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아래에 해당하는 사항에 체크하여 주시기 바랍니다.

등록대상

여부

□ 이미 등록된 지침서ㆍ안내서 중 동일ㆍ유사한 내용의 

지침서ㆍ안내서가 있습니까? 
□ 예
■ 아니오

☞ 상기 질문에 ‘예’라고 답하신 경우 기존의 지침서ㆍ안내서의 개정을 우선적

으로 고려하시기 바랍니다. 그럼에도 불구하고 동 지침서ㆍ안내서의 제정이 

필요한 경우 그 사유를 아래에 기재해 주시기 바랍니다.

(사유 :                                                                 )

□ 법령(법ㆍ시행령ㆍ시행규칙) 또는 

행정규칙(고시ㆍ훈령ㆍ예규)의 내용을 단순 편집 또는 

나열한 것입니까? 

□ 예
■ 아니오

□ 단순한 사실을 대외적으로 알리는 공고의 내용입니까?
□ 예
■ 아니오

□ 1년 이내 한시적 적용 또는 일회성 지시ㆍ명령에 해당하는 
내용입니까?

□ 예
■ 아니오

□ 외국 규정을 번역하거나 설명하는 내용입니까?
□ 예
■ 아니오

□ 신규 직원 교육을 위해 법령 또는 행정규칙을 알기 쉽게 
정리한 자료입니까? 

□ 예
■ 아니오

☞ 상기 사항 중 어느 하나라도 ‘예’에 해당되는 경우에 지침서ㆍ안내서 등록 대상이 아닙니다. 

   지침서ㆍ안내서 제ㆍ개정 절차를 적용하실 필요는 없습니다.

지침서ㆍ안내서 

구분

□ 내부적으로 행정사무의 통일을 기하기 위하여 반복적으로 행정
사무의 세부기준이나 절차를 제시하는 것입니까? (공무원용)

□ 예(☞지침서) 
■ 아니오

□ 대내외적으로 법령 또는 고시ㆍ훈령ㆍ예규 등을 알기 쉽게 풀어서 
설명하거나 특정한 사안에 대하여 식품의약품안전처의 입장을 기술
하는 것입니까? (민원인용)

■ 예(☞안내서) 
□ 아니오

기타 확인

사항

□ 상위 법령을 일탈하여 새로운 규제를 신설ㆍ강화하거나 
민원인을 구속하는 내용이 있습니까?

□ 예 
■ 아니오

☞ 상기 질문에 ‘예’라고 답하신 경우 상위법령 일탈 내용을 삭제하시고 지침서ㆍ

안내서 제ㆍ개정 절차를 진행하시기 바랍니다.

상기 사항에 대하여 확인하였음.

     2021년   8월   31일

담당자
확  인(부서장)

  강남희

김광진



※ 본 안내서에 대한 의견이나 문의사항이 있을 경우 식품의약품안전평가원 

독성평가연구부 특수독성과에 문의하시기 바랍니다.

전화번호: 043-719-5153, 5155

팩스번호: 043-719-5150

  이 안내서는 화장품 등 안자극 동물대체시험법(닭의 안구를 이용한 안점막

자극 시험법) 가이드라인에 대하여 알기 쉽게 설명하거나 식품의약품안전처

의 입장을 기술한 것입니다. 

  본 안내서는 대외적으로 법적 효력을 가지는 것이 아니므로 본문의 기술방식

(‘∼하여야 한다’ 등)에도 불구하고 민원인 여러분께서 반드시 준수하셔야 하는 

사항이 아님을 알려드립니다. 또한, 본 안내서는 2021년 8월 현재의 과학적ㆍ기술적 

사실 및 유효한 법규를 토대로 작성되었으므로 이후 최신 개정 법규 내용 및 구

체적인 사실관계 등에 따라 달리 적용될 수 있음을 알려드립니다. 

 ※ “민원인 안내서”란 대내외적으로 법령 또는 고시ㆍ훈령ㆍ예규 등을 알기 쉽게 

풀어서 설명하거나 특정한 사안에 대하여 식품의약품안전처의 입장을 기술하는 것

(식품의약품안전처 지침서등의 관리에 관한 규정 제2조)
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화장품 등 안자극 동물대체시험법

(닭의 안구를 이용한 안점막자극 시험법: ICE) 가이드라인

Ⅰ. 개요

본 시험법은 적출된 닭의 안구에서 시험물질에 의한 각막의 손상 정도를 측정하여

UN GHS에 따른 심한 안손상을 유발하는 화학물질(UN GHS Category 1) 및 안자극 

또는 심한 안손상에 대한 분류 및 표시가 필요하지 않은 화학물질(UN GHS No

Category)을 식별하는 생체외(in vitro) 시험법(닭의 안구를 이용한 안점막자극 시험법,

Isolated Chicken Eye Test Method, ICE)이다.

시험물질에 의한 손상은 (i) 각막 두께 증가(종창, swelling)의 정량적 평가, (ii)

각막 혼탁도(opacity)의 정성적 평가, (iii) 플루오레세인 잔류도(fluorescein retention)의 

정성적 평가, (iv) 형태학적 영향(morphological effect)의 정성적 평가로 측정된다. 각막 

혼탁, 각막 종창 및 플루오레세인 잔류도를 개별적으로 평가한 후 이를 종합하거나 

형태학적 영향 평가 결과(상피의 심한 이완)에 따라 시험물질의 안구 유해성을 분류한다.

추가적으로 UN GHS Category 1 중 pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5)

세정제 및 계면활성제를 더 정확하게 식별하기 위해 조직병리 평가를 사용할 수 있다.

실험실은 본 시험법을 일반적으로 사용하기 전에 가이드라인에서 제시된 13개의 

숙련도 물질(별첨 1의 부록 2)을 사용하여 기술적 숙련도를 입증해야 한다. 그리고 가이드라인

에서 제시하고 있는 인정요건을 만족시키는 결과 값만이 유효한 것으로 인정한다.

Ⅱ. 시험원리

ICE 시험법은 생체외(in vitro) 닭 안구에 시험물질을 처리하여 시험물질에 의한 

각막 손상을 측정하며, 각막 종창, 혼탁도, 플루오레세인 잔류도를 평가한다. 각막 종창은 

세극등현미경(slit-lamp microscope)의 두께측정기를 이용하여 정량적으로 평가하며, 각막 

종창과는 별도로 각막 혼탁도 및 플루오레세인 잔류도는 세극등현미경을 이용하여 관찰 

사항에 따라 점수화되어 정성적으로 평가한다. 각 평가항목의 측정값 또는 점수에 따라 

ICE 분류(I~IV)를 정하며 평가항목들의 ICE 분류 조합을 이용하여 생체외(in vitro)

안 유해성을 분류한다.
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Ⅲ. 제한점 및 고려사항

본 시험 가이드라인은 고체, 액체, 에멀젼 및 젤에 적용 가능하며, 액체는 수용성 

또는 비수성, 고체는 물에 수용성 또는 불수용성일 수 있다.

ICE 시험법을 심한 안손상을 유발하는 모든 유형의 화학물질(UN GHS Category

1)의 식별에 사용했을 때, 양성 결과가 나오면 추가 시험 없이 UN GHS Category 1로 

판정할 수 있다. 한편, 본 시험법의 제한점은 알코올의 위양성률 및 고체/계면활성제의

위음성률이 높다는 것이다. 또한 생체내(in vivo)에서 과도하지 않은 영향(non severe

effects)을 지속적으로 일으키는 시험물질은 과소예측(under-prediction)이 될 수 있다.

그러나 음성으로 판정된 화학물질의 경우 증거의 가중치*(weight-of-evidence) 접근방식에 

따라 추가적인 시험을 실시하기 때문에 위음성율이 높은 것은 중요하지 않다.

ICE 시험법을 안자극 또는 심한 안손상에 대한 분류가 필요하지 않은 모든 

유형의 화학물질(UN GHS No Category)의 식별에 사용했을 때, 음성 결과는 UN GHS

No Category로 간주할 수 있다. 단, 검증 연구 데이터베이스에서 오염방지 유기용매를 

함유하는 페인트 1종(TNO-94)이 No Category로 판정되는 사례가 있었기 때문에 

오염방지 유기용매를 함유하는 페인트의 경우 음성으로 과소예측 될 수 있다.

본 시험법은 심한 안손상을 유발하거나 안자극 또는 심한 안손상에 대한 분류가 

필요하지 않은 화학물질을 식별하는데 사용 하는 것을 권장하지만 안자극 또는 약한 

안자극을 유발한다고 분류된 화학물질(UN GHS Category 2/2A 또는 2B)을 식별하는데 

권장하지 않는다.

그리고 본 시험법은 화학물질에 대한 UN GHS 분류를 위해 생체내(in vivo) 토끼 

안자극 시험에서 평가되는 각막, 결막 및 홍채 영향 중 생체내(in vivo) 분류의 주요 

근거가 되는 각막 영향을 다룬다. 또한 조직병리학적 관찰은 pH가 극단적이지 

않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제와 같은 각막 상피층에 비가역적 영향을 

유발하는 시험물질을 식별할 수 있다.

본 시험 가이드라인은 새로운 정보와 데이터에 따라 주기적으로 개정될 수 있기 

때문에 가능한 한 안구를 보존하고 조직병리 평가 표본을 보관한다.

* 시험물질의 잠재적인 유해성에 관한 결론에 도달하기 위해 활용되는 다양한 정보들의 장단점을 고려하는 과정
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IV. 시험방법

4.1. 안구 준비

본 시험법은 도계장에서 식용으로 도축된 생후 약 7주령, 1.5~2.5 kg의 

영계(특정일에 같은 그룹 내에서 수집)를 사용하고 닭의 머리를  상온에서 생리식염수를 

적신 티슈로 수분이 유지된 플라스틱 상자에 담아 실험실로 신속하게 운송한다.

실험실에 도착한 후 닭의 눈꺼풀을 잘라내고 2%(w/v) 플루오레세인나트륨용액을 

적용한 안구를 세극등 현미경으로 관찰하여 플루오레세인 잔류도 및 각막 혼탁도의 

점수가 0.5 이하인지 확인한다. 그리고 깜박임막(nictitating membrane)을 잡고 

안와(orbit)에서 안구를 잡아당긴 후 눈 근육, 깜박임막 및 다른 결합조직을 제거한다.

안와에서 적출한 안구를 클램프에 올려 각막을 수직으로 위치시킨 후 클램프를 

관류장치(32±1.5℃) 안에 놓는다(그림 1)(닭 머리 수집부터 이 과정까지 걸리는 시간을 

최소화 함; 일반적으로 2시간 이내). 그리고 각막 전체에 생리식염수가 충분히 닿도록 

생리식염수 주입구를 통해 흘러내리게 한다(3~4방울/분 또는 0.1~0.15 mL/분). 위와 같이 

다시 안구의 플루오레세인 잔류도와 각막 혼탁도 점수가 0.5 이하인지 확인하고 각막 

두께가 시험에 사용할 모든 안구의 평균값에서 차이가 10% 미만인지 확인한다. 또한 

안구의 기타 손상 징후가 있는지 확인한다.

그림 1. 관류장치 안에 수직으로 위치시킨 안구 

위의 과정을 통해 안구를 선별한 후 물질 적용 전에 관류장치 내 온도(32±1.5℃)와 

평형을 유지하도록 안구를 약 45~60분 동안 배양하고, 기준(baseline)이 되는 각막 두께와 

혼탁에 대한 제로(0) 참고 측정값(zero reference measurement)을 기록한다(예: 시간0).
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4.2. 시험물질의 적용

제로(0) 참고 측정값을 확인한 직후, 안구를 관류장치에서 꺼내 수평으로 놓고 

0.03 mL(액체) 또는 0.03 g(고체)의 시험물질(가능한 곱게 간 상태)을 각막 표면 전체에 

고르게 적용한다. 이때 각 시험물질 및 양성대조물질은 최소 3개의 안구에 적용시키고,

음성대조물질 또는 용매대조물질(생리식염수 이외의 용매를 사용하는 경우)은 최소 1개의 

안구에 적용시킨다. 상온에서 시험물질(액체 또는 고체)을 10초간 적용하고 생리식염수(약 

20 mL)로 안구를 씻어낸다. 세척한 안구 각막에서 시험물질 잔여물이 남아 있으면 안구를 

추가로 세척한다. 이후 안구(홀더로 고정)를 처음과 같이 똑바로 세워 다시 관류장치에 

수직으로 놓는다.

