det standardamne som anvants.

Efter faststédllande av retentionsvolymerna eller retentionstiderna (eventuellt korrigerade med en intern
standard), plottas log pvardena (M ar maximalt toppvarde for kalibreringséamnet) mot en av namnda
méangder. Minst tva kalibreringspunkter kravs per tiotal molekylvikter och minst fem matpunkter for den totala
kurvan, som skall tacka provets uppskattade molekylvikt. Kalibreringskurvans andpunkt for den laga
molekylvikten definieras av n-hexylbenzen eller annan lamplig icke-poléar 16sning. Medelantal och medelvikt
for molekylvikterna faststalls allmant med elektronisk databearbetning, baserad pa formlerna i avsnitt 1.2. Om
manuell digitalisering anvands kan radd hamtas fran ASTM D 3536-91 (3).

Fordelningskurvan skall presenteras i tabellform eller som ett diagram (differentialfrekvens eller summa
procentandel mot log M). | den grafiska presentationen skall varje tiotal molekylvikter normalt ha en bredd pa 4
cm, och maximalt toppvérde skall ligga pa ungefar 8 cm hojd. Vid intregralfordelningskurvor skiathdkrna
mellan 0 och 100 % vara ungeféar 10 cm.

PROVNINGSRAPPORT
Provningsrapporten skall innehélla féljande information:
Undersokt amne:

- tillgénglig information om detindersdkta &mnet (idétet, tillsatser, féroreningar);

- beskrivning av hanteringen av provet, anmarkningar, problem.

Instrument
- eluentbehallare, inertgas, avgasning av eluenten, eluentens sammanséttning, féroreningar;
- pump, pulsdampare, injektionssystem;

- separationskolonnetilfjverkare, all information om kannernas karakteristika, som porstorlek, typ av
separationsmaterial, osv., antal, Iangd och inbérdes ordning p& anvanda kolonner);

- antal teoretiska nivaer i kolonnen eller kolonnkombinationen, separationseffektivitet
(systemuppldsning);

- information om topparnas symmetri;

- kolonntemperatur, typ av temperaturévervakning;

- detektor (méatprincip, typ, kuvettvolym);

- flodesmitare om s&dan anvands (tillverkare, matprincip);

- system for registrering och bearbetning av data (hardvara och mjukvara).

Systemkalibrering:
- detaljerad beskrivning av den metod som anvands foér konstruktion av kalibreringskurvan;

- information om kvalitetskriterier for den aktuella metoden (t ex koordinationskoefficient, kvadraternas
summeringsfel, osv);

- information om all extrapolering, alla antaganden och approximeringar gjorda under
experimentproceduren samt om bedémning och bearbetning av data ;

- alla matningar som gjorts for konstruktion av kalibreringskurvan skall dokumenteras i en tabell som
inkluderar foljande information for varje kalibreringspunkt:



- provets namn
- provets tillverkare

- karakteristikvarden for standardamneng Mn, My, Muw/M,, enligt tillverkaren eller fran
efterféljande matningar, tillsammans med detaljerade uppgifter om bestamningsmetoden

- insprutningsvolym och insprutningskoncentration

- My varde for kalibrering

- elueringsvolym eller korrigerad retentionstid matt vid maximalt toppvarde
- My beréknat vid maximalt toppvérde

- procentfel for beréknat Moch kalibreringsvérde

224 Beddmning:

- beddmning pa tidsbasis: metoder som anvands for att sakerstalla énskad reproducerbarhet
(korrektionsmetod, intern standard osv.);

- information om huruvida bedémningen gjorts pa basis av elutionsvolymen eller retentionstiden;
- information om granserna fér bedémningen, om ett toppvarde inte analyserats fullstandigt;

- beskrivning av utjamningsmetoder, om sddana anvands;

- beredning av och férbehandlingsprocedurer for provet;

- ndrvaro av ouppldsta partiklar, om saddana forekommit;

- injektionsvolym (1l) och injektionskoncentration (mg/ml);

- anmarkningar om effekter som lett till avvikelser fr&n den ideala GPC-profilen;

- detaljerad beskrivning av alla &ndringar i provningsforfarandet;

- detaljerade uppgifter om felomraden;

- all 6vrig information och anmarkningar relevanta for tolkningen av resultatet.
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Philadelphia, Pennsylvania.



BILAGA
EXEMPEL PA ANDRA METODER FOR FASTSTALLANDE AV
MEDELANTALET MOLEKYLVIKT (M ) FOR POLYMERER

Gelegenomtrangningskromatografi (GPC) ar den metod som &r att foredra for faststallangeframifbr allt

nar en uppsattning standardamnen finns tillgangliga, vilkas struktur ar jamférbar med polymerens struktur. Nar
det foreligger praktiska svarigheter med anvandning av GPC eller det redan finns en forvantan att amnet inte
kommer att uppfylla ett vanligt Mkriterie (och detta kraver bekraftelse) finns emellertid alternativa metoder,
somtex:

1.  Utnyttjande av kolligativa egenskaper

1.1 Ebullioscopi/kryoscopi:  inkluderar matning av  kokpunktshdjning  (ebullioscopi)  eller
fryspunktssankning (cryoscopi) for ett ldsningsmedel nar polymeren tillsatts. Metodadagr pa det
faktum att den upplésta  polymerens effekt p& vatskans kok- och/eller fryspunkt beror pd polymerens
molekylvikt (1) (2).

Tillampningsbarhet, M< 20 000

1.2 Sankning av angtryck: inkluderar méatning av angtrycket for en vald referensvatska fore och efter
tillsats av kanda mégder polymerer (1) (2).

Tillampningsbarhet, M< 20 000 (teoretiskt, i praktiken emellertid ett begrénsat varde)

1.3 Membranosmometri: grundas pa& osmosprincipen, dvs den naturliga tendensen fér molekylerna i en
I6sning att passera genom ett halvgenomtrangligt membran frn en I6sning till en koncentrerad I6sning
for  att uppnd balans. | detta prov har den uppblandade I6sningen nollkoncentration, medan den koncentrerade
I6sningen innehdller polymeren. Lésningens passage genom membranet férorsakar ett differenstryck som
ar avhangigt koncentrationen och polymerens molekylvikt (1) (3) (4).

Tillampningsbarhet, Mmellan 20 000 - 200 000.

1.4 Angfasosmometri inkluderar jamforelse av férangningshastigheten fér en ren aerosollé#himinst
tre areosoler innehallande polymeren vid olika koncentrationer (1) (5) (6).

Tillampningsbarhet, M< 20 000.
2. Andgruppanalys

For att kunna anvianda denna metod kravs kunskap om bade polymerens évergripande struktur och om
den typ av kedja som avslutar &ndgrupperna (som maste vai§ningjsbar frdn huvudstrukturen med t

ex NMR eller titrering/derivatisering) Faststéllandet av molekylkoncentrationen i polymemegsupper

kan ge ett varde for molekylvikten (7) (8) (9).

Tillampningsbarhet, Mupp till 50 000 (med minskande tillforlitlighet)
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A.19. INNEHALL AV LAGMOLEKYLVIKTSPOLYMERER

METOD

Denna kromatografiska metod (genomtrangning i gelé) ar en kopia p4& OECD TG 996)( Gundlaggande
principer och annan teknisk information finns i hanvisningarna.

INLEDNING

Eftersom polymerernas egenskaper ar sa varierande ar det omgjligt att beskriva en enda metod som ger exakta
férhallanden for separation och bedémning som tacker alla eventualiteter och sarskilda foreteelser vid
separation av polymerer. Sarskilt komplexa polymera system ar ofta inte mottagliga for kromatografisk analys
av genomtrangning i gelé (GPC). Nar GPC inte ar praktiskt genomforbart kan den molekylara vikten faststallas
med andra metoder (se bilaga). | sddana fall skall fullstandig information om och motivering fér den anvanda
metoden anges.

Den beskrivna metoden grundas pa DIN-stand#@72 (1). Detaljerad information om hur experimentet skall
utféras och hur datan skall bedémas finns i denna DIN-standard. Om experimentférhallandena méaste dndras,
skall dessa forandringar motiveras. Andra standarder far tillampas om full hanvisning dartill gors. | den
beskrivna metoden anvands polystyrenprover med kand polydispertion for kalibrering, som kan behéva
anpassas till vissa polymerer, t ex vattenlésliga och anpassade polymerer med l&nga molekylkedjor.

DEFINITIONER OCH ENHETER
Lag molekylvikt definieras som en molekylvikt unde®00 dalton.

Den numerara medelmolekylvikten,Mch den viktméssigt molekylara medelvikten, fhststalls med foljande
ekvationer:

dar

H; &r nivan pa detektorsignalen fran baslinjen for den kvarhéllna volymen V
M, ar polymerfraktionens molekylvikt vid den kvarhalina volymejoeh
n ar antalet datapunkter.

Bredden p& den molekylara viktférdelningen, som &r ett matt pd systemdispertionen, fas med forhallandet
Mu/M,.

RERERENSAMNEN

Eftersom GPC &r en relativ metod maste kalibrering goras. Normalt anvands tatt fordelad, linjart konstruerad
standardpolystyren med ké&nd medelmolekylvikt, Bch M, och en ka&nd molekylviktférdelning for detta
andamal. Kalibreringskurvan kan bara anvandas for faststéllande av molekylvikten for det okanda provet om
separationsforhallandena for provet och standardamnena valts pa exakt samma sétt.

Det faststallda forhallandet mellan molekylvikten och urlakningsvolymen géller enbart under det aktuella
experimentets specifika forhallanden. Dessa forhallanden omfattar framfor allt temperatur, l6sning eller
I6sningsblandning, kromatografiska forhallanden och separationskolonn eller kolonnsystem.



1.4

15

1.6

1.6.1

Den molekylvikt som faststalls for provet pé detta satt utgors av relativa varden och beskrivs som polystyrenets
molekylara ekvivalensvikt. Detta innebér att molekylvikterna, beroende pé struktur och kemisk skillnad mellan
provet och standardamnet, kan avvika frin de absoluta vardena i storre eller mindre utstrackning. Om andra
standardamnen anvands, t ex polyetylenglykol, polyetylenoxid, polymetylmetakrylat, polyakrylsyra skall skéalet
dartill anges.

PRINCIPEN FOR PROVNINGSMETODEN

Bade provets molekylviktférdelning och medelmolekylvikter(N¥,,) kan faststallas med hjalp av GPC. GPC
ar en sarskild typ av vatskekromatografi dar provet separeras beroende pd de enskilda komponenternas
hydrodynamiska volymer (2).

Separationen utférs nar provet passerar genom en kolonn fylld med pordst material, vanligtvis en organisk gelé.
Sma molekyler kan passera igenom porerna medan stora molekyler kvarhalls. De stora molekylernas passage
blir darfor kortare och dessa tas bort forst. Medelstora molekyler passerar genom en del av porerna och/eller
elueras senare. De minsta molekylerna, med en hydrodynamisk medelradie mindre an porerna i gelén, kan
passera genom samtliga porer. Dessa elueras da sist.

| idealsituationen styrs separeringen helt och héllet av molekylstorleken, men i praktiken &ar det svart att
férhindra att &tminstone en viss absorbtionseffekt inverkar stérande. Ojamn packning i kolonnen och déda
volymer kan forvarra situationen (2).

Detektionen utférs med t ex reflextionsindex eller UV-absorbtion och ger en enkel férdelningskurva. For att
kunnatillskriva kurvan den faktiska molekylvikten méste kahen kalibreras, genom att polymerer med kand
molekylvikt och helst i stort sett liknande struktur, t ex olika standardpolysterener, tillits passera genom
kolonnen. Normalt fis en typisk Gaus-kurva, i bland utdragen i en mindre svans pa sidan for den laga
molekylvikten, om de vertikala axlarna anger mangden, i férhallgitidekten, for de olika molekylvikter som
elueras, och den horisontella axeln star fér den logaritmiska molekylvikten.

Innehallet med 1&g molekylvikt harleds frAn denna kurva. Berédkningen kan bara bli korrekt om innehallet av
l&gmolekylviktarter ar jamnt fordelat i polymermassan.

KVALITETSKRITERIER

Repeterbarheten (relativ standardavvikelse: RSD) for elutionsvolymen skall vara battre an 0,3 %. Nodvandig
repeterbarhet for analysen maste sakerstallas genom korrigering enligt intern standard om ett kromatogram
beddms vara tidsberoende och inte omfattas av ovannamnda kriterie (1). Spridningen beror pa standardamnets
molekylvikt. Foljande varden &r typiska for standardpolystyren:

M, < 2000 MM, < 1.20
2000 < My < 10° Mw/M, < 1.05
M, > 10° Mw/M, < 1.20

(M,, &r standardémnets molekylvikt vid toppvéardet.)

BESKRIVNING AV PROVNINGSMETODEN
Beredning av l6sningar med standardpolystyren

Standardpolystyrenen l6ses noggrant genom blandning i vald eluent. Hansyn maste ttthgerkarens
rekommendationer vid beredning av l6sningarna.

Koncentrationen av de standardamnen som viljs beror p& olika faktorer, t ex injektionsvolym,
I6sningsviskositet och den analytiska detektorns kanslighet. Maximal injektionsvolym méste anpassas till
kolonnens langd for undvikande av éverbelastning.
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1.6.3

1.6.4

1.6.5

Typiska injektionsvolymer for analytiska separationer med GPC och en kolonn pa 30 cm x 7,8 mm ligger
mellan 40 och 10Ql. Storre volymer kan anvandas men bor inte dverstiga #5@et optimala forhallandet
mellan injektionsvolym och koncentration maste faststéllas innan kolonnen kalibreras.

Beredning av provldsningen

| princip galler samma krav fér beredning av providsning. Provet I6ses upp i lampligt I6sningsmedel, t ex

tetrahydrofuran (THF), genom omsorgsfull skakning. Det far under inga omstandigheter losas upp i

ultraljudsbad. Vid behov kan provlésningen renas genom ett membranfilter, med en finhet pa mellan 0,2 och 2
pm.

Forekomst av oupplosta partiklar maste registreras i slutrapporten, eftersom dessa kan bero pa
hdgviktsmolekyler. Lamplig metod skall anvandas for faststdllande av viktandelen oupplosta partiklar.
Lésningen bor anvandas inom 24 timmar.

Korrigering for innehall av féroreningar och tillsatser

Korrigering av artinnehallet av M < 1000 for bidraget fran narvarande icke-polymera specifika komponenter (t
ex fororeningar och/eller tillsatser) kravs normalt, med mindre det uppmaétta innehallet redan &r mindre an 1 %.
Detta fas genom direkt analys av polymerlosningen eller GPC-eluaten.

Nar eluaten efter passage genom kolonnen skall spadas for ytterligare analys, skall den vara koncentrerad. Det
kan vara nddvandigt att evaporera eluaten till torrhet och I6sa upp den igen. Eluatkoncentrationen skall géras

under forhallanden som garanterar att inga forandringar uppstar i eluaten. Hanteringen av eluaten efter GPC-
steget ar beroende av den analysmetod som anvands fér mangdbestamningen.

Apparater

GPC-apparater bestar av féljande komponenter:
- I6sningsbehallare
- avluftningsapparat (nar sa kravs)
- pump
- pulsdampare (nar sé krévs)
- injektionssystem
- kromatografikolonner
- detektor
- flodesmitare (nar sé krévs)
- apparat for registrering/bearbetning av data
- avfallskarl

Det maste sakerstéllas att GPC-systemet ar inert avseende anvanda losningsmedel, t ex genom anvandning av
stalkapilar for THF-I6sningen.

Injektions- och l6sningstillférselsystem

En definierad volym av lésningsprovet fylls i kolonnen, antingen automatiskt eller rtanuen tydligt
definierad zon. Alltfér snabb utdragning eller intryckning av kolven i sprutan, om fyllningen skéts manuellt,
kan fororsaka forandringar i den observerade molekylviktférdelningen. Systemet for tillforsel av 16sning skall
sa langt mojligt vara pulsfritt, helst med inbyggd pulsdampning. Flédeshastigheten skall vara ca 1 ml/min.
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1.6.7

1.6.8

Kolonn

Polymeren kannetecknas, beroende pa provet, antingen genom anviandning av enkel kolonn eller flera kolonner
kopplade i serie. Ett antal pordsa kolonnmaterial med definierade egenskaper, t ex porstorlek, exklutionsgranser
osv, finns kommersiellt tillgangliga. Val av separationsgelé oclokalingd beror bade pé provets egenskaper
(hydrodynamisk volym, molekylviktférdelning) och specifika férhallandena for separationen, som t ex I3sning,
temperatur och flodeshastighet (1) (2) (3).

Teoretiska nivaer

Den kolonn eller kolonnkombination som anvands fér separationen maste karakteriseras av antalet teoretiska
nivaer. Detta inkluderar, nar THF anvands som elutionslésning, fylining av en I3sning av etylbensen eller annan
lamplig icke-polar [6sning i en kolonn med kand langd. Antalet teoretiska nivaer fas med féljande ekvation:

2 v 2
] eller N = 1({9]
w

Ve
N =55
W12

dar

N &r antalet teoretiska nivaer,

Ve &r elutionsvolymen vid toppvardet,
W ar toppvardets baslinjebredd och

Wiy, &r toppbredden vid halva hojden
Separationseffektivitet

Forutom antalet teoretiska nivaer, som styr bandbredden, spelar ocksa separationseffektiviteten, som bestams av
lutningen pa kalibreringskurvan, en viss roll. Separationseffektiviteten for en kolonn fas med féljande
forhallande:

\Y -V
e,Mx e(lon{lg > 6.0 cn?
kolonnens tvarsnittarea R

dar
Ve mxar elutionsvolymen for polystyren med molekylviktlh och

Ve 10.mx@r elutionsvolymen for polystyren med en tio ganger storre molekylvikt.

Systemets uppldsning definieras normalt som:

Vel_Veﬁx 1
Wi+ Wo |Oglo(|\/|2/ M])

Rlz =2X

dar
Ve10Ch Ve &r elutionsvolymerna for de tva standardpolystyrenerna vid maximalt toppvérde,
W, ochW; &r baslinjebredden vid toppvarde och

M1 och M, &r molekylvikten vid maximalt toppvéarde (bor skilja sig &t med en faktor pa 10).

R-vardet for kolonnsystemet bor vara storre an 1,7 (4).
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1.6.10

1.6.11

2.1

2.2

Lésningsmedel

Samtliga l6sningsmedel maste ha hog renhet (for THF anvands en renhet pa 995 %).
Lésningsmedelsbehallaren, om nddvandigt i en inert gasatmosfar) skall vara tillrackligt stor for kalibrering av
kolonnen och flera provanalyser. Ldsningsmedlet skall avgasas innan det via pumpen transpiirteras
kolonnen.

Temperaturévervakning

Temperaturen i de kritiska, interna komponenterna (injektionsslingankpbetektor och rorsystem) skall vara
jamn och anpassad till valt Idsningsmedel.

Detektor

Syftet med detektorn &r att kvantitativt registrera koncentrationen i det prov som elueras rdnekol For att
undvika onodig breddning av toppvarden skall detektorcellens kuvettvolym hallasrséom méjligt. Den bor

inte vara storre an 10l, utom for lattflyktiga och tunna detektorer. Differentialrefraktometri anvands vanligtvis

for detektion. Om provets eller elutionslosningens séarskilda egenskaper sd kraver kan emellertid andra
detektortyper anvandas, t ex UV/VIS, IR, viskositetsdetektorer osv.

DATA OCH RAPPORTERING

DATA

Detaljerade utvarderingskriterier och krav avseende insamling och bearbetning av data skall uppfylla kraven i
DIN-standarden (1).

Tva sinsemellan oberoende experiment skall utféras for varje prov. Experimenten skall analyseras individuellt.
Det &r alltid viktigt att ocksa ta fram data frAn blankprover, behandlade pa samma sétt som det verkliga provet.

Det ar nddvandigt att uttryckligen ange att uppmatta varden ar relativa varden, ekvivalenta mot molekylvikten
for det standardamne som anvants.

Efter faststdllande av retentionsvolymerna eller retentionstiderna (eventuellt korrigerade med en intern
standard), plottas log pvérdena (M ar maximalt toppvarde for kalibreringsdmnet) mot en av ndmnda
méangder. Minst tva kalibreringspunkter kravs per tiotal molekylvikter och minst fem matpunkter for den totala
kurvan, som skall ticka provets uppskattade molekylvikt. Kalibreringskurvans andpunkt for den laga
molekylvikten definieras av n-hexylbenzen eller annan lamplig icke-polar 16sning. Den del av kurvan som
svarar mot molekylvikter undef000 bestams och korrigeras for féroreningar och tillsatser efter behov.
Elutionskurvorna bedéms i allmanhet med hjalp av elektronisk databehandling. Om manuell digitalisering
anvands kan rad hamtas frdn ASTM D 3536-91 (3).

Om nagon oloslig polymer blir kvar i kolonnen ar dess molekylvikt troligen hogre &n den upplosta fraktionen
och om hansyn inte tas dartill kommer den att ge en for hog bedémning av innehallet Iagmolekylvikter.
Riktlinjer for korrigering av innehallet av Idgmolekylvikten for olslig polymer ges i bilagan.

Fordelningskurvan skall presenteras i tabellform eller som ett diagram (differentialfrekvens eller summa
procentandel mot log M). | den grafiska presentationen skall varje tiotal molekylvikter normalt ha en bredd pa 4
cm, och maximalt toppvérde skall ligga pa ungefar 8 cm hojd. Vid intregralférdelningskurvor skialhdkrna

mellan 0 och 100 % vara ungeféar 10 cm.

PROVNINGSRAPPORT

Provningsrapporten skall innehélla féljande information:
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Undersokt amne:
- tillganglig information om detindersdkta &mnet (idétet, tillsatser, fororeningar);

- beskrivning av hanteringen av provet, anmarkningar, problem.

Instrument:
- eluentbehallare, inertgas, avgasning av eluenten, eluentens sammanséttning, féroreningar;
- pump, pulsdampare, injektionssystem;

- separationskolonnetilfverkare, all information om kannernas karakteristika, som porstorlek, typ av
separationsmaterial, osv., antal, langd och inbérdes ordning p& anvanda kolonner);

- antal teoretiska nivaer i kolonnen eller kolonnkombinationen, separationseffektivitet (systemupplésning);
- information om topparnas symmetri;

- kolonntemperatur, typ av temperaturévervakning;

- detektor (méatprincip, typ, kuvettvolym);

- flodesmatare om séddan anvands (tillverkare, matprincip);

- system for registrering och bearbetning av data (hardvara och mjukvara).

Systemkalibrering:
- detaljerad beskrivning av den metod som anvands for konstruktion av kalibreringskurvan;

- information om kvalitetskriterier for den aktuella metoden (t ex koordinationskoefficient, kvadraternas
summeringsfel, osv);

- information om all extrapolering, alla antaganden och approximeringar gjorda under
experimentproceduren samt om beddmning och bearbetning av data;

- alla méatningar som gjorts for konstruktion av kalibreringskurvan skall dokumenteras i en tabell som
inkluderar foljande information for varje kalibreringspunkt:

- provets namn
- provets tillverkare

- karakteristikvarden for standardamneng My, My, Mu/M,, enligt tillverkaren eller fran
efterféljande matningar, tillsammans med detaljerade uppgifter om faststallandemetoden

- injektionsvolym och insprutningskoncentration

- My varde for kalibrering

- elueringsvolym eller korrigerad retentionstid métt vid maximalt toppvéarde
- My beréknat vid maximalt toppvérde

- procentfel for beréknat Moch kalibreringsvérde.

Information om innehall av Idgmolekylvikt i polymer
- beskrivning av de metoder som anvands for analys och hur experimentet utférdes;
- information om andelen innehall Idgmolekylviktarter (w/w) for hela provet;

- information om féroreningar, tillsatser och andra icke-polymera arter, som viktandel i férhallande till
hela provet.



2.25 Beddmning:

- beddmning pa tidsbasis: metoder som anvands for att sakerstalla 6nskad reproducerbarhet
(korrektionsmetod, intern standard osv.);

- information om huruvida bedémningen gjorts pa basis av elutionsvolymen eller retentionstiden;
- information om granserna fér bedémningen, om ett toppvarde inte analyserats fullstandigt;

- beskrivning av utjamningsmetoder, om sddana anvands;

- beredning av och férbehandlingsprocedurer for provet;

- ndrvaro av ouppldsta partiklar, om saddana forekommit;

- injektionsvolym (1l) och injektionskoncentration (mg/ml);

- anmarkningar om effekter som lett till avvikelser fr&n den ideala GPC-profilen;

- detaljerad beskrivning av alla &ndringar i provningsforfarandet;

- detaljerade uppgifter om felomraden;

- all évrig information och anmarkningar relevanta for tolkningen av resultatet.
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(1) DIN 55672 (1995) Gelégenomtrgningskromaografi (GPC) med tetrahydrofuran (THF) som
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(2) Yau, W.W., Kirkland, J.J., and Bly, D.D. eds. (1979). Modern Size Exclusion Liquid Chromatography, J.
Wiley and Sons. (ung. Modern vatskeuteslutningskromatografi for uteslutning)

(3) ASTM D 3536-91, (1991). Standardmetod for analys av medelmolekylvikter och molekylviktférdelning
med vatskeuteslutningskromatografi (gelégenomtrangningskromatografi - GPC). American Society for
Testing and Materials, Philadelphia, Pennsylvania.

(4) ASTM D 5296-92, (1992). Standardmetod fér analys av medelmolekylvikter och molekylviktférdelning i
of polystyren med storleksseparationskromatografi av. American Society for Testing and Materials,
Philadelphia, Pennsylvania.



BILAGA
RIKTLINJER FOR KORRIGERING AV LAGMOLEKYLART INNEHALL
BEROENDE PA NARVARO AV OLOSLIG POLYMER

Nar oldsliga polymerer forekommer i ett prov, leder detta till massafodoger GPC-analysen. Den oldsliga
polymeren kvarhalls definitivt i kainnen eller provftret, medan den lésbara delen av provet passerar genom
kolonnen. Nar polymerens refraktiva indexdkning (dn/dc) kan uppskattas eller matas, kan provets massaforlust
i kolonnen uppskattas. | detta fall gérs en korrigering med hjalp av en extern kalibrering med standardmaterial
med k&and koncentration och dn/dc for kalibrering av refraktometerns reaktion. | nedanstaende exempel anvands
en standardpolymer (metylmetakrylat) (oMMA).

Vid den externa kalibreringen for analys av akrylpolymerer analyseras en standard-pMMA med kénd
koncentration i tetrahydrofuran med GPC, och resulterande data anvands for att fa fram
refraktometerkonstanten med féljande ekvation:

K=R/(CxV xdn/dc)

dar:
K star for refraktometerkonstantepvs/ml,
R for reaktionen pa standard-pMMAuvs,
C for koncentrationen av standard-pMMA i mg/ml,
V for insprutningsvolymen i ml och

dn/dc ar 6kningen av refraktionsindexet for pMMA i tetrahydrofuran (i ml/mg).

Foljande data ar normala for en standard-pMMA:

R =2937891
C =1.07 mg/mil
V=0,1ml

dn/dc = 9 x 16 ml/img

Resulterande K-varde, 3.05 xfpanvands darefter for att berakna den teoretiska detektorreaktionen, om 100%
av den insprutade polymeren hade eluerat genom detektorn.
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A.20. POLYMERERS BETEENDE | VATTEN VID LOSNING/EXTRAKTION

METOD

Den beskrivna metoden ar en kopia av en reviderad version av OECD TG 120 (1997). Ytterligare teknisk
information finns i hanvisning 1.

INLEDNING

For vissa polymerer, som t ex emultionspolymerer, kan visst inledande férberedande arbete kravas innan
nedanstaende metod kan anvindas. Metoden &r inte tillamplig pa flytande polymerer och p& polymerer som
under provningsforhallandena reagerar med vatten.

Nar metoden inte &r praktisk eller mojlig kan beteendet vid 16sning/extraltidersokas med andra metoder. |
sa fall skall fullstandiga detaljer och motivering fér den anvanda metoden anges.

REFERENSAMNEN

Inga

UNDERSOKNINGSMETODENS PRINCIP

Polymerernas beteende vid losning/extraktion i vatten faststélls med flaskmetoden (se A.6 losningsbarhet i
vatten, flaskmetod) med nedan beskrivna é&ndringar.

KVALITETSKRITERIER

Inga.

BESKRIVNING AV UNDERSOKNINGSMETODEN

Utrustning

Foljande utrustning kravs for denna metod:

- krossanordning, t ex kvarn for produktion av partiklar med kénd storlek
- apparater for skakning med mojlighet till temperaturévervakning

- membranfiltersystem

- lamplig analysutrustning

- standardsil

Beredning av prover

Ett representativt prov skall forst reduceras till en partikelstorlek pd mellan 0,125 och 0,25 mm med lamplig sil.
Kylning kan krévas for provets stabilitet eller fér malningsprocessen. Material med gummiliknande natur kan
krossas vid temperaturen pa flytande kvavgas (1).

Om den 6nskade partikelstorleksfraktionen inte kan skapas skall atgard vidtas for att i stérsta utstrackning
minska partikelstorleken och resultatet darav registreras. Det skall i rapporten anges pa vilket satt det krossade
provet forvarats fram tilundersokningen.



153

154

1541

Forfarande

Tre prover pa 10 g av det undersdkta amnet skall vagas i vart och ett av tre kéarl forsedda med glaspropp, och
darefter skall 1000 ml vatten tillsattas till varje karl. Om hantering av 10 g polymer visar sig vara opraktiskt,
skall den narmast hdogre méangd som kan hanteras anvandas och vattenvolymen justeras i enlighet darmed.

Karlen skall tillslutasnoggrant och darefter upphettals 20 “C. En skak- eller omrérningsanordning som kan
arbeta vid konstant temperatur skall anvandas. Efter en period pd 24 timmar skall innehdllet i varje karl
centrifugeras eller filtreras och polymerkoncentrationen i den klara vatskefasen faststéllas med lamplig
analysmetod. Om ingen lamplig analysmetod for vatskefasen finns kan den totala
I6sbarheten/extraktionsbarheten uppskattas utifran filterrestens eller centrifugrestens torra vikt.

Det &r vanligtvis nddvandigt att kvantitativt differentiera & ena sidan féroreningarna och tillsatserna och a andra
sidan de med I&g molekylvikt . Det &r ocksé viktigt att vid gravimetriskt faststillande gora ett blankprov utan
undersokt amne, for att kunna ta hansiliresterna fran experimentet.

Polymerernas beteende vid losning/extraktion i vatten vid@dch pH 2 sant pH 9 kan faststallas p4 samma
satt sdsom beskrivet for ufforandet av experimentet vid°Q0 pH-vardena kan erhéllas genom tillsats av
antingen lamplig buffert eller syra eller bas, som t ex saltsyra, attiksyra, analytiskt natrium eller kaliumhydroxid
eller NHs.

En eller tv& undersokningar skall goras, beroende pa vilken analysmetod som anvériidisabkiigt specifika

metoder finns for direktanalys av vatskefasen avseende polymerkomponenten, &r det tillrackligt med en sadan
undersokning som beskrivits har ovan. Nar sddana metoder inte fithgisngliga och faststillande av
polymerens beteende vid l6sning/extraktion begrénsas till indirekt analys, genom faststallande enbart genom det
totala innehdllet organiskt kol (TOC) i vatskeextraktet, skall ytterligare en undersékning goéras. Denna
kompletterande undersokning skall ocks& goras péa tre prover, med tio ganger mindre polymer och samma
mangd vatten som anvénts vid den forsta undersokningen.

Analys
Undersokningar utférda med en provstorlek

Det kan finnas metoder tillgangliga for direktanalys av polymerkomponenter i vatskefasen. Alternativt kan
eventuellt ocksa indirekt analys av upplosta/extraerade polymerkomponenter, genom faststillande av det totala
innehallet uppldsningsbara delar och korrigering for ej polymerspecifika komponenter, goras.

Analys av vatskefasen avseende totala polymeriska arter ar mojlig:

antingen genom tillrackligt kanslig metod, t ex:

- TOC med hjalp av persulfat- eller dikromatupplésning for att producera ot av uppskattning med
IR-analys eller kemisk analys,

- Atomabsorbtionsspektrometri (AAS) eller dess induktivt kopplade plasmautslapp (ICP) motsvarande
den for kisel- eller metallinnehallande polymerer,

- UV-absorbtion eller spektrofluorimetri fér acrylpolymerer,

- LC-MS for lagmolekylviktsprover,

eller genom vakuumevaporation till torrhet av vatskeextraktet och spektroskopisk analys (IR, UV, osv) eller
AAS/ICP-analys av resten.

Om analys av vatskefasen som sédan inte &r praktiskt genomforbar, skall vatskeextraktet extraeras med ett
vattenouppl6sligt organiskt [6sningsmedel, t ex klorerat kolvate. Lésningsmedlet evaporeras darefter och resten
analyseras enligt ovan avseende angivet polymerinnehdll. Komponenter i denna rest som identifieras som
fororeningar eller tillsatser skall subtraheras for bestamning av polymerens egen uppldsning/extraktion.

Nar forhallandevis stora mangder sddant material finns narvarande, kan det vara nodvandigt att analysera
resterna med t ex HPLC- eller GC-analys for att differentiera fororeningarna frdn monomera och
monomerderiverade &mnen, s& att det faktiska innehallet av det senare kan faststallas.
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3.1.2

| vissa fall kan vanlig evaporation av det organiska lésningsmedlet till torrhet och vagning av den torra resten
vara tillrackligt.

Provning med tva olika provstorlekar
Alla vatskeextrakt analyseras avseende total mangd organiskt kol.

Gravimetrisk bestamning skall goras pa den oupplosta/ej extraerade delen av provet. Om polymerresten, efter
centrifugering eller filtrering av innehallet i varje karl, sitter kvar pa karlvaggen, skall karlet skoljas med
filtratet tills karlet &r rent fran alla synliga rester. Darefter skall filtratet aterigen centrifugeras eller filtreras.
Kvarvarande rester pa filtret eller i centrifugréret torkas vid @ounder vakuum och vags. Torkningen skall
fortsétta tills konstant vikt nas.

DATA
PROVNING MED EN ENDA PROVSTORLEK

De enskilda resultaten fér var och en av de tre flaskorna samt medelvardena skall anges och uttryckas i enheter
for massa/volym 16sning (normalt mg/l) eller massa/massa av polymerprovet (normalt mg/g). Dessutom skall
provets viktforlust anges, beraknad som lésningens vikt dividerad med det ursprungliga provets vikt. Den
relativa standardavvikelsen skall beraknas. Enskilda varden skall ges for hela amnet (polymer plus vasentliga
tillsatser osv) och for polymeren ensam (dvs efter subtraktion av bidraget fran sddana tillsatser).

PROVNING MED TVA OLIKA PROVSTORLEKAR

De enskilda vardena for total mangd organiskt kol i vatskeextrakten for de tva trippelexperimenten och
medelvardet for varje experiment skall anges, uttryckt som massa per volym Iésning (normalt mgC/l), samt som
massa per vikt for det ursprungliga provet (normalt mgC/g).

Om ingen skillnad foreligger mellan resultaten for stort respektive litet férhallande mellan prov och vatten, kan
detta innebara att alla extraherbara komponenter faktiskt extraherats. | sddana fall kravs normalt ingen direkt
analys.

Resternas individuella vikter skall anges och uttryckas i procent av provernas initialvikt. Medelvarden skall
berdknas for varje experiment. Skillnaderna mellan 100 aaimédn procentandel representerar andelen
I6sningsbart och extraherbart material i ursprungsprovet.

RAPPORT

PROVNINGSRAPPORT

Provningsrapporten skall innehalla foljande information:
Undersokt amne:

- tillganglig information om amnet, identitet, tillsatser, féroreningar, innehall av varianter med lag
molekylvikt.
Experimentella forhallanden:
- beskrivning av tillampat férfarande och experimentella forhallanden;

- beskrivning av analys- och detektionsmetoder.



3.1.3

Resultat:

- resultatet avseende I6sningsbarhet/extraktionsbarhet i mg/l, individuella véarden och medelvarden for
extraktionsprovet for de olika I6sningarna, uppdelat i polymerinnehall och fororeningar, tillsatser osv

- resultatet av upplésningen/extraktionen av polymeren i mg/g

- varden for det totala innehallet organiskt kol i vatskeextrakten, losningens vikt och beraknade andel, om
denna mats

- pH-varde for varje prov
- information om blankvarden

- vid behov hanvisningar till daindersikta &mnets kemiska instiét, bAdeunder provnings- och
analysprocessen

- all information som &r viktig for tolkningen av resultaten .

REFERENSER

(1) DIN 53733 (1976) Provtagning fran plastgiukter for provningsandamal.



DEL B: METODER FOR BESTAMNING AV TOXICITET OCH ANDRA

HALSOEFFEKTER

ALLMAN INLEDNING: DEL B

A. FORKLARANDE ANMARKNING

| denna inledning anvéands féljande numrering:

B.15 Genmutation - Saccharomyces cerevisiae

B.16 Mitotisk rekombination - Saccharomyces cerevisiae

B.17 Genmutationstest in vitro pa daggdijursceller

B.18 DNA-skada och DNA-reparation - felaktig DNA-syntes - daggdjursceller in vitro

B.19 Test avseende systerkromatidbyten in vitro

B.20 Konsbundet recessivt letalt test pa Drosophila melanogaster

B.21 Celltransformationstest in vitro pa daggdjursceller

B.22 Dominant letalt test pa gnagare

B.23. spermatogonial test av KROMOSOMAVVIKELSEr hos daggdijur

B.24 Flacktest pa mus

B.25 Test avseende arftlig translokation pa mus

B.26 Test avseende subkronisk oral toxicitet: 90 dagars upprepat oraltest pa gnagare

B.27 Test avseende subkronisk oral toxicitet: 90 dagars upprepat oraltest pa icke-gnagare
B.28 Test avseende subkronisk dermal toxicitet: 90 dagars upprepat dermaltest pa gnagare
B.29 Test avseende subkronisk inhalationstoxicitet: 90 dagars upprepat inandningstest pa
gnagare

B.30 Test avseende kronisk toxicitet

B.31 Teratongenicitetstest - pa gnagare och icke-gnagare

B.32 Test avseende cancerogenicitet

B.33 Kombinerat test avseende kronisk toxicitet och cancerogenicitet

B.34 Reproduktionstoxicitetstest pa en generation

B.35 Reproduktionstoxicitetstest pa tva generationer

B.36 Toxikokinetik

B. GENERELLA DEFINITIONER AV TERMER SOM ANVANDS | TESTMETODERNA |
DENNA BILAGA

i) Akut toxicitet omfattar de skadliga effekter som upptréader inom en given tid (vanligen 14
dagar), efter tillférsel av en enda dos av ett &mne.

ii) Pataglig toxicitet ar en generell term for tydliga tecken pa toxicitet efter det att en testsubstans
tillforts. Dessa tecken torde racka for en ungefarlig beddmning och vara sadana att en 6kning av
den tillférda dosen kan forvantas resultera i att allvarliga forgiftningssymtom upptréder och
troligen medfor dodsfall.

i) Dos &r den mangd testsubstans som tillférs. Dos uttrycks i vikt (gram eller mg) eller som
vikten av en testsubstans per viktenhet forsoksdjur (t.ex. mg per kg kroppsvikt), eller som
konstanta livsmedelskoncentrationer (delar per miljon eller mg per kg livsmedel).

iv) Sarskiliande dos ar den hogsta av fyra faststallda dosnivaer som kan tillforas utan att ha
substansrelaterad dodlig verkan (inbegripet avlivning av humana skal).

v) Dosering ar en generell term som omfattar dos, frekvens och varaktigheten av dosens verkan.
vi) LD50 (median letal dos) &r en statistisk faststalld enstaka dos av ett &mne som kan forvantas
leda till doéden for 50 % av de djur som tillférts dosen. Ett LD50-varde uttrycks som vikt
testsubstans per viktenhet forsoksdjur (mg/kg).

vii) LC50 (median letal koncentration) &r en statistisk faststéalld koncentration av ett &mne som
kan forvantas leda till doden, under exponering eller inom en bestamd tid efter exponering, for
50 % av de djur som har exponerats under en bestadmd tid. LC50-vardet uttrycks som vikt
testsubstans per standardvolym luft (mg/l).

viii) NOAEL ar forkortningen for no observed adverse effect levels och ar den hogsta dos eller
exponeringsniva da inga negativa behandlingsrelaterade resultat observeras.



ix) Toxicitet vid upprepad dosering/subkronisk toxicitet omfattar de skadliga effekter som
upptrader hos forsoksdjur till foljd av upprepad daglig dosering med, eller exponering for, en
kemikalie under en kort tid av deras forvantade livslangd.

X) Maximalt tolererad dos (MTD) ar den hdgsta dosniva som framkallar tecken pa toxicitet utan
att i nagon hogre grad paverka 6verlevnaden i det forsok i vilket den anvands.

xi) Hudirritation ar framkallandet av inflammatoriska forandringar i huden efter applicering av
testsubstansen.

xii) Ogonirritation ar framkallandet av forandringar i 6gonen efter det att en testsubstans
applicerats pa 6gats framre yta.

xiii) Hudsensibilisering (allergisk kontaktdermatit) & en immunologiskt utlost kutan reaktion pa
ett amne.

xiv) Fratning ar framkallandet av irreversibla vavnadsskador i huden efter applicering av en
testsubstans under tidsrymder pa mellan 3 minuter och 4 timmar.

xVv) Toxikokinetik &r studiet av absorption, distribution, metabolism och utséndring av
testsubstanser.

xvi) Absorption ar den eller de processer genom vilka ett tillfért amne tranger in kroppen.

xvii) Utsdndring ar den eller de processer genom vilka ett tillfért &mne eller dess metaboliter
avlagsnas fran kroppen.

xviii) Distribution ar den eller de processer genom vilka det upptagna &mnet eller dess
metaboliter férdelar sig i kroppen.

xix) Metabolism &r den eller de processer genom vilka de tillférda amnena forandras strukturellt
i kroppen genom enzymatiska eller icke enzymatiska reaktioner.

B.1 Akut toxicitet - toxicitet vid upprepad dosering/subkronisk toxicitet

En testsubstans akuta toxicitet samt organspecifika eller systemiska toxicitet kan bedémas
genom en rad toxicitetstester (metoderna B.1-B.5) genom vilka efter en tillférd dos en preliminar
indikation pa toxiciteten kan fas.

Beroende pa hur giftigt ett amne ar kan ett "limit-test"-foérfarande 6vervagas i fraga om ett
komplett LD50-test, aven om inget "limit-test” anges for inhalationstester eftersom det inte varit
mojligt att definiera ett enhetligt gransvarde for exponering genom inandning.

Metoder som innebar anvandningen av sa fa djur som mojligt och som minskar deras lidande i
storsta mojliga utstrackning bor dvervagas, t.ex. metoder med fast dosniva (metod B.1a) och
metoden for bestamning av akut toxicitetsklass (metod B.1c). Vid tester pa niva 1 kan
undersokning av en andra djurart komplettera slutsatserna fran den forsta undersokningen. |
sadana fall far en standardtestmetod anvandas eller s& kan metoden anpassas efter ett mindre
antal djur.

Testet av toxiciteten efter upprepad dosering (metoderna B.7, B.8 och B.9) omfattar utvardering
av de toxikologiska effekterna av upprepad exponering. Harvidlag betonas behovet av noggranna
kliniska observationer av djuren i syfte att fa fram sa mycket information som mgjligt. Dessa
tester torde bidra till att identifiera malorgan for toxiciteten, toxicitet och icke-toxiska doser.
Ytterligare fordjupade undersokningar av dessa aspekter kan komma att kravas vid langvariga
studier (metoderna B.26-B.30 och B.33).

B.1l Mutagenicitet - genotoxicitet

Mutagenicitet innebar induktion av permanenta forandringar i mangden av eller strukturen hos
det genetiska materialet i en cell eller organism. Dessa férandringar, ‘mutationer’, kan omfatta en
enstaka gen eller gensegment, ett genblock eller hela kromosomer. Effekterna pa hela
kromosomer kan vara strukturella eller numeriska.

Ett amnes mutageniska verkan understks genom in vitro-forsok av gen (punkt) mutationer i
bakterier (metod B.13/14) och/eller av strukturella kromosomskador i daggdjursceller (metod
B.10).

Aven in vivo-forfaranden ar godtagbara, t.ex. mikrokarntest (metod B.12) eller metafasanalys i
ryggmarg (metod B.11). | avsaknad av starka motargument féredras dock in vitro-metoder.



| fraga om hogre produktionsvolymer kan vidare tester kravas for att undersoka mutagenicitet
ytterligare eller for att testa cancerogenicitet och/eller for att utféra eller félja upp en
riskutvardering, och dessa tester kan anvandas for flera olika syften: For att bekréafta erhallna
resultat i grundomgangen; for att initiera eller utvidga in vivo-studier.

For dessa syften omfattar metoderna B.15-B.25, bade in vivo och in vitro, eukariotiska system
och en utvidgad rad biologiska sluteffekter. Testerna ger information om punktmutationer och
andra sluteffekter i organismer som ar mer komplexa an den bakterie som anvands i frdaga om
grundomgéangens uppgifter.

Om ett program for vidare mutagenicitetstester 6vervags bor detta som allman princip utformas
sa att det ger ytterligare relevant information om amnets mutageniska eller cancerogena
potential.

De konkreta tester som kan vara lampliga i ett sarskilt fall beror pa flera faktorer, inbegripet
amnets kemiska och fysikaliska egenskaper, resultaten av de inledande bakteriella och
cytogenetiska forsoken, amnets metaboliska profil, resultaten av 6vriga toxicitetstester och
amnets kanda anvandningsomraden. Med tanke pa de varierande faktorer som bor beaktas &r det
darfor inte lampligt med en strikt plan for urval av tester.

Vissa allmanna principer for testmetoder foreskrivs i direktiv 93/67/EEG men tydliga
teststrategier forekommer ocksa i det tekniska vagledningsdokumentet for riskutvardering, trots
att detta ar flexibelt och kan anpassas pa lampligt sétt till sarskilda omstéandigheter.

Metoder for ytterligare undersdkning anges gruppvis nedan, indelade efter sin principiella
genetiska sluteffekt:

Test av gen (punkt) mutationer

a) Framat- eller atermutationstester med anvandning av eukaryotiska mikroorganismer
(Saccharomyces cerevisiae) (metod B.15).

b) In vitro-tester av framatmutation i daggdijursceller (metod B.17).

c) Kénsbundet recessivt letalt test pa Drosophila melanogaster (metod B.20).

d) In vivo-test for undersokning av somatisk cellmutation: Flacktest pa mus (metod B.24).

Test av kromosomskador

a) Cytogenetiska in vivo-forsok pa daggdjur. Metafasanalys i ryggmarg in vivo kan évervagas
om den inte omfattades av den inledande bedémningen (metod B.11). Darutéver kan kdnscellers
cytogenetik undersokas in vivo (metod B.23).

b) Cytogenetiska in vitro-forsok pa daggdjur, om detta inte omfattades av den inledande
beddmningen (metod B.10).

c) Dominant letalt test pa gnagare (metod B.22).

d) Test avseende arftlig translokation pa mus (metod B.25).

Genotoxiska effekter - effekter pa DNA

Genotoxicitet, identifierad som potentiellt skadliga effekter pa det genetiska materialet som inte
nodvandigtvis hanger samman med mutagenicitet, far anges som orsakad skada pa DNA utan
direkta bevis for mutation. Féljande metoder som utnyttjar eukaryotiska mikroorganismer eller
daggdjursceller kan vara lampliga for sddana tester:

a) Mitotisk rekombination med Saccharomyces cerevisiae (metod B.16).

b) DNA-skador och DNA-reparation - felaktig DNA-syntes - daggdjursceller (in vitro) (metod
B.18).

¢) Undersokning av systerkromatidbyten med déaggdjursceller (in vitro) (metod B.19).
Alternativa metoder fér undersdkning av cancerogen potential

Det finns tester for att méata ett Amnes potential att inducera morfologiska och beteendemassiga
forandringar i cellkulturer som tros vara férbundna med maligna transformationer in vivo (metod
B.21). Ett rad olika celltyper och kriterier for transformation kan anvandas.

Riskbeddmning av arftliga verkningar hos daggdjur

Det finns metoder for att mata sadana arftliga verkningar hos intakta daggdjur som framkallats
av gen(punkt)mutationer, t.ex. det sarskilda locustestet med mus for att mata



konscellforandringar i forsta generationen (finns inte med i denna bilaga), eller av
kromosomforandringar, t.ex. testet for arftlig translokation med mus (metod B.25). Sadana
metoder kan anvéandas vid bedémning av ett amnes eventuella genetiska risk fér manniskor. Med
tanke pa dessa testers komplexitet och det mycket stora antal djur som kravs, sarskilt for det
specifika locustestet, kravs det starka motiv innan dessa tester utfors.

B.1ll Cancerogenicitet

Kemikalier kan beskrivas som genotoxiska eller icke genotoxiska cancerogener beroende pa den
férmodade verkningsmekanismen.

Pre-screeninginformation om ett &mnes genotoxikologiska cancerogena potential kan erhallas
genom mutagenicitets- eller genotoxicitetstest. Ytterligare information kan erhallas genom
upprepad dosering och tester av subkronisk eller kronisk toxicitet. Toxicitetstestet genom
upprepad dosering, metod B.7 och langvariga tester med upprepad dosering omfattar utvardering
av sadana histopatologiska forandringar som observeras vid toxicitetstester med upprepad
dosering, t.ex. hyperplasi i vissa vavnader som kan vara relevanta. Dessa tester och
toxikokinetiska uppgifter kan bidra till att identifiera kemikalier med cancerogen verkan, vilket
kan komma att krava ytterligare férdjupade studier av denna aspekt, genom ett
cancerogenicitetstest (metod B.32) eller ofta genom ett kombinerat test avseende kronisk
toxicitet och cancerogenicitet (metod B.33).

B.1IV Reproduktionstoxicitet

Reproduktionstoxicitet kan sparas pa olika satt, t.ex. forsamrad reproduktionsfunktion eller -
kapacitet hos hannar och honor, identifierade som "effekter pa fertiliteten", eller som orsak till
icke arftliga skadliga effekter pa avkomman, identifierade som "utvecklingstoxicitet", vilket aven
omfattar teratogenicitet och effekter under distadiet.

Som ett led i tester av utvecklingstoxicitet inriktas testmetoden (B.31) i fraga om
teratogenicitetsstudier framst pa oral tillférsel. Alternativt kan andra intagsvagar anvandas
beroende pa testsubstansens fysikaliska egenskaper eller de tankbara vagar pa vilka manniskor
exponeras for amnet. | sddana fall bor testmetoden pa lampligt satt anpassas till att beakta
lampliga komponenter i testmetoder om 28 dagar.

Om ett reproduktionstest (fertilitetstest) pa tre generationer kravs kan den metod som beskrivs
for reproduktionstest pa tva generationer (metod B.35) utvidgas till att omfatta den tredje
generationen.

B.V Neurotoxicitet

Neurotoxicitet kan sparas pa olika satt, t.ex. genom funktionsforandringar eller strukturella och
biokemiska forandringar i det centrala eller perifera nervsystemet. En preliminar indikation av
neurotoxicitet kan erhallas genom akut toxicitetstest. Toxicitetstestet med upprepad dosering,
metod B.7, omfattar en utvardering av neurotoxikologiska effekter, och behovet av noggranna
kliniska observationer av djuret betonas i syfte att erhalla sa mycket information som mgijligt.
Metoden torde bidra till att identifiera kemikalier med potentiell neurotoxisk verkan, vilket kan
komma att krava ytterligare fordjupade tester av den aspekten. Darutbver ar det viktigt att beakta
amnets potential att orsaka specifika neurotoxiska effekter som inte kan sparas genom andra
toxicitetsstudier. T.ex. har det observerats att vissa organiska fosforforeningar har orsakat
fordréjd neurotoxicitet och kan bedémas med hjalp av metoderna B.37 och B.38 genom
exponering for en enstaka dos eller upprepad dosering.

B.VI Immunotoxikologi

Immunotoxicitet kan sparas pa olika satt, t.ex. genom immunsuppression eller 6kad mottaglighet
i immunsystemet, som resulterat i antingen dverkanslighet eller autoimmun reaktion.
Toxicitetstestet med upprepad dosering, metod B.7, omfattar utvardering avimmunotoxiska
effekter. Metoden torde bidra till att identifiera kemikalier med immunotoxisk potential som kan
krava ytterligare fordjupade studier av denna aspekt.

B.VII Toxikokinetik

Toxikokinetiska undersdkningar kan vara till hjalp vid tolkning och utvardering av uppgifter om



toxicitet. Undersdkningarna &r avsedda att belysa séarskilda aspekter av kemikaliens toxicitet vid
tester och resultaten kan komma att bidra till utformningen av ytterligare
toxicitetsundersokningar. Avsikten ar inte att alla parametrar behdver bestammas i samtliga fall.
Hela sekvensen av toxikokinetiska tester (absorption, utséndring, distribution och metabolism)
kommer att krdvas endast i sallsynta fall. | fraga om vissa produkter kan en forandrad sekvens
vara tillradlig, eller sa racker ett test med en enstaka dos (metod B.36).

Uppgifter om testsubstansens kemiska struktur och fysikaliskt-kemiska egenskaper kan dessutom
ge en indikation om absorptionsformagan vid en bestamd tillforselvag, liksom upplysa om
amnets beteende i fraiga om metabolism och distributionen i vavnaderna. Uppgifter om
toxikokinetiska parametrar kan dessutom finnas tillgangliga fran tidigare undersokningar om
toxicitet och toxikokinetik.

C. BESKRIVNING AV TESTSUBSTANSEN

Testsubstansens sammansattning, inbegripet de viktigaste orenheterna, och dess relevanta
fysikaliskt-kemiska egenskaper, inbegripet amnets stabilitet, skall vara kanda innan en
toxicitetsundersokning inleds.

Testsubstansens fysikaliskt-kemiska egenskaper ger viktig vagledning vid val av tillférselvag,
utformning av varje enskild undersékning samt hantering och lagring av testsubstansen.

En analysmetod for kvalitativ och kvantitativ bestdmning av testsubstansen (om mogjligt
inbegripet viktiga orenheter) i doseringsmediet och i biologiska material bor utvecklas innan en
undersokning inleds.

Alla uppgifter om identifiering av testsubstansen, dess fysikaliskt-kemiska egenskaper, renhet
och beteende bér omfattas av testrapporten.

D. DJURVARD

En strikt kontroll av miljoférhallandena samt tillampliga djurvardsmetoder ar grundlaggande i
fraga om toxicitetstester.

i) Forvaltningsforhallanden

Miljon i forsoksdjurens rum eller burar skall vara avpassade efter djurarten. Lampliga betingelser
for rattor, moss och marsvin ar en rumstemperatur pa 22+3 °C med en relativ luftfuktighet pa 30-
70 %. For kaniner och marsvin bor temperaturen hallas vid 20+3 °C med en relativ luftfuktighet
pa 30-70 %.

Vissa testmetoder ar sarskilt kansliga for temperatureffekter och i dessa fall ingar detaljuppgifter
om lampliga betingelser i metodbeskrivningen. | alla undersékningar av toxiska effekter skall
temperaturen och luftfuktigheten kontrolleras, registreras och anges i den slutliga testrapporten.
Avrtificiell belysning bor anvandas, med en dygnsrytm pa 12 timmar ljus, 12 timmar morker.
Detaljuppgifter om belysningsrytmen skall registreras och anges i den slutliga testrapporten.
Om inte annat anges for metoden far djuren inhysas individuellt eller i sma grupper av samma
kon; i fraga om grupper bor hogst fem djur inhysas i varje bur.

| rapporter om djurforsok ar det viktigt att ange vilken typ av bur som anvands och antalet djur i
varje bur, bade under exponering for det kemiska amnet och under en paféljande observationstid.
i) Utfodring

Fodret skall uppfylla alla naringsmassiga krav som kan stéllas for den djurart som anvands i
forsoket. Om testsubstansen tillférs djuren via fodret kan naringsvardet sjunka till foljd av en
samverkan mellan @amnet och nagon bestandsdel i fodret. Mojligheten av en sadan reaktion skall
dvervagas vid tolkningen av testresultaten. Konventionellt laboratoriefoder far anvandas
tilsammans med obegransade mangder vatten. Valet av foder kan paverkas av behovet av att
sakerstalla en lamplig blandning med testsubstansen nar denna tillférs enligt denna metod.

| fodret far inte finnas stérande koncentrationer av féroreningar som man vet paverkar
toxiciteten.

E. DJURSKYDD

Vid utarbetande av testmetoder har djurskyddet beaktats. Nedan foljer nagra exempel, men
forteckningen &r inte utttmmande. Den exakta ordalydelsen eller de exakta villkoren bor lasas i



anvisningarna for respektive metod:

- Vid bestamning av toxicitet genom oralt upptag bor tva alternativa metoder anvandas,
forfarandet med fast dos och metoden fér bestdmning av akut toxicitetsklass. Forfarandet med
fast dos har inte doden som specifik sluteffekt och foérbrukar farre djur. Metoden for bestamning
av akut toxicitetsklass forbrukar i genomsnitt 70 % farre djur &n oraltest B.1 fOor akut toxicitet.
Bada dessa alternativa metoder innebar mindre smarta och lidande &n de klassiska metoderna.
- Antalet forbrukade djur reduceras till ett vetenskapligt godtagbart minimum: Endast fem djur

av samma kon testas per dosniva i fraga om metoderna B.1 och B.3; endast 10 djur (och endast 5
i den negativa kontrollgruppen) anvands for bestamning av hudsensibilisering genom
maximeringstest pd marsvin (metod B.6). Aven antalet djur som kravs for den positiva

kontrollen vid test av mutagenicitet in vivo minskas (metoderna B.11 och B.12).

- Djurens smarta och lidande under testerna minimeras. Djur som visar allvarliga och ihallande
tecken pa stress och smarta kan behova avlivas pa ett skonsamt satt. Dosering av testsubstanser
pa ett satt som ar kant for att orsaka svar smarta och lidande pa grund av fratning eller irriterande
egenskaper behdver inte utféras (metoderna B.1, B.2 och B.3).

- Tester med irrelevant htga doser undviks genom inférande av "Limit-test"er, inte bara i fraga
om tester av akut toxicitet (metoderna B.1, B.2 och B.3) utan ocksa i frdga om in vivo-tester av
mutagenicitet (metoderna B.11 och B.12).

- En strategi i frdga om tester av irriterande amnen gor det numera mgjligt att inte utfora test eller
att reducera testerna till studiet av ett enstaka djur, om tillrackliga vetenskapliga bevis kan
erhallas.

Sadana vetenskapliga bevis kan baseras pa testsubstansens fysikaliskt-kemiska egenskaper,
resultaten av redan utforda tester eller resultaten av in vitro-tester som utvarderats grundligt. Om
exempelvis en undersotkning av akut toxicitet via huden utférs med "Limit-test” dosen fér amnet
(metod B.3) och ingen hudirritation observeras kan ytterligare tester av hudirritation (metod B.4)
vara overflodig. Material som visat tydlig fratning eller allvarlig hudirritation en undersékning

av hudirritation (metod B.4) bor inte testas vidare i fraga om dgonirritation (metod B.5).

F. ALTERNATIVA TESTER

For Europeiska unionen ar det ett vetenskapligt mal att utveckla och validera alternativa metoder
som kan ge samma informationsniva som nuvarande djurforsok, men som anvander farre djur,
orsakar mindre lidande eller undviker anvandning av djur fullstandigt.

Nar sddana metoder blir tillgangliga skall de om mgjligt beaktas for riskbedomning och
efterfoljande klassificering och méarkning av eventuella risker.

G. UTVARDERING OCH TOLKNING

Nar tester utvarderas och tolkas skall begransningarna for i vilken utstrackning resultaten av
djurforsok och in vitro-undersokningar gar att tillampa pa manniskor beaktas och darfor far bevis
for negativa effekter pA manniskor i forekommande fall anvandas som bekréaftelse av
testresultaten.

Dessa resultat kan anvandas for klassificering och méarkning av nya och befintliga kemikalier i
fraga om halsoeffekter for manniskor, pa grundval av deras inneboende egenskaper, och da de
identifierats och kvantifierats med hjalp av dessa metoder. Motsvarande kriterier i bilaga VI for
klassificering och markning avser ocksa sluteffekterna for de testprotokoll som omfattas av dessa
testmetoder.

Resultaten kan ocksa anvandas for undersokningar av riskutvardering, for nya och befintliga
kemikalier; lampliga teststrategier for dessa andamal anges i motsvarande vagledningsdokument.
H. LITTERATURHANVISNINGAR

De flesta av dessa metoder har utvecklats inom ramen fér OECD:s program for riktlinjer for
tester och bor utforas i enlighet med principerna for god laboratoriepraxis, i syfte att sa langt
mojligt sakerstalla “dmsesidigt godtagande av uppgifter’.

Ytterligare information finns i de hanvisningar som gors i OECD:s riktlinjer och relevant

litteratur som publicerats pa annat hall






14.1

B.1c¢
AKUT TOXICITET (ORAL) —— METOD FOR BESTAMNING AV AKUT TOXICITETSKLASS

METOD

Inledning

Metoden for bestaimning av akut toxici lass ger information bide vad giller riskbeddmning
och riskklassificering.

Metoden anvinder tre fasta doser med limpliga intervall for att gora det majligt att forsoksrang-
ordna en produkt pa grundval av undersokningsresultaten. Dessutom ir det enligt det férfarande
som beskrivs i denna testmetod majligt att vilja ytterligare tre fasta doser vilka antingen kan an-
vindas som alternativ vid givna tidpunkter for beslut eller som valméjlighet vid ytterligare tester.
Anvindning av (nigon av) tilliggsdoserna kan Gvervigas om en nirmare bestimning ar 6nskvird
eller nédvindig.

Metoden bygger pé bestimda utgéngsdoser och 4r inte avsedd att tillita berikning av ett exakt
LD, men gor det mojligt att bestimma en exponeringsskala dir déden forvintas intriffa, eftersom
déd hos en del av forsoksdjuren fortfarande ar den huvudsakliga sluteffekten vid detta test. Testre-
sultaten bor mojliggora klassificering i enlighet med kriterierna i bilaga VI. Beroende pé tillviga-
gangssittets sekventiella karaktir kan testet utforas under en langre period 4n det forfarande som
beskrivs i B.1. Den stora férdelen med metoden ir att den kréver ett lagre antal djur 4n bide testet
av akut toxicitet (oralt) (B.1) och den alternativa metoden med fast dos (B.1a).

Se 4ven Allmin inledning, del B.

Definitioner

Se dven Allmin inledning, del B.

Princip fér testmetoden

Testsubstansen ges oralt i en av de bestimda doserna till en grupp férséksdjur. Amnet testas enligt
ett stegvist forfarande, varvid tre djur av samma kén anvinds i varje steg. Det ir inte ndvindigt

att utféra en inledande pil die. Avsaknad eller nirvaro av substansrelaterad déd hos djuren vid
ett steg kommer att bestimma nista steg, dvs.

— inga ytterligare tester krivs,

nista steg kommer att utféras med samma dos men med djur av det motsatta konet,

|

— nista steg kommer att utféras med niarmaste hogre eller ligre dos.

Beskrivning av testmetod

Férberedelser

Friska unga vuxna djur viljs ut slumpvis, mirks for ‘att mojliggéra individuell identifiering och
hélls i sina burar minst fem dagar innan forsdket paborjas f6r att méjliggdra anpassning till labo-
ratorieforhdllandena. Djuren fir hallas i burar i grupper av samma kén och dos, men antalet djur

per bur fir inte paverka mojligheterna till tydliga observationer av vatje individ.

Testsut ges som angsdos till djuren genom sondmatning med magsond eller limplig
intubationskanyl.

Vid behov l6ses eller suspenderas testsubstansen i limplig vehikel. Det rekommenderas att i forsta
hand om maéjligt anvinda vattenlésning eller vattensuspension, dirnist oljeldsning eller oljeemul-
sion (t.ex. majsolja) och direfter méjligen 16sning i andra vehiklar. I friga om icke vattenbaserande
vehiklar bor vehikelns toxiska egenskaper vara kiinda; i annat fall bor dessa bestimmas fore for-
soket.

Djuren bér fasta fore doseringen (t.ex. dver natten i friga om rittor och 3—4 timmar i friga om
moss), daremot far de dricka vatten.
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1.4.2.2
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Forsoksfirbdlianden
Forsoksdjur

Om det inte finns skil diremot anvinds i forsta hand rattor. Honorna skall inte ha fatt ungar och
inte vara draktiga.

Dé undersokningen pabérjas bor viktvariationen mellan de anvanda djuren vara minimal och inte
6verstiga =20 % av vardera kénets genomsnittsvikt.

Antal och kén

Tre djur av samma kon anvinds for varje steg. Vilket som helst av kénen kan anvindas under in-
ledningssteget.

Dosnivaer

Den dosniva som skall anvindas som utgingsdos viljs frin en av de tre fasta dosnivierna, dvs. 25,
200 eller 2 000 mg/kg kroppsvikt. Utgingsdosnivan bor vara den som troligen orsakar déd hos 4t-
minstone nagra av de doserade djuren. Beroende pé vilken utgdngsdos som anvinds kan ett av de
flodesscheman som beskrivs i bilaga 1 anvindas.

Vid val av kén och utgingsdos bor all tillganglig information anvindas, inbegripet information
om strukturaktivitetssamband. Om det enligt informationen &r osannolikt att doden intraffar vid
den hogsta dosnivan (2 000 mg/kg kroppsvikt) bor ett "Limit-test” utféras. Om det inte finns ni-
gon information om det 4mne som skall testas rekommenderas av djurskyddsskil att utgingsdosen
200 mg/kg kroppsvikt anvinds.

Ibland kan det vara 6nskvirt att uppna mer detaljerad information 4n vad som skulle vara mojligt
efter att ha utfort forséket med de tre fasta dosnivaerna 25, 200 och 2 000 mg/kg kroppsvikt. I s-
dana fall far ytterligare tester med de fasta tilliggsdoserna 5, 50 eller 500 mg/kg kroppsvikt &ver-
vigas.

Doser som man vet orsakar uppenbar smirta och lidande pé grund av fritande eller allvarligt irri-
terande verkan behéver inte ges.

Tidsintervallet mellan behandlingsgrupperna bestims med utgingspunkt frin den tidpunkt da
tecken pé toxicitet upptrider, deras varaktighet och hur allvarliga de 4r. Behandling av djur av det
motsatta kénet eller vid nasta dosniva bor inte ske forrdn man férvissat sig om att de tidigare do-
serade djuren Gverlever.

"Limit-test”

Ett "limit-test” pa dosnivan 2 000 mg/kg kroppsvikt far utforas med tre djur av vardera kénet. Om
substansrelaterad déd framkallas kan ytterligare test med 200 mg/kg (eller 500 mg/kg) kroppsvikt
behdva utféras.

Observationsperiod

Djuren bdr normalt observeras under 14 dagar, med undantag fér om djuren behéver tas ur for-
soket och avlivas av djurskyddsskil eller om de hittas déda. Observationsperiodens lingd bor dock
inte faststillas strikt. Den bor bestimmas pa grundval av toxiska reaktioner, nir dessa bérjar visa
sig och aterhamtningsperiodens lingd och kan dirfér férlingas vid behov. De tidpunkter vid vilka
tecken pa toxicitet upptrider och forsvinner ar viktiga, sarskilt om det finns en tendens till for-
dréjda toxiska symtom. Alla observationer skall registeras systematiskt med individuella uppgifter
for varje djur.

Forfarande

Efter fasteperioden bér djuren vigas innan de tillférs testsubstansen. Efter det att testsubstansen
tillforts utfodras inte djuren pa ytterligare 3—4 timmar. Om cn dos tillférs i fraktioner under en
viss period kan det vara nédvindigt att utfodra djuren och ge dem vatten, beroende pa periodens
langd.

Den storsta vitskevolym som kan tillféras vid ett och samma tillfélle beror pa fors6ksdjurens stor-
lek. I friga om gnagare bor volymen normalt inte dverstiga 1 ml/100 g kroppsvikt; i friga om vat-
tenldsningar kan dock 2 ml/100 g kroppsvikt éverviigas. Variationer i testvolymen bor minimeras
genom att koncentrationen justeras for att sikerstilla konstant volym vid alla dosnivier. Om en
enstaka dos inte 4r méjlig fir en dos som tillfors i fraktioner ges under en period pa hogst 24 tim-
mar.

Detaljer i testforfarandet beskrivs i bilaga 1.



1.4.3.1

1432

1433

Allminna observationer

Noggranna kliniska observationer bor goras minst tvd ginger under doseringsdagen eller oftare
om detta ar befogat pa grund av djurets reaktion pé behandlingen, och darefter minst en ging per
dag. Djur som hittas déende och djur som visar tecken pé allvarlig smirta och ihéllande lidande
bor avlivas pa ett skonsamt sitt. Djur som avlivas av humanitira skil skall betraktas pd samma sitt
som djur som avlider till f6ljd av férsdket.

Om djur avlivas av humanitira skal eller patriffas doda skall tidpunkten dé déden intriffade regi-
steras s& exakt som mojliggt. Om djuren fortsitter att visa tecken pé toxicitet kravs ytterligare ob-
servationer. Observationerna skall omfatta hud- och pilsforindringar, 6gon och selmhinnor och
dven respirations- och cirkulationssystem, autonoma och centrala nervsystemet samt motorisk ak-
tivitet och beteendemdnster. Sirskild uppmiirksamhet skall 4gnas 4t observation av skilvningar,
kramper, salivering, diarré, sldhet, somn och medvetsloshet.

Samtliga observationer skall registeras systematiskt med individuella noteringar for varje djur.
Kroppsvikt

Alla djur bor viigas strax innan testsubstansen tillférs och dérefter minst en gng i veckan. Viktfor-
andringar bor beriknas och noteras. Mot slutet av forsoket vigs djuren innan de avlivas skonsamt.

Obduktion

Alla forsdksdjur, inbegripet de som dor under forsoket eller avligsnas fran forsoket, skall obduce-
ras. Alla patologiska férandringar skall noteras for varje djur. Mikroskopisk undersokning av organ
som visar tecken pa patologiska forindringar hos djur som overlevt 24 timmar eller mer far ockséa
dvervigas eftersom undersdkningen kan ge virdefull information.

DATA

Individuella uppgifter for varje djur bér finnas tillgangliga. Dérutéver bor alla uppgifter samman-
fattas i en tabell som f6r varje férsoksgrupp visar antalet anvinda djur, antalet djur som visar
tecken pé toxicitet, antalet djur som pétriffats déda under forsoket eller som avlivats av humaniti-
ra skil, tidpunkten fér déden f6r varje individ, en beskrivning av och tidsférloppet for toxiska ef-
fekter och reversibilitet samt obduktionsresultat.

En allmén vigledning for tolkning av resultaten infor klassificeringen ges i bilaga 2.

RAPPORTERING
Forséksrapport
Forsoksrapporten skall om méjligt innehilla ftjande uppgifter:

Forsoksdjur:

— Art/stam.

— Dijurens mikrobiologiska status, om denna #r kind.
— Dijurens antal, alder och kén.

— Ursprung, forsoksforhillanden, foder etc.

— Djurens individuella vikt vid bérjan av forsdket, dérefter vikten med en veckas mellanrum och
vid forsokets slut.

Forsoksforbdllanden:
— Motivering for val av vehikel, om annan in vatten.

— Utforliga uppgifter om tillférsel av testsubstansen, inbegripet dosvolymer och tidpunkt for do-
sering.

— Utforliga uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet typ och kalla, vattenkalla).

— Motivering for val av utgingsdos.



Resultat:

~— Tabeller over reaktionsdata per kén och dosniva f6r varje djur (dvs. djur som visar tecken pi
toxicitet inbegripet dodsfall samt effekternas art, allvar och varaktighet).

-— Tidsforlopp frén det att tecken pé toxicitet upptrider och om dessa var reversibla for varje in-
divid.

— Obduktionsresultat och eventuella histopatologiska resultat for varje individ, om de finns
tillgangliga.

Diskussion om resultaten.

Stutsatser.

HANVISNINGAR
Denna metod motsvarar OECD TG 423.
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BILAGA 1

FORSOKSFORFARANDE

. I enlighet med punkt 1.4.2.3 br utgdngsdosen vara den dos som sannolikt orsakar déden for atminstone

négra av de doserade djuren. Information som kan anvindas for val av utgdngsdos omfattar f6ljande:
—~ Uppgifter om fysikaliskt-kemiska egenskap

—- Strukturaktivitetssamband.

— Samtliga uppgifter fran andra toxicitetstester.

- Férmodad anvindning av b

. For varje utgangsdos visar de respektive testscheman som omfattas av denna bilaga vilket forfarande som

skall f6ljas. Beroende pa antalet skonsamt avlivade eller déda djur skall frsdksforfarandet folja de angivna
pilarna.

. Om endast ett djur av det motsatta kénet dor vid en utgingsdos pa 25 eller 200 mg/kg kroppsvikt bor det-

ta normalt inte leda till vidare forsok. Om emellertid inga tecken pa toxicitet upptrader hos de 6vriga fem
djuren bér man vid obduktionen beakta méjligheten att mortali inte varit sub 1 d. I sddana
fall bor forsoket fortsittas med dosering pd nidrmast hégre niva.

. Om ett djur per kon dor vid en dos p4 2 000 mg/kg kroppsvikt forvintas LDs-virdet Sverstiga 2 000 mg/

kg kroppsvikt. Eftersom detta r ett gransresultat bor dock reaktionen hos de terstiende tva djuren per
kén observeras gsfullt, och forek en av distinkta, tydliga tecken pa toxicitet hos dessa djur kan

mycket val leda till en klassificering motsvarande ett LDj,-vérde pé 2 000 mg/kg kroppsvikt eller ligre, el-
ler motivera ytterligare tester vid samma dosniva.

. Férfarandet moiliggor forsok med ytterligare tre fasta doser (alternativ 2). Detta alternativ kan antingen an-

vindas for att vilja en alternativ dos vid en given tidpunkt for beslut eller for ytterligare forsok efter att ha
avslutat det aktuella forsoket (alternativ 1). Forsoksforfarandet enligt alternativ 1 anges med pilar i fetstil
medan forsoksforfarandet enligt alternativ 2 anges med tunna pilar.



a) Forsoksforfarande med en utgangsdos pa 25 mg/kg kroppsvikt

25 mg/kg
3 djur
kon 1

200 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur
koén 1

kén 1

23 0-1 2-3 0-1

|

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur
kén 2 kén 2 kon 2

_

0-1

2-3 1 2-3 1 2-3

, 1% ! 0 4

ALTERNATIV 1 Avsiuta forstiket: Klassificeringen baseras pa de virden som anges | detta 13}t eller enligt
: , dentolkning somgesibilaga2 a.

25 mg/kg ] 200 mg/kg ‘ . 2000mgikg I ©
l 1 L 1 l 1

ALTERNATIV 2 Fortsatt thrsdket: Bdrja vid nagon av fBljande fasta dosnivier.

Lﬁ! LLTT il

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur
kon 1 kén 1 kén 1

T T B T T T

23 0-1 23 0-1 2-3 0-1
v Vi v

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur
kon 2 kén 2 kon 2

r \ T T \ \

23 0-1 2-3 0-1 23 0-1
s v s i RV
T T

Avsluta 16rsbket: Klassificeringen baseras p de varden som anges i detta falt
Smo/kg Somgkg L 500 mgikg I @

Forklaring:
0,1,2.3: Antalet déende eller doda djur av vardera konet.




b) Forséksforfarande med en utgdngsdos pa 200 mg/kg kroppsvikt

25 mg/kg
3 djur
kon 1

25 mg/kg
3 djur
kén 2

/1 »w«w Mk»t. Kiassiﬁcsrlngon baseras
den wlkn!ngm ges | bil

200 mg/kg
3 djur
kén 1

2000 mg/kg
3 djur
kén 1

200 mg/kg
3 djur
kén 2

2000 mg/kg
3 djur
kén 2

2-3 0-1

1

a2 b
moww

r;% de v&rﬁen som anges | defia fa&teller enfigt

 ALTERNATIV 2 Fortstt érssket: Boria vid nagan av foljands fasta dosnivaier.

5 mg/kg
3 djur
kén 1

5 mg/kg
3 djur
kén 2

Férklaring:
0,1,2,3: Antalet déende eller doda djur av vardera kdnet.

l

il

50 mg/kg 500 mg/kg
3 djur 3 djur
Kkdn 1 kon 1

T T
2-3 0-1 2-3 0-1
v

50 mg/kg 500 mg/kg
3 djur 3 djur
kon 2 kén 2

T

2-3




c) Forsoksforfarande med en utgdngsdos pa 2000 mg/kg kroppsvikt

25 mg/kg
3 djur
kén 1

2-3

25 mg/kg
3 djur
kén 2

200 mg/kg

2-3

3 djur
kon 1

0-1

2000 mg/kg
3 djur

200 mg/kg

3 djur
kén 2

2-

3 0-1

5 mg/kg
3 djur

Forklaring:
0,1,2,3: Antalet déende eller déda djur av vardera konet.

2000 mg/kg
3 djur
kén 2

50 mg/kg 500 mg/kg
3 djur 3 djur
koén 1 kdn 1
T T T T
2-3 0-1 2-3 0-1
A
500 mg/kg

3 djur
kén 2




BILAGA 2

TOLKNING AV RESULTAT BASERADE PA FORSOK ENLIGT ALTERNATIV 1

De gré falten under faltet: "Avsluta forsoket” i de scheman som dterges i denna bilaga representerar de virden som anvands
vid klassificering. Efter forscksforfarandet enligt alternativ 1 foljs relevant pil nedat till det berdrda gra filtet.

a) Tolkning av resultat baserade pa forsok enligt alternativ 1

Utgéngsdos: 25 mg/kg kroppsvikt

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur
kon 1 kén 1 kon 1
23 0-1 23 0-1
— | — |
200 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur
kén 2 kon 2
] o ! [
o
23 I_ 23 0-1
1
L [ ]

INGA YTTERLIGARE FORSOK
3——] <—3—|
2

'
LDy, s 1 s w0 | s 000 200 |
mg/kg kroppsvikt J 310 I 3OLO [ i , 25I00
I I | I 1 |
[ 25 mgikg | r L :
! } } I ! b I
! 25 mglka I l 200 maka | | 2000 mafkg ” w
| | : | P ! I | 1
! ! ! } | ! } 1
[ 50 mgrkg ” 500 gk ” ©
| P 11 | |
[ 500 mgrkg ]| 1000 mera || 2500 mang || ©

0.1,2,3: Antalet déende eller ddda djur av vardera konet




b) Tolkning av resultat baserade pa foérsék enligt alternativ 1

Utgéngsdos: 200 mg/kg kroppsvikt

25 mg/kg
3 djur
kon 1

2000 mg/kg
3 djur
kon 1

23 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1

I —

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg’kg
3 djur 3 djur 3 djur
kén 2 Kén 2 kon 2

3 (vid 200 med kén 1} andra

v v

T T T I T L T ’
50 200 500 1000 2000

LDy 25 l
mg/kg kroppsvikt 1 :T I I 3(:0 L J J 25:)0

—

e[
l 30 markg
50 moig
{
Forkiaring:

0,1,2,3: Antalet déende eller doda djur av vardera kénet.




¢) Tolkning av resultat baserade pa férsok enligt alternativ 1

Utgangsdos: 2000 mg/kg kroppsvikt

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur
kon 1 koén 1 kon 1

2-3 01 2-3 01 2-3 0-1
g — | — |
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 djur 3 djur 3 djur
kén 2 kén 2 kén 2

23

B

3 (vid 2000 med kon 1) andra

3 (vid 200 med kon 1
{ ) andm l 2 (vid 2000 med kon 1) l

200 | 5(‘)0 1000 2000
I 300 | | I 2500
1

T 1 T 1

000w ,le I
Z e

11

T a
e e A

500 mglkg

Forklaring.
0,1,2,3: Antalet déende eller déda djur av vardera kénet.”




B.6
HUDSENSIBILISERING

METOD
Inledning
Kommentarer:

Testers noggrannhet och forméaga att spéra sidana dmnen som kan orsaka hudallergi hos manni-
skan anses betydelsefulla i ett klassificeringssystem for toxicitet som avser folkhilsan.

Det finns ingen enstaka testmetod som pé ett lampligt sitt kan identifiera samtliga de imnen som
kan vara sensibiliserande och som &r relevant for alla dmnen.

Faktorer som ett amnes fysikaliska egenskaper, inbegripet dess forméga att penetrera huden, skall
beaktas vid valet av test.

Tva typer av test pd marsvin har utvecklats: Ett test av adjuvanstyp i vilket man dstadkommer ett
allergiskt tillstind genom att upplosa eller suspendera (blanda) testsubstansen i Freunds Complete
Adjuvant (FCA), och test av icke-adjuvanstyp.

Adjuvanstester ar sannolikt mer precisa vad giller att forutsaga amnets eventuella kapacitet att or-
saka hudsensibilisering hos ménniskan &n metoder dar inte Freunds Complete Adjuvant anvinds
och de ar darfor att foredra.

Maximeringstest p&d marsvin (GPMT) anvinds ofta som adjuvanstest. Trots att flera andra metoder
kan anvindas for att uppticka ett amnes potentiella férméga att orsaka hudsensibilisering anses
maximeringsforsdket pa marsvin vara den basta metoden.

Icke-adjuvanstester (av vilka Buehler-testet foredras) med manga kemiska klasser anses mindre
kansliga.

1 vissa fall anses det finnas goda skal att vilja Buehler-testet, som innebir lokal applicering i stillet
for den intradermala injektion som anvinds i GPMT. D4 Buehler-testet anviands skall detta vara
vetenskapligt valmotiverat.

Har beskrivs GPMT och Buehler-testet. Andra metoder far anvindas, forutsatt att de 4r vildoku-
menterade och vetenskapligt motiverade.

Om en erkind kontrollunderskning ger positiva resultat, kan testimnet betecknas som potenti-
elit sensibiliserande, och det behover inte vara nddvindigt att genomftra ytterligare test pd mar-
svin. Om en sadan kontrollundersdkning dock ger negativt resultat skall ett test pd marsvin ge-
nomféras enligt det forfarande som beskrivs i denna testmetod.

Se dven Allmian inledning, del B.

Definitioner

Hudjsensibilisering (allergisk kontaktdermatit): En immunologiskt utlést kutan reaktion pé ett 4m-
ne. Hos mianniskan kan reaktionerna kinnetecknas av kldda, hudrodnad, 8dem, blemmor och bla-

sor eller en kombination av dessa. Andra arter kan reagera annorlunda sa att endast hudrodnad
och 6dem observeras.

Induktionsexponering: En forsoksexponering av ett forsksobjekt for en testsubstans i syfte att
inducera hypersensibilitet.

Induktionsperiod: En period pa minst en vecka som féljer efter induktionsexponering di hyper-
sensibilitet kan utvecklas.

Provokationsexponering: En forsoksexponering av ett tidigare behandlat objekt for att testa zmnet
efter en induktionsperiod i syfte att bestimma om objektet reagerar med hypersensibilitet.
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Referensimnen

1 d h

Den tillimpade f6rs6 1S NOZET: och tillforlitlighet bor utvarderas var sjitte manad
genom anvindning av dmnen som é4r kinda for att ha milda till moderata hudsensibiliserings-
egenskaper.

