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지침서ㆍ안내서 제ㆍ개정 점검표

명칭
화장품 등 안자극 동물대체시험법(In vitro 고분자 시험법: Ocular Irritection®) 

가이드라인(민원인 안내서)

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 우선적으로 

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 내용

입니까?

□ 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 행정사무의 

세부기준이나 절차를 제시하는 것입니까? (공무원용)

□ 예(☞지침서) 

■ 아니오

□ 대내외적으로 법령 또는 고시ㆍ훈령ㆍ예규 등을 알기 쉽게 풀어서 설명

하거나 특정한 사안에 대하여 식품의약품안전처의 입장을 기술하는 것

입니까? (민원인용)

■ 예(☞안내서) 

□ 아니오

기타 

확인사항

□ 상위 법령을 일탈하여 새로운 규제를 신설ㆍ강화하거나 민원인을 

구속하는 내용이 있습니까?

□ 예 

■ 아니오

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

제ㆍ개정 절차를 진행하시기 바랍니다.

상기 사항에 대하여 확인하였음.

2021년    9월    17일

담당자
확  인(부서장)

강남희  

김광진
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  이 안내서는 화장품 등 안자극 동물대체시험법(In vitro 고분자 시험법: Ocular Irritection®) 

가이드라인에 대하여 알기 쉽게 설명하거나 식품의약품안전처의 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 알려

드립니다. 또한, 본 안내서는 2021년 9월 현재의 과학적ㆍ기술적 사실 및 유효한 법규를 

토대로 작성되었으므로 이후 최신 개정 법규 내용 및 구체적인 사실관계 등에 따라 달리 적용

될 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)

※ 본 안내서에 대한 의견이나 문의사항이 있을 경우 식품의약품안전평가원 독성평가연구부 특수독성과에 

문의하시기 바랍니다.

전화번호: 043-719-5153, 5155

팩스번호: 043-719-5150
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화장품 등 안자극 동물대체시험법

(In vitro 고분자 시험법: Ocular Irritection®) 가이드라인

Ⅰ 개요

In vitro 고분자 시험법은 각막을 구성하는 단백질과 유사한 성질의 고분자 매트릭스

(macromolecular matrix)에 시험물질을 적용한 후 발생하는 혼탁도로 안자극을 예측하는 

생체외(in vitro) 시험법이다.

고분자 매트릭스(macromolecular matrix)는 안자극이 나타나는 시험물질에 노출

되면 배열된 구조가 파괴되면서 혼탁해 진다. 본 시험법은 이 혼탁도를 분광분석기로 측정하여 

UN GHS 기준에 따라 1) 심한 안 손상을 유발하는 물질(category 1) 2) 안자극 또는 심한 

안 손상으로 분류되지 않는 물질(no category)을 식별하는 시험법이다.

Ⅱ 시험원리

본 시험법의 원리는 안자극 물질에 의한 각막 변성, 풀림(unfolding) 및 형태의 변화 

등으로 나타나는 각막 손상을 예측하는 것이다. 정상적인 인체 각막은 많은 종류의 단백질과 

탄수화물로 구성되며 고도로 잘 배열된 구조를 이루어 투명하게 보이지만 안자극 시험물질에 

노출되면 각막의 단백질이 시험물질과 반응하여 배열된 구조가 파괴되고 침전물이 발생하여 

각막이 혼탁해진다. 이러한 각막의 혼탁 정도를 인체 각막과 유사하게 구성된 고분자 매트

릭스에 시험물질을 적용한 후 405 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 평가한다.
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Ⅲ 제한점 및 고려사항

본 시험법은 시험물질 10% 수용액/분산액의 pH 범위가 4이상 9이하인 경우에 적용 

가능하다. 계면활성제와 비계면활성제 모두 본 시험법에 적용가능하며 계면활성제 및 계면

활성제와 유사한 특성을 가지는 시험물질은 증류수를 이용하여 5% working solution을 

조제한 후 적용 가능하다. 고체물질은 비계면활성제의 경우 물에 대한 용해성 여부에 관계없이 

본 시험법을 적용할 수 있으며, 액체물질은 점성의 유무와 관계없이 적용할 수 있다. 가스와 

에어로졸은 아직 검증연구에서 평가되지 않아 적용할 수 없다. 또한, 진한 유색의 물질, 염석 

침전을 유발하는 물질, 고농도의 일부 계면활성제 및 고휘발성 물질은 시험계를 간섭할 수 

있으므로 본 시험법 적용에는 제한이 있다. 

본 시험법은 상당수의 Category 1 물질을 Category 2, 2A 또는 2B로 과소분류 

하거나 No Category 물질을 Category 2, 2A 또는 2B로 과대분류 하므로 UN GHS 

Category 2(2A, 2B) 물질을 확인하기 위해서는 다른 시험법이 필요하다. 그러므로 

Category 2(2A, 2B) 물질을 분류하기 위해서는 IATA 지침서에 따라 추가 정보 또는 다른 

시험법으로 평가해야 한다.  
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Ⅳ 시험방법

4.1 시험물질 준비

시험을 수행하기 전 시험물질의 특성을 확인하여 본 시험법이 해당 시험물질에 적합

한지를 결정해야 한다. 시험물질 10% 수용액의 pH를 측정하여 적용 범위(pH 4.0~9.0) 내에 

있는지 확인해야 한다. 또한, 시험물질의 계면활성제 특성 여부가 확인되지 않은 경우 거품형성

시험(Foam test)을 실시해야 한다. 시험물질 10% 수용액을 10초간 혼합한 후 형성된 

거품층의 비율과 지속성을 관찰하여 계면활성 여부를 결정한다. 

계면활성 물질은 고분자 매트릭스를 준비하기 전에 미리 시험물질 용액을 준비한다. 

액체물질의 경우 시험물질 0.5 mL을 증류수 9.5 mL에 넣어 5% working solution을 만든 

후 2배 연속 희석하여 5개 농도(0.3125%, 0.625%, 1.25%, 2.5% 및 5%)의 시험물질 용액을 

준비한다. 고체물질의 경우(예: 비누 바) 여러 다른 부위에서 채취한 시험물질 0.5 g을 증류수 

10 mL에 넣어 5% working solution을 만든 후 2배 연속 희석하여 5개 농도의 시험물질 

용액을 준비한다. 

비계면활성 물질의 경우 액체 또는 고체시험물질을 원물질 그대로 5개의 연속되는 

용량(25, 50, 75, 100 및 125 ㎕ 또는 ㎎)을 사용한다. 고체시험물질은 고분자 매트릭스를 

준비하기 전에 미리 칭량하여 준비한다. 

동시 대조군으로 Ocular Irritection® kit에 포함된 보정물질(calibrators) 4종 및 

품질관리물질(quality controls) 2종을 사용한다. 보정물질은 UN GHS No Category에서 

Category 1까지의 범위에 해당하는 물질들을 포함하며, IDE(Irritection Draize Equivalent) 

점수를 계산하기 위한 표준 곡선을 설정하는데 사용된다. 

4.2 고분자 매트릭스 준비

Ocular Irritection® 키트에 포함된 시약 분말(reagent powder)을 수화용액

(hydrating solution)에 녹인 후 여과지를 이용하여 여과한다. 여과된 시약용액(reagent 

solution)의 pH와 온도를 측정하여 정해진 범위 내에 속하는지 확인한다(pH 7.9-8.2, 온도 

20-25℃). 시약용액은 액티베이터 완충 용액(activator buffered solution)을 넣어 pH를 
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낮추고 규칙적인 구조의 고분자 매트릭스를 형성하도록 활성화시킨다. 활성화된 시약용액의 

pH와 온도를 측정하여 정해진 범위 내에 속하는지 확인한다(pH 범위 6.4-6.7, 온도 범위 

20-25℃). 블랭킹 버퍼(blanking buffer)에도 활성화 완충 용액을 넣은 후 활성화시킨다. 

활성화된 시약용액과 블랭킹 버퍼를 24-well 플레이트의 해당되는 well에 1250 µL씩 넣은 

후 멤브레인 디스크(membrane disc)를 넣는다. 

4.3 시험물질 및 대조물질 적용

비계면활성 시험물질의 경우 물리화학적 성질(고체 또는 액체)에 따라 다르게 적용

한다. 액체시험물질은 25, 50, 75, 100 및 125 ㎕ 용량을 24-well 플레이트에 놓인 멤브레인 

디스크 안에 적용한다. 고체시험물질은 25, 50, 75, 100 및 125 ㎎ 용량을 멤브레인 디스크 

안에 적용한 후 멤브레인 디스크를 24-well 플레이트에 넣는다. 

