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T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  ( T N F )  p r o d u c e d  b y  h u m a n  p e r i p h e r a l  b l o o d  

m o n o n u c l e a r  c e l l s  ( M N C )  w e r e  m e a s u r e d  u s i n g  a  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A )  f o r  h u m a n  

T N F .  T h i s  w a s  d e v e l o p e d  u s i n g  a  r a b b i t  a n t i s e r u m  a g a i n s t  h u m a n  r e c o m b i n a n t  T N F  ( H u  

r T N F ) ,  a n d  H u  r T N F  l a b e l e d  w i t h  N a 125l b y  a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  c h l o r a m i n e  T  m e t h o d .

T h i s  R I A  d o e s  n o t  d e t e c t  h u m a n  l y m p h o t o x i n ,  i n t e r l e u k i n - 1  a l p h a  o r  b e t a ,  i n t e r l e u k i n  2 ,  

i n t e r l e u k i n  6 ,  i n t e r f e r o n  a l p h a  o r  g a m m a ,  g r a n u l o c y t e - m a c r o p h a g e - c o l o n y  s t i m u l a t i n g  

f a c t o r ,  a n d  C 5 a  d e s  a r g .  A  g o o d  c o r r e l a t i o n  ( r  =  0 . 8 9 )  w a s  f o u n d  b e t w e e n  t h e  R IA  a n d  

t h e  c y t o l y t i c  b i o a s s a y  f o r  T N F .  T h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  R I A  is  b e t w e e n  3  a n d  7 8  p g / m l  

( m e d i a n  11 p g / m l ) .

T h e  m e a n  c o n c e n t r a t i o n  o f  T N F  in  2 4 - h  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  o f  h u m a n  M N C  e x p o s e d  

t o  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  w a s  f o u n d  t o  i n c r e a s e  in  d o s e -  

d e p e n d e n t  f a s h i o n  a n d  t h e n  l e v e l  o f f  b e t w e e n  5 0  a n d  1 0 0  n g / m l .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

IL -1  b e t a  a n d  a l p h a  d e t e c t e d  b y  s p e c i f i c  R I A s  in  t h e s e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  b e t w e e n  0 . 2  

a n d  1 9  n g / m l  a n d  0 . 0 4  a n d  1 n g / m l ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a m o u n t  o t  T N F  p r o d u c e d  b y  h u m a n  

M N C  in  v i t r o  w a s  d e t e r m i n e d  in  a  c o h o r t  o f  5 0  n o r m a l  v o l u n t e e r s .  W i t h o u t  e x o g e n o u s  

s t i m u l i ,  T N F  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a l m o s t  a l w a y s  b e l o w  t h e  d e t e c t i o n  l im i t ;  w i t h  0 . 5  n g /  

m l L P S ,  t h e  m e d i a n  c o n c e n t r a t i o n  o f  T N F  w a s  2  n g / m l ,  a n d  w i t h  P H A  t h e  m e d i a n  w a s

3 . 8  n g / m l .  In  c u l t u r e s  p e r f o r m e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  i n d o m e t h a c i n  s i g n i f i c a n t l y  ( p < 0 . 0 0 5 )  

m o r e  T N F  w a s  p r o d u c e d .

U s i n g  t h i s  R I A ,  w e  c o u l d  d e t e c t  T N F  in  t h e  c i r c u l a t i o n  o f  m i c e  i n j e c t e d  w i t h  H u  r T N F .

W h e n  p l a s m a  s a m p l e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  f e b r i l e  i l l n e s s e s  w e r e  a d d e d  d i r e c t l y  t o  t h e  R I A ,

T N F  w a s  n o t  d e t e c t a b l e ,  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  p a t i e n t s  w i t h  m a l a r i a .

T h e s e  s t u d i e s  d e m o n s t r a t e  t h e  r a n g e  a n d  s e n s i t i v i t y  o f  L P S - i n d u c e d  a n d  m i t o g e n -  

i n d u c e d  p r o d u c t i o n  o f  i m m u n o r e a c t i v e  T N F  b y  h u m a n  M N C  in  v i t r o  w i t h o u t  i n t e r f e r e n c e  

o f  s i m i l a r  c y t o k i n e s  in  b i o a s s a y s .

K e y  w o r d s :  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r ,  i n t e r l e u k i n - 1 ,  m o n o c y t e ,  l y m p h o c y t e ,

r a d i o i m m u n o a s s a y

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

T u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r - a l p h a  ( T N F ,  s y n o n y m  cachec-  

tin) i s  a  c y t o k i n e  w i t h  a  w i d e  v a r i e t y  o f  a c t i o n s  [ l  ]. A  

n u m b e r  o f  a c t i v i t i e s  o f  t h e  m o l e c u l e  a r e  s h a r e d  w i t h  

a n o t h e r  c y t o k i n e ,  i n t e r l e u k i n - 1 ( I L )  (a  a n d  0).  F o r  i n 

s t a n c e  t h e  p y r o g e n i c  e f f e c t ;  t h e  a b i l i t y  t o  i n d u c e  a n  a c u t e -  

p h a s e  r e s p o n s e ;  a n d  t h e  s t i m u l a t o r y  e f f e c t s  o n  f i b r o 

b l a s t s ,  o s t e o c l a s t s ,  e n d o t h e l i a l ,  a n d  s y n o v i a l  c e l l s  a r e  

c o m m o n  t o  b o t h  m o l e c u l e s  [ 2 - 4 ] .  R e c e n t  s t u d i e s  a l s o  

i n d i c a t e  t h a t  t h e r e  is  a  s t r o n g  s y n e r g i s m  b e t w e e n  T N F  

a n d  I L - 1  0  [ 5 ] ,  a n d  it h a s  b e c o m e  a p p a r e n t  t h a t  T N F  

s t i m u l a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L - 1  b o t h  i n  v i v o  a n d  in

v i t r o  [ 2 ] .

M e a s u r e m e n t  o f  T N F  in  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  h a s  f o 

c u s e d  o n  t h e  c y t o t o x i c i t y  a s s a y .  H o w e v e r ,  I L - 1  a n d  o t h e r

©  1 9 8 8  A la n  R . L is s ,  In c .

s u b s t a n c e s  t h a t  a r e  o f t e n  p r e s e n t  w i t h  T N F  in  c e l l  s u p e r 

n a t a n t s  a f f e c t  t h e  T N F  c y t o t o x i c i t y  a s s a y ,  s i n c e  I L - l  a l s o  

e x h i b i t s  c y t o t o x i c  p r o p e r t i e s  [ 6 ] .  I n  t h e  p r e s e n t  p a p e r  w e  

h a v e  e m p l o y e d  a  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A )  f o r  T N F  s e 

c r e t e d  b y  h u m a n  m o n o n u c l e a r  c e l l s  i n  v i t r o  u n d e r  a  

v a r i e t y  o f  c o n d i t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  w e  c o m p a r e  t h e  c o n 

c e n t r a t i o n s  o f  T N F  t o  I L - l  0  a n d  I L - 1  a  u s i n g  e n d o t o x i n  

( l i p o p o l y s a c c h a r i d e ,  L P S )  a s  a  s t i m u l u s .

R e c e i v e d  J u ly  14, 1987;  a c c e p t e d  A u g u s t  3 1 ,  1987.

