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I NT R ODUC T I O N 

O bjec t i ve s  

T he o b ject i v e s  o f  t h i s in ves t i g a t i o n  were t o  determ ine 

t h e i mm un o t o x ic e f fect s o f  t o x a p hene ex p o s ure in m ice a f ter 

e i t her i n ge s t i on or cut aneou s a b s orp t i on . I mm unolo g ica l 

c o m pet ence w a s de t e r m ined b y  s tud y i ng v ari ous  p ar amet ers o f  

n on s pec i f ic, h um or al, and cell- med i a ted i m mu n i t y . T hese 

include d  1 )  t o t al and d i fferent i al w h i te blo o d  cell coun t s ,  

2 )  org an t o  b o d y  wei g h t  r a t i o s, 3 )  hem a g g lu t i na t i on a nt i b o d y  

t i ters, 4) t he n u m b er o f  a n t i gen- s p eci f ic a nt i b o d y - f o r m ing 

cell s ,  an d 5 )  b o t h  m i t o gen - and ant i gen- induced l y m p h ocy t e  

p r oli fer a t i on a s s a y s . T h e  e f fec t  o f  t o x a p h ene ex p o sure o n  

t he o verall i m mu n o react i v i t y  w a s  de term i ne d  b y  n o t ing any 

a l te r a t i on s  i n  r e s i s t ance t o  in fect i on and d i sea s e  a s  

m ea sure d  b y  t he L D
5 0  

o f  m ice c h a l len ge d  w i t h  a G r a m  neg a t i v e 

b acteri a l  p a t h o gen . 

B ackgroun d  

T he w i de r a n ge o f  a gr i cu l tural a p plica t i ons o f  t o x a p h ene 

h a s re sul t ed i n  t h e e x p o s ure o f  hum an s,  l i ve s t ock,  and 

w i l d l i fe t o  t h i s  ch l o rina ted h y droc arb on . T o x a p hene i s  u s e d  

t o  contro l ou t b re ak s  o f  a r m y  w o rm s, cu t w o rm s, a�d g r a s s ­

h o p p e r s i n  c o t t o n ,  c o r n, a n d  sm a l l  g ra i n  c r o p s a n d fo r 

s i c kle p o d  c o n t r ol i n  so y b e a n s  a n d  p e a n ut s . I t  i s  a l s o  f re ­

q u e n t l y  us e d  a s  a c on t a c t  p e s t i �i d e  f o r  l i v e s t o c k  e c t o p a ra s i t e  



2 

c o n t ro l . T h e s e  u s e s ac c o u n t  f o r  9 5  p e rc e n t  o f  t h e  1 6  

m i l l i o n  p o u n d s  o f  t o x a p h e n e  u s e d  a n n ua l l y . The  ro u t e s  b y  

w h i c h t h i� t o x i c  c o m p o u n d m ay e n t e r  t h e b o d y  w h e re i t  can  

a c c u m u l a t e  a nd p e rs i s t  i n  b od y  f a t  a re p ro v ide d b y  i n g e s t i o n ,  

in h a l a t i o n , a n d  a b s o rp t i o n  t h ro u g h  t h e  s k i n .  

Due t o  d i f f i c u l ti e s i n  a n alyzi n g  t h e  c o m p l e x m i x t u re o f  

t o x a p hene a n d i t s d e g ra d a t i o n  p ro d uc t s , v er y  l i t t le i s  k n ow n  

a b o u t t he e x a c t tnx a p h e n e  re s i d u e s  i n  p eop le o r  i n  t h e  

e n v i ro nmen t . S in c e  t o x a p h e n e  i s f a t - s o l u b l e  (2 3 ) , i t  w i l l 

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

s e v er al yea rs i n  s o i l s  and l a k e  s e d i m e n t s . P e rs i s t e n c e  o f  

t o x a p h e n e  i n  t he ehv i ro n m e n t  p re s e n ts  a c o n s t a n t t h re a t t o  

t h e  h ealt h o f  all w a rm - b l o o d e d a n i m a l s . 

B e c au s e  t o x a p hen e e x i s t s  a s  a c o mp lex a n d  large l y  

u n i d e n t i f i e d  m i x t ure o f  i s o m e rs ,  a s s e s s i n g t h e  ri s k s  o f  t h is 

s u b s t a n c e  i n  t h e  e n v i ro n m e n t  i s  v e ry d i f f i c u l t .  F e w  s t u d i e s 

h a v e  b e e n  c ondu c t e d e x a m i n i n g  t h e  t o x i c  e f fe c t s  o f  t o x a p h e n e  

o r  o f  a n y  o th e r  p e s t i c i d e  i n  t h e p o l y c h l o ro t e rp e n e  gro u p .  

L D
5 0  

v a l ue s  ha v e  b e e n  d e t e rm i n e d  f o r t o x a p h e n e d o s e s  w h i c h  

w i l l  c a u s e  d e a t h  i n  5 0% o f  t h e a n i mals t e s t ed b u t i n f o rm a t i o n  

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

a v a i l a ble .  

_Th e U n i t e d  ·st a t e s E n v i ro n m e n t a l  P ro t e c t i o n A g e n c y  p l a c e d  

m ajo r re s t ri c t i o n s  o n  t h e  u s e  o f  t o x a p h e n e  i n  O c t o b e r ,  1 9 8 2 . 

The d e c i s i o n  w a s b a s ed o n  re s e a rc h  da t a  w h i c h  i n d i c a t ed t h a t  

t o x ap h e n e  r e s i d u e s a re h a rm f u l  t o  "n o n - t a rg e t" s p e c i e s s u c h  



a s  f i s h , b i r ds , a nd m a m m a l s .  Add i t i o n a l  a n i m a l  - t e s t s  s u g ­

g e s ted a p o t en t i a l f o r o n c o g e n i c i t y  i n  h u m a n s . T h e se t e s t s  

w e r e  t y p i c a l ly c o nd u c t ed u s i n g  to x i c  l e vel s  o f  t o x a p he n e  a n d  

a g a i n  l e f t  t h e  e f fec t o f  s u b c l i n i c a l  t o x a p h e n e  e x p o s u r e o pen 

to  s pec u l a t i o n . 

Ra t i o n a le 

E x i s t en c e  o f  t o x a p hen e res idues i n  a n i m a l s  a nd h u m a n s  

r e p res e n t s  a ser i o u s t h r e a t  t o  b o t h a g r i c u l t ur al a n d  u r b a n  

c o m m u n i t i es . Su b t o x i c t o x a p h e ne e x p o s u r e  m a y  a f f e c t t h e  

h em a t o p o iet i c  a nd/o r l y m p h o i d s y s t em r e n de r i n g  e x p o s ed 

a n i ma l s  m o re v u l n er a b le t o  d i se a s e , i n fe c t i o n , a n d m a l i g­

n a n c y . A redu c t i o n  i n  i m m u n o l o g i c al r e s p o n s i venes s c o uld 

ult i m a tely res u l t  i n  p o o r  w e i g h t  g a i n s  i n  l i v es t o c k  a s  wel l 

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

Sign i f i c a n c e  

3 

T h e  p o ten t i a l  r i s k s  o f  t o x a p h e ne e x p o s u r e  o n  t h e  

h em a t o p o i e t i c  a nd/ o r  l y m p h o id s y s tem i s  a n  i m p o r t a n t  e n v i r o n ­

men t al c o n c er n . B o t h  a gr i c ult u r a l  a n d  u r b a n  c o mm u n i t i e s  

n eed t o  be a w a r e o f  p o s s i b l e  h e a l th p r o blem s  w h i c h  re s u l t  

fro m t o x a p hene u s a ge .  The g e n era l u s e a nd e f fec t i v e n e s s  o f  

b r o ad s p e c t r u m  p e s t i c ides s uc h  a s  t o x ap h e n e n ee ds t o  b e  

s t udi ed a nd g r e a te r  e mp h a s i s  g i ven t o  p e s t c o n t r o l p r o -

g r am s  t h a t  m i n i m i z e p e s t i c i d e  u s e . T h e s e  me a s u r e s  c o u ld 

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

p o s s i b l e  da m a g e  t o  t h e  i mm u n o l o g i c a l  d e f e n s e  s y s t e m . 
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LITERATURE REVIEW 

Introduction 

In recent years the effects of environmental pollutants 

and industrial chemicals on the immune system have drawn 

increased interest due to the possible adverse effects these 

chemicals may have on lymphoid organs, the increase in sus­

ceptibility to infection, or the impairment of immunological 

responsiveness. Few studies have been conducted examining 

the toxic effects of toxaphene. LD50 values have been 

determined but information dealing with the overall effects 

of subtoxic doses is minimal. 

In this review the known toxic effects of toxaphene, 

an organochlorine insecticide, will be described and the 

immunotoxic effects of other halogenated hydrocarbons and 

pesticides will be discussed. 

1. Toxaphene 

1.1 C hemical and Physical Properties of Toxaphene 

Toxaphene is a complex mixture of polychlorinated c o m ­

pounds made by chlorinating camphene to a chlorine content o f  

67-69 % .  It's structure is illustrated in Figure 1 .  

F-igure 1 .  
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T o x a phe ne h a s  n o t  bee n we l l  c h a r a c ter ize d but i t  i s  

k n own t o  c o n t a i n  a t  lea s t  177 c
1 0  c o m p oun d s  o f  6 t o  1 0  c h l o ­

r i n e a t om s  w i t h  n o  s i n g le c o m p o n en t o f  t h i s  m i x ture be i n g  t he 

p r i n c i p l e a c t i ve i ng re d ien t .  C o m p o u n d s  i de n t i f ie d  i n  t h i s  

m i x tu r e  i n c l ude sever a l  en d o - ex o i s ome r s  o f  h e x a - , h ep t a - , 

ac t a - , a n d  n o n a - c h l o r o b o r n a nes a n d  c h l o r o b o r ne ne s  w h i c h 

e x h i b i t  a w i de v a r i e t y o f  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y. So me o f  t he 

1 77 c o m p o n en t s  o f  t h e  t o x a p he ne m i x t u r e h a v e  a c t u a l l y  b een 

s h own to e x h i b i t  a ten - fo l� i n c r ea se i n  t o x i c i t y  t o  m i ce a n d 

h ou se f l ie s  t h a n  t he c o m mo n  t o x a p hene m i x tu r e  ( 5 4 ) . 8 - 0 c t a ­

c h l o r o b o r n a ne ,  o n e  o f  t he c o m p oun d s  p re se n t  i n  t o x a p h en e , i s  

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

o f  t h i s  c o m p ou n d  p res en t i n  t ec h n i c a l t o x a p h e n e  c o ul d s i g n i ­

f i c a n t l y  c o n t r i bu te t o  t h e t o x i c i t y  i n  b o t h  t a r ge t  a n d  n o n ­

t a r get s p e c ie s (4 0 ) . 

T o x a p h e n e  i s  a n  a m ber , wa x y  s o l i d  w i t h  a s o f t e n i n g  p o i n t  

o f  8 2 ° C . T he den � i t y  a t  27 ° C  i s  1 . 6 6 .  I t  i s  h i g h l y  s o l ub l e  

i n  o r g a n i c  s o l ven t s , s o mewh a t l es s  s o l u b l e  i n  a l c o h o l s , 

veget a b l e a n d  m i n er a l  o i l s ,  a n d  i n s o l u b le i n  w a ter . 

T o x a p he n e  i s  a v a i l ab le f o r  i n sect i c i d a l  u se i n  t he f o r m  

o f  wet t a b le p ow�e r s , dus t s , em u l s i o n  c o n ce n t r a te s , a n d 

c o n ce n t r a te d  s o l u t i o n s  i n  o i l� 

E x p o s u re t o  t o x a p h en e  m a y  o c cu r  b y  d i r e c t  a p p l i c a t i o n  

o f  t he p es t i c i d e o r  i n d i rec t l y  b y  b rea t h i n g  a i r o r  con s u m in g  

f o o d  w h i c h  c o n t a i n s  t h e p e s t i c i de .  T h e  d eg r ee o f  a b s o r p t i o n  

a n d  t o x i c i t y  w i l l  dep e n d  o n  t he a m o u n t , t h e  v e h i c l e , a n d  t h e 



r o u te o f  e x p o s u r e . 

1 .2 Me t a b o l i s m 
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E x te n s i ve met a b o l i s m  i s  be l i ev ed r es p o n s i b l e f o r  t he l ow 

p er s i s t en c e  o f  t o x a p hene i n  t he en v i r on m en t a s  c o m p a re d  w i t h  

o t her c h l o r i na ted h y d r o c a r b o n  i n se c t i c i de� . It i s  k n own t h a t  

he p t a c h l o r o b o r na n e, o ne o f  t he m o s t t o x i c  i den t i f i ed c o m ­

p o un d s i n  t he u su a l  t o x a p h ene m i x t u re, i s  m e t a b o l i ze d  v i a 

reduc t i v e dec h l o r i n at i o n  r ea c t i o n s  i n  r a t s  ( 45) . I t  wa s 

1 a te r d i s c o v e r e d b y  C h a n d  u r ·k e r , e t a 1 . ( 5 ) t h a t  o x i d a t  i v e 

me t a b o l i s m o f  t o x a p he ne a n d t wo o f  t o x a p he n e' s  t o x i c  c o m ­

p o nen t s, T o x i c a n t  B a n d T o x i c a n t C ,  b y  NADP H - depen den t m i x ed ­

fun c t i o n  o x i d a ses f r o m r a t  l i ve r  m i c r o s o me s  a l s o  p l a y s  a n  

i m p o r t an t  r o l e  i n  t he met a b o l i s m an d d et o x i f i c a t i o n o f  

t o x a p hene. 

1 . 3  A g r i cul t u r a l U s a ge o f  T o x a p hene 

N i net y - f i v e p e r ce n t o f  t h e  1 6  m i l l i o n  p o u n d s  o f  

t o x ap hene u se d  a nnu a l l y  i s  f or pes t c o n t r o l  o n  c o t t o n, whe a t ,  

bee f  c a t t le, s o y b e a n s,  a n d p ea n u t s . I n  Sou t h  Dako t a  2 0 0 , 0 0 0  

t o  30 0 , 0 0 0  a c re s  o f  c r o p l a n d  a r e t rea ted a n n u a l l y  w i t h  1 . 5 -

2 . 0  p ound s  o f  t o x a p hene per a c re i n  a n  a t te m p t  t o  c o n t r o l 

g r a s s h o p p e r s, a r m y  wo r m s ,  c u t wo r m s, a n d t h e  b e a n  l ea f b eet le 

i n  c o r n ,  a l f a l f a, s o y bea n s, _a n d  s m a l l g r a i n  c r o p s . T o x a p hene 

i s  a l s o  w i del y u s e d  i n  So u t h  Dako t a  a s  a c o n t a c t  pe s t i c i de 

f o r  l i v es t o c k ec t o p a r a s i t e  c o n t r o l . 

T hese a p p l i c a t i o n s c o n s t i tute t he m ajo r e x p o su re r o u t es 

b y  wh i c h t o x a p hen e m a y  en t er t h e b o d y  where, d u e t o  i t s 



l i p oso l ub i l i t y ,  i t  c a n a c c umul ate a n d  p e r s i st i n  b o d y  f at . 

1 . 4 T o x i c i t y  o f  To x a p h e n e  
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T o  ass e ss t h e  a c ut e t o x i c i t y  o f  t o x a p h e n e, t e s t s  h ave 

b e e n  p e r f o r m e d  on s e ve r a l  s p e c i e s o f  m a mm a l s  a n d  b i r d s . 

LD
5 0

•s f r o m  t h e s e t es ts a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 (2 2 ) .  A s  

i l l us t r a t e d  i n  T a b l e  1 ,  t h e  t o x i c i t y o f  t o x a p h e n e  i s  d e p e n ­

den t o n  t he so l ve n t o r  ve h i c l e  e m p l o y e d . A s  c a n  b e  se e n, 

t o x ap h e n e i s  m o r e  t o x i c w h e n  a dm i n ist e r e d  o r a l l y  i n  a d i g est ­

i b l e  v e g e t ab l e  o i l  t h a n  i n  a n  o i l  suc h a s  ke r ose n e . L ike ­

w ise, d e r ma l l y - a p p l i e d t o x a p h e n e i s  m o r e  r e a d i l y  a bso r b e d  b y  

t h e  ski n w h e n  i n  a n  o i l - b a s e d s o l u t i o n t h a n  a s  a dust (2 2 ) .  

I n  sub a c ut e i n g e s t i o n  s tud i e s, l i ve r  c e l l  c h a n g e s  we r e  

o c c asi o n a l l y  p r o du c e d  i n  r a t s  f e d  5 0  p p m  t o x a p h e n e  f o r  6 t o  

9 m o n t hs .  De f i n i t e  l i v e r  c h a n g es w e r e  o b s e rv e d i n  r a t s  f e d  

2 0 0 p p m  f o r t h e  s a m e p e r i6 d  (4 2 ) .  Do g s  r e c e i vi n g  4 m g  

t o x a p h e n e /k g  b o d y  we i g h t  f o r  as l o n g  as 1 0 6  d a y s e x h i b i t e d  

d e g e n e r a t iv e  c h a n g es i n  t he l i ve� p a r e n c h y m a  a n d  i n  th e r e n a l  

tubul e s  (30 ) .  T h e s e  o b s e rva t i o n s i n d i c a t e t h a t l i ve r t i s sue 

is  s e r i ous l y  d a m a g e d  du r i n g t o x a p h e n e  d e t o x i f i c a t i o n . 

Dur i n g  sub a cu t e  de r m a l  s t ud i e s i n  r a b b i t s, i t  w as 

o b�e rve d t h a t  a 3 0 %  t o x a p h e n e  so lut i o n  d i s s o l ve d  i n  m i n e r a l  

o i l  (6 0 0 m g /kg / d a y ) p r o duc e d  d e a t h aft e r  o n l y  2 - 5  a p p l i c a ­

t i o n s  (3 1 ) .  A s o l ut i o n o f  2 0 % to x a p h e n e  i n  m i n e r a l  o i l  (1 6 6  

m g /kg / d a y ) fo r 1 4  d a y s  w a s  f a t a l  t o  3 3 % o f  t h e  r a b b i ts 

t r e a t e d . I n  a s i m i l a r s tud y usi n g  gui n e a  p i g s ,  s o l ut i o ns o f  

20 % to x a p h e n e i n  m i n e r a l  o i l (3 32 m g /kg / d a y ) f o r  1 4  d a y s 
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Table 1. Acute Toxicity of Toxaphenea 

Animal Route mg./kg. Bodl: Weight Vehicle 

Mouse oral 112 corn oil 
Rat oral 60 corn oil 
Rat oral 90 peanut oil 
Rat oral 120 kerosene 
Guinea pig oral 270 corn oil 
Guinea pig oral 365 kerosene 
Dog oral 49 corn oil 
Dog oral > 250 kerosene 
Cat oral 25-40 peanut oil 
Rabbit oral 75-100 peanut oil 
Rabbit oral 250-500 kerosene 
Cattle oral 144 grain 
Goat oral 200 xylene 
Sheep oral 200 xylene 
Rat dermal 930 xylene 
Rabbit dermal >4000 dust 
Rabbit dermal <250 peanut oil 

a
Adapted from Hercules, Incorporated (22). 



p r o duce d d ea t h  i n  73 % o f  t h e  g u i nea p i gs (2 2 ) . T h i s  d a t a  

i n d i c a tes t h a t  t h e  l et h a l  e ffec t o f  sub a cu t e der m a l  d o s es o f  

t o x a p hen e w i l l  v a r y  w i t h  t h e  s p ec ies o f  a n i m a l  a n d  i t s  

a b i l i ty t o  de t o x i f y t h i s  m i x ture o f  c om p o un d s . 

