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O
ltre il 15% della popolazione 

soffre di allergie. La Comuni-

tà Europea con il programma 

REACH (Registration, Evalua-

tion and Authorization of CHe-

micals), in via di approvazione, si propone di 

rivedere la regolamentazione per l’autorizza-

zione all’immissione in commercio delle so-

stanze chimiche, inclusi i farmaci. Reach im-

pone tra l’altro l’effettuazione di saggi per la 

tossicità cronica e test allergo-tossicologici.

D’altro canto, la sensibilità dell’opinione pub-

blica per la sofferenza animale ha generato 

sollecitazioni normative per l’utilizzo di test 

in vivo meno invasivi, o idealmente in vitro, 

anche per la predizione del potenziale sensi-

bilizzante. Il Local Lymph Node assay (LLNA) 

ha i requisiti per sostituire oggi i tradizionali 

test su cavia, sia per le minori sofferenze che 

comporta, sia perché affi anca effi cacemente 

lo sforzo per disegnare effi caci test in vitro, 

ancora non disponibili.

Background scientifi co
La dermatite allergica da contatto deriva da 

una risposta T-linfocitaria contro allergeni 

che vengono a contatto con la cute. Ci occu-

piamo qui in particolare del caso di sostanze 

chimiche di sintesi, o naturali, che possono 

penetrare attraverso la barriera cutanea. Se, 

come accade nella maggior parte dei casi, le 

molecole allergeniche sono di piccole dimen-

sioni, esse non possono essere direttamente 

riconosciute dal sistema immune. Tuttavia, 

possono comportarsi come apteni, ovvero 

come residui reattivi con proteine dell’ospi-

te, dette carrier, e formare complessi aptene-

carrier immunologicamente “visibili”. Il com-

plesso aptene-carrier è internalizzato (endo-

citato) e processato da cellule la cui funzione 

è detta “presentazione dell’antigene” (cellule 

del Langerhans dell’epidermide).Queste ulti-

me migrano con il complesso antigene-car-

rier al linfonodo locoregionale per l’area cu-

tanea di contatto e vi forniscono lo stimolo 

iniziale per linfociti T specifi ci detti “naive”. 

Questi differenziano successivamente a lin-

fociti T effettori della reazione allergica, detti 

di tipo memoria. Questi ultimi al successivo 

incontro con l’antigene saranno reclutati alla 

sede di contatto. Il Local Lymph Node Assay 

(LLNA) misura in un modello murino l’enti-

tà della proliferazione T linfocitaria, indotta 

dall’esposizione ripetuta all’allergene a livello 

dei padiglioni auricolari, a carico delle cellule 

della stazione linfatica anatomicamente rela-

tiva a tale area, ovvero i linfonodi reatroauri-

colari. Esso rappresenta un modello che rica-

pitola tutti i passaggi che portano nell’uomo 

alla reazione allergica da contatto. 

Background normativo
Fino a pochi anni fa erano disponibili per 

lo screening del potenziale allergizzante di 

una sostanza, solo test su cavia quali il Ma-

gnusson Kligman Guinea-pig Maximisation 

test (GMPT) e il Buheler test che, oltre ad 

avere alcuni limiti di specifi cità, comporta-

vano un utilizzo di animali piuttosto elevato, 

e l’imposizione a essi di un certo livello di 

sofferenza. A fronte del numero notevole di 

sostanze da saggiare, e della sensibilità del-

l’opinione pubblica nei confronti dell’utilizzo 

di animali sperimentali, la Comunità Euro-

pea ha sponsorizzato attraverso Organismi 

preposti (ECVAM: European Centre for the 

Validation of Alternative Methods) la messa 

punto dell’LLNA, oggi accettato anche dal-

la corrispondente autorità regolatoria degli 

USA, che richiede minor numero di animali 

e minore sofferenza degli stessi, pur man-

Abbreviazioni

DEREK Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge

ECVAM European Centre for the Validation of Alternative Methods

GMPT Magnusson Kligman Guinea-pig Maximisation test

LLNA Local Lymph Node Assay

OECD Organization for Economic Cooperation and Development

REACH Registration, Evaluation and Authorization of CHemicals

SI Indice di stimolazione
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tenendo, e anzi migliorando, la predittività 

del potenziale allergizzante. In prosecuzio-

ne di questa strategia, la Comunità è orien-

tata oggi alla messa a punto di test in vitro, 

che consentano di limitare o eliminare del 

tutto l’utilizzo di animali. Tuttavia, non ci so-

no attualmente test in vitro validati per tale 

specifi ca applicazione tossicologica. Questo 

sforzo normativo sarà integrato nel program-

ma REACH (Registration, Evaluation and 

Authorization of CHemicals), la cui entrata 

in vigore è imminente.

