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Ⅰ 요약문

1 개요

  kDPRA 시험법은 시스테인(cysteine)을 함유한 인공 펩타이드에 대한 시험물질의 반응성을 

시간 및 농도에 따라 정량화하여 단백질 반응성이라 일컫는 피부감작 독성발현경로(Adverse 

Outcome Pathway, AOP)의 분자 수준 개시 반응(molecular initiating event)을 예측하는 

방법으로서, UN GHS 기준에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 물질(non-subcategory 1A)

로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구분하는 화학적(in chemico) 시험법 

(In Chemico 피부감작성 시험법, kinetic Direct Peptide Reactivity Assay, kDPRA)이다.

  본 시험법은 반응속도상수(kinetic rate constant)를 계산한 다음, 시험물질의 최대 

반응속도상수(maximum rate constant)(log kmax value in s-1M-1) 로그를 사용하여 UN GHS에 

따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 물질[non-subcategory 1A(예: UN GHS subcategory 1B

또는 no category)]로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구분한다. 이론적 

고찰(theoretical consideration)을 기반으로 시험물질과 피부 단백질 간 반응의 속도상수를 

이용하여 주어진 양의 화학물질로부터 형성된 항원 단백질(epitope)의 양을 알아내거나, 반대로 

감작성 발현 유도에 필요한 만큼의 항원 단백질을 형성하는데 필요한 시험물질 용량을 알아낸다.

  본 시험법의 단백질 반응성에 대한 정보만으로는 시험물질이 피부감작성이 없다고 결론을 내리기 

어려우며, 본 시험법으로 얻어진 데이터는 다른 생체외(in vitro) 시험법들과 비시험법(기존 

유사화합물에 대한 정보 등)으로부터 얻어진 다른 정보들과 조합하여 피부감작 통합독성 

평가(Integrated Approach on Testing and Assessment, IATA) 맥락에서 사용될 수 있도록 

한다. 

  

  본 시험법을 사용하는 실험실은 가이드라인에 제시된 9개의 숙련도 물질(부록 2)을 사용하여 

기술적 숙련도를 입증해야 하고 가이드라인에서 제시하고 있는 인정요건 모두를 만족시키는 

결괏값만이 유효한 것으로 인정된다.
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2 시험원리

  kDPRA는 in chemico 시험법인 DPRA(TG442C Appendix 1 참조)를 변형한 시험법이다. 

kDPRA는 DPRA(Direct Peptide Reactivity Assay)에서도 사용되는 시스테인-펩타이드 

(Ac-RFAACAA-COOH)를 사용하는 반면 라이신을 함유한 펩타이드(Ac-RFAAKAA-COOH)는 

사용하지 않는다. kDPRA와 DPRA에서 시험 펩타이드의 최종 농도(0.5 mM)와 반응 배지(25% 

acetonitrile in phosphate buffer)는 동일하다. DPRA는 단일 시점(≥ 24 h)에서 시험물질의 

한 가지 농도만을 측정하는 반면, kDPRA는 25±2.5℃에서 5개 농도와 6개의 시점에서 

병렬반응(parallel reaction)을 수행한다. monobromobimane(mBrB; CAS 74235-78-2)을 

추가하여 반응을 멈춘 다음 각 반응시간 후의 시스테인-펩타이드 잔여 농도를 측정한다. 고(高)반응성, 

비(非)형광 mBrB는 펩타이드 모델이 결합하지 않은 시스테인 잔기(moiety)와 반응하여 

형광복합체(fluorescent complex)를 형성하며, 이를 측정하여 소실되지 않은 펩타이드 농도를 

정량화한다. 최고 농도의 소실율이 역치(threshold)인 13.89%를 초과하고, 이러한 소실율이 

펩타이드 단독 대조군 대비 통계적으로 높은 경우 추가적인 계산이 이루어져야 한다. 

  각 시점에서 시험물질의 농도 대비 소실되지 않은 펩타이드 농도의 자연로그(natural logarithm) 

도표를 그린다. 선형적 관계가 관찰되는 경우(상관계수 > 0.90), [min-1mM-1]에서의 반응속도상수를 

계산하기 위해 도표의 기울기를 결정하고 이를 배양시간으로 나눈다. 여기서 나온 값을 [s-1M-1]에서 

속도상수로 전환하고 로그를 계산한다. 모든 시점에서 관찰된 최댓값은 kmax로 간주되며 이러한 

최대속도상수가 kDPRA의 일차 판독값이다. 이를 이용하여 시험물질과 시험 펩타이드 반응의 

최대반응속도를 정량화한다. 이후 시스테인-펩타이드 소실의 반응속도로 UN GHS에 따라 

subcategory 1A로 분류되지 않는 물질(non-subcategory 1A)로부터 UN GHS subcategory 1A

피부감작성 물질을 구별한다. log kmax ≥ -2.0를 가진 화학물질은 UN GHS subcategory 1A로 

예측된다. 
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3 제한점 및 고려사항

  본 시험법은 공유결합(covalent binding)이 아닌 다른 메커니즘을 통해 단백질과 반응하는 

것으로 알려진 금속화합물(metal compounds)에는 적용할 수 없다. 나아가 kDPRA는 

시스테인-펩타이드와의 반응성만을 측정하므로 라이신 반응성만을 가진 강한 감작성 물질

(예: 할로겐화 아실; acyl-halides, 페놀에스터; phenolesters, 알데하이드; aldehydes)은 

kDPRA의 적용 가능 범위에서 제외된다. 그러나 현재까지 극히 일부의 UN GHS subcategory 1A

피부감작성 물질만이 라이신 잔여물에만 반응하는 것으로 알려져 있다. 더불어 DPRA 또는 

ADRA(Amino acid Derivative Reactivity Assay)가 강한 라이신 반응성을 가지는 것을 감안할 

때 단계적 전략(tiered strategy)에서는 이러한 불확실성이 줄어들 수 있다. 펩타이드와 공유결합하지 

않고 산화를 촉진시키는 시험물질(cysteine dimerization)은 펩타이드 소실 측정량을 높일 

가능성이 있어 위양성으로 예측되거나 실제보다 높은 반응 등급이 부여될 수 있다. 여기에 기술된 

kDPRA 시험법은 대사계(metabolic system)를 모두 포함하지 않는 in chemico 시험법이다. 

효소에 의한 생체활성(bioactivation)으로 피부감작성을 유발하는 화학물질(pro-hapten)의 

반응성은 본 시험법으로는 정확히 검출할 수는 없다. 그러나 강한 피부감작성 물질 식별의 경우, 

약한 피부감작성 물질의 식별보다는 pro-hapten 검출한계가 두드러지게 나타나지는 않았다. 

비생물학적 변형(abiotic transformation)을 거쳐 피부감작성을 나타내는 화학물질(pre-hapten) 

대부분의 경우 in chemico 시험법으로 올바르게 감지되는 것으로 보고되었다. 동시에 급속히 

산화되는 pre-hapten은 전반적인 반응속도를 늦추는 산화 유도기(lag-phase)로 인해 거의 모든 

in vitro 피부감작성 시험법에서와 마찬가지로 kDPRA에서 과소예측 될 수 있다. 위의 내용에 

비추어, kDPRA로 획득한 subcategory 1A 분류로 이어지지 않는 시험결과는 현재 알려진 제한점의 

맥락에서 해석되어야 한다.

  kDRPA는 UN GHS에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 물질(non-subcategory 1A) 

로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구분하는데 사용될 수 있다. DPRA 또는 

ADRA 등의 다른 시험법과 조합하여 사용하거나 IATA 또는 DA 등의 통합접근법에서 사용되는 

경우 다른 key-event 기반 시험법과 마찬가지로 피부감작성에 대한 좀 더 종합적인 분석을 위해 

kDPRA의 수행능력에 대한 추가적인 연구가 필요하다.
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4 시험방법

4.1 시스테인-펩타이드 용액의 조제

  1) 순도 95% 이상의 합성 펩타이드(Ac-RFAACAA-COOH)를 함유한 시스테인 저장용액(Stock 

Solution)은 시험물질과 함께 반응(배양)시키기 직전에 조제한다. 

  2) 시스테인-펩타이드의 최종농도는 아세토니트릴(acetonitrile)에 용해되는 시험물질의 경우 

pH 7.5 인산완충용액(phosphate buffer)에서 0.667 mM이며, pH 7.5 phosphate 

buffer에서 용해되는 시험물질의 경우 1.0 mM이다.

4.2 시험용액 조제

  1) 분석하기 전 적절한 용매에 시험물질의 용해 여부를 확인해야 한다. 시험물질을 녹인 용액은 

육안으로 보기에 투명해야 한다.