T ett korrekt utfort test bor en reaktion pé minst 30 % i adjuvanstest och minst 15 % i icke-adju-
vanstest forvintas for milda/moderata sensibiliserande dmnen.

Foljande dmnen ir att foredra:

CAS- EINECS- EINECS-namn Vanliga namn
nummer nummer
101-86-0 202-983-3 a-hexylcinnamaldehyd a-hexylcinnamaldehyd
149-30-4 205-736-8 benzotiasol-2-tiol (merkaptoben- | kaptax
zo-tiasol)
94-09-7 202-303-5 benzokain norkain

Da det dr motiverat pa grund av vissa omstindigheter fir andra kontrollimnen som uppfyller ovan
angivna kriterier anvindas.

Princip fér testmetoden

Forsoksdj 1 exp inledningsvis for testst 1 genom intradermala injektioner och/el-
ler epidermal applicering (induktionsexponering). Efter en paus pi 10 —14 dagar (induktionspe-
riod) under vilken en immunreaktion kan utvecklas exponeras djuren for en provokationsdos.
Omfattningen och graden av hudens reaktion pa provokationsexponeringen hos forsoksdjuren
jamfors med den som upptrider hos kontrollgruppens djur som under induktionsexponeringen
fir skenbehandling och darefter utsitts for provokationsexponering.

Beskrivning av testmetoderna

Om det anses nodvindigt att avlagsna testsubstansen gors det med vatten eller en limplig 16sning
utan att befintlig reaktion eller hudens tillstind dndras.

Maximeringstest pd marsvin (GPMT)

Forberedelser

Friska unga vuxna albinomarsvin acklimatiseras till laboratoriemiljé under minst fem dagar fére
forsdket. Fore forsoket viljs djuren ut slumpvis och férdelas i behandlingsgrupper. Pilsen avligs-
nas genom klippning, rakning eller eventuellt kemiskt, beroende pé vilken testmetod som an-
vands. Forsiktighet skall iakttas for att inte skada huden. Djuren vigs innan férsoket pabérjas och
da det avslutas.

Foérsoksforhallanden

Forsoksdjur

Vanliga stammar av albinomarsvin anvinds.

Antal och kén

Hannar och/eller honor kan anvindas. Om honor anvinds skall de inte ha fatt ungar och inte vara
driiktiga.

Minst 10 djur anvinds i behandlingsgruppen och minst fem djur i kontrollgruppen. Om firre 4n
20 testdjur och 10 kontrolldjur har anvints och det inte 4r mojligt att konstatera att testsubstansen
ar hudsensibiliserande, rekommenderas starkt tester med ytterligare djur upp till totait 20 testdjur
och 10 kontrolldjur.
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Dosnivier

Den testsubstanskoncentration som anvinds vid varje induktionsexpondering skall tolereras val av
hela organismen och vara den hégsta nivd som orsakar mild till méttlig hudirritation. Den kon-
centration som anvinds vid provokationsexponering skall vara den hogsta icke-irriterande dosen.
Om nédvindigt, kan de lampliga koncentrationerna faststillas med hijilp av en pilotundersékning
med tvi eller tre djur. For detta indamal bér anvindningen av FCA-behandlade djur beaktas.
Forfarande

Induktion

Dag 0 — behandlingsgrupp

Tre par intradermala injektioner pa 0,1 ml ges i skuldertrakten, dir pilsen avlagsnats, s3 att varje
par injektioner gors pa var sida om mittlinjen.

Injektion 1:a 1:1 blandning (viktprocent) FCA/vatten eller fysiologisk saltldsning.
Injektion 2: Testsubstansen i lamplig vehikel i vald koncentration.

Injektion 3: Testsubstansen i vald koncentration i en 1:1 blandning (viktprocent) FCA/vatten eller
fysiologisk saltlosning.

I injektion 3 l6ses de vattenlosliga imnena i vattenfasen innan de blandas med FCA. Fettlosliga
eller olosliga amnen suspenderas (blandas) i FCA innan de blandas med vattenfasen. Testsubstan-
sens slutliga koncentration skall vara densamma som den i injektion 2.

Injektion 1 och 2 ges med ett kort intervall och nirmast huvudet medan injektion 3 ges i testom-
ridets nedersta del.

Dag 0 — kontrollgrupp

Tre par intradermala injektioner pa 0,1 ml ges i samma omride som pa djuren i behandlingsgrup-
pen.

Injektion 1:a 1:1 blandning (viktprocent) FCA/vatten eller fysiologisk saltlosning.
Injektion 2: Outspadd vehikel.

Injektion 3: En 50 % blandning av vehikeln i en 1:1 blandning (viktprocent) FCA/vatten eller fy-
siologisk saltlosning.

Dag 5—7 — behandlings- och kontrollgrupp

Om “mnet inte 4r hudirriterande behandlas testomradet, efter klippning eller rakning, ungefir 24
timmar fore lokal applicering med 0,5 ml 10 % natriumlaurylsulfat i vaselin i syfte att orsaka lo-
kal irritation.

Dag 6—8 — behandlingsgrupp

Pilsen avligsnas pa nytt frn testomrédet. Testsubstansen i limplig vehikel fordelas pa ett filter-
papper (2 X 4 cm), appliceras pé testomradet och hills i kontakt med huden genom tickande for-
band under 48 timmar. Valet av vehikel skall vara vdlmotiverat. Fasta amnen pulveriseras och in-
forlivas i en lamplig vehikel. Vitskor kan om det 4r lampligt appliceras outspadda.

Dag 6—-8 — kontrollgrupp

Pilsen avlagsnas pé nytt fran testomradet. Vehikeln appliceras pé liknande sitt pé testomradet och
hills i kontakt med huden genom tickande férband under 48 timmar.

Provokation

Dag 20—22 — behandlings- och kontrollgrupp

Pilsen avlagsnas frin behandlings- och kontrolldjurens flanker. En kompress eller kammare inne-
hillande testsubstansen appliceras pa djuens ena flank och, om relevant, en kompress eller kam-

mare innehallande enbart vehikel pa den andra flanken. Kompresserna hills i kontakt med huden
genom tickande férband under 24 timmar.
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1.5.2.3.1

Observation och gradering: Behandlings- och kontrollgrupp

— Cirka 21 timmar efter det att kompressen avligsnats rengdrs det provocerade omradet och
klipps eller rakas och vid behov avligsnas palsen med hérborttagningsmedel.

— Cirka tre timmar senare (ungefir 48 timmar frin det att provokationsexponeringen pébériats)
observeras hudreaktionen och noteras i enlighet med graderingen i bilagan.

— Cirka 24 timmar efter f6regiende observation gérs en andra observation (72 timmar) och resul-
taten noteras.

Blindlisning av test- och kontrolldjur rekommenderas.

Om det 4r nddvandigt for att klargora resultaten fran den forsta provokationen bér en andra pro-
vokation (dvs. en omprovokation) évervigas en vecka efter den forsta, 1 tillimpliga fall med en ny
kontroligrupp. En omprovokation fir ocksi géras pa den ursprungliga kontrollgruppen.

Alla hudreaktioner och ovanliga resultat, inbegripet systematiska reaktioner, som orsakas av
induktions- och provokationsforfarandena bor observeras och noteras i enlighet med graderings-
skalan enligt Magnusson/Kligman (se bilagan). Ovriga férfaranden tex. histopatologisk undersok-
ning eller mitning av hudvecks tjocklek, bor utforas for att klargora tveksamma reaktioner.
Buebler-test

Forberedelser

Friska unga vuxna albinomarsvins acklimatiseras till laboratoriemiljon under minst fem dagar fore
forsoket. Fore forsoket viljs djuren ut slumpvis och fordelas i behandlingsgrupper. Pilsen avlags-
nas genom klippning, rakning eller eventuell kemiskt, beroende pa den testmetod som anvinds.
Forsiktighet skall iakttas for att inte skada huden. Djuren vigs innan forsoket pabdrjas och da det
avslutas.

Forsoksforhiallanden

Forsoksdjur

Vanliga laboratoriestammar av albinomarsvin anvénds.

Antal och kén

Hannar och/eller honor kan anvindas. Om honor anvinds skall de inte ha fatt ungar och inte vara
draktiga.

Minst 20 djur anvinds i behandlingsgruppen och minst 10 djur i kontrollgruppen.
Dosnivier

Testsubstansens koncentration anpassas till den hégsta nivd som djuren har tolererat vil i varje
induktionsstadium och skall vara den hégsta nivd som orsakar mild till uthirdlig hudirritation.
Den koncentration som anvénds vid provokationsexponering skall vara den hogsta icke-irriterade
dosen. Om nédvindigt, kan de lampliga koncentrationerna faststallas med hjalp av en pilotunder-
sékning med tva eller tre djur.

I friga om vattenlésliga testmaterial 4r det lampligt att anvinda vatten eller en icke-irriterande 16s-
ning av anjon-ytaktiva 4mnen som vehikel. I friga om &vriga testmaterial &r 80 % etanol/vatten
att foredra for induktion och aceton for provokation.

Férfarande

Induktion

Dag 0 — behandlingsgrupp

Pilsen avligsnas frin ena flanken (klipps). Testkompressystemet dranks in med testsubstansen i
lamplig vehikel (valet av vehikel skall vara vilmotiveratt om lampligt fir testsubstanser i

vitskeform appliceras outspadda). Testkompressystemet appliceras pa testomradet och hills i kon-
takt med huden med ocklusivkompress eller -kammare och lampligt férband under sex timmar.
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Testkompressystemet skall vara ocklusivt. En bomullskompress ar limplig och kan vara fyrkantig
eller rund och cirka 4 —6 cm?. Fasthillning medelst lampligt forband 4r lampligt for att sikerstilla
ocklusion. Om omslag anvinds kan ytterligare exponering kravas.

Dag 0 — kontrollgrupp

Pilsen avligsnas frin ena flanken (klipps). Endast vehikeln appliceras pa liknande sitt som for be-
handlingsgruppen. Testkompressystemet halls i kontakt med huden genom ocklusivkompress el-
ler -kammare och lampligt forband under sex timmar. Om det kan visas att en simulerad kon-
troligrupp inte krivs kan en oexponerad kontrollgrupp anvindas.

Dag 6—8 och 13—15 — behandlings- och kontrollgrupp

Samma applicering som dag 0 utfors pd samma testomréide (vid behov efter avligsnande av pils)
pé samma flank dag 6—8 och éter dag 13—15.

Provokation
Dag 2729 — behandlings- och kontrollgrupp

Pilsen avligsnas frin den obehandlade flanken pé behandlings- och kontrolldjuren (klippning).
En ocklusivkompress eller -kammare innehéllande limplig méngd testsubstans appliceras vid ma-
ximal icke-irriterande koncentration, pa den bakre obehandlade flanken pd behandli och kon-
trolldjuren.

I relevanta fall appliceras ocksa en ocklusivkompress eller -kammare pé den frimre obehandlade
flanken pa bide behandlings- och k lldjur. Kompresserna eller kamrarna halls i kontakt med

huden genom limpligt forband under sex timmar.

Observation och gradering

— Cirka 21 timmar efter det att komp tagits bort avlig: pilsen frin provokationsomra-
det.

— Cirka tre timmar senare (ungefar 30 timmar efter det att provokationskompressen applicera-
des) observeras hudreaktionerna och noteras i enlighet med graderingen i bilagan.

— Cirka 24 timmar efter 30 timmars-observationen (ungefar 54 timmar efter det att provoka-
tionskompressen applicerades) observeras hudreaktionerna pa nytt och noteras.

Blindlasning av test och kontrolldjur rekommenderas.

Om det 4r nédvandigt for att klargora resultaten frin den forsta provokationen bor en andra pro-
vokation (dvs. en fornyad provokation) verviigas en vecka efter den forsta, i tillimpliga fall med
en ny kontrollgrupp. En férnyad provokation fir ocksé goras pd den ursprungliga kontrollgrup-
pen.

Alla hudreaktioner och ovanliga resultat, inbegripet systemiska reaktioner, som féljer av induk-
tions- och provokationsférfarandena bor observeras och noteras i enlighet med graderingsskalan
enligt Magnusson/Kligman (se bilagan). Ovriga forfaranden, tex. histopatologisk undersdkning el-
ler mitning av hudvecks tjocklek, fir utforas for att klargdra tveksamma reaktioner.

DATA (GPMT OCH BUEHLER-TEST)

Uppgifterna bér sammanfattas i tabellform som i friga om varje djur visar hudreaktioner vid varje
observation.



RAPPORTERING (GPMT OCH BUEHLER-TEST)

Om ett screeningsforsok utfors fore marsvinsforsoket skall en beskrivning av eller hinvisning till
forsoket (t.ex. Local Lymph Node Essay (LLNA), Mouse Ear Swelling Test (MEST), inbegripet
uppgifter om forfarandet, limnas tillsammans med de resultat som erhallits genom forséket och
referensimnena.

Forsoksrapport (GPMT och Buehler-test)

Férsoksrapporten skall om mojligt innehélla foljande uppgifter:
Firsoksdjur:

— Art/stam foér anvinda marsvin.

— Dijurens antal, dlder och kén.

— Harkomst, miljobetingelser, foder etc.

— Dijurens individuella vikt vid forsokets inledning.
Firsoksforhdllanden:

— Metod for forberedelse av kompressomréde.

-~ Uppgift om anvint kompressmaterial och kompressmetod.

— Resultat av férundersdkning med slutsatser om de induktions- och provokationskoncentratio-
ner som skall anvindas i férsGket.

Uppgift om forberedelse av testsubstans, applicering och borttagning.

— Motivering for val av vehikel.

— Vehikel- och testsubstanskoncentrationer som anvinds vid induktions- och provokationsexpo-
nering och den totala méngd “mne som appliceras vid induktion och provokation.

Resultat:

— En sammanfattning av resultaten av den senaste kontrollen av kinslighet och tillforlitlighet (se
1.3), inbegripet uppgift om amne, koncentration och anvind vehikel.

— Resultatet for varje djur inklusive graderingssystem.

— Redogdrelse for arten och graden av observerade effekter.
— Eventuella histopatologiska resultat.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.

HANVISNINGAR
Denna metod motsvarar OECD TG 406.



Bilaga

TABELL:

Graderingsskala enligt Magnusson/Kligman f6r utvirdering av reaktioner pa provokationskom-
presstest

0 = ingen synbar forindring

1 = litt eller méctlig hudrodnad

2 = mattlig till stark hudrodnad

3 = intensiv hudrodnad och svulinad”



B.7 28 DAGARS STUDIE AV TOXICITET MED UPPREPAD ORAL DOSERING

1. METOD

1.1 Inledning

Se Allmén inledning, del B.

1.2 Definitioner

Se Allmén inledning, del B.

1.3 Princip for testmetoden

Testsubstansen tillférs dagligen oralt i gradvist 6kande doser till flera grupper forséksdjur, en
dosniva per grupp, under 28 dagar. Under doseringsperioden observeras djuren noggrant varje
dag efter tecken pa toxicitet. Djur som dor eller avlivas under forsoket obduceras och vid
forsokets slut avlivas de dverlevande djuren och obduceras.

Denna metod lagger storre vikt vid de neurologiska effekterna som sarskild sluteffekt samt
behovet av noggranna kliniska observationer av djuren i syfte att erhalla mesta mojliga
information. Metoden skall identifiera kemikalier med eventuell neurotoxisk verkan vilket kan
motivera mer ingdende undersokningar av den aspekten. Darutéver kan metoden ge indikationer
pa immunologiska och reproduktionstoxiska effekter.

1.4 Beskrivning av testmetoden

1.4.1 Forberedelser

Friska unga vuxna djur véljs slumpvis ut till kontroll- och dosgrupperna. Burarna bor ordnas sa
att eventuella effekter pa grund av deras placering minimeras. Djuren identifieras individuellt
och halls i sina burar minst fem dagar innan forsoket pabérjas for att de skall acklimatisera sig
till laboratoriemiljon.

Testsubstansen tillfors via sondmatning, foder eller vatten. Den metod som valjs for oral
tillférsel beror pa syftet med studien och amnets fysikaliskt-kemiska egenskaper.
Testsubstansen I6ses vid behov i lamplig vehikel. Om mgjligt bor i forsta hand vattenldsning
eller vattensuspension dvervagas, foljt av oljelésning eller oljeemulsion (t.ex. majsolja) samt
darefter andra vehiklar. | fraga om andra vehiklar an vatten skall vehikelns toxiska egenskaper
vara k&nda. Testsubstansens stabilitet i vehikeln bor faststéllas.

1.4.2 Forsoksforhallanden

1.4.2.1 Forsoksdjur

Helst skall rattor anvandas aven om andra gnagare kan anvandas. Vanligen anvanda
laboratoriestammar av unga friska vuxna djur bor anvandas. Honorna skall inte ha fatt ungar och
inte vara draktiga. Doseringen bor inledas snarast maijligt efter avvanjningen och under alla
forhallanden innan djuren &r nio veckor gamla.

Da undersokningen paborjas bor variationen i vikt mellan de anvanda djuren vara minimal och
inte Overstiga £20 % av vardera kdnets genomsnittsvikt.

Om upprepad oralstudie utférs som inledning till en langtidsstudie skall helst djur frdn samma
stam och med samma ursprung anvandas i bada forsoken.

1.4.2.2 Antal och kon

Minst 10 djur (fem honor och fem hannar) bor anvandas for varje dosniva. Om avlivningar ar
inplanerade under forsokets gang bor antalet djur 6kas med det antal som avlivas innan forsoket
slutforts.

Darutover bor en satellitgrupp pa 10 djur (fem av vardera kénet) behandlas med den hdga
dosnivan under 28 dagar och observeras angaende reversibla eller kvarstaende effekter eller
fordrojt upptradande av toxiska effekter under 14 dagar efter det att férsoket avslutats. En
satellitgrupp pa 10 kontrolldjur (fem av vardera konet) skall ocks& anvandas.

1.4.2.3 Dosnivaer

| allmanhet bor minst tre dosgrupper och en kontrollgrupp anvéndas. Med undantag for
behandling med testsubstansen boér djuren i kontrollgruppen hanteras pa exakt samma satt som
djuren i dosgrupperna. Om en vehikel anvands vid tillférsel av testsubstansen bor
kontrollgruppen tillféras vehikeln i den storsta dos som anvéands.



Om det, efter utvardering av andra uppgifter, inte forvantas nagra effekter vid en dos pa 1 000
mg/kg kroppsvikt far ett "limit-test" utféras. Om det inte finns tillgang till relevant underlag far

en pilotstudie genomforas till hjalp for att bestamma doser som skall anvéandas.

Dosnivaerna bor valjas med hansyn till eventuellt befintliga toxicitets- och toxikokinetiska
uppgifter som finns tillgangliga for testsubstansen eller narbeslaktade amnen. Den hdgsta
dosnivan bor valjas i syfte att inducera toxiska effekter utan att orsaka dodsfall eller allvarligt
lidande. Darefter bor dosnivaerna valjas i fallande skala for att pavisa en dosrelaterad reaktion
samt vid den lagsta dosnivan inga pavisbara skadliga effekter (NOAEL - no-observed-adverse
effects). Tva- till fyrdubbla dosintervall ar ofta optimala for att faststalla de fallande dosnivaerna;
tillagg av en fjarde testgrupp ar att foredra framfor anvandning av mycket breda intervall (t.ex.
over faktor 10) mellan dosnivaerna.

For substanser som tillférs via foder eller dricksvatten ar det viktigt att férsakra sig om att de
kvantiteter av testsubstansen som anvands inte stor det normala naringsupptaget eller den
normala vattenbalansen. Nar testsubstansen tillférs via fodret kan man anvanda antingen en
konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosniva i férhallande till djurens kroppsvikt. Det
anvanda alternativet skall anges. For ett amne som tillférs genom sondmatning skall dosen ges
vid samma tid varje dag och vid behov justeras for att halla en konstant dosniva i forhallande till
djurens kroppsvikt.

Om forsok med upprepad oral dosering anvands som forstudie till en langtidsstudie skall samma
foder anvandas i bada férsoken.

1.4.2.4 "Limit-test"

Om ett férsok med en dosniva om minst 1000 mg per kg kroppsvikt och dag eller, vid tillforsel i
foda eller dricksvatten, en motsvarande andel i fodan eller dricksvattnet (baserad pa faststalld
kroppsvikt) och med anvandning av det tillvagagangssatt som beskrivits for denna studie, inte
ger nagra observerbara toxiska effekter och om toxicitet inte forvantas pa grundval av uppgifter
fran strukturellt narbeslaktade amnen, kan en fullstandig undersokning med tre dosnivaer anses
overflodig. Ett "limit-test” anvands utom nar exponering pa manniskor visar att en hogre dosniva
behdvs.

1.4.2.5 Observationsperiod

Observationsperioden bor vara 28 dagar. Djur i en satellitgrupp avsedd for fortsatta
observationer bor hallas i minst ytterligare 14 dagar utan behandling for att fordrojda eller
kvarstaende effekter eller aterhamtning fran toxiska effekter skall kunna upptackas.

1.4.3 Forfarande

Djuren doseras med testsubstansen dagligen sju dagar per vecka under en period pa 28 dagar.
Dosering fem dagar per vecka maste motiveras. Om testsubstansen tillférs genom sondmatning
skall amnet ges till djuren i en enda dos via magsond eller [amplig intubationskanyl. Den stérsta
mangd vatska som kan tillféras vid ett och samma tillfalle beror pa forsoksdjurets storlek.
Volymen bor inte 6verstiga 1 ml/100 g kroppsvikt utom i fraga om vattenlosningar da 2 ml/100 g
kroppsvikt far anvandas. Med undantag for irriterande eller fratande @&mnen som normalt visar
kraftigare effekt med hégre koncentration boér variationer i testvolymen minimeras genom
justering av koncentrationen for att sakerstalla en konstant volym pa alla dosnivaer.

1.4.3.1 Generella observationer

Generella kliniska observationer bor géras minst en gang per dag, helst vid samma tidpunkt(er)
varje dag och med hansyn till de maximalt férvantade effekterna efter dosering. Djurens
halsostatus bor noteras. Minst tva ganger per dag kontrolleras om djur ar doende eller doda.
Doéende djur och djur som lider allvarligt bor avlagsnas, avlivas skonsamt och obduceras.
Noggranna kliniska observationer gors en gang av samtliga djur fére den forsta exponeringen
(for att mojliggora jamforelser pa samma objekt) och darefter minst en gang i veckan. Dessa
observationer bor goras utanfor buren pa en "standardarena” och helst vid samma tidpunkt varje
gang. Observationerna bor noteras noggrant, helst genom att poangsystem som definieras
utforligt av testlaboratoriet. Minimala variationer i forsoksbetingelserna bor efterstravas, och



observationerna skall helst utféras av nagon som inte kanner till behandlingen. De tecken som
noteras bor omfatta, men inte begransas till, forandringar av hud, harrem, 6gon och slemhinnor,
upptradande av sekret och utsondringar samt autonom aktivitet (tarflode, upprest harrem,
pupillstorlek, ovanligt andningsmonster). Forandringar i gang, hallning och reaktion pa hantering
liksom eventuella kramper eller spasmer, stereotypt beteende (t.ex. 6verdrivet putsande,
repetetivt cirklande) eller bisarrt beteende (t.ex. sjalvstympning, baklangesgang) bor ocksa
noteras.

Under den fjarde exponeringsveckan bor den sensoriska reaktionen pa stimuli av olika slag
utfoéras (t.ex. hoérsel-, syn- och djupsensoriska stimuli) liksom bedémning av greppstyrka och
motorisk aktivitet. Ytterligare uppgifter om de férfaranden som kan foljas finns publicerad (se
Allman inledning, del B).

De funktionsobservationer som utférs under den fjarde exponeringsveckan kan utelamnas om en
forstudie genomférs som inledning till ett efterféljande subkroniskt 90-dagarstest. | sddana fall
bor funktionsobservationerna inkluderas i den efterféljande undersokning. A andra sidan kan
tillgang pa uppgifter om funktionsobservationer fran en forstudie med upprepad dosering 6ka
mojligheterna att valja dosnivaer till en efterféljande subkronisk undersokning.

| undantagsfall far funktionsobservationerna ocksa utelamnas fér grupper som annars skulle visa
tecken pa toxicitet i en sadan utstrackning att det vasentligt skulle paverka utférandet av
funktionsforsoket.

1.4.3.2 Kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion

Alla djuren bor vagas minst en gang i veckan. Matning av foder- och vattenkonsumtion bér goras
minst en gang per vecka. Om testsubstansen tillfors via dricksvattnet bor aven
vattenkonsumtionen matas minst en gang i veckan.

1.4.3.3 Hematologi

Foljande hematologiska undersokningar bor goras da testperioden avslutas: hematokrit,
hemoglobinkoncentration, rakning av réda blodkroppar, total- och differentialrdkning av vita
blodkroppar, blodplattsrakning samt ett matt pa koaguleringstid och koaguleringsformaga.
Blodprov bor tas fran ett angivet stélle just fore eller som ett led i avlivningsforfarandet och
forvaras under lampliga forhallanden.

1.4.3.4 Klinisk kemi

Kliniskt kemiska bestdmningar for att undersoka storre toxiska effekter i vavnader, sarskilt
effekter pa lever och njurar, bor utforas pa de blodprov som tas fran samtliga djur strax fore eller
som ett led i avlivningsférfarandet (med undantag for de djur som hittas déende eller avlivas
under forsokets gang). Djuren bor fasta natten fore blodprovstagningen (1). Undersokningar av
serum eller plasma skall omfatta natrium, kalium, glukos, totalkolesterol, urindmne, kreatinin,
totalprotein och albumin, minst tvd enzymer som indikerar effekter pa leverceller (t.ex. alanin-
aminotransferas, aspartat-aminotransferas, alkaliskt fosfatas, gamma-glutamyl-transpeptidas och
sorbitol-dehydrogenas). Matningar av ytterligare enzymer (fran lever eller av annat ursprung)
och gallsyror kan under vissa forhallanden ge anvandbar information.

(1) | fraga om vissa matningar av serum och plasma, sarskilt i fraga om glukos, ar fasta under
natten att féredra. Huvudskalet ar att den 6kade variation som skulle félja av icke-fastande skulle
tendera att dolja mer subtila effekter och forsvara tolkningen. A andra sidan kan fasta under
natten paverka djurens generella metabolism och sarskilt i utfordringsundersokningar stéra den
dagliga exponeringen for testsubstansen. Om djuren far fasta under natten bor de kliniskt
kemiska analyserna goras efter det att funktionsobservationer utforts under forsokets fjarde
vecka.

Foéljande urinanalysbestamningar kan utféras frivilligt under sista veckan av forséket med
samling av urin pa fasta tider: utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, protein,

glukos och blod eller blodceller.

Dessutom bor tester for att understka serummarkérer av allmanna vavnadsskador dvervagas.
Andra bestamningar som bor utféras, om testsubstansens kanda egenskaper kan eller misstanks



paverka narbeslaktade metaboliska profiler, omfattar kalcium, fosfat, fastevarden av
triglycerider, specifika hormoner, methemoglobin och kolinesteras. Dessa behéver identifieras
for amnen inom vissa grupper eller fran fall till fall.

Generellt kravs flexibla tillvagagangssatt beroende pa djurart och pa den observerade eller
forvantade effekten av ett givet amne.

Om historiska basdata ar otillrackliga bor hénsyn tas till hematologiska och kliniskt kemiska
variabler innan doseringen paborjas.

1.4.3.5 Obduktion

Samtliga djur i undersékningen bér underkastas en fullstandig obduktion som omfattar yttre
granskning av kroppen, alla kroppsoppningar liksom kranium, brost- och bukhala samt deras
innehall. Lever, njurar, binjurar, testiklar, bitestiklar, brass, mjalte, hjarna och hjarta fran
samtliga djur skall putsas fran angransande vavnad och deras vatvikt vagas sa snart mojligt efter
dissekering for att undvika uttorkning.

Foljande vavnader och organ bor bevaras i det mest lampade mediet for histopatologiska
undersokningar: alla stora skador, hjarnan (representativa regioner inbegripet storhjarna,
lillhjarna och hjarnbrygga), ryggrad, magsack, tunntarm och tjocktarm (inklusive Peyer's
patches), lever, njurar, binjurar, mjalte, hjarta, brass, skoldkortel, luftstrupe och lungor
(konserverade genom inflation med fixermedel och darefter immersion), kénskoértlar,
accessoriska konsorgan (t.ex. livmoder, prostata), urinblasa, lymfkortlar (helst en lymfkortel som
omfattar tillférselvagen och en annan langt fran tillférselvagen for att tacka systematiska
effekter), perifer nerv (ischias- eller tibialnerven), helst ndra muskeln, och ett snitt av
ryggmargen (alternativt farskt benmargsaspirat). Kliniska eller andra fynd indikerar att
ytterligare vavnader behover undersdkas. Dessutom bor de organ bevaras som pa grund av
testsubstansens kanda egenskaper formodas vara malorgan.

1.4.3.6 Histopatologisk undersokning

En fullstandig histopatologisk undersokning bor utféras pa bevarade organ och vavnader fran
samtliga djur i kontroll- och hégdosgrupperna. Undersékningarna bor utstrackas till djur i alla
andra dosgrupper om behandlingsrelaterade forandringar observeras i de hégre dosgrupperna.
Alla stora skador skall undersokas.

Om en satellitgrupp anvands bor histopatologisk undersokning utforas pa de vavnader och organ
som visat effekter i dosgrupperna.

2. DATA

Individuella data bor tillhandahallas. Darutéver bor alla data sammanfattas i en tabell som anger
antalet djur i varje testgrupp vid forsokets bdrjan, antalet djur som hittats déda under forsoket
eller som avlivats av humanitéra skél samt tidpunkten for avlivning, antalet djur som visar tecken
pa toxicitet, en beskrivning av de tecken pa toxicitet som observerats, inbegripet tidpunkten da
de forst visar sig, duration och hur allvarliga de toxiska effekterna ar, antalet djur som visar
skador, typ av skada och procentandelen djur for varje typ av skada.

Om mojligt bor numeriska resultat utvarderas genom en lamplig och allméant godtagbar statistisk
metod. De statistiska metoderna bor valjas vid utformningen av undersékningen.

3. RAPPORTERING

Forsoksrapport

Forsoksrapporten skall om mojligt innehalla féljande uppgifter:

Forsoksdjur:

- Art/stam som anvants.

- Djurens antal, alder och kon.

- Ursprung, forsoksfohallanden, foder etc.

- Djurens individuella vikt vid forsokets borjan, déarefter varje vecka samt vid forstkets
avslutning.

Forsoksforhallanden:

- Motivering av val av vehikel, om annan an vatten.



- Grund for dosval.

- Utforliga uppgifter om testsubstansens sammansattning och forberedelse av foder, uppnadd
koncentration, preparatets stabilitet och homogenicitet.

- Utforliga uppgifter om tillférseln av testsubstansen.

- Omrakning fran testsubstanskoncentration i foder eller vatten (ppm) till faktisk dos (mg/kg
kroppsvikt och dag) i forekommande fall.

- Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

Resultat:

- Kroppsvikt och férandringar av kroppsvikt.

- Foderkonsumtion och i tillampliga fall vattenkonsumtion.

- Uppgifter om toxiska reaktioner per kén och dosniva, inklusive tecken pa toxicitet.
- Arten, grad och duration av kliniska observationer (reversibilitet skall anges).

- Bedomning av sensorisk aktivitet, greppstyrka och motorisk aktivitet.

- Blodundersokningar med relevanta basvarden.

- Kliniskt kemiska tester med relevanta basvarden.

- Kroppsvikt vid avlivning och organvikt.

- Obduktionsfynd.

- En detaljerad beskrivning alla histopatologiska fynd.

- Absorptionsdata om de finns tillgangliga.

- Statistisk bearbetning av resultaten i tillampliga fall.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.

4. HANVISNINGAR

Denna metod motsvarar OECD TG 407.
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1.2

B. 10. MUTAGENICITET —TEST IN VITRO AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DAGGDJUR

METOD

Denna metod & en kopia av metoden OECD TG 473, Test In Vitro av kromosomavvikelser hos daggdjur
(1997).

INLEDNING

Avsikten med testen av kromosomavvikelser in vitro & att identifiera &mnen som orsakar strukturella
kromosomavvikelser hos odlade daggdjursceller (1)(2)(3). Strukturella avvikelser kan vara av tva typer,
kromosomala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna inducerar avvikelser av kromatidtyp,
men &ven avvikelser av kromosomtyp férekommer. En 6kning av polyploidin kan indikera att ett kemiskt
amne har potential att inducera numeriska avvikelser. Denna metod & dock inte utformad for att méata
numeriska avvikelser och anvands inte rutinméssigt for det d&ndamalet. Kromosommutationer och liknande
handelser &r orsaken till manga genetiska sjukdomar och det finns patagliga bevis for att kromosommutationer
och liknande héndelser som ger upphov till férandringar i onkogener och tumorsuppressorgener i somatiska
celler & inblandade i cancerinduktion hos ménniska och hos forstksdjur.

Test av kromosomavvikelser in vitro kan goras med kulturer av etablerade cellinjer, cellstammar eller priméra
cellkulturer. De celler som anvénds vljs ut pa grundval av tillvéaxtférmaga vid odling, karyotypens stabilitet,
antalet kromosomer, kromosomernas mangfald och den spontana frekvensen av kromosomavvikelser.

Tester som utférsin vitro kraver i allménhet att en exogen kalla fér metabolisk aktivering anvands. Detta
metaboliska system for aktivering kan inte helt och héllet efterlikna de férhallanden som réader i daggdjuret in
vivo. Man bor se till att undvika sddana forhallanden som skulle leda till positiva resultat som inte terspeglar
den verkliga mutageniciteten och kan ha sin orsak i pH-férandringar, osmolalitet eller hég cytotoxicitet

(A(5).

Denna test anvands for att soka efter méjliga mutagener och karcinogener hos daggdjur. Méanga &mnen som &r
positivai detta test & karcinogena hos daggdjur, men det finns ingen perfekt korrelation mellan detta test och
karcinogenicitet. Korrelationen & beroende pé& den kemiska klassen och det finns allt starkare bevis for att det
finns karcinogener som inte detekteras med detta test, eftersom det ser ut som om de verkar genom andra
mekanismer &n direkta DNA-skador.

Se dven Allméan inledning, Del B.
DEFINITIONER

Avvikelse av kromatidtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt i form av brott pa enstaka kromatider
eller brott och aterforening mellan kromatider.

Avvikelse av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och
&terforening, hos b&da kromatiderna pa samma stélle.
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14.1.2

Endoreduplikation: en process dar kérnan efter en S-fas under DNA-replikationen inte vergdr i mitos utan
inleder &hnu en S-fas. Resultatet ar kromosomer med 4, 8, 16, . . . kromatider.

Lucka: en akromatisk skada som & mindre an bredden hos en kromatid, och med ett minimum av
misspassning hos kromatiderna.

Mitotiskt index: den andel celler som ar i metafas delat med det totala antalet celler som kan observerasi en
cellpopulation; en indikation pa graden av tillvéxt hos den popul ationen.

Numerisk avvikelse: en forandring av antalet kromosomer jamfort med det normala antalet karakteristika
hos de celler som anvénds.

Polyploidi: en multipel av det haploida antalet kromosomer () som skiljer sig fran det diploida antalet
(d.v.s. 3n, 4n och savidare).

Strukturell avvikelse: en foréndring i kromosomstrukturen som kan detekteras genom en mikroskopisk
undersokning av celldelningens metafasstadium, och som upptrader i form av deletioner och fragment, interna
eller externa utbyten.

TESTMETODENS PRINCIP

Cellodlingar exponeras for testsubstansen bade med och utan metabolisk aktivering. Vid forutbestamda
intervall, efter att cellodlingen har exponerats for testsubstansen, utfors behandling med ett amne som stoppar
celldelningen i metafas (t.ex. Colcemida eller colchicin). Déarefter skordas cellerna och férgas in, varpa
narvaro av kromosomavvikelser i metafascellerna analyseras mikroskopiskt.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Forberedel ser
Cedller

Ett antal olika cellinjer, stammar eller priméara cellkulturer, inklusive humanceller, kan anvandas (t.ex.
fibroblaster fran kinesisk hamster, perifera blodlymfocyter fran manniskor eller andra daggdjur).

Typ av medium och kultur

Lampliga odlingsmedier och inkubationsférhallanden (odlingskérl, CO,-koncentration, temperatur och
luftfuktighet) bor véljas for odlingarna. Etablerade cellinjer och stammar bor rutinméssigt kontrolleras med
avseende pa stabilitet hos det modala kromosomantalet och franvaro av kontaminerad mykoplasma. Om
kontaminering har skett bor de inte anvandas. Cellernas normala cellcykeltid och de odlingsférhallanden som
anvands bor vara kénda.



1413

14.1.4

1415

1.4.2

1421

Forberedelse av kulturer

Etablerade cellinjer och stammar: celler dras upp fran stamkulturer, inokuleras i ett odlingsmedium som har en
s&dan densitet att kulturerna inte kommer att vaxa samman innan det & dags att skérda, och inkuberas vid
37°C.

Lymfocyter: helblod, behandlat med en antikoagulant (t.ex. heparin) eller separerade lymfocyter som erhdllits
frén friska individer, tillsétts till odlingsmediet, vilket innehaller en mitogen substans (t.ex. fytohemaglutinin),
varpainkubering sker vid 37°C.

Metabolisk aktivering

Celler bor exponeras for testsubstansen b&de i narvaro och franvaro av ett |ampligt metaboliskt system for
aktivering. Det mest anvéanda systemet & en kofaktorstédd post-mitokondriell fraktion (S9) beredd ur lever
fran gnagare vilka behandlats med enzyminducerande &mnen sdsom Aroclor 1254 (6)(7)(8)(9) eller en
blandning av fenobarbiton och R-naftoflavon (10)(11)(12).

Den postmitokondriella fraktionen anvéands vanligen vid koncentrationer i omrédet 1 till 10 % v/v i det
slutliga testmediet. Tillstdndet hos ett system for metabolisk aktivering kan bero pé den klass av kemikalier
som testas. | vissa fall kan det vara lampligt att anvénda mer @n en koncentration av den post-mitokondriella
fraktionen.

Ett antal vidareutvecklingar, inklusive skapandet av genetiskt modifierade cellinjer som uttrycker specifika
aktiverande enzymer, kan erbjuda en potential for endogen aktivering. Valet av de cellinjer som skall anvandas
bor vara vetenskapligt underbyggt (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym for metabolismen
hos testsubstansen).

Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bor I6sas upp i eller blandas med |ampligt [6sningsmedel eller vehikel och spadas ut om
detta & lampligt fore det att cellerna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsdttas direkt till testsystemen
och/eller spadas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvéndas om inte
stabilitetsdata pavisar att lagring &r acceptabelt.

For sdksbetingel ser
L&sningsmedel /vehikel

L ésningsmedlet/vehikeln bor inte kunna misstankas for att reagera kemiskt med testsubstansen och bor vara
forenlig med oOverlevnaden for cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra |6sningsmedel/vehiklar an gangse
brukliga anvénds bor det finnas data som visar att de & kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade
|8sningsmedel/vehiklar i forsta hand bor évervagas nérhelst det & mojligt. N&r substanser som &r instabila i
vatten testas, bor de organiska |6sningsmedel som anvands vara fria fran vatten. Vatten kan avlagsnas genom
tillsats av en molekylsikt.
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Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall dvervédgas né&r den hogsta koncentrationen skall faststallas ar cytotoxicitet,
|6slighet i testsystemet och forandringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bor faststéllas, sdvadl med som utan metabolisk aktivering i huvudexperiment, med hjélp av en
lamplig indikation pa cellernas integritet och tillvéxt, sdsom graden av sammanvéxning, viabilitetsrakning av
cellerna, eller ett mitotiskt index. Det kan vara lampligt att faststélla cytotoxicitet och 16slighet i ett
forberedande experiment.

Minst tre analyserbara koncentrationer bor anvandas. Dér cytotoxicitet upptréder bor dessa koncentrationer
tacka in ett omrade som strécker sig fran maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebar
normalt att koncentrationerna bér separeras av minst en faktor mellan 2 och Q10. Vid tiden for skord av
cellerna bor den hogsta koncentrationen visa en signifikant reduktion i graden av konfluens, cellrékning eller
mitotiskt index (alla stérre &n 50%). Det mitotiska indexet ar endast ett indirekt matt pa
cytotoxiska/cytostatiska effekter och & beorende av tiden efter behandlingen. Det mitotiska indexet & dock
acceptabelt for suspensionskulturer dar andra toxicitetsmatningar kan vara besvérliga och opraktiska.
Information om kinetiken for cellcykler, sdsom medelgenerationstid (AGT), kan anvdndas som extra
information. AGT & dock ett dvergripande medelvérde som inte alltid avslgjar existensen av forsenade
subpopulationer, och den sma 6kningar av medelgenerationstiden kan associeras med en mycket pataglig
senarelaggning av tiden for optimalt utbyte av avvikelser.

For substanser som &r relativt icke-cytotoxiska bdr den maximala testkoncentrationen vara 5 pl/ml, 5 mg/mi
eller 0,01 M, beroende pa vilket av dessa varden som &r det |4gsta.

For relativt oldsliga substanser, som inte ar toxiska vid koncentrationer som ar lagre an koncentrationen déar
oldslighet intrader, bér den hdgsta anvanda dosen vara en koncentration som ligger 6ver |6slighetsgransen i
det avslutande odlingsmediet mot slutet av behandlingsperioden. | vissa fall (t.ex. nér toxicitet endast
upptréder vid koncentrationer som & hogre an den |&gsta ol6sliga koncentrationen) & det lampligt att testa
vid mer an en koncentration med synlig fallning. Det kan vara lampligt att faststalla |16sligheten vid bérjan
och slutet av behandlingen, eftersom |ésligheten kan dndras under det att exponeringen i testsystemet pégar,
beroende pa narvaro av celler, S9, serum, etc. Oloslighet kan detekteras med blotta 6gat. Fallningen torde inte
stéra bestémningen.

Negativa och positiva kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (Iosningsmedel eller vehikel), bdde med och utan metabolisk
aktivering, bor inkluderas i varje experiment. N&r metabolisk aktivering anvands, bor den positiva
kontrollkemikalien vara av en s&dan typ att aktivering kréavs for att ge ett mutagent svar.

Positiva kontroller bor utnyttja en kénd klastogen vid exponeringsnivaer som férvantas ge en reproducerbar
och detekterbar 6kning jamfort med bakgrunden och som demonstrerar kénsligheten hos testsystemet.



Positiva kontrollkoncentrationer bor véljas pa ett sddant sétt att effekterna & tydliga men inte omedelbart
avslgjar identiteten hos kodade utstryksglas for lasaren. | tabellen nedan ges nagra exempel pa positiva
kontrollsubstanser.

Betingelser for metabolisk Substans CAS-nr. EINECS-nr.
aktivering
Franvaro av exogen metabolit M etylmetansulfonat 66-27-3 200-625-0
Aktivering Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
4-Nitroquinolin—N-oxid 56-57-5 200-281-1
Narvaro av exogen metabolit Beng a]pyren 50-32-8 200-028-5
Aktivering Cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
Cykl of osfamidmonohydrat 6055-19-2

Andra ldmpliga positiva kontrollsubstanser kan anvandas. Anvandning av kemiska klassrelaterade positiva
kontrollkemikalier bor 6vervégas nar sidana finns att tillga.

Negativa kontroller, bestdende av |6sningsmedel eller enbart en vehikel i behandlingsmediet, och hanterade pa
samma sitt som behandlingsodlingarna, bor inkluderas var gang som odlingen skordas. Dessutom bor
obehandlade kontroller ocksa anvandas om det inte finns historiska kontrolldata som pavisar att inga skadliga
eller mutagena effekter induceras av det valda |&sningsmed|et.

1.4.3 Forfarande
1431 Behandling med en testsubstans

Prolifererande celler behandlas med testsubstansen i sdval narvaro som franvaro av ett system for metabolisk
aktivering. Behandling av lymfocyter bor inledas nar ca 48 timmar gatt efter den mitogena stimuleringen.

1432 Tva kulturer bor normalt anvandas for varje koncentration, och rekommenderas varmt for negativa
kontrollkulturer eller kontrollkulturer for 16sningsmedel. D& minimala variationer mellan tva kulturer kan
pavisas (13)(14) ur historiska data, kan det vara acceptabelt att en enda kultur anvédnds for varje
koncentration.

Gasformiga eller flyktiga substanser bor testas med hjdlp av 1dampliga metoder, t.ex. test i slutna odlingskarl
(15)(16).



1433

1434

1435

2.1

Tid for skord av odlingen

| det forsta experimentet bor cellerna exponeras for testsubstansen, bade med och utan metabolisk aktivering,
under 3-6 timmar och prov bor tas ut vid en tid som motsvarar ca 1,5 ganger den normala cellcykelns langd
efter det att behandlingen har paborjats (12). Om detta protokoll ger negativa resultat bade med och utan
aktivering, bor ytterligare ett experiment utan aktivering utféras, med kontinuerlig behandling fram till att
provtagning sker vid en tidpunkt som motsvarar ca 1,5 ganger den normala cellcyklens langd. Vissa kemikalier
kan vara enklare att detektera vid behandlings-/provtagningstider som &r léngre & 1,5 cykelléngder. Negativa
resultat med metabolisk aktivering maste bekraftas fran fall till fall. | de fall dér det inte anses nédvandigt att
bekréfta negativa resultat bor detta motiveras.

Kromosomberedning

Cellkulturer behandlas vanligtvis med Colcemid?® eller colchicin under en till tre timmar innan skérdning sker.
Varje cellkultur skdrdas och behandlas separat for preparationen av kromosomer. Kromosomberedning
innefattar hypoton behandling av cellerna, fixering och inférgning.

Analys

Alla utstryksglas, inklusive de med positiva och negativa kontroller, bér kodas upp oberoende av varandra
innan den mikroskopiska analysen utfors. Eftersom fixeringen ofta ger upphov till brott pa en del av de celler
som & i metafas, med atféljande forlust av kromosomer, bor de celler som pétréffas darfor innehdlla ett
centromerantal som &r ekvivalent med det modala antalet + 2 fér alla celltyper. Atminstone 200 vél spridda
metafaser bor férekomma per koncentration och kontroll, med lika fordelning mellan dubbelproven, om det
ar tillampligt. Detta antal kan reduceras nér ett stort antal avvikelser observeras.

Aven om syftet med testet &r att detektera strukturella kromosomavvikelser, & det viktigt att notera
polyploidi och endoreduplikation nér dessa handelser observeras.

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Den experimentiella enheten utgors av cellen, och darfér bor den procentandel av cellerna som uppvisar
strukturella kromosomavvikelser utvérderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bor listas med
antal och frekvenser for experimentella kulturer samt kontrollkulturer. Luckor i DNA-stréngen noteras
separat och rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen for avvikelser.

Samtidiga métningar av cytotoxicitet for alla behandlade och negativa kontrollkulturer i huvudexperimenten
avseende avvikelser bor &ven samlasin.
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Individuella data for kulturen bor tas fram. Dessutom bor alla data sammanstéllasi form av en tabell.

Det finns inga krav pa verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bor klarlaggas genom
fortsatta tester, lampligen vid &ndrade experimentella betingelser. Behovet av att faststélla negativa resultat
har diskuterats under 1.4.3.3. Vid uppfdljningsexperiment bér man 6vervaga att éndra parametrarna i
undersotkningen for att utvidga de beddmda forsoksbetingelserna. De forsoksparametrar som kan modifieras
innefattar koncentrationsstegen och betingelserna fér den metaboliska aktiveringen.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvénds for att bestdmma om ett resultat & positivt, t.ex. en
koncentrationsrelaterad 6kning eller en reproducerbar 6kning av antalet celler med kromosomavvikelser. Man
bor i forsta hand Gvervaga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan anvéndas som en hjép vid
utvérderingen av testresultaten (3)(13). Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda faktor som
besté&mmer om resultatet & positivt.

En 6kning av antalet polyploida celler kan utgora en indikation pa att testsubstansen har potential att inhibera
mitotiska processer och att inducera numeriska kromosomavvikelser. En 6kning av antalet celler med
endoreduplicerade kromosomer kan utgéra en indikation pa att testsubstansen har potential att inhibera
cellcykelns forlopp (17)(18).

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstéende kriterier bedéms sésom icke-mutagen i detta
system.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, s kan i séllsynta fall
uppséttningen av data gora det omgjligt att utfora en otvetydig bedémning med avseende pa testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga experiment som utfors.

Positiva resultat fran testet av kromosomavvikelser in vitro indikerar att testsubstansen inducerar strukturella
kromosomavvikelser hos odlade somatiska daggdjursceller. Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte
inducerar kromosomavvikelser hos odlade somatiska daggdjursceller under de betingelser som rédde under
testet.

RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehalla féljande information:

L 6sningsmedel/vehikel
— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och 16slighet i |6sningsmediet/vehikeln, om detta ar kant



Celler:

cellernas typ och ursprung
den anvénda celltypens karyotypegenskaper och lamplighet
frénvaro av mykoplasma, om detta ar tillampligt

information om cellcykelns langd

bloddonatorernas kén, helblod eller separerade lymfocyter, anvénd mitogen substans

antal passager, om detta & tillampligt
metoder for underhall av cellkulturen, om detta &r tillampligt

det normala antalet kromosomer.

Forsoksbetingel ser :

identitet hos det amne som stoppar celldelningen i metafasen, dess koncentration och cellexponeringens

varaktighet

grund for val av koncentrationer och antalet kulturer som ingdr, t.ex. data for cytotoxicitet och

begrénsningar i 16slighet, om detta finns tillgangligt

mediets sammanséttning, CO,-koncentration, om detta ar tillampligt
testsubstansens koncentration

den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym

inkubati onstemperatur

inkubationstid

behandlingens varaktighet

celldensitet vid inokulering, om detta ar tillampligt

typ och sammanséttning hos det system som anvands for
acceptabilitetskriterier

positiva och negativa kontroller
metoder for preparation av utstryksglas
kriterier for beddmning av avvikelser
antal metafaser som analyserats

metoder for toxicitetsméatningarna

metabolisk aktivering, inklusive

kriterier for nér studierna skall anses vara positiva, negativa eller osékra.



Resultat :

— tecken patoxicitet, t.ex. grad av sammanvéaxning, cellcykeldata, cellrakningar, mitotiskt index
— tecken pa utfallning

— data om behandlingsmediets pH och osmolalitet, om detta har uppmatts

— definition av avvikelser, inklusive luckor i DNA-strangen

— antalet celler med kromosomavvikelser och typ av sadana avvikelser, anangivna separat for varje
behandlad kultur samt kontrollkultur

— forandringar i ploiditet, om detta observerats

— dos/respons-forhéllande, dar det & mojligt

— statistiska analyser, om sédana finns

— samtidiga negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

— historiska negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med variationer, medelvarden och
standardavvikelser.

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B.11. MUTAGENICITET —= TEST IN VIVO AV KROMOSOMAVVIKELSER

| BENMARG HOS DAGGDJUR

METOD

Denna metod &r en kopia av OECD TG 475, Test av kromosomavwvikelser i benméarggigogudgMammalian
Bone Marrow Chromosome Aberration Test (1997)).

INLEDNING

Testet in vivo avseende kromosomawvikelser hos daggdjur anvands for att detektera strukturella
kromosomawvikelser inducerade av testsubstansen i benmargsceller hos djur, vanligen hos gnagare (1)(2)(3)(4).
Strukturella kromosomavvikelser kan vara av tva typer, kromosomala eller kromatida. En 6kning av polyploidin
kan indikera att en kemikalie har potential att inducera numeriska avvikelser. Fér huvuddelen av de kemiska
mutagenerna utgors de inducerade avvikelserna av kromatidtypen, men aven avvikelser av kromosomtyp kan
féorekomma. Kromosommutationer och liknande handelser ar orsaken till madnga genetiska sjukdomar hos
manniska och det finns omfattande bevis for att kromosommutationer och liknande héndelser som ger upphov
till forandringar i onkogener samt att tumdrsuppressorgener &r inblandade i cancer hos méanniska och i
experimentella system.

Gnagare anvands rutinmassigt i detta test. Benmarg ar malvavnaden i detta test, eftersom det ar en mycket
karlrik vavnad som innehaller en cellpopulation med en snabb cellcykel, och déar cellerna enkelt kan isoleras
och bearbetas. Andra arter och malvavnader anvands inte med denna metod.

Detta test av kromosomawvikelser ar sarskilt relevant for att faststélla mutagena risker, eftersom det medger
Overvaganden av faktorér vivo for metabolism, farmakokinetik och processer for DNA-reparationer, &ven om
dessa faktorer kan variera mellan olika arter och vavnader. Etirtegvo ar &ven anvandbart for fortsatta
undersokningar av en mutagen effekt, med detektion genom testiéro.

Om det finns bevis for att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att nd malvavnaden, ar det inte
lampligt att anvanda detta test.

Se aven Allméan inledning, Del B.
DEFINITIONER

Awvikelse av kromatidtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt i form av brott pa enstaka kromatider eller
brott och &terférening mellan kromatider.

Awvikelse av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och aterférening,
hos bada kromatiderna vid samma stélle.

Endoreduplikation: en process dar karnan efter en S-fas under DNA-replikationen inte évergar i mitos utan
inleder &nnu en S-fas. Resultatet a&r kromosomer med 4, 8, 16, . . . kromatider.
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Lucka: en akromatisk skada som ar mindre &n bredden hos en kromatid, och med ett minimum av misspassning
hos kromatiderna.

Numerisk avvikelse: en férandring av antalet kromosomer jamfért med det normala antalet karakteristika hos
de celler som anvéands.

Polyploidi: en multipel av det haploida antalet kromosom&rgom skiljer sig fran det diploida antalet (d.v.s.
3n, 4n, 0.5.v.).

Strukturell avvikelse: en forandring i kromosomstrukturen som kan detekteras genom en mikroskopisk
undersokning av celldelningens metafasstadium, och som observeras i form av deletioner och fragment, interna
eller externa utbyten.

TESTMETODENS PRINCIP

Djur exponeras for testsubstansen genom en lamplig metod fér exponering och de avlivas pa lampliga tider efter
behandlingen. Innan de avlivas behandlas djuren med ett amne som gor att celler stannar upp i metafas (t.ex.
colchicin eller Colcemid). Kromosomberedninger gors sedan fran benmargscellerna och fargas in, varpa celler

i metafas analysas med avseende pa kromosomavwvikelser.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Forberedelser
Val av djurarter

Vanligen anvands rattor, moss och kinesiska hamstrar, &ven om vilket lampligt daggdjur som helst kan
utnyttjas. Man bor vélja de stammar anga, friska vuxna djur som vanligen anvands pa laboratorier. Nar
undersokningen skall paborjas, ar det lampligt att vikitskden mellan djuren &r sa liten som mojligt och den

bor inte dverstiga 20 % av medelvikten for varje kon.

Forhallanden vid férvaring och utfodring

De generella forhallanden som anges i den Allmanna inledningen till del B géller. Man bor dock strava efter en
relativ luftfuktighet pa 50-60 %.

Forberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur valjs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bor
arrangeras pa ett sddant satt att mojliga effekter beroende pa placeringen av burarna blir s& sma som mgjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bor vanjas vid forhallandena i laboratoriet under minst fem dagar.
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Beredning av doser

Fasta testsubstanser bor I6sas upp i eller blandas med lampliga I6sningsmedel eller vehiklar och spadas ut, om
s ar lampligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spadas ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bér anvandas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring ar acceptabel.

Forsdksbetingelser
Lésningsmedel/vehikel

Lésningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivder som anvands och bor inte
kunna misstankas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lésningsmedel/vehiklar &n géangse
brukliga anvands, bor anvandningen av dem ha stod fran data som visar pa deras Kitetp@#rhelst det ar

mojligt rekommenderas att man i férsta hand 6vervager att anvanda vattenbaserade ldsningsmedel/vehiklar.

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (Iosningsmedel/vehikel) bor inga for varje kon i varje test. Férutom
behandling med testsubstansen, bor djuren i kontrollgrupperna hanteras pa ett identiskt satt i forhallande till
djuren i de grupper dar behandling skett.

Positiva kontroller bor ge strukturella avvikelsarvivo vid exponeringsnivaer som forvantas ge en detekterbar
6kning i forhallande till bakginden. Pasiva kontrolldoser bor valjas pa ett sadant satt att effekterna ar tydliga
men att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avsltjas for lasaren. Det ar acceptabelt att den
positiva kontrollen administreras via en annan tillférselvag an testsubstansen och att provtagning endast sker
vid ett enstaka tillfalle. Anvidning av kemiska klassrelaterade itiva kontrollkemikalier kan dessutom
Overvagas nar dessa finns tillgangliga. | tabellen nedan ges nagra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nr. EINECS-nr.
Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4
Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2
Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5
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Negativa kontroller, behandlade enbart med I6sningsmedel eller vehikel, och i dvrigt behandlade pd samma som
som behandlingsgrupperna, bor inkluderas foér varje provtagningstillfélle, om inte acceptabel variabilitet och
frekvens hos celler med kromosomawvikelser hos djuren kan erhallas fran historiska kontrolldata. Om enstaka
provtagning anvands for negativa kontroller, &r den lampligaste tiden det forsta provtagningstillféllet. Dessutom
bor obehandlade kontroller aven anvandas om inte det finns historiska eller publicerade kontrolldata som visar
att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda I6sningsmedlet/vehikeln.

FORFARANDE
Forsoksdjurens antal och kdn

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen maste besta av minst 5 analyserbara djur av varje kon. Det racker
med att testa enbart det ena kdnet, om det vid tiden fér undersdkningens genomférande fitigéataghiga

frdn undersokningar av samma art och dar man har anvant sig av samma exponeringssétt, sd att det gar att visa
att det inte finns nagra substantiella skillnader i toxicitet mellan konen. | de fall dar exponering for kemikalier
hos ménniska kan vara konsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet for vissa lakemedel, bor testet utforas med
forsoksdjur av [ampligt kon.

Behandlingsschema

Testsubstanser administreras med fordel som en enstaka behandling. Testsubstanser kan aven administreras i
form av en delad dos, d.v.s. tvd behandlingar under samma dag med hdgst nagra timmars intervall, fér att
underlatta administrering av en stor volym. Andra doseringsscheman bor vara vetenskapligt motiverade.

Prover bor tas vid tvd separata tillfallen efter behandlimgler en dag. Det forsta provtagnititigillet for

gnagare ligger p& 1,5 ganger den normala cellcykelns langd (den senare &ar normalt 12—-18 timmar) efter
behandling. Eftersom den tid som gér at for upptag och metabolism av testsubstansen, likval som dess effekt pa
cellcykelns kinetik, kan paverka den optimala tiden for detektion av kromosomavwvikelser, s& rekommenderas
att provtagningen senarelaggs till 24 timmar efter det forsta provtagningstillfallet. Om doseringsscheman péa
mer 4n en dag anvands, bor man anvanda en provtagningstid pa 1,5 ganger den normala cellcykelns langd efter
den slutliga behandlingen.

Innan djuren avlivas bor de injiceras intraperitonealt med en lamplig dos av ett amne som stoppar celldelningen
i metafas (t.ex. Colcemideller colchicin). Prov pa forsdksdjur bor dérefter tas vid lampliga intervall. Fér moéss

ar detta intervall ca 3-5 timmar; for kinesiska hamstrar ligger intervallet p& ca 4-5 timmar. Celler skérdas fran
benmaérgen och analyseras med avseende p& kromosomavvikelser.
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Dosnivaer

Om det inte finns nagra lampliga data tillgangliga ochueersokning darfor utfors for att faststalla omfatt-
ningen, boér denna undersokning utféras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kén och
behandlingsschema som senare skall anvandas i huvudundersokningen (5). Vid toxicitet anvands tre dosnivaer
for det forsta provtagningstillfallet. Dessa dosnivaer bor tacka in ett omrade som stracker sig fran maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfallen racker det med att endast den hégsta dosen anvands.
Den hogsta dosen definieras som den dos som producerar tecken pa toxicitet och sa att hogre dosnivaer
baserade pd samma doseringsschema skulle forvantas leda till att forsoksdjuret dér. Substanser med specifika
biologiska verkningar vid laga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena substanser) kan utgora
undantag fran kriterier som &ar dosbestammande och bor utvarderas frdihfiglll Den hdgsta dosen kan dven
definieras som en dos vilken ger upphov till nagon indikation pa toxicitet i benméargen (t.ex. mer &n 50 %
reduktion av mitotiskt index).

"Limit-test”

En fullstandig undersokning med tre dosnivaer kan inte anses vara nodvandig om ett test pd en dosniva pa minst
2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tva behandlingar under samma dag, inte
ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvantas utifrdn data om
strukturellt relaterade substanser. Foér undersokningar med en langre varaktighet ligger gransdosen pa 2 000
mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och 1 000 mg/kg/ kroppsvikt/dag for behandlingar
som varar langre &n 14 dagar. Forvantad exponering av manniskor kan utgéra en indikation p& behovet av att
anvanda en hogre dosniva i ett "limit-test”.

Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjalp av en magsond, en lamplig
intuberingskanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra vagar for exponering kan vara acceptabla dar
de kan motiveras. Den maximala vatskevolymen som kan administreras med hjalp av sondmatning eller
injektion vid ett tillfalle beror pa forsoksdjurets storlek. Volymen bor inte Gverstiga 2 ml/100 g kroppsvikt.
Anvandning av volymer som ar hogre an dessa maste motiveras. Forutom for irriterande eller korrosiva
substanser, som normalt kommer att visa pa stegrade effekter med hogre koncentrationer, bor variationer av
testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen for att sakerstélla att volymen &r konstant vid
alla dosnivéer.

Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivningen tas benmargen ut, tillséatts hypoton I6sning och fixeras. Cellerna sprids sedan ut pa
utstryksglas och fargas in.
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Analys

Det mitotiska indexet bor faststallas som ett matt pa cytotoxicitet hos minst 1 000 celler per djur for alla
behandlade forsoksdjur (inklusive positiva kontroller) och obehandlade forséksdjur for negativ kontroll.

Minst 100 celler bor analyseras for varje forsoksdjur. Detta antal kan reduceras nér ett stort antal avvikelser
observeras. Alla utstryksglas, inklusive de for positiva och negativa kontroller, bér kodas oberoende av
varandra innan de analyseras i mikroskop. Eftersom beredningen av utstryksglas ofta resulterar i brott p& en del
av de celler som &r i metafas med forlust av kromosomer som foljd, bor de celler som patraffas darfor innehalla
ett centromererantal som ar lika med antaletzh

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data for forsdksdjuren bor presenteras i tabellform. Den experimentiella enheten utgors av djuret.

For varje forsoksdjur bor antalet celler som pétraffas, antalet avvikelser per cell och procentandelen celler med
strukturella kromosomawvikelser utvarderas. Antalet och frekvensen av olika typer av strukturella kromosom-

avvikelser bor listas for behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-stradngen noteras separat och
rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen av avvikelser. Om det inte finns nagra bevis for
en skillnad i resultaten mellan kénen, kan data fran bada kénen kombineras for statistisk analys.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvands for att bestamma om ett resultat &r positivt, t.ex. en dosrelaterad
okning i det relativa antalet celler med kromosomawvikelser eller en tydlig 6kning av antalet celler som
uppvisar avvikelser i en grupp som fatt en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfalle. Man bor i férsta
hand Overvaga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjalp vid utvardering
testresultatet (6). Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda faktor som bestammer om resultatet ar
positivt. Tvetydiga resultat bor klarlaggas genom fortsatta tester, lampligen vid andrade experimentella
betingelser.

En o6kning av polyploidin kan utgora en indikation p att testsubstansen har potential att inducera numeriska
kromosomawvikelser. En 6kning av endoreduplikationen kan utgéra en indikation pé att testsubstansen har
potential att inhibera cellcykelns férlopp (7)(8).

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstaende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, s& kan i sallsynta fall
uppséttningen av data géra det omdjligt att utféra en otvetydig bedémning med avseende pa testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga experiment som utfors.

Positiva resultat frAn testet av kromosomavvikelser vivo, indikerar att en substans inducerar
kromosomawvikelser i benméargen hos de arter som testades. Negativa resultat indikerar att testsubstansen,
under dessa forsoksbetingelser, inte inducerar kromosomavvikelser i benméargen hos de arter som testades.

Sannolikheten for att testsubstansen eller dess metaboliter nar ut till det stora kretsloppet eller specifikt till
maélvavnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bor diskuteras.



RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehalla féljande information :

Lésningsmedel/vehikel
— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och I6slighet i I6sningsmedlet/vehikeln, om detta &ar kant

Forsoksdjur:

— art/stam som anvands

— forsoksdjurens antal, alder och kon

— kalla, forhallanden vid forvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos forsoksdjuren vid forstkets borjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvéarde och
standardavvikelse for varje grupp

Forsoksbetingelser:

— positiva och negativa kontroller (vehikel/ldsningsmedel)

— data fran en undersokning av lampligt intervall, om en sadan har utforts

— grund for valet av dosniva

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund for administreringens tillférselvag

— metoder for att verifiera att testsubstansen nadde det stora kretsloppet eller malvivnaden, om detta &r
tillampbart

— omvandling frAn koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta ar tillampbart

— uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet
— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman
— metoder for matningar av toxicitet

— identiteten hos substanser som stoppar cellcykeln i metafas, deras koncentration och behandlingens
varaktighet

— metoder for preparation av utstryksglas
— kriterier for hur avvikelser pavisas
— antalet celler som analyserats per forséksdjur

— kriterier foér bedémning av om undersdkningarna arites negativa eller tvetydiga.



Resultat :

— tecken pa toxicitet

— mitotiskt index

— typ av och antal avvikelser, angivna separat for varje forsoksdjur

— det totala antalet avvikelser per grupp med medelvarden och standardavvikelser
— antalet celler med avvikelser per grupp med medelvarden och standardavvikelser
— forandringar i ploiditet, om nagra séddana har observerats

— dos/respons-férhallande, dar s& ar majligt

— statistiska analyser, om nagra saddana forekommer

— samtidiga negativa kontrolldata

— historiska negativa kontrolldata med omraden, medelvarden och standardavvikelser

— samtidiga positiva kontrolldata
Diskussion av resultaten.
Slutsatser.
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B. 12. MUTAGENICITET — TEST AV MIKROKARNOR IN VIVO | ERYTROCYTER HOS

DAGGDJUR

METOD

Denna metod &r en kopia av testet OECD TG 474, Test av mikrokarnor i erytrocyter dgdjutq Mammalian
Erythrocyte Micronucleus Tes1997)).

INLEDNING

Testet av mikrokarnoin vivo hos daggdjur anvands for detektion av sddana skador pd kromosomer eller p& den
mitotiska apparaten hos erytroblaster som induceras av testsubstansen, genom analys av erytrocyter fran
provtagning pa benmaérg och/eller perifert blod fran djurceller, vanligtvis gnagare.

Avsikten med testet av mikrokarnor &r att identifiera substanser som orsakar cytogen skada, vilket resulterar i
bildning av mikrokarnor som innehaller isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

Nar en erytroblast frAn benmarg utvecklas till en polykromatisk erytrocyt stots huvudkarnan ut. Varje
mikrokérna som har bildats kan bli kvar i den annars karnfria cytoplasman. Visualisering av mikrokarnor
underlattas i dessa celler eftersom de saknar en huvudkarna. En ¢kning av frekvensen av polykromatiska
erytrocyter med mikrokarnor hos behandlade férsoksdjur utgér en indikation pa inducerade kromosomskador.

Benmarg frdn gnagare anvands rutinméassigt i detta test eftersom polykromatiska erytrocyter produceras i sddan
vavnad. Matningen av omogna (polykromatiska) erytrocyter med mikrokarnor i perifert blod @clileptabelt

hos alla arter dar oférmagan hos mjalten att aviagsna erytrocyter med mikrokarnor har kunnat pavisats, eller
som har uppvisat en adekvat sensitivitet for att detektera d&mnen som orsakar strukturella eller numeriska
kromosomawvikelser. Mikrokarnor kan sarskiljas genom ett antal olika kriterier. Dessa innefattar identifiering
av narvaron eller franvaron av en kinetochor eller av centromer-DNA i mikrokarnor. Frekvensen av omogna
(polykromatiska) erytrocyter med mikrokarnor utgér den huvudsakliga slutpunkten. Antalet mogna
(normokromatiska) erytrocyter i perifert blod som innehdller mikrokarnor bland ett givet antal mogna
erytrocyter kan dven anvandas som slutpunkt pa undersokningen, nar forsoksdjur behandlas kontinuerligt under
4 veckor eller langre.

Detta test av mikrok&rndn vivo pa daggdjur ar sarskilt relevant for att faststalla mutagena risker, eftersom det
mojliggdr dvervaganden av faktorer fén vivo metabolism, farmakokinetik och processer fér DNA-
reparationer, aven om sadana faktorer kan variera mellan olika arter, vavnader och genetiska slutpunkter. Ett
testin vivo &r aven anvandbart for fortsatta undersdkningar av en mutagen effekt, med detektionvitett-

system.

Om det finns bevis for att testsubstansen eller en reaktiv metabolit inte kommer att nd malvavnaden, ar det inte
lampligt att anvanda detta test.

Se aven Allman inledning, Del B.
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1.4.1.2

DEFINITIONER

Centromer (Kinetochor): Delar av en kromosom till vilka spindelfibrer ar faatader celldelning, vilket ger
upphov till en ordnad rérelse av dotterkromosomerna mot dottercellernas poler.

Mikrokarnor: Sma extra karnor som &r separata fran cellernas huvudkarna, och som produceras under
mitosens telofas (meios) fran isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

Normokromatisk erytrocyt: Mogna erytrocyter som saknar ribosomer och som kan #faskran onogna,
polykromatiska erytrocyter genom infargning som &r selektiv for ribosomer.

Polykromatisk erytrocyt: Omogen erytrocyt, i ett intermediart utvecklingsstadium, vilken fortfarande
innehaller ribosomer och darfor kan sarskiljas framgma, normokromatiska erytrocyter genom infargning som
ar selektiv for ribosomer.

TESTMETODENS PRINCIP

Forsoksdjur bor exponeras for testsubstansen pa ett lampligt satt. Om benmarg anvands, bor forsoksdjuren
avlivas vid lampliga tider efter behandling, varvid benmarg extraheras, preparationer gors och fargas in
(1)(2)(3)(4)(5)(6)(7). Nar perifert blod anvands, samlas blodet upp vid lampliga tidpunkter efter behandling och
utstrykspreparationer gors, vilka sedan fargas in (4)(8)(9)(10). Vid undersékningar med perifert blod, bor det
gé sa kort tid som mdjligt mellan den sista exponeringen och skorden av cellerna. Preparationerna analyseras
med avseende pa narvaron av mikrokarnor.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Forberedelser
Val av djurarter

Rattor, moss och kinesiska hamstrar anvands vanligen, aven om vilket lampligt daggdjur som helst kan
anvandas. Vid anvandning av perifert blod rekommenderas mdss. Det ar emellertid highaticanvanda

andra daggdjursarter, forutsatt att det ar en art dar mjélten inte avlagsnar erytrocyter med mikrokarnor eller en
art som har uppvisat en adekvat kanslighet nar det galler att detektera @&mnen som kan orsaka strukturella eller
numeriska kromosomavvikelser. Vanligt anvéanda laboratoriestammar av unga, friska forséksdjur bér komma
ifrdga. Vid undersékningens borjan bor vikilgkaden mellan férsoksdjuren vara minimal och inte 6verskrida

+20 % av medelvikten for varje kon.

Forhallanden vid férvaring och utfodring

De generella forhallanden som anges i den allménna inledningen till del B géller. Man bor dock strava efter en
relativ luftfuktighet pa 50-60 %.
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Forberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur véljs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bor
arrangeras pa ett sddant satt att mojliga effekter beroende pé placeringen av burarna blir s& sma& som majligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bor vanjas vid forhallandena i laboratoriet under minst fem dagar.

Beredning av doser

Fasta testsubstanser bor lI6sas upp i eller blandas med lampliga I6sningsmedel eller vehiklar och spadas ut, om
s ar lampligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spadas ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvéandas om inte stabilitetsdata visar att
lagring ar acceptabel.

Forsdksbetingelser
Lésningsmedel/vehikel

Lésningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivaer som anvands och bor inte
kunna misstankas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lésningsmedel/vehiklar &n géangse
brukliga anvands, bor anvandningen av dem ha stod frAn data som visar pa deras kiitetpabiet
rekommenderas att, darhelst det ar mojligt, man i forsta hand dvervager vattenbaserade |6sningsmedel/vehiklar.

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (Iosningsmedel/vehikel) bor inga for varje kon i varje test. Férutom
behandling med testsubstansen, bor djuren i kontrollgrupperna hanteras pa ett identiskt satt i forhallande till
djuren i de grupper dar behandling skett.

Positiva kontroller bor ge mikrokarndm vivo vid de exponeringsnivaer som forvantas ge en detekterbar 6kning

i forhallande till bakgunden. Padsiva kontrolldoser bor véljas pa ett sadant satt att effekterna ar tydliga, men

att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avslojas for lasaren. Det &r acceptabelt att den positiva
kontrollen administreras via en annan tillférselvdg an testsubstansen och att provtagning endast sker vid ett
enstaka tillféalle. Anvadning av kemiska klassrelaterade itiwa kontrollkemikalier kan dessutom dvervagas

nar dessa finns tillgangliga. | tabellen nedan ges nagra exempel p& positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nr. EINECS-nr.
Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-etyl-N-nitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4
Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2
Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5
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Negativa kontroller, behandlade enbart med I6sningsmedel eller vehiklar, och i dvrigt behandlade pa samma sétt
som behandlingsgrupperna, bor inkluderas foér varje provtagningstillfélle, om inte acceptabel variabilitet och
frekvens hos celler med kromosomawvikelser hos djuren kan erhallas ur historiska kontrolldata. Om enstaka
provtagningar anvands for negativa kontroller, & den lampligaste tiden det forsta provtagningstillfallet.
Dessutom bor obehandlade kontroller &ven anvandas om inte det finns historiska eller publicerade kontrolldata
som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda I6sningsmedilet/vehikeln.

Om perifert blod anvands, kan dven ett prov taget innan behandlingen péborjas vara acceptabelt som en
samtidig negativ kontroll, men endast for de korta perifera undersdkningarna av blodL(teX.behandling
(ar)) nar resulterande data ligger inom det forvantade omradet fér den historiska kontrollen.

FORFARANDE
Forsoksdjurens antal och kdn

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen maste besta av minst 5 analyserbara djur av varje kon. Det racker
med att testa enbart det ena kdnet, om det vid tiden for undersdkningens genomférande fitigéataghiga

frdn undersokningar av samma art och dar man har anvant sig av samma exponeringssétt, sd att det gar att visa
att det inte finns nagra substantiella skillnader i toxicitet mellan kénen. | de fall dar exponering for kemikalier
hos ménniska kan vara konsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet for vissa lakemedel, bor testet utforas med
forsoksdjur av [ampligt kon.

Behandlingsschema

Inget standardiserat behandlingsschema (t.ex. 1, 2 eller flera behandlingar med 24 timmars intervall) kan
rekommenderas. Proverna fran utokade doseringsscheman &r acceptabla s lange som en positiv effekt har
demonstrerats for denna typ av undersokning eller, for en negativ undersokning, sé lange som toxicitet har
pavisats eller gransvardesdosen har anviants, och doseringen fortsatte tills det var dags for provtagning.
Testsubstanser kan dven administreras i form av en delad dos, d.v.s. tva behandlingar under en och samma dag
med hogst nagra timmars intervall, fér att pa s satt underlatta administrering av stora volymer med material.

Testet kan utforas pa tva satt:

(@ Forsoksdjur behandlas en gdng med testsubstansen. Prover pa benmaérg tas ut minst tva ganger,
med bdrjan tidigast 24 timmar och senast 48 timmar efter behandling, och med lampliga intervall
mellan proven. Om prover tas tidigare an 24 timmar efter behandling bor detta motiveras. Prover
pa perifert blod tas ut minst tvd ganger, med bérjan tidigast 36 timmar efter behandling, och i
lampliga intervall efter det forsta provet, men inte senare an efter 72 timmar. Nar ett positivt svar
identifieras vid ett provtagningstillfalle, s& &r ytterligare provtagning inte nédvandig.

(b) Om 2 eller flera dagliga behandlingar utférs (t.ex. tva eller flera behandlingar med 24 timmars
intervall), bor prover tas ut en gang mellan 18 och 24 timmar efter den slutliga behandlingen av
benmérgen och en gang mellan 36 och 48 timmar efter den slutliga behandlingen av det perifera
blodet (12).

Prover kan dessutom tas vid andra tidpunkter nar detta ar lampligt.
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Dosnivaer

Om det inte finns nagra lampliga data tillgangliga och @mdersokning darfor utfors for att faststalla
omfattningen, bor denna undersdkning utféras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kén och
behandlingsschema som senare skall anvandas i huvudundersokningen (13). Vid toxicitet anvands tre dosnivaer
for det forsta provtagningstillfallet. Dessa dosnivaer bor tacka in ett omrade som stracker sig fran maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfallen racker det med att endast den hégsta dosen anvands.
Den hogsta dosen definieras som den dos som producerar tecken pa toxicitet och sa att hogre dosnivaer
baserade pd samma doseringsschema skulle forvantas leda till att forsoksdjuret dér. Substanser med specifika
biologiska verkningar vid laga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena substanser) kan utgora
undantag fran kriterier som &ar dosbestammande och bor utvarderas frdihfiglll Den hdgsta dosen kan dven
definieras som en dos vilken ger upphov till ndgon indikation p& toxicitet i benmargen (t.ex. en reduktion av
andelen omogna erytrocyter jamfért med det totala antalet erytrocyter i benmaérgen eller i perifert blod).

"Limit-test”

En fullstandig undersokning med tre dosnivaer kan inte anses vara nodvandig om ett test pd en dosniva pa minst
2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tva behandlingar under samma dag, inte
ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvantas utifrdn data om
strukturellt relaterade substanser. Foér undersokningar med en langre varaktighet ligger gransdosen pa 2 000
mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och pa 1 000 mg/kg/ kroppsvikt/dag fér behandlingar
som varar langre &n 14 dagar. Forvantad exponering av manniskor kan utgéra en indikation p& behovet av att
anvanda en hogre dosniva i ett "limit-test”.

Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjalp av en magsond, en lamplig
intuberingskanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillférselvagar fér exponering kan vara
acceptabla dar de kan motiveras. Den maximala vatskevolymen som kan administreras med hjalp av
sondmatning eller injektion vid etillfalle beror pa forsoksdjurets storlek. Volymen bor inte 6verstiga 2 ml/100

g kroppsvikt. Anvandning av volymer som &ar hogre 4n dessa maste motiveras. Forutom for irriterande eller
korrosiva substanser, som normalt kommer att visa pa stegrade effekter med hogre koncentrationer, bor
variationer av testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen for att séakerstélla att volymen &ar
konstant vid alla dosnivaer.

Beredning av benmarg / blod

Benmargsceller erhalls vanligen fran larbenet eller skenbenet omedelbart efter att djuret avlivats. Normalt
avlagsnas cellerna fran larbenet eller skenbenet, prepareras och fargas in med hjalp av etablerade metoder.
Perifert blod erhélls frdn svansvenen eller ndgon annan lamplig blod&der. Blodceller fargas omedelbart in
supravitalt (8)(9)(10) eller s& gors utstrykspreparationer vilka sedan fargas in. Anvandningen av ett DNA-
specifikt fargamne [t.ex. akridinorange (14) eller Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)] kan eliminera nagra av
de artefakter som ar associerade med anvandning av ett fargamne som inte &r DNA-specifikt. Denna fordel
utesluter inte anvandningen av konventionella fargamnen (t.ex. Giemsa). Ytterligare system [t.ex.
cellulosakolonner for att aviagsna celler med karnor (16)] kan aven anvandas, férutsatt att dessa system har
visat sig fungera pa ett adekvat sétt vid preparation av mikrokarnor i laboratoriet.
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Analys

Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter (omogna + mogna) bestams for varje djur
genom att totalt rdkna minst 200 erytrocyter for benméarg och 1 000 erytrocyter for perifert blod (17). Alla
utstryksglas, inklusive de fran positiva och negativa kontroller, bér ges en oberoeddiad innan analys i
mikroskop utfors. Minst 2 000 omogna erytrocyter per djur underséks med avseende pa férekomst av omogna
erytrocyter med mikrokarnor. Ytterligare information kan erhallas genom att soka efter mogna erytrocyter med
mikrokarnor. Vid analys av utstryksglas bor antalet omogna erytrocyter jamfért med det totala antalet
erytrocyter inte vara mindre &n 20 % av kontrollvérdet. Nar djur behandlas kontinuerligt under 4 veckor eller
mer kan dven minst 2 000 mogna erytrocyter per djur undersékas med avseende péa forekomst av mikrokarnor.
System for automatiserad analys (bildanalys och flédescytometri av cellsuspensioner) ar acceptabla alternativ
till manuell utvardering om lamplig verifiering och validering sker.

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data frdn forsoksdjur bor presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgors av
forsoksdjuret. Antalet omogna erytrocyter som pétraffas, antalet omogna erytrocyter med mikrokérnor, och
antalet omogna bland det totala antalet erytrocyter bor listas separat fér varje djur som analyseras. Nar
forsoksdjur behandlas kontinuerligt under 4 veckor eller mer, bor data 6ver mogna erytrocyter ocksé
presenteras, om dessa har samlats in. Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter och, om
det anses tillampligt, procentandelen av erytrocyter med mikrokarnor, bér anges for varje forsoksdjur. Om det
inte finns nagra bevis for en skillnad i resultaten mellan kénen, kan data frdn bada kénen kombineras for
statistisk analys.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvands for att bestamma om ett resultat &r positivt, t.ex. en dosrelaterad
o6kning av antalet celler med mikrokarnor eller en tydlig 6kning av antalet celler med mikrokarnor hos en grupp
som fatt en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfalle. Man bor i forsta hand évervdga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan anvandas som en hjalp vid utvardering av testresultatet (18)(19).
Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda faktor som bestammer om resultatet ar positivt. Tvetydiga
resultat bor klarlaggas genom fortsatta tester, lampligen vid &ndrade experimentella betingelser.

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sallsynta fall
uppséttningen av data gora det omdjligt att utféra en otvetydig bedémning med avseende pa testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga ganger experimentet upprepas.

Positiva resultat i testet av mikrokarnor tyder pa att substamgkrcerar mikrokarnor som ar ett resultat av en
kromosomal skada eller skada p& den mitotiska apparaten i erytroblasterna hos den art som testas. Negativa
resultat indikerar att testsubstansen, under dessa forstksbetingelser, inte ger tipphitvokarnor i de

omogna erytrocyterna hos den art som testas.

Sannolikheten for att testsubstansen eller ndgon av dess metaboliter skall nd ut i det stora kretsloppet eller
specifikt till malvavnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bor diskuteras.



RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehalla féljande information:

Lésningsmedel/vehikel
— motivering for valet av vehikel

— testsubstansens Idslighet och stabilitet i I6sningsmedlet/vehikeln, om detta ar kant

Forsoksdjur:

— art/stam som anvands

— forsoksdjurens antal, alder och kon

— kalla, forhallanden vid forvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos forsoksdjuren vid forstkets borjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvéarde och
standardavvikelse for varje grupp

Forsoksbetingelser:

— positiva och negativa kontrolldata (vehikel/ldsningsmedel)

— data fran en undersokning av spannvidden, om en sddan har utforts

— grund for valet av dosniva

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund for det satt administreringen sker pa

— metoder for att verifiera att testsubstansen nadde det stora kretsloppet eller malvivnaden, om detta &r
tillampbart

— omvandling av koncentrationen for testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta ar tillampbart

— fodrets och vattnets kvalitet

— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman
— metoder for preparation av utstryksglas

— metoder for méatningar av toxicitet

— kriterier fér bestamning av omogna erytrocyter med mikrokarnor
— antalet analyserade celler per djur

— kriterier foér bedémning av om undersdkningarna anpas negativa eller tvetydiga.



Resultat :

— tecken pa toxicitet

— andelen omogna erytrocyter av det totala antalet erytrocyter

— antalet omogna erytrocyter med mikrokarnor, angett separat for varje djur

— medelvardet standardavvikelse for omogna erytrocyter med mikrokarnor per grupp
— dos/respons-férhallande, narhelst detta ar mojligt

— statistiska analyser och metoder som anvands

— samtidiga och historiska negativa kontrolldata

— samtidiga positiva kontrolldata

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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1.2

B. 13/14. MUTAGENICITET : TEST AV ATERMUTATION HOS BAKTERIER

METOD

Denna metod &r en kopia av OECD TG 471, Omvént bakteriellt mutationstest (Bacterial Reverse Mutation Test
(2997)).

INLEDNING

| detta test av atermutation hos bakterier anvands aminosyraberoende stanBatmanella typhimuriunoch
Escherichia colifér att detektera punktmutationer, vilka innefattar substitution, addition eller deletion av ett
eller nAgra DNA-baspar (1)(2)(3). Testet bygger pa principen att man detekterar mutationer som gor att redan
existerande mutationer i teststammarna gér tillbaka varvid den funktionella férmagan hos bakterierna att
syntetisera en essentiell aminosyra aterstalls. De atermuterade bakterierna detekteras pa grundval av sin
formaga att vaxa i franvaro av den aminosyra som kravs hos den ursprungliga teststammen.

Punktmutationer ar orsaken till manga genetiska sjukdomar hos manniskor och mycket tyder pa att

punktmutationer i onkogener och suppressorgener for tumorer i somatiska celler ar inblandade i bildning av
tumorer hos manniskor och forsoksdjur. Testet av atermutation hos bakterier ar snabbt, billigt och relativt

enkelt att utféra. Manga av testarterna har ett flertal egenskaper som gér dem mera kansliga for detektion av
mutationer inklusive responsiva DNA-sekvenser vid reversionssaten, 6kad cellpermeabilitet for stora molekyler

och eliminering av reparationssystem for DNA eller forstarkning av felbenégna reparationsprocesser for DNA.

Specificiteten hos teststammarna kan erbjuda en del nyttig information om de typer av mutationer som

induceras av genotoxiska amnen. En mycket stor databas med resultat for ett stort antal olika strukturer finns
tillganglig for tester av atermutation hos bakterier och valetablerade metoder har utvecklats for testning av

kemikalier med olika fysisk-kemiska egenskaper, inklusive flyktiga @mnen.

Se aven Allméan inledning, del B.
DEFINITIONER

Ett test av atermutation hos antingerSalmonella typhimuriuneller Escherichia colidetekterar mutation i en
aminosyraberoende stam (histidin respektive tryptofan) vilket ger en stam som &r oberoende av en extern
tillférsel av aminosyror.

Mutagener som ger basparsubstitutionerdr @mnen som orsakar en basforanding i DNA. | ett test av
atermutation kan denna forandring upptrada vid satet for den ursprungliga mutationen eller pa ett andra sate i
det bakteriella genomet.

Mutagener som ger forskjutningar (frameshift) ar &mnen som orsakar addition eller deletion av ett eller
flera baspar i DNA, vilket d& ger en @ndrad avlasningsordning i RNA.
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1.4

INLEDANDE OVERVAGANDEN

Testet av atermutation hos bakterier utnyttjar prokaryota celler, vilka skilier sig frggdflisceller med
avseende pa s&dana faktorer som upptag, metabolism, kromosomstruktur och processer for DNA-reparation.
Tester som utforn vitro kraver i allménhet att det finns en yttre kalla for metabolisk aktivering. Hos system

fér metabolisk aktiveringn vitro kan inte forhallandena for daggdiim vivo efterliknas helt och héllet. Testet

ger darfor ingen direkt information om den mutagena och den karcinogena potensen hos en substans i daggdjur.

Testet av atermutation hos bakterier anvands vanligen som en inledande undersokning av genotoxisk aktivitet
och, i synnerhet, av aktivitet som inducerar punktmutationer. En omfattande databas har demonstrerat att manga
kemikalier som ger positiva resultat i detta test aven uppvisar mutagen aktivitet i andra tester. Det finns
exempel pd mutagena amnen som inte kan detekteras med hjilp av detta test. Skalen till dessa
tillkortakommanden kan tillskrivas den specifika naturen hos den detekterade slutpunkten, skillnader i
metabolisk aktivering, eller skillnader i biotillganglighet. A andra sidan kan faktorer som héjer kansligheten hos
testet leda till en dverskattning av den mutagena aktiviteten.

Testet av atermutation hos bakterier kan visa sig olampligt fér utvardering av vissa klasser av kemikalier sdsom
starkt baktericida &mnen (t.ex. vissa antibiotika) och de som anses (eller ar kanda for att) interferera specifikt
med systemet for cellreplikation hos déaggdjur (t.ex. vissa inhibitorer av topoisomeras och vissa
nukleosidanaloger). | sddana fall kan mutationstester pa daggdjur vara mera lampliga.

Aven om ménga 4mnen som ger positiva resultat i detta test ambgema for daggdijur, ar korrelationen inte
absolut. Den &r beroende pa kemisk klass och det finns karcinogener som inte kan detekteras med hjalp av detta
test, eftersom de verkar genom andra, icke-genotoxiska mekanismer eller mekanismer som saknas i
bakterieceller

TESTMETODENS PRINCIP

Suspensioner med bakterieceller exponeras for testsubstansen i narvaro och i frAnvaro av ett exogent system for
metabolisk aktivering. | plattinkorporeringsmetoden blandas dessa suspensioner med en toppskiktsagar varpa
plattor omedelbart gérs pa minimalmedium. | preinkubationsmetoden inkuberas behandlingsblandningen och
sedan blandas denna med en toppskiktsagar innan plattor gérs pad minimalmedium. | bada metoderna raknas
atermuterade kolonier efter tva eller tre dagars inkubering och jamfors med antalet spontant atermuterade
kolonier pa kontrollplattor med lésningsmedel.

Ett flertal procedurer for att utféra testet av atermutation hos bakterier har beskrivits. Bland de som vanligtvis
anvands ingar plattinkorporeringsmetoden  (1)(2)(3)(4), preinkubationsmetoden  (2)(3)(5)(6)(7)(8),
fluktueringsmetoden (9)(10) och suspensionsmetoden (11). Modifikationer for testning av gaser eller &ngor har
tidigare beskrivits (12).
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De procedurer som beskrivs i metoden hanfor sig primart till plattinkorporerings- och preinkubationsmetoder.
Inga av dem &r acceptabla for att genomfora experiment bdde med och utan metabolisk aktivering. Vissa
substanser kan detekteras mer effektivt med hjalp av preinkubationsmetoden. Dessa substanser tillhor kemiska
klasser som innefattar korta kedjor med alifatiska nitrosaminer, tvvarda metaller, aldehyder, azofarger och
diazoforeningar, pyrolizidinalkaloider, allylféreningar och nitroféreningar (3). Det ar &ven kéant att vissa klasser
av mutagener inte alltid detekteras med hjalp av standardprocedurer sdsom plattinkorporeringsmetoden eller
preinkubationsmetoden. Dessa bor uppfattas som "speciella fall” och det rekommenderas varmt att alternativa
procedurer anvands for detektionen av dem. De foljande "speciella fallen” bér identifieras (tillsammans med
exempel pa procedurer som kan anvandas for detektionen av dem): azofarger och diazoféreningar (3)(5)(6)(13),
gaser och flyktiga kemikalier (12)(14)(15)(16) samt glykosider (17)(18). En avvikelse fran standardproceduren
méste vara vetenskapligt motiverad.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Forberedelser
Bakterier

Nya kulturer med bakterier bor far vaxa till sig fram till den sena exponentiella eller tidiga stationara
tillvaxtfasen (ingefar 16 celler per ml). Kulturer som befinner sig i sen stationar fas bor inte anvandas. Det ar
viktigt att de kulturer som anvands i experimentet har en hog titer medligligga bakterier. Titern kan fas fram
antingen ur tillvaxtkurvor fran historiska kontrolldata, eller ur varje forsék genom att bestamma antalet
livsdugliga celler med hjalp av ett utstrykningsexperiment.

Den rekommenderade inkubationstemperaturen &ar 37°C.

Minst fem bakteriestammar bor anvandas. Dessa bor inkludera fyra stam@atyghimurium(TA 1535; TA

1537 eller TA97a eller TA97; TA98; och TA100) som har visat sig vara tillforlitiga och ge erodeerbar

respons i olika laboratorier. Dessa fyra stammar S typhimuriumhar GC-baspar vid det priméara
atermutationsstallet och det ar kant att de inte kan detektera vissa oxiderande mutagener, tvarbindande amnen
och hydraziner. Sddana substanser kan detekteras med hj&p ali WP2-stammar elleS. typhimurium

TA102 (19) som har ett AT-baspar vid det primara atermutationsstéllet. Den rekommenderade kombinationen
av stammar ar darfor:

e S.typhimuriunTA1535,

e S.typhimuriunTA1537 eller TA97 eller TA97a,

e S.typhimuriunTA98,

e S. typhimuriunTA100, och

e E.coliWP2 uvrA, ellerkE. coliWP2 uvrA (pKM101), ellelS. typhimuriunTA102.

For att kunna detektera tvarbindande mutagener kan det vara lampligt att inkludera TA102 eller att ocksa
anvanda en DNA-reparationsduglig stamEacoli [t.ex. E. coliWP2 ellerE. coliWP2 (pKM101)]
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Etablerade procedurer for beredning av baskulturer, markdrverifiering och lagring bér anvandas. Behovet av
aminosyror for tillvixten bor pavisas for varje frusen preparation av baskulturer (histidin for stamrar av
typhimuriumoch tryptofan fér stammar a. coli). Andra fenotypiska karakteristika bor kontrolleras pa
liknande satt, namligen narvaron eller frnvaron av R-faktorplasmider dar detta &r lampligt [d.v.s. ampicillin-
resistens i stammarna TA98, TA100 och TA97a eller TA97, WP2 uvrA och WP2 uvrA (pKM101) och
ampicillin + tetracyklinresistens i stammen TA102]; narvaron av karakteristiska mutationer (d.v.s. rfa-mutation

i S. typhimuriumgenom kanslighet for kristallviolett och uvrA-mutationE. coli eller uvrB-mutation iS.
typhimuriumgenom kéanslighet for ultraviolett ljus) (2)(3). Stammarna bér dven ge spontant atermuterande
plattrakningar av kolonier inom de frekvensomrdden som kan forvantas fran laboratoriets historiska
kontrolldata och helst inom det omrade som rapporteras i litteraturen.

Medium

Anvand en lamplig minimalagar (t.ex. innehéllande Vogel-Bonner minimalmedium E och glukos) och ett
agartoppskikt som innehdller histidin och biotin eller tryptofan, s& att nagra stycken celldelningar skall kunna
ske (1)(2)(9).

Metabolisk aktivering

Bakterier bor exponeras for testsubstansen bade i narvaro och franvaro av ett lampligt system for metabolisk
aktivering. Det vanligaste systemet som anvands ar en post-mitokondriell fraktion dar en ktfisietivs (S9)

vilken beretts ur lever frAn gnagare vilka behandlats med enzyminducerande dmnen sdsomilABLldn(2)

eller en kombination av fenobarbiton och R—naftoflavon (18)(20)(21). Den post-mitokondriella fraktionen
anvands vanligen vid koncentrationer i omradet frAn 5 till 30 % v/iv i S@diingen. Valet av och
betingelserna hos ett system for metabolisk aktivering kan bero pa den klass av kemikalier som testas. | vissa
fall kan det vara lampligt att anvdnda mer an en koncentration av den postmitokondriella fraktionen. For
azofarger och diazoamnen, kan anvandning av ett reduktivt system for metabolisk aktivering vara lampligare
(6)(13).

Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bor lI6sas upp i eller blandas med lampliga I6sningsmedel eller vehiklar och spadas ut, om
detta ar lampligt, fére det att bakterierna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsattas direkt till testsystemen
och/eller spadas ut fére behandling. Nygjorda beredningar bér anvandas om inte stabilitetsdata visar att lagring
kan accepteras.

Lésningsmedel/vehiklar bor inte kunna misstankas for att reagera kemiskt med testsubstansen och bor vara
forenliga med bakteriernas dverlevnad samt S9-aktivitet (22). Om man anvander andra lésningsmedel/vehiklar
an gangse brukliga, boér anvandningen av dem ha stod fran data som visar pa deras KitetpBigshelst det

ar mojligt, rekommenderas att man i forsta hand évervager vattenbaserade I6sningsmedel/vehiklar.
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Forsoksbetingelser
Teststammar (se 1.5.1.1)
Exponeringskoncentration

Cytotoxiciteten och Iésligheten i den slutliga behandlingstitangen ar nagra av de kriterier som man maste ta
hansyn till vid bestdmningen av den hdgsta méngd av testsubstansen som skall anvandas.

Det kan vara bra att bestdmma toxicitet och I6slighet i ett forberedande experiment. Cytotoxicitet kan detekteras
genom en minskning av antalet atermuterande kolonier, en uttunning eller minskning av batityréxids,

eller graden av dverlevnad hos de behandlade kulturerna. Cytotoxiciteten hos en substans kan andras i narvaro
av system for metabolisk aktivering. Oldslighet bor faststéllas som en utféllning i den slutliganiyigen,

under de verkliga foérsoksbetingelserna och skall vara synlig for blotta 6gat.

Den maximala rekommenderade testkoncentrationen for l6sliga icke-cytotoxiska substanser ar 5 mg/platta eller
5 pl/platta. For icke-cytotoxiska substanser som inte &r 6sliga vid 5 mg/platta eller 5 pl/platta, bor en eller flera
av de koncentrationer som testas vara oldsliga i den slutliga behandlindsiiigen. Testsubstanser som &r
cytotoxiska redan under 5 mg/platta eller 5 pl/platta bér testadiligm cytotoxisk koncentration. Fallningen

torde inte stora bestamningen.

Minst fem olika analyserbara koncentrationer av testsubstansen bér anvandas, med ungefar halva log-intervall
(d.v.s.v10) mellan testpunkterna for ett inledande experiment. Mindre intervall kan vara lampliga nar ett
koncentrationssvar haller pa att undersokas. Testning dver en koncentration pa 5 mg/platta eller 5 pl/platta kan
Overvagas vid utvardering av substanser som innehdller avsevarda mangder av potentiellt mutagena
fororeningar.

Negativa och positiva kontroller

Samtidiga stamspecifika positiva och negativa kontroller (Iosningsmedel eller vehikel), bdde med och utan
metabolisk aktivering, bor inkluderas i varje forsok. Positiva kontrollkoncentrationer som visar pa det effektiva
utfallet fér varje forsok bor véljas.

For forsok dar ett system for metabolisk aktivering anvands, bér den positiva kontrollreferenssubstansen véljas
pa basis av de typer av bakteriestammar som anvands.

De féljande substanserna utgér exempel pa lampliga positiva kontroller for férsok med metabolisk aktivering:

CA-nummer EINECS-nummer Namn
781-43-1 212-308-4 9,10-dimetylantracen
57-97-6 200-359-5 7,12-dimetylbensantracen
50-32-8 200-028-5 bers]pyren
613-13-8 210-330-9 2-aminoantracen
50-18-0 200-015-4 cyklofosfoamid
6055-19-2 cyklofosfoamidmonohydrat




Foljande substans ar en lamplig positiv kontroll fér den reduktiva metaboliska aktiveringsmetoden:

573-58-0

209-358-4

dngorott

2—aminoantracen boér inte anvindas som den enda indikatorn pd effektiviteten hos S9-blandningen. Om 2-
aminoantracen anvands, bér varje sats av S9 aven karakteriseras med en mutagen som kraver metabolisk

aktivering med hjalp av mikrosomala enzymer, t.ex. balpsfren, dimetylbensantracen.

Foljande substanser utgdr exempel p& sortspecifika positiva kontroller for forsék som utférsxogmmee
system fér metabolisk aktivering:

CAS-nummer EINECS-nummer Namn Sort
26628-22-8 247-852-1 natriumazid TA 1535 och TA 100
607-57-8 210-138-5 2-nitrofluoren TA 98
90-45-9 201-995-6 9-aminoakridin TA 1537, TA 97 och TA
97a
17070-45-0 241-129-4 ICR 191 TA 1537, TA97 och TA
97a
80-15-9 201-254-7 kumenhydroperoxid TA 102
50-07-7 200-008-6 mitomycin C WP2 uvrA och TA102
70-25-7 200-730-1 N-etyl-N-nitro-N- WP2, WP2uvrA och
nitrosoguanidin WP2uvrA(pKM101)
56-57-5 200-281-1 4-nitroquinolin-1-oxid WP2, WP2uvrA och
WP2uvrA(pKM101)
3688-53-7 furylfuramid plasmidinnehallande
sorter
(AF2)

Andra lampliga positiva kontrollreferenssubstanser kan anvandas.ndniwigen av kemiska klassrelaterade
positiva kontrollkemikalier bor 6vervagas nar sddana finns att tillga.

Negativa kontroller, bestdende av enbart I6sningsmedel eller vehikel, utan testsubstans, och i évrigt hanterade
pa samma satt som foér de behandlade grupperna, bér inkluderas. Obehandlade kontroller bor dessutom dven
anvandas, om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga farliga eller mutagena effekter induceras
av det valda Iésningsmedlet.
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Forfarande

Vid plattinkorporeringsmetoden (1)(2)(3)(4), utan metabolisk aktivering, blandas vanligen 0,05 ml eller 0,1 ml
av testlésningarna, 0,1 ml av farsk bakteriekultur (innehallande ungefdivé@ugliga celler) och 0,5 ml av

steril buffert med 2,0 ml av toppskiktsagar. For ett forsok med metabolisk aktivering blandas vanligen 0,5 ml
av en metabolisk aktiveringsblandning, vilken innehaller en adekvat mangd postmitokondriell fraktion (i
omradet fran 5 till 30 % v/iv i den metaboliska aktiveringstalaingen), med toppskiktsagar (2,0 ml),
tillsammans med bakterierna och testsubstansen/testlosningen. Innehallet i varje ror blandas och halls Gver ytan
pa en minimalagarplatta. Toppskiktsagarn tillats att stelna innan inkubering sker.

For forinkubationsmetoden (2)(3)(5)(6), forinkuberas testsubstansen/testlésningen med teststammen
(inneh&llande ungefar fdivsdugliga celler) och steril buffert eller med system fér metabolisk aktivering (0,5
ml), vanligen under 20 min. eller langre v80-37°C, innan den blandas med toppskiktsagarn och halls uppa
ytan p& en minimalagarplatta. Vanligen blandas 0,05 eller 0,1 ml av testsubstansen/testlésningen, 0,1 ml
bakterier och 0,5 ml av S9-blandningen eller steril buffert blandat med 2,0 ml av toppskiktsagar. Réren bor
luftas under forinkubationen med hjalp av en skakmaskin.

For att méjliggora en rimlig uppskattning av variationen bor tre plattor anvandas vid varje dosniva. Anvandning
av tva plattor ar acceptabelt nar detta ar vetenskapligt motiverat. Forlust av en enstaka platta innebar inte
nddvandigtvis att ett forsok blir ogiltigt.

Gasformiga eller flyktiga substanser bor testas med lampliga metoder, sdsom i slutna karl (12)(14)(15)(16).
Inkubering

Alla plattor i en given assay bor inkuberas vid 37°C und8+72 timmar. Efter inkubationsperioden réknas
antalet &termuterande kolonier per plattor.
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DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bor presenteras som antalet atermuterande kolonier per platta. Antalet atermuterande kolonier pa saval
negativa (I6sningsmedelskontroll och obehandlad kontroll, om en s&dan anvands) och positiva kontrollplattor
bor aven anges. Individuella plattrakningar, medelantalet for de atermuterande kolonierna per platta och
standardavvikelsen bor uppges for saval testsubstansen som for positiva och negativa (obehandlade och/eller
(I6sningsmedels-) kontroller.

Det finns inget krav pa verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bor klarlaggas genom fortsatta
tester, lampligen vid &ndrade experimentella betingelser. Negativa resultat maste bekraftas fran fall till fall. | de
fall dér det inte anses nddvandigt att bekrafta negativa resultat bor detta motiveras. Vid uppfdljningsexperiment
bdr man dvervaga att andra parametrarna i undersokningen for att utvidga de bedémda forstksbetingelserna. De
forsoksparametrar som skulle kunna modifieras innefattar koncentrationsindelningen, metoden fér behandling
(plattinkorporering eller férinkubation i vatska), och betingelser for metabolisk aktivering.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvands for att bestdmma om ett resultat ar positivt, t.ex. en
koncentrationsrelaterad okning 6ver hela det testade omradet och/eller en reproducerbar 6kning, vid en eller
flera koncentrationer, av antalet atermuterande kolonier per platta for minst en stam, med eller utan ett system
for metabolisk aktivering (23). Man bor i forsta hand Overvaga resultatets biologiska relevans. Statistiska
metoder kan anvandas som en hjélp vid utvardering av testresultatet (24). Statistisk signifikans bér dock inte
vara den enda faktor som bestdmmer om svaret ar positivt.

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppséttningen av data i
séllsynta fall gora det omgjligt att utfora en otvetydig bedomning med avseende pa testsubstansens aktivitet.
Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur madnga ganger experimentet upprepas.

Positiva resultat fran testet av atermutation hos bakterier indikerar att substadseerar punktmutationer
genom bassubstitutioner eller forskjutningar i genomet hos antir@gmonella typhimuriumoch/eller
Escherichia coli.Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte a&r mutagen hos den testade sorten under
dessa forsoksbetingelser.



RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Foljande information maste inga i testrapporten:

Lésningsmedel/vehikel:
— motivering for valet av I6sningsmedel/vehikel

— testsubstansens Ioslighet och stabilitet i I6sningsmedlet/vehikeln, om detta ar kant.

Stammar:
— stammar som anvénds
— antalet celler per kultur

— Kkarakteristika for stammen

Forsoksbetingelser:

— mangd av testsubstansen per platta (mg/platta eller pl/platta) med grund for val av dos och antal plattor per
koncentration

— anvanda medier

— typ och sammanséttning hos det system som anvands for metabolisk aktivering, inklusive
acceptabilitetskriterier

— behandlingsprocedurer.

Resultat :

— tecken pa toxicitet

— tecken pé utfallning

— individuella plattrakningar

— medelantalet termuterande kolonier per platta och standardavvikelse
— dos/respons-férhallande, dar detta ar mojligt

— statistiska analyser, om nagra saddana finns

— samtidiga negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvarden och
standardavvikelser

— historiska negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvarden och
standardavvikelser

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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1.2

B. 17. MUTAGENICITET — TEST AV GENMUTATIONER HOS DAGGDJURSCELLER IN VITRO

METOD

Denna metod &r en kopia av OECD TG 476, Test av genmutationer lgugljdéscellerin vitro (In Vitro
Mammalian Cell Gene Mutation Test (1997)).

INLEDNING

Genmutationstesten vitro for daggdjursceller kan anvandas for att detektera genmutationer som inducerats
med hjalp av kemiska substanser. Lampliga cellinjer innefattar L5178Y muslymfomceller, CHO-, CHO-AS52-
och V79-linjerna fran kinesiska hamsterceller och TK6 lymfoblastoidceller fran manniska (1). | dessa cellinjer
méter de vanligast anvinda genetiska slutpunkterna mutation av tymidinkinas (TK) och hypoxanthinguanin
fosforibosyltransferas (HPRT), och en transgen av xanthin-guanin fosforibosyltransferas (XPRT).
Mutationstesterna TK, HPRT och XPRT detekterar olika spektra av genetiska héndelser. Den autosomala
lokaliseringen av TK och XPRT kan gtra det mojligt att detektera genetiska handelser (t.ex. stora deletioner)
som inte detekteras vid HPRT-lokuset pa X-kromosomer (2)(3)(4)(5)(6).

| genmutationstesteh vitro for daggdjursceller kan kulturer med etableradiimjer eller celltyper anvandas.
De celler som anvands valjs ut pa basis av tillvaxtférmaga vid odling och stabilitet med avseende pa& spontan
mutationsfrekvens.

Tester som utforsn vitro kraver i allménhet att en exogen kélla for metabolisk aktivering anvands. Detta
system for metabolisk aktivering kan inte fullt ut efterlikna férhallandienavo hos daggdijur. Forsiktighet bor
iakttagas sa att man undviker forhallanden som skulle kunnatidasultat som inte avspeglar den verkliga
mutageniciteten. Positiva resultat som inte avspeglar den verkliga mutageniciteten kan uppkomma fran
forandringar i pH, osmolalitet eller hég cytotoxicitet (7).

Detta test anvands for att undersokajligé mutagener och kansogener i daggdjur. Manga amnen som &r
positiva i detta test ar kandbgena i daggdjur. Det foreligger dock ingen perfekt korrelation mellan detta test
och karcinogenicitet. Korrelationen ar beroende pa den kemiska klassen och det finns allt fler bevis for att det
finns karcinogener som inte detekteras med hjalp av detta test, eftersom de verkar upptréda genom andra, icke-
genotoxiska mekanismer eller mekanismer som ar franvarande i bakterieceller (6).

Se aven Allméan inledning, Del B.
DEFINITIONER

Framatmutation: en genmutation fran den parentala typen till den mutanta formen, vilket ger upphov till en
forandring eller en forlust av den enzymatiska aktiviteten i funktionen hos det protein som bildas.

Mutagener som ger basparsubstitutioner: substanser som orsakar substitution av ett eller flera baspar i
DNA.

Forskjutnings (frameshift)-mutagener: substanser som orsakar addition eller deletion av ett eller flera baspar
i DNA-molekylen.
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Fenotypisk expressionstid: en period under vilken celler som nyligen muterat toms pa oférandrade
genprodukter.

Mutantfrekvens: antalet mutanta celler som observerats, delat med antalet livskraftiga celler.

Relativ total tillvaxt: ©6kningen av antalet celler dver tiden jamfért med en kontrollpopulation av celler,
berdknat som produkten av suspensitiméxten i forhallande till den negativa kontrollen, ganger
kloningseffektiviteten i forhallande till den negativa kontrollen.

Relativ suspensionstillvaxt: 6kning av cellantalet delat med expressionsperioden i relation till den negativa
kontrollen.

Viabilitet: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna vid tiden for utstryk pa platta, under selektiva
betingelser efter expressionsperioden.

Overlevnad: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna nar utstryk pa platta sker vid
behandlingsperiodens slut. Overlevnaden uttrycks vanligen i forhallande till éverlevnaden hos kontrollens
cellpopulation.

TESTMETODENS PRINCIP

Celler som lider brist p& tymidinkinas (TK), beroende p& mutationed” T TK™, &r resistenta mot de
cytotoxiska effekterna av pyrimidinanalogen trifluortymidin (TFT). Celler med val fungerande tymidinkinas ar
kansliga for TFT, eftersom TFT ger upphov till inhibering av cellmetabolismen och stoppar fortsatt celldelning.
Mutanta celler kan sdledes utvecklas i narvaro av TFT, medan daremot normala celler, som innehaller
tymidinkinas, inte klarar detta. Celler som lider brist p& HPRT eller XPRT kan pa liknande satt véljas ut genom
resistens mot 6-tioguanin (TG) eller&&aguanin (AG). Egenskaperna hos testsubstansen bér noggrannt gas
igenom om en basanalog eller ett &amne som &r relaterat till det selektiva A&mnet testas i nagot av testerna for
genmutationer i daggdjursceller. Exempelvis bor varje misstankt selektiv toxicitet hos testsubstansen mot
mutanta och icke-mutanta celler undersiékas. Det sétt som det selekterande systemet/amnet fungerar pd, maste
séledes bekréftas nar man testar kemikalier som &r strukturellt relaterade med det selektiva &mnet (8).

Celler i suspension eller kulturer i form av ett enkelskikt exponeras for testsubstansen, bdde med och utan
metabolisk aktivering, under en lamplig tidsperiod och sitideras for att bestdmma cytotoxiciteten och for

att tillata fenotypisk expression innan mutantvalet sker (9)(10)(11)(12)(13). Cytotoxiciteten bestams i vanliga
fall genom att mata den relativa kloningseffektiviteten (6verlevnad) eller den relativa totala tillvaxten for
kulturerna efter behandlingsperioden. De behandlade kulturerna bibehalls i ett tillvaxtmedaen en
tillrackligt 1ang tid, karakteristisk for varje selekterat lokus och celltyp, for att tillata i det naArmaste optimal
fenotypisk expression av inducerade mutationer. Mutationsfrekvensen bestams genom att inockulera ett kant
antal celler i ett medium som innehdller det selektiva amnet for detektion av mutanta celler, och i ett medium
utan selektivt amne for bestamning av kloningseffektiviteten (viabiliteten). Efter en lamplig inkubationstid
raknas cellerna. Mutationsfrekvensen erhélls frdn antalet mutanta kolonier i selektivc medium och antalet
kolonier i icke-selektivt medium.
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BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Forberedelser
Celler

Det finns ett antal olika celltyper som kan anvéndas i detta test, inklusive subkloner frdn L5178Y, CHO, CHO-
AS52, V79 eller TK6-celler. De celltyper som anvands i detta test bér ha en demonstrerad kanslighet mot
kemiska mutagener, en hdg kloningseffektivitet och en stabil spontan mutationsfrekvens. Cellerna bor
kontrolleras med avseende pa kontaminering frdn mykoplasma och bér inte anvandas om kontaminering skett.

Testet bor utformas pa ett sddant satt att det har en forutbestamd kanslighet och styrka. Antalet celler, kulturer
och koncentrationer av testsubstansen som anvands bor reflektera dessa definierade parametrar (14). Det minsta
antalet livskraftiga celler som Gverlever behandlingen och anvands vid varje stadium av testet b6r baseras pa
den spontana mutationsfrekvensen. En generell regel ar att anvanda ett cellantal som ar minst tio ganger det
inverterade vardet av den spontana mutationsfrekvensen. Det rekommenderas dock att’rogtkrizhvands.
Adekvata historiska data for det cellsystem som anvands bor vara tillgangliga for att kontrollera att testet ger
reproducerbara resultat.

Betingelser for media och kulturer

Lampliga kulturmedia och inkubationsbetingelser (odlingskérl, temperatur,-k@@entration och
luftfuktighet) bor anvandas. Mediet bor véljas ut i enlighet med de selektiva system och celltyper som anvands i
testet. Det ar sarskilt viktigt att betingelserna for kulturerna valjs pa ett sddant satt att man sakrar en optimal
celltillvaxt cellernaunder expressionsperioden och en forméilydildning av kolonier fér bade mutanta och
icke-mutanta celler.

Forberedelse av kulturer

Celler dras upp fran stamkulturer, inockuleras i ett odlingsmedium och inkuberas vid 37°C. Innan de anvands i
detta test kan kulturerna behdva tvattas rena fran redan existerande mutanta celler.

Metabolisk aktivering

Celler bor exponeras for testsubstansen bade i narvaro och franvaro av ett lampligt system for metabolisk
aktivering. Det system som vanligen anvands ar en postmitokondriell fraktiortifsatts en kofaktor (S9),
beredd ur levern frdn gnagare vilka behandlats med enzyminducerande amnen sasom A2&6dlor
(15)(16)(17)(18) eller en kombination av fenobarbiton och R—naftoflavon (19)(20).

Den postmitokondriella fraktionen anvands vanligen vid koncentrationer i omiaddt % v/v i det slutliga
testmediet. Valet av och betingelserna for ett system for metabolisk aktivering kan vara beroende av klassen av
kemikalier som testas. | vissa fall kan det vara lampligt att anvdnda mer &n en koncentration av den
postmitokondriella fraktionen.

Ett antal vidareutvecklingar, inklusive konstruktion av genetiskt modifierade cellinjer som uttrycker specifika
aktiverande enzymer, kan ge en potential for endogen aktivering. Valet aMlohgecesom anvands bor vara
vetenskapligt motiverat (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym fér metabolismen av
testsubstansen).
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Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bér I6sas upp i eller blandas med lampliga I6sningsmedel eller vehiklar och spadas ut fére
det att cellerna behandlas, om detta ar lampligt. Flytande testsubstanser kan tillsattas direkt till testsystemen
och/eller spadas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen boér anvandas om inte
stabilitetsdata tyder pa att lagring kan accepteras.

Forsdksbetingelser
Lésningsmedel/vehikel

Lésningsmedlet/vehikeln bor inte kunna misstankas for att reagera kemiskt med testsubstansen och bor vara
forenlig med 6verlevnaden for cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra l6sningsmedel/vehiklar &n géngse
brukliga anvands boér det finnas data som visar att de ar kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade
lI6sningsmedel/vehiklar i forsta hand bor dvervagas narhelst det ar mojligt. Nar substanser som &r instabila i
vatten testas, bor de organiska l6sningsmedel som anvands vara fria frn vatten. Vatten kan avlagsnas genom att
tillsats av en molekylsikt.

Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall 6vervagas nar den hdgsta koncentrationen skall faststéllas ar cytotoxicitet, 16slighet
i testsystemet och forandringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bor faststallas saval med som utan metabolisk aktivering i huvudexperimentet med hjalp av
lamplig indikation pd cellernas integritet och tillvaxt, sdsom relativ kloningseffektivitet (6verlevnad) eller
relativ total tillvéxt. Det kan vara lampligt att faststélla cytotoxicitet och l6slighet i ett forberedande experiment.

Minst fyra analyserbara koncentrationer bér anvandas. Dar cytotoxicitet upptrader bor dessa koncentrationer
tacka in ett omrade som stracker sig frdn maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebar
normalt att att koncentrationsnivaerna bér separeras av minst en faktor mellanv2@a®m den maximala
koncentrationen ar baserad pa cytotoxicitet bor detta da resultera i uagefzd % (men inte mindre an 10 %)

relativ dverlevnad (relativ kloningseffektivitet) eller relativ total tillvéaxt. For relativt icke-cytotoxiska
substanser, bor den maximala testkoncentration vara 5 mg/ml, 5 pl/ml eller 0,01 M, beroende pa vilket som ar
det lagsta.

Relativt oldsliga substanser bor testas upp till eller 6ver sin l6slighetsgndgasr odlingsbetingelserna for
kulturen. Bevis for oldslighet bér bestdmmas i det slutliga behandlingsmediet for vilket cellerna exponeras. Det
kan vara lampligt att faststalla l16sligheten vid behandlingens bérjan och slutpunkt, eftersom Idsligheten kan
férandras under exponeringsforloppet i testsystemet beroende pa narvaron av celler, S9, serum, etc. Oloslighet
kan detekteras med hjalp av blotta 6gat. Fallningen torde inte stéra bestdmningen.

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (I6sningsmedel eller vehikel), bdde med och utan metabolisk
aktivering, bor inkluderas i varje experiment. N&r metabolisk aktivering anvands, bor den positiva
kontrollkemikalien vara av sadant slag att den kraver aktivering for att ge ett mutagent svar.



| tabellen nedan ges nagra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Betingelser for Lokus Substans CAS-nr. EINECS-nr.
metabolisk aktivering
Franvaro av exogen HPRT Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
metabolisk aktivering
Etylnitrosurea 759-73-9 212-072-2
TK (smé och Metylmetansulfonat 66-27-3 200-625-0

stora kolonier)

XPRT Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7

Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Nérvaro av exogen HPRT 3-Metylkolantren 56-49-5 200-276-4

metabolisk aktivering
N-Nitrosodimetylamin 62-75-9 200-549-8
7,12-Dimetylbensantracen 57-97-6 200-359-1

TK (sma och Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4

stora kolonier)
Cyklofosfoamidmonohydrat| 6055-19-2

Benspg]pyren 50-32-8 200-028-5

3-Metylkolantren 56-49-5 200-276-5

XPRT N-Nitrosodimetylamin (for 62-75-9 200-549-8

hoga nivaer av S-9)
Benspg]pyren 50-32-8 200-028-5

Andra lampliga referenssubstanser for positiv kontroll kan anvandas, t.ex. om ett laboratorium har en historisk
databas med 5-brom-2’-deoxiuridifCAS-nr.

50-14-3, EINECS-nr.

200-4153-9skulle &aven denna

referenssubstans kunna anvandas. Anvandning av kemiska klassrelaterdive postrollkemikalier bor
Overvagas nar sddana finns att tillga.

Negativa kontroller, bestdende av enbart ett I6sningsmedel eller en vehikel i behandlingsmediet och behandlade
pa samma satt som behandlingsgrupperna bor inkluderas. Dessutom bor aven obehandlade kontroller anvandas,
om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det

valda I6sningsmedlet.
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Forfarande
Behandling med testsubstansen

Prolifererande celler bor exponeras for testsubstansen bade med och utan metabolisk aktivering. Exponering
bor ske under en lAmplig tidsperiod (normalt ar titlesex timmar effektivt). Exponeringstiden kan utstréckas
over en eller flera cellcykler.

Antingen en eller tva behandlade kulturer kan anvandas vid varje koncentration som testas. Nar enstaka kulturer
anvands, bor antalet koncentrationer 6kas sa att ett adekvat antal kulturer sakerstalls for analys (t.ex. minst 8
analyserbara koncentrationer). Tva negativa (Iosningsmedels-) kontrollkulturer bér anvandas.

Gasformiga eller flyktiga substanser bor testas med hjalp av lampliga metoder, sdsom slutna odlingskarl
(21)(22).

Métning av 6verlevnad, viabilitet och mutantfrekvens

Mot slutet av exponeringsperioden tvattas cellerna och odlas for att bestdmma éverlevnad och for att medge att
den mutanta fenotypen uttrycks. Matning av cytotoxicitet, genom en bestdmning av den relativa
kloningseffektiviteten (6verlevnad) eller relativa totala tillvaxten for kulturerna, initieras normalt efter
behandlingsperioden.

Varje lokus har definierade krav pd minimitid, s& att narmast optimal fenotypisk expression av nyligen
inducerade mutanter medges (HPRT och XPRT kraver minst 6—-8 dagar och TK minst 2 dagar). Celler odlas
ofta i ett medium med och utan selektiva amnen for att sdval antalet mutanter som kloningens effektivitet skall
kunna bestdmmas. Matningen av \ldéten (anvands for att berdkna mutantfrekvensen) initieras vid slutet av
expressionstiden genom utstryk pa platta i ett icke-selektivt medium.

Om testsubstansen ar positiv i testet L5178Y"TH6r storleksmatning av kolonierna utféras p& &tminstone en

av testkulturerna (den hogsta positiva koncentrationen) och pa de negativa och positiva kontrollerna. Om
testsubstansen ar negativ i testet L5178Y"TKoor storleksmatning av kolonierna utforas p& de negativa och
positiva kontrollerna. lindersokningar dar TK6TK anvands, kan storleksmatning av kolonierna utforas aven
dar.



2.1

2.2

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bor inkludera en bestdmning av cytotoxicitet och viabilitet, rakning av kolonier och mutantfrekvenser for
de behandlade kulturerna och kontrollkulturerna. Om testet L5178Y gét ett positivt svar, pavisas kolonier
utifran kriterier for sma och stora kolonier for &tminstone en koncentration av testsubstansen (hogsta positiva
koncentrationen) och fér de negativa och positiva kontrollerna. Den molekylara och cytogenetiska naturen hos
bade stora och sma mutanta kolonier har undersokts mycket ing&ende (23)(24). | té&tpéiKas kolonier

utifran kriterier for normal tillvaxt (stora) och langsam tillvaxt (sma) av kolonier (25). Mutanta celler som har
utsatts for den mest omfattande genetiska skadan uppvisar forlangda dubbleringstider och bildar darfor sma
kolonier. Denna skada stracker sig typiskt i en skala fran forlust av hela genen till karyotypiskt synliga
kromosomawvikelser. Induktion av mutanter som ger sma kolonier har associerats med kemikalier som
inducerar omfattande kromosomawvikelser (26). Mutanta celler som &r mindre allvarligt paverkade véaxer med
hastigheter liknande de som parentala celler uppvisar och bildar stora kolonier.

Overlevnad (relativa kloningseffektiviteter) eller relativ total tillvaxt bér anges. Mutantfrekvensen bor uttryckas
som antalet mutanta celler per antalet celler som Overlever.

Individuella data for kulturerna bor anges. Alla data boér dessutom sammanfattas i tabellform.

Det finns inget krav pa verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bor klarlaggas genom fortsatta
tester, lampligen vid &ndrade experimentella betingelser. Negativa resultat maste bekraftas fran fall till fall. | de
fall dér det inte anses nodvandigt att bekrafta ett negativt resultat bor detta motiveras. Vid tvetydiga eller
negativa resultat bor man vid uppféljningsexperiment dvervaga att &ndra parametrarna i undersékningen for att
utvidga de beddmda forsoksbetingelserna. Forsdksparametrar som kan behdva modifieras inkluderar
koncentrationsstegen och villkoren for metabolisk aktivering.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATET

Det finns ett flertal kriterier som anvands for att bestdmma om ett resultat ar positivt, t.ex. en
koncentrationsrelaterad 6kning eller en reproducerbar 6kning i mutationsfrekvensen. Man bor i férsta hand
Overvaga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjéalp vid utvardering testresultatet.
Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda faktor som bestdmmer om resultatet ar positivt.

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstaende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sallsynta fall
uppséttningen av data gora det omdjligt att utféra en otvetydig bedémning med avseende pa testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga ganger som experimentet upprepas.

Positiva resultat fran testet av genmutatioimevitro hos daggdijursceller indikerar att testsubstansen inducerar
genmutationer i de odlade daggdjursceller som anvands. Bttypé®ncentrationssvar som ar reglucerbart

ar mycket meningsfullt. Negativa resultat indikerar att testsubstanseder forsoksbetingelserna, inte
inducerar genmutationer i de odlade daggdjursceller som anvands.



RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Foljande information maste inga i testrapporten:

Lésningsmedel/vehikel
— motivering for valet av vehikel/ldsningsmedel

— testsubstansens stabilitet och I6slighet i I6sningsmedlet/vehikeln, om detta &ar kant

Celler:

— cellernas typ och kalla

— antalet cellkulturer

— antalet cellpassager, om detta ar tillampligt

— metoder for bibehallande av cellkulturen, om detta &r tillampligt

— frénvaro av mykoplasma.

Forsoksbetingelser:

— grund for val av koncentrationer och antalet kulturer inklusive t.ex. data for cytotoxicitet och
I6slighetsbegransningar, om dessa finns att tillga

— mediernas sammansattning, £kbncentration

— testsubstansens koncentration

— den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym
— inkubationstemperatur

— inkubationstid

— behandlingens varaktighet

— celldensitet under behandlingen

— typ och sammanséttning hos det system som anvands for metabolisk aktivering, inklusive
acceptabilitetskriterier

— positiva och negativa kontroller

— expressionsperiodens varaktighet (inklusive antalet celler som inokulerats, samt subkulturer och scheman
for naringstillférsel, om detta ar tillampligt)

— selektiva &mnen
— kriterier for nar tester skall anses som positiva, negativa eller tvetydiga
— metoder som anvands for att rakna antalet livskraftiga och muterade celler

— definition av kolonier vars storlek och typ skall beaktas (inklusive kriterier for "sma” och “stora” kolonier,
dar detta ar tillampligt).



Resultat :

— tecken pa toxicitet

— tecken pé utfallning

— data for pH och osmolalitatnder det att exponering for testsubstansen sker, om sddana data har uppmatts
— koloniernas storlek (i de fall de raknats) fér tminstone negativa och positiva kontroller

— laboratoriets méjligheter att detektera mutanter som ger sma kolonier med L5178Y-syistemet, dar
detta ar tillampligt

— dos/respons-férhallande, dar detta ar mojligt
— statistiska analyser, om sadana finns
— samtidiga negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

— historiska negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata med intervall, medelvarden och
standardavvikelser

— mutationsfrekvens
Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B.23. SPERMATOGONIAL TEST AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DAGGDJUR

METOD

Denna metod &r en kopia av testet OECD TG 483, Spagoaial test av kromosomavvikelser hos daggdjur
(Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration TES97)).

INLEDNING

Andamaélet med testet av spermatogoniala avvikdtseivo hos daggdjur, &r att identifiera de substanser som
orsakar strukturella kromosomavvikelser i spermatogoniala celler hos daggdjur (1)(2)(3)(4)(5). Strukturella
awvikelser kan vara av tva typer, kromosomala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna
inducerar avvikelser av kromatidtyp, men aven avvikelser av kromosomtyp férekommer. Denna metod &r inte
utformad for att méata numeriska awvikelser och anvands inte rutinmassigt for detta andamal.
Kromosommutationer och relaterade handelser &ar orsaken till madnga genetiska sjukdomar hos manniskor.

Detta test mater kromosomhandelser i spermatogoniala konsceller och forvantas darfor utgdra en forutsagelse
pa induktion av atfiga mutationer i konsceller.

Gnagare anvands rutinmassigt i detta test. Detta cytogenetiskan teisto detekterar kromosomavvikelser i
spermatogoniala mitoser. Andra malceller omfattas inte av denna metod.

For att detektera avvikelser av kromatidtyp i spermatogoniala celler, bor den forsta mitotiska celldelningen efter
behandlingen understkas innan dessa skador forloras i de paféljande celldelningarna. Ytterligare information
frdn behandlade spermatogoniala stamceller kan erhallas genom meiotisk kromosomanalys av avvikelser av
kromosomtyp vid diakinesmetafas |, nar de behandlade cellerna férvandlas till spermatocyter.

Dettain vivo-test ar utformat for att underséka om mutagener for somatiska celler &ven ar aktiva i kénsceller.
Det spermatogoniala testet ar dessutom relevant for att faststélla risken fér mutagenicitet, eftersom det medger
att faktorer forin vivo metabolism, farmakokinetik och reparationsprocesser fér DNA beaktas.

Ett antal generationer av spermatogonier finns narvarande i testikeln med ett spektrum av kanslighet for kemisk
behandling. De awvikelser som detekteras representerar alltsa ett samlat svar pa behandladegep&iaat
cellpopulationer, dar de mera talrika differentierade spermatogoniala cellerna 6vervager. Olika generationer av
spermatogonier kan dar komma i kontakt med det stora kretsloppet. Om detta sker eller ej avgors av deras
position inne i testikeln, beroende pa& den fysiska och fysiologiska Sertoli-cellbarriaren och pa
blod/testikelbarriaren.

Om det finns bevis for att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att na fram till malvavnaden,
ar det inte lampligt att anvanda detta test.

Se aven Allman inledning, Del B.
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1.4.1.2

1.4.13

DEFINITIONER

Awvikelse av kromatidtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott pa enstaka kromatider eller brott
och aterforening mellan kromatider.

Awvikelse av kromosomtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott, eller brott och aterférening, pa
bada kromatiderna pd samma stélle.

Lucka: en akromatisk skada som &ar mindre an bredden pa en kromatid, och med ett minimum av misspassning
hos kromatider.

Numerisk avvikelse: en forandring av antalet kromosomer frn det normala antalet som &r karakteristiskt for
det forsoksdjur som anvands.

Polyploidi: en multipel av det haploida kromosomantalst$om skiljer sig fran det diploida antalet (d.v.®, 3
4n,0.s.V.).

Strukturell avvikelse: en férandring av kromosomstrukturen som &r detekterbar med hjalp av en mikroskopisk
undersokning av metafasstadiet vid celldelning, observerad i form av deletioner, interna eller externa utbyten.

TESTMETODENS PRINCIP

Forsoksdjur exponeras for testsubstansen genom ett lampligt exponeringssatt och avlivas sedan vid en lamplig
tid efter behandling. Innan avlivningen sker, behandlas férsksdjuren med en substans som gor att celldelningen
stannar upp i metafas (t.ex. colchicin eller Colced)idkromosomberedninger gors sedan fran konsceller och
fargas in, varpa de celler som &r i metafas analyseras med avseende pa kromosomavwvikelser.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Forberedelser
Val av djurarter

Handjur av kinesiska hamstrar och moss anvands i stor utstrackning. Det &r &ven mojligt att anvanda hanar fran
andra lampliga daggdjursarter. Man bér vélja de stammar av unga, friska vuxna djur som vanligen anvands pa
laboratorier. Nar undersokningen skall pabérjas ar det lampligt att vikiaéten mellan djuren ar sa liten som
mojligt och den bor inte dverstiga20 % av medelvikten.

Forhallanden vid férvaring och utfodring

De generella forhallanden som anges i den Allmanna inledningen till del B géller. Man bor dock strava efter en
relativ luftfuktighet pa 50-60 %.

Forberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur véljs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bor
arrangeras pa ett sddant satt att mojliga effekter beroende pa placeringen av burarna blir s& sma som mgjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bor vanjas vid forhallandena i laboratoriet under minst fem dagar
innan undersodkningen borjar.
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Beredning av doser

Fasta testsubstanser bor I6sas upp i eller blandas med lampliga I6sningsmedel eller vehiklar och spadas ut, om
s ar lampligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spadas ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bér anvandas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring ar acceptabel.

Forsdksbetingelser
Lésningsmedel/vehikel

Lésningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivder som anvands och bor inte
kunna misstankas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lésningsmedel/vehiklar &n géangse
brukliga anvands, bér anvandningen av dem ha stod fr&n data som visar pa deras kieipatiéir det ar

mojligt, rekommenderas att man i férsta hand 6vervager att anvanda vattenbaserade ldsningsmedel/vehiklar.

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa (I6sningsmedel/vehikel) kontroller bor inkluderas i varje test. Utom vid
behandling med testsubstansen, bor férsoksdjuren i kontrollgrupperna hanteras pa ett satt som ar identiskt med
sattet for forsoksdjuren i de grupper som behandlas.

Positiva kontroller bor ge strukturella kromosomavvikelgevivo i spermatogoniala celler nar administrering
sker vid exponeringsnivaer som férvantas ge en detekterbar 6kning i forhallande tillbelkgr

Positiva kontrolldoser bor véljas pa ett sddant satt att effekterna ar tydliga men inte omedelbart avslojar
identiteten hos kodade utstryksglas for lasaren. Det &r acceptabelt att den positiva kontrollen administreras via
en annan tillférselvdg an testsubstansen och att provtagningen endast sker vid ett tillfalle. Dessutom kan
anvandningen av kemiska klassrelateradetpaskontrollkemikalier 6vervagas nar saddana finns att tillga. |
tabellen nedan ges nagra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nr. EINECS-nr.
Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4
Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2
Cyklohexylamin 108-91-8 203-629-0
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Monomer akrylamid 79-06-1 201-173-7
Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativa kontroller, behandlade med enbart ett I6sningsmedel eller en vehikel, och i 6vrigt behandlade pa
samma satt som behandlingsgrupperna, bor inkluderas for varje provtagningstillfalle, om inte acceptabel
variabilitet och frekvens for celler med kromosomavwvikelser mellan forséksdjuren kan pavisas fran historiska
kontrolldata. Dessutom bér obehandlade kontroller &ven anvandas, om inte det finns historiska eller publicerade
kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda I6sningsmedlet/vehikeln.
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FORFARANDE

Antal forsoksdjur

Varje behandlad grupp och kontrollgrupp méaste inkludera minst 5 analyserbara hanar.
Behandlingsschema

Testsubstanser bor lampligen administreras en eller tva ganger (d.v.s. som en enstaka behandling eller som tva
behandlingar). Testsubstanser kan dven administreras i form av en delad dos, d.v.s. tvd behandlingar under
samma dag med hogst ndgra timmars intervall, for att underlatta administrering av stora volymer. Andra
doseringsscheman bor vara vetenskapligt motiverade.

| den hogsta dosgruppen anvinds tva provtagningstider efter behandlingen. Eftersom cellcykelns kinetik kan

paverkas av testsubstansen, anvands en tidig och en sen provtagningstid vid ungefar 24 och 48 timmar efter
behandlingen. For andra doser an den hdgsta dosen bor en provtagningstid vid 24 timmar eller 1,5 cellcyklers
langd efter behandlingen anvandas, om inte andra provtagningstider ar kanda fér att vara lampligare for

detektion av effekter (6).

Dessutom kan andra provtagningstider anvandas. Nar det t.ex. galler fall dar kemikalier kan inducera
kromosom-"lagging”, eller nar de kan ge upphov till S-oberoende effekter, kan tidigare provtagningstider visa
sig vara lampligare (1).

Man méste i varje enskilt fall faststalla om det ar lampligt att anvanda ett upprepat behandlingsschema. Efter ett
upprepat behandlingsschema bor forséksdjuren avlivas 24 timmar (1,5 ganger cellcykelns langd) efter den sista
behandlingen. Ytterligare provtagningstider kan anvéandas dar s& ar lampligt.

Innan avlivningen sker, injiceras férsoksdjuren intraperitonealt med en lamplig dos av en substans som stoppar
celldelningen i metafas (t.ex. Colcernideller colchicin). Provtagning pd forsoksdjur sker darefter med
lampliga intervall. For moss ligger detta intervall pd unge8as 5 timmar och for kinesiska hamstrar ligger
intervallet p& ungefa4 — 5 timmar.

Dosnivaer

Om det inte finns nagra lampliga data tillgangliga och @mdersokning darfor utfors for att faststalla
omfattningen, boér denna undersoékning utféras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar och
behandlingsschema som senare skall anvandas i huvudundersokningen (13). Vid toxicitet anvands tre dosnivaer
for det forsta provtagningstillfallet. Dessa dosnivaer bor tacka in ett intervall som stracker sig fran maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfallen racker det med att endast den hégsta dosen anvands.
Den hogsta dosen definieras som den dos som producerar tecken pd toxicitet och sa att hogre dosnivaer
baserade pa samma doseringsschema skulle férvantas leda till att forséksdjuret dor.

Substanser med specifika biologiska verkningar vid laga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgéra undantag fran kriterier som ar dosbestammande och bor utvarderas fiité&alfall

Den hogsta dosen kan &ven definieras som en dos vilken ger upphov till ndgon indikation p& toxicitet i de
spermatogoniala cellerna (t.ex. en reduktion i kvoten av spermatogoniala mitoser hos de forsta och andra
meiotiska metafaserna; denna reduktion bor inte 6verskrida 50 %).
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1.5.7

2.1

"Limit-test”

En fullstandig undersokning med tre dosnivaer kan inte anses vara nddvandig om ett test pd en dosniva vid
minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tvd behandlingar under samma
dag, inte ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvantas utifran data om
strukturellt relaterade substanser. En férvantad exponering av manniskor kan visa pa behovet av att en hégre
dosniva anvands i "limit-testen”.

Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjalp av en magsond, en lamplig
intuberingskanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillférselvagar fér exponering kan vara
acceptabla dar de kan motiveras. Den maximala vatskevolymen som kan administreras med hjalp av
sondmatning eller injektion vid etillfalle beror pa férsdksdjurets storlek. Volymen bor inte 6verstiga 2 ml/100

g kroppsvikt. Anvandning av volymer som &r stirre d4n dessa maste motiveras. Forutom for irriterande eller
korrosiva substanser, som normalt kommer att visa pa stegrade effekter med hdgre koncentrationer, bér
variationer av testvolymen minimeras genom att en justering av koncentrationen sker for att sékerstalla att
volymen &r konstant vid alla dosnivaer.

Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivning, tas cellsuspensioner ut fran en eller bada testiklarna, exponeras for en hypoton
I6sning och fixeras. Cellerna stryks sedan ut pa utstryksglas och fargas in.

Analys

For varje forsoksdjur bér minst 100 véal spridda metafaser analyseras (d.v.s. ett minimum p& 500 metafaser per
grupp). Detta antal skulle kunna reduceras nar ett stort antal avvikelser observeras. Alla utstryksglas, inklusive
de fran positiva och negativa kontroller, bér f& en oberoerminkg innan den mikroskopiska analysen utfors.
Eftersom fixeringsprocedurerena ofta resulterar i brott pa en del av de celler som &r i metafas, med forlust av
kromosomer som féljd, bor de celler som pavisas innehdlla ett antal centromerer som motsvarar antalet 2n + 2.

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data fran forsoksdjur bor presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgors av
forsoksdjuret. For varje individuellt forsoksdjur bor antalet celler med strukturella kromosomawvikelser och
antalet kromosomavvikelser per cell utvarderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bor listas med
antal och frekvenser for behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-strangen registreras separat
och rapporteras men inkluderas i allménhet inte i den totala avvikelsefrekvensen.

Om saval mitos som meios observeras, bor forhallandet mellan spermatogoniala mitoser och de forsta och andra
meiotiska metafaserna faststillas som ett matt pa cytotoxicitet for alla behandlade och negativa kontroll-
forsoksdjur vid ett totalt prov pa 100 celler som delar sig per djur for att etablera en mojlig cytotoxisk effekt.
Om endast mitos kan observeras, bér mitosindexet bestdémmas i minst 1 000 celler for varje férsoksdjur.
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UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvands for att bestamma om ett resultat &r positivt, t.ex. en dosrelaterad
o6kning av det relativa antalet celler med kromosomavvikelser eller en tydlig 6kning av antalet celler hos en

grupp som fatt en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfalle. Man bor i forsta hand 6vervéaga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan anvandas som en hjalp vid utvardering av testresultatet (8).
Tvetydiga resultat bor klarlaggas genom fortsatta tester, lampligen vid andrade experimentella betingelser.

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, s& kan i sallsynta fall
uppséttningen av data gora det omdjligt att utféra en otvetydig bedémning med avseende pa testsubstansens
aktivitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga génger som experimentet upprepas.

Positiva resultat frarin vivo-testet fér spermatogoniala kromosomawvikelser indikerar att testsubstansen
inducerar strukturella kromosomavvikelser i kdnscellerna hos den art som testas. Negativa resultat indikerar att
testsubstansen, under forsoksbetingelserna, inte inducerar kromosomawvikelser i konscellerna pa den art som
testas.

Sannolikheten for att testsubstansen eller dess metaboliter n&r malvavnaden bor diskuteras.
RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten maste innehalla féljande information:

Lésningsmedel/vehikel
— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens Ioslighet och stabilitet i I6sningsmedlet/vehikeln, om detta ar kant

Forsoksdjur:

— art/stam som anvands

— forsoksdjurens antal och alder

— ursprung, forhallanden vid férvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos forsoksdjuren vid forstkets boérjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvéarde och
standardavvikelse for varje grupp



Forsoksbetingelser:

data frAn en omfangsundersokning, om en saddan genomforts
grund for valet av dosniva

grund for administrationsvagen

uppgifter om beredningen av testsubstansen

uppgifter om administreringen av testsubstansen

grund for avlivningstiderna

omvandling fran koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta ar tillampbart

uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet
detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman
metoder fér matningar av toxicitet

identiteten hos substanser som stoppar cellcykeln i metafas, deras koncentration och behandlingens
varaktighet

metoder for preparation av utstryksglas
kriterier for hur avvikelser pavisas
antalet celler som analyserats per forsoksdjur

kriterier fér beddmning av om undersdkningarna arifs negativa eller tvetydiga

Resultat:

tecken pé toxicitet

mitotiskt index

férhallandet mellan spermatogoniala mitosceller och de forsta och andra meiotiska metafaserna
typ av och antal awvikelser, angivna separat for varje forsoksdjur

det totala antalet avvikelser per grupp

antalet celler med avvikelser per grupp

dos/respons-forhallande, dar sa ar mojligt

statistiska analyser, om nagra sadana forekommer

samtidiga negativa kontrolldata

historiska negativa kontrolldata med omfang, medelvarden och standardavvikelser
samtidiga positiva kontrolldata

forandringar i ploiditet, om sadana har observerats

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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B.26. TEST AVSEENDE SUBKRONISK ORAL TOXICITET

90-DAGARS UPPREPAT ORALTEST PA GNAGARE

METOD
Denna testmetod for subkronisk oral toxicitet motsvarar OECD TG 408 (1998).
INLEDNING

Vid beddmning och utvérdering av en kemikalies toxiska egenskaper kan bestémningen av subkronisk oral
toxicitet med anvéndning av upprepade doser genomforas efter det att man har fatt preliminar
toxicitetsinformation fran test avseende akut toxicitet eller fran test med upprepad dosering (28 dagar). Frén
90-dagarstestet f&s information om eventuella halsoskador som kan uppsta till f6ljd av upprepad exponering
under en lang tidsperiod som tacker mognaden efter avvanjning och uppvéxten andain i vuxenstadiet. Genom
testet f&s information om de mest betydande toxiska verkningarna, indikation om vilka organ som péverkas
och huruvida det finns en risk for ackumulering. Likasa kan man fa en uppskattning om en exponeringsniva
vid vilken inga skadliga verkningar observeras. Denna information kan anvandas for att valja dosnivaer for
test avseende kronisk toxicitet och for att faststalla sakerhetskriterier géllande exponering pa méanniskor.

Metoden innebér starkare betoning av neurologiska slutpunkter (endpoints) och ger indikationer om
immunologiska och reproduktionstoxiska verkningar. Likasd betonas behovet av noggranna kliniska
observationer av djuren i syfte att f& fram s mycket information som mgjligt. Testets syfte &r att méjliggora
identifiering av kemikalier som har potential att framkalla sddana neurotoxiska, immunologiska eller
reproduktionstoxiska verkningar som kan motivera ndrmare undersokningar.

Se aven Allmén inledning, del B.
DEFINITIONER

Dos: den méngd testdémne som tillfors. Dosen uttrycks som vikt (g, mg), som vikten testémne per viktenhet
forsoksdjur (t.ex. mg/kg) eller som en konstant utfodringskoncentration (ppm).

Dosering: ett allmant begrepp som inbegriper dos, dess frekvens och varaktighet.

NOAEL: en forkortning av "No-observed-adverse-effect level” (niva vid vilken inga skadliga verkningar
observeras). Avser den hogsta dosnivan vid vilken inga skadliga behandlingsrelaterade verkningar kan
observeras.

PRINCIP FOR TEST METODEN

Testamnet tillfors oralt dagligen under 90 dagar i stegvis 6kande doser till flera grupper forsoksdjur, en dosniva
per grupp. Under denna period observeras djuren noggrant for att se upp de uppvisar négra tecken som tyder
pa att testamnet &r toxiskt. Djur som dor eller avlivas under testet obduceras och vid testets slut avlivas de
Overlevande djuren och obduceras.
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1.4.3.2

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Forberedelse av djuren

For testet anvands friska djur som har acklimatiserats till laboratoriemiljon under minst fem dagar och som
inte har anvants for tidigare test. Forsoksdjuren bor karakteriseras enligt art, stam, ursprung, kon, vikt och
&lder. Djuren fordelas slumpvis i kontroll- och behandlingsgrupper. Burarna placeras pa sddant sitt att
eventuella verkningar pa grund av placeringen minimeras. Varje djur tilldelas ett unikt identifieringsnummer.

Forber edelse av doserna

Testamnet tillfors via sondmatning, foder eller dricksvatten. Den metod som véljs for oral tillférsel beror pa
testets syfte och testdmnets fysikalisk-kemiska egenskaper.

Vid behov kan testdmnet |6sas upp eller suspenderas i en lamplig vehikel. Om mdgjligt man bor i férsta hand
Overvéga vattenldsning eller vattensuspension, sedan oljeldsning eller oljeemulsion (t.ex. majsolja) och
darefter eventuella 6vriga vehiklar. | fraga om andra vehiklar @n vatten maste de toxiska egenskaperna vara
kanda. Testamnets stabilitet vid tillforselforhallandena bor faststéllas.

Testforhallanden
Forsoksdjur

Rekommenderat forsoksdjur ar rétta, d&ven om testet kan utféras med andra gnagare (t.ex. mus). Djuren bor
vara unga och friska vuxna exemplar som harrér fran normala laboratoriestammar. Hondjuren far inte ha fott
ungar och fér inte vara draktiga. Doseringen bor inledas snarast méjligt efter avvanjningen och under alla
forhdllanden innan djuren &r nio veckor gamla. Vid testets borjan bor variationen i vikt mellan de anvanda
djuren vara minimal och far inte dverstiga + 20 % av vardera konets medelvikt. Om testet utfors som
inledning till ett 1angtidstest avseende kronisk toxicitet maste djur fran samma stam och ursprung anvandas for
béda testen.

Antal och kon

Minst 20 djur (tio honor och tio hanar) bor anvandas for varje dosniva. Om avlivningar & inplanerade under
testets gang bor antalet djur okas med det antal djur som avlivas innan testet har slutférts. Beroende pa tidigare
kunskaper om kemikalien eller en nédra besléktad kemikalie bér man dvervéga att ta med ytterligare en
satellitgrupp pa tio djur (fem per kon) for kontrollgruppen och toppdosgruppen. Efter behandlingsperioden
observeras satellitgruppen med avseende pa reversibla eller kvarstaende toxiska verkningar. Langden for denna
period faststélls med beaktande av de observerade verkningarna.
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Dosnivaer

Minst tre dosgrupper och en parallell kontrollgrupp bér anvéndas, utom om granstest utfors (se 1.4.3.4).
Dosnivaerna kan basera sig pa resultaten fran test med upprepad dos eller fran preliminara test for
dosbestamning, och de bor faststdllas med beaktande av alla toxikokinetiska data som finns tillgéngliga for
testamnet eller nérbesl &ktade &mnen. Den hogsta dosnivan véljs sa att den framkallar toxiska verkningar utan
att orsaka dodsfall eller svért lidande, forutsatt att det inte finns begransningar som beror pa testamnets
fysikalisk-kemiska natur eller biologiska verkningar. Darefter véljs dosnivaerna i fallande skala sa att en
dosrelaterad respons kan pavisas, och samtidigt sa att inga pavisbara skadliga verkningar (NOAEL) kan
observeras vid den lagsta dosnivan. Tvéa till fyrfaldiga dosintervall & ofta optimala for de fallande
dosnivéerna. Tillagg av en fjarde testgrupp ar att foredra framfor anvandning av mycket breda intervall mellan
dosnivaerna (t.ex. en faktor som &r storre an cirka 6-10).

Kontrollgruppen &r en obehandlad grupp, eller en vehikelkontrollgrupp om vehikel anvands for tillforsel av
testamnet. Forutom att djuren i kontrollgruppen inte behandlas med testamnet bor de hanteras pa exakt
samma sdtt som djuren i dosgrupperna. Om en vehikel anvands bér kontrollgruppen tillféras vehikeln i den
storsta volym som anvénds. Om testamnet tillférs via fodret och man marker att foderintaget minskar, kan
det vara till fordel med en parallellt utfodrad kontrollgrupp for att kunna avgoéra huruvida minskningen beror
pa att testdmnet paverkar fodrets smak eller pa att det forekommer toxikologiska forandringar i testmodellen.

Foljande egenskaper hos vehikeln och Gvriga eventuella tillsatsamnen bor beaktas: verkningarna pa
absorption, distribution, metabolism eller kvarhdllande av testamnet; verkningarna pa testamnets kemiska
egenskaper i den utstrackning dessa verkningar kan péverka testamnets toxiska egenskaper samt verkningarna
pa forsoksdjurens foder- eller vattenintag eller deras néringstillstand.

Granstest (Limit-test)

Om ett test med en dosniva om minst 1000 mg per kg kroppsvikt och dag genomférs pé det sitt som beskrivs
hér och inga toxiska verkningar kan observeras, och om toxicitet inte férvéantas pa grundval av uppgifter om
strukturellt narbesl dktade amnen, kan ett fullstandigt test med tre dosnivaer anses vara éverflodigt. Granstest
tillampas utom nér exponering pa manniskor indikerar att en hogre dosniva behovs.

FORFARANDE
Tillforsel av doser

Djuren ges dagliga doser av testdmnet under 90 dagar. Varje annat doseringsschema, t.ex. dosering fem dagar
per vecka, maste motiveras. Om testamnet tillf6rs genom sondmatning bor hela dosen tillféras pa en gang via
magsond eller 1&mplig intubationskanyl. Den stdrsta méngd vétska som kan tillforas vid ett och sammatillfélle
beror pa forsoksdjurets storlek. Volymen far inte dverstiga 1ml per 100 g kroppsvikt utom i fréga om
vattenlGsningar for vilka 2 ml per 100 g kroppsvikt far anvandas. Med undantag for irriterande eller fratande
amnen som normalt ger kraftigare verkan med hdgre koncentration bor variationer i testvolym minimeras
genom justering av koncentrationen, for att sakerstélla en konstant volym pa alla dosnivaer.

For amnen som tillfors via foder eller dricksvatten & det viktigt att forsékra sig om att testdmnet ges i
kvantiteter som inte stor det normala naringsupptaget eller den normala vattenbalansen. N&r testamnet
tillfors via fodret kan man anvanda en konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosniva i férhéllande
till djurens kroppsvikt. Det anvanda alternativet maste anges. N&r ett &mne tillférs genom sondmatning bor
dosen ges vid samma tid varje dag och vid behov justeras dosen sd att dosnivan halls konstant i férhallande till
djurens kroppsvikt. Om ett 90-dagarstest anvands som inledning till ett |&ngtidstest avseende kronisk toxicitet
maste samma foder anvéandas i bada testen.
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Observationer

Observationsperioden bor vara minst 90 dagar. Djur i en satellitgrupp avsedd for fortsatta observationer hélls
obehandlade under en Iamplig period sa att man kan upptécka kvarstdende verkningar eller &erhamtning fran
toxiska verkningar.

Generella kliniska observationer bér goras minst en gang per dag, helst vid samma tid(er) varje dag och med
beaktande av perioden for ndr maximala verkningar forvéntas efter dosering. Djurens hélsostatus bor
registreras. Minst tva génger per dag, i regel i borjan och slutet av varje dag, undersoks alla djur i syfte att hitta
doende eller doda djur.

Noggranna kliniska observationer gors minst en gang av ala djur fére den forsta exponeringen (for att
mojliggora jamforelser pa samma objekt) och darefter minst en géng i veckan. Dessa observationer bor goras
utanfor buren, helst pd en "standardarena’ och vid samma tid pd dagen varje gang. Observationerna bor
noteras noggrant, helst genom att poéngsystem som testlaboratoriet har definierat exakt. Man bor efterstrava
minimala variationer i observationsbetingelserna. Observationerna bér omfatta, men inte begrénsas till,
forandringar av hud, péls, 6gon och slemhinnor, férekomst av sekret och utsdndringar samt autonom aktivitet
(tarflode, upprest péls, pupillstorlek, ovanligt andningsmonster). Férandringar i gang, hallning och reaktion pa
hantering liksom eventuella kramper eller spasmer, stereotypt beteende (t.ex. Overdrivet putsande, eller att
djuren springer runt i cirklar) eller bisarrt beteende (t.ex. sjalvstympning, baklangesgang) bor ocksd noteras

).

Innan testdmnet tillfors och efter avslutat test undersoks djuren oftalmologiskt med ett oftalmoskop eller
motsvarande utrustning. Denna undersokning bor helst omfatta alla djur men atminstone djuren i hégdos- och
kontrollgrupperna. Om dgonférandringar upptéacks bor alla djur undersokas.

Mot slutet av exponeringsperioden, och under alla forhallanden inte tidigare an vecka 11, gérs en bedémning
av den sensoriska reaktionen pa stimuli (1) (t.ex. horsel-, syn- och djupsensoriska stimuli) (2), (3), (4), samt
beddémning av greppstyrka (5) och motorisk aktivitet (6). Néarmare uppgifter om de foérfaranden som kan
foljas finnsi respektive hanvisning. Alternativt kan &ven andra forfaranden @ de som ndmns i hénvisningarna
anvéndas.

Mot slutet av testet kan funktionsobservationerna uteldmnas om det finns uppgifter om motsvarande
observationer tillgangliga fran évriga test och man inte har kunnat konstatera nagra funktionsstorningar vid
de dagliga kliniska observationerna.

| undantagsfall kan funktionsobservationerna ocksa uteldmnas for grupper vars djur i évrigt uppvisar tecken pa
toxicitet i en sddan utstrackning att det vasentligt skulle paverka funktionstestet.

Kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion

Alla djur bor vagas minst en gang i veckan. Foder- och vattenkonsumtion bor métas minst en gang varje
vecka. Om testamnet tillfors via dricksvattnet bor dven vattenkonsumtionen matas minst en gang i veckan.
Matning av vattenkonsumtionen kan ocksd overvagas for foder- eller sondmatningstest under vilka
vattendrickandet kan férandras.
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Hematologi och klinisk biokemi

Blodprov bor tas fran ett angivet stélle och forvaras under [ampliga forhallanden. | slutet av testperioden tas
blodprov strax fore eller som ett led i avlivningsforfarandet.

Féljande hematologiska undersokningar bor goras da testperioden avslutas och varje géng eventuella
blodprover tas under testperiodens gang: hematokrit, hemoglobinkoncentration, rakning av roda blodkroppar,
total- och differentialrékning av vita blodkroppar, blodpléttsrékning samt métning av koaguleringstid och
koaguleringsférmaga.

Kliniska biokemiska bestdamningar for att undersoka storre toxiska effekter i vavnader, sarskilt verkningar pa
lever och njurar, bor utféras p& de blodprov som tas frén ala djur strax fore eller som ett led i
avlivningsforfarandet (med undantag fér de djur som hittas déende eller avlivas under testets gang). P4 samma
sdtt som for hematol ogiska undersokningar kan blodprover for kliniska biokemiska undersokningar tas under
testets gang. Det rekommenderas att djuren fastar natten fére blodprovstagni ngenl. Undersokningarna av
plasma eller serum bor omfatta natrium, kalium, glukos, totalkolesterol, urinamne, urindmneskvave, kreatinin,
totalprotein och albumin, minst tv& enzymer som indikerar verkningar pa leverceller (t.ex. alaninamino-
transferas, aspartataminotransferas, alkaliskt fosfatas, gamma-glutamyltranspeptidas och sorbitol-
dehydrogenas). Métningar av ytterligare enzymer (fran lever eller av annat ursprung) och gallsyror kan under
vissa férhéllanden ge anvandbar information.

Eventuellt kan dessutom foljande urinanalyser utféras under sista veckan av testet med uppsamling av urin pa
fasta tider: utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, protein, glukos och blod eller blodceller.

Dessutom bor undersbkning av serummarkodrer av alméanna vavnadsskador Overvéagas. Ytterligare
bestdmningar som bor utforas, i det fall att testdmnets kinda egenskaper kan eller misstianks paverka
narbesl &ktade metaboliska profiler, omfattar kalcium, fosfor, fastevérden av triglycerider, specifika hormoner,
metahemoglobin och kolinesteras. Dessa bestamningar behévs for kemikalier inom vissa klasser eller fran fall
till fall.

Overlag kravs en viss flexibilitet i fréga om tillvagagangssitt, beroende p& djurart och pé de observerade eller
forvantade verkningarna av ett givet amne.

Om historiska basdata ar otillréckliga bér man évervéga bestdmning av hematol ogiska och kliniska biokemiska
variabler innan doseringen pabodrjas. | allmanhet rekommenderas inte att dessa uppgifter genereras fore
behandlingen (7).

! For vissa matni ngar som gors pa serum och plasma, séarskilt i fraga om glukos, & fasta Gver natten att
foredra. Den viktigaste orsaken till detta &r att resultaten annars oundvikligen uppvisar storre variationer,
vilket tenderar att maskera svaga verkningar och gora det svérare att tolka resultaten. A andra sidan kan fasta
6ver natten ledatill stérningar i djurens allmanna metabolism och sarskilt i frdga om exponeringstest stéra den
dagliga exponeringen for testdmnet. Om fasta Over natten tillampas bdr de kliniska biokemiska
bestamningarna goras efter funktionsobservationerna.
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2.1

Obduktion

Alla forsoksdjur bor genomga en fullstandig obduktion som omfattar omsorgsfull yttre granskning av kroppen,
alla kroppsoppningar samt kranium, brost- och bukhéla och deras innehall. Lever, njurar, binjurar, testiklar,
bitestiklar, livmoder, &ggstockar, brass, mjdte, hjarna och hjarta fran alla djur (med undantag fér de djur som
hittas ddende eller avlivas under testets géng) putsas frén angransande vévnad och deras vétvikt bestams si
snart mojligt efter dissekering for att undvika uttorkning.

Foljande vavnader och organ bor bevaras i det mest |ampade mediet med hénsyn till typen av vavnad och
planerade efterfoljande histopatologiska undersdkningar: alla organ och véavnader med stora skador, hjarnan
(representativa regioner inbegripet storhjarna, lillhjarna och hjarnbrygga), ryggrad (pa tre nivaer: cervikal,
thorakal (mellersta) och lumbal), hypofys, skoldkortel, biskdldkortel, bréss, matstrupe, salivkortlar, magséck,
tunntarm och tjocktarm (inklusive Peyers plack), lever, bukspottkortel, njurar, binjurar, mjdlte, hjarta,
luftstrupe och lungor (konserverade genom inflation med fixermedel och darefter immersion), aorta,
konskortlar, livmoder, accessoriska konsorgan, honornas brostkortlar, prostata, urinbldsa, gallblasa (mus),
lymfkortlar (helst en lymfkortel som omfattar tillforselvagen och en annan langt fran tillforselvagen for att
técka systematiska effekter), perifer nerv (ischias- eller tibialnerven), helst ndra muskeln, ett snitt av
ryggmargen (alternativt férskt benmérgsaspirat), hud och 6gon (om férandringar har observerats under
oftalmologiska undersokningar). Kliniska eller évriga fynd kan indikera att ytterligare vévnader behdver
undersokas. Dessutom bér man bevara alla organ som pa grund av testamnets kanda egenskaper formodas vara
malorgan.

Histopatol ogi

En fullstandig histopatologisk undersokning bor utforas pa bevarade organ och vavnader fran ala djur i
kontroll- och hdgdosgrupperna. Om behandlingsrelaterade forandringar observeras i hodgdosgruppen bor
undersokningarna utstréckas till djuren i alla 6vriga dosgrupper.

Alla stora skador bor undersokas.

Om en satellitgrupp anvands bor histopatologisk undersokning utféras pa de véavnader och organ pa vilka
verkningar har konstaterats i dosgrupperna.

DATA OCH RAPPORTERING
DATA

Uppgifter bor rapporteras individuellt. Darutdver bor ala uppgifter ssmmanstéllasi en tabell ver antalet djur i
varje testgrupp vid testets borjan, antalet djur som hittats doda under testet eller som avlivats av humanitéra
skal samt tidpunkten for avlivning, antalet djur som uppvisat tecken som tyder pa att testamnet ar toxiskt, en
beskrivning av observerade tecken pa toxicitet, inbegripet tidpunkten da sidana forsta gangen upptécktes,
varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna &r, antalet djur som har skador, typ av skada och
procentandelen djur for varje typ av skada.

Om mojligt bdr numeriska resultat utvérderas genom en tillamplig och allmént godtagbar statistisk metod. De
statistiska metoderna och data for vilka analys planeras bor véljas nér testet utformas.
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2.2.3

2.2.4

TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehalla nedan angivna uppgifter.

Testamne:

— Aggregationstillstand, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper

— ldentifieringsdata

— Vehikel (i forekommande fall). Motivering for val av vehikel, om annan &n vatten.

Forsoksdjur:

Art och stam som anvénts
Djurens antal, alder och kén
Ursprung, forvaringsférhallanden, foder osv

Djurens individuella vikter vid testets borjan.

Testfoérhallanden:

Motivering for val av dosnivaer

Utforliga uppgifter om testdmnets formulering och beredning av fodret, uppnédd koncentration,
preparatets stabilitet och homogenitet

Utférliga uppgifter om hur testémnet har tillforts

Faktiska doser (mg per kg kroppsvikt och dag) och omrakningsfaktor frén testamneskoncentrationen i
foder eller vatten (ppm) till faktisk dos, om tillampligt

Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

Resultat:

Kroppsvikt och féréndringar av kroppsvikt

Foderkonsumtion och i tilléampliga fall vattenkonsumtion

Uppgifter om toxiska reaktioner per kon och dosniva, inklusive tecken pa toxicitet

Art, grad och varaktighet for kliniska observationer (oavsett om de &r reversibla eller inte)
Resultat av oftalmologisk understkning

Bedomning av sensorisk aktivitet, greppstyrka och motorisk aktivitet (i man av tillganglighet)
Blodunderstkningar med relevanta basvérden

Kliniska biokemiska undersokningar med relevanta basvérden

Kroppsvikt vid avlivning, organvikt och forhallandena mellan organ- och kroppsvikt
Obduktionsfynd

En detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd

Absorptionsdata om de finns tillgéngliga

Statistisk bearbetning av resultaten, i tillampligafall.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.
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B.27. TEST AVSEENDE SUBKRONISK ORAL TOXICITET

90-DAGARS UPPREPAT ORALTEST PA ICKE-GNAGARE

METOD
Denna testmetod for subkronisk oral toxicitet motsvarar OECD TG 409 (1998).
INLEDNING

Vid beddmning och utvardering av en kemikalies toxiska egenskaper kan bestamningen av subkronisk oral
toxicitet med anvandning av upprepade doser genomforas efter det att man har fatt preliminar toxicitets-
information fran test avseende akut toxicitet eller fran test med upprepad dosering (28 dagar). Genom
90-dagarsstestet fas information om eventuella halsoskador som kan uppsta till foljd av upprepad exponering
under en period av snabiilvaxt och in i ungt vuxenstadium. Genom testet fas information om de mest
betydande toxiska verkningarna, indikation om vilka organ som paverkas och huruvida det finns en risk for
ackumulering. Likasa kan man fa en uppskattning om en exponeringsniva vid vilken inga skadliga verkningar
observeras. Denna information kan anvandas for att valja dosnivaer for test avseende kronisk toxicitet och for
att faststalla sakerhetskriterier gallande exponering pa manniskor.

Testmetoden kan anvandas for identifiering av skadliga verkningar hos icke-gnagare som utsatts for exponering
av en kemikalie och den bor endast anvandas i foljande fall:

— Verkningar som har observerats i 6vriga test indikerar att det finns ett behov av fortydligande eller
karakterisering med hjélp av en art som inte ar gnagare.

— Toxikokinetiska test indikerar att en specifik art av icke-gnagare ar det mest relevanta alternativet for valet
av forsoksdjur.

— Andra sarskilda orsaker motiverar att en art som inte &r gnagare anvands.

Se aven Allméan inledning, del B.
DEFINITIONER

Dos: den méangd testamne som tillférs. Dosen uttrycks som vikt (g, mg), som vikten testamne per viktenhet
forsoksdjur (t.ex. mg/kg) eller som en konstant utfodringskoncentration (ppm).

Dosering: ett allmént begrepp som inbegriper dos, dess frekvens och varaktighet.

