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ABSTRACT

M o n o c y i c s  f r o m  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  t y p e  1 ( H I V - 1 )

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

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

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

a n t i g e n s .  T h e  f u n c t i o n a l  a s p e c t  o f  m o n o c y t e s  in  v i v o  w a s  i n v e s t i g a t e d  by 

m e a s u r i n g  p l a s m a  i n t e r l e u k i n - 6  ( I L - 6 )  in H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  to se e  i f  th i s  

c y t o k i n e  c o r r e l a t e d  w i th  any  o t h e r  p a r a m e t e r s  in the  b l o o d .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  

by a s tu dy  o f  the  c y t o k i n e s  g e n e  e x p r e s s i o n  in p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s .  T h e  

a c c e s s o r y  cel l  f u n c t i o n  o f  m o n o c y t e ,  w a s  l o o k e d  in to  by  c o n s i d e r i n g  the  e f f ec t  

o f  m o n o c y t e - d e r i v e d  p r o s t a g l a n d i n  E ]  ( P G E 2 ) on l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n ,  and 

m o n o c y t e  i n t e r l e u k i n - 1 a l p h a  ( I L - l a )  and  t u m o u r  n e c r o s i s  fa c to r  a lp h a  ( T N F - a )  

p r o d u c t i o n ,  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s  o f  H I V - 1- i n f e c t e d  

p a t i e n t s .

L ig h t  m i c r o s c o p y  s tu d y  o f  p e r ip h e r a l  b l o o d  o f  H I V  pa t i e n ts  s h o w e d  

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

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

an t ib o d ie s  to C D  14 an t igen s ,  re ve a le d  t h e s e  ce l l s  to b e  m o n o c y t e s .

M o n o c y t e  n u m b e r s  in t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  H I V  pa t i e n ts ,  b a s e d  

o n  a n t i - C D l  4 s t a i n i n g ,  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w i t h  d i s e a s e  

p r o g r e s s i o n .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  o f  a p r o g r e s s i v e  r e d u c t i o n  in tota l  w h i t e  cel l  

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

w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  (p < 0 .05 ) .  P a t i e n t s  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in 

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

in p a t i e n t s  ( ( m e d i a n  a n d  i n t e r q u a r t i l e  r a n g e ;  14 .0  ( 8 . 8 - 1 8 . 5 % ) )  s h o w e d  a

s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e d  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s  ( 8 . 0  ( 7 . 0 - 1 2 . 3 ) % ) ,  (p < 0 . 0 5 ) .



M o n o c y t e  m e m b r a n e  C D 4  e x p r e s s i o n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s ea d  w i t h  d i s e a s e

p r o g r e s s i o n  (p < 0 . 0 1 ) ,  in p a r a l l e l  w i t h  T - c e l l  C D 4  e x p r e s s i o n .  F l o w  c y t o m e t r y

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

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

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

e x p r e s s i o n  o f  th e  m a r k e r s  C D l l b ,  H L A - D R ,  C D 4 5  a n d  C D 1 6 ,  s o m e  o f  w h i c h

s u g g e s t e d  ce l l  a c t iv a t i o n .  T h e  m e a n  s ize  o f  th e  l a r g e r  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  was  

56  % ( S D  = 12 %)  g r e a t e r  t h a n  n o r m a l .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  a c t i v a t e d  m o n o c y t e s  

w i t h  t h e  l a r g e r  p h e n o t y p e  c o r r e l a t e d  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  = 32.1,  p <

0 . 0 0 1 ) ,  a nd  th i s  w a s  m o r e  p r o m i n e n t  in th e  C D C 4  d i s e a s e  c a t e g o r y  ( A I D S ) .  

H o w e v e r ,  m o n o c y t e s  in the  e x t r a  p o p u l a t i o n  n e v e r  e x c e e d  5 0 % .

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

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

o r d e r  to e v a l u a t e  as c l o s e l y  as p o s s i b l e  th e  in v i v o  s i t u a t i o n .  H I V  p a t i e n t s '  

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

e x p r e s s i o n  o f  th e  g en es  for  T N F - a  c o m p a r e d  to T N F - p ,  w h e r e a s  m o n o c y t e s  f rom  

c o n t r o l s  s h o w e d  a r e l a t i v e l y  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  T N F - P  o v e r  T N F - a .  S o m e

H I V  p a t i e n t s  h a d  h i g h  p l a s m a  I L - 6  l e v e l s  w h i c h  c o r r e l a t e d  s i g n i f i c a n t l y  w i th  

the  n u m b e r  o f  m o n o c y t e s  in t h e  a c t iv a te d  p o p u l a t i o n  (r  = 0 . 25 ,  p = 0 .05 ) ,  du r i n g  

d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  H I V  p a t i e n t s '  m o n o c y t e s  p r o d u c e d  h i g h  c o n s t i t u t i v e  P G E 2 

l e v e l s  in v i v o  ( 6 1 7  ( 4 7 9 - 7 5 5 )  p g / m l )  w h i c h  c o u l d  n o t  b e  i n c r e a s e d  by  L P S  

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

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

p r o l i f e r a t i o n  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s  o f  H I V - i n f e c t e d

p a t i e n t s .  L y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  w a s  q u a n t i f i e d  by  l y m p h o c y t e  IL - 2  r e c e p t o r  

( C D 2 5 )  e x p r e s s i o n  in r e s p o n s e  to  a n t i - C D 3 .  S i n c e  l L - 2  r e c e p t o r  e x p r e s s i o n  

s h o w e d  a p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  w i t h  t r i t i a t ed  ( ^ H ) - T h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  ( r  =



0 .7 7 ,  p = 0 .0 1 ) ,  thi s m a r k e r  w a s  u s e d  to q u a n t i f y  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n .  Th e  

a p p r o a c h  d e v i s e d  in th i s  t h e s i s  to  e x a m i n e  p r o l i f e r a t i o n  b y  C D 2 5  e x p r e s s i o n  

a l l o w e d  th e  s i m u l t a n e o u s  m e a s u r e m e n t  o f  c y t o k i n e s  a nd  P G E 2 in c u l tu re ,  w h ic h  

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

t r i t i a t e d  t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n .  T h e  p a t i e n t s '  r e s p o n s e s  to a n t i - C D 3  w e r e  

d i v i d e d  i n to  t h r e e  g r o u p s :  t h o s e  w i t h  e i t h e r  n e g a t i v e ,  p o o r  o r  g o o d  r e s p o n s e s .  

M o n o c y t e  P G E 2 l e v e ls  in c u l t u r e s  w e r e  f o u n d  to  c o r r e l a t e  i n v e r s e l y  w i th  the  

l y m p h o c y t e  r e s p o n s e s  in  H I V -  i n f e c t e d  p a t i e n t s .  P a t i e n t s  w i t h  n e g a t i v e  

r e s p o n s e s  had  h ig h  le v e ls  o f  P G E 2 , w h i l e  p a t i e n ts  wi th  g o o d  r e s p o n s e s  h a d  lo w  

P G E 2 lev e ls .  T h is  s u g g e s t e d  th e  h y p o t h e s i s  tha t  h i gh  c o n s t i t u t i v e  P G E 2 s y n t h e s i s  

b y  m o n o c y t e s  in H I V  p a t i e n t s  c o n t r i b u t e d  to  t h e  r e d u c e d  l y m p h o c y t e  

p r o l i f e r a t i o n  w h i c h  is s e e n  in d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  I L - l a  and  T N F - a  in so m e  

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

r e s p o n s e .  B o t h  c y t o k i n e s  s h o w e d  h i g h  p o s t - s t i m u l a t i o n  l e v e l s ,  h o w e v e r  s o m e  

p a t i e n ts  s h o w e d  a lo w  s p o n t a n e o u s  T N F - a  p ro d u c t i o n  in v ivo .

T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  e x i s t s  a m o r e  d y n a m i c  s i tu a t i o n  

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

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

P e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e  in H I V  p a t i e n t s  p r o d u c e d  h i g h  le v e ls  o f  P G E 2 and

th is  c o u l d  in h ib i t  T- ce l l  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s .  P G E 2 p r o d u c t i o n  in m o n o c y t e s ,

d r i v e n  b y  H I V  in fe c t i o n  in v iv o ,  m i g h t  in pa r t  a c c o u n t  f o r  th e  H I V - r e l a t e d  T-  

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

a m e l i o r a t e d  w i t h  i n d o m e t h a e i n  t r e a t m e n t .
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DEFINITIONS
A c c e s s o r y  c e l l s  a n o n - l y m p h o c y l i c  c e l l  w h i c h  f u n c t i o n s  as a

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

a r e  u s u a l l y  l a  p o s i t i v e ,  s h o w i n g  M H C  r e s t r i c t i o n  w h e n  i n t e r a c t i n g  w i t h  T-  

h e l p e r  c e l l s  in t h e  i n i t i a t i o n  o f  an  i m m u n e  r e s p o n s e .  E x a m p l e s  o f  a c c e s s o r y

c e l l s  a re  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s ,  d e n d r i t i c  c e l l s  a n d  l a n g e r h a n s  ce l l s .

AIDS A c q u i r e d  i m m u n o d e f i c i e n c y  s y n d r o m e  i s  a s e v e r e

i m m u n o d e f i c i e n c y  o c c u r i n g  in a d u l t s  as a re su l t  o f  a d e f i c i e n c y  o f  h e l p e r  T-

l y m p h o c y t c s  an d  o t h e r  c e l l s  i m p o r t a n t  to t h e  i m m u n e  s y s t e m  eg.  m o n o c y t e s .  It 

u s u a l l y  f o l l o w s  H I V  i n f e c t i o n  a n d  t h e  d i s e a s e  is c h a r a c t e r i z e d  b y  r e p e a t e d  

s e v e r e  i n f e c t i o n s  and a r a r e  sk in t u m o u r  ca l l e d  K a p o s i ' s  s a r c o m a .

A n t i b o d y  An i m m u n o g l o b u l i n  c a p a b l e  o f  s p e c i f i c  c o m b i n a t i o n  w i th

a n t i g e n s .

A n t i g e n  a  m o l e c u l e  th a t  in i t i a te s  an i m m u n e  r e s p o n s e  w h e n  i n t r o d u c e d  into

t i s s u e s .

B - l y m p h o c y t e s  T h e s e  a re  s u b s e t  o f  l y m p h o c y t e s  w h i c h  a r e  CD19 

p o s i t i v e  an d  h a v e  th e  a b i l i t y  to s y n t h e s i z e  i m m u n o g l o b u l i n s .

Cell surface markers T h e s e  a r e  p r o t e i n s  e x p r e s s e d  o n  t h e  ce l l  

s u r f a c e ,  w h i c h  a re  c h a r a c t e r i s t i c  o f  c e r t a i n  p h e n o m e n a  o c c u r r i n g  in t h e  

c e l l . e g .  c e l l u l a r  a c t i v a t i o n ,  c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n  an d  ce l l  p r o l i f e r a t i o n .  T h e s e  

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

CD16,  C D l l b  and CD25.
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C y to k in es  T h i s  is a g r o u p  o f  s o l u b l e  p r o t e i n s  r e l e a s e d  f r o m  c e l l ^

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

p r o t e i n s  a re  t e r m e d  m o n o k i n e s  s i n c e  they  a re  p r o d u c e d  f r o m  m o n o c y t e s .  O t h e r s  

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

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

w h i c h  a p p e a r e d  in t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  s o m e  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s ,  

e s p e c i a l l y  t h o s e  w i t h  A I D S .  T h e s e  m o n o c y t e s  a re 1.5 t i m e s  l a r g e r  t h a n  n o r m a l ,

a n d  e x p r e s s e d  a c t i v a t i o n  m a r k e r s .

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

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

p r o p e r t i e s  o f  t h e i r  c y t o p l a s m i c  g r a n u l e s .  T h e s e  a re  n e u t r o p h i l ,  e o s i n o p h i l  and 

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

H e te r o g e n e i ty  a d i f f e r e n t  k in d  o f  n a t u r e ,  d i v e r s e  in c h a r a c t e r

and  v a r i e d  in c o n t e n t .  M o n o c y t e s  in H I V  p a t i e n t s  w e r e  h e t e r o g e n e o u s  in th a t  

th e y  p r e s e n t  s u b s e t s  o f  p o p u l a t i o n s ,  w h i c h  c o n t a i n  ce l l s  t h a t  w e r e  d i f f e r e n t  in 

s i ze  and  e x p r e s s i o n s  o f  ce l l  s u r f a c e  m a r k e r s .

Human im m unodefic iency  virus (HIV) T h i s  is a m e m b e r  o f  th e  

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

t h a t  c a u s e d  th e  a c q u i r e d  i m m u n o d e f i c i e n c y  s y n d r o m e  ( A I D S ) .

Im munoglobulins  (Ig) T H e s e  a re  m e m b e r s  o f  a f a m i l y  o f  p r o t e i n s

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

b y  s u l p h i d e  b o n d s .  T h e  m e m b e r s  a re d i v i d e d  in to  i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s e s  an d  

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

H u m a n s  h a v e  f ive Ig c l asses :  I g M ,  IgG,  IgA,  IgD  and IgE.
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L y m p h o c y t e s  a  sphe r ic a l  cei l  f r om  7 -1 2  | i m  in d i a m e t e r ,  w i th  la rg e  round  

n u c l e u s  and  l i t t l e  c y t o p l a s m ,  p r e s e n t  in th e  b lo o d .  T w o  t y p e s  o f  l y m p h o c y t e  ex is t

an d  p l ay  an i m p o r t a n t  ro le  in th e  i m m u n e  sy s te m :  T  and  B l y m p h o c y t e s .

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

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

in th e  b o n e  m a r r o w .  A t  th e  f in a l  s ta g e  o f  m a t u r a t i o n ,  th e y  e x p r e s s e d  a m y e l o i d

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

T h e y  the n  c i r c u l a t e  in the  b l o o d  as m a t u r e  m o n o c y t e s .  O n c e  t h e s e  c e l l s  a c q u i r e

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

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

M ononuclear  p hagocytes  T h e  p h a g o c y t i c  c e l l s  o f  w h i c h  t h e

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

p h a g o c y t e  l i n e a g e  o r i g i n a t e  f ro m  th e  b o n e  m a r r o w .  It is th e  n e w  t e r m  w h i c h

r e p l a c e s  t h e  o l d  te rm  o f  ' r e t i c u l o - e n d o t h e l i a l  ce l l s ' .

T-Cel ls  L y m p h o c y t e s  t h a t  a re  d e r i v e d  f r o m  th e  t h y m u s , a n d  p l a y  a m a j o r  

r o l e  as a n t i g e n  r e a c t i v e  c e l l s  an d  e f f e c t o r  c e l l s  in ce l l  m e d i a t e d  i m m u n i t y .  It 

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

a n t i g e n s .

23



Chapter 1 

Introduction

2 4



Chapter 1
1 In trod u ction .

1.1 The human im m unodefic iency  virus (HIV).

1.1.1 D e f i n i t i o n  o f  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ( H I V ) .

T h e  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ( H I V )  w a s  f o u n d  to be  

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

s y n d r o m e  ( A I D S ) ,  (2) .  I t  w a s  c l a s s e d  as a m e m b e r  o f  t h e  l e n i i v i r i d a e  

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

b e e n  i d e n t i f i e d  to da te .  H u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  t y p e  o n e  ( H I V -  

1) is c o n c e n t r a t e d  in A m e r i c a ,  C e n t r a l  A fr i c a ,  E u r o p e  and  o t h e r  p a r t s  o f  

the  w o r ld .  H u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ty p e  t w o  ( H I V - 2 )  is a s s o c ia te d  

m a i n l y  wi th  W e s t  A f r i c a .  H IV -1  is  th e  v i r u s  t y p e  r e la te d  to  th e  p r e s e n t  

t h e s i s .

1 .1 .2 S l r u e t u r e  o f  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  ( H I V - 1 ) .

H i g h  r e s o l u t i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s h o w e d  t h e  H I V - 1  

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

c o n t a i n i n g  72 s p i k e s  (3)  ( A p p e n d i x  1.1.2) .  T h e s e  s p i k e s  c o r r e s p o n d  to two 

m a j o r  v l r a l - e n v e l o p e  g l y c o p r o t e i n s ,  g p l 2 0  and  g p 4 1 .  A l s o  s t u d d e d  in the  

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

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

HIV -1  c o n t a i n e d  f o u r  n u c l e o c a p s i d  p r o t e i n s ,  p 2 4 ,  p l 7 ,  p 9  a n d  p7 .  T h e  

m y r i s i . l a t e d  p i 7 p r o t e i n  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n n e r  s u r f a c e  o f  the
/f

v i r a l  l i p i d  b i l a y e r ,  w h e r e a s  t h e  p h o s p h o r y l a t e d  p 2 4  p o l y p e p t i d e  f o r m e d  

th e  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  th e  i n n e r  s h e l f  o f  t h e  n u c l e o c a p s i d .  T h e  p7

p r o t e i n  b o u n d  to t h e  g e n o m i c  R N A  v i a  z i n c - f i n g e r  s t r u c t u r e s  and  

t o g e t h e r  w i t h  p 9  f o r m e d  t h e  n u c l e o i d  c o r e .  In t h e  v i r a l  c o r e ,  t h e r e

e x i s t e d  t w o  c o p i e s  o f  t h e  s i n g l e - s t r a n d e d  H I V - 1  g e n o m i c  R N A  in
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a s s o c i a t i o n  w i t h  v i r u s  e n z y m e s ,  n a m e l y  t h e  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e ,  

i n t e g r a s c  a n d  p r o t e a s e .

1.1 .3 T h e  g e n o m i c  s t r u c t u r e  o f  H IV -1

T h e  H I V - 1  g e n o m e  s h a r e d  t h e  b a s i c  s t r u c t u r e  o f  all  k n o w n  

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

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

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

e n z y m e s  r e q u i r e d  f o r  v i r a l  re p l i c a t i o n .  H IV -1  c o n t a i n e d  in i ts  9 - k i l o b a s e  

R N A  g e n o m e  n o t  o n l y  th e  t h r e e  e s s e n t i a l  g e n e s  b u t  s ix o t h e r  g e n e s ,  

i n c l u d i n g  vp r ,  v if ,  ta t ,  rev,  n e f  and  v p u  g e n e s ,  w h o s e  p r o d u c t s  r eg u la te d  

v i ral  r e p l i c a t i o n  in v a r i o u s  w a y s  ( A p p e n d i x  1.1.3) .

T h e  T a t  g e n e  p o t e n t l y  t r a n s a c t i v a t e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  all 

v i r a l  g e n e s .  T h e  N e f  g e n e  f u n c t i o n  is n o t  c l e a r ,  b u t  it p o i n t s  to the  

i n h i b i t i o n  o f  H IV -1  r e p l i c a t i o n .  V p r  on  the  o t h e r  h a n d  a p p e a r e d  c a p a b l e  

o f  m o d e r a t e  s t i m u l a t i o n  o f  th e  HIV-1  lo n g  t e r m i n a l  r e p e a t  ( L T R )  as well  

as a w id e  a r ray  o f  c e l l u la r  and  viral  p r o m o t e r s .  V i f  and  Vpu,  a p p e a re d  to 

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

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

b u d d i n g  v i r io ns  f rom  t h e  s u r f a c e  o f  the  cel l .  T h e  p r o d u c t  o f  th e  V i f  ge ne  

w a s  n e c e s s a r y  f o r  fu l l  i n f e c t i v i t y  o f  t h e  r e l e a s e d  H I V - 1  v i r i o n s ,  s i n c e  

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

r e s u l t a n t  v i r u s e s .  T h e  p r o d u c t  o f  t h e  R e v  g e n e  a c t e d  at  a p o s t -  

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

u n s p l i c e d  and  s i n g l y  s p l i c e d  f o r m s  o f  H I V - 1  R N A  t h a t  e n c o d e  th e

p r o d u c t s  o f  the  gag ,  po l ,  and  e nv  genes .
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1 .2  Clinical aspects o f  human im munodefic iency virus type 

one (HIV-1) infection.

1.2.1 D i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in  H I V - 1  in f e c t i o n .

T h r o u g h o u t  H I V -1  i n f e c t i o n ,  p a t i e n t s  s u f f e r  f ro m  a v a r i e t y  o f  s y m p t o m s  

w h i e h  c an  be  f o l l o w e d  c l i n i c a l l y  as the  d i s e a s e  p r o g r e s s e s .  M o s t  p e o p l e  

s h o w  n o  s y m p t o m s  w h e n  i n i t i a l l y  i n f e c t e d  b y  H I V - 1 .  Y e t  s o m e  

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

r a n g i n g  f rom fever ,  s w o l l e n  g l a n d s  and  rash.  T h i s  r e s o l v e s  q u i c k l y .  T h e  

f i rs t  s ig n  ihat  th e  i m m u n e  s y s t e m  is a f f e c te d  b e c o m e s  a p p a r e n t  w i t h  the  

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

l y m p h a d e n o p a t h y ) ,  f o l l o w e d  by  a p e r s i s t e n t  d r o p  in C D 4  p o s i t i v e  T-ce l l  

e o u n t  to le s s  t h a n  4 0 0  c e l l s / m l .  T h e  i m p a i r m e n t  in c e l l - m e d i a t e d  

i m m u n i t y  b e c o m e s  e v i d e n t  as th e  p a t i e n t  fa i l s  to r e s p o n d  to  sk in  tes ts  

m e a s u r i n g  d e l a y e d  h y p e r s e n s i t i v i t y  ( i . e .  t h e  i n d i v i d u a l ' s  a b i l i t y  to  

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

u n d e r  th e  sk in ) .

As  the  C D 4  p o s i t i v e  T -cc l l  c o u n t  d r o p s  b e l o w  2 0 0  c e l l s / m l ,  

o v e r t  d i s e a s e  m a y  se t  in.  T h e  p a t i e n t  m a y  d e v e l o p  t h r u s h ,  a fu n g a l  

i n f e e t io n  o f  the  m u c o u s  m e m b r a n e s  o f  th e  t o n g u e  and  ora l  c av i t y .  Thi s  

m a y  be  a c c o m p a n i e d  by  p e r s i s t e n t  v i r a l  ( H e r p e s  s i m p l e x )  a n d  fu nga l  

( C a n d i d a  a l b i c a n s )  i n f e c t i o n s  o f  the  sk in and  m u c o u s  a r ea s ,  r e s u l t i n g  in 

p a i n f u l  s o r e s  s u r r o u n d i n g  th e  m o u t h ,  ana l  an d  g e n i t a l  a reas .

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

s i t es  b e y o n d  th e  sk in  an d  m u c o u s  m e m b r a n e s  r e f l e c t s  a s e v e r e  d e c l i n e  

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

i m m u n o d e f i c i e n c y  s y n d r o m e  ( A I D S ) .  T h e  i n f e c t i o n s  i n c l u d e
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P n c u m o c v s i i s  c a r i n i i  p n e u m o n i a  ( P C P )  in ih e  l u n g s ,  t h e  p a r a s i t i c  

i n f e c t i o u s  t o x o p l a s m o s i s  i n f e c t i n g  th e  br a in  '  l e a d i n g  to s e i z u r e  an d  c o m a ,  

and  c h r o n i c  c r y p t o s p o r i d i o s i s  c a u s i n g  c h r o n i c  d i a r r h o e a .  T h e s e  m a y  be  

l e t h a l  to  t h e  p a t i e n t s .  A I D S  p a t i e n t s  a l s o  s u f f e r  f r o m  a v a r i e t y  o f  

s y m p t o m s  w h i c h  p h y s i c i a n s  c a l l  A I D S - r e l a t e d  c o m p l e x  ( A R C ) .  T h e s e  

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

c h r o n i c  d i a r r h o e a  a n d  w a s t i n g  ( c a c h e x i a ) .

S e v e r a l  g r o u p s  o f  w o r k e r s  h a v e  a t t e m p t e d  to c l a s s i f y  the

c l i n i c a l  s y m p t o m s  o f  H I V - 1  i n f e c t i o n  to  i m p r o v e  m a n a g e m e n t  o f

p a t i e n t s  and to 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  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  T h e

W a l t e r  R e e d  A r m y  M e d i c a l  C e n t e r  in W a s h i n g t o n  D C  d e v e l o p e d  a 

c l a s s i f i c a t i o n  s y s t e m  in 1984  (4).  A n e w  s y s t e m  w a s  f o l l o w e d  f ro m  the 

C e n t e r  for  D is ea se  Con t r o l  ( C D C )  in A t la n ta ,  U S A ,  in 1986  (5) .  T h e  W o r l d  

H ea l th  O r g a n i s a t i o n  ( W H O )  u p d a t e d  th e  C D C  c la s s i f i c a t i o n  sy s t e m  in 1990  

( T a b le  1.2.1) ,  (6) ,  b u t  bo th  g r o u p s  r e c o n c i l e d  t h e i r  s y s t e m s  in 1991 in a 

j o i n t  W H O / C D C  c l a s s i f ic a t i o n  s y s t e m  fo r  H I V  i n f e c t i o n  and d i sease .

1 .2 . 2  E f f e c t s  o f  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i ru s  t y p e  o n e  ( H I V - 1 )  

i n f e c t i o n  on  th e  i m m u n e  s y s t e m .

H lV -1  i n f e c t i o n  is a c c o m p a n i e d  by  d e p l e t i o n  o f  C D 4  p o s i t i v e  

T - h e l p e r  l y m p h o c y t e s  (7 ) ,  a ce l l  t y p e  v i ta l  f o r  t h e  f u n c t i o n i n g  o f  t h e  

i m m u n e  s y s t e m .  T h i s  p r o g r e s s i v e  d e p l e t i o n  o f  T - h e l p e r  ce l l s  l e a d s  to a

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

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

T h e  e v e n t u a l  d e v e l o p m e n t  o f  l y m p h a d e n o p a t h y  i . e .  

c h r o n i c a l l y  s w o l l e n  l y m p h  n o d e s ,  is an e a r ly  s ig n  o f  th e  i m p a i r m e n t  o f  

th e  i m m u n e  s y s t e m .  H I V - 1  w a s  f o u n d  to  o v e r s t i m u l a t e  B l y m p h o c y t e s
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w h ic h  a rc  a b u n d a n t  in ly m p h  n o d e s ,  and  ke ep  t h e m  in a s ta te  o f  c h r o n i c  

a c t i v a t i o n .

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

e v i d e n c e  o f  an i m m u n e  d i s f u n c t i o n .  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n e r g y  (8 )  i .e.  

to ta l  a b s e n c e  o f  d e l a y e d  h y p e r s e n s i t i v i t y ,  p u t  p a t i e n t s  at r i sk  o f  c h r o n i c  

i n f e c t i o n .  T h i s  le d  to  s e v e r e  d e c l i n e  in  i m m u n e  f u n c t i o n s  r e f l e c t e d  by 

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

1 .2 .3 E f f e c t  o f  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i ru s  ty p e  o n e  ( H I V - 1 )  on the 

n e r v o u s  s y s t e m .

H u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  t y p e  o n e  ( H I V - I )  i n v a d e s  

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

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

r e t a r d a t i o n  (9 ) .  P o s s i b l e  m e c h a n i s m s  f o r  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  

i n v a s i o n  by H IV -1  i n c l u d e  v i r u s  c a r r i e d  to  t h e  b r a i n  v i a  l a t e n t l y

i n f e c t e d  b l o o d  m o n o c y t e s  o r  l y m p h o c y t e s  or  as  c e l l - f r e e  v i r u s  in f e c t i n g  

t h e  b r a i n  c a p i l l a r y  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( 10 ) .  S o u t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  ha s  

s h o w n  H I V - s p e c i f i c  D N A  in t h e  b r a i n  t i s s u e  o f  A I D S  p a t i e n t s  w i t h  

d e m e n t i a  (1 1 )  a n d  t h e  p r e d o m i n a n t  i n f e c t e d  c e l l s  in t h e  b r a i n  a r e  

m a c r o p h a g e s  and  m i c r o g l i a l  c e l l s  ( 1 2 ,1 3 ) .

D i s s e m i n a t i o n  o f  v i r u s  i n f e c t i o n  f r o m  b r a i n  t i s s u e s  to 

n e i g h b o u r i n g  n e u r o n s  o r  gl ia l  c e l l s  r e s u l t e d  in sp in a l  co rd  d i s e a s e  (14) .

T h i s  b e c a m e  e v i d e n t  w h e n  s p i n a l  e o r d s  o f  A I D S  p a t i e n t s  w h o  h a d

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

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

w i t h in  w h ic h  HIV-1  e x p r e s s i o n s  w a s  o b s e r v e d  (15) .
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1 .3  Consequences  o f  human im m unodef ic iency  virus type
one (HIV-1) infection.

T h e  h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  g p l 2 0  g l y c o p r o t e i n  

b o u n d  wi th  h ig h  a f f in i t y  to  C D 4  m o l e c u l e s  w h i c h  ac te d  as r e c e p t o r s  on 

ce l l  m e m b r a n e s .  T h e  r e c e p t o r - b o u n d  H I V - 1  v i r i o n  p e n e t r a t e d  t h e  c e l l s  

v i a  a p H - i n d e p e n d e n t  m e m b r a n e  f u s i o n  e v e n t  ( 1 6 ) ,  i n v o l v i n g  e i t h e r  

c l a s s i c - m e d i a t e d  e n d o c y l o s i s  ( 1 7 )  o r  v i r u s - m e d i a t e d  m e m b r a n e  f u s i o n  

( 1 6 ) .  T h i s  e n t r y  w a s  d i r e c t e d  b y  t h e  v i r i o n  b i p e p t i d e  e n v e l o p e  

g l y c o p r o t e i n ,  g p l 2 0 ,  n o n - c o v a l e n t l y  l i n k e d  v i a  a m i n o  t e r m i n a l  

i n t e r a c t i o n s  to a t r a n s m e m b r a n e  p r o t e i n ,  g p 4 1 ,  e m b e d d e d  in t h e  l ip id  

m e m b r a n e  tha t  s u r r o u n d s  th e  v i r i o n  (18) ,

L a t e r  e v i d e n c e  s u p p o r t e d  m e m b r a n e  f u s i o n  as th e  d o m i n a n t  

m e c h a n i s m  f o r  v i r i o n  e n t r y  ( 1 9 ) .  H o w e v e r ,  r e c e n t l y ,  a l t e r n a t i v e  

m e t h o d s  o f  up take  o f  H I V  in to  ce l l s  w h ic h  la ck  d e t e c t a b l e  s u r f a c e  C D 4  or 

C D 4  t r a n s c r i p t s  h a v e  b e e n  s h o w n  to ex is t .  H I V  in f e c t i o n  o f  c e l l s  (e .g.

m o n o c y t e s )  w a s  se en  to h a p p e n  t h r o u g h  c o m p l e m e n t  (2 0 )  o r  F c - r e c e p t o r

( 2 1 )  a n t i  b o d y - d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s .  D a t a  i n d i c a t e d  t h a t  c o m p l e m e n t  

r e c e p t o r  ( C R 3 )  and  F c g R I I I  o n  c e l l s  a c t e d  as a p o r t  o f  e n t r y  for

c o m p l e m e n t  ( C R 3 ) - c o a t e d  a nd  I g G - c o a t e d  H I V - 1 .

1.3.1 L a t e n c y  d u r i n g  H I V - 1  i n f e c t i o n s .

O n c e  th e  HIV-1  v i r io n  e n t e r e d  a C D 4  p o s i t iv e  ce l l ,  its R N A  g e n o m e  was  

r e v e r s e - t r a n s c r i b e d  to  a d o u b l e  s t r a n d e d  D N A  g e n o m e  w h i c h  i n t e g r a t e d  

in to  th e  ho s t  cel l  g e n o m e  as t h e  H IV -1  p r o v i r u s .  T h e  p r o v i r u s  h a d  the  

ab i l i ty  to e s t a b l i s h  a la te n t  o r  p e r s i s t e n t  f o rm  o f  in f e c t i o n  b y  s ta y i n g  in 

th e  p r o v i r u s  s t a t e  f o r  m o n t h s  o r  y e a r s .  Q u a n t i f y i n g  H I V  p r o t e i n  o r  

n u c l e i c  acid in b l o o d  l e u c o c y t e s  o f  s e r o p o s i t i v e  s u b j e c t s  r e v e a l e d  a low

f r e q u e n c y  o f  p r o d u c t i v e  i n f e c t i o n  (2 2 ) .  D N A  a n d  R N A  a m p l i f i c a t i o n
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b a s e d  on  p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n ,  s h o w e d  th a t  1 in 1000  p e r i p h e r a l -  

b l o o d  C D 4  p o s i t iv e  T - c e l l s  f rom pa t i e n t s  wi th  A I D S  e x p r e s s e d  H lV -1  R N A  

(23) .  In c o n t r a s t  , th i s  w a s  a m a r k e d  u n d e r e s t i m a t e  o f  th e  t r ue  v i ra l  

b u r d e n .  A p p r o x i m a t e l y  1 in e v e r y  100  o f  t h e  C D 4  p o s i t i v e  T - c e l l s

c o n t a i n e d  d e t e c t a b l e  H I V - 1  D N A .  T h u s ,  f o r  e v e r y  T - c e l l  a c t i v e l y  

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

B o t h  T  c e l l s  a n d  m o n o c y t e s  h a r b o u r e d  p r o v i r a l  D N A  and 

p r o d u c e d  p r o g e n y  v i r i o n s  in v i v o ,  b u t  th e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n s  o f  

i n f e c t i o n  in t h e s e  c e l l s  w a s  u n c l e a r .  R e c e n t l y ,  it w a s  f o u n d  t h a t  a 

f r a c t i o n  ( < 1 % )  o f  bo th  T  c e l l s  and  m o n o c y t e s  in b l o o d  c a r r i e d  a la t en t

i n f e c t i o n  in all s t a g e s  o f  H I V - 1  d i s e a s e  an d  c o u l d  s e r v e  as r e s e r v o i r

t h r o u g h o u t  A Z T  t h e r a p y  (23) .

In fe c t e d  ce l l s  e .g.  l y m p h o c y t e s  (24)  an d  m o n o c y t e s ,  a c te d  as 

the  rc5>crvoir o f  p e r s i s t e n t  H I V  i n f e c t i o n  (25 ) .  W h e n  th e  i n f e c t e d  ce l l s  

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

p r o y i r u s  and  c a u s e d  i n i t i a t i o n  o f  p r o d u c t i v e  i n f e c t i o n .  H I V  r e p l i c a t i o n  

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

c y t o k i n e s ,  w h i c h  in t u r n  c o u l d  a m p l i f i e d  b o t h  H I V  r e p l i c a t i o n  and  

c e l l u l a r  a c l i v a t i o n .  In v i t r o  w o r k  i n v o l v i n g  c y t o k i n e  s t i m u l a t i o n  and  

H I V  i n f e c t i o n  o f  n o r m a l  m o n o c y t e s  in c u l t u r e ,  r e v e a l e d  th a t  I L - 4  w a s  

the  m o s t  p o t e n t  e n h a n c e r  o f  H I V -1  r e p l i c a t i o n  (26) .

1 .3 .2  C y t o p a t h i c  e f f e c t s  o f  H I V -1  i n f e c t i o n s .

T h e  ab i l i ty  o f  HIV-1  to kill  the  C D 4  p o s i t i v e  subse t  o f  h u m a n  

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

i n d u c e d  by th e  v i ru s .  H I V - 1  r e p l i c a t i o n  and  ce l l  d e a t h  i n c r e a s e d  w h e n

i n f e c t e d  T - c e l l s  b e c a m e  a c t i v a t e d .  T h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t h a t  s h o u l d
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h a v e  p r o t e c t e d  a g a i n s t  t h e  H I V - 1 ,  h a d  th e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  th e  

p r o l i f e r a t i o n  of  t h e  v i r u s .  H o w e v e r ,  th e  p r e c i s e  m e c h a n i s m s  o f  th e  H I V -  

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

O n e  m e c h a n i s m  o f  H I V - l - i n d u c e d  k i l l i n g  in v i t r o  i n v o l v e d  

ce l l  f u s i o n  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  s y n c y t i a  m e d i a t e d  by  t h e  gp 41  env  

p r o t e i n  f o l l o w i n g  g p l 2 0  e n v  p r o t e i n  i n t e r a c t i o n  w i t h  C D 4  (2 7 , 2 8 ) ,  Thi s  

f u s i o n  p r o c e s s  r e q u i r e d  t h e  p r e s e n c e  o f  H I V - 1  e n v  p r o t e i n s  o n  th e  

s u r f a c e  o f  i n f e c t e d  c e l l s  a n d  i n v o l v e d  u n i n f e c t e d  C D 4 - e x p r e s s i n g  e e l l s  

th a t  c a m e  in c o n t a c t  w i t h  v i r a l l y  in f e c te d  c e l l s  e x p r e s s i n g  H I V - 1  env  

p ro t e in s .  T h e  fu s ion  o f  t h e s e  c e l l s  led to th e  f o r m a t i o n  o f  m u l t i n u c l e a t e d  

ce l l s ,  a l so  ca l l ed  s y n c y t i a ,  th a t  w e r e  s h o r t l i v e d .  S y n c y t i a l  f o r m a t i o n  m ay  

i n v o l v e  th e  f u s io n  o f  s e v e r a l  C D 4  p o s i t i v e  l y m p h o c y t e s ,  t h u s  o f f e r i n g  

on e  m e c h a n i s m  for  d e p l e t i o n  o f  thi s  cel l  type .  In o t h e r  ca se s ,  it in v o lv e d  

th e  f u s io n  o f  C D 4  p o s i t i v e  T - l y m p h o c y t e s  to C D 4  p o s i t i v e  m o n o n u c l e a r  

ce l l s  such as m o n o c y t e s  (29).

1.3.3 C e l l u l a r  a c l i v a t i o n  in H IV -1  in f ec t i o n .

T h e  s t r a t e g y  o f  H I V  r e p l i c a t i o n  w a s  to  u s e  t r a n s c r i p t i o n a l  

m e c h a n i s m s  very  s i m i l a r  to th o s e  us ed  by  c e l l u l a r  g e n e s  i n v o l v e d  in the  

a c t i v a t i o n  o f  i m m u n o c o m p e t e n t  c e l l s  ( l y m p h o c y t e s  an d  m o n o c y t e s ) .  I ts  

t a r g e t  w a s  th e  i n d u c i b l e  c e l l u l a r  g e n e s ,  su c h  as n u c l e a r  f a c t o r  ( N F - k B )  

an d  r as  p r o t o - o n c o g e n e  w h i c h  p a r t i c i p a t e d  in t h e  c a s c a d e  o f  e v e n t s  

l i n k i n g  m e m b r a n e  a c t i v a t i o n  and  H I V  r e a c t i v a t i o n .

1.3.3.1 T - l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  and H I V  g e n o m e  t r a n s c r i p t i o n  in HIV-1

i n f e c t i o n .