4.3. 대조물질

시험물질과 함께 시험에 음성대조물질 또는 용매/부형제대조물질, 양성대조물질을 

포함한다(해당하는 경우 기준물질(benchmark chemical) 포함). 액체 원액 또는 고체로 시험할 

경우 생리식염수를 동시 음성대조물질로 사용하며, 희석액으로 시험할 경우  

용매/부형제대조물질을 시험에 포함한다.

양성대조군은 UN GHS Category 1 분류기준에 해당하는 반응을 유도하는 물질로서 

액체 물질로는 10% 아세트산(acetic acid) 또는 5% 염화벤잘코늄(benzalkonium chloride)을 주로 

사용하며, 고체 물질로는 수산화나트륨(sodium hydroxide) 또는 이미다졸(imidazole)을 

주로 사용한다.

4.4. 평가항목 측정

본 시험법의 평가항목은 각막 혼탁도(opacity), 각막 종창(swelling), 플루오레세인 

잔류도(fluorescein retention), 형태학적 영향(morphological effect)이다. 플루오레세인 

잔류도는 시험물질 처리 전과 노출 30분 후에만 평가하며, 다른 평가항목들은 시험물질

처리 전 및 처리·세척 후 30, 75, 120, 180, 240분(±5분)이 경과했을 때 각각 평가한다.

또한 평가항목에 대해 기록을 남기기 위해 가능한 한 각막 혼탁도, 플루오레세인 잔류도,

형태학적 영향 및 조직병리 평가(수행하는 경우)의 사진을 찍는다.

평가가 모두 완료된 후에는 특히 pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH <

11.5) 세정제 및 계면활성제에 대해 향후의 조직병리 평가를 위해 적절한 고정액(예: 중성 

완충 포르말린)에 안구를 담가 보관하며 OECD GD 160의 조직병리 평가 표본 수집 및 
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처리에 관한 절차에 따라 수행한다.

4.5. 자료평가

각막 종창은 다음의 공식에 따라 각막 두께의 제로(0) 참고 측정값(시간0의 각막 

두께)을 기준으로 하여 백분율로 계산한다. 모든 관찰 시점에서 모든 안구에 대한 각막 

종창의 평균 백분율을 계산하고, 각 시점에서의 각막 종창의 평균 백분율 중 최고값에 

근거하여 시험물질에 대한 ICE 분류를 결정한다.

시간의 각막 두께
시간 의 각막 두께  시간의 각막 두께  × 

각막 혼탁도는 가장 혼탁한 각막 부위를 측정하고 표 1의 점수에 따라 평가한다.

모든 관찰 시점에서 모든 안구에 대해 각막 혼탁도의 평균 점수를 계산한다. 각 

시점에서의 각막 혼탁도의 평균 점수 중 최고값에 따라 시험물질에 대한 ICE 분류를 

결정한다.

점수 관찰사항

0 혼탁하지 않음

0.5 매우 희미한 혼탁

1 산재하거나 넓은 부위 혼탁, 홍채의 각 부위가 선명하게 보임

2 쉽게 확인할 수 있는 반투명 혼탁, 홍채의 각 부위가 약간 흐릿함

3 심한 각막의 혼탁, 홍채의 특정 부위 확인 불가, 동공 크기 거의 확인 불가

4 각막 전체 혼탁, 홍채 확인 불가

표 1. 각막 혼탁도 점수

플루오레세인 잔류도는 표 2의 점수에 따라 시험물질 노출 30분 경과 시점에서 각 

안구의 플루오레세인 잔류도를 점수화하고, 모든 안구에 대한 평균값을 계산하여 시험물질에

대한 ICE 분류를 결정한다.
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점수 관찰사항

0 플루오레세인 잔류(염색) 없음

0.5 매우 적은 단일 세포가 염색되어 있음

1 단일 세포 염색이 각막 전체 부위에 산발적으로 있음

2 단일 세포의 염색이 국소적 또는 밀집된 상태로 있음

3 넓은 부위의 각막에 플루오레세인 잔류가 밀집되어 있음

표 2. 플루오레세인 잔류도 점수

형태학적인 영향은 각막 상피의 "함몰(pitting)", "이완(loosening)", "거칠어짐(roughening)"

및 시험물질이 각막에 "접착(sticking)"하는 정도를 확인하여 판단한다.

조직병리 평가를 실시하는 경우, 표 3의 반(半)정량적(semi-quantitative) 점수 

체계를 사용하여 상피층, 기질층, 내피층에 나타나는 영향을 점수화 하고 내부 병리 전문 

평가(internal pathology peer review system)를 실시한다.
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매개변수 관찰사항 점수 설명

상피층: 미란(부식)

매우 경미함 1/2
단일 표피층 전체의    

단일 세포 거의 없음

경미함 1 최대 3개 층이 소실됨

보통 2
최대 50%의 상피층이 

소실됨

심각 3
상피층이 기저막까지 

내려감

상피층: 공포(액포)화

(상피 상층부, 중간층,

하층부에 대한 개별 점수)

매우 경미함 1/2 단일 또는 소수의 산재된 세포

경미함 1

공포(액포)화 된 세포군 

또는 작은 공포(액포)가 

있는 단일 세포열

보통 2
상피의 최대 50%가 

공포(액포)화 된 세포

심각 3
상피의 50~100%가  

공포(액포)화 된 세포

상피층: 괴사

정상 - 괴사세포 < 10개

매우 경미함 1/2 괴사세포 10~20개

경미함 1 괴사세포 20~40개

보통 2
괴사세포가 많지만 

상피층의 50% 미만임

심각 3 상피층의 50~100%가 괴사됨

기질층: 농축핵

(상층부 또는 하층부)

정상 - 농축핵 < 5개

경미함 1 농축핵 5~10개

보통 2 농축핵 > 10개

기질층의 섬유 이상 있음 P 섬유의 불규칙한 외형

내피층: 괴사 있음 P
내피는 단일층으로만 구성 

되므로 분류와 관련이 없음

표 3. 닭 안구에 적용되는 반(半)정량적 조직병리 평가 점수 체계

조직병리 영향은 슬라이드에 전반적으로 나타나는 영향을 확인하여 평균 점수를 

매겨야 한다. 단, 특정 부위에 한정된 국소(focal) 또는 다국소적(multifocal) 영향을 
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일으키는 시험물질의 경우 조직병리학자에게 알리고, 국소적 부작용에 근거하여 

점수화한다. 또한 ICE 결과와 조직병리학적 관찰이 일치하지 않는 경우가 있다면 각막의 

다른 부위에서 추가 표본을 준비하여 관찰 단면의 국소적 영향(localized effect)을 확인한다.

4.6. 결정 기준

각막 혼탁도(opacity), 각막 종창(swelling), 플루오레세인 잔류도(fluorescein retention)

결과를 개별적으로 평가하여 표 4~6의 분류 기준에 따라 ICE 분류를 정한다. 그리고 표 7의

종합 생체외 분류(In Vitro Classification)에 따라 각막 종창, 각막 혼탁도 및 플루오레세인 

잔류도의 ICE 분류를 조합하거나 혼탁도 점수 또는 형태학적 영향 평가 결과(심한 상피 

이완)를 통해 시험물질의 생체외 분류(In Vitro Classification)를 예측한다.

평균 각막 종창(%)* ICE 분류

0 ~ 5 Ⅰ

> 5 ~ 12 Ⅱ

> 12 ~ 18(> 처리 후 75분) Ⅱ

> 12 ~ 18(= 처리 후 75분) Ⅲ

> 18 ~ 26 Ⅲ

> 26 ~ 32(> 처리 후 75분) Ⅲ

> 26 ~ 32(= 처리 후 75분) Ⅳ

> 32 Ⅳ

표 4. 각막 종창에 대한 ICE 분류 기준

참고: * 모든 관찰 시점에서의 최고 평균점수

최고 평균 혼탁도 점수* ICE 분류

0.0 ~ 0.5 Ⅰ

0.6 ~ 1.5 Ⅱ

1.6 ~ 2.5 Ⅱ

2.6 ~ 4.0 Ⅳ

표 5. 각막 혼탁도에 대한 ICE 분류 기준

참고: * 모든 관찰 시점에서의 최고 평균점수(표 1의 혼탁도 점수에 근거). *표 2에 정의된 점수에 근거함.
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처리 30분 후 평균 플루오레세인 잔류도 점수* ICE 분류

0.0 ~ 0.5 Ⅰ

0.6 ~ 1.5 Ⅱ

1.6 ~ 2.5 Ⅱ

2.6 ~ 3.0 Ⅳ

표 6. 플루오레세인 잔류도에 대한 ICE 분류 기준

참고: * 표 2에 정의된 점수에 근거함.

UN GHS 분류 3가지 평가항목의 조합

No Category

3 × I

2 × I, 1 × II

2 × II, 1 × I

예측 불가 기타 조합

Category 1

3 × IV

2 × IV, 1 × III

2 × IV, 1 × II*

2 × IV, 1 × I*

30분 시점의 각막 혼탁도 = 3(2개 이상의 안구)

모든 시점의 각막 혼탁도 = 4(2개 이상의 안구)

심한 상피 이완( 1개 이상의 안구)

표 7. 종합 생체외 분류(In Vitro Classification)

참고: * 조합 가능성이 낮음.

UN GHS No Category 결과가 나오는 고체물질(위음성률이 높음)의 경우, 두 번째 

시험을 실시하여 음성 결과를 확인하거나 폐기시킨다.

pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제에 대해 

조직병리 평가를 실시하는 경우, 표 8의 결정 기준을 사용하여 표 9의 예측모델에 따라 

UN GHS Category 1로 판정한다. 또한 3개 중 2개 이상의 안구에서 기질층의 농축핵 

점수가 ≥ 가벼움(1점)으로 관찰되는 경우 또는 3개 중 2개 이상의 안구에서 내피층의 

영향이 관찰되는 경우에는 관찰 결과를 기록한다.
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조직층 심한 안손상을 유발하는(GHS Category 1) 영향 확인

상피층

- 미란(부식) = 보통(2점) : 안구 3개 중 적어도 2개에서 관찰됨

- 및/또는, 공포(액포)화(= 매우 가벼움, 1/2점) : 안구 3개 중 적어

도 2개의 중간 또는 하층부에서 관찰됨
- 또는, 미란(부식) = 보통(2점) : 안구 3개 중 1개에서 관찰됨

+ 공포(액포)화 = 매우 가벼움(1/2점) : 안구 3개 중 적어도 하나 이

상의 중간 또는 하층부에서 관찰될 경우

- 및/또는, 괴사 = 보통(2점) : 안구 3개 중 적어도 2개에서 관찰됨

표 8. ICE 시험법과 함께 사용되는 조직병리 평가 결정 기준

표준 ICE 표 8의 ICE 조직병리 평가 UN GHS 분류

예측 불가
기준 충족 UN GHS Category 1

기준 미충족 예측 불가

표 9. ICE 조직병리 평가 예측모델
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그림 2. 닭의 안구를 이용한 안점막자극 시험법(Isolated Chicken Eye Test) 절차

V. 인정요건

시험물질과 함께 동시에 시험된 음성대조군 또는 용매/부형제대조군, 양성대조군이

각각 UN GHS No Category 및 Category 1로 식별되면 시험이 인정되는 것으로 

간주된다.

VI. 시험결과 및 보고

시험 보고서
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시험 보고서는 시험의 수행과 관련된 경우 다음의 정보를 포함해야 한다.

