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ABSTRACT

A T - l v m p h o c v t e - d e r i v e d  f a c t o r  w h ic h  e n h a n c e s  

l e u k o t r i e n e  g e n e r a t i o n  b v  human n e u t r o p h i l s

By

J a w - J i  T s a i

A human b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l  ( M N C ) -d e r iv e d  l e u k o t r i e n e  
r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  (LREF) i s  d e s c r i b e d .  LREF 
s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  I g G - d e p e n d e n t  l e u k o t r i e n e  B4 
(LTB4 ) g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s .  S u p e r n a t a n t s  f r o m  MNC1s 
i n c u b a t e d  w i t h  p h y t o h a e m a g g l u t i n i n  (PHA) o r  a n t i - C D 3  
m o n o c lo n a l  a n t i b o d y ,  a s  w e l l  a s  P H A - s t i m u l a t e d  ER+ 
l y m p h o c y t e s ,  p r o d u c e d  a  150-350%  i n c r e a s e  i n  LTB^ 
g e n e r a t i o n  b y  I g G - s t i m u l a t e d  n e u t r o p h i l s .  W i th  PHA, 
m a x im a l  a c t i v i t y  w as  o b s e r v e d  48 h o u r s  a f t e r  c u l t u r e  i n  
s e r u m - f r e e  m ed ium . LREF was r e l a t i v e l y  s t a b l e  w hen  
e x p o s e d  t o  lo w  pH (pH 2) o r  h e a t  (56*C , 60 m i n ) .
F o l l o w i n g  p r o g r e s s i v e  p u r i f i c a t i o n  b y  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  
c h r o m a t o f o c u s i n g ,  LREF was a s s o c i a t e d  w i t h  p r o t e i n s  o f  
m o l e c u l a r  s i z e  3 5 - 4 0  kD a n d  a p i  o f  5 . 1 - 5 . 5 .  The 
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  LREF b y  SDS-PAGE w as 60 kD. On t h e  
b a s i s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  LREF 
was d i s t i n g u i s h a b l e  f ro m  I L - 1 ,  I L - 2 ,  IFN-gam m a, GM-CSF a n d  
TNF. MNC's f ro m  a t o p i c  i n d i v i d u a l s  p r o d u c e d  LREF w hen 
i n c u b a t e d  w i t h  s p e c i f i c  a l l e r g e n .  The T c e l l  o r i g i n  o f  
LREF was e s t a b l i s h e d  u s i n g  a l o n g  t e r m  hum an CD4+ T c e l l  
l i n e  s p e c i f i c  f o r  t h e  h o u s e  d u s t  m i t e .  LREF h a d  o t h e r  
b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s .  T h e s e  i n c l u d e d  e n h a n c e d  n e u t r o p h i l  
a d h e r e n c e  t o  n y l o n  w o o l ,  i n c r e a s e d  c y t o t o x i c i t y  o f  
o p s o n i z e d  s c h i s t o s o m u l a  o f  S. m a n s o n i  a n d  u p r e g u l a t i o n  o f  
c o m p le m e n t  r e c e p t o r s  (CR1 a n d  C R 3 ) . LREF a l s o  h a d  a  w eak  
n e u t r o p h i l  c h e m o t a c t i c  a c t i v i t y .  B o th  c o r t i c o s t e r o i d s  a n d  
L T B /, b u t  n o t  d i s o d i u m  c r o m o g l y c a t e  o r  IFN -gam m a, 
i n h i b i t e d  LREF r e l e a s e  f ro m  P H A - s t i m u l a t e d  MNC's i n  a  
c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  f a s h i o n .  T h u s  LREF a p p e a r s  t o  b e  
a h i t h e r t o  u n d e s c r i b e d  ly m p h o k in e  w i t h  a  r a n g e  o f  
b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  a n d  e s t a b l i s h e s  a  f u r t h e r  l i n k  
b e tw e e n  T c e l l  a n d  n e u t r o p h i l  a c t i v a t i o n ,  a n  o b s e r v a t i o n  
w h ic h  may b e  o f  i m p o r t a n c e  i n  o u r  u n d e r s t a n d i n g  o f  
a l l e r g i c  i n f l a m m a t i o n .
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CHAPTER 1 .

GENERAL INTRODUCTION

1 .



1 .1  C e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n s  i n  h y p e r s e n s i t i v i t y -

r e a c t i o n s

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

was f i r s t  e s t a b l i s h e d  b y  M e t c h n i k o f f  o v e r  100 y e a r s  

a g o  ( M e t c h n i k o f f  1 8 8 4 ) .  The t e r m  c e l l - m e d i a t e d  

im m u n i ty  i s  g e n e r a l l y  u s e d  t o  d e s c r i b e  n o n - a n t i b o d y  

m e d i a t e d  s p e c i f i c  im m u n o lo g ic  d e f e n c e  m e c h a n is m s ,  a n d  

c l a s s i c a l l y  i t  w as e x e m p l i f i e d  b y  t h e  d e l a y e d  t y p e  

h y p e r s e n s i t i v i t y  r e s p o n s e  t o  t u b e r c u l i n  p r o t e i n s ,  i n  

w h ic h  s e n s i t i s e d  T ly m p h o c y t e s  i n d u c e  t h e  l o c a l  

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

i n f i l t r a t i o n .  O t h e r  v a r i a n t  fo r m s  o f  c e l l - m e d i a t e d  

im m u n i ty  h a v e  b e e n  c h a r a c t e r i s e d  i n  r e c e n t  y e a r s  

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

(A s k e n a s e  1 9 7 6 ;  S t a s h e n k o  e t  a l  1977) a n d  c o n t a c t  

s e n s i t i v i t y  ( A s h e r s o n  & Z a m b a la  1 9 7 0 ) ,  a l t h o u g h  i t  i s  

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

r e s t r i c t  t h e  t e r m  c e l l - m e d i a t e d  im m u n i ty  t o  t h e  

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

Many o f  t h e  m a n i f e s t a t i o n s  o f  t h i s  fo rm  o f  

im m u n o lo g ic  r e a c t i v i t y  do n o t  i n v o l v e  d i r e c t  c e l l - c e l l  

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

e f f e c t o r  ( m e d i a t o r )  s u b s t a n c e s  c a l l e d  c y t o k i n e s .

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

( t h r o u g h  t h e  a c t i o n s  o f  l y m p h o k in e s )  p l a y  an  i m p o r t a n t  

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

e v e n t s  ( D i n a r e l l o  & M i e r  1 9 8 7 ) .  Though  l y m p h o c y t e s  

an d  n e u t r o p h i l s  a r e  p r e s e n t  t o g e t h e r  i n  t h e  

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

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

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

t h e s e  c e l l s  a c c u m u l a t e  a n d  becom e  a c t i v a t e d  ( R o b b i n s  & 

A n g e l l  1 9 7 6 ;  Zweiman e t  a l  1 9 7 6 ;  F l e e k o p  e t  a l  

1987) .

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

h y p e r s e n s i t i v i t y  r e a c t i o n s  i n  g u i n e a  p i g  a r e  

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

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

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

h a l l m a r k  o f  a  d e l a y e d  t y p e  r e a c t i o n .  H o w ev e r ,  i n  t h e  

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

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

m o n o n u c l e a r  c e l l  r e s p o n s e  ( C ro w le  1 9 7 5 ) .  F u r t h e r m o r e ,  

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

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

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

n o n i n d u r a t e d  a n d  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  e x t e n s i v e  

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

c u t a n e o u s  b a s o p h i l  h y p e r s e n s i t i v i t y  ( "CBH") .  CBH 

r e a c t i o n s  a r e  s e e n  i n  r e s p o n s e  t o  a  v a r i e t y  o f  

im munogens  i n c l u d i n g  c o n t a c t  a l l e r g e n s ,  v a c c i n i a  

v i r u s ,  a l l o g e n e i c  t u m o u r  c e l l s ,  i n s e c t  b i t e s ,  a n d  s k i n
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a l l o g r a f t s  ( C o l v i n  & D v o r a k  1 9 7 9 ) .  I n  c e r t a i n  

c i r c u m s t a n c e s ,  t h e  e o s i n o p h i l  may a l s o  p l a y  a m a j o r  

r o l e .  A c c e l e r a t e d  r e a c t i v i t y  on  r e j e c t i o n  o f  a n t i g e n  

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

r e a c t i o n s  h a s  b e e n  o b s e r v e d .  T h i s  s e c o n d  r e a c t i o n  i s  

m ore  i n t e n s i v e  a n d  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  

l a r g e  n u m b e r s  o f  e o s i n o p h i l s  ( A r n a s o n  & Waksman 

1 9 6 3 ) .

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

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

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

r e a c t i o n s .  Common t o  a l l  o f  t h e s e  r e a c t i o n s  i s  t h e  

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

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

r e l e a s e  a  v a r i e t y  o f  l y m p h o k i n e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

e f f e c t s  o b s e r v e d .

R e c e n t l y ,  n e u t r o p h i l  a c t i v a t i o n  a n d  LTB4  

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

o f  c y t o k i n e s  ( R o u b i n  e t  a l  1 9 8 7 ;  D e s s e i n  e t  a l  1 9 8 6 ) .

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

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

e l a b o r a t e  a  w i d e  r a n g e  o f  i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s . 

Amongs t  t h e s e  i s  l e u k o t r i e n e  B4  (LTB4 ) , a  m a j o r  

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

LTB4  i s  g e n e r a t e d  b y  n e u t r o p h i l  a f t e r  a c t i v a t i o n  

( W i l l i a m s  e t  a l  1985)  a n d  w h i c h  i s  a  p o t e n t  

p r o - i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r ,  p r o m o t e s  p r o n o u n c e d
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c h e m o t a x i s  o f  n e u t r o p h i l s  ( F o r d - H u t c h i n s o n  e t  a l  

1 9 8 0 ) ,  i n c r e a s e s  a d h e r e n c e  a n d  m i g r a t i o n  o f  

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

i n c r e a s i n g  v a s c u l a r  p e r m e a b i l i t y  ( B j o r k  e t  a l  1 9 8 2 a ) .

I n  o r d e r  t o  h a v e  a  b e t t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  

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

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

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

LTB4  i n  v i t r o . I  h a v e  u s e d  a  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  

s t i m u l u s  ( I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  4B b e a d s )  a n d  h a v e  a l s o  

i n v e s t i g a t e d  t h e  f e e d b a c k  r e g u l a t o r y  e f f e c t  o f  LTB4  on  

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

1 . 2  B a c k g r o u n d

1 . 2 . 1  L y m p h o c y te  a c t i v a t i o n  a n d  I v m p h o k i n e  g e n e r a t i o n

The s p e c i f i c i t y  o f  t h e  immune r e s p o n s e  d e p e n d s  

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

o f  a n t i g e n s  b y  T a n d  B l y m p h o c y t e s . The T l y m p h o c y t e  

a n t i g e n  r e c e p t o r  (TCR) c o n s i s t s  o f  a  90 kD d i s u l p h i d e  

l i n k e d  h e t e r o d i m e r ,  c o m p o s e d  o f  o n e  3 9 - 4 6  kD a l p h a  a n d  

o n e  4 0 - 4 4  kD b e t a  c h a i n  ( S a m e l s o n  e t  a l  1 9 8 3 ;  Kaye & 

J a n e w a y  1 9 8 4 ) .  T h i s  p r o t e i n  c o m p l e x  i s  t e r m e d  T i  ( i n  

w h i c h  i = i d i o t y p e ,  r e f l e c t i n g  t h e  f a c t  t h a t  e a c h  TCR 

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

o n e ,  a n d  o n l y  o n e ,  a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t ) . TCR i s  

n o n - c o v a l e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  CD3 (T3) m o l e c u l e s .

The CD3 p o l y p e p t i d e  s t r u c t u r e  i s  c o m p o se d  o f  a t  l e a s t  

t h r e e  c h a i n s :  a 20 kD g l y c o p r o t e i n  d e l t a - c h a i n ,  a
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25 kD g l y c o p r o t e i n  g a m m a - c h a i n , a n d  a 20 kD 

n o n g l y c o s y l a t e d  e p s i l o n - c h a i n .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  

o t h e r  s u b u n i t s  may e x i s t  ( O e t t g e n  e t  a l  1 9 8 4 ;  B o r s t  e t  

a l  1984 ;  B o r s t  e t  a l  1 9 8 3 ;  B o r s t  e t  a l  1 9 8 2 ) .  The  CD3 

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

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

t h e r e f o r e  t h o u g h t  t o  a c t  a s  a  t r a n s d u c e r  f o r  t h e  TCR. 

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

a s s o c i a t e d  w i t h  m o l e c u l e s  e n c o d e d  by  t h e  m a j o r  

h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c o m p l e x  ( A l l i s o n  e t  a l  19 8 2 ;

H a s k i n s  e t  a l  1 9 8 3 ;  M eu e r  e t  a l  1 9 8 3 ) .

T c e l l s  may b e  a c t i v a t e d  n o t  o n l y  b y  a n t i g e n  on  

a p p r o p r i a t e  a n t i g e n  p r e s e n t i n g  c e l l s ,  b u t  a l s o  b y  

o t h e r  l i g a n d s  i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  T 3 / T i  c o m p l e x .

T h u s  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  e i t h e r  T3 

o r  T i  c a n  a c t i v a t e  T c e l l s  u n d e r  a p p r o p r i a t e  

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

s e c r e t i o n ' o f  l y m p h o k i n e s  i n  v i t r o . I n  a d d i t i o n ,  

l e c t i n s  s u c h  a s  PHA o r  Con A c a n  b e  u s e d  t o  a c t i v a t e  T 

c e l l s  (Chang  e t  a l  1 9 8 2 ;  Tax e t  a l  19 8 3 ;  Von Wussow e t  

a l  1 9 8 1 ;  W e i s s  e t  a l  1 9 8 4 ;  K a n e l l o p o u l o s  e t  a l  1 9 8 5 ) .

F o l l o w i n g  c e l l - s u r f a c e  s i g n a l s  o f  a c t i v a t i o n ,  a 

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

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

s t i m u l a t i o n  o f  t h e  J u r k a t  T c e l l  l i n e  w i t h  PHA a n d  

p h o r b o l  m y r i s t i c  a c e t a t e  (PMA) r e v e a l e d  t h a t  I L - 2  a n d  

IFN-gamma mRNA t r a n s c r i p t i o n  p e a k s  a t  4 - 6  h r  a f t e r
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s t i m u l a t i o n ,  a n d  l y m p h o k i n e  g e n e r a t i o n  r e a c h e s  m a x i m a l  

a m o u n t s  24 h r  a f t e r  s t i m u l a t i o n  ( E f r a t  & K a e m p f e r  

1 984 ;  K ro n k e  e t  a l  1 9 8 4 ) .

L y m p h o c y t e s  a l s o  b e a r  s p e c i f i c  h o rm o n e  r e c e p t o r s  

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

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

s u c h  a s  h i s t a m i n e )  (Khan & Melmon 1 9 8 5 ) .  A l m o s t  a l l  

l y m p h o c y t e  h o rm o n e  r e c e p t o r s  a r e  l o c a t e d  on  t h e  c e l l  

s u r f a c e  e x c e p t  f o r  g l u c o c o r t i c o i d  r e c e p t o r .

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

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

g l u c o c o r t i c o i d - r e c e p t o r  c o m p l e x e s  a r e  t r a n s l o c a t e d  t o  

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

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

l i p o c o r t i n  ( H i r a t a  e t  a l  1 982 ;  S c h l e i m e r  e t  a l  1 9 8 4 ) .  

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

i n c l u d i n g  p h o s p h o l i p a s e  A2, a n d  i t s  i n h i b i t o r y  a c t i o n  

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

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

One s t u d y  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  

e f f e c t  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  on  p r o l i f e r a t i o n  a n d  I L - 2
— Q

p r o d u c t i o n  i s  e n t i r e l y  r e v e r s e d  b y  5x10 M LTB^.

T h i s  a c t i o n  o f  LTB^ i s  s p e c i f i c ,  i n  t h a t  LTC4  a n d  LTD^ 

c a n n o t  r e v e r s e  t h e  e f f e c t  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  a n d  LTB^ 

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

i n d u c e d  b y  PGE2 , h i s t a m i n e  o r  IFN-gamma.  Thus  LTB^ may 

b e  an  e s s e n t i a l  i n t e r m e d i a t e  i n  T c e l l  p r o d u c t i o n  o f
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I L - 2  (Goodwin  e t  a l  1 9 8 6 ) .

LTB4  r e c e p t o r s  a r e  p r e s e n t  on  s u b s e t s  o f  b o t h  T4+ 

c e l l s  a n d  T 8 + c e l l s  ( P a y a n  e t  a l  1 9 8 4 ) .  A l t h o u g h  

t h e r e  a r e  no  s p e c i f i c  r e c e p t o r  a n t a g o n i s t s  a v a i l a b l e ,  

t h e  s p e c i f i c i t y  o f  LTB^ b i o l o g i c  e f f e c t s  h a s  b e e n  

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

p r o d u c t s .  LTB4  i n h i b i t s  p r o l i f e r a t i o n  o f  CD4+ c e l l s  

w h i l e  i t  e n h a n c e s  p r o l i f e r a t i o n  o f  CD8 + c e l l s  (P a y a n  

e t  a l  1 9 8 4 ;  G u a l d e  e t  a l  1 9 8 5 ) .  One u n c o n f i r m e d  

r e p o r t  s u g g e s t s  t h a t  LTB^ c a n  i n d u c e  t h e  

d i f f e r e n t i a t i o n  o f  T4+ c e l l s  t o  T 8 + c e l l s  ( A t l u r u  & 

Goodwin  1 9 8 4 ) .  LTB4  may p r o v i d e  a n  e s s e n t i a l  s i g n a l  

f o r  l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n .  H ow ever  t h e  r e l a t i o n s h i p  

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

u n k n o w n .

N um erous  o b s e r v a t i o n s  i n d i c a t e  t h a t  c e l l u l a r  c o 

o p e r a t i o n  i n  t h e  immune r e s p o n s e  i s  o r c h e s t r a t e d  b y  a 

n u m b er  o f  s o l u b l e  m e d i a t o r s . The t e r m  l y m p h o k i n e  was 

i n t r o d u c e d  i n  1969 t o  d e s c r i b e  " c e l l - f r e e  s o l u b l e  

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

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

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

(Dumonde e t  a l  1 9 6 9 ;  M a i n i  e t  a l  1 9 6 9 ) .  The t e r m  

c y t o k i n e  was  i n t r o d u c e d  l a t e r  t o  d e v o t e  t h e  f a c t  t h a t  

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

m e d i a t o r s . C y t o k i n e s  a r e  n o n - i m m u n o g l o b u l i n  p r o t e i n  

m e d i a t o r s  s e c r e t e d  b y  immune c e l l s  t h a t  a m p l i f y  a n d
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m e d i a t e  immune r e s p o n s e s .  Thus  c y t o k i n e s  p r o d u c e d  b y  

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

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

m o n o k i n e s .  T h e s e  m e d i a t o r s  o f  immune r e s p o n s e s  h a v e  

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

a n d  t h e  s u b j e c t s  o f  n u m e r o u s  i n v e s t i g a t i o n s .  The 

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

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

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

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

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

t h e s e  m o l e c u l e s .  The  f i r s t  g r o u p  o f  c y t o k i n e s  t o  b e  

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

a n t i v i r a l  p r o p e r t i e s  known a s  i n t e r f e r o n s  (W h e e lo c k  

1 9 6 5 ) .  H i s t o r i c a l l y  m o s t  l y m p h o k i n e s  w e r e  named 

a c c o r d i n g  t o  t h e  a s s a y  i n  w h i c h  t h e i r  a c t i v i t y  was  

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

was c o i n e d  t o  c o n v e y  t h e  f a c t  t h a t  i n d i v i d u a l  

c y t o k i n e s  c o u l d  h a v e  m u l t i p l e  a c t i v i t i e s .  The s i x  

c y t o k i n e s  d e f i n e d  a s  I L - 1  t o  6  h a v e  a l l  b e e n  s e q u e n c e d  

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

a c t i v i t i e s  a n d  a l l  may h a v e  s i g n i f i c a n t  c l i n i c a l  

a p p l i c a t i o n s  ( H a m b l in  1988)  . To d a t e  few  s t u d i e s  o f  

l y m p h o k i n e  e f f e c t s  on  n e u t r o p h i l  a c t i v a t i o n  h a v e  b e e n  

r e p o r t e d .

1 . 2 . 2  LTB^ a n d  i t s  g e n e r a t i o n  b v  n e u t r o p h i l s

D u r i n g  1 9 7 9 ,  B o r g e a t  & S a m u e l s s o n  d e s c r i b e d  t h e
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g e n e r a t i o n  o f  s e v e r a l  d i h y d r o x y  f a t t y  a c i d s  b y  

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

f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  w i t h  a r a c h i d o n i c  a c i d  (AA) 

( B o r g e a t  & S a m u e l s s o n  1 9 7 9 a ) . They  a l s o  d e m o n s t r a t e d  

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

s t i m u l a t e d  b y  t h e  c a l c i u m  i o n o p h o r e  A 23187 ,  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  f r e e  AA, ( B o r g e a t  & S a m u e l s s o n  1 9 7 9 ) .  

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

p r o d u c t s  w e r e  5 ,  1 2 -  a n d  5,  6 - d i h y d r o x y  c o m p o u n d s  w i t h  

f o u r  d o u b l e  b o n d s  a t  c a r b o n s  6 , 8 , 10 a n d  14 .  One o f  

t h e s e  p r o d u c t s  was  nam ed  l e u k o t r i e n e  B4  (LTB4 ) 

( S a m u e l s s o n  e t  a l  1978)  a n d  s t r u c t u r a l  a n a l y s i s  a n d  

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

d e m o n s t r a t e d  t h a t  LTB4  i s  5 ( S ) ,  1 2 ( R ) - d i h y d r o x y - 6 , 

1 4 - c i s - 8 ,  1 0 - t r a n s - e i c o s a - t e t r a e n o i c  a c i d  ( C o r e y  e t  a l  

1 9 8 0 ) .

A r a c h i d o n i c  a c i d  m e t a b o l i t e s  a r e  n o t  s t o r e d  

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

s y n t h e s i s  f o l l o w i n g  c e l l  s t i m u l a t i o n .  M o s t  c e l l u l a r  

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

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

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

c y t o p l a s m i c  p h o s p h o l i p a s e  A2, s t i m u l a t i n g  t h e  r e l e a s e  

o f  a r a c h i d o n a t e  f r o m  m em brane  p h o s p h o l i p i d s .  T h i s  i s  

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

l i p o x y g e n a s e  p a t h w a y s .  The m o s t  w i d e l y  s t u d i e d  n o n 

s p e c i f i c  s t i m u l u s  i s  t h e  c a l c i u m  i o n o p h o r e  A 2 3 1 8 7 .
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O t h e r ,  m o re  p h y s i o l o g i c a l  s t i m u l i  s u c h  a s  p h a g o c y t i c  

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

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

T h e r e  h a v e  b e e n  s u r p r i s i n g l y  few  s t u d i e s  o f  

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

a c t i v a t i o n  s u c h  a s  a g g r e g a t e d  IgG .  How c l o s e l y  t h e  

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

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

unknown.  Some a r a c h i d o n i c  a c i d  i s  o x i d a t i v e l y  

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

5 - h y d r o p e r o x y e i c o s a t e t r a e n o i c  a c i d  (5 -H P E T E ) . T h i s  

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

a l c o h o l ,  5 - h y d r o e i c o s a t e t r a e n o i c  a c i d  ( 5-HETE)

( B o r g e a t  & S a m u e l s s o n  1 9 7 9 c )  o r  e n z y m a t i c a l l y  t o  

l e u k o t r i e n e  A4 (LTA4 ) w h i c h  h a s  an  e p o x i d e  r i n g  

s t r u c t u r e  i n c o r p o r a t i n g  c a r b o n s  5&6. ( B o r g e a t  & 

S a m u e l s s o n  1 9 7 9 b ;  H a m m ars t ro m  a n d  S a m u e l s s o n  1 9 8 0 ;  

Radmark  e t  a l  19 80) . LTA^ i n t e r a c t s  w i t h  a n  e p o x i d e  

h y d r o l a s e  t o  g e n e r a t e  LTB4  ( B o r g e a t  & S a m u e l s s o n  

1 9 7 9 b ) , n o n e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s  c o n v e r t s  a p r o p o r t i o n  

o f  t h e  LTA4  t o  t h e  b i o l o g i c a l l y  i n a c t i v e  6 - t r a n s - L T B 4  

d i a s t e r o i s o m e r s  ( B o r g e a t  & S a m u e l s s o n  1 9 7 9 c ) . Human 

n e u t r o p h i l s  r a p i d l y  m e t a b o l i z e  LTB^ b y  o m e g a - o x i d a t i o n  

l e a d i n g  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  20-OH-LTB 4  a n d  t h e n  t o  

20-COOH-LTB4  ( P o w e l l  1 9 8 4 ;  Shak  & G o l d s t e i n  1 9 8 4 ;

J u b i z  e t  a l  1 9 8 2 ) .  A f t e r  c a l c i u m  i o n o p h o r e  

s t i m u l a t i o n ,  m o re  t h a n  90% o f  LTB4  i s  r e l e a s e d
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e x t r a c e l l u l a r l y , w h i c h  r e a c h e s  a  maximum a t  8  m in  o f  

i n c u b a t i o n  ( W i l l i a m s  e t  a l  1985) . S t i m u l a t i o n  o f  

human n e u t r o p h i l s  w i t h  o p s o n i z e d  zym osan  h a s  b e e n  

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

o m e g a - o x i d a t i o n  p r o d u c t s  o f  LTB4 , w i t h  r e l a t i v e l y  

s m a l l  a m o u n t s  o f  n a t i v e  LTB4  (W alsh  e t  a l  1981 ;  

C l a e s s o n  e t  a l  1 9 8 1 ;  P a l m e r  & Sa lm on  1 9 8 3 ) .  

P o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  (PMNs) i n c u b a t e d  w i t h  

u n o p s o n i z e d  z y m o sa n  g e n e r a t e d  s u b s t a n t i a l  q u a n t i t i e s  

o f  LTB4  b u t  r e t a i n e d  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  LTB4  

i n t r a c e l l u l a r l y  ( W i l l i a m s  e t  a l  1 9 8 5 ) .  PMN 

s t i m u l a t i o n  w i t h  I g G - c o a t e d  b e a d s  r e s u l t s  i n  60% LTB4  

r e l e a s e  ( F i t z h a r r i s  e t  a l  1 9 8 7 ) .  The f a c t o r s  w h i c h  

d e t e r m i n e  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  LTB4  i n t r a c e l l u l a r l y  a n d  

e x t r a c e l l u l a r l y  a r e  s t i l l  unknown.

P r o p e r t i e s  o f  LTB4  w h i c h  s u p p o r t  a p r o -  

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

a b i l i t y  t o  p r o m o t e  c h e m o t a x i s  o f  PMNs ( F o r d - H u t c h i n s o n  

e t  a l  19 8 0 ,  1 9 8 3 ;  G o e t z l  & P i c k e t t  19 8 0 ,  19 8 1 ;  P a l m e r  

e t  a l  1 9 8 0 ;  S m i t h  e t  a l  1 9 8 0 ) ,  i n c r e a s e d  a d h e r e n c e  t o  

e n d o t h e l i u m  b o t h  i n  v i t r o  (G im brone  & B r o c k  19 8 4 ;  

H o o v e r  e t  a l  1984)  a n d  i n  v i v o  ( D a h le n  e t  a l  1 981 ;  

L indbom  e t  a l  1 9 8 2 ) ,  m i g r a t i o n  o f  PMNs t h r o u g h  

v a s c u l a r  e n d o t h e l i u m  i n  v i t r o  (C ram er  e t  a l  19 8 4 ;  

H o p k i n s  e t  a l  1 9 8 4 ;  M i g l i o r i s i  e t  a l  1984) a n d  i n  v i v o  

( D a h l e n  e t  a l  1 9 8 1 ;  L in d b o m  e t  a l  1982 ;  B j o r k  e t  a l  

1 9 8 2 a , b ;  L u n d b e r g  e t  a l  19 8 3 ;  T h u r e s o n - K l e i n  e t  a l
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1 9 8 4 a ;  B r a y  e t  a l  1 9 8 1 a ) , a n d  i n c r e a s e d  v a s c u l a r  

p e r m e a b i l i t y  t o  m a c r o m o l e c u l e s  ( B j o r k  e t  a l  1 9 8 2 a ;  

L u n d b e r g  e t  a l  1 9 8 3 ;  B r a y  e t  a l  1 9 8 1 a ;  Durham e t  a l  

1984 ;  T h u r e s o n - K l e i n  e t  a l  1 9 8 4 b ,  19 8 6 ;  Wedmore & 

W i l l i a m s  1 9 8 1 ) .  A d d i t i o n a l  b i o l o g i c a l  c o n s e q u e n c e s  o f  

LTB4  i n c l u d e  PMN Ca++ i n f l u x  a n d  r e l e a s e  o f  Ca++ f r o m  

c y t o p l a s m i c  p o o l s  ( S h a ' a f i  e t  a l  1 981 ;  M o l s k i  e t  a l

1 9 8 1 ) ,  t r a n s i e n t  e l e v a t i o n  o f  PMN c y c l i c  AMP ( C l a e s s o n  

1982 ;  F e i n m a r k  e t  a l  1 9 8 1 ) ,  s t i m u l a t i o n  o f  

p h o s p h o l i p a s e  C - m e d i a t e d  f o r m a t i o n  o f  i n o s i t o l  

t r i p h o s p h a t e  i n  PMN ( B r a d f o r d  & R u b i n  1 9 8 5 ) ,  a s  w e l l  

a s  PMN r e l e a s e  o f  l y s o s o m a l  e n zy m e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  o f  c y t o c h a l a s i n  B ( G o e t z l  e t  a l  19 8 0 ;  H a f s t r o m  

e t  a l  19 8 1 ;  Rae & S m i t h  19 8 1 ;  R o l l i n s  e t  a l  1 9 8 3 ) .

LTB4  i s  a l s o  c a p a b l e  o f  s t i m u l a t i n g  PMN p r o d u c t i o n  o f  

s u p e r o x i d e  r a d i c a l s  ( S e r h a n  e t  a l  1 9 8 2 ) ,  a n d  e n h a n c i n g  

PMN c y t o t o x i c  c a p a c i t y  (Moqbel e t  a l  1983) a n d  C3b 

r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  o n  PMNs a n d  e o s i n o p h i l s  ( G o e t z l  

e t  a l  1 9 8 0 ;  Nagy e t  a l  1 9 8 2 ) .  I n  r e c e n t  y e a r s ,  LTB^ 

h a s  b e e n  f o u n d  t o  e x e r t  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  on  v a r i o u s  

i m m u n o l o g i c a l  p h e n o m e n o n a  ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  1985)  i n  

t h a t  i t  i n h i b i t s  p r o l i f e r a t i o n  o f  human p e r i p h e r a l  

b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  (PBMC) ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  

1 9 8 5 a ;  G u a l d e  e t  a l  1 9 8 5 ) ,  i n h i b i t s  p r o l i f e r a t i o n  o f  

T4+ c e l l s  a n d  e n h a n c e s  p r o l i f e r a t i o n  o f  T 8 + c e l l s  

(P ay a n  e t  a l  1 9 8 4 ;  G u a l d e  e t  a l  1 9 8 5 ) ,  s t i m u l a t e s  T4+ 

c e l l s  t o  p r o d u c e  I L - 2  ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  1985) a n d
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IFN-gamma ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  e t  a l  1 9 8 6 ) ,  i n h i b i t s  T 

c e l l s  t o  p r o d u c e  L I F  ( P a y a n  & G o e t z l  1 9 8 3 ) ,  i n h i b i t s  B 

c e l l s  t o  s y n t h e s i z e  i m m u n o g l o b u l i n  ( A t l u r u  & Goodwin  

1 9 8 4 ) ,  e n h a n c e s  m o n o c y t e s  t o  p r o d u c e  I L - 1  

( R o l a - P l e s z c z y n s k i  & L e m a i r e  1 9 8 5 ) ,  i n d u c e s  a 

r a d i o s e n s i t i v e  0KT8(+)  ( A t l u r u  & Goodwin  1 9 8 4 ) ,  

i n c r e a s e s  t h e  s u b p o p u l a t i o n  o f  T 8 + c e l l s  

( R o l a - P l e s z c z y s k i  1 9 8 5 a )  a n d  r e v e r s e s  g l u c o c o r t i c o i d  

e f f e c t s  on  T c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a n d  I L - 2  p r o d u c t i o n  

(Goodwin e t  a l  1 9 8 6 )  .

1 . 2 . 3  I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  n e u t r o p h i l s  an d  

l y m p h o c y t e s

1 . 2 . 3 a  E f f e c t s  o f  c y t o k i n e s  on n e u t r o p h i l s

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

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

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

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

l y m p h o k i n e s  may b e  i n v o l v e d  w i t h  m o d u l a t i o n  o f  

n e u t r o p h i l  b e h a v i o u r .  PBMC c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  a r e  

c h e m o t a c t i c  f o r  PMN ( M a e s t r e l l i  e t  a l  1988) , 

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

tu m o u r  c e l l s  b y  PMN (V ad as  e t  a l  1983) a n d  i n h i b i t  PMN 

m i g r a t i o n  ( R o c k l i n  1 9 7 4 ) .  The known e f f e c t s  o f  

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

( s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  1 . 1 ) : -
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a .  I n t e r l e u k i n  1 ( I L - 1 )  i s  a f a c t o r  p r o d u c e d  b y  a 

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

seem  t o  b e  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  I L - 1  ( D i n a r e l l o  1986)  . 

R e c e n t  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  e n d o g e n o u s  p y r o g e n  (EP) 

a n d  I L - 1  may b e  i d e n t i c a l  o r  s i m i l a r  m o l e c u l e s ,  h i g h l y  

p u r i f i e d  human l e u c o c y t e  p y r o g e n  (LP) c a n  i n d u c e  

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

(K le m p n e r  e t  a l  1978)  a n d  c a n  i n c r e a s e  o x y g e n  

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

D i n a r e l l o  1979)  . E x p o s u r e  o f  human n e u t r o p h i l s  t o  

I L - 1  r e s u l t e d  i n  a n  i m m e d i a t e  r i s e  i n  i n t r a c e l l u l a r  

f r e e  c a l c i u m ,  a l s o  a  t r i v i a l  a m o u n t  o f  LTB4  was  

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

a r a c h i d o n i c  a c i d  ( S m i t h  e t  a l  1 9 8 7 a ) .

b .  I n t e r l e u k i n - 2  ( I L - 2 )  was  d e c r i b e d  a s  a  T c e l l  

g r o w t h  f a c t o r  s e c r e t e d  b y  T l y m p h o c y t e s  ( S m i t h  1 9 8 4 ) .  

I L - 2  c a n  s u p p r e s s  human n e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  w h i c h  was  

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

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

m e t h i o n y l - l e u c y l - p h e n y l a l a n i n e  (fMLP) (Seow e t  a l  

1 9 8 8 ) .

c .  Tumour n e c r o s i s  f a c t o r  (T N F ) . TNF a l p h a  i s  

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

i s  t o x i c  t o  c e r t a i n  t u m o u r  l i n e s  i n  v i t r o  a n d  c a u s e s  

h a e m o r r a g i c  n e c r o s i s  o f  some n e o p l a s m s  i n  v i v o  (O ld
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1985 ;  B e u t l e r  & C e r a m i  1 9 8 6 ) .  TNF h a s  b e e n  shown t o

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

c y t o t o x i c  (ADCC) e f f e c t o r  f u n c t i o n  o f  PMN ( S h a l a b y  e t

a l  1 9 8 5 ) ,  a u g m e n t s  t h e  m i g r a t i o n  o f  PMN a c r o s s  t h e

f i l t e r  (Ming e t  a l  1 9 8 7 ) ,  e n h a n c e s  human PMN a d h e r e n c e

t o  n y l o n  w o o l  (Seow e t  a l  1 9 8 8 ) ,  i n c r e a s e s  s u r f a c e

r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  ( C 3 b i ) , d e g r a n u l a t i o n  a n d

r e s p i r a t o r y  b u r s t  a c t i v i t y  ( K l e b a n o f f  e t  a l  1986)  a n d

e n h a n c e s  l e u k o t r i e n e  b i o s y n t h e s i s  i n  n e u t r o p h i l s

9 +s t i m u l a t e d  w i t h  Ca i o n o p h o r e  A23187 ( R o u b i n  e t  a l  

1 9 8 7 ) .  A m o l e c u l e  w i t h  a  s i m i l a r  s p e c t r u m  o f  

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

was o r i g i n a l l y  nam ed  l y m p h o t o x i n  b u t  h a s  some h o m o lo g y  

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

T N F - b e t a .

d .  G r a n u l o c y t e / m a c r o p h a g e - c o l o n y  s t i m u l a t i o n  F a c t o r  

(GM-CSF) GM-CSF a r e  a  g r o u p  o f  T c e l l - d e r i v e d  

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

p r o g e n i t o r  c e l l s .  GM-CSF i s  a l s o  a s t i m u l a t o r  o f  

m a t u r e  human PMN, w h i c h  e n h a n c e s  c y t o t o x i c  a c t i v i t y  

a g a i n s t  a n t i b o d y - c o a t e d  t a r g e t s  (Vadas  e t  a l  1 9 8 3 ) ,  

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

B p r e - t r e a t e d  n e u t r o p h i l s  a n d  f M L P - s t i m u l a t e d  

s u p e r o x i d e  p r o d u c t i o n ,  e n h a n c e s  s u r f a c e  r e c e p t o r  

e x p r e s s i o n ,  PMN s u r v i v a l  (L o p ez  e t  a l  1 9 8 6 ;  W e i s b a r t  

e t  a l  1985)  a n d  c e l l  t o  c e l l  a d h e r e n c e  ( A r n a o u t  e t  a l

1 6 .



1 9 8 6 )  .

e .  IFN-gamma. IFN-gamma c a n  i n c r e a s e  i n  PMN 

p h a g o c y t i c  a b i l i t y ,  PMN m e d i a t e d  a n t i b o d y  d e p e n d e n t  

c e l l - m e d i a t e d  c y t o t o x i c i t y  (ADCC) ( S h a l a b y  e t  a l  1985)  

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

r e c e p t o r  f o r  m o n o m e r i c  I g G l  (S h en  e t  a l  1 9 8 7 ) .

S e v e r a l  p u r i f i e d  o r  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  c y t o k i n e s  

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

i n h i b i t i o n  f a c t o r  (N IF -T)  p r o d u c e d  by  p e r i p h e r a l  

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

m i g r a t i o n  o f  human n e u t r o p h i l s . The b i o l o g i c  a c t i v i t y  

o f  N IF -T  c a n  b e  r e m o v e d  b y  human p e r i p h e r a l  b l o o d  

n e u t r o p h i l s  ( W e i s b a r t  e t  a l  1982)  a n d  i s  p r o v e d  t o  b e  

t h e  same m o l e c u l e  a s  GM-CSF ( W e i s b a r t  e t  a l  1 9 8 5 ) .  

N e u t r o p h i l  a c t i v a t i n g  f a c t o r  (NAF) i s  a s e m i - p u r i f i e d  

m o n o k in e ,  ( t h e  f i n a l  NAF p r e p a r a t i o n  c o n t a i n e d  15 0 ,  50 

an d  40 n g / m l  o f  I L - 1  a l p h a ,  I L - 1  b e t a  a n d  TNF, 

r e s p e c t i v e l y ,  a s  m e a s u r e d  i n  s p e c i f i c  

r a d i o i m m u n o a s s a y s ) . E x p o s u r e  o f  PMN t o  NAF r e s u l t e d  

i n  e x t r a c e l l u l a r  r e l e a s e  o f  g r a n u l e  c o n s t i t u e n t s  a n d  

LTB4  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  a r a c h i d o n i c  a c i d  a n d  

c y t o c h a l a s i n  B ( S m i t h  e t  a l  1 9 8 7 ) .  A n o t h e r  NAF h a s  

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

p e p t i d e  o f  6  kD m o l e c u l e s ,  w h i c h  c a n  i n d u c e  

n e u t r o p h i l  e x o c y t o s i s  a n d  r e s p i r a t o r y  b u r s t  ( P e v e r i  e t  

a l  1 9 8 8 ) .  L e u k o c y t e  m i g r a t i o n  i n h i b i t i o n  f a c t o r  (LIF)
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i s  a  T l y m p h o c y t e  p r o d u c t  w h i c h  i n h i b i t s  n e u t r o p h i l  

m i g r a t i o n  ( R o c k l i n  1 9 7 4 ) .  LIF  h a s  b e e n  p u r i f i e d  t o  a  

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

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

a n d  e n h a n c e d  d e g r a n u l a t i o n  ( B o r i s h  & R o c k l i n  1 9 8 7 a ,  

b ) . A human m o n o c y t e  d e r i v e d  n e u t r o p h i l  c h e m o t a c t i c  

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

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

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

human m o n o c y t e s  ( M a t s u s h i m a  e t  a l  1 9 8 8 ) .  A l s o  a  human 

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

(LYNAP) i s  p r o d u c e d  b y  PHA- o r  Con A - s t i m u l a t e d  human 

T - l y m p h o c y t e s . LYNAP h a s  p o t e n t  c h e m o t a c t i c  a n d  

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

a n d  i t  h a s  r e c e n t l y  b e e n  s e q u e n c e d  ( G r e g o r y  e t  a l  

1 9 8 8 ) .

1 . 2 . 3 b  E f f e c t s  o f  n e u t r o p h i l  m e d i a t o r s  on  l y m p h o c y t e s  

N a t u r a l  k i l l e r  (NK) c e l l s  r e p r e s e n t  a 

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

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

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

t h a t  NK c e l l s  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  immune 

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

(H e r b e r m a n  & O r t a l d o  1 9 8 1 ;  T a lm a d g e  e t  a l  1 9 8 0 ) .  When 

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

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

c a p a b l e  o f  s u p p r e s s i n g  NK f u n c t i o n  (Seaman e t  a l

1 8 .