M o st  c i r c u l a t i n g  T -c e l l s  in th e  b l o o d  a re in the  r e s t i n g  ( G q )

s ta te  (30) .  T h e i r  a c t i v a t i o n  i n d u c e d  a se t  o f  c e l l u l a r  g e n e s ,  i n c l u d i n g
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p r o l o o n c o g e n c s  ( 3 1 )  w h o s e  f u n c t i o n s  r e n d e r e d  T - c e l l s  f u l l y  

i m m u n o c o m p e t e n t .  H I V - l - i n f e c t e d  C D 4 - p o s i t i v e  T - l y m p h o e y t e s ,  c o u l d  b e  

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

( T N F ) ,  i n t e r l e u k i n - 2  ( ÏL -2 )  an d  i n t e r l e u k in - 1  ( I L -1 ) ,  o r  g e n e  p r o d u c t s  o f  

d i f f e r e n t  v i r u s e s  (e .g .  h u m a n  T - l y m p h o t r o p i c  v i r u s  t y p e  o n e  [ H T L V - 1 ]  

and  H e r p e s  s i m p l e x ) ,  c r e a t i n g  a c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  t h a t  p r o m o t e d  a 

h ig h  leve l  o f  H I V -1  p r o v i r u s  e x p r e s s i o n  (32)  ( A p p e n d i x  1 .3 .3 .1) .  S p e c i f i c

a n t i g e n  r e c o g n i t i o n  o c c u r e d  t h r o u g h  t h e  b i n d i n g  o f  a n t i g e n  to th e  T-  

cc l l  r e c e p t o r  ( T C R )  c o m p l e x  ( T C R - C D 3 - C D 4 ) .  S o l u b l e  c y t o k i n e s  such  as

t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r  ( T N F )  a c te d  t h r o u g h  i ts  s p e c i f i c  r e c e p t o r  ( T N F -  

R ) ,  w h o s e  e x p r e s s i o n  w a s  u p r e g u l a t e d  b y  m i t o g e n  

( p h y t o h a c m a g g l u t i n i n ;  P H A ) .

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

on  t h e  ce l l  m e m b r a n e ,  c r e a t e d  a c a s c a d e  o f  e v e n t s  f r o m  t h e  ce l l  

m e m b r a n e ,  t h r o u g h  t h e  e y t o p l a s m  to th e  n u e l e u s .  T h i s  r e s u l t e d  in the  

i n d u c t i o n  o f  ho s t  f a c t o r  e x p r e s s i o n ,  n o t a b l y  t h e  n u c l e a r  f a c t o r  ( N F - k B )  

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  in t h e  c y t o p l a s m .  N F - k B  w a s  t h e n  l i b e r a t e d  f ro m  

the  i n a c t i v e  c o m p l e x  w h i c h  it f o r m e d  w i th  an i n h i b i t o r  ( I - kb ) ,  f o l l o w e d  

by its a c t i v a t io n  by  P ro te in  K i n a s e s  (33) .  T h e  f ree  N F - k B  t r a v e l l e d  to  the  

n u c l e u s  w h e r e  it i n t e r a c t e d  w i th  i ts  D N A  r e c o g n i t i o n  s i tes  to m e d i a t e  

g e n e  t r a n s c r i p t i o n .

O n c e  in t h e  n u c l e o p l a s m ,  t h e s e  N F - k B  p r o t e i n s ,  w h i c h  

n o r m a l l y  r e g u l a t e  th e  e x p r e s s i o n  o f  v a r i o u s  T - c e l l  g e n e s  i n v o l v e d  in 

g r o w t h ,  i n c l u d i n g  l L - 2  (34 )  and  the  a lp h a  s u b u n i t  o f  l L - 2  r e c e p t o r  (35),  

b o u n d  to and  a c t i v a t e d  th e  N F - k B  e n h a n c e r  e l e m e n t s  p r e s e n t  in th e  U3 

reg io n  o f  the  HIV-1  p r o v i r a l  lo n g  te rm in a l  r e p e a t  ( L T R )  (36) .
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T h e  i n d u c t i o n  o f  th e  H l V - 1  e n h a n c e r  e l e m e n t  r e s u l t e d  in 

the  t r a n s c r i p t i o n  o f  H I V - 1  g e n e s  f o l l o w e d  by  l o w  t r a n s l a t i o n  o f  HIV-1  

m R N A .  T h e  ea r l y  l o w  leve l  H I V -1  t r a n s c r i p t i o n  a l l o w e d  e a r l y  s y n t h e s i s  

o f  t h e  H I V - 1  r e g u l a t o r y  g e n e s ,  i n c l u d i n g  t h e  H I V - 1  ta t  p r o t e i n s .  T a t ,  

a c t i n g  t h r o u g h  t h e  T A R  ( t r a n s a c t i v a t i o n  r e s p o n s e )  e l e m e n t  (3 7 ) ,  c a u s e d  

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

e x p r e s s i o n  o f  all  g e n e s  s e q u e n c e s  l i n k e d  to  t h e  H I V - 1  l o n g  t e r m i n a l  

r e p e a t  ( H I V - l - L T R ) .

1 .3 .3.2  M o n o c y t e  a c t i v a t i o n  in HIV-1  in fec t ion .

H I V - l - i n f e c t e d  m o n o c y t e s  c o u ld  b e  a c t i v a t e d  by a n u m b e r  o f  

a c t i v a t i n g  a g e n t s ,  i n c l u d i n g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  g r a n u l o c y t e -  

m a c r o p h a g e  c o l o n y  s t i m u l a t i n g  f a c t o r  ( G M - C S F ) ,  i n t e r l c u k i n - 1  ( I L - 1 ) ,  

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

e .g  H e r p e s  s i m p l e x  ( 3 8 ) .  T h e s e  l i g a n d s  c a u s e d  m e m b r a n e  a c t i v a t i o n  

f o l l o w e d  by a c a s c a d e  o f  e v e n t s  i n v o l v i n g  th e  i n d u c t i o n  and  r e l e a s e  o f  

N F - k B  f ro m  its i n h i b i t o r  ( I - k B )  (39 ) .  T h e  f r e e  f o rm  o f  N F - k B  then  

m i g r a t e d  to th e  n u c l e u s  w h e r e  it b o u n d  to  th e  10 o r  11 bp  N F - k B  

e n h a n c e r - m o t i f s  p r e s e n t  in a v a r i e t y  o f  p r o m o t o r s ,  i n c l u d i n g  H I V - 1 ,  

C y t o m e g a l o v i r u s ,  T N F - a l p h a  and  IL-2  p r o m o t e r s  (40) .  T h e  b i n d i n g  o f  N F-  

kB to  th e  H lV -1  e n h a n c e r  in t h e  H IV -1  l o n g  t e r m i n a l  r e p e a t  ( H I V - l -  

L T R )  e l e m e n t ,  l ed to t h e  t r a n s c r i p t i o n  o f  H I V - 1  g e n e s  f o l l o w e d  by 

t r a n s la t i o n  o f  HIV-1  m R N A .

S o m e  w o r k  f o c u s i n g  o n  in v i t r o  H I V  r e a c t i v a t i o n ,  p r o v i d e d  

e v i d e n c e  for  th e  m e c h a n i s m  o f  H I V  e x p r e s s i o n  in a c t i v a t e d  m o n o c y t e s .  

In v i t ro  s tu d ie s  s h o w e d  th a t  L P S  s t im u la te d  the  t r a n s l a t i o n  o f  HIV-1  long  

t e r m i n a l  re p e a l  ( H I V - l - L T R )  c o n s t r u c t s  t r a n s f e c t e d  i n to  th e  m o n o c y t e  /  

m a c r o p h a g e - l i k e  ce l l  l i n e  ( U 9 3 7 )  (4 1 ) .  T h i s  e f f e c t  w a s  f o u n d  to  be
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m e d i a t e d  by i n d u c t i o n  o f  n u c l e a r  f a c t o r s  N F - k B .  E v i d e n c e  i n v o l v i n g  

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

K a p p a  B - l i k e  r e g i o n s  ( 4 2 ) .  S i n c e  T N F - a l p h a  c o u l d  c a u s e  a c t i v a t i o n  o f  

H I V - l - C A T  c o n s t r u c t  t r a n s c r i p t i o n ,  it  w a s  e v i d e n t  t h a t  i ts  b i n d i n g  at 

m e m b r a n e  leve l  c o u l d  i t s e l f  i n d u c e d  H I V - l - L T R  e x p r e s s i o n  v ia  N F - k B .

1 .4  Infection of  the cells o f  the immune system by HIV-1.

1.4.1 D e f i n i t i o n  o f  m o n o c y t e s .

M o n o c y t e s ,  b l o o d  p h a g o c y t e s  w h i c h  b e l o n g  to  t h e  

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

d i f f e r e n t i a t i o n  in t h e  b o n e  m a r r o w  ( 4 3 ) .  A t  t h e  f i n a l  s t a g e  o f  

m a t u r a t i o n ,  they  e x p r e s s  a m y e l o i d  d i f f e r e n t i a t i o n  a n t i g e n  t e r m e d  C D 1 4 ,  

w h i c h  is a 53 k D a  g l y c o p r o t e i n  a n c h o r e d  in t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  v ia  

p h o s p h a t i d y l i n o s i t o l  l i n k a g e  (4 4 , 4 5 ) .  T h i s  m o l e c u l e  is m o n o c y t e  sp ec i f ic .  

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

p r e m y e l o i d  ce l l s ,  its e x p r e s s i o n  c o u l d  b e  i n d u c e d  by  r e a g e n t s  k n o w n  to 

d r i v e  p r e m y e l o i d  ce l l  d i f f e r e n t i a t i o n  a l o n g  t h e  m o n o c y t i c  p a t h w a y  (46).  

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

a d h e r e n t  12 -2 0  urn d i a m e t e r  c e l l s  a n d  d i s p l a y  b e a n - s h a p e d  n u c l e i  wi th  

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

a nd  c y t o s k c l e t a l  f i l a m e n t s .

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

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

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

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

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

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

l y m p h o r e t i c u l l a r  s y s t e m  (4 7 )  a n d  t h e  m a c r o p h a g e s  an d  m i c r o g l i a  o f  th e  

b r a i n .

1 .4 .2  Cell  s p e c i f ic i t y  o f  H I V - 1  in f ec t i o n .

HIV -1  h a d  th e  c a p a c i t y  to in f ec t  a n d  i n c a p a c i t a t e  th e  c e l l s  o f  

t h e  i m m u n e  s y s t e m  ( 4 8 ) .  T h e  v i r u s  s h o w e d  a s e l e c t i v e  t r o p i s m  f o r  

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

C D 4  m o l e c u l e s .  C D 4 ,  th e  c e l l u l a r  r e c e p t o r  fo r  H I V - 1  (49) ,  b o u n d  wi th

h ig h  a f f i n i t y  lo th e  v i r a l  e n v e l o p e  g l y c o p r o t e i n  g p l 2 0  (5 0 ) .  T h e  m a j o r

C D 4  p o s i t i v e  ce l l s  o f  t h e  i m m u n e  s y s t e m  w e r e  T - h e l p e r  l y m p h o c y t e s  and

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

m a c r o p h a g e s .

F r e s h  i s o l a t e s  o f  H I V -1  s h o w e d  d u a l  t r o p i s m s  fo r  C D 4 + - T -  

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

n o t  l o s t  t h r o u g h  i n f e c t i o n  o f  a n y  o n e  c e l l  t y p e  ( 5 1 ) .  H o w e v e r ,

m o n o c y l o t r o p i c  H I V - 1  i s o l a t e s  w e r e  p r e s e n t  in t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  

t h r o u g h o u t  t h e  c o u r s e  o f  H I V - 1  i n f e c t i o n  a n d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e

i s o l a t e s  h a d  a n o n - s y n c y t i u m - i n d u c i n g  ( N S I ) ,  n o n - T - c e l l  l i n e - t r o p i c

p h e n o t y p e  ( 5 2 ) .

A l l  c e l l s  e x p r e s s i n g  C D 4  in t h e  i m m u n e  s y s t e m  w e r e

p o t e n t i a l  t a r g e t s  f o r  H I V  i n f e c t i o n .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  c e l l u l a r / t i s s u e  

d i s t r i b u t i o n  o f  H I V - 1  i n f e c t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  by  c e l l s  e x p r e s s i n g  th e  

C D 4  m o l e c u l e s  o n  t h e i r  s u r f a c e s .  T h e s e  i n c l u d e d  l y m p h o c y t e s  ( 5 3 , 5 4 ) ,  

m o n o c y t e s  ( 5 5 , 5 6 ) ,  l u n g  f i b r o b l a s t s  ( 5 7 ) ,  s k i n  a n d  o r a l  m u c o s a  

L a n g e r h a n s  c e l l s  ( 5 5 , 5 8 ) ,  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s  ( 5 9 , 6 0 ) ,  a s t r o g l i a  an d

m i c r o g l i a  o f  ih e  b r a i n  ( 6 1 , 6 2 )  an d  o f  s p in a l  c o r d  ( 1 5 )  an d  e o s i n o p h i l s
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(63).  F o l l i c u l a r  d e n d r i t i c  ce l l s  o f  l y m p h  n o d e s  w e r e  a t a r g e t  fo r  H IV -1  

in f e c t io n  in v iv o  (6 4 ,6 5 ) .

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

m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e  l i n e a g e  h a r b o u r e d  H I V - 1 .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p y  

s tu d y  r e v e a l e d  H I V - 1  p a r t i c l e s  a s s o c i a t e d  o r  b u d d i n g  f ro m  th e  p r o c e s s e s  

o f  f o l l i c u l a r  d e n d r i t i c  c e l l s  (6 6 )  a n d  in  l y m p h  n o d e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  

p e r s i s t e n t  g e n e r a l y s e d  l y m p h a d e n o p a t h y  an d  A I D S  (67 ) .

In o t h e r  w o r k  i n v o l v i n g  i s o l a t i o n  t e c h n i q u e s ,  v i r u s  w a s  

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

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

l y m p h o b l a s t s  f rom  s e r o n e g a t i v e  d o n o r s  ( 6 8 ,6 9 ) .  R e c o v e r y  o f  v i r u s  f r o m  

n o n - a d h e r e n t  T - c e l l  e n r i c h e d  f r a c t i o n  w a s  u n s u c c e s s f u l  ( 6 9 ) .  H o w e v e r ,  

v i r us  ha s  be en  i s o la te d  f rom T -c c l l s  as wel l  as m o n o c y t e s  in s o m e  s tud ies  

( 2 4 , 7 0 ) .

1 .5  Monocyte  phenotype in HIV-1 infections.

1.5.1 M o n o c y t e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  in p e r i p h e r a l  b l o o d .

1 .5.1.1 M o n o c y t e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  in n o r m a l  p e r i p h e r a l  b l o o d .

F o r  m o n o c y t e s  to f u n c t i o n  n o r m a l l y ,  th e y  e x p r e s s  v a r i o u s  

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

inc lu de  CD4,  M H C  C l a s s  II an t ig en s ,  a d hes i on  m o l e c u l e s  G D I !  a and  G D I  l b ,  

an d  r e c e p t o r s  f o r  th e  Fc  d o m a i n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  ( Ig) ,  T r a n s f e r r i n  

re c e p t o r  ( G D 7 1 )  and  IL -2  re c e p t o r  (G D 25) .

G D 1 4  is  a m y e l o i d  d i f f e r e n t i a t i o n  a n t i g e n  s p e c i f i c  to  

m o n o c y t e s ,  d e t e c t a b l e  w i th  a v a r i e t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  (eg .  M o 2 ,  

M Y 4 ,  L e u  M 3 )  on  th e  s u r f a c e  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  ( 7 1 ,7 2 ,7 3 ) .
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M o n o c y t e s  w h e n  a c t i v a t e d -  in v i t r o ,  sh e d  C D 1 4  by  p h o s p h a t i d y l  in os i to l -  

s p e e i f i c  p h o s p h o l i p a s e  C c l e a v a g e  o f  th i s  m o l e c u l e  (4 5 ) .  T h i s  C D 1 4

s h e d d i n g  m i g h t  h a v e  a  k e y  ro l e  in t h e  r e g u l a t i o n  o f  C D 1 4  e x p r e s s i o n  

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

C D 4  is a n o t h e r  i m p o r t a n t  m o l e c u l e  e x p r e s s e d  on m o n o c y t e s .  

T h i s  m o l e c u l e s  b i n d s  w i t h  h i g h  a f f i n i t y  to  M H C  C l a s s I I  m o l e c u l e s  and  

p l a y s  a r o l e  in a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n .  A n t i - C D 4  h a d  t h e  a b i l i t y  to

s t i m u l a t e  m o n o c y t e  by b i n d i n g  C D 4  m o l e c u l e s  (74) .

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

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

p a r t i c i p a t i n g  in h o s t  d e f e n c e  (75 ) .  M o n o c y t e s  e x p r e s s  t h r e e  d i s t i n c t  

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

s e l e c t i v i t i e s  fo r  d i f f e r e n t  I g G  s u b t y p e s  ( T a b l e  1 .5 .1 ) .  T h e  h i g h e r - a f f i n i t y

r e c e p t o r s ,  Fc g a m m a  r e c e p t o r  I a n d  Fc  g a m m a  r e c e p t o r  11 a r e  m o s t

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

(76 ,77) .  Fc  g a m m a  r e c e p t o r  III,  e x p r e s s e d  in a s m a l l  p e r c e n t a g e  ( 1 0 % )  o f  

m o n o c y t e s  ( 7 8 ) ,  is a h a l l m a r k  o f  a c t i v a t e d  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s .  

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

c o m p l e x e s  and  w i t h i n  i n f l a m m a t o r y  s i tes .

C D l l a  a n d  C D l l b  a r e  t h e  r e s p e c t i v e  a l p h a - c h a i n s  o f  th e

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

a d h e s i o n  m o le c u le - 1  ( l C A M - 1 ) )  an d  C R 3  m o l e c u l e s  ( th e  s p e c i f i c  r e c e p t o r  

f o r  t h e  C 3 b i  c o m p l e m e n t  f r a g m e n t  i n v o l v e d  in  p h a g o c y t o s i s ) .  B o t h  

C D l l a  and C D l l b  a r e  n o n c o v a l e n t l y  l i n k e d  to  t h e  b e t a - c h a i n  ( C D 1 8 )  in 

th e  m o l e c u l e .
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M o n o c y t e s  a l s o  e x p r e s s  m a j o r  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  c l a s s  II

a n t i ge ns  ( M H C  II) i n c l u d i n g  H L A - D R ,  H L A - D Q  and  H L A - D P .  T h e s e  p lay ed  

an e s s e n t i a l  ro le  in m o n o c y t e - T - c e l l - a n t i g e n  i n t e r a c t i o n  w h i c h  w a s  M H C  

c la ss  II re s t r ic te d .

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

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

d i p e p t i d e  ( M D P )  in c u l t u r e ,  e x p r e s s  a  p l a s m a  m e m b r a n e  a n t i g e n ,  M o 3 e ,  

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

f l o w  c y t o m e t r y  (79) .  M o 3 e  m a y  b e  an  i m p o r t a n t  a c t i v a t i o n  m a r k e r .

1 .5 . 1 .2  M o n o c y t e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  in p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  h u m a n  H I V - l -  

i n f e c t e d  p e r s o n s .

M o n o c y t e s  f ro m  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  w e r e  in a s t a t e  o f

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

f e a tu re  o f  the se  m o n o c y t e s  w a s  a s i g n i f i c a n t  l eve l  o f  e x p r e s s i o n  o f  Fc  

g a m m a  r e c e p t o r  111 ( C D 1 6 ) ,  n o r m a l l y  a s s o c i a t e d  w i th  a c t i v a t i o n  and  the  

m a t u r a t i o n  o f  m o n o c y t e s  to m a c r o p h a g e s  (80) .  D u a l  f l u o r e s c e n t  s t a i n i n g  

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  s p e c i f i c  f o r  F c  g a m m a  III  ( a n t i  C D 1 6 )  

s h o w e d  that  38.5 ±_ 3 .2 %  o f  C D 1 4  p o s i t i v e  m o n o c y t e s  in H IV -1  inf ec te d  

p a t i e n t s  w e r e  C D 1 6  p o s i t i v e ,  as c o m p a r e d  to  1 0 . 4 + / - 1 . 0 %  f o r  n o r m a l  

i n d i v i d u a l s  ( n=2 9,  p < 0 . 0 0 5 ) .

O t h e r  s t u d i e s  u s i n g  d u a l  s t a i n i n g  o f  p a t i e n t s '  p e r i p h e r a l  

b l o o d  by  f low c y t o m e t r y ,  r e v e a l e d  a C D 1 4  p o s i t i v e  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  

w i th  2 9 . 4  ±_ 5 . 2 %  o f  m o n o c y t e s  c o - c x p r e s s i n g  I L - 2  R e c e p t o r  ( C D 2 5 )

w h e r e a s  C D 1 4  m o n o c y t e s  f r o m  n o r m a l  s u b j e c t s  w e r e  e s s e n t i a l l y  C D 2 5  

n eg a t i v e  (2 .0 + 0 .4 2 % ,  p < 0 .0 0 1 ,  n = 1 5 ) .  T h e s e  C D 2 5  po s i t i v e  m o n o c y t e s  also 

e x p r e s s e d  an i n c r e a s e d  leve l  o f  H L A - D R  w h i c h  m i g h t  f a v o u r  m o n o c y t e
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T-cc l l  i n l c r a c l i o n s  and  the  i r a n s m i s i o n  o f  H IV -1  (81) .  In a f u r t h e r  s tudy ,  

th e r e  was  no  d i f f e r e n c e  in H L A - D R ,  H L A - D Q  o r  H L A - D P  e x p r e s s i o n  on

i s o l a t e d  m o n o c y t e s  f r o m  H I V - 1  i n f e c t e d  p a t i e n t s  a n d  c o n t r o l s  (8 2 ) ,  

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

H L A - D R ,  H L A - D Q  a n d  L F A - 1  a n t i g e n  e x p r e s s i o n  o n  m o n o c y t e s  and  

m a c r o p h a g e s  o f  H l V - 1  i n f e c t e d  p a t i e n t s  ( 8 3 ) .  O t h e r  e a r l y  w o r k  

r e g a r d i n g  m a r k e r  e x p r e s s i o n  b y  m o n o c y t e s  in  H I V - 1  i n f e c t e d  

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

e x p r e s s i o n  o f  C D 4 ,  C D U ,  t r a n s f e r r in  r e c e p t o r  ( C D 7 1 ) ,  M H C  a n t i g e n s  (84)  

and the  Fc  g a m m a  r e c e p t o r s  ( F c g l l l )  and  C R 3  r e c e p t o r s  (85) .  O n e  o t h e r  

r e p o r t  r e v e a l e d  d e c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  M H C  c l a s s  II a n t i g e n s  on  A I D S  

p a t i e n ts '  m o n o c y t e s  u s i n g  du a l  c o l o u r  f l o w  c y t o m e t r y  (86) .

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

e x p r e s s i o n  on  i n f e c t e d - m o n o c y t e s  in c u l t u r e .  T h e  h i g h  le ve l  o f  C D 4  

e x p r e s s i o n  in m o n o c y t e s  c h a n g e d  wi th  t i m e  in c u l t u r e  and  the  ab i l i ty  o f

the  cel l  to b ind  HIV  b e c a m e  C D 4  i n d e p e n d e n t  (87) .  In v i t ro  m a t u 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 c y t e s  in c u l t u r e  w a s  a s s o c i a t e d  wi th  a d e c r e a s e  in

m e m b r a n e  C D 4 ,  w h i l e  H L A - D R  and  Fc  g a m m a  r e c e p t o r  III e x p r e s s i o n

i n c r e a s e d .  Cell  at all  s t a g e s  o f  m a t u r a t i o n  w e r e  s u c c e p t i b l e  to H I V - 1  

i n f e c t i o n ,  e v e n  m a t u r e  m a e r o p h a g e s  w i t h o u t  C D 4  d e t e c t e d  by  

i m m u n o f l u o r e s c c n t  s t a i n i n g  ( 8 8 ) .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  m o n o c y t e s  

e x p r e s s i n g  th e  Fc  g a m m a  r e c e p t o r s  an d  C R 3  m o l e c u l e s  b e f o r e  an d  a f t e r  

a c t i v a t i o n  wi th  L P S ,  a p p e a r e d  to  b e  s i m i l a r  in b o t h  i n f e c t e d  i n d i v i d u a l s  

and  c o n t r o l s  (85) .  W h e n  m o n o c y t e s  w e r e  in f e c t e d  by  H I V  o r  g p l 2 0  in 

cu l tu re ,  it was  fou nd  th a t  m o r e  th an  2 5 %  o f  the  m o n o c y t e s  b e c a m e  IL-2  

r e c e p t o r  ( C D 2 5 )  p o s i t i v e  and  H L A - D R  p o s i t i v e  b e f o r e  any  p r o d u c t i v e  

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

i n f e c t i o n  (81) .
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S o m e  w o r k  ha s  b e e n  d o n e  to i n v e s t i g a t e  m a r k e r  e x p r e s s i o n

on  p r o m o n o c y t i c  c e l l  l i n e s  i n f e c t e d  w i t h  H I V .  I m m u n o f l u o r e s c e n c e  

a n a l y s i s  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i - I L - 2 r  a l p h a  a n t i b o d y ,  s h o w e d  th a t  H I V  

in f e c t i o n  i t s e l f  i n d u c e d  I L - 2 R  a l p h a  e x p r e s s i o n  m o d e r a t e l y  in U 9 3 7  and 

T H P - 1 ,  IL - 6  a n d  I F N - g a m m a  i n d u c e d  a h i g h  l e v e l  o f  I L - 2 R  a l p h a  

e x p r e s s i o n  b o t h  in  u n i n f e c t e d  a n d  i n f e c t e d  T H P - 1  ce l l  l i n e s  (89 ) .  

P r o m o n o c y t i c  cel l  l in e  U 9 3 7  as a m o n o c y t e  m o d e l ,  h a v e  s h o w n  in d u c t i o n  

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

m a r k e r s  ( e x c e p t  f o r  H L A - D R )  a f t e r  in v i t r o  i n f e c t i o n  w i t h  H I V  

( 8 5 , 9 0 , 2 9 ) .

1 .5.2  M o n o c y t e  n u m b e r  in H l V - 1  i n f e c t i o n .

M o n o c y t e s  f o r m  b e t w e e n  1-9 p e r c e n t  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  

l e u c o c y t e s .  T h e  m e a n  m o n o c y t e  c o u n t  in n o r m a l  a d u l t s  is 4 0 0  p e r  

m i c r o l i t e r .  M en  te n d  to  h a v e  h i g h e r  m o n o c y t e  c o u n t s  th an  w o m a n  (91) .

M o n o c y t o s i s  o c c u r e d  w h e n  t h e  c o u n t  e x c e e d e d  8 0 0  p e r  m i c r o l i t e r  in 

ad u l t s .  An i n c r e a s e  in t h e  n u m b e r  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  was

d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  i n c r e a s e  in t h e  to ta l  b l o o d  m o n o c y t e  pool

and  th e  m o n o c y t e  t u r n o v e r  ra t e  (92) .  A d u l t s  i n f e c t e d  w i th  H I V -1  w e re  

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

S t u d y  o f  p a t i e n t s '  m o n o c y t e s  b y  m i c r o s c o p y  s h o w e d  

m o d e r a t e  to m a r k e d  ( 9 3 )  r e d u c t i o n  in c o u n t s  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s .

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

m o n o c y t e  c o u n t  f rom  n o r m a l s  ( 9 4 , 9 5 , 9 6 ) .

D u a l  f l u o r e s c e n c e  f l o w  c y t o m e t r y  s t u d y  u s i n g  a n t i - C D 1 4

(L e u  M 3 )  as a m o n o c y t e  s p e c i f i c  m a r k e r ,  s h o w e d  th e  to ta l  n u m b e r  o f
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n i o n o c y l c s  lo be  r e d u c e d  in A I D S  p a t i e n t s  c o m p a r e d  to c o n t r o l s  (95) .

O t h e r  f l o w  c y t o m e t r y  s t u d i e s  r e v e a l e d  a d e c r e a s e  in C D 4  p o s i t i v e

m o n o c y t e s  in H IV -1  in f e c t e d  p a t i e n t s  c o m p a r e d  to c o n t r o l s ,  a l t h o u g h  the

to ta l  n u m b e r  o f  c i r c u l a t i n g  m o n o c y t e s  r e m a i n e d  u n c h a n g e d  ( 9 7 ) .  T h e

n u m b e r  o f  C D 4 +  m o n o c y t e s  w a s  fo u n d  to d e c r e a s e  in pa ra l le l  w i th  C D 4 + - T  

c e l l  c o u n t s ,  b u t  t h e  CD4-t- m o n o c y t e  c o u n t s  w e r e  o b s e r v e d  to  b e  

s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  t h a n  c o n t r o l  in  p e r s o n s  w i t h  e a r l y  s t a g e  o f  H I V  

d i se a se  (98) .  H o w e v e r  o t h e r  f l o w  c y t o m e t r y  s t u d ie s  u s i n g  L e u  M3 in on e  

s tud y  and in a n o t h e r  c a s e  L e u  M3  in c o n j u n c t i o n  wi th  C D 4  m o n o c l o n a l

a n t i b o d y ,  s h o w e d  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  in m o n o e y t e  c o u n t  a n d  C D 4  

p o s i t i v e  m o n o c y t e s  ( 8 4 )  in A I D S  p a t i e n t s ,  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s .  T h e  

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

the m e t h o d  o f  C u r r i e  and  H e d l e y ,  w a s  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  in HIV-1  

i n fe c t e d  p a t i e n ts  c o m p a r e d  to c o n t r o l s  (29) .

1 ,6  Monocyte function in human immunodefic iency virus 
type one (HIV-1) infection.

1.6.1 M o n o c y t e  c h c m o t a x i s  in h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  t y p e  o n e  ( H I V - 1 )

i n f e c t e d  p a t i e n t s .

C h e m o t a x i s  is the d i r e c t i o n a l  m o v e m e n t  o f  ce l l s  in r e s p o n s e

to a c h e m i c a l  s u b s t a n c e  in th e  e n v i r o n m e n t .  T h e  c e l l s  b e c o m e  o r i e n ta te d

an d  m o v e  t o w a r d s  ( p o s i t i v e  c h e m o t a x i s )  o r  a w a y  f r o m  ( n e g a t i v e

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

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

i n f e c t e d  s i te s  in r e s p o n s e  to i n f l a m a t o r y  s t i m u l i  a n d  s i g n a l s ,  i n c l u d i n g

f o r m y l  p e p t i d e s ,  C 5 a ,  l e u c o t r i e n e  B 4 ,  c y t o k i n e s ,  d e n a t u r e d  p r o t e i n s ,  

p r o d u c t s  o f  cel l  d a m a g e  and  b a c te r ia l  s u b s t a n c e s .
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M o n o c y t e s  w e r e  r e p o r t e d  to  e x h i b i t  d e c r e a s e d  in v i v o  

c h e m o t a x i s  in H I V - 1 - i n f e c t e d  p a t i e n t s  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s  (8) .  W i t h  the  

d e v e l o p m e n t  o f  a s u i t a b l e  m e t h o d  o f  s c r e e n i n g  fo r  H l V - 1 ,  it  w a s  

d i s c o v e r e d  th a t  m o n o c y t e s  f ro n  H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s  s h o w e d  r e d u c e d  

c h e m o t a x i s  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s  (99) .  H l V - 1  r e la te d  f ac to r s  in t h e  se rum  

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

m o n o c y t e  c h e m o t a x i s  ( 9 9 , 1 0 0 ) .  A s  a r e su l t ,  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  

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

i n a d e q u a t e  ho s t  r e s p o n s e s  to o p p o r t u n i s t i c  o r g a n i s m s ,  c h a r a c t e r i s t i c  o f  

d i s e a s e .  F u r t h e r  e v i d e n c e  r e v e a l e d  th a t  t h e  c i r c u l a t i n g  g p 4 1 , th e  HIV-1  

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

H I V - l - i n  f c c l c d  i n d i v i d u a l s  (1 0 1 ) .

In v i t ro  s t u d i e s  r e v e a l e d  a m a r k e d  r e d u c t i o n  o f  m o n o c y t e  

c h e m o t a x i s  in HI V - 1- i n f e c t e d  p a t i e n t s  c o m p a r e d  to c o n t r o l s  ( 1 0 0 , 1 0 2 , ) .  

O n e  o f  t h e s e  s t u d i e s  ( 1 0 0 )  r e p o r t e d  m o n o c y t e s  to  h a v e  r e d u c e d  

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

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

( f M L P ) ,  l y m p h o c y t e  d e r i v e d  c h e m o t a c l i c  f a c to r  and  C5 d e s  A r g i n i n e  (C5 

des  Arg) .  T h e  s a m e  g ro u p  o f  w o r k e r s  a l so  o b s e r v e d  th a t  m o n o c y t e s  f ro m  

A I D S  p a t i e n t s  e x h i b i t e d  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  m i g r a t i o n  to o p t i m a l  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  G i a r d i a  l a m b l i a  in c o m p a r i s o n  to  m i g r a t i o n  by  

m o n o c y t e s  f r o m  c o n t r o l  s u b j e c t s .

O n e  g r o u p  o f  w o r k e r  ( 1 0 3 ) ,  h o w e v e r ,  f o u n d  n o r m a l  

m o n o c y t e  c h e m o t a x i s  in r e s p o n s e  to  c a s e i n  a n d  z y m o s a n - a c t i v a t e d  

sc ru m in A I D S  pa t i en t s .
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1.6 .2  M o n o c y t e  p h a g o c y t o s i s  d u r i n g  H I V - 1  i n f e c t i o n .

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

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

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

( r e c e p t o r - s p e c i f i c )  o r  n o n i m m u n e  ( n o n - s p e c i f i c )  m e c h a n i s m s .

N o n - s p e c i f i c  p h a g o c y t o s i s  is a  n a t u r a l  a b i l i t y  o f  m o n o c y t e s  

to e n g u l f  any  p a r t i c l e s  w i t h o u t  i n v o l v i n g  r e c e p t o r  b i n d i n g .  In c o n t r a s t ,  

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

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

r e c e p t o r s  (Fc  r e c e p t o r s )  o r ,  i f  t h e  o r g a n i s m  w a s  o p s o n i z e d  w i t h  a 

f r a g m e n t  o f  ihe  t h i r d  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t  ( C 3 b )  t h r o u g h  a c t i v a t i o n

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

s u r f a c e  r e c e p t o r  C R 3  ( i . e .  t h e  r e c e p t o r  f o r  C 3 b ) .  O n c e  th e  b i n d i n g  

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

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

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

ca l le d  a p h a g o s o m e  w h i c h  w a s  then  i n t e r n a l i s e d  in to  the  c y t o p l a s m .

In v i v o  e v a l u a t i o n  o f  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s  C3 an d  Fc-  

r e c e p t o r  m e d i a t e d  c l c a r a n e e  in  H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s ,  r e v e a l e d  a

s t r i k i n g  d e f e c t  in C 3 - s p e c i f i c  c l e a r a n c e  ( 1 0 4 , 1 0 5 ) .  H I V - 1 - i n f e c t e d

p a t i e n t s  w e r e  f o u n d  t o  r e l e a s e  l a r g e  n u m b e r  o f  C 3 - s e n s i t i s e d  

e r y t h r o c y t e s  b a c k  in to  th e  c i r c u l a t i o n  a n d  e f f i c i e n t  p h a g o c y t o s i s  d id  n o t  

o c c u r .

T h e s e  in v i v o  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m  d e f e c t s  in H I V - l -

i n f e c t e d  p a t i e n t s  l ed w o r k e r s  to i n v e s t i g a t e  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e

p h a g o c y t o s i s  d e f e c t s  in v i t ro .  M o n o c y t e s  f rom A I D S  p a t i e n t s  w e r e  u n a b le
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lo  p h a g o c y t o s e  a v i a n  e r y i h r o c y l e s  in an i n - v i l r o  an 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  a s s a y  w h e n  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s  (1 0 6 ) .  M o s t  

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

p h a g o c y t o s i s  in H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  M o n o c y t e s  f r o m  p a t i e n t s ,  in 

v i t r o ,  h a d  r e d u c t i o n  in b o th  Fc  an d  C3 r e c e p t o r - m e d i a t e d  p h a g o c y t o s i s  o f  

C a n d i d a  g u i l l i c r m u n d i i  w h e n  c o m p a r e d  to c o n t r o l s  (107 ) .

In c o n t r a s t ,  s o m e  i n v e s t i g a t o r s  r e p o r t e d  n o  a n o m a l i e s  in C3-  

d e p c n d c n l  m o n o c y t e  p h a g o c y t o s i s  in H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  T h e  m e a n  

n u m b e r  o f  C a n d i d a  p s e u d o t r o p i c a l l i s  (108) ,  and C a n d i d a  a l b i c a n s  (103) ,  

and  th e  p h a g o c y t i c  i n d e x  ( 1 0 9 )  in H I V - 1 - i n f e c t e d  p a t i e n t s  s h o w e d  no 

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

F i r m  e v i d e n c e  s u g g e s t e d  no  a n o m a l i e s  in th e  n o n - i m m u n e  

m e c h a n i s m  o f  m o n o c y t e  p h a g o c y t o s i s  in H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  In

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

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

c y t o m e t r y  in p a t i e n t s  c o m p a r e d  to c o n t r o l s  ( 9 9 , 1 0 7 ) .

1 .6.3 M o n o c y t e  k i l l i n g  o f  i n t r a c e l l u l a r  p a t h o g e n s  in h u m a n  

i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  i n f e c t i o n .

M o n o c y t e s  k i l l e d  i n g e s t e d  m i c r o o r g a n i s m s  b y  an  

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

m e t a b o l i t e s  m e c h a n i s m  a c t i v a t e d  d u r i n g  p h a g o c y t o s i s  ( 1 1 0 ) .  T h e

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

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

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

D i f f e r e n t  p a t h o g e n s ,  eg .  C a n d i d a  ( y e a s t )  s t r a in s ,  w e r e  ly sed  

by  d i f f e r e n t  o x i d a t i v e  m e e h a n i s m s  in m o n o c y t e s .  M o r e o v e r ,  th e  C a n d i d a

s t r a i n s  d i f f e r  in t h e i r  c a p a c i t y  to f e r m e n t  c a r b o h y d r a t e s  an d  in th e i r  

a n t i g e n i c  c h a r a c t e r i s t i c s  (1 1 1 ) .  T h e  fa c t  t h a t  d i f f e r e n t  s t r a in  o f  C a n d i d a  

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

o b v i o u s  w h e n  it w a s  d e m o n s t r a t e d  th a t  C a n d i d a  p s e u d o t r o p i c a l e s  b u t  not  

C a n d i d a  a l b i c a n s , c a n  be  k i l l ed  e v e n  in the  a b s e n c e  o f  m y e l o p e r o x i d a s e  

(112) .  C a n d i d a  a l b i c a n s  w a s  k i l l e d  on l y  by  m y e l o p e r o x i d a s e  m e c h a n i s m

(112) ,  w h i l e  T o x o p l a s m a  g o n d i i  w a s  ly sed  by  s ev e ra l  d i f f e r e n t  p a t h w a y s

( 1 1 3 ) .  A n o t h e r  m e c h a n i s m s  by  w h i c h  m o n o c y t e s  k i l l e d  t a r g e t s  w a s  

a n t i b o d y - d e p e n d e n t  ce l l  c y t o t o x i c i t y  ( A D C C ) .  T h i s  p r o c e s s  i n v o l v e d  the  

k i l l i n g  o f  c c r i a i n  c e l l - t y p e s  by  e f f e c t o r  c e l l s  c a r r y i n g ,  b o u n d  to F c

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

i m p o r t a n t  e f f e c t o r s  o f  d a m a g e  to  a n t i b o d y - s e n s i t i z e d  c e l l s  ( 1 0 6 ) .  T h e  

a t t a c h m e n t  o f  t h e  F c - r e c e p t o r  p o s i t i v e  m o n o c y t e  to t h e  t a r g e t  w a s  

f o l l l o w e d  by p h a g o c y t o s i s  and  k i l l i n g  o f  the  t a rge t .

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

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

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

th e  r e s p i r a t o r y  b u r s t  r e a c t i o n s .  N o r m a l  m o n o c y t e s  in c u l t u r e  r e l e a s e d  

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

H o w e v e r ,  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  m o n o c y t e s  by  I F N - g a m m a ,  p r o d u c e d  

e n h a n c e  s u p e r o x i d e  l e v e l s  ( 1 1 4 - 1 1 9 ) .  I L - 2  w a s  f o u n d  to  a u g m e n t  th e  

c y t o t o x i c i t y  o f  n o r m a l  m o n o c y t e s  (120) .
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1.6 .3 .2  M o n o c y i c  k i l lng  o f  m i c r o o r g a n i s m s  in H l V - 1 - i n f c c l c d  pa l ic n ls .