LLNA: la metodica in breve
La sostanza da valutare deve essere applica-

ta per tre giorni consecutivi, in un volume di 

circa 25 microlitri, sulla superfi cie esterna di 

entrambi i padiglioni auricolari di almeno quat-

tro topi femmine del ceppo CBA/Ca o CBA/J, 

Tabella 1. Test su cavia e LLNA a confronto

LLNA TEST SU CAVIA

Sensibilità Buona o ottima Buona o ottima

Fase di induzione Necessaria Necessaria

Fase di richiamo Non necessaria Necessaria

Parametro di lettura Oggettivo e strumentale Soggettivo

Manipolazione animale 

richiesta
Minima Notevole

Utilizzo di adiuvante Non richiesto Richiesto

Conoscenze scientifi che sulla 

specie utilizzata

Il topo è la specie sperimentale 

più utilizzata per studi 

immunologici

La cavia non è utilizzata per 

studi immunologici

Durata del test Giorni Settimane

Sofferenza animale Limitata o assente Talora notevoli

Numero di animali Quattro per dose Circa 20 per dose

Studi di validazione intra- e 

inter-laboratorio
Molti disponibili Non disponibili

Figura 1 - Distribuzione percentuale 

degli allergeni secondo l’indice di 

ripartizione acqua/ottanolo.

La fi gura permette di apprezzare 

come la maggior parte degli allergeni 

siano dei permeanti cutanei buoni o 

ottimi [10]

nullipare e non gravide, di età compresa tra 8 e 

12 settimane, e con differenze relative di peso 

non eccedenti il 20% [1, 2]. L’applicazione av-

viene senza alcun traumatismo a concentrazio-

ni che, sulla base delle informazioni tossicolo-

giche già disponibili, non siano direttamente ir-

ritanti, corrosive, o dotate di tossicità sistemi-

ca. Almeno tre concentrazioni devono essere 

applicate, per ogni gruppo di topi. Un gruppo 

di uguale numerosità è trattato con un veicolo 

(preferibilmente una miscela acetone/olio di 

oliva 4/1 vol/vol) e un altro con una sostanza 

sensibilizzante (per esempio hexyl cinnamic 

aldehyde o dinitrofl uorobenzene) (controlli 

negativo e positivo, rispettivamente). Non è 

necessaria una fase di richiamo e, dopo due 

giorni di “riposo”, il giorno 5 gli animali sono 

inoculati con 20 µCi di timidina tritiata in un 

volume di 25 microlitri, in vena caudale. Cin-

que ore dopo l’infusione del radioattivo, gli ani-

mali sono sacrifi cati, i linfonodi retroauricolari 

asportati chirurgicamente, manualmente dis-

sezionati e le cellule linfonodali disaggregate 

meccanicamente, lavate in un tampone isoto-

nico. La componente proteica di tali prepara-

zioni cellulari viene precipitata in acido triclo-

roacetico e la radioattività presente sul fi ltro di 

precipitazione, proporzionale alla proliferazio-

ne linfocitaria, contata con un beta counter. I 

risultati sono espressi come valore medio di di-

sintegrazioni (o conte) per minuto (DPM) per 

ogni trattamento. Il rapporto tra le DPM del 

gruppo considerato e quelle del gruppo tratta-

to con il veicolo è defi nito indice di stimolazio-

ne (SI). Per il controllo positivo è accettabile 

un SI superiore a 3, che è anche valore di cut-

off per formulare un referto di positività. Le 

principali differenze tra LLNA e i test su cavia 

da una parte e nell’uomo dall’altra sono rias-

sunte nelle tavole I e II, rispettivamente.

LLNA e quantifi cazione   
del potenziale allergizzante  
attraverso EC3
Sebbene il LLNA fornisca un semplice ed effi -

cace strumento per l’identifi cazione di sostan-

ze chimiche che possono comportarsi come 

allergeni da contatto, va precisato che questo 

è insuffi ciente per una compiuta valutazione di 

rischio. Infatti, il rischio per l’uomo deve tene-

re conto di fattori quali la frequenza, la durata 

e la modalità di contatto, e la potenza dell’al-

lergene. Mentre le prime variabili non dipen-

dono intrinsecamente dall’allergene, ma piut-

tosto dalla modalità secondo la quale è usato, 

la potenza allergenica è in effetti una proprietà 

intrinseca della sostanza chimica, e può essere 

misurata con il LLNA. L’uso della stima della 

potenza allergenica ha ricevuto molti consen-

si, da quando è stato proposto quasi 10 anni 

fa. La potenza allergenica è stimata attraverso 

il parametro EC3 (tabella 3) che corrisponde 

alla concentrazione necessaria a indurre una 

proliferazione nei topi trattati pari a tre vol-

te quella dei controlli [3-7]. A fi ni regolatori, 

tale opportunità di quantifi care l’allergenicità 

consente di distinguere allergeni secondo una 

scala di potenza defi nita (tabella 4). Questo 

ovviamente consente di precisare per singoli 

allergeni una concentrazione limite, invece di 
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usare un valore default (per lo più 1%) ovve-