  2) 시험물질을 완전히 용해할 수 있는 비반응성(non-reactive), 수용성(water-miscible) 용매를 

사용해야 한다. 적절한 용매는 아세토니트릴이며, 아세토니트릴에서 용해되지 않는 물질의 

경우 pH 7.5 phosphate buffer에서 가용성(solubilization)을 평가한다. 펩타이드 용액의 

안정성에 영향을 주지 않는 다른 용매들도 사용할 수 있다. DMSO를 용매로 사용하는 것은 

펩타이드 이합체화(dimerization)를 유발할 수 있으므로 지양해야 한다.

  3) 시험물질의 순도를 고려하여 시험물질을 유리 바이알(vial)에 칭량한 후, 용매에 녹여 20 mM

용액으로 조제한다. 시험물질 희석액은 20, 10, 5, 2.5, 1.25 mM 농도로 연속 희석하여 

준비한다. 

4.3 양성대조군, 용매대조군, 시험물질대조군 및 공대조군 조제

  1) 양성대조군(Positive Control, PC): 시험 직전 신나믹알데하이드(cinnamic aldehyde)를 

아세토니트릴에 20 mM 농도로 용해하고, 20, 10, 5, 2.5, 1.25 mM 농도로 준비한 연속 

희석액을 사용한다.

  2) 용매대조군(Vehicle Control, VC): 버퍼와 용매에 각각 용해한(시험물질 및 양성대조군 

미포함) 펩타이드로, 음성대조군으로 간주한다. 시험물질 또는 양성대조군 배양 용액의 

펩타이드 소실은 각각의 용매대조군 대비 계산한다.
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  3) 시험물질대조군: 본 시험법은 펩타이드 없이 용매와 버퍼에 용해한 각 시험물질 농도의 

시험물질대조군을 포함한다. 이들 대조군은 monobromobimane(mBrB) 간섭 등을 평가하기 

위해 시험물질의 형광 측정 간섭[자가형광 및 퀜칭(quenching)] 검출에 사용되며, 또한 기준 

측정값(background measurement)으로 사용된다. 

  4) 공대조군(Blank Control, BC): 기준 측정값으로 사용되며 시험물질, PC, 펩타이드를 제외한 

용매와 버퍼를 사용하여 준비한다.

4.4 시험물질과 시스테인-펩타이드 용액과의 반응

  1) 시험물질과 양성대조군(PC)의 연속 희석액은 96-well microtiter plate(적용 플레이트)에 

준비한다. 이후 각 노출시간별로 kDPRA 프로토콜에서 권장하는 것과 같이 사전에 정해진 

배열에 따라 해당하는 시약(펩타이드 저장용액, 용매 및 버퍼 용액)을 넣어 96-well black 

assay plate(시험 플레이트)를 준비한다. 각 시험물질 농도는 3반복(triplicate)으로 분석되어야 

한다. 적용 플레이트의 시험물질과 PC 희석액을 시험 플레이트에 넣어 반응을 개시한다. 

  2) 시험물질 용액을 펩타이드 용액에 넣은 직후에 시험물질의 수용성이 낮아 침전이 관찰되는 

경우 용액 속에 펩타이드와 반응할 수 있는 시험물질이 얼마나 남아있는지 알 수 없으므로, 

이러한 경우 양성 결과(log kmax ≥ -2.0)는 사용할 수 있지만 음성 결과(반응하지 않았거나 

log kmax < -2.0의 결과)는 주의를 기울여서 해석해야 한다.

  3) 시험물질과 PC를 넣은 다음 공기 차단 접착 호일로 플레이트를 밀봉하고 최소 200 rpm에서 

5분간 섞어준다. 

  4) 시험 플레이트 용액은 mBrB 용액을 추가하기 전 25±2.5℃ 온도에서 빛을 차단한 채로 

다수의 배양(노출)시간(예: 10, 30, 90, 150, 210, 1440 min)을 사용하여 배양한다. 물질에 

따라 최적의 시점을 조사하기 위해 배양시간은 변경될 수 있다(1440 min의 경우 DPRA 

배양시간에 해당하므로 항상 시험해야 한다). 배양 (노출)시간은 시험물질과 PC 희석액을 

시험 플레이트에 적용한 이후부터 mBrB를 추가하기 전까지의 시간 간격이다.

4.5 형광 측정

  1) 원하는 배양(노출)시간에 도달하면 빛을 차단한 상태에서 새로 준비한 mBrB 용액(3 mM 

in acetonitrile)을 시험 플레이트(노출시간별로 하나씩)의 well에 빠르게 적용한다.

  2) 공기 차단 접착 호일로 플레이트를 밀봉하고 최소 200 rpm에서 5분간 섞어준다.
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  3) 390 nm 여기필터(excitation filter)와 480 nm 방출필터(emission filter)를 사용하여 형광 

강도를 측정한다.

5 데이터 및 보고서 작성

5.1 데이터 평가

  DM-ALM 프로토콜에서 제공하는 자동 계산 엑셀 템플릿을 데이터 평가에 사용해야 한다. 자세한 

설명은 DB-ALM protocol no. 217에서 제공한다.

  1) 각 노출(배양)시간 ‘t’에 대해 아래의 매개변수가 계산된다. 

    ⦁ 12개 공대조군(BC) 형광 강도의 산술평균과 표준편차

    ⦁ 12개 용매대조군(VC) 형광 강도의 산술평균과 표준편차

    ⦁ VC 값을 보정하기 위해 VC 값에서 평균 BC 값을 빼준다. 

    ⦁ 각 시험물질과 PC 농도에 대해 보정된 시험물질 또는 PC 값을 계산하기 위해 시험물질과 

대조군 값을 각각의 획득된 값에서 빼준다.

  2) 노출시간별 각 시험물질 농도의 상대적 펩타이드 소실율(%)을 결정하기 위해 아래의 계산을 

수행한다.

상대적 펩타이드 소실율     보정된 의 평균

보정된 시험물질 또는  값
 ×

  3) 각 시험물질 농도 별로 3개 반복시료(replicates)의 산술평균과 표준편차를 계산한다 

(노출시간별로 계산). 3개 반복시료에서 측정된 펩타이드 농도가 12개 VC well에서 농도와 

비교하여 통계적으로 유의미하게 낮은지 판단하기 위해 student’s t-test를 수행한다.

주어진 시간에 최대 시험물질 농도(최종 시험물질농도 5 mM)에서 13.89% 이상(≥)의 

펩타이드 소실이 관찰되는 경우, 그 차이가 VC와 통계적으로 다른 경우 kDPRA의 

반응속도상수는 아래에 기술된 것과 같이 결정된다. 이러한 ‘양성 기준’은 DPRA의 시스테인 

단독 예측 모델의 펩타이드 반응 양성 기준에 근거한다. 양성 기준이 충족되지 않는 경우 

해당 시험물질은 28단락에 나오는 예측 모델에 따라 반응하지 않는 것으로 간주한다. 
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각 시점 별 시험물질의 농도 대비 소실되지 않은 펩타이드 농도의 자연로그값은 도표로 

그려진다(plot). 선형적 관계가 관찰되는 경우(상관계수 > 0.99), 곡선의 기울기가 결정된다. 

이러한 음성 기울기의 절댓값은 관찰된 반응속도상수와 호응한다(mM-1에서 

유사일차반응속도상수(pseudo first order rate constants) kobserved). 각 노출시간별 kobserved

값으로부터 농도 및 배양(노출)시간 ‘t’ 별 반응속도상수(kt)를 아래와 같이 계산한다. 

       ×  



여기서 ‘t’는 분으로 표시한 노출시간이다. 선형적 관계가 관찰되지 않는 경우 27단락 (ⅱ)의 

권고사항을 수행한다.

6 인정요건

6.1 시험(Run)의 유효성 충족 기준 

  1) 양성대조군(PC): 90 min에서 PC의 log k(log k90 min)는 1.75 에서 -1.40 M-1s-1 내에 

있어야 한다. 반응이 통계적으로 유의미하지 않는 등의 이유로 log k90 min을 얻을 수 없는 

경우 150 min에서의 값(log k150 min)을 고려할 수 있으며, 그 값은 -1.90 에서 -1.45 M-1s-1

내에 있어야 한다.

  2) 용매대조군(VC): 플레이트 내 12개 VC 값의 변동계수는 6개 노출시간 중 최소 5개에서 

12.5% 미만(<)이어야 한다. 

  이 기준 중 하나라도 충족시키지 못하면 데이터는 폐기하고 재시험해야 한다.