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

i n t r a c e l l u l a r  m i c r o o r g a n i s m s  in H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  T h e  e v i d e n c e  

f o r  d e f i c i e n t  m i c r o b i c i d a l  f u n c t i o n s  o f  m o n o c y t e s  in H I V - 1  i n f e c t i o n  

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

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

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

on  the  type  o f  m i c r o o r g a n i s m s  u s e d  and  th e  m e t h o d  by  w h i c h  th e y  w ere  

k i l l e d .

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

m o n o c y t e s  f rom p a t i e n t s  w i th  H IV -1  in f ec t i o n .  In c o n t r a s t  w i th  n o r m a l s ,  

H I V - 1- i n f e c t e d  p a t i e n t s  p r e s e n t e d  d e c r e a s e d  m o n o c y t e  c a n d i d a c i d a !  

ac t iv i ty  for  C a n d i d a  p s e u d o t r o p i c a l l i s  t ha t  g r a d u a l l y  d e t e r i o r a t e d  as the

c l in ic a l  s y m p t o m s  p r o g r e s s e d  t o w a r d s  A I D S  ( 1 0 8 ) .  M o n o c y t e s  f ro m  H I V -  

l - i n f e c t e d  s u b j e c t s  a l s o  s h o w e d  d e c r e a s e d  ab i l i ty  to  k i l l  T o x o p l  a s m  a 

g o n d i i  a f te r  a c t i v a t i o n  wi th  r I F N - g a m m a  in v i t ro  (121 ) .  T h i s  d e f e c t  was

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

( P G L ) .  In b o th  A I D S  and  a s s y m p t o m a t i c  p a t i e n t s  w i th  H I V -1  i n f e c t i o n ,  

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

h e a l t h y  i n d i v i d u a l s  ( 1 1 0 ) .  T h e r e  w a s  a c l e a r  r e d u c t i o n  in 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  ( A D C C )  a c t i v i t y  by  m o n o c y t e s  f rom  

H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s  to c h i c k e n  red  b l o o d  c e l l s  in v i t ro ,  c o m p a r e d  to 

c o n t r o l s  (1 0 6 ) .

O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  r e p o r t e d  no  a n o m a l i e s  o f  i n t r a c e l l u l a r  

k i l l i n g  by  m o n o c y t e s  in H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  P e r i p h e r a l  b l o o d

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

o f  C r y i o c o c c u s  n c o f o r m a n s  an d  sp o re s  o f  A s p e r g i l l u s  f u m i g a t u s . and

4 7



T l i e r m o a s c u . s  c r u s t a c c u s  in HI  V - 1 - i n f e c t e d  p a t i e n t s  and  c o n t r o l s  (109) .  

T h i s  w a s  c o n s i s t e n t  w i th  p r e v i o u s  f i n d i n g  t h a t  k i l l i n g  o f  T o x o p l a s m a  

g o n d i i  by c u l t u r e d  A I D S  m o n o c y t e s  w a s  n o r m a l  (1 2 2 ) .  D u r i n g  the  cour se  

o f  a n t i b o d y  d e p e n d e n t  c e l l u l a r  c y t o t o x i c i t y  ( A D C C ) ,  Fc  g a m m a  r e c e p t o r  

( F c y R + )  p o s i t i v e  m o n o c y t e s  a c t i n g  as e f f e c t o r  c e l l s ,  r e c o g n i z e  an d  b ind  

to I g G - s e n s i t i z c d  t a r g e t  ce l l s .  T h i s  p r o c e s s  i n d u c e s  t h e  ly t i c  p o t e n t i a l  o f  

th e  m o n o c y t e s ,  and  l e a d s  to th e  d e a t h  o f  t h e  t a r g e t  ce l l s .  T h e r e  w a s  no  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  e i t h e r  in m o n o c y t e  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  ( A D C C )  a c t i v i t i e s  b e t w e e n  H I V - l - i n f e c t c d  p a t i e n t s  

and  c o n t r o l s  (123 ) .

1 .6 .4  M o n o c y i c  a c c e s s o r y  ce l l  f u n c t i o n s  in h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  

i n f e c t i o n .

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

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

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

to T - l y m p h o c y t e s ,  r e s u l t i n g  in the  i n d u c t i o n  o f  i m m u n e  r e s p o n s e s .  Su ch  

i n d u c t i o n  s h o w e d  M H C  c l a s s  I o r  II r e s t r i c t i o n  a n d  a c t i v a t e d  th e  

s e c r e t i o n  o f  c y t o k i n e s  by  and  c lo n a l  p r o l i f e r a t i o n  o f  T - c e l l s .  M o n o c y t e s  

a l so  had  the  ab i l i ty  to s e c r e t e  c y t o k i n e s  w h i c h  i n d u c e d  the  p r o l i f e r a t i o n  

o f  b o th  B and T  l y m p h o c y t e s .  T h e s e  c y t o k i n e s  i n c l u d e d  IL -1 ,  IL - 6  and  

TNF.

It w a s  o b s e r v e d  th a t  m o n o c y t e s  s h o w e d  a b n o r m a l  a c c e s s o r y  

cel l  f u n c t i o n  in H I V  i n f e c t i o n .  P e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  f r o m  H I V -  

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

f u n c t i o n s  ( 1 2 4 )  so th a t  n o r m a l  l y m p h o c y t e s  s h o w e d  r e d u c e d  r e s p o n s e  to 

t e t a n u s  t o x o i d  an d  h e r p e s  a n t i g e n s ,  as  c o m p a r e d  to  n o r m a l  m o n o c y t e s  

c o c u l t u r e d  w i t h  a u t o l o g o u s  l y m p h o c y t e s .
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In o t h e r  w o r k  d o n e  in  v i t r o ,  c o c u l l u r e  o f  H I V - i n f e c t e d  

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

d e c r e a s e d  T - c c l l  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s  an d  s e c r e t i o n  o f  IL- 2  (125) .

O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  w o r k i n g  o n  ce l l  l i n e s ,  f o u n d  d e c r e a s e d

ac c e s s o r y  cel l  f u n c t i o n  in the  U 9 3 7  ce l l  l ine  in f e c te d  w i th  H I V  in cu l t u re  

(1 2 6 ) .  T h i s  d e c r e a s e  w a s  f o u n d  to c o r r e l a t e  w i t h  p r o d u c t i o n  o f  l a r g e  

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

a c c e s s o r y  cel l  d e f e c t  w a s  p a r t l y  o v e r c a m e  by th e  a d d i t i o n  o f  r - I L - 2  o r  

IL-1 to H I V  in f e c t e d  U 9 3 7  ce l l s  an d  T - c e l l s  c o c u l t i v a t e d  in 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 .

H o w e v e r ,  I F N -  g a m m a  p r o d u c t i o n  by  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  

r e m a i n e d  u n a f f e c t e d  (1 2 5 ) .  T h e  s a m e  g r o u p  o f  w o r k e r s  a l so  f o u n d  tha t

m o n o c y t e  IL-1 p r o d u c t i o n  t r i g g e r e d  by  L P S  w a s  n o t  i m p a i r e d  b y  H I V  

infect ion.

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

o n e  ( H I V - 1 )  in f e c t i o n .

C y t o k i n e  is  th e  c o l l e c t i v e  n a m e  f o r  a g r o u p  o f  s o l u b l e

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

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

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

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

on  l y m p h o c y t e  f u n c t i o n s  e .g .  I n t e r l e u k i n - 1 ( I L - 1 ) .  I t  m e d i a t e s  t h e

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

o f  l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n .  L y m p h o k i n e s  a r e  n o n - a n t i b o d y  p r o t e i n s  

r e l e a s e d  by p r i m e d  T -  l y m p h o c y t e s .  B o t h  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s  and
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T - l y m p h o c y t c s  p r o d u c e  o t h e r  c y t o k i n e s  c a l l e d  c o l o n y  s t i m u l a t i n g  

f a c to r s  ( C S F )  w h i c h  r e g u l a t e  the  p r o l i f e r a t i o n  o f  i m m a t u r e  l e u c o c y t e s  in 

t h e  b o n e  m a r r o w .

M o n o c y t e s  s e c r e t e  a v a r i e t y  o f  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  ( l L - 1 ) ,  i n t e r l e u k i n - 6  ( Ï L - 6 ) ,  t u m o u r  n e c r o s i s  f a c t o r s  ( T N F )  

a n d  i n t e r f e r o n s  ( I F N ) .

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

c y t o k i n e  s e c r e t i o n  in H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  S o m e  w o r k e r s  f o u n d  

i m p a i r m e n t  in c y t o k i n e  p r o d u t i o n  b y  m o n o c y t e s  in H I V - i n f e c t e d  

p a t i e n t s  w h i l e  o t h e r  w o r k e r s  r e p o r t e d  no  a b n o r m a l i t i e s .

1 .6.5.1 A b n o r m a l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  in H I V - l - i n f e c t e d  pa t i e n ts .

A b n o r m a l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  h a s  b e e n  d e t e c t e d  in v iv o  in 

H I V - l - i n f c c t c d  p a t i e n t s .  S p o n t a n e o u s  IL-1 r e l e a s e d  f ro m  m o n o c y t e s  in 

H l V - i n f c c i c d  p a t i e n t s  w a s  o b s e r v e d  to b e  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  th a n  in 

c o n t r o l s  (1 2 7 ) .  A s u b s e t  o f  t h e s e  p a t i e n t s  w i t h  h i g h  l e v e l s  o f  s e r u m  

i m m u n o g l o b u l i n  h a d  e l e v a t e d  lL-1  p r o d u c t i o n  ( 2 . 9  t i m e s  h i g h e r  tha n  

c o n t r o l s ) .

P e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  w a s  a l so  f o u n d  to p r o d u c e  IL-6  

(128) .  S e r u m  lL -6  m e a n  level  m e a s u r e d  by  th e  B 9  cel l  g r o w t h  as say ,  in 

s e r u m  s a m p l e s  o f  4 0  H I V - i n f e c t e d  p a t ie n t s  and  10 c o n t r o l s  w a s  fo u n d  to 

be  ra i sed in 15 pa t i e n t s  wi th  s t a g e  1 and  2 d i s e a s e  (25 .2  + . 1 . 8  U / m l )  and 

s t age  3 and 4  d i s e a s e  (46 +. 1.7 U / m l )  as c o m p a r e d  to n o r m a l s .  P a t i e n ts  

wi th la te  s tage  d i s e a s e  (5 and  6) h a d  m e a n  s e r u m  IL-6  v a lu e  no t  d i f fe re n t  

f rom c o n t r o l s  ( p = l  .0).  In o n e  repor t ,  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in p l a s m a  IL-  

6 leve ls  was  al so d e te c te d  in p a t ie n ts  as c o m p a r e d  to cont ro ls  (129) .
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H I V - i n f c c t c d  p a t i e n t s  h a d  l e v e l s  o f  T G F - a l p h a  at o p t i m u m

leve ls  to in d u c e  C D  16 e x p r e s s io n  (80)  on  m o n o c y t e s .

1 .6 .5.2  A b n o r m a l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  by  n o r m a l  m o n o c y t e s  in f e c t e d  by  HIV-1

in c u l t u r e .

It w a s  o b s e r v e d  tha t  in f ec t i o n  o f  n o r m a l  m o n o c y t e s  b y  H I V -  

1 in c u l t u r e  d i r ec t l y  i n d u c e d  th e  p r o d u c t i o n  o f  IL-1 a n d  T N F - a l p h a  (130) .

c
T h e  e v e n t  h a p p e n e d  v ia  C D 4  r e c e p t o r  in te r aU o n  w i t h  H I V  and  th i s  was

n o t  an a c t i v e  i n f e c t i o n  s i n c e  t h e  e f f e c t  w a s  m i m i c k e d  by  a n t i - C D 4

( 0 K T 4 A ) .  A n i i - C D 4  s t im u la t i o n  o f  m o n o c y t e s  r e su l te d  in the  p r o d u c t i o n  o f  

i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  I L - 1 ,  n a n o g r a m  a m o u n t s  o f  I L - l - b e t a  a n d  T N F

( 7 4 ,1 3 0 ) .  M o n o c y t e s  i n f e c t e d  by H l V - 1 ,  in c u l t u r e ,  o n ly  p r o d u c e d  2 0 %

o f  th e  a m o u n t  o f  IL-1 ac t i v i t y  o f  the  u n i n f e c t e d  c o n t r o l s  in r e s p o n s e  to 

s t i m u l a t i o n  w i th  c i t h e r  l a t e x  o r  L P S  ( 1 3 1 ) .  H o w e v e r ,  p u r i f i e d  g p l 2 0

b o u n d  to m o n o c y t e s  in c u l t u r e ,  i n d u c e d  an i n c r e a s e d  p r o d u c t i o n  o f  IL-1

c o m p a r e d  to c o n t r o l s  (74) .

lL-1 i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  r e l e a s e d  b y  l o n g  t e r m  c u l t u r e s  o f  

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

p r o l i f e r a t i o n  (132) .  H IV -1  i n d u c e d  n o r m a l  m o n o c y t e s  i n f e c t e d  in c u l t u r e  

to s e c r e t e  s i g n i f i c a n t l y  in c r e a s e d  le v e ls  o f  T N F - a l p h a ,  T N F - b e t a  an d  IF N -

a l p h a  c o m p a r e d  to c o n t r o l s  ( 1 3 3 ) .  T h e s e  c y t o k i n e s  w e r e  s u g g e s t e d  to 

p o t e n t i a t e  v i ra l  r e p l i c a t i o n  by  a u t o c r i n e  o r  p a r a c r i n e  r o u t e s .

1 .6 .5.3 A b n o r m a l  c y t o k i n e  p r o d u t i o n  by  m o n o c y t i c  cel l  l i n e s  i n f e c t e d  w i t h  H I V -

1 in cu l tu re .

M o n o c y t e  ce l l  l i n e s  T H P - 1  a n d  U 9 3 7 ,  w h e n  i n f e c t e d  w i th

H I V - 1 ,  d id n o t  p r o d u c e  I L - l - b e t a .  L P S  (1 0  u g / m l )  and  T P  A ( l O O u M )  

s t im u la t i o n  i n d u c e d  th e  i n f ec ted  ce l l s  to p r o d u c e  IL-1 le v e ls  8 to 15 fo ld s
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m o r e  th an  n o n - i n  fee  led  c o n t r o l s .  M o n o c y l e - c o l o n y  - s t i m u l a t i n g  f a c t o r  

( M - C S F )  and  T N F - a l p h a  w ere  e l e v a te d  less  than  tw o  fo ld  in H I V - i n f e c t e d  

c e l l s  as  c o m p a r e d  w i t h  u n i n f e c t e d  c e l l s  ( 1 3 4 ) .  H o w e v e r ,  I F N - g a m m a  

s u p p r e s s e d  H I V  p r o d u c t i o n  in  m o n o c y t i c  ce l l  l ine  T H P - 1 ) ,  w h i l e  IL -2  and 

IL - 6  a u g m e n t e d  v i r u s  p r o d u c t i o n  (89) .  I L - 6  on  t h e  o t h e r  h a n d  i n d u c e d  

H I V  e x p r e s s i o n  in  i n f e c t e d  p r i m a r y  m o n o c y t e - d e r i v e d  m a c r o p h a g e s  

( M D M )  and  in s y n e r g y  w i th  T N F - a l p h a  (135) .

O n e  r e p o r t  r e v e a l e d  tha t  in f e c t i o n  o f  the  p r o m o n o c y t i c  cel l  

l ine  U 9 3 7  wi th  H lV -1  d id no t  in cr ea se  the e x p r e s s i o n  o f  I F N - a l p h a  1, IFN-  

a l p h a  2,  I F N - b e t a ,  lL -1  - a l p h a ,  I L - l - b e t a ,  I L - 6  a n d  T N F - a l p h a  (1 3 6 ) .  

I n f e c t i o n  o f  U 9 - I H B  ce l l s  r e s u l t e d  in l o w  c o n s t i t u t i v e  leve l o f  T N F  and  

IL-1 but  no t  IFN.  H o w e v e r ,  c o i n f e c t i o n  w i th  S e n d a i  v i r u s  or  s t im u la t i o n  

wi th  L P S ,  resu l ted  in 10 -20  fold h i g h e r  leve ls  o f  I F N - b e t a ,  IL-6  and  T N F -  

a l p h a .

1 .6 .5 .4  A b n o r m a l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  in c u l tu r e s  o f  m o n o c y t e s  f rom  H I V -  

i n f e c t c d  p a t i e n t s .

T N F - a l p h a  p r o d u c t i o n  w a s  fo u n d  to b e  s t r o n g l y  e n h a n c e d  in 

m o n o c y t e s  f r o m  H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s  a f t e r  s t i m u l a t i o n  w i t h  L P S  

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

d o n o r s  (137 ) .

1 .6 .5 .5  N o r m a l  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  by H I V - l - i n f e c t e d  p e r i p h e r a l  b l o o d  

m o n o c y t e s  in v i t ro .

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

r e s p o n s e s .  S t u d i e s  d o n e  u s i n g  N o r t h e r n  b l o t  a n d  b i o a s s a y  t e c h n i q u e s ,  

s h o w e d  tha t  H I V  i n f e c t i o n  d id  n o t  c a u s e  T N F  g e n e  t r a n s l a t i o n  in 

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

s t ra in .  T h e r e  w a s  n o  d e t e c t a b l e  e f f e c t  o f  H I V  on  t h e  n o r m a l  m o n o c y t e -
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d e r i v e d  m a c r o p h a g e  T N F  p r o d u c t i o n  i n d u c e d  b y  L P S  ( 1 3 8 ) .  A n o t h e r  

s tu dy  s h o w e d  tha t  in v i t ro  in f e c t io n  o f  m o n o c y t e s  w i t h  H I V  o r  r  en v  did 

n o t  c a u s e  re le a se  o f  T N F - a l p h a ,  I L - l - b e t a ,  IL -6  or  G M - C S F .  L P S  s t im ul a te d  

m o n o c y t e s  s h o w e d  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  s i m i l a r  to c o n t r o l s  (1 3 9 ) .  In o n e  

c a s e ,  n o r m a l  m o n o c y t e s  i n f e c t e d  w i t h  H I V  o r  r e c o m b i n a n t  ( r )  g p l 2 0  

in th e  a b s e n c e  o f  L P S  s h o w e d  n o  p r o d u c t i o n  o f  e i t h e r  f o rm  (i .e .  p ro te in  

o r  m R N A )  o f  I L - l - b e t a ,  IL -6  and  T N F - a l p h a .  W h e n  L P S  w a s  ad ded ,  as low 

as 0.5 n g /m l ,  e x p r e s s i o n  o f  c y t o k i n e s  w a s  i n d u c e d  (140) .

1 .6 .6 M o n o c y t e  p r o d u c t i o n  o f  p r o s t a g l a n d i n  E% ( P G E 2 )

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

acid o r  the  PG c n d o p e r o x i d e s  ( P G H 2 o r  P G G 2), ( 1 4 1 ,1 4 3 ) .  (s-ea- p-2. '),

1.6.6.1 P G E 2 p ro d u c t i o n  by  n o r m a l  m o n o c y t e s  in v i t ro.

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

w e r e  f o u n d  to i n h i b i t  T - l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  i n d u c e d  by  m i t o g e n s ,  

a n t i g e n s ,  o r  a l l o g e n i c  c e l l s  ( 1 4 4 , 1 4 5 )  a n d  P o k e w e e d  m i t o g e n - d r i v e n  

p o l y c l o n a l  p l a s m a  ce l l  g e n e r a t i o n  ( 1 4 6 ) .  M o n o c y t e  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  

w a s  l a r g e l y  P G E 2 - d c p e n d e n t  f o r  b o t h  T - l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  

( 1 4 7 , 1 4 8 )  a n d  f o r  B - l y m p h o c y t e  m a t u r a t i o n  i n t o  p l a s m a  c e l l s .  T h e  

m e c h a n i s m  by  w h i c h  P G E 2 s u p p r e s s e d  th e  in v i t r o  i m m u n e  r e s p o n s e  

w a s  u n c l e a r .  H o w e v e r ,  th e  m u l t i p l e  e f f e c t s  o f  IL-1  on  m o n o c y t e s  and  

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

o f  P G E 2 (149).
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1.6.6 .2 P G E 2 p r o d u c t i o n  by  m o n o c y t e s  in h u m a n  i m m u n o d e f i c i e n c y  v i r u s  

i n f e c t i o n .

Se v e ra l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  d o n e  on  P G E 2 p r o d u c t i o n  in H I V -  

i n f e c t i o n .  R e s u l t s  s h o w e d  a b n o r m a l  P G E 2 p r o d u c t i o n  b y  H I V - i n f e c t e d  

m o n o c y t e s  f r o m  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  P G E 2 l e v e ls  d e t e r m i n e d  by  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  a n d  r a d i o g r a p h y  in  s u p e r n a t a n t s  

i s o la te d  f rom  m o n o c y t e  c u l t u r e ,  s h o w e d  th a t  in 3 o u t  o f  8 pa t i e n ts ,  P G E 2 

l e v e l s  w e r e  m a r k e d l y  h i g h e r  ( 7 3 6 , 4 1 9  an d  2 0 8  p g / m l ) ,  t h a n  t h e  m e a n

v a l u e s  f rom 7 cont roIs (73±_51 p g / m l )  (150) .  A n h a n c e d  leve l  o f  P G E 2 was

d e l e c t e d  in m o n o c y t e s  f r o m  H I V - p o s i t i v e  d r u g  u s e r s  w i t h  o r  w i t h o u t

z y m o s a n  s t i m u l a i t  ion .  L e u k o t r i e n e  B4  i n c r e a s e s  w e r e  n o t  d e t e c t e d .  T h i s  

p o i n t e d  to an a l t e r e d  c y c l o - o x y g e n a s e  a r a c h i d o n i c  a c id  m e t a b o l i s m  in 

m o n o c y t e s  f rom H I V - i n f e c t e d  d r u g  u s e r s ,  a nd  t h a t  th i s  w a s  a s s o c i a t e d  

wi th  s e v e r e  c e l l u l a r  i m m  un e - d y s f u n c t i o n  c h a r a c t e r i s t i c  o f  A I D S  (1 5 1 ) .

S ig na l  t r a n s d u c t i o n  a lso p l a y e d  a m a j o r  ro le  in P G E 2 r e le a se  

by  m o n o c y t e s .  O n e  r e p o r t  s h o w e d  t h a t  p u r i f i e d  g p l 2 0  ( 5 0 - 4 0 0

n g / m l )  s t i m u l a t e d  th e  r e l e a s e  o f  P G E 2 and IL-1 f ro m  h u m a n  m o n o c y t e s

in c u l t u r e  (74) .  An in c r e a s e  in P G E 2 w as  initially d e te c te d  wi th  50  n g  o f  

g p l 2 0  p e r  ml.  A f t e r  a 12 fold in c rea se ,  P G E 2 le ve ls  r each ed  a p la te au  at 

200  ng  o f  g p l 2 0  p e r  ml .  (The  a m o u n t  o f  P G E 2 p r o d u c e d  in r e s p o n s e  to 

g p l 2 0  w a s  c o m p a r a b l e  to th a t  o b t a i n e d  w i t h  L P S  o r  C o n  A . ) .  T h e  

p r o d u c t i o n  o f  lL-1 by  m o n o c y t e s  in r e s p o n s e  to i n c r e a s i n g  a m o u n t  o f  

g p l 2 0  p a r a l l e l e d  tha t  o f  P G E 2 . I n v o l v e m e n t  o f  C D 4  s igna l  t r a n s d u c t i o n  

and  P G E 2 p ro d u c t i o n  w a s  d e m o n s t r a t e d  by the  abi l i ty o f  0 K T 4  and 0 K T 4 A  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  to i n c r e a s e  m o n o c y t e  P G E 2 (152) .

H I V  i n f e c t i o n  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  s p o n t a n e o u s  p r o l i f e r a t i o n  

o f  T - l y m p h o c y t e s  w h i c h  w a s  C D 4  d e p e n d e n t ,  and  t h i s  i n c r e a s e d  wi th
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d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  ( 1 5 3 ) .  H o w e v e r ,  P G E 2 s e e m e d  to h a v e  an in h ib i to ry

ro le  on  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  in H I V  i n f e c t i o n  an d  m i g h t  b e  o n e  o f

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

A I D S .  U l t r a f i l t r a t e s  f r o m  H I V - i n f e c t e d  m o n o c y t e  c u l t u r e s  s h o w e d  an

i n c r e a s e  o f  P G E 2 l e v e l s  a nd  th i s  h a d  an in h i b i t o r y  e f f e c t  on  a u t o l o g o u s

i m m u n e  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  ( 1 5 4 ) .  T h i s  a c t i v i t y  w a s  s i g n i f i c a n t l y

r e d u c e d  in s i m i l a r  u l t r a f i l t r a t e s  p r e p a r e d  f r o m  i n d o m e t h a c i n - t r e a t e d
be'fw^£-n t- 10

c u l t u r e s .  F u r t h e r  e v i d e n c e  s h o w e d  t h a t  i n d o m e t h a c i n  e n h a n c e d  P H A -  

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

p a t i e n t s  w i t h  A I D S  a n d  A I D S - r e l a t e d  c o m p l e x ,  a n d  t h i s  m a y  h a v e

th e r a p e u t i c  po t en t ia l  in s o m e  p a t ie n ts  wi th  A I D S  (15 5) .

H o w e v e r ,  o n e  g r o u p  o f  i n v e s t i g a t o r s  ( 1 5 6 )  r e p o r t e d  t ha t  

m o n o c y t e s  f rom  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  p r o d u c e d  s p o n t a n e o u s l y  a f a c t o r  

w h i c h  i n h ib i te d  l L - 2 R a  (T ac )  e x p r e s s i o n ,  and  IL-2  p r o d u c t i o n  by  n o r m a l  

s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e s  in c u l t u r e .  T h i s  f a c t o r  w a s  a 2 9 K d  c a t i o n i c  

pro te in  m o l e c u l e  and  w a s  n o t  P G E 2 .

1 .7  Scope o f  the present thesis.

O b s e r v a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  o f  H I V - 1 -

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

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

t h e s i s  p r e s e n t s  r e s u l t s  o f  p h e n o l y p i n g  s t u d i e s  on  t h e s e  ce l l s .  E a r l i e r  

w o r k  r e p o r t e d  m o n o c y t e s  to  b e  d e v i d e d  i n t o  t w o  h e t e r o g e n o u s  

s u b p o p u l a t i o n s  as a c o n s e q u e n c e  o f  the  c o n t i n u o u s  s p e c t r u m  o f  p h y s ic a l  

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

( 1 5 7 ) .  P r e l i m i n a r y  f l o w  c y t o m e t r y  a n a l y s i s  d o n e  in th i s  l a b o r a t o r y ,  

r e v e a l e d  an ex t r a  l e u c o c y t e  p o p u l a t i o n  in H I V - l - i n f e c t e d  b l o o d .  T h e  f i rs t
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t a sk  o f  th i s  th e s i s  w a s  to i d e n t i f y  a nd  p h e n o t y p e  th i s  e x t r a  l e u c o c y t e  

p o p u l a t i o n .

1.7.1 P h e n o l y p i n g  oj Hononucle^t r  P h a g o c y t e s  in  H IV  I n j e c t i o n

In t h e  p r e s e n t  th e s i s ,  m o n o c y t e  p h e n o t y p e  w a s  i n v e s t i g a t e d  

to s ee  i f  the  a c t i v a t e d  p h e n o t y p e  h a s  an y  in f l u e n c e  o n  f u n c t i o n s  in v ivo .  

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

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

i n c lu d e d  m o n o c y t e  n u m b e r s  ba sed  on  C D  14 and C D 4  e x p r e s s i o n  in d i s ea se  

p r o g r e s s i o n ,  an d  m o n o c y t e  a c t i v a t i o n  m a r k e r s  e x p r e s s i o n  in p e r i p h e r a l  

b lo o d .  E m p h a s i s  w a s  p l a c e d  on  th e  e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n ,  to see  i f  

th e  a c t i v a te d  p h e n o t y p e  o f  t h e s e  c e l l s  i n f l u e n c e d  t h e i r  f u n c t i o n s  in v ivo.

M o n o c y t e s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  by  e x p r e s s i o n  o f  C D 1 4 .  T h e  

e t i o l o g i c  agent  o f  A I D S ,  H I V ,  d i s p l a y e d  a s e l e c t i v e  t r o p i s m  fo r  the  cel l -  

s u r f a c e  C D 4  g l y c o p r o t e i n  (49) ,  a l so  e x p r e s s e d  on  m o n o c y t e s  ( 5 5 ,5 6 ) .  T h e r e  

w a s  a n eed  to fo l l o w  th e  e x p r e s s i o n ,  in v iv o ,  o f  b o th  m o n o c y t e  su r f a c e  

m a r k e r s  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in H I V  i n f e c t i o n .  S i n c e  v a r i o u s  

i n v e s t i g a t o r s  ha d  se en  a h e t e r o g e n e i t y  in fu n c t i o n  o f  m o n o c y t e s  in v i t ro ,  

it w a s  n e c e s s a r y  to s e e  i f  any  o f  the  m o n o c y t e  s u b s e t s  in v iv o  s h o w e d  

e v i d e n c e  o f  a c t i v a t i o n  and  i f  thi s  ha d  an y  a s s o c i a t i o n  wi th  f u n c t io n .

1 .7 .2  F u n c t i o n a l  o j '  I ' A o n o n u c l e a r  \w W\\j .

T o  u n d e r s t a n d  m o n o c y t e  f u n c t i o n  in v i v o ,  t w o  s t e p s  w e r e  

u n d e r t a k e n .  F i r s t l y ,  I L - 6  a n d  P G E 2 s e c r e t i o n ,  and  IL-1 an d  T N F  g e n e  

e x p r e s s i o n  w e r e  i n v e s t i g a t e d  in p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  o f  H I V -  

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

w e re  in ve s t ig a te d  to as ses s  the  e f f ec t  o f  m o n o c y t e  T N F - a ,  IL-1 a an d  P G E 2
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p r o d u c t i o n  on  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  in a n t i - C D 3 - s t i m u l a t e d  w h o l e  

b lo od  c u l t u r e s  o f  pa t i en ts .

T h e  c y t o k i n e s '  l e v e l s  w e r e  m e a s u r e d  b y  E L I S A ,  w h i l e  

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

l y m p h o c y t e  I L - 2  r e c e p t o r  ( C D 2 5 )  e x p r e s s i o n .  T h e  P G E 2 leve l  was  

qu a n t i f ie d  by a P G E 2 r a d i o i m m u n o a s s a y .

M o n o c y t e  IL -6  w a s  s t u d i e d  b e c a u s e  i n c r e a s e d  leve l  o f  th i s  

c y t o k i n e  w a s  c o n s i d e r e d  to  b e  a r e m a r k a b l e  c h a r a c t e r i s t i c  fo u n d  in the  

s e r u m  o f  H IV  p a t i e n t s  ( 1 2 9 ) ,  a n d  th i s  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  i n c r e a s e d  

n u m b e r  o f  B -cc l l s  and  e l e v a te d  IgG leve ls .  H I V  g p l 2 0  ha d  bee n  o b s e r v e d  

to b in d  m o n o c y t e  C D 4  (150)  in v ivo ,  and i n d u c e d  th e  p r o d u c t i o n  o f  P G E 2 

( 7 4 ) .  P G E 2 in c o n t r a s t ,  h a d  b e e n  f o u n d  to i n h i b i t  l y m p h o c y t e  

p r o l i f e r a t i o n  ( 1 5 4 ) .  I t  w a s  i m p o r t a n t  to a s s e s s  m o n o c y t e  a c c e s s o r y  cel l  

f u n c t i o n s  by  c o n s i d e r i n g  m o n o c y t e  P G E 2 i n h i b i t o r y  e f f e c t  on  T -c e l l  

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

m o n o c y t e  T N F - a  e f f e c t  on  T - l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n .
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Staee 4
Stage 1 B e d- r i dden ,  > 5 0 %  o f  the day

A s y m p t o m a t i c d u r i n g  t h e  la s t  m o n t h .

A c u t e  r e t r o v i r a l  i n f e c t i o n C a n d i d i a s i s  o f  th e  o e s o p h a g u s .

P e r s i s t e n t  g e n e r a l i s e d t r a c h e a ,  b r o n c h i  o r  l u n g s .

l y m p h a d e n o p a t h y  ( P O L ) C r y p t o m e g a l o v i r u s  ( C M V )

d i s e a s e  o f  an o r g a n  o t h e r  tha n
Stage 2 l iver ,  s p l e e n  o r  l y m p h  n o d e s .

W eig h t  loss,  < 10% o f  bo dy H e r p e s  s i m p l e x  i n f e c t i o n ,

w e i g h t . m u c o c u t a n e o u s  (> 1 m o n t h ) ,  o r

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

( s e b o r r h o c i c  d e r m a t i t i s . H I V  d e m e n t i a

p r u r i g o ,  fu n g a l  na i l ( e n c e p h a l o p a t h y ) .

i n f e c t i o n s ,  r e c u r r e n t  o r a l I s o s p o r i a s i s  wi th  d i a r r h o e a ,  > 1
u l c e r a t i o n s ,  a n g u l a r  c h e i l i t i s ) . m o n t h .

H e r p e s  Z o s te r . K a p o s i s  s a r c o m a  (K S) .
R e c u r r e n t  u p p e r  r e s p i r a t o r y L y m p h o m a .
t r a c t  i n f e c t i o n s  (eg .  b a c t e r i a l M y c o b a c t e r i u m  t u b e r c u l o s i s
s i n u s i t i s ) . ( e x t r a p u l m o n  a r y ) .

M y c o b a c t e r i o s i s  /  a t y p i c a l .
Stase  3 d i s s e m i n a t e d .

Weig ht  loss,  > 10% o f  body M y c o s i s ,  d i s s e m i n a t e d /
w e i g h t  (A). e n d e m i c  (eg .  h i s t o p l a s m o s i s .
U n e x p l a i n e d  c h r o n i c c o c c i d i o i d o m y c o s i s ) .
d ia r rhoea ,  > 1 m o n t h  (B). P n e u m o c y s t i s  c a r i n i i
U n e x p l a i n e d  p r o l o n g e d  f e v e r p n e u m o n i a  ( P C P ) .
( i n te rm i t te n t  o r  c o n s t a n t ) ,  >  1 P r o g r e s s i v e  m u l t i f o c a l
m o n t h  (C). l e u k o e n c e p h a l o p a t h y  ( P M L ) .
C a n d i d i a s i s ,  o ra l . S a l m o n e l l a  s e p t i c a e m i a ,  n o n -
Candidiasis,  vulvovaginal,  > 1 t y p h o i d .
m on th . T o x o p l a s m o s i s  o f  th e  bra in .
Oral hairy leukoplakia. W a s t i n g  s y n d r o m e  d u e  to H I V
Pul mo na ry  tubercu losi s . (A with B or C, see stage 3).

T a b le  1.2.1 W H O  c l in ica l  s t ag i ng  sy s t em  for  H I V  in fec t io n  and d is ea se .
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C o m m o n

N o m e n c l a t u r e

CD

D c s i  t r n a l i o n

S i z e A f f i n i t y

F c R l 6 4 7 5 k D lgGl>lgG3>lgG4>lgG2

F c R I l 3 2 4 0 k D IgG 1 >lgG3=IgG4>IgG2

F c R l I I 16 5 0 - 7 0 k D IgGl=IgG3 

(not igG2, IgG4)

Table 1.5.1 sh o w s  the  c o m m o n  n o m e n c l a t u r e ,  C D  d e s i g n a t i o n ,  s izes  and  

a f f i n i t i e s  o f  t h e  l e u c o c y t e  F c  re c e p to rs .
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Chapter 2
2 Materials and Methods

F l o w  c y t o m e t r y  t e c h n i q u e s ,  i n v o l v i n g  t h e  l a b e l l i n g  o f  ce l l s  

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

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

T w o  f a c e ts  o f  m o n o c y t e  f u n c t i o n  w e r e  c o n s i d e r e d .  F i r s t l y ,  in 

v i v o  p l a s m a  i n t c r l e u k i n - 6  ( I L - 6 )  a n d  p r o s t a g l a n d i n  E 2 ( P G E 2 ) le v e ls ,  

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

s tud ied .  T h e  E L I S A  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  to m o n i t o r  p l a s m a  IL - 6  l e v e ls  in 

p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  p a t i e n t s ,  an d  r a d i o i m m u n o a s s a y  w a s  u s e d  to  a s se ss  

P G E 2 l ev e l s  in l i p o p o l y s a c c h a r i d e  (L P S )  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  cu l tu r e s .  

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

r e a c t i o n  ( P C R )  t e c h n i q u e s .  S e c o n d l y ,  m o n o c y t e  a c c e s s o r y  cel l  f u n c t i o n  

w a s  a s s e s s e d  by  u s i n g  E L I S A  t e c h n i q u e s  a n d  r a d i o i m m u n o a s s a y  to 

m e a s u r e  c y t o k i n e s  a nd  P G E 2 , r e s p e c t i v e l y ,  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  

b l o b d  c u l tu re s .  Bo th  c y t o k i n e  ( I L - l a  and  T N F - a )  le ve l s  w e re  c o m p a r e d  to 

l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  a s s e s s e d  by t h e  p r o p o r t i o n  o f  l y m p h o c y t e  IL -2  

r e c e p t o r  ( C D 2 5 )  e x p r e s s i o n  in r e s p o n s e  to a n t i - C D 3  s t im u la t i o n .

2 .1  The Patients.

A s a m p l e  o f  153 H I V - l - i n f e c t e d  p a t i e n t s  f ro m  R u c h i l l  and 

F a l k i r k  h o s p i t a l s  in G l a s g o w ,  w e r e  i n v o l v e d  in t h e  e x p e r i m e n t s  w h ic h  

c o m p r i s e d  thi s  t h e s i s .  S a m p l e s  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  f r o m  t h e s e  p a t i e n t s ,  

w e r e  se n t  to th e  D e p a r t m e n t  o f  I m m u n o l o g y ,  G l a s g o w  U n i v e r s i t y ,  to be  

m o n o t o r e d  for  d i a g n o s t i c  cel l  s u r f a c e  m a r k e r s .  A g r o u p  o f  109 p a t i e n t s  

w e r e  s u b d i v i d e d  in to  g r o u p s  o f  d i s e a s e  c a t e g o r i e s ;  i n c l u d i n g  40  p a t i e n t s  

in C D C 2 ,  27 in C D C 3  and 38 in CD C 4.  T h e  o th e r  4 4  pa t ien ts  w e re  taken  into
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c o n s i d e r a t i o n  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e i r  d i s e a s e  c a t e g o r i e s .  A to ta l  o f  28 

h e a l t h y  l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l  w e r e  u s e d  as c o n t r o l s .  T h e  s t u d y  o f  

m o n o c y t e  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  i n v o l v e d  51 o f  t h e  p a t i e n t s ,  

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

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

m e a s u r e m e n t  o f  p l a s m a  i n t e r l e u k i n - 6  ( IL -6 )  l e v e l s  w a s  p e r f o r m e d  on  a 

g r o u p  o f  63 p a t i e n t s  a nd  th e  s a m e  p a t i e n t s  w e r e  u s e d  fo r  a s s e s s m e n t  o f  

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

c o u n t  and m o n o c y t e  an d  l y m p h o c y t e  s u b s e t s .  P r o s t a g l a n d i n  E 2 ( P G E 2 ) 

le v e l s  in LP S s t i m u l a t e d  c u l t u r e s  w a s  q u a n t i f i e d  in 14 p a t i e n t s ,  w h i l e

c y t o k i n e  g ene  e x p r e s s i o n  was  as se ss ed  in a smal l  g r o u p  o f  4  pa t ie n t s .  T h e  

e f f ec t  o f  PC1E 2 on  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n ,  and  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n  in 

a n t i - C D 3  s t im u la te d  w h o l e  b l o o d  c u l t u re s ,  i n v o l v e d  19 pa t i en ts .