1 9 8 1 ) .  I n  v i v o . t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  p h a g o c y t e s  i s  

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

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

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

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

r e s p o n s i b l e  f o r  NK s u p p r e s s i o n  (Niwa e t  a l  19 8 3 ;

Seaman e t  a l  1982)  .

The e f f e c t s  o f  c e l l - f r e e  m o d e l  o x i d a n t  s y s t e m s ,  

M P O - ^ C ^ - h a l i d e  s y s t e m  a n d  H2 O2  i n d e p e n d e n t  o f  MPO, 

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

o t h e r  l y m p h o c y t e  e f f e c t o r  f u n c t i o n s  ( E l - H a g  & C l a r k  

1 9 8 7 ) .

LTB^, w h i c h  i s  t h e  m a j o r  a r a c h i d o n i c  a c i d  

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

h a s  a l s o  b e e n  shown t o  h a v e  i m m u n o r e g u l a t o r y  e f f e c t s .  

T4 c e l l  p r o l i f e r a t i o n  c a n  b e  i n h i b i t e d  a n d  T 8  c e l l  

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

g e n e r a t i o n  c a n  b e  a u g m e n t e d  ( R o l a - P l e z c z y n s k i  &

L e m a i r e  19 85) .

1 . 2 . 4  The d y s f u n c t i o n s  o f  l y m p h o c y t e s  a n d  n e u t r o p h i l s  

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

1 . 2 . 4 a  I m m u n o r e g u l a t o r y  d y s f u n c t i o n s  o f  l y m p h o c y t e s  

( s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  1 . 2 ) .

S i n c e  t h e  d i s c o v e r y  o f  human IgE  i n  1966 b y  

I s h i z a k a  e t  a l  ( I s h i z a k a  e t  a l  1 9 6 6 ) ,  i t  h a s  b e e n  

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

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

o c c u p a t i o n a l  a l l e r g i e s  ( B u t c h e r  e t  a l  1 9 7 6 ;  M a c c i a  e t  

a l  1976)  a r e  m e d i a t e d  b y  I g E  a n t i b o d i e s .  A t o p i c  

i n d i v i d u a l s  p r o d u c e  s p e c i f i c  Ig E  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  a  

w id e  s p e c t r u m  o f  a l l e r g e n s .  S p e c i f i c  I g E  a b s o r b e d  b y  

IgE  r e c e p t o r s  on  b a s o p h i l s  o r  m a s t  c e l l s  c a n  b e  

c r o s s l i n k e d  b y  a l l e r g e n s  ( I s h i z a k a  & I s h i z a k a  1 9 6 8 ;  

I s h i z a k a  e t  a l  1 9 7 8 ) ,  l e a d i n g  t o  d e g r a n u l a t i o n  o f  

t h e s e  c e l l s .  B a s o p h i l s  a n d  m a s t  c e l l s  r e l e a s e  

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

a c t i v a t i n g  f a c t o r  a n d  l e u k o t r i e n e s . I n  r e c e n t  y e a r s ,  

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

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

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

s u c h  a s  l y m p h o k i n e s  m u s t  b e  c o u n t e d .  F i r s t l y ,  b o t h  

b a s o p h i l  p r o m o t i n g  a c t i v i t y  a n d  i n t e r l e u k i n  3 c a n  b e  

shown t o  r e g u l a t e  t h e  g r o w t h  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  

b a s o p h i l s ' a n d  m a s t  c e l l s  (T ad o k o n o  e t  a l  1 9 8 3 ;  R a z i n  

e t  a l  1 9 8 1 ) .  S e c o n d l y ,  l y m p h o k i n e s  a r e  i n v o l v e d  i n  

t h e  r e g u l a t i o n  o f  I g E  s y n t h e s i s .  S e v e r a l  

i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  p o i n t e d  o u z  t h a t  t h e  

h y p e r p r o d u c t i o n  o f  I g E  i s  i n  f a c t  t h e  c o n s e q u e n c e  o f  a  

s e l e c t i v e  l a c k  o f  s u p p r e s s i o n  (S a x a n  e t  a l  1 9 8 0 ) .

I L - 4  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  

r e g u l a t i o n  a n d  s y n t h e s i s  o f  Ig E  ( S n a p p e r  e t  a l  1 9 8 8 ) .  

T h i r d l y ,  l y m p h o k i n e s  a r e  i n v o l v e d  i n  i m m e d i a t e  t y p e  

h y p e r s e n s i t i v i t y  r e a c t i o n s .  S u p e r n a t a n t s  f r o m
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c u l t u r e d  human m o n o n u c l e a r  c e l l s  c o n t a i n  an  a c t i v i t y  

( H i s t a m i n e  r e l e a s i n g  f a c t o r )  t h a t  i n d u c e s  w i t h i n  

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

(T h u e s o n  e t  a l  1 9 7 9 a , b )  a n d  i n t e r f e r o n  a l s o  c a n  i n d u c e  

a n  e n h a n c e m e n t  o f  I g E - m e d i a t e d  h i s t a m i n e  r e l e a s e  f r o m  

human b a s o p h i l s  ( H e r n a n d e z - A s e n s i o  e t  a l  1 9 7 9 ) .

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

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

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

19 8 0 ;  R o l a - P l e s z c z y n s k i  & B l a n c h a r d  1 981 ;  R i v l i n  e t  a l  

19 8 1 ;  Hwang e t  a l  1 9 8 5 ;  I l f e l d  e t  a l  1985) a n d  

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

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

c e l l s  ( R o c k l i n  e t  a l  1980)  a n d  a n  a b r o g a t i o n  o f  t h e  

a l l e r g e n - i n d u c e d  l a t e - p h a s e  r e s p o n s e  (W arn e r  1 9 7 6 ) .  

T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a l l e r g i c  r e a c t i o n s  may b e  

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

o f  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y .

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

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

m o n o n u c l e a r  c e l l s  (PBMC) f r o m  a l l e r g i c  p a t i e n t s  

( G i r a r d  e t  a l  1 9 6 7 ;  B r o s t o f f  e t  a l  1969 ;  M a i n i  e t  a l  

1 9 7 1 ;  R o m a g n an i  e t  a l  1 9 7 3 ;  G a t i e n  e t  a l  1975 ;  B u c k l e y  

e t  a l  1 9 7 7 ;  B l a c k  & M a r s h  1 9 8 0 ) ,  a n d  a l s o  l y m p h o k i n e  

g e n e r a t i o n  b y  a n t i g e n - s t i m u l a t e d  PBMC f r o m  s e n s i t i z e d  

d o n o r s  ( I l o n e n  & S a l m i  1 9 8 2 ;  R aw le  e t  a l  1984 ;  M a i n i  

e t  a l  1 9 7 1 ) .  H o w ev e r  t h e  p r e c i s e  r o l e  o f
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T - l y m p h o c y t e s  a n d  v a r i o u s  l y m p h o k i n e s  i n  t h e  

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

u n d e t e r m i n e d .

1 . 2 . 4 b  D y s f u n c t i o n s  o f  n e u t r o p h i l s  ( s u m m a r i z e d  i n  

T a b l e  1 . 3 ) .

N e u t r o p h i l s  a r e  a  f e a t u r e  o f  t h e  p a t h o l o g y  o f  

a s t h m a  ( D u n n i l l  1960)  a n d  a l l e r g i c  r e a c t i o n s  (Zweiman 

e t  a l  1976)  a n d  i n  a n i m a l  m o d e l s  a n t i g e n - i n d u c e d  

b r o n c h i a l  h y p e r r e s p o n s i v e n e s s  w as  a s s o c i a t e d  w i t h  

n e u t r o p h i l  i n f i l t r a t i o n  (Chung e t  a l  1985) . I n  t h e  

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

n e u t r o p h i l s  c a n  e n h a n c e  a i r w a y  r e a c t i v i t y  ( I r v i n  e t  a l  

19 85) , a n d  i n  t h e  d o g  m o d e l ,  g r a n u l o c y t e  d e p l e t i o n  

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

e x p o s u r e  t o  o z o n e  ( O 'B y r n e  e t  a l  1 9 8 4 ) .  LTB4  i s  t h e  

m a in  a r a c h i d o n i c  a c i d  m e t a b o l i t e  g e n e r a t e d  b y  

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

b r o n c h i a l  a s t h m a t i c  p a t i e n t s  ( O ' D r i s c o l l  e t  a l  19 84) 

an d  i n  t h e  n a s a l  l a v a g e  f l u i d  a f t e r  n a s a l  c h a l l e n g e  

w i t h  s p e c i f i c  a l l e r g e n  (Shaw e t  a l  1 9 8 5 a ) . P e r i p h e r a l  

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

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

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

i o n o p h o r e  s t i m u l a t i o n  (Wang e t  a l  1986) a n d  LTB^ a f t e r  

e x e r c i s e  c h a l l e n g e  (Arm e t  a l  1 9 8 7 ) .  They  a l s o  

p o s s e s s  h i g h e r  5 - l i p o x y g e n a s e  a c t i v i t y  ( M i t a  e t  a l  

1 9 8 5 ) .  Thus  i n c r e a s e d  LTB4  g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s
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m i g h t  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  a u g m e n t a t i o n  o f  a s t h m a  a n d  

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

p a t h o g e n e s i s  o f  a s t h m a  s u g g e s t i n g  t h a t  a i r w a y  

i n f l a m m a t i o n  may b e  r e l a t e d  t o  b r o n c h i a l  

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

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

a l l e r g e n  p r o v o c a t o n  i s  a t  p r e s e n t  n o t  known ( H o l g a t e  & 

F i n n e r t y  1 9 8 8 ) .

1 . 3  U n r e s o l v e d  i s s u e s  o f  t h e  i n t e r r e l a t i o n s h i p  

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

T h e r e  a r e  s e v e r a l  u n r e s o l v e d  q u e s t i o n s  r e g a r d i n g  

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

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

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

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

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

1. How do l y m p h o c y t e s  a n d  n e u t r o p h i l s  i n t e r a c t ,  w h a t  

i s  t h e  s i g n a l ,  w h e r e  d o e s  t h e  s i g n a l  come f rom ?

2. Do l y m p h o k i n e s  p r i m e  n e u t r o p h i l s  t o  g e n e r a t e  m o re  

LTB^, i s  i t  a  g e n e r a l  p h e n o m e n o n  o r  a  l y m p h o k i n e  

s p e c i f i c  r e a c t i o n ?

3. A re  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  l y m p h o k i n e s  

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

s t i m u l a t i o n ?

4 .  LTB^ i s  a p o t e n t  p r o - i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r  a b l e  

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

a i m m u n o r e g u l a t o r  t o  s t i m u l a t e  l y m p h o c y t e s .  I s  t h i s  a
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c o n f l i c t  o r  a s y n e r g i s t i c  ph en o m en o n ?

1 . 4  Aims o f  t h i s  s t u d y

S e v e r a l  l y m p h o k i n e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  

e f f e c t s  on  n e u t r o p h i l s ,  a n d  LTB^, one  o f  t h e  p r i n c i p a l  

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

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

a c t i v a t i o n  i n  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n s .

The LTB4  g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  i n  r e s p o n s e  t o  

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

( s t i m u l a t i o n  u s i n g  IgG b e a d s ) , a n d  t h e  e f f e c t s  o f  

l y m p h o k i n e s  on  t h e  r e s p o n s e  s h o u l d  p r o v i d e  some 

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

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

Thus  t h e  a i m s  o f  t h i s  s t u d y  w e r e :

1.  To a t t e m p t  t o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  T - l y m p h o c y t e  

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

LTB4  p r o d u c t i o n ,  e s p e c i a l l y  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  

s t i m u l a t i o n .

2 .  To c h a r a c t e r i s e  t h e  l y m p h o k i n e - l e u k o t r i e n e  

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

i t  w i t h  v a r i o u s  human r e c o m b i n a n t  c y t o k i n e s .

3 .  To a t t e m p t  t o  i d e n t i f y  a n d  g e n e r a t e  t h i s  

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

m o n o n u c l e a r  c e l l  c u l t u r e s .

4 .  To a s c e r t a i n  t h e  l y m p h o c y t e  ( o r  m o n o c y t e )  o r i g i n  

o f  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r .
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5. To e x a m i n e  i t s  r a n g e  o f  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  on  

n e u t r o p h i l s .

6 . To s t u d y  t h e  e f f e c t s  o f  m e d i a t o r s  a n d  d r u g s  o n  

t h e  r e l e a s e  o f  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  

f r o m  m o n o n u c l e a r  c e l l s .
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Table 1.1

Cvtokine effects on neutrophil functions

D e s i g n a t i o n  P h y s i c o c h e m i c a l  E f f e c t s  on n e u t r o p h i l s  
c h a r a c t e r i z a t i o n

LIF

GM-CSF

I L - 1

TNF

MW: 58 kD I n h i b i t  r andom  m i g r a t i o n  ( R o c k l i n  1974)
p i  5 - 5 . 5  P o t e n t i a t e  p h a g o c y t o s i s  o f  o p s o n i z e d  an d

u n o p s o n i z e d  p a r t i c l e s  ( B o r i s h  & R o c k l i n  
1 9 8 7 a )

c e l l  s o u r c e s :  T E n h a n c e  a d h e r e n c e  t o  t a r g e t  c e l l s  a n d  
l y m p h o c y t e s  p o t e n t i a t e  ADCC a g a i n s t  e r y t h r o l e u k e m i c

l i n e  K562 ( B o r i s h  & R o c k l i n  1 9 87b)
I n d u c e  d e g r a n u l a t i o n  a n d  p o t e n t i a t e  
n e u t r o p h i l  r e s p o n s e  t o  fMLP ( B o r i s h  e t  
a l  1986)
I n c r e a s e  i n t r a c e l l u l a r  c a l c i u m  ( B o r i s h  
e t  a l  1987)

MW: 22 kD 
p i  4 . 5 - 4 . 7

c e l l  s o u r c e : T 
l y m p h o c y t e s

I n h i b i t  m i g r a t i o n  ( G a s s o n  e t  a l  1984)  
E n h a n c e  g r o w t h  o f  g r a n u l o c y t e  f r o m  
human b o n e  m a r ro w  ( S o u z a  e t  a l  1986)  
E n h a n c e  s u p e r o x i d e  a n i o n  p r o d u c t i o n  i n  
r e s p o n s e  t o  fMLP a n d  m o d u l a t e  fMLP 
r e c e p t o r  ( W e i s b a r t  e t  a l  1985)
E n h a n c e  ADCC a g a i n s t  t u m o u r  c e l l  l i n e  
(V ad as  e t  a l  1983)

E n h a n c e  g r a n u l o c y t e  s u r v i v a l  a n d  c e l l  
s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  (G FA -1 , GFA-2, 
Mol) (Lopez  e t  a l  1986)
E n h a n c e  g r a n u l o c y t e - g r a n u l o c y t e  
. a d h e s i o n  an d  e x p r e s s i o n  o f  l e u k o c y t e  
a d h e s i o n  m o l e c u l e s  (Mol,  P 1 5 0 . 9 5 )  
( A r n a o u t  e t  a l  1986)

MW: 1 2 - 1 8  kD

p i  6 . 5 - 7 . 5

c e l l  s o u r c e :  
m o n o c y t e s

MW: 17 kD

p i  4 . 8 - 5 . 0

c e l l  s o u r c e :  
m o n o c y t e s

I n d u c e  r e l e a s e  o f  s p e c i f i c  g r a n u l e  
c o n t e n t s  (K le m p n e r  e t  a l  1978)
S t i m u l a t e  o x y g e n - d e p e n d e n t  m e t a b o l i s m  
(K le m p n e r  & D i n a r e l l o  1979)
I n c r e a s e  c y t o s o l i c  f r e e  c a l c i u m  a n d  
i n d u c e  p r o d u c t i o n  o f  LTB4  w h i c h  was  
e n h a n c e d  i n  t h e  p r e s e n c e ‘ o f  a r a c h i d o n i c  
a c i d  (S m i th  e t  a l  1987)

C h e m o t a c t i c  f o r  n e u t r o p h i l s  (Ming e t  a l  
1987)
A w e ak  s t i m u l u s  o f  r e s p i r a t o r y  b u r s t  
a n d  d e g r a n u l a t i o n  ( K l e b a n o f f  e t  a l  1986) 
E n h a n c e  a d h e r e n c e  t o  d e c r o n  f i b r e  (Seow 
e t  a l  1988)
I n c r e a s e  p h a g o c y t i c  a b i l i t y  a g a i n s t  
l a t e x  b e a d s  ( S h a l a b y  e t  a l  1985)
E n h a n c e s  LTB^ b i o s y n t h e s i s  s t i m u l a t e d  
w i t h  Ca+^ i o n o p h o r e  A23187 ( R o u b i n  e t  a l  
1987)
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Cvtokine effects on neutrophil functions (cont'd)

D e s i g n a t i o n P h y s i c o c h e m i c a l
c h a r a c t e r i z a t i o n

E f f e c t s  o n  n e u t r o p h i l s

IFN-gamma MW: 3 5 - 7 0  kD

c e l l  s o u r c e :
T l y m p h o c y t e s

E n h a n c e  ADCC a g a i n s t  e r y t h r o c y t e s  a n d  
t u m o u r  t a r g e t s  ( H o k la n d  & B e r g  1981) 
E n h a n c e  ADCC t h r o u g h  t h e  h i g h  a f f i n i t y  
Fc  r e c e p t o r  f o r  m o n o m e r ic  IgG (S h en  
e t  a l  1987)
E n h a n c e  p h a g o c y t o s i s  a g a i n s t  l a t e x  b e a d s  
( S h a l a b y  e t  a l  1985)

MDNCF MW: 10 kD

p i  8 - 8 . 5  
c e l l  s o u r c e :  
m o n o c y t e s

C h e m o t a c t i c  f o r  n e u t r o p h i l  ( Y o s h im u r a  
e t  a l  1987)
I n d u c t i o n  o f  MDNCF mRNA b y  I L - 1  a n d  
TNF ( M a t s u s h i m a  e t  a l  1988)

M o n o k in e s MW: 15 0 ,  50 ,  20 ,  
<5 kD
p i  4 . 2 - 4 . 3  
4 . 5 - 4 . 6  4 . 9  
c e l l  s o u r c e :  
m o n o c y t e s

E n h a n c e s  LTB4  g e n e r a t i o n  s t i m u l a t e d  
w i t h  Ca + 2  i o n o p h o r e  A23187 ( D e s s e i n  
e t  a l  1986)

LYNAP MW: 10 kD 
. c e l l  s o u r c e :
T l y m p h o c y t e s

C h e m o t a c t i c  a n d  enzyme d e g r a n u l a t i n g  
a c t i v i t y  i n  human n e u t r o p h i l s  
( G r e g o r y  e t  a l  1988)

NAF MW: 6  kD 
c e l l  s o u r c e :  
m o n o c y t e s

I n d u c e  e x o c y t o s i s  a n d  r e s p i r a t o r y  b u r s t  
( P e v e r i  e t  a l  1988)
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Table 1.2

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

A b n o r m a l i t y R e f e r e n c e s

I n c r e a s e d  p r o l i f e r a t i o n  t o  s p e c i f i c  
a l l e r g e n

R e l e a s e  MIF a n d  I L - 2  a f t e r  a l l e r g e n  
s t i m u l a t i o n

I L - 2  p r o d u c t i o n  r e d u c e d  a f t e r  immuno
t h e r a p y

T l y m p h o c y t e s

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

c e l l  p r o l i f e r a t i o n  r e s p o n s e  t o  m i t e  
was  d e c r e a s e d  a f t e r  i m m u n o t h e r a p y  (Tg c e l l  H s i e h  1984 
was  i n c r e a s e d  a f t e r  im m u n o t h e r a p y )

D e c r e a s e d  T gamma c e l l s  a n d  r e a c h e d  n o r m a l
a f t e r  i m m u n o t h e r a p y  C a n o n i c a  e t  a l  1979

A c t i v a t e d  T c e l l s  i n  c i r c u l a t i n g  d u r i n g
a c u t e  a s t h m a  C o r r i g a n  e t  a l  1988

A c t i v a t e d  T c e l l s  i n c r e a s e d  i n  c i r c u l a t i o n
G e r b l i c h  e t  a l  1984

G o n z a l e z  e t  a l  1987

R o c k l i n  1976

S a x a n  e t  a l  1980

N a g a y a  1985 
T a m i r  e t  a l  1987

a f t e r  a n t i g e n  c h a l l e n g e

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

S u p p r e s s o r  T c e l l

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

D e c r e a s e d  s u p p r e s s i o n  o f  s p o n t a n e o u s  IgE 
p r o d u c t i o n

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

B u c k l e y  e t  a l  1977

I l o n e n  & S a l m i  1982 
M a i n i  e t  a l  1971

H s i e h  1985 

R aw le  e t  a l  1984
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Table 1.3

Neutrophil dysfunctions in patients with respiratory allergy

D y s f u n c t i o n R e f e r e n c e s

D e c r e a s e d  i n t r a c e l l u l a r  enzym e F a u l k n e r  e t  a l  1982
a c t i v i t y  (NBT r e d u c t i o n )

R e s p o n d e d  m o re  v i g o r o u s l y  t o  c a s e i n  G in  e t  a l  1985 

I n c r e a s e d  5 - l i p o x y g e n a s e  a c t i v i t y  M i t a  e t  a l  1985 

I n c r e a s e d  LTB4  g e n e r a t i o n  Arm e t  a l  1987

I n c r e a s e d  SRS-A g e n e r a t i o n  Wang e t  a l  1986

I n c r e a s e d  c o m p l e m e n t  r e c e p t o r  C a r r o l l  e t  a l  1985
e x p r e s s i o n  a f t e r  a l l e r g e n
c h a l l e n g e

I n c r e a s e  c y t o t o x i c i t y  a g a i n s t  M oqbel  e t  a l  1986
c o m p le m e n t  c o a t e d  t a r g e t s  a f t e r  
a l l e r g e n  c h a l l e n g e

I n c r e a s e d  i n f i l t r a t i o n  i n t o  a i r w a y
a f t e r  a l l e r g e n - i n d u c e d  l a t e  p h a s e  C o l l i n s  e t  a l  1986 
r e a c t i o n
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CHAPTER 2 .

GENERAL MATERIALS AND METHODS
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2.1 G e n e r a l  M a t e r i a l s :

2 . 1 . 1  C e l l  p r e p a r a t i o n  m e d i a  a n d  b i o c h e m i c a l s  

RPMI-1640 w i t h  20 mM HEPES a n d  4 mM L - g l u t a m i n e  a n d  

H a n k ' s  b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n  ( G ib c o  L t d . ,  P a i s l e y ,  

S c o t l a n d )

P e n i c i l l i n  a n d  s t r e p t o m y c i n  (F lo w  L a b . ,  I r v i n e ,  U .K . )  

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

(PMSF) , S o d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e  ( S D S ) . I m m u n o g l o b u l i n  

IgG ,  N - f o r m y l - m e t h i o n y l - l e u c y l - p h e n y l a l a n i n e  (fMLP) 

a n d  C a l c i u m  i o n o p h o r e  A23187 (S igm a  C h e m i c a l  Co. ,

P o o l e ,  D o r s e t ,  U . K . )

OKT-3 ( O r t h o  P h a r m a c e u t i c a l  C o . ,  R a r i t a n ,  N . J . ,

U . S . A . )

A n t i - L e u - 3 a ,  A n t i - L e u - 1 ,  A n t i - L e u - 2 a ,  A n t i - C R l  a n d  

A n t i - C R 3  ( B e c t o n  D i c k i n s o n ,  S u n n y v a l e  I n c . ,  C A . , 

U . S . A . )

LTB4 , LTC4 , LTD4  a n d  LTE^ (ICN I m m u n o B i o l o g i c a l s , 

L i s l e ,  U .K . )

1 4 , 1 5 - 3H-LTB4 a n d  1 4 , 1 5 - 3H-LTC4 , T r i t i a t e d  t h y m i d i n e  

( 3 H-TdR) (New E n g l a n d ,  N u c l e a r / D u  P o n t ,  S t e v e n a g e ,  

U .K . )

L y m p h o c u l t  T ( B i o t e x  F o l e x ,  F r a n k f u r t ,  FRG) 

F i c o l l - P a q u e  ( P h a r m a c i a ,  U p p s a l a ,  Sweden)

D e x t r a n ,  D e x t r a n  110 ( F i s o n s ,  L o u g h b o r o u g h ,  U .K . )  

M e t r i z a m i d e  ( N y g a a r d ,  U.K.  L t d ,  B i r m in g h a m ,  U .K . )  

B o l t o n  a n d  H u n t e r  r e a g e n t  (Amersham I n t e r n a t i o n a l  P i c ,  

Amersham, B u c k s ) .
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2.1.2 Buffer solutions

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

p u r c h a s e d  f r o m  BDH, C h e m i c a l  L t d . , P o o l e ,  E n g l a n d ;  

e x c e p t  f o r  t h e  f o l l o w i n g : -

b i s - t r i s  f r o m  S ig m a  C h e m i c a l  L t d . ,  S t .  L o u i s ,  MO, 

U .S .A .

M e t h a n o l  (HPLC g r a d e ) , A c e t i c  a c i d  ( S e q u e n c e r  g r a d e ) , 

a n d  W a t e r  (HPLC g r a d e )  f r o m  R a t h b u r n  C h e m i c a l  C o . , 

W a l k e r b u r n ,  S c o t l a n d .

O p t i p h a s e  ' RIA '  f r o m  LKB, F i s o n  p i c ,  L o u g h b o r o u g h ,  

E n g l a n d .

P r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n  K i t  a n d  S i l v e r  s t a i n  r e a g e n t s  

f r o m  B i o - R a d ,  W a t f o r d ,  H e r t s ,  U.K.

-  B u f f e r  f o r  I v s i s  o f  r e d  c e l l s  f l v s i s  b u f f e r )

NH^Cl 8 . 2  gm a n d  KHCO3  1 . 0  gm d i s s o l v e d  i n  

1 l i t r e  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 

7 . 2 - 7 . 4 .

-  B u f f e r  f o r  IaG  b e a d s  p r e p a r a t i o n

a) C o u p l i n g  b u f f e r  (0 .2M NaHCO^ c o n t a i n i n g  0 . 5M N aCl  

pH 8 . 7 ) :  NaHC03  1 6 . 8  gm a n d  NaCl 2 9 . 2  gm 

d i s s o l v e d  i n  1 l i t r e  H2 0 ,  a d j u s t e d  t o  pH 8 . 7 .

b) B l o c k i n g  b u f f e r  (0 .1M e t h a n o l a m i n e  pH 8 . 0 ) :

6 . 1  ml e t h a n o l a m i n e  d i l u t e d  t o  50 ml w i t h  

d i s t i l l e d  w a t e r ,  a d j u s t e d  t o  pH 8 . 0  w i t h  6 M HC1 

a n d  made u p  t o  1 0 0  ml  w i t h  c o u p l i n g  b u f f e r .

c)  A c e t a t e  b u f f e r  (0 .1M s o d i u m  a c e t a t e  c o n t a i n i n g  

0 . 5M NaCl  pH 4 . 0 ) :  1 3 . 6  gm s o d iu m  a c e t a t e
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( t r i h y d r a t e )  a n d  2 9 . 2  gm NaCl d i s s o l v e d  i n  950 ml  

d i s t i l l e d  w a t e r ,  a d j u s t  t o  pH 4 . 0  w i t h  g l a c i a l  

a c e t i c  a c i d ,  make u p  t o  1  l i t r e .

B u f f e r  f o r  a e l  f i l t r a t i o n

P h o s p h a t e  b u f f e r  s a l i n e  (PBS)

PBS w as  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  6 . 8  gm N aC l ,

I .  16 gm Na 2 HP0 4  a n d  0 . 4 3  gm KH2 P0 4  i n  1  l i t r e  

d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t i n g  t o  pH 7 . 2 - 7 . 3 .

B u f f e r  f o r  a n i o n - e x c h a n a e  (Mono-0 c o l u m n ) 

c h r o m a t o g r a p h y

a)  B i s - t r i s  b u f f e r  ( s t a r t i n g  b u f f e r )

20 mM b i s - t r i s  was  p r e p a r e d  by  d i s s o l v i n g  4 . 1 8  gm 

b i s - t r i s  i n  1  l i t r e  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  

t o  pH 6 . 5 .

b) B i s - t r i s  c o n t a i n i n g  1M NaCl b u f f e r  ( e l u t i n g  

b u f f e r ) . B u f f e r  was  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g

I I .  68 gm b i s - t r i s  a n d  0 . 8 4  gm NaCl i n  200 ml 

d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 6 . 5 .

B u f f e r  f o r  c h r o m a t o f o c u s i n a  (Mono-P c o l u m n )

a) B i s - t r i s  b u f f e r  ( s t a r t i n g  b u f f e r )

25 mM b i s - t r i s  w as  p r e p a r e d  by  d i s s o l v i n g  5 . 2 5  gm 

b i s - t r i s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r ,  an d  a d j u s t e d  t o  pH

7 . 1  w i t h  s a t u r a t e d  i m i n o d i a c e t i c  a c i d  a n d  m a k i n g  

u p  t o  1  l i t r e .

b) P o l y b u f f e r  74 ( e l u t i n g  b u f f e r )

10 ml p o l y b u f f e r  74 ( P h a r m a c i a ,  M i l t o n  

. K e y n e s ,  U .K . )  d i l u t e d  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d

33.



a d j u s t e d  t o  pH 4 . 0  w i t h  s a t u r a t e d  i m i n o d i a c e t i c  

a c i d  t h e n  made u p  t o  100 m l .

Buffer for leukotriene assay

a) PBS b u f f e r

PBS b u f f e r  w as  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  u p : -  

2 .8M NaCl  2 . 5  ml

1 . 0M P h o s p h a t e  pH 7 . 1  1 . 0  ml

i . e .  1M KH2P 0 4 30 ml 

1M N a2HP04 70 ml 

2% s o d i u m  a z i d e  1 ml 

2% s o d i u m  a z i d e  0 . 5  ml

100 mM PMSF ( i n  IMS) 0 . 1  ml

make u p  t o  50 ml  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .

b) P B S - g e l  b u f f e r

P B S - g e l  w as  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  u p : -

2 . 8M N aCl  5 ml 

1 . 0M p h o s p h a t e  pH 7 . 1  2 ml 

2% s o d i u m  a z i d e  1 ml 

100 mM PMSF ( i n  IMS) 0 . 1  ml

1 .25% g e l a t i n  ( i n  w a t e r )  20 ml 

make  u p  t o  100 m l  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,

c)  P o l y e t h y l e n e  g l y c o l  (PEG) b u f f e r

5% PEG b u f f e r  w as  p r e p a r e d  b y  t a k i n g  2 . 5  gm o f  

PEG 6 0 0 0 ,  d i s s o l v i n g  w i t h  50 ml o f  P B S - g e l  

b u f f e r .
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Buffer for HPLC

a) E l u t i n g  b u f f e r  w as  p r e p a r e d  w i t h  HPLC g r a d e  

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

a c i d  ( 7 0 : 3 0 : 0 . 0 7 : 0 . 0 3 )  t h e n  d e g a s s e d  a n d  a d j u s t e d  

t o  pH 5 .4  w i t h  a m m o n ia .

b j  W a sh in g  b u f f e r  w as p r e p a r e d  w i t h  m e t h a n o l :  w a t e r :  

a c e t i c  a c i d :  o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d  

( 9 5 : 4 : 9 : 0 . 0 7 : 0 . 0 3 )  .

- Buffer for SDS-PAGE
SDS-PAGE b u f f e r  w as p r e p a r e d  b y  m i x i n g  u p : -  

50 mM T r i s / H C l  ( 0 . 6 5 1  gm /100 m l) 8  ml

5 mM EDTA (186  m g /1 0 0  m l)  8  ml

10% SDS (2 gm /20 ml) 10 ml

d i s t i l l e d  w a t e r  14 ml

5% ^ - m e r c a p t o e t h a n o l  w as a d d e d  d u r i n g  r e d u c i n g  

c o n d i t i o n s

2 . 1 . 3  I n s t r u m e n t s :

N u c l e o s i l  5u C -1 8  HPLC c o lu m n : M a c h e r e y - N a g a l , D u r e n ,  

W. G erm any .

H igh  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (HPLC) pump: 

J o n e s  C h r o m a to g r a p h y ,  G la m o rg a n ,  U. K. )

F a s t  p r o t e i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (FPLC) s y s t e m ,  

c h r o m a t o f o c u s i n g  M ono-P c o lu m n ,  A n io n  e x c h a n g e  

c h r o m a t o g r a p h y  Mono-Q c o lu m n ,  S u p e r o s e - 1 2  

p r e p a r a t i v e  g r a d e  g e l  f o r  g e l  f i l t r a t i o n  c o lu m n  a n d  

P h a s t  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  s y s t e m  w e re  f ro m  

P h a r m a c i a ,  M i l t o n  K e y n e s ,  B u c k s ,  U.K.
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S p e e d  Vac c o n c e n t r a t o r :  S a v a n t  I n s t r u m e n t s  I n c . ,  

H i c k s v i l l e , N . Y . , U . S . A . )

C e l l  h a r v e s t e r :  T i t e r t e k  c e l l  h a r v e s t e r ,  S k a t r o n ,

L i e r ,  N o rw ay .

O r b i t a l  s h a k e r ,  R ock  a n d  R o l l  m i x e r :  L u ck h am s, B u r g e s s  

H i l l ,  U. K.

B e t a - c o u n t e r  (LKB 1217) a n d  G a m m a -c o u n te r  (LKB 

8 0 , 0 0 0 ) (LKB, W a l l a c . ,  F i n l a n d ) .

A m icon u l t r a f i l t r a t i o n  c e l l ,  M odel 8050 (Am icon C o rp .  

D a n v e r ,  M ass ,  U . S . A . )

L a m in a r  f l o w  h o o d  ( C l a s s  I I )  (MAT, C a n to  H o u se ,  

M a n c h e s t e r , U . K. )

C a rb o n  d i o x i d e  i n c u b a t o r  (G a l le n k a m p ,  L o u g h b o r o u g h ,  

L e i c e s t e r s h i r e ,  U . K. )

C o o l s p i n  (MSE C o o l s p i n  2 C e n t r i f u g e ,  S u s s e x ,  E n g l a n d )  

M i c r o c e n t r i f u g e  ( M ic r o f u g e  12 , B eckm an , H ig h  Wycombe, 

U.K.  )

2 . 2  G e n e r a l  M e t h o d s :

2 . 2 . 1  P e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l  (PBMC) 

p r e p a r a t i o n

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

d o n o r s  w as m ix e d  w i t h  1 0  u n i t / m l  o f  h e p a r i n ,  a n d  

d i l u t e d  1 : 1  w i t h  R PM I-1640 c o n t a i n i n g  25 mM HEPES a n d  

4 mM L - g l u t a m i n e .  T h i r t y  m i l l i l i t r e s  o f  d i l u t e d  b l o o d  

w e re  l a y e r e d  o v e r  15 m l o f  F i c o l l - P a q u e  i n  50 m l 

p o l y p r o p y l e n e  t u b e s  ( F a l c o n  2 0 7 0 ) ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  

1000 g f o r  25 m in  a t  20 *C. The i n t e r f a c e  c e l l s  w e re
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c o l l e c t e d ,  p o o l e d  a n d  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  

R PM I-1640 a t  250 g  f o r  10 m in  a t  2 0 *C. The f i n a l  PBMC 

p e l l e t  w as r e s u s p e n d e d  i n  RPM I-1640 t i s s u e  c u l t u r e  

m edium  b u f f e r e d  w i t h  25 mM HEPES c o n t a i n i n g  4 mM 

L - g l u t a m i n e ,  100 u n i t s / m l  p e n i c i l l i n  a n d  100 u g /m l  

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

w as g r e a t e r  t h a n  95% b y  t r y p a n  b l u e  d y e  e x c l u s i o n .

2 . 2 . 2  N e u t r o p h i l  p r e p a r a t i o n

H e p a r i n i z e d  (10 U /m l)  p e r i p h e r a l  v e n o u s  b l o o d  

f ro m  n o r m a l  h e a l t h y  d o n o r s  was m ix e d  w i t h  o n e  p a r t  

d e x t r a n  t o  f i v e  p a r t s  b l o o d  a n d  s e d i m e n t e d  a t  3 7 *C f o r  

30 m in .  L e u c o c y t e  r i c h  s u p e r n a t a n t  w as l a y e r e d  o v e r  

F i c o l l - P a q u e  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1000 g f o r  20 m in .  

A f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  c e l l s  f ro m  t h e  i n t e r f a c e ,  t h e  

p e l l e t  c e l l s  w e re  l y s e d  w i t h  l y s i s  b u f f e r  a t  4 ‘ C. 

N e u t r o p h i l s  w e re  w a s h e d  t w i c e  i n  RPM I-1640 a t  4 ’ C, a n d  

c o u n t e d  i n  a  m o d i f i e d  h a e m o c y to m e te r  u s i n g  K im u ra  

s t a i n  (K im u ra  e t  a l  1 9 7 3 ) .  O n ly  c e l l  s u s p e n s i o n s  

c o n t a i n i n g  >95% n e u t r o p h i l s  w e re  u s e d  f o r  e x p e r i m e n t s .

2 . 2 . 3  C e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s s a y  

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

100 m i c r o l i t r e  o f  2x10^  PBMC i n  t r i p l i c a t e  9 6 - w e l l  

r o u n d - b o t t o m e d  m i c r o t i t r e  p l a t e s  (F low  L a b o r a t o r i e s ,  

R ic k m a n s w o r th ,  H e r t s ,  U . K . ) .  T r i t i a t e d  t h y m i d i n e
*3

( H-TdR) ( 0 . 6 6  u C i / w e l l )  w as a d d e d  d u r i n g  t h e  f i n a l  

6  h r  o f  i n c u b a t i o n .  The c e l l s  w e re  c o l l e c t e d  on  GF/C, 

g l a s s  f i b r e  p a p e r  ( I l a c o n  L t d . ,  T o n b r i d g e ,  U . K. )  u s i n g
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a  m u l t i - h a r v e s t e r  a p p a r a t u s .  R a d i o a c t i v i t y  was 

d e t e r m i n e d  i n  a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  b e t a - c o u n t e r .

2 . 2 . 4  P r e p a r a t i o n  o f  I a G - c o a t e d  b e a d s

T h e s e  w e r e  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  b y  Shaw e t  a l  

( 1 9 8 5 ) .  B r i e f l y ,  c y a n o g e n  b r o m i d e - a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  

4B b e a d s  w e re  s w o l l e n  i n  1 mM HC1, m ix e d  w i t h  IgG , 

u s u a l l y  7 . 5  mg p e r  1  m l o f  g e l  i n  b i c a r b o n a t e  c o u p l i n g  

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

m i x e r  ( 4 ' C ;  pH 8 . 7 ) .  B ea d s  w e re  t h e n  i n c u b a t e d  w i t h  

1M e t h a n o l a m i n e  (pH 8 ) f o r  a  f u r t h e r  2 h r  ( 2 0 *C) t o  

b l o c k  a n y  r e m a i n i n g  r e a c t i v e  g r o u p s  on  t h e  S e p h a r o s e .  

The b e a d s  w e re  w a s h e d  w i t h  a c e t a t e  b u f f e r  pH 4 . 0  a n d  

b i c a r b o n a t e  b u f f e r  pH 8 .7  a l t e r n a t e l y ,  t o  rem o v e  a n y  

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

i n  p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  1 .5  mg 

Ig G /1 0  b e a d s ,  a s  d e t e r m i n e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  

a f t e r  a l k a l i n e  (1M NaOH) d i g e s t i o n  o f  t h e  c o a t e d  

b e a d s .

2 . 2 . 5  R a d io im m u n o a s s a y  o f  LTB^ a n d  LTC^

S a m p le s  w e re  a s s a y e d  i n  d u p l i c a t e  w i t h  a  d o u b l e  

a n t i b o d y  r a d i o i m m u n o a s s a y  u s i n g  an  a n t i s e r u m ,  r a i s e d  

i n  r a b b i t s ,  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  Dr A.W. F o r d - H u t c h i n s o n  

(M erck , S h a r p  & Dohme, Rahway, N . J . ) .  The a s s a y  w as 

p e r f o r m e d  a s  d e s c r i b e d  b y  C ro m w e ll  e t  a l  ( 1 9 8 5 ) .  

B r i e f l y ,  a l l  d i l u t i o n s  w e re  made i n  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  

s a l i n e  pH 7 . 2  c o n t a i n i n g  0. 25% g e l a t i n  a n d  t h e  

p r o t e a s e  i n h i b i t o r  p h e n y l m e t h y l  s u l p h o n y l  f l u o r i d e
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(PMSF) 1x 1 0 “ 4 M. D i l u t i o n s  o f  s t a n d a r d  w e re  m ade i n  

t h e  r a n g e  0 . 1 - 7 . 0  nM f o r  LTC4  a n d  0 . 4 - 2 0 . OnM f o r  LTB4 . 