  

6.2 시험물질 결괏값의 유효성 충족 기준

  1) 중단 시점(Interrupted time-course): 시험물질에 따라 조사된 최적의 시점 중 초기 시점에 

현저한 양의 펩타이드 소실이 관찰된다면, 시험물질 고유의 비선형 반응 또는 실험상황에서의 

변수(experimental variation)가 있는 것이다. 이러한 경우 해당 run을 재수행한다. 동일한 

양상이 반복되는 경우 시험물질 고유의 비선형 반응이 있는 것이며 초기 시점에서 관찰된 

반응속도상수를 수용한다.
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  2) 비선형 농도-반응: 농도-반응이 비선형적으로 나타나는 경우는 거의 없지만 분명한 소실에 

대해서는 주의를 기울여야 한다. 이러한 경우 회귀 분석은 R2 < 0.90 이기 때문에 기울기로 

속도상수를 계산하지 않는다. 그 대신 다음의 공식에 따라 개별 소실값을 기반으로 속도상수를 

계산할 수 있다.

   ln    ×

‘dp’는 소실율(%)이며 ‘E’는 시험물질의 농도, ‘t’는 배양(노출)시간이다. 이 공식에 따른 

속도상수는 한계점인 13.89% 이상의 소실값과 함께 각 시점 ‘t’와 각 농도 ‘E’ 별로 계산된다. 

각 시점 ‘t’에서 서로 다른 농도의 평균값을 계산하며 어느 한 시점에서의 최고 속도에 대한 

kmax를 기록한다. 

이 경우 이러한 비선형적 움직임이 시험물질 고유의 성질 때문인지 실험상 오류 때문인지 

확인하기 위해 재시험을 수행해야 한다. 비선형성이 다시 나타나는 경우 개별 소실값에 기반한 

이러한 대안적인 속도 계산이 최종 평가에 사용된다. 

  3) 자가형광 또는 퀜칭(quenching) 등의 형광 간섭: 펩타이드 없이 시험물질만 있는 대조군 well을 

기반으로 하여 시험물질로 인한 자가형광 및 퀜칭의 발생을 감지할 수 있다. 시험물질대조군 

well에서 측정되는 자가형광에 대한 값을 보정하기 때문에 자가형광이 낮은 경우에는 이것이 

문제가 되지 않지만, 자가형광이 높은 경우 펩타이드 대사체(peptide-adduct)의 형광과 

자가형광이 완전히 가산(additive)되지 않을 수 있으며, 자가형광값을 빼줌으로써 소실을 명확하게 

확인할 수 있는데, 이는 펩타이드 신호가 측정되지 않은 것이 아니라 비가산성(non-additivity) 

때문이다. 그러므로 관찰된 소실이 시간과 관련이 있는지 확인해야 한다. 시간과 관련되지 않으면서 

자가형광이 관찰되면 자가형광으로부터의 소실이 발생하는 것으로 가정할 수 있다. 형광 퀜칭은 

‘거짓소실(pseudo-depletion)’로 이어질 수 있지만, 이는 즉각적으로 발생하며 이로 인한 

펩타이드 소실은 시간이 지남에 따라 증가하지 않는다. 두 가지 조건을 모두 충족하는 경우 퀜칭으로 

인해 소실이 발생한 것으로 간주한다. 이러한 경우는 잘 발생하지 않는다. 결과에서 이유를 명백하게 

알 수 없다면 run을 반복할 수 있으나 명백한 경우에는 반복이 필요 없다. 이러한 경우 자가형광 

또는 퀜칭이 발생하지 않는 다른 형광 프로브(fluorescent probe)로 반응을 측정할 수 없다면, 

해당 물질은 kDPRA에서 평가될 수 없다. 
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7 시험결과 및 보고

  시험결과보고서에는 시험물질, 대조물질, 펩타이드 정보, 양성 대조물질의 정보 및 조제 기록 

등에 대한 정보가 포함되어야 하며 형광분석 기기(파장 설정을 포함한 형광광도계 정보) 및 숙련도 

시험결과 등이 수록되어야 한다.
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Ⅱ 번역문(OECD TG442C)

생체외 피부감작성 시험법: kDPRA

In chemico Skin Sensitisation: kinetic Direct Peptide Reactivity Assay(kDPRA)

초기 고려사항, 적용가능성 및 제한점 

1. kDPRA는 시스테인(cysteine)을 함유한 인공 펩타이드에 대한 시험물질의 반응성을 시간 및 

농도에 따라 정량화하여 단백질 반응성이라 일컫는 피부감작성 AOP의 분자 수준 개시 

반응(molecular initiating event)을 평가하기 위해 제안되었다(1)(2). 반응속도상수(kinetic rate 

constant)를 계산한 다음, 시험물질의 최대 반응속도상수(maximum rate constant)(log kmax

value in s-1M-1) 로그를 사용하여 UN GHS 기준에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 

물질[non-subcategory 1A(예: UN GHS subcategory 1B 또는 no category)]로부터 UN GHS 

subcategory 1A 피부감작성 물질을 구분한다(3). 이론적 고찰(theoretical consideration)을 

기반으로 시험물질과 피부 단백질 간 반응의 속도상수를 이용하여 주어진 양의 화학물질로부터 

형성된 항원 단백질(epitope)의 양을 알아내거나, 반대로 감작성 발현 유도에 필요한 만큼의 항원 

단백질을 형성하는데 필요한 시험물질 용량을 알아낸다. 180개의 화학물질을 평가하여 얻은 경험적 

근거(empirical evidence)에 따르면 OECD 442C, 442D, 442E에서 사용된 모든 

매개변수(parameter) 가운데 반응속도상수가 피부감작능(potency)의 가장 큰 결정 요인이었다(3).

2. kDPRA는 실제 훈련(hands-on training) 없이도 실험실로 전수가능한 것으로 나타났다(4). 

검증연구에 사용된 24개 시험물질의 경우 UN GHS subcategory 1A 판정에 있어 kDPRA의 

전반적인 실험실내 재현성(within-laboratory reproducibility)은 96%였으며 평균 실험실간 

재현성(between laboratory reproducibility)은 88%였다(4). kDPRA의 적용가능범위에 

해당하는 180개 시험물질에 대한 검증연구 결과(4)와 다른 연구결과(3)에 따르면 kDPRA는 LLNA 

결과와 비교하여 균형 정확도(balanced accuracy) 85%, 민감도(sensitivity) 84%(38/45), 

특이도(specificity) 86%(116/135)로 UN GHS에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 

물질(non-subcategory 1A)로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구분할 수 

있다는 것을 보여준다(3). kDPRA 시험결과를 DASS(Defined Approaches for Skin 
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Sensitization)에 대한 Test Guideline의 맥락에서 컴파일된 OECD LLNA 결과와 비교하는 

경우에도 비슷한 수행능력(performance)을 나타냈다(15)1). 더불어, 비록 인체 참고 데이터에 

상당한 불확실성이 있지만 인체 피부감작성 데이터(5)(6)가 있는 123개 시험물질(총 180개 중)의 

예측 결과는 균형 정확도 76%, 민감도 64%(21/33), 특이도 89%(80/90)(3)였다2). 나아가, 비동물 

피부감작성 시험법을 평가하는 경우 LLNA 및 기타 동물시험이 인체의 반응을 완전히 반영하지 

못한다는 점에 주목해야 한다. 비교해보자면, kDPRA 평가에 사용된 123개 물질의 데이터 세트에 

근거하여 LLNA는 UN GHS subcategory 1A 식별에서 균형 정확도 73%, 민감도 55%(18/33), 

특이도 91%(82/90)를 나타냈다. 가용한 데이터 전체를 기반으로 kDPRA의 적용 가능 범위는 

다양한 유기작용그룹(organic functional group), 반응 기전(reaction mechanism), 피부감작성 

역가(in vivo 연구에 기반) 및 물리화학적 특성을 포함하는 것으로 나타났다(3). 독립된 

전문평가(peer review)(16)에서 kDPRA는 UN GHS에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 

물질(non-subcategory 1A)로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구분하기에 

과학적으로 유효한 것으로 간주되었다(7). 그러므로 kDPRA는 규제 체제에 따라 ⅰ) UN GHS 

Category 1 피부감작성 물질로 식별되는 화학물질의 “sub-categorization”을 위해 아래에 기술된 

시험법으로 사용되거나 ⅱ) 양성 시험결과를 이용하여 화학물질을 UN GHS subcategory 1A로 

직접 분류함으로써 단독으로 사용될 수 있다. 

3. 본 시험가이드라인에 사용되는 “시험물질(test chemical)”이라는 용어는 시험에 사용되고 있는 

물질을 의미하며 물질(substances) 또는 혼합물(mixtures)에 대한 kDPRA의 적용가능성과는 

관련이 없다. 본 시험법은 공유결합(covalent binding)이 아닌 다른 메커니즘을 통해 단백질과 

반응하는 것으로 알려진 금속화합물(metal compounds)에는 적용할 수 없다. 나아가 kDPRA는 

시스테인-펩타이드와의 반응성만을 측정하므로 라이신 반응성만을 가진 강한 감작성 물질(예: 

할로겐화 아실; acyl-halides, 페놀에스터; phenolesters, 알데하이드; aldehydes)은 kDPRA의 

적용 가능 범위에서 제외된다. 그러나 현재까지 극히 일부의 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 

물질만이 라이신 잔여물에만 반응하는 것으로 알려져 있다. 더불어 DPRA 또는 ADRA가 강한 

라이신 반응성을 가지는 것을 감안할 때 단계적 전략(tiered strategy)에서는 이러한 불확실성이 

줄어들 수 있다. 펩타이드와 공유결합하지 않고 산화를 촉진시키는 시험물질(cysteine 

1) DASS(Defined Approaches for Skin Sensitization)에 대한 Test Guideline의 맥락에서 컴파일된 LLNA 데이터세트와 
비교하여 균형 정확도는 85%, 민감도 82% (31/38), 특이도 88% (102/116) 였다. 