R e p r i n t  r e q u e s t s :  J o s  W . M .  v a n  d e r  M e e r ,  D e p a r t m e n t  o f  I n f e c t io u s  

D i s e a s e s ,  U n i v e r s i t y  H o s p i t a l  L e i d e n ,  P o s t  B o x  9 6 0 0 ,  2 3 0 0  R C  L e i 

d e n ,  T h e  N e t h e r l a n d s .
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M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  

P r e p a r a t i o n  o f  t h e  A n t i s e r u m

F e m a l e  N e w  Z e a l a n d  w h i t e  r a b b i t s  ( P i n e  A c r e s ,  B u r 

l i n g t o n ,  V T )  w e r e  i m m u n i z e d  w i t h  5 0  ¿ig r e c o m b i n a n t  

h u m a n  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  ( H u  r T N F ) ,  o b t a i n e d  f r o m  

t h r e e  s o u r c e s :  G e n e n t e c h  In c .  ( S o u t h  S a n  F r a n c i s c o ,  C A ) ,  

C e t u s  C o r p .  ( E m e r y v i l l e ,  C A ) ,  a n d  B i o g e n  ( C a m b r i d g e ,  

M A ) .  T h e  in i t ia l  i m m u n i z a t i o n  t o o k  p l a c e  in  c o m p l e t e  

F r e u n d ' s  a d j u v a n t ,  u s i n g  12 i n t r a d e r m a l  i n j e c t i o n s .  A f t e r  

8 w e e k s  th e  a n i m a l s  w e r e  b o o s t e d  m o n t h l y  w i th  5 0  ¿ig 

T N F  in  i n c o m p l e t e  F r e u n d s ’s a d j u v a n t  i n t r a m u s c u l a r l y .  

U n f r a c t i o n a t e d  s e r u m  w a s  u s e d  a s  a n t i - T N F  a n t i s e r u m .  

C r o s s - r e a c t i v i t y  o f  th i s  a n t i s e r u m  w i th  h u m a n  r e c o m b i 

n a n t  i n t e r l e u k i n - 1 ß  ( C i s t r o n  T e c h n o l o g y  I n c . ,  P in e  

B r o o k ,  N J ) ,  h u m a n  r e c o m b i n a n t  i n t e r l e u k i n - 1 a  ( k i n d ly  

p r o v i d e d  b y  D r  A l a n  S h a w ,  B i o g e n ,  G e n e v a ,  S w i t z e r 

l a n d ) ,  h u m a n  r e c o m b i n a n t  i n t e r l e u k i n - 2  ( C e t u s  C o r p . ) ,  

h u m a n  r e c o m b i n a n t  i n t e r l e u k i n -6  ( G e n e t i c  I n s t i t u t e ,  

C a m b r i d g e ,  M A ) ,  h u m a n  r e c o m b i n a n t  i n t e r f e r o n  a l p h a  

( S c h e r i n g  C o r p . ,  K e n i l w o r t h ,  N J ) ,  h u m a n  r e c o m b i n a n t  

i n t e r f e r o n  g a m m a  ( S c h e r i n g  C o r p . ) ,  h u m a n  r e c o m b i n a n t  

g r a n u l o c y t e - m a c r o p h a g e - c o l o n y  s t i m u l a t i n g  f a c t o r  ( G e 

n e t i c s  I n s t i t u t e ,  C a m b r i d g e ,  M A ) ,  h u m a n  C 5 a  d e s  a r g  

( k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r  K B  Y a n c e y ,  U n i f o r m e d  S e r v i c e s  

U n i v e r s i t y  o f  t h e  H e a l t h  S c i e n c e s ,  B e t h e s d a ,  M D ) ,  h u 

m a n  r e c o m b i n a n t  l y m p h o t o x i n ,  a n d  m u r i n e  r e c o m b i n a n t  

T N F  ( b o t h  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  D r  M A  P a l l a d i n o  J r ,  

G e n e n t e c h ,  I n c . )  w a s  i n v e s t i g a t e d  in  v a r i o u s  c o n c e n t r a 

t i o n s  in  t h e  r a d i o i m m u n o a s s a y  a s  d e s c r i b e d  b e l o w .

R a d i o l a b e l i n g  H u  r T N F

H u  r T N F  w a s  l a b e l e d  u s i n g  a  m o d i f i c a t i o n  o f  th e  

c h l o r a m i n e  T  m e t h o d  [7 ] ;  5 ¿¿g H u  r T N F  ( 5 0 0  /z g /m l)  

a n d  0 . 5  m C i  N a ,2:>l ( 1 0 0  m C i / m l ,  N e w  E n g l a n d  N u c l e a r ,  

B o s t o n ,  M A )  w e r e  a d d e d  to  10 ¿¿1 o f  0 . 5  M  s o d i u m  

p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  7 .4 )  a n d  m i x e d .  N e x t ,  10 ¿¿g c h l o r 

a m i n e  T  ( S i g m a  C h e m i c a l  C o ,  S t  L o u i s ,  M O ;  2 . 5  m g / m l  

in  0 . 2 5  M  s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 .4 )  w e r e  a d d e d  

a n d  m i x e d  b y  g e n t l y  p i p e t t i n g  f o r  e x a c t l y  10 s .  T h e  

r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  a d d i n g  100 pig o f  th e  r e d u c i n g  

a g e n t  s o d i u m  m e t a b i s u l f i t e  ( S i g m a ;  5 m g / m l  in 0 . 2 5  M  

s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  7 .4 ) .  F in a l ly ,  3 0 0  ¡jl 1 o f  

B S A - b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 .0 1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a 

l i n e ,  0 . 2 5 %  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( B S A ,  S i g m a ) ,  a n d  

0 . 0 5 %  s o d i u m  a z i d e )  w a s  a d d e d .  T h e  r a d i o l a b e l e d  m a 

t e r i a l  w a s  c h r o m a t o g r a p h e d  o n  a S e p h a d e x  G 5 0  ( f in e )  

( P h a r m a c i a ,  P i s c a t a w a y ,  N J )  c o l u m n  ( 0 . 8  x  3 0  c m )  to  

s e p a r a t e  t h e  r a d i o l a b e l e d  p r o t e i n  f r o m  th e  f r e e  1251. B S A -  

b u f f e r  w a s  u s e d  to  e q u i l i b r a t e  a n d  to  r u n  th e  c o l u m n .  

T w e n t y - f i v e  f r a c t i o n s  o f  0 . 7  m l  w e r e  c o l l e c t e d .  T h e  

r a d i o a c t i v i t y  o f  a l i q u o t s  o f  t h e s e  f r a c t i o n s  w a s  d e t e r 

m i n e d  in  a  g a m m a  c o u n t e r .  N e x t ,  s m a l l  a l i q u o t s  f r o m  

e a c h  f r a c t i o n  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  a  1 :100  d i l u t i o n  o f  th e  

a n t i - T N F  a n t i s e r u m  f o r  18 h a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  

t h e n  p r e c i p i t a t e d  w i t h  6 % ( w / v )  p o l y e t h y l e n e  g ly c o l  8 0 0 0

( F i s h e r  S c i e n t i f i c  C o m p a n y ,  F a i r  L a w n ,  N J )  a n d  1 % 

s h e e p  a n t i r a b b i t  I g G  ( S i g m a ) .

T h e  h o m o g e n e i t y  o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  T N F  w a s  d e t e r 

m i n e d  w i t h  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

( 1 7 % )  [8 ] a n d  a u t o r a d i o g r a p h y .  T h e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  

o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  T N F  w a s  m e a s u r e d  in th e  b i o a s s a y  

f o r  T N F  ( s e e  b e l o w ) .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  th e  l a b e l e d  

T N F  w a s  c a l c u l a t e d  a s s u m i n g  7 5 %  r e c o v e r y  a n d  u s i n g  

th e  k n o w n  e f f i c i e n c y  o f  th e  g a m m a  c o u n t e r .

