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T HE EFFECT OF DIET ARY SUPPLEMENT AT ION WIT H n -  3 POLYUNSAT URAT ED FATTY 

ACIDS ON T HE SYNT HESIS OF INT ERLEUKIN- 1 AND T UMOR NECROSIS FACT OR BY 

MONONUCLEAR CELLS
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Abstract W e e xa m in e d  w h e th e r the  syn th e s is  o f in te r ­

leukin-1 o r tu m o r n e c ro s is  fac to r, tw o  cy to k in e s  w ith  p o ­

te n t in fla m m a to ry  ac tiv itie s , is in fluenced  by d ie ta ry  su p ­

p le m e n ta tio n  w ith  n - 3  fa tty  ac ids.

N ine  h e a lth y  vo lu n te e rs  added  18 g o f fish -o il c o n c e n ­

tra te  pe r d a y  to  th e ir  no rm a l W e s te rn  d ie t fo r s ix w eeks. 

W e used  a ra d io im m u n o a ssa y  to  m e asu re  in te rleuk in -1  

(IL-1/3 and  IL-1 a )  and tu m o r n e c ro s is  fa c to r p roduced  in 

v itro  by s tim u la te d  p e rip h e ra l-b lo o d  m o n o n u c le a r ce lls . 

W ith  e n d o to x in  as a s tim u lus , the  syn th e s is  o f IL-1/3 w as 

su p p re sse d  from  7 .4 ± 0 .9  ng per m illilite r at base  line to 

4 .2 ± 0 .5  ng pe r m illilite r a fte r s ix w e e ks  o f s u p p le m e n ta ­

tion  (43 p e rce n t d e c re a se ; P =  0 .048). Ten  w eeks  a fte r 

the  end  o f n - 3  su p p le m e n ta tio n , w e  obse rved  a fu rth e r 

d e c re a se  to  2 .9 ± 0 .5  ng pe r m illilite r (61 pe rcen t d ec re a se ;

I
N T E R L E U K I N - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  a r e  

p o ly p e p t id e  c y t o k in e s  s y n t h e s iz e d  b y  m o n o c y t e s  

a n d  o t h e r  c e lls  in  r e s p o n s e  t o  in ju r y ,  a s  w e ll  a s  

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

le n g e s . 1'3 T h e s e  c y t o k in e s  in d u c e  lo c a l  i n f l a m m a t o r y  

c h a n g e s  a n d  m e d ia t e  s e v e r a l s y s t e m ic  a c u t e - p h a s e  r e ­

s p o n s e s .4,3 M o r e o v e r ,  in t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o ­

s is  f a c t o r  o f t e n  a c t  s y n e r g is t ic a l ly  —  e .g . ,  o n  v a s c u la r  

e n d o t h e l i u m ,'1 i n s u l in  p r o d u c t i o n ,7 a n d  t h e  s y n t h e s is  

o f  m e t a b o l i t e s  o f  a r a c h id o n ic  a c i d .8

T h e  n  — 3 ( a ls o  c a l le d  o m e g a - 3 )  f a t t y  a c id s  a r e  p o ly -

F r o m  t h e  D e p a r t m e n t  o f  M e d ic in e ,  N e w  E n g la n d  M e d ic a l  C e n t e r  H o s p i ­

t a ls  a n d  T u f t s  U n iv e r s i t y  S c h o o l  o f  M e d ic in e  ( S . E . .  R . G . ,  K . G . ,  G . L . ,  

J . W . M . v d M . ,  J . G . C . ,  M . S . K . ,  S . M . W . ,  C . A . D . ) ,  t h e  D e p a r t m e n t  o f  M e d ic in e .  

B r ig h a m  a n d  W o m e n ’s  H o s p i t a l  a n d  H a r v a r d  M e d ic a l  S c h o o l  ( V . E . K . ,  T . S . R . ) ,  

a n d  t h e  U . S .  D e p a r t m e n t  o f  A g r ic u l t u r e  H u m a n  N u t r i t io n  R e s e a r c h  C e n t e r  o n  

A g in g  a t  T u f t s  U n iv e r s i t y  ( E . J . S . ) ,  B o s t o n ;  a n d  t h e  In s t it u t  f ü r  P r o p h y la x e  d e r  

K r e is la u f k r a n k h e i t e n  u n d  M e d iz in is c h e  K l in ik  In n e n s t a d t ,  U n iv e r s it ä t  M ü n c h e n ,  

M u n i c h ,  F e d e r a l  R e p u b l ic  o f  G e r m a n y  ( P . C . W . ) .  A d d r e s s  r e p r in t  r e q u e s t s  t o  D r .  

D in a r e l lo  a t  t h e  D iv i s io n  o f  G e o g r a p h ic  M e d ic in e  a n d  In f e c t io u s  D is e a s e s ,  D e ­

p a r t m e n t  o f  M e d ic in e ,  T u f t s - N e w  E n g la n d  M e d ic a l  C e n t e r ,  7 5 0  W a s h in g t o n  S t . ,  

B o s t o n ,  M A  0 2 1 1 1.

S u p p o r t e d  b y  g r a n t s  ( A I - 1 5 6 14 ,  A M - 3 6 1 4 9 ,  R R - 0 0 0 5 4 ,  a n d  H L - 3 5 2 4 3 )  f r o m  

t h e  N a t io n a l  In s t it u t e s  o f  H e a l t h  a n d  u n d e r  a  c o n t r a c t  (5 3 - 3 K 0 6 - 5 - 1 0 )  w it h  t h e  

U . S .  D e p a r t m e n t  o f  A g r ic u l t u r e  R e s e a r c h .  D r .  E n d r e s  is  t h e  r e c ip ie n t  o f  a  g r a n t  

f r o m  t h e  D e u t s c h e  F o r s c h u n g s g e m e in s c h a f t .

P r e s e n t e d  in  p a r t  a t  t h e  In t e r n a t io n a l  W o r k s h o p  o n  M o n o k in e s  a n d  O t h e r  N o n -  

ly m p h o c y t ic  C y t o k in e s ,  H i l t o n  H e a d ,  S . C . ,  D e c e m b e r  1 9 8 7 ,  a n d  p u b l is h e d  in  

a b s t r a c t  f o r m  (J  L e u k o c y t e  B io l  1 9 8 7 ;  4 2 : 6 1 7 ) .

P =  0 .005 ). T he  p ro d u c tio n  o f IL-1 a  and tu m o r necros is  

fa c to r re sp o n d e d  in a s im ila r m anner. T w e n ty  w e e ks  a fte r 

the  end  o f su p p le m e n ta tio n , the  p roduc tion  o f IL-1 /3, IL-1 a,  

and tu m o r n e c ro s is  fa c to r had re tu rned  to  the  p re su p p le ­

m en t leve l. T he  d e c re a se d  p roduc tion  o f in te rleuk in -1  and 

tu m o r n e cro s is  fa c to r w as  a cco m p a n ie d  by a decreased  

ra tio  o f a ra ch id o n ic  ac id  to  e ico sa p e n ta e n o ic  acid  in the  

m e m b ra n e  p h o sp h o lip id s  o f m o n o n u c le a r ce lls .

W e co n c lu d e  th a t the  syn th e s is  o f IL-1/3, IL-1 a, and tu ­

m or n e c ros is  fa c to r can be su p p re sse d  by d ie ta ry  s u p p le ­

m e n ta tio n  w ith  long -cha in  n - 3  fa tty  ac ids. The  reported  

a n tiin fla m m a to ry  e ffe c t o f th e se  n - 3  fa tty  ac ids m ay be 

m e d ia te d  in pa rt by th e ir in h ib ito ry  e ffe c t on the  p roduc tion  

o f in te rleuk in -1  and tu m o r n e c ro s is  fac to r. (N Engl J M ed 

1989; 3 2 0 :2 6 5 -7 1 .)

u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c id s  in  w h ic h  t h e  la s t  d o u b le  b o n d  

is  lo c a t e d  b e t w e e n  t h e  t h i r d  a n d  f o u r t h  c a r b o n  a t o m  

f r o m  t h e  m e t h y l  e n d  o f  t h e  f a t t y  a c id  c h a in .  T h e s e  

fa t t y  a c id s  a r e  s c a r c e  in  a  n o r m a l  W e s t e r n  d ie t  b u t  

m a k e  u p  a n  a p p r e c ia b le  p a r t  o f  t h e  fa t  in t a k e  in  d ie t s  

r ic h  in  c o ld - w a t e r  f is h  a n d  s e a l m e a t . ' '  E p id e m io lo g ic  

s t u d ie s  in  p o p u la t i o n s  o f  c o a s t a l  E s k i m o , 10,1! J a p a ­

n e s e , 1“ a n d  D u t c h 1 * s u b je c t s  h a v e  s h o w n  t h a t  a  h ig h  

in t a k e  o f  n  — 3 f a t t y  a c id s  c o r r e la t e s  w i t h  a  lo w  in c i ­

d e n c e  o f  c a r d io v a s c u la r  a n d  i n f l a m m a t o r y  d is e a s e s  

s u c h  a s  a s t h m a  a n d  T y p e  I d ia b e t e s  m e l l i t u s .11 T h e  

m o d i f i c a t io n  o f  t h e  f a t t y  a c id  c o m p o s i t io n  o f  c e ll 

m e m b r a n e s  a n d  t h e  f o r m a t io n  o f  e ic o s a n o id s  b y  d i ­

e t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n  w i t h  n  — 3 f a t t y  a c id s  h a v e  s u b ­

s e q u e n t l y  b e e n  s h o w n  in  h u m a n  b e i n g s . 14,10 I n  

h e a l t h y  v o l u n t e e r s lb a n d  in  p a t ie n t s  w i t h  a s t h m a , 17 

n  — 3 d ie t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n  r e s u lt s  in  d e c r e a s e d  

n e u t r o p h i l  c h e m o t a x is  a n d  in h ib i t e d  g e n e r a t io n  o f  

le u k o t r ie n e  B 4 b y  n e u t r o p h i l s  a n d  m o n o c y t e s .  I n  c l i n i ­

c a l s t u d ie s ,  d ie t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n  w i t h  n  — 3 fa t t y  

a c id s  h a s  le d  t o  im p r o v e m e n t s  in  p a t ie n t s  w i t h  r h e u ­

m a t o i d  a r t h r i t i s 18 a n d  in  p a t ie n t s  w i t h  p s o r ia s is . 14 

P r o s p e c t iv e  s t u d ie s  in  a n im a l s  fe d  n  — 3 f a t t y  a c id s  s u p ­

p o r t  t h e s e  c l in ic a l  o b s e r v a t io n s .20'23

S in c e  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  a r e  

t h e  p r i n c i p a l  p o ly p e p t id e  m e d ia t o r s  o f  i n f l a m m a t i o n ,
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r e d u c e d  p r o d u c t io n  o f  t h e s e  c y t o k in e s  m a y  c o n t r ib u t e  

t o  t h e  a m e l io r a t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  s y m p t o m s  in  p a ­

t ie n t s  r e c e iv in g  n  — 3 s u p p l e m e n t a t i o n .  In  t h is  s t u d y  

w e  in v e s t ig a t e d  t h e  e ffe c t s  o f  d ie t a r y  s u p p l e m e n t a ­

t io n  w i t h  n  — 3 f a t t y  a c id s  o n  t h e  s y n t h e s is  o f  t h e  c y t o ­

k in e s  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  in  n o r ­

m a l  s u b je c t s .

