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RIASSUNTO. Sin dal 1989, il National Institute for Occupational
Safety and Health (NIOSH) ha ritenuto la allergia da animali

da laboratorio (Laboratory Animal Allergy - LAA) un rischio per
i lavoratori e nel 1998 la LAA e stata ufficialmente riconosciuta
un rischio occupazionale negli USA. I topi e i ratti sono la
principale sorgente di allergeni, non tanto per un maggior potere
allergizzante di questi animali, quanto perché rappresentano
quelli maggiormente utilizzati nella ricerca. Molti degli allergeni
animali sono membri della superfamiglia delle lipocaline, piccole
proteine extracellulari rappresentate da un gruppo di almeno

50 proteine che principalmente legano o trasportano piccole
molecole idrofobiche. Le tecnologie molecolari di recente

e attuale innovazione, quali il microarray, hanno consentito la
caratterizzazione di numerosi allergeni. Il microarray proteico ha
inoltre permesso lo studio del profilo delle IgE nei singoli soggetti,
I’analisi simultanea di un vasto numero di parametri relati alle
allergie, nuove opportunita diagnostiche e terapeutiche per le
allergie. Nello studio delle allergie occupazionali - quali la LAA -
’utilizzo del microarray proteico potra migliorare I’identificazione
e la caratterizzazione di nuovi allergeni; 'individuazione dei
lavoratori suscettibili; lo studio delle risposte immunologiche

nei lavoratori esposti; le strategie di prevenzione e protezione;

le condizioni ambientali e di stabulazione. La partecipazione,

la formazione, I’informazione dei lavoratori potranno migliorare
le pratiche comportamentali e occupazionali, 'utilizzo dei
dispositivi di protezione individuale e/o collettiva al fine di ridurre
Pesposizione da LAA in ambito occupazionale.
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ABSTRACT. VALUE OF THE MICROARRAY FOR THE STUDY OF
LABORATORY ANIMAL ALLERGY (LAA). Since 1989, the National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) considers
the Laboratory Animal Allergy - LAA a risk for workers and in 1998
the LAA has been recognized as occupational risk in the USA. Rat
and mouse are the most source of allergens, not so much for the
higher power of allergy respect to the other animals, but because
represent the more utilized species in the research. Most of the
allergens are members of the lipocalin superfamily, small
extracellular proteins represented by at least 50 proteins that mainly
bind or carry small hydrophobic molecules. The recent and
innovative molecular techniques, as the microarray, have allow the
characterization of numerous allergens. The protein microarray
gives the possibility to study of IgE profile for each individual,
simoultaneos analysis of a wide number of parameters concerning
the allergy, giving new diagnostic and therapeutic opportunities for
the allergies. In the study of occupational allergy - as LAA -

the protein microarray could improve: the identification and
characterization of new allergens; the individuation of susceptible
workers; the study of immunological responses in exposed workers;
the strategies of prevention and protection; the environmental and
housing conditions. The partecipation, formation and information
of the workers could improve the behavioural and occupational
practices, the use of personal and collective protective devices in
order to reduce the exposure to LAA in occupational context.

Key words: microarray, allergy, LAA, workers, prevention.

Introduzione

Allergia da animali da laboratorio

Sin dal 1989 il National Institute for Occupational Sa-
fety and Health (NIOSH), ha ritenuto la allergia da animali
da laboratorio (Laboratory Animal Allergy - LAA) un ri-
schio per i lavoratori e nel 1998 la LAA ¢ stata ufficial-
mente riconosciuta come un rischio occupazionale negli
USA (1-2). Gli animali da laboratorio, in particolare topi e
ratti, sono una importante causa di malattia allergica occu-
pazionale, tanto che lo SWORD (Surveillance of Work and
Occupationally-related Respiratory Disease) riporta che gli
animali da laboratorio figurano in cima alle principali cause
di asma occupazionale negli United Kingdom (3-4). E or-
mai confermato che molti lavoratori addetti a vario titolo
agli stabulari sono a rischio di esposizione di LAA (5-12).