T i t r a t i o n  o f  A n t i - T N F  A n t i s e r u m

A l i q u o t s  o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  T N F  c o n t a i n i n g  1 5 ,0 0 0  

c p m  w e r e  d i l u t e d  in  100 /¿I B S A - b u f f e r  a n d  i n c u b a t e d  

w i th  s e r i a l  t w o f o l d  d i l u t i o n s  o f  th e  a n t i - T N F  a n t i s e r u m  

f o r  18 h a t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  t h e n  p r e c i p i t a t e d  w i th  

a n  e q u a l  v o l u m e  o f  6 % p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  a n d  1 % 

s h e e p  a n t i r a b b i t  I g G .

R a d i o i m m u n o a s s a y  f o r  T N F

B o th  s t a n d a r d s  a n d  s a m p l e s  w e r e  a s s a y e d  in d u p l i c a t e  

o r  in s o m e  e x p e r i m e n t s  in t r i p l i c a t e  in 10 x  7 5 - m m  

p o l y s t y r e n e  t u b e s  ( S t o c k w e l l  S c i e n t i f i c ,  W a l n u t ,  C A ) .  In  

e v e r y  a s s a y ,  12 s t a n d a r d s  o f  H u  r T N F  ( 5 , 0 0 0 ,  2 , 5 0 0 ,  

1 , 2 5 0 ,  6 2 5 ,  3 1 3 ,  157, 7 9 ,  4 0 ,  2 0 ,  10, 5 ,  a n d  0  p g / m l )

w e r e  e m p l o y e d .  D e p e n d i n g  o n  th e  n a t u r e  o f  th e  s a m p l e s ,  

t h e  s t a n d a r d s  w e r e  d i l u t e d  in e i t h e r  h u m a n  s e r u m ,  u r i n e ,  

o r  B S A - b u f f e r .  O n  th e  f i r s t  d a y  o f  th e  a s s a y ,  100 ¿¿1 o f  

th e  a n t i - T N F  a n t i s e r u m  ( d i l u t e d  in o r d e r  to  p r e c i p i t a t e  

4 0 %  o f  th e  r a d i o l a b e l e d  T N F )  w a s  a d d e d  to  100 /xl o f  th e  

s t a n d a r d s  o r  to  100 /xl o f  th e  s a m p l e s .  T o  d e t e r m i n e  th e  

n o n s p e c i f i c  b i n d i n g  ( N S B ) ,  100 /¿I B S A - b u f f e r  w a s  a d d e d  

to  a  s t a n d a r d  c o n t a i n i n g  n o  T N F .  O n  th e  s a m e  d a y ,  3 0 0  

Ijl 1 o f  B S A - b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 3 %  h e a t - i n a c t i v a t e d  n o r 

m a l  r a b b i t  s e r u m  w a s  a d d e d  to  e a c h  tu b e .  A f t e r  v o r t e x -  

in g ,  t h e  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  

n e x t  d a y ,  100 /zl o f  B S A - b u f f e r  c o n t a i n i n g  1 0 ,0 0 0  c p m  o f  

r a d i o l a b e l e d  T N F  w e r e  a d d e d  to  e a c h  t u b e ,  a n d  a f t e r  

v o r t e x i n g ,  a g a i n  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  O n  th e  

t h i r d  d a y ,  7 0 0  ¿¿1 o f  B S A - b u f f e r  c o n t a i n i n g  9 %  o f  p o l y 

e t h y l e n e  g l y c o l  8 0 0 0  a n d  1 .4 %  s h e e p  a n t i r a b b i t  I g G  w e r e  

a d d e d .  T h e  t u b e s  w e r e  v o r t e x e d  a n d  th e n  c e n t r i f u g e d  a t

l , 5 0 0 g  f o r  15 m i n .  T h e r e a f t e r ,  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  

d e c a n t e d ,  a n d  th e  t u b e s  w e r e  k e p t  i n v e r t e d  a n d  a l l o w e d  

to  d r y  f o r  a t  l e a s t  15 m i n  b e f o r e  b e i n g  c o u n t e d .  T h e  m e a n  

c p m  o f  d u p l i c a t e  o r  t r i p l i c a t e  s t a n d a r d s  w e r e  c a l c u l a t e d  

a n d  th e  c o u n t s  o f  t h e  N S B  s u b t r a c t e d .  A l l  s t a n d a r d s  w e r e  

t h e n  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e  o f  th e  s t a n d a r d  c o n t a i n i n g  

n o  T N F  ( z e r o  s t a n d a r d ) .  T h e  v a l u e s  o b t a i n e d  w e r e  c o n 

v e r t e d  u s i n g  th e  lo g i t  t r a n s f o r m a t i o n ,  a c c o r d i n g  to  th e  

f o r m u l a  lo g i t  x =  l n ( x / 1 0 0  — x ) .  T h e  lo g i t  v a l u e s  w e r e  

p l o t t e d  o n  th e  x - a x i s  a g a i n s t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o n  a  

l o g a r i t h m i c  y - a x i s .  A n  e x p o n e n t i a l  c u r v e  fit  w a s  p e r 

f o r m e d ,  u s i n g  C r i c k e t  g r a p h  ( C r i c k e t  S o f t w a r e ,  P h i l a d e l 

p h i a ,  P A )  o n  a n  A p p l e  M a c i n t o s h  P lu s  c o m p u t e r .  T h e  

f o r m u l a  f o r  th e  c u r v e  fit  o b t a i n e d  w a s  u s e d  to  c a l c u l a t e
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t h e  “ b a c k f i t ”  o f  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  a n d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  T N F  in  s a m p l e s .  V a l u e s  < 9 5 %  o f  t h e  

z e r o  s t a n d a r d  ( l o g i t  x  <  2 . 9 4 )  w e r e  a c c e p t e d .

R a d io im m u n o a s s a y s  f o r  IL -1  a  a n d  ¡3

R a d i o i m m u n o a s s a y s  f o r  h u m a n  I L - 1  (3 [9 ]  a n d  a  [1 0 ]  

w e r e  p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d .

B io a s s a y  f o r  T N F

T o  m e a s u r e  t h e  T N F  a c t i v i t y  in  a  b i o a s s a y ,  s t a n d a r d s  

a n d  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  L 9 2 9  c e l l s  ( A T C C

s e a r c h  T r i a n g l e  P a r k ,  N C )  w a s  a d d e d .  C u l t u r e s  w e r e  

p e r f o r m e d  e i t h e r  w i t h  o r  w i t h o u t  0 . 5  fig/ m l  i n d o m e t h a c i n  

( S i g m a ) .  A f t e r  2 4  h  o f  c u l t u r e  a t  3 7 ° C  in  a  w a t e r -  

s a t u r a t e d  a t m o s p h e r e  w i t h  5 %  C 0 2 , e i t h e r  t h e  c u l t u r e  

s u p e r n a t a n t s  o r  t h e  c o n t e n t s  o f  e a c h  w e l l  a f t e r  t h r e e  

f r e e z e - t h a w  c y c l e s  w e r e  h a r v e s t e d ,  c e n t r i f u g e d  a t  10 ,0 0 0 g 

( M i c r o  c e n t r i f u g e ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c ) ,  f o r  1 m i n  a n d  f r o 

z e n  a t  — 7 0 ° C  u n t i l  a s s a y .