M e t h o d s  

Subjects and Study Design

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  In v e s t ig a t iv e  R e v ie w  

C o m m it t e e  o f  t h e  N e w  E n g la n d  M e d ic a l  C e n t e r  H o s p i t a ls .  N in e  

h e a l t h y  m a le  v o lu n t e e r s  e n t e r e d  t h e  s t u d y  a f t e r  g iv in g  in f o r m e d  

c o n s e n t  ( a v e r a g e  a g e ,  2 8  y e a r s ;  r a n g e ,  21 t o  3 9 ) .  T h e  in i t ia l  s t u d y  

g r o u p  c o n s is t e d  o f  s ix  v o lu n t e e r s ,  a n d  a  s e c o n d  g r o u p  o f  t h r e e  

v o lu n t e e r s  e n t e r e d  t h e  s t u d y  s ix  m o n t h s  a f t e r  tlu* fir s t  g r o u p .  R o t h  

g r o u p s  w e r e  s t u d ie d  in  t h e  s a m e  fa s h io n .  S in c e  t h e  r e s u lt s  w e r e  

s im i la r  in  t h e  t w o  g r o u p s ,  t h e  d a t a  fo r  t h e  n in e  s u b je c t s  a r e  p o o le d  in  

t h is  r e p o r t .

F o r  s ix  w e e k s ,  t h e  s u b je c t s  a d d e d  18 g  o f  m a r in e  l ip id  c o n c e n t r a t e  

(s ix  c a p s u le s  o f  M a x E P A  t h r e e  t im e s  p e r  d a y ,  k in d ly  p r o v id e d  b y  

R . P .  S c h e r e r .  T r o y ,  M ic h . )  to  t h e ir  o t h e r w is e  u n c h a n g e d  d ie t s .  By  

g a s  c h r o m a t o g r a p h y ,  t h e  n — 3 fa t t y  a c id  c o n t e n t  o f  I g  o f  t h e  l ip id  

c o n c e n t r a t e  w a s  s h o w n  t o  c o n s is t  o f  153 m g  o f  e ic o s a p e n t a e n o ic  

a c id  a n d  103 g  o f  d o c o s a h e x a e n o ic  a c id .  T h e  s u b je c t s  w e r e  fr e e  o f  

d is e a s e  a n d  r e f r a in e d  f r o m  t a k in g  a n y  m e d ic a t io n s  d u r in g  t h e  c o u r s e  

o f  t h e  s t u d y .  B e fo r e  s u p p le m e n t a t io n ,  t h e  s u b je c t s '  m e a n  c a lo r ic  

in t a k e  r a n g e d  f r o m  2 0 0 0  t o  3 0 0 0  k c a l p e r  d a y .  S ix  t o  1 0  p e r c e n t  

o f  t h e  c a lo r ie s  ( m e a n ,  2 8  g )  w e r e  h ig h ly  u n s a t u r a t e d  fa t t y  a c id s ,  

b u t  le s s  t h a n  1 p e r c e n t  w e r e  n —3 fa t t y  a c id s .  D u r in g  s u p p le m e n ­

t a t io n ,  t h e  in t a k e  o f  h ig h lv  u n s a t u r a t e d  fa t t v  a c id s  in c r e a s e d  f r o m

2 8  t o  3 4  g .

T h e  p r o d u c t io n  o f  in t e r le u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  fa c t o r  b y  

s t im u la t e d - b lo o d  m o n o n u c le a r  c e lls  in  v it r o  w a s  a s s e s s e d  d u r in g  

fo u r  p h a s e s  o f  t h e  s t u d y :  b e fo r e  t h e  s t a r t  o f  n  — 3 s u p p le m e n t a t io n ,  

d u r in g  t h e  6 t h  w e e k  o f  s u p p le m e n t a t io n ,  a n d  d u r in g  t h e  1 0 t h  a n d  

2 0 t h  w e e k s  a f t e r  t h e  e n d  o f  s u p p le m e n t a t io n  ( t h e  la t t e r  t w o  p h a s e s  

b e in g  w a s h o u t  p e r io d s ) .  T o  a s c e r t a in  r e p r o d u c ib i l i t y ,  b lo o d  s a m ­

p le s  w e r e  o b t a in e d  o n  t h r e e  d if fe r e n t  d a y s ,  t w o  t o  t h r e e  d a y s  a p a r t ,  

d u r in g  e a c h  o f  t h e  fo u r  p h a s e s  o f  t h e  s t u d y .  T h e  m e a n  o f  t h e s e  t h r e e  

r e p lic a t e  d e t e r m in a t io n s  w a s  c a lc u la t e d  a n d  u s e d  fo r  f u r t h e r  a n a ly ­

s is . W e  w e r e  u n a b le  t o  m a k e  m e a s u r e m e n t s  d u r in g  t h e  2 0 t h  w e e k  o f  

t h e  w a s h o u t  p e r io d  in  o n e  o f  t h e  s ix  s u b je c t s  in  t h e  fir s t  g r o u p  o f  

v o lu n t e e r s .

D u r in g  t h e  fir s t  s ix  w e e k s  o f  t h e  s t u d y ,  w h e n  t h e  s e c o n d  g r o u p  o f  

v o lu n t e e r s  w a s  t a k in g  t h e  s u p p le m e n t ,  w e  a ls o  s t u d ie d  a  c o n t r o l 

g r o u p  o f  fo u r  h e a l t h y  m a le  v o lu n t e e r s  w h o  d id  n o t  r e c e iv e  t h e  s u p ­

p le m e n t .  In  v it r o  p r o d u c t io n  o f  in t e r le u k in - 1 a n d  o f  t u m o r  n e c r o s is  

fa c t o r  w a s  a s s e s s e d  t w ic e ,  d u r in g  w e e k  1 a n d  w e e k  7. B lo o d  s a m ­

p l in g  w a s  p e r fo r m e d  o n  t w o  d if fe r e n t  d a y s  d u r in g  t h e  fir s t  a n d  

s e v e n t h  w e e k ,  a n d  t h e  m e a n  w a s  c a lc u la t e d .

Stimulation of Mononuclear Cells in Vitro

V e n o u s  b lo o d  w a s  d r a w n  in t o  s y r in g e s  p r e t r e a t e d  w it h  h e p a r in  

(2 0  U  p e r  m i l l i l i t e r ) ,  a n d  t h e  m o n o n u c le a r - c e ll  f r a c t io n  w a s  o b ­

t a in e d  b y  F ic o l l - H y p a q u e  c e n t r if u g a t io n .  A t  t h e  s a m e  t im e  a  s a m ­

p le  o f  b lo o d  w a s  o b t a in e d  w i t h o u t  h e p a r in  in  o r d e r  to  p r e p a r e  he a t -  

in a c t iv a t e d  ( 5 6 ° C ,  4 0  m in u t e s )  s e r u m .  T h e  m o n o n u c le a r  c e lls  w e r e  

w a s h e d  t w ic e  in  0 .1 5  M  s o d iu m  c h lo r id e ,  s lid 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 if u g a t io n ,  a n d  1 0 0  c e ll- d if fe r e n t ia l c o u n t s  w e r e  p e r fo r m e d  

in  a  b l in d e d  f a s h io n  o n  c o d e d  s lid e s .  R P M I- 1 6 4 0  c u l t u r e  m e d iu m  

( W h i t t a k e r  M . A .  B io p r o d u c t s ,  W a lk e r s v il le ,  M d . ) ,  s u p p le m e n t e d  

w it h  2 n i M  le v o - g lu t a m in e ,  1 0 0  U  o f  p e n ic i l l in  p e r  m il l i l i t e r ,  a n d  

1 0 0  / zg  o f  s t r e p t o m y c in  p e r  m il l i l i t e r ,  w a s  s u b je c t e d  t o  u l t r a f i l t r a ­

t io n  t o  r e m o v e  e n d o t o x in s ,  a s  d e s c r ib e d  e ls e w h e r e . 2 4  T h e  m o n o n u ­

c le a r  c e lls  w e r e  s u s p e n d e d  a t  a  c o n c e n t r a t io n  o f  5 X 1 0 *’ c e lls  p e r  

m i l l i l i t e r  in  R P M I  m e d iu m  w it h  2 p e r c e n t  h e a t - in a c t iv a t e d  a u t o lo ­

g o u s  s e r u m ,  a n d  100  ¡±\  w a s  d iv id e d  in t o  a l iq u o t s  in  9 6 - w e ll fla t-  

b o t t o m e d  m ic r o t i t e r  p la t e s .  A n  e q u a l  v o lu m e  o f  e it h e r  s e r u m - fr e e  

R P M I  o r  R P M I  c o n t a in in g  v a r io u s  s t im u la n t s  w a s  a d d e d .  T h e  c e lls

w e r e  s t im u la t e d  w it h  e n d o t o x in  ( l ip o p o ly s a c c h a r id e  Escherichia coli 

0 5 5 : B 5 ,  S ig m a ,  S t .  L o u is )  a t  I a n d  10 n g  p e r  m il l i l i t e r ,  p h y t o ­

h e m a g g lu t in in  ( D if c o ,  D e t r o it )  a t  3 /xg p e r  m il l i l i t e r ,  o r  he a t -  

k ille d  Staphylococcus epidermidis, o p s o n iz e d  w it h  2 .5  p e r c e n t  fr e s h 

a u t o lo g o u s  s e r u m ,  a t  2 0  b a c t e r ia  p e r  m o n o n u c le a r  c e ll.  A f t e r  in c u ­

b a t io n  fo r  2 4  h o u r s  a t  3 7 ° C  in  5 p e r c e n t  c a r b o n  d io x id e ,  t h e  s u p c r n a -  

t a n t s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  s o m e  w e lls  a n d  fr o z e n  a t  — 7 0 °C  fo r  the  

d e t e r m in a t io n  o f  p r o s t a g la n d in  E .  T h e  m ic r o t i t e r  p la t e s  w e r e  fr o ze n  

u n t i l  t h e  e n d  o f  t h e  s t u d y .  A t  t h a t  t im e  a ll t h e  p la t e s  fo r  e a c h  

d o n o r  w e r e  s im u l t a n e o u s ly  t h a w e d  a n d  e x p o s e d  to  t w o  m o r e  

f r e e z e - t h a w  c y c le s  to  c o m p le t e  c e ll ly s is .  T h e  c o n t e n t s  o f  t r ip lic a t e  

w e lls ,  c o n s is t in g  o f  c e ll ly s a t e s  a n d  s u p e r n a t a n t s ,  w e r e  p o o le d  

a n d  r e fr o z e n  fo r  d e t e r m in a t io n s  o f  in t e r le u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o ­

s is  fa c t o r .

Determinations of lnterleukin-1 and Tumor Necrosis Factor

T h e  t o t a l s y n t h e s is  o f  c y t o k in e s  ( i.e . ,  c e ll- a s s o c ia t e d  c y t o k in e s  

p lu s  s e c r e t e d  c y t o k in e s )  w a s  d e t e r m in e d  b y  r a d io im m u n o a s s a y s  for  

t w o  fo r m s  o f  h u m a n  in t e r le u k in - 1  ( IL - l / 3 a n d  I L - l a )  a n d  fo r  t u m o r  

n e c r o s is  fa c t o r .  D e t a ils  o n  t h e  s p e c if ic it y  a n d  s e n s it iv it y  o f  e a c h  

r a d io im m u n o a s s a y  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  e ls e w h e r e . 2  > i/  E a c h  r a d io ­

im m u n o a s s a y  w a s  s p e c if ic  fo r  t h e  r e s p e c t iv e  c y t o k in e .  F o r  a  g iv e n  

s t im u lu s ,  s a m p le s  f r o m  a ll fo u r  s t u d y  p h a s e s  fo r  e a c h  d o n o r  w e r e  

a s s a y e d  in  a  s in g le  r a d io im m u n o a s s a y  fo r  e a c h  c y t o k in e .

