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1

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

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

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

i t  of  m a n y  n o n - e p i t h e l i a l  c e l l s ,  t h e  m a j o r i t y  of  w h i c h  a r e  

l y m p h o c y t e s .  I n d e e d ,  of  t h e  c e l l s  c o v e r i n g  t h e  e n o r m o u s  

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

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

s u b j e c t  of  t h i s  t h e s i s .

W h e n  I b e g a n  t h i s  w o r k ,  m o r e  t h a n  a  c e n t u r y  a f t e r  E b e r t h ' s  

o r i g i n a l  d e s c r i p t i o n  of  t h e s e  c e l l s  i n  1864 ,  t h e r e  w e r e  s e v e r a l  

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

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

i n  C h a p t e r  2) ,  T h e r e  w e r e  m a n y  t h e o r i e s  a s  t o  t h e i r  o r i g i n s  

a n d  f a t e ;  t h e i r  f u n c t i o n  w a s  u n k n o w n ;  t h e  n a t u r e  o f  t h e i r  

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

a p p r o a c h e d  t h e  i n v e s t i g a t i o n  of  t h e s e  i n t r a e p i t h e l i a l  ( IE)  

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

W h a t  i s  t h e  m o r p h o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  I E  

l y m p h o c y t e s  a n d  a d j a c e n t  n o n - l y m p h o i d  t i s s u e s ?

D o  I E  l y m p h o c y t e s  f o r m  a  h o m o g e n e o u s  g r o u p  of  c e l l s ,  o r  

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

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

p r e s e n c e /



p r e s e n c e  of a n t i g e n s  w i t h i n  t h e  g u t ?

H o w  d o  t h e  I E  l y m p h o c y t e s  r e s e m b l e  o r  d i f f e r  f r o m  t h e  o t h e r  

l y m p h o c y t e s  of t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  (e g P e y e r ’s p a t c h  

l y m p h o c y t e s ) ?

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

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

d i s  e a s  e s ?

T h e s e  p r o b l e m s  h a v e  b e e n  a p p r o a c h e d  i n  t w o  w a y s  -  b y  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 n d  q u a n t i t a t i o n  of  h u m a n  j e j u n a l  I F  

l y m p h o c y t e s ,  a n d  b y  a  s e r i e s  of e x p e r i m e n t s  i n  m i c e .  A n e w  

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

p r o v i d e d  " a n t i g e n - f r e e "  g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e ,  a n d  a l l o w e d  

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

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

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

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



3

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

B i o p s y  of t h e  u p p e r  s m a l l  i n t e s t i n e  i s  n o w  a  r o u t i n e  p a r t  of  t h e  

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

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

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

h e a l t h  a n d  i n  d i s e a s e .  A s e r i e s  of j e j u n a l  b i o p s i e s ,  2 5 0  i n  a l l ,  

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

I F  l y m p h o c y t e s  w e r e  q u a n t i t a t e d  i n  200 .  It  p r o v e d  p o s s i b l e  t o  

e s t a b l i s h  a  n o r m a l  r a n g e  of v a l u e s  f o r  j e j u n a l  I F  l y m p h o c y t e  

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

d i s e a s e s  on  t h e i r  n u m b e r s  c o u ld  b e  f i r m l y  e s t a b l i s h e d .  S p e c i a l  

e m p h a s i s  w a s  p a i d  t o  t h e  I F  l y m p h o c y t e s  i n  p a t i e n t s  w i t h  c o e l i a c  

d i s e a s e ,  w h e r e  t h e  j e j u n u m  i s  i n t e n s e l y  i n f l a m e d  a n d  t h e r e  i s  

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

( B o o t h  a n d  D o w l i n g ,  1970) .

A n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  a n i m a l  w o r k

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

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

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

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

m a j o r  p r o b l e m  a r i s e s  w h e n  one  a t t e m p t s  t o  d e s i g n  e x p e r i m e n t s  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

D e s i g n  of t h e  e x p e r i m e n t s

T h e  i n f l u e n c e  of  the  p r e s e n c e  of a n t i g e n  w i t h i n  t h e  g u t  l u m e n ,  

a n d  t h e  e f f e c t  of a g e  on t h e  I F  l y m p h o c y t e s ,  w e r e  i n v e s t i g a t e d  

b y  c o m p a r i n g  a n t i g e n - f r e e  g r a f t s  w i th  n o r m a l  i n t e s t i n e  of  t h e  

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

a n d  m i c r o o r g a n i s m s .  A l s o  I e x a m i n e d  a  s m a l l  g r o u p  of  

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

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

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

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

w i t h  i n t e s t i n e  of  m i c e  w h ic h  h a d  b e e n  " t h y m u s - d e p r i v e d "  b y  

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

A l s o  t h e  t r a f f i c  to  t h e  gu t  of  T ,  B a n d  n o r m a l  (T + B )  l y m p h o c y t e s  

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

i n j e c t e d  l a b e l l e d  l y m p h o c y t e s .



R e j e c t i o n  of  a l l o g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e

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

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

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

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

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

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

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

c a n  d a m a g e  t h e  i n t e s t i n e .  In  a d d i t i o n ,  t h i s  w o r k  n o w  h a s  

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

c a s e s  of a t t e m p t e d  s m a l l - i n t e s t i n a l  a l l o t r a n s p l a n t a t i o n  i n  

m a n  ( F o r t n e r  e t  a l ,  1972)  y e t  t h e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  a n d  

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

a d e q u a t e l y  d e f i n e d .



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

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

s u b e p i t h e l i a l  a g g r e g a t e s  of l y m p h o i d  t i s s u e  ( P e y e r ’s 

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

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

( l a m i n a  p r o p r i a  l y m p h o c y t e s ,  p l a s m a  c e l l s ,  e t c . ) ;  

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

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

I E  l y m p h o c y t e s ,  e o s i n o p h i l s ) .  In  t h i s  c h a p t e r  t h e  p u b l i s h e d  

w o r k  o n  t h e  I E  l y m p h o c y t e s  i s  r e v i e w e d ,  t o g e t h e r  w i t h  

a  b r i e f  d e s c r i p t i o n  of P e y e r ' s  p a t c h e s  a n d  l a m i n a  p r o p r i a  

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

i n t e r p r e t a t i o n  of  s o m e  of t h e  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s .



C h a p t e r  2

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

morphological basis of intestinal 

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

E b e r t h  w a s  t h e  f i r s t  a u t h o r  t o  r e p o r t  t h e  p r e s e n c e  of  

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

i n t e s t i n e  ( E b e r t h ,  1864);  s h o r t l y  t h e r e a f t e r  t h i s  f i n d i n g  w a s  

c o n f i r m e d  (von H e s s  l ing ,  1866 ;  E i m e r ,  1 8 6 7 ;  v o n  A r n s t e i n ,  

1 8 6 7 ;  P a n e t h ,  1888) .  T h e s e  a n d  s u b s e q u e n t  w o r k e r s  a g r e e  

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

( r e v i e w e d  b y  W o l f - H e i d e g g e r ,  1939 ;  A n d r e w  a n d  S o s a ,  1947)  

a l t h o u g h  e o s i n o p h i l s  a r e  s o m e t i m e s  p r e s e n t  ( A n d r e w  a n d  S o s a ,  

1 9 4 7 ;  P a l a y  a n d  K a r l i n ,  1959 ;  B a c k ,  1 9 7 2 a ) .

M o r p h o l o g y  of I F  lymphocytes. These cells h a v e  v e r y  

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

n u c l e i .  T h e y  o f t e n  a p p e a r  a m o e b o i d  a n d  t h e  t e r m  " Z e l l e n w a n d -  

e r u n g "  ( S t e n q v i s t ,  1934)  a p t l y  d e s c r i b e s  t h e i r  a p p e a r a n c e ,  

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

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

f i n d i n g s  ( A n d r e w ,  1965;  M e a d e r  a n d  L a n d e r s ,  1 9 6 7 ) .  B o t h  

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

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

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

a n d  a  w e l l  d e v e l o p e d  G o l g i  a p p a r a t u s .  M e a d e r  a n d  L a n d e r s  

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

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

a p p e a r e d /



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

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

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

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

d e s c r i b e d  i n  d e t a i l  a  p r o c e s s  of  s o - c a l l e d  " t r a n s f o r m a t i o n "  

of l y m p h o c y t e s  w i t h i n  t h e  e p i t h e l i u m .  L y m p h o c y t e s  w e r e  

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

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

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

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

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

m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n s  ( A n d r e w  a n d  A n d r e w ,  1945 ;  A n d r e w  

a n d  C o l l i n g s ,  1946 ;  A n d r e w  a n d  S o s a ,  1947) .

P h y l o g e n y  of I E  l y m p h o c y t e s .  T h e s e  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  

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

( v o n  A r n s t e i n ,  1867;  B e g u i n ,  1904;  F i c h t e l i u s  et^ a l ,  1 9 6 9 a ;  

B a c k ,  1 9 7 0 a ,  1970b ,  1 9 7 2 a ,  1972b ) ,  a n d  m a n y  m a m m a l s  -  

m o u s e ,  r a t ,  r a b b i t ,  g u i n e a  p ig ,  c a t ,  d o g  a n d  m a n  ( E b e r t h ,

18 6 4 ;  v o n  A r n s t e i n ,  1867 ;  W o l f - H e i d e g g e r ,  1 9 39 ) .

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

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

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

f i e l d s ,  /



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

p e r  100 o r  1000 e p i t h e l i a l  c e l l s .  T h e s e  v a l u e s  a r e  s u m m a r i s e d  

i n  T a b l e  2 , 1 .

R e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  I F  l y m p h o c y t e s  a n d  e p i t h e l i a l  c e l l s .  I n  

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

p a r t  of  t h e  e p i t h e l i u m ,  ie  b e t w e e n  t h e  b a s a l  l a m i n a  a n d  t h e  l e v e l  

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

h a m s t e r  a n d  m a n  ( P a n e t h ,  1888 ;  K e l s a l l ,  19 4 6 ;  D a r l i n g t o n  a n d  

R o g e r s ,  1966;  M e a d e r  a n d  L a n d e r s ,  1967) ,  T h e  l a t t e r  t h r e e  

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

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

98% of I F  l y m p h o c y t e s  a r e  in  t h e  b a s a l  p a r t  o f  t h e  e p i t h e l i u m .  

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

l e v e l s  of t h e  e p i t h e l i u m  (von A r n s t e i n ,  18 6 7 ;  W o l f - H e i d e g g e r ,  

1939 ) .