2) DASS(Defined Approaches for Skin Sensitization)에 대한 Test Guideline의 맥락에서 컴파일된 인체 피부 감작 데이터
세트와 비교하여 균형 정확도는 67%, 민감도 53% (9/17), 특이도 81% (25/31) 였다. 
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dimerization)은 펩타이드 소실 측정량을 높일 가능성이 있어 위양성으로 예측되거나 실제보다 

높은 반응 등급이 부여될 수 있다. 여기에 기술된 kDPRA 시험법은 대사계(metabolic system)를 

모두 포함하지 않는 in chemico 시험법이다. 효소에 의한 생체활성(bioactivation)으로 

피부감작성을 유발하는 화학물질(pro-hapten)의 반응성은 본 시험법으로는 정확히 검출할 수는 

없다. 그러나 강한 피부감작성 물질 식별의 경우, 약한 피부감작성 물질의 식별보다는 pro-hapten 

검출한계가 두드러지게 나타나지는 않았다(3). 비생물학적 변형(abiotic transformation)을 거쳐 

피부감작성을 나타내는 화학물질(pre-hapten) 대부분의 경우 in chemico 시험법으로 올바르게 

감지되는 것으로 보고되었다(8)(9). 동시에 급속히 산화되는 pre-hapten은 전반적인 반응속도를 

늦추는 산화 유도기(lag-phase)로 인해 거의 모든 in vitro 피부감작성 시험법에서와 마찬가지로 

kDPRA에서 과소예측될 수 있다. 위의 내용에 비추어, kDPRA로 획득한 subcategory 1A 분류로 

이어지지 않는 시험결과는 현재 알려진 제한점의 맥락에서 해석되어야 한다(부록 1 참조). 

즉, 방향족아민(aromatic amines), 카테콜(catechols) 또는 하이드로퀴논(hydroquinones)은 

산화가 발생하는 경우에도 약한 반응성 확인을 위해 추가 데이터를 필요로 할 수 있으며, DPRA 

또는 ADRA 등에 따른 라이신 잔여물에만 반응하는 acyl-halides, phenol-esters 또는 

aldehydes는 약한 반응성 확인을 위해 추가 데이터를 필요로 할 수 있다.

4. 시험에 사용되는 시험물질은 최종농도 20 mM에서 적절한 용매에 용해될 수 있어야 

한다(12~13단락 참조). 20 mM에서 용해되지 않는 시험물질도 kmax 값[kDPRA에서 시험되는 

물질의 반응속도(reaction kinetics)로부터 결정된 s-1M-1에서의 최대속도상수, 24단락 참조]이 

산출되는 경우 20 mM 보다 낮은 농도에서 시험 될 수 있다. 이 경우 UN GHS subcategory 

1A 피부감작성 예측으로 이어지는 양성 결과(log kmax ≥ -2.0)는 사용할 수 있지만 음성 결과로는 

확실한 결론(log kmax < -2.0)을 내릴 수 없다.

5. kDPRA는 시험물질의 자가형광(autofluorescence) 가능성, 형광물질 퀜칭(quenching), 또는 

시약(모노브로모비메인; monobromobimane)과의 상호작용에 주의를 기울여야 하는 형광 판독을 

사용한다. 특히, 16단락에 기술된 바와 같이 각각의 시험물질에 대한 대조군을 시험에 포함시키고, 

결정된 펩타이드 소실과 별개로 배양시간을 평가하는 것이 중요하다. 나아가, 일차 SH-기(thiol)를 

가진 시험물질의 경우 monobromobimane과 상호작용하여 발광이 증가하므로 kDPRA로 시험 

될 수 없다. 끝으로 kDPRA의 시험조건(neutral, aqueous conditions)에서 분해되어 자유 SH-기를 

방출하는 화학물질 또한 유사한 한계를 가질 수 있다.
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6. kDPRA의 검증연구에서 조성(composition)이 알려진 다성분 물질(multi-constituent 

substances) 및 혼합물(mixture)을 시험하지는 않았지만, 기술적으로는 이러한 물질도 kDPRA에 

적용 가능한 것으로 간주한다. 이러한 경우 단일 순도(single purity)는 성분(물은 제외) 비율의 

합으로 결정하며, 단일 분자량(single apparent molecular weight)은 혼합물에서 각 성분(물은 

제외)의 분자량과 이들 각각의 비율을 고려하여 결정할 수 있다. 이렇게 계산된 순도와 분자량으로 

20 mM 용액을 준비하는데 필요한 시험물질의 양을 계산할 수 있다. 조성이 알려진 혼합물 및 다성분 

물질에서 얻은 결과는 비선형적(non-linear)으로 나타날 수 있으므로 27단락에 기술되어 있는 조항을 

활용해야 한다. 조성이 알려져 있지 않거나 가변적인 혼합물 및 물질, 복잡한 반응성 생성물, 또는 

생물제제(UVCB 물질)의 경우 정의된 몰비(molar ratio)가 필요한 kDPRA에 적용될 수 없다. 혼합물, 

시험하기 어려운 화학물질(예: 불안정한 물질) 또는 본 가이드라인의 적용 가능 범위에 명확히 포함되지 

않는 시험물질을 시험하려는 경우에는 이러한 시험의 결과가 과학적으로 유의미한 결과를 산출할 

것인지에 대한 사전 고찰이 필요하다. 끝으로 특정 카테고리 물질에 대해 kDPRA를 적용할 수 없음을 

보여주는 증거가 있는 경우 이러한 물질에 kDPRA를 적용해서는 안 된다.

7. kDRPA는 UN GHS에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 물질(non-subcategory 

1A)로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구분하는데 사용될 수 있다(3). DPRA 

또는 ADRA 등의 다른 시험법과 조합하여 사용하거나 IATA 또는 DA 등의 통합접근법에서 사용되는 

경우 다른 key-event 기반 시험법과 마찬가지로 피부감작성에 대한 좀 더 종합적인 분석을 위해 

kDPRA의 수행 능력에 대한 추가적인 연구가 필요하다(3)(10). 

시험법의 원칙 

8. kDPRA는 in chemico 시험법인 DPRA(TG442C Appendix 1 참조)를 변형한 시험법이다. 

kDPRA는 DPRA에서도 사용되는 시스테인-펩타이드(Ac-RFAACAA-COOH)를 사용하는 반면 

라이신을 함유한 펩타이드는 사용하지 않는다. kDPRA와 DPRA에서 시험 펩타이드의 최종농도(0.5 mM)와 

반응 배지(25% acetonitrile in phosphate buffer)는 동일하다. DPRA는 단일 시점(≥ 24 h)에서 

시험물질의 한 가지 농도(시스테인-펩타이드의 경우 5 mM) 만을 측정하는 반면, kDPRA는 

25±2.5℃에서 5개 농도(5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 mM)와 6개의 시점(10, 30, 90, 150, 

210, 1440 min)에서 병렬반응(parallel reaction)을 수행한다. monobromobimane (mBrB; 

CAS 74235-78-2)을 추가하여 반응을 멈춘 다음 각 반응시간 후의 시스테인-펩타이드 잔여 농도를 
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측정한다. 고(高)반응성, 비(非)형광 mBrB는 펩타이드 모델이 결합하지 않은 시스테인 

잔기(moiety)와 반응하여 형광복합체(fluorescent complex)를 형성하며, 이를 측정하여 소실되지 

않은 펩타이드 농도를 정량화한다. 최고 농도의 소실율이 역치(threshold)인 13.89%(DPRA의 

시스테인 단독 펩타이드 모델에서 양성 판정에 사용된 절사 값)를 초과하고, 이러한 소실율이 펩타이드 

단독 대조군 대비 통계적으로 높은 경우 추가적인 계산이 이루어져야 한다(그렇지 않은 경우 28단락에 

보여지는 예측모델에 따라 해당 시험물질은 비(非)반응성으로 간주된다). 각 시점에서 시험물질의 

농도 대비 소실되지 않은 펩타이드 농도의 자연로그(natural logarithm) 도표를 그린다. 선형적 

관계가 관찰되는 경우(상관계수 > 0.90), [min-1mM-1]에서의 반응속도상수를 계산하기 위해 도표의 

기울기를 결정하고 이를 배양시간으로 나눈다. 여기서 나온 값을 [s-1M-1]에서 속도상수로 전환하고 

로그를 계산한다. 모든 시점에서 관찰된 최댓값은 kmax로 간주되며 이러한 최대속도상수가 kDPRA의 

일차 판독값이다. 이를 이용하여 시험물질과 시험 펩타이드 반응의 최대반응속도를 정량화한다. 