C h r o n i c  o r a l t o x i c i t y s tud ies h a v e  b een p er f o r med o n  

r a t s� d o g s, a n d m o nkeys . R a t s  i n ges t i n g 25 p p m  t o x a p h ene 

d a i l y f o r  2 y ea r s  e x h i b i te d  n o  o ve r t t o x i c  e f fec t s ;  h o wever , 

a t  h i g her l e v e l s t o x i c e f fec t s  were o b se r v e d . S l i g h t  l i ver 

d a m a ge o c c ur red a t  1 0 0 p p m . - A t  h i g h e r  l e ve l s o f  1 0 0 0 , 1 5 0 0 ,  

a n d  1 60 0  p p m, s o me ev i den ce o f  ce n t r a l n e r v ous s y s tem s t i mu ­

l a t i o n  a n d  n o n s pe c i f i c  l i v er d a m a ge w a s  o bser ve d  (2 2, 3 4 ) . 

In  t w o  s ep a r a te e x per i men t s ,  d o gs we re ei t h e r  a d m i n ­

i s t ered t o x a p h e n e  d a i l y  i n  a d r y  d i et f o r  2 y ear s o r  a s  a 

c o r n  o i l  so l u t i o n  f o r  4 yea rs . S l i g h t  degene r a t i o n  o f  t he 

l i ve r  o c c ur red a s  a resul t o f  i n ge s t i n g  4 0  p p m t o x a p hene i n  

t h e d r y  d i et f o r  2 yea r s  w hereas  2 0 0 p p m t o x a p he n e  a d m i n ­

i s ter ed d a i l y  f o r 2 yea r s  resul ted i n  m o de r a te d e gener a t i o n  

o f t he l i ver . E x p o s ur e t o  5 m g  t o x a p hene i n  c o r n  o i l / k g/d a y 

(ap p r o x i m a te l y 2 00 p p m  i n  diet ) f o r  n ea r l y  f ou r  y ea r s  c a u se d  

l i ve r  nec r os i s (3 4) . 
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M o n key s ex p o sed f o r  2 yea r s  t o  f o o d c o n t a i n i n g  1 0 - 1 5  p p m 

(0 . 6 4 - 0 . 78 m g / kg / d a y ) ex h i b ite d  n o  o bser v a b l e  s i g n s o f  

i n t o x i c a t i o n  o r  o f  d a m a ge t o  t he t i s s ues (2 2 ) . -

A d d i t i o n a l r es e�r c h  h as i n d i c a ted t h a t  t o x a p he ne i s  

c a r c i n o ge n i c, c ausi n g  l i ver tumo r s  i n  m i ce a n d  t h y r o i d  tu m o r s  

i n  r a t s  (4 4 ) .  St ra b a ne ,  a ter pene p o l y c h l o r i n a te c l o se l y  



rel a ted t o  t oxap hene, c ause s l i v er h ep a t o m a s i n  m a l e  m i ce .  

A n o t he r  p o l y c h l o r o c a m p h ene i n sec t i c i de, s i m i l a r t o  

t o x a p h en e  b ut p r o d uc ed i n  t he U . S . S . R . , h a s  b ee n  i m p l i c a tBd 

i n  c�u s i n g  c h r o m o so m a l  a bn o r m a l i t i es i n  h um a n s subjec ted t o  

h i g h  c o n cen t r a t i ons dur i n g  o c c up a t i o n a l  e x p o su res . T h i s  

i n s ec t i c i de h a s  a l s o  bee n  i m p l i c a ted i n  t h e  t e s t i cu l a r  

degener a t i o n  a n d  en d o c r i ne c h a n ges o f  m a l e  r o de n t s . I n  t he 

fem a le i t  c a n  c r o ss t he p l a cen t a l  b a r r i er a n d  d a m a g e t he 

fetus (23 ) . 

2 .  P a r a me t e r s Used t o  A s s es s  Im m un o t o x i c i t y  

T he e f fe c t s  o f  en v i r o nmen t a l c o n t a m i n a n t s  o n  t he i m mune 

s y s tem h a s  b ee n  s tu d ied ex ten s i vel y i n  r ecen t y ea r s .  

A ro m a t i c h a l o gen a ted h y d r o c a r b o n s ,  s uc h  a s  p o l y c h l o r i n a t e d  

b i p hen y l s  (P C B ' s ) a n d  2,3, 7, 8 - tet r a c h l o r o d i be n zo - p - d i o x i n  

(T CDD ) ,  a n d  cer t a i n  pes t i c i des s uc h a s  DDT h a ve been i n v e s ­

t i g a t ed a n d s h o w n t o  i n duc e  a l ter a t i o n s i n  i m mune fun c t i o n s  

w h i c h  c a n  a l ter t h e h o s t ' s  r es i s t a n c e  t o  i n fe c t i ou s  a gen t s . 

1 0  . 

T o  de t er m i ne t he i m mu n o t o x i c i t y  o f  a n  en v i r o n men t a l  

c o n t a m i n a n t ,  i n f o r m a t i o n  o n  a n um ber o f  i mm u n o l o g i c a l p a r a ­

me ter s i s  c o l lec ted a f te r e x p o sur e t o  t he s u s p ec ted· t o x i c an t . 

We i g h t  g a i n  i s  m o n i t o re d  t o  d et ec t a l t er a t i o n s  due t o  p as� 

s i b le dec r ea sed f o o d  c on sum p t i o n  or  i mp a i r e d  f o o d  u t i l i za t i o n  

w h i c h ,  b y  i t sel f, c a n  resul t i n  a d i m i n i s hed i m m un o l o g i c  

r es p o n s e .  O r g a n  t o  bod y wei gh t r a t i o s  o f  l ym p h a t i c  o r g a n s  

( s p leen a n d  t h ymus ) a re deter m i ned a n d used  t o  i n d i c a t e 

p o s s i b l e  i m mun o l o g i c  i m p a i r me nt .  



T he t h ymus , wh i c h  i s  a l m o s t  ful l y d e ve l o p ed i n  t he l a s t  

t h i r d o f  fet a l  l i fe ,  i s  re s p o n s i b l e f o r  t he m a t ur a t i o n o f  a 

p o r t i o n  o f  t he s tem cell s p r o duced i n  t he b o n e m a r r ow .  

Dur i n g  t he m a tu r a t i o n p r o c es s , t h e  s tem c el l s  a re c o n ve r ted 

to  T cel l s  or  t h y mu s - d er i ved l y m p h o c y tes wh i c h  are i n v o l v ed 

i n  cel l u l a r  i mm un i t y . Be c a us e t he t h ymus p r o v i d es a v i t a l  

fun c t i o n in t he o n t o ge n y o f  t he i m m une s y s t em , i t  i s  use d a s  

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

1 1  

U n l i ke t he t h y mu s , t he-s p leen i �  a l y m p h a t i c  o r g a n  wh i c h 

i s  fun c t i o n a l  t h r oug h out t he l i fe t ime o f  a n  i n d i v i dua l . O n e  

i m p o r t a n t  fun c t i o n  t h e  s p lee n  ser ves i s  a s  a b l o o d  f i l ter 

wh i c h  e l i m i n a tes a ge d  o r  d a mage d b l o o d  c e l l s  a s  we l l  a s  

s y s te m i c o r  b l o o d - b o r ne p a r t i c les a n d  i n fe c t i o u s  a gen t s . 

A f t er t h es e  p a r t i c l es h a ve been t r a p pe d  b y  t h e s p lee n , a.c o m ­

p lex i n te r a c t i o n  i n v o l v i n g  p r ec u r s o r  c el l s , m a c r o p h a ges , 

a n t i gen - r ea c t i ve c e l l s , a n d  a n t i b o d y - p r o duc i n g  ce l l s  w i l l  

n o r m a l l y  r es u l t i n  ei t he r  a hum o r a l  a n d / o r c e l l - me d i a te d  

i mm une re s p o n se .  Due t o  t h ese v i t a l  fu n c t i o n s , t he s p l een 

c a n t here f o r e  b e  used as  a n  i n d i c a t o r  o f  i mmun o re a c t i v i t y . 

T o t a l a n d  d i f fe ren t i a l  l euko c y te c oun t s  a re n o r m a l l y  

per f o r med t o  dete r m i n e t he p o s s i b i l i t y  o f  c hem i c a l - i n duced 

i mm � n e  a l ter a t i ons . T he m a j o r i t y o f  wh i te b l o o d  c e l l s , wh i c h 

a re t he e f f ec t o r  c el l s  o f  t he im mune s y s tem , c o n s i s t  o f  8 a n d  

T l y m p h o c y te s , p o l y m o r p h o nuc l ea r  n eu t r o p h i l s , a n d  m o n o c y t es . 

8 a n d  T . l y m p h o c y t es s h a re a cen t r a l  r o l e  i n  h um o r a l a n d cel l ­

med i a te d  i m m un e  r es p o n s e wh i l e p o l y m o r p h o nuc lea r n eu t r o p h i l s  
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fun c t i o n a s  p h a go c yte s .  Ce l l - med i a te d  i mm un i t y ,  a T ce l l  

fun c t i o n ,  i s  r es p o n s i b le fo r p r o te c t i ve i mm u n i t y  w h i c h i s  

e f fec t i v e p r i ma r i l y  a g a i n s t fun g a l ,  v i r a l, a n d  m a n y  i n t ra ­

c el lu l a r b ac ter i a l i n fe c t i o n s ,  del a yed - t y p e  h y p er sens i t i v i t y, 

a n d  rej ec t i o n o f  tum o r s  a n d  f o rei g n  t i s s ue .  H um o r a l  o r  

a n t i b o d y - me d i a te d  i mm un i t y  i s  a 8 e e l �  fun c t i o n w h i ch a l l o w s  

t h e  h o s t  t o  c o m b a t  b a c t er i a  a n d  a n um b e r  o f  v i r uses b y  

en h a n c i n g  p h a g o c y t o s i s, neut r a l i zi n g  t o x i n s , a n d  p reven t i n g  

v i r a l  a t t a c h men t . P o s s i b le-a l ter a t i o n s  i n  t he leuko c y te 

p o pul a t i o n c ou l d i n c l u de a dec rea se (l euk o pe n i a ) o r  i n c rea se 

(l euko c y t o s i s ) i n  t he t o t a l  w h i te b l o o d  ce l l  num ber,  a s h i f t 

i n  t he n o r m a l  p e r cen t a ge o f  t he d i f fe re n t  c l a sse s o f  w h i te 

b l o o d  c el l s , o r  a c o m b i n a t i o n  o f  b o t h . I n  a n y  s i t ua t i o n , 

s uc h a l te r a t i o n s  c ou l d lea d t o  a dec rea se i n  t h e  d i sea se 

res i s t a n ce o f  t he h o s t . 

T o  ev a lu a t e  t h e e f fec t s  o f  a n  en v i r o n men t a l  c hem i c a l  o n  

hum o r a l  o r  ce l l - m ed i a te d  i mm un i t y, a n u m b e r  o f  i n  v i v o  a n d  

i n v i t r o met h o d s  ha v e  bee n  e m p l o yed . T h e a b i l i t y  o f  ex p o sed 

a n i m a l s  t o  s y n t h e s i ze a n t i b o d i es f o l l o w i n g  i m m u n i z a t i o n  i s  a 

mea sure o f  hum o r a l  i m mu n i ty . Depen d i n g  u p o n  t h e i mm un o ge n  

em p l o yed, T cell c o o p er a t i o n  m a y  o r  m a y  n o t  b e  requi red . T he 

a n t i b o d y r e s p o n se t o  s h eep r ed b l o o d  c e l l s  o r  t e t a nus t o x o i d  

i s  depen den t up o n  t he p re se n ce o f  T c el l s . A n o r m a l i m m u n e  

r es p o n s e w i l l· b e  o b t a i ned o nl y  i f  t he re a re s u f f i c i en t T 

l y m p h o c y tes t o  i n i t i a l l y  i n te r a c t  w i t h t h e  i m m u n o g e n  a n d  B 

ly m p h o c y tes t o  s ub s eque n t l y  s y n t h es i ze t he a n t i b o d y . I n  v i t r o 



met h o d s used t o  q ua n t i t a t e t h e  a n t i b o d y  r e s p o nse i n c l ude 

hem a g g lut i n a t i o n , w h i c h  c a n  be used t o  det e r m i ne b o t h t he 

I g G a n d  I g M aht i b o d y  t i te r  to t he i m m un o ge n , and t h e Je r ne 

p l aque a s s a y , w h i c h  i s  us ed t o  enumer a te a n t i g en- s pec i f i c  

a n t i b o d y- f o r m i n g  �el l s . T he ce l l s  used i n  t he Jer n e  p l a que 

a s s ay m a y  b e  o b t a i ne d  f r o m  t h e  pe r i pher a l  b l o o d  o r  a n y  

l y m p h o id tis s ue . Re s i s t a n ce t o  cer t a i n  b a c te � i a  s uc h  a s  

S t rep t o c o ccus pneu m o n i ae c a n  a l s o  be us ed a s  a t e s t o f  

i n  v i v o  h um o r a l  i m mun i t y . 

A n t i ge n- o r  m i t o gen- i n duced l y mp h o c y t e p r o l i fer a t i o n  

a s s a y s  c a n be em p l o yed t o  a s se s s  i n  v i t r o  ce l l -me di a te d  

i mmune fun c t i o n s . A n t i gen- i n du ce d  l y mp ho c y te p r o l i fer a t i o n  

i s  a mea s ure o f  a s pec i f i c  p r o l i fer a tiv e r es p o n s e  t o  t h e 

i mmun o ge n  f o l l o w i ng i m mu n i za t i o n w i t h  t he s a m e  i mm un o gen . 

N o n s pec i f i c  i n  v i t r o  p o l y c l o n a l  s t i mu l a t i o n  o f  l y m p h o c y t es 

o c cu r s fo l l ow i n g  t h e a d d i t i o n  o f  v a r i ou s  m i t o g en s  w h i c h  c a n 
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be s pec i f i c  f o r  c er t a i n  c l a s se s  o f  l y m p h o c y tes . T he m i t o gen s 

f re que n t l y u se d  i nc lude p h y t o hem a g g lu t i n i n , c o n c a n a v a l i n  A ,  

b o t h T cel l m i t o ge n s , a n d  E s c her i c h i a c o l i  l i p o p o l y s a c c h a r i de ,  

a B cel l m i t o g en . T he ab i l i t y  o f  l y mp h o c y t es ·  t o  p r o l i fer a te 

us i n g a n y  o f  t h es e  me t h o d s  i s  u s ua l l y  me a su re d  b y  deter m i n i n g  

t he e x te n t  o f  l a be l ed t h y m i d i ne i n c o r p o r a t i o n i n t o  t he DN A 

of d i v i d i n g ce l l s . 

The res i s t a n c e  o f  a n i m a l s  t o  i n fec t i o n  w i t h  L i s te r i a  

m o n o c yt ogen es is a n  i n  v i v o  i n d i c a t o r o f  c el l - med i a t ed 

i mmun i t y . P r o t ec t i o n a g a i n s t i n fec t i o n f r o m  s u c h  

,� ,- . (�· q '7 
..... u . �JU/ SOUTH DA..(OTA STATE L�iVERS�TY LIB A y 



i n t r a ce l l ul a r  p ar asi t es depen d s  prim a r i l y  o n  ce l l - me d i a t ed 

i mmun i t y ; h o wever , n o n s pec i f i c  p h a g o c y t o s i s  a l s o  p l a y s  a 

m i n o r  r o l e .  Ce l l - me d i a te d  i mm un i t y  c an a l s o  b e  mea sur ed 

w i t h  de l a ye�- t y pe h y per sen s i t i v i ty s k i n t es t s . 

Bes i de s  t he s e  b a c t er ia ,  o t h er i n fec t i ou s  a ge n t s  i n c lud ­

i ng d i f feren t b ac te r i a, v i ruses ,  o r  even p a r a s i te s  c a n  be 

used to dem o n s t r a te t he a b i l i t y  o f  a h o s t  t o  w i t h s t a n d a 

c h a l le n ge i n fec t i o n a n d  t he re f o re a s ses s t he c o m pe ten c y  o f  

i t s i mm u n e  s y s t em . 

3. I mm un o t o x i c  E f fec t s  o f  H a l o gen a ted H y d r o c a r b o n s  a n d 

O r g a n o c h l o r i ne I nse c t i c i des 
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A r e cen t r e v iew o f  t he l i ter a tu r e  h a s  i n d i c a te d  t h a t  

i m mun o l o g i c a l a l t er a t i o n s  due t o  t o x a p he n e  o r  a n y o t he r  

ter pen e p o l y c h l o r i n a t e  h a ve n o t  bee n  p rev i o us l y  i n ves t i g a te d; 

h ow ever , v a r i ou s  o t he r  h a l o gen a te d h y d r o c a r b o n s  a n d o r g a n o ­

c h l o r i ne i n se c t i c i d es h a ve been s t ud i e d  f o r  t he i r e f fec t o n  

t he hem a t o p o ie t i c  a n d  ly m p h o i d  s y s tem s . 

3. 1 O r g a n o c h l o r i ne I n sec t i c i des 

T he i n c rea s e d  u s a ge o f  p es t i c i des , s uc h a s  t he o r g a n o ­

c h l o rine i n sec t i c i d es ,  i n  our en v i r o n me n t  has  r esul te d i n  a n 

i n teres t  a s  t o  h o w these a gen t s  per s i s t  a n d  a c cumul a t e  i n  

t he en v i r o n men t w here t he y  can u l t i m a te l y a ffe c t  t h e w i l d l i fe 

p o pu l a t i o n an d t he hea l t h o f  m a n  a n d  d o mes t i c  a n i m a l s .  I n  

t he l a s t  few yea r s ,  m a n y  s tud ies h a v e  b ee n  c o m p l e t ed t o  

de ter m i ne t he e f fe c t s  o f  o r g a n o c h l o r i ne i n s ec t i c i d es on t he 

�mmun o l o g i c a l  r ea c t i v i t y  o f  l i v i n g o r g a n i s m s . 



DDT ( d i chl o r o d i p h en y l tr i c h l o r oe t h a n e ) , the m o s t  w i de l y  

s .tud i ed o f  t h e org a n o c h l o r i ne pes t i c i d e s , i s  a b l e t o  p er s i s t 
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· i n  n a ture fo r l o n g  per i o d s  of t i me due t o  i t s c hem i c a l  s t a ­

b i l i t y . Bec ause o f  i t s h i g h  l i p i d  s o lub i l i t y , ex p o s ur e t o  

t h i s  c hem i c a l r es ul t s  i n  a c cumul a t i o n s o f  DDT i n  t he f a t t y  

t i s sues o f  t h e b o d y  . . E ven t h oug h t he r e  i s  a n e a r  t o t a l  b a n 

o n  t h i s  i n s ec t i c i de i n  t h e  Un i ted S t a t es , DDT a n d i t s 

met a b o � i te s  a r e s t i l l  presen t a s  envi r o n me n t a l c o n t am i n an t s . 