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

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

c e l l s )  o r  a r e  l y ing  i n  v a c u o l e s  w i t h i n  e p i t h e l i a l  c e l l s .  S o m e  

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

e x t r a c e l l u l a r ,  a nd  l a y  i n  d e e p  n i c h e s  i n  a d j a c e n t  e p i t h e l i a l  c e l l s  

(v on  S c h a f f e r ,  1936;  W o l f - H e i d e g g e r ,  1939 ;  M e a d e r  a n d  

L a n d e r s ,  1967) .  O t h e r s  c o n s i d e r e d  t h a t  l y m p h o c y t e s  c o u l d  b e  

f o u n d /
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f o u n d  b o t h  b e t w e e n  a n d  w i t h i n  e p i t h e l i a l  c e l l s  ( E b e r t h ,  1864 ;  

v o n  A r n s t e i n ,  1867;  S h i e l d s  e t  a l ,  1969)  a n d  s o m e  w e r e  e q u a l l y  

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

(And  r e w  a n d  A n d r e w ,  1945;  A n d r e w ,  1965) .  E v e n  e l e c t r o n  

m i c r o s c o p y  h a s  not  r e s o l v e d  t h i s  q u e s t i o n .

M i t o s i s  a n d  DNA s y n t h e s i s  of I E  l y m p h o c y t e s .  A n d r e w  a n d  

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

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

c r y p t s  ( A n d r e w  and  A n d r e w ,  1945) ,  O n c e  a g a i n ,  t h i s  i s  a t  

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

i n  m i t o s i s  ( K e l s a l l  a n d  C r a b b ,  1959) ,  o r  o t h e r s  w h o  r e p o r t e d  

o n l y  3 m i t o t i c  f i g u r e s  in  1, 600 l y m p h o c y t e s  e x a m i n e d  

( D a r l i n g t o n  a n d  R o g e r s ,  1 9 66 ) .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  A n d r e w  a n d  

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

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

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

o n l y  a n  o c c a s i o n a l  l y m p h o c y t e  fo u n d  i n  DN A s y n t h e s i s  ( K a t a o k a ,  

1 9 7 0 ) .  N o w  i t  i s  g e n e r a l l y  a g r e e d  t h a t  a  s m a l l  p r o p o r t i o n  of  

I F  l y m p h o c y t e s  is  i n  DNA s y n t h e s i s  a s  m e a s u r e d  b y  t h e  

i n c o r p o r a t i o n  of  H - t h y m i d i n e  ( D a r l i n g t o n  a n d  R o g e r s ,  1 966 ;  

F i c h t e l i u s ,  1968;  L e m m e l  a n d  F i c h t e l i u s ,  1 9 7 1 ;  B a c k ,  1 9 7 2 b ) .  

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

i n d e p e n d e n t /



i n d e p e n d e n t  of  e p i t h e l i a l  c e l l  l a b e l l i n g .  D a r l i n g t o n  a n d  R o g e r s  

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

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

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

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

p o p u l a t i o n ,  ha d  a  m e a n  g e n e r a t i o n  t i m e  of  a r o u n d  17 d a y s  

( D a r l i n g t o n  a n d  R o g e r s ,  1966 ) .

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

b e e n  i n v e s t i g a t e d  to  a  l i m i t e d  e x t e n t  i n  m i c e  a n d  c h i c k e n s  

( A n d r e w  a n d  S o s a ,  1947;  F i c h t e l i u s  e t  a l ,  1 9 6 8 b ;  B a c k ,

1 9 7 2 a ) .  T h e  r e s u l t s ,  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  2.  2, s h o w  t h a t  

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

n e o n a t a l  p e r i o d .

I n f l u e n c e  of a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  on t h e  n u m b e r s  o f  I E  

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

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

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

p r e s e n t  i n  100 m m  h u m a n  f o e t u s e s  ( F i c h t e l i u s ,  1 9 6 9 a ,  i n  

d i s c u s s i o n ) ,  in  g e r m - f r e e  r a t s  ( F i c h t e l i u s ,  1968)  a n d  i n  

g e r m - f r e e  p i g l e t s  (Good ,  1969 ) .  T h i s  l a t t e r  o b s e r v a t i o n  

c o n f i r m s  a n  e a r l y  r e p o r t  t h a t  I F  l y m p h o c y t e s  w e r e  p r e s e n t
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i n  " a l m o s t  g e r m - f r e e M g u i n e a  p i g s  ( S t e n q v i s t ,  1 9 3 4 ) .  T h u s  i t  

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

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

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

1 9 6 8 ).

T h y m u s - d e p e n d e n c e  of t h e  I E  l y m p h o c y t e s . N o - o n e  h a s ,  a s  

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

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

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

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

p r o p r i a .  ( G o l d s c h n e i d e r  a n d  M c G r e g o r ,  1 9 6 8 a ) .  N e v e r t h e l e s s  

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

t h y m u s - d e p e n d e n t ,  f o r  t h e  n u m b e r s  of  I F  l y m p h o c y t e s  a r e  

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

1968b )  a n d  in  t h y m e c t o m i s e d ,  i r r a d i a t e d  c h i c k e n s  ( B a c k ,  1 9 7 0 a ) .  

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

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

t h a t  s o m e  I F  l y m p h o c y t e s  c o u l d  a c t  a s  a  b u r s a - e q u i v a l e n t ,  e v e n  

i n  c h i c k e n s  (B a c k ,  1970b) .

O r i g i n s  a n d  f a t e  of  I F  l y m p h o c y t e s .  T h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  

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

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

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

n u c l e a t e /



13

b i n u c l e a t e  c e l l s  ( G r u m h a g e n ,  1887) ;  t h a t  l y m p h o c y t e s  m i g r a t e  

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

b y  a  p r o c e s s  of " c a r y o - a n a b i o s i s  " ( G u i e y s s e - P e l l i s  s i e r ,  1912 ) ;  

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

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

( G o l d n e r ,  1929) .  T h e  t r e p h o c y t e  t h e o r i e s  d i s c u s s e d  b e l o w  

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

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

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

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

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

( M e a d e r  a n d  L a n d e r s ,  1967) .  T h e y  b a s e d  t h i s  i n f e r e n c e  on  

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

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

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

t h e  f r o n t  of a  m o t i l e  l y m p h o c y t e  ( L e w i s ,  1 9 3 1 ) .

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

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

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

d e f e n s i v e ,  a n t i b a c t e r i a l  f u n c t i o n  (de W i n i w a r t e r ,  1930 ;

H e i l m a n ,  1934;  A n d r e w  a n d  A n d r e w ,  1945) .  S e v e r a l  w o r k e r s  

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

( B u n t i n g  a n d  H u s t o n ,  1921;  J a s s i n o w s k y ,  1925 ;  S t e n q v i s t ,  1934)  

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

f u n c t i o n  w i t h i n  t h e  g u t  l u m e n  ( S t e n q v i s t ,  1934)  o r  t h a t  t h e  gu t  

w a s  t h e  " l y m p h o c y t e  g r a v e y a r d "  ( Z u n t z ,  1905 ;  B u n t i n g  a n d  

H u s t o n ,  1921) .  H o w e v e r  t h i s  l a t t e r  t h e o r y  w a s  r e f u t e d  b y  

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

e v e n  w h e n  t h e  e n t i r e  s m a l l  a n d  l a r g e  i n t e s t i n e s  h a d  b e e n  

r e s e c t e d  ( E r f ,  1940) .  N o w  i t  i s  k n o w n  t h a t  l y m p h o c y t e s  l e a v e  

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

t i s s u e s  ( G o w a n s  a n d  K n i g h t ,  1964) .  A n o t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  

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

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

f o r  t h i s  t h e o r y  ( P a n e t h ,  1888 ;  K i n g s b u r y ,  1944 ;  K e l s a l l ,  1946)  

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

p r o p r i a  p l a s m a  c e l l s .

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

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

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

R e c e n t  t h e o r i e s  of t h e  f u n c t i o n  of  I E  l y m p h o c y t e s . T h e  i d e a  

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

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

m e n t i o n e d  a b o v e .  In  t h e  1 9 5 0 s ,  t h e r e  w a s  a  s u r g e  of  i n t e r e s t  

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

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

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

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

r o l e  of  t r e p h o c y t e s :  h ig h  c o n t e n t  of n u c l e i c  a c i d s ,  R N A  a n d  

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

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

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

b e  s t o r e d  a n d  t r a n s p o r t e d  t o  r e c i p i e n t  c e l l s  ( K e l s a l l  a n d  C r a b b ,  

1959 ) .  L o u t i t  w a s  a l s o  i m p r e s s e d  b y  t h e  t r e p h o c y t e  p o t e n t i a l  

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

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

o b v i o u s  r e s u l t  of t h e  l a c k  of l y m p h o c y t e  t r e p h o c y t e s  ( L o u t i t ,  

1962 ,  1963) .  A l t h o u g h  this theory aroused c o n s i d e r a b l e  

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

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

In  1967 ,  F i c h t e l i u s  o r i g i n a t e d  y e t  a n o t h e r  t h e o r y  o f  t h e  f u n c t i o n s  

of I F  l y m p h o c y t e s ,  w h i c h  h e  c a l l e d  Mt h e l i o l y m p h o c y t e s M. H e  

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

e p i t h e l i a l  o r g a n s  ( r e p o r t e d  b y  F i c h t e l i u s  ejt a l ,  1 9 6 8 a )  a n d  

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

A l s o  h e  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  r e p o r t e d  r a t e s  of  D N A  s y n t h e s i s  i n  

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

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

F a b r i c i u S f  H e  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e s e  f a c t s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  

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

" b u r s a - e q u i v a l e n t " /
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" b u r s a - e q u i v a l e n t "  i n  m a m m a l s  a n d  p e r h a p s  i n  o t h e r  v e r t e b r a t e s  

( F i c h t e l i u s ,  1967) .  In  a  s e r i e s  of p a p e r s  he  r e p o r t e d  t h a t  s o m e  

3% of r a t  t h e l i o l y m p h o c y t e s  w e r e  i n  DNA s y n t h e s i s ,  w i t h  n o  

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

1968 ) ;  t h e i r  n u m b e r s  a r e  r e d u c e d  i n  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  

m i c e  ( F i c h t e l i u s  e_t al^ 1968b) ;  t h e l i o l y m p h o c y t e s  a r e  r a d i o ­

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

( F i c h t e l i u s ,  1969b ) ;  t h e i r  n u m b e r s  a r e  s l i g h t l y  i n c r e a s e d  i n  

h i b e r n a t i n g  s q u i r r e l s  ( F i c h t e l i u s  a n d  J a r o s l o w ,  196 9 ) ;  a n d  

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

a n d  F i c h t e l i u s ,  1971) .  A p a r t  f r o m  t h e  r a t  e x p e r i m e n t ,  w h i c h  

w a s  b a s e d  on  o n l y  8 a n i m a l s ,  n o n e  of  t h e s e  p a p e r s  r e l a t e  

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

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

s i m u l t a n e o u s  p u b l i c a t i o n  of w o r k  w h i c h  s u g g e s t e d  t h a t  P e y e r ' s  

p a t c h e s  a r e  a  b u r s a  e q u i v a l e n t  ( F i c h t e l i u s  e t  a l ,  1 9 6 8 a ;

F i c h t e l i u s ,  1 9 6 9 a ) .  F i n a l l y  h e  e x t e n d e d  h i s  t h e o r y  t o  i n c l u d e  

s k i n  ( F i c h t e l i u s ,  1971)  a n d  e v e n t u a l l y  a  c o m p l e t e  s p e c t r u m  of  

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

m a m m a r y  g l a n d s  a n d  r e c t a l  t o n s i l  ( F i c h t e l i u s ,  1 9 6 9 c ;

F i c h t e l i u s _ e t _ a l ,  1969b ;  F i c h t e l i u s  1970)  -  b a s e d  e n t i r e l y  on  

m o r p h o l o g y .

