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a n d  T u f t s  U n i v e r s i t y  S c h o o l  o f  

M e d i c i n e ,  B o s t o n

In vitro p r o d u c t i o n  o f  I L l p ,  I L l a ,  T N F  a n d  I L 2  

in  h e a l t h y  s u b j e c t s :  d i s t r i b u t i o n ,  e f f e c t  o f  

c y c l o o x y g e n a s e  i n h i b i t i o n  a n d  e v i d e n c e  o f  

i n d e p e n d e n t  g e n e  r e g u la t i o n *

N u m e r o u s  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  a l t e r e d  in vitro c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  in  v a r i o u s  

d i s e a s e s .  I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w e  u s e d  s p e c i f i c  i m m u n o a s s a y s  t o  q u a n t i t a t e  

p r o d u c t i o n  o f  i n t e r l e u k i n  1(3 ( I L  1(3), I L  l a ,  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  ( T N F )  a n d  I L 2  

f r o m  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  ce l ls  ( P B M C ) .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

c e l l - a s s o c i a t e d  a n d  s e c r e t e d  c y t o k i n e s  w a s  s t u d i e d  in  P B M C  o f  21 i n d iv id u a l s ;  in  

r e s p o n s e  t o  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  t h e  p r o p o r t i o n  o f  c e l l - a s s o c i a t e d  I L  1(3 

r a n g e d  f r o m  13%  t o  5 6 % ,  f o r  I L  l a  2 9 %  to  9 8 % ,  a n d  f o r  T N F  2 %  t o  1 7 % .  I n  a 

l a r g e r  c o h o r t  o f  32  s u b j e c t s ,  t h e  t o t a l  a m o u n t  o f  i m m u n o r e a c t i v e  c y t o k i n e s  

p r o d u c e d  in  r e s p o n s e  to  L P S  o r  p h y t o h e m a g g l u t i n i n  w a s  n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  

w i t h in  t h e  s t u d y  g r o u p .  M e a n  p r o d u c t i o n  o f  I L l a  in  r e s p o n s e  t o  L P S  w a s

10.1  n g /m l  a n d  e x c e e d e d  p r o d u c t i o n  o f  I L  1(3 ( 5 .6  n g /m l )  a n d  T N F  (2 .2  n g /m l ) .  

T h e  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  w a s  c h a r a c t e r i z e d  b y  h ig h  i n t e r s u b j e c t  v a r i a b i l i t y  

e x t e n d i n g  o v e r  tw o  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  h ig h  a n d  lo w  

“ p r o d u c e r s ” . P r o d u c t i o n  o f  I L l a  a n d  IL 1 |3  c o r r e l a t e d  (7? =  0 .6 9 ) .  I n  c o n t r a s t ,  

p r o d u c t i o n  o f  I L  1(3 d id  n o t  c o r r e l a t e  w i th  p r o d u c t i o n  o f  T N F  o r  I L 2 .  

I n d o m e t h a c i n  p r e s e n t  d u r i n g  s t i m u l a t i o n  o f  P B M C  i n c r e a s e d  t h e  a m o u n t  o f  I L  1(3 

p r o d u c d  a n d  s h o w e d  a h ig h  c o r r e l a t i o n  (R  =  0 .8 3 )  c o m p a r e d  to  c u l t u r e s  w i t h o u t  

i n d o m e t h a c i n . T h u s ,  lo w  p r o d u c t i o n  o f  I L  1(3 in  c e r t a i n  s u b je c t s  a p p e a r s  n o t  t o  b e  

d u e  t o  i n h i b i t a b l e  le v e ls  o f  c y c lo o x y g e n a s e  p r o d u c t s .  I n  a  r e t r o s p e c t i v e  s tu d y ,  

P B M C  f r o m  12 s u b je c t s  w h o  h a d  t a k e n  o r a l  c y c lo o x y g e n a s e  i n h i b i t o r s  d u r i n g  t h e  

p r e c e d i n g  7 d a y s  p r o d u c e d  4 3 %  m o r e  I L  1(3 t h a n  s u b je c t s  w h o  d id  n o t  t a k e  t h e s e  

d r u g s  ( p < 0 . 0 5 ) .  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 a t  t h e  a m o u n t  o f  c y t o k i n e  

s y n t h e s i z e d  b y  P B M C  (a )  is r e g u l a t e d  i n d e p e n d e n t l y  f o r  I L  1 , T N F  a n d  I L 2 ;  ( b )  

c o r r e l a t e s  f o r  I L  1(3 a n d  I L  l a ;  (c )  is i n t r in s i c  f o r  lo w  a n d  h ig h  “ p r o d u c e r s ”, a n d  ( d )  

p r o d u c t i o n  o f  I L  1(3 i n c r e a s e s  w i th  t h e  u s e  o f  o r a l  c y c lo o x y g e n a s e  i n h ib i t o r s .

1  I n t r o d u c t i o n

I L  1 a n d  T N F  p a r t i c i p a t e  in t h e  h o s t ’s r e s p o n s e  t o  a c u t e  a n d  

c h r o n i c  in ju ry ,  i n f e c t i o n ,  i m m u n o l o g i c  c h a l l e n g e  o r  m a l i g 

n a n t  d i s e a s e .  A  w id e ly  u s e d  m e t h o d  t o  h e l p  e l u c i d a t e  t h e  

ro le  o f  t h e s e  c y t o k i n e s  in  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  d i f f e r e n t  

d i s e a s e s  in v o lv e s  m e a s u r i n g  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  

s t i m u l a t e d  b l o o d  l e u k o c y t e s .  A l t e r e d  p r o d u c t i o n  o f  I L  1 in 

vitro h a s  b e e n  r e p o r t e d  in s e v e r a l  d i s e a s e s  [1]. I n c r e a s e d  

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

[2]. R e d u c e d  I L 2  p r o d u c t i o n  in vitro h a s  b e e n  o b s e r v e d  in 

p a t i e n t s  w i th  A I D S  [3], s o m e  f o r m s  o f  c a n c e r  [4], r h e u m a 

t o id  a r t h r i t i s  [5], S L E  [6] a n d  t y p e  I d i a b e t e s  m e l l i t u s

[7].

B e c a u s e  o f  t h e s e  r e p o r t s  o n  a l t e r e d  le v e ls  o f  in vitro 

p r o d u c t i o n  o f  I L  l , T N F o r  I L 2  in d i s e a s e ,  t h e  p r e s e n t  s t u d y

[I 7825]

* This work  was su p p o r ted  by N IH  grant A I 15614 and ,  in par t ,  by 

Cistron B io technology  Inc.,  Pine B rook , NJ, and  E n d o g en  

C orp . ,  B oston , M A . S.E. is su p p o r ted  by gran t E 169/2-1 of the 

D eutsche  Forschungsgem einschaft.

°  P resent address: Medizinische Klinik Innens tad t  de r  Universi 

tä t ,  Z iem senstr .  1, D-8000 M ünchen ,  F R G .