계면활성 시험물질의 경우 5개 농도(0.3125%, 0.625%, 1.25%, 2.5% 및 5%)의 

시험물질 용액 125 ㎕를 24-well 플레이트에 미리 넣어둔 활성화된 시약용액 및 블랭킹 

버퍼에 직접 적용한 후 멤브레인 디스크를 넣는다. 

대조물질(보정물질 4종 및 품질관리물질 2종)은 125 ㎕씩 24-well 플레이트의 멤브

레인 디스크 안에 적용한다. 

4.4 반응 및 흡광도 측정

시험물질 및 대조물질을 적용한 후 24-well 플레이트를 25±1°C 배양기에서 24시간

(±30분) 동안 반응시키고, 반응이 끝난 플레이트는 육안으로 관찰하여 멤브레인 디스크의 손상

여부, 웰(well) 안의 용액 부피 감소를 확인한다. 웰(well) 안의 용액 부피가 감소한 경우 시험

물질의 흡습성이 원인일 수 있으므로, 동일한 현상이 반복되면 해당 시험물질은 시험하지 

않는다. 24-well 플레이트의 용액을 96-well 플레이트의 각 웰(well)에 250 ㎕씩 넣은 후 

405 nm 파장에서 흡광도를 측정한다. 
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4.5 IDE 점수 계산

IDE(Irritection Draize Equivalent) 점수는 다음과 같이 계산한다. 측정된 OD 값을 

바탕으로 Irritection® 분석 소프트웨어 프로그램(In Vitro International 제공)을 사용하여 

IDE 점수를 자동으로 계산할 수 있다. 

(1) ODQC 1, 2 또는 Net ODX < ODcal 1인 경우  

IDE = (ODQC 1, 2 또는 Net ODX / ODcal 1) × 12.5

(2) ODcal 1 < ODQC 1, 2 또는 Net ODX < ODcal 2인 경우  

IDE = [(ODQC 1, 2 또는 Net ODX–ODcal 1) / (ODcal 2–ODcal 1)] × 17.5 + 12.5

(3) ODcal 2 < ODQC 1, 2 또는 Net ODX < ODcal 3인 경우

IDE = [(ODQC 1, 2 또는 Net ODX – ODcal 2) / (ODcal 3 – ODcal 2)] × 21.0 + 30

* 시약 OD : 시약 용액이 담긴 well에 시험물질을 첨가한 후 측정한 값

* Blank OD : Blanking buffer가 담긴 well에 시험물질을 첨가한 후 측정한 값

* ODQC 1, 2 및 ODcal 0,　 1, 2, 3 : 시약 용액이 담긴 well에 보정물질(QC1, QC2) 및 품질확인물질(Cal0, 

Cal1, Cal2, Cal3을 첨가한 후 측정한 값

* X : 시험물질의 용량 또는 농도

* Net ODX = 시약 ODX – blanking buffer ODX
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Ⅴ 결과 판정

5.1 결과 판정 

각 시험물질(용량 또는 농도)의 IDE 점수 중 가장 큰 값인 MQS(Maximal 

Qualified Score) 값을 기준으로 표 1에 따라 시험물질의 안구 유해성을 판정한다.  

표 1. 판정 기준

MQS UN GHS 분류

0 ~ 12.5 No Category

>12.5 ~ 30.0 No prediction can be made

>30.0 Category 1

5.2 인정 요건

 1) 시험결과는 다음의 2개 기준 중 1개 이상을 만족해야 한다.

 4종 보정물질의 측정값이 모두 허용 범위 내에 있어야 하고, 품질관리물질 2종 중 

최소 1종의 측정값이 허용 범위 내에 있어야 한다. 

 보정물질 4종 중 최소 3종의 측정값이 허용 범위 내에 있어야 하고, 2종 품질관리

물질의 측정값이 모두 허용 범위 내에 있어야 한다.

표 2. 보정물질 및 품질관리물질의 인정 요건

OD405 허용 범위

보정물질 0 0.062 ~ 0.262

보정물질 1 0.089 ~ 0.315

보정물질 2 0.351 ~ 0.945

보정물질 3 1.277 ~ 2.127

IDE 허용 범위

품질관리물질 1 7.2 ~ 20.8

품질관리물질 2 23.6 ~ 35.6
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 2) 시험결과는 다음의 기준을 만족하는 조건에서 MQS 값을 도출해야 한다.

 시험물질의 Net OD 값(ODNet=ODreagent solution–ODblanking buffer)이 –0.015를 초과해야 

한다(ODNet > -0.015). 

 시험물질의 Net OD 값이 Cal 2의 OD 값(ODcal 2) 미만인 경우 Kit에 제공되는 

inhibition check 용액을 이용하여 고분자 매트릭스가 제대로 반응하는지 확인해야 

한다. Inhibition check 용액을 넣은 후 다시 흡광도를 측정하여 OD 값이 ODcal 2 

이상인지 확인한다. 

 각 시험물질의 용량/농도별 ODblanking buffer 값은 –50~500 범위 내에 있어야 한다. 

ODblanking buffer 값이 1.2를 초과하는 경우 시험물질로 인한 간섭을 나타내며(예: 강한 

발색) 해당하는 시험물질은 색간섭 확인을 위해 최소 1회 이상 재시험하며, 동일한 

결과가 반복되면 해당 시험물질은 시험에서 배제한다.  

 용량-반응(dose response)을 확인하여 이례적/비전형적인 패턴을 보이는 경우 해당 

IDE 결과를 MQS 결정에서 제외시킨다.

Ⅵ 시험결과 및 보고

시험보고서에는 다음의 내용을 포함하도록 한다.

시험물질 및 대조물질

– IUPAC 명, CAS 명, CAS 번호, SMILES, InChI 코드, 구조식 등과 같은 화학 물질 

식별 정보

– 시험/대조군물질, 복합물질의 경우 순도 및 물질 구성

– 다성분물질, UVCB의 경우 화학물질 정보(위 참조), 순도, 양적 비율, 구성성분의 관련 

물리화학적 성질 등 알려진 특성 

– 물리적 상태, 휘발성, pH, 안정성, 화학적 분류, 수용해도(water solubility), 색상, 

광학 밀도, 흡광도 특성

– 시험물질 10 % 수용액의 pH, 거품형성시험 결과

– 시험 전 시험/대조 물질의 처리 내용(예: 가온, 분쇄)

– 저장 조건 및 안정성

– 용매 종류
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시험의뢰자 및 시험기관과 관련한 정보

– 시험의뢰기간, 시험기관 및 연구 책임자의 이름 및 주소

시험 조건

– 사용한 시험법에 대한 설명

– 시간 경과에 따른 시험법의 수행능(정확도 및 신뢰도) 확인에 사용되는 절차 

(예: 숙련도 물질의 주기적 시험)

시험 방법

– 시험에 사용된 용량/농도의 수

– 사용된 용매 및 기준(benchmark) 대조군의 식별정보

– 사용된 시험물질의 용량 및 적용(노출) 시간

– 시험절차 상에서 변경된 모든 사항에 대한 설명 

결과

– 시험 수행(test run)의 인정 요건에 대한 결과를 포함한 보정물질과 품질관리물질의 

OD405 표: 적격(qualified) 혹은 부적격(not-qualified) 분석

– 각각의 시험물질 용량에 대한 OD405, Net OD405 및 IDE 점수의 표

– 시험물질에 대한 적용가능 기준 확인 결과: 제외된 결과 혹은 재시험을 위한 프롬프트

(prompt)/플래그(flag) 문구

– 해당되는 경우, 재시험 결과

– 시험 절차의 끝에 관찰된 기타 효과에 대한 설명(예: 막의 온전함, 증발을 나타내는 

플레이트 뚜껑 위 물방울, 용량 감소, 착색) 

– Maximal Qualified Score(MQS) 및 해당 점수에서 예측되는 in vitro UN GHS 

Category



화장품 등 안자극 동물대체시험법(In vitro 고분자 시험법: Ocular Irritection®) 가이드라인

9

별첨 1 번역본(OECD TG 496)

생체외(in vitro) 고분자 시험법 가이드라인

In vitro Macromolecular Test Method

생체외(in vitro) 안자극 시험법: 고분자 시험법

서론

1. 생체외(in vitro) 고분자 시험법인 Ocular Irritection(OI®)은 심한 안손상 유발 

가능성이 있는 화학물질(물질 및 혼합물)뿐 아니라 안자극 혹은 심한 안손상에 대한 분류가 

필요하지 않은 화학물질을 식별하는데 사용 가능한 생화학적 생체외 시험법이다. 

