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RI~SUME 

La mesure de l'histamine lib6r6e apr~s activation des baso- 
philes a 6t6 largement utilis6e en recherche et parfois en pra- 
tique allergologique. Cette technique permet en effet de mettre 
en 6vidence la pr6sence d'IgE sp6cifiques a la surface de ces 
cellules et de d6montrer ainsi une sensibilisation IgE-d6pen- 
dante. La comparaison de cette m6thode aux techniques de 
r6f6rence que sont les tests cutan6s et les RAST pour dia- 
gnostiquer la sensibilisation a IgE montre que l'histamino- 
lib6ration est une m6thode dont le rapport cofit efficacit6 inter- 
dit son utilisation en routine. De nouvelles techniques visant 
a 6valuer la d6granulation des basophiles (e.g. expression du 
CD63, dosage des leucotri~nes) permettent d'en am~liorer la 
sensibilit6 ou la sp&ificit6 mais front pas ace jour d6montr~ 
une performance sup6rieure ~t celle des tests cutanes ou des 
dosages directs d'IgE sp&ifiques. En revanche, la recherche 
d'IgE vis-a-vis de certains m6dicaments induisant une allergie 
IgE-d4pendante peut 6tre r4alis6e en mesurant l'histamino- 
lib4ration lorsque les dosages directs d'IgE ne sont pas dispo- 
nibles et que les tests cutan6s ne sont pas interpr6tables. La 
proc6dure doit cependant &re valid& pour une mol&ule don- 
nee et compar6e aux techniques utilisant l'allerg6ne coupl4 a 
un support. 

SUMMARY 

Specif ic  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 remams to be 
validated for each allergenic molecule and needs to be com- 
pared with techniques using antigen coupling. 

I N T R O D U C T I O N  

Le d i a g n o s t i c  d ' a l l e rg ie  est  d i f f ic i le  p a r c e  qu ' i l  
r epose  e n  g r a n d e  p a r t i e  s u r  des  d o n n 6 e s  c l i n i q u e s  
d ' i n t e r r o g a t o i r e  s a n s  q u e  l ' o n  d i s p o s e  d ' u n  t e s t  
b i o l o g i q u e  qu i  e n  a p p o r t e  la c e r t i t ude .  E n  effet, 
les i n v e s t i g a t i o n s  r6al is6es  e n  p r a t i q u e  c o u r a n t e  
c o n s i s t e n t  le p l u s  s o u v e n t  ~ m e t t r e  e n  6 v i d e n c e  la 
r e s p o n s a b i l i t 4  des  i m m u n o g l o b u l i n e s  E (IgE) qu i  
r e p r 6 s e n t e n t  le s u p p o r t  b i o l o g i q u e  de l ' h y p e r s e n -  
s ib i l i t 6  i m m 6 d i a t e ,  m 6 c a n i s m e  5 l ' o r i g i n e  d ' u n  

g r a n d  n o m b r e  d ' a l l e r g i e s .  La  m i s e  e n  4 v i d e n c e  
d ' I g E  s p 6 c i f i q u e s  r e f l 6 t a n t  l a  s e n s i b i l i s a t i o n  
l ' a l le rghne,  p e u t  se fa i re  s e l on  p l u s i e u r s  m & h o d e s ,  
d i r ec t e s  o u  i nd i r e c t e s ,  p lus  o u  m o i n s  cof i teuses ,  
v a r i a n t  e n  sens ib i l i t 6  et sp6cif ici t6 [ 1 ]. C e p e n d a n t ,  
il est  c la i r  que  la d6couve r t e  d ' IgE  sp6c i f iques  n ' e s t  
q u e  le t 6 m o i n  p a s s i f  d ' u n e  s e n s i b i l i s a t i o n ,  qu i  
p o u r  c e r t a i n s  a n t i g h n e s  (e.g, a c a r i e n s )  t o u c h e  u n e  
g r a n d e  p r o p o r t i o n  de la  p o p u l a t i o n  g6n6ra le ,  et 
qu i  e n  a u c u n  cas  n e  p r o u v e  la p a t h o l o g i e  a l ler-  
g ique ,  m 4 m e  si elle a r g u m e n t e  e n  sa f a v e u r  [2]. 
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La mesure de l 'histamine liberee par les baso- 
philes sanguins est une des m6thodes permettant  
de detecter la presence dans l'organisme d'IgE sp6- 
cifiques [3]. Largement utilisee en recherche fon- 
damentale,  son utilit6 en pratique courante est 
plus discutable en raison des difficultds tech- 
niques d'interprdtation et de son rapport co0t/effi- 
cacite. Utilisde parfois afin de detecter des IgE spe- 
cifiques pour  lesquelles on ne dispose pas de 
dosage direct, sa place et ses limites mdritent  
d'etre analysdes ~t la lumiere des techniques immu- 
nologiques actuelles. 