S u p e r n a t a n t s  w e r e  d i l u t e d  1 :5  f o r  LTB4  a s s a y  a n d  1 :5  

a n d  1 : 2 5  f o r  LTC4  a s s a y .  S a m p le s ,  s t a n d a r d s  i n  b u f f e r  

(100 u l )  w e r e  m ix e d  w i t h  50 u l  o f  a  d i l u t i o n  o f  

a n t i s e r u m  a n d  t h e n  50 u l  o f  t r a c e r s  [ t r a c e r s  w e r e  made 

u p  b y  m i x i n g  2  u l  r a b b i t  i m m u n o g lo b u l in  ( 2 0  m g /m l)  

t o g e t h e r  w i t h  0 . 4  u l  1 4 , 15-^H -L T B ^ o r  1 4 , 15-^H -L T C ^ 

( a p p r o x i m a t e l y  0 . 9  a n d  0 .7  p m o le s  r e s p e c t i v e l y )  

d i l u t e d  t o  50 u l ] . T u b e s  w e re  i n c u b a t e d  a t  4 'C  f o r  

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

400 u l  o f  a  1 i n  4 d i l u t i o n  o f  g o a t  a n t i - r a b b i t  

im m u n o g lo b u l in  i n  b u f f e r  c o n t a i n i n g  5% p o l y e t h y l e n e  

g l y c o l  6 0 00 .  T u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  on  i c e  f o r  24 h r ,  

c e n t r i f u g e d  a t  2000  g  f o r  15 m i n  a t  4 ' C ,  a n d  300 u l  o f  

t h e  s u p e r n a t a n t  w as  re m o v e d  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  

s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  t o g e t h e r  w i t h  3 m l o f  O p t i p h a s e  

s c i n t i l l a t i o n  f l u i d  ( L K B - P h a r m a c ia , M i l t o n  K e y n e s ,  

B u c k s ,  U . K . ) .  S a m p le s  w e re  " c o u n t e d "  on  a 

b e t a - c o u n t e r ,  a n d  a  s t a n d a r d  c u r v e  w as c o n s t r u c t e d  

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

LTB4  c r o s s - r e a c t i v i t y  i n  t h i s  a s s a y  w e re  a s  f o l l o w s : -  

5 (S ) , 1 2 (R) LTB4  ( 100%) ;  5 ( S ) ,  1 2 (R) 6 - t r a n s  LTB4  

(12%) ;  2 0 - h y d r o x y  LTB4  (2%) ;  5 ( S ) ,  12 (S) 6 - t r a n s  LTB4  

(1. 5%)  a n d  o t h e r  a r a c h i d o n i c  a c i d  m e t a b o l i t e s  sh o w e d  

<0.4% c r o s s - r e a c t i v i t y .  LTC4  c r o s s  r e a c t i v i t y  w e r e  a s  

f o l l o w s : -  LTD4  ( 70%) ;  LTE4  ( 8 %);  5 ( S ) ,  6  (R) d i-H E T E
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( 0 . 6 %) a n d  o t h e r  a r a c h i d o n i c  a c i d  m e t a b o l i t e s  sh o w ed  

<0 . 1 % c r o s s  r e a c t i v i t y .

2 . 2 . 6  E x t r a c t i o n  o f  LTB^ w i t h  C^ q S e p - P a k  

S e p - p a k s  ( W a te r s  A s s o c i a t e s ,  N o t t h w i c h ,  C h e s h i r e )

w e re  p r e t r e a t e d  b y  s e q u e n t i a l  w a s h in g  w i t h  

t e t r a h y d r o f u r a n  ( 1 0  m l ) , m e t h a n o l  ( 1 0  m l) a n d  1 0 % 

m e t h a n o l  pH 4 . 0  (10 m l ) .  S a m p le s  d i l u t e d  t e n  f o l d  

w i t h  11 .1%  m e t h a n o l  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 4 . 0  w i t h  

a c e t i c  a c i d  w e re  l o a d e d ,  a n d  t h e  S e p - p a k  w a sh e d  w i t h  

1 0 % m e t h a n o l  ( 2 0  m l)  p r i o r  t o  e l u t i o n  w i t h  m e t h a n o l  

(3 m l ) . A f t e r  e l u t i o n ,  s a m p l e s  w e re  d r i e d  by  

S p e e d -V a c  c o n c e n t r a t o r  200 H a n d  k e p t  a t  - 8 0 *C u n t i l  

a s s a y e d .

2 . 2 . 7  R e v e r s e  p h a s e  HPLC

S a m p le s  f ro m  C-^g S e p - p a k  c o lu m n s  w e re  r e s u s p e n d e d  

i n  HPLC r u n n i n g  b u f f e r  a n d  s e p a r a r e d  on  a  5 ug 

N u c l e o s i l  C1 g c o lu m n  ( M a c h e r e y - N a g a l , D u re n ,

W. G erm any) e l u t e d  a t  1 .0  m l /m in  w i t h  r u n n i n g  b u f f e r  

[ m e t h a n o l : w a t e r : a c e t i c  a c i d : o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d  

( 7 0 : 2 9 : 0 . 0 7  : 0 . 0 3 ) ,  pH 5 . 4 ]  f o r  30 m in  f o l l o w e d  b y  

2 0  m in  g r a d i e n t  t o  w a s h i n g  b u f f e r  [ m e th a n o l  w a t e r :  

o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d :  a c e t i c  a c i d  ( 9 5 : 4 . 9 : 0 . 0 7 : 0 . 0 3 ) ] .  

E a c h  HPLC f r a c t i o n  w as d r i e d  on  t h e  S p e e d -V a c  

c o n c e n t r a t o r  a n d  r e c o n s t i t u t e d  f o r  a s s a y  o f  LTB4  

i m m u n o - r e a c t i v i t y .

2 . 2 . 8  S t a t i s t i c s

. A p a i r e d - t  t e s t  w as u s e d  t o  c o m p a re  LTB^
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p r o d u c t i o n  w i t h  c o n t r o l  v a l u e s .  L o g a r i t h m i c  v a l u e s  

w e re  e m p lo y e d  w h e r e  a p p r o p r i a t e  t o  n o r m a l i s e  t h e  

d a t a .

The d a t a  i s  e x p r e s s e d  a s  t h e  p e r c e n t a g e  

e n h a n c e m e n t  o f  LTB4  g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  

f o l l o w i n g  I g G - d e p e n d e n t  s t i m u l a t i o n  a n d  w as c a l c u l a t e d  

b y  t h e  f o l l o w i n g  f o r m u l a :

LTB4  e x p e r i m e n t a l - L T B 4  c o n t r o l  

_____________________________________  x  1 0 0 %

LTB4  c o n t r o l

w h e re  LTB4  e x p e r i m e n t a l  i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  LTB^ 

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

n e u t r o p h i l s  p r e t r e a t e d  w i t h  PBMC s u p e r n a t a n t s . LTB^ 

c o n t r o l  r e f e r s  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  LTB^ c o n t a i n e d  

i n  t h e  s u p e r n a t a n t  f ro m  I g G - c o a t e d  b e a d s  a c t i v a t e d  

n e u t r o p h i l s  p r e t r e a t e d  w i t h  m edium  a l o n e .
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CHAPTER 3 .

LEUKOTRIENE RELEASE ENHANCING FACTOR (LREF) 

PRODUCTION AND DIFFERENTIATION FROM OTHER CYTOKINES
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3 .1 I n t r o d u c t i o n

The e f f e c t  o f  c y t o k i n e s  on  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n a l  

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

s e e  c h a p t e r  1 ) .  A t t e n t i o n  h a s  b e e n  f o c u s e d  m a i n l y  on  

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

l i t t l e  i s  known a b o u t  t h e  e f f e c t  o f  c y t o k i n e s  on  

n e u t r o p h i l  LTB4  g e n e r a t i o n .  Among t h e  ly m p h o k in e s  

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

l e u k o c y t e  m i g r a t i o n  i n h i b i t o r y  f a c t o r  (L IF) a n d  

c h e m o t a c t i c  f a c t o r  ( C F ) . B o th  a r e  a c t i v e l y  s e c r e t e d  

b y  ly m p h o c y t e s  i n  r e s p o n s e  t o  a n t i g e n  o r  n o n - s p e c i f i c  

m i t o g e n  ( R o c k l i n  1 9 7 4 ;  Y o s h i d a  e t  a l  1 9 7 6 ) .  N e i t h e r  

L IF  n o r  CF h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  f o r  t h e i r  e f f e c t  

u p o n  LTB4  g e n e r a t i o n  f r o m  n e u t r o p h i l s ,  b u t  GM-CSF a n d  

TNF h a v e  b e e n  show n t o  e n h a n c e  l e u k o t r i e n e  g e n e r a t i o n  

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

A23187 (R o u b in  e t  a l  1 9 8 7 ;  Owen e t  a l  1 9 8 7 ) .

G e n e r a t i o n  o f  LTB^ u n d e r  c a l c i u m  

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

m eans  b y  w h ic h  n e u t r o p h i l s  c o u l d  c o n t r i b u t e  t o  t h e  

a m p l i f i c a t i o n  o f  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n s  (P a lm e r  & 

S a lm on  1 9 8 3 ) ,  h o w e v e r  t h e  p h y s i o l o g i c a l  r e l e v a n c e  o f  

t h i s  r e m a i n s  u n c e r t a i n ,  b e c a u s e  o f  t h e  a r t i f i c i a l  

n a t u r e  o f  t h e  s t i m u l u s . O t h e r  m o re  p h y s i o l o g i c a l  

a g e n t s ,  e . g .  o p s o n i z e d  a n d  u n o p s o n i z e d  zy m o san , h a v e  

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

(W alsh  e t  a l  1 9 8 1 ;  C l a e s s o n  e t  a l  1 9 8 1 ; C la n c y  e t  a l
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1983) . A n o t h e r  r e l e v a n t  p h y s i o l o g i c a l  s t i m u l a n t ,  

u n p h a g o c y t o s a b l e  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s ,  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  t o  i n i t i a t e  LTB^ g e n e r a t i o n  f ro m  n e u t r o p h i l s , 

a n d  i n  t h i s  s y s t e m  t h e  c a p a c i t y  t o  g e n e r a t e  LTB4  w as 

a u g m e n te d  b y  a  b a c t e r i a l  p r o d u c t  fMLP ( F i t z h a r r i s  e t  

a l  1987) . S i n c e  m any c y t o k i n e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  

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

e v a l u a t e  t h e  e f f e c t  o f  c y t o k i n e  on LTB4  g e n e r a t i o n  

u s i n g  t h i s  I g G - b e a d  s t i m u l a t i o n  s y s t e m .  U s in g  t h i s  

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

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

r e a c t i o n ,  s u c h  a s  o c c u r  when a n t i g e n  h a s  b e e n  

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

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

i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s .

P h y t o h a e m a g g l u t i n i n  (PHA) s t i m u l a t e d  human 

p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l  (PBMC) c u l t u r e  i s  a 

w i d e l y  u s e d  m e th o d  f o r  ly m p h o k in e  g e n e r a t i o n  ( f o r  a  

r e v i e w  s e e  c h a p t e r  1) . I n  t h i s  s t u d y ,  I  e s t a b l i s h e d  

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

t h e  e f f e c t s  o f  s u p e r n a t a n t s  on t h e  c a p a c i t y  o f  

n e u t r o p h i l s  t o  g e n e r a t e  LTB4  u s i n g  I g G - c o a t e d  

S e p h a r o s e  b e a d s  a s  t h e  t r i g g e r .  I  h a v e  a l s o  c o m p a r e d  

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

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

I L - l - b e t a ,  I L - 2 ,  IFN-gam m a, GM-CSF a n d  TNF.
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3.2 MATERIALS AND METHODS

3 . 2 . 1  P e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l  (PBMC) 

c u l t u r e s

Human p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l  (PBMC) 

a f t e r  s e p a r a t i o n  w e r 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 i o n  

o f  2x10^  c e l l s / m l .  One m i l l i l i t r e  o f  c e l l  s u s p e n s i o n  

i n  12x75 mm t i s s u e  c u l t u r e  t u b e s  w as i n c u b a t e d  w i t h  

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

t i m e  i n  a 5% CO2  a t m o s p h e r e  a t  37 *C a n d  95% h u m i d i t y .  

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

a t  400 g f o r  10 m in  a t  4 ' C ,  a n d  t h e  s t e r i l e  c e l l - f r e e  

s u p e r n a t a n t s  w e r e  a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 'C u n t i l  

t e s t e d .  C e l l  v i a b i l i t y ,  a s  a s s e s s e d  b y  t r y p a n  b l u e  

d y e  e x c l u s i o n  w as >90%. C o n t r o l s  i n c l u d e d  a) m edium  

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

o f  PHA.

3 . 2 . 2  S t i m u l a t i o n  o f  n e u t r o p h i l s
f iN e u t r o p h i l s  (1 x 1 0  ) w e re  s u s p e n d e d  i n  0 . 2 5  m l 

R PM I-1640 , s u p p l e m e n t e d  w i t h  c a l c i u m  a n d  m a g n e s iu m  

c h l o r i d e  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 6 mM a n d  w e r e  

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

v a r i o u s  p e r i o d s  o f  t i m e  a t  3 7 *C. I g G - c o a t e d  b e a d s  

(1 x 1 0 ^  i n  0 .5  m l R PM I-1640) w e r e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  

f o r  15 m in ,  w i t h o u t  a g i t a t i o n .  The i n c u b a t i o n  w as 

t e r m i n a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  400 g f o r  10 m in  a t  

4 ' C .  The c e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e re  r e m o v e d  a n d  

s t o r e d  a t  - 8 0 *C p r i o r  t o  a s s a y .  The c e l l / b e a d  p e l l e t
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w as e x t r a c t e d  w i t h  500 u l  o f  100% m e t h a n o l  f o r  16 h r

a t  4 ' C .  The c e l l  e x t r a c t s  w e re  r e m o v e d  a n d  e v a p o r a t e d  

t o  d r y n e s s  i n  a  S p e e d  Vac c o n c e n t r a t o r  a n d  w e re  

r e s u s p e n d e d  i n  PBS p r i o r  t o  r a d i o i m m u n o a s s a y .  F i v e  

r e c o m b i n a n t  p r o t e i n s ,  i n c l u d i n g  r I L - 1  b e t a  

(5 - 4 0  U / m l ) , r I L - 2  (1 -1 0 0 0  U / m l ) , rIFN -gam m a 

( 1 - 1 0 0 0  U / m l ) ,  rTNF (1 -1 0 0 0  U /m l) a n d  rGM-CSF ( 0 . 2 - 4  

n g /m l )  w e re  e x a m i n e d  t o  a s s e s s  t h e i r  i n f l u e n c e  o n  LTB^ 

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

The d o s e  r e s p o n s e  t o  IgG b e a d s  w as a l s o  

e v a l u a t e d .  A f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  PBMC s u p e r n a t a n t s  

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

IgG b e a d s  f o r  15 m in .  The c e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e re  

a s s a y e d  f o r  LT B ^.

3 . 2 . 3  P r e p a r a t i o n  a n d  s t i m u l a t i o n  o f  e o s i n o p h i l s

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

t h e  B ro m p to n  H o s p i t a l ' s A l l e r g y  C l i n i c  a n d  f ro m  

l a b o r a t o r y  s t a f f .  T h e s e  i n d i v i d u a l s  w e re  s u f f e r i n g  

f ro m  a l l e r g i c  r h i n i t i s ,  a n d  some h a d  e x t r i n s i c  a s t h m a .  

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

t h a n  1 0 % a n d  w e re  n o t  t a k i n g  a n y  s y s t e m i c  m e d i c a t i o n .  

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

p r e s e r v a t i v e - f r e e  h e p a r i n  (10 U /m l) a n d  m ix e d  w i t h  0 .2  

v o lu m e s  o f  6 % d e x t r a n  110 a t  room  t e m p e r a t u r e .  The 

l e u c o c y t e  r i c h  p l a s m a  l a y e r  w as r e m o v e d  a f t e r  60 m in ,  

t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  R PM I-1640 , r e c o v e r e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 0 0  g f o r  8  m in ,  a n d  1  m l a l i q u o t s ,
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e a c h  c o n t a i n i n g  t h e  c e l l s  f ro m  1 0  ml b l o o d ,  w e re  

l a y e r e d  o n t o  d i s c o n t i n u o u s  m e t r i z a m i d e  g r a d i e n t s  i n  

15 m l c o n i c a l  t u b e s .  The g r a d i e n t  c o n s i s t e d  o f  2 m l 

a l i q u o t s  o f  2 5 ,  2 3 ,  2 2 , 2 1 , 2 0  a n d  18% w /v  m e t r i z a m i d e  

i n  T y r o d e s / g e l a t i n  b u f f e r  (V adas  e t  a l  1979)  . T u b e s  

w e re  c e n t r i f u g e d  a t  1200 g f o r  45 m in  a t  2 0 *C, a n d  t h e  

e o s i n o p h i l s  w e re  r e c o v e r e d  f ro m  t h e  23/25%  i n t e r f a c e .  

The c e l l s  w e re  w a s h e d  t w i c e  i n  RPM I-1640 a n d
c

r e c o n s t i t u t e d  t o  4x10  c e l l s / m l .  A l i q u o t s  o f  t h i s  

s u s p e n s i o n  (250 u l )  w e re  p r e - t r e a t e d  w i t h  a n  e q u a l  

v o lu m e  o f  LREF ( a c t i v e  f r a c t i o n  r e c o v e r e d  f ro m  g e l  

f i l t r a t i o n ) , o r  b u f f e r  ( b u f f e r  f r a c t i o n )  t h e n  

c h a l l e n g e d  w i t h  500 u l  o f  I g G - b e a d s  f o r  45 m in  a t  3 7 * C 

w i t h o u t  a g i t a t i o n .

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

c e n t r i f u g a t i o n  (400 g,  10 m in ,  4*C) a n d  s t o r e d  a t  

- 8 0 *C p r i o r  t o  LTC4  a s s a y .

3 . 2 . 4  N e u t r a l i z a t i o n  e f f e c t  o f  an ti-G M -C S F  a n t i b o d y  

on  t h e  a c t i v i t y  o f  PBMC s u p e r n a t a n t s

PBMC s u p e r n a t a n t s  o r  GM-CSF (4 n g /m l )  w e re  m ix e d  

w i t h  d i f f e r e n t  d i l u t i o n s  o f  an ti-G M -C S F  a n t i b o d y  ( t h e  

k i n d  g i f t  o f  Dr  Sue  W a t t ,  I n s t i t u t e  o f  C a n c e r  

R e s e a r c h ,  L o n d o n ,  UK) f o r  60 m in  a t  4*C.  A f t e r  

n e u t r a l i z a t i o n  t h e  s u p e r n a t a n t s  o r  GM-CSF w e re  t e s t e d  

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

( a s  d e s c r i b e d  i n  3 . 2 . 2 ) .
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3 . 2 . 5  S t a b i l i t y  o f  LREA i n  PBMC s u p e r n a t a n t s

PBMC s u p e r n a t a n t s  w e re  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  e q u a l  

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

c o n t r o l  t r e a t m e n t .  F o r  s t a b i l i t y  t o  a c i d  pH, 1M HC1 

w as a d d e d  t o  s u p e r n a t a n t s  u n t i l  pH r e a c h e d  2 . A f t e r  

5 m in ,  t h e  pH w as a d j u s t e d  b a c k  t o  pH 7 . 4  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  1M NaOH. F o r  h e a t  i n a c t i v a t i o n ,  

s u p e r n a t a n t s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  5 6 ’C w a t e r b a t h  f o r  

60 m in .  The u n t r e a t e d  a n d  h e a t  i n a c t i v a t e d  s a m p l e s  

w e re  d i l u t e d  t o  t h e  sam e v o lu m e  a s  a c i d  i n a c t i v a t i o n  

s a m p l e s .  The s a m p l e s  w e re  s t o r e d  i n  - 8 0 *C u n t i l  

t e s t e d .

3 . 2 . 6  P h y s i c o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  

3 . 2 . 6 a  G e l f i l t r a t i o n

G e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  w as p e r f o r m e d  on HR 

1 6 /5 0  c o lu m n s  o f  S u p e r o s e '1 2  p r e p  g r a d e  i n  a  f a s t  

p r o t e i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  s y s t e m  (FPLC)

( P h a r m a c i a ) . Two m i l l i l i t r e s  o f  a  t e n - f o l d  

c o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t  (S p e e d  Vac C o n c e n t r a t o r  

200H,  S a v a n t  I n s t r u m e n t s  I n c . ,  H i c k s v i l l e ,  N . Y . , 

U . S . A . )  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  c o lu m n  p r e v i o u s l y  

e q u i l i b r i a t e d  w i t h  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S ) . 

C h r o m a to g r a p h y  w as p e r f o r m e d  a t  20 *C w i t h  a  f l o w  r a t e  

o f  0 .5  m l /m i n  a n d  1 m l f r a c t i o n s  w e re  c o l l e c t e d .  The 

c o lu m n  was c a l i b r a t e d  w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  

(B lu e  D e x t r a n  2000 kD, t h y r o g l o b u l i n  669 kD, a l d o l a s e  

158 kD, b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  67 kD, o v a lb u m in  43 kD,
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c h y i n o t r y p s i n o g e n  25 kD a n d  r i b o n u c l e a s e  A 1 3 . 7  kD 

( P h a r m a c i a ) . E a c h  FPLC f r a c t i o n  was t e s t e d  f o r  

n e u t r o p h i l  LTB4  r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y .

3 . 2 . 6 b  C h r o m a t o f o c u s i n a

T h r e e  m i l l i l i t r e s  o f  t h e  p e a k  o f  n e u t r o p h i l  LTB^ 

r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  o b t a i n e d  f ro m  S u p e r o s e  12 

w e r e  c o n c e n t r a t e d  t o  1  m l a n d  d i a l y s e d  f o r  16 h r  a t  

4*C a g a i n s t  0 . 025M b i s - t r i s - i m i n o d i a c e t i c  a c i d  b u f f e r ,  

pH 7 . 1 ,  a n d  a p p l i e d  t o  a  Mono-P HR 5 / 2 0  c o lu m n  

( P h a r m a c ia )  w h ic h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  e q u i l i b r i a t e d  

w i t h  t h e  sam e b u f f e r .  A 10% s o l u t i o n  o f  p o l y b u f f e r  

7 4 - i m i n o d i a c e t i c  a c i d ,  pH 4 ,  w as u s e d  f o r  e l u t i o n  a t  a  

f l o w  r a t e  o f  0 .5  m l / m i n .  A l i n e a r  p H - g r a d i e n t  o f  

40 m l f r o m  pH 7 t o  4 w as g e n e r a t e d  a n d  1 m l f r a c t i o n  

w e re  c o l l e c t e d .  The f r a c t i o n s  w e re  d i a l y s e d  a n d  

s u b s e q u e n t l y  t e s t e d  f o r  n e u t r o p h i l  LTB^ r e l e a s e  

e n h a n c i n g  a c t i v i t y .  The co lu m n  was r e g e n e r a t e d  w i t h  

2 M i m i n o d i a c e t i c  a c i d  d i s o d i u m  s a l t  a n d  

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

e x p e r i m e n t .

3 . 2 . 7  I L - 2  b i o a s s a v

I L - 2  a c t i v i t y  i n  FPLC f r a c t i o n s  w as a s s a y e d  i n  

t e r m s  o f  t h e i r  a b i l i t y  t o  s u p p o r t  t h e  g r o w th  o f  a  

human I L - 2  d e p e n d e n t  T - c e l l  l i n e  ( G i l l i s  e t  a l  197 8 ) . 

F o r  b i o a s s a y ,  2x 1 0 ^  c e l l s  w e re  w a sh e d  a n d  r e s u s p e n d e d  

t o  100 u l  R PM I-1640 c u l t u r e  m edium , 50 u l  o f  PBS 

c o n t a i n i n g  1 m g/m l BSA a n d  50 u l  o f  t e s t  s a m p l e .
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A f t e r  24 h r  i n c u b a t i o n ,  c u l t u r e s  w e re  p u l s e d  w i t h  

0 . 6 6  u C i  ( 2 4 . 4  KBq) o f  3 H-TdR i n  10 u l .  A f t e r  a  

f u r t h e r  1 6 -1 8  h r  i n c u b a t i o n  t h e  w e l l  c o n t e n t s  w e r e  

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

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

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

I n  o r d e r  t o  d e t e r m i n e  u n i t s  o f  I L - 2 ,  r I L - 2  w as  

t e s t e d  a t  s e r i a l  t w o - f o l d  d i l u t i o n s  s t a r t i n g  a t  

1 U /m l.  The r e s u l t s  g e n e r a t e d  i n  t h i s  b i o a s s a y  w e r e
*3

e v a l u a t e d  b y  a  l o g a r i t h m i c  p l o t  o f  H-TdR u p t a k e  

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

o f  I L - 2 .  The I L - 2  t i t r e  i n  t e s t  s a m p l e s  w as 

c a l c u l a t e d .  C u l t u r e  m edium  a n d  5 u g /m l  o f  PHA w e r e  

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

p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e .

3 . 2 . 8  IFN-aam m a r a d i o i m m u n o a s s a y

IFN-gam m a w as m e a s u r e d  w i t h  SUCROSEP(R) IFN-gam m a

i m m u n o r a d i o m e t r i c  a s s a y  ( B o o t s - C e l l t e c h  D i a g n o s t i c s

L t d . ,  S l o u g h ,  U . K . ) .  S a m p le s  a n d  d i l u t i o n s  o f

IFN-gamma s t a n d a r d ,  a n d  t h e  a p p r o p r i a t e  c o n t r o l s  w e r e
1i n c u b a t e d  w i t h  a n  I - l a b e l l e d  a n t i - I F N - g a m m a  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  The m o n o c lo n a l  a n t i b o d y /  

IFN-gamma immune c o m p le x  was i m m o b i l i s e d  b y  i n c u b a t i o n  

w i t h  a  s h e e p  a n t i - I F N - g a m m a  a n t i b o d y  c o u p l e d  t o  s o l i d  

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

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w as  o b t a i n e d  by  a  s u c r o s e  l a y e r i n g  

s y s t e m  (SUCROSEP(R)) .  The r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  a s s a y

50.



t u b e s  w as c o u n t e d  u s i n g  a  g a m m a - s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .

12 SA s t a n d a r d  c u r v e  w as  c o n s t r u c t e d  p l o t t i n g  l o g  I  

c o u n t s  v e r s u s  l o g  IFN-gam m a s t a n d a r d  c o n c e n t r a t i o n s . 

IFN-gamma c o n c e n t r a t i o n s  i n  known s a m p l e s  w e re  

i n t e r p l o t t e d .  The a s s a y  w as p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e .
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3.3 Results

3 . 3 . 1  The p r o d u c t i o n  o f  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  

a c t i v i t y  o f  n e u t r o p h i l s  (LREA).

S u p e r n a t a n t s  o b t a i n e d  f ro m  P H A - s t i m u l a t e d  hum an 

PBMC c u l t u r e s  c o n t a i n e d  a n  a c t i v i t y  w h ic h ,  when a d d e d  

t o  n e u t r o p h i l s  (60 m in ,  3 7 * C ) , e n h a n c e d  LTB4  

g e n e r a t i o n  e l i c i t e d  b y  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s  

( F ig  1 ) .  M ax im al e f f e c t  was o b t a i n e d  i n  c u l t u r e s  

s t i m u l a t e d  w i t h  5 u g / m l  PHA, a n d  m a x im a l  e n h a n c e m e n t  

w as o b s e r v e d  w i t h  a  50% d i l u t i o n  o f  P H A - s t i m u l a t e d  

PBMC s u p e r n a t a n t s . The a c t i v i t y  d e c r e a s e d  i n  a  

c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  f a s h i o n  when 2 0 % a n d  1 0 % 

d i l u t i o n s  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  t e s t e d .  PHA 

( 5  u g /m l )  a l o n e  d i d  n o t  e n h a n c e  n e u t r o p h i l  LTB^ 

g e n e r a t i o n .

Time c o u r s e  s t u d i e s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  a c t i v i t y  

was p r e s e n t  i n  b o t h  6  h r  a n d  12 h r  c u l t u r e s  ( F ig  2 ) ,  

b u t  s i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  a c t i v i t y  w e re  o n l y  s e e n  i n  

48 h r  a n d  72 h r  c u l t u r e s  ( p < 0 . 0 1 ) .  C e l l  p r o l i f e r a t i o n
*5

m e a s u r e d  b y  H-TdR i n c o r p o r a t i o n ,  was a l s o  

s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  a f t e r  48 h r  i n  P H A - s t i m u l a t e d  

c u l t u r e s  w hen c o m p a r e d  w i t h  24 h r  c u l t u r e s  a n d  

c o n t r o l s  ( p < 0 . 0 5 ) .
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3 . 3 . 2  Time c o u r s e  o f  t h e  e f f e c t  o f  p r e - i n c u b a t i o n  o f

neutrophils with PBMC supernatants on LTB  ̂
generation.

When 1 :2  d i l u t i o n s  o f  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC 

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

s t i m u l a t i o n  w i t h  I g G - c o a t e d  b e a d s ,  L T B ^ - e n h a n c in g  

e f f e c t  was o b s e r v e d  a f t e r  o n l y  5 m in  ( F ig  3 ) .  M ax im a l 

e f f e c t  o c c u r r e d  a t  60 m in ,  a n d  d e c r e a s e d  t h e r e a f t e r .  

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

a f t e r  10 m in  p r e - i n c u b a t i o n .  T h i s  was s u s t a i n e d  u n t i l  

1 2 0  m in ,  b u t  was r e l a t i v e l y  w eak  a n d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  

d i f f e r e n t  f ro m  c o n t r o l .  N e u t r o p h i l s  p r e - t r e a t e d  f o r  

60 m in  w i t h  s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  sho w ed  a n  

a v e r a g e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  o f  250% when c o m p a r e d  w i t h  

s u p e r n a t a n t s  f ro m  u n s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  

( F ig  3 . 3 ) .

I n s i g n i f i c a n t  e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ g e n e r a t i o n  

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

b u f f e r  o r  PHA (5 u g /m l )  o v e r  t h e  same t i m e  c o u r s e .

Ten d i f f e r e n t  PBMC s u p e r n a t a n t s  ( o b t a i n e d  f r o m  10 

d i f f e r e n t  d o n o r s )  w e re  t e s t e d  f o r  t h e i r  l e u k o t r i e n e  

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

t h e  same d o n o r .  The am oun t o f  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  

e n h a n c i n g  a c t i v i t y  was v a r i a b l e  b e tw e e n  PBMC d o n o r s  

r a n g i n g  f ro m  150%-350% e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ g e n e r a t i o n  

( F ig  3 . 4 a ) .  I n t r a c e l l u l a r  LTB^ was a l s o  e v a l u a t e d ,  

a n d  t h a t  t o o  was f o u n d  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d
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3 . 3 . 3  G e n e r a t i o n  o f  LTB^ bv  L R E A - t r e a t e d  n e u t r o p h i l s  

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

S e o h a r o s e  b e a d s

The e f f e c t s  o f  a l t e r i n g  t h e  n u m b e rs  o f  I g G - c o a t e d  

b e a d s  a d d e d  t o  1 x 1 0  p r e - t r e a t e d  n e u t r o p h i l s  

( p r e - i n c u b a t e d  w i t h  PBMC s u p e r n a t a n t s )  a r e  show n i n  

F i g  3 . 5 .  T h e r e  w as a  d o s e - d e p e n d e n t  i n c r e a s e  o f  LTB4  

r e l e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  n u m b e rs  o f  b e a d s .  LTB^ 

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

w i t h o u t  b e a d s  o r  i n  PBMC s u p e r n a t a n t s  w e re  n e g l i g i b l e  

( l e s s  t h a n  1 n M ) . P r e - t r e a t m e n t  o f  n e u t r o p h i l s  w i t h
_ o

fMLP (5x10 M) f o r  50 m in  a l s o  show ed  an  i n c r e a s e d  

LTB4  r e l e a s e .

The i d e n t i t y  o f  LTB^ i m m u n o r e a c t i v i t y  g e n e r a t e d  

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

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

I g G - c o a t e d  b e a d s  w as c o n f i r m e d  b y  RP-HPLC ( F ig  3 . 6 )  

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

The m a j o r  p e a k  o f  i m m u n o r e a c t i v i t y  c o e l u t e d  w i t h  

s y n t h e t i c  LTB4 , a n d  a r e l a t i v e l y  s m a l l  am o u n t o f  

a c t i v i t y  w as a s s o c i a t e d  w i t h  m a t e r i a l  h a v i n g  a 

r e t e n t i o n  t i m e  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  o f  5 ( S ) ,  1 2 (R) 

6 - t r a n s  LTB4 .

(p<0.05) (Fig 3.4b) .
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3 . 3 . 4  S t a b i l i t y  o f  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g

a c t i v i t y

L e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  was 

r e l a t i v e l y  h e a t  a n d  pH s t a b l e  ( T a b le  3 . 1 ) .  I n  f i v e  

e x p e r i m e n t s ,  PBMC s u p e r n a t a n t s  h e a t e d  a t  5 6 ’ C f o r  

60 m in  l o s t  l e s s  t h a n  15% o f  t h e i r  a c t i v i t y ,  w hen 

c o m p a re d  w i t h  u n t r e a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s . E x p o s u r e  

o f  PBMC s u p e r n a t a n t s  t o  lo w  pH (pH 2) f o r  5 m in ,  

r e d u c e d  t h e  a c t i v i t y  b y  28% w hen c o m p a re d  w i t h  t h a t  o f  

u n t r e a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  ( T a b le  3 . 1 ) .

3 . 3 . 5  C o m p a r i s o n  o f  LREA w i t h  r e c o g n i s e d  c y t o k i n e s

The LREA f ro m  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  

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

i n c l u d i n g  r I L - 1  b e t a ,  r I L - 2 ,  rIF N -gam m a, rTNF a n d  

rGM-CSF ( F i g  3 . 7 ) .  I n  f i v e  e x p e r i m e n t s ,  r I L - 1  b e t a  

show ed  a s m a l l  b u t  s t a t i s t i c a l l y  i n s i g n i f i c a n t  

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

10 U /m l.  No a c t i v i t y  w as o b s e r v e d  a t  h i g h e r  

c o n c e n t r a t i o n s  (20 a n d  40 U / m l ) . r I L - 2  a n d  rIFN -gam m a 

d i d  n o t  e n h a n c e  LTB4  g e n e r a t i o n  by  n e u t r o p h i l s  w hen 

t e s t e d  o v e r  t h e  d o s e  r a n g e  o f  1 t o  1000 U /m l.  rGM-CSF 

e n h a n c e d  LTB4  g e n e r a t i o n  when u s e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  1, 2 a n d  4 n g / m l ,  b u t  t h e  a c t i v i t y  o n l y  a c h i e v e d  a 

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  l e v e l  a t  a  d o s e  o f  4 n g / m l .  

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

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

o f  100 a n d  1000 U /m l .  The a c t i v i t i e s  o f  rGM-CSF a n d
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rTNF w e re  50% l e s s  t h a n  t h a t  o b s e r v e d  w i t h

P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s .

P r e - t r e a t m e n t  o f  GM-CSF w i t h  an ti-G M -C S F  a n t i b o d y  

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

a c t i v i t y  o f  GM-CSF w h i l s t  t r e a t m e n t  o f  t h e  PBMC 

s u p e r n a t a n t  w i t h  a n t i  GM-CSF a n t i b o d y  h a d  no  e f f e c t  on  

t h e  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  ( F ig  3 . 8 ) .

3 . 3 . 6  P h y s i c o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s a t i o n

PBMC s u p e r n a t a n t s  c o n c e n t r a t e d  10 t i m e s  a n d  

f r a c t i o n a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  u s i n g  S u p e r o s e  12 PG i n  

an  FPLC s y s t e m .  E a c h  co lu m n  f r a c t i o n  w as t e s t e d  f o r  

LTB4  e n h a n c i n g  a c t i v i t y .  A m a j o r  p e a k  o f  a c t i v i t y  w as 

c o n s i s t e n t l y  o b s e r v e d  ( t e n  e x p e r i m e n t s )  w h ic h  e l u t e d  

t o g e t h e r  w i t h  m a t e r i a l  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  

a p p r o x i m a t e l y  3 5 -4 5  kD ( F ig  3 . 9 ) .  S m a l l  a m o u n ts  o f  

a c t i v i t y  w e r e  d e t e c t e d  a t  60 kD an d  b e lo w  25 kD. The 

c o n c e n t r a t i o n  o f  I L - 2  a n d  IFN-gamma w e re  m e a s u r e d  i n  

e a c h  f r a c t i o n  f ro m  tw o  FPLC s e p a r a t i o n s .  I L - 2  

a c t i v i t y  w as d e t e c t e d  w i t h i n  t h e  low  m o l e c u l a r  w e i g h t  

r a n g e  o f  1 3 . 7 - 2 5  kD a n d  IFN-gamma a c t i v i t y  was 

c o n f i n e d  t o  f r a c t i o n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  o v e r  45 kD.

The m a t e r i a l  w as f u r t h e r  p u r i f i e d  by  

c h r o m a t o f o c u s i n g  on  a Mono-P c o lu m n .  F r a c t i o n s  w e re  

f o c u s e d  on a  pH g r a d i e n t  b e tw e e n  7 .1  a n d  4 . 0 .  The 

m a in  p e a k  o f  LREA w as l o c a t e d  b e tw e e n  pH 5 .1  a n d  5 .5  

a n d  i n  a d d i t i o n ,  t h e r e  w e re  tw o s m a l l  p e a k s  o f  

a c t i v i t y  a t  pH 6  a n d  pH 4 . 5  ( F i g  3 . 1 0 ) .
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3 . 3 . 7  The e f f e c t s  o f  LREF on LTC^ r e l e a s e  bv  

e o s i n o p h i l s

LREF r e c o v e r e d  a f t e r  g e l - f i l t r a t i o n  was t e s t e d  on  

LTB4  g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  a s  w e l l  a s  LTC^ 

g e n e r a t i o n  b y  e o s i n o p h i l s .  S t i m u l a t i o n  o f  e o s i n o p h i l s  

was t h e  sam e a s  n e u t r o p h i l s ,  e x c e p t  t h e  i n c u b a t i o n  

t im e  o f  IgG  b e a d s  w as  e x t e n d e d  t o  45 m in .  R e s u l t s  

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

LTB4  was s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  (p <0 . 0 1 ) ,  w h i l s t  t h e  

c a p a c i t y  o f  e o s i n o p h i l s  t o  g e n e r a t e  LTC4  e o s i n o p h i l s  

was n o t  e n h a n c e d  ( F i g  3 . 1 1 ) .
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3 . 4 D i s c u s s i o n

C u l t u r e d  hum an PBMC r e l e a s e d  an  a c t i v i t y  w h ic h  

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

g e n e r a t e  LTB^ a f t e r  i n  v i t r o  p h y s i o l o g i c a l  

s t i m u l a t i o n ,  w i t h  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s .  I t  h a d  

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

b e tw e e n  3 5 -4 0  kD a n d  p i  5 . 1 - 5 . 5 ,  r e s p e c t i v e l y .  F o r  

t h e s e  r e a s o n s  I  h a v e  d e s i g n a t e d  t h e  m a t e r i a l  

" l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  ( LREF)" .

Some L R E F - l ik e  a c t i v i t y  w as p r o d u c e d  a f t e r  6 t o  

12 h r  c u l t u r e  w i t h o u t  s t i m u l a t i o n .  T h i s  " s p o n t a n e o u s "  

p r o d u c t i o n  w as a b s e n t  i n  48 a n d  72 h r  c u l t u r e s  

( F ig  1 & 2 ) . S p o n t a n e o u s  p r o d u c t i o n  o f  f a c t o r s  b y  

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

i n h i b i t i o n  f a c t o r  (MIF) (A rv i lo m m i & R a s a n e n  1975) a n d  

h i s t a m i n e  r e l e a s i n g  f a c t o r  (HRF) (T h u eso n  e t  a l  

1 9 7 9 a ) . The s i g n i f i c a n t  a n d  s u s t a i n e d  r e l e a s e  o f  LREF 

by  PBMC c u l t u r e s  f o r  48 a n d  72 h r s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

PHA c o r r e l a t e d  w i t h  p r o l i f e r a t i o n  a s  a s s e s s e d  b y
•3

H-TdR i n c o r p o r a t i o n  ( F ig  3 . 2 ) .  The t i m e  c o u r s e  o f  

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

o t h e r  l y m p h o k in e s  ( R o c k l i n  1 974 ;  K a p la n  e t  a l  1 9 8 5 ; 

P a r k e r  & M e t c a l f  1 9 7 4 ) .  The l a r g e  v a r i a t i o n  i n  t h e  

a m o u n ts  o f  LREF g e n e r a t e d  b y  PBMC fro m  d i f f e r e n t  

d o n o r s  ( F ig  3 . 4 )  w as c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  f o r  I L - 2  

p r o d u c t i o n  b y  human PBMC ( G e a r i n g  & B i r d  1 9 8 7 ) .

I  h a v e  show n t h a t  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC g e n e r a t i n g
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LREF u n d e r  s e r u m - f r e e  c u l t u r e  c o n d i t o n s ,  c o n d i t i o n s  

a l s o  u s e d  b y  R o c k l i n  ( R o c k l i n  1974) f o r  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  L IF .  T h i s  m edium  n o t  o n l y  p r e v e n t s  o t h e r  p r o t e i n s  

i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  LTB4 a s s a y ,  b u t  f a c i l i t a t e s  t h e  

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

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

v i a b i l i t y  a f t e r  48 h r  a n d  72 h r  c u l t u r e ,  was s t i l l  

o v e r  90%. The i m p o r t a n c e  o f  s e r u m  p r o t e i n s  i n  s h o r t  

t e r m  c e l l  c u l t u r e  r e m a i n s  u n c e r t a i n .  Some 

i n v e s t i g a t o r s  e v e n  f o u n d  se ru m  h a d  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  

on  c e l l  g r o w th  i n  v i t r o . e s p e c i a l l y  f o r  

l e c t i n - a c t i v a t e d  T c e l l s  (M orse  e t  a l  1977 ;  Brown 

e t  a l  1 9 8 3 ) .

U s in g  I g G - c o a t e d  b e a d s  a s  a  s t i m u l a n t ,  LTB^ a n d  

LTC4 w e re  f o u n d  t o  b e  g e n e r a t e d  b y  n e u t r o p h i l s  a n d  

e o s i n o p h i l s  r e s p e c t i v e l y  ( F i t z h a r r i s  e t  a l  1 9 8 7 ; Shaw 

e t  a l  1 9 8 5 ) .  My r e s u l t s  a l s o  sho w ed  t h a t  LTB^ 

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

w e re  b o t h  i n c r e a s e d  b y  LREF ( F i g  3 . 4 ) .

