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RESUME

La mesure de 'histamine libérée aprés activation des baso-
philes a été largement utilisée en recherche et parfois en pra-
tique allergologique. Cette technique permet en effet de mettre
en évidence la présence d'IgE spécifiques & la surface de ces
cellules et de démontrer airsi une sensibilisation IgE-dépen-
dante. La comparaison de cette méthode aux techniques de
référence que sont les tests cutanés et les RAST pour dia-
gnostiquer la sensibilisation a IgE montre que Ihistamino-
libération est une méthode dont le rapport codt efficacité inter-
dit son utilisation en routine. De nouvelles techniques visant
a évaluer la dégranulation des basophiles (e.g. expression du
CD63, dosage des leucotriénes) permettent d’en améliorer la
sensibilité ou la spécificité mais n'ont pas a ce jour démontré
une performance supérieure a celle des tests cutanés ou des
dosages directs d'IgE spécifiques. En revanche, la recherche
d'IgE vis-a-vis de certains médicaments induisant une allergie
IgE-dépendante peut étre réalisée en mesurant 'histamino-
libération lorsque les dosages directs d'IgE ne sont pas dispo-
nibles et que les tests cutanés ne sont pas interprétables. La
procédure doit cependant étre validée pour une molécule don-
née et comparée aux techniques utilisant l'allergéne couplé a
un support.

SUMMARY

Specific IgE and histamine release. ~ Histamine release
measurement from basophils has been widely used for
research purposes and has sometimes been proposed to inves-
tigate IgE sensitization ex vivo. When compared with refe-
rence techniques (i.e. skin tests and RAST), histamine release
measurement is less cost-effective and should not to be used
for routine diagnosis of specific allergens responsible for IgE-
mediated disease. Both sensitivity and specificity of basophil
degranulation study have been improved using other tech-
niques such as the measurement of CD63 expression or leu-
kotriene assay. However, their comparative merits with that
of skin tests and RAST remain to be evaluated and their cost
does not allow routine utilisation. Histamine release has
nevertheless been used in drug allergy diagnosis when speci-
fic IgE assay is not available. This procedure remains to be
validated for each allergenic molecule and needs to be com-
pared with techniques using antigen coupling.

INTRODUCTION

Le diagnostic d’allergie est difficile parce qu'il
repose en grande partie sur des données cliniques
d’interrogatoire sans que 'on dispose d'un test
biologique qui en apporte la certitude. En effet,
les investigations réalisées en pratique courante
consistent le plus souvent a mettre en évidence la
responsabilité des immunoglobulines E (IgE) qui
représentent le support biologique de 'hypersen-
sibilité immédiate, mécanisme & l'origine d'un
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grand nombre d’allergies. La mise en évidence
d’'IgE spécifiques, reflétant la sensibilisation a
I'allergéne, peut se faire selon plusieurs méthodes,
directes ou indirectes, plus ou moins coliteuses,
variant en sensibilité et spécificité [1]. Cependant,
il est clair que la découverte d'IgE spécifiques n'est
que le témoin passif d'une sensibilisation, qui
pour certains antigénes (e.g. acariens) touche une
grande proportion de la population générale, et
qui en aucun cas ne prouve la pathologie aller-
gique, méme si elle argumente en sa faveur [2].
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La mesure de l'histamine libérée par les baso-
philes sanguins est une des méthodes permettant
de détecter la présence dans l'organisme d’IgE spé-
cifiques [3]. Largement utilisée en recherche fon-
damentale, son utilité en pratique courante est
plus discutable en raison des difficultés tech-
niques d'interprétation et de son rapport cotit/effi-
cacité. Utilisée parfois afin de détecter des IgE spé-
cifiques pour lesquelles on ne dispose pas de
dosage direct, sa place et ses limites méritent
d’étre analysées a la lumiere des techniques immu-
nologiques actuelles.