IgE SPI~CIFIQUES : 
MI~THODES DE DI~TECTION 

A distance des sympt6mes, les arguments dia- 
gnostiques en faveur de l'origine allergique d'une 
pathologie se limitent le plus souvent ~ objectiver 
un 6tat de sensibilisation IgE-ddpendant vis-/t-vis 
d 'un allergene suspect. I1 est alors possible de 
detecter ces IgE specifiques, soit en circulation 
dans l'organisme, soit fixees/~ la surface de cel- 
lules exprimant un recepteur spdcifique pour les 
IgE, le plus souvent de haute affinit6 (FceRI). 
Diffdrentes mdthodes sont utilisables pour cela. 

Les IgE sp6cifiques circulantes 

La detection d'IgE specifiques en pratique cou- 
rante se fair par des methodes de dosage utilisant 
un  support  solide couple/~ l'allergene, un anti- 
corps sp6cifique anti-IgE, et un systbme de mar- 
quage radioactif  ou immuno-enzymat ique .  La 
methode la plus courante  est celle du Radio- 
Allergo-Sorbent-Test (RAST) mais de nombreuses 
techniques sont maintenant  disponibles avec de 
bons resultats de specificit6 et sensibilite. Ces 
techniques de dosage sont en fait limitees par le 
nombre et la qualit6 des allergenes que l'on veut 
6tudier, ainsi que par la nature des 6pitopes impli- 
ques dans ta reaction allergique [4]. Par ailleurs, 
la valeur accord6e aux IgE circulantes au sein de 
la reponse allergique doit etre modul6e. 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 recepteurs sp6cifiques au 
niveau tissulaire [6]. Ceci est du reste fr6quem- 
merit observe en pratique lorsque des patients 
au then t iquement  allergiques (e.g. allergie au 
venin d'hymenopt6re) ont des concentrations nor- 
males d'IgE totales et parfois des quantitds ind6- 
tectables d'IgE spdcifiques circulantes. Si la detec- 
tion des IgE specifiques semble importante  
considerer dans le diagnostic allergologique, il est 
alors peut-etre preferable d'etudier les IgE fixdes 
au niveau cellulaire. 