Studi epidemiologici hanno dimostrato che la patoge-
nesi della LAA ¢ comune a livello mondiale e che tipica-
mente un terzo delle persone esposte a tale rischio occu-
pazionale pud manifestare sintomi allergici. In particolare
¢ stato stimato che circa un terzo dei Laboratory Animal
Workers (LAWSs) potrebbe manifestare sintomi attribui-
bili alla LAA, piu del 10% di tali lavoratori potrebbe svi-
luppare asma occupazionale e rinite, con episodi di persi-
stenza che spesso si verificano anche al termine dell’e-
sposizione agli allergeni incriminati (13-19). Negli USA
I’incidenza della LAA ¢ stimata intorno al 5% e 1’inci-
denza dell’asma dovuta alla LAA intorno al 2%; la pre-
valenza dell’asma indotta da LAA derivante da stime
complessive ¢ stimata tra il 4-22% e 1’'11-44% (9, 17).
L’ampia variazione di questa prevalenza puo essere do-
vuta al metodo utilizzato per la diagnosi di LAA, ovvero
risposta positiva al questionario vs. valutazione medica di
conferma. In ogni caso, la LAA ¢ comune nei luoghi di la-
voro dove si utilizzano animali a scopi di ricerca (4-12)
con conseguenze che si differenziano in relazione alla su-
scettibilita individuale e alla mansione lavorativa. Alcune
stime effettuate negli USA riportano che almeno 90.000
lavoratori hanno contatto diretto con gli animali in strut-
ture di ricerca o industriali (20-21); quei lavoratori che
sono regolarmente a contatto con animali con pelo pos-
sono sviluppare una suscettibilita nei confronti di tali ani-
mali, comportando una prevalenza di LAA intorno al
21%, come riportato da alcuni studi indipendenti (22-25).
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L’insorgenza della sintomatologia - dall’inizio dell’espo-
sizione alla comparsa dei sintomi - sembra manifestarsi
entro tre anni dall’inizio dell’attivita lavorativa; circa un
terzo dei lavoratori sviluppa i sintomi entro il primo anno
e una percentuale intorno al 70% manifesta la sintomato-
logia entro i tre anni con interessamento nasale, cutaneo e
respiratorio (9, 26-27).

Notevole importanza riveste la comprensione dei nu-
merosi fattori coinvolti nella patogenesi della LAA, tra cui
la modalita di esposizione e i livelli di allergene che pos-
sono causare la malattia (28-29). L’esposizione agli aller-
geni inizia con la loro inalazione nei polmoni; le sostanze
inalate sono spesso rappresentate da proteine urinarie, de-
rivati dermici degli animali. I topi e i ratti sono la princi-
pale sorgente di allergeni, non tanto per un maggior potere
allergizzante di questi animali, quanto perché essi rappre-
sentano quelli maggiormente utilizzati nella ricerca. Gli
allergeni sono presenti nel pelo, nella saliva, nei derivati
dermici dei ratti e dei topi, ma poiché i roditori hanno una
persistente proteinuria, la loro urina rappresenta una im-
portante sorgente di allergeni. Gli allergeni sono traspor-
tati su piccole particelle, cosi che possono rimanere nel-
I’aria ed essere facilmente respirabili (8, 11, 30). L’esposi-
zione include una potente, complessa miscela di allergeni,
adiuvanti biologici come endotossine e irritanti. Le rela-
zioni dose-risposta tra esposizione, sensibilita e sintomi
sono difficili da definire: studi trasversali identificano
molti lavoratori sensibili all’esposizione moderata agli
animali da laboratorio, ma non all’esposizione piu alta. La
stima dell’esposizione basata su medie giorni/lavoro sot-
tostima picchi di esposizione che possono essere signifi-
cativi per sintomi e malattia. Benché sia stato considerato
che i lavoratori senza sintomi non siano sensibili agli al-
lergeni da animali da laboratorio, molti lavoratori asinto-
matici sviluppano risposte immuni specifiche agli animali
da laboratorio, tali da prevenire la malattia sintomatica
(17-18, 26-27, 31-34).