시험물질 및 대조물질

Ÿ 화학물질의 정보(IUPAC 또는 CAS 등록명, CAS 등록번호, SMILES 또는 InChI 코드,

구조식, 및 다른 식별자료)

Ÿ 가능한 범위에서 시험/대조물질(또는 혼합물)의 순도 및 구성(중량별 백분율)

Ÿ 다성분 화합물 및 UVCB: 구성물질의 화학물질 정보(위 참고), 순도, 양적 비율과 

적절한 물리화학적 특성(위 참고) 등의 정보(가능한 범위로)

Ÿ 물리적 상태, 휘발성, pH, 안정성, 화학적 분류, 물에 대한 용해도, 시험 수행과 관련

된  추가적인 물리화학적 특성

Ÿ 해당하는 경우 시험 전 처리방법(예: 가온, 분쇄)

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 범위로)

시험 의뢰기관 및 시험기관 관련 정보

Ÿ 시험의뢰기관, 시험기관, 연구책임자의 이름 및 주소, 해당하는 경우 조직병리전문가도 포함

Ÿ 안구 출처 정보(예: 안구 수집 시설)

시험법 조건

Ÿ 시험계 설명

Ÿ 세극등현미경 및 두께 측정기(예: 모델), 기기 설정

Ÿ 과거 음성 및 양성대조군 결과에 대한 참고문헌, 해당하는 경우, 동시 기준 대조군

(benchmark control) 허용 범위를 보여주는 과거 데이터

Ÿ 시간의 경과에 따른 시험법의 무결성(예: 정확도 및 신뢰도)을 보장하기 위한 절차

(예: 정기적인 숙련도물질 시험)

Ÿ 조직병리 평가가 시행되는 경우, 조직 고정 절차

안구 수집 및 준비

Ÿ 닭의 주령 및 무게, 해당하는 경우 안구가 수집된 닭의 기타 특성(예: 성별, 종)
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Ÿ 안구의 보관 및 운반 조건(예: 안구 수집 날짜와 시간, 닭 머리 수집 후 관류 챔버에 

안구 배치까지의 시간 간격)

Ÿ 안구 준비 및 장착(안구의 품질, 안구 챔버 온도 및 시험에 사용되는 선별 기준 등에 

대한 기술 포함)

시험 절차

Ÿ 반복시료 수

Ÿ 음성대조물질 및 양성대조물질 정보(해당하는 경우, 용매 및 기준 대조물질)

Ÿ 시험물질 용량, 적용 및 노출 시간

Ÿ 관찰 시점(처리 전후)

Ÿ 평가 및 결정 기준 설명(해당하는 경우, 조직병리 평가 포함)

Ÿ 해당하는 경우, 조직병리학적 관찰에 대한 전문 평가(peer-review) 시스템

Ÿ 시험 인정요건에 대한 설명

Ÿ 시험 절차의 모든 변경사항에 대한 설명

Ÿ 또한 표준작업지침서(SOP) 등에 포함되지 않는 경우 가능하면 다음의 정보를 포함해야

한다.

Ÿ 통합 교육 및 전수 가능성 설명

Ÿ 고정제, 탈수제, 정화제 및 프로토콜

Ÿ 포매에 사용한 재료, 침투용매(infiltration solvent) 및 농도

Ÿ 조직 단면 두께

Ÿ 염색(보고서) 및 관련 염색 프로토콜

Ÿ 장비 정보

결과

Ÿ 각각의 안구에 대한 각 관찰 시점의 각막 종창 및 혼탁도, 플루오레세인 잔류도 

점수의 표(tabulation)(각 관찰시점의 모든 안구에 대한 평균 점수 포함)

Ÿ 관찰된 모든 형태학적 영향 설명

Ÿ 모든 시점에서 각막 종창, 혼탁도, 플루오레세인 잔류도 점수의 평균 점수의 최고값,

해당  ICE 분류

Ÿ 해당하는 경우, 조직병리 반-정량적 점수 관찰 표 및 도출된 결론
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Ÿ 해당하는 경우, 조직병리 평가 점수에 국소적 영향의 반영에 대한 표시 

Ÿ 관찰된 모든 기타 영향 설명

Ÿ 도출된 생체외(in vitro) GHS 분류

Ÿ 해당하는 경우, 처리군 및 대조군의 안구 사진

Ÿ 해당하는 경우, 조직병리 표본의 디지털 이미지 또는 디지털 슬라이드 스캔(선택사항)

결과 고찰

결론
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별첨 1. 번역본(OECD TG 438)

닭의 안구를 이용한 안점막자극 시험법(ICE)

Isolated Chicken Eye Test Method

개요

1. 적출된 닭의 안구(Isolated Chicken Eye, ICE)를 이용한 안점막자극 시험법은 2006년과 

2010년에 미국동물대체시험법 검증센터(Interagency Coordinating Committee on the Validation

of Alternative Methods, ICCVAM), 유럽동물대체시험법검증센터(European Centre for the

Validation of Alternative Methods, ECVAM), 일본동물대체시험법검증센터(Japanese Centre

for the Validation of Alternative Methods, JaCVAM)에 의해 공동으로 평가되었다(1)(2)(3).

ICE 시험법은 원래의 평가에서 UN 화학물질 분류 및 표시에 관한 

「국제조화시스템(United Nations Globally Harmonized System of Classification and

Labelling of Chemicals, UN GHS)」에 규정된 ‘심한 안손상을 유발하는 화학물질(물질 및 

혼합물)(Category 1)’을 식별하기 위한 스크리닝 시험(screening test)으로 사용하기에 

과학적으로 타당한 시험법으로 승인되었다(1)(2)(4). 또한 검증 연구에 사용된 생체외(in vitro)

및 생체내(in vivo) 데이터에 대한 재평가에서 UN GHS에 규정된 ‘안자극 및 심한 

안손상에 대한 분류가 필요하지 않은 화학물질’을 식별하기 위해서도 ICE 시험법이 

사용될 수 있다고 결론 내렸고, 이에 따라 2013년에 채택된 TG 438이 개정 되었다(4)(5).

이후 UN GHS 분류체계에 따라 분류가 필요하지 않은 화학물질의 식별을 위해 사용하는 

판정 기준(Decision Criteria)이 최근의 허용기준(acceptance standards)에 근거하여 

개정되었다(5)(6)(7)(8). 아울러 조직병리(histopathology)가 UN GHS Category 1 pH가 

극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제를 식별하는 유용한 

추가 평가항목인 것으로 확인되었다(9)(10). 본 시험 가이드라인(2009년 채택, 2013년 및 

2018년 개정)은 이러한 평가들을 바탕으로 ICE 시험법의 최근 권장된 사용 사항과 

제한점을 포함한다.

2. 가까운 시일 내에, 다양한 화학물질군의 모든 안자극 범위 전체를 예측하는 

생체내(in vivo) Draize 안자극 시험을 단일 생체외(in vitro) 안자극 시험이 완전히 대체할 

수 없다는 것이 일반적인 견해이다. 그러나 단계적(tiered) 시험전략 및/또는 

통합독성평가(Integrated Approaches to Testing and Assessment, IATA) 내에서 

대체시험법을 전략적으로 조합하는 경우, 생체내(in vivo) Draize 안자극 시험을 대체하는 

것이 가능할 수 있다(7)(11). 하향식 접근방식(Top-Down approach)은 기존 정보에 근거하여 
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시험물질이 심한 안손상을 유발할 것으로 예상되는 경우에 사용하도록 설계되는 반면,

상향식 접근방식(Bottom-Up approach)은 시험물질이 안자극을 유발하지 않을 것으로 

예상되는 경우, 사용하도록 설계된다(7)(11). ICE 시험법은 7~11항에서 기술된 대로 

화학물질의 안(眼) 유해성 분류 및 표시에 관해서 특정 상황에 일부 제한점을 가지고 

사용할 수 있는 생체외(in vitro) 시험법이다. ICE 시험법은 생체내(in vivo) 토끼 안자극 

시험에 대한 단독 대체시험법으로 간주되지는 않지만, 추가시험 없이 심한 안손상을 

유발하는 화학물질 즉, UN GHS Category 1 물질을 식별하기 위해 OECD GD 263(7)에서 

권장하는 하향식 접근방식(Top-Down approach)과 같은 시험전략 내에서 첫 번째 단계의 

시험법으로 권장된다(4). 또한 ICE 시험법은 UN GHS에서 정의된 대로 안자극 또는 심한 

안손상에 대한 분류가 필요하지 않은 화학물질(No Category)(4) 식별에 권장되며 

상향식(Bottom-Up) 시험전략 접근방식의 초기 단계로 사용할 수 있다(OECD GD 263)(7).

그러나 ICE 시험법에서 심한 안손상을 유발하는 것으로 예측되지 않는 화학물질이거나 

안자극 또는 심한 안손상에 대한 분류가 필요하지 않는 것으로 예측되지 않는 화학물질인 

경우 확정적인 분류를 위해서는 추가 정보가 필요하다. 가장 적절한 시험법의 선택과 본 

시험 가이드라인의 사용은 심한 안손상 및 안자극 통합독성평가(IATA)에 대한 OECD

지침서의 문맥 내에서 고려되어야 한다(7). 아울러 UN GHS 이외에 다른 분류 체계에 

대한 상향식 접근방식(Bottom-Up approach)에서 ICE 시험법을 사용하는 경우 사전에 

관련 규제 당국과 협의해야 한다.

3. 본 시험 가이드라인의 목적은 적출된 닭 안구에서 시험물질의 독성 유발 여부를 

측정하여 해당 물질의 안 유해 가능성(eye hazard potential)을 평가하기 위한 절차를 

기술하는 것이다. 각막에 대한 독성은 (i) 혼탁도의 정성적 평가, (ii) 플루오레세인 투여에 

따른 각막 상피 손상의 정성적 평가(플루오레세인 잔류도), (iii) 두께 증가(종창)의 정량적 

측정, (iv) 시험물질을 처리한 안구 표면의 형태학적 손상에 대한 정성적 육안 평가로 

측정된다. 시험물질 노출 후의 각막혼탁, 종창 및 손상을 개별적으로 평가한 후 이를 

종합하여 안자극 분류(Eye Irritancy Classification)를 판정한다. 아울러 UN GHS Category 1

pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제에 대한 

예측력을 잠재적으로 향상 시키기 위해 추가 평가항목으로 조직병리학적 관찰을 사용할 

수 있다(8항 및 56항 참고).

4. 용어 정의는 부록 1에 수록되어 있다.

초기 고려사항 및 제한점
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5. 본 시험 가이드라인은 OECD 지침서 160(12)(2011년 채택, 2017년과 2018년 

개정)에서 제시된 프로토콜을 기반으로 하며 기존에 발간된 프로토콜(13)(14)(15)(16)(17)의 내용에 

근거한다.

6. 본 시험 가이드라인의 기반이 되는 평가에서 광범위한 화학물질이 시험되었으며,

현재의 전체 데이터베이스는 75개 단일물질과 109개 혼합물로 이루어진 총 184개 

시험물질에 달한다(5). 본 시험 가이드라인은 고체, 액체, 에멀젼 및 젤의 형태에 적용될 수 

있으며, 액체는 수용성이거나 비수용성, 고체는 물에 수용성 또는 불수용성일 수 있다.

기체와 에어로졸은 검증 연구에서 평가되지 않았다.

7. ICE 시험법은 심한 안손상을 유발하는 화학물질인 UN GHS Category 1 물질을 

식별하는 데 사용될 수 있다(4). 이러한 목적으로 사용되는 경우, ICE 시험법에서 확인된 

제한점은 알코올에 대한 높은 위양성률과 고체/계면활성제에 대한 높은 위음성률에 의한 

것이다(1)(3)(18). 더욱이 생체내(in vivo)에서 과도하지 않은 영향(non severe effects)을 

지속적으로 일으키는 시험물질은 과소예측(under-prediction)이 되는 위험성을 가진다(22).