H u  r T N F  in  M ic e

T N F  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  m e a s u r e d  in  E D T A - t r e a t e d

C C L 1 )  a s  d e s c r i b e d  b y  F l i c k  a n d  G i f f o r d  [ 1 1 ] .  I n  s h o r t ,  p l a s m a  o b t a i n e d  b y  c a r d i a c  p u n c t u r e  a t  v a r i o u s  t i m e

t h e  L 9 2 9  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  in  R P M I  1 6 4 0  c o n t a i n i n g  2  

m M  L - g l u t a m i n e  a n d  1 0 %  h e a t - i n a c t i v a t e d  f e t a l  c a l f  

s e r u m  ( a l l  f r o m  m i c r o b i o l o g i c a l  A s s o c i a t e s ,  W a l k e r s -  

v i l l e ,  M D )  in  7 5 - c n r  p o l y s t y r e n e  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  

( F a l c o n ,  O x n a r d ,  C A )  a n d  s p l i t  e v e r y  3 d a y s .  O n e  d a y  

a f t e r  s u b c u l t u r e ,  t h e  n o n a d h e r e n t  c e l l s  w e r e  d e c a n t e d  

a f t e r  v i g o r o u s  s h a k i n g  o f  f l a s k .  A f t e r  a d d i n g  f r e s h  m e 

d i u m  t h e  a d h e r e n t  c e l l s  w 'e r e  s c r a p e d  w i t h  a  p o l i c e m a n  

( C o s t a r ,  C a m b r i d g e ,  M A ) ,  a n d  a f t e r  w a s h i n g  ( 4 5 0 g ,  10 

m i n ) ,  1 0 0 -^ 1  a l i q u o t s  o f  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n  (5  x  105/ m l )  

w e r e  p i p p e t t e d  in  9 4  w e l l s  o f  a  9 6 - w e l l  f l a t - b o t t o m  

m i c r o t i t e r p l a t e  ( A / S  N u n c ,  R o s k i l d e ,  D e n m a r k ) .  A f t e r  

i n c u b a t i o n  o v e r n i g h t  ( 3 7 ° C ,  5 %  C 0 2) ,  t h e  c u l t u r e  s u p e r 

n a t a n t s  w e r e  d e c a n t e d ,  a n d  1 0 0  /¿I o f  15 /x g /m l  a c t i n o -  

m y c i n  D  ( S i g m a )  in  s a l i n e ,  a n d  1 0 0  fi\ o f  R P M I  1 6 4 0  

w i t h  1 0 %  f e t a l  c a l f  s e r u m  w 'a s  a d d e d  t o  e a c h  w 'e l l .  A f t e r  

a d d i n g  1 0 0  /xl o f  e i t h e r  m e d i u m  ( c o n t r o l ) ,  T N F  s t a n d a r d s  

o r  s a m p l e s  t o  a t  l e a s t  q u a d r u p l i c a t e  w e l l s ,  t h e  p l a t e s  w e r e  

r e i n c u b a t e d .  T h e  n e x t  d a y ,  t h e  s u p e r n a t a n t s  w 'e r e  d e 

c a n t e d  a n d  t h e  w e l l s  w e r e  r i n s e d  w i t h  s a l i n e .  A f t e r  s t a i n 

i n g  o f  t h e  c e l l s  w ' i th  0 . 1  %  ( w / v )  c r y s t a l  v i o l e t  ( S i g m a )  in  

1 0 0 %  m e t h a n o l  f o r  2 0  m i n ,  t h e  p l a t e s  w e r e  r i n s e d  w i t h  

t a p  w a t e r  a n d  d r i e d .  A b s o r b a n c e  ( A )  w a s  m e a s u r e d  in  a n  

E L I S A  r e a d e r  a t  5 9 5  n m  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c y t o t o x 

i c i t y  d e t e r m i n e d  a s

[ ( A COn tro l— A sam p leV A co n tro l ]  ^  1 00 .

Is o la t io n  a n d  C u l t u r e  o f  H u m a n  M o n o n u c le a r  C e l ls

H e p a r i n i z e d  b l o o d  ( 1 0  U  h e p a r i n / m l  b l o o d )  f r o m  h u 

m a n  v o l u n t e e r s  w a s  d i l u t e d  t h r e e f o l d  in  0 . 1 5  M  s a l i n e  

a n d  c e n t r i f u g e d  o n  p y r o g e n - f r e e  F i c o l l  H y p a q u e .  T h e  

m o n o n u c l e a r  c e l l s  ( M N C )  o f  t h e  i n t e r p h a s e  w e r e  w a s h e d  

t h r e e  t i m e s  in  u l t r a f i l t e r e d  [ 12] R P M I  1 6 4 0  s u p p l e m e n t e d  

w i t h  2  m M  L - g l u t a m i n e ,  1 0 0  U / m l  b e n z y l p e n i c i l l i n ,  100

f.ig/ m l  s t r e p t o m y c i n ,  10 m M  H E P E S  (a l l  f r o m  M i c r o 

b i o l o g i c a l  A s s . ,  W a l k e r s v i l l e ,  M D ) ,  a n d  1 %  h e a t - i n a c t i -  

v a t e d  A B  s e r u m .  A  v o l u m e  o f  1 0 0  /xl o f  c e l l  s u s p e n s i o n  

( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  2 . 5  x  106 c e l l s / m l )  w a s  a d d e d  t o  

f l a t - b o t t o m  m i c r o t i t e r  p l a t e s  ( A / S  N u n c ) ,  t o  w h i c h  e i t h e r  

1 0 0  fx 1 o f  m e d i u m  o r  m e d i u m  c o n t a i n i n g  Escherichia coli 

L P S  ( S i g m a )  in  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s ,  o r  0 . 5  f.i g / m l  

p h y t o h e m a g g l u t i n i n  ( P H A )  ( B u r r o u g h s  W e l l c o m e ,  R e 

p o i n t s  f r o m  2 5 g ,  f e m a l e  S w i s s  W e b s t e r  m i c e  ( C h a r l e s  

R i v e r  L a b o r a t o r i e s ,  W i l m i n g t o n ,  M A )  t h a t  r e c e i v e d  a n  

i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  2  ¿¿g o f  H u  r T N F .

M e a s u r e m e n t  o f  T N F  C o n c e n t r a t io n  in  H u m a n  

P la s m a

P l a s m a  s a m p l e s  p r e p a r e d  f r o m  e i t h e r  c i t r a t e d  o r  h e p a 

r i n i z e d  b l o o d  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  f e b r i l e  i l l n e s s e s  w e r e  

t e s t e d  f o r  T N F  in  t h e  R I A .

R E S U L T S  

V a l id a t io n  a n d  S p e c i f ic i t y  o f  t h e  R IA  f o r  H u m a n  

T N F

A s  s h o w n  in  F i g u r e  1, f r a c t i o n s  o f  r a d i o l a b e l e d  H u  

r T N F  w 'h i c h  h a d  t h e  h i g h e s t  b i n d i n g  t o  a n t i - T N F  w e r e  

f o u n d  in  t h e  f i r s t  p e a k  o f  e l u t i n g  r a d i o a c t i v i t y ,  w h e r e a s  

t h e  s e c o n d  p e a k  c o n t a i n e d  t h e  n o n p r e c i p i t a b l e  f r e e  i o 

d i n e .  T h e  f r a c t i o n s  w i t h  g r e a t e r  t h a n  8 5 %  o f  p r e c i p i t a b l e  

r a d i o l a b e l  w e r e  p o o l e d  a n d  u s e d  a s  r a d i o l a b e l e d  T N F  in 

t h e  R I A .  T h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h i s  p o o l  w a s  a p p r o x i -
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F R A C T I O N

F ig .  1 . G e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  T N F  

o n  S e p h a d e x  G 5 0 .  T h e  s q u a r e  s y m b o l s  r e p r e s e n t  t h e  c o u n t s  in  

5  n\ o f  e a c h  f r a c t i o n .  T h e  c lo s e d  c i r c le s  r e p r e s e n t  t h e  c o u n t s  

o b t a i n e d  in  e a c h  f r a c t i o n  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  a n t i - T N F  a n t i 

s e r u m  a n d  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l / a n t i r a b b i t  Ig G .
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T N F  ( p g / m l  )

F ig .  2 .  F u n c t i o n a l  a n d  s t r u c t u r a l  i n t e g r i t y  o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  

T N F .  B i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  T N F  ( □ )  is  c o m -  

p a r e d  w i t h  t h a t  o f  u n l a b e l e d  H u  r T N F  ( Y )  o n  L 9 2 9  c e l ls .  T h e  

i n s e r t  s h o w s  a u t o r a d i o g r a p h y  o f  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c 

t r o p h o r e s i s  o f  r a d i o l a b e l e d  H u  r T N F .  A  s in g le  b a n d  is  o b t a i n e d  

a t  a p p r o x i m a t e l y  1 7  k D .