2. 단일 생체외 안자극 시험만으로는 다양한 화학물질을 대상으로 모든 범위의 기전적 측면

(mechanistic aspects)을 통해 자극을 예측하는 생체내(in vivo) Draize 안자극 시험을 

가까운 시일 내에 완전히 대체할 수 없다는 것이 일반적인 견해이다. 그러나 자극 가능성의 

범위 및/또는 화학물질 등급을 결정하기 위해 통합독성평가(IATA) 내에서 안독성의 기전적 

측면(mechanistic aspects)에 대한 기존 지식과 각각의 생체외 시험법의 장점을 결합하는 

시험전략 내에서 대체시험법을 전략적으로 조합하면 UN 화학물질의 분류 및 표시에 관한 

국제조화시스템(UN GHS)에 정의된 위험성 분류를 위한 안자극 Draize 시험법(2)(3)을 대체

할 수 있다(1). 하향식 접근방식(Top-Down approach)은 기존 정보를 바탕으로 시험물질이 

강한 자극을 가질 것으로 예상되는 경우에 사용하도록 고안된 반면 상향식 접근방식

(Bottom-Up approach)은 기존 정보를 바탕으로 시험물질이 충분한 안자극을 유발하지 않을 

것으로 예상되어 분류가 필요하지 않은 경우 사용하도록 고안되었다(2)(3). 

3. 생체외 고분자 시험법은 7~12항에서 기술된 대로 화학물질의 안구 유해성 분류 및 

표시에 대한 특정 상황에서 일부 제한점을 가진 생체외 시험법이다. 생체외 고분자 시험법은 
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생체내 토끼 안자극 시험을 단독으로 대체할 수 있다고 간주되지 않지만, 추가시험 없이 심한 

안손상을 유발하는 화학물질, 즉 UN GHS category 1으로 분류되는 물질(1)을 식별하기 위해 

OECD GD 263(2)에서 권장하는 하향식 접근방식의 첫번째 단계로서 권장된다. 또한 생체외 

고분자 시험법은 UN GHS 정의에서 안자극 또는 심한 안손상에 대한 분류가 필요하지 않은 

화학물질(No Category)(1)의 분류를 위한 상향식 접근방식(OECD GD 263)(2)의 초기 단계로 

사용될 수 있다. 그러나 심한 안손상(UN GHS Cat. 1)을 유발하는 것으로 예측되지 않는 화학

물질이거나 안자극 또는 심한 안손상을 유발하지 않는(UN GHS No Cat.) 것으로 예측되지 

않는 화학물질인 경우 확정적인 UN GHS 분류를 위해 본 시험법 외 추가 정보 및/또는 

시험이 필요할 수 있다. 본 시험 가이드라인의 사용과 가장 적절한 시험법의 선택은 하향식 

및 상향식 접근방식이 심한 안손상과 안자극에 대한 광범위한 통합독성평가(2)의 일부분을 

나타내는 OECD GD 263의 맥락에서 고려되어야 한다. 

4. 본 시험 가이드라인의 목적은 눈에 대한 시험물질의 잠재적인 유해성을 평가하기 위한 

생체외 고분자 시험법의 절차를 설명하는 것이다. 각막 혼탁은 안구 유해성 분류(4)의 가장 

중요한 요소로 설명된다. 각막 혼탁은 고분자(특히, 단백질)의 침전/변성(denaturation)으로 

설명되는 응고(coagulation) 혹은 지질의 분해(breakdown)로 설명되는 비누화

(saponification) 등을 통해 각막 단백질과 탄수화물의 고도로 조직화된 구조에 시험물질이 

미치는 파괴적인 영향으로부터 발생할 수 있다(3). 생체외 고분자 시험법은 단백질, 당단백질, 

탄수화물, 지질 및 저분자량 성분의 혼합물로 구성된 고분자 시약을 포함하며 재수화되면

(rehydrated) 투명한 각막의 고도로 배열된 구조를 모방하는 복잡한 고분자 매트릭스

(macromolecular matrix)를 형성한다(5)(6). 안구 유해성을 나타내는 시험물질은 고분자 

매트릭스 성분의 파괴 및 분해 뿐 아니라 단백질의 변성, 풀림(unfolding) 및 형태의 변화를 

촉진하여 고분자 시약을 혼탁하게 만든다. 고분자 시험법 OI®는 원래 각막 혼탁을 초래하는 

안자극 물질의 파괴적인 영향을 다루기 위해 개발되었지만 검증연구에서 해당 시험법이 토끼 

안점막 자극시험(OECD TG405)에서 평가되는 것과 같이 결막 손상 만을 초래하는 자극물질도 

감지할 수 있는 것으로 나타났다. 그러나 고분자 시험법은 무세포 생화학 시험계(test system) 

이므로 안독성의 세포독성 및 가역성 측면은 다루지 않는다. 따라서 분류를 결정할 때에는 

GD 263(2)에 설명된 기존 데이터와 지식에 기반하여 시험물질과 연관이 있을 것으로 생각

되는 가능한 모든 안독성 기전에 대해 고려해야 한다. 
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5. OI® 시험법은 심한 안손상을 유발하는 물질(UN GHS Category 1)과 안자극 혹은 

심한 안손상에 대한 분류가 필요하지 않은 물질(UN GHS No Category)을 식별하기 위해 

최초로 검증된 고분자 시험법이다.  본 시험법은 검증된 참고시험법(Validated Reference 

Method, VRM)이다. Guidance Document No. 34(8)의 원칙에 따른 시험법평가기준

(Performance Standards)(7)은 OI® 시험법과 유사한 신규 또는 변경된 생체외 고분자 

시험법의 검증을 용이하게 하고 이들 시험법을 추가하기 위해 본 시험 가이드라인을 적시에 

수정할 수 있도록 한다. 화학물질 평가자료 상호인정(Mutual Acceptance of Data, MAD)은 

시험법평가기준(Performance Standards)에 따라 검증된 시험법에 대해서만 보증되며, 이러한 

시험법이 OECD에 의해 검토되어 본 시험법 가이드라인에 포함된 경우에만 보장된다.

6. 본 시험 가이드라인에서 ‘시험물질(test chemical)’ 용어는 시험 대상을 의미하며, 

물질(substance) 및/혹은 혼합물(mixture) 시험에 대한 생체외 고분자 시험법의 적용 가능

성과는 관련이 없다. 용어정의는 부록 1에 수록되어 있다. 

초기 고려사항, 적용가능성 및 제한점 

7. 생체외 고분자 시험법 OI®는 2009년에서 2012년 사이 독립적인 검증연구를 거친 후

(9) 2016년에 EURL ECVAM 과학자문위원회(Scientific Advisory Committee, ESAC)의 

독립적인 전문평가를 받았다(10). ESAC의 권고에 따라 시험법에 사용된 원재료인 고분자 매트

릭스 분말의 화학적 정보 규명 및 시간에 따른 안정성 관련 보충 자료에 대한 추가 평가가 

OECD 전문가 그룹에 의해 수행되었다. 검증연구 동안 총 89개의 시험물질(13개 혼합물, 76개 

물질)이 평가되었다. 이 시험물질들은 다양한 작용기를 갖는 20개의 UN GHS Cat. 1, 26개의 

UN GHS Cat. 2 및 43개의 UN GHS No Category 물질로 구성되어 있으며 고체 25개, 액체 

57개 및 점성 물질 7개를 포함함으로써 넓은 범위를 커버하였다. 본 시험 가이드라인은 시험

물질의 10% 수용액/분산액(v/v 혹은 w/v)의 pH 범위가 4 이상 9 이하(4≤pH≤9)인 고체와 

액체 물질에 적용 가능하다. 액체는 점성이거나 비점성일 수 있다. 고체는 계면활성제 특성을 

가진 경우를 제외하고는 원물질(neat) 상태로 적용되므로 수용성이거나 비수용성일 수 있다. 