C o r r e s p o n d e n c e :  C harles  A . D inare llo ,  D e p a r tm e n t  of M edicine, 

New E ng land  Medical C e n te r  Hospita ls ,  750 W ashington S tree t,  

B oston , M A  02111, U S A

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

p a t t e r n s  o f  p r o d u c t i o n  o f  t h o s e  c y t o k i n e s  in vitro in  a  c o h o r t  

o f  n o r m a l  v o l u n t e e r s .  T h e  c y t o k i n e s  w e r e  q u a n t i f i e d  b y  

s p e c i f ic  R I A  o r  E L I S A  t o  a v o id  c o n f o u n d i n g  f a c t o r s  

i n t r o d u c e d  b y  t h e  u s e  o f  b io a s s a y s .  F o r  t h e  d i f f e r e n t  

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

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

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

e f f e c t  o f  e i t h e r  in vivo o r  in vitro c y c lo o x y g e n a s e  i n h i b i t i o n  

o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .

2  M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s

2 . 1  S t u d y  p o p u l a t i o n

T h e  s t u d y  w a s  a p p r o v e d  b y  t h e  H u m a n  I n v e s t i g a t i o n  

R e v i e w  C o m m i t t e e  o f  t h e  N e w  E n g l a n d  M e d i c a l  C e n t e r  

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

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

s t a n d a r d i z e d  q u e s t i o n n a i r e  o n  m e d ic a l  h is to ry ,  m e d i c a t i o n ,  

s m o k i n g  h a b i t s  a n d  d i e t .  B l o o d  w a s  o b t a i n e d  d u r i n g  t h e  

m o r n i n g  h o u r s .

2 . 2  In vitro P B M C  s t i m u l a t i o n

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

i z e d  (2 0  U / m l )  s y r in g e s .  T h e  P B M C  f r a c t i o n  w a s  o b t a i n e d
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b y  c e n t r i f u g a t i o n  o f  d i l u t e d  b l o o d  (1 p a r t  b l o o d  t o  2 p a r t s  

p y r o g e n - f r e e  n o r m a l  s a l i n e )  o v e r  F i c o l l - H y p a q u e  (F ic o l l  

T y p e  4 0 0 ;  S ig m a ,  S t .  L o u i s ,  M O ;  a n d  H y p a q u e - M ,  9 0 % ;  

W i n t h r o p - B r e o n  L a b . ,  N e w  Y o r k ,  N Y )  w h ic h  w a s  d i l u t e d  

in  u l t r a f i l t e r e d  w a te r .  P B M C  w e r e  w a s h e d  tw ic e  in  0 .1 5  M 

N a C l  a n d  s l id e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  c y t o c e n t r i f u g a t i o n .  O n e  

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

f a s h i o n  o n  c o d e d  s l id e s  a f t e r  s t a i n i n g  w i th  W r i g h t ' s  s t a in .  I n  

a d d i t i o n ,  s o m e  P B M C  p r e p a r a t i o n s  w e r e  s t a i n e d  f o r  n o n 

s p e c i f ic  e s t e r a s e  ( S ig m a )  a n d  2 0 0  ce l ls  w e r e  c o u n t e d .  

R P M I  1640  c u l t u r e  m e d i u m  ( W h i t t a k e r  M .  A .  B i o p r o d u c t s ,  

W a lk e r s v i l l e ,  M D ) ,  s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 m M  L - g lu t a m in e ,  

100 U / m l  p e n ic i l l i n  a n d  100 | ig /m l  s t r e p t o m y c i n ,  w a s  u l t r a 

f i l t e r e d  ( h o l l o w  f i b e r  f i l t e r  U 2 0 0 0 ;  G a m b r o ,  H e c h i n g e n ,  

F R G )  in  o r d e r  t o  r e m o v e  L P S  a n d  o t h e r  m ic r o b i a l  p r o d u c t s  

a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  [8] . T h e  F i c o l l - H y p a q u e  a n d  R P M I  

m e d i a  w e r e  L P S  n e g a t i v e  b y  t h e  L i m u l u s  a m e b o c y t e  ly s a te  

a s s a y  w i t h  a  d e t e c t i o n  l im i t  o f  20  p g /m l  ( A s s o c i a t e s  o f  C a p e  

C o d ,  W o o d s  H o l e ,  M A ) .  P B M C  w e r e  s u s p e n d e d  a t  

5 x  106/m l  in  R P M I  w i th  2 %  h e a t - i n a c t i v a t e d  h u m a n  s e r u m  

f r o m  a s in g le  A B  d o n o r ,  a n d  100 |il w a s  a l i q u o t e d  in e a c h  

w e ll  o f  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 s .  A n  e q u a l  

v o l u m e  o f  e i t h e r  R P M I  ( c o n t r o l )  o r  R P M I  c o n t a i n i n g  

v a r i o u s  s t i m u l a n t s  w a s  t h e n  a d d e d .  T h e  ce l ls  w e r e  s t i m u 

l a t e d  w i th  L P S  ( f r o m  E. coli 0 5 5  : B 5 ;  S ig m a )  o r  w i th  

P H A - P  ( D i f c o ,  D e t r o i t ,  M I )  a t  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s .  

L P S  c o n c e n t r a t i o n s  r a n g i n g  b e t w e e n  0 .5  a n d  10 n g /m l  w e r e  

c h o s e n  b e c a u s e  t h e y  m o r e  c lo s e ly  a p p r o x i m a t e  c l in ic a l  

s i t u a t i o n s  t h a n  c o n c e n t r a t i o n s  u p  to  50  u g /m l  u s e d  in  s o m e  

o t h e r  s tu d i e s .  S t i m u l u s  a l i q u o t s  w e r e  s t o r e d  a t  1 ¡ ig /m l 

s t o c k  c o n c e n t r a t i o n  f o r  L P S  a n d  a t  6 0 0  (.ig/ml f o r  P H A ,  a n d  

w e r e  d i l u t e d  in  R P M I  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e .  A l l  s t im u l i  

w e r e  a d d e d  to  d u p l i c a t e  w e l ls .  I n  p a r t  o f  t h e  s t u d y  ce l ls  w e r e  

i n c u b a t e d  w i th  o r  w i t h o u t  1 j-ig/ml i n d o m e t h a c i n .  C r y s t a l 

l in e  i n d o m e t h a c i n  ( S ig m a )  w a s  d i l u t e d  in  9 5 %  e t h a n o l  a t  

100 m g /m l .  T h i s  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  d i l u t e d  w i th  R P M I  to  

2 m g /m l  a n d  s t o r e d  in  a l i q u o t s  a t  —7 0 ° C . T h e  a l i q u o t s  w e r e  

d i l u t e d  1000- fo ld  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  u s e .