La LAA rappresenta quindi una complessa e impor-
tante patologia, che necessita di ulteriori studi e approcci
multidisciplinari finalizzati sia a una comprensione mag-
giore dei meccanismi fisiopatologici, che alla pianifica-
zione e attuazione di programmi e misure preventive al
fine di individuare quanto pill precocemente possibile i
soggetti ipersuscettibili, ridurre e/o eliminare 1’esposi-
zione agli allergeni e 1’insorgenza di patologie allergiche e
respiratorie attribuibili alla LAA in ambito occupazionale.
Gli studi devono essere indirizzati a valutazioni riguar-
danti diversi aspetti tra loro complementari. In tale lavoro,
si considera I'utilizzo di una tecnologia innovativa - quale
il microarray proteico - nello studio di una patologia nota
da molti anni - quale la LAA - per rafforzare il principio
della validita degli approcci multidisciplinari finalizzati
all’analisi, alla valutazione, alla gestione del rischio delle
allergie occupazionali.

Allergeni

Gli allergeni coinvolti nella eziologia della LAA
sono prevalentemente attribuibili a ratti e topi, non per-
ché tali animali siano piu allergenici di altri, ma perché
sono quelli maggiormente utilizzati nell’ambito della ri-
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cerca. Un vasto studio epidemiologico condotto in Giap-
pone sui LAWSs, ha evidenziato come la LAA sia attri-
buibile anche ad altre specie di animali; in particolare
sono stati riportati dati riguardanti lavoratori esposti con
sintomatologie riferibili a LAA con le seguenti percen-
tuali: 26% a topi, 25% a ratti, 31% a porcellini d’India,
30% a conigli, 26% a criceti, 30% a gatti, 25% a cani,
249% a scimmie (22).

Per quanto riguarda la fonte di esposizione € noto gia
da tempo che le urine dei ratti e dei topi rappresentano
un’importante sorgente di allergeni (35-36). I roditori in-
fatti hanno persistente proteiunuria e la loro urina rappre-
senta la maggior sorgente di allergeni; anche i peli, i deri-
vati dermici e - in minor misura - la saliva sono importanti
sorgenti di allergeni nei topi e nei ratti. Al contrario, in al-
tre specie di animali da laboratorio, come ad esempio il
coniglio, le principali sorgenti di allergeni sono rappresen-
tate dal pelo e dalla saliva (37).

E stato dimostrato che molti degli allergeni animali
sono membri della superfamiglia delle lipocaline, piccole
proteine extracellulari rappresentate da un gruppo di al-
meno 50 proteine che principalmente legano o trasportano
piccole molecole idrofobiche (30, 38-42). Benché I’omo-
logia della sequenza di aminoacidi non sia estesa tra que-
sti allergeni, le lipocaline hanno tre sequenze altamente
conservate. Riguardo agli allergeni degli animali, sembra
che molte delle lipocaline funzionino come feromoni o fe-
romoni leganti proteine. Nelle lipocaline sono compresi
alcuni allergeni di diverse specie animali, quali Rat n1A e
Ratn 1B (Ratn 1.01, Rat n 1.02) di ratto (39, 43), Mus m
1 di topo (44), Can f 1 (45) di cane, Bos d 2 di bestiame
(46) e Equ c 1 di cavallo (47).

Studi di laboratorio hanno identificato i maggiori al-
lergeni urinari e hanno dimostrato come 1’eta e il sesso
dell’animale, particolarmente nei ratti, possano influen-
zare la composizione allergenica delle urine (35-36, 48-
49). In particolare, i maschi adulti dei topi e dei ratti rap-
presentano importanti sorgenti dei maggiori allergeni
Mus m 1 e Rat n 1.02 (chiamata anche o, -globulina);
I’omologia di sequenza tra Mus m 1 e Rat n 1.02 ¢ alta
(66%) (50); entrambi gli allergeni sono proteine globulari
con proprieta di feromoni (51-52) le cui produzioni sono
sotto il complesso controllo ormonale (53-54). Ratn 1 ¢
molto efficace nel legare le tossine responsabili di una
progressiva nefropatia renale (55); soprattutto le escre-
zioni urinarie finali dei ratti contegono una aumentata
quantita di proteine sieriche; riguardo al sesso le femmine
di topi e ratti sembrano essere meno propense a determi-
nare tali effetti.