N e v e r t h e l e s s ,  d e s p i t e  t h e  l a c k  of  e v i d e n c e  a n d  o v e r - e n t h u s i a s t i c  

p r o p a g a t i o n ,  /
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p r o p a g a t i o n ,  t h e  b a s i s  of F i c h t e l i u s ' s  t h e o r y  i s  s t i l l  i n t e r e s t i n g .  

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

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

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

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

T h i s  i s  c e r t a i n l y  t r u e  of  t h e  t h y m u s  a n d  b u r s a  of  F a b r i c i u s ,  

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

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

of  t h e  e p i t h e l i a .

P e y e r ’s p a t c h e s

T h e s e  w e r e  d e s c r i b e d  b y  P e y e r  i n  1677 .  T h e y  h a v e  b e e n  f o u n d  

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

( F i c h t e l i u s  e t  a l ,  1 9 6 8 a ) .  T h e i r  n u m b e r  v a r i e s  c o n s i d e r a b l y  

f r o m  a r o u n d  12 in  t h e  m o u s e  (S obhon ,  1971)  a n d  20 i n  t h e  r a t  

( H u m m e l ,  1935)  t o  200  i n  m a n  ( C o r n e s ,  1965 ) .

S t r u c t u r e  of P e y e r ’s p a t c h e s  i n  m i c e . T h i s  d e s c r i p t i o n  i s  b a s e d  

on  p e r s o n a l  o b s e r v a t i o n s  a n d  o n  t w o  r e c e n t  r e p o r t s  of P e y e r ' s  

p a t c h  m o r p h o l o g y  (Sobhon ,  1971 ;  C h i n  a n d  H u d s o n ,  1 9 71 ) .  

P e y e r ’s p a t c h e s  e x t e n d  t h r o u g h  l a m i n a  p r o p r i a  a n d  s u b m u c o s a  

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

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

s p a r s e /



18

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

l a y e r ,  T h e  s t r u c t u r e  of a  t y p i c a l  p a t c h  i s  i l l u s t r a t e d  d i a g r a m -  

m a t i c a l l y  i n  F i g .  2.  1. T h e r e  a r e  f o u r  d i s t i n c t  a r e a s  -  

n o d u l e s  (N), s o m e  of w h i c h  c o n t a i n  g e r m i n a l  c e n t r e s  (GC) ,  

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

s u b e p i t h e l i a l  z o n e s  (SE) b e t w e e n  t h e  n o d u l e s  a n d  o v e r l y i n g  

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

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

t h e  t h y m u s - d e p e n d e n t  a r e a s  of  l y m p h  n o d e s  ( P a r r o t t  e t  a l ,

19 6 6 ;  R p p k e  et  a l , 1972) .  T h e r e  a r e  a l s o  l y m p h a t i c  v e s s e l s  

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

m u s c l e  l a y e r .  T h e  m a j o r i t y  of  P e y e r ' s  p a t c h  l y m p h o i d  c e l l s  

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

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

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

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

F u n c t i o n s  of  P e y e r ' s  p a t c h e s . A l t h o u g h  s e v e r a l  g r o u p s  h a v e  

s u g g e s t e d  t h a t  P e y e r ' s  p a t c h e s  a r e  t h e  b u r s a  e q u i v a l e n t  of 

b u r s a l e s s  v e r t e b r a t e s  ( C o o p e r  _ e t a l ,  19 6 6 ;  P e r e y  e t_a l ,  1968 ;  

F i c h t e l i u s  e t  a l ,  1 9 6 8 a ) ,  t h e r e  i s  i n c r e a s i n g  e v i d e n c e  t h a t  t h e y  

b e h a v e  l i k e  p e r i p h e r a l  l y m p h o i d  t i s s u e .  P e y e r ' s  p a t c h e s  of 

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

( J o e l e t a l ,  1971,  1972;  C h a n a n a  e t  a l ,  1973 ) .  I n  o l d e r  m i c e  t h e y  

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

( E v a n s  ^ t  a l , 1967)  a n d  d e p l e t e d  t h y m u s - d e p e n d e n t  a r e a s  c a n  b e  

c l e a r l y  i d e n t i f i e d  in  t h e  P e y e r ’s p a t c h e s  of  a t h y m i c  m i c e  (de 

S o u s a  ^ t  a l ,  1969) .  A l t h o u g h  P e y e r ’s p a t c h e s  a r e  s m a l l  i n  

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

r e s u l t s  i n  e n l a r g e m e n t  of P e y e r ' s  p a t c h e s ,  w i t h  g e r m i n a l  

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

r e l a t e d  t o  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  ( C o o p e r  e t  a l ,  19 6 8 ;  P o l l a r d  

a n d  S h a r o n ,  1970) .  F u r t h e r m o r e ,  P e y e r ' s  p a t c h e s  h a v e  b e e n  

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

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

a n d  a n t i b o d y - p r o d u c i n g  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  

( A r m s t r o n g  et  a l ,  1969 ;  H e n r y  e t  a l ,  1970) .  I t  s e e m s  v e r y  

l i k e l y ,  a l t h o u g h  n o t  y e t  p r o v e n ,  t h a t  i n  n o r m a l  m a m m a l s ,  P e y e r ' s  

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

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

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

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

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

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

t h e  v i l l i " .  H a m ' s  d e s c r i p t i o n  i s  of  " l o o s e  o r d i n a r y  c o n n e c t i v e  

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

c e l l s  a r e  of  t h e  l y m p h o i d  s e r i e s .
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M o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s  ( m a c r o p h a g e s )  f o r m  a  n e t w o r k  i n  t h e  

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

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

e r e d  p a r t i c l e s  ( f l a g e l l a e )  a n d  p r o t e i n  ( p e r o x i d a s e )  ( D o b b i n s  

e t  a l ,  1968;  H u n t e r ,  1972) .  M a c  r o m o l e c u l e s  a r e  t r a n s p o r t e d  

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

e n t e r o c y t e  v a c u o l e s  ( C o r n e l l  ^ t  a l ,  1971 ;  W a l k e r  e t  a l , 1972)  

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

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

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

t h e  p e r i p h e r a l  b l o o d  ( A n d r e w ,  1965;  M e a d e r  a n d  L a n d e r s ,

1 9 6 7 ) .  M a n y  a r e  i n  DNA s y n t h e s i s  ( O l s e n ,  1969 ) ,  a n d  t h i s  m a y  

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

( w h i c h  a r e  i n  DNA s y n t h e s i s )  h o m e  p r e f e r e n t i a l l y  t o  t h e  l a m i n a  

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

o r  p l a s m a  c e l l s .  ( G o w a n s  a n d  K n i g h t ,  1964 ;  G o l d s c h n e i d e r  

a n d  M c G r e g o r ,  1 9 6 8 a ,  19 6 8 b ;  D e l o r m e  j ^ t a l ,  1 9 6 9 ;  H a l l  a n d  

S m i t h ,  1970;  H o w a r d  e t  a l , 1972) .

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

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

o f  IgA c l a s s  ( T o m a s i  a n d  B i e n e n s t o c k ,  1968 ) .  T h e i r  n u m b e r s  

a r e  r e d u c e d  i n  g e r m - f r e e  m i c e  ( C r a b b e  ^ t  a l ,  1968)  b u t  o r a l  

a d m i n i s t r a t i o n  of a n t i g e n  ( in  g e r m - f r e e  m i c e )  r e s u l t s  i n  t h e  

a p p e a r a n c e /
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a p p e a r a n c e  of l a m i n a  p r o p r i a  p l a s m a  c e l l s  w h i c h  c o n t a i n  s p e c i f i c  

a n t i b o d y ,  of  IgA c l a s s  ( C r a b b e  e t  a l , 1 9 6 9 ) .  T h e y  a r e  p r o b a b l y  

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

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

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

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

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

c a n  b e  f o u n d  i n  a n  i n t r a e p i t h e l i a l  s i t e  ( T o n e r ,  1 9 6 8 ) .
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T a b l e  2. 1 Q u a n t i t a t i o n  of IE1 l y m p h o c y t e s  i n  

t h e  s m a l l  i n t e s t i n e .

A u t h o r S p e c i e s A r e a  c o u n t e d

I F  l y m p h o ­
c y t e s  p e r  100  
e p i t h e l i a l  c e l l s

F i c h t e l i u s  
e t  a l  ( 1 9 6 9 a )

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

c r y p t s  & v i l l i
i t  i t

0.  3 -  49
5 -  14
1 -  25
1 -  12

B a c k  ( 1 9 7 2 a )  c h i c k e n t o p s  of  v i l l i  1 0 . 0

A n d r e w  (1965)  m o u s e c r y p t s
v i l l i

6. 5 -  16 .  7
4 .  5 -  3 6 .  5

D a r l i n g t o n  a n d  
R o g e r s  (1966)  m o u s e v i l l i 9 . 3

F i c h t e l i u s  (1968)  r a t v i l l i - j e j u n u m  9 . 4
v i l l i - i l e u m  10 .  5

N a k a n o  (193 3) g u i n e a  p ig v i l l i 12.  1 - 1 2 . 9

B u n t i n g  a n d
H u s t o n  (1921)  r a b b i t v i l l i

40  o r  50 a t  t o p  
of e a c h  v i l l u s

S h i e l d s  e t  a l
( 1969) — m a n c r y p t s  & v i l l i

6. 4  -  8 . 7 ( bu t  
e x c l u d e d  
’’i n t r a c e l l u l a r  M 
l y m p h o c y t e s )
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T a b l e  2.  2 S m a l l  i n t e s t i n a l  I F  l y m p h o c y t e

c o u n t s  r e l a t e d  t o  a g e .