_ IgE SPECIFIQUES :
METHODES DE DETECTION

A distance des symptomes, les arguments dia-
gnostiques en faveur de l'origine allergique d'une
pathologie se limitent le plus souvent a objectiver
un état de sensibilisation IgE-dépendant vis-a-vis
d'un allergéne suspect. Il est alors possible de
détecter ces IgE spécifiques, soit en circulation
dans 'organisme, soit fixées a la surface de cel-
lules exprimant un récepteur spécifique pour les
IgE, le plus souvent de haute affinité (FceRI).
Différentes méthodes sont utilisables pour cela.

Les IgE spécifiques circulantes

La détection d'IgE spécifiques en pratique cou-
rante se fait par des méthodes de dosage utilisant
un support solide couplé a I'allergéne, un anti-
corps spécifique anti-IgE, et un systéme de mar-
quage radioactif ou immuno-enzymatique. La
méthode la plus courante est celle du Radio-
Allergo-Sorbent-Test (RAST) mais de nombreuses
techniques sont maintenant disponibles avec de
bons résultats de spécificité et sensibilité. Ces
techniques de dosage sont en fait limitées par le
nombre et la qualité des allergénes que l'on veut
étudier, ainsi que par la nature des épitopes impli-
qués dans la réaction allergique [4]. Par ailleurs,
la valeur accordée aux IgE circulantes au sein de
la réponse allergique doit étre modulée. En effet,
celle-ci n’est pas toujours le reflet de la production
d’'IgE au niveau d'un organe [5] ni celui de la fixa-
tion des IgE sur leur récepteurs spécifiques au
niveau tissulaire [6]. Ceci est du reste fréquem-
ment observé en pratique lorsque des patients
authentiquement allergiques (e.g. allergie au
venin d’hyménoptére) ont des concentrations nor-
males d'IgE totales et parfois des quantités indé-
tectables d'IgE spécifiques circulantes. Si la détec-
tion des IgE spécifiques semble importante a
considérer dans le diagnostic allergologique, il est
alors peut-étre préférable d’étudier les IgE fixées
au niveau cellulaire.
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Les IgE spécifiques fixées a la surface des
cellules

La méthode la plus performante pour étudier la
sensibilisation aux allergénes est la réalisation de
tests cutanés qui permettent d’explorer in vivo la
fixation d'IgE spécifiques a la surface des masto-
cytes et leur activation au niveau cutané par l'aller-
géne reconnu. 1l s'agit en fait d'une exploration
indirecte s'appuyant sur l'activation des masto-
cytes cutanés par le biais des IgE spécifiques et
conduisant a la libération de nombreux média-
teurs dont les effets vasculaires et neurogéniques
se traduisent par une papule et un érythéme [7].
Les méthodes simplifiées utilisant les pricks ont
maintenant valeur de référence pour la plupart
des cas et leur résultat montre une sensibilité
supérieure a celle des RAST pour un colt inférieur
[1, 8]. Les limites rencontrées par les tests cuta-
nés sont les modifications de la réactivité cutanée
liées au sujet ou aux médicaments ainsi que les
effets directs que peuvent avoir certains allergénes
sur les cellules mastocytaires pouvant provoquer
des réactions faussement positives indépendantes
de la réponse a IgE. Ex vivo, il est également pos-
sible d’étudier les IgE spécifiques fixées a la sur-
face des basophiles circulants en activant ces cel-
lules avec l'allergéne responsable de la sensibili-
sation a IgE. La mesure de l'activation peut étre
faite en mesurant la quantité de médiateurs libé-
rés comme Vhistamine reflétant ainsi la présence
d'IgE anti-allergénes a la surface cellulaire.
Comme pour les tests cutanés, les allergénes peu-
vent cependant avoir une action directe sur les cel-
lules et l'activation des basophiles peut étre
influencée par des facteurs ne dépendant pas de
la sensibilisation a IgE.