NOAEL: en forkortning av ’no-observed-adverse-effect level” (nivA vid vilken inga skadliga verkningar
observeras). Avser den hogsta dosnivan vid vilken inga skadliga behandlingsrelaterade verkningar kan observeras.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Testamnet tillférs oralt dagligesnder 90 dagar i stegvis 6kande doskflera grupper forsoksdjur, en dosniva

per grupp. Under denna period observeras djuren noggrant for att se upp de uppvisar nagra tecken som tyder p&
att testamnet ar toxiskt. Djur som dor eller avlivas under testet obduceras och vid testets slut avlivas de
overlevande djuren och obduceras.
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BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Val av djurart

En ofta anvénd icke-gnagare dr hund. Hunden bér vara av definierad ras, ofta anvands beagle. Aven andra arter,
t.ex. svin eller minigrisar, kan anvandas. Primater rekommenderas inte och anvandning av dem maste motiveras.
Djuren bor vara unga och friska. Nar det galler hund boér doseringen helst inledas vid 4-6 manaders alder och
aldrig senare an vid 9 manaders alder. Om testet utférs som inledning till ett langtidstest avseende kronisk
toxicitet maste djur av samma art och ras anvandas for bada testen.

Forberedelse av djuren

For testet anvands unga och friska djur som har acklimatisefideoratoriemiljéon och som inte har anvants

for tidigare test. Acklimatiseringsperiodens langd beror pa djurarterna och deras ursprung. Fér hund eller for
andamalet uppfodda svin frAn en resident koloni rekommenderas minst fem dagar och for djur av externt
ursprung rekommenderas minst tv& veckor. Forsoksdjuren bor karakteriseras enligt art, stam, ursprung, kon,
vikt och alder. Djuren férdelas slumpvis i kontroll- och behandlingsgrupper. Burarna placeras pa sadant satt att
eventuella verkningar pa grund av placeringen minimeras. Varje djur tilldelas ett unikt identifieringsnummer.

Beredning av doserna

Testamnet kan tillféras via foder eller dricksvatten, genomdsnatning eller i kapslar. Den metod som véljs for
oral tillférsel beror pa testets syfte och testamnets fysikalisk-kemiska egenskaper.

Vid behov kan testamnet I6sas upp eller suspenderas i en lamplig vehikel. Om mdjligt bor man i forsta hand
Overvaga vattenldsning eller vattensuspension, sedan oljeldsning eller oljeemulsion (t.ex. majsolja) och darefter
eventuellt andra vehiklar. | frdiga om andra vehiklar 4n vatten maste de toxiska egenskaperna vara kanda.
Testamnets stabilitet vid tillférselforhallandena bor faststéllas.

FORFARANDE
Djurens antal och kén

Minst atta djur (fyra honor och fyra hanar) bor anvandas for varje dosnivd. Om avlivningar &r inplanerade under
testets gang bor antalet djur 6kas med det antal djur som avlivas under testets gang. Antalet djur vid testets slut
maste vara tillrackligt med tanke p& en meningsfylld utvardering av de toxiska verkningarna. Beroende pa
tidigare kunskaper om amnet eller en nara beslaktad kemikalie boér man 6vervaga att ta med ytterligare en
satellitgrupp pa atta djur (fyra per kon) for kontrollgruppen och toppdosgruppen. Efter behandlingsperioden
observeras satellitgruppen med avseende pa reversibla eller kvarstdende toxiska verkmiggian fér denna

period faststélls med beaktande av de observerade verkningarna.
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Dosering

Minst tre dosgrupper och en parallell kontrollgrupp bér anvandas, utom om grénstest utférs (se 1.5.3).
Dosnivaderna kan basera sig pa resultaten fran test med upprepad dos eller fran preliminara test for
dosbestamning och de faststélls med beaktande av alla toxikokinetiska data som finns tillgangliga for testamnet
eller narbeslaktade amnen. Den hdgsta dosnivan valjs s& att den framkallar toxiska verkningar utan att orsaka
dodsfall eller svart lidande, forutsatt att det inte finns begransningar som beror pd testamnets fysikalisk-
kemiska natur eller biologiska verkningar. Darefter valjs dosnivderna i fallande skala s& att en dosrelaterad
reaktion kan pavisas, medan inga pavisbara skadliga verkningar (NOAEL) bor uppsta vid den lagsta dosnivan.
Tva- till fyrfaldiga dosintervall &r ofta optimala for de fallande dosnivaerna. Tillagg av en fijarde testgrupp &r att
féredra framfor anvandning av mycket breda intervall mellan dosnivaerna (t.ex. 6ver en faktor p&-dita

Kontrollgruppen ar en obehandlad grupp, eller en vehikelkontrollgrupp om vehikel anvands for tillférsel av
testamnet. Férutom att djuren i kontrollgruppen inte behandlas med testamnet bor de hanteras pa exakt samma
satt som djuren i dosgrupperna. Om en vehikel anvands boér kontrollgruppen tillféras vehikeln i den storsta
volym som anvands. Om testamnet tillférs via fodret och man marker att foderintaget minskar, kan det vara till
fordel med en parallellt utfodrad kontrollgrupp for att kunna avgoéra huruvida minskningen beror pa att
testamnet paverkar fodrets smak eller pa att det forekommer toxikologiska férandringar i testmodellen.

Foljande egenskaper hos vehikeln och 6vriga eventuella tillsatsamnen bor beaktas: verkningarna pa absorption,
distribution, metabolism eller kvarhallande av testamnet; verkningarna pa testamnets kemiska egenskaper i den
utstrackning dessa verkningar kan paverka testamnets toxiska egenskaper samt verkningarna pa forsoksdjurens
foder- eller vattenintag eller deras naringstillstand.

Granstest (Limit-test)

Om ett test med en dosnivd om minst 1000 mg per kg kroppsvikt och dag genomférs pa det satt som beskrivs
har och inga toxiska verkningar kan observeras, och om toxicitet inte férvantas pa grundval av uppgifter om
strukturellt narbeslaktade &mnen, kan ett fullstandigt test med tre dosnivéer anses vara overflodigt. Granstest
tillampas utom nar exponering pa manniskor indikerar att en hogre dosniva behovs.

Tillférsel av doser

Djuren ges dagliga doser av testamnet under 90 dagar. Varje annat doseringsschema, t.ex. dosering fem dagar
per vecka, maste motiveras. Om testamnet tillférs genmmdmatning bor hela dosditlforas pa en gang via
magsond eller lamplig intubationskanyl. Den storsta mangd vatska som kan tillféras vid ett och samma tillfélle
beror pa forsoksdjurets storlek. | regel bor volymen hallas sa 1dg som mojligt.udeantag for irriterande

eller fratande d&mnen som normalt ger kraftigare verkan med hdgre koncentration bor variationer i testvolym
minimeras genom justering av koncentrationen, for att sékerstalla en konstant volym pa alla dosnivaer.

For amnen som tillférs via foder eller dricksvatten &r det viktigt att forsékra sig om att testdmnet ges i
kvantiteter som inte stdr det normala naringsupptaget eller den normala vattenbalansen. Nar testamnet tillfors
via fodret kan man anvanda en konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosniva i férhallande till djurens
kroppsvikt. Det anvanda alternativet maste anges. For ett amne som tillfors gendmatning eller kapslar

bor dosen ges vid samma tid varje dag och vid behov justeras sa att dosnivan halls konstant i forhallande till
djurens kroppsvikt. Om ett 90-dagarstest anvands som inledning till ett Iangtidstest avseende kronisk toxicitet
maste samma foder anvandas i bada testen.
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Observationer

Observationsperioden bor vara minst 90 dagar. Djur i en satellitgrupp avsedd for fortsatta observationer halls
obehandlade under en lamplig period s& att man kan upptéacka kvarstdende verkningar eller aternamtning fran
toxiska verkningar.

Generella kliniska observationer bér géras minst en gang per dag, helst vid samma tid(er) varje dag och med
beaktande av perioden for nar maximala verkningar forvantas efter dosering. Djurens hélsostatus bor
registreras. Minst tva ganger per dag, i regel i borjan och slutet av varje dag, undersoks alla djur i sitfs att h
doende eller déda djur.

Noggranna kliniska observationer gérs minst en gang av alla djur fore den forsta exponeringen (for att
mojliggora jamforelser pA samma objekt) och darefter minst en gang i veckan. Dessa observationer bor goras,
nar det &r genomforbart, utanfér buren, helst pa en "standardarena” och vid samma tidpunkt varje gang. Man
bor efterstrava minimala variationer i observationsbetingelserna. Alla tecken pa toxicitet bor registreras i detalj,
inklusive tidpunkt for forsta upptackt, svarighetsgrad och varaktighet. Observationerna bér omfatta, men inte
begransas till, forandringar adwd, pals, dgon och slemhinnor, férekomst av sekret och utsondringar samt
autonom aktivitet (tarflode, upprest pals, plgporlek, ovanligt adningsmonster). Férandringar i gang,
hallning och reaktion pa hantering liksom eventuella kramper eller spasmer, stereotypt beteende (t.ex.
Overdrivet putsande, eller att djuren springer runt i cirklar) eller eventuellt bisarrt beteende (t.ex.
sjalvstympning, baklangesgang) bor ocksa noteras.

Innan testamnet tillférs och efter avslutat testdersoks djuren oftalmologiskt med ett oftalmoskop eller
motsvarande utrustning. Denna undersokning bor helst omfatta alla djur men atminstone djuren i hogdos- och
kontrollgrupperna. Om behandlingsrelaterade dgonforandringar upptacks bor alla djur undersokas.

Kroppsvikt samt foder- och vattenkonsumtion

Alla djur bor vagas minst en gang i veckan. Foder- och vattenkonsumtion bor matas minst en gang varje vecka.
Om testamnet tillférs via dricksvattnet bor aven vattenkonsumtionen matas minst en gang i veckan. Méatning av
vattenkonsumtionen kan ocksa évervagas for test med tillforsel via foder elleuadedvilka vattendrickandet

kan férandras.

Hematologi och klinisk biokemi

Blodprov bér tas fran ett angivet stélle och forvaras under lampliga forhallanden. | slutet av testperioden tas
blodprov strax fore eller som ett led i avlivningsférfarandet.

Blodprov, omfattande hematokrit, hemoglobinkoncentration, réakning av rdda blodkroppar, total- och
differentialrdkning av vita blodkroppar, blodplattsrékning samt matning av koaguleringstid och

koaguleringsformaga, protrombintid eller tromboplastintid tas vid testets borjan och darefter varje manad eller
nar halva testperioden gétt, och nar testet avslutas.
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Kliniska biokemiska bestamningar fér undersdkning av betydande toxiska verkningar i vavnader, sarskilt
verkningar pa njurar och lever, gérs pa blodprov som tagits frn alla djur nar testets inleds, varje manad eller
nar halva testperioden har gatt, och nar testet avslutas. Undersdkning kan dven évervagas i frdga om
elektrolytbalans, kolhydratmetabolism samt lever- och njurfunktion. De specifika undersdkningar som véljs
beror pa observationerna av hur testamnet agerar. Innan blodprov tas bér djuren fasta under en for arten lamplig
period. Till de bestamningar som féreslas hor méatningar av kalcium, fosfor, klorid, natrium, kalium, faste-
glukos, alaninaminotransferas, aspartataminotransferas, ornitindekarboxylas, gammaglutamyltranspeptidas,
urinamneskvave, albumin, blodkreatinin, totalbilirubin och totalserumprotein.

Urinalyser bér géras minst nar testet inleds, nar halva testperioden gatt och nar testet avslutas, med uppsamling
av urin péa fasta tider. Urinanalyserna omfattar utseende, volym, osmolalitet eller specifik vikt, pH, protein,
glukos och blod eller blodceller. Ytterligare parametrar kan vid behov anvandas for att utvidga undersokningen
av observerade verkningar.

Dessutom bor undersékning av markérer for allmanna vavnadsskador évervagas.tiflédiatig toxikologisk
bedémning kan aven behovas analys av lipider, hormoner, syra-basbalans, metahemoglobin och
kolinesterasinhibition. Ytterligare klinisk biokemi kan vid behov anvandas for att utvidga undersoékningen av
observerade verkningar. Dessa bestamningar behovs for kemikalier inom vissa klasser eller fran fall till fall.

Overlag kravs en viss flexibilitet i fraga om tillvagagangssatt, beroende péa djurart och pa de observerade eller
foérvantade verkningarna av ett givet amne.

Obduktion

Alla forsoksdjur bér genomga en fullstandig obduktion som omfattar omsorgsfull yttre granskning av kroppen,
alla kroppstppningar samt kranium, brost- och bukhdla och deras innehdll. Lever med gallbldsa, njurar,
binjurar, testiklar, bitestiklar, aggstockar, livmoder, skoldkortel (med biskdldkoértlar), brass, mjalte, hjarna och
hjarta frén alla djur (med undantag for de djur soittas déende eller avlivasnder testets gang) putsas fran
angransande vavnad och deras vatvikt bestams s& snart majligt efter dissekeringrfdviit uttorkning.

Foljande vavnader och organ bér bevaras i det mest lampade mediet med hansyn till typen av vavnad och
planerade efterféljande histopatologiska undersokningar: alla organ och vavnader med stora skador, hjarnan
(representativa regioner inbegripet storhjarna, lillhjarna och hjarnbrygga), ryggrad (pa tre nivaer: cervikal,
thorakal (mellersta) och lumbal), hypofys, 6gon, skoldkortel, biskoldkortel, brass, matstrupe, salivkortlar,
magsack, tunntarm och tjocktarm (inklusive Peyers plack), lever, gallbldsa, bukspottkortel, njurar, binjurar,
mjalte, hjarta, luftstrupe och lungor, aorta, konskértlar, livmodaccessoriska kdnsorgarhonornas
brostkortlar, prostata, urinblasa, lymfkortlar (helst en lymfkortel som omfattar tillférselviagen och en annan
1&ngt fran tillférselvagen for att ticka systematiska effekter), perifer nerv (ischias- eller tibialnerven), helst nira
muskeln, ett snitt av ryggmargen (alternativt farskt benmargsaspirat) och hud. Kliniska eller évriga fynd kan
indikera att ytterligare vavnader behover undersikas. Dessutom bér man bevara alla organ som pa grund av
testamnets kanda egenskaper formodas vara méalorgan.
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2.2
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2.2.3

Histopatologi

En fullstandig histopatologisk undersokning bor utféras pa bevarade organ och vavnader fran &tminstone alla
djur i kontroll- och hdgdosgruppen. Undersdkningarna bor utstra@lagjur i alla andra dosgrupper om
behandlingsrelaterade férandringar observeras i hogdosgruppen.

Alla stora skador bor undersokas.

Om en satellitgrupp anvéands bor histopatologisidersékning utféras pa de vavnader och organ pa vilka
verkningar har konstaterats i dosgrupperna.

DATA OCH RAPPORTERING
DATA

Uppgifter bor rapporteras individuellt. Darutéver bor alla uppgifter sammanstallas i en tabell dver antalet djur i
varje testgrupp vid testets borjan, antalet djur som hittats dadar testet eller som avlivats av humanitara skal

samt tidpunkten for avlivning, antalet djur som uppvisat tecken som tyder pd att testamnet &ar toxiskt, en
beskrivning av observerade tecken pa toxicitet, inbegripet tidpunkten da sadana forsta gangen upptacktes,
varaktighet och hur allvarliga de toxiska verkningarna éar, antalet djur som har skador, typ av skada och
procentandelen djur for varje typ av skada.

Om mojligt bor numeriska resultat utvarderas genom en tillamplig och allg@dtagbar statistisk metod. De
statistiska metoderna och data for vilka analys planeras bor véljas nar testet utformas.

TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehalla nedan angivna uppgifter.

Testamne:

— Aggregationstillstdnd, renhet och fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Identifieringsdata.

— Vehikel (i forekommande fall). Motivering for val av vehikel, om annan an vatten.
Forsoksdjur:

— Art och stam som anvants.
— Dijurens antal, alder och kon.
— Ursprung, forvaringsforhallanden, foder osv.

— Djurens individuella vikter vid testets bérjan.
Testforhallanden:

—  Motivering fér val av dosnivéer.

—  Utforliga uppgifter om testamnets formulering och beredning av fodret, uppnadd koncentration,
preparatets stabilitet och homogenitet.

— Utforliga uppgifter om hur testdamnet har tillforts.

—  Faktiska doser (mg per kg kroppsvikt och dag) och omrakningsfaktor fran testamneskoncentrationen i foder
eller vatten (ppm) till faktisk dos, om tillampligt.

—  Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.
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Resultat:

Kroppsvikt och forandringar av kroppsvikt.

Foderkonsumtion och i tillampliga fall vattenkonsumtion.

Uppgifter om toxiska reaktioner per kon och dosniva, inklusive tecken pa toxicitet.
Art, grad och varaktighet for kliniska observationer (oavsett om de ar reversibla eller inte).
Oftalmologisk undersékning.

Blodundersdkningar med relevanta basvérden.

Kliniska biokemiska undersokningar med relevanta basvarden.

Kroppsvikt vid avlivning, organvikt och férhallandena mellan organ- och kroppsvikt.
Obduktionsfynd.

En detaljerad beskrivning av alla histopatologiska fynd.

Absorptionsdata om de finns tillgangliga.

Statistisk bearbetning av resultaten, i tillampliga fall.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.



B.37 FORDROJD NEUROTOXICITET ORSAKAD AV ORGANISKA
FOSFORFORENINGAR TILL FOLJD AV AKUT EXPONERING

1. METOD

1.1 Inledning

Vid beddmning och utvardering av &mnens toxiska effekter ar det viktigt att beakta
potentialen hos substanser i vissa amnesgrupper att framkalla specifika typer av
neurotoxicitet som kanske inte upptacks vid andra toxicitetsundersékningar. Det har
observerats att vissa organiska fosforféreningar framkallar fordr6jd neurotoxicitet och
dessa skall beaktas for eventuell utvardering.

Screening-tester in vitro far tillampas for att identifiera de amnen som kan framkalla
fordrojd polyneuropati; negativa resultat fran in vitro-undersékningar bevisar dock
inte att testsubstansen inte skulle vara neurotoxisk.

Se Allmén inledning, del B.

1.2 Definitioner

Organiska fosforforeningar omfattar icke joniserande organiska fosforestrar, tioestrar
eller anhydrider av organofosfor-, organofosforo- eller organofosforamidsyror eller av
beslaktade fosfonthio-, fosforthio- eller fosforthioamidsyror eller andra amnen som
kan framkalla séddan férdr6jd neurotoxicitet som ibland observeras i denna
amnesgrupp.

Fordrojd neurotoxicitet ar ett syndrom som forknippas med férlangd fordrojd debut
for ataxi, distala axonopatier i ryggmargen och perifera nerver samt hammande och
aldrande av neurotoxiskt esteras (NTE) i nervvavnad.

1.3 Referensamnen

Ett referensamne skall testas i en positiv kontrollgrupp for att pavisa att den testade
artens respons inte andras vasentligt under forsoksforhallandena i laboratoriet.

Ett exempel pa en mycket anvand neurotoxisk substans ar tri-o-tolylfosfat (CAS 78-
30-8, EINECS 201-103-5, CAS-namn: fosforsyra, tris(2-metyl-fenyl)ester), aven
kallad tris-o-kresylfosfat.

1.4 Princip for testmetoden

Testsubstansen tillférs oralt i en enda dos till tamhdns som i tillampliga fall skyddats
fran akuta kolinerga effekter. Djuren observeras under 21 dagar i fraiga om
beteendestdrningar, ataxi och férlamning. Biokemiska matningar, sarskilt inhibition
av neurotoxiskt esteras (NTE) utfors pa hons som valjs slumpvis ur varje grupp,
normalt 24-48 timmar efter doseringen. 21 dagar efter exponeringen avlivas
resterande hons och en histopatologisk undersékning av valda nervvavnader
genomfors.

1.5 Beskrivning av testmetoden

1.5.1 Forberedelse

Friska unga vuxna hons som inte far medicin och som inte har virussjukdomar eller
gangdefekter skall valjas slumpmassigt till behandlings- respektive kontrollgrupper
och acklimatiseras till laboratorieforhallandena under minst fem dagar fore
undersokningens skalljan.

Burar eller inhAngnader som ar stora nog att ge hénsen fri rérlighet och som
underlattar observation av honsens gang skall anvandas.

Dosering av testsubstansen skall normalt ske oralt genom sondmatning, gelatinkapslar
eller motsvarande metod. Vatska kan ges outspadd eller I6st i en lamplig vehikel som
majsolja; fasta &mnen skall om mojligt I6sas eftersom stora doser fasta amnen i
gelatinkapslar kanske inte kan absorberas effektivt. | fraga om icke-flytande vehiklar
skall vehikelns toxiska egenskaper vara kéanda; i annat fall skall de bestammas fore
forsoket.



1.5.2 Forsoksforhallanden

1.5.2.1 Forsoksdjur

Unga vuxna varphons (Gallus gallus domesticus) i aldern 8-12 manader
rekommenderas. Standardstora arter och stammar skall anvandas och hdnsen skall
normalt ha fotts upp under sadana forhallanden att de kunnat rora sig fritt.

1.5.2.2 Antal och kén

Utdver behandlingsgruppen skall bade en vehikelkontrollgrupp och en positiv
kontrollgrupp anvandas. Vehikelkontrollgruppen skall behandlas pa samma sétt som
behandlingsgruppen med undantag for att tillférsel av testsubstansen utesluts.
Tillrackligt manga hons skall anvandas i varje grupp for att minst sex faglar skall
kunna avlivas for biokemisk bestamning (tre stycken vid vardera av tva tidpunkter)
och sex Overleva observationsperioden pa 21 dagar for patologisk undersokning.
Den positiva kontrollgruppen kan hallas parallellt eller vara en aktuell historisk
kontrollgrupp. Den skall omfatta minst sex héns som behandlats med ett valkant
neurotoxiskt amne som ger fordrojd polyneuropati, tre for biokemisk och tre for
patologisk undersdkning. Regelbunden uppdatering av historiska data
rekommenderas. Nya positiva kontrolldata skall tas fram om nagon viktig komponent
(t.ex. stam, foder, forvaringsutrymmen) har andrats av det berdrda laboratoriet efter
det att det tidigare forsoket genomfordes.

1.5.2.3 Dosnivaer

En preliminar undersokning med ett lampligt antal hons och dosnivagrupper skall
utforas for att faststéalla vilken niva som skall anvandas i huvudundersdékningen. En
viss dodlighet i den prelimindra undersdkningen ar nédvandig for att faststalla en
tillracklig dos for huvudundersokningen. For att forhindra dodsfall beroende pa akuta
kolinerga effekter far atropin eller nagot annat skyddsamne, om vilket det ar kant att
det inte paverkar fordréjda neurotoxiska responser, anvandas. En variation av
testmetoder far anvandas for att berakna den maximala icke-dodliga dosen av
testsubstans (se metod B.1a). Historiska data om hénsen eller annan toxikologisk
information kan ocksa vara till hjalp vid valet av dos.

Testsubstansens dosniva i huvudundersokningen skall vara den hogsta mojliga med
beaktande av resultaten fran den preliminara undersékningen for dosval och den 6vre
dosgransen pa 2 000 mg/kg kroppsvikt. Eventuella dodsfall skall inte vara fler an att
tillrackligt manga djur overlever for biokemi (sex stycken) och histologi (sex stycken)
efter 21 dagar. Atropin eller andra skyddsédmnen, om vilka det ar kant att de inte
paverkar fordréjda neurotoxiska responser, skall anvandas for att forhindra dodsfall
till foljd av akuta kolinerga effekter.

1.5.2.4 "Limit-test"

Om ett test vid en dosniva pa minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och dag, med anvandning
av de forfaranden som beskrivs for denna metod, inte framkallar ndgra observerbara
toxiska effekter och om toxicitet inte ar att forvanta pa grundval av data fran
strukturellt besléaktade @mnen, kan en undersékning med anvandning av en hogre dos
anses overflodig. "Limit-test" ar tillampligt, med undantag for om exponering pa
manniskor pavisar ett behov av att anvanda en hégre dosniva.

1.5.2.5 Observationsperiod

Observationsperioden skall vara 21 dagar.

1.5.3 Forfarande

Efter tillforsel av ett skyddsamne for att forhindra dodsfall till foljd av akuta kolinerga
effekter tillfors testsubstansen som engangsdos.

1.5.3.1 Allmanna observationer

Observationerna skall paskalljas direkt efter exponeringen. Samtliga hons skall



observeras noggrant flera ganger under de forsta tva dagarna och darefter minst en
gang dagligen under en period pa 21 dagar eller fram till planerad avlivning. Alla
tecken pa toxicitet skall noteras, inbegripet tid for beteendestdrningarnas debut, deras
typ, allvar och duration. Ataxi skall matas enligt en ordningsskala pa minst fyra
nivaer, och férlamning skall noteras. Minst tva ganger per vecka skall de htns som
valts ut for patologiska undersékningar tas ut fran burarna och underkastas en period
av patvingad motorisk aktivitet, t.ex. klattring pa stege, for att underlatta observation
av minimala toxiska effekter. Doende djur och djur som lider av svar smarta skall tas
bort nér detta upptacks, avlivas skonsamt och obduceras.

1.5.3.2 Kroppsvikt

Samtliga hons skall vagas just fore tillférseln av testsubstansen och darefter minst en
gang i veckan.

1.5.3.3 Biokemi

Sex hons valjs slumpvis fran var och en av behandlings- respektive
vehikelkontrollgrupperna och tre héns fran den positiva kontrollgruppen (om denna
grupp halls parallellt.) Honsen skall avlivas nagra dagar efter dosering, och hjarnan
och lumbala delar av ryggmargen prepareras och testas i fraga om inhibition av
neurotoxiskt esteras. Darutéver kan det ocksa vara lampligt att preparera och testa
ischiasnervvavnad i frdga om inhibition av neurotoxiskt esteras. Normalt skall tre
faglar fran kontrollgruppen och varje behandlingsgrupp avlivas efter 24 timmar och
tre efter 48 timmar, medan de tre honsen fran de positiva kontrollgrupperna skall
avlivas efter 24 timmar. Om eventuella kliniska tecken pa forgiftning (detta kan ofta
beddémas genom observation vid debuten pa kolinerga svar) indikerar att det toxiska
amnet kan tas upp mycket langsamt ar det battre att ta vavnadsprov fran tre faglar vid
vardera av tva tidpunkter mellan 24 och sa sent som 72 timmar efter dosering.

Om det bedoms lampligt kan &ven analyser av acetylkolinesteras (AChE) utféras pa
dessa prover. Spontan reaktivering av AChE kan dock upptrada in vivo och darmed
leda till en underskattning av amnets potential som AChE-hammare.

1.5.3.4 Obduktion

Obduktion av samtliga djur (avlivade enligt planen och déende djur som avlivats)
skall omfatta observation av hjarnans och ryggméargens utseende.

1.5.3.5 Histopatologisk undersokning

Nervvavnad fran djur som 6verlevt observationsperioden och som inte anvands for
biokemiska understkningar skall underkastas mikroskopisk undersékning.
Vavnaderna skall fixeras in situ med anvandning av perfusionsteknik. Snitten skall
omfatta lillhjarnan (longitudiellt, medialt), férlangda margen, ryggmargen och

perifera nerver. Ryggradssnitten skall tas fran halsomradet, mitten av brosthalan och
det lumbosakrala omradet. Snitt fran tibialnervens distala region och dess
forgreningar till musculus gastrocnemius och ischiasnerven skall tas. Snitten skall
fargas med lamplig myelin- och axonspecifik farg.

2. DATA

Negativa resultat i fraga om de sluteffekter som valts for denna metod (biokemi,
histopatologi och beteendeobservationer) skulle normalt inte krava ytterligare tester
av fordrojd neurotoxicitet. Tvetydiga eller oklara resultat i fraga om dessa sluteffekter
kan komma att krava ytterligare utvardering.

Individuella data skall anges. Daruttver skall alla data sammanfattas i tabellform som
for varje testgrupp visar antalet djur vid forsokets skalljan, antalet djur som uppvisar
skador, beteendeeffekter eller biokemiska effekter, typen och allvaret av dessa skador
eller effekter och procentandelen djur som uppvisar respektive typ och grad av allvar
av skada eller effekt.



Resultaten av denna undersokningen skall utvarderas i frdga om fordelning, allvar och
korrelation mellan beteendeeffekter, biokemiska och histopatologiska effekter och
eventuellt andra observerade effekter i behandlings- och kontrollgrupperna.
Numeriska resultat skall utvarderas genom lampliga och allmént erkénda statistiska
metoder. De statistiska metoder som anvands skall valjas vid utformandet av
undersokningen.

3. RAPPORTERING

Forsoksrapport

Forsoksrapporten skall om mojligt innehalla féljande uppgifter:

Forsoksdjur:

- Anvand stam.

- Antal djur och deras alder.

- Kélla, forvaringsforhallanden etc.

- Djurens individuella vikt vid forsokets skalljan.

Forsoksfornallanden:

- Uppgifter om testsubstansen, stabilitet och homogenitet i tillampliga fall.

- Motivering av val av vehikel.

- Uppgifter om tillférseln av testsubstansen.

- Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

- Grund f6r val av dos.

- Specifikation av tillférda doser, inbegripet uppgifter om vehikel, volym och det
tillférda materialets fysiska form.

- Benamning pa och uppgifter om tillforsel av eventuellt skyddsamne.

Resultat:

- Uppagifter om kroppsvikt.

- Uppgifter om toxisk respons per grupp, inbegripet dodsfall.

- De kliniska observationernas art, allvar och duration (reversibilitet skall anges).
- En detaljerad redogdrelse for biokemiska metoder och resultat.

- Obduktionsresultat.

- En detaljerad redogdrelse for alla histopatologiska resultat.

- Statistisk bearbetning av resultat i tillampliga fall.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.

4. REFERENSER

Denna metod motsvarar OECD TG 418.



B.38 FORDROJD NEUROTOXICITET ORSAKAD AV ORGANISKA

FOSFORFORENINGAR

28 DAGARS UPPREPAD DOSUNDERSOKNING

1. METOD

1.1 Inledning

Vid bedémning och utvardering av amnens toxiska effekter ar det viktigt att beakta potentialen
hos substanser inom vissa amnesgrupper att framkalla vissa typer av neurotoxicitet som kanske
inte upptécks vid andra toxicitetsunderstkningar. Det har observerats att vissa organiska
fosforforeningar framkallar fordr6jd neurotoxicitet och dessa skall beaktas for eventuell
utvéardering.

Screening-tester in vitro far tillampas for att identifiera de &mnen som kan framkalla fordrojd
polyneuropati; negativa resultat fran in vitro-undersokningar bevisar dock inte att testsubstansen
inte skulle vara neurotoxisk.

Denna 28 dagars undersokning av fordrojd neurotoxicitet ger information om de tankbara
halsorisker som troligen uppstar till foljd av upprepad exponering under en begransad tidsperiod.
Den ger information om dosrespons och kan ge en berakning av en NOAEL-niva som kan vara
anvandbar for att faststalla sakerhetsforeskrifter om exponering.

Se aven Allman inledning, del B.

1.2 Definitioner

Organiska fosforféreningar omfattar icke joniserande organiska fosforestrar, tioestrar eller
anhydrider av organofosfor-, organofosforo- eller organofosforamidsyror eller av beslaktade
fosfonthio-, fosforthio- eller fosforthioamidsyror eller andra amnen som kan framkalla sadan
fordrojd neurotoxitet som ibland observeras i denna amnesgrupp.

Fordrojd neurotoxicitet ar ett syndrom som férknippas med férlangd fordrojd debut for ataxi,
distala axonopatier i ryggmargen och perifera nerver samt hammande och aldrande av
neurotoxiskt esteras (NTE) i nervvavnad.

1.3 Princip for testmetoden

Testsubstansen tillférs dagligen oralt till tamhons under 28 dagar. Djuren observeras minst en
gang dagligen i fraga om beteendestorningar, ataxi och forlamning till dess det gatt 14 dagar
efter den sista dosen. Biokemiska matningar, sarskilt inhibition av neurotoxiskt esteras (NTE)
utfors pa hons som valjs slumpvis ur varje grupp, normalt 24-48 timmar efter doseringen. Tva
veckor efter den sista dosen avlivas resterande héns och en histopatologisk undersdkning av
valda neuralvdvnader genomfors.

1.4 Beskrivning av testmetoden

1.4.1 Forberedelser

Friska unga vuxna hons som inte far medicin och som inte har virussjukdomar eller gangdefekter
skall valjas slumpmassigt till behandlings- respektive kontrollgrupper och acklimatiseras till
laboratorieférhallandena under minst fem dagar fore undersokningens skalljan.

Burar eller inhangnader som ar stora nog att ge honsen fri rorlighet och som underlattar
observation av honsens gang skall anvandas.

Oral dosering skall ske dagligen sju dagar i veckan, helst genom sondmatning eller tillférsel av
gelatinkapslar. Véatska kan ges outspadd eller I6st i en lamplig vehikel som majsolja; fasta &mnen
skall om mojligt |0sas eftersom stora doser fasta amnen i gelatinkapslar kanske inte kan
absorberas effektivt. | fraga om icke-flytande vehiklar skall vehikelns toxiska egenskaper vara
kanda; i annat fall skall de bestammas fore forsoket.

1.4.2 Forsoksforhallanden

1.4.2.1 Forsoksdjur

Unga vuxna varphons (Gallus gallus domesticus) i aldern 8-12 manader rekommenderas.
Standardstora arter och stammar skall anvandas och honsen skall normalt ha fétts upp under
sadana forhallanden att de kunnat rora sig fritt.

1.4.2.2 Antal och kon



Vanligen bér minst tre behandlingsgrupper och en vehikelkontrollgrupp anvandas.
Vehikelkontrollgruppen skall behandlas pa samma satt som behandlingsgruppen med undantag
for att tillforsel av testsubstansen utesluts.

Tillrackligt manga hons skall anvandas i varje grupp for att minst sex faglar skall kunna avlivas
for biokemisk bestamning (tre stycken vid vardera tva tidpunkter) och sex ¢verleva en 14 dagar
lang observationsperiod efter behandlingen for patologisk undersokning.

1.4.2.3 Dosnivaer

Dosnivaerna skall valjas med beaktande av resultaten fran ett akut test av fordrojd neurotoxicitet
eller andra befintliga toxicitets- eller kinetiska data som finns tillgangliga i fraga om
testsubstansen. Den hogsta dosnivan skall valjas i syfte att inducera toxiska effekter, helst
fordrojd toxicitet, men inte dodsfall eller svart lidande. Darefter skall dosnivaer faststallas i en
fallande skala i syfte att pavisa eventuella dos-responssamband och NOAEL vid den lagsta
dosnivan.

1.4.2.4 "Limit-test"

Om ett test vid en dosniva pa minst 1000 mg/kg kroppsvikt och dag, med anvandning av de
forfaranden som beskrivs for denna undersokning, inte framkallar nagra observerbara toxiska
effekter och om toxicitet inte ar att forvanta pa grundval av data om strukturellt beslaktade
amnen kan en undersdkning med en hégre dos anses overflodig. "Limit-test” ar tillampligt, med
undantag for om exponering pa manniskor indikerar att det finns behov av att anvanda en hogre
dosniva.

1.4.2.5 Observationsperiod

Samtliga djur skall observeras minst en gang dagligen under exponeringsperioden och darefter
under 14 dagar, med undantag for planerad dissektion.

1.4.3 Forfarande

Djuren doseras med testsubstansen sju dagar i veckan under en period pa 28 dagar.

1.4.3.1 Allmanna observationer

Observationerna skall paskalljas direkt efter exponeringen. Samtliga hons skall observeras minst
en gang dagligen under de 28 behandlingsdagarna och under minst 14 dagar efter dosering eller
fram till planerad avlivning. Alla tecken pa toxicitet skall noteras, inbegripet tid for
beteendestdrningarnas debut, deras typ, allvar och duration. Observationerna skall omfatta, men
inte begransas till, beteendeavvikelser. Ataxi skall matas enligt en ordningsskala pa minst fyra
nivaer, och férlamning skall noteras. Minst tva ganger per vecka skall honsen tas ut fran burarna
och underkastas en period av patvingad motorisk aktivitet, t.ex. klattring pa stege, for att
underlatta observation av minimala toxiska effekter. Déende djur och djur som lider av svar
smarta skall tas bort nar detta upptacks, avlivas skonsamt och obduceras.

1.4.3.2 Kroppsvikt

Samtliga hons skall vagas just fore tillforseln av testsubstansen och darefter minst en gang i
veckan.

1.4.3.3 Biokemi

Sex hons véljs slumpvis fran var och en av behandlings- respektive vehikelkontrollgrupperna och
avlivas nagra dagar efter doseringen, och hjarnan och lumbala delar av ryggmargen prepareras
och testas i fraga om inhibition av neurotoxiskt esteras. Darutéver kan det ocksa vara lampligt att
preparera och testa ischiasnervvavnad i fraga om inhibition av neurotoxiskt esteras. Normalt
skall tre faglar fran kontrollgruppen och var och en av behandlingsgrupperna avlivas efter 24
timmar och tre 48 timmar efter den sista doseringen. Om data fran den akuta undersokningen
eller andra undersokningar (t.ex. toxikokinetik) indikerar att andra tidpunkter for avlivning ar att
foredra efter slutdosering sa skall dessa tidpunkter tillampas och grunden for detta dokumenteras.
Om det bedoms lampligt kan @ven analyser av acetylkolinesteras (AChE) utféras pa dessa
prover. Spontan reaktivering av AChE kan dock upptréda in vivo och darmed leda till en
underskattning av &mnets potential som AChE-hadmmare.

1.4.3.4 Obduktion



Obduktion av samtliga djur (avlivade enligt planen och déende djur som avlivats) skall omfatta
observation av hjarnans och ryggmargens utseende.

1.4.3.5 Histopatologisk undersokning

Nervvavnad fran djur som 6verlevt observationsperioden och som inte anvands for biokemiska
undersokningar skall underkastas mikroskopisk undersokning. Vavnaderna skall fixeras in situ
med anvandning av perfusionsteknik. Snitten skall omfatta lillhjarnan (longitudiellt, medialt),
forlangda margen, ryggmargen och perifera nerver. Ryggradssnitten skall tas fran halsomradet,
mitten av brosthalan och det lumbosakrala omradet. Snitt fran tibialnervens distala region och
dess forgreningar till musculus gastrocnemius och ischiasnerven skall tas. Snitten skall fargas
med lamplig myelin- och axonspecifik farg. Inledningsvis skall mikroskopundersékning utforas
pa de bevarade vavnaderna av samtliga djur i kontroll- respektive hdgdosgruppen. Om det finns
bevis pa effekter i hogdosgruppen skall mikroskopundersokning aven utforas pa honsen fran
mellan- och lagdosgrupperna.

2. DATA

Negativa resultat i frdaga om de sluteffekter som valts for denna metod (biokemi, histopatologi
och beteendeobservationer) skulle normalt inte kréva ytterligare tester av fordrdjd neurotoxicitet.
Tvetydiga eller oklara resultat i fraga om dessa sluteffekter kan komma att krava ytterligare
utvéardering.

Individuella data skall anges. Darutover skall alla data sammanfattas i tabellform som for varje
testgrupp visar antalet djur vid forsokets skalljan, antalet djur som uppvisar skador,
beteendeeffekter eller biokemiska effekter, typen och allvaret av dessa skador eller effekter och
procentandelen djur som uppvisar respektive typ och grad av allvar av skada eller effekt.
Resultaten av denna undersokning skall utvarderas i fraga om fordelning, allvar och korrelation
mellan beteendeeffekter, biokemiska och histopatologiska effekter och eventuellt andra
observerade effekter i behandlings- och kontrollgrupperna.

Numeriska resultat skall utvarderas genom lampliga och allmant erkédnda statistiska metoder. De
statistiska metoder som anvands skall valjas vid utformandet av undersdkningen.

3. RAPPORTERING

Forsoksrapport

Forsoksrapporten skall om mojligt innehalla féljande uppgifter:

Forsoksdjur:

- Anvand stam.

- Antal djur och deras alder.

- Kalla, forvaringsforhallanden etc.

- Djurens individuella vikt vid forsokets skalljan.

Forsoksforhallanden:

- Uppagifter om testsubstansen, stabilitet och homogenitet i tillampliga fall.

- Motivering for val av vehikel.

- Uppgifter om tillférseln av testsubstansen.

- Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

- Grund for val av dos.

- Specifikation av tillférda doser, inbegripet uppgifter om vehikel, volym och det tillférda
materialets fysiska form.

- Grund for att valja andra tidpunkter for biokemisk bestamning om de inte motsvarar 24
respektive 48 timmar.

Resultat:

- Uppagifter om kroppsvikt.

- Uppgifter om toxisk respons per grupp, inbegripet dodsfall.

- Niva for no-observed adverse effect.

- De kliniska observationernas art, allvar och duration (reversibilitet skall anges).

- En detaljerad redogdrelse for biokemiska metoder och resultat.



- Obduktionsresultat.

- En detaljerad redogdrelse for alla histopatologiska resultat.
- Statistisk bearbetning av resultat i tillampliga fall.
Diskussion om resultaten.

Slutsatser.

4. REFERENSER

Denna metod motsvarar OECD TG 419
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1.2

B.39. TEST AV REPARATIONSSYNTES (UDS)

HOS LEVERCELLER FRAN DAGGDJUR IN VIVO

METOD

Denna metod &r en kopia av testet OECD TG 486, Test av reparationssyntes (UDS) hos leverceller fran
daggdjurin vivo (Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with Mammalian Liver Cétevivo (1997)).

INLEDNING

Andamaélet med testet av reparationssyntes (UDS) hos leverceller fr&n dagydjivo ar att identifiera
testsubstanser som inducerar DNA-reparation i leverceller fran behandlade férsoksdjur (se 1,2,3,4).

Detta in vivo-test erbjuder en metod fér undersokning av genotoxiska effekter av kemikalier i levern.
Slutpunktsmatning &r indikativt for DNA-skador och paféljande reparation i leverceller. Levern &r vanligen det
huvudsakliga satet for metabolismen av absorberade amnen. Det ar sdledes ett lampligt sate for att mata DNA-
skadorin vivo.

Om det finns bevis for att testsubstansen inte kommer att nd malvavnaden &r det inte lampligt att anvanda detta
test.

Reparationssyntesens slutpunkt méats genom att bestdmma upptaget av markta nukleosider i celler som inte
undergar reguljar DNA syntes (S-fas). Den teknik som &r den mest anvanda ar bestadmning av upptag av
tritiummarkt tymidin €H-TdR) med hjalp av autoradiografi. Rattlever anvands med fordel for UDS-tiester

vivo. Andra vavnader &n lever kan anvandas, men omfattas inte av denna metod.

Detektionen av ett UDS-svar ar beroende av antalet DNA-baser som “klipps bort” och byts ut vid platsen for
skadan. UDS-testet ar darfor sarskilt vardefullt for att detektera substansinducerad "longpatch”-reparation (20—
30 baser). “Shortpatch”-reparation (1-3 baser) detekteras daremot med mycket lagre kanslighet. Vidare kan
mutagena handelser intraffa pa grund av utebliven reparation, felreparation eller felreplikation av DNA-skador.
Omfattningen av UDS-svaret ger ingen indikation p& noggrannheten i reparationsprocessen. Dessutom &r det
mojligt att ett mutagen reagerar med DNA men att DNA-skadan inte repareras via en reparationsprocess dar
DNA-baser "klipps bort” och byts ut. Bristen pa specifik information rérande mutagen aktivitet, erhallen
genom UDS-testet, kompenseras for genom dess potentiella kanslighet, eftersom den méats i hela genomet.

Se aven Allméan inledning, Del B.
DEFINITIONER

Celler som repareras:ett nettoantal korn i karnan (net nuclear grain, NNG) som ar storre an ett férvalt varde,
vilket skall verifieras av det laboratorium som utfor testet.

Nettoantal korn i karnan (NNG): kvantitativ matning av UDS-aktivitet hos celler i autoradiografiska UDS-
tester, berdknade genom att subtrahera medelantalet av de cytoplasmiska kornen i kérnekvivalenta
cytoplasmiska omraden (CG) fran antalet korn i karnan (nuclear grains, NG): NNG = NG - CG. NNG-
rakningar beraknas for individuella celler och slas sedan samman for celler i en kultur, i parallella kulturer, etc.

Reparationssyntes (UDS)DNA-reparationssyntes efter “bortklippning” och avlagsnande av en DNA-stréng
som innehaller ett avsnitt med skador som inducerats av kemiska substanser eller fysiska amnen.
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14.2.1

TESTMETODENS PRINCIP

UDS-testet med leverceller fran daggdjarvivo indikerar DNA-reparationssyntes efter "bortklippning” och
avlagsnande av en strang med DNA innehéllande ett avsnitt med skador, vilka inducerats av kemiska substanser
eller fysiska amnen. Testet baseras i vanliga fall p& en inkorporerifigi-&idR i DNA hos leverceller, vilka

har en lag frekvens av celler som befinner sig i cellcykelns S-fas. Upptagek-@dR bestams vanligen genom
autoradiografi, eftersom denna teknik inte ar s& mottaglig for interferens fran celler i S-fas som, t.ex. vétske-
scintillationsrakning.

BESKRIVNING AV METODEN
Forberedelser
Val av djurarter

Vanligen anvands rattor men det gar aven bra att anvanda ett annat lampligt daggdjur. Man bor valja de
stammar av unga, friska vuxna forsoksdjur som vanligen anvands pa laboratorier. Nar undersokningen skall
paborjas, ar det lampligt att viktskillnaden mellan djuren ar sa liten som mojligt och den bor inte dverstiga

20 % av medelvikten for varje kon.

Forhallanden vid férvaring och utfodring

De generella forhallanden som anges i den Allmanna inledningen till del B géller. Man bor dock strava efter en
relativ luftfuktighet pa 50-60 %.

Forberedelse av djuren

Friska, unga och vuxna forsoksdjur véljs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna.
Burar bor arrangeras pa ett sddant satt att mojliga effekter beroende pa placeringen av burarna blir s sma som
mojligt. Djuren skall ha en unik identifiering och hallas i sina bunamder minst fem dagar innan
undersokningen borjar, for att gora detjtigi for dem att acklimatiseras till férhallandena i laboratoriet.

Beredning av testsubstansen

Testsubstanser i fast form bor 16sas upp i eller blandas med lampliga I6sningsmedel eller vehiklar och spadas
ut, om sa ar lampligt, innan dosen administreras till férsoksdjuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras
direkt eller s& spads de ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvandas om inte
stabilitetsdata visar att lagring ar acceptabelt.

Forsoksbetingelser
Lésningsmedel/vehikel

Losningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivder som anvands och bor inte
kunna misstankas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lésningsmedel/vehiklar &n géangse
brukliga anvands, bér anvandningen av dem ha stod fr&n data som visar pa deras kieipatiér det ar

mojligt, rekommenderas att man i férsta hand évervager vattenbaserade I6sningsmedel/vehiklar.
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Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (Iosningsmedel/vehikel) bér ingd i varje oberoende utférd del av
experimentet. Forutom vid behandling med testsubstansen, bor férsoksdjuren i kontrollgrupperna hanteras pa ett
identiskt satt i forhallande till djuren i de grupper dar behandling skett.

Positiva kontroller bor utgdras av substanser som ar kanda for att ge UDS nar de administreras vid
exponeringsnivaer som kan forvantas att ge en detekterbar 6kning jamfort med bakgrunitam Ragtroller

som kraver metabolisk aktivering bér anvandas vid doser som framkallar ett mattligt svar (4). Doserna kan viljas
pa ett sAdant satt att effekterna ar tydliga men att de inte omedelbart avsldjar identiteten hos kodade utstryksglas
for lasaren. | tabellen nedan ges nagra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Tider for provtagning Substans CAS-nr. EINECS-nr.
Tidiga provtagningstider (2—4 tim. N-Nitrosodimetylamin 62-75-4 200-249-8
Sena provtagningstider (12—16 tinp) N-2-Fluorenylacetamid (2-AAF)  53-96f3 200-188-6

Andra lampliga positiva kontrollsubstanser kan anvandas. Det ar acceptabelt att den positiva kontrollen
administreras via en annan tillférselvag én testsubstansen.

FORFARANDE
Forsoksdjurens antal och kdn

Ett lampligt antal forsdksdjur bér anvandas, for att man skall kunna ta héilsgen naturliga biologiska
variationen hos testresultaten. Antalet forsoksdjur bor utgéras av minst 3 analyserbara forsoksdjur per grupp.
Dar det finns en signifikant historisk databas som har ackumulerats, krévs det endast 1 eller 2 férsoksdjur for
de samtidiga negativa och positiva kontrollgrupperna.

Om det vid tiden for undersokningen visar sig att det finns data sotillgéngliga frAnundersékningar pa

samma stam och dar samma tillférselvag for exponering har anvants, samt att dessa visar att det inte finns nagra
betydande skillnader i toxicitet mellan konen, kan testning p& endast ett kén, helst pa hanar, vara tillrackligt. |
de fall dar exponering av méanniska for kemikalier kan ge kdnsspecifika resultat, som t.ex. for vissa lakemedel
amnen, bor testet utféras med forsoksdjur av [Ampligt kon.

Behandlingsschema
Testsubstanser administreras i allménhet i form av en enstaka behandling.
Dosnivaer

Normalt anvéands minst tva olika dosnivaer. Den hogsta dosen definieras som den dos vilken producerar tecken
pa toxicitet pa ett sddant satt att hogre dosnivaer, baserade pa en likadan doseringsregim, skulle férvantas leda
till letalitet. | allménhet bor den lagre dosen vara 50 % till 25 % av den hodgre dosen.
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1.5.7

Substanser med specifika biologiska verkningar vid laga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgéra undantag med avseende pa de dosbestammande kriterierna och bér utvarderas fran fall
till fall. Om en undersokning for att bestamma intervallet utférs pa grund av att det inte finns nagra lampliga
data tillgangliga, bor denna utféras i samma laboratorium, och dar man anvander samma arter, stammar, kdn
och behandlingsschema som i huvudundersékningen.

Den hdgsta dosen kan dven definieras som en dos vilken producerar en indikation pa toxicitet i levern (t.ex.
pyknotiska karnor).

"Limit-test”

En fullstandig undersokning kan inte anses vara nodvandig om ett test pa en dosniva vid minst 2 000 mg/kg
kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tva behandlingar under samma dag, inte ger upphov
till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvantas utifrin data om strukturellt
relaterade substanser. En forvantad exponering av manniskor kan visa pa behovet av att en hogre dosniva
anvands i "limit-testen”.

Administrering av doser

Testsubstansen administreras vanligen via sondmatning genom att anvanda en magsond eller en lamplig
intubationskanyl. Andra tillférselvagar for exponering kan vara acceptabla, dar de kan motiveras. Den
intraperitoneala vagen rekommenderas dock inte, eftersom den skulle kunna exponera levern direkt for
testsubstansen snarare an via det cirkulatoriska systemet. Den maximala vatskevolymen som kan administreras
genom sondmatning eller injektion vid eitfélle beror av forsdksdjurets storlek. Volymen bor inte dverskrida

2 ml/100 g kroppsvikt. Anvandningen av stérre volymer maste motiveras. Forutom nar det galler irriterande
eller korrosiva substanser, vilka normalt kommer att avsloja forvarrade effekter vid hégre koncentrationer, bér
variationer av testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen, s att en konstant volym kan
sékerstéllas vid alla dosnivaer.

Beredning av leverceller

I normala fall bereds leverceller fran behandlade forsoksdjur 12—16 timmar efter dosering. Ytterligare en tidig
provtagningstidpunkt (normalt 2—4 timmar efter behandlingen) ar normalt nddvandig om inte det finns ett
tydligt positivt svar efter 12—-16 timmar. Alternativa provtagningstidpunkter kan anvandas nar det &r motiverat
utifrn toxikokinetiska data.

Kortvariga kulturer med leverceller fran daggdjur startas genom att skolja leveitu med kollagenas och att
lata nyligen dissocierade leverceller fasta sig pa en lamplig yta. Leverceller fran negativa kontrollforsoksdjur
bor ha en viabilitet (5) pa minst 50 %.

Bestamning av UDS

Nyligen isolerade leverceller fr&n daggdjur inkuberas normalt med ett medium som innéHaMeR under en

tid som ar tillrackligt 1&ng, t.ex. 3-8 timmar. N&r inkubationsperioden gar mot sitt slut, bér mediet avldgsnas
frén cellerna, vilka sedan kan inkuberas i ett medium som innehaller ett éverskott pd omarkt tymidin for att
forsvaga oinkorporerad radioaktivitet ("cold chase”). Cellerna tvattas sedan, fixeras och torkas. Vid langre
inkubationstider, kan "cold chase” visa sig vara onddigt. Utstryksglas doppas sedan i en autoradiografisk
emulsion, exponeras i morker (t.ex. nedkylda unglet4 dagar), framkallas och fargas in, varpa exponerade
silverkorn sedan raknas. Tva till tre utstryksglas bereds frén varje forsoksdijur.
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2.1

2.2

Analys

Preparationerna av utstryksglas bor innehalla tillrackligt manga celler med normal morfologi for att medge en
meningsfull bestamning av UDS. Preparationer undersoks mikroskopiskt efter tecken p& uppenbar cytotoxicitet
(t.ex. pyknos, reducerade nivaer av radioaktiv markning).

Utstryksglas bor kodas innan kornen raknas. Normalt pavisas 100 celler fran varje forsoksdjur fran minst tva
utstryksglas. Om mindre an 100 celler/forsoksdjur pavisas bor detta motiveras. Vid kornrakningar pavisas inte
karnor i S-fas, men proportionen av celler i S-fas kan registreras.

Méngden av®H-TdR som inkorporerats i kdrnan och cytoplasman hos morfologiskt normala celler, som
bevisats av upplagringen av silverkorn, bor bestdmmas med hjalp av Iampliga metoder.

Kornrakningar bestams i karnorna (nuclear grains, NG) och karnekvivalenta omraden i cytoplasman
(cytoplasmic grains, CG). CG-rakningar méats genom att antingen ta det omrade av cytoplasman som har den
mest omfattande markningen, eller genom att ta ett medeltal av tva eller tre slumpmassiga cytoplasmarakningar
nara karnan. Andra raknemetoder (t.ex. helcellsrékning) kan anvéandas om de kan motiveras (6).

DATA
BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella utstryksglas och forsdksdjursdata bor tas fram. Dessutom bor alla data sammanfattas i tabellform.
Rakningar av nettoantalet korn i karnan (NNG) bor tas fram for varje cell, for varje forsoksdjur och for varje
dos och tid genom att subtrahera CG-rakningar frdn NG-rakningar. Om "celler under reparation” raknas in, bor
kriterierna for definition av "celleunder reparation” vara motiverade och baserade pa historiska eller samtidiga
negativa kontrolldata. Numeriska resultat kan utvarderas utifrin statistiska metoder. Om statistiska tester
anvands, bor de selekteras och motiveras innan undersékningen utfors.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN
Exempel pa kriterier for positiva/negativa svar innefattar:

positiva 0] NNG-varden 6ver ett forvalt troskelvarde som ar motiverat pé basis
av historiska laboratoriedata

eller (i) NNG-varden som &r signifikant stdrre an den samtidiga kontrollen

negativa 0] NNG-varden inom/under det historiska kolftirdskelvardet

eller (ii) NNG-varden som inte ar signifikant stérre &n den samtidiga
kontrollen

Den biologiska relevansen hos registrerade data bor uppméarksammas: d.v.s. parametrar sdsom variationer
mellan olika férsoksdjur, dos/respons-férhallanden och cytotoxicitet bor ocks& beaktas. Statistiska metoder kan
anvandas sdsom en hjalp vid utvarderingen av testresultaten. Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda
faktor som bestammer om resultatet ar positivt.



Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppséattningen av data i
séllsynta fall gora det omgjligt att utféra en otvetydig bedémning med avseende pa testsubstansens aktivitet.
Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur madnga ganger som experimentet upprepas.

Ett positivt resultat frdn UDS-testet pa leverceller fraggtdjur in vivo indikerar att testsubstansen inducerar
DNA-skador i leverceller frAn daggdjun vivo, vilka kan repareras av reparationssynitesitro. Ett negativt

resultat indikerar att testsubstansen, under foérsoksbetingelserna, inte inducerar skador pd DNA som &r
detekterbara med hjalp av detta test.

Sannolikheten for att testsubstansen eller dess metaboliter skall nd ut i det stora kretsloppet eller specifikt till
malvavnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bor diskuteras.

RAPPORTERING
TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehalla féljande information:

Lésningsmedel/vehikel
— motivering for valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och I6slighet i I6sningsmedlet/vehikeln, om detta &ar kant

Forsoksdjur:

— art/stam som anvands

— forsoksdjurens antal, alder och kon

— ursprung, forhallanden vid forvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos forsoksdjuren vid forstkets borjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvéarde och
standardavvikelse for varje grupp

Forsoksbetingelser:

— positiva och negativa kontroller (vehikel/ldsningsmedel)

— data fran en undersokning av spannvidden, om en sddan har utforts

— grund for valet av dosniva

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund for det satt administreringen sker pa

— metoder for att verifiera att testsubstansen nadde det stora kretsloppet eller malvivnaden, om detta &r
tillampbart

— omvandling frAn koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta ar tillampbart

— uppgifter om betraffande fodrets och vattnets kvalitet

— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman



— metoder for méatning av toxicitet

— metod for beredning och odling av leverceller

— den autoradiografiska teknik som anvants

— antalet utstryksglas som preparerats och antalet celler som pavisats
— kriterier for utvardering

— kriterier for att bedoma om undersokningarna arnfs negativa eller tvetydiga

Resultat:

— individuella utstryksglas, forsoksdjurs- och gruppmedelvarden for antalet korn i karnan, cytoplasmiska
korn, och nettoantalet korn i karnan (NNG)

— dos/respons-férhallande, om detta ar tillgangligt

— statistisk utvardering, om en sadan utforts

— tecken pa toxicitet

— samtidiga negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

— historiska negativa och positiva kontrolldata (I6sningsmedel/vehikel) med intervall, medelvarden och
standardavvikelser

— antalet "celler under reparation”, om detta har fagitsta
— antalet celler i S-fas, om detta har bestamts

— cellernas viabilitet
Diskussion av resultaten.
Slutsatser.
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B.40. HUDKORROSIVITET

METOD

INLEDNING

Europeiska centret for validering av alternativa provningsmetoder (ECVAM, Gemensamma forskningscentret,
Europeiska kommissionen) har bedémt twé vitro-test for hudkorrosivitet — bestdmning av transkutant
elektriskt motstand i ratthud (TER) och ett test dar en modell av human hud anvands — som vetenskapligt
validerade (1)(2)(3). Vid ECVAM-valideringsstudien pavisades att bada testerna gav tillforlitliga resultat nar
det géllde att skilja mellan kanda korrosiva och icke-korrosiva amnen. Med forsoksprotokollet baserat pa
modell av human hud kunde man dessutom framgangsrika skellan olika grader av korrosivitet (kanda

starkt korrosiva @mnen, R35 och andra korrosiva dmnen, R34) (2). Foreliggande dokument innehaller
beskrivningar och forfaranden for bada testerna. Valet av test for ett visst &ndamal beror pd anvandarens
specifika krav och preferenser.

Se dven Allman inledning, del B.

DEFINITIONER

Hudkorrosivitet: formagan hos ett testimne som har applicerats pd huden att framkalla irreversibla
vavnadsskador.

REFERENSAMNEN

Inga referensémnen har specificerats. Se dock punkterna 1.5.3.4 och 1.7.2.3.

PRINCIP FOR TESTMETODEN- BESTAMNING AV TER | RATTHUD

Testamnet appliceras och far verka upp till 24 timmar pa ytahuabitar frAn humant avlivade unga réttor.
Korrosiva &mnen identifieras genom sin formaga att framkalla skador pa hudens hornlager och stérningar i den
normala barriarfunktionen, vilket kan faststéllas som en sankning av hudens transkutana elektriska motstand
(TER) under ett troskelvarde (3R (4)(5). Irriterande och icke-irriterande material framkallar ingen séankning

av TER under troskelvardet. For surfaktanter och neutrala organiska amnen kan testforfarandet kompletteras
med ett fargdmnesbindningssteg (for digfom, se hénvisning (6)) i syfte att minska antalet falska positiva
resultat som ofta fas med dessa kemikalietyper (2) (7).

BESKRIVNING AV TESTMETODEN — BESTAMNING AV TER | RATTHUD
Djur

For beredningen av hudbitar behévs unga ra@6—@3 dagar, Wistar eller motsvarande stam). Rattornas rygg-
och flankhdr avlagsnas omsorgsfullt med en liten palsklippningsmaskin. Djuren tvattas genom omsorgsfull
avtorkning och det harlésa omrddet dranks med antibiotikalésning (som kan innehélla t.ex. streptomycin,
penicillin, kloramfenikol eller amfotericin i tillracklig koncentration for att hindra bakterietillvaxt). Djuren tvattas

pa nytt med antibiotika tre eller fyra dagar efter den forsta tvatten och méaste déarefter anvandas inom 3 dagar (djur
som anvands foér beredning av hudbitar far inte vara aldre 4n 31 dagar).

Beredning av hudbitar

Djuren avlivas p& humant satt. Rygghuden fran varje djutiltesra och allt dverskottsfett aviagsnas omsorgsfullt.
Huden placeras 6ver dndan av ett ror av PTFE (polytetrafluoroetylen) med epidermisytan mot roret. En O-ring av
gummi trycks Gver rérets anda for att halla hudbiten pa plats och overskottshud trimmas bort. Rorets och O-
ringens matt framgar av figur 1. Déarefter forseglas O-ringen omsorgsfullt till PTFE-réret med paraffin. Rorets
stods av en fjaderklamma innanfor en receptorkammare som innehaller magnesiumsulfatiésning (154 mM) (figur
2).



153 Testforfarande

1.5.3.1 Applicering av testamne

Testamnen i vatskeform (150 pl) appliceras pa epidermisytan inuti roret (figur 2). Vid testning av &mnen i fast
form appliceras en tillracklig mangd for att sakerstélla att hela epidermisytan técks. Darefter tillférs avjoniserat
vatten (150 pl) pa det fasta &mnet och réret omskakas varsamt. Testdmnet bor ha maximal kontakt med huden. For
vissa fasta A&mnen kan detta uppnas genom uppvarmning°@l $ att testamnet smaélter. Alternativt kan amnet
finférdelas till granulat eller pulver.

Varje testimne appliceras pa tre hudbitar. Testamnet far verka 24 timmar (se dven 1.5.3.4) och avlagsnas darefter
genom skéljning med kranvattenstrale (upp tilPGR Skoéljningen bor paga till dess att inget &mne langre fas bort.
Testdmne som har fastnat i roret kan skéljas bort med varmt vatten (cit€y. 30

1.5.3.2 TER-matningar

For TER-matningen anvands en LCR-méatare for lAgspanning och véxelstrom (t.ex. AIM 401, AIM 6401 eller
motsvarande). For att sdnka hudens ytspanning fére motstandsmatilifiyeretanol (70 %) i tillracklig mangd

for att tacka epidermisytan. Etanolen far verka i ngra sekunder och halls sedan ur roret. Darefter behandlas
vavnaden med 3 ml magnesiumsulfatiosning (154 mM). For motstandsméatningshudkit) placeras
matutrustningens elektroder pa hudbitens motstdende bada ytor (figur 2). Elektrodernas matt och elektrodlangden
under krokodilklamman framgar av figur 1. Den inre (tjocka) elektrodklamman halls uppe p& PTFE-réret under
motstandsmatningen for att sékerstélla att elektrodlangden inne i magnesiumsulfatidsningen hélls konstant. Den
yttre (tunna) elektroden placeras innanfor receptorkammaren s& att elektroden ligger mot kammarens botten.
Avstandet mellan fiaderklamman och PTFE-rérets botten skall hallas konstant (figur 1) eftersom avstandet
paverkar det erhalina motstandsvardet.

Observera att om det uppmatta motstandsvirdet Gverstiger ett s& hogt varde sonka20 dtetta bero pa att
hudbitens epidermisyta &r tickt av testamne. For att f& bort &mnet kan man t.etill SITEE-roret med tummen

(som bor skyddas med handske) och skaka om roret i cirka 10 sekunder, halla ut magnesiumsulfatiésningen och
upprepa matningen med ny magnesiumsulfatlosning.

De resulterande medelvardena &r godtagbara om samtidigavgpagh negativa kontrollvarden faller inom det
godkanda omradet for metoden. | tabellen nedan anges fdilgntrollamnen samt motsvarandgdkanda
motstandsintervall fér den beskrivna metoden och utrustningen.

Kontroll Amne Motstandsintervall ()
Positiv 10 M saltsyra (36 %) 0,5-1,0
Negativ Destillerat vatten 10-25

1.5.3.3 Modifierat férfarande for surfaktanter och neutrala organiska amnen

Om testamnet ar en surfaktant eller neutralt organiskt amne och TER-vardet ar lagre eller lika®rieah&&lska
positiva resultat sallas ut genom bestamning av fargamnespenetrationen i vavnaderna (2).
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Applicering och avlagsnande av fargamne (Sulforhodamine B)

Efter den forsta behandlingen med testamne appliceragllBDprocentig (vikt i volym) I6sning av fargdmnet

i destillerat vatten p& epidermisytan av aladbitar. Losningen far verka i 2 timmar. Darefter avldgsnas
Overskott (obundet fargamne) genom tvéttning av hudbitarna med kranvattenstréle under cirka 10 sekunder.
Hudbitarna tas forsiktigt bort frAn PTFE-réren och varje hudbit placeras i en burk (t.ex. en 20 ml
scintillationsburk i glas) som innehaller avjoniserat vatten (8 ml). Burkarna omskakas varsgents minuter

for att avlagsna ytterligare 6verskott (obundet fargamne). Darefter upprepas skéljningen. Hudbitarna tas bort,
placeras i burkar som innehaller 5 ml 30-procentigt (vikt i volym) natriumdodekylsulfat (SDS)tilleled

vatten och inkuberas ©Over natten vid °60 Efter inkubationen avlagsnas hudbitarna och sléangs. Den
kvarvarande l6sningen centrifugeras under 8 minuter vilCQtelativ centrifugalkraft ~175). Ett 1 ml prov av
supernatanten spads ut i volymférhallandet 1:5 (t.ex. 1 ml + 4 ml) med 30-procentigt (vikt i volym) SDS i
destillerat vatten. L&sningens optiska densitet (OD) mates vid cirka 565 nm.

Berakning av fargdmneshalten

Fargamneshalten per hudbit berdknas utifran OD-vardena (fargamnets moléra extinktionskoeffiGigBihrid=

8,7 x 1¢; molekylvikt = 580). Fargamneshalten bestams for vhrjdbit och darefter beréknas en medelhalt for

alla hudbitarna. Resultaten &r godtagbara om samtidiga kontrollvarden faller inom de godkénda intervallen for
metoden. | tabellen nedan ges forslag pa godtagbara intervall for kontrollamnenas fargamneshalt for den beskrivna
metoden och utrustningen.

Kontroll Amne Intervall for fargdmneshaltepd/bit)
Positiv 10 M saltsyra (36 %) 40-100
Negativ Destillerat vatten 15-35

Tillaggsinformation

Det &ar ocksd majligt att lata testamnena verkapdbitarna under kortare tid (t.ex. 2 timmar) i syfte att identifiera
amnen som ar starkt korrosiva. Det visade sig dock vid valideringsstudien att TER-bestdmning efter 2 timmars
kemikaliepaverkan gav 6verdrivna resultat avseende flera kemikaliers korrosivitetspotential (2), trots att en korrekt
identifiering av korrosiva och icke-korrosiva kemikalier kunde goéras efter 24 timmars verkningstid.

Testutrustningens egenskaper och matt samt det anvanda testférfarandet kan paverka de uppmatta TER-
vardena. Korrosivitetstroskeln pa ®Hharleddes fran data som erhallits med den specifika utrustning och det
specifika forfarande som beskrivs for denna metod. Om forsoket utfors under betydligt annorlunda
forhallanden kan avvikande tréskel- och kontrollvarden erhdllas. Det rekommenderas darfor att metoden och
motstandets troskelvarde kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som valts ut bland de
kemikalier som anvants i valideringsstudien (3).



1.6

17

171

1.7.2

1721

1.7.2.2

1.7.2.3

PRINCIP FOR TESTMETODEN - BESTAMNING MED MODELL AV HUMAN HUD

Testamnet appliceras och far verka upp till 4 timmar pa ytan av en tredimensionell modell av human hud som
bestar av rekonstruerad epidermis med funktionellt hornlager. Korrosiva &mnen identifieras genom sin formaga
att efter faststéllda exponeringsperioder framkalla en séankning av cellernas viabilitet (vilket kan faststallas

t.ex. med MTT-reduktionsbestamning) under definierade troskelvarden. Principen for bestamningen foljer

hypotesen om att kemikalier &r korrosiva om de kan penetrera hornlagret (genom diffusion eller erosion) och ar
tillrackligt cytotoxiska for att orsaka celldodunderliggande cellskikt.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN — BESTAMNING MED MODELL AV HUMAN HUD
Modeller av human hud

Modeller av human hud kan harréra fran olika kallor men méaste uppfylla vissa kriterier. Modellen méaste ha ett
funktionellt hornlager med ett underliggande lager levande celler och hornlagrets barriarfunktion maste vara
tillracklig. Tillracklig barriarfunktion kan pévisas genom demonstrationhadmodellens bestandighet vad

galler cytotoxicitet. Detta gors genom att applicera amnen som veterligen ar cytotoxiska for celler men som
normalt inte passerar hornlagret. Man maste kunna pavisa att hudmodellen ger reproducerbara resultat under
definierade forsoksforhallanden.

Hudmodellens levande celler maste ha tillracklig viabilitet fér att det skall uppsté en skillnad mellan resultatet
for positivt och negativt kontrollamne. Cellernas viabilitet (t.ex. uppmétt genom MTT-reduktion, dvs. ett OD-
varde) efter exponering for det negativa kontrollamnet maste falla inom godtagbara granser for den berérda
modellen. Likas& maste cellernas viabilitetsvarden for det positiva kontrollamnet (i forhallande till vardena for
det negativa kontrollamnet) falla inom faststdllda granser. Det viktigaste kriteriet ar att den
forutsagbarhetsmodell som anvinds méste ha pavisats uppfylla internationella valideringsstandarder.

Testforfarande
Applicering av testamne

Amnen i vatskeform maste appliceras i tillrdcklig mangd for att tdwkdens yta (minst 25 pl/cm2). Amnen i

fast form maste appliceras i tillracklig mangd for att tadkaden och darefter maste amnet fuktas for att
sékerstalla god kontakt med huden. | vissa fall maste amnen i fast form pulveriseras fore appliceringen.
Appliceringsmetoden maste bevisligen vara lamplig for ett stort antal olika kemikalietyper (se t.ex. hanvisning
2). | slutet av exponeringsperioden skall testamnet omsorgsfullt tvattas bort fran hudytaritibedisg.

Métning av cellernas viabilitet

Cellernas viabilitet kan matas med valfri validerad metod. Den oftast anvanda bestdmningsmetoden ar MTT-
reduktion, som har visat sig ge exakta och reproducerbara resultat i olika laboratorier (2). Hudbitarna far ligga
3 timmar i en MTT-l6sning (0,3 mg/ml) vid 20-28°C. Den utfallda bla formazadpkten extraheras med
I6sningsmedel och formazanhalten méats genom OD-bestamning vid en vaglangd mellan 545 och 595 nm.

Tillaggsinformation

Den hudmodell som anvands och det exakta protokollet foér exponeringstid, tvattningsforfaranden och dylika
faktorer har stor inverkan pa resultaten avseende cellernas viabilitet. Det rekommenderas att metoden och
forutsagbarhetsmodellen kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som véljs ut bland de
kemikalier som anvandes i ECVAM-valideringsstudien (3). Ett avgdrande kriterium ar att metoden bevisligen
ar reproducerbar inom och mellan laboratorier for ett stort antal olika kemikalier, i enlighet med internationella
standarder. Metoden bdr minst uppfylla de faststéllda kriterierna for vetenskaplig validitet (2) och resultaten
frn en sadan valideringsstudie maste publiceras i en kollegialt granskad vetenskaplig tidskrift.
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DATA

HANTERING AV RESULTATEN

TER i ratthud

Motstadndsvarden (k) for testamnet, positiva och negativa kontrollamnen samt eventuella
standardreferenskemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data for replikat och upprepade forsok,
medelvarden och den resulterande klassificeringen.

Bestamning med modell av human hud

OD-varden och beraknade varden for cellernas procentuella viabilitet for testamnet, positiva och negativa
kontrollamnen samt eventuella standardreferenskemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data for
replikat och upprepade forsék, medelvarden och den resulterande klassificeringen.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

TER i ratthud

Om TER-medelvardet som fas for testamnet ar hogre &n &rkestamnet icke-korrosivt. Om TER-véardet ar lagre
eller lika med 5 K (och det inte géller en surfaktant eller neutralt organiskt &mne) ar testimnet korrosivt.

For surfaktanter eller neutrala organiska @mnen som ger TER-véarden lagre eller lika @éab testforfarandet
kompletteras med fargdmnespenetrering. Om medelvardet for hudbitarnas fargamneshalt &ar storre eller lika med
motsvarande varde i den positiva kontroll som samtidigt utfors med 36 % HCI ar testamnet sant positivt och
darmed &aven korrosivt. Om medelvardet for hudbitarnas fargémneshalt ar lagre &n motsvarande véarde i den
positiva kontrollen &r testamnet falskt positivt och darmed icke-korrosivt.

Bestamning med modell av human hud

Ett negativt OD-kontrollvarde betyder 100 % viabilitet for cellerna och darfér kan de OD-varden som fas for
vart och ett prov anvandas for att berdkna en procentuell viabilitet i férhallande till den negativa kontrollen.
Innan metoden kan valideras maste det viabilitetsgransvarde som skiljer korrosiva testimnen fran icke-
korrosiva (eller som skilier mellan olika grader av korrosivitet) definieras pa ett klart satt i
forutsagbarhetsmodellen , och vid péaféljande valideringsstudie méaste pavisas att gransvardet ar lampligt (se
t.ex. hanvisning 2).

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten maste innehalla minst féljande information:

Testamne

— Ildentifierande data, fysikalisk natur och i tillampliga fall fysikalkemiska egenskaper. Motsvarande information
bor lamnas for eventuella referensémnen.

Forsoksforhallanden

— Detaljerade uppgifter om det testférfarande som har anvants.
— Beskrivning av och motivering for eventuella modifieringar.



Resultat

— Tabelluppstéllning med testamnets motstdndsvarden (TER-bestamning) eller cellernas procentuella viabilitet
(bestdmning med modell av human hud), e och negativa kontroller och eventuella
standardreferenskemikalier, inbegripet data for replikat eller upprepade forsék och medelvarden.

— Beskrivning av eventuella andra observerade verkningar.

Diskussion om resultaten

Slutsatser
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Figur 2
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1.2

B. 41. FOTOTOXICITET — 3T3 NRU-FOTOTOXICITETSTEST IN VITRO

METOD

INLEDNING

Fototoxicitet definieras sdsom toxisk respons som framkallas nar huden forst exponeras for vissa kemikalier
och darefter for ljus, eller som framkallas pa liknande satt genom hudbestralning efter administrering av en
kemikalie till organismen.

Den information som erhallits fran 3T3 NRU-fototoxicitetstestevitro kan anvandas for att identifiera den
fototoxiska potentialen hos ett testdmne, dvs. huruvida testdmnet kan ge upphov till skador eller inte i
kombination med exponering for UV-strélning och synligt ljus.

Den toxikologiska slutpunkten fan vitro-testet bestar av faststallandetfatotoxicitetsom framkallas genom
kombinerad verkan av en kemikalie och ljus, och darfor kan testet anvandas for att identifiera bade féreningar
som &r fototoxiskain vivo efter systemisk applicering och fordelning p& huden, och féreningar som har
fotoirriterande egenskaper efter applicering pa hudens yta.

3T3 NRU-fototoxicitetstestdh vitro utvecklades och validerades inom ramen for ett gemensamt EU/COLIPA-
projekt 1992-1997 (1)(2)(3) i syfte att fa fram ett adekivatitro-alternativ till de olikain vivo-tester som var i
bruk. Ett OECD-arbetsmote lamnade 1996 rekommendationer om en sekvémtieitro-testmetod for
bedémning av fototoxicitet (4).

Resultaten frdn 3T3 NRU-fototoxicitetstesteih vitro jamfordes med akuta fototoxicitets- och
fotoirritationsverkningain vivo hos djur och méanniskor, och testet har visat sig ge utmarkt forutségbarhet vad
galler dessa verkningar. Avsikten med testet ar inte att férutséaga andra skadliga verkningar som kan uppsta
genom kombinerad verkan av en kemikalie och ljus, tfetogenotoxicitet, fotoallergbch fotokarcinogenitet

aven om manga kemikalier med s&ddana specifika egenskaper reagerar positivt vid 3T3 NRU-fototoxicitetstestet
in vitro. Testet &r inte heller avsett att anvandas for bedomnirfgtatoxisk potential

En sekventiell metod for testning av kemikaliers fototoxicitet presenteras i bilaga 1.

DEFINITIONER
Stralning: Intensiteten hos ultraviolett (UV) eller synligt ljus som nér en yta, uttryckt i W/m2 eller mw/cma2,

Ljusdos: Den méangd (= intensitet tid) ultraviolett (UV) eller synlig stralning som nar en yta, uttryckt i Joule
(= W x s) per ytenhet, t.ex. JJm?2 eller J/cm2.

UV-ljusets vaglangdsomraden: CIE (Commission Internationale de L'Eclairage) rekommenderar féljande
uppdelning: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) och UVC (100-280 nm). Aven andra uppdelningar
férekommer — gransen mellan UVB och UVA sétts ofta vid 320 nm och UVA kan uppdelas i UV-Al och UV-
A2 med en grans vid cirka 340 nm.

Cellviabilitet: En parameter for att mata en cellpopulations totala aktivitet (t.ex. upptag av det vitala fargamnet
neutralrott i cellernas lysosomer). Denna aktivitet korrelerar, beroende pa den slutpunkt som uppméts och den
testutformning som anvands, med det totala antalet celler och deras vitalitet.

Relativ cellviabilitet: Cellviabiliteten uttryckt i férhallande till negativa kontroller (med losningsmedel) som
har tagits fortldpande under hela testforfarandet (+UV eller -UV), utan behandling med testkemikalie.
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Forutsagbarhetsmodell: En algoritm som anvéands for att omvandla resultaten fran ett toxicitetstest till
forutsagelse av toxisk potential. | foreliggande testriktlinjer kan PIF och MPE anvéndas for att omvandla
resultaten fran 3T3 NRU-fototoxicitetstestetvitro till en forutsagelse av fototoxisk potential.

PIF (fotoirritationsfaktor): En faktor som fas genom att jamféra tva cytotoxiska koncentrationego) @
testkemikalien som ger samma effekt i frnvaro (-UV) respektive narvaro (+UV) av icke-cytotoxisk bestralning
med UVA/synligt ljus.

MPE (Mean Photo Effect): Ett nytt matt som har harletts fran matematisk analys av den fullstandiga formen
hos tva koncentrations-responskurvor som erhallits i franvaro (-UV) respektive narvaro (+UV) av icke-
cytotoxisk bestralning med UVA/synligt ljus.

Fototoxicitet: Akut toxisk respons som framkallas nar huden forst exponeras for vissa kemikalier och darefter
for ljus, eller som framkallas pé liknande satt genom hudbestralning efter administrering av en ketitikalie
organismen.

Fotoirritation: Ett underbegrepp av termen “fototoxicitet”. Begreppet anvands endast for att beskriva sadana
fototoxiska reaktioner som uppstar i huden efter kemikalieexponering (pa huden eller oralt) odltisdedear
till icke-specifika cellskador (reaktioner av typen solbrannskador).

Fotoallergi: En forvarvad immunologisk reaktivitet som intgopkommer vid en férsta behandling med
kemikalie och ljus, och som behdver en induktionsperiod pd en eller tvd veckor innan hudens reaktions-
benagenhet kan pavisas.

Fotogenotoxicitet: Genotoxisk respons som observeras med en genetisk slutpunkt. Denna framkallas efter att
cellerna har exponerats for en icke-genotoxisk dos av UV/synligt ljus och en icke-genotoxisk kemikalie.

Fotokarcinogenitet: Karcinogenitet som induceras genom upprepad behandling med ljus och kemikalie.
Termen "foto-co-karcinogenes” star for att en kemikalie forstarker UV-inducerad tumorigenes.

REFERENSAMNEN

For upprattandet av 3T3 NRU-fototoxicitetstest rekommenderas, utbver anvandning av déwa pos
kontrollkemikalienklorpromazinsom vid varje bestamning bor testas parallellt, att referenskemikalierna valjs
ut ur den uppsattning kemikalier som anvandes i de laboratorier som deltog i provningarna for det aktuella
testet (1)(3)(13).

BAKGRUND

Manga typer av kemikalier har rapporterats orsaka fototoxiska verkningar (5)(6)(7)(8). Dessa kemikaliers enda
gemensamma egenskap &ar formagan att absorbera ljusenergi inom solljusetsgdgmtirdde. Enligt
fotokemins forsta lag (Grotthaus-Drapers lag) ar tillracklig absorption av ljuskvanta forutsattningen for en
fotoreaktion. Innan man planerar biologisk testning av en kemikalie enligt de aktuella testriktlinjerna bér man
darfor faststélla den berérda kemikaliens absorptionsspektrum avseende UV/synligt ljus (t.ex. enligt OECD:s
testriktlinjer 101). Om den mol&ra extinktions- eller absorptionskoefficienten liggger 10liter x mol™ x cm

! har kemikalien ingen fotoreaktiv potential och behéver inte testas med 3T3 NRU-fototoxiciténsteso

eller annat biologiskt test av skadliga fotokemiska effekter (bilaga 1).

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Man har identifierat fyra mekanismer som kan resultera i fototoxisk respons genom att ljus absorberas av en
(kemisk) kromofor (7). Alla fyra mekanismer leder till cellskador. Darfor bygger 3T3 NRU-fototoxicitetstestet

in vitro p& en jamférelse av cytotoxiciteten hos en kemikalie nar den testas exponerad respektive icke-
exponerad for en icke-cytotoxisk dos av UVA/synligt ljus. Cytotoxiciteten uttrycks d& som en
koncentrationsberoende minskning av upptaget av det vitala fargdmnet neutralrétt (NR ( 9)) 24 timmar efter
behandling med testkemikalien och paféljande bestralning.
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Balb/c 3T3-celler halls i kultur under 24 timmar for monolayerbildning. Tva 96-halsplattor per testkemikalie
férinkuberas i en timme med &tta olika koncentrationer av kemikalien. Darefter exponeras den ena av de tva
plattorna for en icke-cytotoxisk dos (5 J/cm2 UVA) av UVA/synligt ljus (+UV-provning) medan den andra
plattan hélls i morker (-UV-provning). Sedan byter man ut bada plattornas behandlingsmedium mot
kulturmedium (naringslésning) och efter ytterligare 24 timmars inkubering bestams cellviabiliteten med
neutralréttupptag (NRU) i 3 timmar. Den relativa cellviabiliteten, uttryckt som en procentandel jamfért med
obehandlade negativa kontrollprov, beraknas for envar av de atta testkoncentrationerna. Darefter uppskattas den
fototoxiska potentialen genom jamférelse av den koncentrationsrespons som erhalls i narvaro (+UV) och i
franvaro (-UV) av strélning, i regel p& nivan Bdvs. den koncentration som minskar cellviabiliteten med

50 % jamfort med de obehandlade kontrollproverna.