이후 시스테인-펩타이드 소실의 반응속도로 UN GHS에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 

물질(non-subcategory 1A)로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구별한다. 

log kmax ≥ -2.0를 가진 화학물질은 UN GHS subcategory 1A로 예측된다. 또한, Kinetic 

비율 상수는 유해성 평가에 필요한 연속적인 규모에서 시험물질의 피부감작성 역가 평가를 위해 

IATA나 DA와 같은 통합접근법에 사용될 수 있다(3)(10).

9. 실험실은 kDPRA를 일상적으로 사용하기 전에 부록 2에 제시된 9개의 숙련도 물질을 사용하여 

기술적 숙련도를 입증해야 한다. 

시험절차

10. 본 시험법은 산업계에서 조율한 검증연구에 사용된 프로토콜인 kDPRA DB-ALM protocol 

no 217(11)을 기반으로 한다. 실험실에서 본 시험법을 적용 및 사용하는 경우 kDPRA DB-ALM 

protocol no 217을 사용할 것이 권장된다. kDPRA의 주요 요소와 절차는 아래에 기술되어 있다. 

시스테인-펩타이드 준비

11. 순도 95% 이상의 합성 펩타이드(Ac-RFAACAA-COOH)를 함유한 시스테인 저장용액(Stock 

Solution)은 시험물질과 함께 반응시키기 직전에 조제한다. 시스테인-펩타이드의 최종농도는 

아세토니트릴(acetonitrile)에 용해되는 시험물질의 경우 pH 7.5 인산완충용액(phosphate 
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buffer)에서 0.667 mM이며, pH 7.5 phosphate buffer에서 용해되는 시험물질의 경우 1.0 mM이다.

시험물질 준비

12. 시험 수행 전 적절한 용매에서 시험물질의 용해 여부를 확인해야 한다. 시험물질을 완전히 

용해할 수 있는 비반응성(non-reactive), 수용성(water-miscible) 용매를 사용해야 한다. 용해도는 

육안검사로 확인하는데, 투명한 용액이 형성되면 해당 시험물질이 용해된 것을 확인하기에 충분한 

것으로 간주한다. 선호되는 용매는 아세토니트릴이다. 아세토니트릴에서 용해되지 않는 물질의 

경우 pH 7.5 phosphate buffer에서 가용성(solubilization)을 평가한다. 이 외의 용매가 시험에 

사용된 적은 없지만, 모든 대조군이 동일한 용매로 준비될 수 있고, 양성대조군과 숙련도 물질에서 

얻은 반응속도가 26단락과 부록 2에 각각 기술된 범위 내에 들어가는 등 시험법을 간섭하지 않는다는 

것이 증명되는 경우 다른 용매를 사용할 수 있다. DMSO를 용매로 사용하는 것은 펩타이드 

이합체화(dimerization)를 유발할 수 있으므로 지양해야 한다.

13. 시험물질은 유리 바이알에 넣고 무게를 칭량해야 하며 시험 직전 12단락에 기술된 적절한 

용매를 사용하여 20 mM 용액을 준비한다. 시험물질 희석액은 20, 10, 5, 2.5, 1.25 mM 농도로 

연속 희석하여 준비한다. 

대조군 준비

14. 신나믹알데하이드(Cinnamic aldehyde, CAS 104-55-2; ≥ 95% 순도)를 양성대조군(Positive 

Control, PC)으로 사용하며, 시험 직전 아세토니트릴에 20 mM 농도로 용해한다. 그런 다음 20, 

10, 5, 2.5, 1.25 mM 농도로 양성대조군 연속 희석액을 준비한다. 본 시험법에서는 정확한 

반응속도를 측정하여 양성대조군의 지속 사용을 통해 실험실 간(검증연구 데이터 비교) 및 실험실 

내(과거 대조군 비교)의 정량적 비교가 가능하므로 다른 양성대조군의 사용은 권장하지 않는다.

          

15. 음성대조군으로 간주되는 용매대조군(Vehicle Control, VC)은 버퍼와 용매에 각각 

용해한(시험물질 및 양성대조군 미포함) 펩타이드이다. 시험물질 또는 양성대조군 배양 샘플의 

펩타이드 소실은 각각의 용매대조군 대비 계산된다. 

16. 본 시험법은 펩타이드 없이 용매와 버퍼에 용해한 각 시험물질 농도의 시험물질대조군을 

포함한다. 이들 대조군은 monobromobimane 간섭 등을 평가하기 위해 시험물질의 형광 측정 

간섭[자가형광 및 퀜칭(quenching)] 식별에 사용되며, 또한 기준 측정값(background 
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measurement)으로 사용된다. 

17. 공대조군(Blank Control, BC)은 기준 측정값으로 사용되며 시험물질, PC, 펩타이드를 제외한 

용매와 버퍼를 사용하여 준비한다. 

시험물질과 시스테인-펩타이드 용액의 반응

18. 시험물질과 PC의 연속 희석액을 96-well microtiter plate(적용 플레이트)에 준비한다. 이후 

각 노출시간별로 kDPRA 프로토콜(11)에서 권장하는 것과 같이 사전에 정해진 배열에 따라 해당하는 

시약(펩타이드 저장용액, 용매 및 버퍼 용액)을 넣어 96-well black assay plate(시험 플레이트)를 

준비한다. 각 시험물질 농도는 3반복(triplicate)으로 분석되어야 한다. 적용 플레이트의 시험물질과 

PC 희석액을 시험 플레이트에 넣어 반응을 개시한다. 시험물질 용액을 펩타이드 용액에 넣은 

직후에 시험물질의 수용성이 낮아 침전이 관찰되는 경우 용액 속에 펩타이드와 반응할 수 있는 

시험물질이 얼마나 남아 있는지 알 수 없다. 이러한 경우 양성 결과(log kmax ≥ -2.0)는 사용할 

수 있지만 음성결과(반응하지 않았거나 log kmax < -2.0의 결과)는 주의를 기울여서 해석해야 

한다(최대 20 mM 농도에서 용해되지 않는 물질의 시험에 대해 기술한 4단락의 조항 참조). 

시험물질과 PC를 넣은 다음 공기 차단 접착 호일로 플레이트를 밀봉하고 최소 200 rpm에서 

5분간 섞어준다. 시험 플레이트 용액은 mBrB 용액을 추가하기 전 25±2.5℃ 온도에서 빛을 차단한 

채로 다수의 배양(노출)시간(예: 10, 30, 90, 150, 210, 1440 min)을 사용하여 배양한다. 물질에 

따라 최적의 시점을 조사하기 위해 배양시간은 변경될 수 있다(빠르게 반응하는 물질의 경우 

배양시간을 단축하는 것이 더 적절할 수 있음). 그러나 1440 min의 경우 DPRA 배양시간에 

해당하므로 항상 시험해야 한다. 배양(노출)시간은 시험물질과 PC 희석액을 시험 플레이트에 적용한 

이후부터 mBrB를 추가하기 전까지의 시간 간격이다. 

형광 측정

19. 원하는 배양(노출)시간에 도달하면 빛을 차단한 상태에서 새로 준비한 mBrB 용액(3 mM 

in acetonitrile)을 시험 플레이트(노출시간 별로 하나씩)의 well에 빠르게 적용한다. 공기 차단 

접착 호일로 플레이트를 밀봉하고 최소 200 rpm에서 5분간 섞어준다. 그런 다음 390 nm 

여기필터(excitation filter)와 480 nm 방출필터(emission filter)를 사용하여 형광 강도를 

측정한다.
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데이터 및 보고서 작성

데이터 평가 

20. DM-ALM 프로토콜에서 제공하는 자동 계산 엑셀 템플릿을 데이터 평가에 사용해야 한다. 

자세한 설명은 DB-ALM protocol no. 217에서 제공한다(11).

21. 각 노출(배양)시간 ‘t’에 대해 아래의 매개변수가 계산된다. 

   ⦁ 12개 공대조군(BC) 형광 강도의 산술평균과 표준편차

   ⦁ 12개 용매대조군(VC) 형광 강도의 산술평균과 표준편차

   ⦁ VC 값을 보정하기 위해 VC 값에서 평균 BC 값을 빼준다. 

   ⦁ 각 시험물질과 PC 농도에 대해 보정된 시험물질 또는 PC값을 계산하기 위해 시험물질과 

대조군 값을 각각의 획득된 값에서 빼준다.