Nel topo sono stati identificati e caratterizzati almeno
tre distinti allergeni (8, 44, 56-60). Il principale allergene
del topo, Mus m 1, la maggiore delle proteine urinarie del
topo (Major Urinary Protein - MUP) ¢ una prealbumina
con un peso molecolare di 19 kD. E stato clonato a livello
molecolare il gene della proteina e ne & stata dedotta la se-
quenza amminoacidica (59). Riguardo la presenza di tale
allergene nei vari fluidi/tessuti biologici esso & presente
nelle urine cosi come nei follicoli piliferi e nei derivati
dermici; ¢ prodotto dalle cellule del fegato, i livelli nel
siero e nelle urine sono circa quattro volte piu alti nei ma-
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schi del topo rispetto alle femmine, come conseguenza
della relazione testosterone-dipendente dell’espressione
del gene. Un secondo allergene Mus m 2, ¢ una glicopro-
teina con peso molecolare di 16 kD, ¢ stato trovato nei peli
e nei derivati dermici ma non nelle urine. Il terzo allergene
¢ I’albumina, che ¢ allergenica in circa il 30% degli indi-
vidui sensibili al topo (8, 11).

Anche alcuni degli allergeni prodotti dai ratti sono
stati caratterizzati, ed & correntemente accettato che le
urine dei ratti maschi adulti sono la pit importante sor-
gente di allergeni (49). Nel ratto sono stati identificati
due allergeni nelle urine, nella saliva e nel pelo (43, 58,
61). Uno, designato Rat n 1A, ¢ stato considerato una
prealbumina con un peso molecolare di 20-21 kD; I’al-
tro, designato Rat n 1B, ¢ stato considerato una o, glo-
bulina con peso molecolare compreso tra 16-18 kD. Que-
sta proteina di 18 kD ¢ prodotta nel fegato, dove & an-
drogeno-dipendente, cosi come in un numero di ghian-
dole esocrine, salivari, mammarie, dove la produzione
non ¢ androgeno-dipendente (43, 62-63). Come nel caso
del topo, ¢ stato dimostrato che anche I’albumina del
ratto ha la stessa attivita antigenica, con una percentuale
del 24% di soggetti allergici ai ratti che manifestano sen-
sibilita all’albumina (8, 30).

Le tecnologie molecolari di recente e attuale innova-
zione, hanno consentito la caratterizzazione di numerosi
allergeni (64-65). La Allergen Nomenclature Subcommit-
tee of the International Union of Immunological Societies
delle International Union of Immunological Societies
(IUIS) e del World Health Organization (WHO) ha tra gli
obiettivi quello di mantenere una nomenclatura unica e
non ambigua per le molecole di allergeni e una lista uffi-
ciale di allergeni (http://www.allergen.org); la prima no-
menclatura di allergeni del WHO/IUIS ¢ stata pubblicata
nel 1986 (66-67). Esiste attualmente un’ampia letteratura
che fornisce una panoramica vasta e dettagliata di nume-
rosi allergeni sia di origine animale che di altra origine. La
varieta numerica ¢ determinata non solo dalla diversa ori-
gine degli allergeni, ma anche dalla diversita determinata,
per molte proteine allergeniche, dalle isoforme proteiche
con il risultato che singoli allergeni possono avere decine
di isoforme (68-69); tutto questo contribuisce quindi a in-
crementare la grande varieta di molecole proteiche con po-
tenzialita allergeniche.

La conoscenza della biologia degli allergeni, della loro
distribuzione e diffusione rappresenta un tassello necessa-
rio nell’ambito dello studio allergologico riguardante la
LAA, al fine di consentire un approccio sempre piu detta-
gliato e conoscitivo ai fini della gestione del rischio di
LAA in ambito occupazionale.

