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Mast Cell Histamine and Cytokine Assays

David S. Chi, S. Matthew Fitzgerald, and Guha Krishnaswamy

Summary
Mast cel ls are crucial t9 the development of chronic al lergic inf lammation and are

l ikely to plai a cri t ical role in host defense. In this chapter methodology for histamine

and cytokine assays rs provided. Crossl inkage of IgE receptor I  (FceRI) on cord blood-

derived mast cel ls b;- myeloma IgE and anti-human IgE is used to induce histamine

release. Histamine levels were measured in the culture supernatants trsing an enzyme-

l inked immunosorbent assay. A human mast cel l  l ine (HMC-1), derived from a patient

with mast cel l  leukemia" was activared with interleukin (IL)-1B to study cytokine pro-

duction and gene erpression. Cytokine gene expression was evaluated by reverse tran-

scriptase pol l .merase chain reaction and cytokine production was arssayed in culture

Supernatants using an enzyme-l inked immunosorbent assay kit .

Key Words: Mast cel ls; cord blood-derived mast cel ls;IgE; IgE receptor; histamine;

inflammation: enzyme-linked immunosorbent assay; reverse transcription polymerase

chain reaction (RT-PCR): cytokines; RNA' IL-8'

1.  In t roduct ion

Mast cells are critical to the development of chronic allergic inflammation,

as seen in allergic asthma (1,2). Crosslinking of cell surface IgE, bound to the

high-affinity IgE-receptor I, Fc€,RI, leads to the rapid release of inflammatory

médiators, including histamine, proteases, chemotaxins, and arachidonic acid

metabolites, such as prostaglandins and leukotrienes (3). Studies from several

laboratories, including our own, have demonstrated the capacity of these cells

to express certain cytokines regulating the inflammatory response (4-7)'

Throúgh their production of cytokines, chemokines, and inflammatory media-

tors, mast cells play an important role in various inflammatory and neoplastic

states 18).
In this chapter, crosslinkage of FceRI by myeloma IgE and anti-human IgE

are used to induce histamine release from human cord blood-derived mast cells

Fronr: Mefhods in Molecular Biologv, vo\.31.5: Mast Cells: lvlethocls and Protocols

E c l i t e c l  b y :  C .  K r i s h n a s r v a n , l ' a n d  D .  S .  C h i  O  H u t n a n . l  P r e s s  l r r c . ,  T o t o r v a ,  N l

203



(^L{loo(t4
z

È\z

:u
)

:=-
v

!
J

6

g
e

(a
 

.:r=
 

òl
q

r
z

I\ 
t-

c
 

p
e

{
ì 

F
o

o
! 

u 
s

f
r

9
x

\J
 

?
'5

^
v

c 
a 

cgC
J

s
r

t
-

l
 

È
\o

 
"è

È
'tr /.ú

ì
e

L

! 
v

m
s

 
<

t
f

r
 

A
^

\ -:
X

 
-iî
lJ.,l 

i-,

e
 

o
?

s 
=

 É
\4

c
..,

t,(
r

é
\_

/?
tr>

ì 
€

"
î 

l)
a

*'l 
-

c
t'l

c\J

di
sUo&,;E't)îo;;Ee.-i

EOli

-ic
.Î

Ò
t 

\J

,
N

:
'-

o
.o

o
+

iú
.n

a
r

:1
r

^
U

èo
!,?

-o
-É

t

: 
E

 
îs 

B
 t

e
 

d
 

$
n

 
.:

=
 

'J
 

È
: 

u
 

I 
ú

=
 

- 
q

.,) 
z

- 
c

- 
=

 
c

-
o

-?
ry

 
v

É
 

H
n

 
E

E
 

tr 
a

3
 

1
1

 tq
 

H
€

-'!''- 
^

:=
 

È
F

 f 
i 

/
j: 