KVALITETSKRITERIER

Cellernas UVA-kanslighet, historiska dat@ellerna skall regelbundet kontrolleras avseende UVA-kanslighet.
Cellerna s&s ut med samma tathet som i 3T3 NRU-fototoxicitetstastétro, bestralas foljande dag med
UVA-doser pa 1-9 J/cm2 och en dag senare bestams cellernas viabilitet med NRU-metoden. Cellerna uppfyller
kvalitetskriterierna om deras viabilitet efter bestralning med 5 JIdWA ar minst 80 % av viabiliteten hos
obestrélade kontrollceller. Vid den hdgsta UVA-dosen p& 9 2/bir viabiliteten vara minst 50 % av
viabiliteten hos obestralade kontrollceller. Kontrollen bor upprepas cirkaoadeicellpassage.

Negativkontrollcellernas UVA-kanslighet, aktuellt tedtestet uppfyller kvalitetskriterierna om +UVA-
férsokets negativkontrollceller (celler i EBSS - Earl's Balanced Salt Solution) med eller utan 1%
dimetylsulfoxid (DMSO) eller 1 % etanol (EtOH)) har en viabilitet som ar minst 80 % av viabiliteten hos
obestralade celler i likadan I6sning i det parallella morkerexperimentet (-UVA).

Negativkontrollcellernas viabilitet: Den absoluta optiska densiteten (20 nry uppmatt for
negativkontrollcellernas NR-extrakt indikerar om del@ celler som har sétts ut per hal har vuxit med normal
dubbleringstid under de tvad dagar bestamningen pagar. Ett test uppfyller kriterierna fér godkannande om
medelvardet for OB nruhos obehandlade kontrollceller 20,2.

Positivkontrollamne:Varje 3T3 NRU-fototoxicitetstestn vitro skall atféljas av parallelitest av en kand
fototoxisk kemikalie. Vid EU/COLIPA-valideringsstudien anvandes klorpromazin (CPZ) som positivkontroll-
amne och denna kemikalie kan darfor rekommenderas. For CPZ som hade testats enligt standardprotokollet i
3T3 NRU-fototoxicitetstesteh vitro definierades foljande kriterier for godkannan@PZ bestralat (+UVA)

ECso= 0,1-2,0 pg/ml,CPZ obestralat (-UVA)EGCs, = 7,0-90,0 pg/ml. Fotoirritationsfaktorn (PIF), dvs.
brytpunkten for EG,, bor vara minst 6.

| stallet for CPZ kan aven andra kanda fototoxiska kemikalier, lampliga for den kemiska klass eller de
I6slighetsegenskaper som géller for testkemikalien, anvandas vid de parallella positivkontrollerna. | sadant fall
skall historiska data anvandas som hjalp for att definiera de vardeomradenggodador PIF eller MPE som
anvands som kriterier fér godkannande.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Forberedelser

Celler

For valideringsstudien anvandes en etablerad musfibroblastcellinje — Balb/c 3T3, klon 31 — antingen fran
ATCC eller frAn ECACC, som darfor kan rekommenderas. Andra celler eller cellinjer kan med framgang
anvandas med samma testprotokoll, férutsatt att odlingsbetingelserna anpassas till cellernas specifika behov.

Motsvarigheten maste demonstreras.

Cellerna skall regelbundet kontrolleras med avseende pa mykoplasmaférorening och far endast anvandas nar
resultatet fran en sadan kontroll ar godtagbart.
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Eftersom cellernas UVA-kanslighet kan ¢ka med antalet passager skall Balb/c 3T3-celler med lagsta méjliga
passagenummer anvandas, helst ui@éx. Det ar viktigt att Balb/c 3T3-cellerna$vA-kanslighet kontrolleras
enligt det kvalitetskontrollférfarande som beskrivs i dessa riktlinjer.

Media och odlingsbetingelser

Lampliga naringslosningar och inkuberingsbetingelser bér anvandas fér vanliga cellpassager och under
testforfarandet. Balb/c 3T3-celler DMEM-kompletteras med 10 % serum frn nyfédd kalv, 4 mM glutamin,
penicillin och streptomycin samt inkubering i fuktig atmosfar vid 37°C och 7,5 %. ©@t ar sarskilt viktigt

att man med cellodlingsbetingelserna kan sakerstélla en cellcykeltid inom det normala historiska intervallet for
de celler eller den cellinje som anvands.

Beredning av kulturer

Celler fran djupfrysta stamkulturer sds ut i naringslésningen i lamplig tathet och subkultiveras minst en gang
innan de anvands i 3T3 NRU-fototoxicitetstestevitro.

For fototoxicitetstestet ss testcellerna ut i naringslésningen med sédan tathet att odlingarna inte vaxer samman
fore avslutat test, dvs. nar cellviabiliteten bestams 48 timmar efter utsddden. For Balb/c 3T3-celler som odlas
p& 96-halsplattor rekommenderas tatheteh(f celler per hal.

For varje testkemikalie sas celler ut pA samma satt pa tva separata 96-halsplattor som darefter parallellt anvands
genom hela testforfarandet under identiska odlingsforhallanden, med undantag av den tidsperiod d& den ena
plattan bestralas (+UVA/synligt ljus) och den andra halls i mérker (-UVA/synligt ljus).

Metabolisk aktivering

Metaboliserande system &r ett allmént krav for ailaitro-test som anvands for férutsagelse av genotoxisk och
karcinogen potential, men nar det galler fototoxicitet kdanner man &n sa langellimégon kemikalie dar
metabolisk omvandling kravs for att kemikalien skall fungera fototoxisktivo eller in vitro. Det ar darfor

varken nodvandigt eller vetenskapligt motiverat att det aktuella testet genomférs med ett system som har
metabolisk aktivering.

Testkemikalie — beredning

Testkemikalierna maste ha beretts omedelbart fére anvandningen, om man inte med stoitatssizta kan
visa att kemikalierna &r lagringsbestandiga. Om det &r sannolikt att kemikalien har hdg sdnderfallshastighet
under inverkan av ljus maste beredningen genomforas under rétt ljus.

Testkemikalierna skall 16sas upp i buffrade saltlésningar, t.ex. EBSS (Earl's Balanced Salt Solution) eller PBS
(fosfatbuffrad saltlosning). Saltldsningarna far inte innehalla proteinkomponenter eller ljusabsorberande pH-
indikatorfarger som kan stora bestralningsresultatet.

Testkemikalier med begrénsad vattenldslighet skall I6sas upp i lampligt I6sningsmedel i en koncentration som
ar 100 ganger hogre an den dnskade och darefter spadas ut i forhallandet 1:100 med den buffrade saltlésningen.
Om Iésningsmedel anvands maste detta férekomma i en konstant volymkoncentration pd 1 % i alla odlingar,
dvs. bade i de negativa kontrollerna och i alla koncentrationer av testkemikalien.

Som I6sningsmedel rekommenderas dimetylsulfoxid (DMSO) och etanol (EtOH). Andra l6sningsmedel med lag
cytotoxicitet (t.ex. aceton) kan vara lampliga men maste utvarderas omsorgsfullt med avseende pa specifika
egenskaper, t.ex. reaktionsbendagenhet med testkemikalien, dampning av den fototoxiska verkan eller
benagenhet att fanga upp radikaler.

Vid behov kan man anvanda Vortex-blandning, ultraljudsbehandling eller uppvarntflirgiZ°C for att
underlatta uppldsningen.
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UV-bestrlning — beredning

Ljuskalla Lamplig ljuskalla i kombination med lamplig filtrering ar den viktigaste faktorn vid testning av
fototoxicitet. | regel forknippas UVA och de synliga vAglangdsomradena med fotodisesibg (7)(10),
medan UVB har mindre relevans och &r direkt mycket cytotoxisk — cytotoxiciteten dkar 1000-faldigt nar
vaglangden minskar frAn 311 280 nm (11). Kriterierna for valet av lamplig ljuskalla bor inbegripa det
grundlaggande kravet om att ljuskallanitierar vagliagder som absorberas av testkemikalien och att ljusdosen
(den dos som uppnas inom skalig tid) ar tillracklig for detektering av kanda fotosensibilisatorer. Dessutom far
de vAglangder och doser som anvinds inte vaibarligt skadliga for testsystemet, vilket inbegriper
varmeemission (infrardda omradet).

Det optimala &r att anvanda simulerat solljus frdn en solsimulator. | solsimulatorer anvands bade
xenonbaglampor och (dopade) kvicksilver-metallhalidbaglampor. Férdelen med de senare &r dttedarem
mindre varme och ar billigare, men ljusets likhet med solljus ar inte perfekt. Alla solsimulatorer emitterar
betydande mangder UVB och bor darfor forses med lampliga for att dampa de mycket cytotoxiska UVB-
vaglangderna.

Det strélningsspektrum som anvands for 3T3 NRU-fototoxicitetategitro maste vara praktiskt taget fritt fran
UVB (UVA:UVB ~ 1:20). Man har offentliggjort ett exempel p& den spektrala stralningsdistributionen fran den
filtrerade solsimulator som anvéndes i valideringsstudien for 3T3 NRU-fototoxicitetstestab (3).

Dosimetri Ljusets (stralningens) intensitet skall fore varje fototoxicitetstest rutinmassigt kontrolleras med hjalp

av en bredbands UV-métare. UV-mataren maste ha kalibrerats mot kéallan och dess prestanda bor kontrolleras.
For detta andaméal rekommenderas anvandning av en referensmitare, dvs. en annan, identiskt kalibrerad UV-
métare av samma typ. Helst skall man dven da och da anvanda en spektroradiometer for att méta den spektrala
stralningen fran den filtrerade ljuskallan och for att kontrollera UV-matarnas kalibrering.néinirigen av

sédana instrument ar dock mycket krdvande och forutsatter tillborligt utbildad personal.

| valideringsstudien konstaterades att en dos pa 5 J/cm2 (UVA) inte var cytotoxisk for Balb/c 3T3-celler men
anda tillrackligt stark for att excitera dven svagt fototoxiska kemikalier. For att uppnd 5 J/cm? inom en
tidsperiod pa 50 minuter maste stralningen stéllas in p& 1,666 mW/cm2. Om en annan cellinje eller en annan
ljuskalla anvands maste UVA-dosen eventuellt justeras i ndgon man. Som kriterium skall d& gilla att
stralningen inte far vara skadlig fér cellerna men tillracklig for detektering av vanliga fototoxiska &mnen. Tiden
for ljusexponeringen beréknas pé foljande sétt:

t(mir) = bestralnigsdo$J/cm}x1000 (13=1Ws)
stralnindmwW/cmjx60

Forsoksforhallanden

Testkemikaliens maximikoncentration far inte éverskrida 100 pg/ml, eftersom alla fototoxiska kemikalier
detekterades vid lagre koncentrationer. Vid hégre koncentrationer 6kar aterigen forekomsten av falska positiva
utslag (13). Den hdgsta koncentrationen av testkemikalien bor ha ett tillfredsstéllande pH-varde (pH-omrade:
6,5-7,8).

Koncentrationsomradena fér en kemikalie som skall testas i narvaro (+UVA) respektive i frAnvaro (-UVA) av
ljus skall forst faststallas pa lampligt satt i forberedande férsok. Koncentrationsseriens omréde och intervall
skall justeras p& sadant satt att forsoksdata ger tillrackliglerlag for koncentrations-responskurvorna.
Koncentrationsserierna skall vara geometriska (dvs. ha konstant utspadningsfaktor).
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Testforfarande
Dag 1

Bered en cellsuspension p& 1%4@ller/ml i naringslésning och dosera 100 pl ren naringsldsning i de perifera
halen av en 96-h&ls TC-mikroplatta (= blindprov). Dosera 100 pl cellsuspension xi€d deller/ml i de
&terstdende halen (=10" celler/hal). Det behdvs tva plattor per kemikalie: en for bestamning av cytotoxicitet
(-UVA) och en for bestamning av fotocytotoxicitet (+UVA).

Inkubera cellerna i 24 timmar (7,5 % GQO37°C) for att f& bildning av halvkonfluent monolayer. Denna
inkuberingsperiod &r tillracklig for cellernas aterhamtning och vidhaftning samt exponentiell tillvéxt.

Dag 2

Dekantera naringslosningen fran cellerna efter inkuberingen och tvétta tvd ganger med 150 ul EBSS/PBS per
hal. Tillsatt 100 pul EBSS/PBS som innehaller lamplig koncentration av testkemikalien eller rent I6sningsmedel
(negativ kontroll). Anvand 8 olika koncentrationer av testkemikalien. Inkubera cellerna med testkemikalie i
morker i 60 minuter (7,5 % C937°C).

Utfér bestamningens +UVA-del genom att bestréla cellerna vid rumstemperatur i 50 minuter genom 96-
halsplattans lock med 1,7 mW/cm2 UVA (= 5 J/cm?). Ventilera med en flakt for att forebygydeksbildning

under locket. Hall parallellplattorna (-UVA) vid rumstemperatur i en mork lada i 50 minuter (= UVA-
exponeringstiden).

Dekantera testlosningen och tvatta tva ganger med 150 ul EBSS/PBS. Ersatt EBSS/PBS med naringslosning
och inkubera (7,5 % C£37°C) over natten (18-22 timmar).

Dag 3

Utvardering med mikroskop

Undersok cellerna i faskontrastmikroskop. Notera alla &ndringar i cellernas morfologi till féljd av cytologiska
verkningar av testkemikalien. Denna undersdkning rekommenderas som kontroll i syfte att utesluta
experimentella fel men resultatet anvands inte for utvardering av cytotoxicitet eller fototoxicitet.

Test med upptagning av neutralrétt

Tvétta cellerna med 150 pl féruppvarmd EBSS/PBS. Avlagsna tvattldsningen genom att klappa forsiktigt.
Tillsatt 100 pl NR-medium och inkubera vid 37°C, i fuktig atmosfar med 7,5 % iCdimmar.

Avlagsna NR-mediet efter inkuberingen och tvétta cellerna med 150 pl EBSS/PBS. Dekantera och absorbera
EBSS/PBS helt och halletAfternativt centrifugera omvand platta.)

Tillsatt exakt 150 pl NR-desorptionslésning (farsk 16sning av etanol och éttiksyra).

Skaka plattan snabbt i en skakmaskin i 10 minuter for att extrahera NR ur cellerna och fa ett homogent NR-
extrakt.

Mét NR-extraktets optiska densitet vid 540 nm i en spektrofotometer och anvand blindproven som referens.
Spara data i lampligt filformat (t.ex. ASCII) for efterfoljande analys.

! Narmare detaljer finns i hanvisning (12).
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DATA
KVALITET OCH KVANTITET HOS DATA

Erhallna data bor ge majlighet till meningsfull analys av den koncentrationsberoende respons som konstaterats i
narvaro och i franvaro av bestralning med UVA/synligt ljus. Om cytotoxicitet detekteras skall bade
koncentrationsomradet och intervallet for enskilda koncentrationer anpassas sa att forsoksdata kan
sammanstéllas till en kurva. Eftersom en testkemikalie kan vara icke-cytotoxisk upp till den definierade
granskoncentrationen pa 100 pg/ml i morkerforsoket (-UVA) men mycket cytotoxisk nar den bestralas
(+UVA), maste man eventuellt anvanda koncentrationsomraden av olika storleksordningar for de tva delarna av
forsoket i syfte att fA adekvat kvalitet pd data. Om kemikalien inte uppvisar cytotoxicitegondéra
forsoksdelen (-UVA och +UVA) ar det tillrackligt att testa med stort intervall mellan enskilda doser upp till den
hdgsta koncentrationen.

Klart positiva resultat behdver inte verifieras genom upprepade férsok. Dessutom behdver klart negativa
resultat inte verifieras forutsatt att testkemikalien har testats vid tillrackligt hbga koncentrationer. | sddana fall
ar det tillrackligt med ett huvudforsok som stods av ett eller flera preliminara forsok for bestamning av omrade.

Om man far testresultat som kommer nara forutsagbarhetsmodellens grans maste resultaten verifieras genom
upprepat test.

Om upprepat test behévs kan det vara viktigt att variera forsoksforhallandena for att fa ett tydligt resultat. En
nyckelvariabel ar d& beredningen av testkemikalielésningarna. Darfor kan variationer i beredningen
(hjalplésningsmedel, sonderdelning, ultraljudsbehandling) ha mycket stor relevans vid en upprepning.
Alternativt kan man Gvervaga variation av inkuberingstiden fére bestrélningen. En kortare bestralningstid kan
ha betydelse nar det galler kemikalier som inte &r stabila i vatten.

HANTERING AV RESULTATEN

Nar detta ar mojligt faststélls den koncentration av testkemikalien som motsvarar en minskning pa 50 % av
cellernas NR-upptag (&g). Detta kan genomféras med hjélp av valfri icke-linjar regressionsprocedur (helst en
Hill-funktion eller logistisk regressionsanalys) for koncentrations-responsdata, eller med hjalp av andra
anpassningsprocedurer (14). Innan etts@®@rde anvands for ytterligare berékningar skall anpassningens
kvalitet kontrolleras pa tillborligt satt. Alternativt kan man anvanda grafiska anpassningsmetoder for berakning
av EG. | sdant fall rekommenderas anvandning av sannolikhetspapper (x-skala: log, y-skala: probit) eftersom
funktionen for koncentrationsrespons efter denna omvandling i manga fall blir nastan linjar.

UTVARDERING AV RESULTATEN (FORUTSAGBARHETSMODELLER)
Forutsagbarhetsmodell version 1: Fotoirritationsfaktor (PIF)

Om man som resultat far fullstandiga koncentrations-responskurvor bade i narvaro (+UVA) och i franvaro
(-UVA) av ljus, kan en fotoirritationsfaktor (PIF) berdknas med hjalp av féljande formel:

(@) — ECSO(— uv)
ECgo(+UV)

En PIF-faktor under 5 tyder pa att kemikalien inte har fototoxisk potential, medan en PIF-fakttyder pa
fototoxisk potential.

Om en kemikalie endast ar cytotoxisk nar den testas med +UVA men inte ar cytotoxisk nar den testas med
-UVA kan PIF inte berdknas, aven om detta ar ett resultat som tyder pa fototoxisk potential. | ett sddant fall kan
man berdkna ett "> PIF"-varde om (-UV)-cytotoxicitetstestet genomfors upp till den hdgsta testkoncentrationen
(Cmay och detta varde anvands for berékning av "> PIF”":

(b) > PIE= CmaX(_UV)
ECyo(+UV)

Om endast "> PIF” kan erhéllas tyder varje varde storre &n 1 pa fototoxisk potential.




2.3.2

2.4

Om varken EG, (-UV) eller EGy (+UV) kan beridknas pd grund av att en kemikalie inte uppvisar nagon
cytotoxicitet upp till den hogsta testkoncentrationen, tyder detta p& avsaknad av fototoxisk potential. | sddana
fall anvands ett formellt varde "PIF = *1” for att karakterisera resultatet:

© Cna V)
C m ax(+UV)

Om endast "PIF = *1” kan erhallas tyder detta pa avsaknad av fototoxisk potential.

PIF= *1 =

| fall (b) och fall (c) skall resultaten frdn 3T3 NRU-fototoxicitetstestet vitro omsorgsfullt beaktas vid
forutsagelse av den fototoxiska potentialen.

Forutsagbarhetsmodell version 2: MPE (Mean-Photo-Effect)

Alternativt kan en ny version av modellen for férutsdgbarhet av den fototoxiska potentialen tillampas. Denna
nya version har tagits fram med hjalp av data frAn EU/COLIPA-valideringsstudien (15) och har testats under
blindférhallanden i en efterfoljande studie dmvitro-fototoxiciteten hos UV-filterkemikalier (13). Med stod

av denna modell kan man 6verkomma PIF-modellens begransningar i fall @ginECkan erhallas. Modellen

stoder sig pa MPE, ett matt som grundar sig pa jamforelse av de fullstandiga koncentrations-responskurvorna.
MPE-modellen tillampas med hjalp av ett datorprogram som har utvecklats speciellt for andamalet vid
Humboldt-universitetet (Berlin, Tyskland) och som kan rekvireras kostnadsfritt.

TOLKNING AV RESULTATEN

Ett positivt resultat i 3T3 NRU-fototoxicitetstest vitro (PIF = 5 eller MPE= 0,1) indikerar att testamnet har
fototoxisk potential. Om resultatet fds med koncentrationer under 10 pg/ml ar det sannolikt att testkemikalien
ocksa fungerar som fototoxin under olika exponeringsférhallamieivo. Om positivt resultat endast fas med

den hogsta testkoncentrationen pa 100 pg/ml kan det vara nddvandigt med ytterligare Gvervaganden for
beddémningen av risk eller fototoxisk potential. S&dana kan inbegripa data om penetrering, absorption och
mdojlig ackumulering av kemikalienhuden, eller testning av kemikalien i ett bekraftande alternativt test, t.ex.
med modell av human hud vitro.

Ett negativt resultat frin 3T3 NRU-fototoxicitetstéstvitro (PIF < 5 eller MPE < 0,1) indikerar att testamnet

under gallande férhallanden inte ar fototoxiskt for de odlade daggdjurscellerna. | fall dar kemikalien kan testas
upp till den hogsta koncentrationen pa 100 pg/ml indikerar ett negativt resultat att kemikalien saknar fototoxisk
potential och att fototoxicitein vivo kan anses osannolik. | fall dar identisk koncentrations-toxicitetsrespons
(EGso+UV och EGy-UV) fas vid lagre koncentrationer skall data tolkas p& samma satt. Om daremot ingen
fototoxicitet kan pévisas (+UV och -UV) och om begransad vattenlgslighet medfoér att man inte kan fa
koncentrationer p& éver 100 pg/ml, maste testamnets lamplighet fér bestamningen ifrdgasattas och bekraftande
testning boér 6vervagas (t.ex. med modell av humanihwitro, hudmodellex vivoellerin vivo-test).

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehalla féljande uppgifter:

Testkemikalie:

- identifieringsdata och CAS-nr (i man av tillganglighet)
- fysikalisk form och renhetsgrad

- fysikalisk-kemiska egenskaper av betydelse for studien
- stabilitet och fotostabilitet (i man av tillganglighet)

Lésningsmedel:

— motivering for valet av I6sningsmedel

— testkemikaliens lslighet i det valda I6sningsmedlet

— procenthalten I6sningsmedel i behandlingsmediet (EBSS eller PBS)



Celler:

— typ av celler och deras kélla

- franvaron av mykoplasma

- antalet cellpassager (i man av tillganglighet)

- cellernas UVA-kanslighet, bestamd med den bestrdlningsutrustning som anvéants for 3T3 NRU-
fototoxicitetstestn vitro

Forsoksforhallanden (apkubering fore och efter behandlingen:
— naringsldsningens (kulturmediets) typ och sammanséttning
- inkuberingsforhallanden (G&£koncentration, temperatur, fuktighet)
— inkuberingens varaktighet (férbehandling, efterbehandling)

Forsoksforhallanden (bpehandling med kemikalien:

- motivering for valet av de koncentrationer av testkemikalien som anvénts i narvaro och i franvaro av
bestralning med UV/synligt ljus

- om testkemikalien &r begrénsat l6slig och om cytotoxicitet inte foreligger, motivering for den hogsta
koncentration som testats

— typ av och sammanséttning hos behandlingsmediet (buffrad saltlésning)

- kemikaliebehandlingens varaktighet

Forsoksforhallanden (chestralning:

— motivering for valet av den ljuskalla som anvants

- ljuskallans spektrala stralningsegenskaper

— transmissions- och absorptionsegenskaper hos filter som anvéants

- radiometerns egenskaper och narmare uppgifter om kalibreringen

- avstadnd mellan ljuskalla och testsystem

- UVA-bestralning pa detta avstand, uttryckt i mw/cm?

- varaktigheten hos bestrélningen med UV/synligt ljus

- UVA-dos (bestralninge tid), uttryckt i J/cm2

- temperatur som anvants for cellodlingarna under bestrdlningen och for cellodlingar som pardlislt h&
morker

Forsoksforhallanden (ANRU-test

— sammansattning hos NR-mediet

— NR-inkuberingens varaktighet

- inkuberingsforhallanden (G&koncentration, temperatur, fuktighet)

- NR-extraktionsbetingelser (extraktionsmedel, varaktighet)

- vaglangd som anvants for spektrofotometrisk avlasning av optisk densitet for NR
- annan vaglangd (referens), om sadan har anvants

spektrofotometerblindprovets innehall, om blindprov har anvants

Resultat

- cellviabilitet som erhallits vid varje koncentration av testkemikalien, uttryckt som genomsnittlig procentuell
andel jamfort med kontrollernas viabilitet

- koncentrations-responskurvor (testkemikaliekoncentration i forhallande till relativ cellviabilitet), som
erhallits i parallella forsok med +UVA och -UVA

— dataanalys av koncentrations-responskurvorna: om mojligt beraknings{-#&0/A) och EG (-UVA)

- jamforelse av de tva koncentrations-responskurvorna som erhallits i narvaro och i frAnvaro av bestralning
med UVA/synligt ljus, antingen genom beréakning av PIF eller genom berékning av MPE

- klassificering av fototoxisk potential

— kriterier for godk&nnande av testet (parallell negativkontroll:
— absolut viabilitet (optisk densitet hos NR-extrakt) hos bestrélade och obestralade celler
— historiska data for negativkontroll, medelvarde och standardavvikelse

— kriterier for godk&nnande av test (fparallell positivkontroll:
— EC50(+UVA) och EC50(-UVA) och PIF for positivkontrollkemikalie
— historiska data for positivkontrollkemikalie: EC50(+UVA) och EC50(-UVA) och PIF, medelvarde och
standardavvikelse

Diskussion av resultaten

Slutsatser
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BILAGA 1

Rollen hos 3T3 NRU-fototoxicitetstest i en sekventiell metod for testning av kemikaliers fototoxicitet
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1.2

C.13 BIOKONCENTRATION: GENOMFLODESPROVNING MED FISK

METOD

Denna biokoncentrationsmetod &r en kopia av OECD TG 305 (1996).

INLEDNING

Denna metod beskriver en procedur fér karakterisering av potentialen for biokoncentration av amnen i fisk vid
genomfléde. Aven om genomflédesprov &r att féredra, kan halvstatiska metoder tillatas, férutsatt att
giltighetskriterierna uppfylls.

Metoden ger tillrackliga upplysningar fér genomférandet av provet, samtidigt som den ger lamplig frihet for
experimentell utformning av férhallandena i vissa laboratorier och varierande karakteristik for de undersokta
amnena. Metoden galler framfor allt for stabila organiska kemikalier med varden pajJogeRan 1,5 och 6,0

(1) men kan &aven galla for superlipofila d&mnen (med log, Btorre &n 6,0). Forbeddmningen av
biokoncentrationsfaktorn (BCF), ibland benamngl 6r sddana superlipofila amnen kommer sannolikt att vara
hogre &an den biokoncentrationsfaktor vid stabilt tillstand (BCFsom kan forvantas fas vid
laboratorieexperiment. Uppskattningar av biokoncentrationsfaktorn for organiska kemikalier med véarden for
log Pow upp till ungefar 9,0 kan f&s med Bintein-ekvationen vid al (2). De parametrar som karakteriserar
biokoncentrationspotentialen inkluderar upptagningskonstantgru(edndringskonstantendjkoch BCks

Radioaktiv markning av de amnen som skall undersdkas kan underlatta analysen av vatten- och fiskprover och
kan anvandas for att faststalla huruvida degraderingsidentifiering och kvantifiering skall géras. Om den totala
radioaktiva resten méts (t ex genom férbranning eller vavnadsuppldsning), grundas BCF p& huvudblandningen,
eventuella kvarvarande metaboliter och assimilerat kol. BCF-vardermdgde pa de totala radioaktiva resterna

kan darfor inte jamforas direkt med ett BCF fran specifika kemiska analyser av enbart huvudblandningen.

Rengoringsprocedurer kan anvéndas i undersokningar dér radioaktiv méarkning forekommer, for faststéllande av
BCF grundat pa huvudblandningen, och de stérre méitebwa kan vid behov karakteriseras. Det ar ocksa
mojligt att kombinera en fiskmetabolismstudie med en biokoncentrationsstudie genom analys och identifiering
av vavnadsrester.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Biokoncentrationen/bioackumulationenér ékningen av koncentrationen av det undersokta amnet i eller pa en
organism (specificerad vavnad darav) i forhallande till koncentrationen aundiersokta 4mnet i omgivande
medium.

Biokoncentrationsfaktorn (BCF eller Ka) vid varje tidpunkt under upptagningsfasen av ackumulationsprovet
ar det undersokta damnets koncentration i/pa fisken eller den specificerade vavnaden déoawilg (ppm)),
dividerat med det kemiska amnets koncentration i omgivande mediwsai@ug/ml (ppm)).

Den stabila biokoncentrationsfaktorn (BCFsseller Ka) genomgér ingen vasentlig forandringder en langre
tidsperiod, om koncentrationen av det understkta amnet i omgivande medium &ar konstant under denna
tidsperiod.

Platan eller stabiliteten n&s nar mangden undersokt amne i fisk) (@en tidpunkt dar kurvan blir parallell

med tidsaxeln och tre pa varandra féljande-&halyser, pa prover tagna med intervaller pa minst tva dagar,
ligger inom + 20% p& de tre proverna och det inte &r nagra betydande skillnader mellan de tre
provningsperioderna. Nar kombinerade prover analyseras kravs minst fyra pa varandra féljande analyser. Nar
de undersokta amnena tas upp langsamt bér provtagningsintervallerna vara sju dagar.
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Biokoncentrationsfaktor som beraknas direkt fran forhallandet mellan kinetiska konstantgk,)kkallas
kinetisk koncentrationsfaktor, BGF

Fordelningskoefficienten oktanol/vatten(Poy) ar forhallandet da det kemiska &mnet I6sbarhet i n-oktanol och
vatten nar balans (metod A.8), ocksa uttryckt sogy. Kogaritmen for B, anvands som en indikering pa det
kemiska amnets potential for biokoncentration i vattenorganismer.

Exponerings- eller upptagningsfaserér den tid under vilken fisken exponeras for det undersokta amnet.

Konstanten for upptagningsforhallandet (k;) ar det numeriska varde som definierar 6kningshastigheten av
koncentrationen av det undersokta &mnet i/p& den undersokta fisken eller specificerad vavnad darav, nar fisken
exponeras fér namnda kemiska amneuttrycks som dag).

Efterexponerings- eller utsondringsfasen (forlustfasenfr den period, efter det att den undersdkta fisken
flyttats fr&n ett medium innehallande det undersokta artithedtt medium fritt fran detta amneynder vilken
utsondringen (eller nettoférlusten) av det aktuella amnet frAn den undersokta fisken eller specificerad vavnad
déarav studeras.

Utsondringskonstanten (forlustkonstanten) (k;) &r det numeriska vardet for minskningshastigheten av
koncentrationen av det undersdkta dmnet i den undersokta fisken eller i specificerad vavnad darav, efter
6verforing av den undersokta fisken fran ett medium innehallande det undersoktatifiratighedium fritt fran

detta &mne (kuttrycks som dag).

PROVNINGSMETODEN

Provet bestdr av tva faser: exponerings-(upptagnings-) och efterexponerings-(utsondrings-)fasen. Under
upptagningsfasen exponeras separata grupper av en fiskart for minst tvd koncentrationer av det undersokta
amnet. Fiskarna Overfors darefter till ett medium fritt frn detdersékta amnet for utsondringsfasen.
Utsondringsfas kravs alltid med mindre amnesupptagningefer upptagningsfasen varit obetydlig, t ex om

BCF ar mindre an 10. Koncentrationen av det undersokta amnet i/pa fisken eller specificerad vavnad darav skall
féljas under de bagge provningsfaserna. Utdver de tva provningskoncentrationerna skall en kontrollgrupp fiskar
hallas under identiska forhallanden, forutom franvaron av det undersokta amnet, for att kunna jamfora
eventuella negativa effekter i biokoncentrationsprovet mot en jamforbar kontroligrupp och for att fa
bakgrundskoncentrationen av det undersdkta amnet.

Upptagningsfasen stracker sig dver 28 dagar, med mindre det kan visas att balans nés tidigare. Berékning av
upptagningsfasens langd fram till stabilitet kan goéras med den ekvation som visas i bilaga 3.
Utsondringsperioden inleds darmed genom &verféring av fisken till samma medium, men utandeiettkta

amnet, i ett annat rent karl. Nar sd ar mojligt skall biokoncentrationsfaktorn berdknas helst bade som
koncentrationsférhallandet (BCFi fisken (G) och i vattnet (G) vid uppenbar stabilitet och som en kinetisk
biokoncentrationsfaktor, BGE som férhallandet mellan konstanterna foér upptagningshastighetgnock
utsondringen (¥, varvid forsta ordningens kinetik skall forutsattas. Om forsta ordningens kinetik
uppenbarligen inte foljs, skall mer komplexa modeller tillampas (se bilaga 5).

Om stabilitet inte uppnas inom 28 dagar skall upptagningsfasen forlangas tills stabilitet nas eller till 60 dagar,
beroende pa vilket som intraffar forst, varefter utsondringsfasen paborjas.

Konstanten for upptagningshastigheten, konstanten fér utséndringshastigheten (eller konstanterna om mer
komplexa modeller anvénds), biokoncentrationsfaktorn och nar sa ar majligt tillférlitighetsgranserna for var
och en av dessa parametrar berdknas med den modell som béast beskriver den uppmaétta koncentrationen av det
undersdkta amnet i fisken och vattnet.

BCF uttrycks som en funktion av fiskens totala, vata vikt. | specialfall kan emellertid specificerade vavnader
eller organ, som t ex muskler, lever osv, anvandas, om fisken ar tillréckligt stor eller den kan delas upp i atbara
(filé) och icke atbara (inélvor) delar. Eftersom det féor manga organiska dmnen féreligger ett klart samband
mellan potentialen for biokoncentrationen och fettupptagningsformagan, finns det ocksa ett motsvarande
forhallande for fettinnehdllet i den undersokta fisken och den observerade biokoncentrationen av sddana amnen.
For att minska denna kalla till variationer i provningsresultaten for amnen med hog fettupptagningsformaga,
dvs med log B~>3, bor darfor biokoncentrationen uttryckas i forhallande till fettinnehallet forutom i
férhallande till hela kroppsvikten.
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1.7.1

Fettinnehallet skall faststéllas for samma biologiska materia som anvands for faststallande av koncentrationen
av det undersokta Amnet om sa ar genomforbart.

INFORMATION OM DET UNDERSOKTA AMNET

Innan biokoncentrationsprovet utférs skall féljande information om det undersdkta amnettiilgaaglig:

a) lBsningsbarhet i vatten

b) uppdelningskoefficientenRfor oktanol/vatten (ocksa betecknagd.Kfaststalld med HPLC-metod i A.8)
c) hydrolys

d) ljusoverforing i vatten faststalld vid solbestrdlning eller simulerad solstrdlning och under de
stralningsforhallanden som galler fér undersékningen av biokoncentrationen (3)

e) ytspanning, dvs for amnen dar log,fhte kan faststallas

f) angtryck

g) biologisk nedbrytbarhet (nar s& ar tillampligt)

Annan information som kravs ar giftigheten for de fiskarter som skall anvandas under provet, foretrédesvis det
asymptotiska L&, dvs tidsoberoende. Det maste finnas lamplig analysmetod med k&nd noggrannhet, precision
och kanslighet for faststéllande av mangden undersoékt &mne i providsningar och biologisk rilégaranans

med uppgifter om beredning och foérvaring av proverna. Den analytiska detektionsgransen for det undersodkta

amnet skall ocksd vara kand for bade vatten och fiskvavnad. @markta amnen anvands skall
procentandelen radioaktivitet kopplad till féroreningar vara kénd.

PROVETS GILTIGHET
Foljande omsténdighet skall vara uppfylida for att provet skall vara giltigt:

- Temperaturvariationen skall vara mindre82°C.
- Koncentrationen av I6st syre far inte falla under en mattnad pa 60%.

- Koncentrationen av det undersokta amnet i karlen skall hallas in@% av det medelvarde som mats
under upptagningsfasen.

- Dodligheten eller andra negativa effekter/sjukdomar i bade kontroll- och behandlingsgrupp skall vara
mindre &n 10% vid slutet av forsoket. Om forsoket forlangs over flera veckor eller manader skall
dodligheten eller andra negativa effekter i bagge fiskgrupperna vara mindre an 5% per manad och far
inte Overstiga 30% totalt.

REFERENSBLANDNINGAR

Anvandning av referensblandningar med kand biokoncentrationspotential kan vara lampligt vid kontroll av
experimentforfarandet nar sa kravs. Specifika amnen kan emellertid &nnu inte rekommenderas.

BESKRIVNING AV PROVNINGSMETODEN
Apparater

Material som kan losas upp, absorberas eller lacka och som har negativ effekt pa fisken skall nogsamt undvikas
i alla delar av utrustningen. Vanliga rektanguléra eller cylindriska tartlbwerkade av kemiskt bestandigt
material och med lamplig kapacitet vad galler fyliningshastigheten skall anvédndas. Anvandning av mjuka
plastrér bor minimeras. Helst bor ror av teflon ®, rostfritt stal och/eller glas anvandas. Erfarenheten visar att
kiselglas kan kravas for amnen med hodg absorptionskoefficient, som t ex syntetiska pyretroider. | dessa fall
skall utrustningen slangas efter anvandningen.
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Vatten

Naturligt vatten anvands vanligtvis vid undersdkningen och bor tas fran en oférorenad kalla med jéiteh kva
Losningsvattnet maste halla en kvalitet som mojliggor 6verlevnad for valda fiskarter acklimatiserings-

och provningsperioderna, utan att fiskarna uppvisar onormala forandringar eller beteende. | idealfallet skall det
kunna visas att de arter som anvands kan overleva, véxa och reproducera sig i vattenlésningen, t ex vid
laboratorieodling eller en giftundersdkning under livscykeln. Vattnet skall bestammas avseende pH, hardhet,
partikelférekomst, total mangd organiskt kol och helst aven ammonium, nitrit och alkalitet, samt for
havslevande arter dven salthalt. De parametrar som &r viktiga for fiskens optimala valstand &r fullt ut kianda,
men i bilaga 1 anges rekommenderade maximala koncentrationer for ett antal parametrar for sot- och
havsvattenprover.

Vattnet skall halla jamn kvalitetinder hela undersokningen. PH-vardet skall ligga mellan 6,0 och 8,5, men
under pagaende provning skall det ligga inam0.5 enheter. For att sakerstilla att vattnet inte paverkar
undersokningsresultatet pa odnskat satt, t ex genom férandring av det undersokta amnet, eller negativt paverkar
fiskbestandets forutsattningar, skall prover tas med jamna mellanrum for analys. Tungmetaller, t ex Cu, Pb, Zn,
Hg, Cd, Ni, viktigare an- och katjoner, t ex Ca, Mg, Na, K, ClI, S8ekampningsmedel, t ex medel som helt
bestar av organisk fosfor eller organiska kloriner, totala mangden organiskt kol och utfallda fasta partiklar skall
goras t ex var tredje manad nar vattenlésningen &r kand for att hélla en relativt jamn kvalitet. Om
vattenkvaliteten har visat sig vara jammder minst ett r kan dessa kontroller géras mer sillan och
intervallerna utokas, till t ex var sjatte manad.

Den naturliga partikelinnehéllet samt den totala mangden organiskt kol (TOC) i vattenlésningen skall vara sa
1&g som mojligt forundvikande av absorbtion av det undersékta dmnet i organisk materia, vilket skulle kunna
minska dess biotillganglighet (4). Det maximalt acceptabla vardet ar 5 mg/l for partiklar (torr materia som inte
passerar ett filter pa 0,4%m och 2 mg/l fér helorganiskt kol (se bilaga 1). Vattnet skall vid behov filtreras fore
anvandning. Bidragetll innehallet av organiskt kol i vattnet (exkrementer) fran fisk och foderrester skall vara

sd litet som mojligt. Koncentrationen av organiskt kol i provningskarlet skatler undersékningen inte
Overstiga den koncentration av organiskt kol som héarrér frn det undersokta amnet och om sddan anvands, fran
I6sningsagenten med mer an 10 ma/RP0%).

Proviésningar

Det undersokta amnet skall lI6sas upp vid lamplig koncentration for forvaring. Forradslosningen skall helst
beredas genom att det understkta amnet helt enkelt blandas eller rérs i vattenldsningen. Anvandningen av
lI6sningsmedel eller dispersanter (I6sningsagenter) rekommenderas inte. Det kan emellertid i vissa fall vara
nodvandigt for att f& en lampligt koncentrerad forradslosning. Losningsmedel som kan anvandas &r etanol,
metanol, etylenglykolmonometyleter, etylenglykoldimetyleter, dimetylformamid och trietylenglykol.
Dispersanter som kan anvandas ar kremofor RH40, Tween 80, metylcellulosa pd 0,01% och HCO-40.
Forsiktighet skall iakttas vid anvandning av latt biologiskt nedbrytbara agenter, eftersom dess kan fororsaka
problem med bakterietillvaxt vid genomflodesprovning. Datlersokta &mnet kan vara radioaktivt markt och

skall halla hégsta renhet, foretradesvis >98%.

Vid genomflodesprovet kravs ett system som kontinuerligt slapper ut och loser upp férradslosningen av det
undersdkta &mnet, t ex med matpump, proporlitetalésningssystem, for att leverera
provningskoncentrationerna till provningskarlen. Helst skall minst fem volymsombyten per dag goras i
provningskarlen. Genomflédessystemet ar att foredra, men nar detta inte &r genomforbart, t ex om den
undersokta organismen paverkas negativt darav, kan en halvstatisk teknik anvindas, forutsatt att
giltighetskriterierna uppfylls. Férradslésningens och Idsningsvattnets floden skall kontrolleras bade 48 timmar
fére och minst en gang dagligen under pagéende provning. Denna kontroll skall omfatta faststallande av
flodeshastigheten genom varje provningskammare, samt skall den garantera att flodeshastigheten inte varierar
med mer &n 20% inom eller mellan karlen.

Val av arter

Viktiga kriterier vid val av arter ar att de skall finnas enkelt tillgangliga, kan skaffas i lampliga storlekar och
kan hallas pa ett tillfredsstéllande satt i laboratoriemiljo. Andra kriterier vid val av fiskart ar betydelsen for
rekreation, handel och ekologi samt jamférbar kanslighet, tidigare framgangsrik anvandning osv.
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Rekommenderade provarter anges i bilaga 2. Andra arter kan anvandas, men provningsforfarandet kan da
behdva anpassas for att ge lampliga provningsforhallanden. Underlaget for val av art och experimentmetod
skall i detta fall rapporteras.

Hallande av fisk

Fiskbestandet skall acklimatiseras under minst tva veckor i vatten med provningstemperaturen och hela tiden
matas med tillracklig diet av samma typ som skall anvangaier provet.

Efter en anpassningsperiod p& 48 timmar skall dodligheten registreras och féljande kriterier tillampas:

- storre dodlighet &n 10% av bestandet under sju dagar - fiskbestandet skall inte anvandas

- dodlighet pa mellan 5 och 10% av bestandet pa sju dagar - bestandet skall acklimatiseras under
ytterligare sju dagar

- dodlighet p& mindre &n 5% av bestandet under sju dageceptera bestandet, om mer &n 5% av
bestandet doétt under den andra sjudagarsperioden skall hela bestandet avlagsnas.

Kontrollera att fisk som anvénts vid undersdkningen inte har nagra synliga sjukdomar eller aiiatema
Bortskaffa eventuell sjuk fisk. Fisken skall inte behandlas mot sjukdomen under de tvd narmast pa
undersokningen foljande veckorna.

FORFARANDE VID UNDERSOKNINGEN
Preliminart prov

Det kan vara lampligt att gora ett preliminart experiment for att optimera provningsférhallandena for den
slutgiltiga provningen, t ex val av koncentration for detdersokta damnet och langd pd upptagnings- och
utsondringsfaserna.

Exponeringsforhallanden
Upptagningsfasens langd

Upptagningsfasens langd kan bedémas utifrdn praktiska erfarenheter, t ex fran tidigare undersokning eller en
ackumulationsrelaterad kemikalie, eller fran vissa empiriska forhallanden tillsammans med kunskap om
antingen det undersokta amnets vattenldslighet ellditipaskoeffecient i oktanol/vatten (se bilaga 3).

Upptagningsfasen skall vara 28 dagar, med mindre det kan visas att balans nas tidigare. Om stabilitet inte natts
inom 28 dagar, skall upptagningsfasen férlangas med ytterligare matningar, tills stabilitet nds eller 60 dagar, om
detta intraffar forst.

Utsondringsfasens varaktighet

En period motsvarande halva upptagningsfasen &r normalt tillracklig for att f& tillracklig minskning, t ex 95%,
av det undersdkta amnet i fiskkroppen (se bilaga 3 for forklaring av bedémningen). Om den tid som kravs for
att f& en 95-procentig minskning blir orimligt 1&ang, dvs att den éverskrider dubbla normala varaktigheten for
upptagningsfasen, dvs mer an 56 dagar, kan en kortare period anvandas, dvs tills koncentrationen av det
undersdkta amnet &r mindre &n 10% av koncentrationen vidigtal=6r &mnen med ett mer komplext ménster

for upptagning och utséndring an det som representeras av en enstaka fiskmodell med forsta ordningens kinetik,
kravs emellertid utséndringsfas for faststéllande av utséndringshastigheten. Periodens langd boér emellertid
styras utifrAn langden p& den period som koncentrationen av det undersokta amnet i fisken ligger kvar éver
analytiskt matbar grans.

Antal fiskar

Valj antalet fiskar per undersokt koncentration pa ett sddant satt att minst fyra fiskar per prawlificingliga
for varje provtagning. Om stérre statistisk noggrannhet kravs, behovs fler fiskar per prov.
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Om vuxna fiskar anvandas skall det i rapporten anges huruvida han- eller honfiskar eller bagge sorter anvants
vid experimentet. Om bagge kénen anvands skall skillnader avseende fettinnehall mellan kénen visas vara utan
betydelse innan exponeringen paborjas. Det kan vara nddvandigt att hlla han- och honfiskar var for sig.

Vid denna typ av undersokningar skall fiskar med jamn vikicavéljas, pa ett sddant sétt att den minsta fisken

inte vager mindre 4n 2/3 av vad den storsta vager. Samtliga fiskar skall vara frdn samma &rskull och fran
samma kalla. Eftersom fiskens vikt och alder ibland forefaller ha stor betydelse foér BCF-vardena (1), skall
dessa uppgifter registreras korrekt. Det rekommenderas att delar av fiskbestandet vags fore undersokningen, for
faststallande av medelvikten.

Fisktathet

En hog fisktathet anvands for att minimera minskningen ap@.a. tillférsel av fiskar vidundersokningens

borjan samt for att undvika en 6kning av koncentrationen upplost syre. Det ar viktigt att fisktatheten ar
anpassad for den art som anvands. En tathet pd 0,1-1,0 g fisk (vat vikt) per liter vatten och dag rekommenderas
normalt. Hog téathet kan anvandas om det visar sig att dnskad koncentration av det undersokta amnet kan
uppratthallas inom 20% och att koncentrationen av upplost syre inte faller under 60% maéttnad.

Vid val av lampliga system skall hansyn tas till fiskartens normala beteende. Bottenlevande fisk kan saledes
krava en storre bottenyta i ett akvarium for en viss vattenvolym i férhallande till ytlevande fiskarter.

Utfodring

Under acklimatiserings- och provningsperioderna skall fisken utfodras med lamplig diet med kand fetthalt och
totalt proteininnehdll, i s&ddan utstrackning att de halls friska och behaller kroppsvikten. Fisken skall under
acklimatiserings- och provningsperioderna utfodras med ungefar 1-2% av kroppsvikten per dag. Detta héller
fetthalten relativt konstant i de flesta fiskarter under provet. Fodermangden skall raknas om, t ex en gang per
vecka, for att uppratthalla jamn kroppsvikt och fetthalt. Vid denna berékning kan fiskens vikt i respektive
provningskammare bedémas utifrdn vikten pa den fisk som senast tagits som prov fran respektive kammare.
V&g inte den fisk som lamnas kvar i kammaren.

Kvarvarande foder och exkrementer skall sugas ut frdn provningskammaren kort efter utfodringen (30 minuter
till 1 timma). Karlen skall hallas s& rena som méjlighder provningen, s& att koncentrationen av organisk
materia halls sd 18g som mojligt, eftersom férekomst av organisk kol kan begransmdigsokta Amnets
biotillganglighet (1).

Eftersom manga foder tillverkas av fiskmjol, skall fodret analyseras avseendesdisokta amnet. Det ar
ocksa onskvart att fodret analyseras avseende bekampningsmedel och tungmetaller.

Ljus och temperatur

Ljusperioden &r vanligtvis 12 till 16 timmar, och temperaturer2{C) skall vara anpassad foér den undersokta
arten (ser bilaga 2). Belysningens typ och egenskaper skall vara kdnda. Hansyn skall tasutitietetkta
amnets eventuella fototransformation under strélningsférhallanden vid forsoket. Lamplig belysning skall
anvandas for undvikande av exponering av fisken for onaturliga ljusprodukter. Det kan i vissa fall vara lampligt
att anvanda ett filter for bortfiltrering av UV-stralninpnder 290 nm.

Provningskoncentrationer

Fisken exponeras under genomflédesforhallandena for minst tvd koncentrationer av det undersokta amnet i
vatten. Normalt valjs den hogre (eller hdgsta) koncentrationen av det undersoktatifimnumggefar 1% av dess

akuta asymptotiska L& och s att den &r minst tio ganger hégre 4n den grans som skall 6verskridas for
detektion i vatten med den anvanda analysmetoden.
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Den hogsta provningskoncentrationen kan ocksa faststéllas genom division av den akutads€ 96 timmar

med lampligt akut/kroniskt forhallande (lampliga forhallanden for vissa kemikalier kan vara fran ungefar 3 upp
till 100). Om mojligt bor andra koncentrationer valjas pa ett sddant séatt att de avviker frdn ovannadmnda med en
faktor p& 10. Om detta inte &r majligt p.g.a. kravet pa 1% awldCh det analytiska gransvardet, kan en lagre
faktor &n 10 tillampas ellef'C-méarkning av det undersokta amnet beaktas. Ingen av anvénda koncentrationer
far ligga 6ver det undersokta amnets Iésningsbarhet.

Nar l6sningsagent anvands skall dess koncentration inte vara storre &n 0,1 ml/l och vara lika stor i samtliga
karl. Dess bidrag tillsammans med dehdersokta dmnetill det totala innehallet av organiskt kol i
provningsvattnet skall vara k&nt. Denna typ av @mne bor emellertid undvikas i stojganatstrackning.

Kontroller

Kontroll av Iésningsvattnet eller, om sa& ar tillampligt, kontroll av I6sningsagenten, skall goras utover
provningsserierna, forutsatt att det kunnat faststallas att agenten inte har nagon effekt pa fisken. Om sa inte ar
fallet skall bagge kontrollerna goras.

Frekvens for matning av vattenkvalitet

Upplost syre, TOC, pH och temperatur skall métas i samtligauéaer provningen. Den totala hardheten och
eventuellt salthalten skall matas vid kontrollerna i ett kérl med hogre (eller hogst) koncentration. Det upplésta
syret och eventuellt salthalten skall matas minst tre ganger - i borjan, ungefiten rnch mot slutet av
upptagningsperioden - och en gang i veckan under utséndringsperioden. TOC skall matas vid borjan av provet
(24 och 48 timmar innan upptagningsfasen initieras) fore det att fisken tillsatts och minst en gang i veckan
under bade upptagnings- och utsondringsfaserna. Temperaturen skall matas dagligen, pH i borjan och slutet av
varje period och hardheten en gang under varje provning. Temperaturen skall helst avliasas kontinuerligt i
atminstone ett karl.

Provtagning och analys av fisk och vatten

Schema for provtagning pa fisk och vatten

Vatten frdn provningskarlen skall tas bade fore det att fisken tillsatts samder upptagnings- och
utsondringsfaserna, for faststallande av koncentrationen av det understkta amnet. Prover skall tas av vattnet
atminstone samtidigt som av fisken samt fére utfodring. Under upptagningsfasen faststills koncentrationen av
det undersokta amnet for kontroll av dverensstammelse riteghgtskriterierna.

Prover skall tas pa fisken minst fem ganger under upptagningsfasen och vid mindgillfiten under
utsondringsfasen. Eftersom det i bland &r svart att gora en exakt uppskattning av BCF-vardet grundat pa detta
antal prover, framfor allt nar annan utsondringskinetik an foérsta ordningens kan pavisas, kan det vara tillradligt
att ta prover med tatare mellanrum under bagge perioderna (se bilaga 4). Extraproverna skall lagras och bara
analyseras om resultaten fran forsta omgangens analyser visar sig vara otillrackliga for berékning av BCF med
onskad noggrannhet.

| bilaga 4 ges ett exempel pa ett oacceptabelt provtagningsschema. Andra scheman kan latt raknas ut med andra
antagna varden for g, for berakning av exponeringstiden for att f& 95-procentig upptagning.

Provtagningen skall fortsatta under upptagningsfagisnstabil nivd uppnas, dock minst 28 dagar. Om stabil
niva inte natts inom 28 dagar, skall provtagningen fortsétta tills stabil niva nas, dock minst 60 dagar, om detta
intréffar forst. Innan utséndringsfasen inleds skall fisken dverforas till rena tankar.

Provtagning och beredning av prover

Vattenprover for analys tas genom en tat réranslutning i provningskammarens mittpunkt. Eftersom varken
filtrering eller centrifugering alltid separerar den icke-biologiska fraktionen framudeersokta amnet fran den
biotillgangliga delen (sarskilt for superlipofila kemikalier, dvs kemikalier med leg>B) (1) (5), skall
proverna inte utsattas for sddan behandling.
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Atgarder bor istallet vidtas for att halla tankarna s& rena som méjligt och innehallet fullorganiskt kol skall
Overvakas under bade upptagnings- och utséndringsfasen.

Ett lampligt antal fiskar, i normalfallet minst fyra, skall tas frAn provningskammaren vid varje provtagning.
Provtagningsfisken skall skoéljas snabbt med vatten, torkas torr, dodas omedelbart p& lampligaste och
humanaste satt och darefter vagas.

Det &r lampligt att under den tid som provet pagar analysera fisken och vattnet omedelbart efter provtagning,
for att forhindra forsamring eller andra foérluster samt for berdkning av ungefarlig upptagnings- och
utsondringshastighet. Mellananalyser forhindrar ocksé forseningar vid faststallande av nar en niva har natts.

Om mellananalyser inte gors skall proverna lagras pa lampligt satt. Innan undersokningen pabdrjas skall
information om lamplig forvaringsmetod for det aktuella dmnet, t ex djupfrysning, nedkylning vid 4°C,
forvaringstid, extraktion osv, skaffas.

Analysmetodens kvalitet

Eftersom hela proceduren i huvudsak styrs av noggrannhet, precision och kanslighet i den analysmetod som
anvands for det understkta amnet, skall precision och reproduktionsbarhet for den kemiska analysen
kontrolleras experimentellt, vilket aven galler for aterhamtning avudelersokta amnet fran bade vatten och

fisk, vilket skall vara tillfredsstéllande med den aktuella metoden. Kontrollera ocksa aihdetstkta amnet

inte kan upptackas i det Idsningsvatten som anvands.

Om s& kravs skall & och G-varden som fas frdn undersékningen korrigeras for aternamtnings- och
bakgrundsvarden frn kontrollerna. Fisk- och vattenprover skhienom hanteras pa ett sadant satt att
férorening och forlust minimeras, t ex pa grund av absorbtion fran provtagningsanordningarna.

Analys av fiskprov

Om radioaktivt markt material anvands vid undersdkningen ar dglignétt analysera den totala radioaktiva
markningen, dvs moderblandning och metitbg eller kan proverna rengéras s att modarttdangen kan
analyseras separat. De viktigare metaboliterna kan karakteriseras vid stabil nivd, dock senast vid
upptagningsfasens slut. Om BCF som total radioaktivt markt resl@00%, kan det vara lampligt och for

vissa kemikaliekategorier, som t ex bekampningsmedel, starkt rekommendabelt att identifiera och
méangdbestamma de rester som upiijde10% av den totala resten i fiskvavnaden vid stabil nivd. Om resterna
representeraz10% av den totala radioaktivt markta resten i fiskvavnaden identifieras och kvantifieras, ar det
ocksd rekommendabelt att identifiera och méngdbestamma resterna i provningsvattnet.

Koncentrationen av det undersokta amnet skall normalt faststéallas for varje vagd fiskindivid. Om detta inte ar
mojligt kan sammanslagning av proverna vid varje provtagningstillfalle géras, men detta begransar det
statistiska forfarandet for erhélina data. Om ett visst statistiskt forfarande och dess funktion &r viktiga, skall ett
tillrackligt antal fiskar for att tillfredsstalla den 6énskade sammanslagningsproceduren och effekten inforas i
undersokningen (6) (7).

BCF skall uttryckas bade som en funktion av total vat vikt och, for kraftigt lipofila &mnen, som en funktion av
fettinnehallet. Fettinnehallet i fisken faststélls om mdjligt vid varje provtagningstillfalle. Lampliga metoder
skall anvandas for faststillandet av fettinnehallet (punkterna 8 och 2 i bilaga 3). Extraktionstekniker med
kloroform/metanol kan vara att rekommendera som standardmetod (9). De olika metoderna ger inte identiska
varden (10), varfor det &r viktigt att ange vilken metod som anvants. Nar s ar mojligt fettanalysen goras pa
samma extrakt som det som tagits fram for analys av det undersokta &mnet, eftersom fettet ofta maste tas bort
frén extraktet innan kromatografisk analys kan géras. Fettinnehallet i fisken (som mg fett per kg vat vikt) far
vid slutet av experimentet inte skilja sig fran innehallet vid experimentets bérjan med me2%%. Andelen

fasta partiklar i vavnaden skall ocksa registreras for att méjliggéra omvandling av fettkoncentrationen fran vatt
till torrt varde.
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DATA
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Upptagningskurvan for det undersokta amnet fs genom plottning av dess koncentration i/pa fisk (eller
specificerad vavnad darav) under upptagningsfasen i forhaldhdiden pa en aritmetisk skala. Om kurvan
nar en platd, dvs blir ungefar asymptotisk med tidsaxeln, beraknag B€# foljande formel:

C; vidstabilitet( medgl
C,, vidstabilitet( medgl

Nar stabilitet inte nds, kan BGfoerdknas med tillrackligoggrannhet for riskbedémning fran en slisdt vid
80% (1,6/k) eller 95% (3,0/k) balans.

Koncentrationsfaktorn (BG§ faststélls ocksd som forhallandeide, de tva kinetiska konstanterna av forsta
ordningen. Konstanten fér utséndringshastighefaktstalls normalt ur utséndringskurvan, dvs en plottning av
okningen av det undersokta amnets koncentration i fisken i tiden. Konstanten fér upptagningshastigheten, k
berédknas utifrin konstantea &ch vardet p4 om fas fran upptagningskurvan (se ocksa bilaga 5). Den bista
metoden for erhdllande av BgFoch hastigheteskonstanterna knd k &r att gora en icke-linjar
parameterbeddmning i en dator (11). | annat fall kan grafiska metoder anvandas for berékniogtalekOm

det ar uppenbart att utséndringskurvan inte ar en kurva av forsta ordningen, skall mer komplexa modeller
tillampas (se referenser i bilaga 3) och rad inhamtas fran biostatistiker.

TOLKNING AV RESULTAT

Resultaten skall tolkas med forsiktighet nar uppmaétta koncentrationer av den undersokta Idsningen patraffas pa
nivaer nara den analytiska metodens gransvardet for detektion.

Tydligt definierade upptagnings- och forlustkurvor &ar en indikation pa att biokoncentrationsdatan &ar av god
kvalitet. Skillnaden i upptagnings/utséndringskonstanterna mellan de tva provningskoncentrationerna skall vara
mindre &n 20%. Observera att véasentliga skillnader i upptagnings-/utséndringshastigheterna mellan de tva
tildmpade provningskoncentrationerna skall registreras och om mdjligt forklaras. Tillférlitlighetsgransen for
BCF kan for val utformade studier ségas ligga Hi20%.

RAPPORTERING
Undersokningsrapporten maste innehalla foljande information:

UNDERSOKT AMNE:
— fysisk form och, nar sa ar tillampligt, fysiokemikaliska egenskaper;
— kemiska identifiering (inklusive eventuellt innehall av organiskt kol);

— om amnet ar radioaktivt markt skall den markta atomens exakta position och andelen radioaktivitet kopplad
till fororeningar anges.

UNDERSOKTA ARTER

— vetenskapligt namn, variant, kalla, eventuell forbehandling, acklimatisering, alder, storleksomrade osv:

PROVNINGSFORHALLANDEN:
— tillampat provningsfoérfarande, t ex genomflode eller halvstatiskt;

— typ och karakteristik for anvand belysning och ljusperiod;



— provets utformning, t ex antal och storlek pa provningskammare, vattenvaxlingshastighet, antal kopior,
antal fiskar per kopia, antal provningskoncentrationer, upptagnings- och utsdndringsfasernas langd,
provtagningsfrekvens for fisk och vatten;

— metod for beredning av forradslésningar och férnyelsefrekvensen (losningsagent, dess koncentration och
bidrag till innehall av organiskt kol i provningsvattnet maste anges nar sddan anvands);

— nominella provningsférhallanden, medelvarden for uppmaétta varden samt deras standardavvikelser i
provningskéarlen och metod som anvants for berdkning av dessa varden;

— vattenkalla, beskrivning av eventuell férbehandling, resultat fran eventuell undersokning av fiskens
formaga att Gverleva i vattnet, samt vattnets karakteristik: pH, hardhet, temperatur, syrehalt, klorrestvarde
om detta mats, total mangd organiskt kol, utfallda fasta partiklar, salthalt i det understkta mediet, om
tillampligt, och eventuella andra gjorda matningar;

— vattenkvalitet i provningskarlen, pH, hardhet, TOC, temperatur och syrehalt;

— detaljerad information om utfodringen, t ex fodertyp, kalla, sammanséttning (om majligt atminstone fett-
och proteininnehall, mangd och frekvens);

— information om behandlingen av fisk- och vattenprover, inklusive uppgifter om beredning, forvaring,
extraktion och analytiska forfaranden, samt deras noggrannhet, for det undersokta Aamneinmethédiet
(om detta mats).

3.4 RESULTAT:
— resultat frAn eventuell preliminar studie;

— dddligheten for kontrollfisken och fisken i varje exponerat karl, samt eventuellt observerat onormalt
beteende;

— fettinnehallet i fisken (om detta faststalls vid provningen);

— kurvor, inklusive samtliga méatdata, 6ver upptagningen och utséndringen avrdiemsokta kemikalien i
fisken, tiden till stabilitet;

— C; och G, (med standardavvikelse och omrade, om tillampligt) fér samtliga provtagningstillfallen (C
uttryckt sompg/g vat vikt (ppm) i hela kroppen eller den specificerade vavnaden darav, t ex fett,yoch C
sompg/ml (ppm)), G-varden for kontrollserierna (bakgrundsvéarden skall ocksa rapporteras);

— biokoncentrationsfaktorn vid stabilitet (B&J-och/eller den kinetiska koncentrationsfaktorn (REflBch
om tillampligt den 95-procnetiga tillférlitlighetsgransen for upptagnings- och
utsondringshastighetskonstanterna (samtliga uttryckta i forhallande till hela kroppen och det totala
fettinnehallet, om detta mats, i djuret eller den specificerade vavnaden darav), tillforlitlighetsgranser och
standardavvikelser (om tillgangliga) samt metoder for berdkning/dataanalys av samtliga koncentrationer av
det understkta &mnet;

— om strélningsmarkerade dmnen anvinds och om sa krdvs, kan ackumulationen av eventuella upptéckta
metaboliter visas;

— eventuella anméarkningar avseende undersokning, eventuell avvikelse fran forfarandet och annan relevant
information.

Undvik resultat som t ex "ej upptéackt vid detektionsgransen" vid framtagningen av undersékningsmetoden och dess
experimentella utformning, eftersom sadana resultat inte kan anvandas for berakning av hastighetskonstanter.
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BILAGA 1

KEMISK KARAKTERISTIK FOR ACCEPTABELT LOSNINGSVATTEN

AMNE KONCENTRATIONS-
GRANSVARDE
1 Partiklar 5 mg/|
2 Total méngd organiskt kol 2 mg/l
3 Ojoniserad ammonium dg/|
4 Klorrester 1Qug/l
5 Total méngd fosfororganiska bekampningsmedel 50 ng/l
6 Total méangd klororganiska bekémpningsmedel plug 50 ng/l
flerklorerade bifenyler
7 Total mangd organiskt klor 25 ng/l
8 Aluminium Tug/!
9 Arsenik Tug/!
10 Krom lug/l
11 Kobolt lug/l
12 | Koppar Jgll
13 | Jarn fg/l
14 | Bly ng/l
15 Nickel lug/l
16 | Zink Tug/|
17 Kadmium 100 ng/l
18 Kvicksilver 100 ng/l
19 Silver 100 ng/l




BILAGA 2

FISKARTER SOM REKOMMENDERAS FOR UNDERSOKNING

Rekommenderade arter Rekommenderat Rekommenderad
temperaturomrade | total langd pé det
for undersékningen | undersotkta djuret

() (cm)

1 | Danio rerio®™ (Teleostei, Cyprinidae) 20-25 3.0£05
(Hamilton-Buchanan) Zebrafisk

2 Pimephales promelagTeleostei, Cyprinidae) 20-25 5.0+ 2.0
(Rafinesque) Fathead minnow (art av kvidd)

3 Cyprinus carpio (Teleostei, Cyprinidae) 20-25 5.0+ 3.0
(Linnaeus) Vanlig karp

4 Oryzias latipes(Teleostei, Poeciliidae) 20-25 4.0£1.0
(Temminck and Schlegel) Ricefish (risfiskart)

5 Poecilia reticulata (Teleostei, Poeciliidae) 20-25 3.0+1.0
(Peters) Guppy

6 Lepomis macrochirus(Teleostei, 20-25 5.0+ 2.0
Centrarchidae) (Rafinesque) Bluegill (art av
solabborre)

7 Oncorhynchus mykiss(Teleostei, 13-17 8.0+4.0
Salmonidae) (Walbaum) Regnbagslax

8 Gasterosteus aculeatugTeleostei, 18 - 20 3.0+1.0
Gasterosteidae) (Linnaeus) Stenspigg

(1) Meyer A., Orti G. (1993) Proc. Royal Society obhdon, Series B., VoR52, p. 231

Flera sot- och saltvattenarter har anvants i olika lander t ex:

Leiostomus xanthurus Spot
Cyprinodon variegatus Sheepshead minnow (art av tandkarp)
Menidia beryllina Silverside
Cymatogaster aggregata Shiner perch
Parophrys vetulus English sole
Leptocottus armatus Staghorn sculpin
Gasterosteus aculeatus Stenspigg
Dicentracus labrax Havsaborre
Alburnus alburnus Benldja
INSAMLING

Den sotvattenfisk som anges i ovanstende tabell ar l4tt att skaffa och/eller finns latt tillgimigighela aret,

medan tillgangligheten for havs- och brackvattenarterna delvis begransas till respektive lander. De kan fodas
upp och odlas pa fiskodlingar eller laboratorier under sjukdoms- och parasitkontrollerade forhallanden, sa att
det anvanda djuret ar friskt och har kand stamtavla. Dessa fiskar finns tillgangliga i stora delar av varlden.



BILAGA 3

FORBESTAMNING AV LANGDEN PA UPPTAGNINGS- OCH UTSONDRINGSFASERNA

1. Forbestédmning av upptagningsfasens langd

Innan provet paborjas skall en uppskattning agéras, och hansyn tas till hur stor del av tiden som kravs for
att nd stabilitet kan inhamtas frdn  empiriska  forhdllanden mellan, loch  n-
oktanol/vattenfordelningskoeffecienten,(Peller k; och vattenldsligheten (s).

En uppskattning avi(dag') kan erh&llas med t ex féljande empiriska férhallande (1):
l0g10 k2 = - 0,414 10go(Pow) + 1,47(P=0,95) [ekvation 1]
For andra forhallanden se hanvisning 2.

Om partitionskoeffecienten ¢f) inte &r kand, kan en bedémning goras (3) utifrin kunskapen om amnets
vattenldslighet (s) med foljande formel:

l0g10 (Pow) = 0,862 logo(s) + 0,710 (F = 0,994)[ekvation 2]
dar s star for l6sligheten i mol/l : (n=36)
Dessa forhallanden galler enbart fér kemikalier med lgg\Rrden mellan 2 och 6,5 (4).

Tiden for att nd en viss del av den stabila nivan kan fas genom tillampning av sé kaliad&mning, med den
allménna kinetiska ekvationen for upptagning och utséndring (férsta ordningens kinetik):

dc,

T:kl-%_ kZ'Cf

eller om G, ar konstant:

C; :% .c, (- g'e) [ekvation 3]

Nar stabiliteten borjar narma sig (be¥, kan ekvation 3 reduceras (5) (6) till:
k
Ci =4, -Gy eller Ci/Cu=ki/k=BCF

ki / ka2 .Cy narmar sig da koncentrationen i fisken vid stabilitetJC

Ekvation 3 kan skrivas om pa foljande sétt:

Cf _
Ci=Cis (el eller —Lzl-e® [ekvation 4]

Cfs

Vid anvandning av ekvation 4 kan tiden for att na viss #iteh forutsagas nar kférutbestams med ekvation 1
eller 2.

Som riktlinje kan sdgas att den statistiskt optimalaglden pa upptagningsfasen, for produktion av statistiskt
acceptabla data (BGF &r den period som kravs for att kurvan Over koncentrationslogaritmen for det
undersokta amnet i fisken, plottad mot linjar tidsaxiéllmedelpunkten ar 1,64eller 80% av den stabila nivan,
men inte mer an 3,04keller 95-procentig stabilitet (7).



Tiden for att nd 80-procentig stabilitet 4r (ekvation 4):

0,80 =1 -¢ '8 eller tg :% [ekvation 5]
95-procentig stabilitet fAs p& motsvarande satt med ekvationen’[95 = %20 [ekvation 6]

Upptagningsfasens (upp) langd for ett undersokt amne medulpg #blir d& (med ekvationerna 1,5 och 6):

logikz = - 0,414.(4) + 1,47 k= 0,652 dag

upp (80%) = 1,6/0,652, t ex 2,45 dagar (59 timmar)
eller upp (95%) = 3,0/0,652, t ex. 4,60 dagar (110 timmar)

For ett undersokt amne med s =2@ol/l (log(s) = -5,0), &r upptagningsfasen (med ekvationerna 1,2,5 och 6):

10g10 (Pow) = - 0,862 (-5,0) + 0,710 = 5.02

logio K2 = -0,414 (5,02) + 1,47

ka = 0,246 dagar

upp (80%) = 1,6/0,246, t ex 6,5 dagar (156 timmar)
eller upp (95%) = 3,0/0,246, t ex 12,2 dagar (293 timmar)

Alternativt kan féljande uttryck anvandas:
teg = 6,54 x 10° Py, + 55,31 (timmar)

Detta uttryck anvands for berdkning av tiden till det att faktiskt stabilitet nas (4).

2. Forutbestamning av utséndringsfasens varaktighet

Forutbestamning av den tid som kravs for att minska mangden amne i kropipesm viss del av den
ursprungliga koncentrationen, kan ocks& goéras med den allmanna ekvationen fér upptagning och utséndring
(férsta ordningens kinetik) (1) (8).

Cy antas vara noll for utsdndringsfasen. Ekvationen kan reduceras till:

dC _
T =— kZCf eller Cf = Cf gkt

dt 0

darCy &r koncentrationen vid borjan av utséndringsperioden. 50-procentig utsondring nas da vidgjden (t

Cr - 5 ko tso

1_ — 0,693
C,—2-F€

eller  tg =",

95-procentig utséndring fs p& motsvarande satt med ekvationen:

0

— 3.0
ts =%,

Om en upptagning pd 80% anvands for den forsta periodenkfl.6th en 95-procentig forlust i
utsondringsfasen (3K, ar utséndringsfasen ungefar dubbelt s& lang som utséndringen i upptagningsfasen.



Det ar emellertid viktigt att observera att dessa berdkningar ar grundade pa férutsattningen att upptagnings- och
utsondringsmonstren foljer férsta ordningens kinetik. Om det ar uppenbart att forsta ordningens kinetik inte
foljs, skall mer komplexa berakningsmodeller anvandas (se hanvisning 1).
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BILAGA 4

TEORETISKT EXEMPEL PA PROVTAGNINGSSCHEMA FOR

BIOKONCENTRATIONSUNDERSOKNINGAR FOR AMNEN MED log P gw = 4.

Provtagning av Tidsschema for provtagning Antal vatten- Antal fiskar
fisk prover per prov
Langsta tankbara Tillaggsprover
provtagnings-
frekvens (dagar)
-1 20
Upptagningsfas tillsatt 45-80
0 2 fiskar
2 4
Forsta 0.3 0.4
(2 4)
2 4
Andra 0.6 0.9
(2 4)
2 4
Tredje 1.2 1.7
(2) 4)
2 4
Fjarde 2.4 3.3
(2) 4)
Femte 4.7 2 6
Flytta dver
Utsdndringsfas fisken till
vatten fritt
fran den
undersokta
kemikalien
4
Sjatte 5.0 5.3
4)
4
Sjunde 5.9 7.0
4)
4
Attonde 9.3 11.2
4)
6
Nionde 14.0 17.5
4)

OTa prover pa vattnet nar minst 3 karlvolymer har levererats.
Varden inom parentes star for antal prover (vatten, fisk) som skall tas om tillaggsprovtagning gors.

Anmarkning: Foregdende uppskattning féx ®r log Po, pd 4.0 &r 0.652 dagar Experimentets totala
varaktighet ar faststalld till:

3 xupp =3 x4,6 dagar, dvs. 14 dagar. FOor uppskattning av "upp", se bilaga 3.



BILAGA 5
MODELLBESKRIVNING

De flesta biokoncentrationsdata har forutsatts bli skaligen val beskrivna med en enkel tvaddelad modell eller
tvdparametersmodell, pa det satt som visas med den rata kurva som narmar sig punkterna for koncentrationen i
fisk under utséndringsfasen, nar dessa linjer plottas pa halvlogaritmiskt papper. Om dessa punkter inte kan
beskrivas av en rat kurva skall mer komplexa modeller anvandas, se t ex Spacie och Hamelink, hanvisning 1 i
bilaga 3.

GRAFISK METOD FOR BESTAMMNING AV KONSTANTEN k , FOR
UTSONDRINGSHASTIGHETEN

Plotta en koncentration av det undersékta amne som &terfinns i varje fiskprov mot provtagningstiden pa
halvlogaritmiskt papper. Linjens lutning as.k

_ In(C1/C5)
kz T -ty
100
Cf2 I
10 7
Cfl |
: RN
t
tl t2

Observera att avvikelser fran rat linje kan vara ett tecken pa ett mer komplext utséndringsmonster an forsta
ordningens kinetik. En grafisk metod kan anvandas for att sarskilja utsondringstyper som awviker fran forsta
ordningens kinetik.

GRAFISK METOD FOR FASTSTALLANDE AV KONSTANTEN k ; FOR
UPPTAGNINGSHASTIGHETEN

Nar K; tagits fram kan konstanten keraknas med féljande formel:

c ks

=——— < [ekvation 1
c, x(1- ") [ ]

1

Vardet pd € avlases i mittpunkten pa den jamna upptagningskurva som fas av datan nar den logaritmiska
koncentrationen plottas i forhallande till tiden pa& en aritmetrisk skala.



METOD FOR BERAKNING AV KONSTANTERNA FOR UPPTAGNINGS- OCH
UTSONDRINGSHASTIGHETEN

De medel som foredras for erhallande av biokoncentrationsfaktorn och hastighetskonstant@mag kir att
anvanda en icke-linjar metod for parameteruppskattning pa dator. Dessa program hittar vardeoap k
utifrdn en uppséttning koncentrationsdata sekventiella i tiden och med féljande ekvationer:

A [ekvation 2]

k
c, = c;y?l x(1-¢e’ O< t<t
2

K

c, = %? x(gh) — ght) >t [ekvation 3]
2

dar t star for tiden vid slutet av upptagningsfasen.
Med denna metod kan vanliga avvikelsebedémningar goras fctkle.

Eftersom ki de flesta fall kan uppskattas i utséndringskurvan med férhallandevis hdg precision och eftersom
ett starkt samband finns mellan de tva parametrairack k. om de beridknas samtidigt, kan det vara tillradligt

att forst berakna kfrén enbart utséndringsdata och darefter berakn&idn upptagningsdata med icke-linjar
regression.
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1.2

C.14. TILLVAXTTEST PA UNGA EXEMPLAR AV FISK

METOD
Denna metod for tillvaxttest avseende toxicitet motsvarar OECD TG 215 (2000).
INLEDNING

Testet &r avsett for bestamning av vilka verkningar langvarig exponering for kemikalier har pé tillvaxten hos
unga exemplar av fisk. Testet baserar sig pd en metod fér bestdmning av verkningarna av kemikalier p&
tillvixten hos unga exemplar av regnbagsi@ncorynchus mykisinder genomflédesfoérhallanden, en metod

som har utvecklats och ringtestats (1)(2) inom Europeiska unionen. Aven andra valdokumenterade arter kan
anvandas. Man har t.ex. erfarenheter frén tillvaxttest med sebrafishiq rerio)* (3)(4) och "ricefish medaka”
Oryzias latipe} (5)(6)(7).

Se ocksa den allmanna inledningen, del C.
DEFINITIONER

Lagsta koncentration vid vilken verkningar observeras (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC):

den lagsta testade koncentrationen av ett testamne vid vilken man kan observera signifikanta verkningar
(vid p < 0,05) jamfért med kontroligruppen. Alla testkoncentrationer ovanfér LOEC maste framkalla skadliga
verkningar som ar lika stora eller stdrre an de verkningar som kan observeras vid LOEC.

Koncentration vid vilken inga verkningar observeras (No Observed Effect Concentration, NOEC):
testkoncentrationen omedelbart under LOEC.

EC,: den koncentration av testimnet som orsakar en tillvaxtvariation pa x % hos testexemplaren jamfért med
kontrollgruppen.

Fisktathet: vatvikten fisk per vattenvolym.
Antalstathet: antalet exemplar per vattenvolym.

Individuell specifik tillvaxthastighet: tillvaxthastigheten hos en individ, uppméatt med startvikten som
utgangspunkt.

Karimedelvardet for specifik tillvaxthastighet: medeltillvaxthastigheten hos en karlpopulation vid en viss
koncentration.

Pseudospecifik tillvaxthastighet: den individuella tillvaxthastigheten jamférd med kérlpopulationens
medelbegynnelsevikt.

! Meyer, A., Bierman, C.H. och Orti, G. (1993), "The phylogenetic position of the zebrafiahi¢ rerio), a model
system in developmental biology: an invitation to the comparative metfrd¢,. R. Soc. Lond. B52 s. 231-236.
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1.4

15

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Unga fiskexemplar i exponentiell tillvéxtfas vags och placeras i testkarl dar de exponeras for en serie subletala
koncentrationer av testamnet upplést i vatten. Exponeringen skall helst ske under genomflodesforhallanden
eller, om detta inte &r mojligt, under lampliga halvstatiska forhallanden (statisk fornyelse). Testperiodens langd
ar 28 dagar. Fiskarna utfodras dagligen. Foderportionen baserar sig pa fiskarnas begynnelsevikter och kan
raknas om efter 14 dagar. Vid slutet av testet vags fiskarna p& nytt. Verkningarna pa tillvaxthastigheterna
analyseras med en regressionsmodell for att bestimma den koncentration som leder till en variation pa x % av
tillvaxthastigheten, dvs. EBEC (t.ex. EGo, EGyo eller EGy). Alternativt kan testdata jamféras med
kontrollgruppens véarden for att bestémma den lagsta koncentration vid vilken verkningar observeras (LOEC)
och den koncentration vid vilken inga verkningar observeras (NOEC).

INFORMATION OM TESTAMNET

Det bor finnas tillgang till resultaten fran ett test avseende akut toxicitet (se metod C.1), som helst skall ha
utforts med samma art som anvands for detta test. Testamnets vattenloslighet och angtryck méaste vara kanda.
Det bor finnas tillgang till en tillforlitig analysmetod for kvantifiering av amnet i testlosningen och denna
metod bor ha k&nd och rapporterad noggrannhet och detektionsgréans.

Till information som bor anges hor bl.a. testamnets strukturformel, @mnets renhet, stabilitet i vatten och ljus,
pKa, P, och resultaten fran test avseende biologisk lattnedbrytbarhet (se metod C.4).

TESTETS GILTIGHET

For att testet skall vara giltigt maste féljande villkor uppfyllas:

—  Mortaliteten i kontrollgruppen (kontroligrupperna) far inte dverskrida 10 % vid testets slut.

— Medelvikten hos fiskarna i kontrollgruppen (kontrollgrupperna) maste ha okat tillrackligt for att ge
mojlighet att detektera den minsta variation som anses vara signifikant. Resultaten fran ett ringtest (2) har
visat att medelvikten for exemplar av regnbagslax i kontrollgrupperna under de 28 testdagarna maste ha
o6kat med minst halften (50 %) av begynnelsevikten. Om t.ex. begynnelsevikten &r 1 g per fisk (= 100 %)
bor slutvikten efter 28 dagar vara > 1,5 g per fiski§0 %).

— Koncentrationen upplost syrgas maste under hela testet ha varit minst 60 % av luftméattnadsvardet (ASV).

— Under testet far vattentemperaturen inte vid ndgon tidpunkt variera med merl 3D mellan olika
testkéarl och den far variera med hogst 2°C fran de temperaturgranser som specificerats for den art som
anvands (se bilaga 1).
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BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Utrustning

Normal laboratorieutrustning och sarskilt

a) syrgas- och pH-métare,

b) utrustning for bestamning av hardhet och alkalinitet hos vatten,

c) lamplig utrustning for temperaturreglering, helst med kontinuerlig évervakning,

d) karl som ar tillverkade av kemiskt inert material och tillrackligt stora med tanke p& den rekommenderade
fisktatheten och antalstatheten (se avsnitt 1.8.5 och bilaga 1),

e) lamplig precisionsvag (t.ex. noggrannhet,5 %).
Vatten

Som testvatten kan anvandas allt vatten i vilket den berdrda arten uppvisar lamplig dverlevnad och tillvaxt
under en langre period. Testvattnet bor ha konstant kvaiitéer hela testperioden. Vattnets pH bor ligga inom
intervallet 6,5 — 8,5 men far dock under ett givet test variera med k@& pH-enheter. Hardhet 6ver 140 mg/l
(raknat som CaCg) rekommenderas. For att sakerstalla att spadvattnet inte paverkar testresultaten p& odnskat
satt (t.ex. genom komplexbildning med testdmnet), bor vattenprover regelbundet tas for analys. Matningar av
tungmetaller (t.ex. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd och Ni), viktiga anjoner och katjoner, t.ex. (Ca, Mg, Na, K, Cl agh SO
bekampningsmedel (t.ex. total méngd organiska fosforforeningar eller total mangd organiska klorféreningar),
totalt organiskt kol och uppslammade partiklar bor goras t.ex. var tredje manad i fall dar man vet att spadvattnet
haller en relativt jamn kvalitet. Om vattenkvaliteten har visat sig vara jamier minst ett &r kan dessa
kontroller géras med langre intervall (t.ex. var sjitte manad). | bilaga 2 anges ett antal kemiska egenskaper for
godtagbart spadvatten.