Les IgE sp6cifiques fix6es /~ la surface des 
cellules 

La methode la plus performante pour 6tudier la 
sensibilisation aux allergenes est la realisation de 
tests cutanes qui permettent d'explorer in  v i v o  la 
fixation d'IgE sp6cifiques ~ la surface des masto- 
cytes et leur activation au niveau cutan6 par l'aller- 
gene reconnu. I1 s'agit en fait d'une exploration 
indirecte s 'appuyant sur l 'activation des masto- 
cytes cutanes par le biais des IgE specifiques et 
conduisant  ~ la liberation de nombreux media- 
teurs dont les effets vasculaires et neurogdniques 
se traduisent par une papule et un 6rythbme [7]. 
Les mdthodes  simplifi6es utilisant les pricks ont 
main tenant  valeur de reference pour la plupart 
des cas et leur resultat montre  une sensibilit6 
superieure ~t celle des RAST pour un coot inferieur 
[I, 8]. Les limites rencontrees par les tests cuta- 
nes sont les modifications de la reactivit6 cutanee 
lides au sujet ou aux medicaments ainsi clue les 
effets directs que peuvent avoir certains allergenes 
sur les cellules mastocytaires pouvant provoquer 
des reactions faussement positives inddpendantes 
de la reponse g IgE. E x  v ivo ,  il est egalement pos- 
sible d'etudier les IgE spdcifiques fixees/a la sur- 
face des basophiles circulants en activant ces cel- 
lules avec l'allergbne responsable de la sensibili- 
sat ion/ l  IgE. La mesure de l'activation peut 6tre 
faite en mesurant  la quantit6 de mddiateurs libe- 
res comme l'histamine refldtant ainsi la presence 
d'IgE anti-allergbnes ~t la surface cellulaire. 
Comme pour les tests cutanes, les allergbnes peu- 
vent cependant avoir une action directe sur les cel- 
lules et l 'activation des basophiles peut etre 
influencee par des facteurs ne d6pendant pas de 
la sensibilisation ~t IgE. 

DI~GRANULATION DES BASOPHILES, 
HISTAMINO-LIBI~RATION 

ET IgE SPI~CIFIQUES 

L'activation des mastocytes et des basophiles, 
cellules exprimant le rdcepteur FcaRI pour les IgE, 
est donc un moyen d'etude des IgE specifiques et 
par ce biais de la sensibilisation aux allergenes. 
Dans le sang circulant, seuls les basophiles sont 
presents et peuvent etre facilement preleves pour 
analyser leur degranulation induite par l'allergene. 
Les tests de degranulation des basophiles (TDBH) 
consistent/~ 6tudier en microscopie le nombre de 
polynucleaires basophiles degranules apres 
contact avec l'allergbne chez le sujet allergique et 
chez un temoin sain [9]. En cas de degranulation, 
les basophiles ne prennent  plus la coloration 
metachromatique et peuvent etre identifies puis 
quantifies. Les resultats du TDBH sont tributaires 
du nombre de basophiles circulants, habituelle- 
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ment  en faible propor t ion  dans le sang ce qui 
conditionne la fiabilit6 des r6sultats. Diff6rentes 
techniques ont 6t6 essay6es pour  enrichir le pr6- 
16vement en basophiles par  gradients de densit6 
mais la mauvaise reproductibilit6 du TDBH a 6t6 

l'origine de son abandon progressif. Une autre 
m6thode pour  quantitifier la d6granulation des 
basophiles  (et donc pour  appr6cier  de mani6re 
indirecte la pr6sence d'IgE sp6cifiques h leur sur- 
face) est la mesure des m6diateurs lib6r6s ou pro- 
duits lors de l'activation. Le m6diateur pr6form6 
et major i ta i rement  lib6r6 apr6s activation IgE- 
d6pendante du basophile est l 'histamine dont le 
dosage peut  6tre fait dans le surnageant cellulaire 
par  diff6rentes m6thodes. La m6thode fluorim6- 
trique est la plus ancienne, la moins cofiteuse mais 
sa r6alisation est d61icate et sa sensibilit6 inf6- 
rieure ~ celle des m6thodes immunologiques [3, 
10]. En effet les techniques radio-immunologiques 
permettent  une mesure tr6s sensible et tr6s sp6ci- 
fique de l'histamine mais d'un cofit beaucoup plus 
6lev6 ~ rapporter  au b6n6fice apport6 par  le test 
en question.. .  Alors que l 'histamine est le seul 
m6diateur stock6 mesurable  ~ partir  d 'un baso- 
phile, les mastocytes contiennent dans leur gra- 
nules d' importantes quantit6s de prot6ases et en 
particulier de tryptase, m6diateur  sp6cifique de 
cette cellule et lib6r6 dans le sang lots d'un acci- 
dent anaphylactique. Ce m6diateur, en trop faible 
quantit6 dans les basophiles n'est donc pas utili- 
sable dans l'6tude des IgE sp6cifiques fix6es sur 
les cellules circulantes. En revanche, d 'autres 
m6diateurs n6oform6s au d6cours d'une activa- 
tion par  les IgE pourraient 6tre mesur6s dans le 
surnageant  d 'une pr6parat ion de basophiles.  I1 
s'agit essentiel lement  des m6diateurs  issus du 
m6tabolisme des phospholipides membranai res  
comme la PGD2 ou le LTC4. Diff6rentes tech- 
niques de dosages permet tent  de mesurer  leur 
concentrat ion dans un surnageant  cellulaire, et 
des m6thodes rapides de type ELISA sont actuel- 
lement disponibles pour  cela. Cependant certains 
produits instables comme la PGD2 n6cessitent des 
techniques de dosage plus sophistiqu6es [ 10]. La 
mesure de tel ou tel m6diateur pour  6valuer l'acti- 
vation du basophile pourrai t  ~tre importante  si 
elle contribue ~ identifier le m6canisme d'activa- 
tion en cause. En effet, un des facteurs de confu- 
sion limitant la valeur de ces diff6rents dosages 
est l 'activation de la cellule par  d'autres stimuli 
que les IgE dim6ris6es par  l'allerg6ne. I1 peut s'agir 
de facteurs extrins6ques et au premier rang l'aller- 
g6ne lui-m6me, ou de facteurs intrins6ques li6s au 
terrain du sujet allergique (histaminolib6ration 
spontan6e, effets d 'autres facteurs s6riques). I1 
convient alors de remarquer  que la gen6se des 
m6diateurs lipidiques semble exclusivement li6e 