ro criteri anche più restrittivi. Come sopra ri-

cordato, è stata dimostrata una correlazione 

tra l’allergenicità nell’uomo di molte sostanze 

(determinata per esperienza clinica e con test 

a insulto ripetuto) e la potenza allergenica de-

terminata tramite EC3 con LLNA [8]. Inoltre, 

la riproducibilità inter-laboratorio e intra-labo-

ratorio del parametro EC3 è stata oggetto di 

studi esaustivi [3-6, 9], che ne hanno defi niti-

vamente confermato la robustezza.

LLNA e sviluppo di test in silico

Il LLNA è l’unico tra i test di quantifi cazione 

dell’allergenicità, in forza della sua capacità di 

quantifi care il parametro, a fornire le basi per 

lo sviluppo di metodiche innovative e alterna-

tive all’animale. A mano a mano che nuove 

sostanze vengono studiate con tale metodica 

validata, si implementano banche dati di valo-

re orientativo, che teoricamente possono con-

tribuire a ridurre l’utilizzo di animali (si veda a 

es. Gerberick) [10]. Sulla base della conoscen-

ze esistenti, e in continua implementazione 

attraverso l’applicazione dell’LLNA a sostan-

ze chimiche mai valutate in precedenza [10], 

sono state implementate analisi sistematiche 

attraverso “sistemi esperto” come il DEREK 

(Deductive Estimation of Risk from Existing 

Knowledge) [11]. Su questa base è stato evi-

denziato come parametri cruciali per determi-

nare l’allergenicità risultino il peso molecolare 

(tabella V) e la penetrazione attraverso la cute 

(tabella VI), deducibili attraverso l’indice di ri-

partizione acqua/ottanolo o attraverso l’indice 

di penetrazione cutanea (fi gura 1). 

LLNA e test in vitro

Un’ulteriore potenzialità del LLNA risiede nel-

la possibilità di identifi care sostanze quantifi -

cate per potenzialità sensibilizzante da intro-

durre in test in vitro in fase di pre-validazione. 

Sebbene non via siano test in fase di avanzata 

validazione, è accettato che sono i modelli che 

utilizzano cheratinociti, cellule di Langerhans, 

cellule dendritiche e co-colture cellulari (per 

esempio linfociti e cellule presentanti l’antige-

ne) quelli più adeguati a riprodurre i moltepli-

ci step che stanno alla base della generazione 

della dermatite allergica da contatto [12]. Inol-

tre, è indubbio che un singolo test in vitro non 

potrà mai ricapitolare una tale numerosità di 

passaggi biologici, e che una combinazione di 

più test sarà necessaria per ottenere una signi-

fi catica predizione di allergenicità [12].  In que-

sta prospettiva, oltre allo sforzo organizzativo 

necessario a realizzare questo obiettivo, sarà 

necessario lavorare su sostanze o gruppi di so-

stanze la cui allergenicità è stata accuratamen-

te quantifi cata per evidenza clinica e con LL-

NA. Un ulteriore aspetto di questo problema 

risiede nella possibilità di utilizzare in vitro va-

lutazioni preliminari sistematiche di ampi pan-

nelli di sostanze conlinee cellulari monocitoidi 

di origine umana, che hanno comportamen-

ti riconducibili a cellule del sistema immune 

coinvolte nel processo di generazione dell’al-

lergie (per esempio THP-1)[13-15]. Tali cellu-

le, pur con alcuni limiti, sono assai più agevoli 

alla manipolazione e meno costose, rispetto 

alle linee primarie (dendritiche, cheratinociti, 

linfociti) e si sono rivelate, anche nelle nostre 

mani [16], strumenti importanti nella predizio-

ne del potenziale sensibilizzante.