E
 

u
 

,- 
=

=
-6

3
a

i"i_
_

E
*

ri^
x

úa--o
 

ry
; 

a
i 

, 
h

 
'1

- - 
=

-
,-

-
,u

't. 
I 

F
 

f, 
=

 
7 

-r 
a 

ì 
E

 
w

 
1J

-a
a

i.a
 B
=

É
;2

 E
E

É
;E

+
=

 
ú

=
4

 
E

z
í 

l=
u

=
u

 ?;+
,

r5
É

E
<

.=
- 

-:*--,ìÉ
! F

 e
;à

É
 

p
 3

 a
È

=
 g

É
 E

=
'l,j>

ó
7

Ù
tÈ

 
*i:i,ît.a

\.c
è

7
 

s
 

c
L

f"d
 

b
.i 

:É
E

 
^

E

à
 

É
S

^E
 

s
'E

 
:3

8
 

H
fi- 

ú
'r-E

 
e

\-/<
 

E
 É

*" 
';. 

g
)

s
ì 

H
iÈ

 2
 

t
E

à
 

à
E

E
 

à
O

 
F

 
R

.ú
'8

, 
É

: 
d

 
.E

 
tr

a
E

E
 

rs
b

E
 E

 
€

 
s

) 
*

 
ir 

: 
r\ 

u
) 

S
" 

"- 
': 

9
2

 
E

 
\'/ 

q
J 

'-l 
.g

î 
E

É
ó

 
E

H
E

 È
" 

É
 ; 

î 
ù

-
a

 
B

É
g

 
l$

a
 

E
o

 
'l 

=
 

'r 
F

8
 

S
îe

 
o

t-, 
,6

6
 

e
 

-c
 

ì.,È
=

^; 
;-z

ii 
=

:: 
é

; 
ù

*ì 
E

 F
;=

 
*i+

r 
>

=
; 

:=
ì, 

:ù
+

 
E

 i
H

i.ré
,jís

b
a

; 
E

É
_

g
 

F
:,1

 
! 

tu
s

1
 

f8
5

a
 

R
É

 
E

E
 

E
:: 

;,ìY
 

,2
n

 c<
p

E
 

:":-?
 

y
 s

A
A

 
ig

U
, 

è
iS

 
,y

 
E

l1
 

e
e

E
H

 ì:-.. 
t=

E
 

E
È

E
a

u
íis

È
:?

,E
=

 
É

v
,,t=

 È
iò

 
;=

:
'n

c
'î., 

u
u

í.. 
Ì 

=
8

,!; 
g

lrX
.S

 
^

iÈ
 

F
 

?
 

E
Y

 
.

:3
îE

E
E

.r 
\ 

í=
,Y

 E
 =

i,a
7

 
T

.i S
 É

,,i1
 S

q
J

{P
 

o
_

c
-c

-.{ 
o

 
=

ó
=

7
2

 
?

:r, 
:È

 
F

 
g

rg
S

 
ò

É
iF

E
e

e
ì 

È
:rir?

-e
.E

 
€

ì 
è

 4
7

=
_

:?
t=

=
E

î 
È

li=
{=

+
E

t 
E

à
I=

_
J: ì

Z
.rE

.=
.!!o

 
,t

=
5

;5
>

>
a

 
: 

-* 
=

-ó
r'c

n
:L

 
I=

 
: 

=
>

L
 

c
'!

c
.i ca

+
,r;\o

F
i 

ì 
-: 

c
'i "; +

'', 
i.ì 

i 
-o

i 
c

"' 
i

-: 
c

.i c
r; +

.n
tO

t-c
o

O
,C

-c
'i 

c
o

É
 : FE

 
È

r É 
i" ÉiÉ

È
E

g
 

; g
È

 E
€

É
E

 
g

F
 

+
;É

iÉ
si:É

i:: 
È

 iitlE
3; 

zE
 ài' È

E
È

È
É

iÉ
É

igi
É

iairi:a 
i'È

É
!É

il[aÉ
,i,È

=
í 

*É
siÉ

É
E

liii!!
lÉ

lE
ígií 
;È

È
tigig3iígÉ

 
ligt stsgaE

É
É

E
iiE

ài
É

geÉ
iiE

í 
E

 ÈÈ
I 

E
IÉ

;!È
È

É
3tÉ

É
ggÉ

ii 
I I:IÉ

iE
E

iiÉ
É

E



ia qi ;;àiÉ
 

E
 :i i iE

i lgl ÍE
,iÉ

È
 

lE
iÈ

uÉ
iaiiigl,l,ai:É

* 
íÉ

i Éíi És $,:;eÉ
 

g;
;E

iiÈ
iiÉ

É
iÈ

àisiaÈ
gl 

*iilglE
i,ii 

lti ,*È
i 

É
É

È
É

iÉ
É

iÉ
iiiilÉ

aiiÉ
ii; 