T h e s e  p a t i e n t s  w e r e  H I V - i n f e c t e d  s u b j e c t s  w h o s e  b l o o d  

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

m a r k e r s  at the  D e p a r t m e n t  o f  I m m u n o l o g y .  T h e y  f o r m e d  p a r t  o f  the 

g r o u p  o f  G l a s g o w  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n ts .  T h e  c u m u l a t i v e  f i g u re  f o r  H IV -  

in f e c t e d  p a t i e n t s  in G l a s g o w  w a s  4 6 2  H I V  p o s i t i v e  i n d i v i d u a l s  a m o n g  

w h i c h  60 ha d  A I D S .  In S c o t l a n d ,  t h e  c u m u l a t i v e  f i g u r e  w a s  1943  H IV

p o s i t i v e  p a t ie n ts ,  a m o n g  w h i c h  2 9 4  w e r e  A I D S  pa t i e n ts .

C o n t r o l s  u t i l i s e d  in th e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  in t h i s  the s i s ,

w e r e  h e a l t h y  l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l  w i t h  m e d i a n  a g e  o f  33 y e a r s .  Al l  

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

2 . 2  C l a s s i f i c a t i o n  o f  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in H I V  in f e c t i o n .

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

c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  w e r e  c o l l e c t e d  in H I V - i n f e c t e d

6 2



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

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

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

p a t i e n t s  and to b e t t e r  u n d e r s t a n d  th e  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  F o u r  s t a g i n g

sy s te m  had been  d e v e l o p e d  u p  to da te .  T h e s e  are th e  W a l t e r  R eed ,  the  C D C ,  

the  W H O ,  and  the C D C / W H O  s t a g in g  sy s t e m s  o f  d i s e a s e  p ro g re s s io n  in HIV 

i n f e c t i o n .

2 .2 .1  T h e  W a l t e r  R e e d  c l a s s i f i c a t i o n  o f  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in H I V  in fec t io n .

In 1984 ,  th e  W a l t e r  R e e d  A r m y  M e d i c a l  C e n t e r  d e v e l o p e d  a

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

(4). S ta g e  zero  d e s c r i b e d  the  e x p o s u r e  to H I V  th r o u g h  any  o f  th e  k n o w n

t r a n s m i s s i o n  ro u t es .  S t a g e  1 w a s  th e  p e r i o d  o f  a c u t e  in fe c t io n .  S t a g e  2 

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

S u b c l i n i c a l  i m m u n e  d y s f u n c t i o n  d e s c r i b e d  p a t i e n t s  in s t a g e s  3 a n d  4. 

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

c l a s s i f i e d  as s ta g e  5.  S t a g e  6 p a t i e n t s  ha d  s y s t e m i c  i m m u n e  d e f i c i e n c y  

(AI .DS) .

2 .2 .2  T h e  C D C  c la s s i f ic a t i o n  s y s te m  o f  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in H IV  in fec t ion .

In 1986 ,  th e  C e n t e r  f o r  D i s e a s e  C o n t r o l  (C D C ) ,  A t l an ta ,  U S A ,

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

w i t h in  the  s p e c t r u m  o f  c l i n ic a l  f i n d i n g s  a t t r i b u t e d  to H I V  i n f e c t i o n s  (5) ,  

I t  w a s  c l a s s e d  in g r o u p s  c a l l e d  C D C .  A c u t e  i n f e c t i o n  w a s  C D C l ,  

a s y m p t o m a t i c  bu t  H I V  i n f e c t e d  w a s  C D C 2 ,  p r o g r e s s i v e  s y m p t o m s  was  

C D C 3 ,  and acq u i r ed  i m m u n o d e f i c i e n c y  s y n d r o m e  ( A I D S )  was  C D C 4 ,
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2. 2 . 3  W H O  s t ag in g  s y s te m  fo r  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in H I V  inf ec t ion .

In 1990 ,  th e  W o r l d  H e a l t h  O r g a n i s a t i o n  ( W H O ) ,  p u b l i s h e d  an 

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

( T a b l e  1 .2 .1)  w h i c h  i n c o r p o r a t e d  s o m e  m e a s u r e s  o f  i m m u n e  f u n c t i o n  

w h i c h  ha d  c o m e  in to  c o m m o n  u s a g e  s in c e  1986  (6) .  T h i s  in te r im  s ta g i ng  

s y s t e m  c o n s i s t i n g  o f  f o u r  s t a g e s  ( S t a g e s  1 ,2 ,3  a n d  4)  d e v e l o p e d  on 

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

and  i n c l u d e d  l a b o r a t o r y  i n f o r m a t i o n  i n v o l v i n g  th e  u s e  o f  C D 4  p o s i t i v e  

l y m p h o c y t e s  a nd  /  o r  to t a l  l y m p h o c y t e s  d e t e r m i n a t i o n .  S t a g e  1 w a s  the  

a s y m p t o m a t i c  a n d  t h e  p e r s i s t e n t  g e n e r a l i s e d  l y m p h a d e n o p a t h y  ( P G L )  

p a t i e n ts .  S t a g e  2 w e r e  p a t i e n t s  w i th  ea r ly  (m i l d )  d i s e a s e .  S t a g e  3 w ere  

p a t i e n ts  wi th  i n t e r m e d i a t e  ( m o d e r a t e )  d i s e a se .  S t a g e  4  w e r e  p a t i e n t s  wi th  

la te  ( s e v e re )  d i s e a s e  ( e q u i v a l e n t  to A I D S ) .

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

c a t e g o r y  in to  3 s t r a t a  (A ,  B,  C) ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  n u m b e r  o f  C D 4  

l y m p h o c y t e s  pe r  mni3  ( > 5 0 0 ,  2 0 0 - 5 0 0 ,  < 2 0 0 ) .  I f  th e  C D 4  c o u n t s  w e r e  not  

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

la b o r a to r y  m a r k e r  and  a l so  s u b d i v i d e d  in 3 d i f f e r e n t  s t ra ta  ( > 2 0 0 0 ,  1000-  

2000 , < 1000).

2 . 2 . 4  T h e  C D C / W H O  c la s s i f ic a t io n  sy s te m  for  H I V  in fec t i on  and  d i se a se  in 

a d o l e s c e n t s  an d  adul t s .

T h e  C D C / W H O  c l a s s i f ic a t i o n  s y s te m  c l a s s i f ie d  a d o l e s c e n t s  and 

a d u l t s  d i a g n o s e d  as H I V  s e r o p o s i t i v e .  I t  w a s  r e p r e s e n t e d  by  c a t e g o r i e s

a r r a n g e d  a l o n g  t w o  a x e s .  O n e  a x i s  c o v e r e d  c l i n i c a l  c a t e g o r i e s  o f

c o n d i t i o n s  re la ted  to H I V  in fec t io n .  T h e s e  w e r e  c a t e g o r i e s  A, B,  and C.

T h e  s e c o n d  a x i s  c o m p r i s e d  o f  l a b o r a t o r y  c a t e g o r i e s  d e f i n i n g  ce l l -
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m e d i a t e d  i m m u n e  s t a tu s  m e a s u r e d  by C D 4 +  l y m p h o c y t e  c o u n t s / m m 3  and  

/ o r  to ta l  l y m p h o c y t e s ,

2 .3  T h e  Cel l s  us ed  in th e  e x p e r i m e n t s .

T h e  c e l l s  u sed  in t h e  e x p e r i m e n t s  w e re  l e u c o c y t e s  f r o m  p e r i p h e r a l  b l o o d  

o f  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  and  n o r m a l  i n d i v i d u a l s .

2 . 4  Phenotyping the monocytes .

2.4 .1 A s s e s s i n g  cell  c o u n t s .

2 .4 .1.1 To ta l  w hi te  cel l  c o u n t  in pe r ip h e ra l  b lood .

P e r i p h e r a l  b l o o d  ( 4 0 p l )  w a s  a d d e d  to 2 0 m l  b u f f e r  so l u t io n ,

f o l lo w ed  by 3 d r o p s  o f  s a p o n in  w h ic h  ly sed  the red b l o o d  cel ls .  T h e  total

w h i t e  cel l  c o u n t  w a s  a s s e s s e d  on  a C o u l t e r  c o u n t e r  ( C o u l t e r  E l e c t r o n i c s ,

E n g la n d )  as the  n u m b e r  o f  ce l l s  p e r  ml.

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

m i c r o s c o p y ,  a f t e r  s t a i n i n g  th e  c e l l s  in a b l o o d  f i l m .  T h i s  s t a i n i n g  was  

p e r f o r m e d  by m a k i n g  a f i lm  o f  b l o o d  w h ic h  wa s  a i r  d r ied .  T h e  s l ide  was  

then  f i xed  for  10 m i n u t e s  in 10 0%  m e t h y l  a l c o h o l ,  th en  p u t  in to  M a y -

G r u n w a l d  (50  v/v w i t h  w a te r )  fo r  10 m in u te s .  T h e  s l i de  was  the n  r insed

and d ra in e d ,  then  m o u n t e d  w i th  D P X  and a c o v e r s l i p .

2 . 4 .1 .2  T h e  d i f f e r en t ia l  w h i t e  cel l  count .

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

a s s e s s e d  by f l o w  c y t o m e t r y .  P e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  w e r e  la b e l l e d  

w i t h  f l u o r e s c e n t  a n t i - C D 1 4  and  a n t i - C D 4 5  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  and  

f i x e d  in p a r a f o r m a l d e h y d e  by  t h e  n o r m a l  s t a i n i n g  m e t h o d  ( r e f e r  to

se c t io n  2 .4 .2 :  L a b e l l i n g  ce l l s  w i th  c o n j u g a t e s ) .  T h e  d a t a  f rom  the  s ta ined
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c e l l s  w a s  a q u i r c d  by  a B e c l o n / D i c k i n s o n  F A C S c a n  f l o w  c y t o m e i e r ,  

r e g i s t e r e d  on c o m p u t e r  d i s k s  a n d  a n a l y s e d  o n  a H e w l e t t - P a c k a r d  

c o m p u t e r  by  th e  S i m u l s e l  c o m p u t e r  p r o g r a m m e .  T h e  S i m u l s e t  p r o g r a m  

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

t h e  b a s i s  o f  P E  a n d  F I T C  f l u o r e s c e n c e ,  a n d  g r a n u l a r i t y  a n d  s i z e  

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

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

2 . 4 . 2  L a b e l l i n g  c e l l s  w i th  c o n j u g a t e s .

2 .4 ,2 .1  T h e  c o n j u g a t e s .

M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  o b t a i n e d  a s  d i r e c t e d  b y  B e c t o n -  

D i c k i n s o n  I m m u n o c y t o m e t r y  S y s t e m s .  F o r  s i m u l t a n e o u s  t w o - c o l o u r  

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

i s o t h i o c y a n a t c  ( F I T C )  a n d  p h y c o e r y t h r i n  ( P E )  w e r e  u s e d  to  l a b e l  the  

le u c o c y t e s .  Dual  s t a i n i n g  w i t h  a n t i - C D 1 4  as m o n o c y t e  s p e c i f ic  m a r k e r  in 

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

cell  p h e n o t y p e s  w e re  used .  T h e  r igh t  c o m b i n a t i o n  o f  C D Î 4  (i .e L e u  M 3  PE 

o r  M o 2  F I T C )  w a s  u s e d ,  d e p e n d i n g  on  w h e t h e r  t h e  o t h e r  a n t i b o d y  

spe c i f ic  for  a p h e n o t y p e  was  c o n j u g a t e d  to F I T C  o r  PE.

T h e  c o n j u g a t e s  u t i l i s e d  w e r e  as  p r e s c r i b e d  by  B e c t o n  a n d

D i c k i n s o n .  T h e  c o n t r o l  c o n j u g a t e  w a s  a n o n s p e c i f i c  m o u s e  m o n o c l o n a l  

a n t ib o d y  ( M s I g G l - R D l / M s I g G l - F I T C ) .  C D 1 4  c o n j u g a t e d  to P E  w a s  an  a n t i ­

h u m a n  L e u - M 3  ( D A K O :  Cat.  N o  7497) .  C D 1 4  c o n j u g a t e d  to F I T C  ( M o 2 )  was  

f rom  C o u l t e r  (Lot.  2 9 0 9  K 0 2 3 )  and  bo th  C D  14 c o n j u g a t e s  w e r e  m o n o c y t e  

specif ic .  A n i i - C D 4  (T4)  c o nj ug a te d  to  F I T C  w a s  f rom D A K O  (Lot :  2 4 0 0 D 0 6 3 ) ,  

and b i n d s  sp ec i f ic a l l y  to C D 4 ,  th e  r e c e p t o r  fo r  H I V .
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T h e  a n l i b o d i c s  u se d  to  i n v e s l i g a l c  m o n o c y l c  a c t i v a t i o n  w e r e  as 

fo l l ow s ;  C D l l b  p u r c h a s e d  f r om  D A K O  ( L o t  N R ;  P 0 2 0 6 ) ,  w as  an t i -L eu  15 

and  w a s  c o n j u g a t e d  to  P E .  It b i n d s  s p e c i f i c a l l y  to the  r e c e p t o r  ( C R 3 )  for  

th e  c o m p l e m e n t  C3.  R D - P E  ( I 3 - R D 1 )  p u r c h a s e d  f r o m  C o u l t e r  ( L o t  No: 

1 5 2 9 D 0 5 4 ) ,  b i n d s  t h e  h u m a n  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  a n t i g e n  H L A - D R .  C D 1 6  

( D A K O )  b o u n d  F c  g a m m a  r e c e p t o r  I I I  a n d  C D 7 1  ( D A K O )  l a b e l l e d  

t r a n s f e r r i n  r e c e p t o r s  on  m o n o c y t e s .

O t h e r  a n t i b o d i e s  w e r e  a g a i n s t  t h e  i n t e r l e u k i n - 2  r e c e p t o r  ( C D 2 5 )  

( D A K O )  to c h a r a c t e r i z e  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n ,  an d  C D S  ( D A K O )  to 

s p e c i f y  T - s u p p r e s s o r  ce l l s .

2 . 4 .2 .2  T h e  re a g e n t  s o lu t i o n  use d  in p h e n o t y p i n g .

F A C S  Lyse  Fluid.

T h e  o r i g i n a l  s to c k  o f  F A C S  L y s i n g  s o l u t i o n  ( B e c t o n  an d  D i c k i n s o n ,  

B e l g i u m )  was  d i lu ted  1 in 10 in d is l i l ed  water .

P h o s p h a t e  B u f f e r i n g  S o l u t i o n  (P B S  az id e ) .

T h e  o r i g i n a l  s t o c k  o f  P B S  c o n t a i n e d  0 . 2 %  s o d i u m  a z i d e  an d  h a d  a 

c o n c e n t r a t i o n  o f  X 2 5  (d i lu ted  1 in 25 in d is t i l l ed w a t e r  fo r  use) .

2 .4 .2 .3  L a b e l l i n g  w h o le  p e r i p h e r a l  b l o o d  wi th  c o n j u g a t e s  by  th e  n o r m a l  

s t a i n i n g  m e t h o d .  '

5 p i  o f  e a c h  co n ju g a te  w a s  a d d e d  to 100ml  o f  pe r i p h e ra l  b l o o d  

co l l e c te d  in E D T A  and in c u b a te d  at  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  in th e  dark ,  fo r  10 

m inu te s .  2ml  F A C S  lys ing  f luid (B ec to n  and D i c k i n s o n )  d i lu t ion  1 in 10 in 

d i s t i l l e d  w a t e r ,  w a s  a d d e d  to  t h e  b l o o d  to  l y s e  t h e  r e d  b l o o d  ce l l s ,  

i n c u b a t e d  for  10 m i n u t e s  in t h e  d a r k  to  p r e v e n t  q u e n c h i n g  o f  the
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f l u o r o c h r o m c ,  a n d  c e n t r i f u g e d  at  1 0 0 0  r . p . m  f o r  5 m i n u t e s .  T h e  

s u p e r n a t a n t  was  r e m o v e d ,  2 m l  P B S  A z i d e ,  d i l u t e d  1 in 25 in d i s t i l l e d  

w a t e r ,  a d d e d  and  t h e  lo t  r e c e n t r i f u g e d  at  1 0 0 0  r . p . m  f o r  a n o t h e r  5 

m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d ,  a n d  0 . 5 m l  o f  1% 

p a r a f o r m a l d e h y d e  p H  7 . 4  w a s  a d d e d  to  t h e  l e u c o c y t e s  a n d  t h e  d a t a  

a c q u i r e d  on a B e c t o n / D i c k i n s o n  F A C S  S c a n  f l o w  c y t o m e i e r .  ( S i n c e  H I V  

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

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

l a b o r a t o r y ) .

2 .4 .3  A c q u i s i t i o n  o f  d a ta  f rom  l a b e l l e d  ce l ls .

T h e  B c c t o n / D i c k i n s o n  f l o w  c v t o m e t e r .

T h e  B e c t o n / D i c k i n s o n  f l o w  c y t o m e t e r  w a s  a m a c h i n e  c a p a b l e  o f  

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

l igh t  f rom f l u o r e s c e n t  l a b e l l e d  c e l l s  ( A p p e n d i x  2 .4 .3 ) .  T h e  c o l l e c t e d  l igh t

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

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

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

laser ,  l igh t  c o l l e c t i n g  u ni t s ,  l i g h t  d e t e c t i o n  u n i t s ,  a p r e a m p l i f i e r ,  a p u ls e

p r o c e s s i n g  and  a m p l i f i e r  u n i t  a n d  an a n a l o g u e  to d i g i t a l  c o n v e r t e r  un i t  

c o n n e c t e d  to a H e w l e t t - P a c k a r d  c o m p u t e r .

T h e  l ig h t  c o l l e c t i n g  un i t s .

L a s e r  l i g h t  ( 4 8 8 n m )  r e f l e c t e d  f r o m  l a s e r  s t e a r i n g  m i r r o r s  

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

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

c o l l e c t i o n  l e n s e s .  T h e  f o r w a r d  c o l l e c t i o n  l e n s  w a s  o f  s m a l l  n u m e r i c a l
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a p e r t u r e  and g a t h e r e d  a c o n e  o f  l ig h t  f rom  1-20  d e g r e e s  o f f  t h e  la se r  

b e a m  axis .  T h i s  a n g l e  o f  l ig h t  m i n i m i z e d  th e  e f f e c t  o f  c h a n g e s  on the  

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

p a r t i c l e  s ize .  T h e  r i g h t - a n g l e  c o l l e c t i o n  le n s  w a s  o f  a h i g h  n u m e r i c a l  

a p e r t u r e  to  c o l l e c t  r i g h t  a n g l e d  s c a t t e r e d  l i g h t .  T h i s  a l l o w e d  f o r  th e  

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

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

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

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

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

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

o r i e n t e d  45  d e g r e e s  to t h e  i n c i d e n t  b e a m  w h i l e  th e  a b s o r p t i o n  and 

i n t e r f e r e n c e  f i l t e r s  w e r e  o r t h o g o n a l .  A m i r r o r  o f  5 0 0 n m  s h o r t p a s s  

d i c h r o i c  f i l t e r  r e f l e c t e d  w a v e l e n g t h s  s h o r t e r  t h a n  5 0 0 n m  ( t h e  4 8 8 n m  

s c a t t e r e d  l i g h t )  t o w a r d s  t h e  r i g h t - a n g l e  s c a t t e r  d e t e c t o r .  L o n g e r  

w a v e l e n g t h s  t r a v e r s e d  t h i s  m i r r o r  to a s e c o n d  m i r r o r  o f  5 6 0 n m  

s h o r t p a s s  d i c h r o i c  f i l t e r  a l l o w i n g  w a v e l e n g t h s  g r e a t e r  th a n  5 6 0 n m  to 

r e f le c t  th r o u g h  a 5 7 8 n m  f i l t e r  w i th  a 2 8 n m  h a l f - p e a k  b a n d p a s s  and  on to  

th e  P E  f l u o r e s c e n c e  d e t e c t o r .  S h o r t e r  w a v e l e n g t h s  ( 5 0 0 - 5 6 0 n m )  i n c i d e n t  

at th e  s e c o n d  m i r r o r  p a ss  on  t h r o u g h  a 5 3 0 n m  f i l t e r  wi th  a 3 0 n m  h a l f ­

pe ak  b a n d p a s s  and on to  the  F I T C  f l u o r e s c e n c e  d e te c to r .

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

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

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

i n t e n d e d  to m e a s u r e  t h e  f l u o r e s c e n c e  f r o m  th e  o t h e r  a nd  v i s e  v e rs a .  

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

T w o  k inds  o f  d iode s  w ere  used  as de tec to rs .  PIN  d iodes ,  a solid

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

s c a t t e r  a n d  l i g h t  a b s o r p t i o n .  P h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s  ( P M T )  w i t h  l o w  

s p e c t r a l  r e s p o n s e  a n d  g o o d  s ig n a l  c h a r a c t e r i s t i c s  d e t e c t e d  F I T C  a nd  P E  

f l u o r e s c e n c e .

S i g n a l  p r o c e s s i n g .

L i g h t  f a l l i n g  on t h e  d e t e c t o r s  g e n e r a t e d  a c u r r e n t  w h i c h  

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

o u t p u t  (O-IOV)  w i t h  a m p l i t u d e  p r o p o r t i o n a l  to  t h e  n u m b e r  o f  p h o t o n s  

r e a c h i n g  th e  d e t e c t o r s .  T h e  s h a p e  o f  th e  p u l s e  w a s  d e t e r m i n e d  by  the

s ize  and  s p e e d  o f  t h e  pa r t i c le s ,  th e  w id th  o f  th e  i l l u m i n a t i n g  b e a m  and

the  d i s t r i b u t i o n  o f  th e  f l u o r o c h r o m c  on  o r  w i t h i n  t h e  p a r t i c l e s .  S m a l l  

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

t i m e s  and  l a r g e r  p a r t i c l e s  p r o d u c e d  s l o w e r  p u ls e s .

T h e  p u l s e  p r o c e s s i n g  uni t .

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

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

w h i c h  w a s  he l d  l o n g  e n o u g h  fo r  f u r t h e r  p r o c e s s i n g  to t a k e  p la c e .  T h e

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

p r o p o r t i o n a l  to the  h e i g h t ,  th e  a rea  a nd  the w i d t h  o f  the  p u ls e  f r om  the  

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

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

d i s p l a y e d  on the s a m e  sca le.
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A n  a n a l o g u e  to  d i g i t a l  c o n v e r t e r  ( A D C )  t r a n s l a t e d  e a c h

c o n t i n u o u s  v o l t a g e  a n a l o g u e  r a n g e  in to  a s c a l e  r e p r e s e n t e d  by  a b i n a ry  

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

c o m p u t e r  m e m o r y  o r  on  c o m p u t e r  d i sc s .

A n a l y s i s  o f  th e  a c q u i r e d  da ta .

T h e  c o m p u t e r  u s e d  p r o g r a m m e d  s o f t w a r e  to  r ead  t h e  s tor ed

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

co r r e la te d  p lot s  k n o w n  as c y t o g r a m s  o r  d o t  p lo ts .  T h e  dot  p lo t  was  a two-  

d i m e n t i o n a l  e x t e n s i o n  o f  t h e  f r e q u e n c y  h i s t o g r a m .  T h e  l o c a t i o n s  in the  

m e m o r y  c o r r e s p o n d e d  to a t w o - d i m e n s i o n a l  a r r ay  o f  an A D C  c o r r e l a t e d  

ag a i n s t  the  c h a n n e l s  o f  a n o t h e r  A D C .  T h e  m e m o r y  w a s  th e n  r e a d  onto  

the  s c r e e n  to p r o d u c e  a s q u a r e  p lo t  w h e r e  e a c h  ce l l  w a s  r e p r e s e n t e d  as 

the  c o o r d i n a t e s  a p p r o p r i a t e  to  th e  m e a s u r e d  v a l u e s .

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

c o m p u t e r .  M a r k e r s  w e r e  se t  a t  s p e c i f i c  c h a n n e l s  o f  a h i s t o g r a m  and  

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

C y t o g r a m s  w e r e  a n a l y s e d  b y  s e t t i n g  q u a d r a n t s  a r o u n d  a r e a s  o f  i n te r e s t

and  s p e c i f i c  s t a t i s t i c s  w e r e  g e n e r a t e d .  G a l e s  w e r e  se t  a r o u n d  s p e c i f i c  

a re a s  on  th e  c y t o g r a m s  a l l o w i n g  m o r e  c o m p l e x  a n a l y s i s  to b e  p e r f o r m e d .
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2 .5  Functional aspects o f  m onocyte  experiments.

2.5 .1  T h e  g r o w t h  m e d i u m .

H e p e s  S a l i n e / R P M I  g r o w t h  m e d i u m .

S l o c k  R P M I  1 6 4 0  ( l O x ,  G i b c o )  d i l u t e d  in O.O IM H e p e s -  

b i c a b o n a t e  b u f f e r  p H  7 ,2  ( G i b c o )  w a s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  2 m M  L-  

G l u t a m i n e  ( G ib c o  B R L ,  P a i s l e y )  and  100 U n i t s / m l  p e n i c i l l i n  /  2 0 0  p g / m l  

s t r e p t o m y c i n  ( G i b c o ) .  T h e  m e d i u m  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  I m  N a O H  and 

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

t e r m e d  w a s h  m e d i u m .

T h e  w a s h  m e d i u m  w a s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  10 %  feo ta l  c a l f  

s e r u m  ( G i b c o )  an d  w a s  u s e d  fo r  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  ce l l s  in 

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

I s c o v e s  g r o w t h  m e d i u m .

Iscov cs  g row th  m e d i u m  wa s  p r e p a r e d  by  ad d in g  1 ml s t r e p t o m y c i n  to 180 

ml  I sc o v cs .

2 . 5 . 2  T h e  cel l  cu l tu r e s .

2 .5 .2 .1 L P S  s t i m u la t ed  w h o l e  b l o o d  cu l tu re s .

T h e  c u l t u r e  m e d i u m  c o n t e n t  w a s  18 0m l  O.OIM H e r p e s  Sa l i n e  

( G i b c o ) ,  2 0 m l  R P M I  ( l O x ,  G i b c o )  a n d  2 m l  L - G l u t a m a t e  ( G i b c o ) .  100 

u n i t s / m l  P e n i c i l l i n / S t r e p t o m y c i n  ( G i b c o )  w a s  a d d e d  to  th e  c o n t e n t .  5 0 p l  

w h o l e  b l o o d  p r e s e r v e d  in l O U / m l  h e p a r i n  ( L e o l a b s )  and  2 0 0 p l  m e d i u m  

w a s  p l aced  in the  w e l l s  o f  a 9 6 U - s h a p e d  N u n c l o n  c u l t u r e  p la te .  2 . 5 p g  o f  

LPS was  ad d e d  to th e  c o n t e n t  o f  the  w e l l s  to s t i m u l a t e  th e  m o n o n u c l e a r  

cel ls.  T h e  c u l tu re s  w e r e  i n c u b a te d  fo r  24  hrs at  3 7 ° C  in 5 %  C O 2 in an air  

h u m i d i f i e d  i n c u b a t o r  ( A m e r s h a m ) ,  t h e n  c e n t r i f u g e d  at  3 0 0  x g f o r  5 

m i n u t e s  b e f o r e  h a r v e s t  o f  s u p e r n a t a n t s .
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2. 5 .2 .2  A n t i - C D 3  s l im u la ie d  w h o l e  b l o o d  cu l tur es .

T h e  g r o w t h  m e d i u m  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  1ml

s t r e p to m y c in  to 180ml  I scoves .  W h o l e  b l o o d  ( 1 .5 m l )  w a s  d i l u te d  in 13.5 ml

g ro w th  m e d i u m  to m a k e  up  a  1 /10 w h o l e  b lo o d  d i lu t io n .  A  v o l u m e  o f  100 

p i  w h o l e  b l o o d  (1 /1 0) ,  to  w h i c h  w a s  ad d e d  2 5 p l  1 / 100  d i l u t e d  O . l m g / m l

a n t i - C D 3  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( U C H  T - 1 )  ( S e r o t e c )  o f  th e  I g G l  s u b c la s s ,

w a s  c u l t u r e d  in w e l l s  o f  a 9 6  U - s h a p e d  N u n c l o n  c u l t u r e  p l a te .  T h e

c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 °  C  in a C O 2 i n c u b a t o r  f o r  3 da y s .  A f t e r  

i n c u b a t i o n ,  th e  c u l t u r e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  at 14 00  r . p .m  fo r  5 m i n u t e s ,

f o l l o w e d  by h a r v e s t s  o f  s u p e r n a t a n t s  and  b lo o d .

2 .5 .2 .3  ^ H - T h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  cu l tu re s .

T h e  3 da y  o ld  a n l i - C D 3  s t im u la te d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e  wel l s  

w e r e  pu ls ed  wi th  2 5 p l  I p  Ci ^ H - T h y m i d i n e  ( A m e r s h a m ) ,  a n d  t h e  w h o l e  

c u l tu re  in c u b a te d  fo r  4  h o u r s  at 3 7 ° C  in 5% C O 2 in an a i r - h u m i d i f i e d

i n c u b a to r .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  th e  c u l t u r e d  p la te  w a s  p l a c e d  in a M u l t i -  

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 ,  N o r w a y )  w h i c h

p ro d u c e d  an aeroso l  m i x t u r e  a nd  h a r v e s t e d  th e  cel l  b o u n d  D N A  on  paper .  

T h e  h a r v e s t e d  ce l l  b o u n d  D N A  o n  p a p e r ,  w a s  s e a l e d  in a t r a n s p a r e n t

T i t e r t e k  n o n - t o x i c  p l a s t i c  f i lm ( F l o w  L a b s ,  I r v in e )  c o n t a i n i n g  E c o S c i n t  A

s c i n t i l a t io n  f luid ( O p t i p h a s e  'H is a fe '  3; L K B ) .  A p - p l a t e  rack  was  u s e d  to 

ho ld  t h e  p a p e r  in p o s i t i o n ,  t h e n  t r a n s f e r e d  to a p - c o u n t e r  ( L K B  1 2 1 5

R a c k  be ta )  w h ic h  c o u n t e d  th e  r a d i o a c t i v i t y  f ro m  t h e  c e l l s  in c o u n t  p e r

m i n u t e s  ( c p m ) .

2 .5 .3  M e a s u r i n g  P G E 2 l e v e ls  p r o d u c e d  f r o m  m o n o n u c l e a r  ce l ls .

2 .5 .3 .1  R a d i o i m m u n o a s s a y  fo r  p r o s t a g l a n d i n  E 2 ( P G E 2 ).

P r o s t a g l a n d i n  E 2 ( P G E 2 ) w a s  m e a s u r e d  b y  a 

r a d i o i m m u n o a s s a y  u s i n g  c o m p e t i t i v e  a d s o r p t i o n  to  d e x t r a n  c o a l e d
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c h a r c o a l  (7).  P G E 2 ( S i g m a )  wa s  d i s s o lv e d  at 1 m g / m l  in e lhanol  and  s tored 

at - 2 0 ® C, S t a n d a r d s  f o r  th e  a s s a y  w e r e  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  th i s  s tock

solu t io n  in assa y  buf fe r .  T r i t i a te d  P G E 2 ( [ 5 , 6 , 8 , 1 1 , 1 2 , 1 4 , 1 5 ( n ) - ^ H ] P G E 2 )  at 

r a d i o a c t i v e  c o n c e n t r a t i o n  o f  O . l m C i / m l  (3 .7  M B q / m l )  w a s  o b t a i n e d  f ro m  

A m e r s h a m  I n t e r n a t i o n a l  p i c .  R a b b i t  a n t i - s e r u m  to  P G E 2 was  d o n a t e d  by

Dr . A l i s o n  S e v e r n  (D ep t ,  o f  I m m u n o l o g y ,  G l a s g o w  U n i v e r s i t y ) .  T h e  assay

b u f f e r  c o n s t i t u te d  o f  5 0 m m o l  T r i s . H C l  at  p H 7 . 4  w i th  0 .1 %  ge la t in .  D ext r an  

c o a l e d  c h a r c o a l  w a s  p r e p a r e d  b y  s u s p e n d i n g  0 . 5 g  a c t i v a t e d  c h a r c o a l

( S i g m a )  and  O . l g  D e x t r a n  70  ( S i g m a )  in 2 5 m l  a s s a y  b u f f e r  w i t h o u t

g e l a t i n .

A s t a n d a r d  P G E 2 a s s a y  w a s  p e r f o r m e d  to d e t e r m i n e  th e  

s t a n d a r d  c u r v e  fo r  P G E 2 ea c h  t im e  th e  a ssay  w a s  do n e .  4 0 p l  s t a n d a r d

P G E 2 at co n cen t r a t i o n s  (1000 ,  500 ,  200,  100,  50,  20,  10 and 0pg/40p. l ) ,  40p.l

- P G E 2 (d i lu ted  1 :5 00  in b u f f e r ) ,  4 0 p l  o f  a n t i - s e r u m  (d i lu te d  1 :500  in 

b u f f e r )  and  4 0 | i l  o f  m e d i u m  w e r e  i n c u b a t e d  at 4 ® C in a 9 6 - w e l l  ro und-

b o t t o m e d  t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e  ( N u n c l o n ) .  W e l l s  w i t h o u t  a n t i - s e r u m  w e re  

i n c l u d e d  to d e t e r m i n e  th e  n o n - s p e c i f i c  c o u n t s  an d  th e  to ta l  r a d i o a c t i v e

c o u n t s .  T h e s e  c o n t a i n e d  4 0 p . l ^ H - P G E 2  and 1 2 0 p l  b u f f e r  in the  n o n ­

s p e c i f i c  c o u n t  w e l l s  a nd  4 0 j i l  ^ H - P G E 2 p lu s  1 8 0 | i l  b u f f e r  in the  total

r a d i o a c t i v e  c o u n t  w e l l s .

4 Op] o f  sa m p le ,  4 0 p l  ^ H - P G E 2  ( d i lu te d  1 :500  in bu f f e r ) ,  and 

4 0 p l  a n t i - s e r u m  (d i l u t e d  1 :500  in bu f f e r )  w e r e  i n e u b a t e d  t o g e t h e r  at 4®C 

in a 9 6 - w e l l  r o u n d - b o t t o m e d  t i s s u e  c u l t u r e  p l a t e  ( N u n c l o n ) .  4 0 p l  b u f f e r  

w a s  a lso i n c lu de d .

A f t e r  a f o u r  h o u r  in c u b a t i o n  at  37® C,  6 0 p l  d e x t r a n - c o a t e d  

c h a r c o a l  was  ad d ed  to ea c h  wel l ,  and  th e  p la te  i n c u b a t e d  on  ice fo r  10
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m in u te s .  T h e  p laie  w as  c e n t r i f u g e d  at 30 0  x g fo r  3 m in u te s  on a Sorva l l  

R T 6 0 0 0 b  c e n t r i f u g e ,  a n d  1 6 0 p l  s u p e r n a t a n t  r e m o v e d  f r o m  e a c h  wel l .  

S c i n t i l l a t i o n  f lu id  ( O p t i p h a s e  'H isa fe '  3 ; L K B )  w a s  a d d e d ,  an d  th e  s a m p le s

c o u n t e d  in a b e t a - c o u n t e r  ( L K B  1215 R a c k b e t a ) .  P e r c e n t a g e  in h ib i t io n  o f  

b i n d i n g  ( o f  ^ H - l a b e l l e d  P G E 2  to a n t ib ody ,  by P G E 2 in s a m p l e  or  s tandard)  

w a s  c a l c u l a t e d  as fo l lo w s;

p e r c e n t a g e  ( % )  i n h i b i t i o n  o f  b i n d i n g  =  10 - ( 1 - c p m - N S C l

(0 c p m - N S C )

w h e r e  c p m =  c o u n t s  p e r  m i n u t e  fo r  w e l l s  c o n t a i n i n g  n o  P G E 2 and  N S C =  

n o n - s p e c i f i c  c o u n ts ;  thi s  r e p r e s e n t e d  c o u n t s  d u e  to ^ H - P G E 2  u n b o u n d  to 

a n t i b o d y  and  not  a d s o r b e d  by  d e x t r a n - c o a t e d  c h a r c o a l .

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

(%)  in h ib i t i on  o f  b i n d i n g  aga in s t  pg  P G E 2 / 4 0 p l  on a s e m i - l o g  graph .  The  

a m o u n t  o f  P G E 2 in each  s a m p l e  w a s  e x t r a p o l a t e d  f rom  th e  s t a n d a r d  cu rv e  

by r e a d i n g  its p e r c e n t a g e  (%)  i n h i b i t i o n  o f  b i n d i n g  to its c o r r e s p o n d e d

w e i g h t  in p g / 4 0 p l .  T h e  sens i t iv i ty  o f  th e  assay  w a s  2 5 0 - 5 0 0  pg/m l .

2 . 5 . 4  D e t e c t i o n  o f  g e n e  e x p r e s s i o n  in m o n o n u c l e a r  ce l l s .

2 .5 . 4 .1  R N A  e x t r a c t i o n s  f ro m  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s ,  and  l y m p h o c y t e s ,

a )  H a r v e s t i n g  th e  m o n o c y t e s  and  l y m p h o c y t e s .

5m 1 o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  w a s  a d d e d  to 5 m l  L y m p h o p r e p

( N y c o m e d  P h a rm a ,  AS Oslo ,  N o rw a y )  o r  Ficol l  H y p a q u e  (S.G = 1.077) (F low

L a b )  and c e n t r i f u g e d  at 1400  r .p .m  f o r  30 m i n u t e s .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,

t h r e e  l a y e r s  w e r e  o b s e r v e d ;  a to p  l a y e r  c o n t a i n i n g  p l a s m a ,  a m i d d l e
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l a y e r  o r  i n lc iT acc  c o n t a i n i n g  t h e  m o n o c y t e s  a n d  l y m p h o c y t e s  an d  a 

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

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

the  s e p a r a t i o n  m e d i u m  and  th e  s e r u m ,  t h e n  a d d e d  to 10 ml  R P M I  1640 

w a s h  m e d i u m ,  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 4 0 0  r . p . m  f o r  10 m i n u t e s .  T h e

s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  th e  p e l l e t s  ( c e l l s )  s u s p e n d e d  in  c u l t u r e  

m e d i u m  i.e w ash  m e d i u m  pl u s  10% fe o t a l  c a l f  s e r u m  ( G ib c o ) .  T h e  ce l l s

w a s  i n c u b a t e d  in a m i c r o e x u d a t e  c o a t e d  f l a s k  ( p l a s t i c  g r o w t h  b o t t l e )  at 

3 7® C for  45 m in u te s .  T h e  m o n o c y t e s  ad h e re d  to the p las t ic  b o t t l e  an d  the 

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

c o n t a i n i n g  the  l y m p h o c y t e s  w a s  r e m o v e d ,  and  th e  m o n o c y t e s  le f t  in th e  

p la s t ic  b o t t l e  for  R N A  ext r a c t i o n .

b )  H o m o g e n i s a t i o n .