Testldsningar
Testlosningar med de valda koncentrationerna bereds genom utspadning av en stamlésning.

Stamlésningen bor helst beredas genom enkel blandning eller omskakning av testamnet i spadvattnet pa
mekanisk vag (t.ex. omrérning och ultraljud). Mattnadskolonner (lI6slighetskolonner) kan anvandas for att fa
staml@sning av [Amplig koncentration.

| vissa fall kan losnings- eller dispergeringsmedel (I6sningsagenter) behévas for att f& en stamlésning av
lamplig koncentration. Lampliga l6sningsmedel &r t.ex. aceton, etanol, metanol, dimetylsulfoxid,
dimetylformamid och trietylenglykol. Lampliga dispergeringsmedel ar t.ex. Cremophor RH40, Tween 80,
metylcellulosa (0,01 %) och HCO-40. Om man anvander agenter som &r biologiskt lattnedbrytbara (t.ex.
aceton) eller agenter med hog flyktighet bor man iaktta sarskild forsiktighet eftersom sadana agenter kan orsaka
problem med bakterieansamling vid genomflédestest. Om en I6sningsagent anvéands far den inte ha signifikant
verkan pa fisktillvaxten eller framkalla synliga skadliga verkningar p& de unga exemplaren (verkningar som
framkommit vid test med rent [dsningsmedel).
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For genomflodestest behdvs ett system som kontinuerligt portionerar och spader ut stamlésning av testamnet s&
att man far en tillforsel av en serie koncentrationer till testkarlen. Stamlésningens och spadvattnets
flodeshastighet bor kontrolleras regelbundet, helst dagligen, och far inte variera med mer an 10 % under hela
testet. Resultaten fran ett ringtest (2) har visat att en vattenavlagsning pa 6 liter per gram fisk och dag ar
godtaghbar vid test pa regnbagslax (se avsnitt 1.8.2.2.).

For halvstatiskt test (statisk férnyelse) beror mediets fornyelsefrekvens pé testamnets stabilitet, men daglig
fornyelse rekommenderas. Om resultaten fran preliminara stabilitetstest (se avsnitt 1.4) visar att testamnet inte
ar stabilt (dvs. utanfér omrédet 80 — 120 % av nominell koncentration eller under 80 % av uppmatt
startkoncentration) under ett helt fornyelseintervall maste genomflodestest 6vervagas.

Val av fiskart

De flesta erfarenheterna frdn ringtest (1)(2) galler regnbags@rcdqrhynchus mykissoch darfor
rekommenderas denna art for testet. Aven andra valdokumenterade arter kan anvandas, men d& méste
testforfarandet eventuellt anpassas sa att lampliga testforhallanden erhélls. Det finns t.ex. erfarenheter fran test
med sebrafisk Manio rerio) (3)(4) och "ricefish” (medakaQryzias latipe¥ (5)(6)(7). | ett sadant fall maste
motiveringen for valet av art och testmetod rapporteras.

Forvaring av fisk

Testfiskarna skall tas fran en population fran en enda stam, helst frin samma romlaggning. Fiskarna bér, under
minst tva veckor fore testets borjan, héllas i vatten med samma kvalitet och ljusférhallanden som det som
anvands under testet. Fiskarna bor utfodras med en minimiportion pd 2 % kroppsvikt per dag, helst 4 %
kroppsvikt per dag, under hela forvaringsperioden och under testet.

Efter en inledande period pa 48 timmar registreras mortaliteten och féljande kriterier tillampas:

— Om mortaliteten under sju dagar ar hogre @an 10 % av populationen bor hela satsen forkastas.

— Om mortaliteten ligger mellan 5 och 10 % av populationen fortsétts acklimatiseringen under ytterligare
sju dagar. Om mortaliteten under den andra sjudagarsperioden ar hdgre an 5 % bor hela satsen forkastas.

— Om mortaliteten under sju dagar ar lagre &n 5 % av populationen kan gaitas.

Fiskarna bor inte ges behandling mot sjukdomar under de tva veckorna fore testet eller under testets gang.
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TESTUTFORMNING

Begreppet "testutformning” hanfor sig till valet av antalet testkoncentrationer och deras inbérdes nivaskillnad,
antalet kérl vid varje koncentration och antalet fiskar per kérl. Vid testutformningen boér féljande beaktas:

a) Undersokningens syfte.
b) Den statistiska analysmetod som kommer att anvandas.

c) Tillgangen till fors6ksresurser och deras kostnader.

Nar det galler undersdkningens syfte bér man, onjligtp specificera de statistiska krav som galler for
detekteringen av en given skillnad (t.ex. avseende tillvaxthastighet) eller, alternativt, den noggrannhet med
vilken EG; (t.ex. x =10, 20 eller 30 och helst inte under 10) maste bestdmmas. Utan detta kan en hallbar
definition av undersokningens storlek inte ges.

Det ar viktigt att vara medveten om att en utformning som &ar optimal (basta utnyttjande av resurser) for en viss
metod for statistisk analys inte nddvandigtvis ar optimal fér en annan. Den utformning som rekommenderas for
uppskattning av LOEC/NOEC ar darfor inte densamma som den utformning som rekommenderas for
regressionsanalys.

| de flesta fall ar regressionsanalys att rekommendera framfor variansanalys. Motiveringen till detta diskuteras
av Stephan och Rogers (8). Om ingen lamplig regressionsmodell finns att tflga0(®) bér NOEC/LOEC
anvandas.

Utformning for regressionsanalys

Foljande faktorer ar viktiga vid utformningen av ett test som skall analyseras med regression:

a) Den koncentration vid vilken verkningar observeras (t.ex.ofz9 och det koncentrationsomrade som
ar av intresse med tanke pa testdmnets verkningar maste omfattas av de koncentrationer som anvands vid
testet. Den noggrannhet med vilken man kan bestdmma den koncentration vid vilken verkningar
observeras ar bast nar den berérda koncentrationen ligger i mitten av det testade koncentrationsomradet.
Ett preliminart orienterande forsok kan vara till hjalp vid valet av lampliga testkoncentrationer.

b) For att gora det mojligt att uppna en tillfredsstallande statistisk modell bor testet inbegripa minst ett
kontrollkarl och fem extra karl vid olika koncentrationer. Nar en lésningsagent anvands och nar det ar
lampligt bor ett kontrollkarl som innehaller I6sningsagenten vid den hogsta testade koncentrationen kéras
utdver testserien (se avsnitten 1.8.3 och 1.8.4).

c) En lamplig geometrisk eller logaritmisk serie (9) (se bilaga 3) kan anvandas. Foérdelningen av
testkoncentrationerna skall helst vara logaritmisk.

d) Om man har tillgang till fler &n sex karl bor de extra karlen anvandas for replikat eller fordelas Gver
koncentrationsomradet i syfte att minska skillnaderna mellan de olika koncentrationsnivderna. Dessa
bada alternativ ar likvardiga.
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Utformning for bestémning av NOEC/LOEC med variansanalys (ANOVA)

Det skall helst finnas replikatkérl vid varje koncentration och den statistiska analysen bor goras pa karlniva (10).
Utan replikatkarl kan man inte beakta variabiliteten mellan kéarl utéver den som beror pé individuella skillnader
mellan fiskar. Erfarenheterna har dock visat (11) att variabiliteten mellan karuindersokta fallen har varit
mycket liten jAmférd med variabiliteten inom kérlet (dvs. mellan olika fiskar). Det ar darfor ett relativt
godtaghbart alternativ att géra den statistiska analysen pa nivan for individuella exemplar.

| regel anvands minst fem testkoncentrationer i en geometrisk serie med en faktor som helst inte bor 6verskrida
3,2.

Nar ett test utfors med replikatkarl bor antalet replikatkontrollkérl och darmed antalet fiskar i regel vara det
dubbla jamfort med antalet vid testkoncentrationerna, och vid testkoncentrationerna bor antalet vara lika stort
(12)(13)(14). Om daremot replikatkarl inte anvands bor antalet fiskar i kontrollgruppen vara lika stort som
antalet vid varje testkoncentration.

Om man utgar fran att ANOVA skall grunda sig pa karl i stéllet for individuella fiskar (det senare fallet skulle
innebédra antingen individuell markning av fiskarna eller anvandning av pseudospedifiiathastigheter

(se avsnitt 2.1.2)), maste man ha ett tillrackligt antal replikatkarl for att mojliggéra bestamning av
standardavvikelsen for koncentrationerna inom karlen. Det betyder att frihnetsgraderna for fel i variansanalysen
bor vara minst 5 (10). Om endast kontrollgrupperna har replikat féreligger det fara for att felvariabiliteten dkar
med 6kande medelvéarde for den berdrda tillvaxthastigheten. Eftersom tillvaxthastighetelikéaninskar med
o6kande koncentration tenderar detta att leda till en 6verskattning av variabiliteten.

FORFARANDE
Val och vagning av testfisk

Det &r viktigt att minimera fiskarnas viktvariationer vid testets borjan. | bilaga 1 anges lampliga
storleksomraden for de olika arter som rekommenderas for detta test. De individuella vikterna for hela den
fisksats som anvands for testet bor helst ligga ine@ % av den aritmetiska medelvikten, och far under inga
omstandigheter dverskrida 25 %. Det rekommenderas att ett delprov av fiskar vags fore testet i syfte att
uppskatta medelvikten.

Stampopulationen bor hallas utan foder under 24 timmar fore testet. Darefter valjs fiskarna ut slumpmassigt.
Fiskarna ges allman beddvning (t.ex. med en vattenlésning av 100 mg/l trikainmetansulfonat (MS 222)
neutraliserad genom tillsats av tva delar natriumbikarbonat per del MS 222) och deras vatvikt (avtorkad fisk)
bestams individuellt med den noggrannhet som anges i bilaga 1. Fiskar med vikter inom det planerade omradet
viljs ut och foérdelas sedan slumpmaéssigt mellan testkarlen. Den totala vatvikten for fiskarna i vart och ett
testkarl bor registreras. Beddvningen och hanteringen av fiskarna (inbegripet avtorkning och vagning) kan
orsaka stress och skador pa de unga exemplaren, sarskilt nar det galler sma arter. Darfér bor unga exemplar
hanteras ytterst forsiktigt s att stress och skador pa testdjuren undviks.

Fiskarna vags pa nytt pa testdag 28 (se avsnitt 1.8.6). Om det bedoms vara nodvandigt att rakna om
foderportionen, kan fiskarna dock vdgas p& nytt pa testdag 14 (se avsnitt 1.8.2.3). Det finns ocksd andra
metoder, t.ex. fotografiska metoder, for att bestimma om fiskarna har vuxit s& mycket att portionerna behéver
justeras.
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Exponeringsforhallanden
Varaktighet

Testets varaktighet & 28 dagar.
Fisktathet och antalstathet

Det ar viktigt att fisktdatheten och antalstatheten ar anpassade fér de arter som testas (se bilaga 1). Om
fisktatheten ar for hog uppstar trangselstress som leder till minskade tillvaxthastigheter och eventuellt ocksa till
sjukdomar. Om fisktatheten &r for 1ag kan det uppsta ett territorialt beteende som ocksé kan péverka tillvaxten.
Fisktatheten skall under alla omstandigheter vara sa &g att koncentrationen upplost syrgas kan héllas pa minst
60 % ASV utan luftning. Resultaten fran ringtest (2) har visat att det for regnbagslax ar lampligt med en
fisktathet pa 16 exemplar a 3 — 5 g i en 40-litersvolym. Rekommenderad vattenavlagsning under testet &r 6 liter
per fisk och dag.

Utfodring

Fiskarna skall ges lampligt foder (bilaga 1) i tillrécklig méngd for att méjliggéraedtagbar tillvaxthastighet.

Det &r viktigt att se till att det inte uppstar mikrobtillvaxt och vattenturbiditet. For regnbagslax kan man utga
frén att villkoren uppfylls om fiskarna ges en portion pa 4 % av kroppsvikten per dag (2)(15)(16)(17). Den
dagliga portionen kan delas upp i tva lika delar och ges vid tva utfodringstillfallen per dag med minst 5 timmars
mellanrum. Portionen baserar sig pa fiskarnas totala begynnelsevikt i vart och ett av testkarlen. Om fiskarna
vags pa nytt p4 dag 14 kan portionen darefter raknas om. Fiskarna skall inte ges foder under de 24 timmar som
féregar vagningen.

Okonsumerat foder och fekalt material skall dagligen avlagsnas fran testkarlen genom omsorgsfull rengéring av
karlets botten genom sugning.

Ljus och temperatur
Ljusperioden och vattentemperaturen bér vara anpassade for den art som testas (se bilaga 1).
Testkoncentrationer

| regel kravs fem koncentrationer av testdmnet, oavsett vilken testutformning som anvands (se avsnitt 1.7.2).
Tidigare kunskaper om testamnets toxicitet (t.ex. fran test av akut toxicitet eller preliminara orienterande under-
sokningar) ar till hjalp vid valet av lampliga testkoncentrationer. Om farre an fem testkoncentrationer anvands
maste detta motiveras. Den hdgsta testkoncentrationen far inte dverskrida testamnets loslighetsgrans i vatten.

Om en losningsagent anvands for att underlatta beredningen av testldsningar far agentens slutkoncentration i
testkarlet inte overskrida 0,1 ml/l och samma slutkoncentration bor helst anvandas i alla testkarl (se avsnitt
1.6.3). Man bor dock strava efter att undvika anvandning av I6sningsagenter.
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Kontrollsatser

Antalet spadvattenskontrollsatser beror pa testutformningen (se avsnitten 1.7-1.7.2). Om en losningsagent
anvands bor testet &ven omfatta lika stort antal kontrollsatser for Idsningsagenten som for spadvattnet.

Frekvensen for analytiska bestamningar och matningar
Under testets gang bor testamnets koncentrationer bestammas med regelbundna intervall (se nedan).

Vid genomflodestest bor flodeshastigheterna for spéadldsning och testdmnets stamldsning kontrolleras
regelbundet, helst dagligen. Under testets forlopp far flddeshastigheterna inte variera med mer &n 10 %. Om det
férvantas att testimneskoncentrationerna kommer att hallas#2®f6 av de nominella vardena (dvs. inom
omradet 80 — 120 %, se avsnitten 1.6.2 och 1.6.3) &r det tillradligt att analysera de hdgsta och lagsta
testkoncentrationerna atminstone vid testets borjan och darefter varje vecka. Vid test dar det inte forvantas att
testamneskoncentrationen kommer att hallas inerd0 % av de nominella vardena (med hanvisning till
testdmnets stabilitetsdata) ar det nddvandigt att analysera alla testkoncentrationer, men enligt samma schema.

Vid halvstatiska test (fornyelsetest) dar det forvantas att testamneskoncentrationen kommer att hallas inom
20 % av de nominella vardena &r det tillradligt att analysera de hogsta och lagsta testkoncentrationerna
atminstone nar de ar nyberedda och strax fore fornyelsen. Detta gors vid testets borjan och déarefter varje vecka.
Vid test dar det inte forvantas att testimneskoncentrationen kommer att hallas inom dessa granser méaste alla
testkoncentrationer analyseras enligt samma schema som anvands for stabilare @mnen.

Det rekommenderas att resultaten grundar sig pa de uppmétta koncentrationerna. Om det daremot finns bevis
for att testamnets koncentration i losningen pa ett tillfredsstillande satt har héllits inom +20 % av den
nominella eller uppmatta startkoncentrationen under hela testperioden, kan resultaten grunda sig p& nominella
eller uppmaétta varden.

Proverna kan behova filtreras (t.ex. med porstorlek Ogd®) eller centrifugeras. Centrifugering
rekommenderas. Om testmaterialet inte adsorberas pa filter kan dock aven filtyediag.

Under testets gang maéts uppldst syrgas, pH och temperatur i alla testkarl. Totalhdrdhet och salthalt (om
relevant) mats i kontrollsatserna och i ett karl med den hégsta koncentrationen. Uppldst syrgas och salthalt (om
relevant) mats minst tre ganger (vid testets borjan, mitt och slut). Vid halvstatiskt test rekommenderas att
upplost syrgas mats oftare, helst fére och efter varje vattenfornyelse eller minst en gang i veckan. Vid
halvstatiskt test mats pH i bdrjan och i slutet av varje vattenférnyelse och vid genomflédestest minst varje
vecka. Hardheten och alkaliniteten méats en gang per test. Temperaturen bér matas dagligen och helst 6vervakas
kontinuerligt i minst ett testkarl.
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Observationer

Vikt: Vid testets slut vags alla fiskar (vatvikt, dvs. avtorkade exemplar) antingen i grupper per testkarl eller
individuellt. Vagning per testkarl &r att foredra eftersom individuell vagning forutsatter att fiskarna har markts
individuellt. Om man gor individuella vagningar for bestamning av individuell specifik tillvaxthastighet bor den
markningsteknik som valjs stressa djuren minimalt (ett Iampligt alternativ till frysmarkning ar t.ex. anvandning av
fargad tunn fisklina).

Under testperioden bor fiskarna inspekteras dagligen och alla yttre abnormaliteter (t.ex. blédningar eller
avfargning) och onormalt beteende bor registreras. Varje fall av fiskdéd bor registreras, och déda fiskar bor
avlagsnas sd snart som mojligt. Doda fiskar skall inte erséttas eftersom fisktatheten och antalstatheten &r
tillracklig for att tillvaxten inte skall paverkas av andringar i antalet fiskar per karingdign foder som ges

maste dock justeras.

DATA OCH RAPPORTERING

BEHANDLING AV RESULTATEN

Det rekommenderas att en statistiker deltar i bade utformning och analys av testet, eftersom metoden medger
betydande variationer i friga om testutformning, t.ex. antalet testkéarl, antalet testkoncentrationer, antalet fiskar
osv. Med hanvisning till de manga alternativen for testutformning ges inga specifika anvisningar om statistiska
procedurer.

Tillvaxthastigheterna bor inte beréknas for testkarl dar mortaliteten 6verskrider 10 %. Mortaliteten bor dock
anges for alla testkoncentrationer.

Oavsett vilken metod som viljs for analys av data bestér det centrala konceptet av den specifika
tillvaxthastigheten mellan tidpunktepdch tidpunkteni Denna kan definieras pa flera olika satt, beroende pa
om fiskarna &r individuellt mérkta eller inte och om det krévs ett kérimedelvarde.
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dar

r = individuell fiskspecifik tillvéxthastighet

I = specifik medeltillvaxthastighet i karlet

I = pseudospecifik tillvaxthastighet

W1, Wy = vikten hos en viss fisk vid tidpunkten tespektive

loge W1 = logaritmen av vikten hos en individuell fisk vid testperiodens bdrjan

loge W2 = logaritmen av vikten for en individuell fisk vid testperiodens slut

logewy; = medelvardet for logaritmerna av vardenafar fiskarna i karlet vid testperiodens borjan
loge Wy = medelvardet for logaritmerna av vardengfar fiskarna i kérlet vid testperiodens slut
t1, 2 = tidpunkten (dagar) vid testperiodens bdrjan och slut

r1, rz, rs kan beréknas for perioden dag 0 — 28 och i tillampliga fall (t.ex. om matning har gjorts dag 14) for
perioderna dag O — 14 och dag 14 — 28.

Analys av resultaten genom regression (koncentration-respons-modellering)

Denna analysmetod innebar att en lamplig matematisk modell anpassas till forhallandet mellan den specifika
tillvaxthastigheten och koncentrationen. Genom modellen kan man uppskattadizC onskat EC-varde. Nar
denna metod anvands behdver r inte berdknas for individuella fisBautan analysen kan i stallet basera sig

pa karlets medelvarde for rjr Den senare metoden &r att foredra. Den &ar ocksa lampligare nar man anvander
de minsta arterna.

Karimedelvardena for de specifika tillvaxthastigheterna lottas grafiskt mot koncentrationen, vilket ger
mojlighet att granska forhallandet mellan koncentration och respons.

En lamplig modell bor véljas for att uttrycka forhallandet mellaoneh koncentrationen. Valet maste motiveras
pa tillborligt satt.

Om antalet fiskar som overlever inte ar lika stort i varje karl bor modellanpassningen, antingen den ar enkel
eller icke-linjar, viktas for att kompensera for de olika stora grupperna.

Den metod som anvands for anpassning av modellen maste ge majlighet att uppskattass@chE& fram
spridningen kring vardet (standardfel eller konfidensintervall). Kurvan for den anpassade modellen bor
visualiseras i forhallande till data s& att det framgar i hur htg grad modellen stammer (8)(18)(19)(20).
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Analys av resultaten for uppskattning av LOEC

Om testet har omfattat replikering av kérl vid alla koncentrationsnivaer kan uppskattningen av LOEC basera sig
pa en variansanalys (ANOVA) av karimedelvardet for specifik tillvaxthastighet (se avsnitt 2.1) atfoljd av en
lamplig metod (t.ex. Dunnetts eller Williams test (12)(13)(14)(21)) for jamforelse av medelvardet r for varje
koncentration med medelvardet r for kontrollsatserna, i syfte att hitta den lagsta koncentration for vilken denna
skillnad ar signifikant vid en sannolikhetsniva pa 0,05. Om de antaganden som kravs for parametriska metoder
inte uppfylls — onormal fordelning (t.ex. Shapiro-Wilks test) eller variansen ar heterogen (Bartletts test) — bor
man dvervaga att homogenisera varianserna genom transformering av data fére ANOVA. Alternativt kan viktad
ANOVA dvervagas.

Om testet inte har omfattat replikering av karl vid varje koncentration ar karlbaserad ANOVA okanslig eller
omdgjlig. | en sadan situation ar det godtagbar kompromiss att basera ANOVA pa den pseudospecifika
tillvaxthastighetengfor individuella fiskar.

Medelvardet 5 for varje testkoncentration kan sedan jamféras med medelvéydt@t kontrollsatserna. LOEC

kan darefter fas fram pa ovan beskrivet satt. Det bor konstateras att denna metod inte beaktar eller ger skydd
mot variabiliteten mellan kéarl, utdver den variabilitet som beaktas genom variabiliteten mellan individuella
fiskar. Erfarenheter har dock visat (8) att variabiliteten mellan karl ar mycket liten jamfért med variabiliteten
inom ett karl (dvs. mellan fiskar). Om individuella fiskar inte inkluderas i analysen bor metoden for
identifiering av utanférliggande varden anges tillsammans med en motivering.

TOLKNING AV RESULTATEN

Resultaten boér tolkas med forsiktighet nar de uppmatta koncentrationerna av det toxiska amnet i testlésningen
ligger p& nivder nira analysmetodens detektionsgrans eller — vid halvstatiska test — nar koncentrationen av
testdémnet minskar mellan nyss beredd I6sning och l16sningen fore fornyelsen.

TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehélla nedan angivna uppgifter.

Testdmne:
—  Aggregationstillstdnd och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Kemiska identifieringsdata, inklusive renhet och i tillampliga fall analysmetod for identifiering av
testdémnet.
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Testdjur:

—  Vetenskapligt namn.

—  Tillgangliga uppgifter om stam, storlek, leverantor, eventuella forbehandlingar osv.

Testforhallanden:

—  Testforfarande som har anvants (t.ex. halvstatiskt test eller genomflédestest, fisktathet, antalstathet, osv.).
— Testutformning (t.ex. antalet testkarl, testkoncentrationer och replikat, antalet fiskar per karl).

— Metoden foér beredning av stamlésningar och fornyelsefrekvensen (i férekommande fall boér aven
lI6sningsagenten och dess koncentration anges).

— Nominella testkoncentrationer, de uppmaétta vardenas medelvarden och standardavvikelser i testkarlen
och den metod med vilken dessa erhdlls samt bevis for att matningarna hanfor sig till testamnets
koncentrationer i I6sningen.

— Spadvattnets egenskaper: pH, hardhet, alkalinitet, temperatur, koncentrationen upplést syrgas,
restklornivder (om de har uppmatts), totalt organiskt kol, partikelinnehall, testmediets salthalt (om den
har uppmaétts) och resultatet av alla 6vriga métningar.

— Vattenkvaliteten i testkarlen: pH, hardhet, temperatur och halten upplést syrgas.

—  Detaljerade uppgifter om utfodringen (t.ex. typ av foder, kalla, hur mycket fiskarna har fatt och hur ofta).
Resultat:
—  Beuvis for att kontrollgrupperna uppfyller validitetskriterierna for 6verlevnad. Data om varje forekomst av

fiskdod.

—  Statistiska analystekniker som har anvants, statistik baserad pa replikat eller fisk, behandlingen av data
och motivering for de tekniker som har anvants.

— Data i tabellform 6ver individuella fiskvikter och medeltal dag 0, dag 14 (om uppmatt) och dag 28,
karlmedelvarde eller pseudospecifikilvxthastigheter (enligt det som &r lampligt) for perioderna
dag 0 — 28, eller eventuellt dag 0 — 14 och dag 14 — 28.

— Resultat av den statistiska analysen (regressionsanalys eller ANOVA), helst i tabellform och grafisk form
samt LOEC (p = 0,05) och NOEC eller E@m mdjligt med standardfel (enligt det som &r lampligt).

— Forekomsten av eventuella ovanliga reaktioner hos fiskarna och eventuella synliga verkningar som har
orsakats av testamnet.
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LAMPLIGA TESTBETINGELSER OCH FISKARTER SOM REKOMMENDERAS FOR TESTNING

BILAGA 1

Art Rekommenderat Ljusperiod Rekommenderat Métnings- Fisktathet (g/l) Antalstathet Foder Testets
temperatur- intervall for noggrannhet (antal per liter) varaktighet
omrade (°C) (timmar) fiskarnas (dagar)

begynnelsevikt (g)
Rekommenderad
art
Oncorhynchus 12,5-16,0 12-16 1-5 narmaste 100 mg 1,2-2,0 4 Torrfoder som ar >28
mykiss sarskilt agnat for
o laxyngel
regnbagslax yng
Andra
valdokumenterade
arter
Danio rerio 21-25 12-16 0,050 -0,100 narmaste 1 mg 0,2-1,0 5-10 Levande foda >28
brafisk (Brachionus
sebrafis Artemia
Oryzias latipes 21-25 12-16 0,050 - 0,100 narmaste 1 mg 0,2-1,0 5-20 Levande foda >28

"ricefish” (Medaka)

(Brachionus
Artemig




BILAGA 2

NAGRA KEMISKA EGENSKAPER FOR GODTAGBART SPADVATTEN

AMNE KONCENTRATIONER

Partikelinnehall <20 mg/l
Totalt organiskt kol <2mgll
Ojoniserad ammoniak <1ugl/l
Restklor < 10pg/l
Total mangd bekdmpningsmedel typ organiska fosforféreningar <50 ngl/l
Total mangd bekadmpningsmedel typ organiska klorférenirjgar <50 ngl/l
samt polyklorerade bifenyler

<25ngl/l
Total mangd organiskt bundet klor




BILAGA 3

LOGARITMISK SERIE AV KONCENTRATIONER LAMPLIGA FOR TOXICITETSTEST 9)

Kolumn (antalet koncentrationer mellan 100 och 10 eller mellan 10 och 1)*

1 2 3 4 5 6 7
100 100 100 100 100 100 100
32 46 56 63 68 72 75
10 22 32 40 46 52 56
3,2 10 18 25 32 37 42
1,0 4,6 10 16 22 27 32

2,2 5,6 10 15 19 24
1,0 3,2 6,3 10 14 18
1,8 4,0 6,8 10 13

1,0 2,5 4,6 7,2 10

1,6 3,2 5,2 7,5

1,0 2,2 3,7 5,6

15 2,7 4,2

1,0 1,9 3,2

1,4 2,4

1,0 1,8

1.3

1,0

* En serie av fem (eller flera) pa varandra foljande koncentrationer kan valjas ur en kolumn. Mittpunkterna
mellan koncentrationerna i kolumn (x) finns i kolumn (2x + 1). De listade vardena kan representera
koncentrationer uttryckta som procenthalt per volym eller vikt (mg/l gligit). Vardena kan om noédvandigt
multipliceras eller divideras med en eller flera tiopotenser. Kolumn 1 kan anvandas om det rader betydande

oséakerhet om toxicitetsnivan.
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C.15. FISK, KORTTIDSTEST AVSEENDE TOXICITET PA EMBRYO-OCH
SACKYNGELSTADIERNA

METOD
Denna metod for korttidstest avseende toxicitet motsvarar OECD TG 212 (1998).
INLEDNING

Vid detta korttidstest avseende toxicitet pa fiskembryon och séckyngel exponeras levnadsstadierna fran nyligen
befruktade agg till slutet av séackyngelstadiet. Inget foder ges vid detta test, och testet avslutas medan
séckynglen fortfarande far sin naring fran gulesécken.

Testet ar avsett for bestamning av de letala och, i begransad utstrackning, subletala verkningarna av kemikalier
pa de specifika stadier och specifika arter som testas. Testet kan ge anvandbar information i flera avseenden:
dels bildar det en brygga mellan test avseende letala verkningar och test avseende subletala verkningar, dels kan
det anvandas som ett screeningtest infor ett komplett test av de tidiga levnadsstadierna eller for test avseende
kronisk toxicitet. Dessutom kan det anvandas for test av arter for vilka uppfodningsteknikerna inte ar tillrackligt
utvecklade for att tacka perioden for 6vergang fran endditjexxogen utfodring.

Man boér beakta att endast tester som tacker alla stadier av fiskens livscykel i regel kan ge en tillforlitlig
uppskattning om en kemikalies kroniska toxicitet for fisk, och att minskad exponering av levnadsfaser kan
medféra lagre kanslighet och underskattning av den kroniska toxiciteten. Man kan darfér anta att ett test pa
embryon och sackyngel ar mindre kansligt an ett komplett test av de tidiga levnadsstadierna, sarskilt nar det
galler kemikalier som ar starkt lipofila (log,i?> 4) och kemikalier med ett specifikt toxiskt verkningssatt. Man

kan dock forvanta sig mindre skillnader i kanslighet mellan de tva testerna nar det galler kemikalier som har ett
icke-specifikt, narkotiskt verkningssatt (1).

Fram till offentliggérandet av detta test har de flesta erfarenheterna fran test p& embryon och séckyngel erhallits
med sotvattenfiskeBanio rerio Hamilton-Buchanan (Teleostei, Cyprinidae — sebrafisk). Narmare anvisningar
om testférfarandet for denna art finns i bilaga 1. Det finns dock inga hinder for att anvanda andra arter for vilka
det finns erfarenheter att tillga (tabell 1).

DEFINITIONER

Léagsta koncentration vid vilken verkningar observeras (Lowest Observed Effect Concentration, LOEC):

den lagsta testade koncentrationen av ett testamne vid vilken man kan observera signifikanta verkningar
(vid p < 0,05) jamfort med kontrollgruppen. Alla testkoncentrationer ovanfér LOEC maste framkalla skadliga
verkningar som &r lika stora eller stérre &n de verkningar som kan observeras vid LOEC.

Koncentration vid vilken inga verkningar observeras (No Observed Effect Concentration, NOEC):
testkoncentrationen omedelbart under LOEC.
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1.6

16.1

PRINCIP FOR TESTMETODEN

Fiskens embryo- och séckyngelstadier exponeras for en serie koncentrationer av testimnet uppldst i vatten.
Testprotokollet innehdller en mojlighet att valja mellan halvstatiskt test och genomflodestest. Det valda
alternativet beror pa testamnets egenskaper. Testet inleds med att befruktade &gg placeras i testkarl. Testet
avslutas strax innan ndgon av gulesickarna i nagot av testkarlen har absorberats helt eller innan ynglen i
kontrollgrupperna bérjar do pa grund av svalt. De letala och subletala verkningarna bedoéms och jamférs med
kontrollgruppernas varden i syfte att bestdmma den lagsta koncentrationen vid vilken verkningar observeras och
den koncentration vid vilken inga verkningar observeras. Alternativt kan verkningarna analyseras med hjalp av
en regressionsmodell i syfte att uppskatta den koncentration som framkallar en given procentuell verkan (t.ex.
LC/ECXx, déar x &r en definierad procentuell verkan).

INFORMATION OM TESTAMNET

Man bor ha tillgang till resultaten fran ett test avseende akut toxicitet (se metod C. 1), som helst skall ha utforts
med samma art som anvands for detta test. Sadana resultat kan vara till hjalp vid valet av lampliga
testkoncentrationer for testet pa tidiga levnadsstadier. Testamnets vattenldslighet (inbegripet losligheten i
testvattnet) och angtryck méaste vara kanda. Man bor ha tillgang till en tillférlitlig analysmetod for kvantifiering
av amnet i testldsningen. Metoden bor ha kand och rapporterad noggrannhet och detektionsgrans.

For definition av testforhallandena bor man ange bl.a. testamnets strukturformel, &mnets renhet, stabilitet i ljus,
stabilitet i testférhallandena, pKa, . och resultaten fran test avseende biologisk lattnedbrytbarhet
(se metod C. 4).

TESTETS GILTIGHET
For att testet skall vara giltigt maste féljande villkor uppfyllas:

— Den totala 6verlevnaden hos de befruktade &ggen i kontrollgrupperna, och i tillampliga fall i karlen med
rent Idsningsmedel, maste vara hogre eller lika med de gransnivaer som definieras i bilagorna 2 och 3.

—  Koncentrationen lost syrgas maste under hela testet ligga mellan 60 och 100 % av luftmattnadsvéardet
(ASV).

—  Under testet far vattentemperaturen inte variera med mer £5°C mellan olika testkarl eller mellan
pafoljande dagar. Vattentemperaturen bor hallas inom de temperaturgranser som specificerats for den art
som anvands (se bilagorna 2 och 3).

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Testkarl

Karl av glas eller annat kemiskt inert material kan anvandas. Karlen maste vara tillrackligt stora med tanke pa
lamplig fisktathet (se avsnitt 1.7.1.2). Det rekommenderas att karlen placeras slumpvis i testutrymmet. En
randomiserad blockutformning med en behandling per block &r att féredra framfor en fullstandigt randomiserad
utformning, i de fall dar det i laboratoriet forekommer saddana systematiska effekter som kan kontrolleras med
hjalp av blockuppdelning. Eventuell blockuppdelning maste beaktas i de efterféljande dataanalyserna.
Testkéarlen bor avskarmas fran oonskade storningar.
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1.6.3

1.6.4

1.6.5

Val av fiskart

| tabell 1 A anges rekommenderade fiskarter. Det hindrar inte att andra arter anvands (se exemplen i tabell 1 B),
men d& méste testférfarandet eventuellt justeras sa att lampliga testforhallanden kan sékerstillas. | ett sddant
fall maste testrapporten innehalla en motivering for valet av art och testmetod.

Forvaring av fiskyngel

N&rmare uppgifter om lamplig forvaring av fiskyngelstammen finns i OECD TG 2t i hanvisningarna (2),

(3). (4). (5). (6).
Hantering av embryon och yngel

Embryon och yngel kan exponeras i mindre karl, placerade i huvudkarlet, med sidor eller &ndar av nat som
mojliggor ett flode av testlésning genom karlet. For att fa ett icke-turbulent flode genom dessa sma karl kan de
hallas hangande frdn en arm som sanker och hojer karlen (de far dock inte hdjas éver ytan). Ett sifonspolat
system kan ocks& anvandas. Befruktade dgg av laxfiskar kan hallas pa stallningar eller galler med s& stora
Oppningar att ynglen kan falla igenom efter klackningen. Om halvstatiskt testférfarande med fullstandig daglig
férnyelse anvands rekommenderas pasteur-pipetter for avlagsnandet av embryon och yngel (se avsnitt 1.6.6)

Om aggbehallare, galler eller nat har anvants for att halla 4ggen inom huvudkérlet tas dessa tillbehér bort efter
att ynglen har klackts, med undantag av nat som behovs for att hélla fiskarna pa plats. Om yngel maste flyttas
far de inte utsattas for Iuft, och nat far inte anvandas for att slappa ut fisk frAn dggbehéllare (dessa
sékerhetsatgarder ar eventuellt inte nédvandiga om arten inte ar sd kanslig, t.ex. nar man anvander karp).
Overforingstidpunkten varierar beroende pa art och det &r inte alltid nédvandigt med en 6verféring. Vid
halvstatiskt test kan man anvanda bagare eller grunda behallare, vid behov férsedda med ett nat som finns en bit
ovanfor bagarens botten. Om bagarnas volym &r tillracklig med tanke pa fisktatheten (se 1.7.1.2) ar det
eventuellt inte nddvandigt att dverféra embryon eller yngel.

Vatten

Som testvatten kan anvandas allt vatten som uppfyller de kemiska kraven for godtagbart spadvatten enligt
bilaga 4 och i vilket testarternas kontrollgrupper har minst den dverlevnadsgrad som anges i bilagorna 2 och 3.
Testvattnet bor ha konstant kvalitetder hela testperioden. Vattnets pH-varde far variera med kd@y§t pH-

enheter. For att sakerstilla att spadvattnet inte paverkar testresultaten p& oonskat satt (t.ex. genom
komplexbildning med testamnet) eller har skadliga verkningar pa yngelstammens prestanda, tas vattenprover
regelbundet for analys. Matningar av tungmetaller (t.ex. Cu, Pb, Zn, Hg, Cd och Ni), viktiga anjoner och
katjoner, t.ex. (Ca, Mg, Na, K, Cl och SO4), bekdmpningsmedel (t.ex. total mangd organiska fosforféreningar
eller total méngd organiska klorforeningar), totalt organiskt kol och uppslammade partiklar boér goras t.ex. var
tredje manad i fall dar man vet att spadvattnet haller en relativt jamn kvalitet. Om vattenkvaliteten har visat sig
vara jamn under minst ett ar kan dessa kontroller goras med langre intervall (t.ex. var sjatte manad).

1 OECD, Paris, 1992Test Guideline 21,0° Fish, Early-life Stage Toxicity Test”.
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Testldsningar
Testlosningar med de valda koncentrationerna bereds genom utspadning av en stamlésning.

Stamlésningen bor helst beredas genom enkel blandning eller omskakning av testamnet i spadvattnet pa&
mekanisk vag (t.ex. omrérning och ultraljud). Mattnadskolonner (loslighetskolonner) kan anvéndas for att fa
stamldsning av lamplig koncentration. Man bor sd langt som moijliglvika att anvéanda I6snings- eller
dispergeringsmedel (Iosningsagenter). Sddana medel kan dock i vissa fall behévas for att f& en stamlésning av
lamplig koncentration. Lampliga I6sningsmedel ar t.ex. aceton, etanol, metanol, dimetylformamid och
trietylenglykol. Lampliga dispergeringsmedel ar t.ex. Cremophor RH40, Tween 80, metylcellulosa (0,01 %) och
HCO-40. Om man anvander agenter som &r biologiskt lattnedbrytbara (t.ex. aceton) eller agenter med hog
flyktighet bor man iaktta sarskild forsiktighet eftersom sadana agenter kan orsaka problem med
bakterieansamling vid genomflodestest. Om en lésningsagent anvands far den inte ha signifikant verkan péa
overlevnaden eller framkalla synliga skadliga verkningar pa tidiga levnadsstadier (verkningar som framkommit
vid test med rent lIsningsmedel). Anvandningen av sddana d&mnen bor undvikas med alla medel.

Vid halvstatiskt test kan man vélja mellan tva olika fornyelseférfaranden. Det ena innebér att nya testlésningar
bereds i rena karl och dverlevande agg och yngel éverférs forsiktigt till de nya kérlen i en liten volym gammal
I6sning, samtidigt som man undviker exponering for luft. Det andra forfarandet innebér att organismerna hélls
kvar i karlen medan en andel (minst tre fjardedelar) av testvattnet byts ut. Hur ofta mediet maste férnyas beror
pa testamnets stabilitet, men daglig fornyelse rekommenderas. Om resultaten fran preliminara stabilitetstest (se
avsnitt 1.4) visar att testimnet inte &r stabilt (dvs. utanfor omradet 80-120 % av nominell koncentration eller
under 80 % av uppmétt startkoncentration) under ett helt fornyelseintervall, maste genomflédestest 6vervagas.
Under alla omstandigheter bér man undvika att stressa ynglen nar man fornyar vattnet.

For genomflodestest behodvs ett system som kontinuerligt portionerar och spader ut stamldsning av testamnet, sa
att man far en tillférsel av en serie koncentrationer till testkarlen. Stamldsningens och spadvattnets
flodeshastighet bor kontrolleras regelbundet, helst dagligen, och far inte variera med mer @an 10 % under hela
testet. En flodeshastighet som motsvarar minst fem testkarlsvolymer per 24 timmar har konstaterats vara
lamplig (2).

FORFARANDE

| litteraturen finns information om kapaciteten hos toxicitetstest pa fiskembryon och sickyngel. Ett antal
exempel pa litteratur finns i hanvisningarna (7), (8), (9).

Exponeringsforhallanden
Varaktighet

Testet bor helst inledas inom 30 minuter efter befruktning av dggen. Embryona laggs i testldsningen fore eller
sd snart som mojligt efter att blastocysten padbérjar klyvning, ochler alla omstandigheter innan
gastrulastadiet inleds. Om &dggen kommer fran en kommersiell leverantor kan det handa att det inte &r mojligt att
starta testet strax efter befruktningen. Testets kanslighet kan allvarligt paverkas av en forsenad teststart. Testet
maste inledas inom 8 timmar efter befruktningen. Eftersom ynglen inte utfodras under exponeringsperioden, bor
testet avslutas strax innan nagon av guleséackarna i nagot av testkarlen har absorberats helt eller innan ynglen i
kontrollgrupperna borjar dé pa grund av svélt. Testperiodens langd beror pd den art som anvands. Vissa
rekommendationer gallande testperiodens langd finns i bilagorna 2 och 3.



1.7.1.2

1.7.13

1.7.2
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Fisktathet

Antalet befruktade &gg vid testperiodens boérjan bor vara tillrackligt med tanke pd statistiska krav. Aggen
fordelas slumpmassigt mellan behandlingsgrupperna. For varje koncentration anvands minst 30 befruktade agg,
jamnt fordelade (eller s& jamnt det mojligt — med vissa arter ar det svart att fa likadana satser ) mellan minst tre
likadana testkarl. Fisktatheten (biomassa per volym testlésning) far inte vara hogre &n att man kan halla
koncentrationen 16st syrgas pd minst 60 % ASV utan luftning. For genomflodestest rekommenderas en
fisktathet som inte 6verskrider 0,5 g/l per 24 timmar och som under inga omstandigheter dverskrider 5 g/l
I6sning (2).

Ljus och temperatur

Ljusperioden och vattentemperaturen bor anpassas till den art som testas (bilagorna 2 och 3). Temperatur-
Overvakningen kan garna ordnas med hjélp av ett extra testkarl.

Testkoncentrationer

| regel kravs fem koncentrationer av testamnet. Koncentrationerna bér ligga i en serie med en konstant faktor
som inte éverskrider 3,2. Nar man valjer testkoncentrationsomrade &r det viktigt att beakta kurvan som visar
sambandet mellan Lgg och exponeringsperioden vid test avseende akut toxicitet. | vissa fall kan det vara
motiverat med mindre an fem koncentrationer, t.ex. vid granstest, och ett snavare koncentrationsintervall. Om
mindre &n fem koncentrationer anvands maste detta motiveras. Amneskoncentrationer som &r hégge an LC
under 96 timmar eller 100 mg/l, beroende p& vilken som &r lagre, behdver inte testas. Amnen far inte testas
ovanfor sin loslighetsgrans i testvattnet.

Om en Iésningsagent anvands for att underlatta beredningen av testlésningar (se avsnitt 1.6.6) far agentens
slutkoncentration i testkarlet inte 6verskrida 0,1 ml/l och samma slutkoncentration bor anvandas i alla testkarl.

Kontrollsatser

En kontrollsats med spéadvatten (med tillampliga replikat) och, om det ar relevant, en kontrollsats med
I6sningsagenten (med tillampliga replikat) bor kdras utdver testserierna.

Frekvensen for analytiska bestamningar och matningar
Under testets gang bor testamnets koncentrationer bestimmas med regelbundna intervall.

Vid halvstatiskt test, dar testamnets koncentration bér hallas in@®% av den nominella koncentrationen

(dvs. inom omrédet 80 — 120 %, se avsnitten 1.4 och 1.6.6), rekommenderas att de hégsta och lagsta
testkoncentrationerna atminstone analyseras strax efter beredningen och strax fore fornyandet vid minst tre
tillfallen som &r jamnt fordelade éver testperioden (analyserna gors pa ett prov av samma Iésning — nar den &r
nyberedd och nar den férnyas).

Om det ar férvantat att testamnets koncentration inte kommer att hallas #@2@n% av den nominella
koncentrationen (pa grundval av silitbtsdata om amnet) maste alla testkoncentrationer analyseras, nar de ar
nyberedda och nar de fornyas, men enligt samma schema (dvs. vid minst tre tillfallen som ar jamt férdelade
Over hela testperioden). Bestamning av testdmnets koncentration fore fornyandet behdver bara géras pé ett
replikatkarl per testamneskoncentration. Intervallet mellan bestamningarna far inte vara langre &n sju dagar. Det
rekommenderas att resultaten grundar sig p& de uppmatta koncentrationerna. Om det daremot finns bevis for att
testAmnets koncentration i I6sningen pa ett tillfredsstallande satt har hallits inom + 20 % av den nominella eller
uppmétta startkoncentrationen under hela testperioden, kan resultaten grunda sig p& nominella eller uppmétta
startvarden.
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Vid genomflédestest kan man lampligen anvdnda samma provtagningsschema som for halvstatiskt test (aven
om matningen av "gammal” 16sning da inte ar tillamplig). Om testperioden stracker sig Gver mer an sju dagar
kan det vara tillradligt att utoka antalet provtagningstillfallemder den forsta veckan (t.ex. tre
matningsomgangar) for att kontrollera att testkoncentrationerna halls stabila.

Proverna kan behtva centrifugeras eller filtreras (t.ex. med porstorlek @@5Eftersom det inte alltid ar
majligt att separera den icke-biotillgangliga fraktionen av testamnet fran den biotillgangliga fraktionen genom
centrifugering eller filtrering bér emellertid dessa behandlingadvikas.

Under testets forlopp mats upplost syrgas, pH och temperatur i alla testkarl. Totalhardhet och salthalt
(om relevant) mats i kontrollsatserna och i ett karl med den hdgsta koncentrationen. Uppldst syrgas och salthalt
(om relevant) méats minst tre ganger (vid testets borjan, mitt och slut). Vid halvstatiskt test rekommenderas att
upplost syrgas mats oftare, helst fore och efter varje vattenfornyelse eller minst en gang i veckan. Vid
halvstatiskt test mats pH i borjan och i slutet av varje vattenfornyelse och vid genomflédestest minst varje
vecka. Hardheten mats en gang per test. Temperaturen bor matas dagligen och helst évervakas kontinuerligt i
minst ett testkarl.

Observationer
Stadiet fér embryonal utveckling

Det embryonala stadium (dvs. gastrulastadium ) som rader nar exponeringen for testamnet inleds bor bekraftas
s& exakt som mdjligt. Detta kan goras pa ett representativt prov av 4gg som har forvarats pa lampligt satt. Aven
litteratur kan konsulteras i friga om beskrivning och illustration av de embryonala stadierna (2), (5), (10) och
(12).

Klackning och éverlevnad

Observationer av klackning och 6verlevnad boér goras minst en gang per dag. Alla antal bor registreras. Det kan
vara 6nskvart med tatare observationer i bérjan av testperioden (t.ex. med 30 minuters intervall under de tre
férsta timmarna) eftersom Overlevnadstiderna i vissa fall kan ha storre relevans an blotta antalet dodsfall (t.ex.
nar det forekommer akuta toxiska verkningar). Déda embryon och yngel bér avliagsnas sé snart de observeras,
eftersom forruttnelse kan ske snabbt. Yttersta forsiktighet bor iakttas nar doda individer avliadgsnas sa att man
inte slar till eller orsakar fysiska skador pd narliggande agg eller yngel eftersom de &ar extremt skora och
kansliga. Kriterierna for dod varierar beroende pa levnadsstadium:

—  Agg: séarskilt i tidiga stadier en tydligt férlust av genomskinlighet och fargforandringar orsakade av
koagulering eller utfallning av protein, vilket leder till ett vitt ogenomskinligt utseende.

— Embryon: avsaknad av kroppsrorelse, avsaknad av hjartslag eller ogenomskinlig missfargning hos arter
vars embryon normalt &r genomskinliga.

— Yngel: ordrlighet, avsaknad av andningsrérelse, avsaknad av hjartslag, vit ogenomskinlig fargning av
centrala nervsystemet eller avsaknad av reaktion pa mekanisk stimulering.
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Onormalt utseende

Gulesackens absorptionsstadium och antalet yngel som har onormal kroppsform eller pigmentering boér
registreras med intervall vars langd bestédms enligt testperiodens langd och karaktéren hos de abnormaliteter det
galler. Man bor beakta att onormala embryon och yngel aven forekommer av naturliga skéal, och kan for vissa
arter uppga till flera procent i kontrollgruppen (kontrollgrupperna). Onormala djur bor inte avlagsnas fran
testkarlet forréan de har dott.

Onormalt beteende

Abnormaliteter, t.ex. hyperventilation, okoordinerat simmande och atypisk passivitet bor registreras med
intervall vars langd bestams enligt testperiodens langd. Sadana verkningar kan vara svara att kvantifiera men
kan, néar de observeras, vara till hjalp vid tolkningen av dodlighetsdata, dvs. ge upplysningar om a&mnets toxiska
verkningssatt.

Langd

Vid testets slut rekommenderas matning av individuella langder. Om det forekommer réta pa stjartfenan eller
fratning av fenorna bor standardlangder anvandas. | ett val utfort test bor variationskoefficienten med avseende
pa langden hos replikaten i kontroligrupperna i regel va?® %.

Vikt

Vid testets slut kan individuella vikter bestammas. Harvid &r torrvikt (24 timmar vi€patt foredra framfor
vatvikt (avtorkning). | ett val utfort test bor variationskoefficienten med avseende pa vikt for replikaten i
kontrollgrupperna i regel vara20 %.

Fran dessa observationer fas foljande data, till alla delar eller delvis, for statistisk analys:
— Kumulativ mortalitet.
— Antalet friska yngel vid forsokets slut.
— Tidpunkten for klackningens bérjan och slut (dvs. klackning till 90 % i varje replikat).
— Antalet yngel som klacks per dag.
— Langd (och vikt) for dverlevande djur vid testets slut.
— Antalet yngel som &r missbildade eller har onormalt utseende.

— Antalet yngel som beter sig onormalt.
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DATA OCH RAPPORTERING
BEHANDLING AV RESULTATEN

Det rekommenderas att en statistiker deltar i bade utformning och analys av testet, eftersom metoden medger
betydande variationer i frdga om testutformning, t.ex. antalet testkarl, antalet testkoncentrationer, ursprungligt
antal befruktade &gg och vilka parametrar som mats. Med hanvisning till de ménga alternativen for
testutformning ges inga specifika anvisningar om statistiska procedurer.

Om man avser att uppskatta LOEC- eller NOEC-varden ar det nddvandigt att analysera variationerna inom varje
replikatgrupp med hjalp av variansanalys (ANOVA) eller kontingenstabellprocedurer. Fér multipla jamforelser
mellan resultaten vid enskilda koncentrationer och resultaten for kontrollgrupperna kan Dunnetts metod
rekommenderas (12), (13). Det finns ocksa exempel pa andra anviandbara metoder (14), (15). Storleken pa den
verkan som kan detekteras med hjalp av ANOVA eller andra procedurer (dvs. testets kapacitet) beraknas och
rapporteras. Anmarkningsvis kan konstateras att analys med ANOVA inte lampar sig for alla observationer som
uppraknas i avsnitt 1.7.5.6. Kumulativ mortalitet och antalet friska yngel i slutet av testet kan t.ex. analyseras
med probitmetoder.

Om man avser att uppskatta varden pé LC ellex B en eller flera kurvor, t.ex. logistisk kurva, anpassas till
relevanta data med hjalp av en statistisk metod, t.ex. minsta kvadrat-metoden eller icke-linjar minsta kvadrat-
metod. Kurvan (kurvorna) parametriseras sa att relevanta varden pa LC ejlecE@otsvarande standardfel

kan uppskattas direkt. Darigenom underlattas berékningen av konfidensintervallet kring LC glleetidligt.

Tvésidig konfidens p& 95 % bor tillampas, utom nar det firgeda skal for att foredra avvikande
konfidensnivaer. Anpassningsproceduren bér helst ge tillgang till ett medel for bedomning av signifikansen
eller bristen pé signifikans. Grafiska metoder fér kurvanpassning kan anvandas. Regressionsanalys ar lamplig
for alla observationer som uppraknas i avsnitt 1.7.5.6.

TOLKNING AV RESULTATEN

Resultaten bor tolkas med forsiktighet nar de uppmatta koncentrationerna av det toxiska damnet i testlosningen
ligger p& nivaer nara analysmetodens detektionsgrans. Likasd bor man vara forsiktig vid tolkning av resultaten
nar det galler koncentrationer ovanfor amnets vattenloslighetsgrans.

TESTRAPPORT

Testrapporten skall innehélla nedan angivna uppgifter.

Testamne:

— Aggregationstillstand och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Kemiska identifieringsdata, inklusive renhet och i tillAmpliga fall analysmetod for kvantificering av
testdémnet.

Testdjur:

—  Vetenskapligt namn, stam, antalet féraldrafiskar (dvs. hur manga honor som behévdes for produktion av
det antal &gg som anvandes i testet), ursprung, metoden for insamling av befruktade &gg och efterféljande
behandling av &ggen.
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Testforhallanden:

Testforfarande som har anvants (t.ex. halvstatiskt test eller genomflédestest), tiden mellan befruktningen
och testets bdrjan, fisktathet osv.).

Ljusperiod(er).
Testets utformning (t.ex. antalet testkarl och replikat, antalet embryon per replikat).

Metoden for beredning av stamldsningar och fornyelsefrekvensen (i férekommande fall bér aven
I6sningsagenten och dess koncentration anges).

Nominella testkoncentrationer, uppmatta varden, deras medelvarden och standardavvikelser i testkérlen
och den metod med vilken dessa erhdlls. Om testdmnets ar vattenldsligt vid koncentrationer under de
testade, maste man bevisa att matningarna hanfor sig till testamnets koncentrationer i I6sningen.

Spadvattnets egenskaper: pH, hardhet, koncentrationen upplost syrgas, restklornivder (om de har
uppmatts), totalt organiskt kol, partikelinnehall, testmediets salthalt (om den har uppmétts) och resultatet
av alla 6vriga matningar.

Vattenkvaliteten i testkarlen: pH, hardhet, temperatur och halten upplost syrgas.

Resultat:

Resultaten fran eventuella preliminara test gallande testamnets stabilitet.

Bevis for att kontrollgrupperna uppfyller normerna for total éverlevnad fér testdjur (bilagorna 2 och 3).
Data om mortalitet och éverlevnad pd embryo- och yngelstadiet och total mortalitet och 6verlevnad.
Antalet dagar fram till klackning och antalet klackta agg.

Data om langd (och vikt).

Forekomst och beskrivning av morfologiska abnormaliteter (i forekommande fall).

Forekomst och beskrivning av verkningar pa beteendet (i forekommande fall).

Statistisk analys och behandling av data.

For test som analyseras med hjéalp av ANOVA bér man rapportera den lagsta koncentration vid vilken
verkningar observeras (LOEC) vid p = 0,05 och den koncentration vid vilken inga verkningar observeras
(NOEC) for varje respons som har varit foremal fér bedomning, tillsammans med en beskrivning av de
statistiska procedurer som har anvants och angivelse av hur stark verkan som kunde detekteras.

For test som har analyserats med hjalp av regressionstekniker bér man ange LC sller EC
konfidensintervall och en kurva med den anpassade modell som har anvants fér berékningen.

Motiveringar for varje avvikelse fran denna testmetod.
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TABELL 1 A: FISKARTER SOM REKOMMENDERAS FOR TESTNING

SOTVATTEN

Oncorhynchus mykiss

Regnbagslax (9), (16)

Danio rerio

Sebrafisk (7), (17), (18)

Cyprinus caprio
Karp (8), (19)

Oryzias latipes
Japanese ricefish/Medaka (20), (21)

Pimephales promelas

Fathead minnow (8), (22)

TABELL 1 B: EXEMPEL PA OVRIGA VALDOKUMENTERADE ARTER

SOM OCKSA HAR ANVANTS

SOTVATTEN

SALTVATTEN

Carassius auratus

Guldfisk (8)

Menidia peninsulae
Tidewater silverside (23), (24), (25)

Lepomis macrochirus

Solaborre ("Bluegill”) (8)

Clupea harengus
Sill (24), (25)

Gadus morhua
Torsk (24), (25)

Cyprinodon variegatus

Sheepshead minnow (23), (24), (25

2l



BILAGA 1

ANVISNINGAR FOR TOXICITETSTEST PA EMBRYON

OCH SACKYNGEL AV SEBRAFISK (Brachydanio rerio)

INLEDNING

Sebrafisken harstammar fran indiska Coromandel-kusten dar den lever i snabbstrdmmande vatten. Den &r en
vanlig akvariefisk som tillhor karpfamiljen. Information om vard och odling finns i allmant tillgangliga
referensbdcker om tropiska fiskar. En 6versikt 6ver sebrafiskens biologi och anvandning for fiskforskning har
sammanstallts av Laale (1).

Fisken blir sallan langre an 45 mm. Den har en cylinderformad kropp med 7 — 9 morkbla silverskiftande
strimmor. Strimmorna I6per in i stjart- och analfenorna. Ryggen ar olivgrén. Hanarna ar slankare an honorna.
Honorna ar mer silverskiftande och har en svéllande buk, sarskilt fore romlaggningen.

Vuxna exemplar klarar av stora variationer i temperatur, pH och vattenhardhet. For att fa friska exemplar som
producerar agg av god kit bor man dock se till att betingelserna ar optimala.

Vid romlaggningen foljer hanen efter honan och trycker sig mot henne, och aggen befruktas efterhand som de
kommer ut. Aggen, som &ar genomskinliga och icke-vidhaftande, faller till botten dar de i vissa fall kan bli
uppatna av foraldrarna. Romlaggningen paverkas av ljus. Om morgonljusitigkligt 1agger fisken i regel

sin rom under de forsta timmarna efter soluppgangen.

En hona kan producera satser om hundratals 4gg med en veckas intervall.

BETINGELSER FOR FORALDRAGENERATIONEN, REPRODUKTION OCH TIDIGA
LEVNADSSTADIER

Ett antal friska exemplar véljs ut och halls i lampligt vatten (se t.ex. bilaga 4) under minst tva veckor fére
planerad romlaggning. Fiskgruppen bér ha producerat minst en sats avkomma innan den producerar de &gg som
anvands for testet. Fisktatheten under denna period far inte dverskrida 1 gram figlerpém vattnet byts
regelbundet eller om det finns ett reningssystem kan hogre tilliéeis. Temperaturen i forvaringskarlen bor

hallas p& 25 + 2°C. Fisken bor fa varierande foder, saval vanligt torrfoder som levande foder, t.ex. nycklackta
artemia, mygglarver, daphnia och vita maskar (enkytraer).

Nedan beskrivs tva forfaranden som i praktiken har gett tillracklig mangd friska och befruktade agg for
testningsandamal.

i Atta hanar och 16 honor placeras i en behallare som innehalléteBGpadvatten. Behallaren bér vara
avskarmad fran direkt ljus och lamnas s& ostord som majligt i minst 48 timmar. P& eftermiddagen till den
dag som foregar testets borjan placeras en romlaggningsbricka pa akvariets botten. Romlaggningsbrickan
bestar av en ram (plexiglas eller annat lampligt material) som & 5 — 7 cm hog med ett grovt nat
(2-5 mm) fast upptill och ett fint nat (10 — 30n) nedtill. Ett antal "romlggningstrad” av otvinnat
nylonrep fastes vid det grova natet. Efter att fiskarna har hallits i morker i 12 timmar utsatts de for ett
svagt ljus som stimulerar till romig@gning. Tva till fyra timmar efter roml@ggningen tas
romlaggningsbrickan bort och dggen samlas in. Romlaggningsbrickan hindrar fiskarna fran att ata upp
aggen och underlattar samtidigt insamling av dggen. Fiskgruppen bor ha lagt rom minst en gang innan
den lagger den rom som anvands for testet.



ii. 5-10 hanar octnonor férvaras separat i minst tva veckor fére den planerade romlaggningen. Efter 5 — 10
dagar har honorna uppsvalld buk och deras genitdlpagr synliga. Hanfiskarna har inga papiller.
Romlaggningen utfors i romlaggningsbehallare med natforsedd botten (se ovan). Behallaren fylls med
spadvatten s att vattendjupet ovanfor natet ar 5 — 10 cm. En hona och tv& hanar placeras i behallaren tva
dagar fore den planerade romléggningen. Vattentemperaturen 0kas silegtissarde som ar en grad
hogre &n acklimatiseringstemperaturen. Ljuset slacks och behéllarna lamnas s& ostérda som mgjligt. Pa
morgonen tands ett svagt ljus for att stimulera romlaggningen. Efted timmar tas fiskarna bort och
aggen samlas in. Om det behtvs storre dggméangder &n en hona kan producera kan man anvanda
tillrackligt antal parallella romlggningsbehallare. De enskilda honornas reproduktionskapacitet
registreras fore testet (satsens storlek och kvalitet) for att ge mdjlighet att véigmatna med de basta
reproduktionsegenskaperna for romlaggningen.

Aggen overfors till testkérlen med hjalp av glasrér (innerdiameter minst 4 mm) som &r férsedda med en mjuk
sugboll. Vid 6verforing av dggen bor den medféljande vattenmangden valiters&om mojligt. Aggen ar
tyngre an vatten och sjunker ut ur réret. Det ar viktigt att se till att &gg (och yngel) inte kommer i kontakt med
luft. Ett eller flera prover av satsen eller satserna undersdks i mikroskop for att kontrollera att det inte
forekommer irregulariteter i de forsta utvecklingsstadierna. Det &r inte tillatet att desinfektera aggen.

Mortaliteten for &ggen ar hogsinder de forsta 24 timmarna efter befruktningen. Under denna period ar det
vanligt med en mortalitet p& 5 — 40 %. Aggen kan degenerera till féljd misslyckad befruktning eller
utvecklingsstorningar. Aggens kvalitet verkar bero paHmkan, eftersom vissa honor genomgéaende producerar
4gg av god kvalitet medan andra aldrig gér det. Aven utvecklingshastigheten och klackningshastigheten varierar
mellan olika satser. Framgangsrikt befruktade 4gg och sackyngel éverlever till stor del, i regel 6ver 90 %. Vid
25°C klacks aggen 3 — 5 dagar efter befruktningen och gulesécken har absorberats cirka 13 dagar efter
befruktningen.

Den embryonala utvecklingen har definierats val av Hisaoka och Battle (2). Aggen och nyklackta yngel ar
genomskinliga och darfér kan man folja med fiskens utveckling och observera eventuella missbildningar. Cirka
fyra timmar efter romlaggningen kan man sellaleden mellan obefruktade &gg och befruktade &gg (3). For
denna undersokning placeras 4gg och yngel i sma testkarl och granskas under mikroskop.

De testbetingelser som bor anvandas for de tidiga levnadsstaderna uppréknas i bilaga 2. Optimala varden fér pH
och spadvattnets hardhet ar 7,8 respektive 250 mg GACO

BERAKNINGAR OCH STATISTIK

En tvastegsmetod rekommenderas. Forst gors en statistisk analys av data gallande maontalites)
utveckling och klackningstid. Déarefter gors en statistisk utvardering av kroppslangden hos de exemplar som
behandlats i koncentrationer vid vilka inga skadliga verkningar pa nagon av de namnda parametrarna har
detekterats. Denna metod rekommenderas eftersom ett toxiskt &mne selektivt kan déda mindre fisk, forlanga
klackningstiden och framkalla grova missbildningar, vilket leder till missvisandegdiatningsresultat.
Dessutom méts ungefar samma antal fiskar per behandling, vilket sakerstéller de statistiska resiltigitens g



BESTAMNING AV LC 50 OCH ECs

Procentandelen 6verlevande agg och yngel berédknas och korrigeras for mortaliteten i kontrollgrupperna, enligt
Abbotts formel (4):

P=100—(CEP x100)

dar
P =korrigerad procentandel dverlevande,

P' = procentandel 6verlevande som observerats i testkoncentrationen,
C = procentandelen éverlevande i kontrollgruppen.

I man av mojlighet bestams lsgvid testets slut med en Iamplig metod.

Anvisningar for hur man kan f& in morfologiska abnormaliteter isgz&atistiken har publicerats av Stephan

(5).

UPPSKATTNING AV LOEC OCH NOEC

Ett av syftena med testet pd 4gg och sickyngel &r att jamféra koncentrationer éver noll med kontrollgruppens
koncentrationer, dvs. att bestimma vardet p4 LOEC. Darfor bor forfaranden med multipeljamforelse anvandas

(6), (7). (8), (9)- (10).
HANVISNINGAR

(2) Laale H.W. (1977), "The Biology and Use of the ZebrafidBrgchydanio rerig in Fisheries
Research. A Literature Reviewd, Fish Biol.10, s. 121-173.

2 Hisaoka K.K. och Battle H.l. (1958), "The Normal Development Stages of the Zebrafish
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(20) Sokal R.R. och Rohlf F.J. (1981Bjometry, the Principles and Practice of Statistics in Biological
ResearchW.H. Freeman and Co., San Francisco.



BILAGA 2

TESTBETINGELSER, TESTPERIOD OCH OVERLEVNADSKRITERIER FOR REKOMMENDERADE ARTER

ARTER TEMP. (°C) | SALT-HALT LJUS- STADIERNAS LANGD TYPISK TESTPERIOD OVERLEVNAD |
0/00 PERIOD (dagar) KONTROLLGRUPPER,
(0/00) (timmar) (MINIMUM, %)
Embryo Sackyngel Klacknings- Efter
framgang klackning
SOTVATTEN
Brachydanio rerio Sa snart som mojligt efter
25+1 - 12-16 3-5 8-10 befruktning (tidigt 80 90
Sebrafisk gastrulastadium) till fem dagal
! efter klackning (8—10 dagar)
Oncorhynchus mykiss 10 + 1@ ® S& snart som mojligt efte
- 0 30-35 25-30 | befruktning _  (tidigt 66 70
Reanbagsla 12 +19 gastrulastadium) till 20 dagar
gnbagsiax efter klackning (50-55 dagar)
Cyprinus carpio Sa snart som mojligt efte
Karp gastrulastadium) till 4 dagafr
efter klackning (8—9 dagar)
Oryzias latipes 24 +19 S& snart som mojligt efte
R - 12-16 8-11 4-8 btef(rjgktn)ingi_" (t'isdigé gastn;lta- 80 80
Japanese ricefish/Medaka stadium) i agar  efte
P cel klackning (13—-16 dagar)
Pimephales promelas Sa snart som mojligt efte
252 - 16 4-5 5 befruktning (tidigt 60 70
Fathead minnow gastrulastadium) till 4 dagar
efter klackning (8—9 dagar)

BF6r embryon

@F6r yngel

@Mmorker for embryon och yngel tills att det gatt en vecka efter klackning, utom nar de inspekteras. Darefter dampad belysning till testets slut.




BILAGA 3

TESTSBETINGELSER, TESTPERIOD OCH OVERLEVNADSKRITERIER FOR ANDRA VALDOKUMENTERADE ARTER

TEMP | SALT-HALT LJUSPERIOD STADIERNAS LANGD .. OVERLEVNAD |
ARTER .(°C) (0/00) (timmar) (dagar) TYPISK PER'OD;.?(F:{KTYENSGTEFLA EMBRYO OCH KONTROLLGRUPPER,
(MINIMUM, %)
EMBRYO TEST PA Klacknings- Efter
SACK-YNGEL framgéng klackning
SOTVATTEN
. S& snart som mojligt efter befruktning (tidigt
Carassius auratus 241 - - 34 >4 gastrulastadium) till 4 dagar efter klackning (7 dagdr) - 80
Guldfisk
. hi 21+ 6 3 S& snart som mojligt efter befruktning (tidigt
Leopomis macrochirus 1+1 - 1 >4 gastrulastadium) till 4 dagar efter klackning (7 dagdr) - 75
"Blugill sunfish”
SALTVATTEN
- . Sa snart som mojligt efter befruktning (tidigt
Menidia peninsulae 22-25 15-22 12 15 10 gastrulastadium) till 5 dagar efter klackning (617 &0 60
"Tidewater silverside” dagar)
Sa snart som mojligt efter befruktning (tidigt
Clupea harengus 10+1 8-15 12 20-25 3-5 gastrulastadium) till 3 dagar efter klackning (23—p7 69 80
Sill dagar)
Sa snart som mojligt efter befruktning (tidigt
Gadus morhua Sl 5-30 12 14-16 3-5 gastrulastadium) till 3 dagar efter klackning (18 69 80
Torsk dagar)
. . Sa snart som mojligt efter befruktning (tidigt
Cyprinodon variegatus | 25+1 15-30 12 - - gastrulastadium) till 4 eller 7 dagar efter klacknihg >~ /° 80
"Sheepshead minnow” (28 dagar) T




BILAGA 4

NAGRA KEMISKA EGENSKAPER FOR GODTAGBART SPADVATTEN

AMNE KONCENTRATIONER
Partikelinnehall < 20 mgl/l
Totalt organiskt kol <2 mg/l
Ojoniserad ammoniak <qg/l
Restklor < 10ug/!
Total mangd bekdmpningsmedel typ organiska <50 ngl/l
fosforféreningar
Total mangd bek&mpningsmedel typ organiska <50 ngl/l
klorféreningar samt polyklorerade bifenyler
Total mangd organiskt bundet klor < 25 ng/l
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C.16. HONUNGSBIN — TEST AVSEENDE AKUT TOXICITET (ORALT)

METOD
Denna testmetod for akut toxicitet motsvarar OECD TG 213 (1998).
INLEDNING

Detta test &r en laboratoriemetod for beddmning av vaxtskyddsprodukters och andra kemikaliers akuta toxicitet
(oralt) pa vuxna arbetsbin.

Vid beddmning och utvardering av olika @mnens toxiska egenskaper kan det vara nddvandigt att bestdmma den
akuta toxiciteten (oralt) p& honungsbin, t.ex. nar det ar sannolikt att bin kommer att exponeras for en viss
kemikalie. Testet for akut toxicitet (oralt) anvénds for att bestimma bekampningsmedels och kemikaliers
toxicitet for bin. Resultatet av detta test anvands for att avgdéra om det behdvs ytterligare utvarderingar.
Metoden kan sarskilt anvandas i stegvisa program fér bedémning av de risker som bekdampningsmedel kan
medfdra for bin. Dessa program bygger pa en sekventiell arbetsgang fran laboratorietoxicitetstest till semifalt-
och faltférsok (1). Bekdmpningsmedel kan testas som verksamma amnen eller som formulerade produkter.

En giftekvivalent bér anvandas for att faststélla binas kénslighet och testférfarandets noggrannhet.
DEFINITIONER

Akut toxicitet (oralt): de skadliga verkningar som upptrader inom en period p& hdgst 96 timmar efter oral
tillférsel av en engangsdos av testamnet.

Dos: den mangd testdmne som tillférs. Dosen uttrycks som vikpgh festamne per forsoksdjupd/bi). Den
faktiska dosen per enskilt bi kan inte beréknas eftersom bina matas kollektivt, men det gar att uppskatta en
genomsnittsdos (total konsumtion av testdmnet dividerat med antalet testbin i en bur).

LDso (median letal dos) oralt: en statistiskt faststélld engangsdos av ett amne som kan forvantas leda till
doden for 50 % av de djur som fatt dosen pa oral vagsehardet uttrycks sonug testdmne per bi. Nar det

galler bekampningsmedel kan testamnet vara ett verksamt amne eller en formulerad produkt som innehdller ett
eller flera verksamma &mnen.

Mortalitet: ett djur registreras som dott nar det ar helt orérligt.
PRINCIP FOR TESTMETODEN

Vuxna arbetsbin honungsbApis melliferg exponeras for en serie doser av testdmnet som dispergerats i
sackaroslosning. Déarefter utfodras bina med samma foder, men utan tillsats av testimne. Mortaliteten
registreras dagligen under minst 48 timmar och jamférs med kontrollgruppens véarden. Onitetemtékar

under perioder24—48 timmar efter tillférseln, medan kontrollgruppens mortalitet halls p§oetagbar niva,

dvs. < 10 %, bor testet forlangas till hdgst 96 timmar. Resultaten analyseras for berakningoandL®4 och

48 timmar och, om testet har forlangts, aven vid 72 och 96 timmar.

TESTETS GILTIGHET
For att testet skall vara giltigt maste féljande villkor uppfyllas:
—  Genomsnittsmortaliteten for det totala antalet kontrolldjur far inte 6verskrida 10 % vid testets slut.

— De varden som erhalls for Ldgfor giftekvivalenterna skall ligga inom det specificerade omradet.
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BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Insamling av bin

For testet anvands unga vuxna arbetshin av samma ras, alder, tiistdgsl osv. Bina tas fran adekvat
utfodrade, friska, sé langt som méjligt sjukdomsfria samhallen med renrasiga drottningar med kéand historia och
fysiologisk status. Bina bér samlas in pé testdagens morgon eller kvallen fore testet och héllas i
testforhallandena fram till féljande dag. Bin som insamlats frAn yngelfria ramar rekommenderas. Insamling
tidigt pa& varen eller sent pa hosten bor undvikas eftersom bina d& har genomgaétt fysiologiska forandringar. Om
ett test maste genomforas tidigt p& varen eller sent pa hosten kan bina klackas i en inkubator och fédas upp med
"bibréd” (pollen som insamlats fran vaxkakan) och sackaroslésning under en vecka. Bin som har behandlats
med kemiska Amnen s&som antibiotika, varroabekampningsmedel osv. far inte anvandas for toxicitetstest férran
det har gatt fyra veckor fran att den sista behandlingen avslutades.

Forvarings- och utfodringsférhallanden

Burarna bor vara enkla att rengéra och valventilerade. Burarna kan vara tillverkade i t.ex. rostfritt stal, nat eller
plast. Aven traburar fér engéngsbruk kan anvéndas. Grupper om tio bin per bur rekommenderas. Burarnas
storlek bor anpassas efter antalet bin och vara tillréckligt rymliga.

Bina halls i morker i ett testrum med en temperatur pad+23°C. Den relativa fuktigheten, i regel kring
50-70 %, registrerasnder hela testforloppet. Hanteringen, sdsom behandling och observationer, kan daremot
genomfdras i (dags)ljus. Som foder ges sackaroslésning i vatten med en slutkoncentration pa 500 g/l (50 % vikt
per volym). Efter tillforsel av testdoserna ges bina fri tillgang till foder. Utfodringssystemet bor vara utformat
pa sadant satt att foderkonsumtionen per bur kan registreras (se avsnitt 1.6.3.1). For utfodringen kan ett
ca 50 mm langt och 10 mm brett glasrér anvandas, vars 6ppna dnda smalnar av till en diameter pa cirka 2 mm.

Forberedelse av bina
De insamlade bina fordelas slumpvis i testburarna som placeras ut slumpvis i testrummet.

Bina kan héllas utan foder i upp till 2 timmar fore testets borjan. Det rekommenderas att bina inte ges foder fore
behandlingen for att alla bin skall ha jamférbart tarminnehdll vid testets bérjan. Déende bin aviagsnas och
ersatts med friska bin fore testets borjan.

Férberedelse av doserna

Om testamnet ar vattenldsligt kan det dispergeras direkt i en 50 % sackaroslosning. For tekniska produkter och
amnen med |&g vattenlslighet kan ett organiskt l6sningsmedel, emulgeringsamnen eller dispergeringsamnen
med lag toxicitet anvandas som vehikel (t.ex. aceton, dimetylformamid eller dimetylsulfoxid).
Vehikelkoncentrationen beror pa testamnets léslighet och bor vara densamma for alla testkoncentrationer. |
regel ar en vehikelkoncentration pa 1 % lamplig och denna koncentration bor inte 6verskridas.

Det behovs ocksa lampliga kontrollosningar, dvs. om I6sningsmedel eller dispergeringsmedel anvands for att
I6sa upp testamnet maste tva separata kontrollgrupper anvandas: en som far vattenlosning och en som far
sackaroslosning med l6sningsmedlet eller vehikeln i samma koncentration som anvands for
doseringslésningarna.
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FORFARANDE
Test- och kontrollgrupper

Antalet doser och replikat som testas bor véljas sa att de uppfyller de statistiska kraven for bestamnigg av LD
med 95 % konfidensintervall. | regel anvands fem doser i en geometrisk serie med en faktor pa hogst 2,2.
Doserna bor tacka omradet for kD Utspadningsfaktorn och antalet doskoncentrationer faststills med
beaktande av toxicitetskurvans lutning (dos i forhallande till mortalitet) och den statistiska metod som anvands
fér analys av resultaten. Ett preliminart test kan anvandas som stdd for valet av lampliga doskoncentrationer.

Varje testkoncentration bor ges till minst tre likadana testgrupper med tio bin per grupp. Utover sjalva
testserierna bor minst tre kontrollgrupper med tio bin per grupp ocksd behandlas. Kontrollgrupper bor ocksa
anvandas for eventuella I6sningsmedel eller vehiklar som anvands (se avsnitt 1.5.4).

Oalent

Testserien bor aven omfatta en giftekvivalent. Minst tre doser bor véljas pa sadant satt att de tacker det
forvantade LRy-vardet. Minst tre likadana burar med tio bin per bur bér anvandas for varje testdos. Som
giftekvivalent rekommenderas dimetoat, varssi-Barde (oralt, 24 timmar) enligt rapporterade uppgifter ligger
inom omradet 0,10-0,3%g verksamt &mne per bi (2). Aven andra giftekvivalenter kan godtas forutsatt att man
har tillgang till tillrackliga data om forvantad dosrespons (t.ex. paration).

Exponering
Tillforsel av doser

Varje testgrupp med bin ges 100—20I060 % sackarosldsning i vatten som innehaller vald koncentrationen av
testamnet. For amnen som har 1ag l6slighet, 1g toxicitet eller &g koncentration i formuleringen kravs en storre
volym, eftersom storre proportioner maste anvandas i sackaroslésningen. Mangden behandlat foder som
konsumeras per grupp féljs upp. Nar utfodringsbehéllaren ar tom (i regel inom 3—4 timmar) tas den ut ur buren
och ersitts med en behéllare som innehdller ren sackaroslésning. Bina far darefter fri tillgang till
sackaroslésning. For vissa amnen kan hogre koncentrationer i testdosen leda till att bina avvisar den och endast
konsumerar lite eller inget alls. Efter en period p& hdgst 6 timmar bér okonsumerat behandlat foder ersattas med
ren sackaroslosning. Mangden konsumerat behandlat foder uppskattas (t.ex. genom matning av aterstodens
volym eller vikt).

Testperiodens langd

Testet fortsatts i regel i 48 timmar efter det att testldsningen har ersatts med ren sackaroslésning. Om
mortaliteten fortsatter att stiga med mer &n 10 % efter de férsta 24 timmarna bor testperioden férlangas (till
hogst 96 timmar), forutsatt att kontrollgruppens mortalitet inte dverskrider 10 %.

Observationer

Mortaliteten registreras nar det har gatt 4 timmar fran testets borjan och déarefter vid 24 timmar och 48 timmar
efter tillférsel av dosen. Om det behovs en forlangd testperiod gors efterféljande beddmningar med 24 timmars
intervall (upp till hégst 96 timmar), forutsatt att kontrollgruppens mortalitet inte 6verskrider 10 %.

En uppskattning gérs av mangden behandlat foder som konsumeras per grupp. Genom att jamféra hur stor
mangd behandlat och obehandlat foder som har konsumerats inom de angivna 6 timmarna kan man fa
upplysningar om i vilken grad bina accepterar det behandlade fodret.

Alla avvikelser i beteende som observeras under testperioden bor registreras.
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Granstest (Limit-test)

| vissa fall (t.ex. om ett testamne forvantas ha Iag toxicitet) kan granstest utforas med ¥6tksamt d&mne

per bi, i syfte att demonstrera att kfr hdgre an detta varde. Forfarandet bér vara detsamma, dvs. tre likadana
testgrupper per testdos, relevanta kontrollgrupper, uppskattning av mangden konsumerat behandlat foder och
anvandning av giftekvivalent. Om det férekommer mitea bor ett fullstandigt test genomféras. Alla
eventuella observerade subletala verkningar bor registreras (se avsnitt 1.6.4).

DATA OCH RAPPORTERING
DATA

Alla uppgifter bor sammanstallas i en tabell. Av tabellen skall framga, for varje testgrupp samt for varje
kontrollgrupp och varje giftekvivalentgrupp, antalet bin som anvants, mortaliteten vid varje
observationstidpunkt och antalet bin med ett beteende som tyder pa skadliga verkningar. Mortalitetsdata bor
analyseras med lAmpliga statistiska metoder (t.ex. probit-analys, rorligt medelvarde eller binominal sannolikhet)
(3), (4). Dos-responskurvor uppritas for varje rekommenderad observationstidpunkt. Kurvornas lutning och
median letal dos (LE) berdknas med 95 % konfidensintervall. Korrigeringar for kontrollgruppens mortalitet
kan goras med hjalp av Abbott-korrigering (4), (5). Om det behandlade fodret inte har konsumerats helt bor
man gora en uppskattning av hur stor dos av testdmnet som har konsumerats per gegvarddéd uttrycks

somug testamne per bi.

TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehalla nedan angivna uppgifter.
Testdmne

—  Aggregationstillstdnd och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. stabilitet i vatten, angtryck).
— Kemiska identifieringsdata, inklusive strukturformel, renhet (for bekampningsmedel t.ex. identiteten och
halten av verksamt amne eller verksamma amnen).

Forsoksdjur

— Vetenskapligt namn, ras, ungefarlig alder (i veckor), insamlingsmetod, insamlingsdatum.
— Information om de samhallen som anvénds for insamling av testbin, inklusive hélsa, eventuella
vuxensjukdomar, eventuella férbehandlingar osv.

Testforhallanden

—  Temperatur och relativ fuktighet i testrummet.
—  Forvaringsforhallanden, inklusive burarnas typ, storlek och material.

— Metoder for beredning av stam- och testldsningar (i forekommande fall anges aven I6sningsmedlet och
dess koncentrationer).

— Testets utformning, t.ex. antal testkoncentrationer och deras varden, antalet kontrollgrupper, samt for
varje testkoncentration och kontrollgrupp @ven antalet replikatburar och antalet bin per bur.

—  Testdatum.
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Resultat

Resultaten fran preliminara test (i forekommande fall).
Réadata: mortaliteten for varje testad dos vid varje observationstidpunkt.
Dos-responskurvorna vid testets slut.

LDsg-varden med 95 % konfidensintervall, vid varje rekommenderad observationstidpunkt, for testamnet
och fér giftekvivalenten.

Statistiska metoder som har anvants for att bestamma LD
Mortaliteten i kontrollgrupperna.