i:?i*,,* 
É

i ÈÈ
: 

i=
s 
*É

i$$g 
È

 gl lÉ
i ial'sE

lil 
lggi 

igÉ
1u 
ril'

É
gll, 
tgÈ

 
E

:iiig::iÉ
iigÉ

i 
siÉ

ísiE
Íl

È
àiÉ

É
 

È
È

È
 

gaffiE
?gÉ

;É
tiE

É
 

iíE
É

É
É

É
É

È
i 

E
 iÉgi

* iigE
É

 
IÈ

È
 

iE
lE

iE
E

É
iÉ

!iiaIE
iÉ

É
É

E
siÍis 

I gigi



tE
s$

;g
È

g
l!?

iia
É

q
;E

É
É

E
a

ìg
È

 
liS

t;+
l:lg

g
È

 
E

 É
e

;
i 3

 j;a
l EÉ

?
É

; 
re

 aE
 

si i i 
g

E
e

E
ggA

t 
it =,igÉ

 
ieeil 

l i gÉ
É

=
€

r!r?
 

i;íe
F

;|É
T

Z
E

 È; 
E

7
F

È
ró

È
É

i àlg
a

iE
:;a

r"a
 

5
E

 
s:î;

17i 
l? iÉ

?È
iiE

glíg 
i+

i î ll;t
:r;E

È
iig

É
È

:i;t!iÈ
É

E
É

É
É

il
z"u

E
É

! 
íF

,:: $:rc $s=
!iE

=
 

ú
 gE

g
 

;
1

; i =
=

É
 

: É
 ai l; li =

 ;=
sE

lE
É

?
 

i É
 = s =

tJ
. E

=
: 

F
 

c
.i 

c
d

 
+

 
,r; 

o
î 

-:
O

 
-

o
:i 

..
(J 

C
'I 

bIJ ;

G
I

E
II

HI
ooror

JEct)
c

I

J

H
H

"+
l

È
É

. 
E

 
È

 
E

 
U

';.F
+

?
È

7
è

u
L

-
v

0
)

'
i

l
F

ì 
c

Ú
 

A
 

îr 
È

 
-* 

o
\E

É
 'E

 ó
 E

 
; 

!A
 

È
 €

ó
É

 t F
 è

 
s 

]i,n
 

E
 !g

È
e

Ia
E

 
p

 
E

s
 

=
J

{ó
 

É
 

s
-I

b
=

 
H

È
; 

7
 

&
E

 
=

L
E

è
\ 

5
 

?
.8

vE
+

iò
 g

n
 

;€
 È

ig
i, 

È
 F

È
I;3

E
: 

E
E

 
g

T
 É

E
ìE

E
 g E

ú
:l:;f :É

 È
; É

r;È
=

 
É

 E
4

:É
-É

ilt:€
' ;g

'E
F

;È
;'! =

i
$

fte
:È

:!: 
E

r:q
s

È
iil:F

 
5

É
;tg

'fr Eà
!:à

 ;E
à

5
'rÈ

:u
à

g
 Èà

i',E
E

E
d

 
È

E
- *F

r; if =
:-! 

g
il

+
ia

o
f=

È
=

; 
=

;
riiÉ

: =
i:E

 :E
E

 :E
€

 E4
E

E
 EE

iE
2

È
F

=
 

5
=

:r +:: É
E

 s t ;: g
 *ì

E
 *;1

_
:È

 lT
È

A
;E

È
=

.i e
E

à
,=

 E
 É

-

s;; E
 às; isg

i! s; É
; g l,É

à
 

E
é

i
s g I gls É i s gE

*s 
É

 EÉ
ii s x É * :