Microarray proteico

Grazie al sequenziamento dell’intero genoma, si € svi-
luppata 1’analisi proteomica con possibilita di diversi uti-
lizzi applicativi; tra questi la localizzazione subcellulare
proteica, I’analisi di interazione proteina-proteina e di fun-
zionalita proteica. A seguito dell’identificazione dei geni
responsabili di specifiche patologie, gli studi post-geno-
mici hanno reso quindi possibili numerose applicazioni sia
nel campo della ricerca che della diagnostica.
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La proteomica ¢ un’area di ricerca il cui scopo ¢ iden-
tificare e caratterizzare i prodotti delle PROTEine
espresse dal genOMA di un organismo, o PROTEOMA
(70). “Con il termine proteoma si identifica il comple-
mento proteico del genoma, cosi come con il termine ge-
noma si intende il complemento genico dei cromosomi”
(71). Attualmente tale termine ¢ utilizzato “per indicare la
procedura di identificazione di un elevato numero di pro-
teine in miscele molto complesse provenienti da organelli
cellulari, cellule intere o addirittura organismi” (72). Gli
studi sul proteoma riguardano sia 1’espressione che la fun-
zionalita proteica. In particolare attraverso tali studi & pos-
sibile effettuare una valutazione quali/quantitativa delle
proteine di interesse e delle loro proprieta funzionali, tra
cui la via di trasduzione del segnale; in ogni caso & neces-
sario il frazionamento e 1’identificazione delle bande pro-
teiche a partire da miscele proteiche complesse (72-75).
La proteomica ¢ figlia naturale della genomica dato che
attraverso gli array proteici & possibile analizzare le pro-
teine presenti in cellule e tessuti, valutare le differenze tra
stati fisiologici e patologici, strutturali e conformazionali,
le localizzazioni cellulari, le modificazioni funzionali an-
che in relazione alle variazioni del microambiente (71-72,
76-87). “La comprensione del ruolo che il network pro-
teico gioca nelle patologie umane creera probabilmente in
un prossimo futuro grandi opportunita cliniche, in quanto
se ¢ vero che nel DNA risiede 1’archivio di tutte le infor-
mazioni, ¢ altrettanto vero che gli effettori di queste infor-
mazioni a livello cellulare sono le proteine e che sono le
proteine a determinare il fenotipo cellulare. Procedure ba-
sate sull’analisi proteomica possono fornire un contributo
basilare all’identificazione dei componenti dei complessi
multi proteici” (71).

Le nuove tecnologie di microarray proteico - consen-
tendo di analizzare le attivita di un gran numero di pro-
teine - hanno di fatto rivoluzionato la possibilita di analisi
di interi proteomi (88-93); il microarray proteico costi-
tuisce una parte delle tecnologie che si stanno svilup-
pando per analizzare e comprendere il proteoma e le sue
alterazioni (78, 84, 94). Il microarray consente di analiz-
zare piccole quantita di materiale biologico, numerosi
analiti su supporti miniaturizzati, con una procedura in
continua evoluzione (72, 95-97). Le procedure sperimen-
tali tengono conto delle specifiche indagini a cui sono
sottoposte le proteine in studio, attraverso l’'utilizzo di
chip disegnati per studiare i campioni biologici sfruttando
metodi di marcatura con fluorocromi, scanner o micro-
scopi adatti a evidenziare il segnale fluorescente ricercato
(72,76, 84, 88, 90).

Negli anni piu recenti, un settore di interesse applica-
tivo della proteomica ¢ quello delle patologie allergiche,
consentendo sia la ricerca di nuovi allergeni che la deter-
minazione simultanea di numerosi anticorpi anti-IgE attra-
verso un singolo format multiplex (98-110). In particolare,
nel settore delle allergie lo sviluppo del microarray pro-
teico ha permesso di ottenere il profilo degli anticorpi IgE
utile a fini diagnostici. Tra i primi sistemi sperimentali di
microarray per la diagnosi delle allergie vi & quello ripor-
tato da Wiltshire et al. (98) dove ¢ descritta la produzione
di estratti multipli di allergeni e dimostrata la validita di
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tale metodologia in combinazione con il rolling-circle am-
plification per la rilevazione simultanea di IgE specifiche
di allergeni multipli. Successivamente, altri autori hanno
utilizzato estratti grezzi di varia origine, allergeni nativi pu-
rificati, allergeni ricombinanti nonché modificazioni sia
nei supporti che nei sistemi di rilevazione (100, 102, 111-
114). La tecnica del microarray rappresenta un metodo im-
munoassay multiplo in fase solida in cui le proteine - na-
tive o ricombinanti - sono immobilizzate e incubate con
minime quantita di siero o altro materiale biologico in con-
dizioni standardizzate. Gli anticorpi presenti nel materiale
biologico sono catturati da specifici allergeni e, a seguito di
step di lavaggio finalizzati all’eliminazione delle compo-
nenti non legate, gli anticorpi sono rilevati grazie a un co-
siddetto anticorpo secondario opportunamente marcato,
utilizzando per la rilevazione uno scanner o un microsco-
pio. Con la tecnica del microarray ¢ possibile determinare,
nello stesso campione biologico, componenti allergeniche
multiple e simultaneamente altre classi di immunoglobu-
line oltre alle IgE. Le ulteriori e recenti ricerche nell’am-
bito di tale metodologia sono indirizzate allo sviluppo di
materiali certificati e di modelli di standardizzazione inter-
nazionale (115-117), con la possibilita quindi di poter am-
pliare lo scenario alle opportunita diagnostiche e vaccinali
per lo studio delle allergie riguardanti sia la popolazione
generale che i lavoratori, con 1’obiettivo della tutela della
salute pubblica e occupazionale.