가스와 에어로졸은 검증연구에서 아직 평가되지 않았으므로 적용범위에 포함되지 않는다. 
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8. 7항에서 정의된 적용범위 내에 포함하는 물질 중 일부 물질[(예: 진한 유색 물질, 염석 

침전(salting-out precipitation)을 유발하는 물질, 고농도의 일부 계면활성제, 고휘발성 

물질)]이 시험계를 방해할 수 있다는 특정 제한점이 이전 버전의 고분자 시험법 혹은 검증연구

(11)의 실험실내 데이터(in-house data)로부터 확인되었다. 이러한 방해 작용에는 대조군 및 

시험물질에 대한 특정 OD405 판독 값으로 반영되는 고분자 매트릭스의 적절한 기능 억제

(22-23항),  또는 결과 보고서 및 분석의 필수부분으로 간주되는 시험 시스템의 특정 관찰

(25항)이 포함될 수 있다. 인정 요건은 22~23항에 기술되어 있고 시스템 소프트웨어 내에 

통합되어 있으며 이를 통해 위와 같은 제한점을 지속적으로 확인할 수 있다. 

9. 본 시험 가이드라인은 단일 및 혼합물질에 적용가능하다. 혼합물, 시험하기 어려운 

물질(예: 아크릴산염과 같이 불안정하고 중합성을 가진 물질) 혹은 본 가이드라인의 적용 범위 

내에 명확히 포함되지 않는 물질 등의 시험을 고려할 때에는 이러한 결과가 과학적으로 유의미

하거나 의도하는 규제 목적에 적합한 결과 산출가능 여부를 사전에 고려해야 한다. 또한 

선택된 생체외 시험법이 제공하는 기전적 이해(mechanistic insight) 및 시험물질의 기전을 

다루는 방법에 대해 고려하는 것이 중요하다. 적절한 경우, OECD GD263(2)에 기술된 것처럼 

가능하다면 다른 작용기전을 기반으로 하는 추가 생체외 시험법의 사용을 고려해볼 수 있다. 

10. 고분자 시험법의 수행능(performance)은 EURL ECVAM ESAC에서 권고(10)한 바와 

같이 검증연구 동안 각 참여실험실에서 각각의 화학물질에 대한 적격한(qualified) 결과로부터 

산출된 개별 예측값에 대해 가중치 계산법(weighted calculation)을 사용하여 평가되었다. 

심한 안손상을 유발하는 화학물질(UN GHS Category 1) 식별에 사용되는 경우 다른 곳에 

요약된 것처럼(2) 불확실성(uncertainties)을 가지는 UN GHS에 따라 분류된 생체내 토끼 

안점막자극시험 데이터와 비교 시 생체외 고분자 시험법은 전반적으로 정확도 75%(66.5/89), 

특이도 81% (55.8/69), 민감도 54%(10.7/20)를 나타내었다. 이러한 결과에는 기 채택된 다른 

안자극 시험에서 음성 결과를 나타내는 것으로 확인된 불안정하고 빛에 민감한 중합성 시약인 

Tetraethylene glycol diacrylate(UN GHS Cat. 1)의 음성 결과가 포함된다. 이러한 시험

하기 어려운 물질을 수행능 분석에 포함하지 않는 경우 생체외 고분자 시험법은 전반적으로 

정확도 76%(66.5/88), 특이도 81%(55.8/69), 민감도 56%(10.7/19), 위양성율 19%(13.1/69) 
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및 위음성율 44%(8.3/19)를 나타낸다. Cat. 1 물질 식별에 사용되는 경우 생체내에서 지속

적이지만 심각하지 않은 영향만을 기준으로 분류된 시험물질은 과소예측(under-prediction) 

(7개 중 5개 물질)의 위험성이 더 높은 것으로 나타났다. 그러나 음성 결과를 나타내는 모든 

시험물질은 추후 규제적 요구사항에 따라 OECD GD 263(2)의 가중치 접근법 내 순차적 시험 

전략을 사용하는 다른 적합한 검증된 생체외 시험을 사용하거나 혹은 최후의 수단으로 토끼를 

사용하여 시험되기 때문에 이 같은 맥락에서 위음성율[(예, 생체내에서 UN GHS Cat. 1로 

분류된 물질이 이 시험에서 UN GHS Cat. 1로 분류되지 않는 경우)]이 치명적이지는 않다.

11. 안자극 및 심한 안손상에 대한 분류가 필요하지 않은 시험물질 확인에 사용되는 경우 

다른 곳에 요약된 것처럼 불확실성(uncertainties)(2)을 가지는 UN GHS에 따라 분류된 

생체내 토끼 안점막자극시험(1)(9) 데이터와 비교 시 생체외고분자 시험법은 가중치 접근법 

기반 계산에서 전반적으로 정확도 75%(67.9/89), 민감도 91%(41.7/46), 특이도 59%(25.3/43)를 

가지는 것으로 나타났다. 그러나 이와 같은 결과는 기 채택된 다른 안자극 시험에서 음성 

결과를 나타내는 것으로 확인된 불안정하고 빛에 민감한 중합성 시약인 Tetraethylene 

glycol diacrylate(UN GHS Cat. 1) (CAS 17831-71-9)를 포함한다. 이러한 시험하기 어려운 

아크릴산염 포함 물질을 수행능 분석에서 고려하지 않는 경우 생체외 고분자 시험법은 UN 

GHS에 따라 분류 된 생체내 토끼 안점막자극시험(1) (9)과 비교 시 전반적으로 정확도 

76%(67.0/88), 특이도 59%(25.3/43), 민감도 93%(41.7/45), 위양성율 41%(17.7/43) 및 

위음성율 7%(3.3/45)를 나타낸다. 그러나 양성 결과를 나타내는 모든 시험물질은 추후 규제적 

요구사항에 따라 OECD GD 263(2)의 가중치 접근법 내 순차적 시험 전략을 사용하는 다른 

적합한 검증된 생체외 시험을 사용하거나 혹은 최후의 수단으로 토끼를 시용하여 시험되기 

때문에 이 같은 맥락에서 위양성율(즉, UN GHS No Cat. 물질이 분류가 필요한 것으로 확인 

됨)이 치명적이지는 않다. 또한 GD 263(2)에서 기술된 IATA의 고려사항에 따라 아크릴산염 

작용기를 포함하는 물질의 경우 이들 물질의 작용기가 피부 자극 위험(alert)과 관련성이 있어 

상향식 접근방식의 시작을 위한 가설과 일치하지 않으므로 상향식 접근방식 시험의 후보물질이 

되지 않을 것으로 예상된다는 점에 주목해야한다(OECD GD 263(2)의 그림2.1 내 part 2 

참조).



식품의약품안전처 식품의약품안전평가원

14

12. 생체외 고분자 시험법에서 상당수의 in vivo UN GHS Cat. 1 물질이 UN GHS 

Cat 2, 2A 혹은 2B로 과소분류(underclassified) 되고 in vivo UN GHS No Cat. 물질이 

UN GHS Cat. 2, 2A 혹은 2B로 과대분류(overclassified) 되므로 안자극을 유발하는 것으로 

분류해야 하는 시험물질(UN GHS Cat. 2 혹은 2A) 혹은 약한 안자극을 유발하는 것으로 분류

해야 하는 시험물질(UN GHS 2B)의 확인에는 권장되지 않는다. 이들 물질의 경우 IATA 

지침서(2)에 따른 분류를 위해 추가 정보 혹은 다른 시험법을 이용한 추가 시험이 필요할 수 

있다. 

시험 원리 

13. 생체외 고분자 시험법 OI®는 두 가지 요소로 구성되며 이는 고분자 매트릭스 및 시험

물질을 고분자 매트릭스로 조절하여 전달(controlled delivery)하는데 사용되는 멤브레인 

디스크(membrane disc)이다. 이는 비세포성 생화학적 시험 시스템으로 안독성의 세포독성 

측면은 다루지 않는다. 고분자 매트릭스는 시험물질의 표적으로 작용하며 겔 매트릭스를 형성

하는 단백질, 당단백질, 탄수화물, 지질 및 저분자량 성분의 혼합물로 구성된다. 매트릭스의 

일부인 단백질 올리고머(oligomer)는 비공유력(non-covalent forces)에 의해 자가결합하여 

더 큰 미세섬유(fibrils)를 형성한다. 고분자 매트릭스는 완충염용액으로 재수화(rehydrated) 

되었을 때 고도로 정돈되고 투명한 구조를 형성한다. 안손상을 유발하는 시험물질은 콜라겐 

변성과 지질의 비누화(알칼리에 의해 발생), 단백질의 응고와 침전(산에 의해 발생) 및/또는 

지질의 용해(용매에 의해 발생)(12)를 유발하는 것으로 알려져 있다. 단백질의 변성, 풀림

(unfolding) 및 형태 변화를 초래하는 시험물질은 고도로 배열된 고분자 시약 매트릭스의 

파괴와 분해를 유발하여 고분자 시약을 혼탁하게 만든다. 이러한 현상은 광산란의 변화를 측정

(분광계를 사용하여 405 nm 파장에서 측정)하여 정량화되며, 이 값을 보정물질(calibrators) 