l'activation des r6cepteurs sp6cifiques des IgE 
[ 11 ] alors que les m6diateurs pr6form6s et stock6s 
dans les granules peuvent ~tre lib6r6s apr6s sti- 

mulat ion de la cellule par  des facteurs ind6pen- 
dants des IgE (e.g. cod6ine, 48/80, morphine, neu- 
ropeptides). La mesure des m6tabolites de l'acide 
arachidonique pourraient  dans ce sens avoir une 
meilleure sp6cificit6 que celle de l 'histamine mais 
n6cessite la r6alisation d'6tudes permet tan t  de 
valider la proc6dure. Enfin, il faut 6voquer ici l'uti- 
lisation d'autres techniques comme la cytom6trie 
de flux pour  appr6cier l 'activation des basophiles. 
I1 a 6t6 ainsi d6montr6 que les basophiles activ6s 
expriment le CD63 (d6terminant antig6nique pr6- 
sent sur la membrane des granules) qui peut 4tre 
reconnu par un anticorps monoclonal  sp6cifique 
et mesurable en cytom6trie. Cette expression peut 
4tre multipli6e par 100 au cours de l'activation cel- 
lulaire induite par  les anti-IgE ou par des stimuli 
non d6pendant des IgE [12] ce qui n'am61iore pas 
la sp6cificit6 du test alors que la technique de cyto- 
m6trie permet  d'en augmenter  la sensibilit6. De 
plus, le niveau d'expression, bien corr616 ~ la quan- 
tit6 d 'histamine lib6r6e, varie en fonct ion des 
sujets ind6pendemment  de la stimulation ~ IgE, 
ce qui rend compte d ' u n ,  contenu ,, en antighne 
CD63 aussi variable que le contenu en histamine 
des basophiles. Ce type de technique n'apporterait 
donc pas de progrhs dans la d6tection des IgE spd- 
cifiques fix6es ~ la surface cellulaire. 