그러나 이러한(UN GHS Category 1을 UN GHS Category 1이 아닌 것으로 식별)

위음성률은 별로 중요하지 않다. 그 이유는 음성으로 나온 화학물질의 경우 추후 규제 

요건에 따라서 증거의 가중치(weight-of-evidence) 접근방식의 순차적인 시험전략을 

사용하여, 충분히 검증된 다른 생체외(in vitro) 시험법 또는 마지막 옵션으로 토끼를 

이용하여 평가되기 때문이다. 또한 생체내(in vivo)에서 주로 과도하지 않은 영향을 

지속적으로 유발하는 UN GHS Category 1 pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH

< 11.5) 세정제(및 계면활성제(9)(10)(19))를 식별하는데 있어서 조직병리 평가는 위음성률을 

줄이는데 유용한 추가 평가항목으로 확인되었다. 고체물질의 경우 생체내(in vivo) Draize

안자극 시험에서 가변적(variable)이고 극단적인 노출 양상을 초래할 수 있으며, 이로 인해 

실제 자극 가능성(potential)과 무관한 예측이 나올 수 있다(20). 연구자는 모든 유형의 

화학물질에 대해 본 시험법의 적용을 고려할 수 있으며 이때 양성 결과는 추가시험 없이 

UN GHS Category 1에 해당되는 심한 안손상의 표시로서 받아들여질 수 있다. 하지만,

알코올에서 얻어진 양성 결과는 과대예측(over-prediction)의 위험성이 있으므로 신중하게 

해석되어야 한다.

8. 심한 안손상을 일으키는 화학물질(UN GHS Category 1)의 식별에 사용하는 경우,

UN GHS 분류체계에 따라 생체내(in vivo) 토끼 안자극 시험 데이터와 비교할 때 ICE

시험법(조직병리 평가 없이)의 정확도는 83%(142/172), 위양성률은 7%(9/127), 위음성률은 

47%(21/45)로 나타났다(4)(5). 조직병리 평가가 UN GHS Category 1 pH가 극단적이지 
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않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제를 식별하는 추가 평가항목으로 

간주되는 경우, ICE 시험법의 위음성률은 64%에서 27%(n=22), 정확도는 53%에서 

77%(n=30)로 개선되며, 위양성률은 유지된다(0~12.5%(n=8))(10).

9. ICE 시험법은 UN GHS 분류체계에 있어 안자극 또는 심한 안손상에 대한 분류가 

필요하지 않은 화학물질의 식별에도 사용될 수 있다(4). 본 시험법은 모든 유형의 

화학물질에 적용할 수 있으며, 이때 음성 결과는 안자극 및 심한 안손상에 대한 분류가 

필요하지 않은 것으로 간주할 수 있다. 하지만 검증 데이터베이스의 결과에 따르면 

오염방지 유기용매를 함유하는 페인트는 과소예측 될 수 있다(5).

10. 안자극 및 심한 안손상에 대한 분류가 필요하지 않은 화학물질(UN GHS No

Category) 식별에 사용하는 경우, UN GHS 분류체계에 따라 생체내(in vivo) 토끼 안자극 

시험 데이터와 비교할 때 ICE 시험법의 정확도는 88%(161/184), 위양성률은 24%(20/83),

위음성률은 3%(3/101)이다(4)(5). 특정 분류의 시험물질(예: 오염방지 유기용매 함유 페인트 

등)을 데이터베이스에서 제외할 경우, ICE 시험법의 UN GHS 분류체계에 대한 정확도는 

88%(159/181), 위양성률은 24%(20/83), 위음성률은 2%(2/99)이다(4).

11. ICE 시험법은 안자극으로 분류된 화학물질(즉, UN GHS Category 2 또는 2A),

또는 약한 안자극으로 분류된 화학물질(UN GHS Category 2B)을 식별하는 방법으로 

권장하지 않는다. 그 이유는 상당수의 UN GHS Category 1 화학물질이 UN GHS

Category 2/2A 또는 2B로 과소 분류되고, UN GHS No Category가 UN GHS Category

2/2A 또는 2B로 과대 분류되기 때문이다. 이러한 목적으로는 추가적인 정보와 경우에 

따라서 다른 적절한 시험법으로 추가시험이 필요할 수 있다.

12. 닭의 안구를 이용하여 진행되는 모든 절차는 인체 또는 동물 유래 물질(조직 및 

조직액을 포함하며 이에 국한되지 않음)의 취급에 대한 해당 지역의 규정 및 시험 

실시기관의 절차를 준수해야 한다. 일반적인 실험실 주의사항의 준수를 권장한다(21).

13. ICE 시험법은 생체내(in vivo) 토끼 안자극 시험에서 평가하는 결막 및 홍채 

손상을 직접적으로 다루지 않는 반면 UN GHS 분류를 고려할 때 생체내(in vivo) 분류의 

주요 근거가 되는 각막 영향을 다룬다. 이러한 점에서 홍채에 미치는 영향이 UN

GHS(8)(22)에 따른 화학물질 분류에 다소 중요도가 낮은 것이 주목된다. ICE 시험법에서 
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각막 손상의 가역성 그 자체를 평가할 수 없지만, 조직병리학적 관찰은 pH가 극단적이지 

않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제로 유발되는 경우와 같이 초기에 나타나는 심한 

손상과는 연관되지 않은 비가역적 영향을 유발하는 시험물질을 식별하는 데 도움이 될 수 

있다(9). 또한 ICE 시험법으로는 안구 노출과 연관된 전신 독성의 가능성을 평가할 수 

없다.

14. 본 시험 가이드라인은 새로운 정보와 데이터를 고려하여 주기적으로 개정될 

것이다. 예를 들어, pH가 극단적이지 않은(non-extreme) 세정제 및 계면활성제 이외의 

시험물질에 대한 추가적인 조직병리 평가 데이터가 추후 제공 되어질 수 있다. 이를 위해 

안구를 보존하고 조직병리 평가 표본을 준비하는 것을 권장하며 이는 본 시험법의 

정확도를 보다 향상 시킬 수 있는 결정 기준(decision criteria)과 데이터베이스를 개발하는 

데 활용될 수 있다. OECD는 생체외(in vitro) 안구 독성시험법으로 ICE 및 BCOP를 

사용할 때 참고할 수 있는 지침서(Guidance Document) 160을 마련하였으며, 여기에는 

평가를 위한 조직병리 표본 수집 및 처리(processing)에 대한 상세한 절차가 포함되어 

있다(12).

숙련도 확인

15. 표준 ICE 시험법을 처음으로 도입하려는 실험실에서는 규제적 유해성 

분류(regulatory hazard classification)를 목적으로 ICE 데이터를 제출하기 전에 부록 2에 

제시된 숙련도 물질을 사용하여 ICE 표준 시험법 수행에 대한 기술적 역량을 입증해야 

한다. pH가 극단적이지 않은(non-extreme) 세정제 및 계면활성제의 규제적 유해성 분류를 

위해 ICE 시험법의 조직병리 평가를 확립하고자 하는 실험실에서는 개정된 OECD GD

160에 나와 있는 ICE Atlas 및 권장사항을 따라야 한다(12). 표준화된 조직병리 평가가 

일관적이고 재현성 있게 이루어지기 위해 체계적으로 통합된 교육, 시험법의 전수 및 

숙련도 평가가 권장된다. 나아가 최근 권고사항(23) 및 조직병리의 전문 평가(peer review

of histopathology)를 위한 GLP 요건의 OECD 자문 보고서 16번 및 50항에 기술된 바에 

따라 내부 병리 전문 평가(peer review)(24)를 실시해야 한다. 이러한 전문 평가를 통해 

병리학적 진단 및 해석의 수준과 정확도를 검증하고 향상 시킬 수 있다. 실험실은 pH가 

극단적이지 않은(non-extreme) 세정제 및 계면활성제의 규제적 유해성 분류를 위한 ICE

시험법의 조직병리 평가 데이터를 제출하기 전에, 부록 3의 숙련도 화학물질을 사용하여 

조직병리 평가 결과(점수화)의 기술적 역량을 입증해야 한다.

시험 원리
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16. ICE 시험법은 생체외(in vitro)에서 닭의 안구를 단기간 유지하여 제공하는 기관 

모델(organotypic model)이다. 본 시험법에서 시험물질에 의한 손상은 각막 종창, 혼탁도,

플루오레세인 잔류도의 판정을 통해 평가된다. 아울러 UN GHS Category 1 pH가 

극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제 식별의 

민감도(sensitivity)를 높이기 위해 조직병리 평가가 사용될 수 있다(10). 각막 종창 측정은 

정량적 평가를 제공하는 반면, 각막 혼탁도, 플루오레세인 잔류도 및 조직병리학적 변화는 

정성적 평가로 이루어진다. 각 측정값은 ICE 분류(I~IV)를 정하는데 사용되는 정량적 

점수로 변환하거나 정성적으로 범주화하여 생체외(in vitro) 안 유해성을 분류(UN GHS

Category 1 또는 UN GHS No Category)하는데 사용된다(판정기준 참조). 단, UN GHS

Category 1 또는 UN GHS No Category에 해당되지 않는 물질은 ICE 시험법으로 예측될 

수 없다(11항 참조). 이 경우, ICE 시험법의 "예측 불가(No prediction can be made)"

라는 결과는 분류의 목적을 위해  추가 정보를 필요로 한다[지침서(7) 참조].

닭 안구의 공급과 주령

17. 본 시험법은 식용으로 도축된 도계장 닭으로부터 수집된 안구를 사용하므로,

실험동물을 필요로 하지 않는다. 식용으로 적합하다고 간주되는 건강한 닭의 안구만을 

사용한다.

18. 최적의 주령을 평가하는 연구는 따로 진행되지 않았지만, 이전부터 이 시험에 

사용된 닭의 주령과 무게는 가금류 도계장에서 주로 취급하는 영계에 해당한다(즉, 생후 

약 7주령, 1.5~2.5 kg).

수집 및 실험실로의 운반

19. 닭을 인도적인 기절법과 목의 절개를 통해 도축하고 머리를 즉시 제거한다. 닭 

안구의 품질에 부정적 영향을 미치지 않는 한, 인도적인 기절방법은 전격법(electrical

stunning)과 가스조절법(controlled atmosphere stunning)이 포함된다(21항 참조). 닭의 

머리를 도계장에서 실험실로 신속하게 운송하여 변질 또는 세균 오염을 최소화 하도록 

닭의 공급처는 실험실에서 가까워야 한다. 시험법의 인정요건을 충족하기 위해서 닭 머리 

수집부터 안구 적출 후 관류 챔버(superfusion chamber)에 안구를 넣을 때까지 걸리는 

시간을 최소화 해야한다(일반적으로 2시간 이내). 시험에 사용되는 모든 닭 안구는 

특정일에 같은 그룹 내에서 수집되어야 한다.
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20. 안구는 실험실에서 적출되므로, 도계장으로부터 온전한 상태의 머리를 

상온(일반적으로 18~25℃)에서 생리식염수(등장성 식염수)를 적신 티슈로 수분이 유지된 

플라스틱 상자에 담아 운반한다.

ICE 시험법에 사용되는 안구의 선별 기준 및 수

21. 적출 후 기준 플루오레세인 잔류도가 높거나(> 0.5) 각막 혼탁도 점수가 높은(>

0.5) 안구는 제외한다.

22. 각 시험물질처리군 및 양성대조군은 최소 3개의 안구를 사용하고, 음성대조군 

또는 용매대조군(생리식염수 이외의 용매를 사용하는 경우)은 최소 1개의 안구를 

사용한다.

23. GHS No Category 결과가 나오는 고체물질의 경우, 3개의 안구로 두 번째 시험을 

실시하여 음성 결과를 확인(confirm) 또는 무시(discard) 하는 것을 권장한다.

시험 절차

안구 준비

24. 각막이 손상되지 않도록 주의하며 눈꺼풀을 조심스럽게 잘라낸다. 2%(w/v)

플루오레세인나트륨(sodium fluorescein) 한 방울을 각막 표면에 떨어뜨리고 몇초 후 

생리식염수로 씻어내어 각막의 온전함(integrity)을 신속하게 평가한다. 각막의 손상 

여부를 확인하기 위해 플루오레세인을 처리한 안구를 세극등현미경(slit-lamp

microscope)으로 관찰한다(플루오레세인 잔류도 및 각막 혼탁도 점수 ≤ 0.5).