:X5 
t{r

OE
2

F
O

<
E

N
cî-1

k
Ò

c
'c, 

|r)
g

c
t

l

a+

c'r 
ó

A
Ò

O=
,

V
l

r

v
c

)
F

- ')
c

n
'o

() (.)
_o 

).
5u 

a.)
c

o
!

tr 
ti

(
r

;

t
/(

)

C
)

ó

9
t

<

,
t

_

F
6

(t

-î()
=tro
ii 

Li

tr:

(, 
(t)

>
ì 

ì:
o

-

O
o

o
tJi 

-t

+
O

*
 

Ò
ìc

O
t\n

\O
 

F
-

o
O

*
É

*
*

È
F

*
-

-

c
A

t
f,t

n
\O

F
-

o
O

O
\

lr)



E
E

B
È

iE
E

É
,É

gE
?É

iE
gli

E
E

E
 

É
g

E
 

É
 : IÉ

i*; iÈ5
?

É
!È

i e
; g

e
È

 € €
 €

È
li! 

;E
iÈ

;€
E

';R
€

E

; ss Eii at ;É
giis 
E

i EÉ
É

i1=
g

€
;g

iÈ
lfiE

É
g

g
{*É

E
*i€

E
È

a
€

*a
*È

 
E

È
E

 
g

i:E
E

È
É

É
E

 
€

É
i?

;r5
5

E
 i E

zz;e
 

c=
r zÉ

lr=
tili=

' 
it=

z=
'=

=
e

 i:;i É
 Éi;E

i:,É
 

:t = ; í ; i É
E

g
i:È

eÈ
l 

È
iiÉ

iÉ
E

€ 
E

É
stÉ

!I 
g È gt ggÍE

! 
5

c.i cî 
+

 
,r; 

\o 
r- 

od 
o. 

j 
-

J
J

,J
J

J
J

J
J

 
J

J
-

J
-

J
-

l
J

4
J

4
4

o
q

9
o

q
o

q
o

q
o

q
q

c
l 

s
+

a
/

-
{

.
,

Y
-

-
-

-
-

,

Orrc)

.EJUUO
D

r!qJ

.EIG.EIql(t(ÉL
Ò

l 
qJ

q., E
=G

O
F

O
-

!s
E

a
f 

o
rE

 
1

0
<

 p
X

a
g

=
 

.;iÉ
€

n
!tilE

 
H

c E
a

 h
;,p

È
: 

l?
!=

r*iÈ
: ?

E
 g: *È

=
i€

 ó
rÈ

*à
Iè

;s3
 È

i 
É

E
 x;iE

s 
;ì !;:g

:b
;g

I 
E

S
 €

É
 g

à
e

E
i 

s
€

s
E

5
€

1
E

É
: :€

 F
É

 E
l:;r 

s *:E
È

d
r-r-<

 
f : 

E
a

 
3

F
€

E
-; 

$
;!r€

€
È

H
E

A
 Èt 

n
;::=

:l 
E

=
sÈ

E
;t rE

È
 

É
i Eg

 EÉ
: 

iI 
É

 Ee
: 

à
E

a
&

d
, 

E
,* 

F
i;=

Z
É

;=
 

; 
=

É
ú

=
F

^E
E

É
 :i 

+
;?

i::€
é

 
g

 ig
Z

y
F

E
E

È
: 

E
g

 
E

É
8

3
é

É
5

b
e

 
È

 lÈ
É

H
*í!F

! 
#

 î 
u

=
E

iiE
tÉ

í- i 
3

É
=

'í
î+

;g
É

 gi É
i;E

:re
îÈ

É
g

 
i $

iJ;
È

É
;?