Bioinformatica

La bioinformatica rappresenta una disciplina che stu-
dia i fenomeni biologici utilizzando strumenti informatici.
La bioinformatica rappresenta un settore attraverso il
quale ¢ possibile ottenere modelli statistici validi per: I’in-
terpretazione di dati di origine biologica; la creazione di
nuovi modelli per 1’analisi di sequenze di DNA, RNA e
proteine e della frequenza di sequenze rilevanti; 1’organiz-
zazione dei dati ottenuti e la loro accessibilita attraverso
banche dati consultabili online (118-132). Le informazioni
ricercate possono essere ottenute attraverso 1’utilizzo dei
cosiddetti strumenti di bioinformatica che consentono la
ricerca di sequenze simili di acidi nucleici o di proteine,
strutture proteiche simili e previsione di possibili strutture
tridimensionali. In particolare: ricerca di sequenze simili;
studio della funzionalita proteica; analisi strutturali e di
sequenza. In campo biomedico, ¢ possibile studiare i geni
associati a diverse patologie al fine di approfondire la co-
noscenza delle basi molecolari da trasferire a fini preven-
tivi e terapeutici.

Per lo studio degli allergeni la bioinformatica fornisce
strumenti utili e complementari alle tradizionali tecniche
di laboratorio; gli strumenti utilizzati per i database di
sonde e I’archivio di dati appartegono a diverse categorie
quali analisi di sequenza e comparazione, predizione e
analisi strutturale. Strumenti di analisi di sequenza e com-
parazione si focalizzano sulla classificazione e caratteriz-
zazione dei geni e delle proteine di allergeni confermati e
putativi (133-134). Gli strumenti predittivi di analisi fun-
zionale e strutturale di geni e proteine conducono all’i-
dentificazione di quelle con potenzialita allergenica (135-
136) e di cross-reattivita degli allergeni (137). Il ricono-
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scimento di allergeni da anticorpi IgE e IgG coinvolge il
legame a epitopi lineari o conformazionali sulla superficie
degli allergeni (138-139); I’identificazione degli epitopi
delle cellule B ¢ importante per la caratterizzazione degli
allergeni e per comprendere meglio le complesse reazioni
allergiche. Sono stati riportati diversi approcci per 1’iden-
tificazione di potenziali candidati epitopi delle cellule B
tra cui quelli di scansione di idrofilicita o di proprieta di
aminoacidi (140-142). Negli studi relativi all’allergia sono
stati utilizzati sia strumenti generali che specializzati di
bioinformatica. L’analisi standard della sequenza delle
proteine ¢ comunemente utilizzata per la caratterizzazione
delle sequenze di DNA, delle proteine di allergeni e per
I’identificazione delle loro caratteristiche comuni. Le tec-
niche standard utilizzano comparazioni di sequenza, data
base searching e pattern searching, identificazione di va-
rie proprieta di sequenza di proteine. Proteine omologhe
spesso hanno simili strutture 3-D e, simili forme possono
implicare simili funzioni. Quindi il primo step nello studio
di una nuova proteina & una ricerca su database accessibili
per lo studio delle omologie e allineamenti di sequenza
(143-148). Gli strumenti di bioinformatica consentono e
potranno consentire analisi sempre piu sofisticate e ap-
profondite delle proprieta allergiche delle proteine, attra-
verso 1’utilizzo di database che: raggruppano gli allergeni
in specifici gruppi struttura-funzioni; consentono analisi
di sequenza multiple e analisi strutturali per 1’identifica-
zione degli epitopi delle cellule B e T; permettono il rico-
noscimento di pattern utili per poter predirre 1’allergeni-
cita (69, 128-129, 149-153).