Prostaglandin Determination

P r o s t a g la n d in  E^ c o n t e n t  in  m o n o n u c le a r - c e ll  s u p e r n a t a n t s  w a s  

d e t e r m in e d  b y  d ir e c t  c o m p e t i t iv e  r a d io im m u n o a s s a y .  A n t i - p r o s ­

t a g la n d in  E j  s e r u m ,  k in d ly  p r o v id e d  b y  D r .  W i l l i a m  C a m p b e l l  

( U n iv e r s i t y  o f  T e x a s  H e a l t h  S c ie n c e  C e n t e r  a t  D a l la s ) ,  h a s  a  c r o s s ­

r e a c t iv it y  o f  14 p e r c e n t  w i t h  p r o s t a g la n d in  E|  a n d  o f  2 .7  p e r c e n t  

w it h  p r o s t a g la n d in  E.,a . P r o s t a g la n d in  E_> s t a n d a r d  w a s  p r o v id e d  by  

D r .  J o h n  P ik e  ( U p j o h n ,  K a la m a z o o ,  M ic h . ) .  [ ’H ] P r o s t a g la n d in  E_, 

w a s  p u r c h a s e d  f r o m  A m e r s h a m  ( A r l in g t o n  H e ig h t s ,  111.). T h e  a s s a y  

d o e s  n o t  d is t in g u is h  b e t w e e n  p r o s t a g la n d in  E 2  a n d  p r o s t a g la n d in  

E {. T h e  a s s a y  s e n s it iv it y  fo r  p r o s t a g la n d in  E 2  is  5 0  p g  p e r  m il l i l i t e r .

Neutrophil Chemotaxis

P o ly m o r p h o n u c le a r  n e u t r o p h i ls  w e r e  is o la t e d  f r o m  t h e  p e lle t  

a f t e r  F ic o l l - H y p a q u e  d e n s it y - g r a d ie n t  c e n t r if u g a t io n ,  a n d  t h e ir  

c h e m o t a c t ic  r e s p o n s e  t o  s y n t h e t ic  le u k o t r ie n e  B.} ( S ig m a )  w a s  as-  

s a v e d  w i t h  us e  o f  b l in d  w e ll c h a m b e r s ,  a s  d e s c r ib e d  e ls e w h e r e . 2 , 1
#

I' h e  m ig r a t io n  d is t a n c e  o f  p o ly m o r p h o n u c le a r  n e u t r o p h i ls  w a s  

m e a s u r e d  w it h  t h e  le a d in g - f r o n t  m e t h o d .  E a c h  c o n d i t io n  (b u ffe r  

a lo n e  o r  w it h  le u k o t r ie n e  B., a d d e d  a t  10~ !l, 1 0 - H, 1 0 - 7, a n d  10~ fl M )  

w a s  a s s a y e d  in  t r ip l ic a t e .  P o ly m o r p h o n u c le a r  n e u t r o p h i ls  fr o m  

h e a l t h y  s u b je c t s  n o t  r e c e iv in g  n  — 3 fa t t y  a c id  s u p p le m e n t a t io n  w e r e  

a s s a y e d  in  p a r a l le l  ( s a m e - d a y  c o n t r o l) .  T h e  r e s u lt s  a r e  e x p r e s s e d  as  

p e r c e n t  in c r e a s e s  o v e r  s p o n t a n e o u s  m ig r a t io n  in  b u ffe r .

Fatty Acid Analyses

F o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p la s m a  fa t t y  a c id s ,  18 m l o f  b lo o d  w a s  

d r a w n  in t o  E D T A - c o a t c d  t u b e s  a n d  c e n t r ifu g e d  fo r  2 0  m in u t e s  at  

8 0 0 Xg. T h e  p la s m a  w a s  r e m o v e d  a n d  fr o z e n  a t  — 70°C1 u n t i l  a n a ­

ly z e d .  L ip id s  w e r e  e x t r a c t e d  a n d  m e t h y la t e d ,  a s  d e s c r ib e d  e ls e ­

w h e r e .  F o r  t h e  d e t e r m in a t io n  o f  t h e  fa t t y  a c id  c o m p o s i t io n  o f  

m o n o n u c le a r  c e lls ,  c e lls  o b t a in e d  o n  t h r e e  d if fe r e n t  d a y s  d u r in g  

e a c h  o f  t h e  fo u r  s t u d y  p h a s e s  w e r e  p o o le d ,  fo r  a  t o t a l o f  4 . 5 x 1 0 ' ’ 

m o n o n u c le a r  c e lls  p e r  s u b je c t .  T h e  ly s a t e s  o f  t h e s e  c e lls  w e r e  c e n t r i ­

fu g e d  a t  1 0 0 , 0 0 0 Xg a n d  e x t r a c t e d ,  a n d  t h e  p h o s p h o l ip id s  w e r e  p u r i ­

f ie d  a n d  t r a n s m e t h y la t e d  a s  d e s c r ib e d  e ls e w h e r e . 1 0  T h e  fa t t y  a c id  

m e t h y l  e s t e r s  w e r e  a n a ly z e d  b y  g a s - l iq u id  c h r o m a t o g r a p h y  o n  a n  

H P - 5 9 8 0  g a s  c h r o m a t o g r a p h . 2 9 , 3 0  T h e  a m o u n t s  o f  in d iv id u a l  fa t t y  

a c id s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  r e la t iv e  p e r c e n t a g e s ,  w i t h  t o t a l fa t t y  a c id s  

s e t  a s  1 0 0  p e r c e n t .

Statistical Analysis

T h e  r e s u lt s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n s  ± S E M .  T w o - t a ile d  S t u d e n t ’s 

t - te s ts  fo r  p a ir e d  s a m p le s  w e r e  p e r fo r m e d  o n  a  C l in f o  s o f t w a r e  s ys ­

t e m  ( B o lt ,  B e r a n e k  a n d  N e w m a n ,  C a m b r id g e ,  M a s s . )  A f t e r  Bo n ie r -
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r o n i’s a d ju s t m e n t  fo r  m u l t ip le  t - te s ts  in  o n e  g r o u p ,  P  v a lu e s  le s s  

t h a n  0 .0 5  w e r e  c o n s id e r e d  t o  b e  s ig n if ic a n t .

R e s u l t s  

Plasma and Mononuclear-Cell Lipids

T h e  v o lu n t e e r s  r e p o r t e d  n o  u n t o w a r d  e ffe c t s  o f  i n ­

g e s t in g  t h e  f is h - o il c o n c e n t r a t e .  C o m p l i a n c e  w a s  c o n ­

f i r m e d  b y  a  s ig n i f ic a n t  in c r e a s e  in  p l a s m a  le v e ls  o f  

e ic o s a p e n t a e n o ic  a c id ,  f r o m  0 . 4 ± 0 . ‘2 m g  p e r  d e c i l i t e r  

a t  b a s e  l in e  t o  1 7 .3 ± 0 . 7  m g  p e r  d e c i l i t e r  d u r i n g  

t h e  s ix t h  w e e k  o f  s u p p l e m e n t a t i o n  ( P < 0 . 0 0 1 ) .  P la s ­

m a  e ic o s a p e n t a e n o ic  a c id  w a s  s t ill  s l ig h t ly  in c r e a s e d  

(1 .1  ± 0 . 3  m g  p e r  d e c i l i t e r ;  P  =  0 .0 3 5 )  10 w e e k s  a f t e r  

c e s s a t io n  o f  t h e  s u p p l e m e n t  a n d  r e t u r n e d  t o  t h e  pr e -  

s u p p l e m e n t a t i o n  le v e l ( 0 .6 ± 0.2 m g  p e r  d e c i l i t e r )  

w i t h i n  20 w e e k s  a f t e r  c e s s a t io n  o f  t h e  s u p p le m e n t .  

T r ig ly c e r id e  le v e ls  w e r e  r e d u c e d  f r o m  t h e  p r e s u p p le ­

m e n t a t i o n  le v e l ( 1 . 0 3 ± 0 .0 2  m m o l  p e r  l i t e r  [ 91 ± 2 0  

m g  p e r  d e c i l i t e r ] )  t o  0 . 6 6 ± 0 . 1 2  m m o l  p e r  l i t e r  ( 5 9 ±  1 1 

m g  p e r  d e c i l i t e r )  a f t e r  s ix  w e e k s  o f  n  — 3 s u p p le ­

m e n t a t i o n  ( P < 0 . 0 4 0 ) .  T h e y  r e t u r n e d  t o  t h e  p r e s u p ­

p l e m e n t a t i o n  le v e ls  a t  10 w e e k s  ( 1 . 0 9 ± 0 . 2 3  m m o l  

p e r  l i t e r  [ 9 7 ± 21 m g  p e r  d e c i l i t e r ] )  a n d  20 w e e k s  

( 1 . 0 4 ± 0 . 1 4  m m o l  p e r  l i t e r  [ 9 3 ±  13 m g  p e r  d e c i l i t e r ] )  

a f t e r  c e s s a t io n  o f  t h e  s u p p le m e n t .  C h o le s t e r o l  le v e ls  

a n d  le u k o c y t e  a n d  p la t e le t  c o u n t s  d id  n o t  c h a n g e  

s ig n i f ic a n t ly .  T h e s e  d a t a  c o n f i r m  p r e v io u s  f in d in g s  o n  

t h e  e ffe c t s  o f  s im i l a r  d o s e s  o f  n  — 3 fa t  t v  a c id s  o n  

p l a s m a  le v e ls  o f  f a t t y  a c id s 30 a n d  o n  t r ig ly c e r id e  

le v e ls .31

T h e  c o m p o s i t i o n  o f  m o n o n u c le a r - c e l l  p h o s p h o l ip id  

f a t t y  a c id s  w a s  d e t e r m in e d  in  t h e  m o n o n u c le a r - c e l l  

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

t h e  f o u r  s t u d y  p h a s e s  ( T a b l e  1). A f t e r  s ix  w e e k s  o f  

n — 3 f a t t y  a c id  s u p p l e m e n t a t i o n ,  t h e r e  w a s  a  s ig n i f i ­

c a n t  in c r e a s e  in  e ic o s a p e n t a e n o ic  a c id ,  f r o m  0 .7  p e r ­

c e n t  b e fo r e  t h e  s u p p l e m e n t  t o  3 .8  p e r c e n t  ( P  =  0 . 0 2 ) ,  

w i t h  a  c o n c o m i t a n t  d e c r e a s e  o f  a r a c h id o n ic  a c id ,  f r o m  

1 3 .8  p e r c e n t  b e fo r e  t h e  s u p p l e m e n t  t o  8.6 p e r c e n t  

( P  =  0 . 0 4 ) .  T e n  w e e k s  a f t e r  t h e  e n d  o f  s u p p l e m e n ­

t a t io n ,  t h e r e  w a s  s t il l  a  t r e n d  t o  in c r e a s e d  e ic o s a -

Tab le  1. F a tty  A c id  C o m p o s it io n  of M o n o n u c le a r-C e ll M e m b ranes

as a P e rce n ta g e  o f T o ta l Fatty  A c id  C o n te n t.*

F a t t y B e f o r e  n - 3 A f t e r  n - 3 T i m e  a f t e r  E n d  o f

A c i d S u p p l e m e n t S u p p l e m e n t n - 3  S u p p l e m e n t

10 w e e k s 2 0  W E E K S

mean percentage ±SEM

A  A  ( n  — 6 ) 1 3 . 8 ±  1 .3 8 . 6 ± 0 . 7 t 9 . 5 ± l . 8 $ 13 . 8 ± 2 . 6 t

R P A  ( n - 3 ) 0 . 7 ± 0 . 1 3 . 8 ± 0 . 7 § 1 . 0 ± 0 . 3 $ 0 . 6 ± 0 .  I t

D H A  ( n - 3 ) 2 . 3 ± 0 . 2 3 . 3 ± 0 . 4 + 2 . 0 ± 0 . 4 t 2 . 5 ± 0 . 7 t

A A / E P A  r a t io 2 0 . 9 ± 2 . 2 2 . 4 ± 0 . 2 1 l 1 2 . 0 ± 2 .  Ill 2 3 . 9 ± 4 . 3 +

‘ M o n o n u c le a r  c e lls  w e r e  o b t a in e d  f r o m  liv e  s u b je c t s  r e c e iv in g  d ie t a r y  s u p p le m e n t a t io n  o l 

n 3 fa t t y  a c id s .  A A  d e n o t e s  a r a c h id o n ic  a c id .  E P A  e ic o s a p e n t a e n o ic  a c id ,  a n d  D H A  d o c o s a -  

lie x a e n o ic  a c id .