The d o s e - d e p e n d e n t  i n c r e a s e  o f  LTB4 g e n e r a t i o n  

w i t h  i n c r e a s i n g  n u m b e rs  o f  I g G - b e a d s  a n d  t h e  e x t r e m e l y  

lo w  LTB4 c o n c e n t r a t i o n s  i n  PBMC s u p e r n a t a n t s  a n d  

u n s t i m u l a t e d  n e u t r o p h i l  s u p e r n a t a n t s  s u g g e s t  t h a t  LTB^ 

was n e w ly  g e n e r a t e d  b y  n e u t r o p h i l s  a n d  d e p e n d e d  on  t h e  

t r i g g e r i n g  b y  IgG  b e a d s .

LTB4 i s  r e p o r t e d  t o  h a v e  a  d i r e c t  a c t i v a t i n g  

e f f e c t  on n e u t r o p h i l s ,  c a u s i n g  a g g r e g a t i o n  a n d  may
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e v e n  i n c r e a s e  LTB4 g e n e r a t i o n  ( F o r d - H u t c h i n s o n  e t  a l  

1 9 8 0 ) .  S i n c e  m o n o c y te s  c a n  a l s o  r e l e a s e  LTB^

( W i l l i a m s  e t  a l  1 9 8 4 ) ,  i t  m i g h t  b e  t h o u g h t  t h a t  t h e  

a c t i v i t y  o f  LREF w as  d u e  t o  LTB4 i t s e l f .  H o w ev e r ,  

L T B ^ - in d u c e d  a c t i v a t i o n  s i g n a l s  a n d  r e s p o n s e s  i n  

n e u t r o p h i l s  a r e  s h o r t - l i v e d  ( w i t h i n  m i n u t e s )  (Omann 

e t  a l  1987) w h i l e  t h e  maximum e f f e c t  o f  LREF o n  

n e u t r o p h i l s  r e q u i r e d  60 m in  i n c u b a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  LTB^ i n  t h e  PBMC s u p e r n a t a n t s  w as 

n e g l i g i b l e  ( F i g  3 . 5 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  LREF 

a c t i v i t y  w as n o t  d u e  t o  LTB^.

S e v e r a l  d i f f e r e n t  c y t o k i n e s  w h ic h  c a n  m o d i f y  

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

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

ly m p h o k in e  o r  s i m p l y  a n  a d d i t i o n a l  a c t i v i t y  o f  

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

c o m b i n a t i o n .  IFN-gam m a a n d  I L - 2  a r e  i m p o r t a n t  

l y m p h o k in e s  p r o d u c e d  b y  PBMC (W h ee lo ck  1 9 6 5 ;  G e a r i n g  & 

B i r d  1 9 8 7 ) .  N e i t h e r  o f  t h e s e  h a d  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  

on  LTB^ g e n e r a t i o n f r o m  n e u t r o p h i l s  i n  my a s s a y  s y s t e m  

( F ig  3 . 7 )  a n d  f u r t h e r m o r e  IFN-gamma a n d  I L - 2  d i d  n o t  

c o e l u t e  w i t h  LREF o n  FPLC ( F ig  3 . 9 ) .  LREF, l i k e  I L - 1  

b e t a  a n d  I L - 2  ( R o s e n w a s s e r  & D i n a r e l l o  1 9 8 1 ; M o c h iz u k i  

e t  a l  1 9 8 0 ) ,  w as r e l a t i v e l y  h e a t  a n d  a c i d  (pH 2) 

s t a b l e  ( T a b le  3 . 1 )  w h i l e  IFN-gamma w as u n s t a b l e  a t  

pH 2 a n d  a t  56*C (W h e e lo c k  1 9 6 5 ) ,  s u g g e s t i n g  t h a t  LREF 

i s  d i s t i n c t  f ro m  IFN -gam m a. I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d
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t h a t  GM-CSF s p e c i f i c a l l y  e n h a n c e s  LTC^ g e n e r a t i o n  b y  

e o s i n o p h i l s  a n d  c a n  e n h a n c e  LTB4 g e n e r a t i o n  by  

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

( S i l b e r s t e i n  e t  a l  1 9 8 6 ;  R o u b in  e t  a l  1987) a n d  t h a t  

TNF a c t i v i t y  i s  v e r y  lo w  i n  s e r u m - f r e e  PBMC c u l t u r e s  

s t i m u l a t e d  w i t h  PHA ( S t o n e - W o l f f  e t  a l  1 9 8 4 ) .  TNF a n d  

GM-CSF b o t h  s t i m u l a t e d  t h e  n e u t r o p h i l  r e s p i r a t o r y  

b u r s t  a n d  d e g r a n u l a t i o n  ( K l e b a n o f f  e t  a l  19 8 6 ;

W e i s b a r t  e t  a l  1 9 8 5 ) ,  a n d  we h a v e  shown t h a t  t h e y  h a v e  

some a c t i v i t y  i n  my s y s t e m  ( F ig  3 . 7 ) .  S i n c e  t h e i r  

m o l e c u l a r  w e i g h t s  a r e  c l o s e  t o  25 kD, t h e y  may a c c o u n t  

f o r  some o f  t h e  a c t i v i t y  i n  t h e  l o w e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  

f r a c t i o n s  f ro m  FPLC ( F i g  3 . 9 ) .  H ow ever , t h e  m a x im a l  

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

GM-CSF r e s u l t e d  i n  o n l y  60% i n c r e a s e s  o f  LTB^ 

p r o d u c t i o n ,  w h e r e a s  t h e  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC 

s u p e r n a t a n t  i n  t h e  sam e s e t  o f  e x p e r i m e n t s  p r o d u c e d  

200% e n h a n c e m e n t .  A nti-G M -C SF a n t i b o d y  a l s o  c a n  

b l o c k e d  t h e  e f f e c t  o f  GM-CSF b u t  n o t  t h e  e f f e c t  o f  

P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t  ( F ig  3 . 8 )  s u g g e s t i n g  

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

GM-CSF. I L - 1  b e t a ,  w h ic h  h a s  a  d i f f e r e n t  m o l e c u l a r  

w e i g h t  (17 kD) a n d  p i  ( 7 . 0 ) ,  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  

s t i m u l a t e  a r a c h i d o n i c  a c i d  m e t a b o l i s m  i n  sm o o th  m u s c l e  

c e l l s ,  a n d  n e u t r o p h i l s ,  b u t  o n l y  t r i v i a l  a m o u n ts  (<1 

p m o le s  L T B ^/1 0 ^  c e l l s ) . The e f f e c t  d e p e n d e d  on 

s u p p l e m e n t a r y  a r a c h i d o n i c  a c i d  a n d  c y t o c h a l a s i n  B
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(S m ith  e t  a l  1987) . I n  my s y s t e m ,  I L - 1  b e t a  h a d  no  

s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on  LTB4 g e n e r a t i o n  f ro m  

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

I L - 1  b e t a .

T h e re  a r e  tw o  l y m p h o k in e s  w h ic h  h a v e  s i m i l a r  

p h y s i c o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  t o  LREF. P h a g o c y t o s i s -  

- i n d u c i n g  f a c t o r  ( P I F)  w as t h o u g h t  t o  b e  d e r i v e d  f ro m  

T ly m p h o c y te s  f o l l o w i n g  c u l t u r e  w i t h  Con-A ( M a r g o l i c k  

e t  a l  1 9 8 6 ) .  I t s  m o l e c u l a r  w e i g h t  was w i t h i n  t h e  

r a n g e  35 t o  55 kD, w i t h  a n  e s t i m a t e d  p i  o f  5 .0  t o  6 . 0 .  

The t a r g e t  c e l l s  f o r  P IF  w e re  m o n o c y te s  (U937 c e l l  

l i n e )  a n d  i t s  e f f e c t s  on  n e u t r o p h i l s  h a v e  n o t  b e e n  

d e t e r m i n e d .  L e u k o c y t e  i n h i b i t o r y  f a c t o r  (L IF) h a s  

a l s o  b e e n  show n t o  b e  p r o d u c e d  b y  PBMC a f t e r  PHA 

s t i m u l a t i o n  ( R o c k l i n  e t  a l  1 9 7 4 ) .  The m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  L IF  was a r o u n d  58 kD w i t h  a  p i  r a n g i n g  f ro m  

5 .0  t o  5 . 5 .  L IF  h a s  a l s o  b e e n  shown t o  i n c r e a s e  i n  

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

1986; B o r i s h  & R o c k l i n  1 9 8 7 a ) ,  b u t  i t s  e f f e c t  on  LTB^ 

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

T hus LREF i s  a p p a r e n t l y  d i s t i n c t  f ro m  r I L - 1  b e t a ,  

r I L - 2 ,  rGM-CSF, rT N F , a n d  rIFN -gam m a, b u t  I  c a n  n o t  a t  

p r e s e n t  d i s t i n g u i s h  LREF f ro m  L IF  o r  P I F .  C o m p le te  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  m o l e c u l e s  o f  P I F ,  L IF  a n d  LREF 

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

c a n  b e  d e t e r m i n e d .

T h u s , PBMC i s  a  s o u r c e  o f  LREF w h ic h  i s  a b l e  t o
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i n c r e a s e  t h e  i m m u n o l o g i c a l  r e l e a s e  o f  LTB4 f ro m  hum an 

n e u t r o p h i l s .  G e n e r a t i o n  o f  t h i s  a c t i v i t y  was e n h a n c e d  

b y  c u l t u r i n g  w i t h  PHA. The r e g u l a t o r y  e f f e c t  e x e r t e d  

b y  LREF on  t h e  LTB4 g e n e r a t i o n  o f  n e u t r o p h i l s  g i v e s  

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

c e l l  m e d i a t e d  im m u n i ty  a n d  i n f l a m m a t o r y  c e l l s .

63.



3 .5  Summary

I n  a n  a t t e m p t  t o  c h a r a c t e r i s e  some o f  t h e  

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

g r a n u l o c y t e s ,  I  h a v e  e x a m in e d  m o n o n u c le a r  c e l l  c u l t u r e  

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

i m m u n o l o g i c a l  r e l e a s e  o f  LTB^ f ro m  human n e u t r o p h i l s .

S u p e r n a t a n t s  f r o m  p h y t o h a e m a g g l u t i n i n  (PHA) 

s t i m u l a t e d  human p e r i p h e r a l  m o n o n u c le a r  c e l l s  (PBMC) 

p r o d u c e d  a  3 t o  3 .5  f o l d  i n c r e a s e  i n  LTB^ g e n e r a t i o n  

b y  I g G - s t i m u l a t e d  n e u t r o p h i l s .  M ax im al r e l e a s e  w as 

o b s e r v e d  a f t e r  12 h o u r s '  i n c u b a t i o n ,  s e v e r a l  h o u r s
"3

b e f o r e  H - t h y m i d i n e  u p t a k e  was d e t e c t e d .  The a c t i v i t y  

a p p e a r e d  t o  b e  d i s t i n c t  f ro m  r e c o g n i z e d  c y t o k i n e s ,  

i n c l u d i n g  i n t e r l e u k i n  1 - b e t a ,  i n t e r l e u k i n - 2 ,  

g a m m a - i n t e r f e r o n ,  tu m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  a n d  

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

FPLC g e l  f i l t r a t i o n  ( S u p e r o s e  12 PG) a n d  

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

l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  (LREA) was 

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

r a n g e  3 5 -4 5  kD a n d  a n  i s o e l e c t r i c  p o i n t  ( p i )  o f  

5 . 0 - 5 . 5 .  LREA a p p e a r e d  t o  h a v e  no  e f f e c t  on LTC^ 

g e n e r a t i o n  b y  hum an e o s i n o p h i l s .
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T a b l e  3 .1

H e a t  an d  lo w  pH s t a b i l i t y  o f  t h e  LTB^ r e l e a s e  e n h a n c i n g  

a c t i v i t y  i n  s u p e r n a t a n t s  o f  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s

LTB4 ( p m o l e s / l O ^ c e l l s ) % e n h a n c e m e n t

U n t r e a t e d  PBMC SNa 12 

56 *C, 60 m in  11 

pH2, 5 m in13 10 

Medium a l o n e  6

7 ±  2 . 2  87 ±  15

7 + 1 .8  72 + 11

8 ±  4 . 6  59 ±  23

8 + 1 .7

a SN ( s u p e r n a t a n t )

^ W ith  1 N HCl a n d  r e a d j u s t e d  a f t e r  5 mi n  t o  pH 7 . 2 - 7 . 4  
w i t h  1 N NaOH. The r e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  mean + s . e . m .  
o f  5 e x p e r i m e n t s .
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F i g u r e  3 . 1 :  E f f e c t  o f  PBMC s u p e r n a t a n t ,  c u l t u r e d  w i t h  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  PHA, on  I g G - d e p e n d e n t  LTB4 
g e n e r a t i o n  b y  hum an n e u t r o p h i l s  ( n = 5 ) . INSET: E f f e c t  
o f  v a r i o u s  p e r c e n t a g e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  P H A - s t i m u l a t e d  
PBMC s u p e r n a t a n t s  o n  s u b s e q u e n t  g e n e r a t i o n  o f  LTB4 b y  
n e u t r o p h i l s  ( n = 4 ) . PHA (5 u g /m l )  a l o n e  was a d d e d  t o  
n e u t r o p h i l s ,  LTB4 g e n e r a t i o n  w as 8 . 1 + 1 . 5  p  m o l e s / 1 0 6 
c e l l s .
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D u r a t i o n  o f  M o n o n u c l e a r  cel l  c u l t u r e  ( M N C S )  ( h r s . )

F i g u r e  3 . 2 :  D u r a t i o n  o f  PBMC c u l t u r e s  r e q u i r e d  t o  
e f f e c t  o p t i m a l  e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ g e n e r a t i o n  b y  human 
n e u t r o p h i l s  (n = 6 ) . INSET: C e l l  p r o l i f e r a t i o n  
( e x p r e s s e d  a s  ^H-TdR i n c o r p o r a t i o n )  a t  3 t i m e  p o i n t s  
d u r i n g  c u l t u r e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  PHA (5 u g / m l ) . E a c h  
c o lu m n  r e p r e s e n t s  mean  c p m + s . e . m .  o f  t r i p l i c a t e  
c o u n t s .  N e u t r o p h i l s  a l o n e  o b t a i n e d  5 . 5 + 2 . 1  p  
m o l e s / 1 0 6  c e l l s .
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F i g u r e  3 . 3 :  Time c o u r s e  o f  t h e  e f f e c t  o f  PBMC 
s u p e r n a t a n t s  w i t h  human n e u t r o p h i l s  on  t h e  p e r c e n t a g e  
i n c r e a s e  i n  LTB^ g e n e r a t i o n .  N e u t o r p h i l s  t r e a t e d  w i t h  
s u p e r n a t a n t s  f r o m  s t i m u l a t e d  ( c l o s e d  c i r c l e )  a n d  
u n s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s  ( o p e n  c i r c l e )  w e r e  c o m p a r e d  
w i t h  u n t r e a t e d  n e u t r o p h i l s  ( 4 . 7  + 1 . 3  p m o l e s / 1 0 °  
c e l l s ) .  E ach  p o i n t  r e p r e s e n t s  m e a n + s . e . m .  (n = 6 ) . 
N e u t r o p h i l s  p r e - t r e a t e d  w i t h  b u f f e r  o r  PHA o v e r  t h e  
same t i m e  p e r i o d s  s h o w ed  no  s i g n i f i c a n t  e n h a n c e m e n t  o f  
LTB4  g e n e r a t i o n .

6 8 .
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F i g u r e  3 . 4 :  E x t r a c e l l u l a r  a n d  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  
i m m u n o r e a c t i v e  LTB^ g e n e r a t e d  b y  PBMC s u p e r n a t a n t  p r e - t r e a t e d  
n e u t r o p h i l s  i n  t h e  I g G - b e a d s  s t i m u l a t i o n  s y s t e m .  PBMC f r o m  10 
d i f f e r e n t  d o n o r s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  PHA f o r  48 
h o u r s ,  a n d  s u p e r n a t a n t s  w e r e  t e s t e d  f o r  n e u t r o p h i l  LTB4  

r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  ( n e u t r o p h i l s  o b t a i n e d  f r o m  o n e  
d o n o r ) .  PBMC s u p e r n a t a n t s ,  o b t a i n e d  f r o m  e i t h e r  w i t h  o r  
w i t h o u t  PHA s t i m u l a t i o n ,  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  n e u t r o p h i l s  (60 
m in ,  3 7 * C ) . C e l l s  w e r e  t h e n  s t i m u l a t e d  w i t h  IgG b e a d s  
(15 m in ,  3 7 ' C ) .  C e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  a s s a y e d  f o r  
i m m u n o r e a c t i v e  LTB4  (A) a n d  c e l l  p e l l e t s  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  
m e t h a n o l  t h e n  a s s a y e d  f o r  i m m u n o r e a c t i v e  LTB4  ( B ) . PBMC 
p r o l i f e r a t i o n  w as  e x p r e s s e d  a s  J H-TdR i n c o r p o r a t i o n ,  e a c h  
p o i n t  r e p r e s e n t s  m e a n + s . e . m .  o f  t r i p l i c a t e  c o u n t s  ( C ) .
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F i g u r e  3 . 5 :  G e n e r a t i o n  o f  LTB^ b y  PBMC 
s u p e r n a t a n t - t r e a t e d  n e u t r o p h i l s  i n  r e s p o n s e  t o  t h e  
s t i m u l a t i o n  o f  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s .
N e u t r o p h i l s  w e r e  p r e - i n c u b a t e d  (60 m i n ,  3 7 'C )  w i t h  
PBMC s u p e r n a t a n t s  t h e n  t r e a t e d  w i t h  v a r i o u s  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  I g G - b e a d s  (15 m i n ,  3 7 ’ C ) . C e l l  f r e e  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  t h e n  a s s a y e d  f o r  LTB4  c o n c e n t r a t i o n .  
fMLP (5x10 °M) a n d  A 23187  (5x10 bM) w e r e  u s e d  a s  
p o s i t i v e  c o n t r o l s .
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F i g u r e  3 . 6 :  C o n f i r m a t i o n  o f  t h e  i d e n t i t y  o f  LTB^ g e n e r a t e d  by  
n e u t r o p h i l s ,  u s i n g  a  c o m b i n a t i o n  o f  RP-HPLC a n d  RIA. 
N e u t r o p h i l s  w e r e  p r e - i n c u b a t e d  w i t h  (A) a n d  w i t h o u t  (B) PBMC 
s u p e r n a t a n t s  (60 m in )  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  I g G - c o a t e d  b e a d s  (15 
m i n ) . C e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  e x t r a c t e d  u s i n g  C -1 8  S e p -  
Pak  c o l u m n s  a n d  t h e  c o n c e n t r a t e d  p o l a r  l i p i d  m e d i a t o r s  w e r e  
s u b s e q u e n t l y  f r a c t i o n a t e d  o n  RP-HPLC ( N u c l e o s i l  C-18  c o l u m n ) . 
Each  HPLC f r a c t i o n  w as  a s s a y e d  f o r  i m m u n o r e a c t i v e  LTB^. 
S y n t h e t i c  LTB^, 6 - t r a n s - L T B 4 , LTC^, LTD^ a n d  LTE^ w e r e  
i n d i c a t e d .
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F i g u r e  3 . 7 :  Dose  r e s p o n s e  o f  t h e  e f f e c t  o f  v a r i o u s  c y t o k i n e s  
on LTB4  p r o d u c t i o n  b y  human n e u t r o p h i l s  i n  an  I g G - b e a d s  
s t i m u l a t i o n  s y s t e m .  N e u t r o p h i l s  w e r e  i n c u b a t e d  (60 m i n ,  
37*C) w i t h  v a r i o u s  d o s e s  o f  r e c o m b i n a n t  c y t o k i n e s  a n d  PBMC 
s u p e r n a t a n t s  (48 h r s ,  PHA+ c u l t u r e ) . C e l l s  w e r e  t h e n  
s t i m u l a t e d  w i t h  I g G - c o a t e d  b e a d s  (15 m in ,  3 7 * C) a n d  t h e  c e l l  
f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  s u b s e q u e n t l y  a s s a y e d  f o r  LTB^. The 
r e s u l t s  r e p r e s e n t  m e a n + s . e . m .  v a l u e s  o f  5 e x p e r i m e n t s .
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F i g u r e  3 . 8 :  N e u t r a l i z a t i o n  e f f e c t  o f  a n t i -G M -C S F  a n t i b o d y  on  
t h e  LTB4  r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  o f  PBMC s u p e r n a t a n t s  a n d  
GM-CSF. PBMC s u p e r n a t a n t s  a n d  GM-CSF (4 n g / m l )  w e r e  t r e a t e d  
w i t h  a n t i -G M -C S F  a n t i b o d y  (60 m i n ,  4 * C ) .  A f t e r  n e u t r a l i z a t i o n  
t h e  s u p e r n a t a n t s  o r  GM-CSF w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  n e u t r o p h i l s  
(60 m in ,  3 7 ’ C) t h e n  s t i m u l a t e d  w i t h  I g G - b e a d s .  C e l l  f r e e  
s u p e r n a t a n t s  w e r e  a s s a y e d  f o r  LTB4 .
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F i g u r e  3 . 9 :  F a s t  p r o t e i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (FPLC) a n a l y s i s  
o f  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  u s i n g  S u p e r o s e - 1 2  p r e p  
g r a d e  g e l  f i l t r a t i o n .  Two m i l l i l i t r e s  o f  10 t i m e s  
c o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n ,
1  ml o f  c o lu m n  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  an d  t e s t e d  f o r  t h e  
e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ r e l e a s e d  b y  n e u t r o p h i l s  ( u p p e r  p a n e l ) , 
I n t e r l e u k i n - 2  c o n t e n t  was  d e t e r m i n e d  u s i n g  I L - 2  b i o a s s a y  
( m i d d l e )  a n d  I n t e r f e r o n - g a m m a  c o n t e n t  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y  
( l o w e r ) . LTB4  c o n t e n t  i n  e a c h  f r a c t i o n  was d e t e r m i n e d  a l l  
l e s s  t h a n  1 p  m o l e s / m l .  M o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  w e r e  
i n d i c a t e d .  N e u t r o p h i l  p r e - i n c u b a t e d  w i t h  a b u f f e r  f r a c t i o n  
p r o d u c e d  2 4 . 4  p  m o l e s / 1 0 b c e l l s .
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F i g u r e  3 . 1 0 :  C h r o m a t o f o c u s i n g  o f  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC 
s u p e r n a t a n t s  u s i n g  Mono-P c o l u m n .  The p e a k  o f  l e u k o t r i e n e  
r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  f r o m  S u p e r o s e - 1 2  p r e p  g r a d e  FPLC 
co lu m n  w e r e  p o o l e d  ( F r a c t i o n s  6 5 - 6 7 )  a n d  a p p l i e d  t o  a  Mono-P 
c h r o m a t o f o c u s i n g  c o l u m n ,  e a c h  f r a c t i o n  was  t e s t e d  f o r  LTB^ 
g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s ,  n e u t r o p h i l s  p r e - i n c u b a t e d  w i t h  PBS 
b u f f e r  p r o d u c e d  1 0 . 4  p  m o l e s / 1 0 &c e l l s .
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F i g u r e  3 . 1 1 :  The e f f e c t s  o f  LREF on LTB^ g e n e r a t i o n  b y  
n e u t r o p h i l s  a n d  LTC^ g e n e r a t i o n  b y  e o s i n o p h i l s . N e u t r o p h i l s  
a n d  e o s i n o p h i l s  ( 1 x 1 0 ° )  w e r e  p r e - i n c u b a t e d  (60 m i n ,  3 7 ’ C) w i t h  
b o t h  a c t i v e  ( f r a c t i o n  6 6 ) a n d  n o n - a c t i v e  ( f r a c t i o n  150) FPLC 
f r a c t i o n s .  I g G - b e a d s  (1 x 1 0 ° )  w e r e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  
o p t i m a l  p e r i o d s  (15 m in  f o r  n e u t r o p h i l s  a n d  45 m in  f o r  
e o s i n o p h i l s ) . C e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  t h e n  a s s a y e d  b y  
s p e c i f i c  RIA f o r  LTB^ a n d  LTC4 , r e s p e c t i v e l y .  R e s u l t s  
r e p r e s e n t  m e a n + s . e . m .  v a l u e s  o f  6  e x p e r i m e n t s .
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4 . 1 I n t r o d u c t i o n

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

T - l y m p h o c y t e s  may p l a y  a r o l e  i n  a l l e r g i c  r e a c t i o n s  

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

e v i d e n c e  f o r  t h i s  i n c l u d i n g :  1 ) l y m p h o c y t e s  f r o m  

a l l e r g e n  s e n s i t i v e  i n d i v i d u a l s  p r o l i f e r a t e  i n  r e s p o n s e  

t o  s p e c i f i c  a l l e r g e n s  i n  v i t r o : 2 ) t h e  r e q u i r e m e n t  o f  

l y m p h o k i n e s , p a r t i c u l a r l y  i n t e r l e u k i n  4 ( I L - 4 )  f o r  Ig E  

s y n t h e s i s ;  a n d  3) s u c c e s s f u l  i m m u n o t h e r a p y  was 

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

s u p p r e s s o r  c e l l s  ( f o r  a  r e v i e w  s e e  c h a p t e r  1 ) .

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

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

f a c t o r  (MIF) a n d  i n t e r l e u k i n  2 ( I L - 2 )  i n  r e s p o n s e  t o  

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

r e s p o n s e  a n d  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  l y m p h o k i n e  

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

u n c l e a r .

R e c e n t l y ,  much a t t e n t i o n  h a s  b e e n  f o c u s e d  on t h e  

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

( A t k i n s  & Zweiman 1 9 8 5 ;  F l e e k o p  e t  a l  1 9 8 7 ) .  I t  h a s  

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

i n f i l t r a t i n g  t h e  s i t e s  o f  a l l e r g i c  r e a c t i o n s  ( K l i n e  

e t  a l  1932) a n d  t h a t  t h e y  p e r s i s t  f o r  s e v e r a l  h o u r s  a t  

s u c h  s i t e s  (Zweiman e t  a l  1 9 7 6 ;  S o l l e y  e t  a l  1 9 7 8 ) .  

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

p a t h o l o g y  o f  a s t h m a  ( D u n n i l l  1 9 6 0 ) .  I n  a n i m a l  m o d e l s ,
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a n t i g e n - i n d u c e d  b r o n c h i a l  h y p e r r e s p o n s i v e n e s s  was  

a s s o c i a t e d  w i t h  n e u t r o p h i l  i n f i l t r a t i o n  (Chung e t  a l  

1 985 ;  H o l t z m a n  e t  a l  1 9 8 3 ) .  I n  a  r a b b i t  m o d e l ,  

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

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

p r e v e n t e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a i r w a y

h y p e r r e s p o n s i v e n e s s  ( I r v i n  e t  a l  19 85; O 'B y r n e  e t  a l

1 9 8 4 )  . N e u t r o p h i l s  r e c o v e r e d  f r o m  a s t h m a t i c  p a t i e n t s  

p o s s e s s  h i g h e r  5 - l i p o x y g e n a s e  a c t i v i t y  ( M i t a  e t  a l

1985)  a n d  h a v e  b e e n  shown t o  g e n e r a t e  m ore  LTB^ a f t e r  

e x e r c i s e  c h a l l e n g e  (Arm e t  a l  1 9 8 7 ) .

I n  t h e  l a t e s t  s t u d i e s  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  

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

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

f o r  some h o u r s  a f t e r  a n t i g e n  c h a l l e n g e  ( O e r t e l  & 

K a l i n e r ,  1 9 8 1 ;  Zweiman e t  a l  1 9 7 6 ;  F rew  & Kay 1 9 8 8 ) .  

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

b r o n c h i a l  l a v a g e  f l u i d  a f t e r  a l l e r g e n  c h a l l e n g e  ( D ia z  

e t  a l  19 8 6 ;  G o n z a l e z  e t  a l  1 9 8 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  

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

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

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

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

h a s  no  e f f e c t  on  t h e  i m m e d i a t e  a s t h m a t i c  r e a c t i o n )  

(B u rg e  1 9 8 2 ) .  P r e d n i s o l o n e  a l s o  d e p r e s s e s  a l l e r g e n  

i n d u c e d  n e u t r o p h i l  i n f i l t r a t i o n  i n t o  t h e  s k i n  (Zweiman 

e t  a l  1 9 7 6 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t
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c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y  i s  a  f e a t u r e  o f  t h e  l a t e  p h a s e  

r e a c t i o n .  I n  o r d e r  t o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  

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

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

ly m p h o k i n e  g e n e r a t i o n .  I n  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r  I  h a v e  

d e s c r i b e d  a  LTB4  r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  (LREF) i n  

s e r u m - f r e e  s u p e r n a t a n t s  o f  P H A - s t i m u l a t e d  human PBMC 

c u l t u r e s ,  w h i c h  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  LTB^ r e l e a s e  b y  

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

u s i n g  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s .

I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  r e l e v a n c e  o f  t h i s  

phenom enon  t o  a l l e r g i c  i n f l a m m a t i o n ,  I  h a v e  a t t e m p t e d  

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

r e a c t i v e  T - l y m p h o c y t e s . E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  b y  

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

p o s i t i v e  s k i n  t e s t ,  a s  w e l l  a s  a n  a l l e r g e n - r e a c t i v e  

l o n g  t e r m  T c e l l  l i n e  (CD4+) w h i c h  r e a c t e d  w i t h  

D e r m a t a p h a a o i d e s  f a r i n a e  (D. f a r i n a e ) . S u p e r n a t a n t s  

w e r e  t e s t e d  f o r  LREF a c t i v i t y .

80.



4 . 2 M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s

4 . 2 . 1  M a t e r i a l s

L y o p h i l i z e d  e x t r a c t s  o f  D. f a r i n a e .

D. p t e r o n v s s i n u s . 5 - g r a s s  m ix  ( s w e e t  v e r n a l  g r a s s ,

Rye g r a s s ,  T i m o t h y  g r a s s ,  c u l t i v a t e d  r y e  an d  

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

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

U p p s a l a ,  S w ed en .

4 . 2 . 2  PBMC c u l t u r e

F o r  e x p e r i m e n t s  w i t h  s p e c i f i c  a l l e r g e n ,  s u b j e c t s  

w i t h  a t o p i c  r h i n i t i s  a n d  p o s i t i v e  s k i n  p r i c k  t e s t s  t o  

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

f r o m  t h e  A l l e r g y  C l i n i c ,  B ro m p to n  H o s p i t a l  a n d  f r o m  

l a b o r a t o r y  s t a f f .  PBMC was  o b t a i n e d  f r o m  h e p a r i n i z e d

v e n o u s  b l o o d ,  s e p a r a t e d  o v e r  F i c o l l - P a q u e  a n d
£

r e s u s p e n d e d  a t  2x10 / m l  i n  RPMI-1640 medium c o n t a i n i n g  

25mM HEPES a n d  4mM L - g l u t a m i n e  s u p p l e m e n t e d  w i t h  

100 I U /m l  p e n i c i l l i n  a n d  100 u g / m l  s t r e p t o m y c i n .

C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  12x75 mm p l a s t i c  c e l l  t i s s u e  

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

a l l e r g e n  f o r  v a r y i n g  l e n g t h s  o f  t i m e  i n  a 5% C02  

a t m o s p h e r e  a t  37 *C a n d  95% h u m i d i t y .  A f t e r  i n c u b a t i o n  

t h e  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  400 g f o r  

10 m in  a t  4 ' C  a n d  t h e  s t e r i l e  c e l l - f r e e  s u p e r n a t a n t s  

w e r e  a l i q u o t e d  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0 * C u n t i l  t e s t e d .  C e l l  

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

was  o v e r  90%.
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4 . 2 . 3  G e n e r a t i o n  o f  s u p e r n a t a n t s  f rom  a l l e r g e n

r e a c t i v e  T l y m p h o c y t e  l i n e s

A l l e r g e n  r e a c t i v e  T c e l l  l i n e s  w e r e  i s o l a t e d  b y  

Dr Robyn O ' H e h i r  ( O ' H e h i r  e t  a l  1 9 8 7 ) .

PBMC a t  2 . 5 x l 0 ^ c e l l s / m l  i n  RPMI-1640,  c o n t a i n i n g  

5% p o o l e d  s c r e e n e d  human A+ s e r u m  ( i . e  no  i n h i b i t o r y  

e f f e c t  on  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n ) , 2mM L - g l u t a m i n e ,  

25mM HEPES b u f f e r ,  100 I U / m l  p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n ,  

w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  t h e  i n d u c i n g  a n t i g e n  (D. f a r i n a e ) 

f o r  7 d a y s .  L y m p h o c y t e s ,  e n r i c h e d  on F i c o l l - P a q u e  

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

i r r a d i a t e d  ( 2 , 5 0 0  R ad s )  a u t o l o g o u s  PBMC a s  a c c e s s o r y  

c e l l  ( AC) , a n t i g e n  a n d  I L - 2  ( L y m p h o c u l t  T, B i o t e s t  

F o l e x ;  10% v / v ) . The  l i n e s  w e r e  m a i n t a i n e d  w i t h  

f u r t h e r  I L - 2  e v e r y  3 - 4  d a y s  a n d  i r r a d i a t e d  PBMC a n d  

a n t i g e n  w e r e  a d d e d  e v e r y  7 d a y s .  B e f o r e  c o l l e c t i o n  o f  

s u p e r n a t a n t s ,  t h e  l i n e s  w e r e  r e s t e d  f o r  6 - 8  d a y s  f r o m  

t h e  l a s t  a d d i t i o n  o f  AC a n d  a n t i g e n .  A f t e r  w a s h i n g  

t h r e e  t i m e s  w i t h  s e r u m - f r e e  RPMI-1640 medium 

s u p p l e m e n t e d  w i t h  2mM L - g l u t a m i n e ,  100 IU /m l  

p e n i c i l l i n / s t r e p t o m y c i n  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  t o
c

0 . 5 x 1 0  c e l l s / m l  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  e q u a l  n u m b e r s  o f  

i r r a d i a t e d  AC a n d  D. f a r i n a e  f o r  36 h r .  C e l l  c u l t u r e  

f l u i d  was o b t a i n e d  a s  d e s c r i b e d  f o r  PBMC c u l t u r e .  

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

i r r e l e v a n t  a l l e r g e n  ( g r a s s  mix) i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

i r r a d i a t e d  AC, a n d  f r o m  a l l e r g e n  i n c u b a t e d  w i t h
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i r r a d i a t e d  AC.

4 . 2 . 4  G e l  f i l t r a t i o n

G e l  f i l t r a t i o n  w as  p e r f o r m e d  on HR 1 6 / 5 0  c o l u m n s  

o f  S u p e r o s e  12 p r e p  g r a d e  i n  a n  FPLC s y s t e m  a s  

d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  3 . 2 . 6 a ,  e x c e p t  c h r o m a t o g r a p h y  w as  

p e r f o r m e d  on  t h r e e  t i m e s  c o n c e n t r a t e d  PBMC 

s u p e r n a t a n t s .
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4.3 R e s ults

4 . 3 . 1  A l l e r g e n  s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e  a n d  FPLC 

a n a l y s i s  o f  PBMC c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  

S u p e r n a t a n t s  f r o m  PBMC o f  n i n e  o u t  o f  t e n  s k i n  

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

a l l e r g e n s  (3 g r a s s  m ix  a n d  7 D. f a r i n a e ) show ed  LREF 

a c t i v i t y  ( T a b l e  4 . 1 ) .  As a c o n t r o l ,  t h e s e  PBMC w e r e  

a l s o  c u l t u r e d  w i t h  i r r e l e v a n t  a l l e r g e n s  a n d  no 

s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  LREF a c t i v i t y  was g e n e r a t e d  

( T a b l e  4 . 1 ) .

PBMC f r o m  s i x  n o r m a l  n o n - a t o p i c  i n d i v i d u a l s  ( s k i n  

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

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

I n  t h e s e  s u p e r n a t a n t s ,  LTB4  g e n e r a t i o n  b y  I g G - c o a t e d  

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

u n s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  o b t a i n e d  1 9 ± 3 .0  p
d

m o l e s / 1 0  c e l l s ,  w h i l e  p r e t r e a t e d  w i t h  a l l e r g e n

(1 0 4  BU/ml) s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  o b t a i n e d
£

2 1 . 8 + 1 . 5  p m o l e s / 1 0  c e l l s ,  t h e r e  was no  s i g n i f i c a n t  

LREF a c t i v i t y  a f t e r  a l l e r g e n  s t i m u l a t i o n .  The d o s e  

r e s p o n s e  c u r v e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  LREF b y  r e l e v a n t  

a l l e r g e n s  sh o w e d  t h a t  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  o f  LREF w e r e
*3

g e n e r a t e d  a t  a l l e r g e n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  10 BU/ml a n d  

10 4 BU/ml.  The t i m e  c o u r s e  o f  a l l e r g e n  i n d u c e d  

p r o d u c t i o n  o f  LREF was  s t u d i e d  w i t h  PBMC f r o m  t h r e e  

f u r t h e r  a t o p i c  d o n o r s  a n d  f o u n d  t o  b e  c o m p a r a b l e  w i t h
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t h a t  o f  LREF p r o d u c t i o n  b y  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC, 

maximum a c t i v i t y  a p p e a r i n g  i n  t h e  s u p e r n a t a n t s  a f t e r  

48 h r  w i t h  n o  f u r t h e r  i n c r e a s e s  a t  72 h r  ( F i g  4 . 1 ) .

S u p e r n a t a n t s  f r o m  a l l e r g e n - s t i m u l a t e d ,  a n d  

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

a p p l i e d  t o  a  S u p e r o s e - 1 2  PG c o lu m n  i n  a n  FPLC s y s t e m .

A m a j o r  p e a k  o f  a c t i v i t y  was  r e c o v e r e d ,  c o r r e s p o n d i n g  

t o  a  m o l e c u l a r  s i z e  o f  a p p r o x i m a t e l y  40 kD, f r o m  t h e  

a l l e r g e n  s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s .  H ow ever ,  

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

a l l e r g e n  a l o n e  h a d  a n y  p e a k  o f  a c t i v i t y  ( F i g  4 . 2 ) .

4 . 3 . 2  D e r m a t o p h a c r o i d e s  f a r i n a e  s t i m u l a t e d  DX1 c e l l  

l i n e

LREF was  p r e s e n t  i n  s u p e r n a t a n t s  g e n e r a t e d  b y  a  

l o n g  t e r m  CD4+/CD8- human T - c e l l  l i n e  s p e c i f i c a l l y  

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

a n t i g e n  a n d  i r r a d i a t e d  AC f o r  36 h r .  O n ly  lo w  l e v e l s  

o f  LREF w e r e  p r o d u c e d  when t h e  T - c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  

w i t h  an  i r r e l e v a n t  g r a s s - m i x  a l l e r g e n  e x t r a c t  o r  w hen  

t h e  a l l e r g e n  was  i n c u b a t e d  w i t h  i r r a d i a t e d  AC a l o n e  

( T a b l e  4 . 2 ) .  S i x  m i l l i l i t r e s  o f  D. f a r i n a e  s t i m u l a t e d  

DX1 c e l l  l i n e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  w e r e  c o n c e n t r a t e d  

a n d  s e p a r a t e d  b y  S u p e r o s e - 1 2  PG c o lu m n  i n  an  FPLC 

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

m o l e c u l a r  w e i g h t  r a n g e  3 5 - 4 0  kD ( F i g  4 . 3 ) .  M ax im a l  

e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ r e l e a s e  b y  n e u t r o p h i l s  was  260% i n  

c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  same v o lu m e  o f  s u p e r n a t a n t
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g e n e r a t e d  b y  i r r a d i a t e d  AC a n d  D. f a r i n a e  w h i c h  

p r o d u c e d  o n l y  8 8 % e n h a n c e m e n t  c o m p a r e d  w i t h  a  b u f f e r  

c o n t r o l .
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4.4 Discussion

I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  I  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  (LREF) c a n  b e  

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

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

PHA s t i m u l a t i o n .  I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  i n  

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

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

t o  t h e  s p e c i f i c  a l l e r g e n  ( H a l v o r s e n  e t  a l  1 9 8 6 ) ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  a l l e r g e n  w i l l  t r i g g e r  r e l a t i v e l y  few  

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

t h e  a t o p i c  s u b j e c t s  i n  t h i s  s t u d y  show ed  a  T - c e l l  

r e s p o n s e  t o  a n t i g e n  i n  v i t r o  a n d  g e n e r a t e d  LREF 

a c t i v i t y .  A s i m i l a r  p r o p o r t i o n  o f  a t o p i c  s u b j e c t s ,

85% w e r e  r e s p o n s i v e  t o  a l l e r g e n  i n  a s t u d y  o f  

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

PBMC c u l t u r e  ( R o c k l i n  e t  a l  1 9 7 4 ) .  An e x p l a n a t i o n  

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

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

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

i n  v i t r o  r e s p o n s e .

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

human T - c e l l  l i n e  f o l l o w i n g  s t i m u l a t i o n  b y  s p e c i f i c  

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

A l t h o u g h  AC w e r e  p r e s e n t  i n  b o t h  a l l e r g e n  a n d  PHA 

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

c o n t r i b u t e  t o  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF t h r o u g h  t h e
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a c t i o n  o f  i n t e r l e u k i n - 1  o r  o t h e r  c y t o k i n e s ,  t h e  

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

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

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

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

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

a l s o  h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  g e n e r a t e  LREF a c t i v i t y ,  a s  

i n  t h e  c a s e  w i t h  many o t h e r  c y t o k i n e s  ( D i n a r e l l o  

1 9 8 4 ;  Y o s h i d a  e t  a l  1 9 7 6 ) .  LREF a c t i v i t y  i n  t h e  

a l l e r g e n  s t i m u l a t e d  PBMC a n d  c e l l  l i n e  c u l t u r e s  was  

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

o f  3 5 - 4 0  kD a s  d e t e r m i n e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  ( F i g  4 . 2  & 

F i g  4 . 3 )  a n d  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  same a s  P H A - s t i m u l a t e d  

PBMC s u p e r n a t a n t  ( F i g  3 . 9 )  s u g g e s t i n g  t h a t  LREF c a n  b e  

g e n e r a t e d  f r o m  PBMC t h r o u g h  t h e  a c t i v a t i o n  o f  e i t h e r  

PHA o r  a l l e r g e n .