A f t e r  2 4  h  a t  37  °C  in  5 %  C O 2, S N  in  t h e  w e l ls  w e r e  

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

t i t e r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  ce l ls  w e r e  f r o z e n  a t  — 70  °C. A t  

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

a n d  e x p o s e d  t o  tw o  m o r e  f r e e z e - t h a w  cy c le s  t o  ly se  t h e  

ce l ls .  T h e  c o n t e n t s  o f  d u p l i c a t e  w e l ls ,  c o n s i s t i n g  o f  cell  

l y s a te s  a n d  S N ,  w e r e  p o o l e d ,  s p u n  a t  13 0 0 0  x  g f o r  1 m in  

a n d  t h e  S N  w a s  r e f r o z e n  a t  — 7 0  °C. A p p r o x i m a t e l y  o n e  

m o n t h  l a t e r ,  t h e  s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  in 0 .0 1  m  p h o s p h a t e -  

b u f f e r e d  s a l in e  c o n t a i n i n g  0 . 2 5 %  B S A  a n d  0 .0 5 %  s o d i u m  

a z id e  ( B S A  b u f f e r )  f o r  c y t o k i n e  a s s a y s .  D i l u t i o n s  o f  t h e  cell  

S N  o r  ly s a t e s  w e r e  a d j u s t e d  to  o b t a i n  m e a s u r e m e n t s  in  t h e  

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

assay.

2 . 3  C y t o k i n e  d e t e r m i n a t i o n s

I L  1(3 [9, 10],  I L l a  a n d  T N F  [12] w e r e  d e t e r m i n e d  b y  

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

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

b i n a n t  I L  1(3, I L  l a  o r  T N F .  B r ie f ly ,  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  

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

k i n e  t r a c e r  w a s  a d d e d  a n d  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  d u r i n g  

a n o t h e r  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n .  F in a l ly ,  b o u n d  r a d i o a c t i v i t y  

w a s  p r e c i p i t a t e d  b y  s h e e p  a n t i - r a b b i t  I g G  a n t i s e r u m  a n d

t h e  a n t i b o d y - a n t i g e n  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  b y  c e n 

t r i f u g a t i o n .  R a d i o a c t i v i t y  in  t h e  p e l l e t  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  a n d  e x p r e s s e d  a s  p e r c e n t  b i n d i n g  o f  a  z e r o  

s t a n d a r d .  C y t o k i n e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  r e a d  f r o m  a s t a n d a r d  

c u r v e  o b t a i n e d  w i th  s e r ia l  d i l u t i o n s  o f  k n o w n  s t a n d a r d s .  

R e c o m b i n a n t  c y t o k i n e s  f o r  i o d i n a t i o n  a n d  s t a n d a r d  c u r v e s  

w e r e  k in d ly  p r o v i d e d  b y  D r .  A l a n  S h a w ,  G l a x o  I n s t i t u t e  o f  

M o l e c u l a r  B io lo g y ,  G e n e v a ,  S w i t z e r l a n d .  I L 2  w a s  d e t e r 

m i n e d  b y  E L I S A  ( G e n z y m e  C o r p . ,  B o s t o n ,  M A ) .  S t a t i s 

t ic a l  a n a ly s i s  w a s  p e r f o r m e d  u s in g  S t a t - V i e w  s o f t w a r e  

( A b a c u s  C o n c e p t s  I n c . ,  C a l a b a s a s ,  C A )  o n  a M a c i n t o s h  S E  

c o m p u t e r  ( A p p l e  C o m p u t e r  I n c ,  C u p e r t i n o ,  C A )  a n d  o n  a 

C l in f o  s o f tw a r e  s y s t e m  ( B o l t ,  B e r a n e k  a n d  N e w m a n ,  

C a m b r i d g e ,  M A ) .

3  R e s u l t s

3 . 1  C e l l - a s s o c i a t e d  v s .  s e c r e t e d  c y t o k i n e

C y t o k i n e  le v e ls  w e r e  q u a n t i f i e d  s e p a r a t e l y  in  t h e  ce l l-  

a s s o c i a t e d  a n d  s e c r e t e d  c o m p a r t m e n t s .  P B M C  f r o m  21 

d o n o r s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  10 n g /m l  o f  L P S  f o r  2 4  h .  S N  

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

m e d i u m  w e r e  ly s e d  b y  t h r e e  f r e e z e - t h a w  cy c le s .  C y t o k i n e  

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  b y  R I A  in  t h e  S N  ( s e 

c r e t e d  c o m p a r t m e n t )  a n d  in  t h e  ly s a te  ( c e l l - a s s o c i a t e d  

c o m p a r t m e n t )  (F ig .  1). I L l a  r e m a i n s  m o s t l y  ce l l  a s s o 

c i a t e d  ( m e d i a n  7 2 % ) ,  s l ig h t ly  m o r e  I L  1(3 is s e c r e t e d  t h a n  

r e m a i n s  ce ll  a s s o c i a t e d  ( m e d i a n  3 9 % )  a n d  v e r y  l i t t le  T N F  

r e m a i n s  ce ll  a s s o c i a t e d  ( m e d i a n  1 0 % ) .  T h e s e  r e s u l t s  c o n 

f i rm  p r e v i o u s  s t u d i e s  o n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c y t o k i n e s  

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

[13 , 14]. F u r t h e r m o r e ,  f o r  a  g iv e n  c y t o k i n e  t h e r e  is w id e  

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

c y t o k i n e ,  r a n g i n g  f r o m  1 3 %  t o  5 6 %  f o r  I L  1(3, f r o m  2 9 %  t o  

9 8 %  f o r  I L  l a  a n d  f r o m  2 %  t o  1 7 %  f o r  T N F .

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

c y t o k i n e ,  t h e  d i f f e r e n c e s  in  th i s  p r o p o r t i o n  f o r  d i f f e r e n t  

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

n a t i o n  o f  t h e  c o m b i n e d  c e l l - a s s o c i a t e d  a n d  s e c r e t e d  c o m -
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Figure 1. Rela tive  p ropo r t ion  o f  cell-associated vs. to ta l cytokine 

p roduc tion .  PB M C  from  21 subjects were s t im ula ted  with 10 ng/ml 

o f  LPS. C ytok ine  concen tra t ions  were d e te rm in ed  by R IA  in the  

SN (secre ted) and the  lysate (cell associa ted).  H orizon ta l  bars 

indicate the  m ean  p ropo r t ion  of cell-associated c o m p a r tm e n t  for 

each cytokine . IL  l a  concen tra t ions  were available for 18 o f  the  21 

subjects.
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p a r t m e n t  w a s  n e c e s s a r y  in  o r d e r  t o  c o m p a r e  t h e  a m o u n t  o f  

c y t o k i n e  s y n t h e s i z e d  b e t w e e n  I L  1(3, I L  l a  a n d  T N F .