한 세트의 OD값 증가 결과에 의해 작성되는 표준곡선과 비교하게 된다. 표준곡선은 시험

물질의 각 시험용량/농도의 Irritection Draize Equivalent(IDE) 점수(자세한 설명은 19항 

참조)를 구하기 위해 사용한다. 시험물질의 5개 시험용량/농도 중 가장 높은 IDE 점수를 

Maximal Qualified Score(MQS)라고 하며, 사전에 정해진 기준값(cut-off values)(22항 

참조)을 기반으로 UN GHS 안구 유해성 분류를 결정하는데 사용한다.
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숙련도 확인

14. 생체외 고분자 시험법을 확립하는 모든 실험실은 부록 3에 제시된 숙련도 물질을 

사용해야 한다. 실험실은 규제 유해성 분류 목적으로 생체외 고분자 시험법 결과를 제출하기 

전 숙련도 물질을 사용하여 기술적 역량을 증명해야 한다. 

시험 방법

15. Ocular Irritection® 시험법은 현재 본 시험 가이드라인에 포함된 유일한 생체외 

고분자 시험법이다. 본 시험법의 프로토콜은 이용 가능하며 실험실에서 이 시험법을 적용 및 

사용하는 경우 해당 프로토콜을 사용해야 한다(11). 아래 항은 Ocular Irritection®의 프로

토콜을 기반으로 한 생체외 고분자 시험법의 주요 요소와 절차를 기술하고 있다. 

시험물질의 특성규명

16. 시험물질 10% 수용액(water solution)의 pH를 측정하여 시험법의 적용 가능 범위 

내에 있는지 확인한다. 용해도가 다른 물질의 pH 측정을 위한 세부적인 절차는 시험 프로

토콜에 기술되어 있다(11). 아울러 계면활성제 특성이 명확히 확인되지 않은 시험물질의 경우 

18항에 설명된 적절한 시험물질 적용 절차를 결정하기 위해 프로토콜(11)에 기술된 바와 같은 

거품형성시험(Foam Test)을 실시한다. 거품형성시험은 10% 시험물질 용액을 10초간 볼텍스 

후 형성되는 거품층의 비율과 지속성을 평가한다(11). 

시약 준비와 활성화

17. 생체외 고분자 시험법 OI®의 기본이 되는 고분자 매트릭스는 키트와 함께 제공되는 

시약 분말(reagent powder)을 수화용액(hydrating solution)에 용해하고 용해된 시약을 여과

하여 준비한다. 최종 pH와 온도는 사전에 확립된 범위 내에 들어야 한다(pH 범위 7.9-8.2 
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및 온도 범위 20-25℃). 아울러 시약 용액(reagent solution)(각 시험용량/농도에 대해 병행

하여 사용하는 블랭킹 버퍼)의 pH를 낮추고 배열된 고분자 매트릭스의 형성을 개시하기 위해 

액티베이터 완충 용액(activator buffered solution)을 사용하여 시약 용액을 활성화해야 한다. 

활성화된 시약 용액의 최종 pH는 실온(20-25℃)에서 사전에 확립된 pH 범위 내에 들어야 

한다(OI®의 경우 6.4-6.7). 활성화된 단백질 매트릭스 시약 용액의 분주량(aliquot)을 

24-well 플레이트로 옮긴다. 

시험물질의 적용

18. 시험물질은 물리화학적 특성(Annex 2a의 그림1 참조)에 따라 실온(20-25℃)에서 

고분자 매트릭스에 직접 적용하거나 셀룰로스 막 위에 적용한다. 계면활성제가 아닌 고체 물질 

혹은 16항 및 시험 프로토콜(11)에 기술된 거품형성시험 결과 계면활성제와 같은 특성이 없는 

것으로 나타난 미지의 고체 시험물질의 경우, 5개의 연속 시험용량(25, 50, 75, 100 및 125 ㎕

(액체) 혹은 ㎎(고체)의 원물질(neat)을 매트릭스 시약 위에 놓인 멤브레인 디스크에 적용한다. 

고체 물질의 경우 막의 표면 전체에 고르게 도포 되도록 하기 위해 분쇄하여 사용할 수 있다. 

알려진 계면활성제 및 거품형성시험(11) 결과 계면활성제와 유사한 특성을 가지는 미지의 시험

물질은 먼저 증류수를 이용하여 5 % working solution을 조제하고, 2배씩 희석한 5개 농도

(0.3125%, 0.625%, 1.25%, 2.5% 및 5%)의 시험물질 125 ㎕를 고분자 활성시약에 직접 

적용한 다음 웰(well) 위에 멤브레인 디스크를 놓는다(부록 2a 참조). 밀랍성 고체(waxy 

solid)(조각) 시험물질의 경우 희석하지 않은 상태로 시약 용액에 직접 적용하고 멤브레인 

디스크를 놓는다(부록 2a 참조). 

19. OI® 시험법의 고분자 매트릭스는 배양기(25 ± 1℃)에서 시험물질과 동시 대조군을 

적용하여 24.0 ± 0.5 시간 동안 노출시킨다. 노출 후 시험 시스템을 육안으로 확인한다. 비 

계면활성제 시험물질(또는 거품형성시험(11) 결과 계면활성제와 유사한 특성을 가지지 않는 

미지의 시험물질)의 경우 디스크 막이 손상되지 않고, 온전해야 한다. 또한 웰(well) 내 용액의 

부피가 감소한 경우 흡습효과(hygroscopic effect)가 나타났거나 기술적인 문제일 수 있다. 

이 경우 실험을 1회 반복하며, 동일한 현상이 관찰되는 경우 해당 시험물질을 제외하거나 

시험법에 적합하지 않은 것으로 간주한다. 
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대조군 물질

20. 동시 대조군은 시험물질과 동시에 시험해야 한다. OI®의 경우, 동시 대조군은 키트

에서 제공하는 보정물질(calibrating chemicals) 4종 및 품질관리물질(quality controls) 

2종을 포함한다(부록 1 정의 참조). 보정물질은 UN GHS 분류에 따른 No Cat. 부터 Cat. 1

까지의 4개의 물질을 포함하며 IDE 점수 판독(21항 및 Annex2b에 기술)을 위한 표준 

곡선을 산출하는데 사용되는 정해진 OD값 반응 범위(표 1)를 아우른다. 2개의 품질관리물질은 

예측모델 절사값(cut-offs)에 근접한 자극 가능성과 관련된 정해진 IDE 점수 범위를 가진다. 

IDE 및 MQS 점수 판독

21. 배양이 끝나면 405nm에서 OD값 판독을 하기 위해 24-well 플레이트의 시험물질 

및 대조군(20항 참조) 용액을 96-well 플레이트로 옮긴다. 물질을 옮기는 방법은 키트내 

프로토콜에 상세히 기술되어 있다(11). 각 웰(well)의 미가공(raw) OD 판독값을 얻고, 품질

관리물질 및 시험물질에 대한 IDE 점수는 Annex2b에 요약된 공식에 따라 소프트웨어로 

계산된다. 시험물질의 MQS는 보정물질 및 품질관리물질에 대한 OD 점수 분석(22항 참조) 과 

5개의 시험물질 용량/농도로 생성된 용량 반응의 측면(23항 참조)을 기반으로 적절성이 검증된 

단회 시험으로 결정된다.

데이터 및 시험결과 기록

시험 인정 요건

22. VRM OI® 결과의 적격 여부는 아래의 적격성 검사(qualification check)를 자동

으로 수행하는 소프트웨어에 의해 결정된다. 

 시험 수행(test run) 적격성 검사: 시험 수행(test run)이 추가 데이터(further data) 

분석에 적격하다고(qualified) 받아들여지기 위해서는 4개의 보정물질과 2개의 품질

관리물질과 관련된 두개의 기준 중 하나를 충족해야 한다.
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- 4개의 모든 보정물질과 2개의 품질관리 물질 중 최소 1개에서 얻은 값이 사전에 

확립된 허용 범위 내에 있어야한다(표 1). 