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

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

a n d  s u g g e s t s  t h a t  t h i s  l y m p h o k i n e  m e d i a t e d  LTB4  

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

e x a c e r b a t i o n  o f  a l l e r g i c  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  i n  

v i v o .  I t  i s  t e m p t i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  l y m p h o c y t e  

a c t i v a t i o n  a n d  LREF g e n e r a t i o n  p r o v i d e s  a  p o s s i b l e  

m ean s  b y  w h i c h  l y m p h o c y t e s  may i n f l u e n c e  t h e  

p a t h o g e n e s i s  o f  t h e  a l l e r g i c  r e s p o n s e .
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4.5 Summary

I  h a v e  a t t e m p t e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  l e u k o t r i e n e  

r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  (LREF) c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  

PBMC a f t e r  s p e c i f i c  a l l e r g e n  s t i m u l a t i o n .

LREF was  d e t e c t e d  i n  s u p e r n a t a n t s  o f  PBMC d e r i v e d  

f r o m  9 o u t  o f  1 0  s k i n  t e s t  p o s i t i v e  s u b j e c t s  f o l l o w i n g  

c u l t u r e  w i t h  e x t r a c t s  o f  t h e  r e l e v a n t  a l l e r g e n s . The  

d o s e  r e s p o n s e  c u r v e  f o r  p r o d u c t i o n  o f  LREF b y  r e l e v a n t  

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

g e n e r a t e d  a t  a l l e r g e n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  10 BU/ml a n d  

10 4 BU/ml.  I n  c o n t r a s t ,  i r r e l e v a n t  a l l e r g e n s  w e r e  n o t  

a c t i v e .  Time c o u r s e  s t u d i e s  show ed  t h a t  LREF 

p r o d u c t i o n  i n  r e s p o n s e  t o  r e l e v a n t  a n t i g e n  was  m a x i m a l  

b e t w e e n  24 a n d  48 h o u r s .  An e s t a b l i s h e d  CD4+/CD8- 

human T c e l l  l i n e  (DX1) s p e c i f i c a l l y  r e a c t i v e  t o  

D. f a r i n a e ,  a l s o  g e n e r a t e d  LREF f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  

w i t h  t h e  a n t i g e n  a n d  i r r a d i a t e d  AC f o r  36 h o u r s .

S u p e r n a t a n t s  f r o m  PBMC a n d  DX1 c u l t u r e s  

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

FPLC g e l  f i l t r a t i o n  ( S u p e r o s e  12 P G ) . The 

a l l e r g e n - i n d u c e d  LREF was  a s s o c i a t e d  w i t h  m o l e c u l e s  o f  

m o l e c u l a r  w e i g h t  r a n g e  3 5 -4 5  kD, s i m i l a r  t o  t h a t  o f  

t h e  LREF o b t a i n e d  f r o m  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e  

s u p e r n a t a n t s .

T h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t  t h a t  a n t i g e n - s p e c i f i c  T 

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

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

a s  w e l l  a s  a f t e r  l e c t i n  s t i m u l a t i o n .
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Table 4.1

A l l e r a e n - i n d u c e d  g e n e r a t i o n  o f  LREA f r o m  PBMC

A l l e r g e n  c o n c e n t r a t i o n  ( B . U . 1 ^

P t  No. A l l e r g e n 0 1 0 - 1 0 — 1 0 ^

1 D . f . ' 1 ) ( 2 ) ( + ) 24 (6)  3 0 2 0 30
P a r i e t . ( - ) 24 24 28 31

2 D . f . ( + ) 23 25 27 13
P a r i e t . ( - ) 23 23 16 14

3 D . f . ( + ) 2 2 28 32 41
P a r i e t . (" ) 2 2 25 24 29

4 D . f . , . ( + ) 2 1 25 27 29
G.M. ( - ) 2 1 16 2 2 17

5 D . f . ( + ) 2 0 14 39 32
G.M. ( - ) 2 0 29 19 28

6 G.M. ( + ) 18 2 1 1 2 16
D . f . ( " ) 18 29 36 36

7 G.M. ( + ) 15 18 16 17
D . f . ( - ) . 15 13 14 24

8 T i m o th y (4) ( + ) 13 24 2 0 28
P a r i e t . ( - ) 13 13 13 14

9 D . f . ( + ) 8 14 23 1 2

P a r i e t . ( " ) 8 1 0 9 1 1

1 0 G.M. ( + ) 4 4 4 . 5 4
D . f . ( " ) 4 4 5 1 1

Mean + S . E . M. ( + ) 1 6 . 8 + 2 . 1 2 0 . 6 + 2 . 8  24. , 3 + 3 . 2 * 2 5 . 6 + 3 . 3 *
(") 1 6 . 8 + 2 . 1 1 8 . 3 + 2 . 4  16. . 4 + 2 . 3 1 8 . 1 + 2 . 7

D . f .  (D. f a r i n a e )
P a r i e t .  ( P a r i e t a r i a  P o l l e n )  
G.M. ( G r a s s  m ix )
T i m o th y  ( T i m o t h y  g r a s s  p o l l e n )
B. U.  ( B i o l o g i c a l  U n i t )

LTB/ p m o l e s / 1 0 6c e l l s
* p < 0 . 0 1

(+) R e l e v a n t  a l l e r g e n  
( - )  I r r e l e v a n t  a l l e r g e n
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Table 4.2

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

o f  a D. f a r i n a e  s t i m u l a t e d  T - c e l l  l i n e  fDXl)

C u l t u r e  c o n s t i t u e n t s S u p e r n a t a n t
d i l u t i o n

N e u t r o p h i l  LTB4  

g e n e r a t i o n

DX1, AC, D . f . ( a ) ' 2 ) 1 : 2 1 7 . 6
1 : 8 1 4 . 8

(b) 1 : 2 1 6 . 4
1 : 8 1 3 . 2

(c) 1 : 2 1 2 . 8

1 : 8 1 5 . 0

C o n t r o l s

DX1, AC, G.M. 1 : 2 7 . 2
1 : 8 9 . 6

AC, D . f . ( a ) < 4 > 1 : 2 8 . 0

1 : 8 9 . 2
(b) 1 : 2 6 . 4

1 : 8 9 . 6
AC, G.M. 1 : 2 9 . 2

1 : 8 . 1 0 . 0

C u l t u r e  medium a b o v e - 4 . 0

(1) C e l l  l i n e  ( DX1) , a c c e s s o r y  c e l l s  (AC) a n d  D. f a r i n a e  
( r e l e v a n t  a l l e r g e n )

(2) T h r e e  s e p a r a t e  c u l t u r e s
(3) G r a s s  m ix  (G. M. )  ( i r r e l e v a n t  a l l e r g e n )
(4) Two s e p a r a t e  c u l t u r e s
(5) p  m o l e s / 1 0 °  c e l l s
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F i g u r e  4 . 1 :  The  e f f e c t s  o f  s u p e r n a t a n t s  f r o m  PBMC c u l t u r e d
w i t h  r e l e v a n t  (RA) o r  i r r e l e v a n t  a l l e r g e n  ( IR)  on  n e u t r o p h i l  
LTB4  g e n e r a t i o n .  PBMC w e r e  c u l t u r e d  f o r  v a r i o u s  p e r i o d s  o f  
t i m e  w i t h  e i t h e r  r e l e v a n t  o r  i r r e l e v a n t  a l l e r g e n s  a n d  
n e u t r o p h i l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t s  
(60 m i n ,  3 7 *C) p r i o r  t o  s t i m u l a t i o n  w i t h  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  

b e a d s .  LTB^ c o n c e n t r a t i o n  was  m e a s u r e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y ,  
a n d  e a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  mean + s . e . m .  o f  t h r e e  e x p e r i m e n t s .
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F i g u r e  4 . 2 :  F a s t  p r o t e i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (FPLC)
a n a l y s i s  o f  a l l e r g e n - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  
u s i n g  S u p e r o s e - 1 2  p r e p  g r a d e  g e l  f i l t a t i o n .  Two m i l l i l i t r e s  
o f  3 - f o l d  c o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  
c o l u m n .  E a c h  c o l u m n  f r a c t i o n  (1ml)  was t e s t e d  f o r  i t s  a b i l i t y  
t o  e n h a n c e  LTB4  r e l e a s e  f r o m  n e u t r o p h i l s . LTB^ g e n e r a t i o n  b y  
I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s - s t i m u l a t e d  n e u t r o p h i l s  p r e t r e a t e d  
w i t h  a l l e r g e n - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  ( c l o s e d  c i r c l e s ) ; 
u n s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  (o p e n  c i r c l e s ) , a n d  b u f f e r  w i t h  
a l l e r g e n  (o p e n  t r i a n g l e s ) .
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F i g u r e  4 . 3 :  F a s t  p r o t e i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (FPLC) a n a l y s i s  
o f  D. f a r i n a e  s t i m u l a t e d  DX1 c e l l  l i n e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  
u s i n g  S u p e r o s e - 1 2  p r e p  g r a d e  g e l  f i l t r a t i o n .  Two m i l l i l i t r e s  
o f  3 - f o l d  c o n c e n t r a t e d  s u p e r n a t a n t s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  c o lu m n  
E ach  c o lu m n  f r a c t i o n  (1ml)  was  t e s t e d  f o r  i t s  a b i l i t y  t o  
e n h a n c e  LTB^ r e l e a s e  b y  n e u t r o p h i l s , u n d e r  I g G - b e a d s  
s t i m u l a t i o n .  M o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  w e r e  a s  i n d i c a t e d .
LTB4  g e n e r a t i o n  b y  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s - s t i m u l a t e d  
n e u t r o p h i l s  p r e t r e a t e d  w i t h  D. f a r i n a e  s t i m u l a t e d  DX1 c e l l  
l i n e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  ( c l o s e d  c i r c l e )  a n d  D. f a r i n a e  
s t i m u l a t e d  i r r a d i a t e d  a c c e s s o r y  c e l l  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  
(o p e n  c i r c l e ) .
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CELL SOURCE OF LEUKOTRIENE RELEASE ENHANCING A CTIV ITY
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5.1 Introduction

As d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e c e e d i n g  c h a p t e r s  

l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  (LREA) was  

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

s t i m u l a t i o n  u s i n g  PHA. PHA i s  a  p o l y c l o n a l  a c t i v a t o r  

w h ic h  s t i m u l a t e s  T c e l l s  a l t h o u g h  o t h e r  c e l l  t y p e s  may 

a l s o  b e  r e a c t i v e .  R e c e n t l y ,  t h e  T - c e l l  a n t i g e n  

r e c e p t o r  h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  a  90 kD h e t e r o d i m e r  

m o l e c u l e  on  t h e  s u r f a c e  m em brane  o f  c l o n e d  T 

l y m p h o c y t e s  (M euer  e t  a l  1 9 8 3 ) .  T h i s  r e c e p t o r  i s  

l i n k e d  t o  t h e  CD3 (T3) m o l e c u l e s  r e c o g n i z e d  b y  OKT3 

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

r e c o g n i t i o n  c o m p l e x  ( T 3 / T i  c o m p le x )  ( f o r  a  r e v i e w  s e e  

c h a p t e r  1 ) .  The  CD3 m o l e c u l e  h a s  b e e n  shown t o  b e  

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

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

(Chang e t  a l  1 9 8 1 ;  R e i n h e r z  e t  a l  1 9 8 2 ) .  A l t h o u g h  t h e  

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

CD3 m o l e c u l e  w i t h  OKT3 MoAb a p p e a r s  t o  a c t i v a t e  T 

l y m p h o c y t e s  i n  a  way s i m i l a r  t o  t h a t  o f  a n t i g e n .  Thus  

OKT3 MoAb, w hen  p l a c e d  w i t h  T - c e l l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

a d h e r e n t  c e l l s  i n d u c e s  p r o l i f e r a t i o n  (Van Wauwe & 

G o o se n s  1981)  a n d  s t i m u l a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  

l y m p h o k i n e s  s u c h  a s  GM-CSF ( P l a t z e r  e t  a l  1985)  a n d  

i n t e r f e r o n - g a m m a  (Von Wussow e t  a l  1981 ;  Chang  e t  a l

1 9 8 2 ) .

Human T l y m p h o c y t e s  c a n  b e  p u r i f i e d  b y  r o s e t t i n g
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w i t h  s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  (E r o s e t t e s ) . H i s t o r i c a l l y  

t h i s  was  a w i d e l y  a c c e p t e d  m eans  o f  i d e n t i f y i n g  human 

T l y m p h o c y t e s ,  a l t h o u g h  t h e  i n t e r a c t i o n  i s  now known 

t o  b e  d u e  t o  i n t e r a c t i o n  o f  CD2 m o l e c u l e s  on  t h e  T 

c e l l  s u r f a c e  w i t h  LFA-3 m o l e c u l e s  p r e s e n t  on  many c e l l  

t y p e s ,  i n c l u d i n g  s h e e p  e r t h r o c y t e s  ( S e l v a r a j  e t  a l  

1 9 8 7 ) .  An i m p r o v e d  m e t h o d  r e s u l t i n g  i n  e n h a n c e d  

b i n d i n g  o f  SRBC-A t o  human T - l y m p h o c y t e s  i s  t o  t r e a t  

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

membrane  a l t e r a t i o n s .  I n  t h i s  s t u d y  I  h a v e  a s s e s s e d  

t h e  e f f e c t s  o f  s u p e r n a t a n t s  f r o m  PHA- a n d  a n t i - C D 3  

M o A b - s t i m u l a t e d  PBMC a n d  P H A - s t i m u l a t e d  n o n - a d h e r e n t  

ER+ l y m p h o c y t e s  f o r  t h e i r  e f f e c t s  on LTB4  g e n e r a t i o n  

b y  n e u t r o p h i l s .  The  e f f e c t  o f  I L - 2  on  LREF g e n e r a t i o n  

f r o m  P H A - s t i m u l a t e d  ER+ l y m p h o c y t e s  was a l s o  

e v a l u a t e d .
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5.2 Materials and Methods

5 . 2 . 1  A n t i -C D 3  s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e

Human PBMC w e r e  s e p a r a t e d  a n d  r e s u s p e n d e d  a t  a 

c o n c e n t r a t i o n  o f  2x10  c e l l s / m l .  One m i l l i l i t r e  o f  

c e l l  s u s p e n s i o n  i n  12x75 mm t i s s u e  c u l t u r e  t u b e s  was  

i n c u b a t e d  w i t h  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n t i - C D 3  

MoAb (0KT3, O r t h o  P h a r m a c e u t i c a l  C o . ,  R a r i t a n ,  N . J . ,  

U . S . A . )  f o r  48 h r  i n  a  5% C02 a t m o s p h e r e  a t  3 7 ’ C a n d  

95% h u m i d i t y .  C o n t r o l s  i n c l u d e d  c e l l s  c u l t u r e d  a) 

w i t h  medium a l o n e ,  b)  w i t h  PHA a n d  c) w i t h  a n t i  CD4, 

CD5 a n d  CD8 MoAb ( a n t i - L e u - 3 a ,  a n t i - L e u - 1  a n d  

a n t i - L e u - 2 a ,  B e c t o n  D i c k i n s o n ,  S u n n y v a l e  I n c . ,  Ca,  

U . S . A . )

5 . 2 . 2  Ge l  f i l t r a t i o n

S i x  m i l l i l i t r e s  o f  a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  PBMC 

s u p e r n a t a n t  w e r e  p o o l e d ,  c o n c e n t r a t e d  t o  2 ml  a n d  

f r a c t i o n a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  u s i n g  S u p e r o s e - 1 2  PG i n  

an  FPLC s y s t e m  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3 . 2 . 6 a .

5 . 2 . 3  P r e p a r a t i o n  a n d  c u l t u r i n g  o f  e r v t h r o c v t e  

r o s e t t e  p o s i t i v e  (ER+) l y m p h o c y t e s

SRBC-A w e r e  p r e p a r e d  f r o m  f r e s h  s h e e p  r e d  c e l l s  

(SRBC) by w a s h i n g  f i v e  t i m e s  i n  i s o t o n i c  s a l i n e  a t  

room t e m p e r a t u r e  a n d  t r e a t i n g  w i t h  t h e  s u l f h y d r y l  

r e a g e n t  S - ( 2 - a m i n o e t h y l )  i s o t h i o u r o n i u m  b r o m i d e  (AET) 

( A d r i c h  C h e m i c a l  Co. I n c . ,  M i l w a u k e e ,  WIS, U . S . A . ) .  

AET was p r e p a r e d  a s  a  0 .143M s o l u t i o n  i n  d e i o n i z e d  

w a t e r  ( a d j u s t e d  t o  pH 9 . 0  w i t h  4N NaOH) a n d  u s e d  i n  a
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r a t i o  o f  o n e  v o lu m e  o f  w a s h e d  p a c k e d  SRBC t o  f o u r  

v o lu m e s  o f  AET s o l u t i o n .  The s u s p e n s i o n  w as m ix e d  

t h o r o u g h l y  a n d  i n c u b a t e d  a t  37 *C f o r  20 m in .  

T h e r e a f t e r ,  t h e  c e l l s  w e re  w a s h e d  5 t i m e s  w i t h  H anks  

b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n  (HBSS) (G ib c o )  (1000  g ,  10 m in ,  

2 0 ’ C) , a n d  r e s u s p e n d e d  i n  R P M I-1640 .

M o n o n u c le a r  c e l l s  w e re  s u s p e n d e d  i n  5 m l 

R PM I-1640 , d e p o s i t e d  on  a  t i s s u e  c u l t u r e  p e t r i  d i s h  

f o r  60 m in  a t  3 7 ‘ C (5% CO2  a n d  95% h u m i d i t y  

a t m o s p h e r e ) . The n o n - a d h e r e n t  c e l l s  w e re  w a sh e d  o f f  

w i t h  p r e - w a r m e d  R P M I-1640 , a n d  r e a d j u s t e d  t o
7

10 c e l l s / m l .  F o r  e a c h  1 m l v o lu m e  o f  c e l l  s u s p e n s i o n  

0 .5  ml h e a t - i n a c t i v a t e d  f o e t a l  c a l f  s e r u m  (G ib c o )  a n d  

2 ml o f  2% SRBC-A w e r e  a d d e d .  The c e l l  m ix  was 

c e n t r i f u g e d  g e n t l y  (130  g ,  10 m in ,  4 ’ C) a n d  l e f t  a t  

4 ’ C f o r  60 m in .  C e l l s  w e re  t h e n  g e n t l y  s u s p e n d e d  

l a y e r e d  o v e r  P e r c o l l  ( P e r c o l l  w as  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  9 

p a r t  p e r c o l l  w i t h  1 p a r t  lO x PBS, t h e n  t o o k  65 ml 

p e r c o l l / P B S  m i x t u r e  d i l u t e d  w i t h  35 ml n o r m a l  s a l i n e  

a n d  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 4 )  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  300 g ,  4 ’ C 

f o r  30 m in .  C e l l  p e l l e t s  w e re  l y s e d  w i t h  NH^Cl l y s i s  

b u f f e r .  M o n o c y te  c o n t a m i n a t i o n  w as d e t e r m i n e d  b y  

n o n - s p e c i f i c  e s t e r a s e  s t a i n .

The ER+ c e l l s  w e r e  r e a d j u s t e d  t o  2 x l 0 ^ c e l l s / m l  

a n d  c u l t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  PHA 5 u g /m l  f o r  48 h r .

I n  some e x p e r i m e n t  I L - 2  w as a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  

m edium  t o  t e s t  i t s  e f f e c t  on  LREF g e n e r a t i o n .
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S u p e r n a t a n t s  w e re  c o l l e c t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  

s t o r e d  a t  - 8 0 ’ C u n t i l  t e s t e d .

C e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s s a y s  w e re  p e r f o r m e d  i n  

s e v e r a l  e x p e r i m e n t s ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( 2 . 2 . 3 ) .
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5.3 Results

5 . 3 . 1  CD3 + c e l l s  i n  t h e  PBMC c u l t u r e s  a s  t h e  s o u r c e  

o f  LREF

LREF a c t i v i t y  w as f o u n d  w hen PBMC w e r e  c u l t u r e d  

w i t h  a n t i - C D 3  MoAb. T h i s  s t i m u l a t i o n  p r o d u c e d  a n  

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

P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s . T h e r e  w as a 

d o s e - d e p e n d e n t  i n c r e a s e  o f  LREF a c t i v i t y  w hen a n t i - C D 3  

MoAb was i n c r e a s e d  f ro m  10 ng  t o  100 n g .  PBMC 

s t i m u l a t e d  w i t h  a n t i - C D 5  o r  a n t i -C D 4 /C D 8  g e n e r a t e d  

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

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

( T a b le  5 . 1 ) .  When t h e  MoAb w e re  t e s t e d  f o r  a  d i r e c t  

e f f e c t  on t h e  n e u t r o p h i l  LTB^ g e n e r a t i o n ,  t h e r e  w e re  

no  d i f f e r e n c e s  f ro m  t h e  b u f f e r  c o n t r o l s .

S ix  m i l l i l i t r e s  o f  s u p e r n a t a n t s  f r o m  PBMC 

s t i m u l a t e d  b y  a n t i - C D 3  MoAb w e re  c o n c e n t r a t e d  a n d  

s e p a r a t e d  b y  S u p e r o s e - 1 2  PG c o lu m n  i n  a n  FPLC s y s t e m .  

As w i t h  t h e  PHA a n d  a l l e r g e n - s t i m u l a t e d  c u l t u r e s ,  a  

p e a k  o f  LREF a c t i v i t y  was d e t e c t e d ,  w h ic h  w as 

a s s o c i a t e d  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  r a n g e  o f  3 5 -4 5  kD 

( F ig  5 . 1 ) .

5 . 3 . 2  ER+ l y m p h o c y t e s  a s  t h e  s o u r c e  o f  LREF

ER+ l y m p h o c y t e s  ( c o n t a i n i n g  l e s s  t h a n  1%

m o n o c y te s )  w e re  c u l t u r e d  f o r  48 h r  w i t h  o r  w i t h o u t  

PHA. LREF a c t i v i t y  (110% e n h a n c e m e n t )  w as d e t e c t e d  i n  

t h e  P H A - s t i m u l a t e d  l y m p h o c y te  s u p e r n a t a n t s .  Some
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a c t i v i t y  ( a p p r o x i m a t e l y  40%) w as d e t e c t e d  i n  

u n s t i m u l a t e d  ER+ ly m p h o c y t e  s u p e r n a t a n t s  ( T a b le  5 . 2 ) .

When I L - 2  (10 u n i t s / m l )  w as a d d e d  t o  t h e  ER+ 

ly m p h o c y te  c u l t u r e ,  LREF a c t i v i t y  was d e t e c t e d  o n l y  i n  

t h e  p r e s e n c e  o f  PHA a n d  t h e  am o u n t  o f  a c t i v i t y  w as  

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

ER+ l y m p h o c y te  o r  f ro m  PHA s t i m u l a t e d  PBMC. The 

a c t i v i t i e s  o b t a i n e d  f r o m  u n s t i m u l a t e d  ER+ ly m p h o c y te  

c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  ( e i t h e r  w i t h  o r  w i t h o u t  I L - 2 )  

w e re  s i m i l a r .  I n  t h e  sam e e x p e r i m e n t ,  c e l l  

p r o l i f e r a t i o n  a s s a y  sh o w ed  t h a t  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  PHA 

b o t h  PBMC a n d  ER+ ly m p h o c y t e s  h a d  i n c r e a s e d  ^H-TdR 

u p t a k e .  I L - 2  a l o n e  d i d  n o t  i n d u c e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  

( F ig  5 . 2 ) .

102.



5.4 Discussion

I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  I  h a v e  shown t h a t  LREF i s  

p r o d u c e d  b y  PBMC i n c u b a t e d  w i t h  PHA o r  a n t i - C D 3  MoAb 

a n d  b y  n o n - a d h e r e n t  ER+ l y m p h o c y te s  i n c u b a t e d  w i t h  

PHA.

B o th  PHA a n d  a n t i - C D 3  MoAb a r e  m i t o g e n i c  a n d  a r e  

s p e c i f i c a l l y  a c t i v a t e  T l y m p h o c y te s  ( M i l l s  e t  a l  1 9 8 5 ;  

W i l l i a m s  e t  a l  1 9 8 5 a ) . I n  a n t i - C D 3  MoAb s t i m u l a t i o n  

s y s t e m s ,  s e v e r a l  c y t o k i n e s  (IFN-gamma a n d  GM-CSF) h a v e  

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

m o n o c y te s  ( P l a t z e r  e t  a l  19 8 5 ; Chang e t  a l  1 9 8 2 ) .

A l s o  some a u t h o r s  c l a i m  t h a t  b o t h  PHA a n d  a n t i - C D 3  

MoAb a r e  i n s u f f i c i e n t  s t i m u l i  f o r  T c e l l  p r o l i f e r a t i o n  

( L i s  & S h a r o n  1 9 8 6 ) .  H ow ever i t  seem s t h a t  t h e  

m o n o c y te  r o l e  i n  t h e s e  c u l t u r e s  i s  t o  a c t  a s  an  i n e r t  

s u p p o r t  f o r  t h e  l e c t i n  o r  MoAb s i n c e  a n t i - C D 3  MoAbs 

w h ic h  a r e  b o u n d  t o  S e p h a r o s e  b e a d s  w i l l  a c t i v a t e  T 

c e l l s  ( c o m p l e t e  i n t e r n a l i z a t i o n  o f  t h e  CD3 T - c e l l  

r e c e p t o r  c o m p le x  b y  a n t i g e n  o r  a n t i b o d y  i s  a s s o c i a t e d  

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

T c e l l s ) .  F u r t h e r m o r e ,  a n t i - C D 3  i s o t y p e s  w h ic h  do  n o t  

b i n d  t o  human Fc r e c e p t o r s  (IgM & IgG 2b) a r e  n o t  

m i t o g e n i c  i n  s o l u t i o n  ( C l a r k  & L e d b e t t e r  1 9 8 6 ) .

The q u e s t i o n  o f  w h e t h e r  o r  n o t  m o n o c y te s  p l a y  a  

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

d i f f e r e n t i a t i o n  r e m a i n s  u n r e s o l v e d .  Some r e p o r t s  show
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t h a t  I L - 2  a l o n e  i s  s u f f i c i e n t  f o r  t h e  g r o w th  a n d  

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

l y m p h o c y te s  p r e c u r s o r s  ( E r a r d  e t  a l  1985 ; V o h r & H iin ig  

1 9 8 5 ) ,  w h i l e  s e v e r a l  o t h e r  r e p o r t s  sho w ed  t h a t  

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

s t i m u l a t i o n  b y  p r o d u c i n g  a  s o l u b l e  f a c t o r  I L - 1 ,  w h ic h  

maybe n e c e s s a r y  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  a n d  r e l e a s e  o f  I L - 2  

(M iz e l  1 9 8 2 ) .  My r e s u l t s  sho w ed  t h a t  P H A -d r iv e n  ER+ 

ly m p h o c y te  c u l t u r e  g e n e r a t e  c o m p a r a b l e  a m o u n ts  o f  LREF 

a c t i v i t y  t o  t h a t  g e n e r a t e d  b y  P H A -d r iv e n  PBMC c u l t u r e ,  

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

LREF. The p o s s i b i l i t y  t h a t  m o n o c y te s  may c o n t r i b u t e  

t o  LREF g e n e r a t i o n  c a n n o t  b e  e x c l u d e d ,  e v e n  t h o u g h  

t h e r e  w as s t i l l  l e s s  t h a n  1 % o f  m o n o c y te  c o n t a m i n a t e d  

i n  t h e  ly m p h o c y te  p r e p a r a t i o n  b u t  d e f i n i t i v e  a n s w e r  

w i l l  o n l y  a p p e a r  w hen s t u d i e s  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  a r e  

u n d e r t a k e n .

I n  t h e  c l a s s i c a l  m o d e l  o f  l y m p h o c y te  

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

an d  T ly m p h o c y t e s  i s  r e q u i r e d .  A f t e r  m a c r o p h a g e  

a c t i v a t i o n ,  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e x o g e n o u s  I L - 1 ,  T 

ly m p h o c y te s  e x p r e s s  I L - 2  r e c e p t o r s  an d  s e c r e t e d  I L - 2 .  

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

c o n t i n u e d  T c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  I L - 2  s e c r e t i o n .  As 

e x p e c t e d ,  my d a t a  i n d i c a t e d  t h a t  e x o g e n o u s  I L - 2  d i d  

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

g e n e r a t i o n  ( F i g  5 . 2 ) .  The LREF a c t i v i t y  o b t a i n e d  f r o m
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u n s t i m u l a t e d  ER+ l y m p h o c y t e s ,  e i t h e r  w i t h  o r  w i t h o u t  

I L - 2  w as s i m i l a r  t o  u n s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t .  

T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  v i e w  t h a t  I L - 2  

i t s e l f  d o e s  n o t  c a u s e  T c e l l  a c t i v a t i o n  u n l e s s  T c e l l s  

h a v e  b e e n  p r e - a c t i v a t e d .

I n t e r l e u k i n - 2  w as  a d d e d  t o  PHA s t i m u l a t e d  ER+ 

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

LREF g e n e r a t i o n .  The r e s u l t s  sh o w ed  no  e n h a n c e m e n t  o f  

LREF a c t i v i t y  a l t h o u g h  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  was 

i n c r e a s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  I L - 2 .  The f a i l u r e  o f  

I L - 2  t o  e n h a n c e  LREF g e n e r a t i o n  m i g h t  b e  b e c a u s e  t h e  

h i g h  d o s e  o f  PHA (5 u g / m l )  c a u s e s  m a x im a l  LREF r e l e a s e  

w h ic h  c a n n o t  b e  a u g m e n t e d  b y  a d d i t i o n a l  I L - 2 .  PHA 

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

p r o l i f e r a t i o n  a n d  LREF g e n e r a t i o n ,  a n d  s u b s t a n t i a l  

a m o u n ts  o f  I L - 2  w e r e  d e t e c t e d  i n  PHA s t i m u l a t e d  PBMC 

s u p e r n a t a n t s  ( F i g  3 . 9 ) .  T h i s  may e x p l a i n  why t h e  

a d d i t i o n  o f  I L - 2  t o  t h e  c u l t u r e  h a d  no  m a r g i n a l  

b e n e f i t  f o r  LREF g e n e r a t i o n .  The u s e  o f  l o w e r  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  PHA w i t h  p u r i f i e d  T - c e l l s  an d  a d d e d  

I L - 2  m i g h t  e n a b l e  u s  t o  c l a r i f y  t h e  r o l e  o f  I L - 2  i n  

P H A -in d u c e d  LREF g e n e r a t i o n .

T hus  LREF a c t i v i t y  c a n  b e  g e n e r a t e d  b y  ER+ 

ly m p h o c y te s  u n d e r  t h e  s t i m u l a t i o n  o f  PHA o r  b y  PBMC 

s t i m u l a t e d  b y  a n t i - C D 3  MoAb. The g e n e r a t i o n  o f  LREF 

by  P H A - s t i m u l a t e d  ER+ l y m p h o c y t e s  was n o t  a u g m e n te d  b y  

I L - 2 .  I L - 2  i t s e l f  w as n o t  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  LREF
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g e n e r a t i o n ,  i n d i c a t i n g  t h a t  T c e l l  a c t i v a t i o n  w as 

n e c e s s a r y  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF. S i n c e  t h e  

m o n o c y te  c o n t a m i n a t i o n  was l e s s  t h a n  1 %, i t  i s  

s u g g e s t e d  t h a t  l y m p h o c y t e s  w e re  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  

LREF.
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5.5 Summary

E x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  t o  

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

e n h a n c i n g  f a c t o r  ( L RE F ) . LREF w as e l a b o r a t e d  b y  

m o n o n u c le a r  c e l l s  s t i m u l a t e d  d i r e c t l y  w i t h  a n t i - C D 3  

MoAb, a n d  a l s o  b y  T - l y m p h o c y t e s  i s o l a t e d  f ro m  t h e s e  

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

The LREF p r o d u c e d  i n  a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  c u l t u r e s  

w as c h a r a c t e r i s e d  b y  FPLC a n d  w as shown t o  h a v e  t h e  

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

P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  

s u g g e s t  t h a t  T - l y m p h o c y t e s  w e re  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  

LREF.
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Table 5.1

I d e n t i f i c a t i o n  o f  CD3+ c e l l s  a s  t h e  m an o r  s o u r c e  o f  LREF

T r e a t m e n t LTB4  (p  m o l e s / 1 0 6  c e l l s )  % E n h a n c e m e n t

PHA (5 u g /m l )

A n t i -C D 3  (100 n g / 1 0 ^  c e l l s )

A n t i -C D 3  (10 n g / 1 0 6  c e l l s )

A n t i -C D 5  (100 n g / 1 0 ^  c e l l s )

A n t i - C D 4 /A n t i - C D 8  
( 1 0 0  n g / 1 0 6  c e l l s )

RPMI 1640 b u f f e r

56 + 9* 167 + 43

47 + 3 123 + 14

34 + 2 63 + 1 1

30 + 4 43 + 19

27 + 4 28 + 19

25 + 5 19 + 25

* R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m e a n + s . e .m .  ( n = 3 ) .

B a s e l i n e  LTB^ g e n e r a t i o n  ( n e u t r o p h i l s  + IgG b e a d s )  

2 1  + 2  p  m o l e s / 1 0 ^ c e l l s .
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Table 5.2

I d e n t i f i c a t i o n  o f  ER+ c e l l s  a s  t h e  m a j o r  s o u r c e  o f  LREF

T r e a t m e n t LTB4 (p m o l e s / l O ^ c e l l s ) % E nhancem en t

L y m p h o c y te s  (ER+) 
i n c u b a t e d  w i t h  PHA

2 6 . 0 ± 2 . 8* 1 1 0 ± 1 1

L y m p h o c y te s  (ER+)
i n c u b a t e d  w i t h o u t  
PHA

1 7 . 5 + 1 . 5 40±9

* R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  a s  m ean + s . e . m .  (n=3) 
b a s e l i n e  LTB4  g e n e r a t i o n  ( n e u t r o p h i l  + IgG  b e a d s )  
1 2 + 2 . 1  p  m o l e s / 1 0 b c e l l s
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F i g u r e  5 . 1 :  F a s t  p r o t e i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (FPLC)
a n a l y s i s  o f  a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  
u s i n g  S u p e r o s e - 1 2  p r e p  g r a d e  g e l  f i l t r a t i o n .  Two m i l l i 
l i t r e s  o f  f o u r  f o l d  c o n c e n t r a t e d  s u p e r n a t a n t  f ro m  a n t i - C D 3  
s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  c o lu m n ,  f r a c t i o n s  
( lm l )  w e re  c o l l e c t e d  f r o m  Vo t o  70 a n d  a s s a y e d  f o r  t h e  a b i l i t y  
t o  e n h a n c e  I g G - d e p e n d e n t  LTB4  r e l e a s e d  b y  n e u t r o p h i l s .  
M o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  w e r e  a s  i n d i c a t e d .
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F i g u r e  5 . 2 :  I d e n t i f i c a t i o n  o f  ER+ l y m p h o c y te s  a s  t h e  s o u r c e
o f  LREF. PBMC (2 x 1 0 °  c e l l s / m l )  w e re  s e p a r a t e d  w i t h  o r  w i t h o u t  
SRBC, t h e n  s t i m u l a t e d  w i t h  PHA (5 u g /m l)  f o r  48 h r s . 
S u p e r n a t a n t s  w e re  c o l l e c t e d  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  LTB4  r e l e a s e  
e n h a n c i n g  a c t i v i t y .  I L - 2  (10 U /m l) w e re  a d d e d  i n  some c u l t u r e  
t o  m o d u l a t e  t h e  LREF a c t i v i t y .  (A) E ach  c o lu m n  r e p r e s e n t s  t h e  
e f f e c t  o f  s u p e r n a t a n t  on  t h e  a b i l i t y  t o  e n h a n c e  I g G - d e p e n d e n t  
LTB4  g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s .  (B) E a c h  c o lu m n  r e p r e s e n t e d  
t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( e x p r e s s e d  a s  ^H-TdR i n c o r p o r a t i o n )  a t  
e a c h  c u l t u r e  c o n d i t i o n .  PHA a n d  I L - 2  w e re  a l s o  u s e d  t o  t e s t  
t h e i r  d i r e c t  e f f e c t  on  t h e  I g G - d e p e n d e n t  LTB^ g e n e r a t i o n  f r o m  
n e u t r o p h i l s .  RPM I-1640 w as  u s e d  a s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l .
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CHAPTER 6.

THE EFFECTS OF MEDIATORS AND DRUGS ON LREF

GENERATION
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6.1 Introduction

LTB4  h a s  b e e n  show n t o  b e  a  p o t e n t  a c t i v a t o r  o f  

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

e f f e c t s  on  m o n o n u c l e a r  c e l l s ,  a u g m e n t in g  m o n o c y te  

c h e m o k i n e s i s  ( P a lm e r  e t  a l  1 9 8 0 ) ,  c h e m o t a x i s  o f  m ix e d  

T - l y m p h o c y t e s  (P a y a n  & G o e t z l  1981) a n d  r e d u c i n g  PHA 

d r i v e n  p r o l i f e r a t i o n  ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  1 9 8 5 ) .  T h i s  

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

CD4+ ( h e l p e r / i n d u c e r )  T c e l l  s u b s e t .  C y t o k i n e  

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

LTB4  ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  & L e m a i r e  1 9 8 5 ; J o h n s o n  & 

T o r r e s  1984) ( f o r  a  r e v i e w  s e e  c h a p t e r  1 ) .

The c y t o k i n e s  GM-CSF a n d  TNF h a v e  b e e n  show n t o  

p r im e  g r a n u l o c y t e s  r e s u l t i n g  i n  g e n e r a t i o n  o f  

i n c r e a s e d  a m o u n ts  o f  l e u k o t r i e n e  u n d e r  c a l c i u m  

i o n o p h o r e  s t i m u l a t i o n  ( D e s s e i n  e t  a l  1 9 8 6 ;  R o u b in  

e t  a l  1 9 8 7 ) ,  b u t  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  h a s  n o t  

b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  LTB4 .

D a ta  p r e s e n t e d  i n  t h e  p r e v i o u s  c h a p t e r s  

d e m o n s t r a t e s  t h a t  LREF c a n  b e  g e n e r a t e d  a f t e r  

T - l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  b y  t h e  m i t o g e n i c  l e c t i n  ( PHA) , 

a n t i - C D 3  MoAb o r  r e l e v a n t  a l l e r g e n s . I n  o r d e r  t o  

c h a r a c t e r i s e  t h e  m e c h a n is m s  r e g u l a t i n g  LREF i t  i s  o f  

i n t e r e s t  t o  a s c e r t a i n  w h e t h e r  a n t i - a l l e r g i c  d r u g s  o r  

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

g e n e r a t i o n .

I n  t h i s  s t u d y ,  I  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  e f f e c t s  o f
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LTB4 , g a m m a - i n t e r f e r o n  ( IF N -g a m m a ) , d e x a m e th a s o n e  

(DEX) a n d  d i s o d i u m  c r o m o g l y c a t e  (DSCG), on  P H A - in d u c e d  

PBMC p r o l i f e r a t i o n  a n d  LREF g e n e r a t i o n .
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6.2 Materials and Methods

6 . 2 . 1  PBMC c u l t u r e s
c

PBMC (2x10  c e l l s / m l )  w e re  i n c u b a t e d  w i t h  o r  

w i t h o u t  PHA (5 u g /m l )  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d i f f e r e n t  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  LTB^ ( M i le s  S c i e n t i f i c ,  S l o u g h ,

UK. ) ,  r e c o m b i n a n t  g a m m a - i n t e r f e r o n  (IFN-gam m a) ( B io g e n  

Res C o r p . , C a m b r id g e ,  MA. ) ,  d e x a m e th a s o n e  (S ig m a  

C h e m ic a l s  Co. L t d . ,  P o o l e ,  D o r s e t )  o r  DSCG ( F i s o n s  

p i c ,  P h a r m a c e u t i c a l  D i v i s i o n ,  L o u g h b o r o u g h ,  E n g l a n d )  

f o r  48 h r  i n  a  5% CC> 2  a t m o s p h e r e  a t  37 *C a n d  95% 

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

c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0 g  f o r  10 m in  a t  2 0 ‘ C a n d  t h e  s t e r i l e  

c e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e re  c o l l e c t e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  a n d  s t o r e d  a t  - 8 0  *C u n t i l  t e s t e d .  C e l l  

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

was > 90% a f t e r  48 h r  c u l t u r e .  C o n t r o l s  i n c l u d e d  a) 

medium a l o n e ,  b) c e l l  s u p e r n a t a n t s  i n c u b a t e d  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  PHA. C e l l  p r o l i f e r a t i o n  w as a s s a y e d  i n  a l l  

e x p e r i m e n t s  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  I n  LTB4  c u l t u r e  

e x p e r i m e n t s ,  a l l  t h e  s u p e r n a t a n t s  w e re  d i a l y s e d  

a g a i n s t  PBS f o r  16 h r  t o  rem o v e  t h e  r e m a i n i n g  LT B ^.

6 . 2 . 2  E f f e c t  o f  d e x a m e th a s o n e  a n d  PBMC s u p e r n a t a n t s  

on LTB^ g e n e r a t i o n  b v  n e u t r o p h i l s

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

LTB4  g e n e r a t i o n  w as t e s t e d  a t  t h e  same c o n c e n t r a t i o n s  

a s  i n  t h e  PBMC c u l t u r e s .  N e u t r o p h i l s  w e r e  p r e - t r e a t e d  

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

115.



60 m in  a t  3 7 ’ C, t h e n  I g G - c o a t e d  b e a d s  w e re  a d d e d  a n d  

i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  15 m in .  The c e l l  f r e e  

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

s t o r e d  a t  - 8 0 *C.