3 . 2  N o r m a l  d i s t r i b u t i o n  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n

O f  t h e  g r o u p  o f  44  v o l u n t e e r s ,  32  o f  t h e  s u b je c t s  i n d i c a t e d  

t h a t  t h e y  h a d  n o t  t a k e n  a n y  m e d i c a t i o n  f o r  a t  l e a s t  1 w e e k ,  

w h e r e a s  12 v o l u n t e e r s  h a d  t a k e n  c y c lo o x y g e n a s e  i n h i b i t o r s  

d u r i n g  t h e  p a s t  w e e k  (5 s u b je c t s  A s p i r i n ,  5 s u b je c t s  

I b u p r o f e n ,  2 s u b je c t s  N a p r o x e n ) .  A g e  a n d  sex  d i s t r i b u t i o n  

o f  t h e  tw o  c o h o r t s  a r e  s u m m a r i z e d  in T a b le  1. T h e  m e a n  

r e s p o n s e  t o  0 .5  n g /m l  o f  L P S  w a s  10 .1  n g /m l  o f  I L l a ,  

5 .6  n g /m l  o f  I L  1(3 a n d  2 .2  n g /m l  o f  T N F  (T a b le  2 )  f o r  

P B M C  f r o m  t h e  s t u d y  c o h o r t  w i t h o u t  m e d i c a t i o n .  P r e v i o u s  

s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  0 .5  n g /m l  o f  L P S  d o e s  n o t  s t i m u 

l a t e  I L 2  p r o d u c t i o n  f r o m  P B M C  in vitro. T h e r e f o r e ,  w e
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Figure2. I n t e r i n d i v i d u a l  d i s t r i b u t i o n  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .  

P B M C  f r o m  32 s u b j e c t s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  0.5 n g / m l  L P S  f o r  

i n d u c t i o n  o f  I L  1(3, I L l a  a n d  T N F ,  a n d  w i t h  30 ¡.ig/ml P H A  f o r  

i n d u c t i o n  o f  I L  2 .T o ta l  ( c e l l - a s s o c i a t e d  p lu s  s e c r e t e d )  c y t o k i n e  w a s  

d e t e r m i n e d  b y  R I A  o r  E L I S A .

u s e d  P H A  as  a  s t i m u l u s  f o r  I L 2  p r o d u c t i o n .  In vitro 

p r o d u c t i o n  o f  I L 2  in  r e s p o n s e  t o  30  [ ig /m l o f  P H A  a v e r a g e d  

9 .4  n g /m l .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  in vitro c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  

in th i s  s t u d y  g r o u p  is d e p i c t e d  in  F ig .  2 . T h e r e  w a s  a  n o r m a l  

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

W i l k - S h a p i r o  t e s t .  T h e  l a r g e s t  S D  (6 .9  n g /m l )  w a s  s e e n  f o r  

I L 2  p r o d u c t i o n ,  i n d i c a t i n g  h ig h  i n t e r s u b j e c t  v a r ia b i l i ty .

T a b l e  1 .  C h a r a c t e r i s t i c s  o f  s t u d y  c o h o r t

3 . 3  C o v a r i a t i o n  o f  c y t o k i n e s

F ig .  2 s h o w s  t h a t  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f r o m  t h e  ce l ls  o f  

d i f f e r e n t  d o n o r s  v a r y  u p  t o  tw o  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e .  

C o r r e l a t i o n  a n a ly s i s  w a s  n e x t  p e r f o r m e d  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  a n  i n d iv id u a l  w i t h  h ig h  p r o d u c t i o n  o f  o n e  c y t o k i n e  

a l so  e x h ib i t s  h ig h  p r o d u c t i o n  o f  o t h e r  c y t o k i n e s  in  r e s p o n s e  

t o  a  g iv e n  s t i m u lu s .  P r o d u c t i o n  o f  I L  1 a n d  T N F  u s in g  L P S  

as  a  s t i m u lu s  w a s  c o m p a r e d .  F ig .  3 A  d e p i c t s  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  T N F  vs. t h e  p r o d u c t i o n  o f  I L  1(3. E a c h  s q u a r e  r e p r e s e n t s  

t h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  a s in g le  i n d i v i d u a l ’s P B M C  c u l t u r e  

s i t m u l a t e d  w i t h  0 .5  n g /m l  o f  L P S .  T h e  q u a d r a n t s  o f  t h e  

g r a p h ,  d e f i n e d  b y  t h e  m e d i a n  p r o d u c t i o n  o f  e a c h  c y t o k i n e ,  

d i s t r i b u t e  t h e  s u b je c t s  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  c y t o k i n e  r e s p o n s e :  

lo w  T N F  a n d  lo w  I L  1(3 p r o d u c e r s ,  h ig h  T N F  a n d  h ig h  I L  1(3 

p r o d u c e r s ,  a n d  t h e  tw o  g r o u p s  w i th  m ix e d  r e s p o n s e s .  T h e  

s u b je c t s  a r e  e q u a l l y  d i s t r i b u t e d  in  t h e  f o u r  q u a d r a n t s ,  

i n d i c a t i n g  i n d e p e n d e n t  v a r i a t i o n  o f  p r o d u c t i o n .  T h i s  is 

r e f l e c t e d  b y  a  lo w  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  R = 0 .1 8 .  T h e  

c o r r e l a t i o n  o f  I L  l a  t o  T N F  p r o d u c t i o n  is a l so  lo w  

(R  =  0 .4 4 ;  d a t a  n o t  s h o w n ) .

I n  c o n t r a s t ,  t h e r e  is a  h ig h  c o r r e l a t i o n  o f  I L  1(3 p r o d u c t i o n  

w i th  p r o d u c t i o n  o f  I L  l a .  T h e  m a j o r i t y  o f  s u b j e c t s  fa l l  i n to  

t h e  g r o u p  o f  lo w  I L l a  a n d  lo w  I L  1(3 p r o d u c e r s  o r  h ig h  

I L l a  a n d  h ig h  I L  1(3 p r o d u c e r s  (F ig .  3 B ) . T h e  c o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n t  is R = 0 .6 9 .  U s i n g  30  ¡ ig /m l o f  P H A  as  a  

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

I L 2  a n d  I L  1(3 (R = - 0 . 1 0 )  o r  I L 2  a n d  T N F  (R = - 0 . 2 7 )  

m e a s u r e d  in  t h e  s a m e  P B M C  s a m p l e s .

M e d i c a t i o n 3  ̂ N o  Y e s

M a l e s  1 9  4

F e m a l e s  1 9  8

A g e  ( y e a r s )

M e d i a n  2 7  3 0

M e a n  2 9 .1  3 0 . 4

R a n g e  2 0  -  4 2  2 3  - 4 3

a )  C y c l o o x y g e n a s e  i n h i b i t o r s .