* De c r e a s e d  fr o m  p r e s u p p le m e n t  le v e ls  ( P < 0 . ( ) 4 ) .  

N o  s ig n if ic a n t  c h a n g e  f r o m  p r e s u p p le m e n t  le v e ls . 

^ In c r e a s e d  fr o m  p r e s u p p le m e n t  le v e ls  ( P < 0 . 0 3 ) .  

’ De c r e a s e d  fr o m  p r e s u p p le m e n t  le v e ls  ( P < 0 . ( K ) 3 ) .  

De c r e a s e d  fr o m  p r e s u p p le m e n t  le v e ls  ( P < 0 . 0 3 ) .
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F igure  1. In V itro  S yn th e s is  of IL-1 [3 by M o n o n u c le a r C e lls  of N ine 

S ub jec ts , S tim u la te d  w ith  E ndo tox in  (1 ng per M illilite r) during

D ie ta ry  S u p p lem en ta tion .

Each po in t re p re se n ts  the  ave rage  of th ree  d e te rm in a tio n s  on 

th ree  d iffe re n t days, tw o  to th ree  days apart, in each sub jec t. The  

inse t sh o w s the  syn th e s is  o f IL-1 (3 by m o n o n u c le a r ce lls  s tim u la t ­

ed w ith  the  sam e  d ose  of endo tox in  in fou r con tro l sub jec ts  w ith ­

ou t d ie ta ry  su p p le m e n ta tio n , du ring  an in te rva l of seven  w eeks.

p e n t a e n o i c  a c id  a n d  d e c r e a s e d  a r a c h i d o n i c  a c id  

c o n c e n t r a t io n s ,  a n d  t h e  r a t io  o f  a r a c h id o n ic  a c id  

t o  e ic o s a p e n t a e n o ic  a c id  r e m a in e d  s ig n i f ic a n t ly  s u p ­

p r e s s e d  a t  a  v a lu e  o f  12 .0 ,  a s  c o m p a r e d  w i t h  2 0 .9  

b e fo r e  s u p p l e m e n t a t i o n  ( P  =  0 .0 2 )  a n d  2 3 .9  a t  w e e k  

2 0  a f t e r  c e s s a t io n  o f  t h e  s u p p le m e n t .  T w e n t y  w e e k s  

a f t e r  t h e  e n d  o l'  s u p p l e m e n t a t i o n ,  b o t h  e ic o s a p e n t a e ­

n o ic  a c id  a n d  a r a c h id o n ic  a c id  h a d  r e t u r n e d  t o  t h e  

p r e s u p p l e m e n t a t i o n  le v e ls .

Effect of n -3  Fatty Acid Supplementation on the

Production of lnterleukin-1 and Tumor Necrosis Factor

F ig u r e  I s h o w s  t h e  i n d i v i d u a l  v a lu e s  fo r  t h e  p r o d u c ­

t io n  o f  IL - l / 3  a t  e a c h  p h a s e  o f  t h e  s t u d y .  T h e  p r o d u c ­

t io n  o l'  IL - l / 3  in  v i t r o  w a s  d e c r e a s e d  a f t e r  s ix  w e e k s  o f  

n  — 3 s u p p l e m e n t a t i o n .  A t  t h a t  t im e ,  m o n o n u c l e a r  

c e lls  s t im u l a t e d  b y  I n g  o f  e n d o t o x in  p e r  m i l l i l i t e r  

p r o d u c e d  o n ly  4 .2  n g  o f  IL - l / 3  p e r  m i l l i l i t e r ,  a s  c o m ­

p a r e d  w i t h  t h e  p r e s u p p l e m e n t a t i o n  le v e l o f  7 .4  n g  p e r  

m i l l i l i t e r  (4 3  p e r c e n t  d e c r e a s e ;  P  =  0 .0 4 8 ;  F ig .  I ) .  T e n  

w e e k s  a f t e r  t h e  e n d  o f  n  — 3 s u p p l e m e n t a t i o n ,  lL - l / 3  

p r o d u c t i o n  h a d  d e c r e a s e d  f u r t h e r ,  t o  2 .9  n g  p e r  m i l l i l i ­

t e r  (6 1  p e r c e n t  d e c r e a s e ;  P  =  0 . 0 0 5 ) .

T h e  p r o d u c t io n  o f  IL- 1 / 3  r e t u r n e d  t o  t h e  p r e s u p p le ­

m e n t a t i o n  le v e l 20 w e e k s  a f t e r  t h e  e n d  o f  s u p p le m e n -
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t a t io n  (7 .5  n g  p e r  m i l l i l i t e r ;  P  n o t  s ig n i f ic a n t ) .  D u r i n g  

a n  in t e r v a l  o f  s ix  w e e k s ,  IL- 1  (3 p r o d u c t io n  in  a  c o n t r o l  

g r o u p  o f  f o u r  s u b je c t s  ( w h o  w e r e  n o t  t a k in g  t h e  s u p ­

p l e m e n t )  d id  n o t  c h a n g e  s ig n i f ic a n t ly  ( F ig .  1, in s e t ) .  

F ig u r e  2 s h o w s  t h e  m e a n  v a lu e s  fo r  e a c h  s u b je c t ,  e x ­

p r e s s e d  a s  t h e  p e r c e n t  c h a n g e  f r o m  v a lu e s  b e fo r e  s u p ­

p l e m e n t a t io n .  I n d u c t i o n  o f  IL- 1  ¡3 b y  a  h ig h e r  d o s e  o f  

e n d o t o x in  ( 10  n g  p e r  m i l l i l i t e r )  p r o d u c e d  s im i l a r  r e ­

s u lt s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .

E n d o t o x in - in d u c e d  c o n c e n t r a t io n s  o f  IL- 1  a  a n d  t u ­

m o r  n e c r o s is  f a c t o r  d e c r e a s e d  in  a  s im i l a r  p a t t e r n  ( F ig .  

2 A ) .  IL- 1  a  p r o d u c t io n  fe ll f r o m  1 6 .0  n g  p e r  m i l l i l i t e r  

a t  b a s e  l in e  t o  1 0 .9  n g  p e r  m i l l i l i t e r  (3 2  p e r c e n t  d e ­

c r e a s e ;  P  n o t  s ig n i f ic a n t )  a f t e r  6 w e e k s  o f  n  — 3 s u p p le ­

m e n t a t i o n ,  a n d  t o  9 .7  n g  p e r  m i l l i l i t e r  (3 9  p e r c e n t  

d e c r e a s e ;  P  =  0 .0 2 2 )  10 w e e k s  a f t e r  t h e  e n d  o f  s u p p l e ­

m e n t a t io n .  T h e  p r o d u c t io n  o f  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  

d r o p p e d  f r o m  8 .5  n g  p e r  m i l l i l i t e r  a t  b a s e  l in e  t o  6.6 n g

n - 3  S u p p le m e n t

W eeks: 0

I
16

1

Before

n - 3

26

I

A

Afte r 10 W eeks 20 W eeks

n - 3  after End a fter End

of n - 3  of n - 3

IL-1 /y, IL-1«, and T N F  Induced by Endotox in

* 1
I

s

I

B IL-1 >3 and IL-1 o Induced by P hy tohem agg lu tin in

*

'

10 W eeks 

after End 

of n - 3

20 W eeks  

after End 

of n - 3

F igure  2. S yn th e s is  o f IL-1 (S o lid  Bars), IL -1«  (H a tched  Bars), 

and T u m o r N ecros is  F ac to r (T N F ; O pen B ars) by M o n o n u c le a r 

C e lls  S tim u la te d  w ith  1 ng o f E ndo tox in  per M illilite r (P ane l A) or 

3 /xg o f P h y to h e m a g g lu tin in  pe r M illilite r (P ane l B).

T he  co n ce n tra tio n  of to ta l cy to k in e  (i.e ., ce ll-a sso c ia te d  p lus s e ­

c re te d ) w as d e te rm in e d  by ra d io im m u n o a ssa y . C o n ce n tra tio n s  

are  p re se n te d  as p e rce n ta g e s  o f p re su p p le m e n ta tio n  leve ls . W ith  

e n d o to x in  s tim u la tio n , the  co n ce n tra tio n s  w e re  7 .4  ng of IL-1 /3 per 

m illilite r, 16.0 ng o f IL-1 a  pe r m illilite r, and 8 .5  ng o f tu m o r n e c ro ­

s is fa c to r p e r m illilite r. W ith  p h y to h e m a g g lu tin in  s tim u la tio n , the 

co n ce n tra tio n s  w e re  3 .0  ng o f IL-1 >3 per m illilite r and 14.0 ng of 

IL-1 a p e r m illilite r. Each ba r re p re se n ts  the  m ean o f 27 d e te rm in a ­

tio n s  (n ine  d o n o rs  assayed  on th ree  days  each). T he  e rro r bars 

d e n o te  the  S E M  fo r the  n ine  dono rs . An a s te risk  de n o te s  a s ig n ifi ­

ca n t d iffe re n ce  from  the  leve l be fo re  d ie ta ry  n - 3  su p p le m e n ta tio n

(at P C 0 .0 5 ).

T ab le  2. IL-1/3, IL-1 a , and T u m o r N ecros is  F acto r Induced in 

M o n o n u c le a r C e lls  by H ea t-K ille d  S. epidermidis *

B e f o r e  n - 3  

S u p p l e m e n t

A f t e r  n - 3  T i m e  a f t e r  E n d  o f  

S u p p l e m e n t  n - 3  S u p p l e m e n t

t o  w e e k s 20 W E E K S

mean ± S EM

I L - l ß  ( n g / m l)  

IL- 1  a  ( n g / m l)  

T N F  ( n g / m l)

3 1 . 8  ± 4 . 5  

5 . 8 ±  1.1 

3 7 . 9 ± 3 . 4

2 6 . 3 ± 5 . 1 2 5 . 2 ± 3 . 5  

4 . 5 ±  1 .0  5 . 9 ±  1.1 

3 2 .1  ± 5 . 5  3 5 . 5 ± 3 . 9

2 5 . 6 ± 2 . 6

5 . 2 ± 0 . 8

3 2 . 5 ± 3 . 6

♦M o n o n u c l e a r  c e l l s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  n in e  s u b je c t s  r e c e i v i n g  d ie t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n  o f  

n - 3  f a t t y  a c i d s .

p e r  m i l l i l i t e r  (2 2  p e r c e n t  d e c r e a s e ;  P  n o t  s ig n i f ic a n t )  

a f t e r  6 w e e k s  o f  t h e  s u p p l e m e n t  a n d  t o  5 .1  n g  p e r  

m i l l i l i t e r  (4 0  p e r c e n t  d e c r e a s e ;  P  =  0 .0 0 8 )  10 w e e k s  

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

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

c y t o k in e s  h a d  a ls o  r e t u r n e d  t o  t h e  p r e s u p p le m e n t a t io n  

le v e ls .