L OGI T

F ig .  4 .  S t a n d a r d  c u r v e s  f o r  t h e  T N F  R IA  in  B S A - b u f f e r

( ■ ------- ■ )  a n d  s e r u m  ( O ----- O ) .  T h e  c p m  o f  t h e  s t a n d a r d s  a r e

c o n v e r t e d  in t o  lo g i t .  T h e  c u r v e  f i t  f o r  t h e s e  c u r v e s  c a n  b e  

d e s c r i b e d  a s  y  =  6 4 . 9 7 x  1 0 - 0 ,3 5 x  f o r  t h e  c u r v e  in  b u f f e r  

( r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t  0 . 9 8 )  a n d  a s  y  =  5 6 . 8 0  x  1 0 “ ° ' 50x f o r  

t h e  c u r v e  in  s e r u m  ( r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t  0 . 9 6 ) .  T h e  s e n s i t i v i t y  

o f  t h e  a s s a y s  is  le s s  t h a n  1 0  p g / m l  ( lo g i t  < 2 . 9 4 ) .

RECIPROCAL  ANT IBODY  T ITER

F ig .  3 .  T i t r a t i o n  o f  a n t i - T N F  a n t i s e r u m  w i t h  r a d i o l a b e l e d  T N F .  

T h e  a n t i g e n  a n t i b o d y  c o m p l e x e s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  w i t h  p o l y 

e t h y l e n e  g l y c o l / a n t i r a b b i t  Ig G .  T h e  r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  

p e r c e n t  o f  t h e  t o t a l  c o u n t s  p e r  m in .

m a t e l y  10 ¡xCi/fig. S D S  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o 

r e s i s  d e m o n s t r a t e d  t h e  h o m o g e n e i t y  o f  t h e  p o o l e d  

f r a c t i o n s  o f  r a d i o l a b e l e d  T N F  ( F i g .  2 ,  i n s e r t ) .  T h e  b i o 

l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  H u  r T N F  a p p e a r e d  n o t  t o  h a v e  

b e e n  a f f e c t e d  b y  t h e  l a b e l i n g  p r o c e d u r e  ( F i g .  2 ) .

T i t r a t i o n  o f  t h e  a n t i s e r u m  w i t h  t h e  p o o l e d  r a d i o l a b e l e d  

l i g a n d  is s h o w n  in  F i g u r e  3 .  A  4 1 %  p r e c i p i t a t i o n  w i t h  

p o l y e t h y l e n e  g l y c o l / a n t i  r a b b i t  I g G  a t  a n  a n t i - T N F  d i l u 

t i o n  o f  1 :2 0 ,0 0 0  w a s  d e t e c t e d  a n d  t h i s  d i l u t i o n  w a s  c h o 

s e n  f o r  u s e  in  t h e  s u b s e q u e n t  R I A s .

R e p r e s e n t a t i v e  s t a n d a r d  c u r v e s  f o r  T N F  in  B S A - b u f f e r  

a n d  f r o z e n - t h a w e d  h u m a n  s e r u m  a r e  s h o w n  in  F i g u r e  4 .  

T h e  s t a n d a r d  c u r v e s  in  t h e s e  f l u i d s  d o  n o t  c o i n c i d e ,

w h i c h  i m p l i e s  t h a t  s t a n d a r d  c u r v e s  s h o u l d  b e  g e n e r a t e d  

n o t  o n l y  in  B S A - b u f f e r ,  b u t  a l s o  in  r e l e v a n t  b i o l o g i c a l  

f l u i d s .  F r o m  t h e s e  s t a n d a r d  c u r v e s  it c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  

s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  i s  <  10 p g / m l  ( 9 5 %  c o n f i d e n c e  

l i m i t ,  2 . 9  l o g i t ) .  I n  m o r e  t h a n  2 0  r a d i o i m m u n o a s s a y s  

u s i n g  r a d i o l a b e l e d  T N F  t h a t  w a s  i o d i n a t e d  a t  d i f f e r e n t  

o c c a s i o n s ,  t h e  s e n s i t i v i t y  in  B S A - b u f f e r  w a s  in  t h e  s a m e  

o r d e r  o f  m a g n i t u d e  ( b e t w e e n  3 a n d  7 8  p g / m l ,  m e d i a n  11 

p g / m l ) .

T h e  R I A  f o r  H u  T N F  d i d  n o t  s h o w  c r o s s - r e a c t i v i t y  

w i t h  e i t h e r  1 0 0  o r  10 n g / m l  h u m a n  r e c o m b i n a n t  I L - 1  ß; 

1 0 0  o r  10 n g / m l  h u m a n  r e c o m b i n a n t  I L - 1  a:; 1 , 0 0 0  o r  

1 0 0  n g / m l  h u m a n  r e c o m b i n a n t  I L - 2 ;  1 0 0  n g / m l  h u m a n  

r e c o m b i n a n t  I L - 6 , 1 , 0 0 0  o r  1 0 0  U / m l  h u m a n  r e c o m b i 

n a n t  i n t e r f e r o n  a ;  1 , 0 0 0  o r  1 0 0  U / m l  h u m a n  r e c o m b i n a n t  

i n t e r f e r o n  7 ; 10 o r  1 n g / m l  h u m a n  r e c o m b i n a n t  G M -  

C S F ;  5 0 ,  5 ,  0 . 5 ,  o r  0 . 0 5  n g / m l  l y m p h o t o x i n ;  1 0 0  o r  5 0  

n g / m l  h u m a n  C 5 a  d e s  a r g ;  o r  10, 5 ,  2 . 5 ,  1 . 2 5 ,  0 . 6 2 5 ,  

0 . 3 1 2 ,  0 . 1 5 6 ,  0 . 0 7 8 ,  0 . 0 3 9 ,  o r  0 . 0 2 0  n g / m l  m u r i n e  r e 

c o m b i n a n t  T N F .

M e a s u r e m e n t  o f  T N F  C o n c e n t r a t io n s  in  H u m a n  

M N C  L y s a t e s  a n d  S u p e r n a t a n t s

W h e n  s u p e r n a t a n t s  f r o m  2 4 - h  c u l t u r e s  o f  p e r i p h e r a l  

b l o o d  M N C ,  e i t h e r  u n s t i m u l a t e d  o r  s t i m u l a t e d ,  w e r e  

t e s t e d  in  b o t h  t h e  R I A  a n d  b i o a s s a y ,  a  g o o d  c o r r e l a t i o n  

w a s  f o u n d  ( F i g .  5 ) .  B e c a u s e  o f  t h e  d i f f e r e n t  d e t e c t i o n  

r a n g e s  o f  b o t h  a s s a y s  ( b i o a s s a y ,  5 0 0 - 1 5  p g / m l ;  R I A ,

2 , 0 0 0 - 1 0  p g / m l )  t h e s e  s a m p l e s  w e r e  t e s t e d  in  t h e  s e n s i 

t i v e  p o r t i o n  o f  e i t h e r  a s s a y  a t  v a r i o u s  d i l u t i o n s ,  a n d  t h e  

d a t a  s h o w n  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d i l u t i o n s .  R e p e a t -
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w a s  f o u n d :  2  n g / m l  T N F  w i t h  1 n g / m l  L P S  u p  t o  1 0 0  n g /  

m l  T N F  w i t h  5 0  n g / m l  L P S ,  a n d  t h e r e a f t e r  l e v e l i n g  o f f .  