3 . 4  C o m p a r i s o n  o f  in vitro c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  w i t h  t h e  

p r o p o r t i o n  o f  m o n o c y t e s  i n  t h e  p o p u l a t i o n  o f  P B M C

F o r  t h e  g r o u p  o f  32  s u b j e c t s  t h e  m e a n  p e r c e n t a g e  o f  

m o n o c y t e s  in  t h e  P B M C  c u l t u r e s  w a s  1 9 .7 %  ( ±  1 0 .5 %  S D )  

as  d e t e r m i n e d  m o r p h o lo g ic a l ly .  T h e r e  w a s  n o  c o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  m o n o c y t e s  in  t h e  P B M C  

p o p u l a t i o n  a n d  t h e  a m o u n t  o f  L P S - i n d u c e d  I L  1(3 ( c o r r e l a 

t i o n  c o e f f i c i e n t  /? =  0 .0 8 ) ,  I L l a  (Æ =  0 .1 5 )  o r  T N F  

(R  =  0 .0 7 )  p r o d u c e d .  C o r r e l a t i o n  o f  I L  1(3 p r o d u c t i o n  a n d

T a b l e  2 .  D i s t r i b u t i o n  o f  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  f o r  3 2  s u b j e c t s  w i t h o u t  m e d i c a t i o n a)

C y t o k in e :  IL 1 (3  I L l a  T N F  I L 2

S t im u lu s :  L P S  L P S  L P S  P H A

0 .5  n g /m l  0 . 5  n g /m l  0 . 5  n g /m l  3 0  p ig /m l

M e a n  c y t o k i n e  5 . 6  n g /m l  1 0 .1  n g /m l  2 . 2  n g /m l  9 . 4  n g /m l

p r o d u c t i o n

S D  ± 3 . 2  ± 4 . 7  ± 1 . 4  ± 6 . 9

P e r c e n t i l e  ( 1 0 t h - 9 0 t h ) b) ( 1 . 8 - 1 0 . 5 )  3 . 6 - 1 6 . 1 )  ( 0 . 8 - 4 . 0 )  ( 3 . 7 - 1 7 . 6 )

a )  C a l c u l a t e d  f o r  t h e  d a t a  i l l u s t r a t e d  in  F ig .  2 .

b )  T e n t h  p e r c e n t i l e  i n d i c a t e s  c o n c e n t r a t i o n s  b e l 

o w  w h i c h  s a m p l e s  f r o m  1 0 %  o f  t h e  s u b j e c t s  

fa l l .  N i n e t i e t h  p e r c e n t i l e  i n d i c a t e s  c o n c e n t r a 

t i o n  b e l o w  w h i c h  s a m p l e s  f r o m  9 0 %  o f  t h e  

s u b j e c t s  fa l l .  D a t a  a r e  n o t  a v a i l a b l e  f o r  I L l a  

p r o d u c t i o n  in  1 a n d  f o r  I L 2  p r o d u c t i o n  in  3  o f  

t h e  3 2  s u b j e c t s .
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FigurcS. C o v a r i a t i o n  o f  I L  1 (3, IL  l a  a n d  T N F  p r o d u c t i o n .  ( A )  

C o n c e n t r a t i o n  o f  T N F  vs. c o n c e n t r a t i o n  o f  I L  1 (3 is p l o t t e d  f o r  

r e s p e c t i v e  s u b j e c t s  ( c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  R = 0 . 1 8 ) .  ( B )  C o n c e n 

t r a t i o n  o f  I L  l a  vs. c o n c e n t r a t i o n  o f  I L  l p  (R = 0 . 6 9 ) .  P B M C  f r o m  

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

t i o n  o f  I L l p .  I L l a  a n d  T N F  w a s  a s s a y e d  b y  R I A .  E a c h  s q u a r e  

r e p r e s e n t s  o n e  s u b j e c t .  T h e  v e r t i c a l  l in e s  i n d i c a t e  t h e  m e d i a n  

c o n e n t r a t i o n  f o r  I L  l p  ( 5 .9  n g / m l ) ;  t h e  h o r i z o n t a l  l in e s  i n d i c a t e  t h e  

m e d i a n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  T N F  ( 1 .9  n g / m l )  a n d  o f  I L l a  

( 1 0 .5  n g / m l ) .  ( A )  h a s  31 e n t r i e s  s i n c e  t h e  s a m p l e  f r o m  o n e  o f  t h e  

s u b j e c t s  w a s  n o t  a s s a y e d  f o r  I L  l a .

p r o p o r t i o n  o f  e s t e r a s e - p o s i t i v e  ce l ls  in  t h e  P B M C  p o p u l a 

t i o n  w a s  s t u d i e d  in a  g r o u p  o f  7 s u b je c t s .  In  th i s  g r o u p  

P B M C  w e r e  i s o l a t e d  a n d  s t i m u l a t e d  o n  tw o  d i f f e r e n t  d a y s ,  

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

(R = 0 .0 9 )  b e t w e e n  t h e  m e a n  e s t e r a s e - p o s i t i v e  cell  p r o p o r 

t i o n  a n d  m e a n  p r o d u c t i o n  o f  IL  1(3, b o t h  d e t e r m i n e d  a s  t h e  

m e a n  o f  tw o  d i f f e r e n t  d a y s  (F ig .  4 A ) . T h i s  la c k  o f  c o r r e l a 

t i o n  is n o t  d u e  t o  la c k  o f  p r e c i s io n  in d e t e r m i n a t i o n  o f  e i t h e r  

c y t o k i n e  c o n c e n t r a t i o n  o r  e s t e r a s e - p o s i t i v e  cell  p r o p o r t i o n ,  

s in c e  b o t h  t h e s e  v a lu e s  a r e  r e p r o d u c i b l e  f o r  a g iv e n  s u b je c t  

o n  tw o  d i f f e r e n t  d a y s  (R = 0 .8 7  f o r  I L  l p  d a t a  in F ig .  4 B ;  

R  =  0 .6 5  f o r  e s t e r a s e - p o s i t i v e  cell  p r o p o r t i o n ,  d a t a  n o t  in 

f ig u r e ) .

F u r t h e r m o r e ,  w e  e x a m i n e d  w h e t h e r  f o r  a g iv e n  in d iv id u a l  

t h e  d a y  t o  d a y  v a r i a t o n  o f  in vitro I L  i p  p r o d u c t i o n  

c o r r e l a t e d  w i th  d a y - t o - d a y  v a r i a t i o n  in t h e  p r o p o r t i o n  o f  

e s t e r a s e - p o s i t i v e  ce l ls  in t h e  P B M C  p o p u l a t i o n  ( i n t r a i n d i -

E
O)
c=
CO

- J

• • 
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Figure 4. P r o d u c t i o n  o f  I L 1 |3  vs. p r o p o r t i o n  o f  e s t e r a s e - p o s i t i v e  

c e l l s  in t h e  P B M C  p o p u l a t i o n .  P B M C  f r o m  s e v e n  s u b j e c t s  w e r e  

s t i m u l a t e d  w i t h  5 n g /m l  o f  L P S  o n  t w o  d i f f e r e n t  d a y s  t w o  d a y s  

a p a r t . T o t a l  ( a s s o c i a t e d  p lu s  s e c r e t e d )  c y t o k i n e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  

R I A .  ( A )  L a c k  o f  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p r o d u c t i o n  o f  I L  1 (3 a n d  

p r o p o r t i o n  o f  e s t e r a s e - p o s i t i v e  c e l l s  f o r  d i f f e r e n t  i n d i v i d u a l s .  