I F  l y m p h o ­
c y t e s  p e r  100

A u t h o r  S p e c i e s  A g e  e p i t h e l i a l  c e l l s

4 - 1 7  d a y s s o m e i n c r y p t s
A n d r e w  a n d 17 -  20 d a y s a  f e w i n v i l l i
S o s a  (1947) m o u s e 30 d a y s m a n y i n v i l l i

2 w e e k s 0.  5
3 w e e k s 4.  9

F i c h t e l i u s 2 m o n t h s 6 . 4
e t  a l  ( 1968b) m o u s e 5 m o n t h s 4.  5

n e o n a t a l 1 . 0
1 w e e k 3 . 0
7 w e e k s 6. 3
9 w e e k s 14.  7

B a c k  (1 9 7 2 a ) c h i c k e n 18 m o n t h s 10.  0
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peyer ’s pa tc h

LUMEN

SE

F i g .  2 .  1 T h e  s t r u c t u r e  of a  t y p i c a l  P e y e r ’s

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

F P  -  e p i t h e l i u m
S F  -  s u b e p i t h e l i a l  l y m p h o i d  t i s s u e
N  -  n o d u l a r  l y m p h o i d  t i s s u e
G -  g e r m i n a l  c e n t r e
M  -  m u s c l e  ^
I F  -  i n t e r f o l l i c u l a r  z o n e
P  -  p o s t - c a p i l l a r y  v e n u l e



C h a p t e r  3

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

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

C B A ,  B A L B - c  a n d  C 3 H - B i ,  m a i n t a i n e d  i n  t h e  U n i v e r s i t y  

D e p a r t m e n t  of B a c t e r i o l o g y  a n d  I m m u n o l o g y ,  W e s t e r n  

I n f i r m a r y ,  G l a s g o w .

R a t s  w e r e  of t h e  i n b r e d  s t r a i n s  W i s t a r  a n d  S A f a n d  o u t b r e d  

C h a r l e s  R i v e r  r a t s ,  a l l  m a i n t a i n e d  i n  t h i s  d e p a r t m e n t .

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

r o d e n t  d i e t  F F G ( M ) ,

N e w b o r n  m i c e  w e r e  k e p t  i n  t h e  m o t h e r ' s  c a g e  f o r  t h r e e  w e e k s  

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

w e e k s ,  b u t  f r o m  t h e  a g e  of 16 d a y s  o r  so ,  t h e y  n i b b l e d  p i e c e s  

of  f o o d  p e l l e t .

A n a e s t h e s i a

M o s t  o p e r a t i o n s ,  a n d  i r r a d i a t i o n ,  w e r e  c a r r i e d  ou t  on  m i c e  

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

C o m p a n y  L t d . ) .  S u p p l e m e n t a r y  e t h e r  a n a e s t h e s i a  w a s  u s e d  a s  

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

a s  i n t r a v e n o u s  i n j e c t i o n s .
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H y p n o r m  w a s  d i l u t e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  - 1 : 9  H y p n o r m r w a t e r . 

G r o u p s  of  a b o u t  10 m i c e  w e r e  s e d a t e d  w i t h  a n  i n t r a p e r i t o n e a l  

i n j e c t i o n  of d i l u t e d  H y p n o r m ,  0. 1 m l  p e r  10 g .  b o d y  w e i g h t .

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

. 0 7  m l  p e r  10 g.  A f t e r  20 m i n u t e s ,  t h e  a n i m a l s  l i e  q u i e t l y  

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

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

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

s t a t e  l a s t s  f o r  a b o u t  2 h o u r s .

K i l l i n g  of  a n i m a l s

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

O l d e r  m i c e ,  a n d  r a t s ,  w e r e  k i l l e d  b y  e t h e r  o v e r d o s a g e .

P r e g n a n t  m i c e  ( fo r  d o n o r s  of f o e t a l  gu t)  w e r e  a n a e s t h e t i s e d  

w i t h  e t h e r ,  t h e  f o e t u s e s  r e m o v e d  f r o m  t h e  u t e r u s ,  a n d  t h e  

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

P r e p a r a t i o n  of t h y m u s - d e p r i v e d  m i c e

C B A  m i c e  w e r e  t h y m e c t o m i s e d  a t  a g e  6 - 8  w e e k s ;  2 - 4  w e e k s  

l a t e r  t h e y  w e r e  g i v e n  8 5 0 r  t o t a l  b o d y  i r r a d i a t i o n ,  a n d  r e c o n s t i t u t e d  

w i t h  b o n e  m a r r o w  c e l l s  in  o n e  of  tw o  w a y s .  In  m o s t  a n i m a l s ,

5 - 1 0 /
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5 - 1 0  x  10 CB A b o n e  m a r r o w  c e l l s  w e r e  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y .

F o r  t h e  c e l l  t r a f f i c  a n d  s o m e  of t h e  a l l o g r a f t  r e j e c t i o n  e x p e r i m e n t s ,  

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

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

m a r r o w  r e c o n s t i t u t i o n .

T h y m e c t o m y . M i c e  w e r e  a n a e s t h e t i s e d  w i t h  H y p n o r m ,  s u p p l e ­

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

a n i m a l  p l a c e d  s u p i n e  on a  c o r k  b o a r d .  T h e  f o u r  l i m b s  w e r e  

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

w a l l  w a s  s t e r i l i s e d  w i th  a  f e w  d r o p s  of 70% e t h y l  a l c o h o l .  A 

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

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

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

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

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

t o  a  v a c u u m  p u m p .  T h e  i n c i s i o n  w a s  c l o s e d  w i t h  2 m e t a l  c l i p s .

I r r a d i a t i o n .  M i c e  w e r e  s e d a t e d  w i t h  H y p n o r m ,  t h e n  t a p e d  t o  a  

s t e e l  t r a y  w i th  m i c r o p o r e  t a p e  (up t o  24  p e r  t r a y ,  20  x  20 c m ) .

8 5 0 r  w h o l e  b o d y  i r r a d i a t i o n  w a s  g i v e n  b y  u s i n g  e i t h e r  a  ^ C o  

s o u r c e  ( O r b i t r o n )  o r  b y  u s i n g  X - r a y s  a t  300  k i l o v o l t s ,  a n d  20 

m i l l i a m p s ,  w i t h  a  T h o r a e u s  f i l t e r  ( R e s o m a x ) .

I r r a d i a t i o n  w a s  p e r f o r m e d  b y  M i s s  J .  L a u r i e .
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B o n e - m a r r o w  s h i e l d i n g . W h e n  t h e  m i c e  w e r e  s e d a t e d ,  t h e  t w o  

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

s o f t  l e a d ,  2 m m  t h i c k ,  1 x 4  c m  s i z e ,  w a s  w r a p p e d  a r o u n d  t h e  

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

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  n o t  s h i e l d e d .

B o n e  m a r r o w  r e c o n s t i t u t i o n . N o r m a l  C B A  m i c e ,  a g e d  2 - 3  

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

a n d  b o t h  e n d s  of e a c h  b o n e  c u t  off w i t h  a  s c a l p e l .  M a r r o w  w a s  

w a s h e d  f r o m  t h e  c e n t r a l  c a v i t y  b y  t h e  i n j e c t i o n  o f  0 .  1 m l  t i s s u e  

c u l t u r e  m e d i u m  ( E a g l e s  M E M )  t h r o u g h  t h e  m a r r o w  c a v i t y ,  v i a  

a  20  o r  21 g a u g e  d i s p o s a b l e  n e e d l e .  T h e  c e l l s  w e r e  f u r t h e r  

d i s p e r s e d  b y  d r a w i n g  t h e m  i n t o  a n d  ou t  of a  d i s p o s a b l e  s y r i n g e ,  

t h r o u g h  a  23 g a u g e  n e e d l e .  T h e y  w e r e  w a s h e d  3 t i m e s  i n  E a g l e s  

m e d i u m  ( c e n t r i f u g e d  f o r  5 m i n u t e s  a t  1200 G,  s u p e r n a t a n t  

d i s c a r d e d ,  c e l l s  r e s u s p e n d e d  i n  10 m l  m e d i u m ) .  T h e  w a s h e d  

c e l l s  w e r e  c o u n t e d  i n  a  N e b a u e r  c h a m b e r ,  a n d  b e t w e e n  5 a n d  

10 x  10^  c e l l s ,  i n  a  v o l u m e  of  0.  1 m l ,  w e r e  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y ,  

i n t o  t h e  f e m o r a l  v e i n ,  w i t h  a  30 g a u g e  s t e e l  n e e d l e .

P r e p a r a t i o n  of  f o e t a l  i n t e s t i n e  f o r  g r a f t i n g

A m o u s e ,  j u d g e d  t o  b e  a b o u t  18 d a y s  p r e g n a n t ,  w a s  a n a e s t h e t i s e d  

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

r e m o v e d  f r o m  t h e  u t e r u s  ( the  e x a c t  g e s t a t i o n a l  a g e  c o u l d  b e  

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

E a c h  f o e t u s  w a s  p i n n e d  ou t  on  a  c o r k  b o a r d ,  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t  

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

b u f f e r e d  s a l i n e  (PBS)  a t  pH 7. 2. T h e  c o i l s  o f  i n t e s t i n e  w e r e  

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

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

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

i n t e s t i n e )  w a s  s e l e c t e d ,  t r a n s f e r r e d  t o  a n o t h e r  d i s h  of  c o l d  P B S  

a n d  c u t  i n t o  f r a g m e n t s  a b o u t  10 m m  i n  l e n g t h .

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

R e c i p i e n t s  a g e d  2 j  t o  6 m o n t h s  w e r e  a n a e s t h e t i s e d  w i t h  H y p n o r m  

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

o n  a  c o r k  b o a r d  a n d  i m m o b i l i s e d  w i t h  s t r i p s  of a d h e s i v e  t a p e .

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

l y i n g  k i d n e y  g e n t l y  p u l l e d  ou t  of t h e  a b d o m e n  a n d  h e l d  i n  p l a c e  b y  

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

f i n e  S p e n c e r - W e l l s  f o r c e p s .