R N A z o l :  G u a n i d i n e  I s o t h i o c y a n a t e  ( 0 . 2 m l  R N A z o l / l O m i l l i o n  c e l l s )  f r o m

B R L  B a th c s d a ,  U S A ,  w a s  ad d ed  to the  cel ls .  T h e  R N A  w a s  s o l ub i l i z ed  by 

ag i ta t i n g  the  l ysa t e  a few  l i m es  t h r o u g h  a p l a s t i c  p ipe t te .

c )  R N A  e x t r a c t i o n .

0 .2 m l  c h l o r o f o r m  w a s  a d d e d  to 2 m  1 o f  h o m o g e n a t e .  T h e

s a m p l e s  w e r e  t i g h t l y  c o v e r e d ,  s h a k e n  v i g o u r o u s l y  f o r  15 s e c o n d s  and

placed  on ice (or  at 4 ° C )  fo r  15 m i n u t e s .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  c e n t r i f u g e d  

a t  1 2 0 0 0 g  f o r  15 m i n u t e s .  A f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  c h l o r o f o r m  an d

c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  h o m o g e n a t e  f o r m e d  t w o  p h a s e s ;  th e  l o w e r  P h e n o l -  

ch  l o r o  f o r m  p h a s e  a n d  t h e  u p p e r  a q u e o u s  p h a s e .  R N A  r e m a i n e d

e x c l u s i v e l y  in a q u e o u s  p h a s e  w h e r e a s  D N A  an d  p r o t e i n s  r e m a i n e d  in the

i n t e r p h a s e  and  o r g a n i c  p h a s e .
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d )  R N A  p r e c i p i t a t i o n .

T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  t r a n s f e r e d  to f r e s h  t u b e s ,  e q u a l  

v o l u m e s  o f  i s o p r o p a n o l  w e r e  a d d e d  and  the  s a m p l e s  w e r e  s to re d  f o r  45

m i n u t e s  at 20®C.  T h e  s a m p l e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  at 1 2 0 0 0  r .p .m  f o r  15

m i n u t e s  at 4 ° C .  R N A  p r e c i p i t a t e d  ( o f t e n  i n v i s i b l e  b e f o r e  c e n t r i f u g a t i o n )  

f o r m e d  a w h i t e  t r a n s l u c e n t  pe l le t  at th e  b o t t o m  o f  t h e  tube .

e )  R N A  w ash .

T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a nd  t h e  R N A  p e l l e t  w a s h e d

t w i e e  w i t h  7 5 %  e t h a n o l  b y  v o r t e x i n g  an d  s u b s e q u e n t  c e n t r i f u g a t i o n  at

12000 r .p.m for  8 m in u te s  at 4®C. 0 .8ml  o f  e than o l  p e r  5 0 - 1 0 0 p l  R N A  was  

used .  T h e  pe l le t s  w e r e  d r ie d  fo r  10-15  m in u t e s .  It w a s  i m p o r t a n t  n o t  to 

dry  th e  pe l l e t s  c o m p l e t e l y ,  as it w o u l d  h a v e  g rea t l y  r e d u c e d  its so lub i l i ty .

f )  R e c o n s t i t u t i o n  o f  R N A .

T h e  pe l le t s  w e re  d i s o lv e d  in 0 .5 %  S D S  o r  in 1ml E D T A ,  p H 7  so lu t i on  by 

v o r t e x i n g  or  by  p a s s i n g  f e w  t i m e s  th r o u g h  a p l a s t ic  p i p e t t e  t ip.

2 .5 .4 .2  De te c t i o n  o f  the  genes .

T h e  q u a l i t y  a n d  q u a n t i t y  o f  th i s  R N A  w a s  c o n f i r m e d  by

s p e c t r o p h o t o m e t r y  a n d  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  T h i s  R N A  w a s  r e v e r s e d  

t r a n s c r i b e d  and a m p l i f i e d  in a 3 0 - c y c l e  P C R  u s i n g  s u i t a b l e  p r i m e r s  for  

T N F - a  (33 ba se  pa i r s )  and  T N F - p  (21 b a s e  pa i r s )  w h i c h  w e re  spe c i f ic  for  

s e q u e n c e s  in th e  f i r s t  i n t r o n  o f  e a e h  g e n e .  T h e s e  w e r e  s y n t h e s i s e d  to 

o r d e r  ( G e n o s i s ,  C a m b r i d g e , U K ) .
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2 .5 . 5  C y t o k i n e  m e a s u r e m e n t  in p e r i p h e r a l  b l o o d  an d  in c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s .

S o l u b l e  i n t e r I e u k i n - 1  a l p h a  ( I L - l a ) ,  i n t e r l e u k i n - 2  ( I L - 2 ) ,

a nd  t u m o u r  n e c r o s i s  fac to r -oc  ( T N F - a )  w e r e  m e a s u r e d  b y  E L I S A

t e c h n i q u e .  I L - 2 ,  I L - l a  an d  T N F - a  k i t s  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  A m e r s h a m .

F o r  al l  t h r e e  c y t o k i n e s '  E L I S A s ,  m o n o c l o n a l  a n t i - T N F - a  o r  an t i - IL -2  and  

a n t i - I L - 1 a  a n t i b o d y  w a s  d i l u t e d  in c o a t i n g  b u f f e r  a nd  100  | i l  a d d e d  to

e a c h  o f  9 6  w e l l s .  A f t e r  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  a t  37  ®C, t h e  p l a t e  was

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

n e g a t i v e  c o n t r o l  a n d  T N F - a  and  IL- 2  and  I L - l a  s t a n d a r d  d i l u t i o n s  w e r e  

a d d e d  in d u p l i c a t e  w e l l s  a nd  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  37  ° C .  A f t e r  f o u r

w a s h i n g s ,  p o l y c l o n a l  r a b b i t  a n t i - T N F - a  o r  IL -2  and  I L - l a  c o n j u g a t e d  to 

h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  w a s  a d d e d  to  e a c h  o f  9 6  w e l l s  u t i l i z e d  (1

h o u r , 3 7 ® C ) .  A l k a l i n e - p h o s p h a t a s e -  c o n j u g a t e d  g o a t  a n t i - r a b b i t  Ig w a s  

d i s p e n s e d  into e a c h  w e l l  an d  i n c u b a t i o n  p r o c e e d e d  f o r  1 h o u r  at 3 7 ® C .

Af te r  f o u r  w a s h e s ,  2 0 0  | i l  s u b s t r a te  r e a g e n t  w a s  a d d e d  p e r  we l l  and  a f te r  

in c u b a t i o n  at r o o m  t e m p e r a t u r e ,  th e  p la te  w a s  read  on  a s t a n d a r d  E L I S A

r e a d e r  at 4 0 5  n m  (a t  six 1 5 - m i n  i n t e r v a l s  f o r  9 0  m i n ) .  T h e  d u p l i c a t e

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

s u b t r a c t e d  f rom  th e  s a m p l e  o p t i c a l  d e n s i t y .  T h e  o p t i c a l  d e n s i t y  f o r  the  

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

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

2 . 6  Statistical methods.

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

m e d i a n s  a nd  r a n g e s ,  a nd  w e r e  c o m p a r e d  b y  M a n n - W h i t n e y  U - t e s t .  D a t a

e x p r e s s e d  as m e a n  +_ s . e .m  a re  n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d .  C o m p a r i s o n  o f  tw o  

sets  o f  n o r m a l l y  d i s t r i b u t e d  d a t a  w a s  m a d e  u s i n g  s t u d e n t ’s t - test .  P  v a l u e s

less th a n  0 .0 5  w e r e  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t .
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Chapter 3

3 RESULTS 

Monocyte phenotype and function in HIV- 
1-infected patients.

3 .1  Peripheral blood m onocyte  phenotype in HIV-1  
in fect ion .

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

m o n o c y t e  n u m b e r s  a nd  e x p r e s s i o n  o f  d i f f e r e n t  ce l l  s u r f a c e  m a r k e r s ,  in 

p e r i p h e r a l  b l o o d ,  w a s  c o n d u c t e d  in 10 H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  w h o  had  

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

p o p u l a t i o n  w a s  c o m p a r e d  to  th e  d i s e a s e  c a t e g o r i e s  in 63 H I V - i n f e c t e d  

p a t i e n t s ,  f o l l o w e d  b y  a c o m p a r i s o n  o f  p r o p o r t i o n  o f  C D 4  p o s i t i v e  

m o n o c y t e s  in the  e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  to d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in 41 

H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  A s u r v e y  o f  a c t i v a t i o n  m a r k e r s  o n  p e r i p h e r a l  

b l o o d  m o n o c y t e s  w a s  a l so c o n d u c t e d  on  10 pa t i en ts .

3 .1 .1  I d e n t i f i c a t i o n  o f  m o n o c y t e  h e t e r o g e n e i t y  in H I V  i n f e c t i o n .

3 .1 .1 .1  I d e n t i f i c a t i o n  o f  n o r m a l  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e  p o p u l a t i o n s  b y  f lo w  

c y t o m e t r y .

P e r i p h e r a l  b l o o d  f r o m  a n o r m a l  p e r s o n  w a s  l a b e l l e d  w i th  

a n t i - C D  14 a n d  a n t i - C D 4 5  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  m a r k e r s  b y  f l o w  

c y t o m e t r y  t e c h n i q u e s .  F i g u r e  3 . 1 . 1 . 1  s h o w e d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

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

T h e  d i s t r i b u t i o n  s h o w e d  f o u r  ce l l  p o p u l a t i o n s ;  p o p u l a t i o n  1 ,2 ,3 an d  4. 

P o p u l a t i o n  1 h a d  c e l l s  o f  s m a l l e r  s i z e  w i t h  v e r y  l o w  g r a n u l a r i t y .  

P o p u l a t i o n  2 c o n t a i n e d  l a r g e  ce l l s  w i t h  l o w  g r a n u l a r i t y .  P o p u l a t i o n  3 

w a s  s e e n  to c o n t a i n  c e l l s  w i t h  h i g h  g r a n u l a r i t y  a n d  l a r g e  s i ze .
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P o p u l a t i o n  4  c o n t a i n e d  ce l l s  o f  sm a l l  s ize  an d  v e r y  l o w  g r a n u l a r i t y  and 

th e se  w e r e  cel l  d e b r i s  and  d e a d  ce l ls .

3 .1 .1 .2  A n a ly s i s  o f  n o r m a l  b l o o d  l e u c o c y te s  b a s e d  on  a n t i - C D 1 4  a nd  a n t i - C D 4 5  

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

T h e  a n t i b o d y  f l u o r e s c e n t  m a r k e r s  u s e d  w a s  a n t i - C D 1 4 - P E  in 

c o n j u n c t i o n  w i t h  a n t i - C D 4 5 - F I T C .  T h e s e  la b e l l e d  th e  ce l l  p o p u l a t i o n s  on 

the  b a s i s  o f  e x p r e s s i o n  o f  C D 1 4  an d  C D 4 5 ,  bu t  to  v a r y i n g  d e g r e e .  Ant i -  

C D  14 w a s  m o n o c y t e  s p e c i f i c  and  a n t i - C D 4 5  la be l le d  all l e uc o c y te s .

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

b a s e d  on  C D  14 and C D 4 5  w a s  s h o w n  in F i g u r e . 3 . 1 . 1 . 2a.  T h e  d i s t r i b u t i o n  

s h o w e d  f o u r  cel l  p o p u l a t i o n s .  P o p u l a t i o n  1 h a d  n e g a t i v e  P E  w i t h  h i g h  

p o s i t i v e  F I T C  s t a i n i n g ,  i n d i c a t i n g  n o  e x p r e s s i o n  o f  C D 1 4  a n t i g e n  b y  thi s  

cel l  p o p u l a t i o n .  P o p u l a t i o n  2 h a d  h i g h  p o s i t i v e  P E  w i th  m o d e r a t e  F I T C  

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

C D 1 4  an t i g en .  P o p u l a t i o n  3 h ad  l o w  p o s i t i v e  P E  w i th  m o d e r a t e  p o s i t i v e  

F I T C  s ta in in gs ,  in d i c a t i n g  lo w e x p r e s s io n  o f  C D 1 4  by  thi s  cel l  p o p u l a t i o n .  

H o w e v e r ,  p o p u l a t i o n  4  h a d  n e g a t i v e  P E  a n d  n e g a t i v e  F I T C  s t a i n i n g s ,  

s h o w i n g  no e x p re s s io n  o f  C D 1 4  o r  C D 4 5  by  thi s  cel l  p o pu la t i on .

E a c h  ce l l  p o p u l a t i o n  s h o w n  in F i g u r e , 3 . 1 . 1.2a w a s  g a t e d  and 

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

p a r a m e t e r s .  F i g u r e  3 . 1 . 1 . 2 b ,c ,d , e  r e v e a l e d  t h e  i d e n t i t y  o f  th e  p o p u l a t i o n s  

in r e l a t i o n  to  g r a n u l a r i t y  a n d  s iz e .  G a t e  R1 ( p o p u l a t i o n  1) w a s  th e  

l y m p h o c y t e s ,  f i g u r e  3 . 1 . 1 . 2 c .  G a t e  R 2  ( P o p u l a t i o n  2 )  w a s  f o u n d  to be  

m o n o c y t e s ,  f i g u r e  3 . 1 . 1 . 2 b .  G a t e  R 3  ( P o p u l a t i o n  3)  w a s  g r a n u l o c y t e s ,  

f i g u r e  3 . 1 . 1 . 2 d .  G a t e  R 4  ( P o p u l a t i o n  4 )  w a s  c o n s i d e r e d  as b a c k g r o u n d
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f l u o r e s c e n c e  d u c  to cel l  d e b r i s ,  d e a d  c e l l s  a n d  a u t o f l u o r e s c e n c e  d u e  to

ce l l s  l ike  c o s i n o p h i l l s ,  f ig u re  3 . 1 .1 .2 e .

3 .1 .1 . 3  I d e n t i f i c a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  o f  an  H I V  pa t ien t .

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a n  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t ’s p e r i p h e r a l  

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

f i g u r e . 3 .1 .1 .3 .  T o  i d e n t i f y  t h e  l e u c o c y t e  p o p u l a t i o n s ,  t h e  s a m e  p r o c e d u r e  

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

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

c o n t a i n e d  f o u r  c e l l  p o p u l a t i o n s  ( p o p u l a t i o n s  1, 2,  3 a n d  4 ) ,  t h e

d i s t r i b u t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  f r o m  an H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t  s h o w e d  an 

e x t r a  cel l  p o p u l a t i o n .  T h e  l e u c o c y t e  p o p u l a t i o n s  w e r e  as fo l l o w s ;  1, 2a,  

2b ,  3 and  4. P o p u l a t i o n  2 a  c o n t a i n e d  c e l l s  o f  a v e r a g e  s i z e  and  w e re

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

m o n o c y t e s .  P o p u l a t i o n  2b  h a d  c e l l s  w h i c h  w e r e  le s s  g r a n u l a r  t h a n  tha t

o f  p o p u l a t i o n  2a ,  bu t  w e r e  v e r y  l a rge .  F u r t h e r  a n a l y s i s  w a s  n e e d e d  to

c la r i fy  the  i d e n t i ty  o f  th i s  cel l  p o p u l a t i o n ,  s i n c e  it  w a s  u n s u r e  w h e t h e r  

th i s  ce l l  p o p u l a t i o n  w a s  m o n o c y t i c  o r  l y m p h o c y t i c .  P o p u l a t i o n  1 ha d

ce l l s  o f  l o w  g r a n u l a r i t y  a n d  s m a l l  s iz es .  T h e s e  w e r e  c o n s i d e r e d  to  be  

l y m p h o c y t e s .  P o p u l a t i o n  3 c o n t a i n e d  ce l l s  o f  h i g h  g r a n u l a r i t y  and  la rg e  

s iz e .  T h e s e  c e l l s  w e r e  c o n s i d e r e d  to  b e  g r a n u l o c y t e s .  P o p u l a t i o n  4  

c o n t a i n e d  ce l l s  w h i c h  w e r e  s m a l l  a n d  had  l o w  g r a n u l a r i t y .  T h e s e  w e r e

c o n s i d e r e d  to  be  d e a d  ce l l s  and  cel l  debr i s .

3 . 1 .1 .4  A n a l y s i s  o f  H I V  p o s i t i v e  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  u s in g  a n t i - C D 1 4  and  

a n t i - C D 4 5  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  m a r k e r s .

T h e  a n t i b o d y  f l u o r e s c e n t  m a r k e r s  u s e d  w a s  a n t i - C D 1 4  in 

c o n j u n c t i o n  w i t h  a n t i - C D 4 5 - F I T C .  T h e s e  la b e l l e d  t h e  ce l l s  on  t h e  b a s i s  o f  

P E  a n d  F I T C  f l u o r e s c e n c e  b u t  to v a r y i n g  d e g r e e .  C D 1 4 - P E  s t a i n e d
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m o n o c y t e s  an d  C D 4 5 - F I T C  s t a i n e d  l e u c o c y t e s .  T h e  p a t t e r n  f o r  H I V  

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

f i g u r e . 3 . 1 . 1 . 4 a  w i th  P E  a n d  F I T C  s t a i n i n g s  r e p r e s e n t e d ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  

d i s t r i b u t i o n  s h o w e d  f o u r  ce l l  p o p u l a t i o n s :  P o p u l a t i o n  2 h a d  h ig h  p o s i t i v e  

P E  w i t h  m o d e r a t e l y  p o s i t i v e  F I T C  s t a i n i n g ,  i n d i c a t i n g  h i g h  e x p r e s s i o n  o f  

C D 1 4  by  thi s  ce l l  p o p u l a t i o n .  P o p u l a t i o n  2 w a s  t h e r e f o r e  c o n s i d e r e d  as 

th e  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n .  P o p u l a t i o n  1 h a d  n e g a t i v e  P E  w i t h  h i g h  

p o s i t i v e  F I T C  s t a i n i n g s .  P o p u l a t i o n  3 s h o w e d  l o w  p o s i t i v e  P E  w i t h  

m o d e r a t e l y  p o s i t i v e  F I T C  s t a i n i n g s .  P o p u l a t i o n  4 h a d  n e g a t i v e  P E  and  

n e g a t i v e  F I T C  s t a i n i n g s .

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

f l u o r e s c e n c e  w a s  g a t e d  ( G a t e  R l ,  F i g u r e . 3 . 1 . 1 . 4 b )  a n d  i ts  d i s t r i b u t i o n  

b a s e d  on  g r a n u l a r i t y  a n d  s i z e  p a r a m e t e r s  s h o w n  in F i g u r e . 3 . 1 . 1 .4c .  

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

b l o o d  f ro m  an H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t  w a s  f o u n d  to b e  h e t e r o g e n o u s :  it

c o n t a i n e d  an e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n ,  F i g u r e . 3 . 1 . 1 . 4c .  T h e  e x p e c t e d  

m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  ( th e  f i r s t  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n ) :  i .e,  p o p u l a t i o n  2a ,  

had  g r a n u l a r i t y  an d  s i z e  c o m p a r a b l e  to  t h a t  o f  n o r m a l  p e r i p h e r a l  b lo o d

m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  ( p o p u l a t i o n  2 b ) .  T h e  e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n ,

had  l o w e r  g r a n u l a r i t y  bu t  w e r e  ve ry  la r g e  in s ize .

3 .1 .1 .5  A n a l y s i s  o f  H IV  p o s i t i v e  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  u s i n g  a n l i - C D 1 4  and 

a n t i - C D 4 5  f l u o r e s c e n t  a n t i b o d y  m a r k e r s .

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

on  f l u o r e s c e n c e  d i s t r i b u t i o n ,  w e r e  g a t e d  an d  f u r t h e r  a n a l y s e d  f o r  th e i r  

d i s t r i b u t i o n  b ase d  o n  g r a n u l a r i t y  and  s i z e  ( F i g u r e . 3 . 1 . 1 .5a) .  T h e  id en t i ty

o f  each  cel l  p o p u l a t i o n  in re la t io n  to g r a n u l a r i t y  an d  s i z e  was  s h o w n  in 

F i g u r e . 3 . 1 . 1 . 5 b , c , d , e .  G a t e  R l  w a s  f o u n d  t o  b e  l y m p h o c y t e s ,
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F i g u r e . 3 . 1 . 1 .5c;  G a l e  R3 g r a n u l o c y t e s ,  F i g u r e . 3 . 1 . 1 .5d  and  G a t e  R 4  was  

s t a i n i n g  d u e  to b a c k g r o u n d  f l u o r e s c e n c e ,  F i g u r e . 3 . 1 .1 .5e .

3 . 1 .1 .6  Q u a n t i f y i n g  th e  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  in H I V  p a t i e n ts .

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

w e r e  a n a l y s e d  on  h i s t o g r a m s .  F i g u r e . 3 . 1 . 1 . 6 a  s h o w e d  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  

t h e  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  b a s e d  o n  s i z e s .  M a r k e r s  w e r e  se t  o n  the  

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

p o p u l a t i o n ,  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  3 0 %  g r e a t e r  in d i a m e t e r ,  b a s e d  o n  th e  

r e l a t i v e  s iz e  s c a l e  o f  t h e  f o r w a r d  a n g l e  l ig h t  s c a t t e r ,  and  less  g r a n u l a r  

t h a n  t h e  n o r m a l  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n .  F i g u r e . 3 . 1 . 1 .6 b  s h o w e d  th e  

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

g r a n u l a r i t y  w a s  a p p r o x i m a t e l y  3 0 %  le s s  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  the  

g r a n u l e  c o n t e n t s  b e i n g  d i l u t e d  in  an  i n c r e a s e d  v o l u m e .  T w o -  

d i m e n s i o n a l  s t a t i s t i c s  q u a d r a n t s  w e r e  se t  o n  t h e  g r a n u l a r i t y - s i z e  g r a p h

s h o w i n g  the  t w o  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s ,  F i g u r e . 3 . 1 . 1 . 6c.  T h i s  a l l o w e d  a 

f u r t h e r  ov era l l  a s s e s s m e n t  o f  th e  t w o  p o p u l a t i o n s .  T h e  m e a n  s ize  o f  the

la r g e r  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  in 10 p a t i e n t s  w a s  5 6 %  ( S D  = 12 % ) g r e a te r  

t h a n  n o r m a l .

3 . 1 .1 .7  T e s t i n g  the  e f f e c t  o f  p a r a f o r m a l d e h y d e  f i x a t i o n  on  m o n o c y t e  

h e t e r o g e n e i t y  in p e r i p e r a l  b l o o d  o f  H I V - p a t i e n t s .

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

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

t h e  t w o  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  in p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  H I V - i n f e c t e d  

pa t i en ts .  T h e  m o n o c y t e  c o u n t s  w e r e  a s s e s s e d  by f l o w  c y t o m e t r y  b a s e d  on 

a n t i - C D  14 a n d  a n t i - C D 4 5  l a b e l l i n g ,  a t  d i f f e r e n t  t i m e s  f o l l o w i n g  

p a r a f o r m a l d e h y d e  f i x a t i o n .  T h e  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  o n  t w o  H I V -
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i n f e c t e d  p a t i e n t s  w h o  h a d  t w o  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  p r e s e n t  in t h e i r  

b l o o d .

T a b l e  3 . 1 . 1 . 7  s h o w e d  t h e  m o n o c y t e  c o u n t s  e x p r e s s e d  as

n u m b e r s  an d  p e r c e n t a g e s  in t h e  t w o  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  in p a t i e n t  1 

and  p a t i e n t  2 at  t i m e s  z e r o  (0) ,  2 4  a n d  4 8  h o u r s  a f t e r  f i x a t i o n .  B ot h

P a t i e n t s  ha d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  o f  m o n o c y t e  c o u n t s ,  n o r  in th e  

p r o p o r t i o n s  o f  c e l l s  in b o t h  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  at  an y  g iv e n  t i m e .  T h e  

tota l  cel l  n u m b e r  r e m a i n e d  c o n s t a n t  at  any  g i v e n  t i m e .

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

p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  d id  n o t  a f f ec t  m o n o c y t e  c o u n t s  in any  o f  th e

m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s .  P a r a f o r m a l d e h y d e  t h e r e f o r e  h a d  no  e f f e c t  on  th e

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

3 . 1 .1 .8  T o  tes t  w h e t h e r  h e t e r o g e n e i t y  in m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  w a s  d u e  to  s to rage

t i m e  d e p e n d e n c e .

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

n o r m a l  p e r s o n ,  w a s  m e a s u r e d  at  d i f f e r e n t  t i m e s  a f te r  s t o r a g e  in a p la s t i c

E D T A  bot t le .  T h e  m o n o c y t e  c o u n t s  w a s  a s s e s s e d  by  f l o w  c y t o m e t r y  u s in g  

a n i i ' C D 1 4  and  a n t i - C D 4 5  l a b e l l i n g .  T h e  c o u n t s  w e r e  e x p r e s s e d  as ce l l

n u m b e r s  w i th  the C D 1 4  m e a n  f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  ( T a b l e  3 .1 .1 .8 ) .

F i r s t ly ,  b l o o d  w a s  s a m p l e d  in th e  e v e n i n g  at t im e  z e r o  (Oe)

on d a y  1, and  i n c u b a t e d .  T a b l e  3 . 1 .1 .8  s h o w e d  th e  m o n o c y t e  c o u n t s  and

th e  f l u o r e s c e n t  in t e n s i t i e s  in th e  e v e n i n g  at t i m e  z e r o  (Oç) on  day  1 and

at t i m e  17 , 20 , 2 2  and  2 4  h o u r s  a f te r  s t o r a g e  on  da y  2. T h e r e  w a s  no  

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

f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t i e s  at  a ny  t i m e .
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T a b i c  3 . 1 . 1 . 8  a l s o  s h o w e d  t h e  m o n o c y t e  c o u n t s  a nd  th e

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

t ake n  on the  m o r n i n g  o f  day  2. T h e  m o n o c y t e  c o u n t s  in th i s  s a m p l e  was

c o n s i d e r e d  at  t i m e  z e r o  (Om) in th e  m o r n i n g ,  3, 5 an d  7 ho ur s  on  da y  2.

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

th e  7 h o u r s .  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in th e  m o n o c y t e  co u n ts  

n o r  in th e  m e a n  f l u o r e s c e n t  in t e n s i t i e s  at a ny  g i v e n  t ime .

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

and  C D 1 4  m e a n  f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  r e m a i n e d  c o n s t a n t .  N o  o t h e r  ex t r a  

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

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

t i m e  d e p e n d e n c e  n o r  to a d i u rn a l  e f fec t .

3 . 1 . 2  L e u c o c y t e  c o u n t  in p e r i p h e r a l  b l o o d .

3 .1 .2 .1  M o n o c y t e  c o u n t s  in d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .

T h e  m o n o c y t e  c o u n t  b a s e d  o n  C D 1 4  e x p r e s s i o n  an d  f l o w  

c y t o m e t r y ,  o b t a i n e d  f ro m  41 H I V  p a t i e n t s  at  d i f f e r e n t  s ta g e s  o f  d i s e a s e  

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

p r o g r e s s i o n  ( T a b le  3 .1 .2 .1) .  T h e  b ig g e s t  d i f f e r e n c e  w a s  b e t w e e n  C D C 2 ,  4 4 4  

(3 81-57 1) ,  and C D C 4 ,  31 9  ( 2 39 -4 78) ,  (p = 0 .08) .  H o w e v e r ,  the  p ro p o r t i o n  o f  

m o n o c y t e s  w a s  f o u n d  to in c r e a s e  s l i g h t l y  as  d i s e a s e  p r o g r e s s e d ,  b u t  th i s  

i n c r e a s e  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t .  F l o w  c y t o m e t r y  a l s o  r e v e a l e d  an  e x t r a  

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

H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  T h e r e  w a s  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in t h e  n u m b e r  

o f  l a r g e  m o n o c y t e s  in thi s  e x t r a  p o p u l a t i o n  w i th  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  (%^

= 32.1,  p < 0.001),

8 6



3 .1 .2 .2  M o n o c y t e  c o u n t s  in p a t i e n t s  and  co n t r o ls .

A s tudy  d o n e  on 10 p a t ie n ts  o f  m e d i a n  a ge  32  ye a rs ,  s h o w e d  

no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in m o n o c y t e  c o u n t  c o m p a r e d  to  10 c o n t r o l s  o f  

m e d i a n  a g e  3 4  y e a r s  ( T a b l e  3 . 1 . 2 . 2 ) .  H o w e v e r ,  p a t i e n t s  h a d  a 

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

p r o p o r t i o n  in p a t i e n t s  w a s  14 ( 8 . 8 - 1 8 . 5 )  % c e l l s / m l  c o m p a r e d  to  8 (7 .0-  

12.3)  % ce l l s /m l  in c o n t r o l s .

3 .1 .2 .3  T h e  l y m p h o c y t e  s u b se t s .

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

d e c r e a s e  s i g n i f i c a n t l y  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  ( T a b l e  3 . 1 . 2 . 1 ) .  In 

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

d i s e a s e  c a t e g o r y  C D C 2  a n d  C D C 4  (p < 0 . 0 0 1 ) .  W h e n  c o n s i d e r i n g  the  

l y m p h o c y t e  s u b s e t s ,  t h e  C D 3 +  l y m p h o c y t e  ( T - c e l l )  c o u n t  d e c r e a s e d  wi th  

d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  S i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  in T - c e l l  c o u n t  e x i s t e d  

b e t w e e n  pa t i en ts  o f  C D C 2  and  C D C 3  (p <  0 . 0 5 )  and  pa t ien ts  o f  C D C 2  and 

CD.C4 (p < 0 .0 0 1 ) .  H o w e v e r ,  w h e n  p a t i e n t s  w e r e  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s  

( T a b l e  3 .1 . 1 . 2 ) ,  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  to e x i s t  in th e i r  

p r o p o r t i o n  o f  T -c c l l s .

Both  T -ce l l  s u b s e t  co u n ts  i.e. C D 4 +  T - c e l l s  and C D 8 +  T-c e l l s ,  

d e c r e a s e d  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  ( T a b l e  3 . 1 . 2 . 1 ) .  S i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  e x i s t e d  in C D 4 +  T-ce l l  c o u n t s  b e t w e e n  ea c h  d i s e a s e  c a t e g o r y .  

H o w e v e r ,  the  la rg e s t  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in CDS'** T-ce l l  c o u n t  e x is t e d  

b e t w e e n  C D C 2  and  C D C 4  p a t i e n ts .  W h e n  c o m p a r i n g  p a t i e n t s  to  c o n t r o l s  

( T a b l e  3 . 1 . 2 . 2 ) ,  t h e r e  w a s  a s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  in t h e i r  p r o p o r t i o n  o f  

C D 4 +  T -c c l l s  (p < 0 .0 1 ) .  H o w e v e r ,  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  e x is te d  in the 

p ro p o r t i o n  o f  the i r  CD8*^ T-ce l l s  (p < 0.01) .
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3. 1 .3  M o n o c y t e  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  a nd  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in H I V -

i n f e c t e d  p a t i e n t s .

3 .1 .3 .1  M o n o c y t e  C D 4  e x p r e s s i o n  an d  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .

A c o m p a r i s o n  o f  C D 4  p o s i t i v e  m o n o c y t e s  in 41 H I V  p a t ie n ts

wi th  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n ,  m e a s u r e d  by f l o w  c y t o m e t r y ,  s h o w e d  t h e  C D 4  +

m o n o c y t e s  to  c o r r e l a t e  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  ( r  = 0 .3 6 ,  p  = 0 ,0 1 ) .  T h e  

p a r a m e t e r s  w e r e  d i s p l a y e d  o n  T a b l e  3 . 1 . 3 . 1  a n d  i l l u s t r a t e d  in

f i g u r e . 3 . 1 . 3 . 1 .  T h e  s t u d y  w a s  p e r f o r m e d  o n  41 H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  o f

w h o m  14 pa t ien ts  w e r e  at d i s e a s e  p r og re ss io n  s t age  C D C 2 ,  12 at s tage  C D C 3

and 15 at s tage C D C 4 .

T a b l e  3 . 1 .3 .1  s h o w e d  t h e  m e d i a n  p r o p o r t i o n  o f  b o t h  C D 4  

p o s i t i v e  m o n o c y t e s  a n d  C D 4  p o s i t i v e  l y m p h o c y t e s  in p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  

p a t i e n ts  in ea c h  d i s e a s e  c a t e g o r i e s  and  for  th e  w h o l e  g r o u p  o f  pa t i e n ts .

In a d d i t i o n ,  it w a s  o b s e r v e d  th a t  th e  C D 4 +  l y m p h o c y t e s  a l s o  c o r r e l a t e d

wi th  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  ( r  ~  0 .4 ,  p = 0 . 0 1 ) .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  C D 4 +  

m o n o c y t e s  s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  (p  <  0 . 0 1 )  

and  th i s  w a s  in p a r a l l e l  w i t h  the  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  in the  p r o p o r t i o n  

o f  C D 4 +  T - l y m p h o c y t e s .

W h e n  c o m p a r i n g  t h e  p a t i e n t s '  C D 4 +  m o n o c y t e s  in  e a c h  

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

C D 4 +  m o n o c y t e s  in p a t i e n t s  o f  C D C 3  ca te g o r y ,  c o m p a r e d  to th o s e  in C D C 2  

(p < 0 .05) .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  C D 4 +  m o n o c y t e s  in pa t i e n ts  o f  C D C 3  ca tego ry  

s h o w e d  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  to  th o s e  o f  p a t i e n t s  in C D C 4 .  H o w e v e r ,  

th e r e  w a s  a s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  in th e  p r o p o r t i o n  o f  C D 4 +  m o n o c y t e s  

obse rv ed  in pa t ien ts  o f  C D C 4  to t hose  in C D C 2  d is ea se  ca t eg o ry  (p < 0.01) .
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T h e  i l l u s i r a l i o n  ( F i g u r e . 3 . 1 . 3 .1 )  s h o w e d  t h e  C D C  d i s e a s e

c a t e g o r i e s  d i s p l a y e d  a g a i n s t  th e  p r o p o r t i o n  o f  C D 4  p o s i t i v e  m o n o c y t e s  

a n d  t h e  C D 4  p o s i t i v e  l y m p h o c y t e s .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  C D 4  p o s i t i v e

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

h e t e r o g e n e i t y  i n c r e a s e d  ( F i g u r e  3 . 1 . 3 . 1 ) .  T h i s  h e t e r o g e n e i t y  w a s

a c c e n t u a t e d  in th e  C D C 4  d i s e a s e  c a t e g o r y  ( A I D S ) ,  w h e r e  p a t i e n t s  h ad  a 

w i d e r  r a n g e  in th e  p r o p o r t i o n  o f  m o n o c y t e  C D 4  e x p r e s s i o n .

3 .1 .3 .2  M o n o c y t e  h e t e r o g e n e i t y  in re la t io n  to d i s e a s e  s ta tu s  in H IV  pa t ie n t s .

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

p o p u l a t i o n  w a s  c o m p a r e d  to  t h e  d i s e a s e  c a t e g o r i e s  in 63 H I V  p a t i e n t s  

(T a b l e  3 .1 .3 .2 ) .  T h e  e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n ,  b a s e d  on C D 1 4  s t a in in g ,  

w e r e  a r r a n g e d  in to  g r o u p s :  t h o s e  h a v i n g  0 % ,  1 - 5 % ,  6 - 2 0 %  a nd  t h o s e

h a v i n g  g r e a t e r  tha n  2 0 %  o f  th e  to ta l  m o n o c y t e s .  T h e  d i s e a s e  c a t e g o r i e s  

i n d ic a te d  th e  s e v e r i t y  o f  the  d i s e a se .  It  w a s  o b s e r v e d  tha t  th e  p e r c e n t a g e

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

seve r i ty  o f  the d i se a se  ( c h i - s q u a r e  = 13.3,  wi th  6 d e g r e e s  o f  f r e e d o m ,  p < 

0 .0 42 ) .  In tha t c a s e  t h e  nu l l  h y p o t h e s i s  w a s  r e j e c t e d ,  s h o w i n g  tha t  thi s 

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

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

3 . 1 . 4  M o n o c y t e s  e x p r e s s i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  in p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  H I V -  

p a t i e n t s .

M o n o c y t e s  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  w a s  m e a s u r e d  in 

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

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

b a s e d  on  P E  a n d  F I T C  s t a i n i n g  w a s  m e a s u r e d  on  p e r i p h e r a l  b l o o d  

m o n o c y t e s  u s i n g  f l o w  c y t o m e t r y .
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T h e  e x p r e s s i o n  o f  8 s u r f a c e  m a r k e r s  w e r e  c o n s i d e r e d ,  

in c lu d in g  C D Î 4 ,  C D 4 ,  C D l l b ,  C D 7 1 ,  C D 4 5 ,  C D 2 5 ,  C D 1 6  and H L A - D R .  Ta b le

3 . 1 . 4  s h o w e d  a c o m p a r i s o n  o f  t h e  v a r i o u s  m o n o c y t e  s u r f a c e  m a r k e r s  

e x p r e s s i o n s  b e t w e e n  t h e  f i r s t  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  in  10 p a t i e n t s  and  

th e  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  in  10 c o n t r o l s ,  a n d  b e t w e e n  th e  t w o  m o n o c y t e  

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

as f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y .

3 .1 .4 .1  M o n o c y t e  s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  on  th e  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  in 

p a t i e n t  and  c o n t r o l s .

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

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

and  th e  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  in c o n t r o l s ,  s h o w e d  p a t i e n t s '  m o n o c y t e s  to 

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

C D l l b ,  C D 4  a n d  C D 2 5  ( T a b l e  3 .1 . 4 ) .  A l l  3 s u r f a c e  m a r k e r s  s h o w e d  

s i gn i f ica n t l y  in c re a s e d  leve l  o f  s t a in in g  (p <  0.01 fo r  C D l l b  and C D 4 ,  and 

p < 0 .05  for  C D 2 5 ) .  T h e  m e d i a n  f l u o r e s c e n t  i n te n s i ty  o f  C D l l b  w a s  1513 

( 1 0 8 4 - 1 7 5 3 )  c o m p a r e d  to  4 6 3  ( 3 9 4 - 5 2 2 . 5 )  in c o n t r o l s .  T h a t  o f  C D 4  

e x p r e s s i o n  w a s  9 2 .5  ( 6 7 . 3 - 1 3 4 . 0 )  in p a t i e n t s  c o m p a r e d  to 3 5 . 2  ( 3 0 .8 - 4 6 .5 )  

in c o n t r o l s ,  a n d  C D 2 5  e x p r e s s i o n s  in  p a t i e n t s  w a s  3 0 . 0  ( 5 . 5 - 5 4 . 5 )  

c o m p a r e d  to 4 .0  ( 2 .0 - 9 .5 )  in co n t ro ls .

T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in m o n o c y t e  H L A - D R ,  

C D 1 4 ,  C D 4 5 ,  C D 7 1  and  C D 1 6  e x p r e s s i o n s  b e t w e e n  p a t i e n t s  and  c o n t r o l s ,  

a l t h o u g h  H L A - D R  and  C D 1 4  w e r e  e x p r e s s e d  at h ig h  leve ls .
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3 .1 .4 .2  M o n o c y l c  su r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  on  ihe  t w o  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  in

p a t i e n t s .

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

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

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

i n te n s i t y  o f  s t a i n i n g  f o r  C D 4 5 ,  C D 1 6  an d  H L A - D R  ( T a b l e  3 .1 .4 ) .  Al l  3 

s u r f a c e  m a r k e r s  s h o w e d  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  l e v e l  o f  s t a i n i n g :  C D 1 6  

and  H L A - D R  (p < 0 .05) ,  and  C D 4 5  (p < 0.01).  T h e r e  wa s  a g r e a te r  ex press ion  

o f  C D l l b ,  C D 1 4 ,  C D 4  and  C D 7 1 ,  bu t  these  w e re  no n- s ig n i f i can t .