Gli strumenti di bioinformatica saranno sempre pil
specializzati e finalizzati a supportare e integrare i diversi
settori della ricerca, della clinica e dello screening di nuove
molecole sia nel settore allergologico che nelle varie disci-
pline biomediche, anche attraverso uno scambio di infor-
mazioni/conoscenze disponibili su piattaforme online
(154-158). L'utilizzo della bioinformatica nel microarray
proteico potra contribuire sempre pill a migliorare I’appli-
cazione di tale metodologia nello studio delle allergie in
generale e della LAA in particolare.

Conclusioni

La patologia allergica ¢ complessa, sono stati descritti
centinaia di comuni allergeni, vi ¢ la necessita di massimiz-
zare ’efficienza diagnostica per la determinazione di aller-
geni multipli. I progressi compiuti dalle discipline biomedi-
che sono stati e sono enormi; attualmente parlare di se-
quenziamento, di microarray, di proteomica, di strumenti di
bioinformatica significa parlare di argomenti parte inte-
grante degli approcci ampiamente condivisi e soprattutto
condivisibili per lo studio delle allergie e di altre patologie.

Nello studio delle allergie, il microarray proteico con-
sente di rispondere a varie limitazioni che caratterizzano la
diagnostica delle patologie allergiche. La natura eteroge-
nea degli allergeni presenta molte sfide nei vari aspetti di
sviluppo del microarray - immobilizzazione, cattura delle
molecole, detection del ligando - per la sierodiagnosi delle
allergie e di altre condizioni cliniche. Tale metodologia ha
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dimostrato un buona performance analitica e clinica, si-
gnificativi vantaggi in termini di convenienza e costi ri-
spetto al tradizionale test ELISA, possibilita di testare
contemporaneamente pil allergeni e/o pitt campioni biolo-
gici e di ottenere dei serum profiling dei soggetti in studio.
Tutto questo si traduce in maggiore capacita di screening,
tempi e costi ridotti, minor consumo di reagenti e cam-
pioni. L’avvento della tecnologia del microarray proteico
ha di fatto consentito applicazioni immunologiche di mul-
tianaliti con analisi simultanea di un vasto numero di pa-
rametri relati alle allergie, dando nuovo input alla ricerca
allergologica, alla conoscenza di nuove proteine ¢ alle
sfide terapeutiche.

Il DNA microarray ha cambiato il campo delle scienze
biomediche negli ultimi anni; il microarray con anticorpi
o proteine ha fatto emergere un importante settore a com-
plemento del DNA microarray. Inoltre, il microarray delle
proteine si ¢ rilevato un efficiente strumento nella rileva-
zione di batteri e tossine, identificazione di reattivita aller-
genica e autoanticorpi. Oltre alla possibilita di effettuare
diagnosi parallele, il microarray pud migliorare la sensi-
bilita rispetto ai metodi tradizionali quali immunoassay,
spettrometria di massa, o HPLC; al tempo stesso I’avvento
di tali tecnologie dovrebbe anche modificare il “modo di
pensare e di porci i problemi” nell’ambito della ricerca
biomedica (159).

I progressi raggiunti nell’ambito di tale metodologia
hanno di fatto migliorato gli strumenti diagnostici a di-
sposizione dei vari centri/servizi e accresciuto ’efficienza
diagnostica, offrendo al tempo stesso nuove prospettive e
opportunita di sviluppo (86-87, 103, 112, 160-163).

Nell’ambito delle allergie, il microarray proteico -
utilizzando un gran numero di allergeni - fornisce un’ele-
gante soluzione per la determinazione multipla della reat-
tivita IgE-specifica. Come principio base, il microarray
nello studio delle allergie, rappresenta un metodo immu-
nologico indiretto in fase solida di multianaliti per la cat-
tura di anticorpi nel siero dei soggetti in studio, succes-
sivo monitoraggio a seguito dell’aggiunta di anticorpi se-
condari marcati con fluorocromi. Contrariamente alla dia-
gnosi convenzionale delle allergie, il microarray allergico
¢ un test multiplo che permette una ricerca simultanea
fino a diverse centinaia di allergeni in un singolo step
analitico, con il vantaggio di un utilizzo minimo di mate-
riale biologico - quale il siero - rispetto ai metodi immu-
nologici convenzionali. Inoltre, I’'uso di differenti marca-
tori fluorescenti in combinazione con la rilevazione di
specifici anticorpi permette la misura di diversi analiti in
un singolo assay.