P r o d u c t i o n  o f  IL 1(3  ( m e a n  o f  t w o  d i f f e r e n t  d a y s )  is p l o t t e d  vs. 

m e a n  p r o p o r t i o n  o f  e s t e r a s e - p o s i t i v e  c e l l s .  ( B )  I n t r a i n d i v i d u a l  

r e p r o d u c i b i l i t y  o f  a b s o l u t e  p r o d u c t i o n  o f  I L  l p  d e t e r m i n e d  o n  tw o  

d i f f e r e n t  d a y s .

v id u a l  c o r r e l a t i o n ) .  I f  t h e  a b s o l u t e  c o n c e n t r a t i o n  o f  I L  l p  is 

c o r r e c t e d  f o r  t h e  p r o p o r t i o n  o f  e s t e r a s e - p o s i t i v e  ce l ls  

( n g l L i p  p e r  2 .5  X 106 e s t e r a s e - p o s i t i v e  c e l l s ) ,  t h e  d a y -  

t o - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  is r e d u c e d  (/?  =  0 .5 9 )  w h e n  c o m 

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

IL  l p  c o n c e n t r a t i o n  (R = 0 .8 7 ,  p a n e l  B )  o r  e s t e r a s e - p o s i -  

t iv e  cell  p r o p o r t i n  (R = 0 .6 5 ) .  T h u s ,  w e  f o u n d  a b s o l u t e  

p r o d u c t i o n  o f  IL  i p  (e.g. p e r  2 .5  x  106 P B M C )  to  b e  t h e  

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

d u a l . T h i s  is p r o b a b l y  d u e  to  t h e  f a c t  t h a t  m o n o n u c l e a r  ce l ls  

o t h e r  t h a n  m o n o c y t e s ,  e.g. l y m p h o c y t e s ,  m a k e  I L  1 a n d  

T N F  [13] a n d  a f f e c t  e a c h  o t h e r ' s  a b i l i ty  t o  s y n th e s i z e  t h e s e  

c y t o k i n e s .

3 . 5  E f f e c t  o f  c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t i o n  in vitro

A d d i t i o n  o f  i n d o m e t h a c i n  t o  t h e  c u l t u r e s  i n c r e a s e d  I L  1 p 

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

a v e r a g e  o f  2 7 % .  In  th i s  c o h o r t  o f  s u b j e c t s ,  th i s  i n c r e a s e  d id  

n o t  r e a c h  s ig n i f ic a n c e  (p =  0 .0 5 5  b y  o n e - t a i l e d  p a i r e d

D ay 1 : IL 13  [ng/ml]
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Figure 5. C o r r e l a t i o n  o f  I L  1 [3 p r o d u c t i o n  in vitro w i t h  a n d  w i t h o u t  

a d d i t i o n  o f  i n d o m e t h a c i n .  P B M C  f r o m  32  d o n o r s  w e r e  s t i m u l a t e d  

w i t h  0 .5  n g /m l  L P S  in t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  1 u g /m l  

i n d o m e t h a c i n .  T o ta l  ( c e l l - a s s o c i a t e d  p lu s  s e c r e t e d )  I L l p  w a s  

d e t e r m i n e d  b y  R I A .  P r o d u c t i o n  o f  IL  1(3 in t h e  p r e s e n c e  o f  1 u g /m l  

i n d o m e t h a c i n  ( y - a x i s )  is p l o t t e d  vs. p r o d u c t i o n  o f  I L  l p  in t h e  

a b s e n c e  o f  i n d o m e t h a c i n  ( x - a x i s ) .  E a c h  s q u a r e  r e p r e s e n t s  o n e  

i n d i v i d u a l . T h e  ( d i a g o n a l )  r e g r e s s i o n  l in e  is c a l c u l a t e d  b y  t h e  l e a s t  

s q u a r e  m e t h o d . T h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  is R = 0 .8 3 .  A d d i t i o n  o f  

i n d o m e t h a c i n  i n c r e a s e s  L P S - i n d u c e d  I L  i p  p r o d u c t i o n  b y  a  m e a n  

o f  2 7 % .

S t u d e n t ’s / - t e s t ) .  H o w e v e r ,  i n c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  I L  1(3 

by  P B M C  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  d id  s h o w  a h ig h  

d e g r e e  o f  c o r r e l a t i o n  (R  =  0 .8 3 )  w h e n  c o m p a r e d  t h e  p r o 

d u c t i o n  f r o m  P B M C  c u l t u r e d  w i t h o u t  i n d o m e t h a c i n  

(F ig .  5 ) .  L o w  p r o d u c t i o n  o f  I L l p  in c e r t a i n  in d iv id u a l s  

c o u ld  h a v e  b e e n  d u e  to  t h e  e f f e c t  o f  h ig h  le v e ls  o f  

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

IL  i p  in vitro a t  t h e  leve l  o f  t r a n s l a t i o n  [15]. A s  a p p a r e n t  

f r o m  F ig .  5 a n d  r e f l e c t e d  in  t h e  h ig h  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  

h o w e v e r ,  “ lo w  p r o d u c e r s ” f o r  IL  l p  p r o d u c t i o n  w i t h o u t  t h e  

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

c y d o o x y g e n a s e  w a s  i n h i b i t e d  b y  i n d o m e t h a c i n .  T h u s ,  t h e  

o b s e r v e d  i n t e r s u b j e c t  v a r i a b i l i t y  in c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  is 

n o t  d u e  to  d i f f e r e n c e s  in c y d o o x y g e n a s e  p r o d u c t s .  R a t h e r ,

added to culture added to culture

Figure 6. E f f e c t  o f  c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t i o n  in vivo a n d  in vitro 

o n  L P S - i n d u c e d  I L l p  p r o d u c t i o n .  P B M C  f r o m  4 4  d o n o r s  w e r e  

s t i m u l a t e d  w i t h  0 .5  n g /m l  L P S  w i t h  o r  w i t h o u t  a d d i t i o n  o f  1 ,ug/ml 

i n d o m e t h a c i n . T h e  b a r s  t o  t h e  le f t  c o m p a r e  I L  i p  p r o d u c t i o n  in t h e  

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

(// =  3 2 )  o r  w i t h  (n =  12) m e d i c a t i o n  ( c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t o r s ) .  

T h e  b a r s  t o  t h e  r i g h t  c o m p a r e  p r o d u c t i o n  o f  I L  i p  f r o m  t h e  s a m e  

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

E r r o r  b a r s  i n d i c a t e  s t a n d a r d  e r r o r  o f  t h e  m e a n .  * D e n o t e s  

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

p a i r e d ,  o n e - t a i l e d  S t u d e n t ’s ¿ - tes t .

it a p p e a r s  t o  r e f l e c t  t h e  g e n u i n e  r e g u l a t i o n  o f  I L l p  

p r o d u c t i o n  a t  t h e  p r e t r a n s l a t i o n a l  leve l  in i n d iv id u a l  s u b 

j e c t s .