6 . 2 . 3  G e l  f i l t r a t i o n

T w e n ty  m i l l i l i t r e s  o f  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC 

( c o c u l t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  LTB^) w e re  c o n c e n t r a t e d  

t o  2 m l a n d  f r a c t i o n a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  u s i n g  

S u p e r o s e - 1 2  PG i n  a n  FPLC s y s t e m  a s  d e s c r i b e d  i n  

C h a p t e r  3 . 2 . 6 a .
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6.3 Results

6 . 3 . 1  LTB^ e f f e c t  on  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF a c t i v i t y  

b v  PBMC

The i n t r o d u c t i o n  o f  LTB^ w i t h  PHA a t  t h e  o n s e t  o f  

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

a c t i v i t y  t h a t  w as s i g n i f i c a n t  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

10~®M a n d  10~^M (p < 0 . 0 5 )  ( F ig  6 . 1 ) .  LTB^ h a d  n o  

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

PBMC; LREF a c t i v i t y  o b t a i n e d  f ro m  t h e  s u p e r n a t a n t  o f  

u n s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e d  w i t h  LTB^ sho w ed  no  

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

u n s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e d  w i t h o u t  LTB^.

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

LTB4  on  H-TdR i n c o r p o r a t i o n  m  PBMC c u l t u r e s  

( T a b le  6 . 1 ) .  LTB^ c a u s e d  s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  o f  

P H A -in d u c e d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  w h e r e a s  LTB4  h a d  no
•3

s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  H-TdR i n c o r p o r a t i o n  m  

u n s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s .

The PBMC s u p e r n a t a n t s  w e re  d i a l y s e d  a g a i n s t  PBS 

a n d  LTB4  c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  d i a l y s e d  s u p e r n a t a n t s  

w e re  d e t e r m i n e d  a n d  w e r e  fo u n d  t o  b e  l e s s  t h a n  1  p  

m o le /m l  i n  a l l  c a s e s .

6 . 3 . 2  G e l f i l t r a t i o n

I  h a v e  p r e v i o u s l y  shown t h a t  LREF w as a s s o c i a t e d  

w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 5 -4 0  kD a s  d e t e r m i n e d  b y  

g e l  f i l t r a t i o n  ( F i g  3 . 9 ) .  To t e s t  w h e t h e r  t h e  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  LTB4  on  LREF g e n e r a t i o n  w as a
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d i r e c t  e f f e c t  on  LREF p r o d u c t i o n  o r  an  i n d i r e c t  e f f e c t  

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

c o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t  w as f r a c t i o n a t e d  b y  

S u p e r o s e - 1 2  PG c o lu m n  i n  t h e  FPLC s y s t e m ,  a n d  e a c h  

f r a c t i o n  w as a s s a y e d  f o r  LREF a c t i v i t y .  The m a x im a l  

e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ g e n e r a t i o n  w as 410% a t  t h e  

m o l e c u l a r  w e i g h t  r e g i o n  o f  3 5 -4 0  kD f ro m  t h e  

P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t .  T h i s  r e g i o n  o f  

a c t i v i t y  w as i n h i b i t e d  b y  c o - c u l t u r i n g  P H A - s t i m u l a t e d  

PBMC w i t h  LTB4  a n d  t h u s  t h e  i n h i b i t i o n  o f  LREF 

g e n e r a t i o n  a p p e a r s  t o  b e  d u e  t o  r e d u c e d  LREF 

p r o d u c t i o n  ( F ig  6 . 2 )  a n d  n o t  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  

i n h i b i t o r y  p r o t e i n s .

6 . 3 . 3  DEX e f f e c t  on  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF a c t i v i t y  

b v  PBMC.

LREF a c t i v i t y  i n  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  

was r e d u c e d  b y  DEX i n  a  d o s e  d e p e n d e n t  m a n n e r  (p  < 0 . 0 5  

a t  a l l  t e s t e d  d o s e s )  ( F ig  6 . 3 ) .  I n  t h e  p r o l i f e r a t i o n  

a s s a y ,  DEX i n h i b i t e d  P H A - in d u c e d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  

( T a b le  6 . 2 ) .  T h e r e  w as  no  d i f f e r e n c e  i n  LREF 

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

t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  DEX.

The p o s s i b i l i t y  t h a t  DEX m i g h t  h a v e  a d i r e c t  

e f f e c t  on  LTB4  g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  w as t e s t e d .  

N e u t r o p h i l s  w e re  p r e - t r e a t e d  w i t h  DEX f o r  60 m in ,  t h e n  

a d d e d  t o  I g G - c o a t e d  b e a d s .  T h i s  e x p e r i m e n t  sh o w e d  

t h a t  LTB4  g e n e r a t i o n  w as  n o t  i n h i b i t e d  b y  DEX i n  my
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I g G - b e a d s  s t i m u l a t i o n  s y s t e m  ( F i g  6 . 3 ) .

6 . 3 . 4  IFN-qam ma e f f e c t  on  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF 

a c t i v i t y  b v  PBMC

The g e n e r a t i o n  o f  LREF a c t i v i t y  i n  P H A - s t i m u l a t e d  

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

IFN-gamma a t  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d ,  t h o u g h  t h e
*5

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

m a n n e r  ( T a b l e  6 . 3 ) .

When u n s t i m u l a t e d  PBMC w e r e  c u l t u r e d  w i t h  

IFN-gam m a, LREF g e n e r a t i o n  sh o w ed  no  d i f f e r e n c e  f ro m  

b u f f e r  c o n t r o l  ( F i g  6 . 4 ) ,  a n d  t h e r e  w e re  no
*3

d i f f e r e n c e s  m  H-TdR u p t a k e  a t  t h e  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  IFN -gam m a.

6 . 3 . 5  DSCG e f f e c t  on  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF 

a c t i v i t y  b v  PBMC

The g e n e r a t i o n  o f  LREF a c t i v i t y  i n  P H A - s t i m u l a t e d  

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

c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  c e l l  

p r o l i f e r a t i o n  a s s a y  w as n o t  i n h i b i t e d  b y  DSCG a s  

e x a m in e d  b y  ^H-TdR u p t a k e  ( T a b l e  6 . 4 ) .  When 

u n s t i m u l a t e d  PBMC w e r e  c u l t u r e d  w i t h  DSCG, LREF 

g e n e r a t i o n  a g a i n  sh o w e d  n o  d i f f e r e n c e  f ro m  b u f f e r  

c o n t r o l  ( F i g  6 . 5 ) .
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6.4 Discussion

The i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  LTB^ on  P H A - s t i m u l a t e d  

T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  i s  w e l l  known (G u a ld e  e t  a l  

19 85) , a n d  I  h a v e  c o n f i r m e d  t h i s  o b s e r v a t i o n .

S i m i l a r l y ,  d e x a m e th a s o n e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  i n h i b i t  

P H A - s t i m u l a t e d  b l a s t o g e n e s i s  (B lo m g re n  1974 ;  B lo m g re n  

& A n d e r s s o n  1 9 7 6 ) ,  a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s e v e r a l  

c y t o k i n e s  ( S n y d e r  & U nanue  1 9 8 2 ;  R a lp h  e t  a l  1 9 7 8 ) .

I n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  I  h a v e  show n t h a t  LTB4  a n d  

d e x a m e th a s o n e  r e d u c e d  LREF g e n e r a t i o n  f ro m  PHA- 

s t i m u l a t e d  human PBMC, a s  w e l l  a s  a t t e n u a t i n g  t h e  

p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e  t o  PHA. U s in g  g e l  f i l t r a t i o n ,  

t h e r e  was no  e v i d e n c e  t h a t  an  i n h i b i t o r y  r e g u l a t o r y  

p r o t e i n  w as i n d u c e d  b y  LTB^, a n d  i t  a p p e a r s  t h a t  t h i s  

r e d u c t i o n  i n  LREF a c t i v i t y  i s  d u e  t o  r e d u c e d  

p r o d u c t i o n  o f  t h e  3 5 -4 5  kDa l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  

e n h a n c i n g  f a c t o r  (LREF) w h ic h  I  h a v e  p r e v i o u s l y  

c h a r a c t e r i s e d .  A l t h o u g h  t h i s  d o e s  n o t  e x c l u d e  t h e  

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

w i t h  t h e  LREF.

I t  m i g h t  b e  s u g g e s t e d  t h a t  LREF g e n e r a t i o n  w as 

d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  H ow ever t h e  

r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  t h e  tw o  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  a 

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

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

o f  p r o l i f e r a t i o n  b y  LTB^, a n d  IFN-gamma r e d u c e d  T c e l l  

p r o l i f e r a t i o n  b u t  h a d  no  d e t e c t a b l e  e f f e c t  on  LREF
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g e n e r a t i o n .

The r e d u c t i o n  i n  LREF i s  u n l i k e l y  t o  b e  

a t t r i b u t e d  t o  c a r r y  o v e r  o f  LTB4  f ro m  t h e  c u l t u r e s  

s i n c e  no  LTB^ w as d e t e c t a b l e  i n  t h e  s u p e r n a t a n t s  a f t e r  

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

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

( R o l a - P l e s z c z y z n s k i  1 9 8 5 ) .

IFN-gamma h a s  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  t h e  l y m p h o k in e  

t h a t  m e d i a t e s  L T B ^ - in d u c e d  r e g u l a t i o n  o f  I L - 1  

p r o d u c t i o n  b y  m o n o c y te s  ( R o l a - P l e s z c z y z n s k i  e t  a l  

1 9 8 7 ) .  LTB4  i s  a l s o  a b l e  t o  e n h a n c e  IFN-gam ma 

p r o d u c t i o n  o f  T4+ c e l l s  a n d  t o  i n h i b i t  IFN-gam ma 

g e n e r a t i o n  b y  T 8 + c e l l s  ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  e t  a l  

1 9 8 7 ) .  T h u s  i t  m i g h t  b e  s u g g e s t e d  t h a t  LTB4  

i n h i b i t i o n  o f  LREF g e n e r a t i o n  i s  m e d i a t e d  b y  

IFN-gam m a. H o w ev e r ,  i n  my s y s t e m  t h e  a d d i t i o n  o f  

IFN-gamma d i d  n o t  a f f e c t  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF, 

t h o u g h  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  was i n h i b i t e d  b y  IFN-gam m a 

i n  t h e  p a r a l l e l  e x p e r i m e n t s .  T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  

t h a t  t h e  e f f e c t  o f  LTB^ on  LREF g e n e r a t i o n  w as n o t  

t h r o u g h  t h e  a c t i o n  o f  IFN-gam m a. F u r t h e r m o r e  t h e  

i n h i b i t i o n  o f  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  was n o t  d u e  t o  a 

c y t o t o x i c  e f f e c t  o f  LTB^ o r  IFN-gam m a, s i n c e  c e l l  

v i a b i l i t y  a f t e r  c u l t u r e  w as a lw a y s  g r e a t e r  t h a n  90%.

I t  r e m a i n s  p o s s i b l e  t h a t  IFN-gamma a n d  LTB^ a f f e c t  

d i f f e r e n t  T c e l l  s u b s e t s ,  l e a d i n g  t o  d i f f e r e n t i a l  

e f f e c t s  on  LREF p r o d u c t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n .
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I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  LTB4  c a n  a u g m en t  

m o n o c y te  f u n c t i o n  a n d  e n h a n c e  I L - 1  a n d  tu m o r  n e c r o s i s  

f a c t o r  (TNF) g e n e r a t i o n  ( R o l a - P l e s z c z y n s k i  & L e m a i r e  

1 9 8 5 ; G agnon  e t  a l  1 9 8 7 ) ,  h o w e v e r ,  LREF g e n e r a t i o n  i s  

r e d u c e d .  T h e r e f o r e  i t  s ee m s  u n l i k e l y  t h a t  LREF i s  

g e n e r a t e d  f r o m  m o n o c y te s  s i n c e  LTB4  e n h a n c e s  m o n o k in e  

g e n e r a t i o n  a n d  i n h i b i t s  LREF g e n e r a t i o n .  T ak en  

t o g e t h e r  w i t h  my p r e v i o u s  f i n d i n g s  t h a t  LREF c a n  b e  

g e n e r a t e d  f r o m  hum an T4+ c e l l  l i n e s  a n d  f ro m  m o n o c y te  

d e p l e t e d  ER+ l y m p h o c y t e s  ( C h a p t e r  4&5) i t  seem s  

u n l i k e l y  t h a t  LREF i s  d e r i v e d  f ro m  m o n o c y t e s .

LTB^ g e n e r a t i o n  d e p e n d s  on  t h e  a c t i v a t i o n  o f  

p h o s p h o l i p a s e  A2 w h ic h  c l e a v e s  a r a c h i d o n i c  a c i d  f r o m  

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

5 - l i p o x y g e n a s e  p a t h w a y .  G l u c o c o r t i c o i d s  c a n  i n d u c e  a 

p h o s p h o l i p a s e  A2 i n h i b i t o r y  p r o t e i n  i n  n e u t r o p h i l s  

( H i r a t a  e t  a l  1 9 8 0 ) .  My r e s u l t s  sh o w ed  t h a t  t h e  

c a p a c i t y  o f  n e u t r o p h i l s  t o  g e n e r a t e  LTB4  w as n o t  

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

f o r  up  t o  60 m in .  T h i s  i s  n o t  e n t i r e l y  s u r p r i s i n g  

s i n c e  new p r o t e i n  s y n t h e s i s  i n  r e s p o n s e  t o  DEX u s u a l l y  

t a k e s  s e v e r a l  h o u r s  ( P l a u t  1 9 8 7 ) .

S i n c e  LREF c a n  b e  g e n e r a t e d  b y  a l l e r g e n -  

- s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s  ( c h a p t e r  4 ) ,  I  e x a m in e d  t h e  

e f f e c t s  o f  t h e  a n t i - a l l e r g i c  d r u g  DSCG on  LREF 

g e n e r a t i o n  b y  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC. I n  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  DSCG h a d  n o  e f f e c t  on  LREF g e n e r a t i o n  n o r
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d i d  i t  h a v e  a n y  e f f e c t  on  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a t  a l l
— 5 _ o

c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d  ( r a n g e  o f  10 M t o  10 M) . 

A l t h o u g h  DSCG h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a v e  an  

i i r u n u n o r e g u l a t o r y  e f f e c t  ( a t  v e r y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n )  

(1 0 - ^M) (Wang & Wang 1 9 8 6 ) ,  t h e  e f f e c t  o f  DSCG o n  c e l l  

m e d i a t e d  im m u n i ty  r e m a i n s  i l l  d e f i n e d .

I n  c o n c l u s i o n ,  LTB4  c a n  down r e g u l a t e  LREF 

g e n e r a t i o n  b y  T - c e l l s ,  r e p r e s e n t i n g  a  fo rm  o f  n e g a t i v e  

f e e d b a c k  c o n t r o l  w h ic h  may i n f l u e n c e  t h e  m a g n i t u d e  o f  

t h e  i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e .  T h i s  i n h i b i t i o n  a p p e a r s  t o  

i n v o l v e  s p e c i f i c  s u p p r e s s i o n  o f  t h e  p r o d u c t i o n  o f  LREF 

a n d  i n  c o n t r a s t  t o  o t h e r  LTB4  d r i v e n  r e g u l a t o r y  

s y s t e m s ,  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  b e  m e d i a t e d  b y  IFN -gam m a.
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6.5 Summary

The r e g u l a t i o n  o f  p r o d u c t i o n  o f  LREF was s t u d i e d  

b y  c u l t u r i n g  PBMC w i t h  PHA a n d  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  LTB^, d e x a m e th a s o n e  (DEX) , d i s o d i u m  c r o m o g l y c a t e  

(DSCG) a n d  g a m m a - i n t e r f e r o n .

LREF p r o d u c t i o n  w as d e c r e a s e d  i n  a  d o s e - d e p e n d e n t
_O _1 1

m a n n e r  b y  LTB4  (10 t o  10 M ). T h i s  d e c r e a s e  i n  

LREF a c t i v i t y  w as show n b y  g e l  f i l t r a t i o n  t o  b e  

a s s o c i a t e d  w i t h  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  am oun t o f  3 5 -4 5  kD 

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

r e d u c t i o n  i n  LREF g e n e r a t i o n  w as o b s e r v e d  w i t h  DEX.

DEX h a d  no  d i r e c t  e f f e c t  on  LTB^ p r o d u c t i o n  b y  

n e u t r o p h i l s  i n  t h i s  a s s a y  s y s t e m .  I n  c o n t r a s t ,  

g a m m a - i n t e r f e r o n  r e d u c e d  PBMC p r o l i f e r a t i o n  b u t  d i d  

n o t  a f f e c t  LREF g e n e r a t i o n .  DSCG h a d  no e f f e c t  on  

b o t h  LREF g e n e r a t i o n  a n d  PBMC p r o l i f e r a t i o n .

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

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

p r o l i f e r a t i o n  a n d  t h a t  n e g a t i v e  f e e d b a c k  b y  LTB^ i s  a  

p o s s i b l e  r e g u l a t o r y  m e c h a n is m .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  

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

b e tw e e n  human n e u t r o p h i l s  a n d  PBMC, t h r o u g h  t h e  

m e d i a t o r s  LTB^ a n d  LREF.
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Table 6.1

Effect of LTB^ on PHA-stimulated PBMC proliferation

LTB4 (M) PHA (5 u g /m l ) c . ; p . m.

0 + 31342 + 6 5 8 8 a

1 0 " 1 1 + 31850 + 6647

1 0 " 1 0 + 29636 + 7195

1 0 " 9 + 29136 + 7379b

1 0 - 8 + 27742 + 6573b

0 - 343 + 36

\—tX—\1oX—
1 - 364 + 65

o 1 I-* o - 323 + 37

1 0  9 - 400 + 75

001oI—
1 - 507 + 81

a .  PBMC w e re  c u l t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  PHA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  LTB^ f o r  48 h o u r  a n d  
p r o l i f e r a t i o n  w as  a s s e s s e d  b y  a d d i t i o n  o f  ^H-TdR f o r  t h e  
f i n a l  6  h o u r  o f  t h e  c u l t u r e
D a ta  r e p r e s e n t s  t h e  m ean  + s . e . m .  o f  f o u r  e x p e r i m e n t s

b .  T c e l l  m i t o g e n e s i s  w as s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  b y  LTB4  a t  
1 0  9  a n d  1 0  w hen  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  c u l t u r e  w i t h  
no  a d d e d  LTB4  (p < 0 . 0 5 ) .
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Table 6.2

Effect of dexamethasone (DEX) on PHA-stimulated PBMC proliferation

Dex (M) PHA (5 u g /m l ) c . p .m.

0 + 41301 + 6 8 0 8 a

031Ot—
1 + 15550 + 4 3 6 7 b

1 0 " 7 + 6066 + 1284b

1 0 " 6 + 4639 + 1463b

1 0 “ 5 + 3122 + 463b

0 - 537 + 36

o
i 00 - 165 +_ 2 1

1 0 “ 7 - 352 + 18

1 0 ~ 6 - 155 + 33

1 0 “ 5 - 198 + 54

a .  PBMC w e r e  c u l t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  PHA i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  DEX f o r  48 h o u r s  a n d  
p r o l i f e r a t i o n  w as a s s e s s e d  b y  a d d i t i o n  o f  8 H-TdR f o r  t h e  
f i n a l  6  h o u r  o f  t h e  c u l t u r e
D a ta  r e p r e s e n t s  t h e  m ean  + s . e . m .  o f  f o u r  e x p e r i m e n t s

b .  T - c e l l  m i t o g e n e s i s  w as s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  b y  DEX 
f ro m  1 0  8  t o  1 0  5  when c o m p a r e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  c u l t u r e  
w i t h  no  a d d e d  DEX ( p < 0 . 0 1 ) .
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Table 6.3

Effect of IFN-qamma on PHA-stimulated PBMC proliferation

IFN-gamma (U /m l) PHA (5 u g /m l ) c . p . m .

0 + 31301 + 7 1 3 9 a

1 + 32402 + 9240

1 0 + 29746 ± 10079

1 0 0 + 28259 ± 8883

1 0 0 0 + 23060 ± 7671

0 - 385 + 44

1 - 545 + 79

1 0 - 327 + 1 1

1 0 0 - 314 + 82

1 0 0 0 - 751 + 32

a .  PBMC w e re  c u l t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  PHA i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  IFN-gamma f o r  48 h o u r s  a n d  
p r o l i f e r a t i o n  w as a s s e s s e d  b y  a d d i t i o n  o f  ^H-TdR f o r  t h e  
f i n a l  6  h o u r  o f  t h e  c u l t u r e .
D a ta  r e p r e s e n t s  t h e  m ean + s . e . m .  o f  t h r e e  e x p e r i m e n t s .

127.



Table 6.4

Effect of DSCG on PHA-stimulated PBMC proliferation

DSCG (M) PHA 5 u g /m l c . p . m .

1 0 " 5 + 4 8 8 2 7 ± 2 9 a

o 1
<

j\

+ 4 4 7 9 5 ± 1 3

1 0  7 + 4 3 5 0 9 ± 5 6

t—1 o l 00 + 4 4 6 6 2 + 3 5 0

0 + 4 9 0 6 1 + 1 6 3

0 - 205+82

a .  PBMC w e r e  c u l t u r e d  w i t h  o r  w i t h o u t  PHA i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  DSCG f o r  48 h o u r s  a n d  
p r o l i f e r a t i o n  w as a s s e s s e d  b y  a d d i t i o n  o f  ^H-TdR f o r  t h e  
f i n a l  6  h o u r  o f  t h e  c u l t u r e .
D a ta  r e p r e s e n t  t h e  m ean + s . e . m .  o f  f o u r  e x p e r i m e n t s .
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Concentration of LTB4 (M)

F i g u r e  6 . 1 :  E f f e c t  o f  LTB^ o n  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF f r o m
P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s .  PBMC w e re  t r e a t e d  w i t h  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  LTB/ i n  t h e  p r e s e n c e  ( c l o s e d  
c i r c l e )  o r  a b s e n c e  (o p e n  c i r c l e )  o f  PHA f o r  48 h o u r s .
C e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  d i a l y s d  a g a i n s t  
PBS, a n d  t h e n  t e s t e d  f o r  t h e  LREF a c t i v i t y .  E a c h  p o i n t  
r e p r e s e n t s  m ean ±  s . e . m .  o f  f o u r  e x p e r i m e n t s .
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S u p e r o s e  - 1 2

Vo F ra c tio n  n um b e r

F i g u r e  6 . 2 :  C o m p a r i s o n  o f  LREF r e c o v e r e d  by  FPLC g e l  
f i l t r a t i o n  o f  t h e  s u p e r n a t a n t s  f r o m  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC 
c u l t u r e s  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  LTB^. Two 
m i l l i l i t r e s  o f  10 f o l d  c o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  f ro m  
P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s  ( e i t h e r  w i t h  ( c l o s e d  c i r c l e )  
o r  w i t h o u t  (o p e n  c i r c l e )  LTB4 ) w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  c o lu m n ,  
1  m l o f  co lu m n  f r a c t i o n s  w e re  c o l l e c t e d  a n d  t e s t e d  f o r  
e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  i n  r e s p o n s e  
t o  IgG b e a d s .  D a ta  p r e s e n t e d  a s  % e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ a s  
c o m p a re d  w i t h  b u f f e r  c o n t r o l .  The d e c r e a s e  i n  LREF 
g e n e r a t i o n  a t t r i b u t a b l e  t o  LTB4  i n  t h e  c u l t u r e  s y s t e m  i s  
r e p r e s e n t e d  b y  t h e  o p e n  c o l u m n s . M o l e c u l a r  w e i g h t  m a r k e r s  
w e re  i n d i c a t e d  a t  t h e  t o p  o f  t h e  f i g u r e .  I n  t h i s  
e x p e r i m e n t ,  b u f f e r  c o n t r o l  i n  12 p  m o l e s / 1 0 °  c e l l s ,  fMLP 
(5x10 °M) o b t a i n e d  20 p  m o le s  (=67% e n h a n c e m e n t ) .
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F i g u r e  6 . 3 :  E f f e c t  o f  d e x a m e t h a s o n e  (DEX) o n  t h e
g e n e r a t i o n  o f  LREF f r o m  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s .
PBMC w e r e  t r e a t e d  w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  DEX i n  
t h e  p r e s e n c e  ( c l o s e d  c i r c l e )  o r  a b s e n c e  (open, c i r c l e )  o f  
PHA f o r  48 h o u r s .  C e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  c o l l e c t e d  
a n d  t e s t e d  f o r  t h e  LREF a c t i v i t y .  The d i r e c t  e f f e c t  o f  
DEX on  LTB4  g e n e r a t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  (N) i n  r e s p o n s e  t o  
I g G - b e a d s  was  a l s o  m e a s u r e d  ( c l o s e d  t r i a n g l e ) . E a c h  p o i n t  
r e p r e s e n t s  mean  + s . e . m .  o f  f o u r  e x p e r i m e n t s .
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F i g u r e  6 . 4 :  E f f e c t  o f  IFN-gamma on  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF
f r o m  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s .  PBMC w e r e  t r e a t e d  w i t h  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  IFN-gamma i n  t h e  p r e s e n c e  
( c l o s e d  c i r c l e )  o r  a b s e n c e  (o p e n  c i r c l e )  o f  PHA f o r  48 

h o u r s .  C e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  t e s t e d  
f o r  t h e  LREF a c t i v i t y .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  m ean  + 
s . e . m .  o f  t h r e e  e x p e r i m e n t s .
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25 n

Concentration of DSCG(M)

F i g u r e  6 . 5 :  E f f e c t  o f  DSCG on  t h e  g e n e r a t i o n  o f  LREF f r o m  
P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s .  PBMC w e r e  t r e a t e d  w i t h  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  DSCG i n  t h e  p r e s e n c e  ( c l o s e d  
c i r c l e )  o r  a b s e n c e  ( o p e n  c i r c l e )  o f  PHA f o r  48 h o u r s .
C e l l  f r e e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  t e s t e d  f o r  t h e  
LREF a c t i v i t y .  B a s e l i n e  LTB^ g e n e r a t i o n  (C) o b t a i n e d  10±2 
p  m o l e s / 1 0 bc e l l s . E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  mean  ±  s . e . m .  o f  
f o u r  e x p e r i m e n t s .
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CHAPTER 7 .

PURIFICA TIO N  AND CHARACTERIZATION OF LREF
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7.1 Introduction

I  h a v e  d e s c r i b e d  a n  LTB4  r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  

(LREF) i n  s e r u m - f r e e  s u p e r n a t a n t s  o f  P H A - s t i m u l a t e d  

human PBMC c u l t u r e s ,  w h i c h  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e s  LTB^ 

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

w i t h  I g G - c o a t e d  S e p h a r o s e  b e a d s . My i n i t i a l  

c h a r a c t e r i z a t i o n  s h o w e d  LREF was  a s s o c i a t e d  w i t h  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 5 - 4 5  kD b y  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  a 

p i  o f  5 . 0 - 5 . 2 .  I n  t h i s  s t u d y  I  h a v e  r e f i n e d  t h e  

m e t h o d o l o g y  i n  o r d e r  t o  p u r i f y  LREF f r o m  

P H A - s t i m u l a t e d  PBMC b u l k  c u l t u r e s .

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

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

a m o u n t s  o f  m a t e r i a l .  I t  i s  a p p a r e n t  t h a t  LREF i s  

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

s t i m u l a t e d  human l y m p h o c y t e s .  R e c e n t l y  l e u k a p h e r e s i s  

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

( F e i g e  & 'S o r g  19 8 4 ) ,  w h i c h  a r e  f u n c t i o n a l l y  c o m p a r a b l e  

w i t h  PBMC i s o l a t e d  b y  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d s .  

L e u k a p h e r e s i s  i s  commonly  u s e d  f o r  t r e a t m e n t  o f  

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

t h o u g h t  t o  b e h a v e  n o r m a l l y  i n  f u n c t i o n a l  a s s a y s  ( F e i g e  

& S o r g  19 84) . M o r e o v e r  l y m p h o k i n e  g e n e r a t i o n  h a s  b e e n  

s t u d i e d  i n  l e u k e m i c - l y m p h o m a  c e l l  l i n e s  (M eshulam 

e t  a l  19 82) . I  t h e r e f o r e  a t t e m p t e d  t o  p u r i f y  LREF 

f r o m  PBMC r e c o v e r e d  f r o m  l e u k a p h e r e s i s  b l o o d  p a c k s .

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

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

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

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

t o  f a c i l i t a t e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  e f f i c a c y  o f  t h e  

p u r i f i c a t i o n  s t e p s .  From 1 . 2  l i t r e  o f  PBMC 

s u p e r n a t a n t  2 u g  o f  p r o t e i n  w e r e  r e c o v e r e d .  The 

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

c e r t i f i e d  b y  tw o  m e t h o d s ,  r e c o v e r y  o f  b i o l o g i c a l  

a c t i v i t y  f r o m  c o lu m n  f r a c t i o n s  a n d  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a  

p r o t e i n  b a n d  on  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  a n d  SDS-PAGE 

g e l s .  The p u r i f i e d  m a t e r i a l  w as  a l s o  t e s t e d  f o r  

e s t e r a s e  a c t i v i t y ,  b y  t r e a t m e n t  w i t h  s e r i n e  e s t e r a s e  

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

(PMSF) , i n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  r e l a t i o n s h i p  t o  L IF  

( R o c k l i n  & R o s e n t h a l  1977)  .
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7 . 2  M a t e r i a l s  a n d  M e th o d s

7 . 2 . 1  PBMC c u l t u r e s

PBMC s u p e r n a t a n t  w as  p r e p a r e d  f r o m  t h e  c e l l s  

r e c o v e r e d  f r o m  t h e  l e u k a p h e r e s i s  p a c k s  o f  7 d i f f e r e n t  

d o n o r s .  C e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  PHA f o r  2 h r ,  

w a s h e d  o n c e ,  a n d  c u l t u r e d  f o r  a  f u r t h e r  48 h r  i n  

P H A - f r e e  R P M I-1640 .  The  s u p e r n a t a n t s  w e r e  p o o l e d  a n d  

c o n c e n t r a t e d  1 0 0 - f o l d  u s i n g  a h o l l o w  f i b r e  c a r t r i d g e  

(HIP 5 - 2 0 )  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  c u t - o f f  o f  5000 

d a l t o n s  (MWCO 5 0 0 0 ) ,  f o l l o w e d  b y  D i a f l o  

u l t r a f i l t r a t i o n  o n  a  YMCO 5000 (Amicon L t d . ,  U . K . ) .

7 . 2 . 2  G e l  f i l t r a t i o n

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

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( 3 . 2 . 6 a ) .  E a c h  f r a c t i o n  was  

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

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

FPLC f r a c t i o n s  was  a l s o  e v a l u a t e d  u s i n g  t r y p a n  b l u e  

dye  e x c l u s i o n .

7 . 2 . 3  C h r o m a t o f o c u s i n a

T h r e e  m i l l i l i t r e s  o f  t h e  p e a k  o f  n e u t r o p h i l  LTB4  

r e l e a s e  e n h a n c i n g  a c t i v i t y  o b t a i n e d  f r o m  S u p e r o s e  12 

PG w e r e  c o n c e n t r a t e d  t o  1 m l ,  d i a l y s e d  a g a i n s t  0 . 025M 

b i s - t r i s - i m i n o d i a c e t i c  a c i d  b u f f e r ,  pH 7 . 1  (16 h r ,  

4*C) ,  a n d  a p p l i e d  t o  a  Mono-P HR 5 / 2 0  c o lu m n  

( P h a r m a c i a )  e q u i l i b r a t e d  i n  t h e  same b u f f e r .  A 10% 

s o l u t i o n  o f  p o l y b u f f e r  7 4 ,  a d j u s t e d  t o  pH 4 w i t h  

i m i n o d i a c e t i c  a c i d ,  w as  u s e d  f o r  e l u t i o n  a t  a f l o w
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r a t e  o f  0 . 5  m l / m i n .  A l i n e a r  p H - g r a d i e n t  o f  40 ml 

f r o m  pH 7 t o  4 was  g e n e r a t e d  a n d  1 ml f r a c t i o n s  w e r e  

c o l l e c t e d .  The  f r a c t i o n s  w e r e  d i a l y s e d  a n d  

s u b s e q u e n t l y  t e s t e d  f o r  LREA. The c o lu m n  was 

r e g e n e r a t e d  w i t h  2 M i m i n o d i a c e t i c  a c i d  d i s o d i u m  s a l t  

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

e a c h  e x p e r i m e n t .

7 . 2 . 4  I s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  ( IEF)

IEF was  p e r f o r m e d  i n  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  

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

P h a s t  s y s t e m  ( P h a r m a c i a ) . H a l f  m i l l i l i t r e  o f  t h e  FPLC 

f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  LREA w e r e  d i a l y s e d  a g a i n s t  

d i s t i l l e d  w a t e r  ( S p e c t r a / p o r  1 MWCO 6 0 0 0 - 8 0 0 0 ,

S p e c t r u m  M e d i c a l  I n d u s t r i e s  I n c . ,  Los A n g e l e s ,  U . S . A . )  

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

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

20 u l  o f  0 . 9% n o r m a l  s a l i n e  a n d  s e p a r a t e d  on  P h a s t  G e l  

IEF 3 - 9 .  ' G e l s  w e r e  s t a i n e d  by  a  p r o t e i n  s i l v e r  s t a i n  

m e t h o d  ( B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s  L t d . ,  U . K . ) .  I s o e l e c t r i c  

p o i n t  c a l i b r a t i o n  s t a n d a r d s  i n  t h e  r a n g e  o f  p i  3 - 1 0 ,  

w e r e  r u n  on  e a c h  o c c a s i o n :  a m y l o g l u c o s i d a s e  3 . 5 0 ,  

s o y b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  4 . 5 5 ,  b e t a - l a c t o g l o b u l i n  A 

5 . 2 0 ,  b o v i n e  c a r b o n i c  a n h y d r a s e  B 5 . 8 5 ,  human c a r b o n i c  

a n h y d r a s e  B 6 . 5 5 ,  h o r s e  m y o g l o b i n  6 . 8 5 ,  m e t h y l  r e d  

(d y e )  6 . 7 5 ,  h o r s e  m y o g l o b u l i n  7 . 3 5 ,  l e n t i l  l e c t i n  

8 . 1 5 ,  l e n t i l  l e c t i n  8 . 4 5 ,  l e n t i l  l e c t i n  8 . 6 5 ,  

t r y p s i n o g e n  9 . 3 0  ( P h a r m a c i a ) .
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7.2.5 Protein iodination

P r o t e i n  was  l a b e l l e d  b y  c o n j u g a t i o n  w i t h  t h e
125h y d r o x y - s u c c i n i m i d e  e s t e r  o f  3 - ( 4 - h y d r o x y , 5 - [  I ]  

i o d o p h e n y l )  p r o p i o n i c  a c i d  (Amersham I n t e r n a t i o n a l  

p i c ,  Amersham, B u c k s ,  U . K. )  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  

d e s c r i b e d  b y  B o l t o n  a n d  H u n t e r  ( B o l t o n  & H u n t e r  1973)  . 

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

o b t a i n e d  f r o m  t h e  Mono-P s e p a r a t i o n  was  d i a l y s e d  

a g a i n s t  0 . 005M b o r a t e  b u f f e r ,  pH 8 . 5 ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  

t o  50 u l  (3 u g ) . T h i s  was  a d d e d  t o  t h e  d r i e d  

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

15 m in  a t  0*C.  U n r e a c t e d  e s t e r  was  r e a c t e d  w i t h  

0 . 5  ml o f  0 . 2M g l y c i n e  i n  0 . 1M b o r a t e  b u f f e r ,  pH 8 . 5 ,  

f o r  5 m in  a t  0*C t o  a v o i d  s u b s e q u e n t  c o n j u g a t i o n  t o  

c a r r i e r  p r o t e i n s .  The i o d i n a t e d  LREF was  s e p a r a t e d  

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

r e a c t i o n ,  g l y c i n e  c o n j u g a t e  a n d  3 - ( 4 - h y d r o x y p h e n y l )  

p r o p i o n i c ' a c i d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  u s i n g  S e p h a d e x  G-50 

( f i n e  g r a d e )  ( P h a r m a c i a )  ( 0 . 9 x 2 5  cm c o l u m n ) .  To 

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

t h e  S e p h a d e x  was  e q u i l i b r a t e d  a n d  e l u t e d  w i t h  0 . 0 5M 

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 5 ,  c o n t a i n i n g  0 . 25% w / v  

g e l a t i n .

7 . 2 . 6  A n io n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y

One m i l l i l i t r e  o f  LREF r e c o v e r e d  f r o m  Mono-P 

c o lu m n  f r a c t i o n s  o r  l a b e l l e d  LREF was d i a l y s e d  f o r  

24 h r  a t  4*C a g a i n s t  20mM b i s - t r i s - H C l  b u f f e r ,  pH 6 . 5
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( b u f f e r  A ) , a n d  a p p l i e d  t o  a Mono-Q HR 5 / 5  c o lu m n  

( P h a r m a c i a )  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  e q u i l i b r a t e d  

w i t h  t h e  same b u f f e r .  A b i s - t r i s - H C l  b u f f e r  

c o n t a i n i n g  1 . OM N a C l ,  pH 6 . 5 ,  was  u s e d  f o r  e l u t i o n  

( b u f f e r  B) a t  a  f l o w  r a t e  o f  1 m l / m i n .  The m o l a r  

c o n c e n t r a t i o n  g r a d i e n t  was  i n c r e a s e d  a t  a r a t e  o f  

17.5mM/ml w i t h  t h r e e  i n t e r v a l s  a t  lOOmM a n d  250mIVI a n d  

500mM N a C l .  The  c o lu m n  was  w a s h e d  w i t h  b u f f e r  B a n d  

r e - e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A.  One m i l l i l i t r e  

f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  d i a l y s e d  f o r  24 h r  

a g a i n s t  PBS (pH 7 . 3 )  a n d  s u b s e q u e n t l y  t e s t e d  f o r  LREF 

a c t i v i t y  a n d  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n .

7 . 2 . 7  SDS-PAGE

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

i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  (SDS-PAGE) 

u s i n g  t h e  P h a s t  s y s t e m  ( P h a r m a c i a ) . F r a c t i o n s  

( 0 . 5  ml) f r o m  a  Mono-P c o lu m n  r u n  o r  l a b e l l e d  LREF 

w e r e  d i a l y s e d  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  l y o p h i l i s e d .  

S a m p le s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  20 u l  o f  b u f f e r  c o n t a i n i n g  

2.5% SDS, lOmM t r i s / H C l ,  ImM EDTA, pH 8 . 0 ,  w i t h  o r  

w i t h o u t  5% ^ S - m e r c a p t o e t h a n o l , a n d  h e a t e d  f o r  1 0  m in  

( 1 0 0 ’ C) .  B r o m o p h e n o l  b l u e  was a d d e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  

0 . 01%.  Any i n s o l u b l e  m a t e r i a l  was  r e m o v e d  b y  

c e n t r i f u g a t i o n  ( 1 0 , 0 0 0 g  f o r  5 m i n :  Beckman M i c r o f u g e )  

t o  p r e v e n t  s t r e a k i n g  p a t t e r n s  i n  t h e  d e v e l o p e d  g e l .

S a m p l e s  w e r e  s e p a r a t e d  on  S D S - P h a s t  g e l s  (8-25% 

a c r y l a m i d e  g r a d i e n t ) . The g e l s  w e r e  s t a i n e d  b y  a
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p r o t e i n  s i l v e r  s t a i n  m e t h o d  (B io - R a d )  . P h o s p h o r y l a s e  

(94 k D ) , b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  (67 k D ) , o v a l b u m i n  

(43 k D ) , c a r b o n i c  a n h y d r a s e  (30 kD) , S o y b e a n  t r y p s i n  

i n h i b i t o r  ( 2 0 . 1  kD) a n d  a l p h a - l a c t a l b u m i n  ( 1 4 . 4  kD) 

w e r e  u s e d  a s  m o l e c u l a r  m a r k e r s .  The g e l s  w e r e  p l a c e d  

on  a f i l t e r  p a p e r ,  d r y e d  a n d ,  when a p p r o p r i a t e ,  

e x p o s e d  t o  X - r a y  f i l m  a t  - 7 0 *C f o r  t h r e e  d a y s  f o r  

a u t o r a d i o g r a p h y .

7 . 2 . 8  T r e a t m e n t  o f  LREF w i t h  s e r i n e  e s t e r a s e  

i n h i b i t o r  PMSF

PMSF ( p h e n y l m e t h y l s u l p h o n y l  f l u o r i d e )  was 

o b t a i n e d  f r o m  S ig m a  C h e m i c a l s  a n d  d i s s o l v e d  i n  100% 

i s o p r o p a n o l  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0.1M.  The p u r i f i e d  

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

10~4M PMSF f o r  30 m in  a t  37*C. A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  

s u p e r n a t a n t s  w e r e  d i a l y s e d  e x t e n s i v e l y  a g a i n s t  0 . 15M 

PBS f o r  18 h r  a n d  t h e n  a l i q u o t e d  an d  s t o r e d  a t  - 7 0 ‘ C 

u n t i l  t e s ' t e d .  0 . 1% i s o p r o p a n o l  a n d  PBS w e r e  u s e d  a s  

n e g a t i v e  c o n t r o l s .
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7 . 3  R e s u l t s

7 . 3 . 1  P u r i f i c a t i o n  o f  LREF bv  g e l  f i l t r a t i o n ,  

c h r o m a t o f o c u s i n a  an d  a n i o n  e x c h a n g e  

c h r o m a t o g r a p h y

LREF w as  p r o g r e s s i v e l y  p u r i f i e d  f r o m  100 t i m e s  

c o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  u s i n g  a  c o m b i n a t i o n  o f  

S u p e r o s e - 1 2  PG g e l  f i l t r a t i o n ,  c h r o m a t o f o c u s i n g ,  a n d  

a n i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y .  T h i s  g a v e  a h o m o g e n o u s  

p r e p a r a t i o n  o f  LREF a s  j u d g e d  b y  SDS-PAGE a n a l y s i s .