22. 노출시간별 각 시험물질 농도의 상대적 펩타이드 소실율(%)을 결정하기 위해 아래의 계산을 

수행한다.

상대적 펩타이드 소실율     보정된 의 평균

보정된 시험물질 또는  값
 ×

23. 각 시험물질 농도 별로 3개 반복시료(replicates)의 산술평균과 표준편차를 계산한다 

(노출시간별로 계산). 3개 반복시료에서 측정된 펩타이드 농도가 12개 VC well에서 농도와 비교하여 

통계적으로 유의미하게 낮은지 판단하기 위해 student’s t-test를 수행한다.

24. (ⅰ) 주어진 시간에 최대 시험물질 농도(최종 시험물질농도 5 mM)에서 13.89% 이상(≥)의 

펩타이드 소실이 관찰되는 경우, (ⅱ) 그 차이가 VC와 통계적으로 다른 경우 kDPRA의 반응속도 

상수는 아래에 기술된 것과 같이 결정된다. 이러한 ‘양성 기준’은 DPRA의 시스테인 단독 예측 

모델의 펩타이드 반응 양성 기준에 근거한다. 양성 기준이 충족되지 않는 경우 해당 시험물질은 

28단락에 나오는 예측 모델에 따라 반응하지 않는 것으로 간주한다. 

각 시점 별 시험물질의 농도 대비 소실되지 않은 펩타이드 농도의 자연로그값은 도표로 

그려진다(plot). 선형적 관계가 관찰되는 경우(상관계수 > 0.99), 곡선의 기울기를 결정한다. 이러한 

음성 기울기의 절댓값은 관찰된 반응속도상수에 해당한다[mM-1에서 유사일차반응속도상수 
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(pseudo first order rate constants) kobserved]. 각 노출시간별 kobserved 값으로부터 농도 및 

배양(노출)시간 ‘t’ 별 반응속도상수(kt)를 아래와 같이 계산한다. 

       ×  



여기서 ‘t’는 분으로 표시한 노출시간이다. 선형적 관계가 관찰되지 않는 경우 27단락 (ⅱ)의 

권고사항을 수행한다.

인정기준

26. 시험(run)이 유효한 것으로 간주되기 위해서는 아래의 기준을 충족해야 한다. 하나라도 충족되지 

않는 경우 run을 재수행해야 한다. 

  a. PC: 90 min에서 PC의 log k(log k90 min)는 1.75 에서 -1.40 M-1s-1 내에 있어야 한다. 

반응이 통계적으로 유의미하지 않는 등의 이유로 log k90 min를 얻을 수 없는 경우 150 min에서의 

값(log k150 min)을 고려할 수 있으며, 그 값은 -1.90 에서 -1.45 M-1s-1 내에 있어야 한다. 

  b. VC: 플레이트 내 12개 VC 값의 변동계수는 6개 노출시간 중 최소 5개에서 12.5% 미만(<)이어야 

한다. 

27. 결과에 영향을 줄 수 있는 조건의 가능성 확인을 위해 시험물질로 얻은 데이터를 추가로 평가한다.

  (ⅰ) 중단 시점(Interrupted time-course): 시험물질에 따라 조사된 최적의 시점 중 초기 시점에 

현저한 양의 펩타이드 소실이 관찰된다면, 시험물질 고유의 비선형 반응 또는 실험상황에서의 

변수(experimental variation)가 있는 것이다. 이러한 경우 해당 run을 재수행한다. 동일한 

양상이 반복되는 경우 시험물질 고유의 비선형 반응이 있는 것이며 초기 시점에서 관찰된 

반응속도상수를 수용한다.

  (ⅱ) 비선형 농도-반응: 농도-반응이 비선형적으로 나타나는 경우는 거의 없지만 분명한 소실에 

대해서는 주의를 기울여야 한다. 이러한 경우 회귀 분석은 R2 < 0.90 이기 때문에 기울기로 

속도상수를 계산하지 않는다. 그 대신 다음의 공식에 따라 개별 소실값을 기반으로 속도상수를 

계산할 수 있다.

   ln    × 
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‘dp’는 소실율(%)이며 ‘E’는 시험물질의 농도, ‘t’는 배양(노출)시간이다. 이 공식에 따른 

속도상수는 한계점인 13.89% 이상의 소실값과 함께 각 시점 ‘t’와 각 농도 ‘E’ 별로 계산된다. 

각 시점 ‘t’에서 서로 다른 농도의 평균값을 계산하며 어느 한 시점에서의 최고 속도에 대한 

kmax를 기록한다. 

이 경우 이러한 비선형적 움직임이 시험물질 고유의 성질 때문인지 실험상 오류 때문인지 

확인하기 위해 재시험을 수행해야 한다. 비선형성이 다시 나타나는 경우 개별 소실값에 

기반한 이러한 대안적인 속도 계산이 최종 평가에 사용된다. 

  (ⅲ) 자가형광 또는 퀜칭(quenching) 등의 형광 간섭: 펩타이드 없이 시험물질만 있는 대조군 

well을 기반으로 하여 시험물질로 인한 자가형광 및 퀜칭의 발생을 감지할 수 있다. 

시험물질대조군 well에서 측정되는 자가형광에 대한 값을 보정하기 때문에 자가형광이 낮은 

경우에는 이것이 문제가 되지 않지만, 자가형광이 높은 경우 펩타이드 대사체 

(peptide-adduct)의 형광과 자가형광이 완전히 가산(additive)되지 않을 수 있으며, 

자가형광값을 빼줌으로써 소실을 명확하게 확인할 수 있는데, 이는 펩타이드 신호가 측정되지 

않은 것이 아니라 비가산성(non-additivity) 때문이다. 그러므로 관찰된 소실이 시간과 

관련이 있는지 확인해야 한다. 시간과 관련되지 않으면서 자가형광이 관찰되면 

자가형광으로부터의 소실이 발생하는 것으로 가정할 수 있다. 형광 퀜칭은 ‘거짓소실’로 

이어질 수 있지만 이는 즉각적으로 발생하며 이로 인한 펩타이드 소실은 시간이 지남에 

따라 증가하지 않는다. 두 가지 조건을 모두 충족하는 경우 퀜칭으로 인해 소실이 발생한 

것으로 간주한다. 이러한 경우는 잘 발생하지 않는다. 결과에서 이유를 명백하게 알 수 

없다면 run을 반복할 수 있으나 명백한 경우에는 반복이 필요 없다. 이러한 경우 자가형광 

또는 퀜칭이 발생하지 않는 다른 형광 프로브(fluorescent probe)로 반응을 측정할 수 

없다면, 해당 물질은 kDPRA에서 평가될 수 없다(기술적 한계)(부록 1의 Section II DB-ALM 

프로토콜 참조). 

  (ⅳ) 상기 모든 내용은 DB-ALM에 자세히 기술되어 있으며 데이터를 평가하는 경우 DB-ALM 

프로토콜과 함께 제공된 엑셀 탬플릿에서 자동 알림이 생성된다. 
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예측 모델

28. kDPRA는 UN GHS에 따라 subcategory 1A로 분류되지 않는 물질(non-subcategory 

1A)로부터 UN GHS subcategory 1A 피부감작성 물질을 구별하기 위해 시스테인-펩타이드 소실의 

속도를 사용한다(3). 시험법으로 얻은 subcategory 1A로 분류되지 않는 결과는 3단락과 부록 1에

기술되어 있는 제한점의 맥락에서 해석해야 한다.

<표 1> kDPRA 예측 모델

반응속도 kDPRA 예측

log kmax ≥ -2.0 UN GHS subcategory 1A

Non-reactive or log kmax < -2.0
Not categorised as UN GHS subcategory 1A*

(non-subcategory 1A)

* UN GHS No Category로부터 UN GHS subcategory 1B를 구별하기 위해서는 추가 정보가 필요하다. 사용 목적 

(예: IATA, DA)에 따라 본 정보는 kDPRA를 수행하기 전 또는 후에 산출될 수 있다. 

29. log kmax 결과가 kDPRA에서 계산된 경계선 범위에 들어가는 역치(threshold)인 -2.0에 근접한 

경우(-1.93에서 -2.06 사이) 확정적 예측이 이뤄질 수 없다. 이러한 경우, 확정적 예측을 하기 

위해 재시험 및/또는 추가 데이터가 필요하다.

30. 반응속도상수는 유해성 평가를 위해 필요한 확장된 규모에서 시험물질의 피부감작성 

역가(potency)를 평가하기 위해 IATA 또는 DA 등의 통합적 접근법에서 사용될 수 있다.

시험결과 보고

31. 시험결과 보고서는 다음의 정보를 포함하여야 한다.