T h i s  h a s  been a t t r i bu t ed t o  - i t s  chem i c a l s t a b i l i t y a n d s l ow 

r a te o f  deg r a d a t i o n . DDT i s  s t i l l w i del y u se d  i n  o t h er p a r ts 

o f  t he wo r l d .  

Diel d r i n , l i n d a ne ,  a n d M i rex a re t h r ee a d d i t i o n a l  

c h l o r i n a t ed i n s ec t i c i de s  wh i c h  h ave b ee n  u se d  i n  t h e U n i ted 

St a tes . Due to  i t s  c a r c i n o ge n i c  p o ten t i a l , t he use o f  

-d ie l d r i n  wa s a l s o  b a n ned i n  t h e U n i te d  S t a tes w i t h  t he e x cep� 

t i o n of  s pec i a l - u s e  p er m i t s . L i n d a ne ,  wh i c h  i s  t h e g a m m a  

i s o mer o f  b e n zene h ex a c h l o r i de ,  i s  a b r o a d  s pe c t rum i nsec t i ­

c i de wh i c h i s  be l i eved t o  h ave l ow t o x i c i t y f o r  wa r m - b l o o ded 

a n i m a l s . L i n d � ne h a s been u se d  i n  i n se c t i c i de v a p o r i zer s , 

resul t i n g  i n  c a se s  o f  a c c i den t a l p o i s o n i n g b y  i n g es t i o n o f  

t he v a p o r i zer t a b l e t s o r  repea ted va p o r  ex p o sure . 

DDT wa s f i r s t  rep o r ted t o  be . i m mun o su p p r e s s i ve b y  

W a s se r m a n n et a l . ( 6 4 , 6 5 )  i n  1 9 6 9 . I n  th e s e  e a r l y  stud ies , 

r a t s  a n d r a b b it s  r ece ived 2 0 0  p p m  DDT i n  d r i nk i n g  water . 

R a t s  i n g e s t i n g  t h e  DDT e x h i b i te d d e c r e a s e d  l i ve r we i ght s ,  

d e c r ea s e d  s p l ee n  w e i ghts an d s e r um g a m m a  g l o b u l i n  l evel s ,  



a nd a reductioM i n  a n t i bod ies a�a i n s t  ova l b u m i n . Ra b b i t s  

rec e i vi n g  t he D D T  a n d i mm un i zed wi t h  S a l m o n e l l a  typh i s h owed 

a dec rea se o f  s erum g a m m a  g l obu l i n  and a s i g n i f i c a n t l y  l o we r  

a n t i - S a l mon el l a  t i t er . 

S t reet a n d S h a r m a  ( 49 )  o b s er ve d  s up p re s s i o n  of  t ub er ­

c u l i n  del a y ed h y pe r s en s i t ivi t y  i n  r a b b i t s  a f t e r  a n  8 week 

or a l  exp osure t o  D D T . T h i s  t re a t men t a l so r e s u l t ed i n  

dec re a sed n um be r s  of p l a s ma cel l s  i n  p op l i te a l  l y m p h nodes, 

i n  feWer ger m i n a l  c en ter s i n  t he s p l een, a n d  i n  a t r o p h y  o f  

t h e t h y mu s  cor tex . 

G a b l i c k s  e t  a l . ( 1 6 )  s tud i ed t h e  e f fec t o f  D DT on t he 

i mmune s y s tem o f  g u i nea p i g s . T h e  gui n ea p i g.s r e c e i ved 

mul t i p l e  i njec t ion s of 1 5  m g  D D T  per k i l o g r a m  of b o d y  wei gh t 

a t  t wo - or t h r ee - d a y  i n terva l s  beg i n n i n g 7 t o  14 d a y s  bef o r e 

i m mun i z a t i o n  a n d  f o r  14  to 2 1  d a y s  fol l o wi n g  i m mun i z a t i on . 

T he p r i m a r y  i m m u ne res pon se , a s  me a s u red b y  t h e p rote c t ive 

i m mun i t y  a g a i n s t  d i p h t h er i a  t o x i n, t h e  a n t i t o x i n  t i te r s ,  a n d  

t he i n c re a s e  i n  g a m m a  g lobul i n  f r a c t i o n ,  w a s not a l t ered b y  

t h i s  t rea t men t . 
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I n  con t r a s t , a s tud y b y  S h i p l ov et a l . ( 47 )  dem o n s t r a ted 

t h a t  D Dt-ex posed h um a n s  a n d  r a b b i t s i njec t e d  w i t h  a 

S a l mone l l a  typh i va c c i ne d i d n o t  ex h i b i t a r e d uced t i t er but 

i n s te a d  s o mew h a t  h i g h er 0 ,  H ,  a n d  V i  a g g lu t i n i n  t i ter s .  

S i m i l a r t re n d s i n  i mm u n o r ea c t ivi t y  were fou n d  b y  Luk i c e t  a l . 

( 3 8 ) a f te r t r ea t i n g r a t s  wi t h  tec h n i c a l  g r a de D D T  for 6 0  

d a y s .  A d a i l y  or a l  i n t ake o f  40 m g  D D T  p er k i l o g r a m  o f  bod y 
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wei g h t  d i d n o t  c ause s i g n i f i c a n t  t o x i c e f fec t s . Su r p r i s i n g l y , 

t h i s  d o se ev en en h a n c ed b o t h  h um o r a l a n d  ce l lul a r  i mmune 

res p o n se s  when a n i m a l s  we re i m mun i ze d  w i t h  b o v i ne s e rum 

a l bum i n  m i x ed w i t h  F reun d ' s  c o m p l ete a dju v a n t . 

E x ten s i ve s t u d i e s  h a v e  bee n  per f o r med t o  a s ses s t he 

e f fec t o f  DDT a n d o t he r  pes t i c i des o n  c h i c ke n s. C h i cken s 

wh i c h  rece i ve d  s ub c l i n i c a l  o r a l d o s e s o f  DDT e x h i b i ted 

i n c rea sed s us c ep t i b i l i t y  t o  i n fec t i o n w i t h  t h e  p r o t o z o a n , 

Hi s t o mo n a s  mel eagr i d i s  (43). I n  a s tu d y c o n du c ted b y  G l i ck 

( 1 8 ) , c h i cken s wer e  a d m i n i s tered e i t he r  DDT o r  M i rex,  a 

c h l o r i n a ted i n se c t i c i de used a g a i n s t  t he i m p o r ted f i r e a n t, 

t o  e v a l ua te t he e f fec t o f  t he se p es t i c i des o n  a n t i b o d y ­

med i a t ed i m mun i t y . F ee d i n g  u p  t o  8 0 0  p pm DDT s i g n i f i c arit l y  

dep res sed t he l e ve l s o f  I g G a n d  I g M b ut d i d  n o t  i n f l uen ce 

a n t i b o d y  p r o d uc t i o n  t o  b o v i ne s er um a l bum i n  (B SA ) o r  t he 

p l a que - fo r m i n g  c e l l r es p o n s e  t o  s heep red  b l o o d ce l l s . M i rex 

t rea t me n t d i d n o t  a f fec t a n y  o f  t hese i mmun o l o g i c a l  i n d i ­

c a t o r s . Si m i l a r r e s u l t s  wer e  o b t a i ne d  i n  a s e p a r a t e s t ud y 

i n  wh i c h c h i c ken s were fed 5 0 0  p p m  DDT . I n  t h i s s tu d y,  

i n ges t i on o f  tec h n i c a l  g r a de DDT d i d n o t  i n f luen c e  t h e a n t i ­

b o d y  res p o n se t o  Sa l m o n el l a  pu l l o r um a n t i ge n  o r  t he a n t i b o d y  

r es p o n se t o  b o v i ne se rum a l bum i n  (32). R e sul t s  o f  a s i m i l a r 

s tud y c o n duc t ed b y  Sub b a  R a o a n d G l i ck ( 5 0 )  d i s a g ree d w i t h  

t he p r evi o us l y  o b s erve d e f fec t s  o f  D D T  a n d M i re x  t r ea t men t .  

I n t h i s  s tu d y, i t  w a s  f o u n d  t h a t  DD T a n d M i r ex t r ea t men t 

cou l d  s i g n i f i c a n t l y sup p res s t h e  leve l s  o f  s e ru m  I g G wh i l e  
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m a rked l y  i ncr ea s i n g t he s er u m  I g M l ev e l  w i t h o u t  c a u s i n g  a n y  

s i g n i f i ca n t d i f fer ences i n  s pec i f ic a n t i b ody p r o du ct i o n  t o  

s heep r ed b l o od ce l l s . Beca u se i n t er ac t i o n  b e t w ee n  T a n d  B 

cel l s  i s  a pr e r equi s i te f o r  a n o r m al a n t i b ody res p o n s e  t o  

S R B C  a n d  B SA ,  a reduc t i o n  i n  t h e  n o r m a l  r espo n s i v e ne s s  o f  t he 

T cel l  ma y acco u n t  f o r t he dep r es sed I g G a n d  I g M a n t i b o dy 

t iter s  o f  DD T - and M i rex - t re a t ed b i rds o b s er ved i n  t he ca se s 

p re v i o u s l y  r ep o r ted . 

A s t ud y  b y  F r iend a n d T r a i ner ( 1 3 , 14 )  r ev ea led t he 

e n h a nced l et h a l  e f fect s o f  d uck h epa t i t i s  v i r u s  o n  duck l i n g s  

a f ter e x p o s ur e  t o  D DT a nd d i e ld r i n . Wh i l e t he m o r t a l i t y  o f  

t he c o n t r o l s w a s  o n l y  6 percen t ,  duck l i n g s  e x p o s ed t o  9 00 p p m 

D D T  e xper ienced a 47 perce n t m o r t a l i t y  a nd t h o s e  e x p o sed t o  

40 pp m d i e ldr i n  s u f fe red a 57 percen t m o r t a l i t y . 

T he e f fect o f  ex p o s u r e t o  5 0  ppm d i e ld r i n i n  dr i nk i n g  

w a t er f o r  3 m o n t h s  w a s f ound t o  a f fec t serum p r o te i n s  i n  

r a b b i t s .  I gG l evel s were s i g n i f ica n t l y r educed b y  t he 

dieldr i n  t r ea t men t b u t  t here w a s n o  e f fec t  o n  s e r u m  I gM 

l evels (6 6 ) . 

I n  a n  ex p e r i me n t carr i ed o u t  b y  Des i e t  a l  . . , r a b b i t s 

were g i ve n l i n da ne b y  da i l y  o r a l  adm i n i s t r a t i6 n . A s i g n i f i ­

ca n t  decre a se i n  t he i m m u ne r es p onse t o  S a l m o ne l l a  typ h i w a s 

f o u nd i n  t he s e r a o f  t he a n im a l s  t re a ted w i t h  l i nda n e  a s  

.comp a red t o  t he u n t re a t e d c o n t r o l s ( 7 ) . I n  a s u b seq u e n t  

s t udy b y  D ew a n e t  a l . ( 8 ) , t h e  i m m u n o s u p p re s s i v e  e f f ect o f  

l i n da ne w a s  a s s es s ed in wea n i n g  r a t s  o v er a p e r i o d o f  5 
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week s . A g g l u t i n i n  t iter s a g a inst  §. .  typh i "0" a nd "H" a nd S .  

p a r a typh i "AH" a nd "B A" a n t igen s were deter m i ned f o l l o w i n g 

t y p h o i d - p a r a t y p h o id v acc ine in  co n t r o l  a nd l ind a n e- fed 

a n im a l s . T he t it er s in t rea ted a n ima l s  were s i g n i f ica n t l y  

s u p p res sed a s  co m p a r ed t o  t h o se o f  t he n o n - t re a t ed co n t r o l s . 

T he s e  s t u dies indi ca te t h a t  o r g a n o ch l o r in e  i n s ect ic ide s  

h a v e  t he p o te n t ia l f o r s u p p re s s i n g  i m m u n o l o g ica l reac t i cit y .  

S ince t o x ap he n e  i s  a l s o  a n  o r g a n och l o r i ne i n s ectic i de s ,  i t  

m a y  t h er e f o re b e  i mm u n o t o x i c .  B eca u se o f  t he p er s is tence o f  

t o x a p hene i n  t h e  en v i r o n men t a n d it s t o x ic e f f ect s o n  w a r m ­

b l o oded a n im a l s , t o x a p hene p resen t s  a co n s t a n t  t h rea t t o  t h e  

h ea l t h  o f  b o t h  h u m a n s a nd l i ve s t ock . A n im a l s  e x p o sed t o  

t o x a p h en e, co u l d  p o s s ib l y  be m o r e s u s ce p t i b le t o  disea s e, 

i n fec t i o n s, a nd m a l ig n a ncy . T he reduced i mm u n o l o g ica l 

react iv i t y  co u l d  a l s o r es u l t  in  p oo r  we i g h t  g a i n s  i n  l i ve­

s t ock as we l l  a s  p o s e a p o t en t ia l  h u m a n  hea l t h  p r o b lem . 

3 . 2 Po l ych l o r in a t ed B ip h en y l s  ( PC B ' s ) 

P C B ' s  h a v e  been u s ed i ndu s t r ia l l y  f o r  w a te r p r o o f i n g  a nd 

f l a me p r o o f i n g  w o od a nd t o  i m p r o ve t h e p r o per t ie s  o f  p r o tec­

t ive co a t in g s s uch  a s  p a in t , s y n t h e t ic r e s i n s ,  v a r n is hes,  a nd 

w a x es ( 27 , 5 6 ) . PC B ' s  h a v e  a l s o  b ee n  u sed a s  l u b r ica n t s ,  

hea t - t r a n s fer a ge n t s, a n d i n  in s u l a t o r s ( 5 6 ) . 

D u e  t o  t he ir s t a b i l it y  a nd s o l u b i l it y, P C B ' s  a re per ­

s i s te n t  en v ir o n men t a l  p o l l u t a n t s  ( co n t a m in a n t s  o f  t he 

en v ir o n me n t ) .  Th e l ip o s o l ub il it y  o f  t hes e co m p o u nd s  a l l o w s  

f o r  t he i r  s t o r a ge a nd s u b s eq ue n t  accum u l a t io n  i n  a n i m al 



ad i p o se t i s s ue w h i ch acco u n t s  f o r t he i nc r ea s i n g co n cen t r a ­

t i o n s  o f  PC B ' s  i n  t h e  f o od ch a i n . 

2 0  

Prel i m i n a r y  t o x ici t y  s t ud i e s , w h ich  wer e i n i t i a ted t o  

ev a l u a t e  t h e h a z a r d s  o f  PC B e x p o s u r e , s u g ge s t ed t h a t  t hese 

chem i c a l s  a l ter ed n o r m a l i m m u n o l o g i ca l f u nc t i o n s . Feedi n g  o f  

P C B t o  c h i cken s  r es u l ted i n  s m a l l  s p l een s ( 1 2 )  a s  w e l l a s  t he 

a t r o phy o f  o t h e r  l y m p h o id t i s s ue ( 57 ) . D er m a l a p p l ica t i o n o f  

P C B ' s  r e s u l ted i n  l y m p h o pen i a ,  a t r o p h y o f  t h e  t h y m u s co r tex,  

a nd a r ed uct i o n  i n  t h e n u m be r  o f  ger m i n a l  cen t e r s i n  t h e  

splee n s  a nd l y m p h  n odes o f  r a b b i t s ( 5 5 ) . L a te r, i t  w a s 

o b ser ved t h a t a co m merc i a l  PC B p rep a r a t i o n , A r oc l o r  1254 , 

fed t o  du ck l i n g s  f o r  1 0  da y s , i nc re a s ed t he s u s ce p t i b i l i t y  

o f  t he duck l i n g s  t o  d u ck hep a t i t i s  v i r u s  ( 1 5 ) . Ho w ever , i t  

h a s s i nce bee n  o b ser ved t h a t  i ncrea sed v i r a l s u s cep t i b i l i t y  

f o l l o w i n g  ch a l l en ge m a y  be due t o  n o n s peci f ic i n t er ac t i o n s  

b et ween hep a t i c t o x i n s  a nd l i ve r  p a t h o gen s a nd m a y  t h u s  occu r 

w i t h o u t a n y  a c t u a l i m p a i r men t t o  t h e  i m m u ne s y s tem (9). 

Beca u s e i m m u n o s u p p res s i o n  b y  P C B ' s  w a s  i n dica t ed i n  

t h es e  e a r l y  s t udi es , f u r t he r  s t ud i e s  were co m p l eted t o  a s ses s 

t he a ct u a l  e f fec t s o f  P C B ' s  o n  t he i m m u ne s y s t em .  T he 

i mm u n o t o x i c e f f ec t  o f  ch r o n ic i n ges t i o n  o f  l o w c o ncen t r a t i o n s  

o f  PC B w a s  a s se s s ed i n  g u i nea p i g s  b y  Vas a nd de R o ij ( �6 ) .  

A n i m a l s  i n  t h i s  s t udy r ecei ved 1 0  a nd 5 0  p p m  A r ocl o r  12 6 0  

i n  t he i r di et s f o r  ei gh t weeks . F o l l o w i n g  i m m u n i z a t i o n w i t h 

tet a n u s  t o x o i d ,  a s i g n i f i ca n t l y  reduced n u m be r  o f  g am m a  

g l o b u l i n - co n t a i n i n g  cel l s  w a s  o b ser ved i n  t he dr a i n i n g  l y m p h  
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n o des o f  b o t h  t r ea t men t
-

g r o u p s . E ven t h o s e  a n i m a l s fed 10 

p p m P C B  h a d a s i g n i f i ca n t  red uc t i o n  i n  t h e  co ncen t r a t i o n  o f  

s er um g a mm a  g l o b u l i n. N o  ef fect w a s f o u n d  o n  e i t h e r  t h e  

s p l ee n  wei g h t o r  t he leukocy t e  c o u n t s  i n  t h ese a n i m a l s . I n  

t w o  s u b s e q u ent s t u d i es u s i n g g u i ne a  p i g s , i n ges t i o n  o f  5 0  p p m 

P C B  c a u se d  r ed uced n u m be r s  o f  b o t h  c i r cu l a t i n g  l eu k ocy tes a n d  

l y m p h oc y t es , t h y mu s  a t r o p h y , a re d u ct i o n  i n  a n t i b o d y  t i t er s , 

a n d  a decrea s e d  n u m ber o f  a n t i - te t a n u s  t o x i n - p r o d uci n g  cel l s  

i n  t he d r a i n i n g  l y m p h  n odes a f t er i mm u n i z a t i o n  ( 6 2 , 6 3 ) . 

T he se o b ser v a t i o n s  i n d i ca ted a severe s up p res s i o n  o f  t h e 

h u m o r a l  i mm u n e  r es p o n se .  

T h e  e f fec t  o f  o r a l  ex p o s u r e  t o  A r oc l o r s 1 22 1 , 1 24 2 ,  a n d  

1 25 4 i n  r a b b i t s  w a s  s t u d i ed b y  Ko l l er a n d  T h i g p en . T he y  

o b ser ved a s i g n i f i c a n t l y  l o we r  ser u m - neu t r a l i z i n g  a n t ibo d y 

t i ter t o  p seu d o r a b i es v i r u s  i n  t he ex pe r i men t a l g r o u p s  ( 29 ) . 