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

c e ll p o p u l a t i o n  ( a f t e r  F ic o l l - H y p a c ju e  s e p a r a t io n )  w a s

19.1 ± 4 . 4  p e r c e n t  a n d  d id  n o t  c h a n g e  s ig n i f ic a n t ly  

a f t e r  6 w e e k s  o f  t h e  s u p p l e m e n t  o r  a t  10 w e e k s  a f t e r  

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

T h e  le v e ls  o f  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  fa c ­

t o r  i n d u c e d  b y  t h e  p h a g o c y t o s is  o f  h e a t - k il le d  S. epi­

dermidis  w e r e  m e a s u r e d  ( T a b l e  2 ) .  T h i s  p h a g o c y t ic  

s t im u l u s  w a s  f o u r  t im e s  m o r e  p o t e n t  t h a n  t h e  h ig h  

d o s e  o f  e n d o t o x in  ( 10  n g  p e r  m i l l i l i t e r )  in  i n d u c i n g  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  I L -1 ¡3 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r .  T h e s e  

le v e ls  s h o w e d  s l ig h t ,  in s ig n i f i c a n t  d e c r e a s e s  d u r in g  

w e e k  6 o f  t h e  n  — 3 s u p p l e m e n t  a n d  a t  10 w e e k s  a f t e r  

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

T o  a s s e s s  t h e  p o s s ib le  r o le  o f  a l t e r e d  in t e r l e u k in - 1 

p r o d u c t i o n  in  m e d i a t i n g  t h e  e ile c t  o f  n  — 3 f a t t y  a c id s  

d u r i n g  a n  i m m u n o l o g i c  c h a l le n g e ,  w e  a ls o  m e a s u r e d  

t h e  i n d u c t i o n  o f  IL - 1  ¡3 a n d  IL- 1  a  b y  p h y t o h e m a g g l u ­

t i n in  in  t h e  s a m e  c e ll p o p u l a t i o n  ( F ig .  2 B ) .  A f t e r  s ix  

w e e k s  o f  n  — 3 s u p p l e m e n t a t i o n ,  t h e  p r o d u c t io n  o f  

IL- 1  a  h a d  d e c r e a s e d  s ig n i f ic a n t ly ,  f r o m  1 4 .0  t o  1 2 .0  

n g  p e r  m i l l i l i t e r  ( 1 4  p e r c e n t  d e c r e a s e ;  P  =  0 .0 4 4 ) .  

D u r i n g  t h e  1 0 t h  w e e k  a f t e r  t h e  e n d  o f  s u p p l e m e n t a ­

t io n ,  h o w e v e r ,  b o t h  c y t o k in e s  w e r e  s ig n i f ic a n t ly  r e ­

d u c e d :  I L -1 (3 b y  5 3  p e r c e n t  ( f r o m  3 .0  t o  1 .4  n g  p e r  

m i l l i l i t e r ;  P  =  0 . 0 0 3 ) ,  a n d  IL- 1  a  b y  3 7  p e r c e n t  ( f r o m

1 4 .2  t o  9 .0  n g  p e r  m i l l i l i t e r ;  P  =  0 . 0 0 0 1 ) .

W e  s t u d ie d  a  c o n t r o l  g r o u p  d u r i n g  t h e  s a m e  in t e r v a l  

t h a t  w e  s t u d ie d  t h e  s e c o n d  g r o u p  o f  v o lu n t e e r s  in  t h e  

f ir s t  t w o  p h a s e s  o f  n  — 3 s u p p l e m e n t a t i o n .  A l t h o u g h  

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

t h e s e  c o n t r o l  s u b je c t s  p r o d u c e d  lo w e r  a m o u n t s  ol 

IL- 1 / 3  ( F ig .  1, in s e t ) ,  t h e  p r o d u c t io n  o f  t h is  c y t o k in e  a t  

w e e k  7 d i d  n o t  s ig n i f i c a n t ly  c h a n g e  ( 1 0 2 ± 1 6  p e r c e n t  

o f  t h e  le v e ls  p r o d u c e d  a t  w e e k  1). T h e  le v e ls  o l 

I L - l a  a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  w e r e  1 1 6 ±  10 a n d  

9 0 ± 6  p e r c e n t ,  r e s p e c t iv e ly ,  a t  w e e k  7. A t  t h a t  t im e ,  

c y t o k in e  p r o d u c t io n  in d u c e d  b y  S. epidennidis  w a s  

1 1 0 ± 8 p e r c e n t  o f  t h e  le v e ls  a t  w e e k  1 fo r  IL- 1 / 3 ,

100±  13 p e r c e n t  fo r  I L -1 a ,  a n d  1 11 ± 2 p e r c e n t  fo r  tu-
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m o r  n e c r o s is  f a c t o r .  ' T h e r e  w a s  n o  s ig n i f ic a n t  c h a n g e  

in  t h e  in  v i t r o  p r o d u c t io n  o f  in t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  

n e c r o s is  f a c t o r  in  v o lu n t e e r s  r e c e iv in g  n o  d ie t a r y  s u p ­

p l e m e n t a t io n  d u r i n g  a n  in t e r v a l  o f  s ix  w e e k s .

Prostaglandin Synthesis

In  t h e  in i t i a l  g r o u p  o f  s ix  v o lu n t e e r s ,  p r o s t a g l a n d in  

E -2 r e le a s e  w a s  m e a s u r e d  in  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  m o n o ­

n u c le a r  c e lls  s t im u l a t e d  b y  .S’, epidennidis  ( F ig .  3 ) .  P r o s ­

t a g l a n d in  E- j r e le a s e  d e c r e a s e d  f r o m  6 1 2  p g  p e r  m i l l i l i ­

t e r  a t  b a s e  l in e  t o  3 0 2  p g  p e r  m i l l i l i t e r  a f t e r  6 w e e k s  o f  

s u p p l e m e n t a t i o n  (5 1  p e r c e n t  d e c r e a s e ;  P  =  0 . 0 0 8 ) ,  t o  

4 2 3  p g  p e r  m i l l i l i t e r  ( P  n o t  s ig n i f ic a n t )  a f t e r  10 w e e k s  

o f  s u p p l e m e n t a t i o n ,  a n d  t o  8 1 2  p g  p e r  m i l l i l i t e r  ( P  n o t  

s ig n i f ic a n t )  a f t e r  2 0  w e e k s  o f  s u p p l e m e n t a t i o n .  A f t e r  

c e s s a t io n  o f  t h e  s u p p l e m e n t  t h e r e  w a s  n o  s ig n i f ic a n t  

c h a n g e  in  p r o s t a g l a n d in  E 2 r e le a s e  f r o m  t h e  p r e s u p ­

p l e m e n t  le v e l.

Neutrophil Chemotaxis

R a n d o m  m ig r a t i o n  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  n e u t r o ­

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

c h a n g e d  a t  a l l  t im e s  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  T h e  c h e m o t a c -  

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

s ix  w e e k s  o f  n  — 3 s u p p l e m e n t a t i o n  w e r e  s u p p r e s s e d  a t  

a ll f o u r  c o n c e n t r a t io n s  o f  le u k o t r ie n e  B 4 . F ig u r e  4  

s h o w s  t h a t  c h e m o t a x is  t o  1 0 - /  M  le u k o t r ie n e  B.(, 

w h ic h  e l ic i t e d  t h e  h ig h e s t  r e s p o n s e ,  w a s  8 3 ± 8 . 2  p e r ­

c e n t  ( m e a n  o f  p e r c e n t  in c r e a s e  o v e r  r a n d o m  m i g r a ­

t io n )  b e fo r e  t h e  n  — 3 s u p p l e m e n t ,  6 2 ± 5 . 0  p e r c e n t  a f t e r  

6 w e e k s  o f  t h e  s u p p l e m e n t ,  a n d  79 1 2 .5  p e r c e n t  10 

w e e k s  a f t e r  c e s s a t io n  o f  t h e  s u p p l e m e n t .  T h e  s u p p r e s ­

s io n  o f  c h e m o t a x is  a f t e r  s ix  w e e k s  o f  s u p p l e m e n t a t i o n  

w a s  s ig n i f ic a n t  a s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p r e s u p p le m e n t  

c o n t r o l  ( P  =  0 .0 3 8 )  a n d  w i t h  t h e  c o n t r o l  g r o u p  a s ­

s a y e d  o n  t h e  s a m e  d a y  ( 9 4 ±  1 1 .9  p e r c e n t ;  P  =  0 . 0 4 1 ) .  

1 'his  is  in  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  f in d in g s  o f  L e e  e t  a l . 10 

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

u n t e e r s  w h o s e  d ie t  w a s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  n  — 3 

fa t t y  a c id s .

D i s c u s s i o n

O u r  r e s u lt s  s h o w  t h a t  d ie t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n  w i t h  

n - 3  f a t t y  a c id s  r e d u c e s  t h e  a m o u n t  o f  i n d u c ib l e  p r o ­

d u c t io n  o f  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  b v  

m o n o n u c l e a r  c e lls  in  v i t r o .  T h e  r e d u c e d  p r o d u c t io n  o f  

IL- 1 / 3 , IL - lc t ,  a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  m a y  c o n t r i b ­

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

in p a t ie n t s  r e c e iv in g  n  — 3 s u p p l e m e n t a t i o n . ^

W e  s t u d ie d  t h e  p r o d u c t io n  o f  i n t e r l e u k in - 1 a n d  

t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  b v  t o t a l  m o n o n u c l e a r  c e lls  r a t h -
J

n  t h a n  b y  e n r ic h e d  m o n o c y t e s .  S in c e  m o n o c y t e s ,  

I c e l ls ,32 B  c e l ls ,33 a n d  la r g e  g r a n u l a r  l y m p h o c y t e s 34 

s y n t h e s iz e  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r ,  w e  

b e lie v e  t h a t  t h e . r e s p o n s e  o f  t h e  w h o le  c e ll 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 le v a n t  t h a n  t h a t  o f  e n ­

r ic 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  w e  s t u d ie d  p e r i p h ­

e r a l m o n o n u c l e a r  c e lls  a s  a n  a c c e s s ib le  s o u r c e ,  it  is  

p r o b a b le  t h a t  d ie t a r y  n  — 3 f a t t y  a c id s  a ls o  d e c r e a s e  t h e  

p r o d u c t io n  o f  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r

n - 3 n - 3 a fte r End 

of n - 3

afte r End 

of n - 3

F igure 3. S e c re t io n  o f P ros tag la nd in  E (PG E) by M o n o n u c le a r 

C e lls  S t im u la te d  w ith  O p son ize d , H ea t-K illed  S. epidermidis

(20 O rg a n ism s  per C ell).

P ro s ta g la n d in  E w as m easu red  in the su p e rn a ta n t by ra d io im m u ­

noassay. Each bar re p re se n ts  the m ean of 18 d e te rm in a tio n s  (s ix 

d o n o rs  assayed  on th ree  d iffe re n t days each). The  e rro r bars 

d e n o te  the  S E M  fo r the  s ix donors. T he  as te r isk  deno tes  a s ig n ifi ­

c a n t d iffe re n c e  fro m  th e  leve l b e fo re  n - 3  s u p p le m e n ta tio n

(at P < 0 .0 5 ).

b y  o t h e r  t y p e s  o f  c e lls ,  s u c h  a s  s y n o v ia l  c e lls ,  a lv e o la r  

m a c r o p h a g e s ,  a n d  m e s a n g i a l ,35 v a s c u l a r ,36 a n d  s k in  

c e l ls .37 S in c e  w e  m e a s u r e d  t o t a l  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u ­

m o r  n e c r o s is  f a c t o r  ( i . e . ,  b o t h  c e ll- a s s o c ia t e d  a n d  s e ­

c r e t e d ) ,  o u r  r e s u lt s  d e m o n s t r a t e  t h a t  n  — 3 f a t t y  a c id s  

a f fe c t  t h e  s y n t h e s is  r a t h e r  t h a n  t h e  r e le a s e  o f  t h e s e
J

c y t o k in e s .
#

T h e  p e r s is t e n t  s u p p r e s s io n  o f  t h e  p r o d u c t io n  o f
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F igu re  4. C h e m o ta c t ic  R espon se  of N e u tro p h ils  to

L e u ko tr ie n e  B4.