T h e  I L - 1  (3 c o n c e n t r a t i o n  in  t h e s e  s u p e r n a t a n t s  m e a s u r e d  

in  a n  R I A  s h o w e d  a n  i n c r e a s e  f r o m  0 . 2  n g / m l  t o  19 n g /  

m l  w i t h  t h e  s a m e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  L P S .  C o n c e n t r a t i o n s  

o f  I L - 1  a: i n c r e a s e d  f r o m  0 . 0 4  t o  1 n g / m l  ( F i g .  6 ).

T o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t r a i n d i v i d u a l  c o n s i s t e n c y  o f  T N F  

p r o d u c t i o n ,  h u m a n  M N C  o f  t h r e e  d o n o r s  i s o l a t e d  a n d  

c u l t u r e d  o n  t h r e e  d i f f e r e n t  d a y s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  

m e d i u m  a l o n e ,  m e d i u m  w i t h  1 n g / m l  L P S ,  a n d  m e d i u m  

w i t h  3 0  fig! m l  P H A .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  s h o w  g o o d  c o n 

s i s t e n c y  f o r  u n s t i m u l a t e d  a n d  L P S  s t i m u l a t e d  c e l l s  b u t  

l e s s  s o  f a r  P H A  s t i m u l a t i o n  ( F i g .  7 ) .

D is t r ib u t io n  o f  T N F  P r o d u c e d  b y  M N C  o f  a C o h o r t  

100000 o f  5 0  H e a l t h y  H u m a n s

B I O A SSA Y  ( PG/ ML )

F ig .  5 .  C o r r e l a t i o n  b e t w e e n  r a d i o i m m u n o a s s a y  f o r  T N F  a n d  

t h e  b i o a s s a y .  T h e  r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t  is  0 . 8 9 .
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L P S  ( N G / M L )

F ig .  6 .  M e a n  s e c r e t i o n  o f  T N F ,  IL -1  (3 a n d  a  b y  2 . 5  x  1 0 6 

m o n o n u c l e a r  c e l ls  o f  t h r e e  d o n o r s  a f t e r  d i f f e r e n t  d o s a g e s  o f  

L P S  in  v i t r o .  T h e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  f o r  2 4  h .  T h e  b a r s  r e p r e 

s e n t  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n .

e d l y  f r e e z i n g  a n d  t h a w ' i n g  o f  t h e  s a m p l e s  ( u p  t o  t h r e e  

t i m e s )  w a s  f o u n d  n o t  t o  a f f e c t  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  R I A .

C o m p a r is o n  o f  A m o u n t s  o f  T N F ,  IL -1  ¡3 a n d  a  

S e c r e t e d  b y  M N C

N e x t ,  t h e  d o s e - e f f e c t  r e l a t i o n s h i p  f o r  L P S  s t i m u l a t i o n  

o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  M N C  w a s  a s s e s s e d  in  s u p e r n a t a n t s  

f r o m  c e l l s  o f  t h r e e  n o r m a l  d o n o r s ,  c u l t u r e d  f o r  2 4  h  ( F i g .  

6 ) .  A  d o s e  d e p e n d e n t  i n c r e a s e  o f  t h e  T N F  p r o d u c t i o n

T h e  a m o u n t  o f  T N F  p r o d u c e d  b y  h u m a n  M N C  in  v i t r o  

w a s  d e t e r m i n e d  in  a  c o h o r t  o f  5 0  n o r m a l  v o l u n t e e r s  

( l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l ) .  W e  s t u d i e d  t o t a l  T N F  p r o d u c t i o n  

b y  m e a s u r i n g  t h e  c o m b i n e d  s u p e r n a t a n t  a n d  c e l l  l y s a t e  

m a t e r i a l  p r e s e n t  a f t e r  2 4  h  o f  i n c u b a t i o n .  T h e  d a t a  a r e  

d e p i c t e d  in  F i g u r e  8 . W i t h  f e w  e x c e p t i o n s ,  T N F  l e v e l s  

w e r e  b e l o w  t h e  l o w e r  d e t e c t i o n  l i m i t  w i t h o u t  e x o g e n o u s  

s t i m u l i .  T h e  u n s t i m u l a t e d  M N C  s h o w  a  n a r r o w  c o n c e n 

t r a t i o n  r a n g e  o f  T N F .  L P S - s t i m u l a t i o n  l e d  t o  T N F  c o n 

c e n t r a t i o n s  u p  t o  n e a r l y  6  n g / m l  ( m e d i a n  2 . 0  n g / m l ) .  In  

4  i n d i v i d u a l s ,  t h e  T N F  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  b e l o w  d e t e c 

t i o n  l e v e l .  W i t h  P H A  a s  a  s t i m u l u s ,  a  w i d e r  d i s t r i b u t i o n  

o f  T N F  c o n c e n t r a t i o n s  w a s  o b s e r v e d  ( >  14 n g / m l ) .  O n l y  

o n e  T N F  d e t e r m i n a t i o n  w a s  b e l o w  d e t e c t i o n  l e v e l .  C u l 

t u r e s  p e r f o r m e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  i n d o m e t h a c i n  s h o w e d
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P H A

F ig .  7 . T h e  c o n s i s t e n c y  o f  T N F  p r o d u c t i o n  in  v i t r o ;  2 . 5  x  1 0 6 

m o n o n u c l e a r  c e l l s  o f  3  d i f f e r e n t  d o n o r s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  c u l 

t u r e d  o n  t h r e e  d i f f e r e n t  d a y s .  T h e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  f o r  2 4  h 

in  m e d i u m  a l o n e ,  in  t h e  p r e s e n c e  o f  1 n g  L P S / m l  o r  P H A  3 0  ¿¿g/ 

m l.  S u p e r n a t a n t s  a n d  c e l l  l y s a t e s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  a s s a y e d .  

R e s u l t s  s h o w  t h e  m e a n  a n d  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o n  t h r e e  d i f f e r 

e n t  d a y s .

T N F  

I L - 1  f t
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h i g h e r  T N F  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  a p p r o x i m a t e l y  7 5 %  o f  t h e  

d o n o r s  ( F i g .  8 ) .  T h e  d i f f e r e n c e s  in  T N F  p r o d u c t i o n  in  

t h e  p r e s e n c e  o f  i n d o m e t h a c i n  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t  f o r  t h e  

u n s t i m u l a t e d  c e l l s ;  h o w e v e r ,  f o r  b o t h  L P S -  a n d  P H A -  

s t i m u l a t e d  c e l l s ,  i n d o m e t h a c i n  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  

a m o u n t  o f  T N F  ( p  <  0 . 0 0 5 ,  W i l c o x o n  m a t c h e d - p a i r s  

s i g n e d - r a n k s ,  t w o - t a i l e d ) .

T h e  M N C  p r e p a r a t i o n s  a f t e r  F i c o l l  H y p a q u e  s e p a r a 

t i o n  c o n t a i n e d  o n  a v e r a g e  1 9 . 1 %  ( S D  ±  1 0 . 7 )  m o n o 

c y t e s .  N o  c o r r e l a t i o n  w a s  f o u n d  b e t w e e n  t h e  n u m b e r  o f  

m o n o c y t e s  a n d  t h e  a m o u n t  o f  T N F  p r o d u c e d  ( d a t a  n o t  

s h o w n ) .