:^É
F

 
Iú

tIJ
P

;,;É
 

F
 H

:?
#

=
i;È

*rÉ
* -iÉ

s!E
t;=

;s È
 É

é
s:

;3
€

Í;:E
à

tF
;Y

3
;E

E
z

 
h

q
 

È
 H

i;f
u

!i E
€

; [e ;E
È

g
u

È
;:3

+
 

r * 5
s = i

*e
#

 [5€
E

+
:; 
*i; r[E

E
x: E E

: s'
t;B

i! i;;;È
 i; rE

g
$

E
!É

 
B

 È;: l
È

É
È

à
rilE

É
z;;í;É

i5
*r; 

: 5
E

S
 3

c,i 
c.; 

+
 

,r; ro 
S

 
i 

-:

JÒ
ì

()C
)

boC
)

=r!
JUIq,)
boGql
ú,a,)
0r!I(a(!

FqJ
' 

(t)

€G
q

J
t-É

J
J

J
J

J
J

J
J

J
J

J
J

4
4

4
J

J
J

J
J

]
J

N
$

C
.lN

Ò
ìc

.
ì

*
*

*
*

(
r

l



E
IiB

È
gÈ

E
?È

gÉ
F

H
iÉ

iàlgE
E

E
r riÉ

 é
E

?
tE

sE
à

:la
E

:'É
È

i
I E

ig EiE
É

 
!E

E
;É

E
*È

È
E

'E
Ii'*

\eÉ
iii!E

E
,lE

iiàiE
igii!í:iE

I'a
;E

i?
E

;È
É

É
t:E

;trÍli:iE
É

I,
'lii,IiàiiÈ

iàiii?liE
g!È

iÉ
ii

È
$

[É
 È ; e

c ; e rE
 É c È r; a

E
 

É
 É€

 
sÉ

 
: :

ooO

A
H

g
g

R
F

O
(f u

p
d

) u
o

rlcn
p

o
rd

 
B

-'ll

-Eo
È

c
o

o
o

<
J

9
O

P
P

E

E
O

th(
Ú

0
-

o
tr

tro
o

c
)

o
u

)
L

o
o

q
q

o
oo- o-

*
.

I*

à
*È

s 
€

 E
 ;

a
t"5

 
É

 
É

 
ií

B
 

F
!9

i 
- 

s
 

e
: 

=
:€

à
 

E
 .H

 qÉ
:?

É
F

 
H

 
i 

P
F

E
s

,-I8
 

E
 

É
=

*n
È

B
 

E
:É

E
 

à
 

?
e

"tg
." 

f;8
.=

>
 

É
 

=
i::

u
iir ;,8

É
iE

B
 - 

à
-:Í 

;,=
ts

E
 È

ra
?

 
=

A
É

E
=

É

È
 4=

5
f 

E
E

E
É

E
:

€
5

 qÉ
iÈ

 
E

;r;;i
J

 
Ia

 
+

 
:: 

!', E
 o

-{
:E

frÈ
g

 
É

É
ú

:;;
;F

5
;E

 
!+

;€
E

:
n

 
?

;É
cs 

3
E

È
p

p
s

È
g

;È
; 

:;F
F

è
E

:;s
 

F
E

 
È

 ; E
 Í r"*

O
 È

E
I{i E

i3
€

iE
ú

;s
 

F
 i 

H
 } s

E
€

 E

;E
€

iE
 

€
É

i€
JE

tr':9
1

È
t 

c
.i 

c
d

' 
+

tl, 
i- 

ta 
u-

(DO
)

olOll
C

\l

c
h

N
_

:

:v
 

i 
i 

q
) 

.:
È

Y
 

à
o

E
a

ì
 

u

,', I 
4

 
è

o
\J

E
 

Y
 

O
O

E
: 

E
".E

H
W

A
F

J
.?

C
É

il

E
.E

s
-g

y 
=

 
c.) 

C
,)

t
l

1
 

A
A

Y
É

<
.9

: 
é

z
E

5
:

tv 
\v

;&
 

V
 K

-r, 
' 

C
) €

V
"?

 b
 Y

'
A

 
r

.Q
 

=
-

H

È
tr

-
 

ò
*

É
î

È
L

.=
d

:5
(

t)

r E
Ia

 
È

l
 

/
 

i
ì

 
\

-J
 

é
 

/'l

I; 
=

E
 

;
o

d
 

5
:E

 
É

c
 

c
,'v

f;
o

\=
 

I 
I 

È
'z

'i-, =
 

A
 

(g
fr É

".b
 

6
E

 ''E
 

E
X

a
C

F
c

,lh
c

.ltr
V

F
h

n
-

È
s

!
H

a
l

.i'r
 

O
>

 É
E

 2
\r

-
E

 
g

-
o

à
E

5
.E

2
 

.
.
-

H
o

o
Z

 o E
o

z
?