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

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

t o  a  s y r i n g e  (eg a  B r a u n u l a  i n t r a v e n o u s  c a n n u l a  s i z e  0) w a s  u s e d  

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

h e l d  t h e  g r a f t  on  t h e  t i p  of t h e  c a n n u l a  ( F i g .  3.  l ) .  T h e  e d g e  of 

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

i n t e s t i n e /
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i n t e s t i n e  p l a c e d  u n d e r  t h e  c a p s u l e  ( F i g .  3 . 2 ) .  T h e  s o f t  t i p  of 

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

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

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

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

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

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

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

w i t h i n  t h e  p e r i t o n e a l  c a v i t y

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

m i l l i p o r e  d i s c s  ( p o re  s i z e  0 . 2 2 p )  a n d  a  p e r s p e x  r i n g ,  s e a l e d  

w i t h  m i l l i p o r e  g l u e .  A f r a g m e n t  of f o e t a l  i n t e s t i n e ,  w i t h  0. 1 m l  

P B S ,  w a s  p u t  i n s i d e  e a c h  c h a m b e r .  R e c i p i e n t  m i c e  w e r e  

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

t a p e .  T h e  s k i n  of t h e  a b d o m e n  w a s  s h a v e d  a n d  a  l o n g i t u d i n a l  

i n c i s i o n  m a d e  i n  t h e  m i d l i n e  (2 c m  lo n g ) .  T h e  m i l l i p o r e  

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

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

c l o s e d  w i t h  m e t a l  c l i p s .

T r a c i n g  of c a r b o n

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

s u b c a p s u l a r  s i t e ,  i n  4  m i c e ,  w i t h  e s t a b l i s h e d  g r a f t s ,  a  s u s p e n s i o n  
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of  c a r b o n  p a r t i c l e s  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h i s  s i t e .  T h e  r i g h t  o r  

l e f t  k i d n e y  w a s  e x p o s e d  b y  a  l o i n  i n c i s i o n ,  t h e  k i d n e y  w a s  

i m m o b i l i s e d  w i th  S p e n c e r - W e l l s  f o r c e p s  a n d  0.  02 m l  of  a  

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

g r a f t  a n d  t h e  c a p s u l e .  C a r e  w a s  t a k e n  n o t  t o  s p i l l  c a r b o n  o n t o  

t h e  s u r f a c e  of t h e  k i d n e y ;  a  f i n e  n e e d l e  (26 g a u g e )  w a s  u s e d ,  

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

s e a l e d  w i th  a  d r o p  of W h a t m a n ’s t i s s u e  g l u e .  2 4  h o u r s  l a t e r  

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

b y  c a r e f u l  a u t o p s y .

B a c t e r i o l o g i c a l  culture of grafts

F o u r  g r a f t s ,  w h i c h  h a d  b e e n  i n  s i t u  f o r  5 m o n t h s ,  w e r e  

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

M i c e  w e r e  k i l l e d ,  p i n n e d  on  a  c o r k  b o a r d ,  a n d  i n  e a c h  m o u s e  

t h e  s k i n  w a s  d r e n c h e d  w i t h  70% e t h y l  a l c o h o l  a n d  c u t  o p e n .

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

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

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

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

f o r  3 d a y s  (by D r .  H.  S in g h )  a e r o b i c a l l y  a n d  a n a e r o b i c a l l y  on  

b l o o d  a g a r ,  on  M a c C o n k e y ' s  m e d i u m  a n d  i n  R o b e r t s o n ’s m e a t  

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

N i p p o s t r o n g y l u s  l a r v a e  w e r e  s u p p l i e d  b y  D r .  E \  E .  E .  J a r r e t t  

1000  l a r v a e  w e r e  i n j e c t e d  s u b c u t a n e o u s l y  i n t o  e a c h  m o u s e *  

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

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

3 d a y s  a f t e r  i n j e c t i o n .  M i c e  w e r e  k i l l e d  6 d a y s  a f t e r  i n j e c t i o n ,  

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

e x p e r i m e n t s .

I n d u c t i o n  of o x a z o l o n e  s e n s i t i v i t y

0.  02  m l  of a 3 g / 1 0 0  ml solution of oxazolone in a b s o l u t e  e t h y l  

a l c o h o l  w a s  p a i n t e d  on e a c h  e a r .  M i c e  w e r e  k i l l e d  3 d a y s  l a t e r  

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

e x p e r i m e n t s .

In  v i v o  l a b e l l i n g  of  d iv id i n g  e p i t h e l i a l  c e l l s

P r o l i f e r a t i o n  k i n e t i c s  of c e l l s  c a n  b e  s t u d i e d  b y  H  t h y m i d i n e  

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

( L e b l o n d  a n d  M e s s n i e r ,  1958) .  4 m i c e ,  w i t h  g r a f t s  of  s m a l l

i n t e s t i n e ,  w e r e  g i v e n  a n  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  of  100  p c  

H  t h y m i d i n e  ( R a d i o c h e m i c a l  C e n t r e ,  A m e r s h a m ) .  2 m i c e  

w e r e  k i l l e d  2 h o u r s  l a t e r ,  a n d  2 a t  24  h o u r s .  A u t o r a d i o g r a p h y  
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of  i n t e s t i n e ,  a n d  g r a f t s  of i n t e s t i n e ,  w a s  p e r f o r m e d  a s  

d e s c r i b e d  b e l o w ,

I n  v i v o  l a b e l l i n g  of  l y m p h o c y t e s

Y o u n g  m i c e  ( 1 0 - 1 5  g . )  w e r e  i n j e c t e d  t w i c e  d a i l y  f o r  3 d a y s ,

3
w i t h  10 p c  of H t h y m i d i n e .  C e l l  s u s p e n s i o n s  of  t h y m u s  a n d  

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

f o r  c e l l  t r a f f i c  e x p e r i m e n t s .

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

M i c e  w e r e  k i l l e d  b y  ether overdosage, organs ( t h y m u s ,  

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

p o o l e d ,  a n d  s u s p e n s i o n s  of c e l l s  w e r e  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s ,

T h e  o r g a n s  w e r e  t e a s e d  a p a r t  i n  a b o u t  1 m l  of E a g l e ' s  

m e d i u m ,  a n d  f u r t h e r  d i s p e r s e d  b y  a s p i r a t i o n  t h r o u g h  20 ,  21 

t h e n  23 g a u g e  n e e d l e s .  C e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a  

s h a k i n g  w a t e r  b a t h  f o r  l j  h o u r s ,  i n  5 m l  of  P B S  w i t h  

t h y m i d i n e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of 2 . 5 pc p e r  ml, . ,  o r  H 

a d e n o s i n e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  of  10 pc p e r  m l ,  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  

t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  E a g l e ' s  m e d i u m ,  

s u s p e n d e d  i n  a  v o l u m e  of  a r o u n d  1 m l  of  P B S  a n d  c o u n t e d ,  i n  

a  'N e b a u e r  c h a m b e r ,  b e f o r e  i n j e c t i o n  i n t o  t h e  f e m o r a l  v e i n s  
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of  r e c i p i e n t  m i c e  (as  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  i n j e c t i o n  o f  b o n e  

m a r r o w  c e l l s ) .

R e m o v a l  of  t i s s u e s  f o r  h i s t o l o g y

O r g a n s  f o r  h i s t o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  w e r e  r e m o v e d  w i t h i n  2 

o r  3 m i n u t e s  of t h e  a n i m a l ’s d e a t h .  W h e n  a p p r o p r i a t e , ,  s p l e e n ,  

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

n o d e s  w e r e  d i s s e c t e d  ou t  a n d  t r i m m e d  f r e e  of  f a t ,  m e s e n t e r y ,  

e t c .  I n  y o u n g  m i c e  (up t o  4  w e e k s  of  a g e )  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  

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

c o n e  of  p a p e r  b e f o r e  f i x a t i o n ,  s o  t h a t  a f t e r  h i s t o l o g i c a l  

p r o c e s s i n g  a  s l i d e  c o n t a i n e d  10 o r  m o r e  s e c t i o n s  of  i n t e s t i n e ,  

a t  d i f f e r e n t  l e v e l s . In  o l d e r  m i c e ,  1 c m  s e g m e n t s  of p r o x i m a l  

j e j u n u m ,  d i s t a l  j e j u n u m  a n d  d i s t a l  i l e u m  w e r e  t a k e n  f o r  

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

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

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

s u r f a c e  of  t h e  k i d n e y .  T h e s e  g r a f t s  w e r e  d i s s e c t e d  ou t ,  w i t h  

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

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

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

a n d  s e v e r a l  s e c t i o n s ,  5p t h i c k ,  w e r e  s t a i n e d  w i t h  h a e m a t o x y l i n
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a n d  e o s i n  (H & E) a n d  m e t h y l g r e e n  p y r o n i n  ( M G P ) ,  M o s t  of  

t h e  g r a f t s  of i n t e s t i n e  w e r e  s e c t i o n e d  a t  3 l e v e l s ,  i e  3 g r o u p s  

of  s e c t i o n s  w e r e  cu t ,  w i th  lOOp d i s t a n c e  b e t w e e n  e a c h  g r o u p .

M r .  H .  C a i r n s  c a r r i e d  ou t  a l l  h i s t o l o g i c a l  p r o c e s s i n g .

H i s t o l o g i c a l  p r o c e s s i n g  of h u m a n  j e j u n a l  b i o p s i e s

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

s u c t i o n - b i o p s y  c a p s u l e .

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

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

p a p e r  ( v i l l i  upwards) and f i x e d  in 20% f o r m a l i n .  A f t e r  f i x a t i o n  

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

s c o p e ,  t h e n  t h e  t i s s u e  w a s  e m b e d d e d ,  7p s e c t i o n s  w e r e  c u t  a t  

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

w e r e  s t a i n e d  w i t h  H & E.

D i s s e c t i n g  m i c r o s c o p y  of  a n i m a l  t i s s u e s

S m a l l  i n t e s t i n e ,  a n d  g r a f t s  of  i n t e s t i n e ,  w e r e  d i s s e c t e d  o u t ,  

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

s h a k i n g  t h e  t i s s u e  i n  a  b e a k e r  of s a l i n e .  T h e  m a t e r i a l  w a s  

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

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

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

T h e  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  w e r e  p r e p a r e d  b y  D r .  P .  G.  T o n e r .  