W a s s e r m a n n  a n d  co w o rker s ( 6 6 ) o b s er ved red uced l e ve l s  o f  

ser u m  I g G i n  r a b b i t s  w h o  h a d  r ecei ved 2 0 0  p p m A r ocl o r  1221 

f o r  3 m o n t h s  i n  d r i nk i n g  w a ter; h o wever , t h i s  t rea t men t d i d  

n o t  a p p ea r  t o  h a v e  a n y  e f fect o n  ser u m  I g M co ncen t r a t i o n. 

C o n t r a r y t o  t h ese s t u d i es , S t ree t  a n d  S h a r m a  ( 4 9 ) f o u n d  fee d ­

i n g r a b b i t s l o w d i e t a r y  level s o f  A r ocl o r  1 25 4 d i d n o t  r e s u l t 

i n  a n y  s i g n i f i c a nt ch a n ges i n  ei t her t h e  h u m o r a l  o r  6el l ­

med i a te d  i mm u ne r es p o n s e a f ter s heep r e d  b l o o d  cel l  i m m u n i z a­

t i o n .  

In  a s i m i l a r  study i n  w h ich ra t s  were fed l o w  l evel s 

o f PC B  fo r seven d a y s , cel l-med i a ted i m m u n i ty d i d  no t a p pea r 



t o  b e  s u p p r e s sed (3 ) .  In  t h i s  e x p e r i m e n t p e r i p h e r a l b l o od 

l y mp h o c y t e s , i s o l a t ed fr o m  P C B - fed r a t s, e v e n  e x h i b it e d  a n  

i n c r e a s ed m i t o g e n i c  r e s p o n s e  u p o n  i n  v i t r o s t i mu l a t i o n  b y  

t h e T c e l l  m i t o g e n, p h y t o h e m a g g l u t i n i n . P r e v i ou s l y  i t  h ad 

b e e n r e p o r t ed ,  t h a t  tub e r cul i n de l a y ed- t y p e  h y p e r s e n s i t i v i t y 

w a s  s i g n i f i c a n t l y sup p r e s se d  i n  g u i n e a  p i g s  i n g e s t i n g 5 0  p p m  

P C B ( 6 2 , 6 3 ) . T h i s  s tud y i nd i c a t e d  t h a t  t h e P C B  t r e a t m e n t s  

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

P C B  e x p o s u r e  d o e s  a l t e r c e l l - m edi a t ed i mm u n i t y; h ow e v e r , t h e 

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

e f f e c t . 

A f t e r  a 6 wee k  o r a l P C B  e x p o su r e, i t  w a s  o b s e r v ed b y  

Lo o s e e t  a l . ( 3 5 , 3 6 ) , t h a t  m i c e  e x h i b i t ed a s i g n i f i c a n t l y 

r educ ed a n t i b ody r e s p o n s e t o  s h ee p  r e d b l o od c e l l s . T h e s e  

s t udi e s  a l s o  r e v e a l ed t h a t  suc h tr e a t m e n t  r e s u l t ed i n  

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

n e g a t i v e e ndo t o x i n  a n d  t o  t h e l e t h a l  e f f e c t s  o f  P l a s m od ium 

b e rgh e i . A r e c e n t  s e r i e s  o f  s t udi e s c o nduc t e d  b y  T h o m a s  a nd 

H i n s di l l , i n v e s t i g a t e d t h e e f f e c t s o f  l o w l e v e l  c h r o n i c  o r a l 

P C B  e x p o s ur e o n  b o th m o nk e y s  and m i c e . T h e y  f o u nd t h a t  l o n g  

t e r m  i n g e s t i o n r e s u l t ed i n  s i g n i f i c a n t l y  r edu c ed hum o r a l 

i mmun i t y i n  m o n ke y s  i m m u n i z ed w i t h  s h e e p r ed b l o od ce l l s  a nd 

t h a t  P C B - t r e a t ed m i c e  c h a l l e n g ed wi t h  S a l m o n e l l a t yph i mu r i u m 

we r e m ote s u s c e p t i b l e  t o  i n f e c t i o n  t h a n  c o n t r o l s  ( 5 3 ) . T h i s  

da t a  sup p o r t s e a r l i e r  r e p o r t s  wh i c h  i nd i c a t ed b o t h a sup p r e s­

s i o n  o f  hu m o r a l i m mu n i t y a n d  de c r e a s e d  d i s e a s e r e s i s t a n c e  i n  

22  



23 

P C B - e x p o s e d a n i m a l s . 

A l t h o u g h  n o t  i n t e n t i o n a l l y  s t u d i e d , t h e h u m a n h e a l t h  

h a z ard s o f  a c u t e P C B  e x p o s u r e  w a s t r a g i c a l l y-dem o n s t r a t ed i n  

Yu s h o , J a p a n  i n  1 9 6 8 . A t  t h a t  t i me ,  a t  l e a s t  1 0 0 0  p er s o n s 

wer e e x p o s e d  t o  P C B  b y  e a t i n g r i c e  o i l  c o n t a m i n a t e d  w i t h  

K a nec h l o r  4 0 0 , a m i x t u r e· o f  v a r i o u s  P C B ' s  w h i c h  a l s o  c o n ­

t a i ne d  s o me i m p u r i t i es . T h o s e per s on s  i n v o l ve d  i n  t h i s  

a c c i den t de ve l o ped c h l o r a c ne , d i s o r d e r s  o f  t h e p er i p h e r a l  

n e r v o u s  s y s t em s , e ye d i s c h a r g e s , a n d  h y pe r p i g m en t a t i o n  o . f t he 

sk i n , n a i l s , a n d  m u c o u s  m e mb r a n e s . A s  h a d b ee n p r e v i o u s l y 

o b s er v e d  i n  a n i m a l  m o d e l s , t h es e i n d i v i d u a l s  a l s o e x per ien ced 

i mm u n o s u p p r es s i o n . S t a t i s t i c s  l a t er i n d i c a t e d  i n c re a s e d  r a te s  

o f  s t o m a c h  a n d l i ve r  c a nc e r s  i n  t h e  v i c t i m s o f  t he Yu s h o 

i n c i d e n t  (1 7 ) . T h e o c c u r r e nc e  o f  i nc r e a s e d  c a n c e r  r a t e s  

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

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

a n i m a l s . I t  h a s  been p o s t u l a te d  t h a t  t h e  i m m u n o s u p p re s s i o n  

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

w h i c h th e n  a l l o wed t h e c a n ce r s  t o  p r o l i f e r a te w i t h i n  t h e 

b o d y . 

3 . 3  2 , 3 , 7 , 8 - T e t r a c h l o r o d i b e n zo - p - d i o x i n  (TC D D ) 

T C D D  i s  o n e  o f  t h e  m o s t t o x i c  c o m p o u n�s kn o w n t o  m a n . 

I t i s  a c hem i c a l  t h a t  c a n  b e  s y n t h e s i ze d i n  m i n u t e , b u t  y et 

t o x i c  a moun - t s  d u r i n g  t h e  m a n u f a c t u r e  o f  e i t h e r c h l o r i na t e d  

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

p heno l s , s u c h  a s  t h e  h e r b i c i d e , 2 , 4 , 5 - t r i c h l o r o p h e n o x y a c e t i c 
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a c i d . 

I n  i n i t i a l t o x i c o l o g i c a l  s t u d i e s, TC D D  e x p o s u r e w a s  

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

(4 , 1 9 , 21 , 28 , 6 0 , 6 1 ) . A t r o p h y  o f  p e r i p h e r a l  l y m p h n o d e s w a s  

a l s o  o b s e r v e d  (1 9 , 21 , 6 1 ) . D u e  t o  t h e l a b o r a t o r y s t u d i e s  

w h i c h f o u n d t h a t  TC D D  c au s e d  t h y m u s a t r op h y a t  s u b l e t h a l 

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

o r g a n ,  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y s t u d i es w e r e  c o n d u c t e d t o  

a s s e s s  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  i n  T CD D - t r e a t e d  a n i m a l s . I n  t h e 

i n i t i a l s t u d i e s  o f  Va s e t  a l . (6 1 ) ,  d e l a y e d - t y p e h y p e r s e n s i ­

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

c e l l - m e d i a t e d  i mmu n i t y  i n  g u i n e a  p i g s  a n d  r a t s ,  w h e r e a s  a 

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

d e t e r m i n e  c e l l - m e d i a t e d  i mm u n i t y  i n  m i c e . T C D D  w a s  o b s e r v e d  

i n  t h e s e  s t u d i e s t o  s u p p r e s s  c e l l - me d i a t e d i mm u n i t y i n  gu i n e a  

p i g s;  b u t  n o t  r a t s .  G r a f t  v e r s u s  h o s t  a c t i v i t y, i n  w h i c h  

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

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

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

t r o l s . I n  a r e c e n t  s t u d y  (4 6 ) ,  i n  v i t r o  c e l l - m e d i a t e d 

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

e x p o s u r e o f  f r o m  O . Ql t o  1 0  u g  TC D D / k g /w e e k .  E x p o s u r e  o f  

b o t h  s p e c i e s  t o  T C D D  a t  a l l l�v e l s  c a u s e d  a n  i n c r e a s e  i n  the 

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

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

� ·  Th e  b l a s t o g e n i c  r e s p o n s e t o  p h y t o m i t o g e n s  w a s  
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d e c r e a s e d a t  e x p o s u r e  l e v e l s  g r e a t e r  t h a n. 0 . 1  u g  T C D D/k g/w e ek 

i n  b o t h  t h e  m i c e  a n d  r a b b i t s . � v i v o  s k i n r e a c t i v i t y t o  

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

i n g e i t h e r  1 o r  1 0  u g  T C D D/kg/w e e k .  A f t e r  i mm u n iz a t i o n  w i t h  

t e t a n u s  t o x o i d  i n  F r e u n d ' s  a d ju v a�t , h um o r a l  i m m u n i t y  w a s  

a l s o  a s s e s s e d . D o s e  l e v e l s o f  b o t h  1 a n d 1 0  u g  T C D D/kg/w e e k  

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

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

e v i d e n c e  t h a t T C D D  e x p o s u r e  c a u s e s  s u p p r e s s i o n  o f  b o t h c e l l ­

m e d i a t e d  a n d n u m o r a l i m m u n i t y . 

F u r t h e r  s t u d i e s w e r e  c o n d u c t e d t o  d e t e r m i n e  i f  s ub t o x i c  

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

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

I t  w a s  d e t e r m i n e d b y  T h i g p e n  e t  a l . (5 1 )  t h a t  l o w  d o s e s  o f  

T C D D , a d m i n i s t e r e d t o  m i c e  p r i o r t o i n f e c t i o n  w i t h  S a l m o n e l l a  

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

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

s t u d y , Vas e t  a l . (5 8) d e m o n s t r a t e d t h a t  e x p o s u r e  t o  T C D D  

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

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

T h i g p e n e t  a l . 

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

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

T C D D  w e r e s t u d i e d . T h e s e  s t u d i e s  u t i l ize d t h e  o f f s p r i n g  

a ft e r o n l y  t h e  m o t h e r s h a d  b e e n  t r e a t e d  w i t h T C D D . T h e s e 

m i c e  w e r e  e x p o s e d  e i t h e r  p r e - and p o s t n a t a l l y  o r  p o s t n a t a l l y 
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o n l y  (b y  n u r s i n g  f rom TC D D - e x p o s e d  f e m a l e s ) .  S e v e r e  su pp r e s ­

sio n  o f  c e l l-me d i a t e d i mm u n i t y w a s  d e t e r m i n e d  b y  m e a s u r i n g 

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

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

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

w a s  d e t e r m i n e d  i n  t h e s e s t u d i e s  t h a t  p r e- a n d  pos t n a t a l  o r  

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

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

f u n c t i o n s  (1 0 , 5 9 ) . 

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

a m o r e  r e c e n t  s t u d y  (5 2 ) . T h e  i m m u n o l o g i c a l r e a c t i v i t y  o f  

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

i n  t h e i r  d i e t s f o u r  w e e ks p r i o r to b e i n g  b r e d  w e r e  e x a m i n e d . 

O f f s p r i n g  f r o m m o t h e r s  r e c e i v i n g  1 p p b � COD i n  t h e i r  f o o d  

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

m o t h e r s  f e d  e i t h e r  2 . 5 o r  5 . 0 p p b  o f  T C D D  a l s o  e x h i b i t e d  a 

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

p l a q u e - f o r m i n g  c e l l  r e s p o n s e  f o l l o w i n g  i m m u n i z a t i o n . T h e  

o f f sprin g o f_m o t h e r s  fe d 5 p p b  TC D D  h a d  a s i g n i f i c a n t l y 

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

(DNF B ) . S i n c e  o n l y  c e r t a i n  T c e l l - m e d i a t e d  fun c t i o n s  w e r e 

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

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

T C D D - e x p o s e d o f f s p r i n g . 

A f t e r  r e v i e w i n g  n u m e rou s o t h e r  s t u d i e s e x a m i n i n g t h e  

i mm u n o t o x i c i t y  o f  T C D D, i t  c a n  b e  c o n c l u d e d t h a t  TC D D  i s  a n  



. i mm u n o s u p p r e s s i v e  c o m p o u n d t h a t a f f e c t s  t h y m u s - d e p en d e n t  

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

t h e  c o m p l e t e  h o s t  d e f e n s e  s y s t e m . 

3 . 4  P o l y b r o m i n a t e d  B i p h e n y l s  (P B B ' s ) 

2 7  

P B S ' s  a r e  c o m p o u n d s  e mp l o y e d  a s  f l am e  r e t a r d a n t s . T h e s e  

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

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

t i s s u e s  (2 ) .  

A n  i n i t i a l  s t u d y  i n  w h i c h  h e x a b r o m o b i p h e n y l (F i r em a s t e r 

B P 6 ) w a s fe d t o  c h i ck e n s r e s u l t e d  i n  a t r o p h y  o f  b o t h  t h e 

b u r s a o f  F a b r i c u s , a n  o r g a n f o u n d  o n l y  i n  b i r d s a n d  k no w n  t o  

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

P r o m p t e d b y  t h i s  s t u d y , V o s  a n d  v a n  G e n d e r e n  (6 3 )  c o n d u c t e d  

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

F i r e m a s t e r  B P 6  f o r  4 5  d a y s  p r i o r  t o  i mm u n i z a t i o n  w i t h  t e t a n u s  

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

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

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

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

a s u b s e q u e n t  s t u d y  b y  F a r b e r  e t  a l . ( 1 1 ) , F i r e m a s t e r  B P 6  w a s  

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

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

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

w a s r e d u c e d . 

H u mo r a l  a n d  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y  w a s  a s s e s s e d  i n  m i c e  

a n d r a t s  a f t e r P B B  e x p o s u r e  i n  a s t u d y  b y  L u s t e r  e t  a l. ( 3 9 ) .  
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D u r i n g  t h i s  e 1 p e r i m e n t, m i c e  a n d r a t s  w e r e  d o s e d  b y  g a v a g e 

o v e r a 3 0  d a y  t i m e  p e r i o d  w i t h  v a r i o u s  l e v e l s o f  F i r e m a s t e r  

F F - 1  r a n g i n g  f r o m  0 . 3  t o  3 0 . 0  m g / k g  b o d y  w e i g h t p e r  d a y . I n  

r a t s , e x p o s u r e  t o  3 a n d 3 0  m g / k g  PB B r e s u l t e d  i n  a s i g n i f i ­

c a n t r e d u c t i o n  i n  t h y mu s w e i g h t s .  C e l l -m e d i a t e d  i m m u n i t y , a s  

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

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

p r e s s e d  i n  b o t h ra t s  a n d  m i c e  r e c e i v i n g  3 0  m g / k g PB B . T h e B 

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

t o  t h e B c e l l  m i t o g e n , � ·  ca ll l i p o p o l y s a c c h a r i d e , a p p e a r e d  

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

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

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

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

t o x i c i t y , PB B d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  a s i g n i f i c a n t l y  i mm u n o ­

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

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

a c c i d e n t a l l y  e x p o s e d  t o  PB B ' s h a s p r o v e n t o  b e  o n e o f  t h e  

m o s t  i n t e r e s t i n g  s t u d i e s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  PB B ' s  o n  i mm u n e  

f u n c t i o n . I n  1 9 7 3 , c a t t l e  f e e d b e c am e  h e a v i l y  c o n t a m i n a t e d 

w i t h PB B ' s  w h e n  t h e r e  w a s a n  a c c i d e n t a l  s u b s t i t u t i o n  o f  a 

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

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

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

F o l l o w i n g  t h i s  a c c i d e n t , e x t e n s i v e  s t u d i e s  w e r e  c o n d u c t e d  t o  

d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  PBB ' s  o n  t h e  i mm u n e  f u n c t i o n  o f  t h e  



h u m a n s  w h i c h  h a d b e e n  e x p o s e d . I n  t h e s e i n v e s t i g a t i o n s , 

B ek e s i  e t  a l . ( 1 )  o b s e r v e d  s e v e r a l  a b n o r m a l i t i e s i n c l u d i n g  

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

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

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

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

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

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

t h e  B l y m p h o c y t e  s u b p o p u l a t i o n  w a s  o b s e r v e d  (2 ) , t h e  r e s u l t s 

o f  B e ke s i ' s  s t u d i e s w e r e  s u b s e q u e n t l y  c o n f i r m e d  i n  b o t h  t h e  

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

e x p o s e d  t o  PB B ' s . 

4 .  S u mm a r y 

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

i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  h a l o g e n a t e d  h y d r o c a r b o n s , PCB ' s 

a n d PB B ' s; t h e p e s t i c i d e s , D D T , M i r e x , a n d  l i n d a n e; a n d  

p e s t i c i d e  c o n t a m i n a n t , T C D D , a f f e c t  i m m u n e  f u n c t i o n . T h e 

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

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

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

29 

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

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

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

v i t y  fo l l o w i n g  e x p o s ur e t o  a n  e n v i r o n m e n t a l  c h e m i c a l  c a n  

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

3 0  



M A T E R I A L S  A N D  ME THO D S  

1 .  A n i m a l  M a i n t e n a n c e a n d  T r e a t m e n t  P r o t o c o l 

· 1 . 1 A n i m a l s  
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M i c e  f r o m  an  o u t b r e d , a l b i n o , C h a r l e s  R i v e r  s t r a i n  w e r e  

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

a n i m a l c a r e  f a c i l i t i e s  a t  t h e  S o u t h  D ak o t a  S t a t e  U n i v e r s i t y  

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

1 0  p e r  c a g e ) , f e d ( M o u s e  C h o w # 5 0 1 5 , R a l s t o n  P u r i n a C o . ,  S t . 

L o u i s , M i s s o u r i ) ,  a n d  w a t e r e d  a d  l i b i t u m . 

1 . 2 E x p e r i m e n t a l  D e s i g n  

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

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

r o u t e s .  A t  t h e  b e g i n n i n g o f  e a c h  t o x a p h e n e  e x p o s u r e ,  t h r e e 

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

m i n i m u m  o f  6 m i c e . 

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

d e t e r m i n e d  a f t e r 1 4  d a y s t r e a t m e n t .  

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

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

a n  i n t r a p e r i t o n e a l  (I P )  i m m u n i z a t i o n  o f  1 0 8 S R B C  o n  d a y  9 

o f  t r e a t m e n t . T r e a t m e n t  w a s t h e n c o n t i n u e d  f o r  5 d a y s  w i t h 

s a c r i f i c e o n  d a y  1 4. 