U s e  o f  t h e  R IA  W i t h  P la s m a  S a m p le s

T o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  w e  c o u l d  r e c o v e r  T N F  f r o m  t h e  

c i r c u l a t i o n ,  w e  i n j e c t e d  m i c e  w i t h  F lu  r T N F  i n t r a p e r i t o -  

n e a l l y ,  a n d  d e t e c t e d  t h e  a p p e a r a n c e  a n d  c l e a r a n c e  o f  H u  

r T N F  in  t h e  p l a s m a .  A n  i n j e c t i o n  o f  2  ¿xg o f  h u m a n  T N F ,  

w h i c h  is a  n o n l e t h a l  d o s e ,  p r o d u c e d  a  p e a k  c o n c e n t r a t i o n  

o f  2 6 6  n g / m l  a f t e r  12 m i n .  A f t e r  15 m i n ,  t h e  c o n c e n t r a 

t i o n  h a d  f a l l e n  t o  127  n g / m l .

W h e n  p l a s m a  s a m p l e s  ( w i t h  h e p a r i n  o r  c i t r a t e )  f r o m  

p a t i e n t s  w i t h  a  v a r i e t y  o f  f e b r i l e  i l l n e s s e s  ( b u r n s ,  s e p t i 

c e m i a ,  S t i l l ’s d i s e a s e ,  H o d g k i n ’s d i s e a s e )  w e r e  a d d e d  

d i r e c t l y  t o  t h e  R I A ,  T N F  w a s  n o t  d e t e c t e d .  W e  o b s e r v e d  

t h a t  in  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e s e  a c u t e - p h a s e  s a m p l e s ,  p r e c i p -  

i t a b l e  r a d i o a c t i v i t y  w a s  o f t e n  g r e a t e r  t h a n  1 0 0 % o f  t h e  

z e r o  s t a n d a r d ,  s u g g e s t i n g  e n h a n c e d  b i n d i n g  o f  t h e  r a d i o 

l a b e l ,  e v e n  i f  t h e  s t a n d a r d  c u r v e s  f o r  t h e s e  a s s a y s  w e r e  

p e r f o r m e d  in  n o r m a l  p l a s m a .  H o w e v e r ,  in  h e p a r i n i z e d  

p l a s m a  s a m p l e s  o f  f o u r  p a t i e n t s  w i t h  m a l a r i a ,  w e  w e r e  

a b l e  t o  d e t e c t  T N F  c o n c e n t r a t i o n s  o f  2 7 4  +  S E M  4 5  p g /  

m l .

D IS C U S S IO N

E m p l o y i n g  t h e  m o d i f i e d  c h l o r a m i n e  T  m e t h o d  o f  r a 

d i o l a b e l i n g  a n d  s e l e c t i n g  t h e  h i g h e s t  b i n d i n g  f r a c t i o n s  t o  

t h e  s p e c i f i c  p o l y c l o n a l  a n t i - T N F ,  w e  r e p o r t  t h e  d e v e l o p 

m e n t  o f  a  s e n s i t i v e  a n d  u s e f u l  R I A .  T h e  p r o c e s s  o f  

r a d i o l a b e l i n g  o f  t h e  T N F  m o l e c u l e  d o e s  n o t  d e g r a d e  t h e  

m o l e c u l e  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s ,  n o r  d o e s  it a f f e c t  t h e  b i o a c t i v i t y .  A l 

t h o u g h  w e  h a v e  f o u n d  a  g o o d  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  

R I A  a n d  t h e  b i o a s s a y  f o r  T N F ,  t h e  R I A  is c l e a r l y  s u p e 

r i o r  t o  t h e  b i o a s s a y .  T h e  l a t t e r  is m o r e  l a b o r i o u s  a n d  l e s s  

s p e c i f i c  t h a n  t h e  R I A .  S u b s t a n c e s  i n h i b i t i n g  o r  p r o m o t i n g  

g r o w t h  o r  a d h e r e n c e  o f  t h e  L 9 2 9  c e l l s  m a y  l e a d  t o  f a l s e -  

p o s i t i v e  o r  f a l s e - n e g a t i v e  r e s u l t s .  A l s o  f a c t o r s ,  s u c h  a s  

I L - 1/5, m a y  s y n e r g i z e  w i t h  T N F  a n d  l e a d  t o  i n c r e a s e d  

c y t o t o x i c i t y  ( I k e j i m a  e t  a l ,  u n p u b l i s h e d  r e s u l t s ) .

T h e  R I A  is  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  T N F  

p r o d u c e d  b y  c u l t u r e d  h u m a n  m o n o c y t e s  a n d  n a t u r a l  k i l l e r
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C O N T R O L  L P S  P H A

F ig .  8 .  D i s t r i b u t i o n  o f  T N F  p r o d u c t i o n  b y  2 . 5  x  1 0 6 M N C  o f  5 0  

d o n o r s .  S u p e r n a t a n t s  a n d  c e l l  l y s a t e s  w e r e  c o l l e c t e d  a f t e r  2 4  h 

o f  c u l t u r e  in  m e d i u m  a l o n e ,  in  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 5  n g / m l  L P S  

o r  3 0  ^ g / m l  P H A .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  ( +  ) o r  

w i t h o u t  ( - )  i n d o m e t h a c i n .

c e l l s  [ 1 3 - 1 5 ] .  U s i n g  a  s o l i d - p h a s e  R I A  f o r  T N F ,  C u t u r i  

e t  a l  r e c e n t l y  r e p o r t e d  t h a t  T  l y m p h o c y t e s  e x p o s e d  t o  

p h o r b o l  e s t e r s  o r  c a l c i u m  i o n o p h o r e  a l s o  p r o d u c e  T N F  

[ 1 5 ] .  F o r  s t u d i e s  l i k e  o u r s ,  in  w h i c h  l y m p h o c y t e s  a r e  n o t  

s e p a r a t e d  f r o m  m o n o c y t e s ,  it is  i m p o r t a n t  t o  k n o w  t h a t  

t h e  R I A  d o e s  n o t  d e t e c t  t h e  c o m p a r a b l e  l y m p h o c y t e  p r o d 

u c t ,  l y m p h o t o x i n  ( T N F  j3), d e s p i t e  i ts  s t r u c t u r a l  h o m o l 

o g y  w i t h  T N F  ( T N F  a )  [ 1 6 ,  17 ] .  I n  t h e  e x p e r i m e n t s  

u s i n g  P H A  a s  a  s t i m u l a n t ,  p r o d u c t i o n  o f  l y m p h o t o x i n  

c o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  h a v e  o c c u r r e d  [ 1 5 ,  18] .

T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  T N F  p r o d u c e d  in  t h e  c u l t u r e s  o f  

t h e  u n s t i m u l a t e d  h u m a n  c e l l s  in  o u r  e x p e r i m e n t s  s h o w  a  

n a r r o w  r a n g e ,  o w i n g  t o  s t r i c t  m e a s u r e s  t o  e l i m i n a t e  c o n 

t a m i n a t i n g  b a c t e r i a l  p r o d u c t s  ( s u c h  a s  L P S )  f r o m  r e 

a g e n t s  a n d  c u l t u r e  m e d i a  [ 1 2 ] .  I n c u b a t i o n  w i t h  

i n d o m e t h a c i n  s h o w e d  a  s l i g h t  b u t  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in  

t h e  a m o u n t  o f  T N F  p r o d u c e d  b y  L P S -  o r  P H A - s t i m u l a t e d
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c e l l s ,  p o i n t i n g  t o  a n  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  p r o d u c t s  o f  t h e  

c y c l o o x y g e n a s e  p a t h w a y .

U s i n g  t h e  R I A s  t o  T N F ,  IL -1  o: a n d  (3, w e  m e a s u r e d  

t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e s e  t h r e e  m a j o r  c y t o k i n e s  s e c r e t e d  

b y  h u m a n  M N C  s t i m u l a t e d  w ' i th  v a r i o u s  d o s e s  o f  L P S .  