T he  m ig ra tio n  o f n e u tro p h ils  in re sp o n se  to  1 0 "7 M le u ko tr ie n e  B4 

is e xp re sse d  as a p e rce n ta g e  o f in c re a se  o ve r random  m ig ra tion . 

T he  ba rs re p re se n t the  m ean  ± S E M  fo r n ine su b je c ts  in the  s tudy  

g ro u p  (h a tch e d  bars, n - 3  su p p le m e n t) and for five  con tro l s u b ­

je c ts  (open  bars, no d ie ta ry  su p p le m e n t). T en  w e e ks  a fte r the  end 

of su p p le m e n ta tio n , five  o f the  n ine  su b je c ts  in the  s tu d y  g roup  

w e re  s tud ied . T h e  a s te r isk  d e n o te s  a s ig n ifica n t d iffe re n ce  from

the  leve l b e fo re  n - 3  su p p le m e n t (at P < 0 .0 5 ).
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i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  b y  m o n o n u c le -
4

a r  c e lls  fo r  a s  lo n g  a s  10 w e e k s  a f t e r  c e s s a t io n  o f  

t h e  n  — 3 s u p p l e m e n t ,  a c c o m p a n ie d  b y  p e r s is t e n t  f a t t y  

a c id  c h a n g e s  in  t h e s e  c e lls ,  w a s  a  s t r ik in g  p h e n o m e n o n  

o b s e r v e d  in  b o t h  s e t s  o f  v o lu n t e e r s .  S in c e  m o n o ­

c y t e s  in  t h e  c i r c u la t io n  h a d  b e e n  f o r m e d  in  t h e  b o n e
4

m a r r o w  o n ly  a  fe w  d a y s  e a r l i e r , i t  is  p o s s ib le  t h a t  

o u r  f in d in g s  r e f le c t  t h e  r e c y c l in g  o f  n  — 3 f a t t y  a c id s  

f r o m  a  s lo w - t u r n o v e r  c o m p a r t m e n t  o f  f a t t y  a c id s .  

T h e  r a t io  o f  a r a c h id o n ic  a c id  t o  e ic o s a p e n t a e n o ic  

a c id ,  w h ic h  w a s  m a x i m a l l y  s u p p r e s s e d  im m e d ia t e ly  

a f t e r  n — 3 s u p p l e m e n t a t i o n ,  r e f le c t s  t h e  m e a s u r e m e n t  

o f  t h e  t o t a l  p h o s p h o l ip id  f a t t y  a c id  p o o l .  T h is  d o e s  n o t  

a l lo w  c o n c lu s io n s  a b o u t  in t r a c e l lu l a r  c o m p a r t m e n t s  

o r  p h o s p h o l i p id  s u b c la s s e s .  T h u s ,  w e  c a n n o t  e x c lu d e  

t h e  a l t e r e d  f a t t y  a c id  c o m p o s i t io n  o f  a  c r i t ic a l  c o m ­

p a r t m e n t  a t  10 w e e k s  a f t e r  t h e  e n d  o f  s u p p l e m e n t a ­

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

m a x im a l .

W e  o b s e r v e d  f u n c t io n a l  c h a n g e s  in  c y t o k in e  p r o ­

d u c t io n  a s  la t e  a s  10 w e e k s  a f t e r  n  — 3 s u p p l e m e n t a t io n  

w a s  d i s c o n t in u e d ;  o t h e r  in v e s t ig a t o r s  h a v e  a ls o  o b ­

s e r v e d  t h e  l o n g  p e r s is t e n c e  o f  b io c h e m ic a l  c h a n g e s  

a s s o c ia t e d  w i t h  n — 3 f a t t y  a c id  s u p p l e m e n t a t i o n .30 In  

a  c l in ic a l  t r ia l  in  p a t ie n t s  w i t h  r h e u m a t o id  a r t h r i t i s , 18 

l e u k o t r ie n e  B 4 g e n e r a t io n  in  n e u t r o p h i l s  r e m a in e d  b e ­

lo w  b a s e - lin e  le v e ls  fo r  a s  Io n «'  a s  18 w e e k s  a f t e r  n  — 3
O

f a t t y  a c id  s u p p l e m e n t a t i o n  w a s  s t o p p e d .  C o n c o m i ­

t a n t ly ,  in  t h e  c r o s s o v e r  d e s ig n  o f  t h a t  s t u d y ,  t h e  t r e a t ­

m e n t  g r o u p  s t ill  h a d  c l in ic a l  im p r o v e m e n t  w h e n  it  

e n t e r e d  t h e  p la c e b o  p h a s e  a f t e r  a  w a s h o u t  p e r io d  o f  

f o u r  w e e k s .  T h e  p r o lo n g e d  e ffe c t s  o f  d ie t a r y  n  — 3 f a t t y  

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

k in -1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  h a s  im p l i c a t io n s  fo r  

t h e  d e s ig n  o f  f u t u r e  c l in ic a l  t r ia ls .  A  m a x i m a l  e f ie c t  o n  

m o n o n u c le a r - c e l l  c y t o k in e  p r o d u c t io n  m a y  b e  r e a c h e d  

s lo w ly  d u r i n g  s u p p l e m e n t a t i o n  a n d  m a y  p e r s is t  fo r  a t  

le a s t  10 w e e k s  a f t e r  c e s s a t io n  o f  t h e  s u p p l e m e n t .  T h is  

p r o lo n g e d  e ffc c t  s h o u ld  b e  t a k e n  in t o  a c c o u n t  in  t h e  

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

d e s ig n s .

T he  m e c h a n i s m  u n d e r l y in g  t h e  s u p p r e s s io n  o f  t h e  

s y n t h e s is  o f  i n t e r l e u k in - 1 a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  

a f t e r  d ie t a r y  s u p p l e m e n t a t i o n  w i t h  n  — 3 f a t t y  a c id s  

r e m a in s  u n k n o w n .  H o w e v e r ,  a l t e r a t io n s  in  t h e  t y p e  o f  

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

l a t io n  o f  t h e  m o n o n u c l e a r  c e lls  m a y  e x p la in  in  p a r t  t h e  

d e c r e a s e d  p r o d u c t io n  o f  t h e s e  t w o  c y t o k in e s .39,40 T h e  

n  — 3 f a t t y  a c id s  in d u c e  c h a n g e s  in  b o t h  c y c lo o x y g e -  

n a s e  a n d  l ip o x y g e n a s e  p r o d u c t s .  O n e  p o s s ib le  m e c h a ­

n i s m  m a y  b e  d e c r e a s e d  5 - l ip o x y g e n a s e  m e t a b o l i t e s  

s u c h  a s  le u k o t r ie n e  B . j . l n ' ll> A d d i n g  e x o g e n o u s  le u ­

k o t r ie n e  B . j t o  h u m a n  m o n o n u c l e a r  c e lls  e n h a n c e s  

e n d o t o x in - s t im u la t e d  p r o d u c t io n  o f  in t e r l e u k in - 1. 11 

C o n v e r s e ly ,  i n h ib i t o r s  o f  5 - l ip o x y g e n a s e  r e d u c e  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  i n t e r l e u k i n - 1.42>4:i S u p p l e m e n t a t i o n  

w i t h  t h e  s a m e  n  — 3 f a t t y  a c id  p r e p a r a t io n  in  t h e  s a m e  

d o s a g e  a n d  d u r i n g  t h e  s a m e  t im e  a s  in  t h e  p r e s e n t  

s t u d y  d e c r e a s e d  m o n o c y t e  le u k o t r ie n e  B . } p r o d u c t io n  

b y  5 8  p e r c e n t  in  h e a l t h y  v o lu n t e e r s . lf{ T h u s ,  a  p o s s ib le  

m e c h a n i s m  fo r  d e c r e a s e d  in t e r l e u k in - 1 p r o d u c t io n  is

d e c r e a s e d  s y n t h e s is  o f  le u k o t r ie n e  B.j a n d  g e n e r a t io n  

o f  t h e  b io lo g ic a l ly  le s s  a c t iv e  m e t a b o l i t e  le u k o t r ie n e  B 5 

f r o m  e ic o s a p e n t a e n o ic  a c id .

A l t h o u g h  t h e  c l in ic a l  im p o r t a n c e  o f  o u r  o b s e r v a ­

t io n s  is  u n c e r t a in ,  o u r  f in d in g s  m a y  e x p la in  in  p a r t  

t h e  a n t i i n f l a m m a t o r y  e ll' e c t s  o f  n  — 3 fa t t y  a c id s . 18-21 

W h e t h e r  o t h e r  u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c id s  h a v e  s im i l a rJ

e ffe c t s  r e m a in s  t o  b e  d e t e r m in e d .

W c  a r c  in d e b t e d  t o  S c o t t  F .  O r e n c o lc ,  S t e v e n  D .  S is s o n ,  J u d i t h  R. 

M c N a m a r a ,  a n d  In g r id  W e is s  fo r  t e c h n ic a l  a s s is t a n c e ,  t o  D e ir d r e  

G .  Re e s  a n d  D r .  J u n x i a n  G o n g  lo r  fa t t y  a c id  a n a ly s is ,  t o  N ic k  

P a p a t h a n a s o p o u lo s  fo r  a d v ic e  in  t h e  s t a t is t ic a l  a n a ly s is ,  to  H a n n e s  

E is e le  fo r  a s s is t a n c e  in  d a t a  t r a n s m is s io n ,  a n d  to  J u d i t h  B o llin g e r -  

G r u b e r  a n d  D r s .  Je ffr e y  A .  G e l f a n d ,  D a v id  V .  Iv e s ,  B u r t o n  1 ).• J  J

C la r k ,  L a u r ie  M i l le r ,  a n d  R e in h a r d  L o r e n z  fo r  h e lp fu l  d is c u s s io n s .

R e f e r e n c e s

1. D in a r c l lo  C A .  B io lo g y  o f  in t e r le u k in - 1 . F A S E B  J 1 9 8 8 ;  2 : 1 0 8 - 1 5 .

2 .  C a r s w e l l  E A .  O l d  L J ,  K a s s e l R L .  G r e e n  S ,  F io r e  N .  W i l l i a m s o n  B .  A n  

e n d o t o x in - in d u c e d  s e r u m  fa c t o r  t h a t  c a u s e s  n e c r o s is  o f  t u m o r s .  P r o c  N a t l 

A c a d  S c i U S A  1 9 7 5 ;  7 2 : 3 6 6 6 - 7 0 .

3 .  B e u t le r  B ,  G r e e n w a ld  D , H u lm e s  J D .  e t  a l .  Id e n t it y  o f  t u m o u r  n e c r o s is  

f a c t o r  a n d  t h e  m a c r o p h a g e - s e c r e t e d  fa c t o r  c a c h e c t in .  N a t u r e  1 9 8 5 ;  3 1 6 :5 5 2 -  

4 .

4 .  D in a r c l lo  C A .  In t e r le u k in - 1  a n d  t h e  p a t h o g e n e s is  o f  t h e  a c u t c - p h a s e  r e ­

s p o n s e .  N  E n g l  J M e d  1 9 8 4 ;  3 1 1 : 1 4 1 3 - 8 .

5 .  B e u t le r  B .  C e r a m i  A .  C a c h e c t in :  m o r e  t h a n  a  t u m o r  n e c r o s is  fa c t o r .  N  E n g l 

J M e d  1 9 8 7 ;  3 1 6 : 3 7 9 - 8 5 .