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

of  i n t e s t i n e  w e r e  cu t  i n t o  f r a g m e n t s  1 - 2  m m  d i a m e t e r  a n d  

p l a c e d  i n  f i x a t i v e  w i t h i n  30 s e c o n d s  of  b i o p s y  o r  r e m o v a l  f r o m  

t h e  a n i m a l .  A f t e r  p r e l i m i n a r y  f i x a t i o n  i n  2% p h o s p h a t e - b u f f e r e d  

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

t e t r o x i d e  a n d  e m b e d d e d  i n  A r a l d i t e .  S e c t i o n s  w e r e  c u t  on  t h e  

L K B  U l t r o t o m e ,  s t a i n e d  w i th  u r a n y l  a c e t a t e  a n d  l e a d  c i t r a t e  

a n d  e x a m i n e d  i n  t h e  S i e m e n s  F l m i s k o p  1A e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .

A u t o r a d i o g r a p h y

T h i s  w a s  c a r r i e d  out  b y  M r s .  C.  P .  P e a r s o n ,  u s i n g  t h e  d i p p i n g  

m e t h o d  ( K o p r i w a  a n d  L e b l o n d ,  1962) .  10 m l  of  I l f o r d  KS

e m u l s i o n  w a s  m e l t e d  a n d  d i l u t e d  w i t h  30 m l  d i s t i l l e d  w a t e r ,  

a t  4 5 ° C .  S e c t i o n s  ( m o u n t e d  on  s l i d e s )  w e r e  d i p p e d  i n t o  t h e  

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

o n t a l l y  f o r  4 5 - 6 0  m i n u t e s .  W h e n  d r y ,  t h e  s l i d e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  

t o  c a r d b o a r d  s l i d e  t r a y s ,  s t o r e d ,  w i th  a  d e s s i c a n t  ( C a C l ^ )  i n  

a  l i g h t p r o o f  b o x  a t  4 ° C  f o r  s e v e r a l  w e e k s .  S l i d e s  w e r e  d e v e l o p e d  

i n  K o d a k  D - 1 9 B  f o r  5 m i n u t e s ,  r i n s e d  i n  t a p  w a t e r  a n d  f i x e d  i n  

A m f i x  f o r  4  m i n u t e s .  T h e y  w e r e  t h e n  r i n s e d  f o r  30  m i n u t e s  i n  
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s l o w - r u n n i n g  t a p  w a t e r ,  a n d  s t a i n e d  t h r o u g h  t h e  e m u l s i o n  w i t h  

M G P .

M i c r o s c o p y

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

M i c r o s y s t e m  70 m i c r o s c o p e ,  u s i n g  x4 ,  x lO  a n d  x 4 0  o b j e c t i v e s .

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

Q u a n t i t a t i o n  of I E  l y m p h o c y t e s  of i n t e s t i n a l  v i l l i

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

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

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

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

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

x 4 0  o b j e c t i v e  a n d  t h e  n u c l e i  of e p i t h e l i a l  c e l l s ,  g o b l e t  c e l l s ,  a n d  

l y m p h o c y t e s  c o u ld  b e  r e a d i l y  d i s t i n g u i s h e d  a n d  c o u n t e d  ( F i g .  3 . 3 ) .  

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

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

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

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

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

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

p l a s m  w a s  v e r y  p a l e .  A s i n g l e  f i e l d  u s u a l l y  c o n t a i n e d  3 0 - 4 0  

e p i t h e l i a l /
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e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  a  v a r i a b l e  n u m b e r  of I F  l y m p h o c y t e s .  N u c l e i  

of  g o b l e t  c e l l s  w e r e  n o t  c o u n t e d ;  I E  e o s i n o p h i l s  a n d  l y m p h o c y t e s  

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

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

s p e c i m e n ,  a t  l e a s t  500 c e l l  n u c l e i  ( e p i t h e l i a l  a n d  l y m p h o c y t e )  

w e r e  c o u n t e d .  T h e  r e s u l t  w a s  e x p r e s s e d  a s  t h e  n u m b e r  of  I F  

l y m p h o c y t e s  p e r  100 v i l l o u s  e p i t h e l i a l  c e l l s .  N o  d i f f i c u l t y  w a s  

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

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

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

3
C o u n t s  of H l a b e l l e d  c e l l s  i n  l y m p h o i d  o r g a n s  a n d  i n t e s t i n e

M o s t  of  t h e s e  c o u n t s  w e r e  c a r r i e d  ou t  b y  P r o f e s s o r  D . M . V .  

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

a  x 9 5  o b j e c t i v e .  A g r i d  e y e p i e c e  w a s  u s e d ,  a n d ,  f o r  e a c h  t i s s u e ,  

t h e  n u m b e r  of l a b e l l e d  c e l l s  p e r  10 g r i d  s q u a r e s ( o f  t h e  e y e p i e c e )  

w e r e  c o u n t e d ;  c e l l s  w i t h  m o r e  t h a n  10 s i l v e r  g r a i n s  i n  t h e  o v e r -  

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

i n  v i l l i  w e r e  found  b y  s c a n n i n g  a b o u t  40 v i l l i  u n d e r  o i l ;  t h e  r e s t  

of  t h e  t i s s u e  w a s  e x a m i n e d  u n d e r  a  f l a t f i e l d  x 4 0  o b j e c t i v e .

G i f t s  of  h i s t o l o g i c a l  m a t e r i a l

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

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

(1) F r o m  D r .  D . M . V .  P a r r o t t :  H & E  s t a i n e d  s e c t i o n s  o f  

s m a l l  i n t e s t i n e  f r o m  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  C 3 H  a n d  

F I  C 3 H X C 5 7 B 1  m i c e ,  a n d  t h e i r  l i t t e r m a t e  c o n t r o l s  

( c o n v e n t i o n a l l y  r e a r e d ) .

(2) F r o m  D r .  J . C .  S a l o m o n :  H & F  s t a i n e d  s e c t i o n s  of  

i n t e s t i n e  f r o m  g e r m - f r e e  C 3 H  m i c e ,  s o m e  of  w h i c h  h a d  

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

(3) F r o m  D r .  M.  d e  S o u s a :  H & F  s t a i n e d  s e c t i o n  of  a  

P e y e r ' s  p a t c h  f r o m  a  c o n g e n i t a l l y  a t h y m i c  m o u s e .

I m m u n o g l o b u l i n  a s s a y

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

s e r u m  a n d  t i s s u e  h o m o g e n a t e s  of a  g r o u p  of  9 m i c e .  A n t i s e r a  

t o  m o u s e  l g G j ,  l g G ^ ,  IgA a n d  l g M  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  F l o w  

L a b o r a t o r i e s .  F o r  e a c h  a s s a y  p l a t e  3 m l  of  1% a g a r o s e  i n  

b a r b i t o n e  b u f f e r  (pH 8 . 2 )  w a s  m e l t e d ,  c o o l e d  t o  5 6 ° C  a n d  0. 1 m l  

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

p l a s t i c  d i s h  a n d  a l l o w e d  t o  s o l i d i f y .  12 h o l e s  (3 m m  d i a m e t e r )  

w e r e  p u n c h e d  i n  e a c h  p l a t e ,  a n d  a  5 jil v o l u m e  of  s t a n d a r d  o r  t e s t  

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

u s e d  a s  a  s t a n d a r d  a n d  t a k e n  t o  h a v e  a  c o n t e n t  o f  100  u n i t s / m l  

o f /
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of  e a c h  i m m u n o g l o b u l i n .  T h e  s t a n d a r d  s o l u t i o n s ,  p r e p a r e d  by- 

d i l u t i o n  of s t a n d a r d  s e r u m  w i th  P B S ,  c o n t a i n e d  f r o m  1 t o  100 

u n i t s / m l .  T e s t  s e r a  a n d  h o m o g e n a t e s  w e r e  u s e d  n e a t  o r  d i l u t e d  

1 i n  10 o r  1 i n  40 f o r  t e s t i n g .

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

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

T i s s u e s  w e r e  w e i g h e d ,  h o m o g e n i s e d  i n  i c e  c o l d  P B S  (100 m g /  

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

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

S o l u t i o n s  u s e d

P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  a t  pH  7. 2,

T h i s  w a s  m a d e  up  b y  d i s s o l v i n g  8 . 7 6  g s o d i u m  c h l o r i d e ,  1. 42 g 

d i s o d i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  a n d  0. 342  g p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  

p h o s p h a t e  in  1 l i t r e  d i s t i l l e d  w a t e r .

B a r b i t o n e  b u f f e r  a t  pH 8 . 2 .

T h i s  w a s  m a d e  up  b y  d i s s o l v i n g  7 . 9 3  g s o d i u m  b a r b i t o n e  i n  a b o u t  

500  m l  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a d d i n g  115 m l  0. 1 n o r m a l  HC1 a n d  m a k i n g  

u p  t o  a  f i n a l  v o l u m e  of 1 l i t r e  w i th  d i s t i l l e d  w a t e r ,

E a g l e ' s  m i n i m u m  e s s e n t i a l  m e d i u m  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  

b y  P a u l  (1972) ,  a n d  s u p p l i e d  b y  t h e  I n s t i t u t e  of  V i r o l o g y .
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S t a t i s t i c s

M e a n s ,  s t a n d a r d  e r r o r s ,  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s ,  t ,  a n d  p r o b a b ­

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

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

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

d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  4.
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F i g .  3 . 1 I m p l a n t a t i o n  of a  g r a f t  u n d e r  t h e  k i d n e y  
c a p s u l e  of  a n  a d u l t  m o u s e .  O n e  e d g e  of  t h e  
i n c i s i o n  i n  t h e  r e n a l  c a p s u l e  i s  l i f t e d  w i t h  f i n e  
f o r c e p s .  T h e  m a t e r i a l  t o  b e  g r a f t e d  i s  h e l d  b y  
s u r f a c e  t e n s i o n  a t  t h e  t i p  of a  f l e x i b l e  p o l y e t h y l e n e  
c a n n u l a .  X c 4 .

F i g .  3 . 2 T h e  s o f t  c a n n u l a  i s  u s e d  t o  p u s h  t h e  g r a f t  
u n d e r  t h e  r e n a l  c a p s u l e ,  w e l l  a w a y  f r o m  t h e  
i n c i s i o n .  X c 4 .
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F i g .  3 . 3  S m a l l  i n t e s t i n a l  v i l l u s  of  a  C B A  m o u s e  
a g e d  18 d a y s .  N u c l e i  of e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  I F  
l y m p h o c y t e s  c a n  b e  c l e a r l y  d i s t i n g u i s h e d .