25. 각막이 손상되지 않도록 주의하며 두개골에서 안구를 분리한다. 외과용 집게로 

깜박임막(nictitating membrane)을 단단하게 잡고 안와(orbit)에서 안구를 잡아당겨 끝이 

뭉툭하고 휘어진 가위로 눈 근육을 잘라낸다. 너무 강한 압력으로 인해 각막이 손상되지 

않도록 주의한다.
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26. 안와에서 안구를 적출할 때 시신경 일부가 눈에 보이게 남아 있어야 한다. 안구를 

안와에서 적출한 후 흡수패드에 올려놓고 깜박임막과 다른 결합조직을 제거한다.

27. 적출된 안구를 클램프(스테인리스스틸 또는 적절한 다른 소재)에 수직으로 

올려놓고, 클램프에 의해 안구에 과도한 압력이 가해지지 않도록 한다(닭 안구의 공막은 

비교적 단단하기 때문에 닭 안구를 고정시킬 때는 약간의 압력으로 충분함). 그 다음 

클램프를 관류장치 챔버로 옮긴다(25). 클램프는 관류 장치 안에 놓여서 각막 전체에 

생리식염수(3~4방울/분 또는 0.1~0.15 mL/분)가 공급되도록 한다. 관류장치 챔버의 

온도는 32±1.5℃로 유지해야 한다. 부록 4(Annex 4)는 일반적인 관류장치 및 안구 

클램프의 모식도를 보여주며 관류장치와 클램프는 구매하거나 제작할 수 있다.

관류장치는 각 실험실의 필요(예: 수용가능 안구 수)에 따라 변형할 수 있다.

28. 안구를 관류장치에 배치한 후 다시 세극등현미경(예: Haag-Streit BP900)으로 

관찰하여 해부 과정에서 손상되지 않았는지 확인한다. 또한 이때 세극등현미경에 장착된 

두께 측정기(depth measuring device)로 각막 꼭지점에서 각막 두께를 측정한다. 안구가 

(i) 플루오레세인 잔류도 값 > 0.5, (ii) 각막 혼탁도 > 0.5인 경우 또는 (iii) 기타 손상 

징후가 있는 경우 교체해야 한다. 이 기준에는 부합하지만 각막 두께가 시험에 사용되는 

모든 안구의 평균값에서 10% 이상 차이가 나는 안구는 제외시킨다. 두께 측정기 no. 1이 

장착된 Haag-Streit 세극등 BP900의 경우, 세극 폭 조정(slit-wide setting)이 0.095 mm에 

해당하는 9

이 되도록 한다. 또한 두께 측정기가 장착되고 세극 폭을 0.095로 적용하는 

경우, Haag-Streit 세극등 BQ900도 사용할 수 있다(53항 참조). 사용자들은 세극 폭 셋팅이 

달라지면 세극등현미경의 각막 두께 측정값이 달라질 수 있다는 것을 알아야 한다.

29. 모든 안구를 검사하고 사용 가능하다고 판단되면, 안구는 시험물질 적용 전 

시험계와 평형을 이루기 위해 약 45~60분 동안 안구를 배양한다. 평형이 이루어진 후에는 

기준(baseline)이 되는 각막 두께와 혼탁에 대한 제로(0) 참고 측정값(zero reference

measurement)을 기록한다(예: 시간0). 안구 준비 단계(at dissection)에서 측정한 

플루오레세인 점수가 해당 평가항목(플루오레세인 잔류도)의 기준값으로 사용된다.

시험물질 적용
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30. 제로(0) 참고 측정값을 확인한 후 바로 안구(홀더로 고정)를 관류장치에서 꺼내 

수평으로 놓고 시험물질을 각막에 적용한다.

31. 액체 시험물질은 일반적으로 희석하지 않고 사용하며, 필요한 경우(예: 실험 

계획의 일부) 희석할 수 있다. 시험물질 희석에 선호되는 용매는 생리식염수이다. 이외 

다른 용매가 특정 조건 하에(under controlled conditions) 사용될 수 있으나, 사용에 대한 

적정성(appropriateness)이 입증되어야 한다.

32. 액체 시험물질은 각막 표면 전체를 고르게 덮도록 적용한다; 표준량(standard

volume)은 0.03 mL이다.

33. 고체 시험물질은 막자사발 또는 이와 유사한 분쇄 도구를 이용하여 가능한 곱게 

갈아야 한다. 분말은 각막 표면을 균일하게 덮도록 적용한다; 표준량은 0.03 g이다.

34. 상온에서 시험물질(액체 또는 고체)을 10초간 적용하고 생리식염수(약 20 mL)로 

안구를 씻어낸다. 이후 안구(홀더로 고정)를 처음과 같이 똑바로 세워 관류장치에 

수직으로 놓는다. 필요한 경우, 각막에서 시험물질 잔여물이 발견되면 추가 세척 과정을 

진행한다. 일반적으로 추가 세척에 사용되는 생리식염수의 양은 중요하지 않으며, 각막에 

시험물질이 남아 있는지 관찰하는 것이 중요하다.

대조물질

35. 매 시험마다 동시 음성대조군 또는 용매/부형제대조군, 양성대조군을 포함시켜야 한다.

36. 액체 원액 또는 고체로 시험을 진행할 때, 시험계의 비특이적 변화를 감지하고 

시험조건으로 인해 적절하지 않은 자극 반응을 유발하지 않는지를 확인하기 위하여 

생리식염수(등장성)를 동시 음성대조군으로 사용한다.

37. 희석액으로 시험을 진행할 때는 시험계의 비특이적 변화를 감지하고 시험조건으로 

인하여 적절하지 않은 자극 반응을 유발하지 않는지를 확인하기 위하여 동시 



- 29 -

용매/부형제대조군을 포함시킨다. 31항에 기술된 바와 같이, 시험계에 영향을 주지 않는 

것으로 입증된 용매/부형제만 사용할 수 있다.

38. 매 시험마다 적절하게 반응이 유발되는 것을 확인하기 위해 잘 알려진 

안자극물질을 동시 양성대조군으로 포함시킨다. 본 시험 가이드라인은 심한 안손상을 

유발하는 화학물질을 식별하기 위해 ICE 시험법을 사용하므로, 양성대조군은 UN GHS

Category 1 분류기준을 충족하는 반응을 유도하는 참고물질(reference chemical)이어야 

한다. 그러나 시간 경과에 따른 양성대조군 반응 변화를 평가하기 위해, 강한 자극 반응의 

정도가 과도하지 않아야 한다. 양성대조군에 대한 생체외(in vitro) 데이터가 충분히 

생성되어 있어서 통계적으로 미리 정해진 양성대조군의 허용범위를 계산할 수 있어야 

한다. 만약 특정 양성대조군에 대한 기존 데이터가 충분하지 않은 경우, 이러한 정보를 

얻기 위한 연구가 필요할 수 있다.

39. 액체 시험물질에 대한 양성대조물질(예시)은 10% 아세트산(acetic acid) 또는 5%

염화벤잘코늄(benzalkonium chloride)이 있으며, 고체 시험물질에 대한 양성대조물질은 

수산화나트륨(sodium hydroxide) 또는 이미다졸(imidazole)이 있다.

40. 기준물질(benchmark chemical)은 특정 화학물질 또는 제품군의 알려지지 않은 

화학물질의 안자극 가능성을 평가하거나 자극 반응의 특정 범위 내에서 안자극의 

상대적인 자극 가능성을 평가하는 데 유용할 수 있다.

평가항목 측정

41. 시험물질이 처리된 각막은 처리 전과 처리 후 세척한지 30, 75, 120, 180,

240분(±5분)이 경과 시점에서 각각 평가한다. 이러한 측정 시점들은 4시간의 관찰기간 

동안 충분한 측정 횟수를 제공하며, 모든 안구에 이루어지는 필수적인 관찰(requisite

observation)에 있어 측정 시점 사이에 충분한 간격을 두게 한다.

42. 평가항목은 각막 혼탁도(opacity), 각막 종창(swelling), 플루오레세인 

잔류도(fluorescein retention), 형태학적 영향(morphological effect)(예: 상피 함몰 또는 

이완)이다. 플루오레세인 잔류도(처리 전, 시험물질 노출 30분 후에만 측정)를 제외한 모든 

평가항목은 위에서 언급한 시점에서 측정한다.
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43. 각막 혼탁도, 플루오레세인 잔류도, 형태학적 영향 및 조직병리 평가(수행하는 

경우)를 문서화하기 위해서 사진을 찍는 것이 권장된다.

44. 4시간째에 마지막 측정을 실시한 후에 특히 pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2

< pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제에 대한 향후의 조직병리 평가를 위해 적절한 

고정액(예: 중성 완충 포르말린)에 안구를 보관하는 것이 권장된다(7항, 14항, 56항 참조).

조직병리 평가를 실시하는 경우, 안구 고정, 삭정(trimming), 파라핀 왁스에 

포매(embedding), 절편제작 및 염색은 OECD GD 160의 조직병리 표본 수집 및 처리에 

관한 절차에 따라야 한다(12).

45. 각막 종창은 세극등현미경의 두께 측정기로 각막 두께를 측정하여 확인한다. 각막 

종창은 백분율로 나타내며 다음의 공식에 따라 각막 두께 측정값으로 계산한다.

시간의 각막 두께
시간 의 각막 두께  시간의 각막 두께  × 

46. 모든 관찰 시점에서 모든 안구에 대한 각막 종창의 평균 백분율을 계산한다. 모든 

시점에서 각막 종창의 최고 평균 점수에 근거하여 각각의 시험물질에 대한 ICE 분류를 

결정한다(53항 참조).

47. 각막 혼탁도는 가장 혼탁한 각막 부위를 측정하고 표 1의 점수에 따라 평가한다.

모든 관찰 시점에서 모든 안구에 대해 평균 각막 혼탁도를 계산한다. 각막 혼탁도의 최고 

평균 점수를 기반으로 각각의 시험물질에 대한 ICE 분류를 결정한다(53항 참조).
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점수 관찰사항

0 혼탁하지 않음

0.5 매우 희미한 혼탁

1 산재하거나 넓은 부위 혼탁, 홍채의 각 부위가 선명하게 보임

2 쉽게 확인할 수 있는 반투명 혼탁, 홍채의 각 부위가 약간 흐릿함

3 심한 각막의 혼탁, 홍채의 특정 부위 확인 불가, 동공 크기 거의 확인 불가

4 각막 전체 혼탁, 홍채 확인 불가

표 1. 각막 혼탁도 점수

48. 플루오레세인 잔류도는 시험물질 노출 30분 경과 시점에 관찰한 결과로 표 2의

점수에 따라 평가한다. 30분 관찰 시점에서 모든 안구에 대한 평균 플루오레세인 

잔류도를 계산하고, 각 시험물질에 대한 ICE 분류를 결정한다(53항 참조).

점수 관찰사항

0 플루오레세인 잔류(염색) 없음

0.5 매우 적은 단일 세포가 염색되어 있음

1 단일 세포 염색이 각막 전체 부위에 산발적으로 있음

2 단일 세포의 염색이 국소적 또는 밀집된 상태로 있음

3 넓은 부위의 각막에 플루오레세인 잔류가 밀집되어 있음

표 2. 플루오레세인 잔류도 점수

49. 형태학적인 영향에는 각막 상피의 "함몰(pitting)", 상피의 "이완(loosening)", 각막 

표면의 "거칠어짐(roughening)", 시험물질이 각막에 "접착(sticking)" 정도가 포함된다.

이러한 결과는 심한 정도(severity)가 다양할 수 있고 동시에 같이 나타날 수 있다. 이러한 

결과의 분류는 시험자의 해석에 따라 주관적이다.