3 . 6  E f f e c t  o n  c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t i o n  in vivo

P r o d u c t i o n  o f  I L  i p  w a s  s ig n i f ic a n t ly  i n c r e a s e d  in  t h e  g r o u p  

w h o  h a d  t a k e n  a c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t o r  (8 .3  n g /m l ;  

n =  12 ) as  c o m p a r e d  t h e  t h e  g r o u p  w i t h o u t  m e d i c a t i o n  

(5 .7  n g /m l ;  n =  3 2 ,  p  =  0 .0 4 8  b y  o n e - t a i l e d  u n p a i r e d  S t u 

d e n t ’s / - t e s t ;  F ig .  6). W h e n  P B M C  f r o m  b o t h  g r o u p s  w e re  

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

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

w a s  s t a t i s t i c a l ly  u n c h a n g e d  in t h e  g r o u p  t a k i n g  c y c lo o x y -  

g e n a s e  in h ib i to r s .

4  D i s c u s s i o n

In  t h e  p r e s e n t  s t u d y  w e  m e a s u r e d  t h e  t o t a l  s y n th e s i s  o f  

IL  l p ,  I L  l a , T N F  a n d  I L 2  b y  P B M C  s t i m u l a t e d  in vitro. We  

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

p a t t e r n  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  c y t o k i n e s  in a  c o h o r t  o f  

h e a l t h y  v o l u n t e e r s .  W e  m e a s u r e d  t o t a l  ( c e l l - a s s o c i a t e d  p lu s  

s e c r e t e d )  c y t o k i n e  c o n c e n t r a t i o n s  in o r d e r  t o  a s s e s s  o v e ra l l  

c y t o k i n e  s y n th e s i s  d u r i n g  2 4  h ,  i n d e p e n d e n t  o f  r e l e a s e  

k i n e t i c s . T h i s  a p p r o x i m a t e s  t h e  in vivo c o n d i t i o n  s in c e  b o t h  

I L 1  [16] a n d  T N F  [17] m a y  b e  cell  a s s o c i a t e d  a n d  e x h ib i t  

b io lo g ic a l  a c t iv i ty  in t h a t  c o m p a r t m e n t .  F u r t h e r m o r e ,  w e  

s h o w e d  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  c e l l - a s s o c i a t e d  vs. s e c r e t e d  

c y t o k i n e  d i f f e r s  f o r  t h e  tw o  f o r m s  o f  I L  1 a n d  T N F  a n d ,  

m o r e o v e r ,  e x h ib i t s  w id e  i n t r a i n d i v i d u a l  v a r i a t i o n .  T h i s  

l a t t e r  f in d in g  is a n  i m p o r t a n t  c o n s i d e r a t i o n  in  p e r f o r m i n g  

g e n e  l i n k a g e  s t u d i e s  in h e a l t h  o r  d i s e a s e .

W e  c h o s e  t o  s t i m u l a t e  t h e  e n t i r e  p o p u l a t i o n  o f  P B M C  

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

I L  1 a n d  T N F  a r e  p r o d u c e d  b y  m o n o c y t e s ,  it h a s  b e e n  

s h o w n  t h a t T c e l l s  [18],  B  ce lls  [19] a n d  N K  ce lls  [13 , 20] a lso  

s y n th e s i z e  I L  1 a n d  T N F .  T h u s ,  w e  b e l i e v e  t h a t  f o r  t h e  

p u r p o s e  o f  th is  s tu d y  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  w h o l e  P B M C  

p o p u l a t i o n  is b io lo g ic a l ly  m o r e  r e l e v a n t  t h a n  t h a t  o f  

e n r i c h e d  s u b p o p u l a t i o n s .  M o n o n u c l e a r  ce l ls  o t h e r  t h a n  

m o n o c y t e s  m a y  c o n t r i b u t e  t o  I L  1 a n d  T N F  p r o d u c t i o n  

t h r o u g h  cell  c o n t a c t  o r  t h r o u g h  f o r m a t i o n  o f  o t h e r  c y t o 

k in e s ,  s u c h  as  I F N - y .W e  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  

m o n o c y t e s  a n d  p r o d u c t i o n  o f  I L  l p  d o  n o t  c o r r e l a t e  

b e t w e e n  in d iv id u a l s .  F o r  a  g iv e n  i n d iv id u a l ,  c o r r e c t i o n  o f  

IL  i p  p r o d u c t i o n  f o r  t h e  m o n o c y t e  p r o p o r t i o n  in  t h e  

p o p u l a t i o n  o f  s t i m u l a t e d  P B M C  a c tu a l ly  r e d u c e s  t h e  

r e p r o d u c i b i l i t y  o f  th is  p a r a m e t e r .

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

e n c e s  in  m o n o c y t e  a d h e r e n c e  a n d  r e c o v e r y  m a y  i n t e r f e r e .  

M o n o c y t e  a d h e r e n c e  c a n  b e  a l t e r e d  in  d i s e a s e  [21] a n d  in 

s u b je c t s  t a k i n g  m e d i c a t i o n  w i th  c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t o r y  

a c t iv i ty  [22]. F in a l ly ,  s t i m u l a t i n g  t h e  w h o l e  P B M C  p o p u l a 

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

i n a n t ly  f r o m  m o n o c y t e s  ( I L  1(3, I L  l a  a n d  T N F )  o r  l y m p h o 

c y te s  ( I L 2  a n d  T N F )  in  t h e  s a m e  s a m p l e  e m p l o y i n g  t h e  

s a m e  s t im u lu s .  T h i s  a l l o w e d  us  t o  e x a m i n e  w h e t h e r  I L  1 o r  

T N F  p r o d u c t i o n  c o r r e l a t e d  w i th  I L 2  p r o d u c t i o n  in  t h e  

s a m p l e s  s t i m u l a t e d  w i t h  P H A .
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W e  r e p o r t  h e r e  t h a t  0 .5  n g /m l  o f  L P S  s t i m u l a t e d  m o r e  I L  l a  

t h a n  I L  l p  o r  T N F  ( I L  l a  >  I L  1(3 >  T N F ) . T h i s  is s o m e w h a t  

s u r p r i s i n g  g iv e n  t h e  f a c t  t h a t  t r a n s c r i p t i o n  o f  I L  1(3 in P B M C  

e x c e e d s  t h a t  o f  I L  1 a  b y  20- t o  5 0 - fo ld  [23]. S in c e  o u r  r e s u l t s  

a r e  b a s e d  o n  m e a s u r i n g  i m m u n o r e a c t i v e  I L l a  a n d  I L l p ,  

th i s  d i s c r e p a n c y  c a n n o t  b e  e x p l a i n e d  b y  i n h i b i t o r s  w h ic h  

m a y  c o n f o u n d  b io a s s a y s .  T h e  l o w e r  lev e l  o f  I L  1(3 in 

r e s p o n s e  t o  F ig .  4 A  is p r o b a b l y  n o t  a  r e f l e c t i o n  o f  p r e f e r 

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

s in c e ,  in  a n o t h e r  s tu d y  u s in g  a d i f f e r e n t  s t i m u lu s  ( h e a t -  

k i l le d  S. epidermidis) , w e  f o u n d  p r o d u c t i o n  o f  I L l p  to  

e x c e e d  p r o d u c t i o n  o f  I L l a  [10].