시험물질 및 대조군(양성대조군 및 용매대조군)

❍ 단일성분 화합물

  - IUPAC 또는 CAS 명칭, CAS 번호, SMILES 또는 InChI 코드, 구조식 및/또는 다른 식별자 

등과 같은 화학적 특징

  - 물리적 성상, 형태, 용해도, 분자량 및 기타 물리화학적 성질

  - 순도 및 불순물의 종류

  - 해당하는 경우 시험 전처리방법(예, 가온 및 분쇄)
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   - 시험 농도

   - 보관 조건과 안정성 

❍ 양성대조군에 대한 추가 정보

  - 적합한 분석 인정기준을 보여주는 과거 양성대조군 결과에 대한 참고자료

❍ 용매 또는 대조군에 대한 추가 정보

  - 사용된 용매 또는 대조군 및 이들의 성분

  - 각 시험물질에 대한 용매 선정의 근거

  - 아세토니트릴의 경우 펩타이드 안정성에 대한 시험결과의 영향 

펩타이드

❍ 공급사, 로트, 순도

형광분석

❍ 파장 설정을 포함한 형광광도계 정보(모델명, 종류)

숙련도 시험

  - 시험시설이 시험법을 일상적으로 사용하기 전 숙련도 물질 시험을 통해 시험법 사용에 있어서의 

숙련도를 증명했다는 것에 대한 문서

시험결과의 고찰 

  - 모든 의도치 않은 시험절차의 변경에 대한 설명 

  - kDPRA 시험법으로 획득한 시험결과 및 이들 결과가 29단락에서 기술한 범위 내에 있는지에 

대한 고찰 

  - 배양시간 종료 시 반응혼합물 내 펩타이드의 형태 및 침전물을 다시 용해하거나 원심분리하였는지 

등을 포함한 모든 관련된 관찰 결과에 대한 기술

결론
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용어 정의

정확도(Accuracy): 시험결과와 참고치의 일치 정도. 시험수행에 대한 평가 척도 및 상관성

(relevance)의 한 측면. 정확하게 맞춘 시험결과의 비율을 의미하는 일치성(concordance)과 

정확도(Accuracy)는 같은 의미로 쓰임(1). 

독성발현경로(AOP, Adverse Outcome Pathway): 분자수준의 시작단계를 거쳐서 생체내

(in vivo) 유해반응까지 표적 화합물 또는 유사한 화합물 그룹으로부터 일어나는 일련의 사건(2)  

변동계수(Coefficient of variation): 동일 반복시료로부터 얻은 데이터의 변동성을 나타내며 표준

편차를 평균으로 나눈 값. 100을 곱하여 백분율로 나타냄

DA(Defined Approach): DA는 예측결과 산출을 위해 정해진 정보 출처에서 생산된 데이터

(in silico 예측결과, in chemico, in vitro 데이터)에 적용되는 고정된 데이터 해석절차(예: 통계적

모델, 수학적모델)로 구성된다. 

DPRA: Direct Peptide Reactivity Assay

EURL ECVAM: the European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal 

Testing.

유해성(Hazard): 물질이 생명체, 생태계 또는 특정 인구집단에 노출될 때 유해영향을 야기할 

가능성이 있는 물질 또는 상황(situation)의 본질적 특성

통합독성 평가(IATA, Integrated Approach to Testing and Assessment): 화학물질 또는 화학

그룹의 유해성 동정(잠재력), 유해성 특성(효력), 안전성 평가(잠재력, 효력 또는 노출)를 위하여 

사용되는 구조적 접근 방법. 유해성 잠재력, 위험성 및 심화 추적 필요성에 관한 규제결정을 위하여

모든 관련 데이터를 전략적으로 통합하고 경중을 가림으로써 최소한의 시험만 수행하도록 함

kDPRA: kinetic Direct Peptide Reactivity Assay

Kmax: kDPRA에서 시험한 물질의 반응속도(reaction kinetics)로 결정한 s-1M-1에서의 최대반응

상수(24단락 참조)

LLNA: TG429 국소림프절시험법(murine Local Lymph Node Assay)(2010년 제정) 



Ⅱ. 번역문(OECD TG442C)

25

분자적 초기 현상(Molecular Initiating Event): 독성발현경로의 시작단계로서 분자수준에서 

화학물질에 의해 유도되는 생물계의 변화

혼합물(Mixture): 서로 반응하지 않는 두 가지 이상의 화학물질로 구성된 혼합물질 또는 용액(1)

단일성분 화합물(Mono-constituent substance): 정량적인 구성에 따라 정의되며 하나의 주요

성분이 적어도 80% (w/w) 이상인 물질

다성분 화합물(Multi-constituent substance): 두 가지 이상의 주요성분의 양이 ≥ 10% (w/w) 

및 < 80% (w/w)인 물질. 다성분 물질은 생산과정의 산물. 혼합물과 다성분 물질의 차이는 혼합물은

두 가지 이상의 물질을 화학반응 없이 섞어서 얻고 다성분 물질은 화학반응의 산물임 

양성대조물질(Positive control): 시험계의 모든 구성요소를 포함하고 양성반응을 유도한다고 

알려진 물질을 처리한 군. 시간에 따른 양성대조물질 반응의 변동성을 평가할 수 있다는 확신을 

갖기 위하여 양성반응의 범위가 초과해서는 안 됨

Pre-haptens: 비생물학적 변형을 거쳐 피부감작성을 나타내는 화학물질 

Pro-haptens: 피부감작성 발현을 위해 효소에 의한 생체활성(bioactivation)이 필요한 화학물질 

표준참조물질(Reference control): 한 시험계의 모든 구성요소를 포함하면서 아무런 처리를 하지 

않는 시험물질. 시험물질을 처리하기 위해 사용된 용매 또는 부형제 및 동일한 용매 또는 부형제로

녹인 시험물질로 처리한 시료의 기본반응(baseline response)을 정하기 위해 사용된 다른 대조

물질. 음성대조물질과 함께 시험될 때 표준참조물질은 용매 또는 부형제가 시험계와 상호작용

하는지 보여줌

상관성(Relevance): 시험과 관심효과의 관련성 및 시험이 특정 목적에 의미 있고 유용한지에 대한

설명. 상관성은 시험이 얼마나 관심 생물학적 효과를 정확하게 측정하고 예측하는지 나타내며 

상관성은 시험법의 정확도(일치성)를 내포함(1)

신뢰도(Reliability): 동일한 시험방법에 따라 반복 시행하였을 때 동일 실험실과 다른 실험실에서 

시험 결과를 재현할 수 있는 정도. 신뢰도는 실험실 내·실험실 간 재현성(reproducibility)으로 

평가됨(1)

재현성(Reproducibility): 동일한 방법으로 동일한 물질을 시험하였을 때 나온 결과의 일치(신뢰도 참조)(1)
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민감도(Sensitivity): 시험법으로 모든 양성 또는 활성 물질이 정확하게 분류되는 비율. 민감도는 

시험법의 범주 결정에 대한 정확도의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는 중요한 고려사항임(21)

특이도(Specificity): 시험법으로 모든 음성 또는 비활성 물질이 정확하게 분류되는 비율. 특이도는

시험법의 범주 결정에 대한 정확도의 척도이며 시험법의 상관성을 평가하는 중요한 고려사항임(21)

물질(Substance): 생산과정을 통해 얻어지거나 자연상태로 얻어진 화학원소들(elements)과 이들로

이루어진 구성물질(compound). 생산품의 안정성을 유지시키는데 필요한 첨가제와 생산과정에서 

유래하는 불순물을 포함함. 그러나 해당물질의 안정성이나 조성의 변화에 영향을 주지 않고 분리

될 수 있는 용매는 제외함(1)

시스템 적합성(System suitability): 분석 배치를 운전하기 전에 표준물질을 분석하여 기기 성능

(예, 민감도)을 판정(22)

시험물질(Test chemical): 시험할 때 무엇을 사용하였는지 언급할 때 사용됨

UN GHS(United Nations Globally Harmonized System of Classification and Labelling 

of Chemicals): 물리적, 보건적, 환경적 유해성의 수준 및 표준화된 유형에 따른 화학물질(물질 

또는 복합화합물)의 분류체계로 픽토그램(pictogram), 표시방법, 유해 사항, 사전 주의사항 및 

안전정보지 등의 소통 방식을 통해 화학물질의 유해 정보를 전달하여 사람(고용주, 근로자, 운송자, 

소비자 및 응급처치자 등)과 환경을 보호하고자 제시된 체계(3)

UVCB(Substances of unknown or variable composition, complex reaction products or 

biological materials): 조성이 알려져 있지 않거나 다양한 조성으로 이루어진 화합물, 복잡한 

반응산물 또는 생물학적 물질

검증된 시험법(Validated test method): 특정한 목적에 대한 상관성과 신뢰도를 충족시키고 

과학적으로 입증된 원리에 근거한 시험법. 절대적으로 완벽하게 검증된 시험법은 없지만 특정한 

목적과 관련됨(1)
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물질등급/간섭
과소예측 및 

간섭 가능성의 이유
데이터 해석 예시 물질 

금속 및 무기 

화합물

공유결합이 아닌 다른 

메커니즘으로 단백질과 

반응하는 것으로 알려짐

시험할 수 없음
Nickel sulphate

: 7786-81-4

하이드로퀴논

(hydroquinone), 

카테콜(catechol), 

방향족아민

(aromatic amine)