DEGRANULATION DES BASOPHILES,
HISTAMINO-LIBERATION
ET IgE SPECIFIQUES

L’activation des mastocytes et des basophiles,
cellules exprimant le récepteur FceRI pour les IgE,
est donc un moyen d’étude des IgE spécifiques et
par ce biais de la sensibilisation aux allergénes.
Dans le sang circulant, seuls les basophiles sont
présents et peuvent étre facilement prelevés pour
analyser leur dégranulation induite par 'allergéne.
Les tests de dégranulation des basophiles (TDBH)
consistent a étudier en microscopie le nombre de
polynucléaires basophiles dégranulés apres
contact avec l'allergéne chez le sujet allergique et
chez un témoin sain [9]. En cas de dégranulation,
les basophiles ne prennent plus la coloration
métachromatique et peuvent étre identifiés puis
quantifiés. Les résultats du TDBH sont tributaires
du nombre de basophiles circulants, habituelle-
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ment en faible proportion dans le sang ce qui
conditionne la fiabilité des résultats. Différentes
techniques ont été essayées pour enrichir le pré-
levement en basophiles par gradients de densité
mais la mauvaise reproductibilité du TDBH a été
a Yorigine de son abandon progressif. Une autre
méthode pour quantitifier la dégranulation des
basophiles (et donc pour apprécier de maniére
indirecte la présence d'IgE spécifiques a leur sur-
face) est la mesure des médiateurs libérés ou pro-
duits lors de l'activation. Le médiateur préformé
et majoritairement libéré aprés activation IgE-
dépendante du basophile est I'histamine dont le
dosage peut étre fait dans le surnageant cellulaire
par différentes méthodes. La méthode fluorimé-
trique est la plus ancienne, la moins coliteuse mais
sa réalisation est délicate et sa sensibilité infé-
rieure a celle des méthodes immunologiques [3,
10]. En effet les techniques radio-immunologiques
permettent une mesure trés sensible et trés spéci-
fique de I'histamine mais d'un cott beaucoup plus
élevé a rapporter au bénéfice apporté par le test
en question... Alors que 'histamine est le seul
médiateur stocké mesurable a partir d'un baso-
phile, les mastocytes contiennent dans leur gra-
nules d'importantes quantités de protéases et en
particulier de tryptase, médiateur spécifique de
cette cellule et libéré dans le sang lors d’'un acci-
dent anaphylactique. Ce médiateur, en trop faible
quantité dans les basophiles n’est donc pas utili-
sable dans l'étude des IgE spécifiques fixées sur
les cellules circulantes. En revanche, d’autres
médiateurs néoformés au décours d'une activa-
tion par les IgE pourraient étre mesurés dans le
surnageant d'une préparation de basophiles. Il
s’'agit essentiellement des médiateurs issus du
métabolisme des phospholipides membranaires
comme la PGD2 ou le LTC4. Différentes tech-
niques de dosages permettent de mesurer leur
concentration dans un surnageant cellulaire, et
des méthodes rapides de type ELISA sont actuel-
lement disponibles pour cela. Cependant certains
produits instables comme la PGD2 nécessitent des
techniques de dosage plus sophistiquées [10]. La
mesure de tel ou tel médiateur pour évaluer l'acti-
vation du basophile pourrait étre importante si
elle contribue 2 identifier le mécanisme d’activa-
tion en cause. En effet, un des facteurs de confu-
sion limitant la valeur de ces différents dosages
est activation de la cellule par d’autres stimuli
que les IgE dimérisées par 'allergéne. 1l peut s’agir
de facteurs extrinséques et au premier rang l'aller-
géne lui-méme, ou de facteurs intrinseéques liés au
terrain du sujet allergique (histaminolibération
spontanée, etfets d’autres facteurs sériques). Il
convient alors de remarquer que la genése des
meédiateurs lipidiques semble exclusivement liée
a l'activation des récepteurs spécifiques des IgE
[11]alors que les médiateurs préformés et stockés
dans les granules peuvent étre libérés apres sti-
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mulation de la cellule par des facteurs indépen-
dants des IgE (e.g. codéine, 48/80, morphine, neu-
ropeptides). La mesure des métabolites de I'acide
arachidonique pourraient dans ce sens avoir une
meilleure spécificité que celle de 'histamine mais
nécessite la réalisation d’études permettant de
valider la procédure. Enfin, il faut évoquer ici l'uti-
lisation d’autres techniques comme la cytométrie
de flux pour apprécier I'activation des basophiles.
1l a été ainsi démontré que les basophiles activés
expriment le CD63 (déterminant antigénique pré-
sent sur la membrane des granules) qui peut étre
reconnu par un anticorps monoclonal spécifique
et mesurable en cytométrie. Cette expression peut
étre multipliée par 100 au cours de P'activation cel-
lulaire induite par les anti-IgE ou par des stimuli
non dépendant des IgE [12] ce qui n'améliore pas
la spécificité du test alors que la technique de cyto-
métrie permet d’en augmenter la sensibilité. De
plus, le niveau d’expression, bien corrélé a la quan-
tité d’histamine libérée, varie en fonction des
sujets indépendemment de la stimulation a IgE,
ce qui rend compte d'un « contenu » en antigene
CD63 aussi variable que le contenu en histamine
des basophiles. Ce type de technique n’apporterait
donc pas de progres dans la détection des IgE spé-
cifiques fixées a la surface cellulaire.