T h e  m o n o c y t e  H L A - D R  f lu o r e s c e n t  i n t e n s i t y  w a s  1273  (86 7-  

2 3 5 0 )  in the  e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  c o m p a r e d  to  48 3  ( 4 7 - 1 1 7 4 )  in the  

f i rs t  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n .  T h e  m o n o c y t e  CD  16 f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  was  

42  ( 1 2 . 7 5 - 6 8 . 7 5 )  in t h e  e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  c o m p a r e d  to  12 (10-  

3 8 . 2 5 )  in t h e  f i r s t  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n .  M o n o c y t e  C D 4 5  f l u o r e s c e n t  

i n t e n s i t y  w a s  at  3 6 8  ( 2 7 3 - 4 8 9 )  in t h e  e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n

c o m p a r e d  to 209 .5  ( 1 5 2 . 5 - 2 8 3 . 5 )  in th e  f irst  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n .

E x p r e s s i o n s  o f  a c t i v a t i o n  m a r k e r s ,  i n c l u d i n g  C D 1 6 ,  C D l l b ,  

CD 71 and  H L A - D R ,  p lus  the  la r g e r  s ize  o f  the ce l l s  in th e  ex t ra  m o n o c y t e  

p o p u l a t i o n ,  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  th i s  w a s  an a c t i v a t e d  p h e n o t y p e .

3 . 2  Results o f  peripheral blood monocyte functions in HIV-  

1 infection.

M o n o c y t e  f u n c t i o n s  w e r e  a s s e s s e d  in v i v o  b y  m a k i n g  a 

c o m p a r i s o n  o f  p l a s m a  m o n o c y t e - d e r i v e d  I L - 6  w i t h  o t h e r  p a r a m e t e r s ,  

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

a c c e s s o r y  cel l  f u n c t i o n  w a s  s t u d i e d  by  i n v e s t i g a t i n g  th e  e f f e c t  o f  P G E 2
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on  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  in p a t i e n t s ,  in p a r a l l e l  w i t h  m o n o c y t e  I L - l a  

and  T N F - a  ro l es  on  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n ,

3 .2 .1 C y t o k i n e  p r o d u c t i o n  b y  m o n o c y t e  in H I V - 1  p a t i e n ts .

3 .2 .1.1  In v i v o  p l a s m a  IL- 6  le v e ls  in H l V - 1 - i n f e c t e d  pa t i e n t s .

P l a s m a  I L - 6  m e a s u r e d  in  t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  H I V -

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

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

the  p r o p o r t i o n  o f  m o n o c y t e s  o f  th e  a c t i v a t e d  p h e n o t y p e  (r  = 0 .3 1 ,  p = 

0 .02).  Th is  co r r e l a t i on  w a s  s t ro n g e r  in the  C D C 4  A I D S  g r o u p  (r  = 0 . 44 ,  p < 

0 .02) .  A g ro up  o f  63 H I V - i n f e c t e d  pa t i e n t s  w a s  in v o lv e d  in th e  s tu dy ,  and 

th e i r  p l a s m a  l L - 6  l e v e l s  w a s  m e a s u r e d  a t  t h e  s a m e  t i m e  as  m o n o c y t e  

p h c n o t y p i n g .  P l a s m a  I L - 6  l eve l  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a nd  c o m p a r e d  to 

o t h e r  p a r a m e t e r s ,  i n c l u d i n g  to ta l  w h i t e  ce l l  c o u n t  ( T W C C ) ,  m o n o c y t e  

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

progr e ss i on  ( T a b l e  3 . 2 . 1 . 1 ) .

l L - 6  l e v e l  d id  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n ,  and

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

cel l  c o u n t ,  B -ce l l  c o u n t s ,  Ig G  l e v e l ,  n o r  any  o t h e r  l y m p h o c y t e  s u b s e t s  

( C D 4 +  o r  C D 8 +  l y m p h o c y te s ) .

T h e  p l a s m a  I L - 6  l e v e l s  w e r e  10 ( 0 - 1 2 9 . 0 )  p g / m l  in C D C 2

p a t i e n t s ,  58 ( 0 - 8 6 , 0 )  p g / m l  in C D C 3  p a t i e n t s  an d  13 ( 0 - 1 2 9 . 0 )  in C D C 4

p a t i e n t s .  No  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  e x i s t e d  b e t w e e n  th e  I L - 6  l e v e l s  in 

each  d i s e a s e  c a t e g o r y .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  a c t i v a t e d  m o n o c y t e s  w a s  2 (1-7)  

% in C D C 2  pat ients ,  3 (0 .3-7)  % in C D C 3  pa t ien ts  and 7 (4-26)  % in C D C 4  

p a t i e n t s .  T h e r e  w a s  a s i g n i f i c a n t  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  t h e  n u m b e r  o f
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m o n o c y t e s  in th e  e x t r a  p o p u l a t i o n  a n d  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  (%2 = 32.1,  p < 

0 .0 0 1 ).

3. 2 .1 .2  C y t o k i n e  g e n e  e x p r e s s i o n  b y  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  a s s e s s e d  by

p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R ) .

R N A  w a s  e x t r a c t e d  f r o m  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o c y t e s  to 

i d e n t i f y  t h e  d i f f e r e n t  c y t o k i n e  g e n e s  e x p r e s s e d .  T h i s  r e v e a l e d  t h a t  

a d h e r e n t  m o n o c y t e s  f r o m  H I V  p a t i e n t s  e x p r e s s e d  e l e v a t e d  leve l  o f  T N F - a ,  

ra th e r  than the -(3 fo rm ,  w h i l e  c o n t r o l s  e x p r e s s e d  e l e v a t e d  leve l  o f  TNF-(3 

r a t h e r  th a n  the  - a  f o r m  ( T a b l e  3 . 2 . 1 . 2 ) .  T h e  s t u d y  i n v o l v e d  4  H I V -  

i n f e c t e d  p a t i e n t s ,  an d  3 n o r m a l  l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l  as c o n t r o l s .  T h e  

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

s i g n a l  f rom ac t i n  g e n e  e x p r e s s i o n  a nd  a s s e s s e d  as f o l l o w s .  A n e g a t i v e  

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

e x p r e s s i o n ,  s im i l a r  to ac t in ,  w a s  a w a r d e d  a p lu s  (+)  s i g n  and  a h ig h  leve l  

(at  l eas t  t w ic e  th e  m o d e r a t e  le ve l )  o f  e x p r e s s i o n  w a s  a w a r d e d  t w o  p lus  

(++ )  s igns .

S c m i q u a n i i t a t i  v e l y , t h e r e  w a s  g r e a t e r  c o n s t i t u t i v e  

e x p r e s s i o n  o f  T N F - a  in t h e  H I V  p a t i e n t s  than  c o n t r o l s ,  and  g r e a t e r  TNF-(3 

ex p r e s s i o n  in c o n t r o l s  th a n  pa t ie n ts .  T a b l e  3 . 2 .1 .2  s h o w e d  T N F - a  and  T N F -  

p g e n e s  d i s p l a y e d  a g a i n s t  t h e i r  l eve l  o f  e x p r e s s i o n s  in p a t i e n ts  (1 ,2 ,3  and 

4) ,  and  in c o n t r o l s  (5 ,6 ,7 ) .

P a t i e n t s  s h o w e d  h i g h  l e v e l s  o f  T N F - a  e x p r e s s i o n  w h i l e  

c o n t r o l s  h a d  a m o d e r a t e  leve l  o f  e x p r e s s i o n .  T h e  r e v e r s e  w a s  s e e n  fo r  

T N F ' P  e x p r e s s i o n s .  T h e  c o n t r o l s  s h o w e d  h ig h  leve l  o f  T N F - p  e x p r e s s i o n s ,  

w h i l e  p a t ie n ts  2,3 and  4  h a d  m o d e r a t e  leve l ,  w i th  th e  e x c e p t i o n  o f  pa t ie n t  

1 w h o  e x p r e s s e d  h igh  leve ls .  V e r y  lo w leve l  o f  IL -2  m R N A  w a s  p r e s e n t  in
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c o n t r o l s ,  a nd  th i s  s u g g e s t  l y m p h o c y t e  c o n t a m i n a t i o n ,  s i n c e  m o n o c y t e s  

do  n o t  e x p r e s s  t h i s  c y t o k i n e .  A c t i n  g e n e  e x p r e s s i o n  w a s  c o n s t a n t

t h r o u g h o u t .  Al l  s t a g e s  o f  th i s  e x p e r i m e n t  w e r e  d o n e  t o g e t h e r  so th a t

ea ch  p a r t  se rv ed  as a c o n t ro l  fo r  the  o ther .

3 .2 .1 .3  P G E 2 p ro d u c t i o n  by  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  f ro m  H I V - i n f e c t e d

p a t i e n t s .

In a s tu d y  i n v o l v i n g  14 H I V  p a t i e n t s  a n d  8 n o r m a l  co n t r o ls ,

th e  P G E 2 l e v e l s  m e a s u r e d  in t h e  s u p e r n a t a n t s  o f  E P S  s t i m u l a t e d  w h o l e  

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

a nd  c o n s t i t u t i v e  l e v e l s  in p a t i e n t s .  T h e  c o n s t i t u t i v e  lev e l  w a s  h i g h  in

p a t i e n t s  an d  n o  f u r t h e r  i n c r e a s e  c o u l d  b e  i n d u c e d  by  E P S  s t i m u l a t i o n

( T a b l e  3 .2 .1 .3 ) .  H o w e v e r ,  th e  c o n t r o l s  s h o w e d  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in

th e  i n d u c i b l e  P G E 2 leve l  c o m p a r e d  to the c o n s t i t u t i v e  level  (p < 0 .01) .

T a b l e  3 . 2 . 1 . 3  s h o w e d  th e  c o n s t i t u t i v e  a n d  i n d u c i b l e  P G E 2 

l e v e l s  in H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  and  c o n t r o l s .  T h e r e  w a s  a s i g n i f i c a n t l y

h i g h e r  c o n s t i t u t i v e  P G E 2 lev e l  in p a t i e n t s  c o m p a r e d  to  c o n t r o l s .  T h e  

c o n s t i t u t i v e  P G E 2 leve l  in p a t ie n t s  w as  6 17 .0  ( 4 7 9 . 0 - 7 5 4 . 5 )  p g / m l  an d  0.0 

( 0 . 0 0 - 0 . 8 2 )  p g / m l  in c o n t r o l s  ( p < 0 . 0 0 1 ) .  W h e n  c o m p a r i n g  th e  i n d u c i b l e

le v e l s ,  a s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  i n d u c i b l e  P G E 2 lev e l  ex i s t ed  in p a t ie n t s  as 

c o m p a r e d  to co n t ro l s  (p < 0 .001) .

3 . 2 .2  P e r i p h e r a l  b l o o d  a c c e s s o r y  ce l l  fu n c t i o n  in H I V - 1  in f e c t i o n .

3.2.2.1 E f f ec t  o f  P G E 2 on  l y m p h o c y t e  ^ H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  and  C D 2 5  

e x p r e s s i o n  in a n l i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e .

T h e  e f f e c t  o f  P G E 2 o n  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  w a s  

q u a n t i f i e d  by  m e a s u r i n g  l y m p h o c y t e  C D 2 5  e x p r e s s i o n  and  ^ H - t h y m i d i n e
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in c o r p o r a t i o n  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s ,  in 6 h e a l t h y  

l a b o r a t o r y  p e r s o n n e l .  C D 2 5  e x p r e s s i o n  w a s  q u a n t i f i e d  by f l o w  c y t o m e t r y  

t e c h n i q u e s  and  ^ H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  by  t h e  (3- em is s i on  f rom  th e  

c e l l s .

P G E 2 w a s  f o u n d  to inh i b i t  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  a s se ss ed  

by  C D 2 5  e x p r e s s i o n  a n d  ^ H - T h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  in  a n i i - C D 3  

s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s .  T a b l e  3 . 2 . 2 . 1  d i s p l a y e d  t h e  C D 2 5  

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

c o n c e n t r a t i o n  o f  P G E 2 and the  cont ro l .  T h e  C D 2 5  ex p re s s io n  at each  P G E 2 

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

c o m p a r e d  to control  w h i c h  had  a m e a n  v a lu e  o f  4 8 . 6 7  ±_ 2 .9 4  % ( p < 0 .0 0 1 )  

at all points .  T h e  ^ H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  w h i c h  ha d  a m e a n  v a l u e  o f  

2412  + 48 2  cpni at I m g  P G E 2 and 3576 ±  565 c .p .m at 100 pg  P G E 2 , sh ow ed a 

s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  in c o u n t s  c o m p a r e d  to c o n t r o l  (p < 0 . 0 5 ) .  No

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in ^ H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  e x i s t e d  at  a ny  

o t h e r  P G E ]  c o n c e n t r a t i o n s .

T h e  l y m p h o c y t e  C D 2 5  e x p r e s s io n  w a s  f o u n d  to c o r re la te  wi th 

^ H - t h y m i d i n c  i n c o r p o r a t i o n  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s  

( r = 0 . 7 7 .  p = 0 . 0 1 ) .  P G E 2 w a s  f o u n d  to  i n h i b i t  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n ,

s i n c e  th e  p r o p o r t i o n  o f  C D 2 5  e x p r e s s i o n  a n d  t h e  m e a n  ^ H - t h y m i d i n e  

i n c o r p o r a t i o n  r e d u c e d  w i t h  i n c r e a s i n g  a m o u n t  o f  P G E 2 . T h e  re su l t  

s h o w e d  that  C D 2 5  e x p r e s s i o n  c o u l d  be  u se d  as a m e a s u r e  o f  l y m p h o c y t e  

p r o l i f e r a t i o n  at the  s a m e  t im e  as P G E 2 m e a s u r e m e n t  in th e  s u p e r n a t a n t .

3 . 2 .2 .2  L y m p h o c y t e  a s s o c i a t i o n  w i t h  P G E 2 p r o d u c t i o n .

T h e  P G E 2 leve ls  m e a s u r e d  by  r a d i o i m m u n o a s s a y  in a n t i - C D 3  

s t im u la te d  w h o le  b l o o d  c u l tu r e s  o f  19 H I V - i n f e c t e d  pa t i en ts ,  was  foun d  to
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s h o w  an  i n v e r s e  r e l a t i o n s h i p  to  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  ( T a b l e  3 . 2 . 2 . 2 ) .  

T h e r e  w a s  a n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  P G E 2 p r o d u c t i o n  a n d

l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  ( r = - 0 . 3 7 ,  p =  0 .1 ) .  T h e  l y m p h o c y t e  a n t i - C D 3  

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

l y m p h o c y t e s  C D 2 5  e x p r e s s i o n  in e a c h  pa t ie n ts .  P a t i e n t s  w i th  0 -1 0  % C D 2 5  

e x p r e s s i o n  w e r e  c o n s i d e r e d  as n e g a t i v e  r e s p o n d e r s ,  t h o s e  w i t h  10 -4 0  % 

C D 2 5  e x p r e s s i o n  w e r e  p o o r  r e s p o n d e r s  a n d  p a t i e n t s  w i t h  g r e a t e r  t h a n  40

% C D 2 5  e x p r e s s i o n  w e r e  g o o d  r e s p o n d e r s .  T h e r e  w e r e  7 p a t i e n t s  w h o

w e r e  n e g a t i v e  r e s p o n d e r s ,  7 w e r e  p o o r  r e s p o n d e r s  a n d  5 w e r e  g o o d  

r e s p o n d e r s .

T a b l e  3 . 2 . 2 . 2  d i s p l a y e d  th e  p r e  a n d  p o s t  s t i m u l a t e d  P G E 2

le v e ls  fo r  p a t i e n ts  w i th  d i f f e r e n t  d e g r e e  o f  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  to  ant i -

C D 3 .  P a t i e n t s  w i t h  n e g a t i v e  r e s p o n s e  h a d  e l e v a t e d  P G E 2 le ve l ,  w h i l e  

th ose  wi t h  good  r e s p o n s e  ha d  l o w e r  P G E 2 leve ls  (p < 0 .05) .

T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  p r e  and  

p o s t  s t i m u l a t e d  P G E 2 l e v e l s  in any  g r o u p  o f  r e s p o n d e r s .  N o  s ig n i f i c a n t

d i f f e r e n c e  in the  p o s t - s t i m u l a t e d  P G E 2 level  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  any 

o f  the  r e s p o n d e r  g r o u p s .

W h e n  t h e  p r e  a n d  p o s t  s t i m u l a t e d  P G E 2 l e v e l s  w e r e  

c o m p a r e d  in th e  w h o l e  g r o u p  o f  p a t i e n t s  ( i .e  19 p a t i e n t s ) ,  no  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  w e r e  o b s e r v e d .  H i g h  l e v e l s  o f  P G E 2 w e r e  b e i n g  p r o d u c e d

a l r e a d y  in the  p r e - s t i m u l a t e d  c u l t u r e s ,  and  f u r t h e r  s t i m u l a t i o n  b y  an t i -  

CD 3  d id  not  in cr ea se  the  P G E 2 levels .

9 6



3 .2 .2 .3  L y m p h o c y t e  a s s o c i a t i o n  w i t h  c y t o k i n e  p r o d u c t i o n .

T N F - a  and  I L - l a  w a s  m e a s u r e d  a nd  c o m p a r e d  to l y m p h o c y t e  

r e s p o n s e  in pro and  po s t  a n t i -C D 3  s t im u la te d  w h o l e  b l o o d  cu l ture s .  T N F - a  

a n d  I L - l a  w e r e  m e a s u r e d  b y  E L I S A ,  a n d  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  w a s  

q u a n t i f i e d  by  f l o w  c y t o m e t r y  u s i n g  a n t i - C D 2 5  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y

l a b e l l i n g .  T h e  s t u d y  w a s  c o n d u c t e d  o n  19 H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  T h e  

p a r a m e t e r s  m e a s u r e d  w e r e  T N F - a  and  I L - l a  lev e ls .  T h e s e  w ere  e x p re ss e d  

as p g / m l  and  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  to  a n t i - C D 3  w a s  e x p r e s s e d  as the 

p r o p o r t i o n  o f  l y m p h o c y t e  e x p r e s s i n g  C D 2 5 .

T a b l e  3 .2 .2 .3  d i s p la y e d  the pre  and  the  p o s t - s t i m u la t e d  T N F - a  

and  I L - l a  le ve ls  a g a in s t  t h e  l y m p h o c y t e  a n t i - C D 3  r e s p o n s e .  P a t i e n ts  wi th

0 - 1 0  % l y m p h o c y t e  C D 2 5  e x p r e s s i o n s  w e r e  t e r m e d  as  n e g a t i v e

r e s p o n d e r s ,  t h o s e  w i th  10-40  % l y m p h o c y t e  C D 2 5  e x p r e s s i o n s  w e r e  p o o r

r e s p o n d e r s  a n d  p a t i e n t s  w i t h  g r e a t e r  t h a n  4 0  % l y m p h o c y t e  C D 2 5

e x p r e s s i o n s  w e r e  g o o d  r e s p o n d e r s .  T h e r e  w e r e  19 p a t i e n t s  o f  w h o m  7

w e r e  n e g a t i v e  r e s p o n d e r s ,  7 w e r e  p o o r  r e s p o n d e r s  and  5 w e r e  g o o d

r e s p o n d e r s .

a )  T N F - a  p ro d u c t i o n  in pre  and po s t - s t im u la t e d  a n t i - C D 3  w h o l e  b lood  

c u l t u r e s  o f  HI V pa t ie n ts .

T h e  pre  and  the  po s t  s t im u la te d  T N F - a  le v e l s  w e re  c o m p a r e d  

to l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  in e a c h  g r o u p  o f  r e s p o n d e r s .  T N F - a  le ve ls  were

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

n e g a t i v e  r e s p o n d e r s  h ad  lo w  le ve ls  o f  T N F - a ,  w h i l e  the  goo d  r e s p o n d e r s  

ha d  e l e v a t e d  leve ls .  T h e  p o s t - s t i m u l a t e d  T N F - a  l e v e ls  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  

i n c r e a s e d  in all t h r e e  r e s p o n d e r  g r o u p s  c o m p a r e d  to  th e  p r e - s t i m u l a t e d  

le ve l s  (p < 0 .001 for  p o o r  and  g o o d  r e s p o n d e r s ;  p < 0 .05  fo r  n e g a t i v e  

r e s p o n d e r s ) .
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E a c h  g r o u p  o f  r e s p o n d e r s  w a s  c o m p a r e d  to e a c h  o t h e r  to 

c h e c k  f o r  any s i g n i f i c a n c e  in t h e  T N F - a  le v e ls  a m o n g  th e  gr oups .  T h e r e

w a s  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in t h e  p r e - s t i m u l a t e d  T N F - a  leve l in the  poo r

r e s p o n d e r s  c o m p a r e d  to t h e  o t h e r  t w o  g r o u p s  o f  r e s p o n d e r s  (p <  0 .05) .  

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

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

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

s t i m u l a t e d  T N F - a  leve l  c o m p a r e d  to the  n e g a t i v e  r e s p o n d e r s  (p < 0 .0 01 ) .  

T h e r e  w a s  a lso a h i g h l y  s i g n i f i c a n t  in c r e a s e  in T N F - a  level  in the  good  

r e s p o n d e r s  c o m p a r e d  to the p o o r  and  n e g a t i v e  r e s p o n d e r s  (p < 0 .0 01 ) .

b )  I L - l a  p ro d u c t i o n  in pr e  and  p o s t - s t im u la t e d  an t i - C D 3  w h o l e  b lood  

c u l t u r e s  o f  HIV  pa t i e n t s .

T h e  p r e  and  p o s t - s t i m u l a t e d  I L - l a  le ve l s  w e r e  c o m p a r e d  to 

l y m p h o c y t e  r e s p o n s e  in e a c h  g r o u p  o f  r e s p o n d e r s  ( T a b l e  3 .2 .2 .3 ) .  T h e r e  

w a s  a p o s i t i v e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  th e  I L - l a  l e v e l s  w i t h  l y m p h o c y t e  

r e s p o n s e .  T h i s  i n c r e a s e  in I L - l a  leve l w a s  no t  s ig n i f ic an t  ( r  = 0 .25 ,  p -

no t  s i g n i f i c a n t ) .  T h e  n e g a t i v e  r e s p o n d e r s  s h o w e d  l o w  I L - l a  leve l ,  w h i l e  

the  g o o d  r e s p o n d e r s  ha d  e l e v a t e d  levels .

T h e  c o m p a r i s o n  o f  the  p r e  and  p o s t - s t i m u l a t e d  I L - l a  l ev e l s  

r e v e a l e d  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in I L - l a  le v e ls  a m o n g  the  p o o r  and  go o d  

re sp o n d e r s  (p < 0.01 fo r  p o o r  re sp onder s ;  p < 0 .001  fo r  g o o d  r esp ond er s ) .

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

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

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

leve l c o m p a r e d  to t h e  p o o r  and  g o o d  r e s p o n d e r s  (p < 0 .05  in ea c h  case) .
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N o  s i g n i f i c a n l  d i f f e r e n c e  e x i s t e d  in t h e  p r e - s t i m u l a l e d  I L - l a  l e v e l s  

a m o n g  th e  g r o u p  o f  r e s p o n d e r s .

3 . 2 . 2 . 4  L y m p h o c y t e  s t i m u l a t i o n  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u re s .

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

b l o o d  c u l t u r e s .

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

la b e l l e d  w i t h  a n l i - C D 1 4  and  a n t i - C D 4 5  u s i n g  f l o w  c y t o m e t r y  t e c h n i q u e s .  

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

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

s h o w n  in F i g u r e . 3 . 2 . 2 . 4a .  T h e  d i s t r i b u t i o n  s h o w e d  t w o  ce l l  p o p u l a t i o n s ;  a 

s m a l l e r  cel l  p o p u l a t i o n  c o n t a i n i n g  cel l  o f  s m al l  s i z e  and  lo w  g r a n u l a r i t y ,  

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

r a n g e  o f  g r a n u l a r i t y .

b )  I d e n t i f i c a t i o n  o f  th e  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  in u n s t i m u l a t e d  n o r m a l

w h o j e  b l o o d  c u l t u r e s .

T h e  l a b e l l i n g  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  by  a n t i - C D 1 4 -  

P E  and  a n t i - C D 4 5 - F I T C ,  g iv e  a c h a r a c t e r i s t i c  f l u o r e s c e n t  d i s t r i b u t i o n  o f

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

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

cel ls  w i th  a n t i - C D  14 c o n j u g a t e d  to P E  and  a n t i - C D 4 5  c o n j u g a t e d  to F I T C .  

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

e x p r e s s i o n  o f  C D 1 4  a n d  C D 4 5 .  T h e  f l u o r e s c e n c e  o f  th e  cel l  p o p u l a t i o n  

c o r r e s p o n d i n g  to t h e  l y m p h o c y t e s  ( F i g u r e . 3 . 2 . 2 , 4 b )  w a s  i d e n t i f i e d  by  the  

n e g a t i v e  C D 1 4  a n d  t h e  h i g h l y  p o s i t i v e  C D 4 5  e x p r e s s i o n s .  T h i s  

l y m p h o c y t e  f l u o r e s c e n c e  w a s  g a t e d  (g a te  R l ,  F i g u r e . 3 . 2 . 2 .4 b ) ,  an d  i ts  cel l  

d i s t r i b u t i o n  d i s p l a y e d  a c c o r d i n g  to s i z e  an d  g r a n u l a r i t y  ( F i g u r e , 3 . 2 . 2 . 4c) .
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T h e  cel l  p o p u l a t i o n  w i t h  s m a l l  s i z e  and  lo w  g r a n u l a r i t y  ( F i g u r e . 3 . 2 , 2 , 4 a )  

c o r r e s p o n d e d  to t h e  l y m p h o c y t e  f l u o r e s c e c e  ( F i g u r e . 3 . 2 . 2 . 4 b ) ,  a n d  w a s  

i d e n t i f i e d  as th e  u n s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  ( F i g u r e . 3 . 2 . 2 . 4 c ) .

c )  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  in a n l i - C D 3  s t i m u l a t e d  

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

T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  in  a n t i - C D 3  

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

g r a n u l a r i t y  a n d  s i z e  p a r a m e t e r s  ( F i g u r e . 3 . 2 . 2 . 4 d ) ,  T h e  d i s t r i b u t i o n  

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

w i t h  a r a n g e  o f  s i z e  a n d  g r a n u l a r i t y ,  an d  a l a r g e r  ce l l  p o p u l a t i o n  

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

d )  I d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  

b l o o d  c u l t u r e s .

T h e  f l u o r e s c e n c e  o f  a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  n o r m a l  w h o l e  b l o o d  

la b e l l e d  wi th  a n t i - C D 1 4  a n d  a n l i - C D 4 5 ,  w a s  d i s p l a y e d  o n  F i g u r e . 3 . 2 . 2 . 4 e .  

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

l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  w a s  g a t e d  ( g a t e  R l ,  F i g u r e  3 . 2 . 2 . 4 e )  a n d  its  

d i s t r i b u t i o n  d i s p l a y e d  a c c o r d i n g  to  s i z e  a nd  g r a n u l a r i t y  ( F i g u r e . 3 . 2 . 2 , 4f ) .  

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

s i ze  and  g r a n u l a r i t y  ( F i g u r e  3 . 2 . 2 . 4 d )  w a s  f o u n d  to c o r r e s p o n d  to the  

a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  ( F i g u r e . 3 . 2 . 2 . 4Q-

3 .2 , 2 . 5  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  b a s e d  on s iz e  p a r a m e t e r s .

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

w e r e  d i s p l a y e d  on h i s t o g r a m  a c c o r d i n g  to  s iz e  p a r a m e t e r s .  F i g u r e . 3 . 2 .2 .5  

s h o w e d  the  d i s t r i b u t i o n  o f  l y m p h o c y t e s  p o p u l a t i o n s  b a s e d  on  s i z e .  T h e  

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

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

3 . 2 . 2 . 6  L y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  in  u n s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  cu l t u re .

L y m p h o c y t e  C D 2 5  e x p r e s s i o n  w a s  m e a s u r e d  in u n s t i m u l a t e d  

n o r m a l  w h o l e  b lo o d ,  c u l t u r e d  f o r  3 da y s .  T h e  c u l t u r e d  ce l l s  w e r e  labe l le d  

w i t h  a n t i - C D 2 ' F l T C  w h i c h  w a s  T - l y m p h o c y l e  s p e c i f i c ,  a nd  a n t i - C D 2 5 - P E  

w h i c h  b in d  to IL -2  r e c e p to r s .  C D 2 5  e x p r e s s i o n  w a s  u s e d  as a m e a s u r e  o f  

l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n .  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  l y m p h o c y t e  C D 2 5

e x p r e s s i o n s  b a s e d  o n  P E  f l u o r e s c e n c e  in u n s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d ,  is

s h o w n  in f i g u r e .3 .2 .2 .6 .  T o  e s t i m a t e  th e  p r o p o r t i o n  o f  C D 2 5  e x p r e s s i o n  in 

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

P E  f lu o r e s c e n c e  w a s  o v e r l a i d  on  th a t  o f  C D 2 5  e x p r e s s i o n .  A m a r k e r  was

set  at the  po in t  w h e r e  b o th  d i s t r i b u t i o n  i n te r s e c te d ,  so as to  e v a l u a t e  the

e x c e s s  C D 2 5  e x p r e s s e d  by  th e  u n s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n .

3 .2 . 2 .7  C D 2 5  ex p r e s s io n s  in a n t i -C D 3  s t i m u la te d  w h o l e  b l o o d  cu l tures .

T h e  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  C D 2 5  f l u o r e s c e n t  d i s t r i b u t i o n  

b a s e d  on  P E  s t a i n i n g s  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s  is 

s h o w n  in f i g u r e . 3 . 2 . 2 . 7 .  T h e  u n s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  C D 2 5  

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

l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n .  A m a r k e r  w a s  set  a t  t h e  p o i n t  w h e r e  b o th  C D 2 5  

d i s t r i b u t i o n s  i n t e r s e c t e d ,  so  as to  e v a l u a t e  th e  C D 2 5  e x p r e s s i o n  in th e  

a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n .
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T i m e  ( h o u r s )

2 4  4 8

Patient 1
T o ta l  cel l  1 1 6 7  1 1 3 6  1 1 1 9
n u m b e r

F i r s t  1041  1 0 1 8  99 1
m o n o c y t e  (89 %)  (90 %)  (89  %)
p o p u l a t i o n

E x t r a  126  118  128
m o n o c y t e  (11 %)  (10  %) ( 1 1 % )
p o p u l a t i o n

Patient 2
Tota l  cell  87 3  7 9 0  7 4 2
n u m b e r

F i r s t  8 0 5  6 8 9  6 7 4
m o n o c y t e  (92 %)  (91 %)  (91 %)
p o p u l a t i o n

E x t r a  68  71 6 8
m o n o c y t e  (8 %)  (9 %)  (9 %)
p o p u l a t i o n

Table 3.1.1.7 T e s t i n g  f o r  f o r m a l d e h y d e  

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

f i x a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  in  H I V -  

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

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

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

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

e x p r e s s e d  as m e a n  an d  t h e  p r o p o r t i o n s  o f  c e l l s  in 

e a c h  p o p u l a t i o n  a re  a l so  g iv en .
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D A Y  1 __________________________ D A Y _2____________________,

___________ Day 1 blood___________, Day 2 blood______
Time (hr) 0^ 1 7  2 0  2 2  2 4  0 ^  3 5 7

N u m b e r  5 2 1  4 3 6  4 2 6  4 0 7  3 6 7  5 6 7  4 7 5  4 2 1  4 6 1
of cells

M e a n  1 172 1 165 1167 1173 1176 1 168 1 172 1 166 1 169
i n t e n s i t y  (630) (611) (702) (656) (813) (597) (608) (629) (784)

O e  l i m e  z e r o  in t h e  e v e n i n g .

Om  l i m e  ze ro  in th e  m o r n i n g .

T a b l e  3 . 1 . 1 . 8  To te s t  w h e th e r  h e t e r o g e n e i t y  in m o n o c y t e  

population was due to storage time.  The  number of  ce l l s  and 

f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t y  o f  C D 1 4  s ta in in g  r e m a in e d  c o n s ta n t  

throughout the exper im en t ,  ind icat ing  that the heterogeneity  o f  

m onocytes  was not due to storage time. The number o f  ce l l s  is 

expressed  as mean, and the f lu o rescen t  in ten s i ty  as mean +_ 

standard dev iat ion .
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D i s e a s e
c a t e g o r y

CDC2 CDC3 CDC4

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

14 12 15

Tota l  W h i t e  Cell  
C o u n t

6 3 4 4
( 5 0 6 7 - 7 9 3 2 )

5 5 4 9
( 4 6 2 5 - 7 3 3 8 )

3 9 8 2
( 3 0 2 7 - 5 4 6 0 )

M o n o c y t e  c o u n t 4 4 4
( 3 8 1 - 5 7 1 )

1%

3 8 8
( 2 7 8 - 4 4 4 )

8 %

3 1 9
( 2 3 9 - 4 7 8 )

9 %

A c t i v a t e d  
m o n o c y t e  c o u n t

127
( 6 3 - 4 4 4 )

2 %

167
( 0 - 3 8 8 )

3 %

2 7 9  
( 1 5 9 - 1 1 1 5 )

7 %

p < 0.001
-  32.1

L y m p h o c y t e
c o u n t

2 0 7 9
( 1 4 2 9 - 2 8 4 5 )

3 3 %

1 6 1 4
( 9 6 2 - 2 1 9 1 )

2 9 %

1 0 3 6
( 7 1 7 - 1 7 3 6 )

2 6 %

T - c e l l  c o u n t 1 57 6  
( 1 1 4 - 2 2 4 )

* 12 8 3  
( 7 6 9 - 1 6 4 5 )

* * 771
( 5 2 3 - 1 3 4 3 )

* * *

C D 4 +  T-cell  
c o u n t

5 6 0
( 3 5 5 - 7 3 0 )

* * 2 3 7
( 1 8 0 - 4 1 9 )

* * * 7 9

( 2 9 - 1 3 2 )

* * *

CD84- T-cell  
c o u n t

101 2
( 7 2 6 - 1 4 6 5 )

8 8 7
( 5 9 1 - 1 4 6 8 )

6 1 7
( 4 0 2 - 9 6 7 )

* *

B -c c l l  c o u n t 21 3
( 1 2 1 - 2 9 8 )

***  88
( 6 9 - 1 8 0 )

* * 163
( 5 5 - 1 7 4 )

G r a n u l o c y - t e 38 14  (5 8 % ) 29 03  (6 3 % ) 2 6 2  (69%)
c o u n t

* p = 0.05

* * p = 0.01

* * * p = 0.001

T a b l e  3 . 1 . 2 . 1  P e r i p h e r a l  b l o o d  l e u c o c y t e s  a n d  m o n o n u c l e a r  ce l l  

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

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

m o n o c y t e s  in th e  e x t r a  p o p u l a t i o n ,  i n c r e a s e d  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  

T h e  c e l l  c o u n t s  a r e  in  m e d i a n s  a n d  i n t e r q u a r t i l e  r a n g e .  W h e r e  

a p p r o p r i a t e ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  c e l l s  a re g iv e n .  T h e  s t a r s  on  th e  fa r  r ig h t  

a re  t h e  s ign i f i cance  b e tw een  C D C 2  and C D C 4 .
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C o n t r o l s P a t i e n t s

N u m b e r 10 10

G e n d e r m a l e m a l e

A g e

W h i l e  cel l  
c o u n t

G r a n u l o c y t e s
( %)

G r a n u l o c y t e
c o u n t

M 0 n 0 c >' t c s 
( %)

Monocyte
c o u n t

L y m p h o c y t e s
( %)

L y m p h o c y t e
c o u n t

(%)  CD3 + 
l y m p h o c y t e s

(%) C D 4+  
l y m p h o c y t e s

(%)  C D 8+  
l y m p h o c y  t e s

3 4
( 3 3 . 8 - 3 8 . 0 )

6 8 0 0
( 6 0 5 0 - 7 2 0 0 )

5 9
( 5 6 . 0 - 6 4 . 3 )

4 0 1 2
( 3 8 0 8 - 4 3 7 2 )

( 7 . 0 - 1 2 . 3 )

5 5 4
( 4 7 6 - 8 3 6 )

3 0
( 2 6 . 8 - 3 5 . 3 )

2 0 4 0
( 1 8 2 2 - 2 4 0 0 )

7 4 . 5  
( 6 8 . 0 - 7 7 . 5 )

41
( 3 5 - 4 3 )

2 2 .5  
( 1 9 . 8 - 3 0 . 8 )

* *

* *

* * *

* *

* *

3 2
( 2 7 . 5 - 3 4 . 0 )

2 9 6 4
( 1 9 9 2 - 4 2 4 6 )

5 9
( 5 0 . 5 - 6 7 . 0 )

1 7 4 9
( 1 4 9 7 - 1 9 8 6 )

14.0  
( 8 . 8 - 1 8 . 5 )

4 1 5
( 2 6 1 - 5 4 8 )

27 .5
( 2 0 . 5 - 3 6 . 8 )

815
( 6 0 8 - 1 0 9 1 )

8 2 . 0  
( 6 9 . 0 - 8 6 . 3 )

1 1
( 7 . 5 - 1 6 . 0 )

6 0
( 5 1 . 3 - 6 8 . 0 )

*
* *
* *

p <  0.05
p <  0.01 
p <  0.001

Table 3 .1 .2 ,2  C o m p a r i s o n  o f  t h e  m e d i a n  v a l u e s  o f  

v a r i a b l e s  b e t w e e n  s tu d y  g r o u p s  o f  H I V - i n f e c t e d  and  c o n t r o l  

s u b j e c t s .  P a t i e n t s  s h o w  a s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  in t h e  

p r o p o r t i o n  o f  m o n o c y t e s  c o m p a r e d  to c o n t r o l s .
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D isease Categories

W h o l e
g r o u p

CDC2 CDC3 CDC4

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

(%)  C D 4+  
m o n o c y l e s

(%)  C D 4+  
l y m p h o c y t e s

41

7 6
( 6 1 - 8 5 )

18
( 4 - 3 0 )

14

8 4
( 8 2 - 9 0 . 5 )

12

7 3 .5
( 6 5 . 3 - 8 3 . 5 )

3 4  * * 18 .5  * * *
( 2 4 . 3 - 3 6 . 0 )  ( 1 2 . 5 - 2 8 . 5 )

15

68  *  *  

( 3 3 - 7 8 )

3
( 2 - 9 )

* * *

* p < 0.05
* * p < 0.01
* * *  p < 0.001

r=0.36 ,  p=0.01  for  C D 4 +  m o n o c y t e s  

r=0 .4 ,  p=0 .01  for  C D 4 +  ly m p h o c y te s

Table 3.1.3.1 s h o w e d  t h e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  C D 4 +

m o n o c y t e s  a nd  th e  C D 4 +  l y m p h o c y t e s  w i th  d i s e a s e  c a t e g o r i e s  in 

p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  C D 4 +  

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

p a r a l l e l  w i t h  t h e  C D 4 +  T - c e l l s .  T h e  f i g u r e s  a re  in m e d i a n s  and 

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

s ig n i f i c a n c e  be tw e e n  C D C 2  and C D C 4 .
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Percentage of  monocytes (%)

0 1 - 5 6 - 2 0 >20

Number o f  
p a t i e n t s 1 4 2 4 1 4 1 1

D isea se
c a te g o r ie s

CDC2 6 8 1 2

CDC3 3 8 6 0

CDC4 5 8 7 9

n=63, x^=13.3 (6 degree of  freedom), p=0 .042

Table 3.1.3.2 A corre la t ion  b e tw e en  the proport ion  o f  

monocytes  in the extra m onocyte  populat ions and the disease  

categories in 63 HIV seropositive patients.
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Controls Patients

M o n o c y t e F i r s t E x t r a
p o p u l a t i o n m o n o c y t e m o n o c y t e

p o p u l a t i o n p o p u l a t i o n
CD 14 5 7 0 4 1 8 5 2 9

( 4 6 2 - 7 4 6 ) ( 1 7 3 - 9 2 7 ) ( 1 9 8 - 1 0 0 0 )

CD4 3 5 .5 * * 9 2 .5 1 40 .5
( 3 0 . 7 5 - 4 6 . 5 0 ) ( 6 7 . 3 - 1 3 4 . 0 ) ( 1 1 0 - 1 8 4 . 3 )

C D l l b 4 6 3 . 0 + * *  1513 1988
( 3 9 4 - 5 2 2 . 5 ) ( 1 0 8 4 - 1 7 5 3 ) ( 1 2 0 0 - 2 3 5 9 )

CD71 1 1 .5 0 16.5 2 3 .5
( 5 . 7 5 - 1 5 . 5 ) ( 9 . 5 - 3 2 . 7 5 ) ( 1 7 . 2 5 - 3 2 . 0 )

CD45 1 79 .5 2 0 9 .5 * * 3 6 8
( 1 4 2 . 2 - 2 1 1 . 2 ) ( 1 5 2 . 5 - 2 8 3 . 5 ) ( 2 7 3 - 4 8 9 )

CD25 4 . 0 0 * 30 2 4 . 0
( 2 - 9 . 5 ) ( 5 . 5 - 5 4 . 5 ) ( 7 . 5 - 5 9 . 0 )

CD16 10 .0 0 12 * 4 2 . 0
( 7 - 1 1 . 5 ) ( 1 0 . 0 0 - 3 8 . 2 5 ) ( 1 2 . 7 5 - 6 8 . 7 5 )

H L A - D R 6 9 4 4 8 3 * 12 73
( 3 4 0 - 9 7 1 ) ( 4 7 - 1 1 7 4 ) ( 8 6 7 - 2 3 5 0 )

*P < 0.05 **p < 0.01 'p < 0.001

T a b l e  3 . 1 . 4  C o m p a r i s o n  o f  t h e  m e d i a n  f l u o r e s c e n t  i n t e n s i t i e s  

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

p o p u l a t i o n s  in c o n t r o l  a n d  H I V - p a t i e n t s ,  a n d  b e t w e e n  t h e  t w o  

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

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

C D 4 5 ,  C D ! 6 and  H L A - D R ,  and  i nc rease  leve l o f  e x p r e s s i o n  o f  C D l l b  

and  C D 7 1 .  E x p r e s s i o n  o f  th e se  ac t i v a t io n  m a r k e r s  and  the  l a r g e  s ize  

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

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

i n t e r q u a r t i l e  r a n g e .
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D i s e a s e  P r o g r e s s i o n

W h o l e ÇDÇ2 CDC3 CDÇ4
g r o u p

Number of 68 2 6 15 2 3
p a tien ts

I L - 6 14.5 10 5 8 13
( p g / m l ) ( 0 - 9 9 . 8 ) ( 0 - 1 2 9 . 0 ) ( 0 - 8 6 . 0 ) ( 0 - 1 2 9 . 0 )

M o n o c y t e 3 8 2 53 3 1 6 1 4 4 0 8 . 0
n u m b e r ( 2 6 5 - 5 1 0 ) ( 3 0 5 - 5 6 4 ) ( 9 6 2 - 2 1 9 1 ) ( 2 3 4 - 4 6 6 )

A c t i v a t e d 4 2 3 7
m o n o c y t e ( 1 - 1 0 ) ( 1 - 7 ) ( 0 . 3 - 7 ) ( 4 - 2 6 )
( % )

T o t a l 5 2 7 0 6 3 4 4 5 5 4 9 * 3 9 8 2  * * *
W h i t e  Cel l ( 3 6 6 6 - 6 5 3 5 ) ( 5 0 6 7 - 7 9 3 2 ) ( 4 6 2 5 - 7 3 3 8 ) ( 3 0 2 7 - 5 4 6 0 )
C o u n t

Lym phocyte 1 5 2 2 2 0 7 9 161 4 1 0 3 6  * * *
num ber ( 9 9 6 - 2 2 3 2 ) ( 1 4 2 9 - 2 8 4 5 ) ( 9 6 2 - 2 1 9 1 ) ( 7 1 7 - 1 7 3 6 )

CD4+ T-cell 234 5 6 0 * * 2 3 7 * * * 7 9  * * *
num ber ( 1 1 0 - 5 0 1 ) ( 3 5 5 - 7 3 0 ) ( 1 8 0 - 4 1 9 ) ( 2 3 - 1 3 2 )

IgG leve l 13.3 14 13 12
( 1 1 - 1 8 ) (11-20) ( 1 1 - 1 6 ) ( 9 - 1 7 )

B - c e l l 162 2 1 3 * * 88 163 * *
n u m b e r ( 8 6 - 2 3 7 ) ( 1 2 1 - 2 9 8 ) ( 6 9 - 1 8 0 ) ( 5 5 - 1 7 4 )

*p < 0.05 **p < 0.01 ***p < 0.001

Table 3.2.1.1 P l a s m a  I L - 6  l e v e l s  c o m p a r e d  w i t h  c e l l u l a r

p h e n o t y p e  m a r k e r s  a c c o r d i n g  to  C D C  c a t e g o r i e s  in 6 4  H I V  p a t i e n t s .  