C o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  w e r e  f r a c t i o n a t e d  

b y  g e l  f i l t r a t i o n  u s i n g  S u p e r o s e - 1 2  PG i n  an  FPLC 

s y s t e m .  I n  t h e  f i r s t  s e t  o f  e x p e r i m e n t s ,  t h e  c o l u m n  

was e l u t e d  w i t h  PBS b u f f e r .  A f t e r  t e s t i n g  f o r  LREA 

t h e  f r a c t i o n s  (7 ml)  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a c t i v i t y  w e r e  

p o o l e d  (MW r a n g e  35 t o  70 kD) a n d  a p p l i e d  t o  t h e  same 

co lu m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  20mM NH4 HCO3  b u f f e r .  The 

h i g h e s t  p e a k  o f  e n h a n c e m e n t  o f  LTB^ r e l e a s e  o f  t h i s  

s a m p l e ,  h a d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  40 kD t o  60 kD.

( F i g  7 . 1 ) .  The v i a b i l i t y  o f  n e u t r o p h i l s  a f t e r  

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

90%.

LREF w as  f u r t h e r  p u r i f i e d  a n d  c h a r a c t e r i z e d  i n  

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

a Mono-P c o l u m n  i n  t h e  FPLC s y s t e m .  S a m p l e s  w e r e  

f o c u s e d  on a  pH g r a d i e n t  b e t w e e n  7 . 1  a n d  4 . 0 .  The  

h i g h e s t  p e a k  o f  s p e c i f i c  a c t i v i t y  was r e c o v e r e d  

b e t w e e n  pH 5 . 0  a n d  5 . 2  ( F i g  7 . 2 )
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T h e s e  s a m p l e s  w e r e  f u r t h e r  p u r i f i e d  b y  a n i o n  

e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  (Mono-Q) c o lu m n  i n  FPLC 

s y s t e m .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  u s i n g  c o n t i n u o u s  

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

p r o t e i n  s p e c i e s  a n d  tw o  g r a d i e n t  s t e p s  w e r e  i n t r o d u c e d  

t o  i m p r o v e  r e s o l u t i o n .  Two p e a k s  o f  LREF a c t i v i t y  

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

200mM a n d  300mM N aC l  i n  20mM b i s - t r i s  pH 6 . 5 .  M o s t  o f  

t h e  a c t i v i t y  w as  d e t e c t e d  i n  t h e  f i r s t  p e a k  a n d  some 

i n  t h e  s e c o n d .  When t h e  s a l t  g r a d i e n t  was  

c o n t i n u o u s l y  a p p l i e d ,  no  f u r t h e r  a c t i v i t y  was  o b s e r v e d  

( F i g  7 . 3 ) .

P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  i n  e a c h  f r a c t i o n  was  

d e t e r m i n e d  b y  B i o - R a d  p r o t e i n  m i c r o a s s a y  u s i n g  b o v i n e -  

g a m m a - g l o b u l i n  a s  a  s t a n d a r d  ( B i o - R a d  L a b o r a t o r i e s  

L t d . ,  U . K . ) .  The  s p e c i f i c  a c t i v i t y  (% E n h a n c e m e n t  o f  

LTB4  g e n e r a t i o n  p e r  m i c r o g r a m  o f  p r o t e i n )  was  

s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  7 . 1 .

7 . 3 . 2  A n a l y s i s  o f  t h e  p u r i t y  o f  LREF b v  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  a n d  SDS-PAGE

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

b y  P h a s t  G e l  IEF  3 - 9 .  S e v e r a l  p r o t e i n  b a n d s  w e r e  

d e t e c t e d ,  a l l  h a v i n g  a n  i s o e l e c t r i c  p o i n t  ( PI )  b e t w e e n

4 . 6  a n d  5 . 2  ( F i g  7 . 4 ) .  S a m p le s  c o n t a i n i n g  t h e  h i g h e s t  

LREF s p e c i f i c  a c t i v i t y  w e r e  s e p a r a t e d  b y  P h a s t  G e l  SDS 

g r a d i e n t  8 - 2 5 .  O n l y  o n e  p r o t e i n  b a n d  was d e t e c t e d ,  

w h i c h  was a s s o c i a t e d  w i t h  a m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  60 kD
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( F i g  7 . 5 ) .  When t h e  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d  i n  r e d u c i n g

c o n d i t i o n s  a n d  s e p a r a t e d  b y  SDS-PAGE, t h e  p r o t e i n  b a n d

was  f o u n d  a t  60 kD ( F i g  7 . 6 ) .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  a l s o

u s e d  f o r  p r o t e i n  i o d i n a t i o n .  S e v e r a l  s t e p s  w e r e  u s e d

t o  s t u d y  t h e  p u r i t y  o f  I - l a b e l l e d  p r o t e i n .
1 2  5F i r s t l y ,  I - p r o t e m  was  s e p a r a t e d  b y  P h a s t  G e l  SDS

g r a d i e n t  8 - 2 5  a n d  o n l y  o n e  p r o t e i n  b a n d  a s s o c i a t e d

w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  60 kD ( F i g  7 . 7 )  was

1 7  5d e t e c t e d  b y  a u t o r a d i o g r a p h y .  S e c o n d l y ,  I - p r o t e i n  

was a p p l i e d  t o  a n i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  

r a d i o a c t i v i t y  w as  r e c o v e r e d  i n  tw o  p e a k s  ( f r a c t i o n s  19 

Sc 20 ,  a n d  f r a c t i o n s  32 & 3 3 ) ,  w h i c h  w e r e  e l u t e d  w i t h  

200mM a n d  300mM N aC l  i n  20mM b i s - t r i s  pH 6 . 5  

( F i g  7 . 8 a ) .  S u b s e q u e n t  c h r o m a t o g r a p h y  on  a 

S u p e r o s e - 1 2  PG c o l u m n  sh o w ed  t h a t  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  

b o t h  Mono-Q c o l u m n  f r a c t i o n s  was  a s s o c i a t e d  w i t h  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  40 kD ( F i g  7 . 8 b ) .

7 . 3 . 3  PMSF e f f e c t  on  LREF a c t i v i t y

LREF p r e p a r a t i o n s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  PMSF f o r  

30 m in  a t  3 7 ' C,  e x t e n s i v e l y  d i a l y s e d  t o  r em o v e  t h e  

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

r e s i d u a l  a c t i v i t y .  R e s u l t s  sh o w ed  t h a t  10_ 4 M PMSF c a n  

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

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

c o n t r o l .  I s o p r o p a n o l  h a d  no  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  LREF 

a c t i v i t y  ( F i g  7 . 9 ) .
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7 . 4 D i s c u s s i o n

The a v a i l a b i l i t y  o f  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  PBMC f r o m  

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

t o  p u r i f y  LREF. From 1200 m i l l i l i t r e s  o f  c e l l  f r e e  

s u p e r n a t a n t ,  2 u g  o f  p r o t e i n  w i t h  LREF a c t i v i t y  was  

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

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

G e l  f i l t r a t i o n  c a n  s e p a r a t e  p r o t e i n s  on  t h e  b a s i s  

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

p o r e  s i z e .  S m a l l  m o l e c u l e s  a r e  d i s t r i b u t e d  i n  t h e  

a q u e o u s  s o l u t i o n  b o t h  i n s i d e  t h e  b e a d s  a n d  b e t w e e n  

th e m ,  w h e r e a s  l a r g e  m o l e c u l e s  a r e  e x c l u d e d  f r o m  t h e  

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

t h e r e f o r e  f l o w  m o re  r a p i d l y  t h r o u g h  t h e  c o lu m n .  

S u p e r o s e - 1 2  PG c a n  g i v e  a g o o d  r e s o l u t i o n  o f  p r o t e i n s  

i n  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  r a n g e  1 - 3 0 0  kD. U s i n g  t h i s  

m e t h o d  a n d  a m i c o n  u l t r a f i l t r a t i o n  (MWCO 5000)  we c a n  

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

C h r o m a t o f o c u s i n g  a n d  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  ( I EF)  

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

i s o e l e c t r i c  p o i n t  ( p i ) . The p i  o f  a  p r o t e i n  i s  t h e  pH 

a t  w h i c h  i t s  n e t t  c h a r g e  i s  z e r o .  E a c h  p r o t e i n  w i l l  

move u n t i l  i t  r e a c h e s  a p o s i t i o n  i n  t h e  g e l  a t  w h i c h  

t h e  pH i s  e q u a l  t o  t h e  p i  o f  t h e  p r o t e i n .  A n i o n  

e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  c a n  s e p a r a t e  p r o t e i n s  on  t h e  

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

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

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

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

p r o t e i n  on  t h e  b a s i s  o f  m a s s  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  a 

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

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

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

^ - m e r c a p t o e t h a n o l ) . The n e g a t i v e l y  c h a r g e d  

S D S - p r o t e i n  c o m p l e x  m i g r a t e  i n  t h e  d i r e c t i o n  o f  t h e  

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

m o l e c u l a r  s i e v i n g  e f f e c t  t o  s e p a r a t e  p r o t e i n s .  S m a l l  

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

o n e s  r e m a i n  a t  t h e  t o p .

A f t e r  p u r i f i c a t i o n ,  LREF was  f o u n d  t o  h a v e  a 

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 5 - 4 5  kD a s  d e t e r m i n e d  b y  g e l  

f i l t r a t i o n  a n d  50 kD a s  d e t e r m i n e d  b y  SDS-PAGE u n d e r  

b o t h  r e d u c i n g  ( w i t h  ^ - m e r c a p t o e t h a n o l )  a n d  

n o n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n s .  The i s o e l e c t r i c  p o i n t  was  i n  

t h e  r e g i o n  5 . 0 - 5 . 2  a s  d e t e r m i n e d  b y  e a c h  o f  two 

m e t h o d s .  F i r s t l y ,  c h r o m a t o f o c u s i n g ,  u s i n g  a Mono-P 

c o lu m n  l e a d  t o  r e c o v e r y  o f  LREF a c t i v i t y  i n  f r a c t i o n s  

e l u t e d  a t  pH 5 . 0 - 5 . 2 ;  s e c o n d l y ,  i s o e l e c t r o f o c u s i n g  

g e l s  r e v e a l e d  s e v e r a l  p r o t e i n  b a n d s  (pH 5 . 0 - 5 . 2 )  a f t e r  

t r e a t m e n t  w i t h  s i l v e r  s t a i n .

The p u r i f i c a t i o n  w as  m o n i t o r e d  u s i n g  i o d i n a t e d  

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

c h r o m a t o f o c u s i n g .  Two p e a k s  o f  LREA r e c o v e r e d  a f t e r
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Mono-Q s e p a r a t i o n  a n d  t h e s e  c o e l u t e d  w i t h  r a d i o -  

l a b e l l e d  LREF w i t h  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  40 kD a s  

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

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

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

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

p e r c e n t a g e s  o f  g l y c o s y l a t i o n .  The m u l t i p l i c i t y  o f  

b a n d s  o b t a i n e d  o n  IEF a l s o  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p r o t e i n  

may e x i s t  i n  s e v e r a l  g l y c o s y l a t i o n  s t a t e s .

M o l e c u l a r  w e i g h t  d e t e r m i n a t i o n  b y  SDS-PAGE a n d  

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

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

S D S - s y s t e m .  G e l - f i l t r a t i o n  may c o n c e i v a b l y  

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

a b s o r p t i o n  o f  t h e  p r o t e i n  t o  t h e  c o lu m n  p a c k i n g  

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

s t r u c t u r e ,  c o n v e r s e l y  SDS-PAGE c a n  g i v e  an  

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

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

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

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

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

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

t r a v e l s  w i t h  a  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  ( P o d u s l o  1 9 8 1 ) .  

M o l e c u l a r  w e i g h t s  b a s e d  on  SDS-PAGE a r e  p r o b a b l y  a 

m ore  a c c u r a t e  e s t i m a t e  t h a n  t h o s e  o f  m o l e c u l a r  s i z e  i n  

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

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

t h e  i s o l a t e d  c o m p o n e n t  a n d  am in o  a c i d  s e q u e n c i n g .

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

t o  t h a t  o f  t h e  l e u k o c y t e  i n h i b i t o r y  f a c t o r  (L IF)  w h i c h  

h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  a  s e r i n e  e s t e r a s e  ( R o c k l i n  & 

R o s e n t h a l  1 9 7 7 ) ,  w h o se  a c t i v i t y  c a n  b e  b l o c k e d  b y  

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

p h o s p h o f l u o r i d e  (DFP) o r  p h e n y l m e t h l y s u l f o n y l  f l u o r i d e  

(PMSF) . I t  was  t h e r e f o r e  o f  i n t e r e s t  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  LREF was  s e n s i t i v e  t o  e s t e r a s e  i n h i b i t o r s .

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

i n a c t i v a t e d  b y  t h e  e s t e r a s e  i n h i b i t o r  PMSF. T h i s  

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

n o t  p r e s e n t  i n  my LREF p r e p a r a t i o n  o r  e s t e r a s e  

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

LREF a c t i v i t y .  A t  t h i s  t i m e ,  i t  h a s  s t i l l  n o t  b e e n  

p o s s i b l e  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  LIF  a n d  LREF b y  u s i n g  

enzyme i n a c t i v a t i o n  m e t h o d .

T h i s  s t u d y  h a s  shown t h a t  l a r g e  a m o u n t s  o f  LREF 

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

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

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

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

a l l e r g i c  i n f l a m m a t i o n .
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7 . 5  Summary

I n  t h i s  s t u d y  I  a t t e m p t e d  t o  p u r i f y  LREF f r o m  

PBMC r e c o v e r e d  f r o m  l e u k a p h e r e s i s  b l o o d  p a c k s .  

A p p r o x i m a t e l y  2 u g  o f  LREF was o b t a i n e d  f r o m  1 . 2  l i t r e  

o f  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC b u l k  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s , b y  

s e q u e n t i a l  u s e  o f  u l t r a f i l t r a t i o n ,  g e l  f i l t r a t i o n ,  

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

A f t e r  e a c h  s t e p ,  LREF a c t i v i t y  a n d  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  w e r e  d e t e r m i n e d .  P r o t e i n  i o d i n a t i o n  was  

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

The m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  LREF w as  60 kD a s  d e t e r m i n e d  

b y  SDS-PAGE. The p i  was  5 . 0 - 5 . 2  a s  d e t e r m i n e d  b y  g e l  

IEF a n d  c h r o m a t o f o c u s i n g .  T h e s e  s t u d i e s  i n d i c a t e  t h a t  

LREF c a n  b e  g e n e r a t e d  b y  b u l k  c u l t u r e s  o f  PBMC f r o m  

l e u k a p h e r e s i s  b l o o d  p a c k s .

The p r o t e a s e  i n h i b i t o r  PMSF was u s e d  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  t h e  p u r i f i e d  LREF was i d e n t i c a l  t o  t h e  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  l y m p h o k i n e  L I F .  S i n c e  LREF 

a c t i v i t y  w as  r e s i s t a n t  t o  PMSF, i t  a p p e a r s  a t  p r e s e n t  

t h a t  LREF i s  b i o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  L I F ,  t h o u g h  

t h e i r  m o l e c u l a r  s i z e  a n d  p i  a r e  v e r y  s i m i l a r .
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T a b l e  7 . 1

P r o g r e s s i v e  P u r i f i c a t i o n  o f  LREF

Volume
(ml)

Mean e n h a n c e m e n t  
o f  LTB4  

g e n e r a t i o n  (%)

Mean p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  

(ug)

Mean s p e c i f i c  
a c t i v i t y  (% 

e n h a n c e m e n t / u g )

S u p e r o s e ,
(PBS)™

1 2 1 103 4 1 . 3 2 . 1

S u p e r o s e
(nh 4 h c o 3 ) \ h

3 63 1 9 . 7 1 1 . 8

Mono-P ^ 3 76 3 . 2 9 2 . 4

Mono-Q  ̂  ̂^ 3 92 2 . 6 1 4 0 . 0

g e l  f i l t r a t i o n
c h r o m a t o f o c u s i n g
a n i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y
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F i g u r e  7 . 1 :  G e l  f i l t r a t i o n  (FPLC, S u p e r o s e - 1 2  p r e p  g r a d e )  
o f  c o n c e n t r a t e d  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s . Two 
m i l l i l i t r e s  o f  100 f o l d  c o n c e n t r a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t s  
w e r e  c h r o m a t o g r a p h e d  on  S u p e r o s e  12 PG i n  PBS, a n d  
f r a c t i o n s  w i t h  LREF a c t i v i t y  ( 3 5 - 7 0  kD) w e r e  p o o l e d  a n d  
c o n c e n t r a t e d  t o  2 m l .  T h e s e  s a m p l e s  w e r e  a p p l i e d  t o  a 
s e c o n d  S u p e r o s e  12 PG c o lu m n  e q u i l i b r a t e d  w i t h  a n  ammonium 
b i c a r b o n a t e  b u f f e r .  LREF a c t i v i t y  was  m e a s u r e d  i n  e a c h  
f r a c t i o n  ( t h i s  f i g u r e ) , a n d  t h e  p e r c e n t a g e  e n h a n c e m e n t  o f  
LTB4  g e n e r a t i o n  i s  shown w i t h  r e s p e c t  t o  a  b u f f e r  c o n t r o l .  
N e u t r o p h i l s  i n c u b a t e d  w i t h  a b u f f e r  c o n t r o l  g e n e r a t e d  22 
p m o l e s  LTB4 / 1 0 &c e l l s . I n c u b a t i o n  w i t h  fMLP (5x10 °M) 
r e s u l t e d  i n  g e n e r a t i o n  o f  48 p  m o l e s  L T B ^ /1 0 6c e l l s  (=118% 
e n h a n c e m e n t ) . The e l u t i o n  v o l u m e s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  
m a r k e r s  a r e  i n d i c a t e d  a t  t h e  t o p  o f  f i g u r e s .
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F i g u r e  7 . 2 :  C h r o m a t o f o c u s i n g  o f  c o n c e n t r a t e d  PHA- 
s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s . The s a m p l e s  
s u b j e c t e d  t o  t h i s  p r o c e d u r e . w e r e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  f r o m  
FPLC g e l  f i l t r a t i o n  ( F i g u r e  7 . 1  f r a c t i o n  4 3 - 4 5 ) .  T h r e e  
m i l l i l i t r e s  o f  c o l u m n  f r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  a n d  d i a l y s e d  
a g a i n s t  0 . 0 2 5  M b i s - t r i s  b u f f e r  pH 7 . 1 .  T hen  a p p l i e d  t o  a 
Mono-P c o l u m n .  F r a c t i o n s  (1 ml)  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  LREF 
a c t i v i t y  was  m e a s u r e d .  S p e c i f i c  a c t i v i t y  ( o p e n  c o lu m n )  
r e f e r s  t o  p e r c e n t  e n h a n c e m e n t  o f  LTB4  g e n e r a t i o n  p e r  
m i c r o g r a m  o f  p r o t e i n .  The pH g r a d i e n t  i s  r e p r e s e n t e d  b y  
t h e  c l o s e d  c i r c l e .  I n  t h i s  e x p e r i m e n t ,  b u f f e r  c o n t r o l  was  
17 p  m o l e s  L T B ^ / I O 6  c e l l s ,  fMLP (5x10 °M) g a v e  37 p 
m o l e s / 1 0 5  c e l l s  (=118% e n h a n c e m e n t ) .
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F i g u r e  7 . 3 :  A n i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  o f  c o n c e n t r a t e d  
P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s .  The  s a m p l e s  
s u b j e c t e d  t o  t h i s  p r o c e d u r e  w e r e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  LREF 
f r o m  c h r o m a t o f o c u s i n g  ( F i g u r e  7 . 2  f r a c t i o n s  4 3 - 4 4 ) .  
F r a c t i o n s  w e r e  p o o l e d  a n d  d i a l y s e d  a g a i n s t  20 mM b i s - t r i s  
b u f f e r  pH 6 . 5  t h e n  a p p l i e d  t o  a Mono-Q c o l u m n .  F r a c t i o n s  
(1 ml) w e r e  c o l l e c t e d  a n d  LREF a c t i v i t y  was  m e a s u r e d .  
S p e c i f i c  a c t i v i t y  ( o p e n  c o lu m n )  r e p r e s e n t s  p e r c e n t a g e  
e n h a n c e m e n t  o f  LTB4  g e n e r a t i o n  p e r  m i c r o g r a m  o f  p r o t e i n .  
S a l t  g r a d i e n t  was  r e p r e s e n t e d  a s  d a s h  l i n e .  B u f f e r  
c o n t r o l  was  1 7 . 5  p  m o l e s  LTB4 / 1 0 °  c e l l s ,  a n d  w i t h  fMLP 
(5x10 °M) LTB4  g e n e r a t i o n  was  24 p  m o l e s / 1 0 5  c e l l s  (=37% 
e n h a n c e m e n t ) .
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Isoelectric focusing

Figure 7.4: Isoelectric focusing of partially purified 
LREF from gel filtration on IEF gel using Phast Gel 
electrophoresis system. The samples subjected to this 
procedure were partially purified LREF from gel filtration 
(Figure 7.1 fractions 44 & 45). Fractions were dialysed 
against distilled water and lyophilised. After 
resuspension in normal saline, samples were separated on 
Phast gel IEF 3-9. Gel was stained with a protein silver 
stain method. Lane A: isoelectric point markers, Lane B: 
fraction 44 and Lane C: fraction 45.
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S D S  -  PAGE

Figure 7.5: Molecular weight determination of LREF by 
SDS-PAGE using Phast gel electrophoresis system 
(non-reducing condition). Samples applied to the Phast 
gel were partially purified LREF from PHA-stimulated PBMC 
supernatants after FPLC gel filtration and 
chromatofocusing. (Figure 7.2, fractions 43 & 44). 
Fractions were dialysed against distilled water and 
lyophilised. After resuspension in Phast gel buffer, 
samples were separated on Phast SDS-PAGE (gradient 8-25%). 
Gel was stained with a silver stain. Lane A: molecular 
weight markers. Lane B: fraction 44 and Lane C: fraction 
43.
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S D S  -  PAGE

Figure 7.6: Molecular weight determination of LREF by 
SDS-PAGE using Phast Gel electrophoresis system 
(reducing condition). Samples applied to the Phast gel 
were partially purified LREF from PHA-stimulated PBMC 
supernatants after FPLC gel filtration and 
chromatofocusing. (Figure 7.2, fraction 43 & 44).
Fractions were dialysed against distilled water and 
lyophilised. After resuspension in Phast gel buffer 
(containing 5% ̂ -mercaptoethanol), samples were separated 
on Phast SDS-PAGE (gradient 8-25%). Gel was stained with 
a silver stain. Lane A: molecular weight markers, Lane B: 
fraction 44 and Lane C: fraction 43.
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1 Or.Figure 7.7: Molecular weight determination of I-LREF by 
SDS-PAGE. Samples applied to the Phast gel were 
125I-labelled LREF from PHA-stimulated PBMC supernatants 
after gel filtration and chromatofocusing (Figure 7.2, 
fractions 43 & 44). Fractions were pooled and labelled 
with 12')I. These materials were dialysed against 
distilled water and lyophilised. After resuspension in 
Phast gel buffer, samples were separated on Phast SDS-PAGE 
(gradient 8-25%). The gel was exposed to X-ray film for 3 
days for autoradiography.
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F i g u r e  7 . 8 :  A n i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  g e l  
f i l t r a t i o n  o f  1 ^ 5 I - L R E F .  (A) A n io n  e x c h a n g e  
c h r o m a t o g r a p h y  o f  1 ^ ^ I -L R E F .  S a m p le s  a p p l i e d  t o  t h e
p r o c e d u r e  was  - l a b e l l e d  LREF w h i c h  was f r o m  p u r i f i e d  
P H A - s t i m u l a t e d  PBMC s u p e r n a t a n t  a f t e r  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  
c h r o m a t o f o c u s i n g .  A f t e r  l a b e l l i n g ,  s a m p l e s  w e r e  d i a l y s e d  
a g a i n s t  20 mM b i s - t r i s  b u f f e r  pH 6 . 5  b e f o r e  b e i n g  a p p l i e d  
t o  t h e  c o l u m n .  E a c h  f r a c t i o n  was  c o l l e c t e d  a n d  
r a d i o a c t i v i t y  m e a s u r e d  w i t h  a g a m m a - c o u n t e r .  (B) G e l  
f i l t r a t i o n  o f  1 ^ 5 I - L R E F .  S a m p le s  a p p l i e d  t o  t h e  p r o c e d u r e
w e r e  1 Z')I - L R E F / w h i c h  w e r e  t h e  p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y
r e c o v e r e d  i n  a n i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  ( f r a c t i o n s  
20 f r a c t i o n s  32 & 3 3 ,  F i g u r e  7 . 8 a ) .  1 ^ ' )I -LREF was  
f r a c t i o n a t e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  
r a d i o a c t i v i t y  was  r e c o v e r e d  a n d  c o u n t e d  w i t h  t h e  
g a m m a - c o u n t e r .

11 &
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F i g u r e  7 . 9 :  The  e f f e c t  o f  t h e  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  PMSF 
( p h e n y l m e t h y l s u l f o n y l  f l u o r i d e )  on  t h e  LTB^ r e l e a s e  
e n h a n c i n g  a c t i v i t y  o f  p u r i f i e d  LREF. LREF, a f t e r  t h e  
t r e a t m e n t  o f  PMSF (1x10 4 M, 3 7 ‘ C f o r  30 m i n ) ,  w e r e  
d i a l y s e d  a g a i n s t  PBS a n d  t e s t e d  f o r  t h e  LTB4  g e n e r a t i o n  
f r o m  n e u t r o p h i l s  ( c l o s e d  c o l u m n s ) , d i l u e n t  w e r e  u s e d  a s  a 
n e g a t i v e  c o n t r o l  (o p e n  c o l u m n s ) .  PBS ( 0 . 1 2  M) a n d  0.1% 
i s o p r o p a n o l  w e r e  u s e d  a s  n e g a t i v e  t r e a t m e n t s . D a t a  
r e p r e s e n t e d  a s  m e a n + s . e . m .  o f  t h r e e  e x p e r i m e n t s .
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8.1 Introduction

LREF w as  i n i t i a l l y  d e s c r i b e d  a s  a c y t o k i n e  w h i c h  

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

i n c r e a s i n g  g e n e r a t i o n  o f  LTB4  i n  r e s p o n s e  t o  IgG b e a d  

s t i m u l a t i o n .  I t  i s  o f  i n t e r e s t  t o  know t h e  u n d e r l y i n g  

m e c h a n i s m s  o f  t h i s  p h en o m en o n .

I n  t h i s  IgG b e a d  s t i m u l a t i o n  s y s t e m ,  n e u t r o p h i l  

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

Fc r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  o r  i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  

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

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

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

A d h e s i o n  t o  a  n y l o n  w o o l  c o lu m n  i s  one  o f  t h e  m o s t  

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

c a p a c i t y  (M a cG re g o r  e t  a l  1974) ; w h i l s t  t h e  p h a g o c y t i c  

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

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

o f  S c h i s t o s o m a  m a n s o n i  (Anwar e t  a l  1 9 7 9 ) .

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

e v a l u a t e d  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  c e l l  

s u r f a c e  r e c e p t o r s .  S e v e r a l  l e u k o c y t e  a d h e s i o n  

g l y c o p r o t e i n s  a r e  p r e s e n t  on  n e u t r o p h i l s .  The 

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

b e  a s s o c i a t e d  w i t h  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a d h e r e n c e  

g l y c o p r o t e i n  f a m i l y ,  c o m p r i s i n g  Mac-1  ( C D l l a / C D 1 8 ) , 

LFA-1 (C D l lb /C D 1 8 )  a n d p l 5 0 . 9 5  ( C D l l c / C D 1 8 ) , w h i c h  

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

a d h e r e n c e  a n d  c e l l - t o - c e l l  a g g r e g a t i o n  ( T r o w b r i d g e  & 

Omary 1 9 8 1 ;  S a n c h e z - M a d r i d  e t  a l  1983;  W e i g h t  e t  a l

1 9 8 3 ) .  I n  v i t r o  s t u d i e s  h a v e  shown t h a t  p a t i e n t s  w i t h  

CD11/CD18 r e c e p t o r  d e f i c i e n c y  h a v e  i m p a i r e d  n e u t r o p h i l  

a d h e s i o n  c a p a c i t y  ( A n d e r s o n  e t  a l  1 9 8 4 ) .  A l s o ,  

a n t i - C D l l  a n t i b o d y  i s  a b l e  t o  i n h i b i t  n e u t r o p h i l  

a d h e s i o n  c a p a c i t y  ( D i e n e r  e t  a l  1 9 8 5 ) .  The Mac-1  

g l y c o p r o t e i n  a p p e a r s  t o  b e  i d e n t i c a l  t o  t h e  t y p e  3 

c o m p le m e n t  r e c e p t o r  (CR3) (Gamble e t  a l  1 9 8 5 ) .

Two d i s t i n c t  IgG Fc r e c e p t o r s  a r e  f o u n d  t o  b e  

p r e s e n t  i n  r e s t i n g  human n e u t r o p h i l s .  B o t h  c a n  b e  

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

a n t i b o d i e s  (3G8 & IV3) (Looney  e t  a l  1 9 8 6 ) .  The 

o v e r l a p p i n g  d i s t r i b u t i o n  o f  Fc r e c e p t o r s  a n d  CR1 (C3b) 

r e c e p t o r s  on  n e u t r o p h i l s  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  (Jack.

& F e a r o n  1 9 8 4 ) .

I n  t h i s  s t u d y  I  h a v e  e v a l u a t e d  t h e  e f f e c t  o f  LREF 

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

w o o l ,  p h a g o c y t i c  c a p a c i t y  t o  S. M an s o n i  a n d  c o m p l e m e n t  

r e c e p t o r  (CR1 & CR3) e x p r e s s i o n  (by FACS a n a l y s i s ) .

The c h e m o t a c t i c  a c t i v i t y  o f  LREF w e r e  a l s o  e v a l u a t e d .
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8.2 Materials and Methods

8 . 2 . 1  LREF p r e p a r a t i o n

LREF (PBMC s u p e r n a t a n t s  f o l l o w e d  b y  a m ic o n  

u l t r a f i l t r a t i o n  a n d  g e l  f i l t r a t i o n )  w e r e  p r e p a r e d  a s  

d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  7 .  I n  o r d e r  t o  c o m p a r e  o t h e r  

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

LREF w i t h  i t s  l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  e f f e c t ,

60 m in  i n c u b a t i o n  w i t h  LREF, t h e  o p t i m a l  p e r i o d  f o r  

LTB4  e n h a n c e m e n t ,  w as  u s e d  i n  a l l  t e s t s .

8 . 2 . 2  N e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  a s s a y

The n e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  a s s a y  w as  b a s e d  on  t h e  

m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  M a c G re g o r  (M a cG re g o r  e t  a l  1 9 7 4 ) .  

B r i e f l y ,  s c r u b b e d  n y l o n  f i b r e  (50 mg) was  p a c k e d  i n t o  

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

a d j u s t e d  t o  e x a c t l y  15 mm, e x t e n d i n g  f r o m  t h e  m i d p o i n t  

o f  t h e  p i p e t t e  s h o u l d e r .  The p i p e t t e s  w e r e  w arm ed t o  

3 7 *C, a n d  1 ml o f  n e u t r o p h i l s  (5 x 1 0 ^  c e l l s / m l )  

p r e t r e a t e d  w i t h  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  fMLP o r  LREF 

f o r  60 m in  a t  3 7 'C ,  w e r e  a d d e d  t o  t h e  t o p  o f  p i p e t t e  

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

5 -1 0  m i n .

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

w e r e  e x p r e s s e d  a s  % e n h a n c e m e n t  o f  a d h e r e n c e  a s  

c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  b u f f e r  t r e a t m e n t .

8 . 2 . 3  S c h i s t o s o m u l a  k i l l i n g  a s s a y

The d e t a i l s  o f  s c h i s t o s o m u l a  k i l l i n g  was  b a s e d  on 

t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  b y  Anwar (Anwar e t  a l  1 9 7 9 ) .
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B r i e f l y ,  t h e  a s s a y  w as  p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e  i n  

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

(50 u l ,  4 x 1 0 ^ / m l )  t o  w h i c h  w e r e  a d d e d  LREF, fMLP
_7

(1x10 M) o r  c o n t r o l  b u f f e r  (50 u l ) . P l a t e s  w e r e  

i n c u b a t e d  a t  2 1 ' C,  5% CC>2 / 95% h u m i d i t y  f o r  60 m in  

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

(50 u l ,  f i n a l  d i l u t i o n  o f  1 : 4 )  a s  a  s o u r c e  o f  

c o m p l e m e n t  p l u s  s c h i s t o s o m u l a  (50 u l )  . The n u m b e r s  o f  

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

e x c l u s i o n  a f t e r  40 h r  a t  3 7 *C.

8 . 2 . 4  C h e m o t a x i s  a s s a y

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

m o d i f i e d  B o y d en  t e c h n i q u e  (Boyden 1962) w i t h  a 48 w e l l  

m i c r o c h e m o t a x i s  a s s e m b l y  ( N e u r o - P r o b e  I n c . ,  MD,

U . S . A . )  a n d  n i t r o c e l l u l o s e  f i l t e r s  ( S a r t o r i u s  m em brane  

f i l t e r s ,  8  urn p o r e  s i z e ;  24 G o t t i n g e n ,  W. G e r m a n y ) .  

N e u t r o p h i l s  ( p u r i t y  > 95%) w e r e  s u s p e n d e d  i n  HBSS 

( G ib c o  L t d )  c o n t a i n i n g  0.4% o v a l b u m i n  ( t y p e  IV S ig m a  

C h e m i c a l  C o . ) .  T e s t  s o l u t i o n s  a n d  c o n t r o l s  (25 u l )  

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

c h a m b e r ,  a n d  t h e  n e u t r o p h i l  s u s p e n s i o n  (50 u l  a t  5x10 

c e l l s / m l )  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  u p p e r  c o m p a r t m e n t .  

F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  a t  3 7 *C f o r  90 m in  t h e  f i l t e r s  

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

d e s c r i b e d  b y  T u r n b u l l  ( T u r n b u l l  & Kay 1 9 7 6 ) .  

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

t h i c k n e s s  o f  t h e  f i l t e r  w e r e  c o u n t e d  a n d  r e s u l t s
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e x p r e s s e d  a s  t h e  t o t a l  num ber  o f  c e l l s  i n  1 0  r a n d o m  

h i g h - p o w e r  f i e l d s . S a m p le s  w e r e  a s s a y e d  b l i n d  i n  

t r i p l i c a t e  w i t h  a n  i n t r a - a s s a y  • v a r i a t i o n  o f  <2 0 %.

8 . 2 . 5  I m m u n o f l u o r e s c e n t  s t a i n i n g  a n d  FACS a n a l y s i s

N e u t r o p h i l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  LREF, fMLP ( 1 0 ~ 7 M ) ; 

o r  b u f f e r  f o r  60 m i n ,  3 7 'C  p r i o r  t o  s t a i n i n g  f o r  CR1 

o r  CR3. I r r e l e v a n t  I g G l  an d  Ig G 2 a  m ouse  m ye lom a  

p r o t e i n s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  b a s e l i n e  c o n t r o l  o f  CR1 a n d  

CR3.
c:

N e u t r o p h i l s  (50 u l ,  5x10 c e l l s )  w e r e  i n c u b a t e d  

w i t h  a n t i - C R l  o r  a n t i - C R 3  moAb f o r  15 m in  a t  4 ' C .

C e l l s  w e r e  w a s h e d  o n c e  w i t h  2 m l  o f  PAB (PBS w i t h  0.5% 

BSA a n d  0 .1% N aN ^) ,  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  20 u l  o f  

RAM-FITC f o r  15 m i n .  C e l l s  w e r e  w a s h e d  o n c e ,  f i x e d  

w i t h  1% p a r a f o r m a l d e h y d e ,  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 5  ml o f  PBS 

c o n t a i n i n g  0.1% w / v  s o d i u m  a z i d e  a n d  s t o r e d  a t  4*C 

p r i o r  t o  a n a l y s i s .

FACS a n a l y s i s  was  p e r f o r m e d  on a B e c t o n - D i c k i n s o n  

FACS A n a l y s e r  i n t e r f a c e d  w i t h  a H e w l e t t - P a c k a r d  

C o n s o r t  30 c o m p u t e r .  1 0 , 0 0 0  c e l l s  w e r e  a n a l y s e d  i n  

e a c h  s a m p l e .
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8.3 Results

8 . 3 . 1  E f f e c t  o f  LREF on  n e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  

t o  n v l o n  w o o l

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

w o o l  was i n c r e a s e d  b y  LREF i n  a  d o s e - d e p e n d e n t  m a n n e r .  

S t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  was  o n l y  r e a c h e d  a t  t h e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  6  u g / m l  a n d  3 u g / m l  o f  LREF when 

c o m p a r e d  w i t h  b u f f e r  c o n t r o l  ( p < 0 . 0 5 ,  n=3) ( F i g  8 . 1 ) .  

I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  fMLP ( lx lO~^M) p r o d u c e d  a 92+24% 

i n c r e a s e  o f  a d h e r e n c e ,  b a s e l i n e  a d h e r e n c e  w e r e  24+4%. 

When t h i s  a c t i v i t y  was  c o m p a r e d  w i t h  LTB^ r e l e a s e  

e n h a n c i n g  a c t i v i t y ,  1 0 0 % i n c r e a s e  o f  LTB^ r e l e a s e  w as  

e q u i v a l e n t  t o  20-31% e n h a n c e m e n t  o f  a d h e r e n c e .

8 . 3 . 2  E f f e c t s  o f  LREF on  n e u t r o p h i l  c v t o t o x i c i t v  

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

The e f f e c t s  o f  LREF on  c o m p l e m e n t  d e p e n d e n t  

n e u t r o p h i l  c y t o t o x i c i t y  a r e  shown i n  F i g  8 . 2 .  

E n h a n c e m e n t  o f  s c h i s t o s o m u l a  k i l l i n g  b y  LREF was 

c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  o v e r  t h e  r a n g e  0 . 7 5  t o  

6  u g / m l .  The e n h a n c e m e n t  r e a c h e d  a s i g n i f i c a n t  l e v e l  

o n l y  when LREF w as  t e s t e d  a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  

6  u g / m l  a n d  3 u g / m l  ( P < 0 . 0 5 ,  n = 3 ) . I n  t h e s e  

e x p e r i m e n t s ,  b a s e l i n e  k i l l i n g  w as  19±2 .6% ,  fMLP 

(1x 10_ 7 M) p r o d u c e d  116+31% e n h a n c e m e n t .  When t h e  

a c t i v i t y  was  c o m p a r e d  w i t h  LTB^ r e l e a s e  e n h a n c i n g  

a c t i v i t y .  The a c t i v i t y  c o n t a i n i n g  100% i n c r e a s e  o f  

LTB4  g e n e r a t i o n  was  e q u i v a l e n t  t o  37-50% e n h a n c e m e n t
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o f  c y t o t o x i c  c a p a c i t y .

8 . 3 . 3  C h e m o t a c t i c  a c t i v i t y  o f  LREF

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

a c t i v i t y  w hen  c o m p a r e d  w i t h  fMLP i n  t h e  two 

e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d .  The m a j o r  p a r t  o f  n e u t r o p h i l  

c h e m o t a c t i c  a c t i v i t y  f r o m  FPLC c o lu m n  f r a c t i o n  

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

10 kD a n d  o n l y  s m a l l  p e a k s  o f  a c t i v i t y  w e r e  o b s e r v e d  

o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  a b o v e  40 kD ( T a b l e  8 . 1 ) .

8 . 3 . 4  LREF e f f e c t s  on n e u t r o p h i l  c o m p le m e n t  CR1 a n d  

CR3 r e c e p t o r  e x p r e s s i o n

E x p r e s s i o n  o f  CR1 a n d  CR3 r e c e p t o r s  on 

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

i n c u b a t i o n  w i t h  LREF ( F i g  8 . 3 ) .  LREF i n c r e a s e d  CR1 

e x p r e s s i o n  b y  40% t o  129% , w h i l e  i n  t h e  same 

e x p e r i m e n t s  30% t o  79% i n c r e a s e  was p r o d u c e d  b y  fMLP
_7

(1x10 M) when c o m p a r e d  w i t h  b u f f e r  c o n t r o l  (Mean 

f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y  1 0 - 1 2 )  ( T a b l e  8 . 1 ) .

The p e r c e n t  i n c r e a s e  o f  CR3 e x p r e s s i o n  b y  LREF 

r a n g e d  f r o m  69 t o  78% a n d  i n  t h e  same e x p e r i m e n t s  fMLP
_7

(1x10 M) p r o d u c e d  a 67% t o  153% i n c r e a s e  when 

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

i n t e n s i t y  9 2 - 1 2 5 )  ( T a b l e  8 . 1 ) .
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8.4 Discussion

P u r i f i e d  LREF e n h a n c e d  n e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  t o  

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

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

e x p r e s s i o n  o f  c o m p l e m e n t  r e c e p t o r s  (CR1 & C R 3 ) . LREF 

show ed  no  d i r e c t  t o x i c  e f f e c t  t o w a r d s  n e u t r o p h i l s .

My r e s u l t s  show  t h a t  LREF i s  c a p a b l e  o f  e n h a n c i n g  

n e u t r o p h i l  CR3 r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  a n d  i n c r e a s i n g  

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

p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  e n h a n c i n g  e f f e c t  o f  LREF u p o n  

LTB4  r e l e a s e  may b e  d u e  t o  LREF i n d u c i n g  i n c r e a s e d  

e x p r e s s i o n  o f  a d h e s i v e  g l y c o p r o t e i n s  (CR3/Mac-1) a n d  

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

I g G - c o a t e d  b e a d s .  The e n h a n c e m e n t  o f  CR1 e x p r e s s i o n  

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

g e n e r a t i o n  o f  LTB^ b y  n e u t r o p h i l s  may a l s o  b e  v i a  t h e  

e n h a n c e m e n t  o f  n e u t r o p h i l  Fc r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  s i n c e  

Fc a n d  CR1 r e c e p t o r s  a r e  c o e x p r e s s e d  d u r i n g  n e u t r o p h i l  

a c t i v a t i o n  ( J a c k  & F e a r o n  1 9 8 4 ) .