- 4개의 보정물질 중 3개에서 얻은 값과 2개의 품질관리물질에서 얻은 값이 사전에 

확립된 허용 범위 내에 있어야한다(표 1). 1개의 보정물질만이 허용 범위를 벗어나는 

경우 OI® 는 표준곡선 생성을 위해 사전에 정의된 값으로 이를 대체한다. 

2개 이상의 보정물질이 범위에서 벗어나거나 1개의 보정물질과 1개의 품질관리물질이 

각각 범위를 벗어나는 경우 OI® 시험 수행(test run)은 부적격(non-qualified)으로 

간주된다. 

표 3. OI® 시험법 보정물질 및 품질관리물질의 인정 요건 

OD405 허용 범위

보정물질 0 0.062 ~ 0.262

보정물질 1 0.089 ~ 0.315

보정물질 2 0.351 ~ 0.945

보정물질 3 1.277 ~ 2.127

IDE 허용범위

품질관리물질 1 7.2 ~ 20.8

품질관리물질 2 23.6 ~ 35.6

23. 시험물질에 대한 허용가능한 MQS가 결정(24항 참조)되기 전 아래 사항에 대한 추가 

확인이 소프트웨어에 의해 수행되며 이를 통해 시험물질과 대조군에 대한 5개의 데이터 포인트의 

추가 해석이 가능하다. 아래 확인사항을 고려하여 적격한(qualified) 시험 수행(test run)의 

결과가 제외될 수 있다. 

 Net Optical Density 확인: 시험물질에 대한 Net ODx는 사전에 확립된 값보다 커야 

한다(> -0.015). 시험물질의 최종 ODx가 –0.015 미만(<)인 경우 선형외삽법(linear 

extrapolation)으로 유의미한 IDE 점수를 계산할 수 없으며 해당 시험결과는 MQS 

결정 사항에서 제외된다. 

 적격한(qualified) 수행(run)에서 시험물질에 대한 최종 ODx가 ODCal2 미만인 경우 

고분자 매트릭스가 제대로 반응하는지 확인하기 위해 추가 검사가 요구된다. 이 같은 

검사는 시험 키트에 제공되는 억제 확인 용액(inhibition check solution)을 추가한 

뒤 ODx를 재측정하여 수행된다. 이때 ODx가 추가 해석에 적격한(qualified) (혹은 
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허용되는)데이터로 인정되기 위해서는 ODCal2 이상이어야 한다. 

 Blank OD 값 확인: 각 시험물질의 용량/농도에 해당하는 Blank OD 값이 1.2를 초과

하는 경우 시험물질로 인한 간섭을 나타낸다(진한 색상). 해당하는 blank 대조군이 

있는 시험물질은 색간섭 및 제외된 시험결과 상태를 확인하기 위해 최소 한번 재시험

할 수 있다.

 마지막으로 시험물질의 용량반응이 알려진 종류의 올바르게 예측되는 물질의 전형적인 

패턴 특징과 일치하는지 확인하기 위해 용량반응 검사를 수행한다. 시험물질의 용량

반응 관계가 비전형적/불규칙한 패턴을 가지는 경우 IDE 결과는 MQS 결정을 위한 

고려사항에서 제외되어야 한다. 적절한 적격용량반응 곡선의 예시는 키트와 함께 제공

되는 프로토콜에 제시되어 있다(8). 

결과 해석 및 예측 모델

24. 적격한(qualified) 시험물질로 얻은 광학밀도(OD405)를 각 시험 용량/농도에 대해 보정

물질 세트에서 얻은 표준 곡선와 비교하여 IDE 점수를 산출한다. 획득한 가장 높은 IDE 

점수인 MQS(Maximal Quality Score)는 UN GHS 분류 체계(1)에 따른 시험물질의 안구 

유해성 가능성을 예측하는데 사용된다. 생체외 고분자 시험법 OI® 의 경우 표 2의 예측 

모델이 사용된다. 

표 2. OI® 예측 모델

MQS 예측된 UN GHS 분류**

0 ~ 12.5 No Category

> 12.5 ~ 30.0 No prediction can be made*

> 30.0 Category 1

* MQS 결과가 12.5 보다 크고 30.0 이하인 경우 이 결과로부터 별개로 최종 예측이 이루어질 수 없다(No final 

Prediction Can be made, NPCM). 그 이유는 상당한 수의 in vivo UN GHS Category 1 물질이 이 간격내에서 

MQS를 나타내고 이에 따라 고분자 시험법에서 과소예측 되었기 때문이다. 또한 상당수의 in vivo UN GHS No Cat. 

물질이 이 간격내에서 MQS를 나타내었다(즉, 과대 예측이 이루어짐). 12.5 보다 크고 30.0 이하인 간격에서 MQS를 

나타내는 물질의 최종 분류에는 IATA 지침서에 따른 다른 시험법을 사용한 추가 정보 및(혹은) 시험이 필요하다. 

** 시험물질을 분류할 때에는 GD263에 서술된 바와 같이 기존 정보와 지식을 기반으로 시험물질과 관련된 모든 안독성 

기전에 대해 고려해보아야 한다. 
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시험 보고서

25. 시험 보고서는 시험의 수행과 관련하여 아래의 정보를 포함해야 한다. 

시험물질 및 대조군 물질

- IUPAC, CAS 명, CAS 등록번호, SMILES 혹은 InChI 코드, 구조적 공식 및(혹은) 

기타 식별자 등의 화학물질 식별 정보

- 시험/대조군 물질 혹은 혼합물(무게에 따른 퍼센트로 표기)의 순도 및 구성(가능한 범위

내에서 전부)

- 다성분 시험물질 UVCB의 경우, 가능한 모든 특성평가 정보(예: 화학물질 식별정보(위의 

내용 참조), 순도, 성분의 정량적 형태 및 관련 물리화학적 속성(위의 내용 참조))

- 물리적 상태, 휘발성, pH, 안정성, 화학물질 등급, 시험의 수행과 관련한 수용해도

(water solubility), 색상, 광학밀도 혹은 흡광도 특성과 같은 물리화학적 특성

- 프로토콜(11)에 기술된 바에 따라 결정된 시험물질 10% 용액의 pH

- 시험물질의 계면활성제 특성이 공급자에 의해 정의되지 않은 경우, 거품형성시험의 

결과

- 필요한 경우 시험 전 시험/대조군 물질의 처리(예: 가온, 분쇄)

- 가능한 자세한 보관 조건 및 안정성

- 해당되는 경우 용매(solvent) 혹은 부형제(vehicle)

시험의뢰자 및 시험기관과 관련한 정보

- 시험법 의뢰자, 시험 시설 및 연구 책임자의 이름 및 주소
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시험법 조건

- 사용된 시험계의 설명

- 시간 경과에 따른 시험법의 수행능(정확도 및 신뢰도) 확인에 사용되는 절차

(예: 숙련도 물질의 주기적 시험)

시험 절차

- 사용된 시험 용량/농도의 수

- 해당되는 경우, 용매 및 기준(benchmark) 대조군의 식별정보

- 사용된 물질 용량, 적용 및 노출 시간

- 해당되는 경우, 시험 절차 변경에 대한 설명 

결과

- 시험 수행(test run)의 인정 요건에 대한 결과를 포함한 보정물질과 품질관리물질의 

OD405 표: 적격(qualified) 혹은 부적격(not-qualified) 분석

- 각각의 시험물질용량에 대한 OD405, Net OD405 및 IDE 점수의 표

- 시험물질에 대한 적용가능 기준 확인 결과: 제외된 결과 혹은 재시험을 위한 프롬프트

(prompt)/플래그(flag) 문구

- 해당되는 경우, 재시험 결과 

- 시험 절차의 끝에 관찰된 기타 효과에 대한 설명(예: 막의 온전함, 증발을 나타내는 

플레이트 뚜껑 위 물방울, 용량 감소, 착색)

- Maximal Qualified Score(MQS) 및 해당 점수에서 예측되는 in vitro UN GHS 

Category

결과의 논의

결론
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부록 1 용어정의

정 확 도 (Accuracy) : 시험결과와 참고치의 일치 정도. 시험 수행에 대한 평가 척도이고 “상관성

(relevance)”의 한 측면이다. 정확도는 정확하게 맞춘 시험결과의 비율을 의미하는 “일치성(concordance)”와 

같은 의미로 종종 쓰임

액티베이터(Activator) : 단백질이 수화(hydrated)될 때 배열된 고분자 매트릭스(macromolecular 

matrix)의 형성을 시작하기 위해 사용되는 용액

기준(Benchmark) 물질 : 시험물질과의 비교를 위한 기준으로 사용되는 화학물질로 다음의 

특성을 지녀야 한다. i) 지속적이고 믿을만한 출처, ii) 시험에 사용되는 물질 등급과의 구조적 

및 기능적 유사성, iii) 알려진 물리/화학적 특성, iv) 알려진 효과를 뒷받침하는 데이터, 

v) 원하는 반응 범위 내에서 알려진 역가(potency)