P l a s m a  I L - 6  leve l  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  p r o p o r t i o n  o f  l a r g e  a c t i v a t e d

m o n o c y t e s  in t h e  e x t r a  p o p u l a t i o n  ( r  = 0 . 3 1 ,  p = 0 . 0 2 ) .  N o  o t h e r

p a r a m e t e r s  in the  b lo o d  c o r r e l a t e d  to  p l a s m a  I L - 6  le ve l .  T h e  s t a r s  on

e x t r e m e  r ig h t  a re  th e  p v a l u e s  fo r  th e  s i g n i f i c a n c e  b e t w e e n  C D C 2  and

C D C 4 .  M e d i a n s  and in t e r q u a r t i l e  r a n g e  a re  e x p r e s s e d .
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P a t i e n t s Controls

1 2 3 4 5 6 7

A c t in + + 4- 4- 4- 4- 4-

T N F -a + + 4-4- 4-4- “H - 4- 4- 4-

TNF-p + + 4- 4- 4- 4-4- 4-4- -H-

(- ) _ n e g a l i v e e x p r e s s i o n .

(+) = m o d e r a t e e x p r e s s i o n .

(++) = high  e x p r e s s i o n .

T a b l e 3 . 2 . 1 . 2  Gene express ion in peripheral blood m o n o cy tes o f

HIV-infected patients. A minus sign (-) means negative  expression,  

a plus sign (+) moderate express ion and two plus signs (++) as high 

express ion. HIV-infected patients expressed high level  o f  T N F - a  and 

moderate  T N F -p ,  while  controls expressed high level  o f  TNF-p and 

moderate expression of  the - a  form.
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C o n t r o l s  
n = 8

P G E 2 Level  (pg/ml)

C o n s t i t u t iv e

0.0
( 0 - 8 2 . 0 )

* * *

I n d u c i b l e

* * 2 0 4 . 0
( 7 9 . 2 - 3 5 7 . 5 )

* * *

H l V - P a t i e n t s  6 1 7 . 0
n = 1 4  ( 4 7 9 . 0 - 7 5 4 . 5 )

6 3 8 . 5
( 4 0 1 . 0 - 6 9 6 . )

= 0.01 ***p = 0.001

Table 3.2 .1 .3  M e d i a n  P G E 2 p r o d u c t i o n  in w h o l e  b l o o d  

c u l t u r e  w i t h  L P S  s t i m u l a t i o n  ( l O p g / m l  fo r  2 4  h o u r s ) .  H I V -  

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

th e  c o n s t i t u t i v e  an d  t h e  i n d u c i b l e  P G E 2 l e v e ls .  H I V  p a t i e n t s  

h a d  a l r e a d y  an  e l e v a t e d  l e v e l  o f  P G E 2 , a n d  n o  f u r t h e r

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

P G E 2 level .
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PG E2

Hg

00  ng  

0 ng  

ng

00 pg

0 pg

pg

C o n t r o l
0 pg)

CD25 
e x p r e s s i o n  

(mean ±  s.e.m)

32.5 ±  3.0

35.8 ±  2.7

38.5 ±  2.7

41.8 ±  3.2

42.3 ±  1.6

45.5 + 1.9

45.5 ±  1.8

48.7 + 2.9

* * *

* * *

* * *

* * *

* * *

* * *

^ H - T h y m i d i n e  
i n c o r p o r a t i o n  
(mean + s.e.m) 

c .p . m

2 4 1 2  + 482

403 6  + 1 2 6 1

3576  ±  565

5867  ±  1230 

91 3 2  + 2844

T h e  s i g n i f i c a n c e  w a s  d o n e  

at each  p oi n t  and  c o m p a r e d  

to  c o n t r o l .

* p < 0.05

* * p < 0.01

* * p < 0.001

C o r re la t i o n  o f  C D 2 5  

to 3 H - T h y m i d i n e

r = 0.77

p -  0.01

Table 3.2.2.1 T h e  e f f e c t  o f  P G E 2 o n  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  

m e a s u r e d  u s i n g  C D 2 5  e x p r e s s i o n  an d  ^ H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n  by  

l y m p h o c y t e s ,  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s  o f  n o r m a l  

s u b j e c t s .  P G E 2  w a s  f o u n d  to  i n h i b i t  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n .  C D 2 5  

e x p r e s s i o n  c o r r e l a t e d  to ^ H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t i o n ,  s h o w i n g  t h a t  

I L - 2  ( C D 2 5 )  e x p r e s s i o n  c o u l d  b e  u s e  as a m e a s u r e  o f  l y m p h o c y t e  

p r o l i f e r a t i o n .
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W h o l e  g r o u p

R e s p o n s e  (% CD 25  
e x p r e s s i o n )

N e g a t i v e

P o o r

G o o d

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

19

P G E 2 L e v e l s  (p g /m l)  

tot O 2k-W

P r e - s t i m u l a t i o n  P o s t - s t i m u l a t i o n

2 7 5 . 0
( 2 3 4 - 3 3 9 )

3 0 9 . 0  
( 2 7 5 . 0 - 3 8 9 . 0 )

2 4 6 . 0  
( 2 2 9 - 3 7 1 )

2 3 4
( 2 2 9 - 2 9 1 )

2 6 9 . 0
( 2 2 4 - 3 0 9 )

2 6 9 . 0  
( 2 4 6 - 3 0 9 )

2 7 0 . 0  
( 2 2 4 - 4 1 7 )

2 2 4
( 1 8 0 - 3 0 4 . 5 )

*p < 0.05 **p < 0.01 ***p < 0.001

C D 2 5  e x p r e s s i o n  

0-10 %
10-40 % 

> 4 0 %

n e g a t i v e  r e s p o n d e r s  

p o o r  r e s p o n d e r s  

g o o d  r e s p o n d e r s

C o r r e la t i o n  o f  P G E 2  

l e v e l s  to  I v m p h o c v t c  

r e s p o n s e  

r =  - 0.37,  p = 0.1

Table 3.2.2.2 C o m p a r i s o n  o f  m e d i a n  PGE2 l e v e l s  to  l y m p h o c y t e  

r e s p o n s e  in a n t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e  o f  H I V - i n f e c t e d  

p a t i e n t s .  P G E 2 s h o w e d  a w e a k  n e g a t i v e  c o r r e l a t i o n  to  l y m p h o c y t e  

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

b e t w e e n  th e  g o o d  a nd  n e g a t i v e  r e s p o n d e r s .
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TNF-oc________   I L - l a _______________

N u m b e r  P r e - s l i .  P o s l - s l i .  P r e - s t i .  P o s t - s t i .
o f

p a t i e n t s
W h o l e  19 2 . 0  * * *  2 6  0 * * 11 .4
g r o u p  ( 1 . 0 - 2 . 3 )  ( 4 - 4 5 . )  ( 0 - 0 )  ( 7 . 3 - 1 9 . 3 )

N e g a t i v e  7 1.0 * 4 . 0  0 0
r e s p o n d e r s  ( 1 . 0 - 2 . 0 )  ( 2 . 0 - 4 . 0 )  ( 0 - 0 )  ( 0 . 0 - 1 5 . 6 )

* * * * *

P o o r  7 4 . 0  * * *  3 0 . 0  0 * * 12 .0
r e s p o n d e r s  ( 2 . 0 - 5 . 0 )  ( 2 6 - 3 5 )  ( 0 - 0 )  ( 9 . 8 - 2 1 . 5 )

* * * *

G o o d  5 2 .0  * * *  4 7 . 0  0 * * *  12.8
r e s p o n d e r s  ( 1 . 0 - 2 . 5 )  ( 4 5 - 6 3 . 5 )  ( 0 - 3 . 5 )  ( 1 0 . 7 - 2 0 . 4 )

* * * *

C D 2 5  e x p r e s s i o n

0-10  % = n e g a t i v e  r e s p o n d e r s  * p <  0.05

10-40 % = p o o r  r e s p o n d e r s  * * p  <  0.01

> 40 % = g o o d  r e s p o n d e r s  * * * p < 0.001

a n t i - C D 3  s t i m u l a t i o n .

p re - s l i .  =  p r e - s t i m u l a t i o n

pos t - s t i .  =  p o s t - s t i m u l a t i o n

Table 3.2.2.3 C o m p a r i s o n  o f  m e d i a n  T N F - a  and I L - l a  l e v e ls  to l y m p h o c y t e

r e s p o n s e  in  an t i - C D 3  s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  o f  H I V - p a t i e n t s .  B o th  T N F - a  and IL- 

l a  ha d  a po s i t i v e  c o r r e l a t i o n  w i t h  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e .  T h e  s ta rs  at the  b o t t o m  

o f  th e  ta b le ,  r e p r e s e n t  t h e  s i g n i f i c a n c e  b e t w e e n  n e g a t i v e  a n d  g o o d  r e s p o n d e r s .

11 4



-*
OJ

m
CD

# #
SIZE

o-
53 108 158

Figure 3 . 1 . 1 . 1  T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  n o r m a l  p e r i p h e r a l  b l o o d

le u c o c y te  p o p u la tio n s  b ased  on g ra n u la r i ty  and size  p a ra m e te rs , 

u s in g  flow  cy to m etry . 1 h is  show s \3r\e, olAA,fcLCi.5irtstnC

cW ibnhi'Ctiori 'oj' one, v\o r̂vno-L tncLivi cUiccL-  ̂ p o p u la t i o n s

\ / Z  ,3 >  c m d U  4 -  ( s e e ,  t e ^ X t  3  1 . 1 1 . ,  p
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F i g U l C  3 . 1 , 1 . 2  I d e n t i f i c a t i o n  o f  l e u c o c y t e  p o p u l a t i o n s  in 
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Figure 3.1.3.1 C o m p a r i s o n  o f  th e  C D 4 +  m o n o c y t e s  a nd  the  

C D 4 +  l y m p h o c y t e s  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in p e r i p h e r a l  b l o o d  

o f  H I V - i n f c c t c d  p a t i e n t s .  T h e  d i s e a s e  c a t e g o r i e s  a re  r e p r e s e n t e d  

as C D C 2 ,  C D C 3 and C D C 4 .  Both  the  pr opo r t ion s  of  C D 4 +  m o n o cy te s  

and  C D 4 +  l y m p h o c y t e s  d e c r e a s e  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .  T h e  

C D 4 +  m o n o c y t e s  a l so h ad  its h e t e r o g e n e i t y  i n c r e a s e d  w i th  d i s ea se  

p r o g r e s s i o n ,  th i s  w a s  m o r e  e v i d e n t  in d i s e a s e  c a t e g o r y  C D C 4  

where  the  m o n o c y t e s  s h o w  a w i d e  rang e  in the  p r o p o r t i o n  o f  C D 4  

e x p r e s s i o n .
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Figure 3.2.2.6 T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  l y m p h o c y t e  i n t e r l e u k i n - 2

( C D 2 5 )  e x p r e s s i o n  in  u n s t i m u l a t e d  w h o l e  b l o o d  c u l t u r e s .  T h e

h i s t o g r a m  c o m p a r e s  t h e  C D 2 5  e x p r e s s i o n  in t h e  u n s t i m u l a t e d

l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  to th e  c o n t r o l  f l u o r e s c e n c e .
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Figure 3.2.2.7 T h e  d i s t r i b u t i o n  o f  l y m p h o c y t e  i n t e r l e u k i n - 2  

( C D 2 5 )  e xp re s s io n  in an t i -C D 3  s t i m u la te d  w h o l e  b l o o d  cul tures .  T h e  

C D 2 5  e x p r e s s i o n  in t h e  s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n ,  is 

c o m p a r e d  to b o t h  t h e  C D 2 5  e x p r e s s i o n  o f  t h e  u n s t i m u l a t e d  

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

o n  t h e  h i s t o g r a m  d e l i m i t s  t h e  C D 2 5  e x p r e s s i o n  d u e  to  t h e  

s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n .
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Chapter 4
4 DISCUSSION AND CONCLUSION.

4 . 1  DISCUSSION.

S t u d i e s  o f  m o n o c y t e s  in H I V  i n f e c t i o n  h a v e  h a d  a t e n d e n c y  

to h a v e  b e e n  u n d e r t a k e n  in v i t ro ,  a nd  l i t t le  h a d  b e e n  d o n e  in v ivo .  T h e  

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

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

p h e n o t y p e  o f  the  m o n o c y t e s  w a s  e x a m i n e d  to l o o k  fo r  e v i d e n c e  o f  in 

v i v o  a c t i v a t i o n  ( 1 5 7 )  a nd  a n y  i n f l u e n c e  o f  th i s  on  f u n c t i o n .  P h e n o t y p e  

(84)  i n c l u d e d  m o n o c y t e  n u m b e r s  b a s e d  on  C D 1 4  ( 9 5 , 8 4 )  and  C D 4  (98 ,8 4)  

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

m a r k e r s  ( 8 0 - 8 6 )  e x p r e s s i o n  in p e r i p h e r a l  b l o o d .  M o n o c y t e  f u n c t i o n  

( 8 4 , 1 0 0 , 1 0 3 )  w a s  s t u d i e d  f i r s t ly ,  by  i n v e s t i g a t i n g  a s s o c i a t e d  p l a s m a  IL-6  

(42)  and  P G E 2 (152 )  s e c re t io n  in v i t ro ,  and  g e n e  e x p r e s s i o n  o f  I L - l a  and 

T N F - o t  (1 3 8 )  in c e l l s  t a k e n  d i r e c t l y  f rom  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  p a t i e n t s .  

S e c o n d l y ,  t h e  a c c e s s o r y  ce l l  f u n c t i o n s  ( 1 2 4 - 1 2 6 )  o f  m o n o c y t e s  w e r e  

s t u d i e d  by  c o m p a r i n g  m o n o c y t e s  T N F  ( 8 5 , 4 9 ) ,  I L - l a  ( 4 1 ,4 9 )  and  P G E 2 

S e c o n d l y ,  t h e  a c c e s s o r y  c e l l  f u n c t i o n s  ( 1 2 4 - 1 2 6 )  o f  m o n o c y t e s  w e r e  

s t u d i e d  by  c o m p a r i n g  m o n o c y t e s  T N F  ( 8 5 , 4 9 ) ,  I L - l a  ( 4 1 ,4 9 )  and  P G E 2 

(1 5 2 )  p r o d u c t i o n  a s s o c i a t e d  w i th  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  in v i t r o  ( 1 5 3 , 1 5 4 ) .

4.1.1 Monocyte Phenotype in Peripheral blood o f  HIV  

P atients .

In o r d e r  to e l u c i d a t e  t h e  n a t u r e  o f  th e  i m m u n e  d e f e c t  in 

A I D S  and  H I V  i n f e c t i o n  ( 8 , 1 1 0 , 1 2 3 ) ,  th e  n u m b e r  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d
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m o n o c y t e s  in i n f e c t e d  p a t i e n t s  w a s  e n u m e r a t e d  u s i n g  f l o w  c y t o m e t r y .  

In v i e w  o f  m o n o c y t e s  b e i n g  th e  r e s e r v o i r s  (24)  fo r  H I V  and  a l so  e f f e c to r  

ce l l s  in a c c e s s o r y  ce l l  f u n c t i o n s  ( 1 2 4 ) ,  it w a s  n e c e s s a r y  to  i n v e s t i g a t e  

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

d i f f e r e n t i a t i o n  a n t i g e n  C D 1 4  ( 4 4 )  d e t e c t e d  o n  m a t u r e  m o n o c y t e s  w a s  

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

M o n o c y t e  n u m b e r s  b a s e d  o n  C D 1 4  s t a i n i n g  a n d  f l o w  c y t o m e t r y ,  w a s  

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

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

p r e v i o u s  repo r t  (9 5 )  w h i c h  f o u n d  th e  to t a l  n u m b e r  o f  m o n o c y t e s  to  be  

r e d u c e d  in pa t i e n t s  w i t h  A I D S - r e l a t e d  c o m p l e x  and  A I D S .

O b s e r v a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  by  

l i g h t  m i c r o s c o p y  ( 1 5 7 ) ,  r e v e a l e d  l a r g e  m o n o n u c l e a r  c e l l s  r e s e m b l i n g  

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

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

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

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

m o n o c y t e  p o p u l a t i o n  in s o m e  H I V  p a t i e n t s ,  p r e d o m i n a n t l y  t h o s e  w i t h  

A I D S .  F o r  the  p u r p o s e  o f  s i m p l i c i t y  in th i s  t h e s i s ,  t h e  u s u a l  m o n o c y t e  

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

a c c o m p a n i e d  by  an e x t r a  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n .  M o n o c y t e  in t h e  e x t r a  

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

a c t i v a t i o n .  An e a r l i e r  r e p o r t  ( 1 5 7 )  h a d  d e m o n s t r a t e d  p e r i p h e r a l  b l o o d  o f  

H I V  p a t i e n t s  to s h o w  s u b s e t s  o f  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  

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

the s i s ,  w a s  n e g l i g i b l e  in c o n t ro l  n o r m a l  b l o o d .  H o w e v e r  in H I V  in fe c t i o n
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the  propo r t i on  was  low at C D C  ca te g o ry  2, at C D C 3 ,  and at C D C 4  there  were  

i n c r e a s i n g l y  m o r e  a c t i v a t e d  m o n o c y t e s .  H o w e v e r ,  th e  p r o p o r t i o n  o f  ce l l s  

in t h i s  e x t r a  p o p u l a t i o n  w a s  r a r e l y  g r e a t e r  t h a n  5 0 % ,  a nd  b o t h  i ts 

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

p r o g r e s s i o n .

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

p r o g r e s s i o n ,  a c c o m p a n i e d  by  th e  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  leve l  o f  H L A -  

D R  e x p r e s s i o n  on  a c t i v a t e d  m o n o c y t e s  in p a t i e n t s ,  s u g g e s t  a p o t e n t i a l  

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

ro le  in th e  e m e r g e n c e  o f  th e  i m m u n e  d e f i c i e n c y  in H I V  pa t i e n ts .  H L A -  

D R  is a m a j o r - h i s t o c o m p a t i b i l i l y  a n t i g e n  e x p r e s s e d  on  m o n o c y t e s  a nd  is 

i n v o l v e d  in a n t i g e n  r e c o g n i t i o n  d u r i n g  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n .  M o n o c y t e  

r e d u c t i o n  in H I V  i n f e c t i o n  w a s  a p o s s i b l e  c o n s e q u e n c e  o f  the  f r e q u e n t  

e x p o s u r e  of  m o n o c y t e s  to a n t i g e n s  (95) .

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

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

r e s u l t s  o b t a i n e d  by  d i f f e r e n t  i n v e s t i g a t o r s  a p p e a r e d  to  b e  c o n f l i c t i n g .  

S o m e  i n v e s t i g a t o r s  s t u d y i n g  A I D S  p a t i e n t s '  p e r i p h e r a l  b l o o d ,  h a d  

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

( 9 3 , 9 9 , 1 0 0 , 1 2 3 ) .  O t h e r s ,  u s i n g  s i m i l a r  m e t h o d o l o g y  s h o w e d  no  s i g n i f i c a n t  

c h a n g e  in m o n o c y t e  n u m b e r s  w h e n  c o m p a r e d  to c o n t r o l s  ( 9 4 - 9 6 ) .  

H o w e v e r ,  th e  p r e s e n t  t h e s i s  d e m o n s t r a t e d  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in 

to t a l  m o n o c y t e  n u m b e r s  in p a t i e n t s  and  c o n t r o l s ,  in a g r e e m e n t  w i t h  a 

p r e v i o u s  r e p o r t  (97) .  H o w e v e r ,  b e c a u s e  th e  t o ta l  w h i t e  ce l l  c o u n t  fel l  

w i th  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  m o n o c y t e s  w a s  s i g n i f i c a n t l y
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i n c r e a s e d  in pa t i e n ts ,  as f o u n d  by  an e a r l i e r  g r o u p  o f  i n v e s t i g a t o r s  (158)  

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

m o n o c y t e s .  L i k e w i s e ,  t h e s e  i n v e s t i g a t o r s  w e r e  u s i n g  th e  s a m e  t e c h n i q u e  

as t h e  p r e s e n t  t h e s i s  to  e n u m e r a t e  m o n o c y t e  n u m b e r s .

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

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

h i g h l y  in d i v i d u a l .  E a c h  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t  h a d  a t e n d e n c y  to s h o w  a

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

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

d i f f e r e n c e  in c c l l u l a r i t y  (8 )  f o u n d  t h r o u g h o u t  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  in

e a c h  pa t i e n t .  I f  th i s  is th e  ca se ,  the  r e su l t s  o f  m o n o c y t e  n u m b e r s  c ou ld

d e p e n d  on e a c h  i n d i v i d u a l  p a t i e n t ’s c h a r a c t e r i s t i c s .

M o n o c y t e  m e m b r a n e  C D 4  e x p r e s s i o n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

d e c r e a s e d  w i t h  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n ,  in p a r a l l e l  w i t h  T - c e l l  C D 4  

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

f o u n d  s i m i l a r  r e s u l t s  (98) .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  d e c r e a s e  in p e r i p h e r a l  

b l o o d  C D 4  p o s i t i v e  m o n o c y t e s  is  u n c e r t a i n .  P o t e n t i a l  e x p l a n a t i o n s  

i n c lu d e  the  d o w n r e g u l a l i o n  o f  m o n o c y t e  m e m b r a n e  C D 4 ,  th e  C D 4  po s i t i v e

m o n o c y t e  t a k i n g  r e s i d e n c e  in t i s s u e s ,  o r  th e  d e s t r u c t i o n  o f  C D 4  p o s i t i v e

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

e x p l a n a t i o n  for  th e  d e c r e a s e  o f  m o n o c y t e  C D 4  e x p r e s s i o n s  w i t h  d i s e a s e

p r o g r e s s i o n  w o u l d  b e  th e  d o w n m o d u l a t i o n  o f  C D 4  s u r f a c e  a n t i g e n  a f te r

H I V  in f e c t i o n .  A p r e v i o u s  s tu d y  (1 5 9 ) ,  d e m o n s t r a t e d  th a t  in v i t r o  H I V  

i n f e c 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 c y t e s  d o w n - m o d u l a t e d  C D 4  s u r f a c e  

p r o t e i n ,  a l t h o u g h  C D 4  m e s s e n g e r  R N A  l e v e l s  w e r e  n o t  a f f e c t e d  in
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m o n o c y t i c  cel l  l ines  (16 0 ) .  T h i s  r e d u c t i o n  in m o n o c y t e s  C D 4  e x p r e s s i o n  

w o u l d  h a v e  an i m p o r t a n t  ro le  in t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  A I D S ,  as C D 4  was 

th e  r e c e p t o r  for  H I V  a t t a c h m e n t  (49 )  and  w a s  i m p o r t a n t  in m o n o c y t e  T-  

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

p a t i e n t  w i t h  A I D S  s h o w e d  a d i f f e r e n t  l eve l  o f  a c t i v a t e d  m o n o c y t e  C D 4  

e x p r e s s i o n .  A s  a r e s u l t ,  t h e s e  p a t i e n t s ,  as  a g r o u p  w i t h  C D C 4  d i s e a s e  

c a t e g o r y ,  h a d  a w i d e  r a n g e  o f  m o n o c y t e s  C D 4  e x p r e s s i o n .  T h i s  

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

d e f i c i e n c y  in e a c h  p a t i e n t ,  an d  m i g h t  b e  a d i r e c t  c o n s e q u e n c e  o f  the  

p a t i e n t s  ab i l i ty  to r e s p o n d  to a n t ig e n s .

M o n o c y t e  C D 4  w a s  c r i t i c a l  in t h e  u p t a k e ,  p r o c e s s i n g  and  

p r e s e n t a t i o n  o f  HIV  g p l 2 0  a n t i g e n  to h u m a n  T - c e l l s  (161 ) .  H o w e v e r ,  this  

b i n d i n g  o f  m o n o c y t e s  C D 4  by  g p l 2 0  (49) ,  a c t i v a t e  m o n o c y t e s  to p r o d u c e  

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

l i p o x y g c n a s c  p a t h w a y s  ( 1 7 ) .  T h e s e  m e t a b o l i t e s  i n c l u d e  P G E 2 (92) and 

I c u k o t r i c n c  B 4  w h i c h  c o u l d  b o t h  f u n c t i o n  as i m m u n o s u p p r e s s a n t s .  P G E 2 

w a s  a p o t e n t i a l  i n h i b i t o r  o f  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  ( 1 5 4 ) .  O t h e r  

c o n s e q u e n c e  o f  the  b i n d i n g  o f  H I V  g p l 2 0  to m o n o c y t e  C D 4  (49)  w a s  the  

p r o d u c t i o n  o f  c y t o k i n e s ,  i n c l u d i n g  I L - a  (40) ,  T N F - a  ( 1 3 0 , 7 4 )  a nd  IL-6 

(1 29 ) .  It  w a s  e v i d e n t  f r o m  t h o s e  p r e v i o u s  r e p o r t  th a t  p r o d u c t i v e  H I V -  

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

o n l y  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  v i r u s  to  t h e  m o n o c y t e  C D 4  m o l e c u l e  w a s  

n e c e s s a r y .

O n e  o r i g i n a l  o b s e r v a t i o n  m a d e  in t h i s  t h e s i s  is t h e  

d e s c r i p t i o n  o f  t w o  d i s t i n c t  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  w h i c h  a re  l i k e l y  to
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e x is t  in v ivo .  T h e  t w o  m o n o c y t e  p o p u l a t i o n s  l i k e ly  to  e x i s t  in p a t i e n ts  

h a d  a m a r k e d  d i f f e r e n c e  in  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s u r f a c e  m a r k e r s .  A 

s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  s u r f a c e  m a r k e r s  w e r e  e x p r e s s e d  on  the  

la r g e r  m o n o c y t e s  o f  t h e  e x t r a  p o p u l a t i o n .  T h e  l e u c o c y t e  s p e c i f i c  m a r k e r  

C D 4 5 ,  t o g e t h e r  w i t h  t w o  o t h e r  a c t i v a t i o n  m a r k e r s ,  n a m e l y  t h e  c l a s s  II 

h i s t o c o m p a t i b i l i t y  a n t i g e n  H L A - D R  a n d  t h e  F c  g a m m a  r e c e p t o r  III  

( G D I 6) w h i c h  p l a y e d  a r o le  in th e  c l e a r a n c e  o f  i m m u n e  c o m p l e x e s ,  w e re  

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

( 8 0 , 8 1 ) .  As  d o c u m e n t e d  p r e v i o u s l y  ( 8 4 , 8 5 ) ,  t h e  t r a n s f e r r i n  r e c e p t o r  

( C D 7 1 ) ,  w h i c h  is r e p o r t e d  to b e  a m a r k e r  f o r  d i f f e r e n t i a t i o n  and  

a c t i v a t i o n  for  m o n o c y t e s  ( 1 6 2 ) ,  a n d  t h e  c o m p l e m e n t  r e c e p t o r  ( G D I  l b ) ,  

s h o w e d  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  w h i c h  w a s  no t  s i g n i f i c a n t .  T h e  m o n o c y t e  

s p e c i f i c  s u r f a c e  m a r k e r  G D 1 4 ,  w i th  G D 4 ,  the  r e c e p t o r  fo r  H I V  g p l 2 0  

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

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

mcr^Ltsecl  e x p r e s s i o n  o f  cLcbii/cihon m a r k e r s ,  th i s  s u g g e s t s  th a t  th i s  w a s  an 

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

p r e v i o u s  r e p o r t s  ( 1 6 3 , 1 6 4 , 9 5 )  w h i c h  f o u n d  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  

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

H I V  has  th e  c a p a c i t y  to in f ec t  m o n o c y t e s  b e f o r e  i n f e c t i o n  o f  

T - l y m p h o c y t e s  ( 1 6 5 ) .  O b s e r v a t i o n s  m a d e  in t h e  p r e s e n t  t h e s i s  o f f e r  a 

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

i n t e r a c t i o n s  and  t h e  t r a n s f e r  o f  H I V  f r o m  m o n o c y t e  to  G D 4  p o s i t i v e  

l y m p h o c y t e s .  I n c r e a s e d  H L A - D R  e x p r e s s i o n  o n  th e  a c t i v a t e d  m o n o c y t e s  

w o u l d  f a v o u r  m o n o c y t e  G D 4 - p o s i t i v e  T - c e l l  i n t e r a c t i o n s ,  s i n c e  h e l p e r  T -  

cei l  r e c o g n i s e d  a n t i g e n s  in a s s o c i a t i o n  w i th  M H G  c l a s s  11 d e t e r m i n a n t s  

(166 ) .  A s  a re su l t ,  th i s  i n t e r a c t i o n  f a v o u r e d  th e  r e l e a s e  o f  c y t o k i n e s ,
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i n c l u d i n g  lL -1 ,  by a c t i v a t e d  m o n o c y t e s  ( 1 6 7 )  w h i c h  c o u l d  th e n  p r o m o t e  

T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  and  c o n s e q u e n t l y  th e  r e p l i c a t i o n  o f  H I V  in T - c e l l s  

( 1 6 5 ) .  S u c h  w a s  t h e  c a s e  in  t h e  p r e s e n t  t h e s i s  w h i c h  d e m o n s t r a t e d  a 

p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  o f  IL -1  in c u l t u r e  w i t h  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  T h i s  

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

v i r u s  ( 3 5 - 4 2 )  w h i c h  c o u l d  t h e n  p r o d u c t i v e l y  i n f e c t  ( 3 5 - 4 2 )  a n d  a c t i v a t e  

o t h e r  m o n o c y t e  ( 3 8 - 4 2 ) .  T h i s  c y c l e  o f  m o n o c y  t e - T - l y m p h o c y t e  

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

s u p p o r t e d  by th e  d a t a  d e s c r i b i n g  d e c r e a s i n g  m o n o c y t e  and  T - c e l l  c o u n t  

(95)  in d i s e a s e  p r o g r e s s i o n .

T h e  m a i n  l i g a n d  for  HIV-1  is the  C D 4  r e c e p t o r  (49 ,50)  w hi ch  

is p r e s e n t  on  m o n o c y t e s  ( 5 5 , 5 6 )  m a c r o p h a g e s  ( 5 9 , 6 0 ) ,  and  T - l y m p h o c y t e s  

( 5 3 , 5 4 ) .  T h e  v i r u s  e n t r y  i n t o  m o n o c y t e s  w a s  d i r e c t e d  by  t h e  v i r a l  

e n v e l o p e  g l y p o p r o t e i n  g p l 2 0  b o u n d  t o  C D 4 ,  a n d  t h e  v i r a l  

t r a n s m e m b r a n c  p r o t e i n  g p 4 1 ,  e m b e d d e d  in t h e  l i p i d  m e m b r a n e  th a t  

s u r r o u n d s  th e  v i r i o n  (1 8 ) .  R e c e n t l y  o t h e r  m o d e s  o f  v i r u s  e n t r y  in to  

m o n o c y t e s  has  b e e n  d o c u m e n t e d .  T w o  o t h e r  c o m p o n e n t s  ( 1 6 8 )  o f  h u m a n  

s e r u m  w e r e  f o u n d  to  e n h a n c e  H I V  i n f e c t i o n  a n d  to  m a s k  H I V - 1  

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

h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  in t h e  s e r a  o f  s e r o p o s i t i v e  p a t i e n t s  ( 1 6 8 )  an d  F c  

g a m m a  R e c e p t o r  I I I  a n t i b o d i e s  i n h i b i t e d  t h e  e n h a n c e m e n t  o f  H I V -  

i n f e c t i o n  in v i t r o  ( 1 6 9 ) .  O n  th e  o t h e r  h a n d ,  H I V - I - i n f e c t e d  ce l l  l i n e s  

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

a l t e r n a t i v e  p a t h w a y s ,  l e a d i n g  to d e p o s i t i o n  o f  C 3 f r a g m e n t s  on  th e  ce l l  

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

cel l  (20) .  Yet  H I V - i n f e c t e d  ce l l s ,  c o a t e d  w i th  c o m p l e m e n t  f o r m e d  ro se t t e s  

by  i m m u n e  a d h e r e n c e  w i t h  c o m p l i m e n t  r e c e p t o r  ( C R 3 )  b e a r i n g  c e l l s
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(170) ,  A l t h o u g h  s o m e  re su l t s  su g g e s t  tha t  Fc  g a m m a  re c e p to r  III (21)  and 

C R 3  ( 2 0 )  on m o n o c y t e s  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  e n h a n c e m e n t  o f  

H I V  in fec t i v i t y  by  a p a t h w a y  d i f f e r e n t  f r o m  th e  C D 4  m o l e c u l e ,  it is no t  

c l e a r  w h e t h e r  a n t i b o d y  e n h a n c e m e n t  o f  H I V  i n f e c t i o n  o c c u r e d  in v iv o

(171) .  T h e  lack  o f  F c  g a m m a  r e c e p t o r  III  and  C R 3  w o u ld  l ike ly  h i n d e r  

th i s  r o u t e  o f  i n f e c t i o n  o n  c i r c u l a t i n g  m o n o c y t e s  in v iv o .  I n c i d e n t a l l y ,  

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

o f  F c  g a m m a  r e c e p t o r  111 (80 )  and  C D l l b  ( 8 5 - 8 6 )  in  k e e p i n g  w i t h  da ta  

p r e s e n t e d  in th i s  the s i s .

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

a s s y m m e i r y  in s u r f a c e  m a r k e r  e x p r e s s i o n  w i t h  r e s p e c t  to the  a c t i v a t e d  

p o p u l a t i o n .  T h e  lL -2  r e c e p t o r  ( C D 2 5 )  a T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  m a r k e r  a l so  

e x p r e s s e d  on m o n o c y t e s ,  t o g e t h e r  wi th  C D 4  and  C D l l b  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  

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

m o n o c y t e  to s h o w  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  C D 4  (9 8 )  and 

C D 2 5  (81) ,  w h i l e  r e d u c e d  (83 )  o r  no  s i g n i f ic a n t  d i f f e r e n c e  (84)  in CD l lb  

e x p r e s s i o n .