Tabella 2. LLNA e test sull’uomo a confronto

LLNA TEST SULL’UOMO

Sensibilità Buona o ottima
Dipendente dal numero di 

soggetti testati

Fase di induzione Necessaria Necessaria

Fase di richiamo Non necessaria Necessaria

Parametro di lettura Oggettivo e strumentale Soggettivo

Omogeneità genetica della 

specie
Elevata

Bassa (= richiede più soggetti 

per un risultato statisticamente 

signifi cativo)

Conseguenze permanenti sulla 

salute umana
Nessuna Possibili, anche gravi

Studi di validazione intra- e 

inter-laboratorio
Molti disponibili Non disponibili

Tabella 4. Classifi cazione della potenza 

allergenica relativa tramite LLNA

EC3 (%) CLASSIFICAZIONE

≥ 10 to ≤ 100 debole

≥ 1 to < 10 moderata

≥ 0.1 to < 1 forte

< 0.1 estrema

Le lettere indicano la potenza allergenica, secondo 

la classifi cazione riportata in tabella IV: E = estrema, 

F = forte, M = moderata, W = deboleTabella 6. 

Distribuzione delle caratteristiche fi sicochimiche 

(permeabilità cutanea espressa come Log Ko/ww = 

Log dell’indice di ripartizione acqua/ottanolo) in 169 

sostanze identifi cate come allergeni da contatto di 

varia potenza tramite LLNA [10]

Tabella 5. Distribuzione delle 

caratteristiche fi sicochimiche 

(peso molecolare in Dalton, MW) 

in 169 sostanze identifi cate come 

allergeni da contatto di varia potenza 

tramite LLNA [10]

MW N

< 100 10 (0E, 2F, 3M, 5D)

≥100 to 200
89 (5E, 11F, 

45M, 28D)

≥ 200 to 300
45 (7E, 4F, 

12M, 22D)

≥ 300 to 400 23 (1E, 3F, 8M, 11D)

≥ 400 2 (0E, 1F, 1M, OD)

Total 169

Il valore EC3 indica la concentrazione della sostanza saggiata in grado di indurre una 

proliferazione dei linfociti dei linfonodi retroauricolari tre volte superiore ai controlli (ovvero un 

indice di stimolazione o SI > 3). 

Il valore si può estrapolare per interpolazione a partire dalle coordinate (concentrazione e 

proliferazione) che hanno indotto un indice di stimolazione immediatamente superiore (a,b) e 

inferiore (c,d) a 3, rispettivamente, secondo la formula:

EC3 = c + [ (3-d)/(b-d)] (a-c) 

Tabella 3. Defi nizione della potenza allergenica per mezzo 

del LLNA attraverso il parametro EC3
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Conclusioni

Riassumendo, il LLNA è l’unico saggio 

validato dalle Autorità preposte dalla 

Comunità Europea, dalle corrispondenti 

Autorità statunitensi e dall’OECD per la 

valutazione della allergotossicità, ovve-

ro del potenziale di sostanze chimiche, 

inclusi i farmaci, di indurre sensibiliz-

zazione allergica. Il LLNA rappresenta 

un notevole miglioramento in termini di 

riduzione del numero degli animali ne-

cessari per ogni test e delle sofferenze 

imposte, rispetto ai tradizionali saggi su 

cavia. Inoltre, a differenza di questi ul-

timi, consente la quantificazione della 

potenza allergenica, dato estremamen-

te importante per fini sia scientifici che 

normativi. Il LLNA avrà un’estesa appli-

cazione sistematica quando il sistema 

REACH per la registrazione delle sostan-

ze chimiche sarà definitivamente imple-

mentato nella Comunità Europea, per 

produrre i dossier mancanti sulle sostan-

ze esistenti al 1981 e mai sottoposte alle 

valutazioni richieste successivamente a 

quella data per tutte le nuove molecole 

prodotte dall’industria chimica. Infine, 

le informazioni rigorose ottenute con il 

LLNA costituiscono la migliore base di 

conoscenza per la validazione di test di 

allergenicità in vitro a partire da ade-

guati pannelli, per numero e caratteristi-

che, di sostanze con allergenicità nota 

rappresentative di gruppi definiti sulla 

base di caratteristiche chimico-fisiche 

omogenee.
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Maggiore

Tabella 6. Distribuzione delle caratteristiche fi sicochimiche (permeabilità cutanea 

espressa come Log Ko/w = Log dell’indice di ripartizione acqua/ottanolo) in 169 

sostanze identifi cate come allergeni da contatto di varia potenza tramite LLNA [10]

LOG
KO/W

 RANGE SKIN PENETRATION N

> -3 Ottimo permeante cutaneo, molto idrofobico 0

≥ -3 to -1 Modesto permeante cutaneo, idrofi lico 4

≥ – 1 to 1 Ottimo permeante cutaneo, amfi fi lico 113

≥ 3 to 5 Buon permeante cutaneo, leggermente lipofi lico 43

≥ 5
Modesto permeante cutaneo, a decrescere 

con l’aumento della logK
o/w

9

totale 169
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