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

p e r f o r m e d a f t e r m i c e  h a d  r e c e i v e d t o x a p h e n e  t r e a t m e n t f o r 

1 4  d a y s . M i c e  u s e d  f o r  t h e a n t i g e n - i n d u c e d  l y m p h o c y t e  
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p r o l i f e r a t i o n  a s s a y w e r e  i nje ct e d  I P  w i t h  1 0 8 S R B C  a f t e r  1 4  

d a y s  t r e a t m e n t  a n d t r e a t m e n t  co n t i n u e d  f o r  1 3  a d d i t i o n a l  d a y s  

w i t h  t h e t o x a p h e n e  t r e a t m e n t  p e r i o d  e x t e n d i n g o v e r  a t o t a l 

o f  2 7  d a y s .  

1 . 3  T o x a p h e n e  E x p o s u r e  

1 . 3 . 1 T o x a p h e n e  I n g e s ti o n  

T h e t o x a p h e n e  ( 9 0 %  s o l u t i o n , B o o t s  H e r cu l e s  A g r o -

ch e m i ca l s, C o . ,  W i l m i n g t o n , D e l a w a r e ) w a s  d i s s o l v e d  i n  M a z o l a  

co r n  o i l  a n d  a d m i n i s t e r e d v i a  g a s t r ic i n t u b a t i o n  u s i n g  a t c c  

g r a d u a t e d g l a s s  t u b e rcu l i n  s y r i n g e  (B ect o n - D ick i n s o n , 

R u t h e r f o r d , N e w J e r s e y ) a n d  a b a l l e d b i o m e d ica l a n i m a l  f e e d ­

i n g n e e d l e  (P o p p e r  a n d  S o n s , I nc . ,  N e w  H y d e  P a r k , N e w  Y o r k ) . 

M i ce r ece i v e d  e i t h e r co r n  o i l , C i n g ' o r  a t o x a p h e n e -co r n  o i l 

s o l u t i o n , T
I 

, a t  t h e  r a t e  o f  0 . 0 0 5  cc/ g r a m  o f  b o d y  w e i g h t .  n g  

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

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

i mm u n o t o x ici t y  occ u r r e d  a t  30  m g /kg / d a y. C o n s e q u e n t l y  a l l  

s u b s e q u e n t  o r a l  t r e a t m e n t s  we r e  d o n e  a t  t h i s  d o s e . 

1 . 3 . 2  C u t a n e o u s  A b s o r p t i o n o f  O i l  B a s e T o x a p h e n e  

O i l b a s e  t o x a p h e n e w a s d i s s o l v e d i n  m i n e r a l  o i l  (Y o r k  

P h a rm aca l C o . , B r o o k f i e l d , M i s s ou r i )  a n d  a p p l i e d  t o  t h e 

a b d o m i n a l  r e g i o n o f  e ach  m o u s e . M ice i n  t h i s  gr o u p , T 
D e r m a l ' 

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

t o x a p h e n e ) d a il y. C o n t r o l  a n i m a l s , C
D 1

, r ece i v e d  an 
e r m a  

e q u i v a l e n t  t r e a t m e n t  u s i n g  o n l y  5 0  u l  m i n e r a l  o i l . P r o p e r  

d o s e  l e v e l s  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  d e t e r m i n e d i n  p i l o t  s t u d i e s .  
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1 . 3 . 3  C u t a n e o u s  A b s o r p t i o n  o f  W a t er B a se T o x a p h ene 

A 2% t o x a p hene- w a t e r em u l s i o n  w a s  p r e p a r e d  u s i n g a c o n ­

c en t r a ted s o l u t i o n  o f  em u l s i f i a b l e t o x a p h en e . M i ce , T
Em u l ' 

were e x p o s ed t o  t he 2 %  t o x a p hene em u l s i o n  b y  s a t u r a t i n g  t he 

f u r  o n  t h e  b a c k  a n d  a b d o men o n ce e ver y f i v e  d a y s  d u r i n g  t h e  

t rea t men t per i o d . C o n t r o l  a n i m a l s , C
E m u l ' r e c e i v e d  a s i mi l a r  

t r ea t men t w i t h  w a te r . 

2 .  Me t h o d s  

2 . 1  I m m u n o l o g i c a l M e t h o d s 

2 . 1 . 1  I mm u n i z a t i o n  

S heep r e d  b l o o d  ce l l s  (S R B C )  u se d  f o r  i mm u n i z a t i o n  p u r ­

p o s e s  were o b t a i ne d  b Y  ju g u l a r  ven i p u n c t u r e  a n d  c o l l ec t ed i n t o  

a s te r i l e  t w o  l i ter  E r l e n mer yer f l a sk c o n t a i n i n g  40 m l  o f  

40 % s o d i u m  c i t r a te .  A f t e r  c o l l e c t i n g  t h e  S R B C , t h e y  w e re 

t r a n s fe r re d  t o  s ter i l e  s c rew c a p  b o t t les a n d  s t o r ed a t  4 ° C. 

T o  p r ep a r e  S R B C  f o r  i mm u n i z a t i o n , a n  a l i q u o t  o f  S R B C  w a s  

w a s h e d  t h ree t i me s  w i t h  0 . 8 5 %  N a C l a n d t h en d i l u t e d . I m m u ­

n i zed m i c e  rec ei ved  a n  i n t r a p e r i t on ea l  i mm u n i z a t i o n  o f  10 8 

s he e p  r ed b l o o d  cel l s  i n  0. 25 c c  s a l i ne .  

2 . 2 E x s a n g u i n a t i o n a n d  T r e a t men t o f  T i s s ue s , B l o o d , a n d  

Ser u m  

U s i n g  e t her - s a t u r a ted  c o t t o n , m i c e  w e r e a n e s t h e s i z e d  

a n d  e x s an g u i n a t e d . W h o l e  b l o o d , c o l l e c t e d  a f te r  s e v e r i n g  

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

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

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



m i c e  w e r e  t e r m i n a t e d  b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n .  · S e r u m  w a s  

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

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

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

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

w e i g h e d . 

2 . 2 . 1  T o t a l  L e uko c y t e  C o u n t s  

3 4  

F o r t y m i c r o l i t e r s  o f  w h o l e  b l o o d , c o l l e c t e d  f r om e a c h  

e x p e r i m e n t a l  a n i m a l , w a s d i l u t e d  i n  2 0  m l  o f  I s o t o n I I  d i ­

l u t i n g  b u f f e r  (C o u l t e r  D i a g n o s t i c s , I n c . , H i a l e a h , F l o r i d a ) 

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

S c i e n t i f i c  P r o d u c t s , M c G r aw P a r k ,  I l l i n o i s ) . T o  l y s e  t h e  

r e d  b l o o d  c e l l s  i n  e a c h  s u s p e n s i o n , s i x d r o p s o f  Z a p - I s o t o n 

I I  (C o u l t e r  D i a g n o s t i c s ,  I n c . ) w a s a d d e d . A C o u l t e r  C o u n t e r 

(M o d e l  F ,  C o u l t e r  E l e c t r o n i c s , I n c . , H i a l e a h , F l o r i d a ) w a s  

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

2 . 2 . 2 D i f f e r e n t i a l  L e uk o c y t e C o u n t s  

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

p r e p a r i n g b l o o d  f i l m s o n  1 "  x 3 "  b e v - 1 - e d g e  b l o o d  s m e a r  

s l i d e s  (Pr o p p e r  M a n u f ac t u r i n g  C o . , I n c . ) .  C a m e o  Q u ik S t a i n  

(A m e r i c a n S c i e n t i f i c  Pr o d u c t s ) w a s  e m p l o y e d  t o  d i f f e r e n t i a l l y 

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

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

c o u n t i n g  1 0 0  c e l l s  f r om a s t a i n e d  b l o o d  s m e a r . 



2 . 2 . 3 Hem a t o c r i t  De ter m i n a t i o n  

Pa cke d  r e d  b l o o d  c el l v o l u me w a s det er m i ned b y  f i l l i n g 

h ep a r i n i zed m i c r o hem a t o c r i t  c a p i l l a r y  t u b e s  (A mer i c a n S c i ­

en t i f i c  Pr o d u c t s ) w i t h  w h o l e b l o o d  a n d  cen t r i f u g i n g  f o r  6 

m i n u tes i n  a hem a t o c r i t c en t r i f u ge (C l a y  A d a m s , I n c . , N ew 

Yo rk ) . 

2 . 2 . 4 D i r ec t Hem a g g l u t i n a t i o n 

T he l evel s o f  I g G a n d I g M  S R B C  a n t i b od y i n  a l l  s er u m  

s a m p le s  w a s  d eter m i ned u s i n g  d i r ec t  hem a g g l u t i n a t i o n . F o r  

t he det ec t i o n  o f  t he t o t a l a n t i b o d y  level ( I g M  a n d  I g G ) ,  

ser i a l  t w o - f o l d  d i l u t i o n s  o f  t h e  ser u m  we r e  p re p a re d  i n  9 6 -

wel l c o n i c a l b o t t o med m i c r o t i ter p l a tes (F l o w L a b ora t o r ies, 

I n c . ,  H a m den,  C o n ne t i c u t ) u s i n g 0 . 0 25 m l  s a l i n e c o n t a i n i n g  

1 : 1 0 0  v / v  n o r m a l  r a b b i t  ser u m  (N R S )  a s  t he d i l uen t . I g G  

l evel s were deter m i ned b y  m o d i f y i n g  t he d i l ue n t t o  c o n t a i n  

0 . 2  M 2 - mer c a p t oe t h an o l  (2- ME, S i g m a  C hem i c a l  C o . ,  S t . 

L o u i s, M i s s ou r i ) . S i n c e 2- M E  i s  a red u c i n g a g en t w h i c h  

se lec t i vel y c lea v es t he d i s u l f i de b r i d ges i n  t h e  I g M m o l e ­

c u le ,  t h e t i t e r  r es i s t a n t  t o  t h i s  a gen t w a s  t a ke n  t o  i n d i ­

c a t e  t h e  p rese n c e  o f  I g G i n  t he ser u m  . .  A 0 . 0 25 m l  a l i q u o t  
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o f  2 . 0% S R B C  s u s pen de d i n  s a l i n e  wa s m i xe d w i t h t he ser i a l 

d i l u t i o n s  o f  t he a n t i - s er u m  a n d  i nc u b a ted a t  r o o m  tem pe r a t u re 

f o r  2- 4 h o u r s . T i ter w a s  rec o r ded a s  t he r ec i p r o c a l  o f  t h e 

h i g hes t d i l u t i o n o f  a n t i b o d y  e x h i b i t i n g  a g g l u t i n a t i o n . 



2 . 2 . 5 E Mu m e r a t i o n o f  A n t i b o d y - F o r m i n g  C e l l s ( A F C )  b y  

t h e  J e r n e  P l a q u e  A s s a y  

36 

Th e n u m b e r  o f  c e l l s s e c r e t i n g  S RB C  s p e c i f i c  I g M a n d  I g G 

w a s  m e a s u r e d  u s i n g t h e C u n n i n g h am a n d  S z e n b e rg m o d i f i c a t i o n 

(6 ) o f  t h e  � e r n e  p l a q ue a s s a y ( 25 ) . S p l e e n  c e l l s us p e n s i o n s  

w e r e p r e p a r e d  f r o m  m i c e i mm u n i z e d  w i t h S R B C  f i v e  d a y s  p ri o r 

t o  t h e  a s s a y  f o r  A F C .  T o  pre p a r e  s p l e e n  c e l l  s u s p e n s io n s , 

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

a s t a i n l e s s  s t e e l  6 0  m e s h  s c r e e n  ( S ma l l  P ar t s ,  I n c . , M i a m i, 

F l o r i d a ) ,  m i n c e d  t hr o u g h  t h e s c r e e n  w i t h  a 1 m l  p l a s t i c 

s y r i n g e  p l u n g e r , a n d  w a s h e d  i n t o  a 1 5  m l  d i s p o s a b l e  

c e n tri f u g e  t u b e  w i t h  R P M I  1 64 0  m e d i u m  ( Gra n d  I s l a n d  B i o l o g ­

i c a l C o . ,  (G I B C O ) ,  G r a n d  I s l a n d, N e w  Yo r k ) s u p p l e m e n t e d w i t h 

1 0 % f e t a l  c a l f s e r u m (F lo w L a b o r a t o r i e s, R o ck v i l l e , M ar y l a n d )  

p r e v i o u s l y h e a t  i n a c t i v a t e d  (5 6 ° C f o r  3 0  m i n u t e s ) a n d  

a b s o r b e d  w i t h  S RB C . U s i n g t h e d i r e c t  a s s a y  t o  d e t e c t  I g M 

A F C ,  a m i x t ure c o n s i s t i n g o f  75 u l  o f  t h e  s p l e e n  c e l l s u s p e n ­

s i o n, 25 u l  S RB C  a b s o r b e d  c o m p l e m e n t  ( D i f c o  L a b or a t o r i e s ,  

D e t r o i t, M i c h i g an ) ,  1 25 u l  SR B C  (1 0 9 c e l l s / m l ) ,  a n d  2 5  u l  o f  

t h e  s u p p l e m e n t e d  RP M I  1 6 4 0  m e d i u m w a s  m ad e . T h e  i n c r e a s � d  

n u m b e r  o f  A F C  o b t a i n e d a f t e r  s u b s t i t u t i n g  2 5  u l  m o n o s p e c i f i c  

r ab b i t  a n t i - m o u s e I gG f o r  t h e  25 ul R P M I  1 6 4 0  w e r e c o u n t e d  

a s  I g G A F C . S l i d e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s a t  37 ° C . 

D a t a  w a s  e x p r e s s e d  a s  t h e  n u m b e r  o f  I g M o r  I g G a n t i � S R B C 

A F C / 1 0 6 l y m p h o i d  c e l l s . 



37 

2 . 2 . 6 M i t o g e n 1 I n d u c e d  L y m p h o c y t e Pr o l i fe r a t i o n  A s s a y  

A n i m a l s  f r o m  t h e  t h r e e  t o x a p h e n e  e x p o s u r e  g r o u p s  w e r e  

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

a n d  p l a c e d  i n  a 6 0 - m m  s t e r i l e , d i s p o s a b l e  p e t r i  d i s h  (F a l c o n , 

O x n a r d , C a l i f o r n i a ) .  T h e  s p l e e n s  w e r e  t h e n  i n d i v i d u a l l y 

p l a c e d  o n  t o p  o f  a s t e r i l e s t a i n l e s s  s t e e l  6 0  m e s h  s c r e e n 

(S m a l l  P a r t s , I n c . ) a n d  m i n c e d  t h r oug h t h e  s c r e e n w i t h  a 1 m l  

_ p l a s t i c  s y r i n g e  p l u n g e r  a n d  w a s h e d  i n t o a 1 5  m l  s t e r i l e 

d i s p o s a b l e  c e n t r i fu g e  t u b e w i th R PM I  m e d i u m 1 6 4 0  w i th 2 5  m M  

H E P E S  b u f fe r  a n d  L - g l u t am i n e  ( G I B C O ) s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 %  

i n a � t i v a t e d  f e t a l  c a l f s e r u m  ( F C S , G I B C O ) , 0 . 5  m l  o f  2 m M  

L - g l u t a m i n e  p e r  1 0 0  m l  (G I B C O ) ,  1 0 0  u n i t s / m l  p e n i c i l l i n  

( G I B C O ) , 1 0 0  u g / m l  s t r e p t o m y c i n  ( G I B C O ) , a n d  26 u g / m l  

k a n a m y c i n  (G I B C O ) .  

Th e c e l l  s u s p e n s i o n s w e r e  p l a c e d  o n  i c e f o r  a t  l e a s t  1 0  

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

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

f u g e  t u b e , w a s h e d  b y  c e n t r i fu g a t i o n  a t  1 8 0 - 20 0  x g f o r  1 0  

m i n u t e s , a n d  r e s u s p e n d e d  i n  · 2  m l  R P M I  1 6 4 0  m e d i u m s u p p l e m e n t e d  

w i t h  i n a c t i v a t e d  1 0 %  F C S  a n d  t h e  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d a d d i -

t i v e s . C e l l s  w e r e  e n um e r a t e d u s i n g a C o u l t e r c o u n t e r a n d  

d i l u t e d  t o  9 x 1 0 6 c e l l s  p e r m l  f o r  t h e  L P S - s t i mu l a t e d  c e l l  

c u l t u r e s  a n d  3 x 1 0 6 c e l l s  p e r m l  f o r  t h e  C o n  A - s t i m u l a t e d  

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

s i o n  (1 . 8  x 1 0 6 c e l l s / w e l l  f o r  L PS - s t i m u l a t e d c u l t u r e s  a n d  

6 x 1 0 5 c e l l s / w e l l  f o r  t h e C on A - s t i m u l a t e d  c u l t u r e s )  w e r e  



d i s p e n s e d  i n t o  s t e r i l e ,  f l a t - b o t t om e d , 9 6 - w e l l  t i s s u e  c u l ­

t u r e  p l a t e s  (F l o w L a b o r a t o r i e s , I n c . , M c l e a n , V i r g i n i a ) .  

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

2 5 0  u g / m l  E s c h e r i c h i a  c o l i  0 5 5 : B 5 l i pop o l y s a c c h a r i d e  W (L P S , 

D i f c o , D e t r o i t , M i c h i g a n ) or 1 0 0 u g /m l  C o n c a n a v a l i n  A (C o n  

A ,  S i g m a  C h e m i c a l  C o . ,  S t . L o u i s i M i s s o u r i ) w a s  a d d e d  t o  

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

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

3 8  

P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h o u r s  a t  37 ° C  i n  a h u m i d ­

i f i ed 5 %  C 0 2 - 9 5 %  a i r a t m�s p h e r e  b e f o r e  p u l s i n g  w i t h  1 u C i  o f  

( 3 H ) - t h y m i d i n e  (s p e c i f i c  a c t i v i t y  2 . 0  C i / m M ; A m e r s h a m / S e a r l e ,  

A r l i n g ton H e i g h t s , I l l i n o i s ) i n  a v o l u m e  o f  1 u l . C u l t u r e s 

w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  1 8  hou r s  a n d  t h e n  h a r v e s t e d  

u s i n g a M o d e l  M l 2  B RA N D EL c e l l  h a r v e s t o r  (G a i t h e r s b u r g , 

M a r y l a n d ) o n t o  R e e v e s  A n g e l  g l a s s  f i b e r  f i l t e r  p a p e r  

(B R A N D E L ) .  Th e f i l t e r  p a p e r  w a s  p l a c e d i n  s c i n t i l l a t i o n  

v i a l s , a l l o w e d  t o  a i r d r y , a n d  5 m l  o f  s c i n t i l l a t i o n  c o ck ­

t a i l  a d d e d . T h e  s c i n t i l l a t i o n  c o ck t a i l  c o n s i s t e d  o f  2 l i te r s  

t o l u e n e  (E as t ma n  K o d ak C o m p a n y , R o c h e s t e r , N e w  Yo r k ) , 1 5 . 5  

g P P O  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e ar , B o s t o n , Ma s s a c h u s e t t s ) , 0 . 5 g 

P OP O P  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r ) ,  a n d 1 l i t e r  t r i t o n  X - 1 0 0  ( N e w  

E n g l a n d  N u c l e a r ) .  Tr i d 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 a s  

m e a s u r e d u s i n g  a B e ckma n l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n c o u n t e r .  