50. 조직병리 평가를 실시하는 경우, 표 3의 반(半)정량적(semi-quantitative) 점수 

체계를 사용해야 한다. 시험물질 처리와 관련된 영향은 조직병리학적 왜곡 

결과(histological artefact) 또는 기본적인 형태(background morphology)와 구별하는 것이 
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중요하다(예: 상피 공포(액포) 영향(epithelial vacuolation effects)). 이를 위해서는 OECD

GD 160의 부록 2에 있는 Atlas를 주의깊게 참고해야 한다(12). 또한 일부 영향은 조직의 

3차원 평가가 필요하므로(현미경 사진보다는) 원래의 슬라이드를 사용해야 한다. 관찰된 

영향만 점수화 하며, 어떠한 추정도 이루어져서는 안 된다(예: 상피의 상층부가 없어진 

경우, 해당 층의 공포(액포)화에 대해서 점수화 할 수 없음). 더욱이 조직 구조(tissue

architecture)가 보존된 경우에는 각막 윤부(limbus) 주변의 영향/변화에 대해 점수화 해야 

한다. 하지만 각막 윤부 내에서 발생하는 영향/변화는 화학적 노출과 관련되지 않은 

것으로 점수화 하지 말아야 한다. 현재 권고안(23) 및 조직병리 전문 평가에 대한 GLP

요건의 OECD 자문 보고서 16에 따라 내부 병리 전문 평가(internal pathology peer

review system)를 실시 해야 한다(24). 이 과정에서 병리학자(평가하는 조직에 대한 

전문지식을 갖춘 자)는 연구에 참여한 병리학자의 병리학적 진단 및 해석을 지원하기 

위해 다수의 슬라이드 및 병리학 데이터(예: 안구 3개 중 1개)를 전문 평가한다. 이러한 

전문 평가 과정은 병리학적 진단 및 해석의 수준과 정확도를 검증하고 이를 향상 시킨다.

또한 일관된 조직병리학적 관찰을 위해 통합적인 교육, 전수 및 숙련도 평가를 권장한다.
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매개변수 관찰사항 점수 설명*

상피층: 미란(부식)

매우 경미함 1/2
단일 표피층 전체의    

단일 세포 거의 없음

경미함 1 최대 3개 층이 소실됨

보통 2
최대 50%의 상피층이 

소실됨

심각 3
상피층이 기저막까지 

내려감

상피층: 공포(액포)화

(상피 상층부, 중간층,

하층부에 대한 개별 점수)

매우 경미함 1/2 단일 또는 소수의 산재된 세포

경미함 1

공포(액포)화 된 세포군 

또는 작은 공포(액포)가 

있는 단일 세포열

보통 2
상피의 최대 50%가 

공포(액포)화 된 세포

심각 3
상피의 50~100%가  

공포(액포)화 된 세포

상피층: 괴사

정상 - 괴사세포 < 10개

매우 경미함 1/2 괴사세포 10~20개

경미함 1 괴사세포 20~40개

보통 2
괴사세포가 많지만 

상피층의 50% 미만임

심각 3 상피층의 50~100%가 괴사됨

기질층: 농축핵

(상층부 또는 하층부)

정상 - 농축핵 < 5개

경미함 1 농축핵 5~10개

보통 2 농축핵 > 10개

기질층의 섬유 이상 있음 P 섬유의 불규칙한 외형

내피층: 괴사 있음 P
내피는 단일층으로만 구성 

되므로 분류와 관련이 없음

표 3. 고정, 삭정, 파라핀왁스에 포매, 절편제작 및 염색한 적출된 닭 안구에 

적용되는 반(半)정량적 조직병리 평가 점수 체계

참고: OECD GD 160(12)의 부록 2에 있는 Atlas는 시험물질을 처리하지 않는 닭 안구뿐만 아니라 위에서

설명한 다양한 조직병리학적 영향을 보여주는 시험물질이 처리된 닭 안구의 일반 현미경 사진을 함께

담고 있다.
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* 전체 각막에 걸쳐 관찰하되 OECD TG 438에서 요구하는 것과 같이 시험물질의 균일한 적용에도

불구하고 국소적 영향을 유발하는 시험물질(예: 일부 고형 화학물질)의 경우는 제외한다. 이 경우 평가는

노출 부위에서 나타나는 국소적 영향을 기반으로 해야 한다.

** 상층부, 중간층 및 하층부는 각각 상피층의 3분의 1씩을 차지한다. 상층부가 없어진 경우, 중간층이

'새로운' 상층부가 되는 게 아니며 여전히 중간층이다(자세한 내용은 OECD GD 160의 부록 2 참조(12)).

*** 붙어 있는 세포/조직의 괴사만.

† 괴사세포는 각막 전체 길이에 걸쳐 계수한다(사용된 닭 안구의 크기 및 현미경으로 평가된 표본의

길이에 변동이 없어 각 슬라이드에서 각막의 전체 길이가 일정하기 때문에 세포 계수에 사용할 길이가

고정될 필요 없음). 괴사세포 정도에 대한 점수 체계는 '정상(normal)'부터 '경미함(slight)'까지는 절대

세포계수(absolute cell count)를 사용하며, '보통(moderate)'과 '심각(severe)'은 백분율을 사용한다. 이는

검사자가 평가하는 방식에 따른 것이다: 괴사세포는 각각 개별로 보인다. 괴사세포의 수가 많으면

일반적으로 분산되어(scattered) 있으며 검사자는 괴사량의 정도를 파악하기 위해 세포를 계수한다. 이는

미란(부식)의 경우와는 상반된 것으로 미란(부식)에서는 처음부터 상피층의 일부 소실이 명확하기 때문에

추정 손실률(estimated percentage of loss)을 사용하는 것이 타당하다.

†† ICE 시험법에서는 세극등현미경을 사용하여 각막 두께를 정밀 측정하고 있다. 따라서 기질

종창(swelling of the stroma)은 후속의 조직병리 평가에서 별도로 점수화하지 않는다.

††† 점수화된 기질층의 영향은 (1) 생체내(in vivo) 노출 후 토끼 각막에서 관찰된 사항(각막세포

손실/괴사)에 기초하여 Maurer(2001)가 사용한 점수 체계에서 비롯한 농축핵(pyknotic nuclei)과 (2) 섬유

이상(disorder of fibre)으로 구성된다. (1)의 경우, 농축핵은 매우 가끔씩 관찰되며 농축핵 발생(development

of pknotic nuclei)은 각막의 손상 깊이 및/또는 염증 발생과정(inflammation process)(생체내(in vivo))에 따라

영향을 받는다. 또한 기질층의 길어진 섬유아세포 때문에 정상핵이 세포 단면에 따라 농축핵으로 오인될

수 있다. (2)의 경우, 기질층의 섬유가 이미 자연적으로 이상을 보이기 때문에 섬유 이상의 관찰 및

점수화가 어려울 수 있다. 또한 현미경 관찰을 위한 각막 처리(processing)도 기질층의 섬유에 대한

인위적 이상(artificial disorder)을 일으킬 수 있다. 두 경우 모두(농축핵 및 섬유 이상)에서 이러한 관찰

사항들은 세극등현미경 관찰에서 이미 확인된 심각한 각막 영향과 일치하며, 상피 중간층 또는

하층부에서 관찰된 영향과도 일치한다.

52. OECD TG 438은 안구 표면에 시험물질 처리 시 물질이 균일하게 퍼지는 것이 

필요하다. 따라서 시험물질은 적출된 닭 안구의 각막에 균일한(homogenous) 영향을 

야기하고, 전체 슬라이드에 걸쳐 조직병리학적 영향의 평균을 점수화하여야 한다. 단,

일부 시험물질은 균일하게 적용했음에도 불구하고 특정 부위에 한정된 국소(focal) 또는 

다국소적(multifocal) 영향을 일으킬 수 있다(예: 일부 고체 시험물질의 경우). ICE 시험을 

실시하는 과정에서 국소 또는 다국소적 영향이 관찰되면 조직병리학자에게 알리고,

시험물질이 노출된 부위에서 관찰된 국소적 부작용(adverse effect)에 근거하여 조직병리 

평가 점수를 매겨야 한다. 또한 의심의 여지가 있는 경우(예: ICE 결과와 조직병리학적 

관찰이 일치하지 않음), 관찰 단면에서의 국소적 영향(localized effect)을 확인하기 위해 

각막의 다른 부위에서 추가 표본을 준비한다.
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시험자료 및 보고

데이터 평가

53. 각막 혼탁도(opacity), 각막 종창(swelling), 플루오레세인 잔류도(fluorescein

retention) 결과를 개별적으로 평가하여 각 평가항목의 ICE 분류를 도출한다. 그리고 각 

평가항목의 ICE 분류를 종합하여 시험물질의 생체외 분류(In Vitro Classification)를 

예측한다. 마찬가지로 조직병리 평가(해당되는 경우)는 별도로 시행되고 55항 및 56항에 

따라 고려되어야 한다.

결정 기준

54. 각 평가항목을 평가한 후 사전에 정한 범위에 근거하여 ICE 분류를 정한다. 4개의 

ICE 분류를 아래의 기준에 따라 각막 종창(표 4), 각막 혼탁도(표 5) 및 플루오레세인 

잔류도(표 6)를 판정한다. 표 4의 각막 종창 점수는 두께 측정기 no. 1이 장착되고 세극 

폭 조정이 9
 (0.095 mm)인 Haag-Streit BP900 세극등현미경(또는 Haag-Streit BQ900

세극등현미경)으로 측정한 경우에만 적용 가능하다는 것이 중요하다. 사용자들은 세극 폭 

셋팅이 달라지면 세극등현미경의 각막 두께 측정값이 달라질 수 있다는 것을 인식 

해야한다.

평균 각막 종창(%)* ICE 분류

0 ~ 5 Ⅰ

> 5 ~ 12 Ⅱ

> 12 ~ 18(> 처리 후 75분) Ⅱ

> 12 ~ 18(= 처리 후 75분) Ⅲ

> 18 ~ 26 Ⅲ

> 26 ~ 32(> 처리 후 75분) Ⅲ

> 26 ~ 32(= 처리 후 75분) Ⅳ

> 32 Ⅳ

표 4. 각막 종창에 대한 ICE 분류 기준

참고: * 모든 관찰 시점에서의 최고 평균점수
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최고 평균 혼탁도 점수* ICE 분류

0.0 ~ 0.5 Ⅰ

0.6 ~ 1.5 Ⅱ

1.6 ~ 2.5 Ⅱ

2.6 ~ 4.0 Ⅳ

표 5. 각막 혼탁도에 대한 ICE 분류 기준

참고: * 모든 관찰 시점에서의 최고 평균점수(표 1의 혼탁도 점수에 근거). *표 2에 정의된 점수에

근거함.

처리 30분 후 평균 플루오레세인 잔류도 점수* ICE 분류

0.0 ~ 0.5 Ⅰ

0.6 ~ 1.5 Ⅱ

1.6 ~ 2.5 Ⅱ

2.6 ~ 3.0 Ⅳ

표 6. 플루오레세인 잔류도에 대한 ICE 분류 기준

참고: * 표 2에 정의된 점수에 근거함.

55. 시험물질에 대한 생체외 분류(In Vitro Classification)는 표 7에 명시된 대로 각막 

종창, 각막 혼탁도 및 플루오레세인 잔류도로 얻은 카테고리를 종합한 것과 해당되는 UN

GHS 분류에 따라 평가한다.
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UN GHS 분류 3가지 평가항목의 조합

No Category

3 × I

2 × I, 1 × II

2 × II, 1 × I

예측 불가 기타 조합

Category 1

3 × IV

2 × IV, 1 × III

2 × IV, 1 × II*

2 × IV, 1 × I*

30분 시점의 각막 혼탁도 = 3(2개 이상의 안구)

모든 시점의 각막 혼탁도 = 4(2개 이상의 안구)

심한 상피 이완( 1개 이상의 안구)

표 7. 종합 생체외 분류(In Vitro Classification)

참고: * 조합 가능성이 낮음.

56. pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제에 

대하여 조직병리 평가를 실시하는 경우 표 8의 결정 기준을 사용해야 한다. 또한 3개 중 

2개 이상의 안구에서 기질층의 농축핵 점수가 ≥ 가벼움(1점)으로 관찰되는 경우, 또는 

3개 중 2개 이상의 안구에서 내피층의 영향이 관찰되는 경우에는 관찰 결과를 기록하여 

영향의 심각도를 나타내야 한다.