H &; F .  x 6 0 0



C h a p t e r  4

I n t r a e p i t h e l i a l  l y m p h o c y t  

of  h u m a n  j e j u n u m
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S u c t i o n  b i o p s y  of  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  i s  p a r t  of  t h e  r o u t i n e  

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

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

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

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

v i l l i  a r e  a b s e n t ,  c r y p t s  a r e  long ,  t h e  e p i t h e l i u m  i s  of  i r r e g u l a r  

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

l y m p h o i d  c e l l s  ( H o u r i h a n e ,  1966;  C a p p e l l  a n d  A n d e r s o n ,  1971) ,

B e t w e e n  1962  a n d  1969,  a r o u n d  1000 j e j u n a l  b i o p s i e s  w e r e  

p e r f o r m e d  b y  t h e  g a s t r o e n t e r o l o g i s t s  in  t h e  R o y a l  I n f i r m a r y ,  

G l a s g o w  ( D r s .  W . C . W a t s o n ,  E.  P a t o n ,  J . D .  M a x w e l l  a n d  

m y s e l f ) .  D r s .  D.  M u r r a y  a n d  A . M .  M c K a y  ( U n i v e r s i t y  

D e p a r t m e n t  of P a t h o l o g y ,  R o y a l  I n f i r m a r y )  h a d  c l a s s i f i e d  a n d  

s t o r e d  t h e  h i s t o l o g i c a l  s e c t i o n s  a c c o r d i n g  t o  t h e  p a t i e n t s '  

d i a g n o s e s  a n d  h i s t o l o g i c a l  a b n o r m a l i t i e s .  I r e - e x a m i n e d  200 

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

I E  l y m p h o c y t e s ;  to  f ind  i f  i t  w a s  p r a c t i c a b l e  t o  q u a n t i t a t e  t h e m  

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

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

w i t h  u l c e r a t i v e  c o l i t i s ,  C r o h n ' s  d i s e a s e ,  c o e l i a c  d i s e a s e ,  

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

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

o f /
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t h e  I E  l y m p h o c y t e s ,  in  c o l l a b o r a t i o n  w i th  D r .  P . G .  T o n e r  of 

t h e  U n i v e r s i t y  D e p a r t m e n t  of P a t h o l o g y ,  W e s t e r n  I n f i r m a r y ,  

G l a s g o w .  We p l a n n e d  to  d e s c r i b e  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  

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

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

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

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

j e j u n u m ,  w i th  a  C r o s b y  o r  W a t s o n  c a p s u l e ,

F o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y , i n  16 c a s e s  t h e  d i a g n o s i s  of  a d u l t  

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

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

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

| n o r m a l  j e j u n u m  w e r e  o b t a i n e d ,  a t  l a p a r o t o m y ,  f r o m  p a t i e n t s
I
i

u n d e r g o i n g  s u r g e r y  f o r  d u o d e n a l  u l c e r .  I n  a l l ,  50 s p e c i m e n s  

w e r e  e x a m i n e d .

F o r  l i g h t  m i c r o s c o p y ,  200 b i o p s i e s  w e r e  s e l e c t e d  f o r  a s s e s s m e n t .
i ■ 1
|

| 160 w e r e  f r o m  p a t i e n t s  w h o  d id  n o t  h a v e  c l i n i c a l  c o e l i a c  d i s e a s e ;
I

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

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

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

a  n o r m a l  d i e t ,  a n d  20 f r o m  a d u l t  c o e l i a c  p a t i e n t s  t a k i n g  a  g l u t e n -  

f r e e  d i e t .  T h e  d i a g n o s i s  of c o e l i a c  d i s e a s e  w a s  b a s e d  on  t w o  

c r i t e r i a :  ( l )  j e j u n a l  h i s t o l o g y  of s u b t o t a l  v i l l o u s  a t r o p h y  o r

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

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

w i t h d r a w n  f r o m  t h e  d i e t .
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H i s t o l o g y  a n d  u l t r a s t r u c t u r e  of I E  c e l l s  of h u m a n  j e j u n u m

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

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

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

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

c e l l s  ( T o n e r ,  1968) .  In a d d i t i o n ,  t h e r e  w e r e  m a n y  i n t r a e p i t h e l i a l  

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

t y p e s .  T h e  g r e a t  m a j o r i t y  of t h e s e  w e r e  l y m p h o c y t e s  b u t  

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

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

v a r i a t i o n  i n  c e l l  contours, Some had nearly c i r c u l a r  o u t l i n e s ,  

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

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

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

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

a  c o m p a c t  n u c l e o l u s  ( F i g s .  4. 1 a n d  4 . 2 ) .  D e t a i l e d  c y t o p l a s m i c  

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

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

a  c o m p a c t  G o l g i  a p p a r a t u s  ( F ig .  4 . 3 )  w i t h  n e a r b y  c e n t r i o l e s .  

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

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

l y s  o s o m e s  /
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l y s o s o m e s  ( F i g s .  4. 1 a n d  4 . 2 ) .  O c c a s i o n a l l y  u p  t o  5 o r  6 w e r e  

s e e n  i n  a  s i n g l e  c e l l .  T h e r e  w e r e  o c c a s i o n a l  t h i c k - w a l l e d  o r  

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

s u r f a c e ,  s i m i l a r  f e a t u r e s  b e i n g  s e e n  a t  t h e  s u r f a c e  of  t h e  

c o l u m n a r  c e l l s .  T h u s ,  in  g e n e r a l  t h e  I F  l y m p h o c y t e s  r e s e m b l e d  

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

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

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

R e l a t i o n s h i p s  w i th  c o l u m n a r  e p i t h e l i a l  c e l l s . T h e r e  w e r e  n o  

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

l y m p h o c y t e s  a n d  a d j a c e n t  e p i t h e l i a l  c e l l s  ( F i g s .  4. 1, 4 . 2  a n d  

4 . 4 ) ,  T h e  l y m p h o c y t e s  l a y  b e t w e e n  t h e  c o l u m n a r  c e l l s  r a t h e r  

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

e p i t h e l i u m  c a u s e d  t h e m  to  i n d e n t  t h e i r  n e i g h b o u r s  ( F i g ,  4 .  5) .

In  a l l  i n s t a n c e s  w h e r e  t h e  o r i e n t a t i o n  of  t h e  c e l l  m e m b r a n e s  

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

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

of  t h e  l y m p h o c y t e  o r  a d j a c e n t  e p i t h e l i a l  c e l l  m e m b r a n e .  We 

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

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

c e l l ,  D e p e n d i n g  on  t h e  p l a n e  of s e c t i o n ,  p a r t s  of  t w o ,  t h r e e  

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

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

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

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

i n t e r s p a c e  of  o n ly  10 t o  20 n m ,  s i m i l a r  i n  d i m e n s i o n s  t o  t h e  

n o r m a l  e p i t h e l i a l  c o n t a c t  g a p  ( F i g .  4 . 3 ) .

D e g e n e r a t i o n . We found  n o  e v i d e n c e  of a  s i g n i f i c a n t  g r o u p  of 

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

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

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

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

R e l a t i o n s h i p s  w i t h  b a s a l  l a m i n a . L y m p h o c y t e s  w e r e  f r e q u e n t l y  

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

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

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

a n d  l a m i n a  p r o p r i a  ( F i g s .  4 . 4  a n d  4,  6).  T h e  b a s a l  l a m i n a  w a s  

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

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

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

t h e  l a m i n a  ( F i g .  4 . 4 ) .  F l s e w h e r e  t h e r e  w e r e  s i m i l a r  h e r n i a t i o n s  

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

l e a s t  i n  t h e  p l a n e  of  s e c t i o n  e x a m i n e d  ( F i g .  4 .  7) .  T h e s e  

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

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

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

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

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

s t r u c t u r a l  v a r i a b i l i t y  in  t h e  IE1 l y m p h o c y t e  p o p u l a t i o n  w a s  v e r y  

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

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

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

a n d  m o r e  i r r e g u l a r  i n  o u t l i n e  i n  t h e  a b n o r m a l  e p i t h e l i u m  of 

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

O t h e r  i n t r a e p i t h e l i a l  c e l l s . O c c a s i o n a l  I F  e o s i n o p h i l s  w e r e  i n  

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

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

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

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

T h e  c e l l  o u t l i n e s  w e r e  n o t  a m o e b o i d .  I F  m a s t  c e l l s  w e r e  r o u n d e d  

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

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

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

n e a r  t h e s e  c e l l s .

Q u a n t i t a t i o n  of I F  l y m p h o c y t e s  of h u m a n  j e j u n u m

T h i s  w a s  c a r r i e d  ou t  in  200 b i o p s i e s ,  a n d  v a l u e s  e x p r e s s e d  a s  

I F  l y m p h o c y t e s  p e r  100 e p i t h e l i a l  c e l l s .  R e s u l t s  f o r  160 b i o p s i e s  

f r o m  n o n - c o e l i a c  p a t i e n t s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  4 .  8. F i g .  4 .  9 

s h o w s  /



51

s h o w s  t h e  v a l u e s  i n  40 ' n o r m a l '  p a t i e n t s ,  20 c o e l i a c  p a t i e n t s  

t a k i n g  a  g l u t e n - c o n t a i n i n g  d i e t  a n d  20 c o e l i a c  p a t i e n t s  t a k i n g  

a  g l u t e n - f r e e  d i e t .  A " n o r m a l  r a n g e "  of  v a l u e s  w a s  e s t i m a t e d  

i n  t w o  w a y s :  f r o m  t h e  c o u n t s  i n  a  g r o u p  of h e a l t h y  p a t i e n t s  (no  

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

c u r v e s  c o n s t r u c t e d  f r o m  t h e  r e s u l t s  of c o u n t s  i n  t h e  160  n o n -  

c o e l i a c  b i o p s i e s .

N o r m a l  r a n g e  ( f r o m  n o r m a l  p a t i e n t s ) . W i t h i n  t h e  g r o u p  of  200  

b i o p s i e s  t h e r e  w e r e  s p e c i m e n s  f r o m  40 p a t i e n t s  i n  w h o m ,  f i n a l l y ,  

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

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

i n  T a b l e  4 .  1. T h e  r a n g e  of  IE1 l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  t h e s e  40  

b i o p s i e s  w a s  9 . 6 -  39.  3; m e a n  21.  1 a n d  SD 7. 5.  T h i s  g i v e s  a  

n o r m a l  r a n g e  ( m e a n t  2 SD) of 6. 1 -  36 .  1 I F  l y m p h o c y t e s  p e r  

100 e p i t h e l i a l  c e l l s .