LA MESURE 
DE L'HISTAMINO-LIB]~RATION 

A-T-ELLE UNE PLACE 
EN PRATIQUE ALLERGOLOGIQUE 

Parmi les m6thodes visant ~ d6tecter la pr6sence 
d'IgE sp6cifiques dans l'organisme, les techniques 
s 'appuyant sur la mesure de l 'histaminolib6ration 
ne sont pas les plus performantes : coflt 61ev6, dif- 
ficult6s techniques,  faible sp6cificit6... Les 
m6thodes visant ~ les remplacer en am61iorent la 
technicit6, parfois la sensibilit6 ou la sp6cificit6, 
mais n 'apportent  pas plus d ' information que le 
dosage d'IgE. La r6alisation de tests cutan6s reste 
donc la m6thode indirecte de r6f6rence pour  
d6montrer  une sensibilisation IgE d6pendante, et 
celle-ci peut  Otre facilement confirm6e, lorsque 
cela est n6cessaire, par une mesure directe des IgE 
circulantes [1, 8]. Cependant, si la sensibilisation 

la plupart des allerg6nes peut  ~tre ainsi explo- 
r6e, celle g certaines substances responsables de 
manifestations allergiques est parfois plus diffi- 
cile ~ investiguer. En effet, les kits de mesure d'IgE 
sp6cifiques ne sont pas disponibles pour  tous les  
allerg6nes, un certains hombres  d'entre eux 6tant 
rarement recherch6s et donc non commercialis6s, 
certains autres 6tant difficilement coupl6s ~ une 
phase solide ou a un autre support  n6cessaire ~ la 
technique de dosage. La raise en 6vidence d'IgE 
sp6cifiques peut alors 4tre 6tudi6e en histamino- 
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libdration, en s 'entourant  des prdcautions tech- 
niques n6cessaires ~ ce type de dosage, ce qui sup- 
pose de valider la technique pour  une rnoldcule 
donn6e et interdit les tests faits au cas par cas, peu 
interpr6tables. Ce type d'approche a 6t6 r6alis6e 
pour certains m6dicaments, responsables de r6ac- 
tions allergiques, pour lesquels on ne dispose pas 
de RAST dans le commerce. Ainsi, la sensibilisa- 
tion IgE aux myorelaxants a pu etre 6tudi6e par 
mesure de l'histamino-lib6ration leucocytaire [ 13, 
14] avant qu'une mdthode de dosage des IgE grgtce 
~t un couplage myorelaxant  - s6pharose ne soit 
mise au point [15]. Les m6thodes d 'histamino- 
lib6ration ont une sensibilit6 de 53 ~ 90 p. cent en 
fonction des 6tudes et de l 'adjonction de deut6- 
r ium aux pr6parations. Lorsque l'on compare les 
deux m6thodes (histamino-lib6ration vs dosage 
des IgE), leur r6sultats sont concordants mais la 
mise en 6vidence directe des IgE reste la mdthode 
la plus sensible. En revanche, les techniques d'his- 
tamino-l ib6rat ion permet tent  pour certains 
auteurs de mieux identifier les r6actions croisdes 
entre myorelaxants  [14]. La mesure de l'hista- 
mino-lib6ration a 6galement 6t6 utilis6e avec suc- 
ces pour rechercher une sensibilisation ~a certains 
m6dicaments comme la rifamycine [16] mais la 
sensibilit6 des tests cutands reste sup6rieure. En 
fait, ces observations ne sauraient  encourager  
l'utilisation de l 'histamino-lib6ration comme test 
diagnost ique de l'allergie mddicamenteuse.  En 
effet, il est admis que seule une partie des aller- 
gies m6dicamenteuses (e.g. myorelaxants,  p6ni- 
cilline) r6pond ~t un m6canisme IgE-ddpendant 
alors que la plupart d'entre elles sont li6es ~t une 
r6ponse anormale du lymphocyte T pour laquelle 
on ne dispose pas de test diagnostique [17]. De 
plus, les allergies m6dicamenteuses IgE d6pen- 
dantes sont provoqu6es par des allergbnes qui sont 
ra rement  multivalents et qui n6cessitent d'etre 
coupl6s/~ une protdine pour permettre la dim6ri- 
sation de rdcepteurs ~ IgE. La mise en 6vidence 
d'une IgE sp6cifique d'un hapt6ne complique alors 
singuli6rement la tache diagnostique et les tech- 
niques d'dtude des basophiles activds sont prises 
en ddfaut. De nombreuses  6tapes devront donc 
etre encore franchies avant de disposer de tests 
diagnostiques fiables pour confirmer le diagnos- 
tic d'allergie m6dicamenteuse [ 17]. 