Ovriga biologiska verkningar som har observerats eller uppmatts, t.ex. om bina har betett sig onormalt
(inklusive om de avvisat testdosen), konsumtionen av foder i behandlade och obehandlade grupper.

Varje awikelse fran de har beskrivna testférfarandena samt all annan relevant information.
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C.17. HONUNGSBIN — TEST AVSEENDE AKUT TOXICITET (KONTAKT)

METOD
Denna testmetod for akut toxicitet motsvarar OECD TG 214 (1998).
INLEDNING

Detta test &r en laboratoriemetod for beddmning av vaxtskyddsprodukters och andra kemikaliers akuta toxicitet
(kontakt) p& vuxna arbetshin.

Vid beddmning och utvardering av de toxiska egenskaperna hos a&mnen kan det vara nédvandigt att bestamma
den akuta toxiciteten (kontakt) p& honungsbin, t.ex. nar det &r sannolikt att bin kommer att exponeras for en viss
kemikalie. Testet for akut toxicitet (kontakt) anvands for att bestamma bekampningsmedels och kemikaliers
toxicitet for bin. Resultatet av detta test anvands for att avgdéra om det behdvs ytterligare utvarderingar.
Metoden kan sarskilt anvandas i stegvisa program fér bedémning av de risker som bekampningsmedel kan
medféra for bin. Dessa program bygger pa en sekventiell arbetsgang frén laboratorietoxicitetstest till semifalt-
och faltférsok (1). Bekampningsmedel kan testas som verksamma amnen eller som formulerade produkter.

En giftekvivalent bér anvandas for att faststalla binas kanslighet och testférfarandets noggrannhet.
DEFINITIONER

Akut toxicitet (kontakt): de skadliga verkningar som upptrader inom en period p& hogst 96 timmar efter lokal
applicering av en engangsdos av testamnet.

Dos: den mangd testamne som appliceras. Dosen uttrycks som vjlgetegtamne per forsoksdjurd/bi).

LDso (median letal dos) kontakt: en statistiskt faststalld eng&dngsdos av ett amne som kan foérvantas leda till
doden for 50 % av de djur pa vilka dosen har appliceratsoiMardet uttrycks somg testamne per bi. Nar det

galler bekampningsmedel kan testamnet vara ett verksamt amne eller en formulerad produkt som innehaller ett
eller flera verksamma amnen.

Mortalitet: ett djur registreras som dott nar det ar helt orérligt.
PRINCIP FOR TESTMETODEN

Vuxna arbetsbin (honungsbin Apis melliferg exponeras for en serie doser av testamnet upplost i lamplig
vehikel. Exponeringen sker genom direkt applicering p& brostkorgen (droppar). Testperiodens langd &ar 48
timmar. Om mortaliteten 6kamder perioder24—48 timmar efter tillférseln, medan kontrollgruppens mortalitet
halls pa en godtagbar niva ,dvs.10 %, bor testet forlangas till hogst 96 timmar. Mortaliteten registreras
dagligen och jamférs med kontrollgruppens varden. Resultaten analyseras for berakning ed 28 och 48
timmar, och om testet forlangs, vid 72 och 96 timmar.

TESTETS GILTIGHET
For att testet skall vara giltigt maste féljande villkor uppfyllas:

—  Genomsnittsmortaliteten for det totala antalet kontrolldjur far inte 6verskrida 10 % vid testets slut.

—  De varden som erhalls for Lgfor giftekvivalenten skall ligga inom det specificerade omradet.
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BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Insamling av bin

For testet anvands unga vuxna arbetsbin med samma alder, tilstéysl, ras osv. Bina tas frn adekvat
utfodrade, friska, sé langt som méjligt sjukdomsfria samhallen med renrasiga drottningar med kéand historia och
fysiologisk status. Bina bér samlas in pa testdagens morgon eller kvallen fore testet och héllas i
testforhallandena fram till féljande dag. Bin som insamlats frAn yngelfria ramar rekommenderas. Insamling
tidigt p& varen eller sent pa hosten bor undvikas eftersom bina d& har genomgaétt fysiologiska férandringar. Om
test maste genomforas tidigt pa varen eller sent p& hosten kan bina klackas i en inkubator och foédas upp med
"bibréd” (pollen som insamlats fran vaxkakan) och sackaroslésning under en vecka. Bin som har behandlats
med kemiska Amnen s&dsom antibiotika, varroabekampningsmedel osv. far inte anvandas for toxicitetstest forran
det har gatt fyra veckor fran det att den sista behandlingen avslutades.

Forvarings- och utfodringsférhallanden

Burarna bor vara enkla att rengéra och véalventilerade. Burarna kan vara tillverkade av t.ex. rostfritt stal, nat
eller plast. Aven traburar for engangsbruk kan anvandas. Burarnas storlek bor anpassas efter antalet bin och
vara tillrackligt rymliga. Grupper om tio bin per bur rekommenderas.

Bina halls i morker i ett testrum med en temperatur p&25C. Den relativa fuktigheten, i regel kring 50-70

%, bor registreras under hela testférloppet. Hanteringen, sdsom behandling och observationer, kan daremot
genomforas i (dags)ljus. Sackaroslosning i vatten med en slutkoncentration pa 500 g/l (50 % vikt per volym)
anvands som foder och tillhandahalls fritt fér bina med hjélp av en utfodringsanordning. For utfodringen kan ett
ca 50 mm langt och 10 mm brett glasrér anvandas, vars 6ppna dnda smalnar av till en diameter pa cirka 2 mm.

Forberedelse av bina

De insamlade bina kan beddvas med koldioxid eller kvave fore appliceringen av testamnet. Mangden
beddvningsmedel och exponeringstiden for medlet bér minimeras. Déende bin avlagsnas och ersétts med friska
bin fére testets borjan.

Férberedelse av doserna

Testamnet appliceras upplost i en vehikel, t.ex. ett organiskt I6sningsmedel eller vattenldsning med ett
vatmedel. Som organiskt I6sningsmedel rekommenderas aceton men éven andra organiska l6sningsmedel med
l&g toxicitet kan anvandas (t.ex. dimetylformamid, dimetylsulfoxid). | friga om formulerade produkter som ar
dispergerade i vatten och mycket poléara organiska @mnen som inte ar l6sliga i organiska vehikelldsningsmedel
kan lésningarna vara enklare att applicera om de bereds i en svag I6sning av ett vanligt vatmedel (t.ex. Agral,
Cittowett, Lubrol, Triton eller Tween).

Lampliga kontrollésningar bor beredas. | fall dar ett I6sningsmedel eller ett dispergeringsmedel anvands for att
I6sa upp testamnet bor tvd separata kontrollgrupper anvandas, en som behandlas med vatten och en som
behandlas med I6sningsmedlet eller dispergeringsmed|et.



1.6

16.1

1.6.2

1.6.3

1.6.3.1

1.6.3.2

164

1.6.5

FORFARANDE
Test- och kontrollgrupper

Antalet doser och replikat som testas bor véljas sa att de uppfyller de statistiska kraven for bestamnigg av LD
med ett konfidensintervall pa 95 %. For testet anvands i regel fem doser i en geometrisk serie vars faktor inte
overskrider 2,2. Doserna bor tacka omrddet for s¢.DAntalet doser faststidlls med beaktande av
toxicitetskurvans lutning (dos i férhallande till mortalitet) och den statistiska metod som anvands for analys av
resultaten. Ett preliminart test kan anvandas som stod for valet av lampliga doser.

Varje testkoncentration bor ges till minst tre likadana testgrupper med tio bin per grupp.

Utover sjilva testserierna bor minst tre kontrollgrupper med tio bin per grupp ocks& behandlas. Om ett
organiskt I6sningsmedel eller ett vatmedel anvands maste tre extra kontroligrupper med tio bin per grupp
anvandas for [6sningsmedlet eller vatmedlet.

Giftekvivalent

En giftekvivalent maste tas med i testserien. Minst tre doser bor valjas pa sadant satt att de tacker det forvantade
LDsg-vardet. Minst tre likadana burar med tio bin per bur bor anvéndas for varje testdos. Som giftekvivalent
rekommenderas dimetoat, vars 4givarde (kontakt) enligt rapporterade uppgifter ligger inom omrédet
0,10-0,3Qug verksamt &mne per bi (2). Aven andra giftekvivalenter kan godtas forutsatt att milighag till
tillrdckliga data om férvéantad dosrespons (t.ex. paration).

Exponering
Tillférsel av doser

De beddvade bina behandlas individuellt genom lokal applicering. Bina véljs slumpmassigt ut for de olika
testdoserna och kontrollgrupperna. En volym pdl Iosning innehéllande testamnet i lamplig koncentration
appliceras med mikroapplikator pa flanksidan pd brostkorgen av varje bi. Om det &r motiverat kan andra
volymer anvandas. Efter appliceringen fordelas bina i testburarna dar de bor ha tillgang till sackarosldsning.

Testperiodens langd

Rekommenderad testperiod &r 48 timmar. Om mortaliteten 6kar med mer &n 10 % nar det har gétt
24-48 timmar fran appliceringen bor testperioden forlangas (till hogst 96 timmar), forutsatt att kontrollgruppens
mortalitet inte dverskrider 10 %.

Observationer

Mortaliteten registreras vid 4 timmar efter doseringen och darefter vid 24 och 48 timmar. Om det behdvs en
langre testperiod gors efterféljande bedémningar med 24 timmars intervall (upp till hdgst 96 timmar,) forutsatt
att kontrollgruppens mortalitet inte éverskrider 10 %.

Allt avvikande uppférande som observeras under testperioden bor registreras.
Grénstest

| vissa fall (t.ex. om ett testamne forvantas ha Iag toxicitet) kan grénstest utféras meg ¥8eksamt &mne

per bi, i syfte att demonstrera att kpar hdgre an detta varde. Forfarandet bor vara detsamma, inklusive tre
likadana testgrupper for testdosen, relevanta kontrollgrupper och anvandning av giftekvivalent. Om det
férekommer mortalitet bor ett fullstandigt test genomfdras. Alla eventuella observerade subletala verkningar bor
registreras (se avsnitt 1.6.4).
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DATA OCH RAPPORTERING
DATA

Alla uppgifter bor sammanstéllas i en tabell. Av tabellen skall framga, for varje testgrupp samt foér varje
kontrollgrupp och varje giftekvivalentgrupp, antalet bin som anvants, mortaliteten vid varje
observationstidpunkt och antalet bin med ett beteende som tyder p& skadliga verkningar. Mortalitetsdata bor
analyseras med lampliga statistiska metoder (t.ex. probit-analys, rorligt medelvarde eller binominal sannolikhet)
(3), (4). Dos-responskurvor uppritas for varje rekommenderad observationstidpunkt (24, 48 och i
férekommande fall 72 och 96 timmar) och kurvornas lutning och median letal dog)(hBrédknas med 95 %
konfidensintervall. Korrigeringar fér kontrollgruppens mortalitet kan géras med hjalp av Abbott-korrigering
(4), (5). LDsg-vardet uttrycks somg testamne per bi.

TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehélla nedan angivna uppgifter.
Testdmne

—  Aggregationstillstdnd och fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. stabilitet i vatten, &ngtryck).
— Kemiska identifieringsdata, inklusive strukturformel, renhet (for bek&mpningsmedel t.ex. identiteten och
halten av verksamt &mne eller verksamma amnen).

Forsoksdjur

—  Vetenskapligt namn, ras, ungefarlig lder (i veckor), insamlingsmetod, insamlingsdatum.
— Information om de samhallen som anvéands fér insamling av testbin, inklusive hélsa, eventuella
vuxensjukdomar, eventuella férbehandlingar osv.

Testforhallanden

—  Temperatur och relativ fuktighet i testrummet.
—  Forvaringsforhallanden, inklusive burarnas typ, storlek och material.

— Metod for tillforsel av testimnet, t.ex. anvant vehikelldsningsmedel, tillférd volym testlésning och
anvand beddvning.

— Testets utformning, t.ex. antal doser och deras storlek, antalet kontrollgrupper, for varje testdos och
kontrollgrupp aven antalet likadana burar och antalet bin per bur.

—  Testdatum.
Resultat

— Resultaten fran preliminara test (i forekommande fall).
— Radata: mortaliteten for varje koncentration som testats vid varje observationstidpunkt.
—  Dos-responskurvorna vid testets slut.

—  LDsgvarden med 95 % konfidensintervall, vid varje rekommenderad observationstidpunkt, for testamnet
och for giftekvivalenten.

—  Statistiska metoder som anvénts for att bestdmmg.LD
— Mortaliteten i kontrollgrupperna.
— Ovriga biologiska verkningar som observerats eller uppmatts och all onormal respons fran bina.

—  Varje awvikelse fran de testmetodforfaranden som beskrivs har samt all annan relevant information.
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1.2

C.18. BESTAMNING AV ADSORPTION OCH DESORPTION | JORD VID JAMVIKT | UPPSLAMMAT

JORDPROV

METOD

Denna metod ar i stort sett identisk med OECD TG 106 — Determination of Soil Adsorption/Desorption, using a
Batch Equilibrium Method (2000).

INLEDNING

Metoden bygger bland annat pa ett ringprov och en workshop for val av jordar for adsorptionstest (1)(2)(3)(4)
samt existerande riktlinjer pa nationell niva (5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

Adsorptions- och desorptionstest anvands for att erhalla grundlaggande uppgifter om kemiska amnens rorlighet
och deras fordelning i biosfarens jord, vatten och luft (12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20)(21). Uppgifterna
kan utnyttjas for att forutspa eller uppskatta t.ex. ett visst kemiskt amnes tillganglighet vid organismernas
nedbrytnings-, omvandlings- och upptagningsprocesser (24), amnets urlakning genom jordprofilen
(16)(18)(19)(21)(25)(26)(27)(28), amnets flyktighet fran jorden (21)(29)(30) eller amnets avrinning fran land
och ytor in i naturliga vatten (18)(31)(32). Adsorptionsdata kan anvéandas for jamforelser och for att skapa
modeller (19)(33)(34)(35).

Ett kemiskt amnes fordelning mellan jord- och vattenfas ar en komplex process som beror pa flera olika
faktorer: amnets kemiska natur (12)(36)(37)(38)(39)(40), jordfasens egenskaper
(4)(12)(13)(14)(41)(42)(43)(44)(45) (46)(47)(48)(49) och klimatbetingade faktorer sdsom regn, temperatur, sol
och vind. Den mangfald fenomen och mekanismer som deltar i &mnets adsorption i jord kan darfor inte
beskrivas fullstéandigt med hjélp av den aktuella testmetoden, som utgér en férenklad laboratoriemodell. Aven
om detta test inte kan tacka alla tankbara miljosituationer ger det anda tillrackliga uppgifter om den betydelse
for miljon som adsorptionen av det aktuella &mnet har.

Se aven den allmanna inledningen.
TILLAMPNINGSOMRADE

Syftet med metoden &r att kunna uppskatta ett amnes adsorptions- och desorptionsbeteende i jordar. Malet ar att
fa ett sorptionsvarde som kan anvandas for att uppskatta férdelningen nar miljobetingelserna varierar. For detta
andamal bestams amnets adsorptionskoefficient i jamvikt i olika jordar som funktion av jordens egenskaper
(t.ex. halten av organiskt kol och lera samt jordens textur och pH). Olika jordtyper maste anvandas for att testet

i s& hog grad som mojligt skall tacka vaxelverkan mellan ett amne och naturligt forekommande jordarter.

Inom ramen for denna metod avser man med begreppet adsorption den process nar ett &mne binds till en
jordyta, utan att i detta sammanhang skilla mellan olika adsorptionsprocesser (fysikalisk eller kemisk
adsorption) eller processer sdsom ytkatalyserad nedbrytning, bulkadsorption eller kemisk reaktion. Adsorption,
som sker pé kolloidala partiklar (diameter < Q&) som har bildats av jordarterna, raknas inte.
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De viktigaste jordparametrarna med tanke p& adsorptionen anses vara féljande: halten av organiskt kol
(3)(4)(12)(13)(14)(41)(43)(44)(45)(46)(47)(48), lerhalten och jordens textur (3)(4)(41)(42)(43)(44)(45)(46)
(47)(48) samt joniserbara foreningars pH (3)(4)(42). Andra jordparametrar som kan ha inverkar pa
adsorption/desorption for ett sarskilt &mne ar den effektiva katjonbyteskapaciteten (ECEC), halten av amorft
jarn och aluminiumoxider, sarskilt i frdga om vulkaniska och tropiska jordar (4), samt den specifika ytan (49).

Syftet med testet ar att utvardera ett amnes adsorption i olika jordtyper for vilka halten av organiskt kol,
lerhalten och jordens textur och pH varierar. Testet omfattar tre skeden:

Skede 1: Férberedande undersokningar for att bestamma féljande:

— jord-lésningsforhallandet,

— tiden for att na adsorptionsjamvikt och méangden av adsorberat testamne vid jamvikt,

— testamnets adsorption pa testkarlens yta och testamnets stabilitet

under testningstiden.

Skede 2: Screeningtest: understkning av adsorptionen i fem olika jordtyper genom adsorptionskinetik vid en
vald koncentration och bestdmning av fordelningskoefficienternack Koc.

Skede 3: Bestamning av Freundlich-adsorptionsisotermer for att faststilla hur koncentrationen inverkar pa
adsorptionens omfattning i jordar.

Undersokning av desorption genom desorptionskinetik och Freundlich-desorptionsisotermer
(bilaga 1).

MATSTORHETER — DEFINITIONER OCH MATTENHETER

Beteckning Definition Mattenhet
At procentuell adsorption vid tidpunkten t %
i
Acqy procentuell adsorption vid adsorptionsjamvikt %
mgds(ti) massan av testamne som adsorberats i jorden vid tidpunkten|t ug
mgdS(Ati) massan  av testimne som adsorberats i jorden under ug
tidsintervalletAt;
mgd?eq) massan av testimne som adsorberats i jorden | vid ug
adsorptionsjamvikt
Mo massan av testamne i provroret vid adsorptionstestets borjan ug
m%gjs(ti) massan av testamne uppmatt i ett delpmﬁ() vid tidpunkten ¢t Hg
mggs(eq) massan av testamne i l6sningen vid adsorptionsjamvikt ug
Mgy mangd av jordfas, uttryckt som jordens torrmassa g
Cqt masskoncentrationen i @&mnets stamldsning pg cm®
Co ursprunglig masskoncentration i providsningen som ar i konfakt pg cm®
med jord
Cads(t_) amnets masskoncentration i vattenfasen vid tidpunktedat ug cm®
qti analysen utfors




CfsidS(eq) halten av &mne som adsorberats i jord vid adsorptionsjamvikt ug g
Cags(eq) amnets masskoncentration i vattenfasen vid adsorptionsjamvkt ug cm®
Vo ursprunglig volym av vattenfas i kontakt med jord under cm?
adsorptionstestet
vé volymen for det delprov som anvands for att mata testimnet 3 cm
Kq adsorptionens férdelningskoefficient tot
Koc normaliserad adsorptionskoefficient ot
om normaliserad fordelningskoeffeicient et
K'a}ds Freundlich-adsorptionskoefficient ug M (en) Mgt
1/n Freundlich-exponent
Dy, procentuell desorption vid tidpunkten t %
i
DAt- procentuell desorption under intervallsf %
i
K des skenbar desorptionskoefficient et
K ges Freundlich-desorptionskoefficient ug M (cn) Mgt
mggs(ti ) massan av testimne som desorberats fran jord vid tidpunkten t ug
mggs( At;) Eassan av testamne som desorberats fran jord under tidsintefvallet ug
i
analytiskt  bestimd  &mnesmassa i  vattenfasen | vid
mdeSeq) ytiskt  bes H9
desorptionsjamvikt
mggs(eq) totala massan av testamne som desorberats vid desorptionsjamvikt ug
mdes( At;) massan av &mne som forblir adsorberat i jorden efter tidsintervallet ug
At
mA massan av a&mne som blivit dver fran adsorptionsjamvikter| pa ug
aq grund av ofullstandig volymerséttning
Cdes(eq) halten av testimne som forblir adsorberat i jorden |vid ug gt
S desorptionsjamvikt
Cdgs(eq) testamnets masskoncentration i vattenfasen vid desorptionsjamvikt  ug cm®
V+ totala volymen vattenfas i kontakt med jord under cm®
desorptionskinetiktest enligt seriemetoden
Vgr volymen supernatant som har aviagsnats ur roret efter upppadd cm®
adsorptionsjamvikt och som har ersatts med samma volym av|0,01
M CaCl-l6sning
vD volymen delprov som tagits for analytiskt syfte under |ett cm®
a desorptionskinetiktest enligt seriemetoden
V} volymen lésning som tagits ur roret (i) for méatning av testamnet cm®

under desorptionskinetiktest (parallellmetod)
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vF volymen [8sning som vid jamvikt tagits ur roret for méatning pv cm®

r testamnet

MB massbalans %

Mg totala massan av testdamne som extraherats ur jorden| och ug
provkérlets vaggar i tva steg

Viec volymen  supernatant som insamlats  efter  uppngdd cm®
adsorptionsjamvikt

Pow fordelningskoefficient for oktanol—-vatten

pKa dissociationskoefficient

Sy vattenloslighet gt

PRINCIPEN FOR TESTMETODEN

Kéanda volymer av testamnesldsning, omarkta eller radioaktivt markta och med kénda koncentrationer i 0,01 M
CacCl, blandas med jordprover av kand torrvikt som har bringats till jamvikt i 0,01 M €&T&ndningen rors

om tillrackligt lange. Jordsuspensionerna separeras darefter genom centrifugering, och om s& 6nskas kan
filtratet och vattenfasen analyseras.dden av testdmne som adsorberats i jordprovet bestams dormadsn

mellan den ursprungliga mangden av testamne i I6sningen och mangden av kvarvarande testamne i slutet av
testet (indirekt metod).

Alternativt kan méangden av adsorberat testamne bestammas direkt genom jordanalys (direkt metod). Denna
procedur, som inbegriper stegvis jordextraktion med lampligt I6sningsmedel, rekommenderas i fall dar
skillnaden i I6sningens halt av testamne inte kan bestdmmas med tillraciggrannhet. Detta kan forekomma

om testamnet adsorberas p& provkirlens yta, om testamnet &r instabilt inom den tidsskala testet stracker sig
6ver, om adsorptionen ar s svag att halten bara 4ndras lite eller om adsorptionen &r sé stark att den resulterande
halten &r for 18g for att kunna bestammas rtidgicklig noggrannhet. Om radioaktivt markt &mne anvands kan

man undvika jordextraktion genom att analysera jordfasen med forbranning och vatskaescisraknare

(LSC). LSC é&r dock en icke-specifik teknik som inte kan skilja mellan wnsgliga &mnen och
omvandlingsprodukter och som darfor bara kan anvandas om testamnet ar stabilt under hela testet.

UPPGIFTER OM TESTAMNET

De kemiska reagenser som anvands skall ha hog analytisk renhetsgrad. Rekommenderade testamnen ar omarkta
amnen med kand sammanséttning och en renhetsgrad pé helst minst 95% eller radioaktivt mérkta &mnen med
kand sammansattning och radioaktiv renhet. Om sparamnen med kort halveringstid anvands skall
sonderfallskorrigering tillampas.

Innan adsorptions- och desorptionstestet utfors skall foljande uppgifter finnas om testamnet:

a) vattenloslighet (A.6.)

b) angtryck (A.4.) eller Henrys lag-koefficient

c) abiotisk nedbrytning: hydrolys som funktion av pH (C.7.)

d) fordelningskoefficient (A.8.)

e) "latt” biologisk nedbrytbarhet (C.4.) eller aerobisk och anaerobisk omvandling i jord
f) pKa for joniserbara @amnen

Q) direkt fotolys i vatten (t.ex. UV-Vis-absorptionsspektrum i vatten och kvantutbyte) och fotonedbrytning
i jord.
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TESTETS TILLAMPBARHET

Testet kan tillampas pa kemiska dmnen som kan analyseras med tillréoliigannhet. En viktig parameter

som kan paverka tillférlitligheten hos resultaten, sarskilt nar den indirekta metoden anvands, ar testamnets
stabilitet inom testets tidsskala. Amnets stabilitet maste darfor kontrolleras med en fanhdersékning, och

om den visar att det forekommer omvandling inom testets tidsskala &r det tillradligt aiiumoersékningen

utférs med analys av bade jord- och vattenfasen.

Det kan vara svart att genomfora testet med &mnen som har |ag vattenldsligket@$g 1Y) eller med &mnen
som har hog elektrisk laddning, eftersom koncentrationen i vattenfasen da inte kan analysetiisiaidid
noggrannhet. For sddana &mnen kréavs vissa extra atgarder. Narmare anvisningar finns i berittzda avsn

Vid testning av flyktiga &mnen &r det viktigt att se till att det inte uppstar hanteringsforluster.
METODBESKRIVNING

Apparatur och kemiska reagenser

Normal laboratorieutrustning, séarskilt féljande:

a) Provror eller andra karl for testet. Det ar viktigt att roren eller karlen

— passar direkt in i centrifugen sé att hanterings- och éverféringsfel kan undvikas,

— ar gjorda av ett inert material sa att adsorption av testamnet pa rorets eller karlets yta minimeras.

b) Skakapparat: rotationsskak eller motsvarande, i ett utforande dar jorden halls i suspension under
omrdringen.

c) Centrifug: helst i hdghastighetsutforande, t.ex. med centrifugalkraft > 3 000 g, temperaturkontrollerad och
med kapacitet att fran vattenlésning separera partiklar med diameter storrejim.Qder omréring och
centrifugering skall behallarna vara tackta med lock s& att flyktighets- och vattenforluster kan undvikas.
For att minimiera adsorption pa locken skall dessa vara deaktiverade, t.ex. teflonbelagda skruvkorkar.

d) Garna aven: filtreringsapparat som har sterila engangsfilter med porositetgrm0,arskild vikt skall
fastas vid valet av filtermaterial s att forluster av testamne pa filtret ladvikas. For svarlosliga
testamnen avrads anvandning av organidkerfaterial.

e) Analysinstrument [Ampliga for méatning av testdémnets koncentration.
f) Laboratorieugn som kan halla en temperatur mellan 103 ocl@10
Karakterisering av jordar. Urval av jordar for test

Jordarna karakteriseras med hjalp av tre parametrar som anses vara i hdg grad avgodrande for
adsorptionskapaciteten: organiskt kol, lerhalt och jordens textur samt pH. Sdsom tidigare namnts (se avsnittet
"Tillampningsomrade") kan &ven andra fysikalisk-kemiska egenskaper hos jorden paverka adsorption och
desorption av ett visst amne, och de skall i sa fall beaktas.



Valet av metoder for jordkarakteriseringen ar av stor vikt och kan ha betydande inverkan pa resultaten. Det
rekommenderas darfor att jordens pH mats i en l6sning av 0,01 M.Gd®. den I8sning som anvands vid
adsorptions- och desorptionstestet) enligt gallande 1ISO-metod (ISO-10390-1). Det rekommenderas ocksa att
ovriga jordegenskaper av betydelse bestams enligt standardmetoder (ISO Handbook of soil analysis) sa att
sorptionsdata kan analyseras pa basis av globalt standardiserade jordparametrar. Arbetena (50-52) innehéller
viss vagledning om existerande standardmetoder for jordanalys och jordkarakterisering. Det &r tillr&dligt att
anvanda referensjordar for kalibrering av jordtestmetoderna.

Tabell 1 innehéller anvisningar for valet av jordar for adsorptions- och desorptionstest. De sju utvalda jordarna
spanner 6ver jordtyper som finns i tempererade geografiska zoner. For joniserbara testamnen skall de utvalda
jordarna stracka sig dver ett stort pH-omrade sé att &mnets adsorption kan bestammas i joniserad och ojoniserad
form. Anvisningar fér hur manga olika jordar som skall anviandas i de olika teststegen finns i avsnitt 1.9
("Matforfarande").

Om andra jordtyper valjs skall de karakteriseras med anvandning av samma parametrar och skall ha liknande
variationer i frdga om de egenskaper som beskrivs i tabell 1, &ven om de inte behéver motsvara kriterierna
fullstandigt exakt.

Tabell 1: Anvisningar for val av jordprover for adsorption och desorption

Jordtyp pH-omrade Halt av organiskt kol Lerhalt (%) Jordtextur*
(10,01 M CacCly) (%)
1 4,5-5,5 1,0-2,0 65-80 clay
2 >75 3,5-5,0 20-40 clay loam
3 5,5-7,0 1,5-3,0 15-25 silt loam
4 4,0-5,5 3,0-4,0 15-30 loam
5 <4,0-6,0 <0,5-1,5* <10-18 loamy sand
6 >7,0 <0,5-18 40-65 clay loam/clay
7 <45 > 10 <10 sand/ loamy sand

*  Enligt FAO och det amerikanska systemet (85).
§ Variablerna skall helst ha varden inom de angivna intervallen. Om det ar svart att hitta lampligt jordmaterial kan varden
under det angivna minimivardet godtas.
1 Jordar med mindre an 0,3% organiskt kol kan stora korrelationen mellan halten av organiskt material och adsorption. Det ar
darfor tillradligt att anvanda jordar med en minimihalt av 0,3% organiskt kol.

1.7.3

1.73.1

Provtagning och férvaring av jordprover
Provtagning

Det finns inga sérskilda rekommendationer om specifika metoder eller verktyg for provtagning.
Provtagningsmetoden beror pa undersokningens syfte (53)(54)(55)(56)(57)(58).

Foljande aspekter skall beaktas:

a) Platsen skall beskrivas i detalj, bl.a. genom lage, vegetationstacke, behandlingar med bek&dmpnings- och
godningsmedel, biologiska tillsatser eller oavsiktlig férorening. Beskrivningen av provtagningsplatsen skall
félja rekommendationerna i ISO-standarden for tagning av jordprover (ISO 10381-6).



1.7.3.2

1.7.3.3

1.7.4

b) Provtagningsplatsen skall anges med UTM-koordinater (Universal Transversal Mercator-
Projection/European Horizontal Datum) eller geografiska koordinater. P& s satt kan man langre fram ta
nya prover av viss jord. Det kan ocksd underlatta bestamningen av jorden enligt de olika landernas
klassificeringssystem. Vidare skall endast A-horisont tas, ned till ett maximidjup pad 20 cm. For jord 7
galler sarskilt att om det finnsghorisont narvarande i jorden skall denna horisont tas med i provet.

Jordproverna skall transporteras i behallare, och temperaturbetingelserna skall vara s&dana att jordprovernas
ursprungliga egenskaper inte férandras i ndgon signifikant grad.

Forvaring

Jordproverna skall helst anvéndas farska. Om detta inte ar mojligt skall jorden forvaras lufttorkad i
omgivningstemperatur. Det finns inga rekommenderade granser for férvaringstiden, men om ett jordprov ar
aldre an tre &r maste det analyseras pa nytt avseende halten av organiskt kol, pH och CEC.

Hantering och beredning av jordprover for test

Jordproverna lufttorkas vid omgivningstemperatur (helst 202@p Finférdelningen skall goras sa varsamt

som majligt for att minimera dndringarna i jordens utsmgliga textur. Jordarna séllas till en partikelstordeR

mm med beaktande av rekommendationerna i ISO-standarden om tagning av jordprover (ISO 10381-6).
Omsorgsfull homogenisering rekommenderas eftersom resultatens reproducerbarhet da forbattras. Fukthalten i
varje jordprov bestdms i tre delprover genom torkning vid 105 °C tills ingen signifikant viktandring langre kan
registreras (cirka 12 timmar). Vid alla berakningar som omfattar jordmassa avses ugnstorkad massa, dvs. jordens
vikt korrigerad med en fukthaltsfaktor.

Beredning av testdmnet fére kontakten med jord

Testdmnet upploses i en [6sning av 0,01 M Ga@estillerat eller avjoniserat vatten. Ca@sningen anvands som
vattenlosningsfas for att forbattra centrifugeringen och minimera katjonbytet. Stamlésningens koncentration skall
helst vara tre tiopotenser hdgre &n analysmetodens detektionsgrans. Genom denna troskel sékerstalls tillréacklig
matnoggranhet med den anvéanda metoden. Dessutom skall stamldsningens koncentration vara lagre én testémnets
vattenloslighet.

Stamlésningen skall helst beredas strax fore kontakten med jordproverna och forvaras i stangd behallare vid 4 °C.
Forvaringstiden beror pa testamnets stabilitet och dess koncentration i I6sningen.

Hjalplésningsmedel for upplosning av testiamnet skall bara anvandas om dmnet &r svarlgstigtQSg 1Y).
Hjalplosningsmedlet skall a) vara blandbart med vatten, t.ex. metanol eller acetonitril, skall b) ha en koncentration
som inte Overskrider 1% av stamldsningens totalvolym och en koncentration som &ar under 1 % i den
testamneslosning som kommer i kontakt med jorden (helst under 0,1%) och far c) inte vara ett ytaktivt amne eller
genomga solvolytiska reaktioner med testamnet. Anvandningen av ett hjalplosningsmedel maste vara foreskriven
och skall motiveras i rapporten.



Ett annat alternativ for att tillfora ett svarlosligt testimne i testsystemet &r att anvanda tillsats (spiking). Det innebar
att testamnet upploses i ett organiskt ldsningsmedel, och ett delprov av denna Isning tillsétts systemet bestdende av
jord och 0,01 M CaGHosning i destillerat eller avjoniserat vatten. Halten av organiskt Iésningsmedel i vattenfasen
skall hallas s& 1&g som mdjligt, normalt skall den inte 6verskrida 0,1%. Tillsats frdn en organisk losning kan
innebéra att reproducerbarheten gér forlorad i frdga om volymen, dvs. ett nytt fel kan komma in eftersom testamnets
och hjalplésningsmedlets koncentration inte & samma i alla test.

1.8 FORUTSATTNINGAR FOR UTFORANDE AV ADSORPTIONS- OCH DESORPTIONSTEST
1.8.1 Analysmetod

Foljande nyckelparametrar kan paverka sorptionsmatningarnas noggrannhet: noggrannheten hos den metod som
anvands for att analysera losningen och de adsorberade faserna, testamnets stabilitet och renhet, uppnaendet av
sorptionsjamvikt, storleksordningen pa losningens koncentrationsandring, forhallandet mellan jord och I6sning samt
andringar i jordens struktur under jamviktsprocessen (35)(59-62). Noggrannheten tas upp i nagra av exemplen i
bilaga 2.

Analysmetodens tillforlitighet maste kontrolleras inom testetsineika koncentrationsomrade. Det star
laboratoriet fritt att utveckla en lamplig metod med lampliga varden i friga om noggrannhet, reproducerbarhet,
detektionsgranser och utbyte. Anvisningar for hur ett sdant test kan utforas ges nedan.

En lamplig volym av 0,01 M CaGl(t.ex. 100 cr) rérs om under 4 timmar med en viktisméngd (t.ex. 20 g) jord

som har hog adsorptionsformaga, dvs. hog halt av organiskt kol och lera. Dessa vikter och volymer kan variera

beroende pa analysbehoven, men ett jord-losningsforhallande pa 1:5 ar en lamplig utgdngspunkt. Blandningen
centrifugeras och vattenfasen kan filtreras. En bestamd volym av testamnets stamlosning tillsatts till vattenfasen sa
att den nominella koncentrationen kommer inom testets sannolika koncentrationsomrade. Volymen skall vara hogst
10% av vattenfasens slutliga volym, sa att karaktaren hos den jamviktade jordlésningen andras sa lite som majligt.

Lésningen analyseras.

Ett blindprov bestdende av systemet jord + Gd@ning (utan testamne) maste ingd, for kontroll av falska
indikationer i analysmetoden och matriseffekter orsakade av jorden.

Bland de analysmetoder som kan anvandas for sorptionsmétningar ingar gas-vétskekromatografi (GLC),
hogtrycksvatskekromatografi (HPLC), spektrometri (t.ex. GC-masspektrometri och HPLC-masspektrometri) och
vatskescintillationsréknare (for radioaktivt méarkta @mnen). Oavsett vilkken metod som anvands géller kriteriet att
metoden anses lamplig om utbytet & mellan 90 och 110% av det nominella vardet. For att mojliggdra detektion och
utvardering efter det att amnet fordelats maste analysmetodens detektionsgranser vara minst tva tiopotenser under
den nominella koncentrationen.

Egenskaper och detektionsgranser hos den analysmetod som anvéands vid adsorptionstest spelar en viktig roll nar det
galler att definiera testbetingelserna och testets totala provningsprestanda. Den foreliggande metoden foljer ett
allmant testférlopp och innehaller rekommendationer och anvisningar for alternativa tillvagagangssatt i fall dar
analysmetoden och laboratoriets betingelser kan medftéra begransningar.



1.8.2

Val av optimalt forhallande mellan jord och lésning

Valet av lampligt jord-I6sningsforhallande for sorptionsundersokningar ar beroende av férdelningskoefficienten
Kq och den dnskade relativa adsorptionsgraden. Amnets koncentrationséndring i l6sningen avgér méatningens
statistiska noggrannhet — grundat p& adsorptionsekvationens form och analysmetodens granser — vid detektion
av amnets koncentration i l6sningen. For vanligt bruk &r det darfor praktiskt att bestamma sig for en
uppsattning konstanta standardforhallanden for vilka adsorptionen ar éver 20%, och helst éver 50% (62),
samtidigt som man skall se till att testamnets koncentration i vattenfasen halls s pass hog sa att den kan méatas
med tillrdcklignoggrannhet. Detta &r sarskilt viktigt nar adsorptionsprocenterna ar héga.

Ett lampligt tillvagagangssatt for att valja lampliga jord-losningsforhallandemndgr sig pa estimering avgK

vardet, antingen genom forberedande undersokningar eller genom vedertagna estimeringsmetoder (bilaga 3). Valet
av lampligt forhallande kan sedan goras med hjalp av ett diagram dar jord-losningsforhallandet har avsatts mot K
for konstanta adsorptionsprocenter (figur 1). Harvid antas att adsorptionsekvationen aDisi#okta sambandet

erhalls genom att bilda om ekvation 4 fog 83 att den far formen enligt ekvation 1:
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Figur 1. Sambandet mellan jord-l6sningsférhallande oglvid olika procenthalter av adsorberat testamne.
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| figur 1 visas jord-l6sningsforhallandet som funktion ay #r olika adsorptionsnivaer. Exempel: For jord-
I6sningsforhallandet 1:5 ochgke 20 blir adsorptionen cirka 80%. For att f& en adsorption p& 50% med samma K
maste forhallandet 1:25 anvandas. Detta sétt att vélja jord-losningsforhallande ger mojlighet att anpassa till olika
testningsbehov.

Daremot ar det svarare att hantera omraden dar dmnet adsorberas valdigt mycket eller valdigt litet. Vid 1&g
adsorption rekommenderas jord-losningsforhallandet 1:1, men for vissa mycket organiska jordtyper kan dnnu lagre
forhallanden behovas for att erhalla slurry. Analysmetoden méste dgnas stor uppmarksamhet nar det géller matning
av smé& andringar i I6sningens koncentration, annars blir adsorptionsmatningen inexakt. A andra sidan kan man vid
mycket héga varden pa fordelningskoefficientengd upp till ett jord-losningsforhallande pa 1:100 for att Iamna

en signifikant mangd av Amnet i [dsningen. DA &r det viktigt med god omréring och att systemet far tillracklig tid p&
sig for att uppna jamvikt. Ett alternativt satt &r att uppskatfava¢det med hjalp av estimeringsmetoder som t.ex.
grundar sig pa K-varden (bilaga 3). Detta kan vara sarskilt anvandbart for lagadsorberande och poldra &mnen med
Pow < 20 och for lipofila och starkt sorptiva &mnen meg P 10",

MATFORFARANDE
Testbetingelser
Alla test skall goras i omgivningstemperatur och om mgjligt vid en konstant temperatur mellan 20 och 25 °C.

Centrifugeringsbetingelserna skall vara sadana att partiklar storre 4m0kan aviagsnas fran Idsningen. Detta
varde anger den minsta partikelstorleken for fasta partiklar och bildar grénsen mellan fasta och kolloidala partiklar.
Anvisningar om lampliga centrifugeringsbetingelser finns i bilaga 4.

Om det inte gar att sakerstalla att partiklar stérre arpd2aviagsnas vid centrifugeringen, kan en kombination av
centrifugering och filtrering med 0,@m filter anvandas. Filtermaterialet skall vara inert s att det inte uppstar
forluster av testamnet pa filtret. Under alla omstandigheter méste det dokumenteras att det inte uppstar forluster av
testamnet undeiifreringen.

Skede 1 — Férberedandeindersékning

Syftet med den forberedande undersékningen beskrivs it@tsiillampningsomrade”. Anvisningar for hur en
sadan forberedande undersokning kan laggas upp ges nedan.

Val av optimala jord-I6sningsfoérhallanden

Tva jordtyper och tre jord-l6sningsférhallanden anvands (for sex tester). En av jordtyperna har hog halt av organiskt
kol och I&g lerhalt, och den andra typen har Iag halt avorganiskt kol och hog lerhalt. Féljande forhallanden foreslas:

—50 g jord och 50 citvattenldsning av testamnet (forhallande 1:1),
—10 g jord och 50 citvattenldsning av testamnet (forhallande 1:5),
— 2 g jord och 50 crivattenlésning av testamnet (férhallande 1:25).

Den minsta méangd jord som behdvs for testet beror pa laboratoriets utrustning och analysmetodernas prestanda. For
tillforlitliga testresultat rekommenderas dock minst 1 g, helst 2 g.

Ett kontrollprov med enbart testdmnet i 0,01 M Caldbkning (ingen jord) testas enligt exakt samma procedur som
anvands for testsystemet, for att kontrollera testamnets stabilitet -@s@Ingen och dess eventuella adsorption
pa testkarlets ytor.



Ett blindprov per jord, med samma mangd jord och en totalvolym p& S@@a M CaC-l6sning (utan testamne)
testas p& samma sétt. Detta blindtest fungerar som bakgrundskontroll under analysen s att man kan detektera
storande amnen eller férorenade jordar.

Alla test, aven kontroll- och blindtest, skall utféras minst tv ganger. Det totala antalet prover som skall beredas for
undersokningen bestams utifrdn den metod som anvands.

Metoderna for den férberedande undersokningen och huvudundersdkningen &r i regel desamma. | forekommande
fall namns skillnader som ar av betydelse.

De lufttorkade jordproverna bringas till jamvikt genom omroring med en minimivolym pa 450¢da M CaCl

over natten (12 timmar) dagen fore testet. Darefter tillsatts en bestamd volym av testdmnets stamldsning for att
justera den slutliga volymen till 50 ¢mDen tillsatta mégden av stamlosning skall a) vara hdgst 10% av
vattenfasens slutliga volym pa 50 tfir att minimera andringen av karaktaren hos den jamviktade jordiésningen

och b) helst ge en ursprunglig koncentration av testamnet som &r i kontakt med jogleorfCar minst tva
tiopotenser hogre an analysmetodens detektionsgrans. Med denna troskel sakerstdlls mojligheten att utfora
tillrackligt noggranna métningar &ven nar stark adsorption intréffar (> 90%) odligieten att langre fram
bestamma adsorptionsisotermerna. Helst skall ocksd, om det &r mojligt, amneiagligatkoncentration (inte
overskrida halften av dess I6slighetsgrans.

Nedan ges ett exempel pa berékning av stamldsningens koncentrafjofr@Cberakningen géller antagandet att
detektionsgransen ar 0,Qig cm?® och adsorptionen 90%. S&lunda skall den ursprungliga koncentrationen av
testamne i kontakt med jorden helst varpglemi® (tva tiopotenser hégre an detektionsgransen). Under antagandet
att den maximala rekommenderade volymen stamldsning tillsatts, dvs.®5tilem5 cm® 0,01 M CaCh-
jamviktslosning (= 10% stamlosning till 50 értotal volym av vattenfas), bér stamlésningens koncentration vara
10 g cm®, dvs. tre tiopotenser hdgre &n analysmetodens detektionsgréns.

Vattenfasens pH skall matas fore och efter kontakt med jorden eftersom pH-véardet spelar en viktig roll for hela
adsorptionsprocessen, sarskilt nar det géller joniserbara amnen.

Losningen rors om sa lange att adsorptionsjamvikt uppnas. Tiden for att na jamvikt varierar kraftigt beroende pa

amnet och jorden. | regel racker 24 timmar (77). Vid den férberedande undersokningen kan sekventiella prover tas
under en omroringstid pa 48 timmar, t.ex. vid 4, 8, 24 och 48 timmar, men analystidpunkterna kan ocksa anpassas
till arbetsschemat pa laboratoriet.

Det finns tva alternativ for analys av testamnet i vattenlosningen: a) parallelimetoden och b) seriemetoden. Det
maste betonas att parallelimetoden, &ven om den tar langre tid att utféra, innebar enklare matematisk
behandling av resultaten (bilaga 5). Valet av metod maste avgoéras utifran laboratoriets tillgangliga utrustning
och resurser.

a) Parallelimetoden: Prover med samma jord-losningsforhallande bereds. Antalet prover bestams av antalet
tidsintervall som anvands for undersdkning av adsorptionskinetiken. Efter centrifugering och i férekommande
fall filtrering tas det forsta rorets vattenfas till vara sa fullstandigt som mojligt och méts efter t.ex. 4 timmar, det
andra rorets vattenfas mats efter 8 timmar, det tredje rorets efter 24 timmar osv.

b) Seriemetoden: Endast tva likadana prover bereds for varje jord-losningsforhallande. Faserna separeras genom
centrifugering med bestadmda tidsintervall. Ett litet delprov av vattenfasen analyseras omedelbart med avseende
pa testamnet, och darefter fortsatts testet med den ursprungliga blandningeniltrérimgf utfors efter
centrifugeringen bor laboratoriet ha lamplig utrustning for filtrering av sma delprover av vattenlosning. Det
rekommenderas att den totala volymen delprover som tas inte dverskrider 1% av lésningens totalvolym, sa att
det inte uppstar signifikanta andringar i jord-losningsforhallandet och minskningar i den mangd av l6st &mne
som é&r tillganglig for adsorptionnder testet.
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Den procentuella adsorptionen A beraknas for varje tidpunkt it p& grundval av den nominella
i

ursprungskoncentrationen och den uppmatta koncentrationen vid tidpunkten fér provtagnihgemedt
korrigering for blindprovets vérde. En kurva déar; Aavsatts mot tiden (figur 1 i bilaga 5) ritas upp for
i

uppskattning av jamviktsplatinLikas& beraknas gvardet vid jamvikt. Utifr&n detta lkvarde valjs lampliga
jord-losningsforhallanden i figur 1 s& att den procentuella adsorptionen hamnar éver 20%, och helst 6ver 50%
(61). De tillampliga ekvationerna och principerna foér uppritningen av kurvan ges i avsnittet "Data och
rapportering” och i bilaga 5.

Bestamning av adsorptionens jamviktstid och mangden av testdmne som adsorberats vid jamvikt

Kurvor dar A eller Cgas har avsatts mot tiden anvands, sdsom tidigare namnts, for att uppskatta nar
i

adsorptionsjamvikt intratt och vilken mangd av testimne som adsorberats vid jamvikt. | figur 1 och 2 i bilaga 5
finns exempel pa sadana kurvor. Jamviktstiden ar den tid som systemet behdver for att na en plata.

Om en viss jord inte ger upphov till nAgon plata utan en oavbruten dkning, kan detta bero pa komplicerande faktorer
sadsom biologisk nedbrytning eller ldngsam diffusion. Biologisk nedbrytning kan konstateras genom att man
upprepar testet med ett steriliserat prov av jorden. Om man fortfarande inte uppnar nagon plata ar det skal att forska
efter andra ténkbara faktorer. Det kan goras med lampliga &andringar av testbetingelserna (temperatur,
omroringstider, jord-l6sningsférhallande etc.). Testledaren far avgéra om det &r vart att fortsatta testet &ven om
jamvikt inte kan uppnas.

Adsorption pa testkarlets yta och testamnets stabilitet

Vissa indikationer rérande testamnets adsorption pa testkérlets yta och rérande testamnets stabilitet kan fas fram
genom analys av kontrollproverna. Om en minskning som ar storre &n analysmetodens standardfel konstateras kan
detta bero pa abiotiskt sonderfall och/eller adsorption pa testkarlets yta. For att avgora vilket fenomen som ar
aktuellt tvattas testkarlets grundligt med en kand volym av lampligt [6sningsmedel, varefter tvattldsningen
analyseras med avseende pa testamnet. Om analysen visar att ingen adsorption pa testkarlets yta har skett, beror
minskningen p& att testamnet ar abiotiskt instabilt. Om adsorption kan konstateras, &ar det nodvandigt att byta till
testkarl av annat material. Dessa resultat gallande adsorption pa testkéarlets yta kan dock inte direkt extrapoleras till
testet med jord och losning, eftersom adsorptionen i det senare fallet paverkas av att jord &r narvarande.

Ytterligare uppgifter om testdmnets stabilitet kan fas fram genom att man gor upp en massbalans som funktion av
tiden. Det gors genom att vattenfasen, extrakt av jord samt testkarlets vaggar analyseras med avseende pa testamnet.
Skillnaden mellan massan av tillsatt &mne och summan av testamnesmassorna i vattenfasen, i jordextrakten och pa
testkarlets vaggar ar lika med den massa som brutits ned eller forflyktigats eller som inte har extraherats. En
forutsattning for att massbalansen skall kunna bestammas &r att adsorptionsjamvikt uppnas inom den tid som gar at
for testet.

2 2 2 . . s " N adP
Jamviktsplatan kan ocksa uppskattas genom att i ett diagram avsétta testdmnets koncentration i va(nte:{a asen

mot tiden (se figur 2 i bilaga 5).
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Massbalansen bestams fér bada jordarna och for ett jord-l6sningsforhallande for respektive jord som vid jamvikt
ger en adsorption pd Over 20%, och helst éver 50%. N&r proceduren for att f& fram lampliga jord-
l6sningsforhallanden har avslutats med analysen av det sista provet av vattenfas efter 48 timmar, separeras faserna
genom centrifugering och, om s énskas, filtrering. S& mycket vattenfas som mdjligt tas tillvara, och ett lampligt
extraktionslosningsmedel (med extraktionskoefficient p& minst 95%) tillsatts jorden for att testdmnet skall
extraheras. Minst tvA extraktioner i féljd rekommenderas. Mangden av testamne i extrakten fran jord och testkérl
bestdms, och massbalansen berdknas (se ekvation 10 i "Data och rapportering”). Om massbalansen ar under 90%
anses testamnet vara instabilt inom testets tidsskala. Undersokningarna kan emellertid fortsattas om man tar
testamnets instabilitet med i berékningen, och i sédana fall &r det tillradligt att vidlinstersékningen analysera

bada faserna .

Skede 2 — Adsorptionskinetik vid en given koncentration av testamnet

Fem jordar valjs enligt tabell 1. Det ar till férdel om dessa fem jordar inbegriper en del eller alla av de jordar som
anvants for den forberedande undersokningen. D& behover skede 2 inte upprepas for den forberedande
undersodkningens jordar.

Jamviktstiden, jord-losningsforhdllandet, jordprovets vikt, volymen av vattenfasen i kontakt med jord samt
testamnets koncentration i lésningen véljs p& grundval av resultaten frAn den férberedande undersokningen. Analys
skall helst utféras efter en kontakttid pa 2, 4, 6, 8 (eventuellt &ven 10) och 24 timmar. Omréringstiden kan vid
behov forlangas till hogst 48 timmar om amnet kraver langre jamviktstid. Vid behov kan analystidpunkterna
anpassas.

Varje test (en jord och en Idsning) gors minst tva ganger for att man skall f& en indikation p& resultatens varians.
For varje test gors ocksa ett blindtest. Det gors pa jord och 0,01 Mxégdiing utan testamne och med samma

vikt och volym som vid det riktiga testet. Som kontroll gérs samma testprocedur pa ett kontrollprov med enbart
testamnet i 0,01 M Cagldsning (utan jord) som ett sétt att skydda sig mot oférutsedda faktorer.

Den procentuella adsorptionen beraknas for varje tidpunkt éller tidsintervall A »;  (efter behov) och avsatts
I i

mot tiden i ett diagram. Likasd berdknas fordelningskoefficientgnvid jamvikt samt den normaliserade
adsorptionskoefficientend4(for opoléara organiska &mnen).

Resultat av adsorptionskinetiktest

Det linjara Kg-vardet duger i allmanheill att med tillracklig noggrannhet beskriva sorptionsbeteendet i jord
(35)(78), och det representerar ett uttryck fér amnenas inherenta rorlighet i jord. Som exempel kan namnas att
allméant fsrekommande kemiska amnen megsKl cnt g i regel anses vara kvalitativt rorliga. Ett system for
rorlighetsklassificering enligt -varden har konstruerats av MacCall al. (16). Det finns ocks& system for
urlakningsklassificering som bygger p& ett samband mellgndh DT-5G (32)(79).

Enligt felanalyser (61) kan &varden under 0,3 ciy” inte uppskattas med tillréckligoggrannhet p& grundval av
en koncentrationsminskning i vattenfasen, inte ens nar det (ur noggrannhetssynpunkt) gynnsammaste jord-
I6sningsforhallandet anvands, dvs. 1:1. | detta fall rekommenderas analys av bade jord- och losningsfasen.

3 DT-50: nedbrytningstiden for 50 % av testamnet.
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1.9.2.5.1

1.9.2.5.2

Med hanvisning till ovannamnda anmarkningar &r det tillrddligtatterstkningen av &mnets adsorptionsbeteende i

jord och dess potentiella rorlighet fortsétts genom bestadmning av Freundlich-adsorptionsisotermer fér sddana
system dar en tillracklighoggrann bestamning awir majlig enligt schemat for den féreliggande testmetoden. En
noggrann bestamning ar jti§ om det varde som fas fram genom att multipliceranted jord-ldsningsforhallandet

ar > 0,3 nar méatningarna grundar sig pa en koncentrationsminskning i vattenfasen (indirekt metod), eller > 0,1 nar
bada faserna analyseras (direkt metod) (61).

Skede 3 — Adsorptionsisotermer, desorptionskinetik och desorptionsisotermer
Adsorptionsisotermer

Fem testamneskoncentrationer anvands, helst s& att de stracker sig 6ver tva tiopotenser. Vid valet av koncentrationer
skall vattenldsligheten och de resulterande jamviktskoncentrationerna i vattenlésning tas med i berakningen.
Jordarnas respektive jord-losningsforhdllanden skall hallas konstanta genom hela undersokningen.
Adsorptionstestet utfors enligt beskrivningen ovan, med enda skillnaden att vattenfasen bara analyseras en gang,
efter den tid som enligt skede 2 gér at for att uppna jamvikt. JAmviktskoncentrationerna i I6sningen bestams, och
den adsorberade méngden berdknas pé& grundval av minskningen av testamne i Idsningen, eller med hjalp av den
direkta metoden. Den adsorberade massan per enhet jordmassa avsatts mot testamnets jamviktskoncentration i ett
diagram (se "Data och rapportering").

Resultat av adsorptionsisotermtest

Av alla hittills framlagda matematiska adsorptionsmodeller aurfalich-isotermerna en av de mest anvanda nar
det galler att beskriva adsorptionsprocesser. For narmare uppgifter om hur man tolkar adsorptionsmodeller och om
deras betydelse hanvisas till arbetena (41)(45)(80)(81)(82).

OBS: Det bor ndmnas att jamforelse ay-karden (Freundlich-adsorptionskoefficienter) for olika &mnen bara &r
majlig om Ke-vardena ar uttryckta i samma mattenhet (83).

Desorptionskinetik

Syftet med detta test &r att undersdka om ett &mne adsorberas reversibelt eller irreversibelt i en jord. Denna
upplysning ar betydelsefull eftersom desorptionsprocessen ocksa spelar en viktig roll fér hur ett amne beter sig i
faltjord. Dessutom ar desorptionsdata vardefulla som indata nar man vill skapa datormodeller for simulering av
urlakning och avrinning av I6sta amnen. Om &ven desorptionen skall undersokastiiradégt att den nedan
beskrivna undersokningen utfors pa varje system for vilket man kunnat géra en noggrann bestampindetv K
féregdende adsorptionskinetiktestet.

Desorptionskinetiken kan, pd samma satt som adsorptionskinetiken, undersokas pa tva alternativa satt: a)
parallelimetoden och b) seriemetoden. Vilken metod som anvands far avgoras utifran laboratoriets utrustning och
resurser.
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a) Parallellmetoden: For varje jord som har valts fér desorptionsundersékning bereds ett antal prover med samma
jord-lsningsforhallande. Antalet prover 4&r samma som antalet tidpunkter vid vilka man 6nskar undersoka
adsorptionskinetiken. Helst skall man anvanda samma tidsintervall som vid adsorptionskinetiktestet, aven om
totaltiden kan forlangas efter behov sé att desorptionsjamvikt uppnés. For varje test (en jord och en Idsning) kors
ett blindprov. Detta bestar av jorden och 0,1 M GaiG$ning, utan testdmne, med samma vikt respektive volym
som vid det riktiga testet. Som kontroll utférs samma testprocedur pa enbart testamnet i 0,01,NOSTaG
(utan jord). Alla blandningar av jord med I6sning rors tilts adsorptionsjamvikt uppnas (enligt resultaten frén
skede 2). Darefter separeras faserna med centrifugering, och s& mycket som méjligt av vattenfasen avlagsnas.
Volymen avlagsnad l6sning ersatts med en lika stor volym av 0,01 M Qa&h testamne, och den nya
blandningen rérs om igen. Vattenfasen fran det forsta roredlltaara sa fullstandigt som méjligt och méts efter
t.ex. 2 timmar, vattenfasen fran det andra roret efter 4 timmar, frAn det tredje efter 6 timmar osv., tills
desorptionsjamvikt uppnas.

b) Seriemetoden: Efter adsorptionskinetiktestet centrifugeras blandningen, och s& mycket pigm amo
vattenfasen avlagsnas. Den borttagna I6sningens volym ersatts med lika stor volym av 0,01 ,Mit@aCl
testamne. Den nya blandningen rors tills desorptionsjamvikt uppnés. Under denna omroringstid centrifugeras
blandningen med bestdmda tidsintervall sa att faserna separerdisetEdelprov av vattenfasen analyseras
omedelbart med avseende pa testamnet, och déarefter fortsétts testet med den ursprungliga blandningen. Volymen
for varje enskilt delprov skall vara mindre @n 1 % av totalvolymen. Samma mangd av farsk 0,01 M CaCl
I6sning tillsétts bladningen for att bibehalla forhallandet mellan jord och losning, och omréringen fortsétts
under nésta tidsintervall.

Den procentuella desorptionen beraknas fér varje tidpunkt )(Rller tidsintervall (D 5 ) (beroende pa vad som
I i

kravs for testet) och avsétts mot tiden i ett diagram. Likasé berédknas desorptionskoefficigewhjmvikt. De
aktuella ekvationerna finns i avsnittet "Data och rapportering” och i bilaga 5.

Resultat frAn desorptionskinetiktest

Adsorptionsprocessens reversibilitet kan uppskattas med hjalp av ett diagram dar den procentuella desorptionen
D;. och adsorptionen A har avsatts mot tiden (i samma diagram). Om desorptionsjamvikt uppnas inom tva
i i

ganger tiden for adsorptionsjamvikt, och den totala desorptionen &r mer &n 75% av den adsorberade mangden, anses
adsorptionen vara reversibel.

Desorptionsisotermer

Freundlich-desorptionsisotermerna bestams pa de jordar som anvands i adsorptionsisotermtestet. Desorptionstestet
utférs enligt beskrivningen i avsnittet "Desorptionskinetik”, medlantag av att vattenfasen bara analyseras en

gang, vid desorptionsjamvikt. Mangden av desorberat testamne berdknas. Halten av kvarvarande adsorberat
testamne i jorden vid desorptionsjamvikt avsatts i ett diagram mot testamnets jamviktskoncentration i I6sningen (se
"Data och rapportering" samt bilaga 5).

DATA OCH RAPPORTERING

Data fran analysen skall presenteras i tabellform (se bilaga 6). De enskilda matningarna och beraknade medeltal
skall anges. Adsorptionsisotermerna skall presenteras i diagramform. Berékningarna skall goras pa nedan beskrivet
satt.

Vid berdkningarna antas att vikten av 1 twattenlésning ar 1 g. Darfér kan jord-lsningsférhallandet uttryckas
med samma varde oberoende av om vikt/vikt eller vikt/volym valts som mattenhet.
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ADSORPTION

Adsorptionen (4.) uttrycks i procent och definieras sdsom forhallandet mellan den mangd av &mne som under
i

testbetingelserna har adsorberats i jorden och den méngd som fanns narvarande vid testets borjan. Om testamnet &r
stabilt och inte i ndgon signifikant grad adsorberas pa karlets vaggar beréknasidavarje tidpunkt t enligt
i

féljande ekvation:

ads
m tj) 00
Ati =¢ (%) (3)
Mo
dar:

Ati = den procentuella adsorptionen vid tidpunktefrd),

mgds(ti) = massan av testamne som adsorberats i jorden vid tidpunktey), t

mo =massan av testamne i provroret, vid testets boigh (

Narmare anvisningar for hur den procentuella adsorptiongn Weréknas for parallell- respektive seriemetoden
I

finns i bilaga 5.

Fordelningskoefficienten Kar forhdllandet mellan amnets halt i jordfasen och amnets masskoncentration i
vattenldsningen nar adsorptionsjamvikt har intrétt, under testbetingelserna.

_ C8%eq) _ m3%Seq) Vo
caftea)  m3itea) Msoi

(cnt g?) @)

dar:
ngs(eq) = halten av adsorberat &mne i jord vid adsorptionsjamyigtg’),

Cgas(eq) = amnets masskoncentration i vattenfasen vid adsorptionsjanmgktr(i®). Koncentrationen bestams

pa analytisk vag med beaktande av vardet fran blindprovet.

mgds(eq) =massan av amne som adsorberats i jord vid adsorptionsjamgikt (
mggs(eq) = amnets massa i lésningen vid adsorptionsjamyig) (

Msoil =mangd av jordfas, uttryckt som torr jordmassa (g),
Vo = ursprunglig volym av vattenfas i kontakt med jord fm

Sambandet mellangoch Kygges av:

Aeq Vo

=1 3 ~ D 5
100 - Aeg * Mooy (cmg) ®)

Kd =



dar:

Agq = procentuell adsorption vid adsorptionsjamvikt, %.

Den normaliserade adsorptionskoefficienten for organiskt kok. Koestammer sambandet mellan
férdelningskoefficienten Koch halten av organiskt kol i jordprovet:

100
=Kd. cntg? 6
Koc Kd%OC( g) (6)
dar:
%0C = procentuell andel organiskt kol i jordprovet (§.g

Koefficienten Ky representerar ett varde som beskriver hur huvudsakligen opoléra organiska &mnen férdelas mellan

4 ena sidan jordens eller sedimentets organiska kol och & andra sidan vattnet. Sadana d&mnens adsorption &r
beroende av den sorberande fasta fasens organiska innehdll (7), och darfor Letindét p&d de humosa
fraktionernas specifika egenskaper, eftersom sorptionskapaciteten hos dessa fraktioner kan variera kraftigt beroende
pa deras olika ursprung, genes osv.

211 Adsorptionsisotermer

Ekvationen for_Freundlich-adsorptionsisotermer ger sambandet mellan méngden av adsorberat testimne och
testdmnets koncentration i I6sningen vid jamvikt (ekvation 8).

Data behandlas pd samma satt som i punkten "Adsorption” ovan, och halten av adsorberat testamne i jorden efter
adsorptionstestélcgds(eq) , pa andra stallen betecknat som x/m) beréknas for varje provrér, under antagandet att

jamvikt har intréatt och atlcg‘ds(eq) representerar jamviktsvardet:

d Cq - C8%eq) | v,
ngS(eq) - mg S(eq) =|: 0 aq :| 0

Mgg) ()
Msoil Msoil
Freundlich-adsorptionsekvationen (8) ser ut sa har:
1/n 2
C89%eq) = KAUS €@d%eq” (Mg ) ®)

eller i linjar form:

logC895eq) = logk@9S + 1n HogifTeq) ©



dar:

ads

K = Freundlich-adsorptionskoefficienten, som anges i dimensiondgtimara om exponenten 1/n = 1. |
alla andra fall infors 1/n i dimensionen fat ?js (gt (em?) M g,
n = regressionskoefficienten. 1/n ligger i regel mellan 0,7 och 1,0 som indikation p& att sorptionsdata ofta

ar nagot olinjara.

Ekvationerna (8) och (9) ritas upp i diagram, och vérden&(qa_a‘fjs och 1/n berdknas med regressionsanalys med

hjalp av ekvation 9. Likasa berdknas den logaritmiska ekvationens korrelationskoefficiexempel p& kurvor av
detta slag finns i figur 2.

CASoiI IogCASOiI

logC,,,

AW

Figur 2. Freundlich-adsorptionskurva (normal respektive linjariserad)
2.1.2 Massbalans

Massbalansen (MB) anges i procent och definieras som forhallandet mellan den mangd av &mnet som analytiskt
kan tas till vara efter adsorptionstestet och den nominellzgogn av amnet vid testets borjan.

Behandlingen av resultaten blir annorlunda om lésningsmedlet &r fullstandigt blandbart med vatten. D& kan man
behandla resultaten p&d samma sétt som i punkten "Desorption” for att bestamma den méangd av &mnet som tagits till
vara genom extraktion av lIésningsmedel. Om |6sningsmedlet & mindre blandbart med vatten kravs en bestamning
av den tillvaratagna nmgden.

Massbalansen MB for adsorptionen beréknas enligt féljande ekvation, under antagandet att teymestsirarar
summan av de testimnesmassor som extraherats ur jorden och fran testkarlets yta med hjalp av ett organiskt
|6sningsmedel:

ads
_ (Vrec- Caq (eQ)+ m E ) (100

MB (%) (10)
Vo-Co
dar:
MB = massbalans (%),
me = total massa av testamne som extraherats ur jorden och fran testkarlets vaggar i i) steg (
Co = ursprunglig masskoncentration i testiésningen som &r i kontakt med.igrchg®),

Viec = volymen supernatant som tagits till vara efter adsorptionsjamvik)cm
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DESORPTION

Desorptionen (D) uttrycks i procent och definieras som férhallandet mellan den desorberade méngden av testamnet
och den tidigare adsorberade mangden av amnet, under testbetingelserna:

de
t.
t =m%s(')uoo %) (11)
I mg%eq
dar:
Dy, = procentuell desorption vid tidpunkter{%o),

mggs(ti) = massan av testamne som desorberats ur jorden vid tidpuniigi t

mgds(eq) = massan av testamne som adsorberats i jorden vid adsorptionsjgugyikt (

Narmare anvisningar for séttet att berakna den procentuella desorptigneitrparallell- och seriemetoden finns
i
i bilaga 5.
Den skenbara desorptionskoefficienten«<ar, under de aktuella testbetingelserna, forhallandet mellan massan av

amne som finns kvar i jordfasen och massan av desorberat &mne i vattenldsningen, nar desorptionsjamvikt har
intratt:

o = mid%ed - nféed vy
des = — ges, .
me(eq) Mo

(cm’g?) (12)
dar:

K = desorptionskoefficient (chy™);

des

mggs(eq) = totala massan av testimne som desorberats ur jord vid desorptionsjgmyikt (

Vr = totala volymen av vattenfas i kontakt med jord under desorptionskinetiktest®t (cm

Anvisningar fér berékning a‘mggs(eq) finns i bilaga 5 under rubriken "Desorption”.

Anmaérkning

Om adsorptionstestet som foregar desorptionstestet utférts med parallellmetoden, kan valyrekumation (12)
sattas lika med ¥

Desorptionsisotermer

Ekvationen foér_Freundlich-desorptionsisotermer beskriver sambandet mellan méngden av testamne som forblir
adsorberat i jorden och koncentrationen av testdmne i l6sningen vid desorptionsjamvikt (ekvation 16).

Halten av @mne som forblir adsorberat i jorden vid desorptionsjamvikt beréknas for varje provror enligt féljande:

ad de
m&%eq)- maGea)
Cges(eq):—q

m (ug g (13)

soil



mggs(ea) definieras som:

mg§Sea) = wﬁ?s(eq)a\\//—g -mhy (hg) (14)
r
dar:
Cges(eq) = halten av testamne som férblir adsorberat i jorden vid desorptionsjamuiki'j,
m?nes(eq) = massan av amne som bestamts analytiskt i vattenfasen vid desorptionsjagvikt (
qu = massan av testamne som blivit 6ver (efter att adsorptionsjamvikt intratt) pa grund av ofullstandig
volymerséattning|{g),
mggs(eq) =massan av amne i ldsningen vid adsorptionsjamdj,(
méq = mggs(eq) IZEVO\/_ﬂ] (15)
0
VrF = volymen av I8sning som tagits ur réret for uppmatning av testamnet vid desorptionsjamvikt (cm
Vr = volymen av supernatant som avlagsnats ur roret efter att adsorptionsjamvikt intratt och som ersatts

med samma volym av 0,01 M Cagbsning (cn).

Freundlich-desorptionsekvationen (16) ser ut s& har:

cfo%eq) = KEES. clSteq " (g ) 16)
eller i linjar form:
logcdeeq) = |09ngs+ Yn O Iogcggs(eq) a7
dar:
K'd:es = Freundlich-desorptionskoefficienten,
n = regressionskoefficienten,
ngs(eq) = &mnets masskoncentration i vattenfasen vid desorptionsjamugiking).

Ekvationerna (16) och (17) kan ritas upp i diagram, och varddKlﬂ_ES och 1/n beréknas med regressionsanalys

med hjalp av ekvation 17.

Anmarkning:

Om Freundlichs adsorptions- eller desorptionsexponent 1/n ar lika med 1, blir Freundlichs adsorptions- eller
desorptionskoefficient K%ds respektive ngs) lika med adsorptionens respektive desorptionens
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jamviktskoefficient (ks och Kgeg, och kurvorna éver Csom funktion av Gq blir linjara. Om exponenten &r skild
frn 1, blir kurvorna 6ver Gsom funktion av G olinjara, och adsorptions- och desorptionskoefficienterna kommer
att variera langs isotermerna.

RAPPORT

Testrapporten skall innehalla foljande uppgifter:

— Fullstandiga uppgifter om jordproverna, inbegripet féljande:

omradets geografiska lage (latitud oohditud),
provtagningsdatum,
bruksandamal (t.ex. jordbruk, skog osv.),
provtagningsdjup,
halt av sandsilt ochclay,
pH-varden (i 0,01 M Cag),
halt av organiskt kol,
halt av organiskt material,
kvavehalt,
kol-kvaveforhallande,
katjonbyteskapacitet (mmol/kg),
alla uppgifter av betydelse som rér provtagning och férvaring av jordproverna,
i forekommande fall, alla uppgifter av betydelse for tolkning av testdmnets adsorption och desorption,
uppgift om vilka metoder som anvénts for bestamning av enskilda parametrar.
Relevanta uppgifter om testamnet
Testtemperaturen
Centrifugeringsbetingelser
Analysprocedurer som anvants for analys av testamnet
| forekommande fall motivering for anvandning av hjalplésningsmedel for beredning av testamnets stamlésning
| fdrekommande fall férklaringar av korrigeringar som gjorts i berakningarna
Data enligt blanketten (bilaga 6) och diagram

Alla uppgifter och observationer som kan vara till hjalp for att tolka testresultaten.
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BILAGA 1

Testschema

- Framtagning av en lamplig analysmetod

~

Finns det en lamplig metod?

“} Inga ytterligare test
Forberedande undersokiing

-~

Forutsattning

; 2 jordar
e
g 1
~ v v
Val av optimala for- Bestdmning av Kontroll av adsoption | | Kontroll av stabiliteten
héllanden jord-l6sning| | jamviktstiden pa karlets yta genom massbalans-
berdknimy

< v I~

Har jamviktsplatan
uppnatts?

et
@ instabilt inom testets tidsskala. Testet kan
da

faserna (jord och vattenldsning).

4} Adsorptionskinetik &

5 jordar

Skede 2

Kd* (msalV0)> 0.3(indirekt metod: matning av det som avgétt ur I6sningen
*(msol Vo) > 0.1(direkt metod : matning av bada faserna

-

Adsorptionsisotermer |Desorptionskinetik |

v

| Desorptionsisotermer |

Val av lampligaste metod

Skede 3




ADSORPTIONSRESULTATENSII\ngggéANNHET SOM FUNKTION AV
ANALYSMETODENS NOGGRANNHET OCH KONCENTRATIONSANDRINGEN
Av tabellen nedan (84) framgér klart att nar skillnaden mellan massan vid testets bogjanl@@ pg) och
testdmnets massa i I6sningen vid jamvilngs(eq) = 100 pg) ar mycket liten, sa leder ett fel pa 5% vid
maétning av jamviktskoncentrationen till ett fel p& 50% i berdkningen av massan av amne som adsorberats i
jorden (mgds(eq) ) och ett fel pa 52,4% i berakningen ay.K

Mangd jord Mo = 109
Losningens volym v = 100 cnd
ads ads R ads ads Rt R*
mg, (eq)| Cy(eq) m:(ed)| C;(eq) K"
(ug) (ug cmi®) (ko) (Mg g%
ForA=9%
o "*E 100 1,000 verkligt 10 1,00 verkligt 1
g ° varde varde
S‘ g’_ 101 1,010 9 0,90 0,891 10,9%
:l 8 1% 10%
1 :: 105 1,050 5 0,50 0,476 52,4%
< 5% 50%
o 109 1,090 1 0,10 0,092 90,8%
9% 90%
For A=55%
o "‘E 50,0 0,500 verkligt 60,0 6,00 verkligt 12,00
g o varde varde
S‘ cj”_ 50,5 0,505 59,5 5,95 11,78 1,8%
: 8 1% 0,8%
1 : 52,5 0,525 57,5 5,75 10,95 8,8%
£ 1 5% 4,0%
6 55,0 0,550 55,0 5,50 10,00 16,7%
10% 8,3%
FOor A=99 %
o "‘E 1,100 0,011 verkligt 108,9 10,89 verkligt 990
g o varde varde
S‘ cj”_ 1,111 0,01111 108,889 10,8889 980 1,0%
: 8 1% 0,01%
1 : 1,155 0,01155 108,845 10,8845 942 4,8%
£ 1 5% 0,05%
6 1,21 0,0121 108,790 10,8790 899 9,2%
10% 0,10%




[CO ; cggs(eq)} Vo

ad v
* madseq) = mg - mggs(eq), c@dgeq=L — " J 7 kq-= mE«¥eq) Vo

dar:

m39%eq)
m3d%eq)
c29%eq)

cad%eq)

Msoil mggs(eq) Msoil

= testdmnets massa i jordfasen vid jamvjid;

= testdmnets massa i vattenfasen vid jamvikt, pg;

= testamnets halt i jordfasen vid jamvikig g'l;

= testamnets masskoncentration i vattenfasen vid jamuikgm®;

= analysfel vid bestamning amggs(eq)

= berakningsfel p& grund av analysfelet R.



BILAGA 3
ESTIMERINGSMETODER FORK ¢4
1. Genom estimeringsmetoder kan tppskattas p& grundval av samband med t.gxv&rden (12)(39)(63-68),
vattenloslighetsdata (12)(19)(21)(39)(68-73) eller polaritetsdata som fatts fram frAn HPLC-RP (omvand fas) (74-

76). Koc 0ch Kom berdknas med hjalp av ekvationerna i tabell 1 och 2, och sedan rakfrasrkindirekt ur féljande
ekvationer:

100

Koc = Kd - (e’ g?)

%o0c

2. Principen for dessa samband grundar sig pa tva antaganden: 1) det ar frimst jordens organiska material som
paverkar hur ett amne adsorberas, och 2) de véaxelverkansprocesser som forekommer &r i huvudsak opoldra. Det
innebér att dessa samband 1) inte, eller bara delvis, kan tillampas p& polédra &mnen, och 2) inte kan tillampas i fall
dar jordens halt av organiskt material &r mycket lag (12). Vidare géller att samma sak inte kan konstateras angéende
sambandet mellan vattenldslighet och adsorptionens omfattning (19)(21), &ven om man héitifiedsstéllande
korrelation mellan R, och adsorption (19). Hittills gjordandersdkningar har gett motségelsefulla resultat.

3.1 tabell 1 ges nagra exempel p& samband mellan adsorptionens fordelningskoefficient och
fordelningskoefficienten oktanol-vatten. | tabell 2 ges nagra exempel p& samband mellan adsorptionens
férdelningskoefficient och vattenlésligheten.

Tabell 1. Exempel p& samband mellan adsorptionens fordelningsskoefficient och fordelningskoefficienten

oktanol-vatten. Ytterligare exempel finns i (12) (68).

Amne

Samband

Forfattare

Substituerad urea

Aromatiska klorerade
amnen

Diverse bekampningsmede|

Aromatiska kolvaten

logdé= 0,69 + 0,52 log Ry

log Koc=- 0,779+ 0,904 log &

logk= 4,4 + 0,72 log By

log K =-2,53 + 1,15 log R,

Briggs (1981) (39)

Chiouet al. (1983) (65)

Gerstl och Mingelgrin (1984) (66)

Vowles och Mantoura (1987) (67)

Tabell 2. Exempel p& samband mellan adsorptionens férdelningskoefficient och vattenldsligheten. Ytterligare
exempel finns i (68) (69).

Amne

Samband

Forfattare

Diverse bekampnings-
medel

Alifatiska, aromatiska,
klorerade a&mnen

a-naftol

Cykliska, alifatiska
aromatiska @mnen

Diverse foreningar

log Kom= 3,8 — 0,561 log &

log Kom = (4,040 +/— 0,038) -
(0,557 +/- 0,012) log $
log Koc = 4,273 — 0,686 log $
log Koc = - 1,405 — 0,921 log 3-
0,00953 (mp-25)

log kn=2,75-0,45log $

Gerstl och Mingelgrin (1984) (66)

Chiouet al. (1979) (70)

Hasset et al. (1981) (71)
Karickhoff (1981) (72)

Moreale van Blade (1982) (73)




BILAGA 4

BERAKNINGAR FOR BESTAMNING AV CENTRIFUGERINGSBETINGELSER

1.Centrifugeringstiden fas fram genom féljande formel, under antagande att partiklarna ar sfariska:

t= 3 o s rpz(ZS-Paq) Jin(RBg,) (1)
Av praktiska skal ges parametrarna i mattenheterna g, cm etc. i stéllet for de normala Sl-enheterna.
dar:
w = rotationshastighet (=& rpm/60), rad 3
rpm = varv per minut
n = Iésningens viskositet, g'cm*
s = partikelradie, cm
Ps = jordens densitet, g cfh
Pag = losningens densitet, g ¢in
R = avstand fran centrifugrotorns centrum till I6sningens évre yta i centrifugeringsréret, cm
Rb = avstand frAn centrifugrotorns centrum till centrifugeringsrorets botten, cm
Ru-R: = jord-lésningsblandningens hojd i centrifugeringsroret, cm.

For att sékerstalla fullstandig separation far centrifugen som regel gé tva ganger den framraknade tiden.

2. Ekvation 1 kan forenklas ytterligare om lésningens viskosijg¢toch densitet@.g kan anses vara samma
som viskositeten och densiteten for vatten vid 25 °C, gvs8.95 x 10°g s*cni och Pag=1,00 cnt.

D& fas centrifugeringstiden genom ekvation 2:

3.7 | Rb

t=—— = |n—
(pm)2 tip2(ps-1) Rt

)

3. Av ekvation 2 framgar tydligt att det &r tva faktorer som har stor betydelse nar det géller att bestamma de
centrifugeringsbetingelser, dvs. tid (t) och varvtal (rpm), som behovs for att &stadkomma separation av partiklar
av en viss storlek (i detta fall med radien Opim): 1) jordens densitet och 2) blandningens hojd i
centrifugeringsroret (RR;), dvs. det avstdnd som en jordpartikel fardas fran losningens 6vre yta till rorets
botten. For en given volym bestdms blandningens hojd sjalvfallet av rorets radie.

4. | figur 1 visas centrifugeringstiden (t) som funktion av varvtalet (rpm) for olika jorddensi)effigur 1 a)

och fér olika blandningshojder i centrifugeringsroret (figur 2 a). Av figur 1 a framgéar inverkan av jordens
densitet tydligt — vid klassisk centrifugering med 3000 rpm ar centrifugeringstiden cirka 240 minuter nar
jordens densitet ar 1,2 g émmen bara 50 minuter nar densiteten ar 2,0 ¢.dnikasa visar figur 1 b att
centrifugeringstiden vid klassisk centrifugering med 3000 rpm ar cirka 50 minuter omdrblgens hojd ar

10 cm men bara 7 minuter om hojden &r 1 cm. Det &r dock viktigt att finna en optimal avvagning mellan & ena
sidan s liten bladningshéjd som nijligt fér centrifugeringen och & andra sidan enkel hantering nar det galler
att separera faserna efter centrifugering.



5. Nar testbetingelserna for separering av jord- och Idsningsfaserna skall bestammas &r det ocksa viktigt att
beakta eventuell férekomst av en tredje "pseudofas”, dvs. kolloider. Dessa partiklar & mindrepgm @;h

kan ha viktig inverkan p& hela adsorptionsmekanismen for ett amne i en jordsuspension. Nar centrifugeringen utfors
pa ovan beskrivet satt blir kolloiderna kvar i vattenfasen och analyseras da tillsammans med den. Da gar
informationen om deras inverkan forlorad.

Om laboratoriet har mojligheter till ultracentrifugering eller ultrafiltrering kan adsorptionen och desorptionen av ett
amne i jord studeras mer ingdende, dven betraffande amnets adsorption pa kolloiderna. D& skall ultracentrifugering
med 60.000 rpm/min eller ultrafiltrering med filterporositeten 100.000 Dalton anvéndas for att separera de tre
faserna jord, kolloider och I6sning. D& skall ocksd testschemat adndras sd att alla tre faserna tas med i
amnesanalysen.
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Figur 1a. Samband mellan centrifugeringstid (t) och centrifugeringsvarvtal (rpm) for olika jorddensiteter
(P). Re=10 cm, R— R =10 cm,n = 8,95 x 10°%g s’cm* ochpaq= 1,0 g cn® vid 25 °C.
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Figur 1b. Samband mellan centrifugeringstid (t) och centrifugeringsvarvtal (rpm) for olika hojder pa
blandningen i centrifugeringsréret (Rb — Rt) = Ly B 10 cm, n = 8,95 x 10°%g s'em?,
Pag= 1,0 g.cn? vid 25 °C ochps = 2,0 g cn¥.



BILAGA 5
BERAKNING AV ADSORPTION A (%) OCH DESORPTION D (%)

Procedurens tidsschema ar foljande:

At A At At
I ll L2 | """""""" | nll . I »

¢ Tid t

to t1 t2 th-2 th-1
For samtliga berakningar galler antagandet att testamnet ar stabilt och att det inte i nagon signifikant grad
adsorberas pa karlets vaggar.
ADSORPTION A (%)
a) Parallellmetoden

Den procentuella adsorptionen beréknas for varje provror (i) vid varje tidpuhler{ligt féljande ekvation:

mgds(ti )[100

Ati == (%) @'
Mo

Ekvationens termer beréknas enligt féljande:

mo=Co- Vo (19) &)
ads ads

Mg (ti) :mo'caq (ti)ﬂ/o (19) (3)
dar:
Ati = den procentuella adsorptionen (%) vid tidpunkten t
mgds(ti) = testdmnets massa i jorden vid tidpunktesiétanalysen utférgug),
Mo = testdmnets massa i provroret vid testets bonjay), (
Co = ursprunglig masskoncentration i testldsningen som &r i kontakt med joudemd’),
ngs(ti) = amnets masskoncentration i vattenfasen vid tidpunkt#analysen utférgig cm?®).