2 . 2 . 7  A n t i ge n - I n d u ced  L y m p h o c y te S t i m u l a t i o n  A s s a y  

T h e  p r o t o c o l  f o r  t he a n t i gen - i n d u c ed l y m p h o c y te s t i m u ­

l a t i o n  i s  i de n t i c a l  t o  t h a t  o f  t he m i t o gen- i n d u ced l y m p h o ­

c y te s t i m u l a t i o n  a s s a y  b u t  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  m o d i f i c a t i o n s : 

A n i m a l s f r o m  t h e  t h ree ex p o s u re g r o u p s  recei ved  a n  

i n t r a pe r i t o ne a l i mm u n i z a t i o n  w i t h  1 0
8 

S R B C  1 4  d a y s  a f te r  t he 

i n i t i a t i o n  o f  t rea t men t a n d  1 3  d a y s p r i o r t o  s a c r i f i c e . 

Cel l s  were p rep a r ed a s  p r ev i o u s l y  de s c r i be d  a n d  d i luted 

t o  3 x 1 0 6 cel l s per  m l  (6  x 1 0 5 ce l l s  per wel l ) . 

3 9  

S p le n i c  l y m p h o c y tes were s t i m u l a ted b y  t he a d d i t i o n  o f  

10 0  u g  S R B C  g h o s t s  per wel l , p rep a r e d  a c c o r d i n g  t o  t he H a n a h a n  

a n d E kh o l m  p r o c e d u re (2 0) . I n c u b a t i o n , p u l s i n g , a n d c o u n t i n g 

p r o ce d u re s  wer e  i de n t i c a l  w i t h  t h a t  o f  m i t o gen s t i m u l a t i o n . 

3 .  B i o l o g i c a l A s s a y  

3 . 1  L D 5 0  Deter m i n a t i o n  

M i ce were c h a l len ged b y  t he i n t r a pe r i t o ne a l r o u te w i t h  

a v i r u l en t  s t r a i n  o f  S a l m o ne l l a  t yph i m u r i u m o b t a i ned f r o m  

t he M i c r o b i o l o g y  Dep a r t men t a t  S o u t h  D ak o t a  S t a te U n i ve r s i t y . 

B r a i n  Hea r t I n f u s i o n  ( B H I , D i f c o  L a b o r a t o r i es , Det r o i t , 

M i c h i g a n ) s l a n t s  were em p l o ye d  a s  t h e m a i n ten a n ce m ed i u m . 

P r i o r  t o  ea c h  L D 5 0  
dete r m i n a t i o n  t he o r g a n i s m w a s i n n o c u l a ted 

i n i t i a l l y i n t o  B H I  b r o t h  a n d i n c u b a ted f o r 24 h o u r s  at 37 ° C . 

A 1 0 0  u l  a l i q u o t  o f  t he i n i t i a l c u l t u re w a s t he n  a d de d  t o  

5 m l  o f  B H I  b r o t h  a n d  i n c u b a ted 1 2 - 1 8 h o u r s  a t  3 7 ° C . T o  

deter m i ne t he 5 0 % le t h a l  d o se (L D 5 0) ,  ser i a l  d i l u t i o n s  o f  

t he c u l t u re were p r ep a red i n  s a l i ne a n d s i x  m i ce i n jec t ed 



w i t h  0 . 1  m l  o f  e a c h s u s p e n s i o n . T h e  n um b e r  o f  i n j e c t e d  

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

B H I  a g a r . T o t a l m o r t a l i t y  w a s d e t e r m i n e d  a f t e r  7 d a y s  a n d  

t h e  n u m b e r  o f  o r g a n i s m s r e q u i r e d  t o  k i l l  5 0  p e r c e n t  o f  t h e  

t r e a t e d m i c e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  m e t h o d  o f  K a r b e r  ( 2 6 ) . 

T h e m e t h o d s  o f  I r w i n  a n d  C h e e s e m a n  ( 2 4 )  w e r e  u � e d  t o  
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c a l c u l a t e  s t a n d a r d e r r o r a n d t h e  9 5  p e r c e n t  c o n f i d e n c e  l i m i t s . 

4 .  S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s 

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

S t u de n t ' s  t - t e s t  w i t h  s i g n i f i c a n c e  a c c e p t e d  a t  p < 0 . 0 5 .  A l l  

s t a t i s t i c a l a n a l y s e s w e r e c o m p l e t e d  u s i n g  a T e x a s I n s t r u m en t  

5 8  c a l c u l a t o r . 



R E S U L T S  

1 .  E v a l u a t i o n  o f  I mm u n o t o x i c i t y  E m p l o y i n g  N o n - S p e c i f i c  
I n d i c a t o r s  

· 

1 . 1  · B o d y  W e i g h t  
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B e c a u s e  m a l n u t r i t i o n  c a n  i n d u c e d i m i n i s h e d  i mm u n o l o g i c a l 

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

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

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

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

e x p o s u r e  g r o u p  a r e  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e 2 .  

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

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

t o  t r e a t m e n t , i n d i c a t i n g  e q u i v a l e n t  s i z e d  g r o u p s . A t t h e  

t e r m i n a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t , t h e  w e i g h t  g a i n  o f  a l l  e x p e r ­

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

d e c r e a s e  ( p < 0 . 0 5 ) i n  w e i g h t  g a i n  w a s  o b s e r v e d i n  T
I m i c e  n g  

a n d  i n  t h e  T
D e r m a l  

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

( p < O . O l ) i n  w e i g h t  g a i n  w a s  o b s e r v e d  f o r  m i c e i n  t h e  T
E m u l  

g r o u p . 

1 . 2 O r g a n  t o  B o d y  W e i g h t  R a t i o s  

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

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

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

r a t i o s  w e r e  a l s o  d e t e r mi n e d  f o r  t h e  l i v e r , k i d n e y s , a n d  l u n g s . 

T h e s e  r a t i o s  f 6 r e a c h  t o x a p h e n e e x p o s u r e  g r o u p  a r e  p r e s e n t e d 

i n  T a b l e  3 .  A l l  m e t h o d s  o f  t o x a p h e n e  e x p o s u r e  p r o d u c e d  a 



T ab l e 2 .  E f fec t O f  

Du r i ng 

G R O U P  

I� g e s t i o n : C on t r o l  ( C i ng ) 

I n g e s t i o n : T o x a p h e n e  ( T i n g > 
3 0 mg / K g / d a y  

D e r ma 1 : C o n t r o l  ( C D e r ma l ) 

D e r ma 1 : T o x a p h e n e  ( T De r m a 1 ) 
5mg /d a y  

E m u l s i o n : C on t r o 1  ( CEm u l ) 

E m u l s l on : 2 � T o x ap h e n e  ( T  Emu l ) 

8 M e a n  !:. SO . 
b p�0 . 0 5 .  
c p�O . O l . 

To x ap h e n e  On B o d y  

T o x ap h e n e  E x p o s u r e  

. B O D Y  WE I GH T 8 
g r a m s  

I n i t i a l 
1 2 . 4  

!:. . 70 !. 

1 1 . 8  
!:. 1 . 0 !. 

2 3 . 2  
!:. 1 . 6 !. 

2 2 . 7  
!. 1 . 9  !. 

1 4 . 3  
!:. 2 . 4  !:. 

1 6 . 1  
!:. 2 . 7  !:. 
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W e i gh.t a n d  We i g h t  G a i n  

Pe r i o d s  

WE I GHT GA I N 8 
g r am s / m o u s e  

F i n a l  
2 4 . 7  1 2 . 4  

3 . 1  !. 3 . 4  

2 1 . 6b 9 . 8 b 
. 6 7 !. . 9 3 

2 7 . 2  4 . 0  
3 . 0  !. 1 . 8 

2 4 . 7  2 . 0 b 
2 . 2  !. 1 . 1  

2 6 . 6  1 2 . 3  
3 . 2  !:. 2 . 3 

2 3 . 9 b 7 . 8 c 
1 . 8 !. 1 . 7  



T ab le 3 .  R e l a t i v e  Or gan We i g h t s  o f  M i c e  

E x p o s e d  t o  T o x a p h e n e  B y  I n g e s t i o n  O r  D e r m a l A p p l l c a t i on a 

G R O U P  

I ng e s t i o n : C o n t r o l  ( C l n g ) 

I ng e s t i o n : T o x ap h e ne < r i n g > 
3 0 mg / k g / d a y  

D e r m a l : C on t r o l  ( CD e r ma l ) 

D e r m a l : T o x a p h e n e  ( T D e r m a l ) 
5 . 0mg / d a y  

D e r m a l : C o n t r o l  ( C E m u 1 ) 

D e r m a l : 2% Em u l s i o n  

8 M e a n  P e r c e n t  !. SO . 
b p�0 . 0 5 .  
c p�0 . 0 1 . 

( T Em u 1 ) 

d NO , n o t  d e t e r m i n e d . 

K i dn e:z: 
B o d y  

NO d 

NO 

1 . 6  
.! . 2 1  

1 . 5  
.! . 2 0 

1 . 6 
!. . 3 2 

1 . 7  
!. . 09 

L i v e r  L ung Sel e e n  
B o d y  B o d y  B o d y  

6 . 8 . e o . 5 1 
!. . 6 5 !. · 0 7  !. . 0 7 

8 . 7 c . a a b . 5 9 b 

!. . 49 !. · 08 !. . 0 7 

6 . 8 . 6 8 . 4 1 
.! . 44 !. · 0 7  .! . 0 9 

1 0 . 2 c . 66 . 5 3 b 

!. . 80 !. · 1 2 !. . 0 9 

6 . 7  . 79 . 5 8 
!. . 5 5 .! · 0 5  !. . 1 0 

8 . 6 c . 9 1 c . 5 9 
!. . 1 7 .! · 0 8  !. . 1 6 
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T hymu � 
B o dy 

. 2 7 
!. . 0 7 

. 29 
!. . 06 

. 2 0 
!. . 0 5 

. 1 4 
!. . 0 8 

. 2 6 
!. . 1 2 

. 2 2 
!. . 0 5 



44 

h i g h l y  s i g n i f i c a n t  l i v e r  e n l a r g e m e n t .  B o t h  t h e  T 0 1 
a n d  

e r m a  

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

w e i g h t s ; i n  � d d i t i o n , t h e  T i n g 
a n d  T

E m u l  
g r o u p s  h a d s i g n i f ­

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

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

1 . 3 T o t a l  a n d  D i f f e r e n t i a l L e u k o c y t e  C o u n t  

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

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

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

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

T h e s e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 .  A s e v e r e  l e u k o p e n i a  

w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  T 1 g r o u p ;  h o w e v e r , d i f f e r e n t i a l  co u n t s  
n g  

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

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

E v e n  t h o u g h  t h e  t o t a l  l e u k o c y t e c o u n t  w a s  n o t  a f f e c t e d , 

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

o b s e r v e d  i n  t h e  T 0 1 
g r o up . T h e  o t h e r  s u b s e t  r a t i o s  i n  

e r m a  

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

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

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

1 . 4 H e m a t o c r i t  D e t e r m i n a t i o n  

I n  T a b l e  5 ,  h e m a t o c r i t  v a l u e s  f r o m  t h e  t h r e e  t o x ap h e n e 

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

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

b l o o d c e l l  v o l u m e  i n  b o t h  t h e  T i n g  
a n d  T

E m u l  
g r o u p s . T h e 

h e m a t o c r i t  v a l u e  f o r t h e  T 0 1 g r o u p  w a s  s i m i l a r t o  t h a t  
e r m a  



T a b l e  4 .  D i f fe r en t i a l and T o t a l L e u k o c y t e  C o u n t s  o f  M i c e 

E x p o s e d  t o  T o x ap h ene b y I n g e s t i o n  o �  D e r m a l  A p p l i c a t i o n a 

GR OUP 
I n g e s t i o n : C o n t r o l  ( C i ng ) 

I n g e s t i o n : T o x a p h e ne ( T i n g > 
3 0 m g / K g / da y  

D e r lfta l : C o n t r o l  < c o e r m a l > 

D e r ma l : T o x ap h en e  ( T De rm a l ) 
5 . 0 mg / d a y  

D e r m a l : C o n t r o l  ( C E m u l ) 

D e r ma l : 2� Em u l s i o n ( T E m u l ) 

a Me an .! SO . 

b p.5_0 . 05 .  

c p.5_0 . 0 1 .  

L ym p h o c y t e s  N eu t r o p h i l s  
( P e r c e n t ) (P e r c en t )  

7 4 . 3  =- 7 . 5  1 4 . 9  =- 5 . 6  

7 3 . 4  =- 5 . 3  1 7 . 4  =- 1 . 1  

7 8 . 8  =- 4 . 8  1 6 . 8  =- 4 . 9  

8 3 . 2  =- 4 . 6 1 4 . 6  =- 5 . 5  

8 0 . 8  =- 3 . 3 1 7 . 2  =- 3 . 6  

8 2 . 4  =- 7 . 2  1 6 . 4 .:t 6 . 9  

M o n o c y t e s  
( P e r c e n t )  
1 0 . 6  =- 3 . 7  

9 . 2 =- 6 . 0 

4 . 8  =- 0 . 9 6  

2 . 2  =- 1 . 6 b 

2 . 0  =- 2 . 1  

1 . 2 .:t 1 . 3  

T o t a l 
L e uk oc y t e s  

1 06 / m l )  ( x  
1 7 . 9  =- 7 . 5  

4 . 1  =- 1 .  9 ( 

5 . 9 =- 2 . 3  

7 . 3  =- 2 . 0 

1 1 . 5  =- 3 . 7  

1 4 . 3 .:t 4 . 3  
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T a b l e  5 .  Hem a t o c r i t s  O f  M ic e  E x p o s e d  To T o x a p h e n e  

B y  i nge s t i on O r  O e rm a l  A pp l i c a t i o n 8 

G ROUP H e ma t oc r i t  

I n ge s t i on : C o n t r o l  ( C l ng ) 3 7 . 8  !. 1 . 8  

I n ge s t i on � T o x a p h e n e  ( T l ng ) 
3 0 mg / K g / d a y  

4 1 . 8  !. l . Jb 

O e r ma l : Co n t ro l  ( C D e r m a l ) 4 1 . 0  !. 4 . 0 

D e r ma l : T o x ap h e n e  ( TD e r ma l ) 4 0 . 4  !. 2 . 1  
5 . 0 mg / d a y  

D e r ma l : C o n t r o l  ( C E m u l ) 4 2 . 2  !. 1 . 6 

D e r ma l : 2 " E mu l s i on ( T E mu l ) 4 5 . 8  !. 1 . 6 b 

8 M e a n  p e r c e n t  = SE . 

b p�O . 0 1 .  

46 



o f  t h e  c o n t r o l . 

2 .  I m m u n o t o x i c  E f f e c t o f  T o x a p h e n e o n  H u m o r a l  I mm u n i t y 

2 . 1 D i r e c t  H e m a g g l u t i n a t i o n 

47 

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  i n  t o t a l  a n t i b o d y  

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

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

d e r m a l  t o x a p h e n e  e x p o s u r e  g r o u p s . H o w e v e r ,  i n g e s t i o n  o f  3 0  

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

t o t a l  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n  ( T a b l e 6 ) . S i n c e  t h e  I g G t i t e r  w a s  

a p p r o x i m a t e l y  t h e s a m e  a f t e r  2 - M E  t r e a t m e n t  o f · t h e  s e r u m , i t  

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

a f f e c t e d  b y  t h e  t o x a p h e n e  t r e a t m e n t . 

2 . 2  J e r n e  P l a q u e  A s s a y 

U s i n g  t h e J e r n e  p l a q u e  a s s a y , a n t i g e n - s p e c i f i c  a n t i b o d y ­

f o r m i n g  c e l l s  ( A F C ) , i s o l a t e d  f r o m  t h e  s p l e e n , w e r e  e n u m e r ­

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

i m m u n o g e n , S R B C , w a s  s i g n i f i c a n t l y s u p p r e s s e d  i n  t w o  o f  t h e  

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

r e s u l t e d  i n  s i g n i f i c a n t  s up p r e s s i o n o f  t h e  t o t a l  ( I g M a n d  

I g G ) a n d  t h e I g M A F C  n u m b e r  i n  t h e  s p l e e n  ( F i g u r e  2 ) . T h e  

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

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

e x p o s u r e t o  5 . 0 m g  t o x a p h e n e  p e r  d a y ( F i g u r e  3 ) . N o  s i g n i f ­

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

g r o u p r e c e i v i n g  t r e a t m e n t  w i t h th e 2 %  t o x a p h e n e  e m u l s i o n  

( T a b l e  7 ) . 



T a b l e  6 .  Hemagg l u t in a t i o n  A n t i b o d y  T i t e r s  I n  

N o r m a l  A n d  T o x a p he n e - T r e a t e d M l c e a 

GR O U P  

I n ge s t i o n : C o n t r o l  ( C i n g ) 

I ng e s t i on : T o x a p h e n e  ( T i n g ) 
3 0mg / K g / d a y  

D e r ma l : C o n t r o l  ( C D e r m a l ) 

D e r m a l : T o x a p h ene ( T D e r m a l ) 
S . Om g / d a y  

De rm a l : C o n t r o l  ( C E m u l ) 

D e r m a l : 2� E mu l s i o n ( T  Em u l ) 

T o t a l  An t i - SRB C T i t e r s  
( laM + IaG ) 

2 0  
( 9 - 4 3 ) 

3 4 2 b 
( 2 47- 4 7 3 ) 

2 1 5  
( 2 0 1 - 23 1 ) 

1 5 1  
( 1 1 8 - 1 9 2 ) 

1 8 3  
( 1 4 9 - 2 2 3 ) 

1 9 8 
( 1 7 8 - 2 1 9 )  

a G e o m e t r i c  M e a n  ( 9 5 �  C o n f i de n c e  I n t e r v a l s ) 

b p�O . 0 1 . 

B e t a -me r c a p t o e t h a n o l  
R e s i s t a n t  A n t i b o d y  

( laG ) 
< 4  

-

6 
( 4 - 9 ) 

2 0  
( 1 5 - 2 6 ) 

1 7  
( 1 4 - 2 2 ) 

1 0  
( 9 - 1'2 ) 

1 0  
( 9 - 1 2 ) 
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F i g u r e  2 .  I g M a n d  I g G a n t i - S R B C  a n t i b o d y - f o r m i n g c e l l s  ( A F C ) 
i n  t h e  s p l e e n  o f  c o n t r o l  a n d t o x a p h e n e - t r e a t e d  m i c e . E a c h  
b a r  a n d  v e r t i c a l  l i n e r e p r e s e n t  v a l u e s  f o r  t h e  m e a n  n u m b e r  
A F C  + s t a n d a r d  e r r o r  o f  6 m i c e p e r  g r ou p  5 d a y s  a f t e r  I P  
i m m uni z a t i o n w i t h  1 0 8  S R B C . 
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F i g u r e 3 .  I g M a nd I g G a n t i - S R B C  a n t i b ody - f o r m i n g  c e l l s  
( A F C ) i n  t h e  s p l e e n  o f  c o n t r o l  a nd t o x a p h e n e - t r e a t ed 
( 5  m g /d a y ) m i c e . E a c h  b a r a n d v e r t i c a l l i n e  r e p r e s e n t  
v a l u e s  f o r  t h e  m e a n  n u m b e r A F C  + s t a nda r d  e r r o r  o f  5 m i c e  
p e r  g r o u p  5 d a y s  a f t e r  I P  i mm u niza t i o n  w i t h  1 0 8 S R B C . 
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T ab l e  7 .  E f f e c t O f  D e r m a l  T o x a p h e n e  E x p o s u r e  On T h e  

A n t i b o d y -Fo r m i n g C e l l  R e s p o n s e  O f  T h e  S p l e e n a 

GROUP 

D e r ma l : C o n t r o l  ( C E m u l ) 

T o t a l AF C 
( IgM a nd IgG )  

3 3  
( 2 3 - 48 ) 

D e r ma l : 2� E mu l s i o n ( T Emul ) 40 
( 2 7 - 59 ) 

a Ge ome t r i c  Mean a n d  9 5 � C o n f i d e n c e  I n t e r v a l s .  

b p�0 . 0 5 .  

c p�O . O l .  