D'autres types d'informations semblent pouvoir 
etre tirds des tests d'histamino-lib6ration. En effet, 
de nombreux travaux ont 6t6 consacr6s au concept 
de <~ releasability ,, des basophiles et des masto- 
cytes visant/~ mesurer l 'histamine spontan6ment 
lib6rde, et pouvant traduire l 'aptitude d'un patient 

ddvelopper un tableau clinique en rapport avec 
une histamino-lib6ration non spdcifique. En fait, 
le niveau d'histamino-lib6ration spontann6e varie 
tr6s largement en fonction des 6tudes mais semble 
augment6 chez le sujet allergique et/ou asthma- 
tique [ 18, 19]. 

De nombreux facteurs sont susceptibles de 
modifier l 'histamino-lib6ration comme la fixation 
d'IgE non sp6cifiques [20], les m6dicaments utili- 
s6s dans l 'asthme [21] ou un certain hombre de 
cytokines produites par les cellules inf lamma- 
toires et r6group6es sous le termed'<< histamine 
releasing factors >> [22]. L'analyse scientifique de 
la lib6ration d'histamine suppose donc d'6tudier 
la relation entre la concentration d'un facteur de 
modulation et le pourcentage d'histamine lib6rde. 
Ceci a 6t6 fait avec les IgE permettant de ddfinir 
un param6tre de sensibilit6 (estim6 par le nombre 
de mol6cules d'IgE fix6es ~t la surface cellulaire 
induisant une histaminolib6ration de 50 p. cent) 
et un param6tre de r6activit6 ou r6ponse maxi- 
male (estim6 par  le % d'histamino-lib6ration 
obtenu par la fixation d'un nombre optimal d'IgE) 
[23]. Ce type d'approche permettra peut-etre de 
quantifier la r6ponse allergique et sa modulation 
th6rapeutique mais reste, pour le moment ,  une 
technique de recherche fondamentale non appli- 
cable en routine. De plus, ces donn6es confirment 
les difficultds qui existent lots de la r6alisation des 
tests d 'histamino-libdration pour mettre en 6vi- 
dence une sensibilisation ~ IgE et permettent de 
comprendre le manque de fiabilit6 des tests r6ali- 
s6s avec des basophiles de donneur. 

CONCLUSION 

La mesure de l'histamino-lib6ration a largement 
contribu6 h la compr6hension d'un certain 
nombre de mdcanismes de la rdaction allergique 
e ta  permis d'analyser de mani6re indirecte la sen- 
sibilisation IgE d6pendante. La comparaison des 
diff6rentes m6thodes visant/~ identifier les IgE 
sp6cifiques d'un allerg6ne montre que l'histamino- 
lib6ration a un rapport cofit/efficacit6 beaucoup 
plus 61ev6 que le dosage direct des IgE sp6cifiques 
circulantes, et afortiori que les tests cutan6s, pour 
l ' immense majorit6 des allerg6nes. Les techniques 
de routine (i.e. tests cutan6s et RAST) sont en fait 
prises en d6faut pour des allerg6nes mddicamen- 
teux ou professionnels qui se comportent comme 
des haptbnes ou qui mettent enjeu d'autres mdca- 
nismes que la r6ponse h IgE. Darts ce cas la tech- 
nique d'histamino-libdration n'apporte pas plus 
d' information et ne doit pas 6tre utilisde. Reste le 
probl6me des allerg6nes induisant une rdponse ~a 
IgE pour lesquels on ne dispose pas de dosage 
direct, et dont les tests cutands restent n6gatifs ou 
non interpr6tables. Les techniques d'histaminoli- 
bdration sont alors ~ comparer  avec les autres 
techniques utilisant l'allerg6ne coupl6 ~t un sup- 
port et doivent 6tre valid6es pour la mol6cule don- 
nde. Ces contraintes restreignent consid6rable- 
ment  l 'utilisation de ces tests en pratique cou- 
rante. 
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