Denna koncentration bestadms analytiskt med beaktande av vardena fran blindproven.

Vo = ursprunglig volym for den testlésning som &r i kontakt med jorderf)cm

Vérdet p& den procentuella adsorptioneq Aller ngs(ti) avsatts mot tiden i ett diagram, och kurvan anvands
i

for att bestamma tiden for nér sorptionsjamvikt intrader. Exempel p& sddana kurvor finns i figur 1 och figur 2.

4 Ekvationen galler fér bade direkt och indirekt metod.
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Figur 1. Kurva for bestdmning av adsorptionsjamvikt
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Figur 2. Testamnets masskoncentration i vattenfaseg €m funktion av tiden.



b) Seriemetoden

| ekvationerna som féljer ar utgdngspunkten att adsorptionen underséks genom matning av testamnet i sma
delprover av vattenfasen med bestamda tidsintervall.

Den mingd d&mne som adsorberats i jorden under varje tidsintervall beraknas pa foljande satt:

for det forsta tidsintervalleht; = ;- to

V,
mfsidS(Atl) =mo0- mfrinds(tl) EEV_X] 4
a

for det andra tidsintervalléit, = t,- t;

Va

_vyA
m%at,) = maiy) EEV—,S] - mt,) EE—VO Ja J ©)
Va

for det tredje tidsintervalleits = tz- t,
A A
Y Vg —20L¥
mgdS(Atg) = m%\ds (t 2) EEO—Aa] - m?ﬁjs(t 3) EEO—Aa] (6)
Va Va

- for det n:te tidsintervalleft, = t,- tn1

—(n- Vg - (n-1)04
m@9%atn) =mAfS(t,_p) D[—VO (tAZ)D’é]—m%dS(tn) —( ° (VA]) J @)
a a

» Den procentuella adsorptionen under varje tidsintendgll; beraknas genom ekvationen
i

_ mgds(mi )

S (% 8

och den procentuella adsorptionen vid tidpunkte(mi ) f&s genom ekvationen

At
1 .
3 M%)
Ay =Jr1n—moo (% (9F

® Ekvationen galler for bade direkt och indirekt metod. De 6vriga ekvationerna géller bara nar den indirekta metoden
anvands.



Adsorptionsvardena £ eller A »; (beroende pa vad som kravs i undersékningen) ritas upp som funktion av
I i

tiden i ett diagram, och kurvan anvands fér att bestamma tidpunkten fér nar sorptionsjamvikt intrader.

Vid jamviktstiden tq géller féljande:

— massan av testdmne som adsorberats i jorden:

m@9%eq) = 3 mdd%at;) (10§
Ati =1

— massan av testamne i I6sningen:

mad¥ed = m, -AtE_ngs(mi) 11y
&

och den procentuella adsorptionen vid jamvikt:
m@95eq)
Agq=—>——"[100 (%) a2y
Mo

De ovan anvanda parametrarna definieras enligt foljande:

mgdS(Atl), mgdS(Atz) ..., mB9At,) = massan av amne som adsorberats i jorden under tidsintervallen
Dy, Dra,..., B (HO),

mddSt), midSt,) ... nfdStn) = massan av &mne som uppmatts i ett delpvdy vid tidpunkterna,
t2,...t (1),

mgds(eq) = massan av amne som adsorberats i jorden vid adsorptionsjamvikt
(H9),

mgas(eq) = massan av amne i ldsningen vid adsorptionsjamyig) (

vg‘ = volymen av det delprov i vilket testamnet uppméts Jcm

Apt. = procentuell adsorption under tidsintervaidt (%),

i
Aeq = procentuell adsorption vid adsorptionsjamvikt (%).

DESORPTION D (%)

Som starttid ¢ for desorptionskinetiktestet raknas den tidpunkt d& den maximala tillvaratagna volymen av
testdmnesldsning (efter att adsorptionsjamvikt har intrétt) ersétts med en lika stor volym 0,01 M58aiGy.



a) Parallellmetoden

Vid tidpunkten { uppmats massan av testamnet i volymen av den vattenfas som tagits ur ror nurMﬁw aoch
den desorberade massan beréknas enligt foljande ekvation:

V
md&St;) = miSSt;) 1—2 | - mhy (13)
Vi

Vid desorptionsjamvikt &r £ teg, 0ch darfor érmggs(ti) = mggs(eq).
Massan av testamne som har desorberats under ett tidsintétyjadjes av ekvationen:
i-1 )
md§sat;) =md§t;) - by m3§%) (14)
J_
Den procentuella desorptionen beraknas

¢ for tidpunkten tenligt ekvationen

.= mgas(ti)

100 (% 15
= atgeq 1 0 (1)

¢ och for tidsintervalleft; enligt ekvationen

de
m At;
At :@ﬂoo (%) (16)
L C)
dar:
Dy. = procentuell desorption vid tidpunkter(%),
i
DAti = procentuell desorption under tidsintervallt (%),
mgcef(ti) = massan av testimne som desorberats vid tidpunkieg)t
mggs(Ati) = massan av testimne som desorberats under tidsintetMalgg),
m‘rjnes(ti) = massan av testdmne som uppmatts analytiskt vid tidpunkténden I6sningsvolym
V} som har tagits for analysepd),
méq = massan av testamne som blivit 6ver fr&n adsorptionsjamvikten pa grund av ofullstandig

volymerséattning dg),



\Y -V
m§q=m885(eq)c(7°\,o R] (a7)

mgas(eq) = massan av testdimne i I6sningen vid adsorptionsjamuikt, (

Vr = volymen av supernatant som tagits ur roret efter uppnaddd adsorptionsjamvikt
och som ersatts med samma volym 0,01 M Gd@$ning (cn),

V} = volymen av losning som tagits ur ror nummer i for uppmatning av testamnet
i desorptionskinetiktestet (cin

Desorptionsvérdena {D eller D, (beroende pa vad som kravs i undersokningen) ritas upp som funktion av
| I

tiden i ett diagram, och kurvan anvands for att bestdmma nér desorptionsjamvikt intréder.
b) Seriemetoden

| ekvationerna som foljer ar utgdngspunkten att den féregaende adsorptionsundersokningen utforts genom att
méta testamnet i sma delprovsvolym(a/rﬁ) av vattenfasen (seriemetoden, se avsnitt 1.9 "Matforfarande").

Harvid antas a) att volymen av den supernatant som avlagsnats ur roret efter adsorptionskinetiktestet har ersatts
med en lika stor volym av 0,01 M Caglibsning (\k) och b) att den totala volymen av vattenfasen som ar i
kontakt med jord (V) under desorptionskinetiktestet forblir konstant och ges av féljande ekvation:

n
VT =Vo - YVA () (18)
i=1

Vid tidpunkten tgaller foljande

¢ Massan av testamne mats i ett litet delpr(ng ) och den desorberade massan beréknas enligt féljande
ekvation:

md&st;) = miest;) EEVET)] -mhy (\/T_(\',_l)@g) (19)
Vg T
«  Vid desorptionsjamvikt &r t teg, och darfor armggs(ti) = mggs(eq).
¢ Den procentuella desorptionentiDberaknas enligt foljande ekvation:
_mEE) o, ) (20)

i mgdseq)



For tidsintervallet\t; galler féljande

¢ Mangden desorberat amne berdknas for varje tidsintervall, enligt féljande:

— for det forsta tidsintervalleht; = t;-to:
Vi

m%SS(Atl)=m9nes(t1)EEg]—m§q och md®Sty) =mE%ed - md§iaty) (21)
va

— for det andra tidsintervalleht, = to-t;:

D D
V. (VT —Va) (VT —Va)
mggs(Atz) = mrdnes(tz) [EV-DFJ - mggs(ml) vr T méq v och
a
m§®t) = m8%s (eq) - | m§aty + mi§aty)] (22)

— for det n:te tidsintervalleft, = t, th.1:

D . D
des des V1 A (VT - (” - 1) v ) n-1 (VT - (” - ') v ) des
Maq (Btg) = | My (t) O 5 [=mgqd ~——— 25| 5 | ————"—% mm,a)
Va V1 i=1,n#1 V1
n
och m§®tp) =mg9eq) - i_lzmnﬁss(mi ) (23)

Till slut beraknas den procentuella desorptionen under varje tidsinteDygll med hjalp av ekvationen
i

_ mgSS(AtI)
At T

a9 qo0 (% 24
T mgleq 0 @4

och den procentuella desorptionaqi vid tidpunkten tges av ekvationen

At

i des:
> m&§Y))
=y - _ md&st) ,
Dy, =g 0 = — 1 --1100(% (25)
mg Yeq m&%Seq)

dar de ovan anvanda parametrarna definieras pa foljande satt:

mdesay ), mdesat,) ... .nfSpa) = massan av testdimne som forblir adsorberat i jorden efter
tidsintervallenAty, Aty,..., At, (1g),

md§Say), mgsaty) ... nd§%aty) = massan av testdmne som desorberas under tidsintervallen
By, My,..., Bty (G),



m3€(t;), mdSS(t, ) ..., nfeS 1, ) = massan av &amne som uppmitts i ett delprcﬁvaD) vid
tidpunkternait,..., t (1g),

V = totala volymen av vattenfas som &r i kontakt med jorden under
desorptionskinetiktestet enligt seriemetoden¥icm

Mag = massan av testamne som blivit 6ver efter uppnadd adsorptionsjamvikt
pa grund av ofullstandig volymersattningg),
n .
[Vo - 3vh (u)] -VR
_ i=1 ad
mag = . (3§ Yed (26)
[vo - 3vA (i))
i=1
Vr = volymen av supernatant som avlagsnats ur roret efter att adsorptionsjamvikt intrétt och som ersatts
med samma volym av 0,01 M Cagbsning (cni)
VE = volymen av det delprov som tagits for analys ur ror nummer i under desorptionskinetiktestet enligt

seriemetoden (cfh

vl < 0020w (27)



BILAGA 6

TEST AV ADSORPTION OCH DESORPTION | JORDAR — RAPPORTBLANKETTER

Testamne:
Jord:
Jordens torrhalt (LOBC, 12 D). et e e e e e e e et et %
LI 1] 1] =1 (0 | TP PR TP STUTRRTRI O
Analysmetodens lamplighet
Uppvégt jordprov g
Jordens torrmassa g
CaCl-lésningens volym crh
Slutlésningens nominella koncentration pg cm®
Slutlésningens analyserade koncentratiorp ug crm®

Princip for den anvanda analysmetoden:

Kalibrering av analysmetoden:




Testamne:

Jord:
Jordens torrhalt (OB, 12 N):.. . e e e et et e %
LI 1] 1] €= (0 | G TR RUUPRURPRUTRRIII G4
Analysmetod: Indirekt metod Parallellmetqd Seriemetod
Direkt metod |:|
Adsorptionstest: testprover
Beteck- Matt- Jamviktstid Jamviktstid Jamviktstid Jamviktstid
ning enhet
ROr nr
Uppvéagt jordprov - g
Jordens torrmassa Mo g
Uppvéagda jordprovetg Vws cnt
vattenvolym  (berakna
varde)
Volym av 0,01 M cnt®
CaCl-losning for att fa
jorden i jamvikt
Stamlésningens volym ¢in
Totalvolym av vattenfas Vo cn?
i kontakt med jord
Testldsningens Co pg cm®
ursprungliga
koncentration
Testdmnets massa Vi my Ug
testets borjan
Efter omréring och centrifugering
Indirekt metod
Parallelimetod
N 3
Testamnets Cgas(ti) ug cm
koncentration
vattenfasen (meg
blindprovskorrigering)
Seriemetod
Massan av _ _testémn_= mﬁ?s(ti) ug
som uppmatts i
delprovetvaA
Direkt metod
Massan av testamne madgy) ug
.. 1
som adsorberats i jord
Berakning av adsorptionen
Adsorption At %
i
A %
Medelvarde
Adsomtionskoefficient Kq cm’g?! | | | |
Medelvérde
Adsomtionskoefficient Ko cm’g?! | | | |
Medelvérde




Testamne:

Jord:
Jordens torrhalt (LOBC, 12 D).t e e et et e et e e e %
LI 1] 1] =1 (0 | PP UEPRTUEPIPRS O3

Adsorptionstest: blind- och kontrollprov

Beteck- Matt- Blindprov Blindprov Kontrollprov
ning enhet
R&r nr
Uppvégt jordprov - g 0 0
Uppvégda jordprovets vattenvolym cn? - -
(beraknat varde)
Tillsatt volym av 0,01 M CaG} cn?
|6sning
Tillsatt volym av testimnety cn? 0 0
staml®sning
Vattenfasens totalvolym (beraknat cn? - -
varde)
Testamnets ursprungliga g cm®

koncentration i vattenfasen

Efter omrori

ing och centrifugering

Koncentration i vattenfasen

Hg cm®

Anmarkning: Lagg till kolumner efter behov.




Testamne:

Jord:
Jordens tOrrhalt (LOBC 12 D).t e e e et et e et et e r e e e aan %
] 1] 1] = (0 | TP PP RPN °C
Massbalans
Beteckning Matt-
enhet
R&r nr
Uppvégt jordprov - g
Jordens torrmassa M g
Uppvagda jordprovets vattenvolym (berakrjat Vws ml
varde)
Volym av 0,01 M CaGHosning for att fa jorden i ml
jamvikt
Stamlésningens volym ¢
Total volym av vattenfas i kontakt med jord Vo cm?
Testlosningens ursprungliga koncentration Co g cmi®
Jamviktstid - h
=fter omroéring och centrifugering
R . 3
gﬁ:é%rg%iforﬁggﬁﬁg;ratlon i vattenfasen (med Cgas(eq) g cm
Jamviktstid teq h
L:a utspadning med lésningsmedel
Avlagsnad volym av vattenfas Viec cn?
Tillsatt volym av Iésningsmedel AV cnt
1:a extraktion med lésningsme:del
Signalutslag vid analys av Iésningsmedlet S varie-
rande
Testamnets koncentration i I6sningsmedlet Ce1 ug cm®
Massan av &mne som extraherats fran jord pch ~ mg; Mg

karlets vaggar

2:a utspadning med I6sningsmedel

Avlagsnad volym av lIésningsmedel AV cnt

Tillsatt volym av lésningsmedel AV’ cnt

2:a extraktion med lésningsmedel

Signalutslag vid analys av Iésningsmedlet S varie-

rande
Testamnets koncentration i Iésningsmedlet Ceo ug cm®
Massan av testamne som extraherats fran jordoch ~ mg, Ug
karlets vaggar

Total massa av testamne som extraherats i|tva Mg
steg

Massbalans MB %




Testamne:

Jord:
Jordens torrhalt (LOBC, 12 D).t e e et et e et e e e %
LI 1] 1] =1 (0 | PP UEPRTUEPIPRS O3
Adsorptionsisotermer
Beteck- Matt-
ning enhet
R&r nr
Uppvégt jordprov - g
Jordprovets torrmassa E g
Uppvagda jordprovety Vs cn?
vattenvolym (berdknat varde)
Volym av 0,01 M CaGh cn?
losning for att fa jorden i
jamvikt
Volym av tillsatt stamldsning ci
Total volym av vattenfas | Vg cnt®
kontakt med jord (beraknat
varde
Losningens koncentration G ug cm®
Jamviktstid - h
Efter omréring och centrifugering
Testamnets koncentration iCads(eq) ug cm?
vattenfasen (meg ad
blindprovskorrigering)
Temperatur °C
Adsorberad massa per enhetcgds(eq) ug g*
jord
Regressionsanalys:

vardet paK ids:

vardet pa I/n:

regressionskoefficient:r




Testadmne:

Jord:
Jordens tOrrhalt (LOBC, 12 N)eu. et e e e e et ettt e %
] 1] 1] =1 (0 SR PPRUPPRTRRRTIIR O

Analysmetod:

Indirekt metod

Parallellmetod

Seriemett{d

Numret pa réret som kommer fran adsorptionssteget

Desorptionstest
Beteck- Mattenhet Tids- Tids- Tids- Tids-
ning intervall intervall intervall intervall

Massan av testdimne som adsorberajts lingd?eq) Hg
jord vid adsorptionsjamvikt
Avlagsnad volym av vattenfas, ersgtt Vg cn?
med 0,01 M CaGl
Total volym av vattenfas PM Vo cnt®
i kontakt med jord SM Vi cnt
Massan av testamne som blivit over méq Vo]
efter uppnddd adsorptionsjamvikt pa
grund av ofullstédndig volymerséttning
Desorptionskinetik
Uppmétt massa av testdmne sg mm%es(t-) W}
desorberats ur jorden vid tidpunkten t I
Volym av lésning som tagity PM V} cnt
ur rér nummer i for
uppmatning av testamnet SM Vg) cnt
Massan av testamne som desorbe.at%gas(t_) ug
ur jorden vid tiden;{beréknat varde) I
Massan testdmne som desorberats uhgaim_) ug
jorden under tidsintervallet At; I
(beréknat varde)
Procentuell desorption
Desorption vid tidpunkten t Dt. %
i
Desorption under tidsintervallét; D At %
i
Skenbar desorptionskoefficient Kdes

PM: Parallelimetod
SM: Seriemetod
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1.2

C.19. UPPSKATTNING AV ADSORPTIONSKOEFFICIENTEN ( Koc) | JORD OCH AVLOPPSSLAM MED
ANVANDNING AV HOGTRYCKSVATSKEKROMATOGRAFI (HPLC)

METOD
Denna metod &r i stort sett identisk med OECD TG121 (2000).
INLEDNING

Sorptionsbeteendet hos amnen i jord eller avioppsslam kan beskrivas med hjalp av parametrar som bestamts pa
experimentell vag med testmetod C.18. En viktig parameter &r adsorptionskoefficienten. Den definieras som
forhallandet mellan amnets koncentration i jorden/slammet och &mnets koncentration i vattenfasen vid
adsorptionsjamvikt. En adsorptionskoefficient som ar normaliserad till jordens halt av organiskt bundekat (K

en vardefull indikator pa en kemikalies bindningsférmaga till det organiska materialet i jord och avloppsslam och ger
mojlighet att jamfora olika kemikalier. Denna parameter kan uppskattas genom korrelationer med vattenldsligheten
och férdelningskoefficienten n-oktanol/vatten (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

Vid den forséksmetod som beskrivs har anvands HPLC for uppskattning av adsorptionskoefficigritgmdoch
avloppsslam (8). Dessa uppskattningar ar tillforlitigare &n resultaten frdin QSAR-berékningar (9). En
uppskattningsmetod kan aldrig helt ersatta matningar vid jamvikt i uppslammat prov (testmetod C.18). Det
uppskattade vardet pd.Kkan dock anviandas som stod vid valet av lampliga testparametrar for adsorptions-
/desorptionsundersodkningar enligt testmetod C.18, genom berdkningqaidistributionskoefficient) eller K
(Freundlich-adsorptionskoefficient) enligt ekvation 3 (se avsnitt 1.2).

DEFINITIONER

Kgq: Distributionskoefficienten definieras som forhallandet mellan jamviktkoncentrationerna C for ett upplost
testamne i ett tvafassystem som bestar av sorbent (jord eller avloppsslam) och en vattenfas. Férhallandet har ingen
mattenhet nar koncentrationerna i bada faserna uttrycks som vikt per vikt. Om koncentrationen i vattenfasen ges som
vikt per volym blir méattenheten ml'g Ky kan variera beroende p& sorbentens egenskaper och kan vara
koncentrationsberoende.

C; C
d
Kg=—2" gller —siam @
c

vatten vatten

dar

Ciora = testamnets koncentration i jord vid jamvikty - g*)
Csiam= testamnets koncentration i slam vid jamvilg(- g
Curatten= testamnets koncentration i vattenfasen vid jamyikt (g*, ug - mr?).



Kt : Freundlich-adsorptionskoefficienten definieras som testimnets koncentration i jord eller avioppsslam (x/m) néar
jamviktskoncentrationen Jaien i vVattenfasen har vérdet ett. Mattenheten éy.g® sorbent. Vardet kan variera
beroende pé sorbentens egenskaper.

X 1
log — = log Ki + — og Ciatten 2)
m n

dar

x/m = mangden testamne pd) som adsorberats p&d mangden sorbent m (g) vid jamvikt
1/n = lutningen hos Freundlich-adsorptionsisotermen
Cuatten= testamnets koncentration i vattenfasen vid jamuiit (ml™ %)

X
Nar Gaten=1; log Ki=log —
m

Koc Distributionskoefficienten () eller Freundlich-adsorptionskoefficientens(Kormaliserad till sorbentens halt

av organiskt kol (f). Sarskilt for icke-joniserade kemikalier utgoér den en ungeféarlig indikator p& omfattningen av
adsorption mellan ett &mne och sorbenten och ger méjlighet att géra jamfoérelser mellan olika kemikalier. Beroende
p& mattenheterna for foch K, kan K, sakna méttenhet eller ha mattenhetenltg eller pg Og * organiskt
material.

Kd . 1 Kf 1
Koc = — (utanmattenheteller ml g “)eller— (g @ ™) (3)
foc foc

Forhallandet mellan i och Ky ar inte alltid linjart och darfor kan i-vardena variera mellan olika typer av jord
men vardenas variabilitet &r betydligt mindre jaAmfért meddler Kq-varden.

Adsorptionskoefficienten (i) harleds fran kapacitetsfaktorn ‘Yfkmed anvandning av en kalibreringskurva
log K mot log Ko for valda referensféreningar.

k'= R 4)

dar

tr : HPLC retentionstiden for test- och referensamne (minuter)
to : HPLC dodtid (minuter) (se avsnitt 1.8.2).

Pow : Fordelningskoefficienten oktanol-vatten definieras som férhallandet mellan koncentrationerna foér upplosta
amnen i n-oktanol och vatten. Vardet har ingen mattenhet

Coktanol
Pow = ( = Kow) 5)
Cvatten
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REFERENSAMNEN

Strukturformeln, renheten och dissociationskonstanten (i tillampliga fall) bor vara kénda innan metoden anvands.
Helst skall man ocksd ha tillgang till information om losligheten i vatten och organiska losningsmedel,
fordelningskoefficienten oktanol-vatten och hydrolysegenskaperna.

For att korrelera uppmétta HPLC-retentionsdata for ett testdmne med &mnets adsorptionskoeffitiehtts en
kalibreringskurva for log & mot log k'. For kurvan kravs minst sex referenspunkter, av vilka minst en ligger
ovanfér och en under det foérvantade vardet for testamnet. Metodens resultat blir betydligt mer exakt om man
anvander referensamnen som ar strukturellt beslaktade med testamnet. Om sddana data inte finns tillgangliga ligger
valet av lampliga kalibreringsamnen hos anvandaren. D& bor en mer allman uppséattning av strukturellt heterogena
amnen valjas. | tabell 1 gors en uppréakning av amnen qgivéden som kan anvandas for avioppsslam och i tabell

3 ges motsvarande uppgifter for jord. Om andra kalibreringsamnen anvands maste detta motiveras.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

HPLC utfors med analytiska kolonner som ar packade med kommersiellt tillganglig stationar fas av cyanopropyl
med lipofila och poléra grupper. Den stationdra fasen ar mattligt polar och baserad pa en silikamatris, enligt féljande:

-0-Si -CH,-CH,-CH; -CN

silika icke-polar bulk polér grupp

Principen for testmetoden ar densamma som for testmetod A.8 (Fordelningskoefficient, HPLC-metod). Nar testamnet
passerar genom kolonnen tillsammans med den rorliga fasen vaxelverkar testamnet med den stationara fasen. Testamnet
fordelas mellan den rérliga och stationara fasen och bromsas darfér upp. | och med den stationdra fasens
sammansattning med bade polara och icke-polara bindningsstéllen kan en molekyls polara och icke-polara grupper
véxelverka pa liknande satt som nar det géller organiskt material i jord eller i aviopp&arhetyder att man kan
bestamma forhallandet mellan retentionstiden i kolonnen och adsorptionskoefficienten i organiskt material.

pH-véardet har stor inverkan pd sorptionsbeteendet, sarskilt nar det géller polara amnen. | jordbruksjord eller tankar i
avloppsreningsverk varierar pH-vardet i regel mellan 5,5 och 7,5. For joniserbara &mnen bor man utféra tva test i
lampliga buffertldsningar dar det ena testet utfors med joniserad form och det andra med icke-joniserad form, men
endast i fall dar minst 10 % av testamnet dissocieras inom pH-intervallet 5,5 — 7,5

Eftersom endast férhallandet mellan retentionen i HPLC-kolonnen och adsorptionskoefficient anvands for utvarderingen
behdvs ingen kvantitativ analytisk metod och endast retentionstiden behdver bestammas. Om en lamplig uppséattning
referensamnen och standardbetingelser kan anvéandas for testet ger denna metod tillgang till ett snabbt och effektivt satt
for bestamning av adsorptionskoefficienten. K
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TESTETS TILLAMPBARHET

HPLC-metoden kan anvandas pa kemiska amnen (méarkta eller omarkta) for vilka det finns tillgang till ett lampligt
detektionssystem (t.ex. spektrofotometer, radioaktivitetsdetektor) och som ar tillrackligt stabila under den tid testet varar.
Testet kan vara sarskilt anvandbart for kemikalier som ar svara att undersoka i andra forsokssystem (t.ex. flyktiga
amnen, amnen som inte &r lésliga i vatten vid koncentrationer som kan matas analytiskt, amnen med en hdg affinitet till
ytan i inkubationssystem). Metoden kan anvandas for blandningar som ger olsta elutionsband. | s&dana fall bér man
ange log Kcvardenas 6vre och undre granser for testblandningens foreningar.

Orenheter kan i bland leda till problem vid tolkningen av HPLC-resultaten, men orenheterna har inte s stor betydelse sé
lange som testamnet klart kan identifieras analytiskt och separeras fran orenheterna.

Metoden &r validerad for de &mnen som raknas upp i tabell 1 i bilagan och metoden har ocksa tillampats pa ett antal
andra kemikalier i féljande kemikalieklasser:

— Aromatiska aminer (t.ex. trifluralin,  4-kloranilin,  3,5-dinitroanilin,  4-metylanilin,  N-metylanilin,
1- naftylamin).

— Estrar av aromatiska karboxylsyror (t.ex. bensoesyrametylester, 3,5-dinitrobensoesyraetylester).

— Aromatiska kolvaten (t.ex. toluen, xylen, etylbensen, nitrobensen).

— Aryloxifenoxipropionsyraestrar (t.ex. diklofop-metyl, fenoxaprop-etyl, fenoxaprop-P-etyl).

— Bensimidazol- och imidazol-fungicider (t.ex. karbendazim, fuberidazol, triazoxid).

— Karboxylsyraamider (t.ex. 2-klorbensamid, N,N-dimetylbensamid, 3,5-dinitrobensamid, N-metylbensamid,
2-nitrobensamid, 3-nitrobensamid).

— Klorerade kolvéten (t.ex. endosulfan, DDT, hexaklorbensen, quintozen, 1,2,3-triklorbensen).

— Bekampningsmedel typ organiska fosforféreningar (t.ex. azinfosmetyl, disulfoton, fenamifos, isofenfos, pyrazofos,
sulprofos, triazofos).

— Fenoler (t.ex. fenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, pentaklorofenol, 2,4,6-triklorfenol, 1-naftol).
— Fenylureaderivat (t.ex. isoproturon, monolinuron, pencycuron).

— Pigmentfargamnen (t.ex. Acid Yellow 219, Basic Blue 41, Direct Red 81).

— Polyaromatiska kolvaten (t.ex. acenaften, naftalen).

— 1,3,5-triazin-herbicider (t.ex. prometryn, propazin, simazin, terbutryn).

— Triazolderivat (t.ex. tebukonazol, triadimefon, tradimenol, triapentenol).

Metoden kan inte tillampas pd amnen som reagerar med eluenten eller den stationara fasen. Metoden &r heller inte
tilamplig p& amnen som har specifik vaxelverkan med oorganiska komponenter (t.ex. genom bildning av
klusterkomplex med lermineraler). Metoden fungerar eventuellt inte for ytaktiva &mnen, oorganiska foreningar och
mattliga eller starka organiska syror och baser. Lgguérden fran 1,5 till 5,0 kan bestammas. Joniserbara &mnen maste
matas med hjalp av en buffrad rorlig fas, men stor vikt maste fastas vid att undvika utfallning av buffertkomponenter
eller testdmne.
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KVALITETSKRITERIER
Noggrannhet

| regel kan adsorptionskoefficient for ett testdmne bestammas ineM 5-logaritmiska enheter av det varde som kan
bestammas med matningar vid jamvikt i uppslammat prov (se tabell 1 i bilagan). Noggrannheten forbattras om det finns
tillgang till referensamnen som &r strukturellt besléktade med testamnet.

Repeterbarhet

Bestamningarna bor koras minst tva ganger. De IggvBrden som harletts fran individuella méatningar bor ligga inom
ett omrade pa 0,25 logaritmiska enheter.

Reproducerbarhet

De erfarenheter man hittills har frin metoden ger belagg fér metodens validitet. En understkning av HPLC-metoden
med 48 dmnen (i huvudsak bekampningsamnen) for vilka det tilgdg till tillforlitiga data om Ko i jord gav en
korrelationskoefficient pa R = 0,95 (10) (11).

Ett jamforelsetest utférdes av elva deltagande laboratorier for att forbattra och validera metoden (12). Resultaten anges i
tabell 2 i bilagan

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Prelimindr uppskattning av adsorptionskoefficienten

Fordelningskoefficienten oktanol-vatten.A(= Kow) OCh, i viss utstréckning, vattenldsligheten kan anvandas som
indikatorer for adsorptionens omfattning, sarskilt for icke-joniserande dmnen. Det betyder att dessa indikatorer kan
anvandas for preliminara orienterande test. Korrelationer for flera grupper av kemikalier finns angivna i ett antal
publikationer (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7).

Apparatur

For testet kravs en vatskekromatograf forsedd med en pulsfri pump och lamplig detekteringsutrustning. Det ar tillradligt
att anvanda en injektionsventil med en injektionsslinga. Kolonnen skall vara packad med kommersiellt tillgangligt

kemiskt bundet cyanopropylharts pa silikabas (t.ex. Hypersil och Zorbax CN). En guardkolonn av samma material kan
placeras mellan injektionssystemet och analyskolonnen. Kolonner fran olika tillverkare kan vara mycket olika nar det
galler separationseffektivitet. Som riktvarden for den kapacitetsfaktor k' som bor uppnas galler féljande: log k' > 0,0 for
log Koc = 3,0 och log k' > 0,4 for log Ko = 2,0 ndr man anvander metanol/vatten 55/45 % som rorlig fas.



1.7.3 Rorlig fas
Flera olika rorliga faser har testats och foljande tva rekommenderas:

— metanol/vatten (55/45 % v/v)
— metanol/0,01 M citratbuffert pH 6,0 (55/45 % v/v)

For beredning av det eluerande lésningsmedlet anvands HPLC-klassificerad metanol och destillerat vatten eller
citratbuffert. Blandningen avgasas fore anvandningen. Isokratisk eluering bér anvandas. Om blandningar av metanol och
vatten inte ar lampliga kan man férséka med andra blandningar av organiskt I6sningsmedel och vatten, t.ex. etanol och
vatten eller acetonitril och vatten. For joniserbara blandningar rekommenderas anvandning av buffertldsningar for
stabilisering av pH. Stor vikt maste fastas vid att undvika saltutfallning och kolonnférsamring, vilket kan intraffa med
vissa blandningar av organisk fas/buffert.

Inga tillsatser av typen jonparsreagenser bor anvandas, eftersom de kan paverka den stationara fasens sorptions-
egenskaper. Sadana andringar i den stationara fasen kan i vissa fall vara irreversibla. Darfor maste alla forsok dar
tillsatser anvands utforas med separatatoér.

1.7.4 Uppldsta amnen

Test- och referensdmnen uppldses i den rorliga fasen.
1.8 TESTETS UTFORANDE
1.8.1 Testbetingelser

Temperaturen under matningarna bor registreras. Det ar hogst tillradligt att halla kolonnen i temperaturkontrollerad
miljo for att garantera konstanta betingelser under kalibrerings- och bestdmningskdrningarna och vid méatning av
testamnet.

1.8.2 Bestamning av dodtiden ¢
For bestamning av dodtidepkan tva olika metoder anvandas (se aven avsnitt 1.2).
1821 Bestamning av dddtideprned anvandning av en homolog serie

Detta forfarande har visat sig ge tillforlitliga och standardiserade varden [Warmare uppgifter finns i testmetod A.8
(Fordelningskoefficient (n-oktanol/vatten), HPLC-metoden).

1.8.2.2 Bestamning av dédtideprined anvandning av inerta &mnen som inte bromsas upp i kolonnen
Denna teknik baserar sig pa injicering av losningar av formamid, urea eller natriumnitrat. Matningarna bor utféras minst
tva ganger.
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Bestamning av retentionstiderna &

Referensamnena bor véljas enligt beskrivningen i avsnitt 1.3. Vid bestdmning av retentionstiderna kan de injiceras som
en blandad standard, forutsatt att det finns belagg for att retentionstiden for varje referensstandard inte paverkas av
narvaron av de andra referensstandarderna. Kalibreringen bor utforas med regelbundna intervall minst tvd ganger
dagligen s& att man kan beakta inverkan av ovantade forandringar i kolonnens prestanda. Det basta forfarandet ar att
gora injektionerna fore och efter injektionerna av testimnet, for att bekrafta att retentionstiderna inte har forskjutits.
Testamnena injiceras i s& sma mangder som mojligt (fér att undvika Gverbelastning p& kolonnen) och deras
retentionstider bestams.

Bestamningarna bor goras minst dubbelt for att 6ka méatningarnas tillforlitighet. De varden pa smpKhérletts fran
individuella matningar bor falla inom ett omrade pé 0,25 logaritmiska enheter.

Utvardering

Kapacitetsfaktorerna'keraknas utifrdn dddtiden bch retentionstidernazthos de valda referensdmnena enligt
ekvation 4 (se avsnitt 1.2). Referensdmnenas varden pa'lpipttas sedan mot deras varden pa log #an
matningar vid jamvikt i uppslammat prov (se tabellerna 1 och 2 i bilagan). Med hjalp av den erhalina kurvan kan log
k'-vardet for ett testdmne darefter anvandas for att bestdmma @&mnetsdagre. Om de aktuella resultaten visar

att log Ko for testamnet ligger utanfor kalibreringsomradet maste testet upprepas med anvéandning av andra,
lampligare referensamnen.

DATA OCH RAPPORTERING
Rapporten maste innehalla foljande uppgifter:

— Identifiering av test- och referensdmnen och deras renhet samt, om det ar releyaétde.

—  Beskrivning av utrustningen och testbetingelserna, t.ex. analyskolonnens (och guardkolonnens) typ och matt,
detekteringsmetoden, den rorliga fasen (komponenternas forhdllande, pH), temperaturomradet under
matningarna.

— Daodtid och den metod som har anvants for att bestamma den.
—  Mangderna test- och referensémnen som har tillférts kolonnen.
— Retentionstiderna for de referenséamnen som har anvants for kalibrering.

— Narmare uppgifter om den anpassade regressionslinjen (log k' mot.dp@dk en grafisk framstalining av
regressionslinjen.

—  Medelvarden for retentionsdata och uppskattat lggvBrde for testémnet.

—  Kromatogram.
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BILAGA

Tabell 1

Jamforelse av Ky-véarden for jord och avloppsslam
och beraknade varden frdn HPLC-screeningmetodeh?

CAS-nr log Koc log Koc A log Koc log Koc A
Amne avlopps- HPLC jord HPLC
slam

Atrazin 1912-24-9 1,66 2,14 0,48 1,81 2,20 0,34
Linuron 330-55-2 2,43 2,96 0,53 2,59 2,89 0,30
Fention 55-38-9 3,75 3,58 0,17 3,31 3,40 0,04
Monuron 150-68-5 1,46 2,21 0,75 1,99 2,26 0,21
Fenantren 85-01-8 4,35 3,72 0,63 4,09 3,52 0,5[f
Bensoesyrafenylester 93-99-2 3,26 3,03 0,2 2,8/7 2,94 0,p7
Bensamid 55-21-0 1,60 1,00 0,60 1,26 1,25 0,0
4-nitrobensamid 619-80-7 1,52 1,49 0,03 1,93 1,66 0,2y
Acetanilid 103-84-4 1,52 1,53 0,01 1,26 1,69 0,04
Anilin 62-53-3 1,74 1,47 0,27 2,07 1,64 0,43
2,5-dikloranilin 95-82-9 2,45 2,59 0,14 2,55 2,58 0,03

! W. Kérdel, D. Hennecke, M. Herrmann (1997), "Application of the HPLC-screening method for the determination of the

adsorption coefficient on sewage sludg€sfiemospherg5(1/2) 121-128.
2 W. Koérdel, D. Hennecke, C. Franke (1997), "Determination of the adsorption coefficients of organic substances on
sewage sludgesChemosphere5 (1/2) 107-119.
Tabell 2
Resultat av jamforelsetest mellan laboratorier (11 deltagande laboratorier)
som har utforts for att forbattra och validera HPLC-metoden*
Amne CAS-nr Log Koc Koc | log Koc
[OECD 106] [HPLC-metoden]

Atrazin 1912-24-9 1,81 78+ 16 1,89
Monuron 150-68-5 1,99 100+ 8 2,00
Triapentenol 77608-88-3 2,37 292+ 58 2,47
Linuron 330-55-2 2,59 465+ 62 2,67
Fention 55-38-9 3,31 2062+ 648 3,31

soil-results of a ring testChemosphereg0(7), 1373-1384.

W. Kérdel, G. Kotthoff, J. Miller (1995), "HPLC-screening method for the determination of the adsorption coefficient on



Tabell 3

Rekommenderade referensamnen fér HPLC-screeningmetoden
pa grundval av jordadsorptionsdata.

Referensamne CAS-nr log ke-medelvarden | antal Ko-data log S.D. kalla
frn matningar vid
jamvikt i uppslammat
prov
Acetanilid 103-84-4 1,25 4 0,48 a
Fenol 108-95-2 1,32 4 0,70 a
2-nitrobensamid 610-15-1 1,45 3 0,90 b
N,N-dimetylbensamid 611-74-5 1,52 2 0,45 a
4-metylbensamid 619-55-6 1,78 3 1,76 a
Metylbensoat 93-58-3 1,80 4 1,08 a
Atrazin 1912-24-9 1,81 3 1,08 C
Isoproturon 34123-59-6 1,86 5 1,53 C
3-nitrobensamid 645-09-0 1,95 3 1,31 b
Anilin 62-53-3 2,07 4 1,73 a
3,5-dinitrobensamid 121-81-3 2,31 3 1,27 b
Karbendazim 10605-21-7 2,35 3 1,37 c
Triadimenol 55219-65-3 2,40 3 1,85 c
Triazoxid 72459-58-6 2,44 3 1,66 C
Triazofos 24017-47-8 2,55 3 1,78 C
Linuron 330-55-2 2,59 3 1,97 C
Naftalen 91-20-3 2,75 4 2,20 a
Endosulfandiol 2157-19-9 3,02 5 2,29 [
Metiokarb 2032-65-7 3,10 4 2,39 c
Acid Yellow 219 63405-85-6 3,16 4 2,83 a
1,2,3-triklorbensen 87-61-6 3,16 4 1,40 a
y-HCH 58-89-9 3,23 5 2,94 a
Fention 55-38-9 3,31 3 2,49 c
Direct Red 81 2610-11-9 3,43 4 2,68 a
Pyrazofos 13457-18-6 3,65 3 2,70 C
a-endosulfan 959-98-8 4,09 5 3,74 c
Diklofop-metyl 51338-27-3 4,20 3 3,77 c
Fenantren 85-01-8 4,09 4 3,83 a
Basic Blue 41 (blandning) 26850-47-5 4,89 4 4,46 a
12270-13-2
DDT 50-29-3 5,63 1 — b
a W. Kdrdel, J. Mller (1994), "Bestimmung des Adsorptionskoeffizienten organischer Chemikalien mit der HPLC”,
UBA R & D Report No. 106 01 0441994).
b B.V. Oepen, W. Kordel, W. Klein. (1991Fhemosphere2, 285-304.

c Data fran industrin.
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C.20 REPRODUK TIONSTEST PA DAPHNIA MAGNA

METOD
Denna testmetod for reproduktionstoxicitet motsvarar OECD TG 211 (1998).
INLEDNING

Det priméra syftet med detta test & att bedoma kemikaliers verkningar pa& reproduktionskapaciteten hos
Daphnia magna.

DEFINITIONER OCH ENHETER

Foraldrageneration: de Daphnia-honor som finns nérvarande vid testets borjan och vars
reproduktionskapacitet testas.

Avkomma: de unga Daphnia som produceras av forédl dragenerationen under testets gang.

L &gsta koncentration vid vilken verkningar observeras (Lowest Observed Effect Concentration,
LOEC): den l&gsta testkoncentrationen vid vilken dmnet inom en faststélld exponeringsperiod framkallar
statistiskt signifikanta verkningar pa reproduktion och pa foéraldragenerationens mortalitet (vid p < 0,05)
jamfort med kontrollgruppen. Alla testkoncentrationer ovanfor LOEC maste framkalla skadliga verkningar
som &r lika stora eller stérre dn de verkningar som observeras vid LOEC. Om dessa tva villkor inte uppfylls
maste en fullstandig forklaring ges till hur man har valt LOEC (och NOEC).

Koncentration vid vilken inga verkningar observeras (No Observed Effect Concentration, NOEC):
den testkoncentration omedelbart under LOEC som inom en faststalld exponeringsperiod inte framkallar nagra
statistiskt signifikanta verkningar (p < 0,05) jamfort med kontrollgruppen.

ECx: den koncentration av testémnet upplost i vatten som inom en faststélld exponeringsperiod leder till en
minskning pa x % av reproduktionskapaciteten hos Daphnia magna.

Inneboende tillvaxthastighet: ett matt pa populationens tillvaxt vilket omfattar reproduktionskapacitet
och &ldersspecifik mortalitet (20), (21), (22). | steady state-populationer &r vérdet p& detta métt noll. For
vaxande populationer ar vardet positivt och for minskande populationer &r vérdet negativt. Det senare &r inte
hallbart och leder i slutandan till utrotning.

Detektionsgrans: den |&gsta koncentration som kan detekteras men inte kvantifieras.
Bestamningsgr ans: den lagsta koncentration som kan métas kvantitativt.

Mortalitet: ett djur registreras som dott nar det &r ororligt, dvs. nér det inte kan simma eller om man inte kan
observera rorelser hos bihang eller bakkropp inom 15 sekunder efter en forsiktig omrérning i testkarlet.
(Eventuell annan definition som anvands maste rapporteras tillsammans med motsvarande hanvisning).
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PRINCIP FOR TESTMETODEN

Unga honor av Daphnia (foraldragenerationen) som ar yngre én 24 timmar vid testets borjan exponeras for
testémnet som tillsétts vatten i en serie koncentrationer. Testperiodens langd &r 21 dagar. Vid testets slut gors
en bedémning av mangden levande avkomma per foraldrageneration. S&dan avkomma som producerats under
testet men som dor under testets gang réknas inte med. Foraldragenerationens reproduktionskapacitet kan
uttryckas pé andra sétt (t.ex. mangden avkomma som producerats per djur per dag frén och med forsta dagen
da avkomma observerades). Sadana andra sitt maste i forekommande fall rapporteras separat, utéver varje
foréldragenerations totala méngd levande avkomma vid testets slut. Reproduktionskapaciteten hos djur som
exponeras for testamnet jamfors med kontrollgruppens (kontrollgruppernas) reproduktionskapacitet i syfte
att faststélla den lagsta koncentration vid vilken verkningar observeras (LOEC) och den koncentration vid
vilken inga verkningar observeras (NOEC). Dessutom bor data i sd stor utstréckning det & mojligt analyseras
med en regressionsmodell i syfte att uppskatta den koncentration som skulle leda till en minskning pa x % av
reproduktionskapaciteten (t.ex. ECsy, EC, €ller ECyp).

Foraldragenerationens 6verlevnad och tiden fram till produktion av den forsta satsen avkomma maste ocksa
rapporteras. Ovriga testamnesrelaterade verkningar pa parametrar sésom tillvéxt (t.ex. 1angd) och eventuellt
inneboende tillvaxthastighet kan ocksa undersokas.

INFORMATION OM TESTAMNET

Resultat fran test avseende akut toxicitet (se metod C.2, del ) som utforts p& Daphnia magna bor finnas
tillgangliga. Resultaten kan vara anvandbara vid valet av [ampliga testkoncentrationer for reproduktionstest.
Data om testamnets vattenldslighet och angtryck bor vara kanda och man bor ha tillgang till en tillforlitlig
analysmetod for kvantifiering av amnet i testlosningarna med rapporterad aterhamtningsgrad och
bestdmningsgréns.

For definition av testforhdllandena bor man ange bl.a. testamnets strukturformel, renhet, stabilitet i ljus,
stabilitet vid testférhallandena, pKa, Pow och resultaten fran test for biologisk I&ttnedbrytbarhet (se metod
C. 4).

TESTETS GILTIGHET
For att ett test skall vara giltigt maste foljande kriterier uppfyllas for kontrollgruppen (kontrollgrupperna):

—  Foraldragenerationens mortalitet (honor av Daphnia) fér inte 6verskrida 20 % vid testets slut.

—  Det genomsnittliga antalet avkommor som har producerats per féraldradjur och som lever vid testets
slut maste vara3 60.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN
Utrustning

Testkérl och annan apparatur som kommer i kontakt med testdmnet bor vara tillverkade av glas eller annat
kemiskt inert material. | regel anvands glasbégare.

Dessutom behévs atminstone en del av féljande utrustning:

— Syrgasmatare (med mikroelektrod eller annan lamplig anordning for méatning av [6st syrgas i
|&gvolymsprover).

— Utrustning for temperaturreglering.

— pH-meter.

— Utrustning for bestamning av vattnets hardhetsgrad.

— Utrustning for bestdmning av totalt organiskt kol (TOC) i vattnet eller utrustning fér bestdmning av
kemisk syreférbrukning (COD).

— Apparatur for reglering av belysningen och métning av ljusets intensitet.



1.6.2

1.6.3

Testorganism

Testet utfors pA Daphnia magna Straus. Andra Daphnia-arter kan anvandas forutsatt att de uppfyller
tillampliga  giltighetskriterier ~ (ett relevant giltighetskriterium &  reproduktionskapaciteten i
kontrollgrupperna). Om andra arter av Daphnia anvands méaste de identifieras ordentligt och det skall
motiveras varfor de anvands.

Klonen skall helst identifieras med hjdlp av genotypen. Forskningsresultat (1) har visat att
reproduktionskapaciteten hos klon A (som harrér fran IRCHA i Frankrike) (3) genomgdende uppfyller
giltighetskriteriet som galler ett genomsnitt pa 360 dverlevande avkommor per foraldradjur vid odling i de
betingelser som beskrivs i denna metod. Andra kloner kan godtas forutsatt att Daphnia-odlingen kan pévisas
uppfylla giltighetskriterierna for ett test.

Vid testets borjan maste djuren vara yngre dn 24 timmar och far inte tillhdra den forsta satsen avkomma.
Djuren maste komma fran en frisk stam (dvs. de f& inte uppvisa tecken pa stress, t.ex. hog mortalitet,
forekomst av hanar och ephippia, férdréjd produktion av forsta satsen avkomma, missférgade djur osv.).
Stamdjuren méste héllas vid samma odlingsbetingelser (ljus, temperatur, medium, utfodring och djur per
volymenhet) som anvénds vid testet. Om annat &n normalt odlingsmedium fér Daphnia anvénds vid testet ar
det tillradligt med en acklimatiseringsperiod pai regel cirka 3 veckor (dvs. en generation) innan testets inleds,
for att undvika stress pa forél dragenerationen.

Testmedium

For testet rekommenderas ett fullstandigt definierat medium. Avsaknaden av tillsatser (t.ex. alger, jordextrakt
osv.) som & svéra att karakterisera mojliggor béttre standardisering mellan laboratorier. Elendt M4- (4) och
M7-medier (se bilaga 1) har konstaterats vara lampliga for andamalet. Andra medier (se t.ex. (5) och (6)) kan
godtas forutsatt att det kan visas att Daphnia-odlingen uppfyller giltighetskriterierna for testet.

Vid anvandning av medier som innehaller icke definierade tillsatser skall dessa tillsatser klart specificeras och
uppgifter om deras sammanséttning l&mnas i testrapporten. Det & sarskilt viktigt att ange kolhalten, eftersom
kol kan utgdra ett fodertillskott. Det rekommenderas att totalt organiskt kol (TOC) och/eller kemisk syre-
forbrukning (COD) bestdams i en stamberedning av den organiska tillsatsen och att en uppskattning gors av hur
denna paverkar TOC/COD i testmediet. TOC-nivan i mediet (dvs. fore tillsats av algerna) bor vara lagre an
2 mg/l (7).

Vid testning av amnen som innehaller metaller ar det viktigt att beakta det faktum att testmediets egenskaper
(t.ex. hardhet och kelateringsférmaga) kan ha inverkan pa testamnets toxicitet. Darfor rekommenderas ett
fullstdndigt definierat medium. FOr ndrvarande & Elendt M4 och M7 de enda medier som veterligen &
lampliga for 1&ngtidsodling av Daphnia magna. B&da medierna innehdller kelathildaren EDTA. Det finns
resultat (2) som tyder pa att toxiciteten hos kadmium i regel forefaller vara lagre néar reproduktionstestet
genomférs i M4- och M7-medier @n i nar det genomférs i medier som inte innehdller EDTA. M4 och M7
rekommenderas darfor inte for testning av @mnen som innehdller metaller. Likasd bor andra medier som
innehdller kanda kelatbildare undvikas. | frdga om metallhaltiga &mnen kan det vara tillr&dligt att anvanda ett
alternativt medium sdsom ASTM-rekonstruerat hért sétvatten (7) som inte innehdler EDTA, med tillsats av
algextrakt (8). Kombinationen av ASTM-rekonstruerat hart sétvatten och algextrakt & ocksa lamplig for
langtidsodling och testning av Daphnia magna (2), &en om det fortfarande férekommer en svag
keleringseffekt pa grund av den organiska komponenten i det tillférda algextraktet.

Vid testets borjan och under testets gang bor halten upplst syrgas ligga 6ver 3 mg/l. pH-vérdet bor ligga inom
omradet 6-9 och bor i regel inte variera med mer an 1,5 enheter inom ett test. En vattenhardhet éver 140
mg/l (som CaCO;) rekommenderas. Vid test med denna niva och éver har man kunnat observera en
reproduktionskapacitet som uppfyller giltighetskriterierna (9), (10).
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1.8.1.2

Testlosningar

Testlosningar av de valda koncentrationerna bereds i regel genom utspadning av en stamldsning.
Stamldsningarna bér helst beredas genom uppldsning av amnet i testmediet.

| vissa fall behdvs organiska l6sningsmedel eller dispergeringsmedel for att fa en stamlésning av 1amplig
koncentration, men anvandningen av sadana hjal pamnen bor undvikas med alla medel. Lampliga 6sningsmedel
& tex. aceton, etanol, metanol, dimetylformamid och trietylenglykol. Exempel pa lampliga
dispergeringsmedel & Cremophor RH40, metylcellulosa (0,01 %) och HCO-40. Testdamnets halt i
testldsningarna bor under inga omstandigheter 6verskrida losligheten i testmediet.

Losningsmedel anvands for att producera en stamldsning som kan doseras exakt i vatten. Vid den
rekommenderade |6sningsmedelskoncentrationen i det slutliga testmediet (£ 0,1 ml/l) & de ovan
uppréknade |6sningsmedl en inte toxiska och 6kar inte &mnets vattenl 6slighet.

Dispergeringsmedel kan underlétta dispergering och exakt dosering. Vid den rekommenderade
koncentrationen i det slutliga testmediet (£ 0,1 ml/l) & de ovan uppréknade dispergeringsmedlen inte
toxiska och dkar inte &mnets vattenl 6slighet.

TESTETS UTFORMNING

Fordelningen av behandlingar och den efterféljande hanteringen av testkérlen bor vara slumpmassig. | annat
fall kan man fa missvisande resultat som kan tolkas som en koncentrationsrelaterad verkan. Sarskilt om
testenheterna hanteras i koncentrationsordning kan vissa tidsrelaterade faktorer, s&som trotthet hos
personalen eller andra felfaktorer, leda till storre verkningar vid de hogre koncentrationerna. Om
testresultaten sannolikt kommer att paverkas av omstandigheter i borjan av testet eller av miljobetingelser,
sasom placering i laboratoriet, bor man 6vervaga blockuppdelning.

FORFARANDE

Exponeringsforhallanden

Testperiodens langd

Testperiodens langd &r 21 dagar.

Djurtéthet

Foraldradjuren halls individuellt, ett djur per testkérl, med 50 — 100 ml medium per kérl.

| vissa fall behovs storre volymer med tanke pa de krav som galler for den analytiska procedur som anvéands
for bestamning av testdmnets koncentration, dven om det fér den kemiska analysen &r tilldtet med pooling av
replikat. Om volymer 6ver 100 ml anvands maste eventuellt den dos som ges till Daphnia 6kas for att
garantera tillracklig tillgdng pa foder och férenlighet med giltighetskriterierna. Vid genomflodestest kan
alternativ testutformning overvégas av tekniska skél (t.ex. fyra grupper med 10 djur per grupp i en storre
volym), men varje dndring av testutformningen maste rapporteras.
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1.8.1.7

Antalet djur

For halvstatiskt test behdvs minst 10 djur per testkoncentration och minst 10 individuellt hdlna djur i
kontrollserierna.

For genomflddestest har en uppdelning med 40 djur i fyra grupper om 10 djur per testkoncentration visat sig
vara lamplig (1). Ett mindre antal testorganismer kan anvandas och man rekommenderar ett minimum pa
20 djur per koncentration uppdelade i tva eller flera replikat med samma antal djur (t.ex. fyra replikat med
fem Daphnia per replikat). | frdga om test dar djuren hdlls i grupper bér man dock beakta att
reproduktionskapaciteten inte kan uttryckas som totalantalet dverlevande avkommor per forédradjur om
foraldradjur dor. | sddana fall maste reproduktionskapaciteten uttryckas som "totalantalet Gverlevande
avkommor som har producerats per foraldradjur som fanns nérvarande vid testets borjan".

Utfodring

Vid halvstatiskt test ges foder helst dagligen men minst tre ganger per vecka (vid byte av medium). Avvikelser
fran detta (t.ex. vid genomfldestest) maste rapporteras.

Under testet bor foérdldradjuren helst utfodras med levande algceller. En eller flera av foljande arter kan
anvéndas: Chlorella sp, Selenastrum capricornutum (numera Pseudokirchneriella subcapitata (11)) och
Scenedesmus subspicatus Utfodringen bor grunda sig pa méangden organiskt kol (C) som ges till varje
forédradjur. Forskningsresultat (12) fér Daphnia magna har visat att det &r tillrackligt med dosnivaer mellan
0,1 och 0,2 mg organiskt kol per Daphnia och dag for att nd upp till den mangd avkomma som behévs med
tanke pa giltighetskriterierna for testet. Dosen kan ges med konstant dosering under hela testet eller, om s
Onskas, med |&gre dosering i bdrjan och dérefter dkande dosering i takt med foréldradjurens tillvaxt. | det
senare fallet bor dosen and& altid hallas inom det rekommenderade omrédet 0,1 — 0,2 mg organiskt kol per
Daphnia och dag.

Om andra méatningssétt (t.ex. antalet algceller eller ljusabsorbans) anvands for att kontrollera utfodringens
dosniva (av bekvamlighetsskal, eftersom matning av kolhalten &r tidskravande) maste varje laboratorium
upprétta egna homogram fér métningarna av algodlingens kolhalt (i bilaga 2 finns anvisningar for hur man
uppréattar nomogram). Nomogrammen maste ses dver minst arligen, och oftare om algodlingsbetingel serna har
forandrats. Ljusabsorbans har konstaterats vara en béattre metod an cellrékning néar det galler bestdmning av
kolhalten (13).

Algsuspensionen som anvands for utfodring av Daphnia bor vara koncentrerad, sd att minimal volym
algodlingsmedium dverfors till testkérlen. For att hoja algkoncentrationen kan man anvénda centrifugering
med péafoljande tersuspension i destillerat vatten, avjoniserat vatten eller Daphnia-odlingsmedium.

Ljus
Ljuset hélls p&i 16 timmar med en intensitet som inte dverskrider 15 — 20 nE- m?2- s,
Temperatur

Temperaturen i testmediet bor héllas inom omrédet 18-22°C. Inom ett och samma forsok fér temperaturen i
man av mojlighet inte variera med mer @n 2°C inom de angivna granserna (t.ex. 18-20, 19-21 eller 20-22°C).
Temperaturdvervakningen kan garna ordnas med hjélp av ett extra testkarl.

Luftning

Testkarlen fér inte luftas under testet.
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Testkoncentrationer

| regel anvénds minst fem testkoncentrationer. Koncentrationerna bor ligga i en geometrisk serie med en
separationsfaktor som helst inte bor verskrida 3,2. Dessutom bor ett 1ampligt antal replikat anvéandas for
varje testkoncentration (se avsnitt 1.8.1.3). Om mindre &n fem koncentrationer anvands maéste detta
motiveras. Amnen far inte testas i koncentrationer som dverskrider |6slighetsgransen i testmediet.

Vid valet av koncentrationsomrade bor man beakta féljande:

i Om syftet ar att f& varden pd LOEC eller NOEC maéste den |agsta testkoncentrationen vara tillrackligt
I&g for att fertiliteten vid den koncentrationen inte skall vara signifikant |agre an i kontrollgruppen. |
annat fall maste testet upprepas med en |&gre | agsta koncentration.

ii.  Om syftet & att fa varden pa LOEC eller NOEC maste den hogsta testkoncentrationen vara tillrackligt
hog for att fertiliteten vid den koncentrationen skall vara signifikant 1&gre an i kontrollgruppen. | annat
fall maste testet upprepas med en higre hdgsta koncentration.

iii.  Om man bestammer EC, for verkningar pa reproduktionskapaciteten & det tillr&dligt att anvanda
tillrackligt antal koncentrationer for att mojliggora bestamning av EC, med tillracklig konfidensniva
Om man bestammer EGs, for verkningar pa reproduktionskapaciteten &r det tillradligt att den hogsta
testkoncentrationen & hogre an detta varde pa ECs,. | annat fall blir konfidensintervallet for ECyo
mycket brett, &ven om det fortfarande & mdjligt att bestdmma vérdet pd ECsg, och da blir det kanske
inte mgjligt att fa en tillfredsstallande bedémning av den anpassade modellens Iamplighet.

iv.  Testkoncentrationsomradet bor helst inte innehdlla koncentrationer som framkallar en statistiskt
signifikant verkan pa vuxna exemplars 6verlevnad. | ett sddant fall évergdr namligen testets natur fran
ett enkelt reproduktionstest till ett kombinerat reproduktions- och mortalitetstest, for vilket det krévs
en mycket mer komplex statistisk analys.

Tidigare kunskap om testamnets toxicitet (t.ex. fran test avseende akut toxicitet eller preliminara test) ar till
hjélp vid valet av |ampliga testkoncentrationer.

Om ett |6snings- eller dispergeringsmedel anvénds for att underl&tta beredningen av testldsningar (se avsnitt
1.6.4) fé&r slutkoncentrationen i testkérlet inte 6verskrida 0,1 ml/l och samma slutkoncentration bor anvandas
i alatestkarl.

Kontrollserier

En kontrollserie fér testmediet och i forekommande fall en kontrollserie med l6snings- eller
dispergeringsmedlet bor koras utdver testserierna. Kontrollseriernas |6sningsmedel eller dispergeringsmedel bor
ha samma koncentration som i testserierna. Lampligt antal replikat bor anvéndas (se avsnitt 1.8.1.3).

| ett val utfort test bor variationskoefficienten kring det genomsnittliga antalet levande avkommor som i
kontrollgrupperna produceras per forddradjur i regel vara 25 %. Vardet maste rapporteras i testutformningar
dér djuren halls individuellt.

Fornyelse av testmediet

Frekvensen for fornyelse av testmediet beror pa testdmnets stabilitet, men far inte underskrida tre génger i
veckan. Om resultaten fran preliminéra stabilitetstest (se avsnitt 1.4) visar att testamnet inte halls stabilt (dvs.
utanfér omradet 80120 % av nominell koncentration eller under 80 % av uppmatt startkoncentration) under
det maximala fornyelseintervallet (dvs. tre dagar) bdr man dvervéga fornyelse med kortare intervall eller
anvandning av genomflddestest.

Vid halvstatiskt test gors fornyelse av mediet genom att en ny serie testkarl stalls i ordning och foradradjuren
overfors till de nya kérlen t.ex. med en glaspipett av [amplig diameter. Volymen medium som 6verférs med
Daphnia bor vara sa liten som majligt.
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1.8.6

1.8.7

1.8.8

1.8.9

Observationer

Resultaten av de observationer som gors under testet registreras pa blanketter (se exempel i bilagorna 3 och 4).
Om andra méatningar kréavs (se 1.3 och 1.8.8) behovs eventuellt tilldggsobservationer.

Avkomma

Det rekommenderas att avkommorna fran varje foraldradjur tas bort och réknas dagligen efter det att
produktionen av avkomma har satt i géng, for att hindra avkommorna fran att konsumera foder som &r avsett
for vuxna exemplar. | test enligt denna metod behdver bara levande avkommor réknas, men férekomsten av
aborterade 8gg eller doda avkommor bor registreras.

Mortalitet
Mortaliteten bland foraldradjuren bor registreras, helst dagligen och minst varje gang avkommorna raknas.
Ovriga parametrar

Aven om denna metod framst & avsedd for bedémning av verkningarna pa reproduktionskapaciteten &r det
mojligt att ovriga verkningar kan kvantifieras i tillracklig grad med tanke pa statistisk analys.
Tillvaxtmatningar & mycket onskvéarda eftersom de ger information om eventuella subletala verkningar.
Sadan information kan vara mer anvandbar &n informationen fran rena reproduktionsmatningar. Matning av
foraldradjurens langd (t.ex. kroppslangd exklusive analfenan) vid testets slut rekommenderas. Ovriga
parametrar som kan métas eller beréknas ar tiden fram till att den forsta satsen avkomma (och efterféljande
satser) produceras, satsernas antal och storlek per djur, antalet aborterade satser, férekomsten av hanar eller
ephippia och den inneboende tillvaxthastigheten.

Frekvensen for analytiska bestamningar och méatningar

Syrgashalten, temperaturen, hérdheten och pH bor métas minst en gang i veckan i farska och gamla medier, i
kontrollsatserna och i den hogsta testdmneskoncentrationen.

Under testets gang bor testdmnets koncentrationer bestammas med regel bundna intervall.

Vid halvstatiskt test, dar testamnets koncentration bér héllas inom 20 % av den nominella koncentrationen
(dvs. inom omréadet 80 — 120 %, se avsnitten 1.4 och 1.8.4), rekommenderas att de hogsta och lagsta
testkoncentrationerna analyseras minst en gang under testets forsta vecka, strax efter beredningen och vid
fornyelse (analyserna gors alltsa pa ett prov av samma l6sning — nar den & nyberedd och nar den fornyas).
Dessa bestémningarna upprepas dérefter minst varje vecka.

Vid test dar testdmnets koncentration inte forvantas hallas inom + 20 % av den nominella koncentrationen &r
det nédvandigt att analysera alla testkoncentrationer, nér de & nyberedda och nér de fornyas. Vid test dar
testdmnets uppmaétta startkoncentration inte ligger inom + 20 % av den nominella koncentrationen men det
finns tillrackliga bevis pa att startkoncentrationerna &r repeterbara och stabila (dvs. inom omradet 80— 120 %
av startkoncentrationerna), kan de kemiska bestdmningarna under testets vecka 2 och 3 begransas till de
hogsta och l&gsta testkoncentrationerna. Under alla omsténdigheter behdver bestdémning av testdmnets
koncentration fore fornyandet bara goras for ett enda replikatkarl per testdmneskoncentration.
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Vid genomflodestest kan man lampligen anvanda samma provtagningsschema som vid halvstatiska test (dven
om métningen av "gammal" 16sning da inte &r tillamplig). Det kan dock vara tillradligt att utdka antalet
provtagningstillfallen under den forsta veckan (t.ex. tre matningar) som kontroll pa att testkoncentrationerna
halls stabila. Vid dessa typer av forsok bor stromningshastigheten for spadningsmedel och testamne
kontrolleras dagligen.

Om det daremot finns bevis pa att testamnets koncentration i I6sningen har hallits tillfredsstéallande inom
+ 20 % av den nominella eller uppmétta startkoncentrationen under hela testperioden, kan nominella eller
uppmétta startvarden anvandas som grund for resultaten. Om avvikelsen fran nominell eller uppmétt
startkoncentration ar storre &n 20 % bor resultaten uttryckas i form av tidsvégda medelvérden (se bilaga 5).

DATA OCH RAPPORTERING
BEHANDLING AV RESULTATEN

Syftet med testet &r att bestamma hur testamnet paverkar antalet levande avkommor som produceras av varje
foraldradjur som har 6verlevt testet. Totalantalet avkommOO0OQor per foraldradjur beréknas for varje testkarl
(varje replikat). Om foraldradjuret i ndgot av replikaten dor under testet eller visar sig vara en hane, tas
replikatet i fragainte med i analysen. | ett sadant fall baserar sig analysen pa ett reducerat antal replikat.

For uppskattning av LOEC och NOEC med avseende p& kemikaliens verkan pa reproduktionskapaciteten ar
det nédvandigt att berékna den genomsnittliga reproduktionskapaciteten for replikaten per koncentration och
den resterande standardavvikelsen. Detta kan goras med variansanalys (ANOVA). Medelvardet for varje
koncentration bor dérefter jamfdras med kontrollsatsen med hjélp av en lamplig metod fér multipeljamforel se.
Dunnetts eller Williams test kan anvandas for andamdlet (14), (15), (16), (17). Det & nodvandigt att
kontrollera hallbarheten hos ANOV A:s antagande om variansens homogenitet. Det & tillradligt att detta gors
grafiskt, hellre an genom ett test avseende formell signifikans (18). Ett lampligt alternativ ar att kora ett
Bartlett-test. Om antagandet inte & hallbart maste man évervéga att transformera data for att homogenisera
variansernainnan ANOVA utfors, eller att utfora viktad ANOVA. Storleken pa den verkan som kan detekteras
med ANOVA (dvs. den minst signifikanta skillnaden) bergknas och rapporteras.

For uppskattningen av den koncentration som skulle orsaka en minskning pd 50% av
reproduktionskapaciteten (dvs. ECsy) bdr en lamplig kurva, t.ex. den logistiska kurvan, anpassas till data med
hjalp av en statistisk metod, t.ex. minsta kvadrat-metoden. Kurvan bor parametriseras s att ECs, och
standardfelet kan uppskattas direkt. Darigenom underléttas berdkningen av konfidensintervallen kring ECs,.
Tvasidiga konfidensintervall pd 95 % bor tillampas, utom om det finns goda skal for att valja andra
konfidensnivéer. Anpassningsproceduren bor helst ge tillgang till ett medel for bedémning av signifikansen
eller bristen pa signifikans. Detta kan goras grafiskt eller genom att dela kvadraternas restsumma i "brist pa
passning” och "rena felkomponenter" och utféra ett signifikanstest avseende brist pd passning. Nar man
jamfor behandlingar som ger 1ag fertilitet med behandlingar som ger hog fertilitet & det mer sannolikt att de
senare leder till en hogre varians avseende antalet avkommor som produceras. Dérfor bor man Overvaga
viktning av de observerade vérdena s att de &terspeglar de olika varianserna i de olika behandlingsgrupperna
(bakgrundsinformation finns i hanvisning 18).
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Vid analysen av data fran det slutliga ringtestet (2) anpassades en logistisk kurva med hjap av foljande modell
(&ven andra lampliga modeller kan anvandas):

_ Cc
Y .b

F G

dar

Y: det totala antalet avkommor per féraldradjur som &r vid liv vid testets slut (beréknat for varje testkarl).

x @mnets koncentration.

c: det forvantade antalet avkommor nér x = 0.

x0: ECsyi populationen.

b: lutningsparametern.

Denna modell kan tillampas i manga situationer, &en om den inte & |amplig for ala test. En kontroll av

modellens giltighet bor goras pa det séitt som foreslds ovan. | vissa fall kan det vara lampligt med en hormesis-
modell dar I&ga koncentrationer ger 6kade verkningar (19).

Man kan aven uppskatta koncentrationerna for évriga verkningar, t.ex. EC,, eller EC,,. Det kan dock vara
béttre att anvanda en annan parametrisering an den som anvands for uppskattning av ECsp.

TESTRAPPORT
Testrapporten skall innehdlla nedan angivna uppgifter.

Testamne:
—  Aggregationstillstdnd och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

—  Kemiskaidentifieringsdata, inbegripet renhet.
Forsoksdjur:

—  Klonen (om den har identifierats med genotypen eller inte), leverantor eller ursprung (om uppgiften &r
kand) och de odlingsbetingelser som har anvéants. Om annan art &n Daphnia magna har anvéants maste
detta rapporteras och motiveras.

Testforhallanden:

— Anvént testforfarande (t.ex. halvstatiskt test eller genomflddestest, volym, antal Daphnia per liter).

—  Ljusperiod och ljusintensitet.

—  Testets utformning (t.ex. antalet replikat, antalet foradradjur per replikat).

—  Detaljuppgifter om det odlingsmedium som har anvants.

— | férekommande fall uppgifter om tillsatser av organiskt material och information om sammanséttning,
ursprung, beredningsmetod, TOC och COD foér stamberedningar, uppskattning av resulterande TOC och
COD i testmediet.

—  Detaljerad information om utfodringen, inbegripet méngd (uttryckt som mg kol per Daphnia per dag)
och schema (t.ex. typen av foder, och i frdga om alger specifikt namn (arter) och i den man uppgifter
finns, stam och odlingsbetingelser).

—  Metoden for beredning av stamlosningar och fornyelsefrekvensen (i férekommande fall maste dven
|6snings- eller dispergeringsmedlet och dess koncentration anges).
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Resultat:

Resultaten frén eventuella preliminéra test gallande testdmnets stabilitet.

De nominella testkoncentrationerna och resultaten av alla analyser for att faststalla koncentrationen av
testamnet i testkarlen (exempel pa blanketter finns i bilaga 4). Metodens &erhamtningsgrad och
bestamningsgransen méaste dven rapporteras.

Vattenkvaliteten i testkarlen (pH, temperatur och halten uppldst syrgas, i férekommande fall TOC eller
COD och hardhet) (exempel pa blanketter finnsi bilaga 3).

Fullstandig registrering av levande avkommor fran varje foraldradjur (exempel pa blankett finns i bilaga
3).

Antalet foréldradjur som détt och den dag de dott (exempel pa blankett finnsi bilaga 3).

Variationskoefficienten for kontrollgruppens fertilitet (baserad pa det totala antalet |evande avkommor
per foraldradjur som &r vid liv vid testets slut).

Kurva som visar det totala antalet levande avkommor per foréldradjur (fér varje replikat) som &r vid liv
vid testets slut som funktion av testdmneskoncentrationen.

Den lagsta koncentrationen vid vilken verkan observeras pa reproduktionskapaciteten (LOEC),
inklusive en beskrivning av de statistiska metoder som har anvants, en indikation om de observerade
verkningarnas styrka och koncentrationen vid vilken ingen verkan pa reproduktionen observeras
(NOEC). | tillampligafall bor &ven LOEC och NOEC for foraldradjurens mortalitet rapporteras.

| tillampliga fall EC, for reproduktion, konfidensintervall och en kurva for den anpassade modell som
har anvéants for berékningen, lutningen hos dos-responskurvan och dess standardavvikel se.

Ovriga observerade biologiska verkningar eller métningar: Varje observerad eller uppmétt biologisk
verkan (t.ex. foraldradjurens tillvaxt) tillsammans med alla tillborliga motiveringar.

Motiveringar for varje avvikelse fran testmetoden.
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BILAGA 1
BEREDNING AV FULL STANDIGT DEFINIERADE ELENDT M7- OCH M4-MEDIER

Acklimatisering till Elendt M7- och M4-medier

| vissa laboratorier har man stott p& svarigheter vid direkt éverféring av Daphnia till M4- (1) och M7-medier.
Man har haft vissa framgangar med stegvis acklimatisering, dvs. forst en dverflyttning till 30 % Elendt, sedan
till 60 % Elendt och darefter till 100 % Elendt. | vissa fall maste acklimatiseringsperioden utstrackas till en

2

manad.

BEREDNING

Spéar element
Separata stamldsningar () av enskilda sparelement bereds forst i vatten av 1amplig renhet (renat t.ex. genom

avjonisering, destillering eller omviand osmos). Utifran dessa stamldsningar (1) bereds en andra stamlésning (1)
som innehaller alla sparelement (kombinerad [6sning), enligt tabellen nedan.

Stamldsningar | Méangd som | Koncentration For beredning av kombinerad
(enskilt &amne) satts till (i forhallande stamldsning |1 tillsétts foljande
vatten till medium mangd stamldsning | till vatten
mg/l M4), mi/]

faktor M 4 M7
H;BO; 57 190 20 000 1,0 0,25
MnCl, * 4H,0 7 210 20 000 1,0 0,25
LiCl 6 120 20 000 1,0 0,25
RbCl 1420 20 000 1,0 0,25
SCl, * 6 H,0 3040 20 000 1,0 0,25
NaBr 320 20 000 1,0 0,25
NaMoO, * 2H,0 1260 20 000 1,0 0,25
CuCl, * 2H,0 335 20 000 1,0 0,25
ZnCl, 260 20 000 1,0 1,0
CoCl, * 6H,0 200 20 000 1,0 1,0
Kl 65 20 000 1,0 1,0
Na,SeO, 43,8 20 000 1,0 1,0
NH,VO, 11,5 20 000 1,0 1,0
Na,EDTA * 2H,0O 5000 2 000 — —
Fe0, * 7H,0 1991 2 000 — —
Na2EDTA- och FeSO4-18sningarna bereds separat, hélls ssmman och sétts omedelbart i autoklav.
Det ger foljande:
21 Fe-EDTA-I8shing 1 000-faldig 20,0 5,0




M4- och M 7-medier

M4- och M7-medier bereds med anvéndning av stamldsning |1, makronaringsdmnen och vitaminer, enligt tabellen nedan.

Méangd som Koncentration M angd stamldsning som
satts till (i forhallande tillsatts for beredning av
vatten till medium medium
mg/l M4). mi/|
faktor M4 M7
Stamldsning 11 med
kombination av 20 50 50
sparelement

Stamldsningar med makronéringsdmnen
(enskilt amne)

CaCl, * 2H,0 293 800 1000 1,0 1,0
MgSO, * 7H,0 246 600 2 000 0,5 0,5
KCI 58 000 10 000 0,1 0,1
NaHCO; 64 800 1000 1,0 1,0
Na,S0O; * 9H,0 50 000 5 000 0,2 0,2
NaNO; 2740 10 000 0,1 0,1
KH,PO, 1430 10 000 0,1 0,1
K,HPO, 1840 10 000 0,1 0,1
Kombinerad - 10 000 0,1 0,1
vitaminstaml 8sning

Den kombinerade vitaminstaml &sningen bereds genom att séttatill de tre vitaminernatill en liter
vatten enligt nedan.

Tiaminhydroklorid 750 10 000 — -
Cyanokobalamin (B,,) 10 10 000 — -
Biotin 7,5 10 000 — —

Den kombinerade vitaminstamlGsningen lagras nedfryst i sma alikvoter. Vitaminerna satts till medierna strax
fore anvandningen.

OBS 1: For att undvika utfalining av salter vid beredning av det kombinerade mediet skall man tillsétta
stamldsningsalikvoternartill cirka 500-800 ml avjoniserat vatten och darefter fylla upp till en liter.



OBS 2: Den forsta offentliggjorda informationen om M4-medium finns i Elendt, B.P. (1990),
"Selenium deficiency in crustacea; an ultrastructural approach to antennal damage in Daphnia magna Straus’,
Protoplasma, 154, s. 25-33.



BILAGA 2

ANALYSAV TOTALT ORGANISKT KOL (TOC) OCH

UPPRATTANDE AV NOMOGRAM FOR TOC | ALGFODER

Det &r allmant kant att kolhalten i algfodret i regel inte méts direkt utan fas genom korrelationer (nomogram)
med surrogatmétningar av t.ex. antalet algceller eller ljusabsorbans.

For métning av TOC & hogtemperaturoxidation att foredra framfér UV- eller persulfatmetoder. (Se The
Instrumental Determination of Total Organic Carbon, Total Oxygen Demand and Related Determinands
1979, HM SO 1980; 49 High Holborn, London WC1V 6HB).

Fore matningarna fér nomogrammet separeras algerna fran tillvaxtmediet genom centrifugering med
pafoljande atersuspension i destillerat vatten. FOr varje prov méats surrogatparametern och TOC tre ganger.
Blindprov med destillerat vatten bor analyseras och TOC-vérdet hérledas frén det TOC-vérde som erhallits for
algprovet.

Nomogrammet bor vara linjart éver det avsedda kol haltomrédet. Nedan visas négra exempel.

OBS: Dessa exempel bor inte anvandas for konversioner. Det ar vasentligt att
laboratorierna uppréattar egna nomogram.

Chlorella vulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).

1700 { Regression av mg/l torrvikt pd mg C/I.
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Chlorellavulgaris, var. viridis (CCAP 211/12).

Regression av mg/l torrviktp& mg C/I.

Data géller koncentrerade suspensioner av celler odladei halvstatiska

forhallanden, ter suspenderadei destillerat vatten. .
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EXEMPEL PA BLANKETT FOR REGISTRERING AV MEDIUMFORNYEL SE, FYSIKALISK-KEMISKA

BILAGA 3

UPPFOL JNINGSDATA, UTFODRING, DAPHNIA-REPRODUKTION OCH VUXENMORTALITET

Forsok nr:  Datafr.o.m. : Klon: Medium :

T

p av foder:

Testamne:

Nominell konc:

Dag 0 1 2 3 4 5 6 7

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Medium-
fornyelse
(bocka for)

pH *

O, ma/l *

Temp. (°C) *

Utfordring
(bocka for)

Antal levande
avkommor T

Totalt

Kérl 1

2

O|lo|N|o|O|~|wW

10

Kumulativ
vuxenmortalitet £

* Ange vilket kérl som anvéndes for forsoket.
T Registrera varje dott vuxenexemplar med "M” i relevant ruta.
T Registrera aborterade avkommor med " AB” i relevant ruta.




BILAGA 4

EXEMPEL PA BLANKETT FOR REGISTRERING AV RESULTAT FRAN KEMISK ANALYS

(A) Uppmaéatta koncentrationer

Nominell konc.

Prov fran vecka 1

Prov frén vecka 2

Prov fran vecka 3

Far sk Gammal

Farsk Gammal

Far sk Gammal

(b) Uppmaéatta koncentrationer uttryckta som procent av nominella koncentrationer

Nominell Prov fran Prov frén Prov fran
konc. vecka 1 vecka 2 vecka 3
Far sk Gammal Farsk Gammal Far sk Gammal




BILAGA 5

BERAKNING AV TIDSVAGT MEDELVARDE

Tidsvagt medelvérde

Utifran det faktum att testamnets koncentration kan sjunka under perioderna mellan mediumférnyelse & det nodvandigt
att dvervéga vilken koncentration man skall anse utgora representativ koncentration for det koncentrationsomrade som
foraldragenerationen av Daphnia exponeras for. Valet skall basera sig pa bade biologiska och statistiska faktorer. Om man
t.ex. tror att fortplantningen mest paverkas av den hogsta koncentrationen som forekommer skall den koncentrationen
anvandas som representativ koncentration. Om daremot ackumulerade verkningar eller 1angtidsverkningar av det toxiska
amnet anses vara viktigare skall medelkoncentrationen anvéndas. | det fallet & det |&ampligt att anvéanda tidsvéagd
medelkoncentration eftersom den beréknas med beaktande av de variationer som den momentana koncentrationen
genomgér éver tiden.

N
R

Dagar

Figur 1: Exempel pa tidsvagt medelvarde

I figur 1 visas ett exempel pa ett (forenklat) test som omfattar 7 dagar och dar mediumfornyelse gors dag 0, 2 och 4.

Den tunna linjen som gér upp och ned representerar momentana koncentrationer. Koncentrations-
sénkningen antas folja en exponentiell sonderfallsprocess.

De sex punkterna representerar observerade koncentrationer som har uppmétts vid bérjan och slutet av
varje fornyelseperiod.

Den tjocka horisontella linjen indikerar nivan for det tidsvagda medelvérdet.

Det tidsvagda medelvérdet berdknas sd, att ytan under det tidsvidgda medelvéardet &r lika stor som ytan under
koncentrationskurvan. Berékningen for exemplet i figuren ovan illustrerasi tabell 1.



Tabell 1: Berékning av tidsvégt medelvarde

Fornyelse nr Dagar KoncO Koncl Ln(Konc0) Ln(Konc1) Yta
1 2 10,000 4,493 2,303 1,503 13,767
2 2 11,000 6,037 2,398 1,798 16,544
3 3 10,000 4,066 2,303 1,403 19,781
Totalyta 50,091
Dagar totalt: 7 y
Tidsvagt 7,156
medeltal

Dagar avser antalet dagar i fornyelseperioden

KoncO & den uppmétta koncentrationen vid varje férnyel seperiods borjan.

Koncl & den uppmétta koncentrationen vid varje férnyel seperiods slut.

Ln(KoncO) &r den naturliga logaritmen av KoncO

Ln(Koncl) &r den naturliga logaritmen av Koncl

Yta ar ytan under den exponentiella kurvan for varje fornyelseperiod. Den beraknas enligt foljande:

Conc0- Concl

Ya = Ln(Conc0) - Ln(Concl)

x dagar

Det tidsvagda medelvardet &r vérdet for Totalyta dividerat med vérdet for Dagar totalt.
For Daphnia-reproduktionstest maste tabellen sjalvfallet utokas sa att den stracker sig 6ver 21 dagar.

Nér observationer gors endast i borjan och slutet av varje fornyelseperiod & det uppenbart att det inte & mojligt att
bekréfta att sonderfallsprocessen verkligen & exponentiell. En annorlunda kurva skulle resultera i en annorlunda berékning
av vardet for Yta. Det ar dock inte osannolikt att sonderfallsprocessen ar exponentiell och darfor & en sadan kurvatroligen
det basta alternativet, i brist pd annan information.

Déaremot finns det anledning att se upp om man genom den kemiska analysen vid fornyelseperiodens slut inte lyckas fa
fram négon halt av amnet. Om det inte & majligt att uppskatta hur snabbt amnet har férsvunnit ur 1ésningen &r det inte
majligt att fa en realistisk yta under kurvan, och foljaktligen inte heller mojligt att fa ett meningsfullt tidsvagt medelvarde.
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