T h e  s ig n i f ic a n t  l eve l  o f  C D 2 5  ( IL-2  r e c e p to r )  (81)  in the  first  

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

i m m u n o p a t h o g e n e s i s  o f  HIV-1 i n f e c t i o n .  T h e  p r e s e n c e  o f  IL -2  r e c e p t o r s  

on  m o n o c y t e s  c a n  b i n d  to ,  a b s o r b  a n d  d e p l e t e  a n y  s o l u b l e  I L - 2  

c i r c u l a t i n g  in the b l o o d  (172 ) .  T h is  p r o v i d e d  a p l a u s i b l e  m e c h a n i s m  for 

any  d e c r e a s e  in IL-2 l e v e ls  and p o s s i b l y  c o n t r i b u t e d  to the  d e c r e a s e d  T-  

cel l  p r o l i f e r a t i v e  c a p a c i t y  in A I D S  p a t i e n t s  ( 1 7 3 ) ,  as o b s e r v e d  in th e  

p r e s e n t  t he s i s .  O n  t h e  o t h e r  h a n d  any  s h e d d i n g  o f  I L - 2  r e c e p t o r  by
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m o n o c y l c s  c o u l d  c o n t r i b u t e  to  t h e  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  s o l u b l e  IL -2  

r e c e p t o r  in A I D S  p a t i e n t s  ( 1 7 3 , 1 7 4 ) .  It  is p o s s i b l e  th a t  m o n o c y t e s  in the

f i rs t  p o p u l a t i o n  b e c o m e  a c t i v a te d  by  H I V  o r  c y t o k i n e s  (eg  IL-2  o r  y - I F N )  

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

th e  p r o c e s s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  to m a c r o p h a g e s .  S i n c e  b l o o d  m o n o c y t e s  in 

H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  h a v e  b e e n  s h o w n  to  e x p r e s s  p h e n o t y p i c  an d

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

p o p u l a t i o n  ( 8 1 , 1 0 0 , 1 5 7 )  t h e  p o s s i b i l i t y  e x i s t  t h a t  t h e  h e t e r o g e n e i t y  in 

p h e n o t y p e s  i n f l u e n c e d  f u n c t i o n s  in v i v o .  I L - 2  r e c e p t o r  p o s i t i v e

m o n o c y t e s  m i g h t  b e  m o d u l a t e d  by  I L - 2  a n d  c o n s e q u e n t l y  e x p r e s s  

a c t i v a t i o n  m a r k e r s  ( 8 0 , 8 1 , 8 2 ) ,  w h i c h  r e g u l a t e d  t h e  s e c r e t i o n  o f  

c y t o k i n e s  such  as I L - l a  (40) ,  T N F - a  (76) ,  IL-6  (42),  p l u s  p ro d u c t  as P G E 2 

( 9 2 ) .  T h e  a b n o r m a l i t i e s  in c y t o k i n e s  a n d  P G E 2 le v e l s  w o u l d  h a v e  a 

n e g a t i v e  e f f e c t  o n  a c c e s s o r y  ce l l  f u n c t i o n  ( 1 2 4 , 1 2 4 , 1 2 6 ) ,  a n d  f a v o u r

i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  H I V  ( 3 2 - 4 2 ) .  S u c h  a b n o r m a l i t i e s  o f  m o n o c y t e  

func t i on  is as so c ia te d  w i t h  A I D S  (164) .  This  s u p p o r t s  th e  p a ra d o x  o f  a cell  

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

i m p a i r e d  ( 9 9 , 1 0 8 , 1 6 3 , 1 7 5 , 1 7 6 ) .

4.2.1 Monocyte functions in peripheral blood of  HIV patients.

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

i n d i r e c t l y  by  m e a s u r i n g  p l a s m a  I L - 6  l e v e l s  in t h e  b l o o d  o f  p a t i e n t s .  

I n l e r l e u k i n - 6  ( I L - 6 ) ,  is  a p h o s p h o g l y  c o p r o t e i n  a n d  a m u l t i f u n c t i o n a l  

c y t o k i n e  i n d u c e d  by a v a r i e ty  o f  s t imu l i .  M o n o c y t e s  a l so  p r o d u c e  IL- 6  in 

v i t r o  on  s t i m u l a t i o n  w i th  d i f f e r e n t  s i g n a ls ,  s u c h  as  b a c te r ia ,  v i r u s e s  and  

o t h e r  c y t o k i n e s  ( 1 2 8 , 1 7 7 ) .  P o l y c l o n a l  B - c e l l  a c t i v a t i o n  a n d  

i m m u n o g l o b u l i n  ( I g)  s e c r e t i o n  a re  c h a r a c t e r i s t i c s  s e e n  in H I V  in f e c t i o n
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( 1 7 8 , 1 7 9 ) .  T o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  B - c e l l  s t i m u l a t o r y  c y t o k i n e s  in th i s  

p r o c e s s ,  p e r i p h e r a l  b l o o d  IL - 6  leve l  w a s  e x a m i n e d  in H l V - i n f e c t i o n .

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

h e a l t h y ,  n o n  H I V - i n f e c t e d  d o n o r s ,  p r i m a r i l y  m o n o c y t e s ,  c an  b e  i n d u c e d  

in v i t r o  by  H I V  to  s e c r e t e  I L - 6  ( 1 8 0 ) .  E m p h a s i s  w a s  n o w  p l a c e d  on 

w h e t h e r  m o n o c y t e  I L - 6  p r o d u c t i o n  w a s  e l e v a t e d  in v i v o  in H I V - i n f e c t e d  

p a t i e n ts ,  to a s s o c i a t e  th e  p o s s i b l e  ro le  o f  o v e r p r o d u c t i o n  o f  th i s  c y t o k i n e  

in the  B-ce l l  a c t i v a t i o n  a ss o c ia te d  w i th  H I V  in fe c t i o n .  A l s o  to se e  i f  there  

w a s  a ny  r e l a t i o n  o f  I L - 6  l e v e l s  to a n y  o t h e r  p a r a m e t e r s ,  s u c h  as 

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

i m m u n o g l o b u l i n  l e v e l .

It h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  H I V - i n f e c t e d  i n d i v i d u a l s  h a v e  

a b n o r m a l l y  e l e v a t e d  s e r u m  i m m u n o g l o b u l i n  ( Ig )  l e v e l s  ( 1 7 8 ) ,  and  th a t  a 

p r o p o r t i o n  o f  H I V  i n f e c t e d  i n d i v i d u a l  d i s p l a y e d  a b n o r m a l l y  e l e v a t e d  

n u m b e r s  o f  B - c c l l  in t h e  c i r c u l a t i o n  ( 1 7 9 ) .  H o w e v e r ,  in th e  p r e s e n t  

repo r t ,  IL -6  le ve ls  w e r e  s h o w n  to b e  e l e v a t e d  in H I V  pa t i en ts ,  in k e e p i n g  

wi th  a p r e v i o u s  r e p o r t  ( 1 2 8 ) ,  b u t  th e  I L - 6  lev e l  d id  n o t  c o r r e l a t e  wi th  

d i s e a s e  p r o g r e s s i o n ,  n u m b e r  o f  B - c e l l s ,  to t a l  w h i t e  ce l l  c o u n t  n o r  to ta l  

se r u m  Ig G  level  (1 2 9 ) .  H o w e v e r ,  p l a s m a  I L - 6  l e v e l  d id  c o r r e l a t e  w i th  th e  

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

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

c i r c u l a t i n g  c y t o k i n e s  l e v e l s  in H I V  p a t i e n t s  w h e r e  s e r u m  t u m o u r  

g r o w t h  f a c t o r  b e t a  ( T G F - p )  l e v e l s  c o r r e l a t e d  w i t h  C D  16 e x p r e s s i o n  (33) .  

M o s t  d r a m a t i c  w a s  th e  5- fo ld  in c r e a s e  o f  p l a s m a  IL -6  leve l  in p a t i e n t s  o f  

C D C 3  d i s e a s e  c a t e g o r y ,  c o m p a r e d  to  p a t i e n t s  in C D C 2  and  C D C 4 .  T h e
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in c r e a s e  d id no t  a p p e a r  to b e  r e l a te d  to e i t h e r  d i s e a s e  s ta tus ,  th e  n u m b e r  

o f  B - c c l l ,  n o r  Ig G  le v e l s .  E a r l i e r  r e p o r t  h a d  s h o w e d  tha t  H I V - i n f e c t e d  

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

p l a s m a  I L - 6  l e v e l s  as  b a c l e r i a l l y  c o i n f e c t e d  H I V - i n f e c t e d  d o n o r s  

( 1 2 9 , 1 8 1 , 1 8 2 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  H I V  as we l l  as  b a c t e r i a ,  p l a y e d  a cen t ra l

ro l e  in i n d u c i n g  i n c r e a s e d  p l a s m a  I L - 6  l e v e l s  t h r o u g h  p e r i p h e r a l  b l o o d

m o n o n u c l e a r  ce l l  a c t i v a t i o n  in v i v o .  P o s s i b l y ,  H I V  is a c t i n g  in t h e s e

p a t i e n t s  in a f a s h i o n  s i m i l a r  to  th a t  se e n  in v i t ro ,  w h e r e  it c an  d i re c t ly  

s t i m u l a t e  m o n o c y t e s  to  p r o d u c e  IL - 6  (180 ) .

T h e  m e c h a n i s m s  o f  I L - 6  i n d u c t i o n  by  H I V  are  u n c l e a r .  I f  

th e  in v i t ro  i n v e s t i g a t i o n  o f  l L - 6  in e a r l i e r  r e p o r t s  a re  c o n s i d e r e d ,  an in

v iv o  c o u n t e r p a r t  is e x p e c t e d  to s h o w  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  th i s  c y t o k i n e  in 

H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s .  T h i s  e l e v a t e d  in v i v o  IL -6  lev e l  w a s  d e m o n s t r a t e d  

in the  p r e s e n t  the s i s .  It is p o s s i b l e  t ha t  th e  m o n o c y t e s  s e c r e t i n g  IL -6  in

pa t i e n ts  a rc  a lso th o s e  p r o d u c t i v e l y  i n f ec te d  wi th  H I V .  T h i s  id ea  c o u l d  be  

s u p p o r t e d  by  the  r e p o r t  ( 1 2 8 )  w h i c h  s h o w e d  th a t  p a t i e n t s  i n f e c t e d  wi th  

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

s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  s e r u m  I L - 6  l e v e l s  th an  p a t i e n t s  i n f e c t e d  w i t h  H I V  

w h ic h  w as  c a p a b l e  o f  r e p l i c a t i n g  on ly  in T -c e l l  c u l t u r e s .  H o w e v e r ,  it  has  

b e e n  r e p o r t e d  t ha t  H I V  c o u l d  i n d u c e  a t r a n s i e n t  i n c r e a s e  o f  l L - 6  g e n e  

e x p r e s s i o n  in m o n o c y t e s  w i t h o u t  i n f e c t i n g  the  c e l l s ,  p o s s i b l y  by  s ign a l

t r a n s d u c t i o n  v i a  t h e  ce l l  s u r f a c e  I L - 6  r e c e p t o r  p r o t e i n  ( 1 8 0 ) .  I f  th a t  is

th e  c a s e ,  it s e e m e d  t h a t  a c t i v a t e d  m o n o c y t e s  w e r e  r e s p o n s i b l e  fo r  th e  

e le v a t e d  IL -6  leve l  se e n  in v iv o .  T h i s  c o u ld  g i v e  a p l a u s i b l e  e x p l a n a t i o n  

fo r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p l a s m a  I L - 6  l e v e l s  a nd  th e  

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

thes i s .  T h e  ro le  l L - 6  p l a y e d  in th e  p a t h o g e n e s i s  o f  H I V  d i s e a s e  is sti l l
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u n c e r t a i n .  I L - 6  m i g h t  a f f ec t  th e  a c c e s s o r y  cel l  fu n c t io n  as a m e d i a t o r  o f  

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

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

p r o l i f e r a t i o n ,  as  r e p o r t e d  b y  in  v i t r o  e x p e r i m e n t s  ( 1 8 3 ) .  It  is a l s o  

r e p o r t e d  th a t  a c t i v a t e d  T - c e l l s  r e p l i c a t e  H I V  in p r e f e r e n c e  to r e s t i n g  T -  

ce l l s  (184) .  B y  i n d u c i n g  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  I L - 6  m a y  c o n t r i b u t e  to the  

e x p a n s i o n  o f  the  p o o l  o f  H I V - i n f e c t e d  T - c e l l s .

T h e  f i n d i n g  t h a t  IL - 6  u p r e g u l a t e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  H I V  in

v i t r o ,  b o t h  d i r e c t l y  a n d  in s y n e r g y  w i t h  T N F - a  ( 1 3 5 ) ,  p r o v i d e s  a 

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

tha t i n f l u e n c e  the  d e g r e e  o f  H I V  e x p r e s s i o n  in v iv o .  As  s u g g e s t e d  m  a 

p r e v i o u s  repo r t  ( 1 3 5 ) ,  it  is p o s s i b l e  th a t  l L - 6  a f f e c t s  th e  e x p r e s s i o n  o f  

HIV  by  at least  t w o  m e c h a n i s m s .  In the p r e s e n c e  o f  T N F - a ,  IL - 6  i n c r e a s e s

th e  l e v e l s  o f  v i ra l  t r a n s c r i p t i o n  and  o f  s t e a d y  s t a t e  R N A ,  r e s u l t i n g  in a

s y n e r g i s t i c  e n h a n c e m e n t  o f  H I V  e x p r e s s i o n .  In t h e  a b s e n c e  o f  T N F - a ,  

I L - 6  a c t s  p o s t - t r a n s c r i p t i o n a l l y , i n c r e a s i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  H I V  

p r o t e i n s  w i t h o u t  i n d u c i n g  n e w  t r a n s c r i p t i o n  o f  H I V - R N A .  

U n d e r s t a n d i n g  t h e  r o l e  o f  T N F - a ,  I L - 6  an d  o t h e r  c y t o k i n e s  in H I V -  

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

w i th  th e  v ira l  b u r d e n  an d  the  d e t e r i o r a t i o n  o f  t h e  i m m u n e  f u n c t i o n s  in 

th e  d i s e a s e  p r o g r e s s i o n  to  A I D S  ( 2 3 ) .  T h i s  w o u l d  e m p h a s i z e  t h e  

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

th i s  t h e s i s .

A p a r t  f r o m  t h e  in v i v o  I L - 6  p r o d u c t i o n ,  p e r i p h e r a l  b l o o d  

m o n o c y t e s  f r o m  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  w e r e  s e e n  to  e x p r e s s  t h e  g e n e s
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fo r  T N F - a  (138) ,  w h i c h  w a s  d e t e c t e d  b y  p o l y m e r a s e  c h a i n  re a c t i o n  ( P C R )  

t e c h n i q u e s .  D e s p i t e  t h a t  a b i l i t y  o f  T N F - a  to  m e d i a t e  a v a r i e t y  o f  

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

s y s t e m ,  s u r p r i s i n g l y  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  i t s  r e l e v a n c e  to  t h e  

d i s r e g u l a t i o n  o f  th e  i m m u n e  s y s t e m  in v i v o  in H I V  d i s e a s e .  T h e r e  a re 

m u c h  d a t a  l i n k i n g  T N F - a  to  H I V ,  b u t  th e  v a s t  m a j o r i t y  o f  t h e s e  s tudies 

w e r e  p e r f o r m e d  in v i t r o ,  so  t h e i r  b i o l o g i c a l  r e l e v a n c e  is  u n c l e a r .  In the  

p r e s e n t  t h e s i s ,  an i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  T N F  b y  a d h e r e n t  

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

T N F - a  in H IV  pa t ie n t s  tha n  T N F - p ,  and  g r e a t e r  e x p r e s s i o n  o f  T N F - P  than 

T N F - a  in c o n t r o l s .  In a g r e e m e n t  w i t h  a p r e v i o u s  r e p o r t  ( 1 4 0 ) ,  o n ly  a 

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

s t i m u l a t i o n  in c u l t u r e .  T h e  i n c r e a s e d  T N F - a  e x p r e s s i o n  w i t h  n e g l i g i b l e  

s e c r e t i o n  is s u p p o r t e d  by  e a r l i e r  i n v e s t i g a t i o n  w h i c h  f o u n d  T N F - a  to be 

abse nt  in the  s c rum  o f  H I V  p a t ie n ts  in d i s e a s e  c a t e g o r i e s  C D C 3  and  C D C 4 ,  

w h i l e  a m i n o r i t y  o f  p a t i e n t s  in C D C 2  s h o w e d  d e t e c t a b l e  l e v e l s  o f  

e x p r e s s i o n  ( 1 8 5 ) .

T N F - a  and  T N F - p  ( l y m p h o t o x i n )  a r e  p a r t i a l l y  h o m o l o g o u s  

c y t o k i n e s .  T h e y  s h a r e  3 0 %  h o m o l o g y  at t h e  a m i n o  ac id  le v e l .  A l t h o u g h  

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

b io l o g i c a l  a c t iv i t i e s  (1 8 6 ) .  T h e  t w o  c y t o t o x i n s  a re  e n c o d e d  by  d is t i n c t  bu t  

c l o s e l y  l in k e d  g e n e s  in th 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  r e g i o n  o f  

h u m a n  c h r o m o s o m e  6 (1 8 7 ) .  T N F  h a d  b e e n  s h o w n  to b e  p r o d u c e d  by 

m o n o c y t e s ,  m a c r o p h a g e s  a n d  l y m p h o c y t e s  s u b s e t s  ( 1 8 8 ) .

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

and  l o w  T N F - p ,  w h i l e  c o n t r o l s  h a v e  e l e v a t e d  T N F - p  and lo w  T N F  - a
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e x p r e s s i o n .  T h e  a b i l i t y  o f  n o r m a l  p e r i p h e r a l  b l o o d  m o n o n u c l e a r  ce l l s  to 

p r o d u c e  T N F - a  and  T N F - p  m R N A  in r e s p o n s e  to IL -2  in the  a b s e n c e  o f  

o t h e r  a c t i v a t i o n  s i g n a l s ,  h a d  a l r e a d y  b e e n  i n v e s t i g a t e d  in v i t r o  (1 8 9 ) .  

P r e v i o u s  r e p o r t s  ( 1 9 0 , 1 9 1 )  h a d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  T N F - a  m R N A  h a d  a 

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

m o n o n u c l e a r  ce l l s ,  w h i l e  T N F - p  m R N A  w a s  e x p r e s s e d  la te r  and  s h o w e d  a 

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

m R N A  c o d i n g  f o r  t h e  t w o  c y t o k i n e s .  F r o m  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  

th e s i s ,  it is a p p a r e n t  t h a t  H I V  in f e c t i o n  is p r e d o m i n a n t l y  r e g u l a t i n g  the  

p r o d u c t i o n  o f  T N F - a  and p in H I V  p a t i e n t s ,  w h i l e  in c o n t r o l s  bo th  

c y t o k i n e s  a rc  m o d u l a t e d  by  I L - 2  o w i n g  to l y m p h o c y t e  c o n t a m i n a t i o n  o f  

the  m o n o c y t e  s a m p l e .  B e c a u s e  o f  th e  r a p id  t u r n o v e r  ra te  o f  T N F - a  in 

co n t r o ls ,  th i s  c y t o k i n e  is a p p a r e n t l y  e x p r e s s e d  at a l o w e r  leve l  th a n  T N F -  

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

at a h i g h e r  leve l  t h a n  t h e  a l p h a  f o r m .  In c o n t r a s t ,  t h e  b u r d e n  o f  

p e r s i s t e n t  H I V  in p a t i e n t s  u p r e g u l a t e s  T N F - a  t r a n s c r i p t i o n  in p a t i e n t s '  

m o n o n u c l e a r  c e l l s .  H a v i n g  a h i g h  t u r n o v e r  r a t e ,  T N F - a  e v e n t u a l l y  

a c c u m u l a t e s  r a p i d l y  a n d  s e e m s  to  b e  e x p r e s s e d  a t  h i g h e r  l e v e l s  th an  

T N F - P ,  in pa t ien ts .

T h e  m e c h a n i s m ( s )  o f  c o n s t i t u t i v e  T N F - P  m R N A  a c c u m u l a t i o n  

in c o n t r o l  m o n o c y t e s  m a y  o p e r a t e  on  s e v e r a l  l e v e l s .  O n e  p o s s i b l e  

e x p l a n a t i o n  is tha t t h e  p r o m o t e r  f o r  T N F - P ,  w h i c h  is r e p r e s s e d  in n o r m a l  

T  and  B - c c l l s  ( 1 9 2 ) ,  f u n c t i o n s  c o n s t i t u t i v e l y  in m o n o c y t e s .  In a d d i t i o n ,  

the  p r e s e n t  t h e s i s  r e v e a l e d  t r a c e s  o f  IL -2  in c o n t r o l s  d u e  to l y m p h o c y t e  

c o n t a m i n a t i o n  o f  th e  m o n o c y t e s .  H o w e v e r ,  n o  IL -2  w a s  d e t e c t e d  in H I V  

p a t i e n ts ,  o w i n g  to a p u r e r  m o n o c y t e  s a m p l e .  I t  is i m p o r t a n t  to n o t e  t h a t  

IL -2  is a c y t o k i n e  p r o d u c e d  by  l y m p h o c y t e s  and  n o t  by m o n o c y t e s .  T h u s ,
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T N F - p  p r o m o t e r  in c o n t r o l  m o n o c y t e s ,  m a y  a l s o  b e  f u n c t i o n i n g  as a 

r e s u l t  o f  I L - 2  a c t i v a t i o n ,  as  f o u n d  b y  e a r l i e r  i n v e s t i g a t o r s  ( 1 8 9 ) .  

C o n s t i t u t i v e l y ,  T N F - p  p r o m o t e r  a c t i v i t y  c o u l d  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  the  

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

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

r e g u l a t o r y  e l e m e n t s  w o u l d  p r o b a b l y  b e  r e c o g n i z e d  b y  D N A - b i n d i n g  

p r o t e i n s  th a t  a re p r e s e n t  o r  m o d i f i e d  in  c e l l - t y p e  s p e c i f i c  m a n n e r  in 

c o n s t i t u t i v e  T N F - p  m R N A  e x p r e s s i o n ,  t h e r e b y  a c t i v a t i n g  e l e m e n t  

f u n c t i o n .  P o s t - t r a n s c r i p t i o n a l  r e g u l a t i o n  o f  m R N A  s t a b i l i t y  m a y  a l so  be  

c o n t r i b u t i n g  to th i s  u p r e g u l a t i o n  o f  T N F - p  in th e se  ce l l s  (193) .

T h e  m a i n  p a t h o l o g i c a l  f i n d i n g s  in  H I V  i n f e c t i o n s  a r e  

th o u g h t  to be related  to T N F - a  (194) ,  and T N F - a  m a y  a lso u p - r e g u l a l e  H IV  

e x p r e s s i o n  in v i t ro  b y  a c t i v a t i o n  o f  th e  n u c l e a r  f a c t o r  kB ( N F - k B ) ,  and  

H I V  c o u l d  t h e r e f o r e  a u g m e n t  i ts  o w n  e x p r e s s i o n  (4 0 , 4 1 , 4 2 ) .  It is p o s s i b l e  

th a t  w h a t  is h a p p e n i n g  in v i t r o  m a y  h a v e  an  in v i v o  c o u n t e r p a r t .

H o w e v e r ,  It ha s  b e e n  e s t a b l i s h e d  in v i v o  t h a t  H I V ,  w h i c h  u t i l i s e s  a 

f u n c t i o n a l l y  i m p o r t a n t  m o l e c u l e  ( C D 4 )  on  t h e  s u r f a c e  o f  i m m u n e

c o m p e t e n t  t a rge t  c e l l s  as its r e c e p t o r  fo r  cel l  e n t r y  (48) ,  ha s  a l s o  e v o l v e d

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

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

s y s t e m .

4.2 .1 .1  A ccessory  cell functions o f  m onocytes.

T h e  m o n o c y t e  is an a c c e s s o r y  ce l l  in th a t  it  f u n c t i o n s  as a 

m o d u l a t o r  o f  l y m p h o c y t e  f u n c t i o n  in i m m u n e  r e s p o n s e s .  B e i n g  D R -
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p o s i t i v e ,  il s h o w s  M H C  r e s t r i c t i o n  in ils i n t e r a c t i o n  w i th  h e l p e r  T - c e l l s  

w h e n  in i t i a t i n g  an i m m u n e  r e s p o n s e .  Bo th  t h e  m o n o c y t e  and  th e  T -c e l l  

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

f r o m  H I V - i n f e c t e d  p a t i e n t s  t o  f u n c t i o n  as  a c c e s s o r y  c e l l s  f o r  t h e  

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

b e e n  s t u d i e d  to  a l i m i t e d  e x t e n t  ( 1 2 4 - 1 2 6 ) .  B e c a u s e  T - l y m p h o c y t e  

a c t i v a t i o n  is d e p e n d e n t  o n  a c c e s s o r y  c e l l s  (4 7 ) ,  a n y  d e f e c t i v e  a c c e s s o r y  

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

f u n c t i o n  o b s e r v e d  in H I V  p a t i e n t s .

T h e  a ss ay  o f  IL - 2  r e c e p t o r  ( C D 2 5 )  e x p r e s s i o n  o r  l y m p h o c y t e s  

s t i m u l a t e d  wi ih  a n t i - C D 3  a l l o w e d  a p a r a l l e l  a s s e s s m e n t  o f  a c t i v a t i o n  and  

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

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

i n c o r p o r a t i o n .  W i t h  th i s  s y s t e m ,  a p o s i t i v e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  I L - l a  

s e c r e t i o n ,  T N F - a  a n d  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n  w a s  f o u n d .  A l s o ,  an  i n v e r s e  

a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  P G E 2 p r o d u c t i o n  and  p r o l i f e r a t i o n  w a s  o b s e r v e d .

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

l y m p h o c y t e  r e s p o n s e s  t o  a n t i - C D 3  s t i m u l a t i o n ,  r e v e a l e d  s o m e  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  H I V - i n f e c t i o n .  T h e  n e g a t i v e  r e s p o n d e r s  h a d  d e f e c t i v e  

m o n o c y t e  a c c e s s o r y  ce l l  f u n c t i o n ,  s h o w i n g  n o  I L - l a ,  l o w  T N F - a ,  and  

e l e v a t e d  l e v e l s  o f  P G E 2  w h i c h  c o u l d  i n h i b i t  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  A 

p r e v i o u s  r e p o r t  ( 1 2 5 )  h a d  d e m o n s t r a t e d  d e f e c t s  in a c c e s s o r y  c e l l  

f u n c t i o n  o f  a n t i - C D 3  t r i g g e r e d  b l o o d  m o n o n u c l e a r  c e l l s  w h i c h  s h o w e d  

s i g n i f i c a n t l y  d e c r e a s e d  T - c e l l  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  l o w  I L - l a  

l e v e l s .  H o w e v e r ,  P G E 2 w a s  t h e  m a i n  f a c t o r  in s u p p r e s s i n g  T - c e l l

1 4 2



p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s  ( 1 9 5 ) .  T h e  g o o d  r e s p o n d e r s  on  th e  c o n t r a r y  ha d  

g o o d  m o n o c y t e  a c c e s s o r y  ce l l  f u n c t i o n ,  s i n c e  b o t h  I L - l a  a n d  T N F - a  

l e v e ls  w e r e  e l e v a t e d ,  a n d  l o w  P G E 2  le ve ls  f a v o u r e d  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  

T h e  p o o r  and  g o o d  r e s p o n d e r s  s h a r e d  a s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  in T N F - a  

le ve ls  s u g g e s t i n g  t h a t  n o t  o n ly  P G E 2  b u t  a l so  T N F - a  m ig h t  b e  p l a y i n g  a 

r o l e  in i n h i b i t i n g  t h e  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  T N F - a  h a s  b e e n  r e p o r t e d  to 

u p r e g u l a t e  H I V  e x p r e s s i o n  ( 4 0 , 4 1 , 4 2 )  r e s u l t i n g  in i n c r e a s e d  p r o d u c t i o n  

o f  P G E 2  ( 1 9 5 )  w h i c h  i n h i b i t e d  T - c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  In  a d d i t i o n  T N F - a  

i t s e l f  s h o w e d  a n t i p r o l i f e r a t i v e  c h a r a c t e r i s t i c s  ( 1 9 6 ) .

T h e  f i n d i n g s  c o n c e r n i n g  th e  l y m p h o c y t e  r e s p o n s e s  to  ant i -  

CD 3 in the  p r e s e n t  th e s i s  w a s  in a g r e e m e n t  wi th  th e  k n o w n  ro le s  o f  IL-  

1 a , T N F - a  and  P G E 2 .  IL-1  is o n e  o f  t h e  m o l e c u l a r  m e d i a t o r s  tha t  

p a r t i c i p a t e s  in the  a c t i v a t i o n  o f  ce l l s  in th e  p r e s e n c e  o f  a n t i g e n  (197 ) ,  

and i n d u c e s  th e  a p p e a r a n c e  o f  IL -2  r e c e p t o r s  in C D 4  p o s i t i v e  T - c c l l s  as

well  as th e  re le a se  o f  IL -2  by  the  s a m e  ce l l s  (198) .  In v ivo ,  T N F  acts  in

s y n e r g y  w i t h  n u m e r o u s  o t h e r  c y t o k i n e s ,  p a r t i c u l a r l y  IL - I ,  w i t h  w h i c h  

it s h a re d  s o m e  p r o p e r t i e s  (199)  and  a l so  T F N - a  (20 0) .  S o m e  o f  th e  e f fect s  

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

s y n e r g y  w i th  I L - l a  f a v o u r e d  l y m p h o c y t e  a c t i v a t i o n  ( 1 8 5 ) .  T h i s  was

e v i d e n t  in a r e p o r t  ( 1 8 5 )  w h i c h  s h o w e d  a p o s i t i v e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

I L - l a  and T N F - a  l e v e l s  in H IV -1  i n f e c t e d  p a t i e n t s  an d  t h i s  c o - e x i s t e d  

w i t h  an e l e v a t e d  l e v e l  o f  s o l u b l e  I L - 2  r e c e p t o r  ( s I L - 2 R )  a n d  IL -2 .  

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

i m m u n o p a t h o l o g y . I t  a c t s  s y n e r g i s t i c a l l y  w i t h  T N F - a  a n d  c a u s e s  

e n h a n c e d  a n t i p r o l i f e r a t i v e  e f f e c t s  ( 1 9 6 ) .  T h e  m u l t i p l e  e f f e c t s  o f  T N F  

( 2 0 1 )  w h i c h  i n c l u d e  l i p o p r o t e i n  l i p a s e  s u p p r e s s i o n  ( 2 0 2 ) ,  p y r o g e n i c  

a c t i v i t y  ( 2 0 3 ) ,  a n d  d i s t u r b e d  b r a i n  f u n c t i o n  ( 2 0 4 )  c o u l d  a c c o u n t  fo r
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se v e r a l  o f  th e  p a t h o l o g i c a l  f e a t u r e  o f  A I D S ,  i n c l u d i n g  w a s t i n g ,  f e v e r s  

and  d e m e n t i a ,  r e s p e c t i v e l y .  A l t e r n a t i v e l y  a d e f i c i e n t  T N F  r e s p o n s e  in 

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

m i c r o o r g a n i s m s  ( 2 0 5 ) ,  p a r t i c u l a r l y  m y c o b a c t e r i a  ( 2 0 6 ) .

P G E 2 o n  th e  c o n t r a r y  is p r i m a r i l y  a s u p p r e s s o r  o f  i m m u n e  

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

p r o l i f e r a t i o n  and  p r o d u c t i o n  o f  l y m p h o k i n e s  ( 1 9 5 ) .  In a d d i t i o n ,  P G E 2 

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

m o n o c y t e - m e d i a t e d  t u m o r  ce l l  c y t o t o x i c i t y ,  an d  p h a g o c y t o s i s  (1 9 5 ) .  T h u s ,  

th e  ini t i a l  e x p o s u r e  o f  m o n o c y t e s  to e i t h e r  s o l u b l e  o r  in t a c t  v i r i o n  gp 

120 in v ivo ,  m a y  re su l t  in a P G E 2 - m e d i a t e d  s u p p r e s s i o n  o f  i m m u n e

s u r v e i l l a n c e  by  l y m p h o c y t e s  ( 2 0 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  a b i l i t y  to  c o m b a t  

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

r e d u c t i o n  in m o n o c y t e  o r  l y m p h o c y t e  f u n c t i o n  by  P G E 2 . T h e  f i n d i n g  

t h a t  m o n o c y t e s  f r o m  H I V  p a t i e n t s  c o n s t i t u t i v e l y  p r o d u c e d  P G E 2 is in 

k e e p i n g  wi t h  the  h i g h e r  l e v e l s  re p o r te d  in a p r e v i o u s  r e p o r t  ( 1 5 0 )  and  

th e  ab i l i ty  o f  g p l 2 0  to d i r e c t l y  s t i m u l a t e  P G E 2 p r o d u c t i o n  by  m o n o c y t e s  

(74 ) .  T h e  f i n d i n g s  in t h e  p r e s e n t  t h e s i s  w a s  in a g r e e m e n t  w i t h  a 

p r e v i o u s  r e p o r t  ( 1 5 4 )  t h a t  P G E 2 p r o d u c e d  by  H I V  i n f e c t e d  m o n o c y t e s  in 

v i t r o  w a s  a p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  T - c e l l  p r o l i f e r a t i v e  r e s p o n s e s .  T h e r e  is a 

p o s s i b i l i t y  that  P G E 2 p r o d u c e d  b y  m o n o c y t e s  i n f e c t e d  w i th  H I V  in v iv o  

m i g h t  in par t  a c c o u n t  f o r  th e  H I V -  re la te d  T -c e l l  a n e r g y  in p a t i e n ts ,  and  

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

( 2 0 8 )  t r e a t m e n t .
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4 .3  CONCLUSION.

T h e  n u m b e r  o f  m o n o c y t e s  in H I V  i n f e c t e d  p a t i e n t  w a s  

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

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

s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e  in t h e  n u m b e r  o f  C D 4  p o s i t i v e  m o n o c y t e s  w i th  

d i s e a s e  p r o g r e s s i o n ,  in p a r a l le l  w i t h  C D 4  p o s i t i v e  T - c e l l s .  H I V  m o n o c y t e s  

a re  d i f f e r e n t  f ro m  n o r m a l  c o n t r o l s ,  w i t h  i n c r e a s e d  i n t e n s i t y  o f  C D l l b

and C D 4  s ta in in g .  W i t h i n  H I V  p a t i e n ts  th e re  is e v i d e n c e  fo r  an in v ivo

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

in te ns i t y  o f  s t a in in g  fo r  C D l l b ,  C D 1 6 ,  H L A - D R  and  C D 7 1 .  T h i s  ac t iv a t ed  

m o n o c y t e  p h e n o t y p e  c o r r e l a t e d  w i t h  p l a s m a  I L - 6  l e v e ls .

M o n o c y t e s  f r o m  H I V  p a t i e n t s  h a v e  i n c r e a s e d  T N F - a  and 

d e c r e a s e d  T N F - p  g e n e  e x p r e s s i o n .  T h i s  was  e v i d e n t  w i t h  the  i n c r e a s e  in 

s e c r e t e d  T N F - a  leve l  in c o n c e r t  w i t h  an i n c r e a s e  in I L - l a  an d  both  

c y t o k i n e s  in s y n e r g y  s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n .  H I V  p a t i e n t s  

m o n o c y t e s  h a v e  h i g h  c o n s t i t u t i v e  P G E 2 p r o d u c t i o n  w h i c h  c a n n o t  be  

f u r t h e r  i n d u c e d  w i t h  L P S ,  an d  th i s  m i g h t  h a v e  b e e n  a c o n s e q u e n c e  o f  

H I V  m o d u l a t i o n  o f  m o n o c y t e s  v ia  C D 4  r e c e p t o r s ,  o r  m o n o c y t e  a c t iv a t io n  

by  c y t o k i n e s ,  i n c l u d i n g  I L - 1 - a  and  T N F - a .  T h i s  P G E 2 p r o d u c t i o n  was  

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

l y m p h o c y t e  s t i m u l a t i o n .  T h i s  P G E 2 p r o d u c t i o n  m a y  c o n t r i b u t e  to  H I V -  

r e l a t c d  i m m u n o s u p p r e s s i o n .
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P 7
L i p i d  
b i  l a y e r

g p l 2 0

H o s t  p r o t e i n

S i n g l e - s t r a n d e d  
HIV-1  R N A

R e v e r s e
t r a n s c r i p t a s e

P l 7

A ppendix 1.1.2 a  s c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  H lV -1  v i r io n  (209) .  E a c h  o f  

t h e  v i r i o n  p r o t e i n s  m a k i n g  u p  t h e  e n v e l o p e  ( g p l 2 0  a nd  g p 4 1 )  and  

n u c l e o c a p s i d  (p24 ,  p l 7 ,  and p 7 )  Is id en t i f ied .  In a d d i t i on ,  the  d ip lo id  R N A  

g e n o m e  is s h o w n  a s s o c i a t e d  w i t h  r e v e r s e  t r a n s c r i p t a s e ,  an R N A -  

d e p c n d c n i  D N A  p o l y m e r a s e .

147



Promotes 
infectivity of 

Nucleocapsid- cell-free virus 
core protein

Viral-coat proteins 
mediating CD4 
binding and membrane

Required for
/  Uncertain 

\  /  -----S  3' LTR5 '  L T R

Tar element

Weak 
transcriptional 
activator

Binding 
sites for 
host
transcription
factors

Reverse transcriptase 
protease, integrase, and 
ribonuclease

Potent
transcriptionai
activator

Regulator of
structural
gene
expression

A P P E N D I X  1.1.3
T h e  g e n o m i c  s l u c t u r c  o f  HIV-1  (209) .  E a c h  o f  ih c  k n o w n  g e n e s  o f  

H IV -1  a rc s h o w n ,  a nd  th e i r  p r i m a r y  f u n c t i o n s  a re  s u m m a r i z e d .  T h e  

5 '  a n d  3 ’ l o n g  t e r m i n a l  r e p e a l  ( L T R )  c o n t a i n e d  r e g u l a t o r y  

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

d e p i c t e d ,  and  the  Ta t  r e s p o n s e  e l e m e n t s  (T a r )  a re  i n d i c a t e d .
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HIV
transcription IL -2

C Y T O P L A S M

HIV REPUGATION

NUCLEUS

E B P  E n h a n c e r  b in d in g  p r o te in

A P P E N D IX  1.3.3.1
D i a g r a m  r e p r e s e n t i n g  t h e  s i g n a l s  w h i c h  r e a c t i v a t e  th e  H I V  

g e n o m e  d u r i n g  a c t i v a t i o n  o f  an i n f e c t io n  (2 1 0 ) .  S o l u b l e  c y t o k i n e s  

su ch  as T N F  ac te d  t h r o u g h  a s p e c i f i c  r e c e p t o r  ( T N F - R ) ,  w h o s e  

e x p r e s s i o n  was  u p r c g u la tc d  by m i t o g e n s .  T h e  T -cc l l  r e c e p t o r  ( T C R )  

c o m p l e x  ( T C R - C D 3 - C D 4 )  r e c o g n i z e d  s p e c i f i c  a n t i g e n s  ( A g) .  S u c h  

I r a n s m e m b r a n c  s i g n a l s  l e d  to t r a n s l o c a t i o n  o f  t h e  N F - k B  

t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  f r o m  th e  c y t o p l a s m  to th e  n u c l e u s ,  a f t e r  

a c t i v a t i o n  o f  N F - k B  by p r o te in  k i n a s e s .  P r o t e i n  K i n a s e  C ( P K C )  

a c t i v a te d  by d i a c y l g l y c c r o l  ( D A G ) ,  i t s e l f  i n d u c e d  by  P h o s p h o l i p a s c  

C (PLC) .  The  final s tep is the induc t ion  o f  HI V e n h a n c e r  lead ing  to 

H I V  t r a n s c r i p t i o n .
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DIAGRAM SHOWING THE PRINCIPLE OF THE FLOW CYTOMETER.
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