6 .  O k u s a w a  S .  G e l f a n d  J A .  Ik e j im a  T ,  C o n n o l ly  R J ,  D i n a r e l l o C A .  In t e r le u k in

I in d u c e s  a  s h o c k - lik e  s t a t e  in  r a b b it s :  s y n e r g is m  w it h  t u m o r  n e c r o s is  

f a c t o r  a n d  t h e  e f f e c t  o f  c y c lo o x y g e n a s c  in h ib i t io n .  J C l in  In v e s t  1 9 8 8 : 

8 1 : 1 1 6 2 - 7 2 .

7 .  M a n d r u p - P o u ls e n  T K ,  B e n d t z e n  K ,  D in a r e l lo  C A ,  N e r u p  J .  H u m a n  t u m o r  

n e c r o s is  f a c t o r  p o t e n t ia t e s  h u m a n  in t e r le u k in  I- m e d ia t e d  r a t  p a n c r e a t ic  be ta-  

c e ll  c y t o t o x ic i t y .  J  Im m u n o l  1 9 8 7 ;  1 3 9 : 4 0 7 7 - 8 2 .

8 .  E lia s  J A ,  G u s t i lo  K ,  B a e d e r  W ,  F r e u n d l ic h  B .  S y n e r g is t ic  s t im u la t io n  o f  

f ib r o b la s t  p r o s t a g la n d in  p r o d u c t io n  b y  r e c o m b in a n t  in t e r le u k in  I a n d  t u m o r  

n e c r o s is  f a c t o r .  J Im m u n o l  1 9 8 7 ;  1 3 8 :3 8 1 2 - 6 .

9 .  B a n g  H O ,  D y e r b e r g  J .  H jo m e  N .  T h e  c o m p o s i t io n  o f  f o o d  c o n s u m e d  hy 

G r e e n la n d  E s k im o s .  A c t a  M e d  S c a n d  1 9 7 6 ;  2 0 0 : 6 9 - 7 3 .

1 0 . B a n g  H O .  D y e r b e r g  J .  N ie ls e n  A B .  P la s m a  l ip id  a n d  l ip o p r o t e in  p a t t e r n  in 

G r e c n la n d ic  w e s t - c o a s t  E s k im o s .  L a n c e t  1 9 7 1 ;  1 :1 1 4 3 - 5 .

11 . K r o m a n n  N ,  G r e e n  A .  E p id e m io lo g ic a l  s t u d ie s  in  t h e  U p e m a v ik  d is t r ic t ,  

G r e e n la n d :  in c id e n c e  o f  s o m e  c h r o n ic  d is e a s e s  1 9 5 0 - 1 9 7 4 .  A c t a  M e d  S c a n d  

1 9 8 0 ;  2 0 8 : 4 0 1 - 6 .

1 2 . R o b e r t s o n  T L ,  K a t o  H ,  G o r d o n  T ,  e t  a l .  E p id e m io lo g ic  s t u d ie s  o f  c o r o n a r y  

h e a r t  d is e a s e  a n d  s t r o k e  in  J a p a n e s e  m e n  l iv in g  in  J a p a n ,  H a w a i i  a n d  C a l i ­

f o r n ia :  c o r o n a r y  h e a r t  d is e a s e  r is k  fa c t o r s  in  J a p a n  a n d  H a w a i i .  A m  J C a r d io l 

1 9 7 7 ;  3 9 : 2 4 4 - 9 .

1 3 . K r o m h o u t  D ,  B o s s c h ie t e r  E B ,  d c  L e z e n n e  C o u la n d e r  C .  T h e  in v e r s e  r e la ­

t io n  b e t w e e n  fis h  c o n s u m p t io n  a n d  2 0 - y c a r  m o r t a l i t y  f r o m  c o r o n a r y  he a r t  
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1 5 . S t r a s s e r  T ,  F is c h e r  S ,  W e b e r  P C .  L e u k o t r ie n e  B s is  f o r m e d  in  h u m a n  n e u ­
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A c a d  S c i U S A  1 9 8 5 ;  8 2 : 1 5 4 0 - 3 .

1 6 . L e e  T H .  H o o v e r  R L ,  W i l l i a m s  J D ,  e t  a l.  E f f e c t  o f  d ie t a r y  e n r ic h m e n t  w it h  

e ic o s a p e n t a e n o ic  a n d  d o c o s a h e x a e n o ic  a c id s  o n  in  v it r o  n e u t r o p h il  a n d  

m o n o c y t e  le u k o t r ie n e  g e n e r a t io n  a n d  n e u t r o p h il  f u n c t io n .  N  E n g l J M e d  

1 9 8 5 :  3 1 2 : 1 2 1 7 - 2 4 .

1 7 . P a y a n  D G ,  W o n g  M Y ,  C h e m o v - R o g a n  T .  e t  a l .  A lt e r a t io n s  in  h u m a n  

le u k o c y t e  f u n c t io n  in d u c e d  b y  in g e s t io n  o f  e ic o s a p e n t a e n o ic  a c id .  J C l in  

Im m u n o l  1 9 8 6 ;  6 : 4 0 2 - 1 0 .

1 8 . K r e m e r  J M ,  J u b i z  W ,  M ic h a le k  A .  e t  a l.  F is h - o il fa t t y  a c id  s u p p le m e n t a t io n  

in  a c t iv e  r h e u m a t o id  a r t h r it is :  a  d o u b le - b l in d e d ,  c o n t r o l le d ,  c r o s s o v e r  s t u d y .  

A n n  In t e r n  M e d  1 9 8 7 ;  1 0 6 : 4 9 7 - 5 0 3 .

1 9 . B it t in e r  S B .  T u c k e r  W F ,  C a r t w r ig h t  I,  B le e h e n  S S .  A  d o u b le  b l in d ,  r a n ­

d o m is e d ,  p la c e b o - c o n t r o lle d  t r ia l o f  f is h  o il  in  p s o r ia s is .  L a n c e t  1 9 8 8 : 

1 :3 7 8 - 8 0 .

2 0 .  P r ic k e t t  J D ,  R o b in s o n  D R ,  S t e in b e r g  A D .  D ie t a r y  e n r ic h m e n t  w it h  the  
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a n d  p r o lo n g s  s u r v iv a l  in  N Z B  x N Z W  F ,  m ic e .  J C l in  In v e s t  1 9 8 1 ;  6 8 :5 5 6 -  

9 .

2 1 .  K e l le y  V E ,  F e r r e t t i A ,  Iz u i  A .  S t r o m  T B .  A  lis h  o il  d ie t  r ic h  in  e ic o s a p e n -  

t a c n o ic  a c id  r e d u c e s  c y c lo o x y g e n a s e  m e t a b o l i t e s ,  a n d  s u p p r e s s e s  lu p u s  in  

M R L - lp r  m ic e .  J Im m u n o l  1 9 8 5 ;  1 3 4 :1 9 1 4 - 9 .
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2 2 .  W e in e r  B H ,  O c k e n c  IS ,  L e v in e  P H ,  c t  a l .  In h ib i t io n  o f  a t h e r o s c le r o s is  b y  

c o d - liv e r  o il  in  a  h y p c r l ip id e m ic  s w in e  m o d e l .  N  E n g l  J M e d  1 9 8 6 ;  3 15 : 8 4 1 -

6 .

2 3 .  D a v is  H R ,  B r id e n s t in e  R T ,  V e s s e l in o v it c h  D ,  W is s le r  R W .  F is h  o il  in h ib i t s  

d e v e lo p m e n t  o f  a t h e r o s c le r o s is  in  r h e s u s  m o n k e y s .  A r t e r io s c le r o s is  1 9 8 7 ;  

7 : 4 4 1 - 9 .

2 4 .  D in a r e l lo  C A ,  L o n n e m a n n  G ,  M a x w e l l  R ,  S h a ld o n  S .  U lt r a f il t r a t io n  t o  

r e je c t  h u m a n  in t e r le u k in - 1 - in d u c in g  s u b s t a n c e s  d e r iv e d  f r o m  b a c t e r ia l  c u l ­

t u r e s .  J C l in  M ic r o b io l  1 9 8 7 ;  2 5 : 1 2 3 3 - 8 .

2 5 .  L is i  P J ,  C h u  C W ,  K o c h  G A ,  E n d r e s  S .  L o n n e m a n n  G ,  D in a r e l lo  C A .  

D e v e lo p m e n t  a n d  u s e  o f  a  r a d io im m u n o a s s a y  fo r  h u m a n  in t e r le u k in - 1 b e t a .  

L y m p h o k in c  R e s  1 9 8 7 ;  6 : 2 2 9 - 4 4 .

2 6 .  v a n  d c r  M e e r  J W ,  E n d r e s  S ,  L o n n e m a n n  G ,  c t  a l.  C o n c e n t r a t io n s  o f  im-  

m u n o r e a c t iv e  h u m a n  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  a lp h a  p r o d u c e d  b y  h u m a n  m o n o ­

n u c le a r  c e lls  in  v it r o .  J L e u k o c y t e  B io l  1 9 8 8 ;  4 3 : 2 1 6 - 2 3 .

2 7 .  L o n n e m a n n  G ,  E n d r e s  S ,  v a n  d e r  M e e r  J W .  C a n n o n  J G .  D in a r e l lo  C A .  A  

r a d io im m u n o a s s a y  fo r  h u m a n  in t e r le u k in - 1  o r :  m e a s u r e m e n t  o f  I L - l a  p r o ­

d u c e d  in  v it r o  b y  h u m a n  b lo o d  m o n o n u c le a r  c c lls  s t im u la t e d  w it h  e n d o ­

t o x in .  L y m p h o k in c  R e s  1 9 8 8 ;  7 :7 5 - 8 4 .

2 8 .  G c o r g i l i s  K ,  S c h a e f e r  C ,  D in a r e l lo  C A ,  K l e m p n e r M S .  H u m a n  r e c o m b in a n t  

in t e r le u k in  1 b e t a  h a s  n o  c f f e c t  o n  in t r a c e l lu la r  c a lc iu m  o r  o n  f u n c t io n a l  

r e s p o n s e s  o f  h u m a n  n e u t r o p h ils .  J Im m u n o l  1 9 8 7 ;  1 3 8 : 3 4 0 3 - 7 .

2 9 .  S ig u e l  E N ,  C h e e  K M ,  G o n g  J X ,  S c h a e f e r  E J .  C r i t e r ia  fo r  e s s e n t ia l fa t t y  a c id  

d e f ic ie n c y  in  p la s m a  a s  a s s e s s e d  b y  c a p i l la r y  c o lu m n  g a s - liq u id  c h r o m a t o g ­

r a p h y .  C l in  C h e m  1 9 8 7 ;  3 3 : 1 8 6 9 - 7 3 .

3 0 .  v o n  S c h a c k y  C ,  F is c h e r  S ,  W e b e r  P C .  L o n g - t e r m  e f fe c t  o f  d ie t a r y  m a r in e  

o m e g a - 3  fa t t y  a c id s  u p o n  p la s m a  a n d  c e l lu la r  l ip id s ,  p la t e le t  f u n c t io n ,  a n d  

e ic o s a n o id  f o r m a t io n  in  h u m a n s .  J C l i n  In v e s t  1 9 8 5 ;  7 6 : 1 6 2 6 - 3 1 .

3 1 .  P h i l l ip s o n  B E .  R o t h r o c k  D W ,  C o n n o r  W E ,  H a r r is  W S .  I l l in g w o r t h  D R .  

R e d u c t io n  o f  p la s m a  l ip id s ,  l ip o p r o t e in s ,  a n d  a p o p r o t e in s  b y  d ie t a r y  fis h  o i ls  

in  p a t ie n t s  w it h  h y p e r t r ig ly c e r id e m ia .  N  E n g l  J M e d  1 9 8 5 ;  3 1 2 : 1 2 1 0 - 6 .