블랭킹 버퍼(Blanking buffer) : 시험계에서 시험물질이 OD405 판독값에 끼치는 배경기여

(background contribution)을 설명하기 위해 사용되는 대조 용액

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

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

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

시작함

보정물질(calibrators) : OI® 시험법에서 잘 특성화된 IDE 점수를 가지는 4개의 정의된 자극 

용액(Cal 0, 1, 2와 3). 보정물질(calibrators)은 시험법의 결과 비교를 위한 표준곡선를 

도출하고 최적의 수행능을 확인하는데 됨

각막 : 홍채와 각막을 덮고 내부로 빛을 받아들이는 안구의 앞쪽 투명한 부분

안자극(Eye Irritation) : 물질이나 혼합물질 적용 후 나타나는 눈의 변화로 완전히 회복될 

수 있는 것을 의미함. “눈에 발생하는 가역적인 영향” 및 “UN GHS Category 2”와 혼용

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

이며, 시험법 수행 지표 중 하나임

위양성율(False positive rate) : 시험법에 의해 양성물질로 잘못 판정되는 모든 음성물질의 

비율이며, 시험법 수행 지표 중 하나임

거품형성시험(Foam test) : 알려지지 않은 물질이 계면활성제 적용 절차 혹은 비계면활성제 

적용 절차 중 어떤 것으로 실험 되어야 하는지 결정하는데 사용됨 (11)

유해성(Hazard) : 생체, 생태계 또는 특정 집단이 화학물질에 노출될 때, 유해한 영향을 

야기할 가능성이 있는 물질 또는 환경(situation)의 본질적 특성

수화(Hydrating) 용액 : 시약 분말(reagent powder)을 수화(hydrated)하거나 배열된 단백질 

매트릭스의 형성을 촉진하기 위해 사용되는 용액

통합독성평가(IATA, Integrated Approach to Testing and Assessment) : 화학물질 또는 

화학물질 그룹의 유해성 확인(잠재력), 유해성 결정(효력) 및/또는 안전성 평가(잠재력/효력, 

노출)를 위하여 사용되는 구조적 접근 방법. 잠재적인 유해성 및/또는 위험성 및/또는 심화 

추적 필요성에 관한 규제결정을 위하여 모든 관련 데이터를 전략적으로 통합하고 경중을 가림

으로써 최소한의 시험만 수행하도록 함

억제확인 용액(Inhibition check solution) : 고분자 시약과 빠르게 반응하여 분명한 혼탁함을 

생성하는 것으로 알려진 자극성 물질로 적격한(qualified) 시험 물질 용량/농도의 OD 판독

값이 보정물질(calibrators) 2(Cal 2)보다 낮은 경우 고분자 시약의 기능을 검증하는데 사용

될 수 있다. 억제 확인 용액을 적용하여 해당 well의 고분자 시약이 분명한 혼탁함을 생성할 

수 있다는 것을 입증하고(즉, > OD 보정물질(calibrators) 2) 혼탁함이 OD 보정물질

(calibrators) 2(Cal 2)보다 낮은 경우 부정확한 낮은OD(혹은 부정확한 비자극 물질) 결과를 

식별함 

눈에 대한 비가역적인 영향 : “심한 안자극” 및 “UN GHS Category 1” 참조 

Irritection Draize Equivalent(IDE) 점수 : 보정물질(calibrators)로 얻은 곡선과 비교했을 때 

시험된 용량/농도에 대한 OI® 시험법의 OD 측정값으로 산출한 점수 
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Maximal Qualified Score (MQS) : 시험물질을 다른 용량/농도에서 시험했을 얻은 최고 

IDE 점수를 나타내며 0에서 51까지의 범위는 시험물질의 잠재적인 자극 가능성을 예측하는데 

사용됨

Membrane Disc : 단백질 시약에 시험물질을 제어 전달(controlled delivery)하는 것을 돕는 

반투과성(semi-permeable) 막

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

Net 광학밀도(Net Optical Density) 확인 : 활성화된 단백질 시약의 OD를 측정하고 활성화된 

blanking buffer의 OD를 뺌으로써 Net 광학밀도의 측정값을 제공한다. Net OD값

(ODreagent –ODblank = ODNet)은 - 0.015 미만(>)이어야 함

분류 안됨(Not Classified) : 안자극(UN GHS Category 2) 혹은 심한 안손상(UN GHS 

Category 1)으로 분류되지 않는 시험물질. “UN GHS No Category”와 혼용하여 사용함 

품질관리물질(quality controls) : OI® 시험법의 하위(7.2-20.8) 및 중/상위(23.6-35.6) 

범위에 놓인 잘 특성화된 IDE 점수를 가진 두개의 정의된 자극 용액(QC1 and QC2). 

Quality control 검사는 시험법이 제대로 작동하는지 확인하고 하위 및 중/상위 IDE 범위에서 

안자극 역가(potency)를 올바르게 탐지할 수 있음을 확인함

시약분말 : 단백질, 당단백질, 탄수화물, 지질 및 저분자량 성분의 혼합물로 구성. 시약분말이 

수화되면(hydrated) 배열된 고분자 매트릭스(macromolecular matrix)를 포함하는 용액을 

형성한다. 이 용액 내 단백질은 자극성 시험에서 시험물질에 노출되었을 때 형태가 변경됨

신뢰도(Reliability) : 동일한 시험방법에 따라 반복시행 하였을 때 동일 실험실과 다른 실험실

에서 시험 결과를 재현할 수 있는 정도. 신뢰도는 실험실 내, 실험실 간 재현성(reproducibility)과 

실험실 내 반복성(repeatability)으로 평가됨

눈에 미치는 가역적 영향 : “안자극” 및 “UN GHS Category 2” 참조

민감도(Sensitivity) : 시험법이 양성/활성 시험물질을 정확하게 분류하는 비율. 시험물질의 

분류를 결정하는 시험법에 대한 정확성의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는데 중요한 

고려사항임
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심한 안손상(Serious eye damage) : 눈에 물질이나 혼합물을 처리한 후 나타나는 완전히 

회복되지 않는 안 조직 손상 또는 심각한 물리적 시력 감퇴. “눈에 발생하는 비가역적인 영향” 

및 “UN GHS Category 1”과 혼용하여 사용할 수 있음

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

하는 처리되지 않은 샘플. 물질로 처리된 샘플 및 다른 대조군 샘플과 함께 실험되며 동일한 

용매나 부형제로 녹인 시험물질로 처리한 샘플의 기본반응(baseline response)을 정하기 위해 

사용된다. 음성대조군과 함께 시험될 때, 용매/부형제 대조군 샘플은 용매나 부형제가 시험계와 

상호작용을 하는지 보여줌

특이도(Specificity) : 시험법이 음성/비활성 시험물질을 정확하게 분류하는 비율. 시험법의 

범주 결정에 대한 정확성의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는데 중요한 고려사항임

물질(Substance) : 생산과정을 통해 얻어지거나 또는 자연상태로 얻는 화학 원소들

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

모든 첨가제와 생산과정에서 유래하는 불순물을 포함하지만 해당물질의 안정성이나 그 조성의 

변화에 영향을 주지 않고 분리될 수 있는 용매는 제외시킴

계면활성제 : 표면활성물질(surface-active agent)로도 불리는 계면활성제는 하나 이상의 친수 

및 소수성 그룹으로 구성되는 물질 혹은 적절한 용매에 용해한 희석액으로 i) 액체의 표면

장력을 줄이거나, ii) 액체-기체 계면에 확산 혹은 흡수 단분자층을 형성하거나 iii) 에멀전 

및(혹은) 마이크로에멀전 및(혹은) 미셀(micelle)을 형성하거나, iv) 액체-고체 계면에서 흡수가 

가능함 

하향식 접근방식(Top-Down approach) : 심한 안손상을 유발할 것으로 추정되는 화학물질에 

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

다른 화학물질(음성 반응)로부터 구별하는 것으로 시작됨

시험물질 : 시험법으로 평가되는 화학물질(물질 혹은 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 검토함. 예를 들어, 만약 어떤 
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시험물질의 자극 가능성을 기존 자료를 근거로 평가할 수 있다면, 추가적인 시험을 할 필요는 