Negli ultimi anni, le conoscenze sugli allergeni animali
e sulla loro distribuzione si & accresciuta; molti allergeni
di origine animale sono stati estensivamente caratterizzati,
ed ¢ diventato sempre piu chiaro che molti di loro appar-
tengono a una singola famiglia di proteine chiamate lipo-
caline (30, 38-39). La caratterizzazione e lo studio degli
allergeni offre nuove possibilita di individuare gli indivi-
dui suscettibili e di attuare mirati interventi preventivi e/o
terapeutici sia collettivi che individuali. Una migliore co-
noscenza della biologia degli allergeni rappresenta sicura-
mente un valido e indispensabile punto di partenza per la
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messa in atto di procedure relative alla gestione del rischio
allergologico occupazionale.

Nell’ambito delle allergie occupazionali e in partico-
lare nello studio della LAA, 1’utilizzo del microarray pro-
teico potra contribuire a migliorare: ’identificazione e la
caratterizzazione di nuovi allergeni degli animali stabu-
lati; ’individuazione della suscettibilita dei singoli lavora-
tori agli allergeni degli animali stabulati; lo studio delle ri-
sposte immunologiche specificamente dirette verso aller-
geni delle specie animali stabulate; 1'utilizzo di metodi
non invasivi di prelievo di fluidi biologici - quali la saliva
- su lavoratori potenzialmente esposti; le strategie di pre-
venzione e protezione dei lavoratori; le condizioni am-
bientali e di stabulazione a vantaggio sia degli animali che
dei lavoratori. Le procedure finalizzate alla tutela della sa-
lute e sicurezza occupazionale dovrebbero prevedere il
coinvolgimento di tutti gli attori della prevenzione, oppor-
tunamente educati/formati/informati/addestrati sui fattori
di rischio e sulle procedure/modalita/fasi operative. Lavo-
ratori ben informati e resi partecipi saranno maggiormente
propensi a migliorare le pratiche comportamentali e occu-
pazionali, utilizzare i dispositivi di protezione individuale
e/o collettiva in maniera appropriata al fine di ridurre 1’e-
sposizione.

Per quanto riguarda gli sviluppi futuri, molto impor-
tante sara accrescere il valore diagnostico del microarray
per lo studio delle allergie, attraverso diversi aspetti, tra
cui la produzione di standard internazionali e la valida-
zione metodologica (115-117). La crescita di dati relativi
all’allergia ¢ entrata in una fase esponenziale per 1’avan-
zamento della biologia molecolare, della genomica, della
proteomica e della bioinformatica. Negli ultimi anni gli
strumenti di bioinformatica, la disponibilita e I’accesso a
piattaforme e banche dati online hanno consentito uno
scambio enorme di conoscenza e disponibilita di dati
(118-132, 154-158).

La LAA rappresenta una patologia allergica che neces-
sita di approcci multidisciplinari finalizzati da una parte
alla conoscenza sempre piu dettagliata e approfondita de-
gli allergeni delle diverse specie animali da laboratorio,
dall’altra all’analisi della valutazione e gestione dell’espo-
sizione ad allergeni nei lavoratori addetti agli stabulari. La
patologia allergica pone infatti diversi interrogativi che
devono essere affrontati in ambito occupazionale; tra que-
sti la definizione di valori soglia degli allergeni, la valuta-
zione delle condizioni ambientali e di stabulazione, la dif-
fusione della conoscenza di tale patologia allergica in am-
bito occupazionale.

In conclusione, deve essere favorito 1’approccio multi-
disciplinare con il coinvolgimento di piu figure in grado di
collaborare tra loro in una visione di interscambio molto
ampia e condivisibile, rendere partecipi tutti gli attori della
prevenzione - ciascuno nell’ambito delle proprie compe-
tenze - al fine di conoscere e valutare tutti gli aspetti utili
per una corretta valutazione e gestione del rischio allergo-
logico da animali da laboratorio. L’obiettivo principale e
finale condiviso da tutti deve essere il miglioramento della
conoscenza dei molteplici fattori coinvolti nella eziopato-
genesi della LAA per garantire una tutela sempre piu effi-
cace della salute e sicurezza dei lavoratori.
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