I gM A F C 

1 4  
( 8·- 2 3 ) 

7 
( 4 - 1 1 ) 

I g G AF C 

1 1  
( 6 - 1 9 )  

3 0  
{ 1 9 - 4 8 ) 
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3 .  I mm u n o t o x i c  E f f e c t  o f  T o x a p h e n e  o n  C e l l - M e d i a t e d  I m m u n i t y 

3 . 1  M i t o g e n - 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 o n 

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

' H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t e d  i n t o c e l l u l a r  D N A , o f  s p l e n i c 

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

s t i m u l a t i o n  b y  t h e  m i t o g e n s , C o n  A a n d  L P S � i s  s e e n  i n  

F i g u r e  4 .  T h e  r e s p o n s i v e n e s s  o f  s p l e e n c e l l s  t o  t h e  B c e l l  

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

e x p o s u r e  g r o u p s . L P S - 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 o n  w a s  

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

t e c h n i c a l  g r a d e t o x a p h e n e . H o w e v e r , i n  t h e  a n i m a l s  r e c e i v i n g 

a p e r i o d i c t o t a l  b o d y  e xp o s u r e  t o  t h e  2 %  t o x a p h e n e  e m u l s i o n , 

L P S - 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 o n  w a s  s i g n i f i c a n t l y  

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

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

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

t i o n s i n  l y mp h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  b y  e i t h e r  C o n  A o r  L P S w a s  

o b s e r v e d  i n  t h e  T
I 

g r o u p . 
n g  

3 . 2  A n t i g e n - I n d u c e d  L y mp h o c y t e  P r o l i f e r a t i o n 

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

t r e a t m e n t  g r o u p s w e r e  i s o l a t e d  1 3  d a y s  p o s t - i m m u n i z a t i o n . 

F i g u r e  4 d e m o n s t r a t e s t h e b l a s t og e n i c a c t i v i t y  o f  t h e s e  c e l l s  

a f t e r a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n w i t h  S R B C  g h o s t s . E i t h e r  m e t h o d  

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

c e l l - m e d i a t e d i mm u n i t y  a s  i n d i c a t e d b y  t h e  s i g n i f i c an t  

d e c r e a s e  i n  S R B C  g h o s t - 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 o n . 
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F i g u r e  4 .  S t i m u l a t i o n  i n d e x  ( c p m t r e a t m e n t / c p m c o n t r o l ) o f  
s p l e n i c  l y m p h o c y t e s i s o l a t e d fr o m  c o n t r o l a n d  t o x a p h e n e ­
t r e a t e d  m i c e  f o r  l y m p h o c y t e  p r o l i fe r a t i o n a s s a y s . T h e  b a r s  
a n d  v e r t i c a l l i n e s  r e p r e s e n t  t h e m e a n  s t i m u l a t i o n i n d e x  a n d  
s t a n d a r d  e r r o r  o f  s i x a n i m a l s . 
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5 4  

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

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

f r o m  t h e T g r o u p . I n g 

4 .  L D 5 0  D e t e r m i n a t i o n  

T o  a s s e s s t h e  e f f e c t  o f  s u b l e t h a l  q u a n t i t i e s o f  t o x a p h e n e  

o n  d i s e a s e  r e s i s ta n c e , b o t h c o n t r o l  a n d  t o x a p h e n e - t r e a t e d  

m i c e  w e r e  c h a l l e n g e d  w i t h  S a l m o n e l l a  t yp h i m u r i u m . 

A n  i n c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  S a l m o n e l l a typh i m u r i u m  

w a s  d e m o n s t r a t e d i n  m i c e f r o m  t h e  T i n g  g r o u p . T h e  L 0 5 0  

v a l u e s  o f  S a l m o n e l l a typh i m u r i u m  i n  t h i s  g r o u p w e r e  4 5 0 0  

( 1 0 0 0 - 2 0 , 0 0 0 ) a s  c o m p a r e d  t o  1 4 , 0 0 0  ( 4 0 0 0 - 5 3 , 0 0 0 )  f o r  t h a t 

o f  t h e r e s p e c t i v e  c o n t r o l s . 

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

a l o w e r  L 0 5 0  v a l u e  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  m i c e r e c e i v i n g  t h e  2 %  

e m u l s i f i a b l e  t o x a p h e n e  t r e a t m e n t .  T h e  L D 5 0  f o r  m i c e 

r e c e i v i n g t h i s  t o x a p h e n e  e x p o s u r e  w a s  1 5 , 0 0 0  ( 2 5 0 0 - 8 9 , 0 0 0 ) 

a s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  v a l u e  o f  7 0 0 0  ( 1 0 0 0 - 4 3 , 0 0 0 ) . 

T h e r e  w a s  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  L D 5 0  o f  t h e  T D e r m a l  a n d  

C D e r m a l  g r o u p s . T h e  c o r r e s p o n d i n g  L D 5 0  v a l u e s w e � e 3 0 0 0  

( 5 0 0 - 2 4 , 0 0 0 ) a n d  5 0 0 0  ( 1 0 0 0 - 2 8 , 0 0 0 ) , r e s p e c t i v e l y . 



D I S C U S S I O N 

1 .  N o n s p e c i f i c  I n d i c a t o r s o f  I m m u n i t y  

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

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

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

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

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

1 . 1 B o d y  W e i g h t  a n d  W e i g h t  G a i n  
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I t  i s  b e l i e v e d  t h a t  t h e  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e i s  a m o r e  

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

d e c r e a s e  i n  b o d y  w e i g h t  ( 6 3 ) . T o  e n s u r e  t h a t  t o x a p h e n e  

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

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

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

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

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

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

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

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

w e r e  n o t  s u f f e r i n g  f r o m  m a l n u t r i t i o n . 

I n  · a p r e v i o u s  s t u d y  ( 3 3 ) , f o o d  c o n s u m p t i o n  a n d  w e i g h t  

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

t o x a p h e n e  i n g e s t i o n  e x p e r i m e n t , w e r e  m o n i t o r e d a � d  c o m p a r e d  

w i t h m i c e r e c e i v i n g s a  1 i n  e b y g a v a g e . N o s i g n i·f i c a n t d i f f e r e n c e 

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

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

1 . 2  O r g a n  t o  B o d y  W e i g h t  R a t i o s  

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

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

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

c h a n g e s  a s  w e l l  a s  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  o r g a n w e i g h t s , r e l a t i v e 

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

c h e m i c a l . 

M i c e  i n  t h e  t o x a p h e n e - t r e a t e d  g r o u p s  a p p e a r e d  t o  h a v e  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

a d m i n i s t e r e d  T C D D  ( 6 0 ) , g u i n e a  p i g s e x p o s e d  t o  P C B  ( 6 2 ) , a n d  

c h i c k e n s  f e d D D T  ( 1 8 ) . 

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

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

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

n o t  a m a j o r  e f f e c t o f  t o x a p h e n e  t r e a t m e n t . 

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



w e i g h t  r a t i o s  i n  t h e T 1 a n d  T E 1 
e x p o s u r e  g r o u p s . T h i s  

n g  m u  

5 7  

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

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

T 1 e x p o s u r e  g r o u p  d u r i n g  f o r c e - f e e d i n g  o r  i n h a l a t i o n  o f  n g  . 

t o x a p h e n e  b y  t h e  T E 1 g r o u p  f o l l o w i n g  t r e a t m e n t .  
m u  . 

1 . 3  E f f e c t o f  T o x a p h e n e  o n  W h i t e  B l o o d  C e l l s  

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

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

i n  T m i c e . T h i s  o b s e r v a t i o n  s u g g e s t s  t h a t  t o x a p h e n e  m a y  
I n g 

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

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

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

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

d u e  t o  i m p a i r e d  a n t i g e n  r e c o g n i t i o n , p r o d u c t i o n  o f  a n t i ­

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

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

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

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

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

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

s u p p r e s s  h o s t  r e s i s t a n c e  t o  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n ( 5 1 ) .  

1 . 4 E f f e c t  o f  T o x a p h e n e  o n  H e m a t o c r i t  V a l u e s  

B e c a u s e  e x p o s u r e  o f  t h e  h e m a t o p o i e t i c  s y s t e m t o  a t o x i c  

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

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

i n d u c e d  a b n o r m a l i t i e s . T h e  p a c k e d  c e l l v o l u m e  o f  t h e  T 1 n g  



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

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

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

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

c o n s e q u e n c e  o f  t o x a p h e n e  e x p o s u r e . 

2 .  S p e c i f i c  I n d i c a t o r s  o f  I m mu n i t y 

2 . 1  H u m o r a l  I m m u n i t y 

2 . 1 . 1 H e m a g g l u t i n a t � o n T i t e r s  

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

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

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

m e a s u r e o f  h u m o r a l  ( B  c e l l ) i mm u n i t y . H o w e v e r , d e p e n d i n g  

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

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

S R B C  i s  s u c h  a n  i m m u n o g e n . A n o r m a l  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  S R B C  

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

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

i n t e r a c t w i t h  t h e  p r o c e s s e d  i m m u n o g e n  a n d  s ub s e q u e n tl y  p r e s e n t  

i t  t o  t h e  B l y m p h o c y t e s  w h i c h  u l t i m a t e l y  s y n t h e s i z e t h e 

a n t i b o d y . 

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  i n  S R B C  a n t i b o d y  w a s 

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

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

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

t o x a p h e n e - i n d u c e d  l e u k o p e n i a  t h i s  l a t t e r  e x p l a n a t i o n i s  

, 
� 



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

i n  t h e  a n t i b o d y t i t e r s  o f  m i c e  i n  e i t h e r  t h e  T 0 1 o r  · e r m a  

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

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

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

r e s p o n s e . S u c h  a n  e x p l an a t i o n  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a -

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

l e u k o p e n i a . 

2 . 1 . 2  J e r n e  P l a q u e  A s s a y  

A n t i g e n - s p e c i f i c  a n t i b o d y  s y n t h e s i s  w a s  e x a m i n e d  a t  t h e  

c e l l u l a r  l e v e l  b y  t h e  J e r n e  p l a q u e  a s s a y . T h i s  t e c h n i q u e 

i s  a b l e  t o  e n u m e r a t e  a n t i b o d y - f o r m i n g  c e l l s  ( A F C ) . T h e  

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

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

d e t e r m i n e  t h e  n u m b e r o f  I g M A F C . B y  m o d i f y i n g  t h e t e c h n i q u e , 

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

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

A d e c r e a s e i n  b o t h  I g M A F C  a n d t o t a l  A F C  w a s  f o u n d  i n  

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

t h e o r y  p r e s e n t e d  f o r  t h e  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 i n  S R B C  

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

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

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

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

t o x a p h e n e  h a s a s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  I g M A F C , i t  c a n b e  



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

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

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

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

a n  a n t i g e n  a s  a n  a n i m a l n o t  e x p o s e d t o  t o x a p h e n e . 

T h e  T D e r m a l  t r e a t m e n t  g r 6 �p a l s o e x h i b i t e �  s u p p r e s s i o n 

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

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

t o t a l  A F C  n u m b e r  a n d  t h e n u m b e r o f  I g G A F C i n  t h e  s p l e e n . 

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

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

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

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

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

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

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

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

c o n t r o l s . 

D e rm a l  e x p o s u r e t o  · t h e  2 %  t o x a p h e n e  e m u l s i o n p r o d u c e d  

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

b y  t h e  J e r n e  p l a q u e  a s s a y . 

2 . 2  C e l l u l a r I m m u n i t y  

2 . 2 . 1  M i t o g e n - 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 o n 

I n  v i t r o c u l t u r e  t e c h n i q u e s a r e  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  

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

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

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

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

s t i m u l a t e d  b y  t h e  m i t o g e n  C o n c a n a v a l i n  A .  L P S  i s  · a m i t o g e n  

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

d e t e r m i n e d  b y  t h e  a m o u n t  o f  ' H - t h y m i d i n e  i n c o r p o r a t e d  i n t o  

c e l l u l a r  D N A . 

T h e  i n  v i t r o . b l a s t o g � n i c  r e s p o n s e  o f  s p l e n i c  8 c e l l s t o  

L P S w a s  o b s e r v e d  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  e n h a n c e d  i n  t h e  T 0 1 e r m a  

e x p o s u r e  g r o u p � A n  i n c r e a s e d  L P S  r e s p o n s e  w a s n o t  e x p e c t e d  

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

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

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

a r e r e q u i r e d  i n  a n o r m a l h u m o r a l  i m m u n e  r e s p o n s e .  

L P S - 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 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  f o l l o w i n g  d e r m a l  e x p o s u r e  t o  t h e  2 %  t o x a p h e n e  

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

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

a n d  a n t i b o d y - f o r m i n g  c e l l  n um b e·r s  w e r e  o b s e r v e d . 

T h e  r e s p o n s i v e n e s s  o f  l y mp h o c y t e s , f r o m  m i c e i n  e i t h e r  

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

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

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

C o n  A ,  a r e c a p a b l e  o f  n o r m a l p r o l i f e r a t i o n  f o l l o w i n g  t a x a -

p h e n e  e x p o s u r e . 
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2 . 2 . 2  A � t i g e n - 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 � t i o n  

T h e  S R B C - 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 o n  a s s a y  w a s  a n  

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

r e a c t i v i t y . T h e r e  w a s a h i g h l y  s i g n i f i c a n t  d e c r e a s e i n  S R B C  

p r o l i f e r a t i o n  i n  b o t h  T 0 1 a n d  T E 1 m i c e  i n d i c a t i n g  a e r m a m u  

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

w a s  s i g n i f i c a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  o n l y  i mm u n o l o g i c a l 

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

t h e  s u p p r e s s i o n  o f  b o t h  S R B C  a n t i g e n - s p e c i f i c  a n d  L P S -
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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 o n . T h i s  s e l e c t i v i t y i n d i c a t e s  

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

a f f e c t e d  b y  t h i s  t r e a t m e n t . 

3 .  L D 5 0  D e t e r m i n a t i o n  

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

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

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

i m m u n e  c o m p e t e n c e . T h i g p e n  e t  a l . ( 5 1 ) d e m o n s t r a t e d  t h a t  

l o w l e v e l s  o f  T C D D  w h i c h d i d  n o t p r o d u c e  c l i n i c a l o r  p a t h o ­

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

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

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

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

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

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

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

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

� 
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b e  r e s p o n s i b l e  · f o r  t h e i n c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y t o  S .  

t yp h i m u r i u m i n c l u d e : 1 )  a d e f e c t  i n  c e l l - m e d i a t e d i m m u n i t y 

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

f u n c t i o n s ; 2 )  s u p p r e s s i o n  o f  t h e h u m o r a l  i m m u n e  r e s p o n s e ; 

3 )  i n h i b i t i o n o f  p h a g o c y t o s i s ; a n d / o r 4 )  a r e d u c t i o n o r  l o s s  

o f  f u n c t i o n a l  p h a g o c y t � c c e l l s  ( 5 1 ) . 

T h e d e c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y  t o  s �  t yph i mu r i u m i n  t h e  

T
E m u l 

g r ou p  i s  a s u r p r i s i n g  p h e n o m e n o n . T h e  l o w  l e v e l s o f  

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

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

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

a g a i n s t  a b a c t e r i a l  c h a l l e n g e  w i t h  S .  t yp h i m u r i u m . 

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

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

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

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

h u m a n s  i s  a c t u a l l y  b e i n g  i n d i c a t e d . L i v e s t oc k  w h i c h  a r e  

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

d i s e a s e s , a n d  m a l i g n a n c y . T h i s  r e d u c e d  · i mm u n o l o g i c a l 

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

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

4 .  S u m m a r y  o f  I m m u n o t o x i c  E f f e c t s  o f  T o x a p h e n e  

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

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

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



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

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

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

e x p o s u r e  o f  5 . 0  m g  o i l - b a s e t o x a p h e n e . I n g e s t i o n o f  3 0  m g /  

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

o f  h u m o r a l  i mm u n i t y ; h o w e v e r , a n  o b s e r v a b l e e f f e c t o n  c e l l -

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

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

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

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

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

T h e  s i m u l a t e d  " d i p " e x p o s u r e w i t h  a 2 %  s o l u t i o n  o f  

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

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

i m m u n i t y . T h e  2 %  t o x a p h e n e  e m u l s i o n a p p l i e d d e r m a l l y  t o  

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

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

e c t o p a r a s i t e c o n t r o l . B e c a u s e t h i s  t o x a p h e n e  e x p o s u r e 

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

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

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

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

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

I t  h a s b e e n  s h o w n  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  t h a t  t o x a p h e n e  

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

p r o c e d u r e s � 
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t h y m u s - d e p e n d e n t  i m m u n e  fu n c t i o n b y  e x p o s u r e  o f  t h e  
d e v e l o p i n g  i m m u n e  s y s t e m  t o  2 , 3 , 7 , 8 - t e t r a c h l o r o d i ­
b e n z o - p - d i o x i n  ( T C D D ) . J .  T o x i c o l . E n v i r o n . H e a l t h  
3 : 4 5 1 - 46 4 .  
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1 1 .  F a r b e r , T . , L .  K a s z a , A .  G i o v e t t i ,  C .  C a r t e r , F .  E a r l , 
a n d  T .  B a l a z s . 1 9 7 8 . E f f e c t  o f  p o l y c h l o r i n a t e d  
b i p h e n y l s  ( F i r e m a s t e r  B P - 6 ) o n  t h e  i m m u n o l o g i c  

- s y s t em o f  t h e b e a g l e  d o g . T o x i c o l . A p p l . P h a r m a c a l .  
45 : 3 4 3 . 

1 2 . F l i c k , D . F . , R . G .  O ' D e l l , a n d  V . A .  C h i l d s . 1 9 6 5 . 
S t u d i e s  o f  c h i c k  e d e m a  d i s e a s e . 3 .  S i m i l a r i t y  o f  
s y m p t o m s  p r o d u c e d  b y  f e e d i n g  c h l o r i n a t e d  b i p h e n y l .  
P o u l t . S c i . 4 4 : 1 4 6 0 - 1 4 6 5 . 