LA MESURE
DE L’HISTAMINO-LIBERATION
A-T-ELLE UNE PLACE
EN PRATIQUE ALLERGOLOGIQUE

Parmi les méthodes visant a détecter la présence
d’IgE spécifiques dans I'organisme, les techniques
s’appuyant sur la mesure de Uhistaminolibération
ne sont pas les plus performantes : cotit élevé, dif-
ficultés techniques, faible spécificité... Les
méthodes visant a les remplacer en améliorent la
technicité, parfois la sensibilité ou la spécificité,
mais n'apportent pas plus d'information que le
dosage d'IgE. La réalisation de tests cutanés reste
donc la méthode indirecte de référence pour
démontrer une sensibilisation IgE dépendante, et
celle-ci peut étre facilement confirmée, lorsque
cela est nécessaire, par une mesure directe des IgE
circulantes [1, 8]. Cependant, si la sensibilisation
a la plupart des allergénes peut étre ainsi explo-
rée, celle a certaines substances responsables de
manifestations allergiques est parfois plus diffi-
cile a investiguer. En eftet, les kits de mesure d'IgE
spécifiques ne sont pas disponibles pour tous les
allergénes, un certains nombres d’entre eux étant
rarement recherchés et donc non commercialisés,
certains autres étant difficilement couplés a une
phase solide ou & un autre support nécessaire a la
technique de dosage. La mise en évidence d'IgE
spécifiques peut alors étre étudiée en histamino-
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libération, en s’entourant des précautions tech-
niques nécessaires a ce type de dosage, ce qui sup-
pose de valider la technique pour une molécule
donnée et interdit les tests faits au cas par cas, peu
interprétables. Ce type d’approche a été réalisée
pour certains médicaments, responsables de réac-
tions allergiques, pour lesquels on ne dispose pas
de RAST dans le commerce. Ainsi, la sensibilisa-
tion IgE aux myorelaxants a pu étre étudiée par
mesure de 'histamino-libération leucocytaire [13,
14] avant qu'une méthode de dosage des IgE grace
a un couplage myorelaxant - sépharose ne soit
mise au point [15]. Les méthodes d’histamino-
libération ont une sensibilité de 53 2 90 p. cent en
fonction des études et de 'adjonction de deuté-
rium aux préparations. Lorsque 'on compare les
deux méthodes (histamino-libération vs dosage
des IgE), leur résultats sont concordants mais la
mise en évidence directe des IgE reste la méthode
la plus sensible. En revanche, les techniques d’his-
tamino-libération permettent pour certains
auteurs de mieux identifier les réactions croisées
entre myorelaxants [14]. La mesure de 'hista-
mino-libération a également été utilisée avec suc-
ces pour rechercher une sensibilisation a certains
médicaments comme la rifamycine [16] mais la
sensibilité des tests cutanés reste supérieure. En
fait, ces observations ne sauraient encourager
l'utilisation de I'histamino-libération comme test
diagnostique de l'allergie médicamenteuse. En
effet, il est admis que seule une partie des aller-
gies médicamenteuses (e.g. myorelaxants, péni-
cilline) répond 4 un mécanisme IgE-dépendant
alors que la plupart d’entre elles sont liées a une
réponse anormale du lymphocyte T pour laquelle
on ne dispose pas de test diagnostique [17]. De
plus, les allergies médicamenteuses IgE dépen-
dantes sont provoquées par des allergénes qui sont
rarement multivalents et qui nécessitent d’étre
couplés a une protéine pour permettre la diméri-
sation de récepteurs & IgE. La mise en évidence
d’une IgE spécifique d’'un hapténe complique alors
singulierement la tache diagnostique et les tech-
niques d’étude des basophiles activés sont prises
en défaut. De nombreuses étapes devront donc
étre encore franchies avant de disposer de tests
diagnostiques fiables pour confirmer le diagnos-
tic d’allergie médicamenteuse [17].