;8
;

i
*

-

v
-

l

O
. 

F
 

c-t
_

f 
rl 

C
)

L
-

-
é

r
1

r
v

 
O

 
.=

'=
-

€
<

È

.
n

5
=

o
ló

*
H

è
b

E
 I 

X
'ri S

! 
É

*
-y

)
=

+
r

(t 
l-Ii 

tr

Ooo
JEct)
trF
I

J H
H

c
!q

O
O

q()
ao

q
0

q
o

ac)

scu
P

q
Jo

sq
v



ili 
È

 3
*E

s
 

E
F

 î 
E

i 
È

H
 È

È
É

i s lra
t is É

 Ei :É
 ùE

B
F

 i 
F

:#
r 

È
: 

E
u

frE
 eÈ

'>
E

=
e

 
{ 

e
T

B
È

 
r#

 
E

è
":3

 
S

E
 

;S
Ì

=
: E

 S
;ii :t =

i** È
F

 :È
r

eì E È!E
È

 
gÉ

 
51;E

 
E

aIIÉ
{

;É
 f i: ez ;: ;sÈ

i i,s'i È!
É

; î B
!*É

 ?: ?
srà

 3=
!;É

i
ir 

=
 E

E
ià

 €,E
 É:;=

 ;E
;;E

=
^È

; * r:x; 
a

; iE
i! 

;?
i:É

i
î4

€
 fr E

;È
È

 it=
q

E
?

; i*iíg
€

ì?
e

 ssiÈ
E

r F:Iq
g

É
2

 î:sé
;€

ì€
i E

É
5

:E
€

 
?

ix;É
;lîjÈ

ìq
S

f
$ ; È r ; {5E

3i 
f E

É
t 

E
€E

 
E

 È?E
È

 
?E

 
i

È
É

E
:E

È
=

c
::r€

E
 È i =

 ú s: u
;;$

 É
 È

 S E ;; €
 i;; 

E
 È éi

é
v.,L

V

v
^

{1
. 

:-

a(..)
Li 

6)
(

)
J

'5
o

 
d

LiC
)

q
)

=
d

!v
ó

F
o

l-
E

c
.t=

q_. 
O

O
 

-
O

-
v

)
.^

l-
=

,n
E

c)
(

)
o

o
 

!
c,.l - 

2
fiÈ
.

F

G
.N

 
9

O
'<

È
9

>
 

?
:\ì(
a

#
:

.
-

*
a

\
U

A
=

 
A

 
v

'
!

v
v

È-
I

I
V

.
-

E
 

2
^

F
 ó

-
,"E

'E
-

6
.

È

O
. ò

=
.=

^
f

r
é

\
-

/
a

ì
-

^
*

*
9
^

È
K

1
ì

:
 

.
H

a
(a

 
=

 
r'')

é, 
F

r

e
 

d
:a

-
a

a
ú

)

E
.q

E
"g

q
J

v
L

r
*

r

qJ 
-: 

..i
É

,
r-jo

o
o

\o
-

É
s

lr)\o
co

È
 Ei fÈì;É

É
iS

gggE
É

ilÉ
í 

É
É

È
€E

i;E
i 

É
 Èia, 

E
!

€
 E

; Èg
È

in
E

É

i F
s 
àiE

E
IsiÍtiiígÉ

iíi 
tggÉ

iglÉ
ggg 

gl* lE
É

 iÉÉ
i;í:aÉ

íílÉ
i;*E

gE
É

É
iÈ

;ri;n*E
iE

È
E

iÈ
É

f 
. É

,É
íriía*É

É
É

E
E

iÈ
iiiÉ

E
iiliiE

gsÈ
É

iÉ
É

É
iÈ

E
iiÉ

E
 

g ÉaÈ