P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  LTB4  c a n  

e n h a n c e  n e u t r o p h i l  c y t o t o x i c  c a p a c i t y  a n d  CR3 r e c e p t o r  

e x p r e s s i o n  (Moqbel e t  a l  1983 ;  F o r d - H u t c h i n s o n  1 9 8 3 ) .  

Thus i t  was i m p o r t a n t  t o  c o n s i d e r  w h e t h e r  t h e  p r e s e n t  

o b s e r v a t i o n s  c o u l d  b e  a c c o u n t e d  f o r  by  LTB4  i n  c u l t u r e  

s u p e r n a t a n t s . LTB^ s h o u l d  b e  r e m o v e d  b y  t h e  d i a l y s i s  

s t e p  d u r i n g  LREF p r e p a r a t i o n  a n d  i n  a d d i t i o n ,  t h e r e  

was no  d e t e c t a b l e  LTB4  i n  t h e  c h r o m a t o g r a p h y  f r a c t i o n s
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( F i g  3 . 9 ) .  T h u s ,  i t  i s  h i g h l y  u n l i k e l y  t h a t  i n  t h e  

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

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

D e s p i t e  i t s  e f f e c t s  on  a d h e s i o n  LREF o n l y  

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

GM-CSF a l s o  sh o w s  d i s a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e s e  two 

a c t i v i t i e s  a n d  L I F ,  e n h a n c e s  n e u t r o p h i l  p h a g o c y t i c  

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

(G a s s o n  e t  a l  1 9 8 4 ;  A r n a o u t  e t  a l  1986 ;  B o r i s h  & 

R o c k l i n  1 9 8 7 a , b ) . I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  

l y m p h o k i n e s  s l o w  down t h e  m ovem ent  o f  n e u t r o p h i l s  b y  

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

e x p r e s s i o n  o f  c e r t a i n  l e u k o c y t e  a d h e s i o n  m o l e c u l e s .
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8.5 Summary

I n  t h i s  c h a p t e r  I  h a v e  s t u d i e d  t h e  e f f e c t s  o f  

LREF on  a w i d e  r a n g e  o f  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n s .

P u r i f i e d  LREF e n h a n c e d  n e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  t o  

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

a g a i n s t  s c h i s t o s o m u l a  o f  S.  m a n s o n i . a n d  i n d u c e d  

i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  t h e  c o m p l e m e n t  r e c e p t o r s  CR1 

a n d  CR3 on  t h e  c e l l  s u r f a c e .  LREF show ed  no  d i r e c t  

t o x i c  e f f e c t  t o w a r d s  n e u t r o p h i l s .  LREF p o s s e s s e d  o n l y  

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

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  LREF may m o d u l a t e  t h e  

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

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

o r  b y  i n c r e a s i n g  5 - l i p o x y g e n a s e  a c t i v i t y ,  t h e r e b y  

i n c r e a s i n g  LTB4  p r o d u c t i o n .
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T a b l e  8 . 1 .

B i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  LREF on n e u t r o p h i l s

P r o t e i n  c o n e ,  
o f  LREF 
( u g /m l )

l t b 4 {1 J
g e n e r a t i o n

C h e m o t a c t i c . C 
r e s p o n s e

( 3 ):R1 r e c e p t o r  
1 e x p r e s s i o n

CR3 r e c e p t o r ^  
e x p r e s s i o n

Exp 1 Exp 2

D i l u e n t 7 . 5 14 18 1 0 . 8 + 0 . 6 a 1 1 4 ± l l a

3 2 2 . 5 1 0 2 1 0 0 ND ND

6 3 6 . 5 2 1 0 8 6 1 9 . 8 + 4 . 0 1 8 7 + 8 . 5 *

fMLP 1 5 . 0 1095 510 1 8 . 5 ± 2 .7 2 1 6 + 1 5 . 6

^  p m o l e s / 1 0 ^ c e l l s

c e l l s / 1 0  h i g h  p o w e r  f i e l d  

^  mean f l u o r e s c e n c e

a .  mean + s . e . m .  o f  t h r e e  e x p e r i m e n t s  

* p < 0 . 0 5
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F i g u r e  8 . 1 :  E f f e c t  o f  LREF on  t h e  n e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  t o  
n y l o n  w o o l .  N e u t r o p h i l s  ( 5 x 1 0 °  c e l l s / m l ) , p r e t r e a t e d  w i t h  
v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  LREF ( 3 7 *C, 60 m i n ) ,  w e r e  
t e s t e d  f o r  t h e i r  a d h e r e n c e  c a p a c i t y  t o  n y l o n  w o o l .  I n  
t h e s e  e x p e r i m e n t s ,  b a s e l i n e  a d h e r e n c e  w e r e  24+4 .1% ( n = 3 ) . 
fMLP (1x10  °M) o b t a i n e d  92+24% e n h a n c e m e n t s .
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F i g u r e  8 . 2 :  E f f e c t  o f  LREF on t h e  c y t o t o x i c  c a p c i t y  o f  
n e u t r o p h i l s  a g a i n s t  o p s o n i s e d  s c h i s t o s o m u l a  o f  S.  m a n s o n i .  
N e u t r o p h i l s  ( 4 x l O b c e l l s / m l ) , p r e t r e a t e d  w i t h  v a r i o u s  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  LREF ( 3 7 *C, 60 m i n ) ,  w e r e  t e s t e d  f o r  
t h e i r  c y t o t o x i c  c a p a c i t y  a g a i n s t  o p s o n i z e d  S.. m a n s o n i . I n  
t h e s e  e x p e r i m e n t s , b a s e l i n e  c y t o t o x i c i t y  w e r e  19+2 .6%
( n = 3 ) . fMLP (1x10 7 M) o b t a i n e d  116+31% e n h a n c e m e n t s .
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F i g u r e  8 . 3 :  E f f e c t  o f  LREF on  t h e  s u r f a c e  e x p r e s s i o n  o f  
t h e  c o m p l e m e n t  r e c e p t o r  CR1 a n d  CR3. N e u t r o p h i l s  
( 1 x 1 0 7 / m l ) , p r e t r e a t e d  w i t h  LREF ( 6  u g / m l )  f o r  60 m i n ,
3 7 'C ,  w e r e  s t a i n e d  f o r  t h e i r  CR1 o r  CR3 e x p r e s s i o n .
1 0 , 0 0 0  c e l l s  w e r e  a n a l y s e d  i n  e a c h  c a s e  u s i n g  FACS IV f l o w  
c y t o m e t e r .  (A) Q u a n t i t a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  CR1 a n t i g e n s  on 
t h e  n e u t r o p h i l s .  The m ean  f l u o r e s c e n c e  was  c o n v e r t e d  i n t o  
a l o g a r i t h m i c  v a l u e ,  a s  i n d i c a t e d  i n  p a r e n t h e s i s .  LREF o r  
fMLP i n d u c e d  a r i s e  i n  s u r f a c e  e x p r e s s i o n ,  o b t a i n e d  2 7 . 5  
a n d  2 1 . 5  mean  f l u o r e s c e n c e  i n t e n s i t y ,  when c o m p a r e d  w i t h  
b u f f e r  c o n t r o l  1 2 . 0 .  (B) Q u a n t i t a t i v e  e x p r e s s i o n  o f  CR3
a n t i g e n s  on  t h e  n e u t r o p h i l s .  The mean f l u o r e s c e n c e  was  
c o n v e r t e d  i n t o  a l o g a r i t h m i c  v a l u e ,  a s  i n d i c a t e d  i n  
p a r e n t h e s i s .  LREF o r  fMLP i n d u c e d  a  r i s e  i n  s u r f a c e  
e x p r e s s i o n ,  o b t a i n e d  195 a n d  192 mean f l u o r e s c e n c e  
i n t e n s i t y ,  when c o m p a r e d  w i t h  b u f f e r  c o n t r o l  125 .
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9 . 1  Summary o f  r e s u l t s

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

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

s t i m u l a t i o n  u s i n g  PHA, o r  b y  n o n - s p e c i f i c  T c e l l  

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

0KT3, o r  b y  s p e c i f i c  T c e l l  r e c e p t o r  s t i m u l a t i o n  u s i n g  

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

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

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

S e p h a r o s e  b e a d s .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  i t  h a s  b e e n  t e r m e d  

l e u k o t r i e n e  r e l e a s e  e n h a n c i n g  f a c t o r  (L R E F ) . H o w ev e r ,  

t h e  p u r i f i e d  p r o t e i n  was  shown t o  h a v e  a d d i t i o n a l  

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

r e c e p t o r  (CR1 & CR3) e x p r e s s i o n ,  i n c r e a s e d  t h e i r  

c y t o t o x i c  c a p a c i t y  t o w a r d s  s c h i s t o s o m u l a  o f  S.  m a n s o n i  

a n d  e n h a n c e d  n e u t r o p h i l  a d h e r e n c e  t o  n y l o n  w o o l . LREF 

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

w e r e  c u l t u r e d  i n  t h e  p r e s e n t  o f  d e x a m e t h a s o n e  o r  LTB4, 

b u t  n o t  w i t h  DSCG a n d  IFN-gamma. A f t e r  p r o g r e s s i v e  

p u r i f i c a t i o n ,  LREF a c t i v i t y  was f o u n d  t o  b e  a s s o c i a t e d  

w i t h  p r o t e i n s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 5 - 4 5  kDa a s  

d e t e r m i n e d  b y  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  50 kDa shown b y  

SDS-PAGE.

9 . 2  M e c h a n i s m ( s )  o f  m e d i a t o r  p r o d u c t i o n  a n d  r e l e a s e  

"L y m p h o c y te  a c t i v a t i o n "  c o n s i s t s  o f  t h r e e  

d i s t i n c t  p h a s e s .  F i r s t l y  c o m p l e x i n g  o f  a  l i g a n d  w i t h  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  c e l l  m em brane  r e c e p t o r  a n d  s i g n a l
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t r a n s d u c t i o n  t o  t h e  i n t e r i o r .  T h i s  may b e  a s s o c i a t e d

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

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

m ed ium .  The  s e c o n d  s t e p  i s  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a n d  t h e

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

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

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

( G r a n g e r  & W i l l i a m s  1 9 6 8 ,  Rem old  e t  a l  19 7 2 ,  G i f f o r d

e t  a l  1971)  . S e v e r a l  o f  my e x p e r i m e n t s ,  i n d i c a t e d

t h a t  LREF p r o d u c t i o n  d i d  n o t  c o r r e l a t e d  w i t h  DNA
,

s y n t h e s i s ,  a s  d e t e r m i n e d  b y  H-TdR i n c o r p o r a t i o n .  

F i r s t l y ,  LREF a c t i v i t y  was  d e t e c t a b l e  i n  PBMC 

s u p e r n a t a n t  a f t e r  12 h r  c u l t u r e  w i t h  m i t o g e n  (PHA) a n d  

a f t e r  24 h r  c u l t u r e  w i t h  r e l e v a n t  a l l e r g e n ,  a n d  i n  

b o t h  i n s t a n c e s  LREF a p p e a r e d  s e v e r a l  h o u r s  b e f o r e  DNA 

s y n t h e s i s  ( F i g  3 . 2  & F i g  4 . 1 ) .  S e c o n d l y ,  IFN-gamma 

i n h i b i t e d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  b u t  d i d  n o t  r e d u c e  LREF 

g e n e r a t i o n  i n  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s  ( F i g  6 . 4 ) .  

T h i r d l y ,  I L - 2  e n h a n c e d  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  b u t  d i d  n o t  

e n h a n c e  LREF g e n e r a t i o n  i n  P H A - s t i m u l a t e d  ER+ 

l y m p h o c y t e  c u l t u r e s  ( F i g  5 . 2 ) .  T h e s e  k i n e t i c s  a r e  

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

p r o d u c t i o n ,  w h i c h  s t a r t s  a s  e a r l y  a s  2 - 3  h r  a f t e r  

l y m p h o c y t e  s t i m u l a t i o n  a n d  shows no  c o r r e l a t i o n  w i t h  

l a t e r  b l a s t  t r a n s f o r m a t i o n  (S h a c k  & G r a n g e r  1 9 7 1 ) .  

S i m i l a r l y ,  MIF i s  p r o d u c e d  w i t h i n  t h e  f i r s t  2 - 3  h r  a n d  

p e a k s  b y  24 h r  ( D a v i d  & D a v i d  1 9 7 2 ) .  MIF i s  a l s o
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p r o d u c e d  b y  s e n s i t i z e d  lym ph  n o d e  c e l l s  e x p o s e d  t o  

a n t i g e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c y t o s i n e  

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

DNA s y n t h e s i s  a n d  m i t o s i s  (Bloom e t  a l  1 9 7 2 ) .  T h e s e  

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

n e c e s s a r i l y  c o r r e l a t e d  w i t h  DNA s y n t h e s i s .

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

e x p e r i m e n t s  t o  r e d u c e  p r o t e i n  c o n t a m i n a t i o n  a n d  t o  

f a c i l i t a t e  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  LREF. I t  m i g h t  b e  

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

Human s e r u m  c o n t a i n s  v a r i o u s  i m m u n o s u p p r e s s i v e  

p r o t e i n s  s u c h  a s  a l p h a - f o e t a l  p r o t e i n  ( Y a c h i n  1975)  

C - r e a c t i v e  p r o t e i n  ( M o r t e n s e n  & Gewurz 1976) a n d  

IFN-gamma ( B lo m g r e n  e t  a l  1974)  a l l  o f  w h i c h  m i g h t  

i n t e r f e r e  w i t h  t h e  e x p r e s s i o n  o f  LREF a c t i v i t y .  Human 

c o m p l e m e n t  f r a g m e n t  C5a i s  a l s o  c h e m o t a c t i c  f o r  

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

s y s t e m s  I  h a v e  u s e d  (C o o p e r  1 9 8 4 ) .  The n e x t  b e s t  

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

h a v e  v a r i a b l e  s u p p r e s s i v e  e f f e c t s  on t h e  g r o w t h  o f  

c e l l  l i n e s  (Loo e t  a l  1 9 8 7 ) .  A l l  t h e  c u l t u r e s  i n  t h i s  

w o rk  w e r e  s h o r t  t e r m  (up  t o  3 d a y s ) , a n d  c e l l  

v i a b i l i t y  was  a l w a y s  a b o v e  90% a s  d e t e r m i n e d  b y  t r y p a n  

b l u e  d y e  e x c l u s i o n .  O t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  w e l l - b e i n g  

o f  t h e  c e l l s  comes  f r o m  t h e  3H-TdR i n c o r p o r a t i o n  a s s a y  

w h i c h  s h o w e d  g o o d  DNA s y n t h e s i s .  I n  a d d i t i o n ,  t h e r e  

w e r e  s u b s t a n t i a l  a m o u n t s  o f  I L - 2  a n d  IFN-gamma i n  t h e
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c u l t u r e  s u p e r n a t a n t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  c u l t u r e  

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

g e n e r a t i o n .  F i n a l l y ,  s e v e r a l  o t h e r  l y m p h o k i n e s ,  s u c h  

a s  L IF  ( R o c k l i n  1974)  a n d  HRF ( T h u e s o n  e t  a l  1979a )  

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

c o n d i t i o n s .

9 . 3  I d e n t i f i c a t i o n  o f  T - l v m p h o c v t e s  p r o d u c i n g  LREF 

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

W h i l e  l y m p h o c y t e s  p r o v i d e  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  

immune r e s p o n s e ,  t h e i r  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  f u n c t i o n  i s  

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

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

( I L - 1 ,  TNF e t c )  w h i c h  a f f e c t  l y m p h o c y t e  f u n c t i o n .

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

t h a t  LREF g e n e r a t i o n  i s  t h r o u g h  t h e  a c t i v a t i o n  o f  T 

h e l p e r  c e l l s .  F i r s t l y ,  LREF g e n e r a t i o n  was  s e e n  i n  

t h r e e  d i f f e r e n t  s y s t e m s  ( PHA, 0KT3 a n d  D. f a r i n a e ) , 

w h i c h  a l l  o p e r a t e  t h r o u g h  T c e l l  a n t i g e n  r e c e p t o r  

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

m a i n l y  a  T - c e l l  m i t o g e n ,  some r e p o r t s  show t h a t  i t  c a n  

a l s o  s t i m u l a t e  human B - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( L i s  &

S h a r o n  1 9 8 6 ) .  The p r e c i s e  r o l e  o f  t h e  m a c r o p h a g e  i n  

t h e  t r i g g e r i n g  o f  T - c e l l s  b y  PHA r e m a i n s  u n c l e a r .  An 

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

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

l y m p h o t o x i n  ( T N F - b e t a )  b y  human T - c e l l s  ( W a lk e r  e t  a l  

1 9 7 6 ) .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  m a c r o p h a g e s
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p a r t i c i p a t e  i n  P H A - i n d u c e d  m i t o g e n  s t i m u l a t i o n  by- 

p r o v i d i n g  a  s o l u b l e  f a c t o r ,  I L - 1 ,  w h i c h  i s  n e c e s s a r y  

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

c e l l s  ( L i s  Sc S h a r o n  1986) . I n  t h e  0KT3 s t i m u l a t i o n  

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

d i r e c t  a c t i o n  on  t h e  CD3 m o l e c u l e .  T h e r e  a r e  s e v e r a l  

r e p o r t s  s u g g e s t i n g  t h a t  a c c e s s o r y  c e l l s  (AC) a r e  

r e q u i r e d  f o r  0KT3 t o  c r o s s l i n k  s u r f a c e  CD3 m o l e c u l e s  

( W i l l i a m s  e t  a l  1 9 8 5 a ) . H ow ever ,  p r o l i f e r a t i o n  c a n  

a l s o  b e  i n d u c e d  b y  0KT3 i m m o b i l i s e d  s o l i d  p h a s e  ( C l a r k  

Sc L e d b e t t e r  19 8 6 ) , i m p l y i n g  t h a t  t h e  r e q u i r e m e n t  f o r  

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

t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  I n  t h e  D. f a r i n a e  s p e c i f i c  

CD4+ c e l l  l i n e ,  LREF g e n e r a t i o n  i s  s e e n  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  D. f a r i n a e  a n d  i r r a d i a t e d  AC, w h i l e  

s u p e r n a t a n t s  f r o m  i r r a d i a t e d  AC a n d  D. f a r i n a e  a l o n e  

show o n l y  m i n i m a l  LREF a c t i v i t y ,  s u g g e s t i n g  t h a t  T 

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

LREF. A n t i g e n  r e c o g n i t i o n  by  T l y m p h o c y t e s  a p p e a r s  t o  

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

m o l e c u l e s  a n d  a n t i g e n  on  t h e  AC s u r f a c e  m em b ran e .

S e c o n d l y ,  LREF was  g e n e r a t e d  b y  P H A - s t i m u l a t e d  

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

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

o f  LTB4  on  LREF g e n e r a t i o n .  LTB4  c a n  a u g m e n t  m o n o c y t e  

f u n c t i o n  a n d  e n h a n c e  I L - 1  a n d  TNF g e n e r a t i o n  

( R o l a - P l e s z c z y n s k i  & L e m a i r e  19 8 5 ;  Gagnon e t  a l  1 9 8 7 ) ,
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w h i l e  i n  my LTB^ c o - c u l t u r e  e x p e r i m e n t s , LREF 

g e n e r a t i o n  was  i n h i b i t e d .  I f  I L - 1 ,  TNF a n d  LREF w e r e  

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

u n l i k e l y  t h a t  b o t h  I L - 1  a n d  TNF s h o u l d  b e  i n c r e a s e d  b y  

c o c u l t u r e  w i t h  LTB4  w h i l s t  LREF g e n e r a t i o n  was  

r e d u c e d .

9 . 4  P u r i f i c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  LREF

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

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

t o  b e  c a r r i e d  o u t  e i t h e r  i n  v i t r o  o r  i n  v i v o . Y e t  

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

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

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

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

e x t r e m e l y  lo w  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n y  p a r t i c u l a r  f a c t o r  

o f  i n t e r e s t .  I n  g e n e r a l ,  t h e  b e s t  p u r i f i c a t i o n  

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

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

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

i n  s e r u m - f r e e  m e d i a .  I n  some s y s t e m s ,  i n s o l u b i l i z e d  

a n t i g e n  o r  m i t o g e n  a r e  u s e d  t o  s t i m u l a t e  t h e  c e l l s .  I  

c h o s e  s h o r t  t e r m  c u l t u r e  c u l t u r e  (48 h r  t o  72 h r )  i n  

s e r u m  f r e e  medium t o  g e n e r a t e  LREF, w h i c h  was o p t i m a l  

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

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

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

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

t h e  l y m p h o k i n e  LREF. D u r i n g  t h e s e  s t u d i e s  PBMC f r o m  

1 0  d i f f e r e n t  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  m i t o g e n  

(PHA) u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  a n d  LREF a c t i v i t y  i n  

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

d o n o r .  A l t h o u g h  t h e  l y m p h o c y t e s  h a d  c o m p a r a b l e  3H-TdR 

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

i n  t h e i r  s u p e r n a t a n t s  ( F i g  3 . 4 ) .

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

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

t o  i n t e r p r e t  b e c a u s e  3H-TdR u p t a k e  was g e n e r a l l y  q u i t e  

lo w .  F u r t h e r  c o m p l i c a t i n g  f e a t u r e s  a r e  t h e  known 

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

( H e r z e n b e r g  e t  a l  1983)  a n d  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  n u m b e r  

an d  a c t i v i t y  o f  r e g u l a t o r y  T l y m p h o c y t e s  ( R o c k l i n  e t  

a l  1 9 7 4 ) .  S i m i l a r  v a r i a b i l i t y  o f  l y m p h o k i n e  

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

I L - 2  g e n e r a t i o n  ( G e a r i n g  & B i r d  1 9 8 7 ) .

I n  t h i s  w o r k  I  h a v e  u s e d  s t a n d a r d  p r o t e i n  

c h e m i s t r y  t e c h n i q u e s ,  i n c l u d i n g  Amicon m em brane  a n d  

h o l l o w  f i b r e  u l t r a f i l t r a t i o n ,  g e l  f i l t r a t i o n ,  

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

p u r i f y  t h e  l y m p h o k i n e .  A f t e r  e a c h  s t e p ,  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  a n d  LREF a c t i v i t y  w e r e  m e a s u r e d .

SDS-PAGE a n d  i s o e l e c t r i c f o c u s i n g  w e r e  u s e d  t o  c o n f i r m  

m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  p i .  P r o t e i n  i o d i n a t i o n  was  u s e d  

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

182.



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

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

schem e  f o r  t h e  f u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  LREF.

A n o t h e r  p r o b l e m  i s  t h a t  o f  c o m p a r i n g  LREF w i t h  

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

r e c o m b i n a n t  c y t o k i n e s  t e s t e d ,  tw o  (GM-CSF a n d  TNF) 

w e r e  shown t o  h a v e  t h e  c a p a b i l i t y  o f  e n h a n c i n g  LTB^ 

g e n e r a t i o n  i n  my a s s a y  s y s t e m .  H ow ever ,  i t  s ee m s  

i m p r o b a b l e  t h a t  LREF c o u l d  b e  a c c o u n t e d  f o r  by  

p r o d u c t i o n  o f  e i t h e r  GM-CSF o r  TNF, f i r s t l y  b e c a u s e  

t h e  t r e a t m e n t  o f  PBMC s u p e r n a t a n t s  w i t h  a n t i -G M -C S F  

a n t i b o d y  d i d  n o t  b l o c k  t h e  LREA a c t i v i t y  a n d  s e c o n d l y  

b e c a u s e  GM-CSF a n d  TNF h a v e  much l o w e r  m o l e c u l a r  

w e i g h t s  a n d  d i f f e r e n t  p i s '  f r o m  t h e  p u r i f i e d  LREF.

Two l y m p h o k i n e s  w h i c h  h a v e  s i m i l a r  m o l e c u l a r  

w e i g h t  a n d  P I  t o  LREF a r e  t h e  l e u k o c y t e  i n h i b i t o r y  

f a c t o r  (LIF) d e s c r i b e d  b y  R o c k l i n  w h i c h  i n h i b i t s  

n e u t r o p h i l  m i g r a t i o n  ( R o c k l i n  e t  a l  1 9 7 4 ) ,  a n d  

p h a g o c y t o s i s - i n d u c i n g  f a c t o r  (P IF )  w h i c h  e n h a n c e s  

p h a g o c y t o s i s  o f  I g G - c o a t e d  ox r e d  c e l l s  b y  U937 c e l l s  

(m o n o c y te  c e l l  l i n e )  ( M a r g o l i c k  e t  a l  1 9 8 6 ) .  The 

e f f e c t s  o f  L IF  a n d  P IF  on LTB4  g e n e r a t i o n  h a v e  n o t  

b e e n  s t u d i e d  a n d  we h a v e  b e e n  u n a b l e  t o  o b t a i n  

p u r i f i e d  LIF  o r  P I F  t o  c o m p a r e  w i t h  o u r  m a t e r i a l .  I n  

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

a n a l y s i s ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  s t a t e  w h e t h e r  LREF, P I F  

an d  LIF  a r e  t h e  same o r  d i s t i n c t  m o l e c u l e s .  B e c a u s e
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o f  t h e i r  s i m i l a r i t i e s  i n  g e l  f i l t r a t i o n ,  c o m p l e t e  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  P I F ,  L IF  a n d  LREF w i l l  b e  

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

d e t e r m i n e d .

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

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  LREF. The d e t e r m i n a t i o n  o f  

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

d i f f i c u l t  p r o c e s s .  V a r i o u s  m e t h o d s  a r e  u s e d  t o  

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

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

A n a l y s i s  b y  g e l  f i l t r a t i o n  d e p e n d s  on  t h e  S t o k e s  

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

upon  t h e i r  t e r t i a r y  s t r u c t u r e .  The r e m a i n i n g  

c o n d i t i o n s  o f  t h e  SDS-PAGE t e c h n i q u e  r e s u l t  i n  p a r t i a l  

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

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

an d  t h e  e f f e c t s  o f  c h a r g e d  am ino  a c i d s .  I f  p e r f o r m e d  

u n d e r  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s ,  t h a t  i s  w i t h  

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

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

s t r u c t u r e ,  a n d  s u b u n i t s  r u n  i n d e p e n d e n t l y .

On SDS-PAGE LREF g a v e  a s i n g l e  b a n d  a t  60 kDa 

u n d e r  b o t h  r e d u c i n g  a n d  n o n - r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  

i n d i c a t e d  t h a t  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  i s  60 kD.

S i n c e  t h e  Mono-P p u r i f i e d  LREF a p p e a r e d  t o  b e  a  

s i n g l e  b a n d  on  SDS-PAGE, b u t  s e p a r a t e d  i n t o  two 

f r a c t i o n s  u s i n g  a n i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y ,  i t  i s
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p o s s i b l e  t h a t  LREF i s  a  s i n g l e  p r o t e i n  w i t h  v a r i a b l e  

g l y c o s y l a t i o n .  T h i s  i s  s u g g e s t e d  by  t h e  f a c t  t h a t  

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

n u m e r o u s  b a n d s  i n  t h e  p i  r a n g e  5 . 0  t o  5 . 2 .  The u s e  o f  

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

t h i s  p r o b l e m .  One p o s s i b l e  way t o  r e d u c e  t h i s  p r o b l e m  

i s  t o  u s e  a l y m p h o c y t i c  l e u k a e m i a  c e l l  l i n e ,  a s  

d e s c r i b e d  f o r  o t h e r  l y m p h o k i n e s  s u c h  a s  L IF  (M eshu lam  

e t  a l  1982)  .

9 . 5  B i o l o g i c a l  r o l e  o f  LREF a n d  i t s  s p e c i f i c i t y  

The e f f e c t  o f  LREF was  r e l a t i v e l y  s p e c i f i c  f o r  

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

m ore  LTB^ a f t e r  I g G - b e a d  s t i m u l a t i o n ,  w h i l e  i t  h a d  

l i t t l e  ' e f f e c t  on  e o s i n o p h i l  g e n e r a t i o n  o f  LTC4  u s i n g  

t h e  same c o n d i t i o n s  ( F i g  3 . 1 1 ) .  LREF a p p e a r e d  t o  h a v e  

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

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

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

S . m a n s o n i  ( F i g  8 . 1  & F i g  8 . 2 ) .  T h e s e  b i o l o g i c a l  

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

L I F ,  a n d  m i g h t  t h u s  e n s u r e  e f f e c t i v e  f u n c t i o n i n g  on  

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

s y s t e m .  The  f a c t  t h a t  LREF h a s  m u l t i p l e  e f f e c t s  on  

n e u t r o p h i l s  i s  n o t  u n i q u e ,  b e i n g  s e e n  w i t h  o t h e r  

i n f l a m m a t o r y  c y t o k i n e s  ( e . g .  L I F ,  TNF a n d  GM-CSF)

The m e c h a n i s m s  b y  w h i c h  l y m p h o k i n e  s t i m u l a t i o n  

l e a d s  t o  ' a c t i v a t i o n '  a n d / o r  d i r e c t e d  m ovem ent  o f
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n e u t r o p h i l s  h a s  y e t  t o  b e  d e t e r m i n e d .  T h i s  i s  d u e  i n  

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

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

t h e  l y m p h o k i n e s  t h e m s e l v e s .

The i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  CR1 a n d  CR3 r e c e p t o r s  

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

a m embrane  e f f e c t .  I f  t h e r e  a r e  i n d e e d  s u r f a c e  

r e c e p t o r s  f o r  LREF, t h 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  i n  

t h e  e f f e c t s  o f  LREF may b e  d u e  t o  v a r i a t i o n  i n  t h e  

r e l a t i v e  n u m b e r s  o f  a v a i l a b l e  r e c e p t o r s  ( W i l l i a m s  & 

G r a n g e r  1 9 7 3 ;  R o s e n a u  & T s o u k a s  1 9 7 6 ) :

The m e c h a n i s m s  w h e t h e r  LREF i s  a c t i n g  t h r o u g h  i t s  

own r e c e p t o r s  o n  n e u t r o p h i l s ,  o r  t h r o u g h  o t h e r  

r e c e p t o r s  (CR1 & CR3) w e r e  s t i l l  u n d e t e r m i n e d .  When 

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

a v a i l a b l e  i t  w i l l  b e  p o s s i b l e  t o  r a d i o l a b e l  LREF, t o  

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

LREF r e c e p t o r s  on  n e u t r o p h i l s .

T h e r e  i s  g o o d  e v i d e n c e  t h a t  t h e  immune r e s p o n s e  

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

LTB4  o r  IFN-gamma) o r  b y  d r u g s  s u c h  a s  d e x a m e t h a s o n e . 

I n  my s y s t e m ,  a  c l e a r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  LTB^ on 

LREF g e n e r a t i o n  w as  s e e n  ( F i g  6 . 1 ) .  G e l  f i l t r a t i o n  

a n a l y s i s  o f  s u p e r n a t a n t s  f r o m  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC 

c o - c u l t u r e d  w i t h  LTB^ i n d i c a t e d  t h a t  t h e  d e c r e a s e  o f  

LREA was  d u e  t o  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  3 5 - 4 0  kDa p r o t e i n  

w h i c h  was p r e v i o u s l y  c h a r a c t e r i z e d  a s  LREF ( F i g  6 . 2 ) .
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The a d d i t i o n  o f  IFN-gamma d i d  n o t  a f f e c t  LREA 

g e n e r a t i o n ,  a l t h o u g h  i t  h a d  t h e  same d e g r e e  o f  

i n h i b i t i o n  o f  t h e  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  a s  LTB^ i n  t h e  

P H A - s t i m u l a t e d  PBMC c u l t u r e s .  T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  

t h a t  t h e  e f f e c t  o f  LTB4 on  t h e  i n h i b i t i o n  o f  LREF 

g e n e r a t i o n  i s  n o t  d u e  t o  IFN-gamma p r o d u c t i o n .

However  i t  r e m a i n s  u n c l e a r  w h e t h e r  t h e  r e d u c t i o n  i n  

LREF g e n e r a t i o n  i s  d u e  t o  a  d i r e c t  e f f e c t  o f  LTB^ o n  

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

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

w h i c h  s u p p r e s s  t h e  T c e l l s  g e n e r a t i n g  LREF.

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

LTB^ g e n e r a t i o n  f o r  u p  t o  60 m in  i n c u b a t i o n ,  

c o n f i r m i n g  t h a t  t h e  d e c r e a s e  i n  LTB^ g e n e r a t i o n  was  

due  t o  t h e  a c t i o n  o f  d e x a m e t h a s o n e  on  T c e l l s .

9 . 6  C o u ld  LREF b e  L I F ?

S i n c e  L IF  a p p e a r s  t o  b e  o n e  o f  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  

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

i m p o r t a n t  t o  c o n s i d e r  w h e t h e r  LREF i s  L I F .  S e v e r a l  

p o i n t s  s u g g e s t e d  t h a t  LREF may b e  L I F .  F i r s t l y ,  b o t h  

l y m p h o k i n e s  p o s s e s s e d  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t  (58 t o  

60 kDa) a n d  p i  ( 5 . 0  -  5 . 2 ) ( F i g  7 . 1  & 7 . 2 ) .  S e c o n d l y ,  

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

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

c o - c u l t u r i n g  P H A - s t i m u l a t e d  PBMC w i t h  LTB^ ( F i g  6 . 1 ) .  

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

c y t o t o x i c  a c t i v i t y  ( F i g  8 . 2 ) .  One o f  t h e  m a j o r
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c h a r a c t e r i s t i c s  o f  L I F  i s  i t s  e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  L IF  

p o s s e s s e s  e s t e r o l y t i c  a c t i v i t y  ( R o c k l i n  19 7 4 ;  R o c k l i n  

& R o s e n t h a l  1 9 7 7 ;  L o m n i t z e r  e t  a l  1 9 7 5 ) ,  a n d  i t s  

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

b y  t y p i c a l  t r y p s i n  s u b s t r a t e s ,  s u c h  a s  BAEE ( b e n z y l  

a n g i n i n e  e t h y l  e s t e r )  ( B e n d t z e n  1 9 7 7 a , b ) . The a c t i o n  

o f  LIF  on  n e u t r o p h i l s  i s  b l o c k e d  b y  t h e  s e r i n e  

e s t e r a s e  i n h i b i t o r s  DFP a n d  PMSF ( B e n d t z e n  1 9 7 7 a ) , a n d  

cAMP o r  d i b u t y r y l  cAMP p a r t i a l l y  b l o c k  t h e  e f f e c t  o f  

L IF  on  m i g r a t i o n  ( B e n d t z e n  1 9 7 8 ) .  LREF a c t i v i t y  c a n  

o n l y  b e  p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  by  PMSF ( F i g  7 . 9 ) ,  b u t  I  

c a n n o t  f u l l y  e x c l u d e  t h e  p o s s i b l e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  

o f  LREF w i t h o u t  p e r f o r m i n g  a  s t u d y  o f  a w i d e r  r a n g e  o f  

l i k e l y ' s u b s t r a t e s . A t  t h e  p r e s e n t  t i m e ,  i t  d o e s  n o t  

a p p e a r  l i k e l y  t h a t  LREF i s  L I F ,  b u t  u n t i l  s u c h  t i m e  a s  

t h e  am ino  a c i d  s e q u e n c e s  o f  b o t h  l y m p h o k i n e s  a r e  

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

9 . 7  R e l a t i o n  o f  i n  v i t r o  o b s e r v a t i o n  t o  i n  v i v o  

e v e n t s

A l m o s t  a l l  s t u d i e s  o f  l y m p h o k i n e s  h a v e  b e e n  

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

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

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

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

r e s p o n s e  o r  o f  c e l l - m e d i a t e d  i n f l a m m a t i o n .  I n f e r e n c e s  

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

a t  l e a s t  some o f  t h e  f o l l o w i n g  p o i n t s :  ( 1 ) t h a t  t h e
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f a c t o r  i s  p r o d u c e d  a n d  r e l e a s e d  i n  v i v o . w h e r e  i t s  

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

c o n c e n t r a t i o n  a n d  a t  t h e  c o r r e c t  t i m e ;  (2) t h a t  

i n j e c t i o n  o f  t h e  f a c t o r  r e p r o d u c e s  t h e  p h e n o m en a  

a t t r i b u t e d  t o  i t ;  (3) t h a t  f a i l u r e  o f  f a c t o r  

p r o d u c t i o n ,  e . g .  i n  d e s e n s i t i z e d  o r  i m m u n o l o g i c a l l y  

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

t h e  a s s o c i a t e d  p h e n o m e n a ;  (4) t h a t  a p p r o p r i a t e  u s e  o f  

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

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

t h e  a s s o c i a t e d  i n  v i v o  p h e n o m e n a .

H o w ev e r ,  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e s e  c r i t e r i a  h a s  

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

s u c h  a s  MIF, IFN-gamma a n d  I L - 1 .

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

s p e c u l a t e  t h a t  LREF m i g h t  p l a y  a r o l e  i n  some i n  v i v o  

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

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

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

r e j e c t i o n ,  a n d  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  ( R o b b in  &

A n g e l l  1 9 7 6 ) .  To c o n f i r m  i t s  r o l e  i n  v i v o  i t  i s  

o b v i o u s l y  n e c e s s a r y  t o  r a i s e  an  a n t i b o d y  a g a i n s t  LREF 

a n d  t o  u s e  i t  t o  d e t e c t  LREF i n  b o d y  f l u i d s  i n  

a p p r o p r i a t e  s i t u a t i o n s .

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

l y m p h o k i n e  r e g u l a t i o n  o f  IgG d e p e n d e n t  LTB4 r e l e a s e  

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

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

e n h a n c i n g  t h e i r  c y t o t o x i c  f u n c t i o n s . S y s t e m i c  

p r o d u c t i o n  o f  LREF, on  t h e  o t h e r  h a n d ,  may c o n t r i b u t e  

t o  l e u k o a g g r e g a t i o n  a n d  c o n t r o l  o f  b a c t e r i a l  

i n f e c t i o n .  The f a c t  t h a t  s u r f a c e  b o u n d  I g G - c o n t a i n i n g  

immune c o m p l e x e s  s t i m u l a t e  t h e  r e l e a s e  o f  LTB^ f r o m  

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

i n  LTB4 g e n e r a t i o n  i n  v i v o  i n  a n y  s i t u a t i o n  w h e r e  

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

e i t h e r  f o r e i g n  o r  h o s t  d e r i v e d .
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9 . 7  Summary h y p o t h e s i s  ( F i g  9 . 1 ) .

Many f o r m s  o f  a c u t e  a n d  s u b a c u t e  i n f l a m m a t i o n  

show m i x e d  n e u t r o p h i l  a n d  m o n o n u c l e a r  c e l l  

i n f i l t r a t i o n .  The  m e c h a n i s m s  o f  r e c r u i t m e n t  a n d  

a c t i v a t i o n  o f  n e u t r o p h i l s  a r e  s t i l l  t h e  s u b j e c t  o f  

some s p e c u l a t i o n ,  b u t  a c u t e  p h a s e  p r o t e i n s ,  b a c t e r i a l  

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

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

may a l l  c o n t r i b u t e  t o  t h e s e  e v e n t s .

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

i s  r e g u l a t e d  b y  a d d i t i o n a l  f a c t o r s  i n c l u d i n g  T c e l l  

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

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

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

p r o p e r t y  i s  s h a r e d  w i t h  a  nu m b er  o f  m e d i a t o r s  

i n c l u d i n g  LTB^, C5a a n d  PAF. N e u t r o p h i l  a c t i v a t i o n  

c a n  b e  d e m o n s t r a t e d  i n  t e r m s  o f  i n c r e a s e d  s u r f a c e  

r e c e p t o r  e x p r e s s i o n .  One l y m p h o k i n e  i n  p a r t i c u l a r ,  

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

t o  g e n e r a t e  LTB4 i n  r e s p o n s e  t o  p h y s i o l o g i c a l  s t i m u l i  

s u c h  a s  a n  I g G - c o a t e d  t a r g e t .

IFN-gamma i s  a  p o t e n t  i n d u c e r  o f  l a  a n t i g e n  on  

human e n d o t h e l i a l  c e l l s , t h i s  m i g h t  endow e n d o t h e l i u m  

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

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

i n f l a m m a t o r y  c e l l s .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  LYNAP (LDNCF) 

n e u t r o p h i l  d i r e c t i o n a l  m i g r a t i o n  w i l l  b e  i n d u c e d ,
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w h e r e a s  c y t o k i n e s  s u c h  a s  LIF a n d  GM-CSF w i l l  c o u n t e r  

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

t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  t a r g e t .  N e u t r o p h i l  a c t i v a t i o n  may 

t h e n  b e  a c h i e v e d  b y  f a c t o r s  s u c h  a s  LREF a n d  L IF  a n d  

t h e  c e l l s  w i l l  t h e n  d e l i v e r  a maximum r e s p o n s e  a t  

t h e i r  t a r g e t .  M o n o k in e s  may a l s o  p a r t i c i p a t e  i n  t h i s  

a c t i v a t i o n  p r o c e s s .  N e u t r o p h i l s  may b e  a t t r a c t e d  b y  

MDNCF a n d  T N F - a l p h a ,  t h e n  a c t i v a t e d  b y  T N F - a l p h a  a n d  

I L - 1 .  The p r i m e d  n e u t r o p h i l s  w i l l  r e l e a s e  m o re  LTB^ 

a f t e r  i n t e r a c t i n g  w i t h  I g G - c o a t e d  t a r g e t s  a n d  t h i s  

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

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

p e r m e a b i l i t y .  T h i s  s y s t e m  a l s o  p r o v i d e s  a  p o s s i b l e  

a u t o r e g u l a t o r y  f e e d b a c k  l o o p  i n  t h a t  LTB^ c a n  i n h i b i t  

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

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

by  n e u t r o p h i l s .
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Monocyte/Macrophage

T c e l l

I n f l a m m a t i o n

C e l l  I n h i b i t i o n  ( - )  
C e l l  a c t i v a t i o n  ( +)

Chemot axl s 
M i g r a t i o n  I n h i b i t i o n

Monocyt e/Macrophage

F i g u r e  9 . 1 :  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  f a c t o r s  
c o n s i d e r e d  i m p o r t a n t  i n  t h e  c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n  a n d  
i n f l a m m a t i o n .
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