I n  a  h i g h l y  c o n s i s t e n t  f a s h i o n ,  t h e  c e l l s  o f  t h e  t h r e e  

d o n o r s  s e c r e t e d  l a r g e  a m o u n t s  o f  T N F  a n d  a  t e n f o l d  

l e s s e r  a m o u n t  o f  I L - 1  (3. T h e  a m o u n t  o f  I L - 1  a  s e c r e t e d  

w a s  c o n s i d e r a b l y  low^er.  I f ,  h o w e v e r ,  t o t a l  ( i e . ,  s e c r e t e d  

a n d  c e l l - a s s o c i a t e d )  IL -1  ¡3 is  c o m p a r e d  w i t h  t o t a l  T N F ,  

t h e  a m o u n t  o f  I L - 1  (3 is  g r e a t e r  t h a n  t h e  a m o u n t  T N F  

( E n d r e s  e t  a l ,  u n p u b l i s h e d  d a t a ) .  T h e  e x p l a n a t i o n  s h o u l d  

b e  s o u g h t  in  d i f f e r e n c e s  in  t h e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  

T N F  a n d  I L - 1 .  T N F  h a s  a  p r o m i n e n t  s i g n a l  p e p t i d e  f o r  

c l e a v a g e  a n d  t r a n s p o r t  [ 1 6 ] ,  a n d  t h u s  t h e  a m o u n t  o f  T N F  

s e c r e t e d  a p p r o x i m a t e s  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  T N F  p r o 

d u c e d .  I L - 1  is l a c k i n g  a  c l e a r  s i g n a l  p e p t i d e  [ 1 9 ] ,  a n d  

t h i s  r e s u l t s  in  a  v a r i a b l e  a m o u n t  o f  e x t r a c e l l u l a r  IL -1  

[ 2 0 ] .  S i n c e  L P S  o n l y  s t i m u l a t e s  T N F  p r o d u c t i o n  f r o m  

m o n o c y t e s  a n d  n o t  f r o m  T  c e l l s  [ 1 5 ] ,  it c a n  b e  c a l c u l a t e d  

f r o m  t h e  n u m b e r s  o f  m o n o c y t e  t h a t  s t i m u l a t i o n  w i t h  L P S  

r e s u l t s  in  t h e  s e c r e t i o n  o f  u p  t o  0 . 2  p g  o f  T N F  p e r  

m o n o c y t e  in  2 4  h .

T h e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t h e  c e l l s  o f  5 0  d i f f e r e n t  h e a l t h y  

d o n o r s  d e m o n s t r a t e  t h e  n o r m a l  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  o f  

T N F  p r o d u c t i o n  in  v i t r o .  W i t h  L P S  a s  a  s t i m u l a n t ,  t h e  

c e l l s  o f  1 0 %  o f  t h e  d o n o r s  p r o d u c e  l e s s  t h a n  0 . 5  n g / m l  

T N F ,  a n d  t h e  c e l l s  o f  m o s t  d o n o r s  p r o d u c e  m o r e  t h a n  1 

n g / m l .  W i t h  P H  A ,  e v e n  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  T N F  

a r e  f o u n d .  It is  c o n c e i v a b l e  t h a t  t h e  g r e a t e r  a m o u n t  o f  

T N F  p r o d u c e d  u p o n  s t i m u l a t i o n  w 'i th  P H A  is m e d i a t e d  

v i a  a n  e f f e c t  o n  t h e  l y m p h o c y t e .  W e  h a v e  n o t  b e e n  a b l e  

t o  c o r r e l a t e  t h e  a m o u n t  o f  T N F  p r o d u c e d  t o  o b v i o u s  

c h a r a c t e r i s t i c s  s u c h  a s  s e x ,  r a c e ,  a n d  a g e .  S i n c e  t h e s e  

s t u d i e s  w e r e  p e r f o r m e d  o v e r  a  p e r i o d  o f  6  w e e k s ,  s e a 

s o n a l  i n f l u e n c e s  c a n  a l s o  b e  r u l e d  o u t .  T h e  e x p e r i m e n t s  

p e r f o r m e d  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t r a - i n d i v i d u a l  c o n s i s t e n c y  

o f  T N F  p r o d u c t i o n  s u g g e s t  t h a t  h i g h  a n d  l o w  r e s p o n d e r s  

w i t h  r e g a r d  t o  T N F  p r o d u c t i o n  e x i s t .  S i n c e  t h e  g e n e  f o r  

T N F  is c l o s e l y  l o c a t e d  t o  t h e  g e n e s  f o r  H L A  [ 2 1 ] ,  t h e  

l i n k a g e  o f  H L A  h a p l o t y p e s  t o  T N F  p r o d u c t i o n  s h o u l d  b e  

i n v e s t i g a t e d .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  in  w h i c h  H u  r T N F  w a s  

i n j e c t e d  i n t o  m i c e  s u g g e s t  a  s l i g h t l y  s h o r t e r  h a l f - l i f e  o f  

h u m a n  T N F  t h a n  t h e  1 0 - m i n  h a l f - l i f e  f o u n d  b y  F l i c k  a n d  

G i f f o r d  w i t h  m u r i n e  T N F  [ 2 2 ] .  D e t e c t i o n  o f  T N F  in  t h e  

c i r c u l a t i o n  o f  p a t i e n t s  is s t i l l  a  p r o b l e m  w h e n  p l a s m a  o r  

s e r u m  s a m p l e s  a r e  p u t  d i r e c t l y  in  t h e  R I A .  S i m i l a r  p r o b 

l e m s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  b y  S c u d e r i  e t  a l  [ 2 3 ] ,  w h o  w e r e  

a l s o  u n a b l e  t o  d e t e c t  T N F  in  t h e  m a j o r i t y  o f  p a t i e n t s  w i t h  

i n f e c t i o u s  o r  n e o p l a s t i c  d i s e a s e .  L i k e  t h e m ,  w e  d e t e c t e d  

c i r c u l a t i n g  T N F  in  m a l a r i a .  T h e  d e t e c t a b i l i t y  o f  T N F  in 

m i c e  i n j e c t e d  w i t h  h u m a n  r e c o m b i n a n t  I L - 1  a n d  t h e  o b 

s e r v a t i o n  t h a t  a c u t e - p h a s e  p l a s m a  s a m p l e s  b i n d  m o r e

t h a n  1 0 0 %  o f  t h e  r a d i o l a b e l e d  T N F  p o i n t s  t o  s u b s t a n c e s  

in  t h e  c i r c u l a t i o n  o f  h u m a n s  w i t h  v a r i o u s  d i s e a s e s  t h a t  

c o m p e t e  w i t h  a n t i - T N F  f o r  b i n d i n g  o f  t h e  l a b e l e d  T N F  

S t u d i e s  a r e  u n d e r  w a y  t o  s e p a r a t e  T N F  f r o m  s u c h  s u b 

s t a n c e s .  H o w e v e r ,  t h e  R I A  is  h i g h l y  u s e f u l  t o  m e a s u r e  

T N F  in  s t i m u l a t e d  M N C  f r o m  h u m a n s ,  e g ,  in  d i s e a s e  

s t a t e s ,  o n  d r u g s ,  a n d  d u r i n g  c y t o k i n e  t r e a t m e n t .  A t  a 

m o r e  b a s i c  l e v e l ,  d e t e c t i o n  o f  i m m u n o r e a c t i v e  T N F  in 

s t u d i e s  o n  c y t o k i n e  i n t e r a c t i o n ,  a n d  s t u d i e s  o f  h o w  v a r 

i o u s  a g e n t s  a f f e c t  T N F  s y n t h e s i s  a n d  g e n e  e x p r e s s i o n  in 

v i t r o  w i l l  h e l p  t o  c l a r i f y  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  c o n t r o l  

o f  T N F  p r o d u c t i o n .
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