산화 시간 지연으로 인해 

반응율을 명백하게 감소시킬 

수 있음

log kmax < - 2.0 결과는 산화 

이후 낮은 반응이 확인될 수 

있는 경우에만 수용 가능함

Paraphenylenediamine; 

106-50-3; Human and 

LLNA 1A

티올(thiol) 또는 

티올 유도물질 

(releaser)

일차 티올기(SH-)를 가지거나 

시험조건에서 분해되는 

시험물질은 감지 

프로브(probe)와 

반응할 수 있음 

티올 반응 프로브(probe)에 

의한 유도체화를 가진 

시험물질은 kDPRA에서 시험될 

수 없음. HPLC 등의 다른 시험 

펩타이드 속도 데이터가 필요함

(본 가이드라인에는 없는 내용)

Thioglycerol; 96-27-5; 

LLNA UN GHS category 

1B; 인체데이터 없음 

DPRA 또는 

ADRA에서 관찰된 

것과 같이 

라이신에만 

반응하는 시험물질 

kDPRA는 

시스테인-펩타이드와의 

반응만을 측정함

아미노기(NH2-)와 반응하지만 

DPRA 또는 ADRA의 

SH-기와는 반응하지 않는 

물질의 

log kmax < - 2.0 결과는 

확정적이지 않음 

일부 acylhalides, 

phenolesters 또는 aldehydes, 

Dihydrocoumarin,

119-84-6; LLNA UN GHS 

category 1B; 인체데이터 없음,

Glutaric aldehyde; 

111-30-8; 인체 및 LLNA UN 

GHS category 1A

Pro-hapten

효소에 의한 생체활성이 

있어야 피부감작성 발현이 

가능한 시험물질 

Pro-hapten이 명확한 물질은 

과소측정 될 수 있음. 

단, pro-hapten이 명확한 

물질(direct hapten이나 

pre-hapten으로 작용하지 않는 

물질 포함) 및 강한 알레르기 

유발 물질은 희귀함

Diethylenetriamine; 

111-40-0 (인체 1A, LLNA 

UN

GHS category 1)

형광 감지 범위에서 

들뜨는(excitation) 

형광물질

시험물질 또는 mBrB-

펩타이드 부가물의 형광이 

가산(additive) 되지 않으면 

거짓 소실이 관찰됨 

시험법의 간섭을 평가하기 위해 

DB-ALM 프로토콜 No 217의 

고찰을 따를 것 

Tetrachlorosalicyl

anilide; 1154-59-;

인체 및

LLNA UN GHS

category 1A

부록 1. kDPRA에 대해 알려진 제한점 

  아래의 표는 kDPRA에 대해 알려진 제한점의 요약을 제공한다. 



화장품 등 피부감작성 동물대체시험법(In Chemico 피부감작성 시험법, kDPRA) 가이드라인

28

물질등급/간섭
과소예측 및 

간섭 가능성의 이유
데이터 해석 예시 물질 

기기의 방출범위 

내에서 흡수하는 

시험물질 

시험물질이 mBrB-

펩타이드 부가물의 발광을 

퀜칭(quenching)하는 경우 

거짓소실이 관찰됨

시험법의 간섭을 평가하기 위해 

DB-ALM 프로토콜 No 217의 

고찰을 따를 것

Vanillin, 121-33-

5; LLNA NC;

인체데이터 없음

구성이 알려지지 

않은 혼합물, 구성이 

알려지지 않거나 

가변적인 물질, 

복잡한 반응 산물, 

또는 생물학적제제 

발간된 논문에 kDPRA의 

적용가능성에 대한 정보 없음
없음

UVCBs, 화학물질 

배출물(chemical

Emissions),

조성이 가변적이거나 완전히 

알려지지 않은 제품 및 제제

물 또는 

아세토니트릴에 

용해할 수 없거나 

수용성 용매와 

호환하지 않는 

시험물질 

충분한 노출에 도달할 수 

있을지 알 수 없음

이러한 경우 UN GHS 

subcategory 1A 피부감작성 

물질로 시험물질을 식별하는 

데에 log kmax > - 2.0 가 

사용될 수 있지만 

log kmax < - 2.0의 경우에는 

명확한 결론을 도출할 수 없음 

12단락에 주어진 전제에 따라 

다른 용매가 사용될 수 있음 

없음

반응용액에서 

침전되는 시험물질

충분한 노출에 도달할 수 

있을지 불확실함. 시험물질의 

낮은 용해도로 인해 시험물질 

용액을 펩타이드 용액에 

추가하는 즉시 침전이 

관찰되는 경우, 얼마만큼의 

시험물질이 펩타이드와 

반응하기 위해 용액에 남아 

있는지 확신할 수 없음

이러한 경우 양성결과(log kmax

≥ - 2.0)는 사용될 수 있지만 

음성결과(미반응 또는 log kmax

< - 2.0의 결과)는 신중하게 

해석해야 함

(kDPRA에서 최대 20 mM 

농도에 용해되지 않는 물질의 

시험에 대해 기술한 4단락의 

조항 참조) 

Methyl-2- nonynoate5; 

111-80-8; LLNA NC

시스테인-펩타이드 

산화를 촉진하는 

시험물질 

펩타이드 반응의 과대 측정 

가능성이 있음
DMSO
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부록 2. 시험법 숙련을 위한 시험물질

In Chemico 피부감작성 시험법: kDPRA

  본 Appendix에 기술된 시험법을 정기적으로 사용하기 전 실험실은 Table 1에서 권장하는 숙련도 

물질 9개 중 최소 8개에 대하여 예상되는 kDPRA 예측을 올바르게 획득하고, 숙련도 물질 9개 중

7개에 대한 각각의 참고 범위 내에 들어오는 시스테인 속도상수 log kmax를 획득하여 기술적 숙련도를 

증명해야 한다. 이들 숙련도 물질은 피부감작성 유해성과 역가에 대한 반응 범위를 잘 나타낼 수 

있도록 선정되었다. 기타 선정 기준으로는 상업적 이용가능성, 고품질 in vivo 참고데이터 및 

kDPRA로 산출한 고품질 in vitro 데이터 보유 여부, 검증연구에 참여한 실험실 내 시험법의 성공적인 

적용을 증명하기 위해 산업계가 조율한 검증연구에서 사용되었을 것 등이 있다. 

<표 1> kDPRA 숙련도 시험물질

숙련도물질 CASRN
물리적 

성상

In vivo 

예측1

UN GHS  

카테고리 

LLNA

UN GHS  

카테고리 

인체

kDPRA 

예측2

log

kmax  

범위2

2,4-Dinitrochlorobenzene 97-00-7 고체
감작성 물질

(extreme)
1A 1A 1A

(-0.8) – 

(-0.4)

Methylisothiazolinone 2682-20-4 고체
감작성 물질

(extreme)
1A 1A 1A

(-0.5) – 

(-0.1)

Oxazolone 15646-46-5 고체
감작성 물질

(extreme)
1A

데이터 

없음
1A

(-0.3) – 

(0.0)

Methyl-2-octynoate 111-12-6 액체
감작성 물질

(strong)
1A 1A 1A

(-1.6) – 

(-1.2)

Isoeugenol 97-54-1 액체
감작성 물질

(moderate)
1A 1A 1A

(-1.4) - 

(-1.1)

2,3-Butanedione 431-03-8 액체
감작성 물질

(weak)
1B

데이터 

없음

Non-1A

(1B 또는 NC)

(-3.2) – 

(-2.1)

Ethylene glycol 

dimethacrylate

(EGDMA)

97-90-5 액체
감작성 물질

(weak)
1B 1B

Non-1A

(1B 또는 NC)

(-2.8) – 

(-2.1)

4-Methoxyacetophenone 100-06-1 고체
비감작성 

물질
No Cat.3 No Cat.3

Non-1A

(1B 또는 NC)

반응하지 

않음

Chlorobenzene 108-90-7 액체
비감작성 

물질
No Cat.3 No Cat.3

Non-1A

(1B 또는 NC)

반응하지 

않음

1In vivo 유해성(및 역가) 예측은 LLNA 데이터(13)에 기반한다. In vivo 역가는 ECETOC에서 제안한 기준(14)을 사용

하여 산출되었다. 
2반올림한 범위는 7개의 실험실에서 산출된 최소 14개 log kmax 결정값에 기반하여 결정되었다.
3UN GHS에 따른 비감작성 물질
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