조직층 심한 안손상을 유발하는(GHS Category 1) 영향 확인

상피층

- 미란(부식) = 보통(2점) : 안구 3개 중 적어도 2개에서 관찰됨

- 및/또는, 공포(액포)화(= 매우 가벼움, 1/2점) : 안구 3개 중 적어

도 2개의 중간 또는 하층부에서 관찰됨
- 또는, 미란(부식) = 보통(2점) : 안구 3개 중 1개에서 관찰됨

+ 공포(액포)화 = 매우 가벼움(1/2점) : 안구 3개 중 적어도 하나 이

상의 중간 또는 하층부에서 관찰될 경우

- 및/또는, 괴사 = 보통(2점) : 안구 3개 중 적어도 2개에서 관찰됨

표 8. UN GHS Category 1 pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5)의 

세정제 및 계면활성제 식별을 위해 표준 검증 ICE 시험법과 함께 사용되는 

조직병리 평가 결정 기준

57. 또한 표 9의 예측모델을 사용해야 한다. ICE 조직병리 평가 기준 및 표 8과 9의 
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예측모델은 UN GHS Category 1 pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5)

세정제 및 계면활성제를 식별하는 경우에만 적용된다.

표준 ICE 표 8의 ICE 조직병리 평가 UN GHS 분류

예측 불가
기준 충족 UN GHS Category 1

기준 미충족 예측 불가

표 9. ICE 조직병리 평가에 기초한 pH가 극단적이지 않은(non-extreme, 2 < pH < 11.5)

세정제 및 계면활성제 식별을 위한 예측모델

연구 인정 요건

58. 동시 음성대조군 또는 용매/부형제대조군과 동시 양성대조군이 각각 GHS No

Category와 GHS Category 1로 식별되면 시험을 인정하는 것으로 간주된다.

시험 보고서

59. 시험 보고서는 시험의 수행과 관련된 경우 다음의 정보를 포함해야 한다.

시험물질 및 대조물질

Ÿ 화학물질의 정보(IUPAC 또는 CAS 등록명, CAS 등록번호, SMILES 또는 InChI 코드,

구조식, 및 다른 식별자료)

Ÿ 가능한 범위에서 시험/대조물질(또는 혼합물)의 순도 및 구성(중량별 백분율)

Ÿ 다성분 화합물 및 UVCB: 구성물질의 화학물질 정보(위 참고), 순도, 양적 비율과 

적절한 물리화학적 특성(위 참고) 등의 정보(가능한 범위로)

Ÿ 물리적 상태, 휘발성, pH, 안정성, 화학적 분류, 물에 대한 용해도, 시험 수행과 관련

된  추가적인 물리화학적 특성

Ÿ 해당하는 경우 시험 전 처리방법(예: 가온, 분쇄)

Ÿ 보관 조건 및 안정성(가능한 범위로)

시험 의뢰기관 및 시험기관 관련 정보

Ÿ 시험의뢰기관, 시험기관, 연구책임자의 이름 및 주소, 해당하는 경우 조직병리전문가도 포함
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Ÿ 안구 출처 정보(예: 안구 수집 시설)

시험법 조건

Ÿ 시험계 설명

Ÿ 세극등현미경 및 두께 측정기(예: 모델), 기기 설정

Ÿ 과거 음성 및 양성대조군 결과에 대한 참고문헌, 해당하는 경우, 동시 기준 대조군

(benchmark control) 허용 범위를 보여주는 과거 데이터

Ÿ 시간의 경과에 따른 시험법의 무결성(예: 정확도 및 신뢰도)을 보장하기 위한 절차

(예: 정기적인 숙련도물질 시험)

Ÿ 조직병리 평가가 시행되는 경우, 조직 고정 절차

안구 수집 및 준비

Ÿ 닭의 주령 및 무게, 해당하는 경우 안구가 수집된 닭의 기타 특성(예: 성별, 종)

Ÿ 안구의 보관 및 운반 조건(예: 안구 수집 날짜와 시간, 닭 머리 수집 후 관류 챔버에 

안구 배치까지의 시간 간격)

Ÿ 안구 준비 및 장착(안구의 품질, 안구 챔버 온도 및 시험에 사용되는 선별 기준 등에 

대한 기술 포함)

시험 절차

Ÿ 반복시료 수

Ÿ 음성대조물질 및 양성대조물질 정보(해당하는 경우, 용매 및 기준 대조물질)

Ÿ 시험물질 용량, 적용 및 노출 시간

Ÿ 관찰 시점(처리 전후)

Ÿ 평가 및 결정 기준 설명(해당하는 경우, 조직병리 평가 포함)

Ÿ 해당하는 경우, 조직병리학적 관찰에 대한 전문 평가(peer-review) 시스템

Ÿ 시험 인정요건에 대한 설명

Ÿ 시험 절차의 모든 변경사항에 대한 설명

Ÿ 또한 표준작업지침서(SOP) 등에 포함되지 않는 경우 가능하면 다음의 정보를 포함해야

한다.
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Ÿ 통합 교육 및 전수 가능성 설명

Ÿ 고정제, 탈수제, 정화제 및 프로토콜

Ÿ 포매에 사용한 재료, 침투용매(infiltration solvent) 및 농도

Ÿ 조직 단면 두께

Ÿ 염색(보고서) 및 관련 염색 프로토콜

Ÿ 장비 정보

결과

Ÿ 각각의 안구에 대한 각 관찰 시점의 각막 종창 및 혼탁도, 플루오레세인 잔류도 

점수의 표(tabulation)(각 관찰시점의 모든 안구에 대한 평균 점수 포함)

Ÿ 관찰된 모든 형태학적 영향 설명

Ÿ 모든 시점에서 각막 종창, 혼탁도, 플루오레세인 잔류도 점수의 평균 점수의 최고값,

해당  ICE 분류

Ÿ 해당하는 경우, 조직병리 반-정량적 점수 관찰 표 및 도출된 결론

Ÿ 해당하는 경우, 조직병리 평가 점수에 국소적 영향의 반영에 대한 표시 

Ÿ 관찰된 모든 기타 영향 설명

Ÿ 도출된 생체외(in vitro) GHS 분류

Ÿ 해당하는 경우, 처리군 및 대조군의 안구 사진

Ÿ 해당하는 경우, 조직병리 표본의 디지털 이미지 또는 디지털 슬라이드 스캔(선택사항)

결과 고찰

결론
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부록 1. 용어 정의

정확도(Accuracy): 시험 결과와 허용된 참고치의 일치 정도. 시험 수행에 대한 평가 척도

이고 "상관성(relevance)"의 한 측면이다. 정확도는 정확하게 맞춘 시험결과의 비율을 의미

하는 "일치도(concordance)"와 같은 의미로 종종 쓰임.

참고물질(Benchmark chemical): 시험물질의 비교 기준으로 사용되는 물질. 참고물질은 다음의

특성을 가져야 함. (i) 일관성 있고 신뢰할 수 있는 공급원, (ii) 시험되는 물질과 구조적 

및 기능적 유사성, (iii) 알려진 물리적/화학적 특성, (iv) 알려진 효과 입증 자료, (v) 원하는

반응 범위 내 알려진 효력

상향식 접근방식(Bottom-Up Approach): 안자극 또는 심한 안손상에 대한 분류가 필요하지 

않은 것으로 추정되는 시험물질에 사용되는 단계적 접근. 양성의 결과가 나오는 다른 화학

물질로부터 음성의 결과가 나오는 분류 및 표시가 필요하지 않은 화학물질을 구별하는 것

으로 시작함.

각막(Cornea): 홍채와 동공을 감싸고 빛을 통과시키는 안구 전면의 투명한 부위.

각막 혼탁도(Corneal opacity): 시험물질에 대한 노출에 따른 각막의 불투명 정도. 각막 

혼탁도가 높아지면 각막 손상을 의미함.

각막 종창(Corneal swelling): ICE 시험에 있어서 시험물질 노출 후 각막의 팽창에 대한 

객관적인 측정치. 이는 처리 전 각막 두께와 ICE 시험 시 시험물질에 노출된 후 일정한 시

간 간격으로 기록한 두께의 백분율로 나타냄. 각막 종창의 정도는 각막 손상의 지표임.

세정제(Detergents): 세정 및 세척을 위해 하나 이상의 계면활성제가 포함된 복합물질(단일

계면활성제의 희석 제외) 최종 농도는 3% 초과(>)임. 세정제는 어떤 형태(액체, 분말, 페이

스트, 바, 덩어리, 몰드 조각, 모양 등)든 될 수 있고, 가정용 또는 기관용, 산업용으로 판

매 또는 사용됨.

안자극(Eye Irritation): 안구 앞면에 시험물질 적용 후 나타나는 변화로서 물질 적용 후 21일

이내에 회복이 됨. "눈에 미치는 가역적인 영향" 및 "UN GHS Category 2"와 같은 의미로 

사용됨(4).

위음성율(False negative rate): 시험법에 의해 음성물질로 잘못 판정되는 양성물질의 비율

이며, 시험법 수행 지표 중 하나임.
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위양성율(False positive rate): 시험법에 의해 양성물질로 잘못 판정되는 음성물질의 비율

이며, 시험법 수행 지표 중 하나임.

플루오레세인 잔류도(Fluorescein retention): ICE 시험법에서 시험물질에 노출된 후 각막의

상피세포에 남아 있는 플루오레세인나트륨의 양을 나타내는 주관적인 측정치. 플루오레세

인 잔류도는 각막 상피 손상의 지표임.

유해성(Hazard): 물질이 생명체, 생태계 또는 특정 인구집단에 노출될 때 위해영향을 야기

할 가능성이 있는 물질 또는 상황(situation)의 본질적 특성 

IATA(Integrated Approach on Testing and Assessment): 통합독성평가

눈에 미치는 비가역적인 영향(Irreversible effects on the eye): "심한 안손상" 및 "UN

GHS Category 1" 참조.

혼합물(Mixture): 서로 반응하지 않는 두 가지 이상의 물질로 구성된 혼합물질 또는 용액(4).

음성대조물질(Negative control): 시험계의 모든 구성성분을 포함하며 양성반응을 일으키지

않는 물질로 처리한 군. 시험물질을 처리한 군 및 다른 대조군과 같이 실험하며 용매가 

시험계에 반응하는지를 확인함.

미분류(Not Classified): 안자극(UN GHS Category 2) 또는 심한 안손상(UN GHS

Category 1)으로 분류되지 않은 화학물질. "UN GHS No Category" 의미와 바꾸어 사용할 

수 있음.

양성대조군(Positive control): 시험계의 모든 구성요소를 포함하고 시험계에서 양성반응을 

유도한다고 알려진 물질로 처리한 군. 시간에 따른 양성대조군 반응의 변동성을 평가할 

수 있다는 확신을 갖기 위하여 양성반응의 범위가 초과해서는 안 됨.

신뢰도(Reliability): 동일한 시험방법에 따라 반복시행하였을 때 동일 실험실과 다른 실

험실에서 시험 결과를 재현할 수 있는 정도. 신뢰도는 실험실 내, 실험실 간 재현성

(reproducibility)과 실험실 내 반복성(repeatability)으로 평가됨.

눈에 미치는 가역적인 영향(Reversible effects on the Eye): "안자극" 및 "UN GHS

Category 2" 참조.

심한 안 손상(Serious eye damage): 안구 앞면에 시험물질 적용 후 21일 이내에 회복되지 
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않는 안조직 손상 또는 시력의 심각한 손상으로, "눈에 미치는 비가역적인 영향"과 "UN

GHS Category 1" 의미와 바꾸어 사용할 수 있음(4).

세극등현미경(Slit-lamp microscope): 입체적 정립상을 보여주는 양안 현미경의 확대 하에 

안구를 직접 관찰하는데 사용되는 기구(instrument). ICE 시험법에서는 세극등현미경을 사

용하여 닭 안구의 앞쪽 구조를 관찰하고, 내장된 두께 측정기(depth-measuirng device)로 

각막 두께를 객관적으로 측정함.