D’autres types d'informations semblent pouvoir
étre tirés des tests d’ histamino-libération. En effet,
de nombreux travaux ont été consacrés au concept
de « releasability » des basophiles et des masto-
cytes visant & mesurer I'histamine spontanément
libérée, et pouvant traduire I'aptitude d'un patient
a développer un tableau clinique en rapport avec
une histamino-libération non spécifique. En fait,
le niveau d’histamino-libération spontannée varie
tres Jargement en fonction des études mais semble
augmenté chez le sujet allergique et/ou asthma-
tique [18, 19].
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De nombreux facteurs sont susceptibles de
modifier 'histamino-libération comme la fixation
d’IgE non spécifiques [20], les médicaments utili-
sés dans 'asthme [21] ou un certain nombre de
cytokines produites par les cellules inflamma-
toires et régroupées sous le terme d’« histamine
releasing factors » [22]. L'analyse scientifique de
la libération d’histamine suppose donc d’étudier
la relation entre la concentration d’'un facteur de
modulation et le pourcentage d’histamine libérée.
Ceci a été fait avec les IgE permettant de définir
un parameétre de sensibilité (estimé par le nombre
de molécules d'IgE fixées a la surface cellulaire
induisant une histaminolibération de 50 p. cent)
et un parameétre de réactivité ou réponse maxi-
male (estimé par le % d’histamino-libération
obtenu par la fixation d'un nombre optimal d'TgE)
[23]. Ce type d’'approche permettra peut-étre de
quantifier la réponse allergique et sa modulation
thérapeutique mais reste, pour le moment, une
technique de recherche fondamentale non appli-
cable en routine. De plus, ces données confirment
les difficultés qui existent lors de la réalisation des
tests d’histamino-libération pour mettre en évi-
dence une sensibilisation a IgE et permettent de
comprendre le manque de fiabilité des tests réali-
sés avec des basophiles de donneur.

CONCLUSION

La mesure de 'histamino-libération a largement
contribué a la compréhension d'un certain
nombre de mécanismes de la réaction allergique
et a permis d’'analyser de maniére indirecte la sen-
sibilisation IgE dépendante. La comparaison des
différentes méthodes visant a identifier les IgE
spécifiques d'un allergéne montre que 'histamino-
libération a un rapport cott/efficacité beaucoup
plus élevé que le dosage direct des IgE spécifiques
circulantes, et a fortiori que les tests cutanés, pour
Vimmense majorité des allergenes. Les techniques
de routine (i.e. tests cutanés et RAST) sont en fait
prises en défaut pour des allergénes médicamen-
teux ou professionnels qui se comportent comme
des hapténes ou qui mettent en jeu d’autres méca-
nismes que la réponse a IgE. Dans ce cas la tech-
nique d’histamino-libération n’apporte pas plus
d’information et ne doit pas étre utilisée. Reste le
probléme des allergénes induisant une réponse a
IgE pour lesquels on ne dispose pas de dosage
direct, et dont les tests cutanés restent négatifs ou
non interprétables. Les techniques d’histaminoli-
bération sont alors & comparer avec les autres
techniques utilisant 'allergéne couplé & un sup-
port et doivent étre validées pour la molécule don-
née. Ces contraintes restreignent considérable-
ment l'utilisation de ces tests en pratique cou-
rante.
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