1 3 . F r i e n d , M . , a n d  D . O . T r a i n e r . 1 9 7 4 . E x p e r i m e n t a l  D D T ­
du c k  h e p a t i t i s  v i r u s  i n t e r a c t i o n s t u d i e s . J .  W i l d l . 
Ma n a g e . 3 8 : 8 8 7 - 8 9 5 . 

1 4 .  F r i e n d , M . , a n d  D . O .  T r a i n e r . 1 9 7 4 . E x p e r i m e n t a l  
d i e l d r i n - d u c k  h e p a t i t i s  v i r u s  i n t e r a c t i o n s t u d i e s . 
J .  W i l d l . M a n a g e . 3 8 : 8 9 6 - 9 0 2 . 

1 5 . F r i e n d , M . , a n d  D . O .  T r a i n e r . 1 9 7 0 . P o l y c h l o r i n a t e d  
b i p h e n y l :  i n t e r a c t i o n  w i t h  d u c k  h e p a t i t i s  v i r u s . 
S c i e n c e  1 7 0 : 1 3 1 4 - 1 3 1 6 . 

1 6 . G a b l i k s , J . , E . M .  A s k a r i , a n d  N .  Y o l e n . 1 9 7 3 . D D T  a n d  
i mm u n o l o g i c a l  r e s p o n s e s . I .  S e r u m a n t i b i o t i c s  a n d 
a n a p h y l a c t i c  s h o c k  i n  g u i n e a  p i g s . A r c h . E n v i r o n . 
H e a l t h 2 6 : 3 0 5 - 3 0 8 . 

1 7 .  Ga r m o n , L .  1 9 8 2 . P u z z l e d  o v e r  P C B s . S c i . N e w s 1 2 1 : 
3 6 1 - 3 6 3 . 

1 8 . G l i c k , B .  1 9 7 4 . A n t i b o d y - m e d i a t e d  i m m u n i t y i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  M i r e x  a n d D D T . P o u l t .  S c i . � : 1 4 7 6 - 1 4 8 5 . 

1 9 . Gu p t a , B . N . , J . G .  V a s , J . A .  M o o r e , J . G .  Z i n k l , a n d  B . C .  
Bu l l o c k . 1 9 7 3 . P a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  2 , 3 , 7 , 8 -
t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - � i o x i n  i n  l a b o r a t o r y a n i m a l s . 
E n v i r o n . H e a l t h  P e r s p e c t . 1 : 1 2 5 - 1 4 0 . 

2 0 . H a n a h a n , D . J . , a n d  J . E .  E k h o l m . 1 9 7 4 . T h e  p r e p a r a t i o n 
o f  r e d  c e l l  g h o s t s  ( m e m b r a n e s ) ,  p .  1 6 8 - 1 7 2 . I n s . 
F l e i s c h e r a n d  L .  P a c k e r  ( e d . ) ,  M e t h o d s  i n  e n z y m o l o g y  
V o l . 3 1 . A c ad em i c  P r e s s , I n c . , N . Y .  

' 



2 1 . H a r r i s , M . W . , J . A .  M o o r e , J . G .  V a s , a n d B . N .  G u p t a . 
1 9 7 3 . G e n e r a l  b i o l o g i c a l  e f f e c t s  o f  T C D D  i n  
l a b o r a t o r y  a n i m a l s . E n v i r o n . H e a l t h  P e .r s p e c t . 5 :  
1 0 1 - 1 0 9 . 

2 2 . H e r c u l e s , I n c o r p o r a t e d . B u l l e t i n  T - 1 0 5 A , p .  1 - 1 2 .  
He r c u l e s , I n c o r p o r a t e d , W i l m i n g t o n , D e l a w a r e . 

2 3 .  H o o p e r , N . K . , B . N .  A m e s , M . A .  S a l e h , a n d  J . E .  C a s i d a . 
1 9 7 9 . T o x a p h e n e , a c o m p l e x  m i x t u r e  o f  p o l y c h l o r o ­
t e r p e n e s  a n d  a m a j o r i n s ec t i c i d e , i s  m u t a g e n i c . 
Sc i e n c e  2 0 5 : 5 9 1 - 5 9 3 .  

2 4 . I r w i n ; J . , a n d  E .  C h e e s e m a n . 1 9 3 9 .- O n  a n  a p p r o x i m a t e  
m e t h o d o f  d e t e r m ! n i n g  t h e  m e d i a n e f f e c t i v e d o s e  a n d  
i t s  e r r o r , i n  t h e  c a s e  o f  a q u a n t a !  r e s p o n s e . J .  
H y g .  3 9 : 5 7 4 - 5 8 0 . 

2 5 . J e r n e , N . K . , a n d  A .  N o r d i n . 1 9 6 3 . P l a q u e  f o r m a t i o n i n  
a g a r b y  s i n g l e  a n t i b o d y - p r o d u c i n g  c e l l s . S c i e n c e  
1 4 0 : 4 0 5 . 
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2 6 . K a r b e r , G .  1 9 3 1 . B e i t r a g z u r  k o l l e k t i v e n b eh a n d l u n g  
p h a r m a k o l o g i s c h e r  r e i h e n v e r u c h e . A r c h . E x p . P a t h o l . 
P a r m a k i l .  1 6 2 : 4 8 0 - 4 8 3 . 

2 7 .  K i m b r o u g h , R . D .  1 9 7 4 . T h e  t o x i c i t y  o f  p o l y c h l o r i n a t e d  
p o l y c y c l i c  c o m p o u n d s  a n d  r e l a t e d  c h e m i c a l s . C R C  
C r i t . R e v . T o x i c o l . 2 : 4 4 5 - 4 9 8 . 

2 8 . K o c i b a , R . J . , P . A . K e e l e r , C . N .  P a r k , a n d  P . J .  G e h r i n g . 
1 9 7 6 . 2 , 3 , 7 , 8 - t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n  ( TC D D ) : 
r e s u l t s  o f  a 1 3 - w e e k  o r a l  t o x i c i t y  s t u d y  i n  r a t s . 
To x i c o l . A p p l .  P h a r m c o l .  3 5 : 5 5 3 - 5 7 4 .  

2 9 . K o l l e r , L . D . , a n d  J . E .  _ T h i g p e n . 1 9 7 3 . B i p h e n yl - e x p o s e d  
r a b b i t s . A m . J .  V e t . R e s . 3 4 : 1 6 0 5 - 1 6 0 6 . 

3 0 . L a c k e y  , R . W . 1 9  4 9 . 0 b s e r v-a t i o n  s o n  th e a c u t e a n d  
c h r o n i c  t o x i c i t y  o f  t o x a p h e n e  i n  t h e  d o g . J .  
I n d u s t . H y g .  T o x i c o l . 2! : 1 1 7 - 1 2 0 . 

3 1 . L a c k e y , R . W . 1 9 4 9 . O b s e r v a t i o n s  o n  t h e  p e r c u t a n e o u s  
ab s o r p t i o n  o f  t o x a p h e n e  i n  t h e r a b b i t  a n d  t h e  d o g . 
I I . J .  I n d u s t . H y g .  T o x i c o l . ll : l 5 5 - 1 5 7 . 

3 2 . L a t i m e r , J . W . , a n d  H . S .  S i e g e l . 1 9 7 4 . I m m u n e  r e s p o n s e  
i n  b r o i l e r s  f e d  t e c h n i c a l  g r a d e  D D T . P o u l t .  S c i . 
5 3 : 1 0 7 8 - 1 0 8 3 . 



3 3 . L e e , L . J .  1 9 8 2 . I m � u n d t o x i c  e f f e c t s  o f  p e n t a c h l o r o ­
p h e n o l  i n  m i c e . M . S .  T h e s i s , S o u t h  Da k o t a  S t a t e  
U n i v e r s i t y . 
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3 4 .  L e h m a n , A . J .  1 9 5 2 . C h e m i c a l s  i n  f o o d s : a r e p o r t  t o  · t h e 
a s s o c i a t i o n o f  f o o d a n d  d r u g  o f f i c i a l s  o n  c u r r e n t  
d e v e l o p m e n t s . I I . P e s t i c i d e s . Q u � r t e r l y  B u l l . 
A s s n . o f  F & D  O f f i c i a l s  o f  U . S .  1 6 : 4 7 - 5 3 .  

3 5 .  L o o s e , L . D . , K . A .  P i t t m a n , K .  B e n i t z , an d J . B .  S i l k w o r t h . 
1 9 7 7 . P C B - a n d  H C B - i nd u c e d  i m m u n o s u p p r e s s i o n  i n  
m i c e . T o x i c o l . A p p l . P h a r m a c a l . 4 1 : 2 0 1 . 

3 6 . L o o s e , L . D . , J � B .  S i l k wo r t h , a n d  F .  C o u l s t o n . 1 9 7 7 . 
I m p a i r e d  h o s t - d e f e n s e  i n  m i c e f e d  A r o c l o r  1 2 4 2  o r  
h e x a c h l o r o b e n z e n e  f o r  s i x  w e e k s . T o x i c o l . A p p l . 
P h a r m a c a l . 4 1 : 2 0 3 . 

3 7 . L o o s e , L . D . , J . B .  S i l k w o r t h , S . P .  M u d z i n s k i , K . A .  
P i t t m a n , K . - F .  B e n i t z , a n d  W .  M u e l l e r . 1 9 7 9 . D r u g  
Ch e m . T o x i c o l . 2 : 1 1 1 - 1 3 2 . 

3 8 . L u k i c , M . L . , L j . P o p e s k o v i c , a n d  B . D .  J a n k o v i c . · 1 9 7 3 . 
P o t e n t i a t i o n o f  i m m u n e  r e s p o n s i v e n e s s  i n  r a t s 
t r e a t e d  w i t h  D D T . A m . S o c . E x p . B i o l . 3 2 : 1 0 3 7 . 

3 9 . L u s t e r , M . I . , R . E .  F a i t h , a n d  J . A .  M o o r e . 1 9 7 8 . - E f f e c t s  
o f  p o l y b r o m i n a t e d  b i p h e n y l s  ( P B B ) o n  i m m u n e r e s p o n s e 
i n  r o d e n t s . E n v i r o n . H e a l t h  P e r s p e c t . 2 3 : 2 2 7 - 2 3 2 . 

4 0 . M u r p h y , S . D .  1 9 8 0 . P e s t i c i d e s , p .  3 5 7 - 4 0 8 . I n  J .  
D o u l l ,  C . D . K l a a s s e n , a n d  M . D .  A m d u r  ( e d . ) -

,
-

C a s a r e t t 
a n d D o u l l ' s  t o x i c o l o g y . M a c m i l l a n  P u b l i s h i n g  C o . ,  
I n c . , N . Y .  

4 1 . O i s h i , S .  1 9 7 7 .  I n f l u e n c e  o f  p o l y c h l o r i n a t e d  
d i b e n z o f u r a n s ( P C D F ' s ) a n d  p o l y c h l o r i n a t e d  b i p h e n y l s  
( P CB ' s )  t o  s e r u m p r o t e i n c o m p o n e n t s  i n  r a t s . B u l l . 
E n v i r o n . C o n t a m . T o x i c o l . 1 8 : 7 7 3 - 7 7 7 . 

4 2 . O r t e g a , P . ,  W . J .  H a y e s , J r . ,  a n d  W � F . D u r h a m . 1 9 5 7 . 
P a t h o l o g i c  c h a n g e s  i n  t h e l i v e r  o f  r a t s  a f t e r  fe e d i n g  
l o w l e v e l s  o f  v a r i o u s  i n s e c t i c i d e s . A M A  A r c h . · 
Pa t h o l . 6 4 : 6 1 4 - 6 2 2 . 

4 3 . R a d h a k r i s h n a n , C . V . , N . P .  T h o m p s o n , a n d  D . J .  F o r r e s t e r .  
1 9 7 2 . S u s c e p t i b i l i t y  o f  c h i c k e n s  f e d  p , p ' - D D T  t o  
h i s t o m o n i a s i s . · B u l l . E n v i r o n . C o n t a m . T o x i c o l . 
8 : i 4 7 - 1 5 2 . 



4 4 . R e u b e r , M . D . 1 9 7 9 . C a r c i n o g e n i c i t y  o f  t o x a p h e n e : a 
r e v i e w . J .  T o x i c o l . E n v i r o n . H e a l t h  5 : 7 2 9 � 7 4 8 . 

4 5 . S a l e h , M . A . , W . V . T u r n e r , a n d  J . E .  C a s i d a . 1 9 7 7 . 
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P o l y c h l o r o bo r n a n e c o m p o n e n t s o f  t o x a p h e n e : s t r u c t u r e ­
t o x i c i t y  r e l a t i o n s  a n d m e t a b o l i c  r e d u c t i v e 
d e c h l o r i n a t i o n . S c i e n c e  1 9 8 : 1 2 5 6 - 1 2 5 8 . 

4 6 . S h a r m a , R . P . , R . J .  K o c i b a , a n d P . J .  G e h r i n g . 1 9 7 8 . 
I m m u n o t o x i c o l o gi c  e f f e c t s  o f  2 , 3 , 7 , 8 - t e t r a c h l o r o ­
d i b e n z o - p - d i o x i n  i n  l a b o r a t o r y  a n i m a l s . T o x i c o l . 
Ap p l . P h a r m a c a l . 4 5 : 3 3 3 . 

4 7 . S h i p l o v , J . , C . D .  G r a b e r , J . E .  K e i l , a n d S . H .  S a n d i f e r . 
1 9 7 2 . E f f e c t o f _ D D T  o n  a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  
t y p h o i d v a c c i n e i n  r a b b i t s  � n d  m a n . I m m u n o l . C o m m u n . 
1 : 3 8 5 - 3 9 4 . 

4 8 . S m i t h , S . H . , V . M .  S a n d e r s , B . A . B a r r e t t , J . F .  B o r z e l l e c a , 
a n d A . E .  M u n s o n . 1 9 7 8 .  I mm u n o t o x i c o l o g i c a l  
e v a l u a t i o n  o n  m i c e  e x p o s e d  t o  p o l y c h l o r i n a t e d  
b i p h e n y l s . T o x i c o l . A p p l .  P h a r m a c a l . 4 5 : 3 3 0 . 

4 9 . S t r e e t , J . C . , a n d R . P .  S h a r m a . 1 9 7 5 . A l t e r a t i o n  o f  
i n d u c e d  c e l l u l a r a n d  h u m o r a l  i mm u n e  r e s p o n s e s  b y  
p e s t i c i d e s a n d c h e m i c a l s  o f  e n v i r o n m e n t a l c o n c e r n : . 
q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  o f  i mm u n o s u p p r e s s i o n  b y  D D T , 
A r o c l o r 1 2 5 4 , c a r b a r y l , c a r b o f u r a n , a h d  
m e t h y l p a r a t h i o n . T o x i c o l . A p p l . P h a r m a c a l . 3 2 : 5 8 7 . 

5 0 . S u b b a R a o , D . S . V . , a n d  B .  G l i c k . 1 9 7 7 . P e s t i c i d e  
e f f e c t s  o n  t h e  i m m u n e r e s p o n s e a n d  m e t a b o l i c  a c t i v i t y  
o f  c h i c k e n  l y mp h o c y t e s . P r o c . S o c . E x p . B i o l . M e d . 
1 5 4 : 2 7 - 2 9 . 

5 1 . T h i g p e n , J . E . , R . E . F a i t h , E . E .  M c C o n n e l l ,  a n d  J . A .  
Mo o r e . 1 9 7 5 . I n c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y t o  b a c t e � i a l  
i n f e c t i o n  a s  a s e q u e l a  o f  e x p o s u r e  t o  2 , 3 , 7 , 8 -
t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n � I n f e c t . I mm u n . 1 2 : 
1 3 1 9 - 1 3 2 4 . 

5 2 . T h o m a s , P . T . , a n d R . D .  H i n s d i l l . 1 9 7 9 . T h e  e f f e c t  o f  
p e r i n a t a l  e x p o s u r e  t o  t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n  
o n  t h e i m m u n e  r e s p o n s e � f  y o u n g  m i c e . D r u g  C h e rn . 
T o x i c o l . 2 : 7 7 - 9 8 . 

5 3 . T h o m a s , P . T . , a n d R . D .  H i n s d i l l . 1 9 7 8 . E f f e c t  o f  
p o l y c h l o r i n a t e d  b i p h e n y l s o n  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s 
o f  r h e s u s  m o n k e y s  a n d m i c e . T o x i c o l . A p p l .  
P h a r m a c a l . 44 : 4 1 - 5 1 . 
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5 4 .  T r o t t m a n , C . H . � a n d  D .  D e s a i a h . 1 9 8 0 . I n d u c t i o n  o f  r a t  
h e p a t i c  mi c r o s o m a l  e n z y m e s  b y  t o x a p h e n e  p r e t r e a t m e n t . 
J .  E n v i r o n . S c i . H e a l t h , P a r t  B .  � : 1 2 1 - 1 3 4 . 

5 5 .  V a s , J . G . , a n d  R . B .  S e e m s .  1 9 7 1 . D e r m a l  t o x i c i t y  
s t u d i e s  o f  t e c h n i c a l  p o l y c h l o r i n a t e d  b i p h e n y l s  a n d  
f r a c t i o n s  t h e r e o f  i n  r a b b i t s . T o x i c o l . A p p l . 
P h a r m a c a l . 1 9 : 6 1 7 - 6 3 3 . 

5 6 . V a s , J . G . , a n d  T h . · d e  R o i j . 1 9 7 2 . I m m u n o s u p p r e s s i v e  
a c t i v i t y  o f  a p o l y c h l o r i n a t e � b i p h e n y l  p r e p a r a t i o n 
o n  t h e  h u m o r a l  i mm u n e  r e s p o n s e  i n  g u i n e a  p i g s . 
T o x i c o l . A p p l .  P h a r m a c a l .  £1 : 5 4 9 - 5 5 5 . 

5 7 . V a s , J . G . , a n d  J . H .  � o e m a n . 1 9 7 0 . C o m p a r a t i v e  
t o x i c o l o g i c  s t u d y  w i t h  p o l y c h l o r i n a t e d b i p h e n y l s  
i n  c h i c k e n s  w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  p o r p h y r i a ,  
e d e m a  f o r m a t i o n , l i v e r  n e c r o s i s ,  a n d  t i s s u e  
r e s i d u e s . T o x i c o l . A p p l . P h a r m a c a l . 12 : 6 5 6 - 6 6 8 . 

5 8 . V a s , J . G . , J . G . K r e e f t e n b e r g , H . W . B .  E n g e l , A .  
M i n d e c h o u d , a n d  L . M .  v a n N o o r l e j a n s e n . 1 9 7 8 . S t u d i e s  
o n  2 , 3 , 7 , 8 - t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n  i n d u c e d  
i m m u n e  s u p p r e s s i o n : e n d o t o x i n  h y p e r s e n s i t i v i t y , 
s e r u m  z i n c  c o n c e n t r a t i o n s  a n d  e f f e c t  o f  t h y m o s i n  
t r e a t m e n t .  T o x i c o l o g y f : 7 5 - 8 6 . 

5 9 . V a s , J . G . , a n d J . A .  M o o r e . 1 9 7 4 . S u p p r e s s i o n o f  c e l l u l a r 
i mm u n i t y i n  r a t s  a n d  m i c e  b y  m a t e r n a l  t r e a tm e n t  w i t h  
2 , 3 , 7 , 8 - t e t r a c h l o r o d i b e n z o - p - d i o x i n . I n t . A r c h . 
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