용매/부형제대조군(Solvent/vehicle control): 용매나 부형제 등 시험계의 모든 요소를 포함

하지만 시험물질은 처리되지 않은 군. 시험물질을 처리한 군 및 다른 대조군과 함께 실

험되며 용매·부형제에 녹여진 시험물질로 처리한 군의 기본적인 반응을 평가하기 위해 

사용된다. 음성대조군으로 동시 사용될 때, 용매·부형제에 대한 시험계와의 반응여부를 

보여줌.

물질(Substance): 생산과정을 통해 얻어지거나 또는 자연 상태로 얻는 화학원소들

(elements)과 이들로 이루어진 구성물질(compound). 생산품의 안정성을 유지시키는데 

필요한 모든 첨가제와 생산과정에서 유래하는 불순물을 포함하지만 해당물질의 안정성

이나 그 조성의 변화에 영향을 주지 않고 분리될 수 있는 용매는 제외시킴(4).

계면활성제(Surfactants): 표면활성제라고도 하며, 하나 이상의 친수성 물질 또는 하나 

이상의 친수성 물질군으로 구성된 물질 또는 희석제(적절한 용매/부형제에서)로 액체의 

표면장력을 낮추어 물-대기에서 확산 또는 흡수 단층을 형성하며, 유탁액 또는 마이크로

유탁액, 미셀(micelle)을 생성하고 물-고체에 흡수됨.

하향식 접근방식(Top-Down Approach): 심한 안손상을 유발할 것으로 추정되는 화학물질

에 대한 단계적 접근법. 심한 안손상을 유발하는 양성(양성 반응)의 결과가 나오는 화학물

질을 다른 화학물질(음성 반응)로부터 구별하는 것으로 시작됨.

시험물질(Test chemical): 시험법에서 평가되는 화학물질(단일물질 또는 혼합물).

단계적 시험전략(Tiered testing strategy): 시험물질에 대한 기존의 모든 정보를 순차적인 

순서에 따라 검토하는 단계적인 시험전략. 다음 단계로 진행하기 전에 위험분류를 결정하기

위한 충분한 정보가 있는가를 각 단계별로 가중치를 두어 검토한다. 예를 들어, 만약 

어떤 시험물질의 자극 가능성이 기존 자료를 근거로 평가할 수 있다면, 추가적인 시험

을 할 필요는 없다. 하지만 어떤 시험물질의 자극 가능성이 기존 자료를 근거로 평가할 

수 없다면, 명백하게 분류를 할 수 있게 되기 전까지는 순차적인 단계의 동물실험이 수행

되어야 함.



- 48 -

UN의 화학물질의 분류 및 표시에 관한 국제조화시스템 (United Nations Globally

Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals, UN GHS): 물리적,

보건적, 환경적 유해성의 수준 및 표준화된 유형에 따른 화학물질(화합물 또는 혼합물)의 

분류체계로 그림문자, 표시방법, 유해 사항, 사전 주의 사항, 안전정보지 등의 소통 방식을 

통해 화학물질의 유해 정보를 전달하여 사람(고용주, 근로자, 운송자, 소비자, 응급처치자 

등)과 환경을 보호하고자 제시된 체계(4).

UN GHS Category 1: "심한 안손상" 및 "눈에 미치는 비가역적인 영향" 참고.

UN GHS Category 2: "안자극" 및 "눈에 미치는 가역적인 영향" 참고.

UN No Category: UN GHS Category 1 또는 2(2A 또는 2B)로 분류되지 않는 화학물질.

"Not Classified"로 바꾸어 사용할 수 있음.

검증된 시험법(Validated test method): 특정한 목적에 대한 상관성(정확도 포함)과 신뢰도

을 평가하기 위한 검증연구를 마친 시험법. 검증된 시험법이 정확도와 신뢰도 측면에서 

제시된 목적에 적합하다고 판단될 정도로 충분하지 않을 수 있다는 점에 유의함.

증거의 가중치(Weight-of-evidence): 시험물질의 잠재적인 유해성에 관한 결론에 도달하기 

위해 활용되는 다양한 정보들의 장단점을 고려하는 과정.
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부록 2. 숙련도 물질

실험실은 본 시험 가이드라인을 준수하는 시험법을 사용하기 전에 13개의 권장 화

학물질(표 10)에 대한 안 유해성 분류를 정확하게 파악하여 기술적 숙련도를 입증해야 한다.

제시된 ICE 결과는 시험 과정에서 예상되는 관찰 반응 범위를 보여준다(5)(18). 이러한 화학

물질들은 생체내(in vivo) 토끼 안자극 시험(TG 405) 및 UN GHS 분류 체계(예: UN GHS

Category 1, 2A, 2B, No Category)의 결과에 근거하여 안 유해성에 대한 반응 범위를 나타

내기 위해 선정되었다(4)(26). 다른 선정 기준은 가능한 한 물질이 재현 가능한 ICE 시험법 

결과를 가지고, 상업적으로 구입이 가능하며 고품질의 이용 가능한 생체내(in vivo) 참조 

데이터가 있는 것이다. 참고 데이터는 Streamlined Summary Document(SSD)(5)에서 확인할 

수 있다. 표에 제시된 물질을 구입할 수 없거나 다른 타당한 이유로 사용할 수 없는 경우

에는 ICE 시험법의 평가 및 검증에 사용된 시험물질 등에서 위의 기준을 충족하는 다른 

물질을 사용할 수 있다(5)(18). 단, 이러한 변경에 대한 타당한 근거가 제시되어야 한다.
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No. 화학물질 CASRN 화학물질 분류1) 물리적 

형태

생체내(in vivo)

UN GHS 분류2)

ICE UN

GHS 분류3)4)

1
Benzalkonium

chloride(10%)
8001-54-5

Onium

compound
액체 Category 1 Category 1

2 Chlorhexidine 55-56-1
Amine,

amidine
고체 Category 1 Category 1

3
Sodium

hydroxide(10%)
1310-73-2 Alkali 액체 Category 1 Category 1

4 Imidazole 288-32-4 Heterocyclic 고체 Category 1 Category 1

5
Trichloroacetic

acid(30%)
76-03-9

Carboxylic

acid
액체 Category 1 Category 1

6
2,6- Dichlorobenzoyl

chloride
4659-45-4 Acyl halide 액체 Category 2A 예측 불가4)

7 Ammonium nitrate 6484-52-2 Inorganic salt 고체 Category 2A5) 예측 불가4)

8
Sodium

hydroxide(1%)
1310-73-2 Alkali 액체 Category 2B 예측 불가4)

9 Dimethyl sulfoxide 67-68-5

Organic

sulphur

compound

액체 No Category No Category

10
Ethyl trimethyl

acetate
3938-95-2 Ester 액체 No Category No Category

11 Methylcyclopentane 96-37-7
Hydrocarbon

(cyclic)
액체 No Category No Category

12 n-Hexane 110-54-3
Hydrocarbon

(acyclic)
액체 No Category No Category

13 Triacetin 102-76-1 Lipid 액체 No Category No Category

표 10. ICE 기술 숙련도 입증을 위한 권장 물질

약어: CASRN(Chemical Abstracts Service Registry Number) = 화학초록서비스등록번호, ICE(Isolated Chicken 
Eye test): 적출된 닭 안구 시험, n.a.: 해당 없음, UN GHS(United Nations Globally Harmonized System 
of Classification and Labelling of Chemicals) = 국제연합 화학물질 분류 및 표시에 관한 국제조화 시스템(4).

1) 화학물질 분류는 표준분류체계(standard classification scheme)를 사용하여 각각의 화학물질에 지정되었으며 
미국국립의학도서관 의학주제표목(Medicine Medical Subject Headings, MeSH) 분류 체계에 기초하고 있다
(http//www.nlm.nih.gov/mesh)

2) 생체내(in vivo) 토끼 안자극 시험(OECD TG 405)의 결과에 근거하며 UN GHS(4)(26)를 사용하고 있다.
3) 표 7에 기술된 대로 ICE의 결과에 근거하고 있다.
4) GHS No Category 및 GHS Category 1의 구별을 위해 표 6에 기술된 내용 이외의 ICE 점수 조합(표 7 참조)
5) 이러한 두 Category는 UN GHS 기준 판정에 따라 2A 또는 2B로 분류됨. 즉, 7일 차에 3마리 동물 중 1마리 대 

3마리 동물 중 2마리에 따라 Category 2A로 분류된다. 생체내(in vivo) 연구는 3마리의 동물을 포함했다. 한 마리
의 동물에서의 결막 출혈을 제외하고, 모든 평가항목이 7일 이내에 0점으로 회복되었다. 7일까지 완전하게 회복되
지 않은 한 마리의 동물에서는 각막 출혈 1점(7일 차)이었지만 10일 차에 완전히 회복되었다.
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부록 3. 비극성 pH(2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제의 제한적 적용 범위에 

대해 표준 ICE 시험법과 함께 사용되는 ICE 조직병리 평가 관련 숙련도 시험물질

실험실은 비극성 pH(2 < pH < 11.5) 세정제 및 계면활성제의 제한적 사용 범위에 

대해 표준 ICE 시험법과 함께 ICE 조직병리 평가를 실시하기 전에 표 11에서 권장하는 

6개 시험물질에 대한 안 유해성 분류를 정확하게 파악하여 기술적 숙련도를 입증해야 한다.

이러한 물질들은 생체내(in vivo) 토끼 안자극 시험(TG 405) 및 UN GHS 분류 체계(예:

UN GHS Category 1, 2, No Category)의 결과에 기반하여 안 유해성에 대한 반응 범위를 

나타내기 위해 선정되었다(4)(26). 다른 선정 기준은 가능한 한 물질이 재현 가능한 ICE 조직

병리 평가 결과를 가지고, 상업적으로 구입이 가능하며 고품질의 이용 가능한 생체내(in

vivo) 참고 데이터가 있는 것이다. 표에 제시된 물질을 구입할 수 없거나 다른 타당한 이유로

사용할 수 없는 경우에는 ICE 조직병리 평가에 사용된 시험물질 등에서 위의 기준을 충족하는

다른 물질을 사용할 수 있다(10). 단, 이러한 변경에 대한 타당한 근거가 제시되어야 한다.

No. 화학물질 CASRN
계면활성제 

유형

물리적 

형태

생체내

(in vivo)

분류1)

표준 ICE

UN GHS

분류2)

ICE 조직병리 

평가 UN

GHS 분류3

1 Benzalkonium
chloride(5%) 8001-54-5 Cationic 액체 Category 1 Category 1

실험실 3곳 중 

3곳에서   

Category 1

(미란(부식))

2 Benzensulphon
ylchloride 98-09-9 Anionic 액체 Category 1 Category 1

실험실 3곳 중 

3곳에서   

Category 1

(괴사 및 

공포(액포)화)

3 Cetylpiridinium
bromide(10%) 140-72-7 Cationic 액체 Category 1 예측 불가

실험실 3곳 중 

3곳에서   

Category 1

(공포(액포)화)

4
Cetylpiridinium

bromide(1%)
140-72-7 Cationic 액체 Category

2A 예측 불가
실험실 3곳 중 

3곳에서 예측불가

5
N-Lauroyl

sarcosine Na
salt(10%)

137-16-6 Anionic 액체 Category
2A 예측 불가

실험실 3곳 중 

3곳에서 예측불가

6 Cetylpiridinium
bromide(0.1%) 140-72-7 Cationic 액체 No

Category 예측 불가
실험실 3곳 중 

3곳에서 예측불가

표 11. ICE 조직병리 평가 기술 숙련도를 입증하는 권장 물질

약어: CASRN(Chemical Abstracts Service Registry Number) = 화학초록서비스등록번호, NPCM(No Prediction
Can Be Made): 예측 불가
1. 생체내(in vivo) 토끼 안자극 시험(OECD TG 405) 결과에 근거하며 UN GHS를 사용하고 있다(4)(26).
2. 표 7의 ICE 결과에 근거한다.
3. 표 8과 9의 ICE 조직병리 평가 기준에 근거하며 개정된 OECD GD 160에 속한다(12).
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부록 4. 관류장치 및 눈 클램프 도표

그림 1. 관류장치 및 눈 클램프 도표
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별첨 2. 원문(OECD TG 438)
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