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

p r o d u c t i o n  in vitro , a s  j u d g e d  f r o m  t h e  p a t t e r n  in  F ig .  2 a n d  

as  c a l c u l a t e d  b y  t h e  W i l k - S h a p i r o  t e s t .  N o r m a l  d i s t r i b u t i o n  

o f  a p a r a m e t e r  is a  p r e r e q u i s i t e  f o r  p e r f o r m i n g  s t a n d a r d  

s t a t i s t i c a l  p r o c e d u r e s  s u c h  a s  S t u d e n t ’s t- t e s t  o n  s a m p l e  

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

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

h ig h  i n t e r s u b j e c t  v a r ia b i l i ty .  T h e r e  a p p e a r  t o  b e  i n d iv id u a l s  

w i t h  h ig h  a n d  w i th  lo w  p r o d u c t i o n  o f  p a r t i c u l a r  c y t o k i n e s  in 

vitro.

W e  h a v e  p r e v io u s ly  e x a m i n e d  t h e  i n t r a s u b j e c t  r e p r o d u c i 

b i l i ty  o f  in vitro c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  [10]. W e  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  in vitro p r o d u c t i o n  o f  I L  l p ,  I L  l a  a n d  T N F  is a 

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

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

w h e n  P B M C  f r o m  h e a l t h y  s u b j e c t s  w e r e  s t i m u l a t e d  in 

d i f f e r e n t  e x p e r i m e n t s  a s  f a r  a s  25 w e e k s  a p a r t ,  P B M C  f r o m  

t h e  m a j o r i t y  o f  i n d iv id u a l s  p r o d u c e d  s im i l a r  a m o u n t s  o f  

I L  i p  w h e n  c o m p a r e d  b e t w e e n  t h e  tw o  t im e  p o i n t s .  T a k e n  

t o g e t h e r  w i th  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s tu d y ,  t h e r e  a p p e a r  

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

c o n s i s t e n t l y  h ig h  a m o u n t s  o f  a  p a r t i c u l a r  c y t o k i n e  w i t h in  a 

c o h o r t  o f  h e a l t h y  s u b je c t s .  T h i s  f i n d in g  s u p p o r t s  t h e  

c o n c e p t  o f  h ig h  a n d  lo w  p r o d u c e r s  in  r e s p o n s e  t o  p a r t i c u l a r  

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

c y t o k i n e  s y n th e s i s .  T h e r e  is a  p a r a l l e l  in t h e  m o u s e  m o d e l ,  

w h e r e  c e r t a i n  i n b r e d  s t r a in s ,  w h ic h  a r e  r e s i s t a n t  to  e i t h e r  

G r a m - n e g a t i v e  o r  G r a m - p o s i t i v e  t o x in s ,  p r o d u c e  less  I L  1 

a n d  T N F  in  r e s p o n s e  t o  t h e s e  to x in s .  T h i s  is a n  i n h e r i t e d  

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

r a t h e r  t h a n  t r a n s c r i p t i o n  [24, 25] .

C o r r e l a t i o n  a n a ly s i s  r e v e a l s  a  h ig h  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

p r o d u c t i o n  o f  I L  l p  a n d  I L  l a  c o n t r a s t i n g  a la c k  o f  c o r r e 

l a t i o n  b e t w e e n  I L  l p  a n d  T N F  p r o d u c t i o n  w i th in  t h e  s tu d y  

c o h o r t .  T h i s  s u g g e s t s  l i n k e d  g e n e  r e g u l a t i o n  f o r  I L  l p  a n d  

I L  l a ,  a n d  i n d e p e n d e n t  g e n e  r e g u l a t i o n  f o r  I L  i p  a n d  T N F .  

T h e r e  w a s  n o  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  I L 2  p r o d u c t i o n  a n d  

p r o d u c t i o n  o f  e i t h e r  I L l p  o r  T N F  w i th in  t h e  s tu d y  

c o h o r t .

T h e r e  is a m p l e  e v i d e n c e  t h a t  a r a c h i d o n i c  a c id  m e t a b o l i t e s  

a r e  e n d o g e n o u s  r e g u l a t o r s  o f  I L  1 p r o d u c t i o n .  M a c r o p h a g e  

I L  1 p r o d u c t i o n  in vitro is s u p p r e s s e d  b y  a d d i t i o n  o f  

e x o g e n o u s  P G E 2 o r  P G L  a n d  is a u g m e n t e d  b y  i n h ib i t i o n  o f  

t h e  c y d o o x y g e n a s e  p a t h w a y  [26]. I n  h u m a n s ,  w e  h a v e  

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

a c id  r e s u l t s  in  d e c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  I L  l p ,  I L l a  a n d  

T N F  [27]. P G E 2 a p p e a r s  t o  r e d u c e  e x p r e s s i o n  o f  I L  1 a t  t h e  

p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l  lev e l  b y  i n d u c i n g  e l e v a t e d  le v e ls  o f  

cyc lic  A M P  [15]. W h e n  m o n o c y t e s  a r e  s t i m u l a t e d  in  t h e

p r e s e n c e  o f  c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t o r s  l ik e  i n d o m e t h a c i n ,  

a n  e n h a n c e m e n t  o f  I L  1 s y n th e s i s  v ia  s u p p r e s s e d  P G E 2 

p r o d u c t i o n  h a s  b e e n  o b s e r v e d  [15 , 16]. In  t h e  p r e s e n t  s tu d y  

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

a v e r a g e  o f  2 7 %  w h e n  P B M C  w e r e  s t i m u l a t e d  in t h e  

p r e s e n c e  o f  1 ( ig /m l o f  i n d o m e t h a c i n .  T h i s  i n c r e a s e  d id  n o t  

q u i t e  r e a c h  s ig n i f i c a n c e  (p = 0 .0 5 5 ) .  W e  h a v e  p r e v io u s ly  

r e p o r t e d  i n c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  T N F  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  [12].

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

c y d o o x y g e n a s e  i n h i b i t o r s  o n  p r o d u c t i o n  o f  I L i p  a lso  

f u n c t i o n s  in vivo. W h e n  c o m p a r e d  to  t h e  c o h o r t  w i t h o u t  

m e d i c a t i o n ,  w e  f o u n d  t h a t  t h e  m e a n  p r o d u c t i o n  o f  I L  i p  in 

vitro b y  s t i m u l a t e d  P B M C  w a s  s ig n i f ic a n t ly  h i g h e r  ( 4 8 % )  in  

th e  g r o u p  t a k i n g  c y d o o x y g e n a s e  i n h ib i t o r s .
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