3 2 .  C u t u r i  M C ,  M u r p h y  M ,  C o s t a - G io m i M P ,  W e in m a n n  R ,  P e r u s s ia  B ,  T r in -  

c h ic r i  G .  In d e p e n d e n t  r e g u la t io n  o f  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  a n d  ly m p h o t o x in  

p r o d u c t io n  b y  h u m a n  p e r ip h e r a l  b lo o d  ly m p h o c y t e s .  J E x p  M e d  1 9 8 7 ;  

1 6 5 : 1 5 8 1 - 9 4 .

3 3 .  M a t s u s h im a  K ,  P r o c o p io  A ,  A b e  H ,  S c a la  G ,  O r t a ld o  J R ,  O p p e n h e im  J J .  

P r o d u c t io n  o f  in t e r le u k in  I a c t iv it y  b y  n o r m a l  h u m a n  p e r ip h e r a l  b lo o d  B 

ly m p h o c y t e s .  J  Im m u n o l  1 9 8 5 ;  1 3 5 : 1 1 3 2 - 6 .

3 4 .  S c a la  G ,  A l l a v c n a  P ,  D je u  J Y .  e t  a l .  H u m a n  la r g e  g r a n u la r  ly m p h o c y t e s  a r e  

p o t e n t  p r o d u c e r s  o f  in t e r le u k in - 1. N a t u r e  1 9 8 4 ;  3 0 9 : 5 6 - 9 .

3 5 .  L o v e t t  D H .  S t e r z e l  R B ,  R y a n  J L ,  A t k in s  E .  P r o d u c t io n  o f  a n  e n d o g e n o u s  

p y r o g e n  b y  g lo m e r u la r  m c s a n g ia l  c c l ls .  J Im m u n o l  1 9 8 5 ;  1 3 4 :6 7 0 - 2 .

3 6 .  L ib b y  P .  O r d o v a s  J M ,  A u g e r  K R ,  R o b b in s  A H .  B ir in y i  L K .  D in a r e l lo  C A .  

E n d o t o x in  a n d  t u m o r  n e c r o s is  f a c t o r  in d u c e  in t e r le u k in - 1  g e n e  e x p r e s s io n  in  

a d u l t  h u m a n  v a s c u la r  e n d o t h e l ia l  c c l ls .  A m  J P a t h o l 1 9 8 6 ;  1 2 4 :1 7 9 - 8 5 .

3 7 .  S a u d e r  D N .  B io lo g ic  p r o p e r t ie s  o f  e p id e r m a l  c e ll  t h y m o c y t c - a c t iv a t in g  f a c ­

t o r  ( E T A F ) .  J In v e s t  D e r m a t o l  1 9 8 5 ;  8 5 : S u p p l :  1 7 6 s - 1 7 9 s .

3 8 .  v a n  F u r t h  R ,  R a e b u r n  J A ,  v a n  Z w e i  T L .  C h a r a c t e r is t ic s  o f  h u m a n  m o n o n u ­

c le a r  p h a g o c y t e s .  B lo o d  1 9 7 9 ;  5 4 : 4 8 5 - 5 0 0 .

3 9 .  K u n k e l  S L .  C h e n s u c  S W ,  P h a n  S H .  P r o s t a g la n d in s  a s  e n d o g e n o u s  m e d ia ­

t o r s  o f  in t e r le u k in  1 p r o d u c t io n .  J Im m u n o l  1 9 8 6 ;  1 3 6 :1 8 6 - 9 2 .

4 0 .  K n u d s e n  P J ,  D in a r e l lo  C A ,  S t r o m  T B .  P r o s t a g la n d in s  p o s t t r a n s c r ip t io n a l ly  

in h ib i t  m o n o c y t e  e x p r e s s io n  o f  in t e r le u k in  I a c t iv it y  b y  in c r e a s in g  in t r a c e l ­

lu la r  c y c l ic  a d e n o s in e  m o n o p h o s p h a t e .  J Im m u n o l  1 9 8 6 ;  1 3 7 : 3 1 8 9 - 9 4 .

4 1 .  R o la - P le s z c z y n s k i  M ,  L e m a ir e  I.  L c u k o t r ie n e s  a u g m e n t  in t e r le u k in  1 p r o ­

d u c t io n  b y  h u m a n  m o n o c y t e s .  J Im m u n o l  1 9 8 5 ;  1 3 5 : 3 9 5 8 - 6 1 .

4 2 .  D in a r e l lo  C A ,  B is h a i  I,  R o s e n w a s s e r  L J ,  C o c c a n i  F .  T h e  in f lu e n c e  o f  l ip o x ­

y g e n a s e  in h ib i t o r s  o n  t h e  in  v it r o  p r o d u c t io n  o f  h u m a n  le u k o c y t ic  p y r o g e n  

a n d  ly m p h o c y t e  a c t iv a t in g  f a c t o r  ( in t e r le u k in - 1 ). In t  J Im m u n o p h a m ia c o l  

1 9 8 4 ;  6 :4 3 - 5 0 .

4 3 .  K u n k e l  S L .  C h e n s u c  S W .  A r a c h id o n ic  a c id  m e t a b o l i t e s  r e g u la t e  in t e r le u ­

k in * 1 p r o d u c t io n .  B io c h c m  B io p h y s  R e s  C o m m u n  1 9 8 5 ;  1 2 8 :8 9 2 - 7 .

ASSOCIAT ION OF AST HMA WIT H SERUM IgE LEVELS AND SKIN- TEST REACT IVIT Y 

T O ALLERGENS

B e n j a m i n  B u r r o w s , M . D . ,  F e r n a n d o  D .  M a r t i n e z , M . D . ,  M a r i l y n  H a l o n e n , Ph.D.,

R o b e r t  A .  B a r b e e , M . D . ,  a n d  M a r t h a  G .  C l i n e , M . S .

Abstract W e in ve s tig a te d  th e  a sso c ia tio n  of se lf-re p o rt- 

ed a s th m a  o r a lle rg ic  rh in it is  w ith  se ru m  IgE  le v e ls  

and s k in -te s t re a c tiv ity  to  a lle rg e n s  in 2 6 5 7  su b je c ts  

in a g e n e ra l-p o p u la tio n  s tudy . R e g a rd le ss  o f the  su b ­

je c ts ’ s ta tu s  w ith  re sp e c t to  a to p y  o r th e ir age  g roup , the 

p re va le n ce  o f a s th m a  w a s  c lo se ly  re la ted  to  th e  se rum  IgE 

leve l s ta n d a rd ize d  fo r age  and sex  (P < 0 .0 0 0 1 ), and no 

a s th m a  w a s  p re se n t in th e  177 su b je c ts  w ith  the  low es t 

IgE leve ls  fo r th e ir  age  and sex  (> 1 .4 6  SD  b e lo w  the 

m ean). T h e  log o d d s  ra tio  in c re a se d  lin e a rly  w ith  the  s e ­

rum  IgE leve l a fte r w e  co n tro lle d  fo r p o ss ib le  co n fo u n d e rs  

and th e  d e g re e  o f re a c tiv ity  to  sk in tests . In co n tra s t, a lle r-

I
T  is  g e n e r a l ly  a c c e p t e d  t h a t  t h e r e  a r e  b o t h  a l le r g ic  

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

t io n  is  u s u a l ly  b a s e d  o n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  

a l le r g y  s k in - t e s t  r e a c t iv i t y  t o  o n e  o r  m o r e  a e r o a l-  

le r g e n s  c o n s id e r e d  c a p a b le  o f  i n d u c i n g  t h e  d is e a s e .  

S in c e  R a c k e m a n n  in t r o d u c e d  t h e  t e r m s  in  1 9 1 8 , 1 a s t h ­

m a  t h a t  c a n  b e  s h o w n  t o  b e  r e la t e d  t o  h y p e r s e n s i t iv i t y  

to  a  f o r e ig n  s u b s t a n c e  h a s  b e e n  d e s c r ib e d  a s  “ e x t r in ­

s ic ” ; o t h e r w is e ,  t h e  d is e a s e  h a s  b e e n  c la s s if ie d  a s  

' i n t r i n s i c . ”

A f t e r  I s h i z a k a J a n d  J o h a n s s o n 3 a n d  t h e i r  c o l le a g u e s

F r o m  t h e  D iv i s io n  o f  R e s p ir a t o r y  S c ie n c e s  ( W e s t e n d  L a b o r a t o r ie s ) ,  U n iv e r s i t y  

<>f A r iz o n a  C o l le g e  o f  M e d ic in e ,  T u c s o n ,  A r iz .  A d d r e s s  r e p r in t  r e q u e s t s  t o  D r .  

B u r r o w s  a t  t h e  D iv i s io n  o f  R e s p ir a t o r y  S c ie n c e s ,  U n iv e r s i t y  o f  A r iz o n a  C o l le g e  

o f  M e d ic in e ,  T u c s o n ,  A Z  8 5 7 2 4 .

S u p p o r t e d  b y  a  S p e c ia l iz e d  C e n t e r  o f  R e s e a r c h  G r a n t  ( H L - 1 4 1 3 6 )  f r o m  t h e  

N a t io n a l  H e a r t ,  L u n g ,  a n d  B lo o d  In s t i t u t e .

g ic  rh in itis  a p p e a re d  to  be a sso c ia te d  p rim a rily  w ith  sk in- 

te s t re a c tio n s  to  co m m o n  a e ro a lie rg e n s , in d e p e n d e n tly  of 

th e  se ru m  IgE leve l.

W e co n c lu d e  th a t a s th m a  is a lm o s t a lw a ys  a sso c ia te d  

w ith  so m e  typ e  o f Ig E -re la te d  reac tion  and th e re fo re  has 

an a lle rg ic  bas is , a lth o u g h  not all the  a lle rg ic  s tim u li th a t 

ca u se  a s th m a  a p p e a r to  have  been  in c lu d e d  in th e  b a tte ry  

o f co m m o n  a e ro a lie rg e n s  w e used  to  asse ss  a to p ic  s ta ­

tus . T h e se  fin d in g s  ch a lle n g e  the  co n ce p t th a t th e re  are  

bas ic  d iffe re n c e s  b e tw e e n  so -ca lle d  a lle rg ic  (“e x tr in s ic ” ) 

and n o n a lle rg ic  (“ in tr in s ic ”) fo rm s  o f as thm a. (N Engl J 

M ed 1989; 3 2 0 :2 7 1 -7 .)

id e n t i f ie d  i m m u n o g l o b u l i n  E  ( I g E )  a s  t h e  a n t i b o d y  

r e s p o n s ib le  fo r  t h e  i m m e d i a t e  t y p e  o f  i m m u n e  r e ­

s p o n s e ,  a  n u m b e r  o f  a u t h o r s  n o t e d  m a r k e d  e le v a t io n s  

o f  I g E  in  y o u n g  p a t ie n t s  w i t h  a s t h m a , 4,0 a n d  s o m e  

h a v e  a t t e m p t e d  t o  d i s t i n g u i s h  e x t r in s ic  f r o m  in t r in s ic  

d is e a s e  o n  t h e  b a s is  o f  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  a n  

e le v a t e d  s e r u m  c o n c e n t r a t io n  o f  I g E . (j R e g a r d le s s  o f  

t h e  s p e c if ic  c r i t e r ia ,  h o w e v e r ,  e x t r in s ic  a s t h m a  a p ­

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

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

m a  is  c o n s id e r e d  t o  b e  m o r e  c o m m o n  a m o n g  o ld e r  

s u b je c t s .

T h e s e  w id e ly  a c c e p t e d  c o n c e p t s ,  b a s e d  la r g e ly  o n  

c l in ic a l  o b s e r v a t io n s ,  fa il t o  t a k e  in t o  a c c o u n t  t h e  r e la ­

t io n s  o f  b o t h  a l le r g y  s k in - t e s t  r e a c t iv i t y  ( h e r e a f t e r  

c a l le d  a t o p y )  a n d  s e r u m  I g E  le v e ls  t o  a g e  in  t h e  g e n e r ­

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