없음. 하지만 어떤 시험물질의 자극 가능성을 기존 자료를 근거로 평가할 수 없다면, 명백하게 

분류를 할 수 있게 되기 전까지는 순차적인 단계의 동물실험이 수행되어야 함

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 분류 

체계로, 그림문자, 표시방법, 유해 사항, 사전 주의 사항, 안전정보지와 등의 소통 방식을 통해 

화학물질의 유해 정보를 전달하여 사람(고용주, 근로자, 운송자, 소비자, 응급처치자 등)과 환경을 

보호하고자 제시된 체계 (1)

UN GHS Category 1 : 심한 안손상/회복되지 않음

UN GHS Category 2 : 안자극/다시 회복 가능함

UN No Category : UN GHS Category 1 혹은 2 (2A or 2B) 분류를 위한 요구조건을 충족

하지 않는 시험물질. “분류안됨(Not Classified)”와 혼용 가능

Validated Reference Method(s) (VRM(s)) : 하나 이상의 시험법으로 이와 관련된 공식 시험 

가이드라인과 유사시험법평가기준(Performance Standard, PS) 개발에 사용된다. VRM은 

PS 기반 검증연구의 틀에서 새로 제안된 유사 혹은 변형된 시험법을 비교하기 위한 참조 

시험법으로 간주됨

증거의 가중치 : 화학물질의 유해 가능성과 관련한 결론을 내리거나 이를 보충하기 위해 다양한 

정보의 장점과 단점을 고려하는 과정
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부록 2a

18항 관련 그림 

시험 물질의 적용

계면활성제 및 비계면활성제 

밀랍형 고체
비계면활성제(밀랍형 고체 제외)
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부록 2b

소프트웨어에 의해 결정된 IDE 점수의 세부사항(21항과 비교)

배양이 끝나면 시험물질과 대조군의 raw OD405 판독값이 분광광도계로 수집

되며(21항 참조) 아래의 공식을 이용하여 통합 소프트웨어에 의해 IDE 점수가 

계산된다. 

방정식 1: ODQC1,2 혹은 Net ODχ < OD Cal 1 의 경우

IDE= (ODQC1,2 혹은 Net ODχ / OD Cal 1)×12.5

방정식 2: ODCal 1 < ODQC1,2 or Net ODχ < ODCal 2 의 경우

IDE= [( ODQC1,2 혹은 Net ODχ - ODCal 1)/( ODCal 2- ODCal 1)]×17.5+12.5

방정식 3: ODCal 2 < ODQC1,2 혹은 Net ODχ < OD Cal 3 의 경우 

IDE= [(ODQC1,2 혹은 Net ODχ - ODCal 2)/ OD Cal 3 - ODCal 2)]×21.0 +30

시험물질의 Net ODχ > OD Cal 3 의 경우 IDE 점수는 더 큰 보정값이 없기 때문에 선형외

삽법으로 계산 할 수 없다. 

시험물질의 Net ODχ = 시약 ODχ – Blanking buffer ODχ 는 시험물질로부터 잠재적인 

배경 판독값을 확인하며 다음의 경우에 적용된다.

x는 시험물질의 용량 혹은 농도이다.

시약 OD는 시약 용약을 함유한 웰(well)의 시험물질 판독값을 대표한다. 

Blank OD는 blanking buffer에서 시험물질을 함유한 웰(well)의 판독값을 대표한다. 

OD QC1,2 및 OD Cal0, 1,2는 시약용액을 함유한 웰(well)의 보정물질과 품질관리물질의 OD 

판독값을 대표한다. 이러한 대조군물질은 405 nm에서 배경 판독값에 기여하지 않는 것으로 

알려져 있다.
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부록 3 생체외 고분자 시험법의 숙련도 물질 

본 시험가이드라인 내 시험법을 일상적으로 사용하기에 앞서 실험실들은 표1에 제안된 12개 

물질의 안구 유해성 분류를 올바르게 확인함으로써 기술적 숙련도를 증명해야 한다. 제시된 

생체외 고분자 시험법 OI® 결과는 검증연구 동안에 관찰된 결과의 예시를 보여준다(9). 

OECD GD 34에서 권고하는 바와 같이 선별된 물질은 가능한 한 다음의 시험물질을 포함한다. 

(i) UN GHS 분류 체계에 기반한 생체내 심한 안손상/안자극 반응의 전체범위를 포함하는 

물질(카테고리 1, 2A, 2B 혹은 No Category); (ii) 생체내 토끼 안점막 자극시험(OECD 

TG 405)의 참조에서 얻은 quality 결과에 기반한 물질(4)(11); (iii) 다른 물리적 상태를 포함

하는 물질; (iv) 검증연구에 사용된 물질을 대표하는 폭넓은 물질 등급과 유기 작용 그룹을 

포함하는 물질(9); (v) 고품질 OI® 데이터에 기반한 생체외 반응 범위를 포함하는 물질; 

(MQS 0-51) (vi) VRM에서 올바르고 재현가능한 예측을 산출하는 물질; (vii) 상업적으로 

이용가능한 물질; (viii) 불법적인 취득 및/혹은 폐기 비용과 연관이 없는 물질. 목록되어 있는 

물질이 이용가능하지 않거나 기타 합당한 이유로 사용할 수 없는 경우 위에 설명한 기준을 

충족하는 물질[예: 생체외 고분자 시험법 OI® 의 검증에 사용된 물질 혹은 Performance 

Standard(OECD, 2019) 내에 참조물질로 리스트된 물질]이 사용될 수 있다(7)(9). 그러나 

이 같은 변경은 정당화되어야 한다. 

표 4. 생체외 고분자 시험법 OI®의 기술적 숙련도 증명을 위해 권장되는 물질

Chemical name CASRN
In vivo

UN GHS

Physical 

state
pHA

MQS range/n= 

runs

Average (SD)

VRM

Prediction 

(7)

2-methylresorcinol 608-25-3 Cat. 1 고체 5.8
>51/ n=9

n.a (n.a)
Cat. 1

4-tert-butylcatechol 98-29-3 Cat. 1 고체 5.5
>51/ n=9

n.a. (n.a)
Cat. 1

Benzalkonium 

chloride (5%)
63449-41-2 Cat. 1 액체 6.5

49.5/ n=1

n.a. (n.a)
Cat. 1B

Promethazine 

hydrochloride
58-33-3 Cat. 1 고체 4.5

>51/ n=9

n.a. (n.a)
Cat. 1
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약어: CASRN=Chemical Abstracts Service Registry Number Cat.: category; n.a.: not available; NPCM: No 

Prediction Can be Made; UN GHS = United Nations Globally Harmonized System of Classification and 

Labelling of Chemicals (1).

A pH값은 소수점 한자리까지 반올림 되었으며 (11)에 나타나듯이 원출처(original source)에서 얻은 값이다. 

B 실험실 내/간 재현성에 대한 데이터가 제한적이지만 관련성 있는 물질 및/혹은 결과를 대표함으로써 포함된 물질

Chemical name CASRN
In vivo

UN GHS

Physical 

state
pHA

MQS range/n= 

runs

Average (SD)

VRM

Prediction 

(7)

Ammonium nitrate 6484-52-2 Cat. 2A 고체 4.8
14.1-27.3/ n=12

20.2 (3.0)
NPCM

Cetylpyridinium 

bromide (1%)
140-72-7 Cat. 2A 액체 4.7

15/ n=1

n.a. (n.a)
NPCMB

Methyl acetate 79-20-9 Cat. 2A 액체 6.8
15.0-21.1/ n=12

18.6 (1.5)
NPCM

Sodium benzoate 532-32-1 Cat. 2A 고체 8.2
7.4-20/ n=9

15.4 (2.5)
NPCM

1,5-dibromopentane 111-24-0 No Cat. 액체 5.7
6.7-10.3/ n=9

8.6(1.0)
No Cat.

Cetyl pyridinium 

bromide (0.1%)
140-72-7 No Cat. 액체 7.1

4-12.5/ n=10

6.8 (1.5)
No Cat.

Myristyl myristate 3234-85-3 No Cat. 고체 6.3
2.7-6.5/ n=9

4.6 (1.3)
No Cat.

Potassium 

tetrafluoroborate
14075-53-7 No Cat. 고체 4.5

6.8-19.2/ n=11

9.9 (2.1)
No Cat.
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별첨 2 원문(OECD TG 496)
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