N o r m a l  r a n g e  f r o m  p r o b a b i l i t y  c u r v e  ( H o f f m a n n ,  1 9 6 3 ) .  T h i s  

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

c l i n i c a l  l a b o r a t o r y  t e s t ,  b a s e d  on a n a l y s i s  of r o u t i n e l y  s u b m i t t e d  

s a m p l e s .  T h e  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s  f o r  t h e  160 n o n - c o e l i a c  

b i o p s i e s  w e r e  a r r a n g e d  i n  g r o u p s  w i th  c o u n t s  of  < 4 ;  4 .  1 - 8 ;

8 . 1 -  12.  . , e t c .  A c u m u l a t i v e  p e r c e n t a g e  of  b i o p s i e s  f o r  e a c h  

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

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

g r a p h /
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g r a p h  p a p e r ,  H o f f m a n n  h a s  s h o w n  t h a t  a  s t r a i g h t  l i n e  d r a w n  

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

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

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

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

a l l y  h i g h  a n d  lo w  v a l u e s .  T h e  r a n g e  of n o r m a l  v a l u e s  i s  o b t a i n e d  

b y  n o t i n g  w h e r e  t h e  s t r a i g h t  l i n e  i n t e r s e c t s  t h e  5% a n d  95% l i n e s  

of t h e  p r o b a b i l i t y  p a p e r .  T h e  c u r v e  f o r  160 I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s  

i s  s h o w n  i n  F i g .  4 . 9 ;  f r o m  t h i s  a  " n o r m a l  r a n g e "  of  7 - 4 0  i s  

o b t a i n e d .

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

r a n g e  of  v a l u e s  f o r  h u m a n  j e j u n a l  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  h a s  b e e n  

t a k e n  a s  6 - 4 0  I F  l y m p h o c y t e s  p e r  100 e p i t h e l i a l  c e l l s .

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

W h e n  a  n o r m a l  r a n g e  h a d  b e e n  e s t a b l i s h e d ,  t h e  r e s u l t s  of  I F  

l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  t h e  200 b i o p s i e s  w e r e  r e v i e w e d ,  t o  f i n d  i f  

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

t h e  d i a g n o s e s  of p a t i e n t s  w i th  e x c e p t i o n a l l y  h ig h  o r  l o w  c o u n t s .

A d u l t  c o e l i a c  d i s e a s e  ( F ig .  4.  9) .  C o u n t s  i n  u n t r e a t e d  c o e l i a c  

p a t i e n t s  w e r e  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  n o r m a l  g r o u p  

(P  (  0 .  00 1 ) ;  t h e  v a l u e s  f e l l  s i g n i f i c a n t l y  ( P ^ 0 .  001)  i n  t h e  g r o u p  

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

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

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

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

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

O t h e r  g a s t r o i n t e s t i n a l  d i s e a s e s . I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s  w e r e  

n o r m a l  i n  b i o p s i e s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  u l c e r a t i v e  c o l i t i s ,  C r o h n ' s  

d i s e a s e ,  W h i p p l e ' s  d i s e a s e ,  c o l o n i c  h i s t i o c y t o s i s  a n d  r o u n d ­

w o r m  i n f e s t a t i o n .

A u t o i m m u n e  d i s e a s e s .  T h r e e  of  19 p a t i e n t s  s t u d i e d  h a d  I F  

l y m p h o c y t e  c o u n t s  above t h e  normal range. D i a g n o s e s  w e r e  

r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s ;  H a s h i m o t o ' s  t h y r o i d i t i s  a n d  l u p u s  

e r y t h e m a t o s i s .

P a t i e n t s  w i t h  m o d e r a t e l y  h i g h  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s . T h e  

d i s t r i b u t i o n  of 160 c o u n t s  i n  n o n - c o e l i a c  b i o p s i e s  ( F i g ,  4 .  8) 

s h o w s  t h a t  m o s t  f a l l  w i t h i n  t h e  n o r m a l  r a n g e  of  6 - 4 0 ,  b u t  t h e r e  

i s  a  s e c o n d a r y  p e a k  b e t w e e n  38 a n d  56.  T h i s  i s  o b j e c t i v e  

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

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

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

c e l l  i n f i l t r a t e " .

P a t i e n t s  w i t h  v e r y  h igh  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s . D e t a i l s  of t h e  

7 n o n - c o e l i a c  p a t i e n t s  w i th  h ig h  c o u n t s  a r e  g i v e n  i n  T a b l e  4 .  2. 

I n /



In  c a s e  1, t h e  v i l l i  w i th  i n c r e a s e d  l y m p h o c y t e  c o u n t  w e r e  o v e r -  

l y i n g  l y m p h o i d  n o d u l e s .  C a s e  6 w a s  t h e  o n l y  o n e  of  t h r e e  I n d i a n  

o r  P a k i s t a n i  p a t i e n t s  in  t h e  s e r i e s  w h o  h a d  b i o p s y  f i n d i n g s  

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

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

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

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

j e j u n a l  b i o p s i e s  f r o m  I n d i a n s  ( B a k e r  e t  a l ,  1 9 62 ) ,  a n d  i t  i s  n o t  

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

s o  c h r o n i c a l l y  i n f l a m e d .  C a s e s  3 a n d  5 w e r e  s u f f e r i n g  f r o m  w e l l  

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

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

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

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

c o u n t s  i n  p a t i e n t s  2, 4 a n d  7 i s  v e r y  i n t e r e s t i n g  f o r  n o  s a t i s f a c t o r y  

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

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

s o r e  t o n g u e ,  a n d  a b d o m i n a l  p a i n .  C e r t a i n l y  i n  c a s e  7 i t  i s  

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

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

s y m p t o m s  (on n o  s p e c i f i c  t r e a t m e n t )  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a  f a l l  

i n  t h e  IE1 l y m p h o c y t e  c o u n t .

P a t i e n t  w i t h  l o w  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t . In  o n e  57 y e a r  o ld  m a n ,  

t h e  c o u n t  w a s  o n ly  5. 8 l y m p h o c y t e s  p e r  100 e p i t h e l i a l  c e l l s .  T h i s  

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

h a d  b e e n  g i v e n  a  s i x - m o n t h  c o u r s e  of a z a t h i o p r i n e .  W h i l e  t a k i n g  

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

h a d  b e e n  s t o p p e d .  I n t e s t i n a l  b i o p s y  w a s  c a r r i e d  ou t  s i x  m o n t h s  

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

a l l  o t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  h a d  p r o v e d  n e g a t i v e  a  d i a g n o s i s  of 

" i r r i t a b l e  b o w e l  s y n d r o m e "  h a d  b e e n  m a d e .  I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  

t h e  a z a t h i o p r i n e  t r e a t m e n t  w a s  t h e  c a u s e  of  t h e  d e p l e t i o n  of I F  

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

C o n c l u s i o n s

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

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

i n t e s t i n e s  of o t h e r  s p e c i e s  (as  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2) .  T h e  

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

h a v e  a m o e b o i d  o u t l i n e s ;  t h e y  q u i t e  d e f i n i t e l y  l i e  b e t w e e n  a n d  n o t  

w i t h i n  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s ;  a n d  I h a v e  f o u n d  n o  e v i d e n c e  t h a t  

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

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

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

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

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

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

c e l l s  a c r o s s  t h e  b a s a l  l a m i n a .
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I t  p r o v e d  r e l a t i v e l y  e a s y  t o  q u a n t i t a t e  t h e  IE1 l y m p h o c y t e s  i n  

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

v a l u e s  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  a s  6 - 4 0  I E  l y m p h o c y t e s  p e r  100 

v i l l o u s  e p i t h e l i a l  c e l l s .  O n ly  i n  c o e l i a c  d i s e a s e  w e r e  t h e  I E  

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

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

c o u n t s  f e l l  w h e n  p a t i e n t s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  a  g l u t e n - f r e e  d i e t .
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T a b l e  4. 1 F i n a l  d i a g n o s e s  in  th e  40 p a t i e n t s  u s e d  t o

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

D i a g n o s i s  N u m b e r  of P a t i e n t s

R e l a t i v e s  of p a t i e n t s  w i th  d i s a c c h a r i d a s e  
d e f i c i e n c y  7

P r i m a r y  a d u l t  d i s a c c h a r i d a s e  d e f i c i e n c y  3

P a g e t ’s d i s e a s e  2

I d i o p a t h i c  h y p e r c a l c u r i a  3

D i a b e t e s  m e l l i t u s  1

S c h i z o p h r e n i a  ( to  h a v e  t r i a l  of g l u t e n  
w i t h d r a w a l )  4

H a e m o c h r o m a t o s i s  3

S m a l l  s t a t u r e  3

N u t r i t i o n a l  v i t a m i n  o r  i r o n  d e f i c i e n c y
( a f t e r  t h e r a p y )  8

O r t h o s t a t i c  p r o t e i n u r i a  1

I n v e s t i g a t i o n  f o r  p o s s i b l e  m e s e n t e r i c  
i s c h a e m i a  (no s m a l l  b o w e l  d i s e a s e  found)  5

T o t a l  40

(21 m a l e ,  19 f e m a l e ;  a g e d  1 1 - 7 6 )
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T a b l e  4. 2 C l i n i c a l  d e t a i l s  of s e v e n  p a t i e n t s  w i th  v e r y

h i g h  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s

C a s e  I F  l y m p h -  A g e  
N u m b e r  o c y t e  c o u n t * ( y e a r s )  S e x

1 6 2 . 8  18 M a l e

2 6 7 . 2  54 M a l e

3 7 1 . 8  32 F  e m a l e

4 74.  3 33 F e m a l e

5 8 0 . 7  26 F e m a l e

6 9 6 . 7  31 M a l e

7 1 5 0 . 1  54 F e m a l e

C l i n i c a l  F e a t u r e s

B l i n d  l o o p  s y n d r o m e  w i t h  
d e f i c i e n c y .  J e j u n a l  b i o p s y  
w a s  of  a  l y m p h o i d  n o d u l e .  
S u b s e q u e n t  b i o p s y  n o r m a l  
w i t h  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t  of  
29

C h r o n i c  d i a r r h o e a  a n d  r e c t a l  
m u c o u s  d i s c h a r g e ;  n o  c a u s e  
fo u n d

S y s t e m i c  l u p u s  e r y t h e m a t -  
o s i s  -  3 y e a r s  on o r a l  s t e r o i d  
t h e r a p y

P e r s i s t e n t  s o r e  t o n g u e ;  n o  
c a u s e  f o u n d

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

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

V e r y  s e v e r e  i n t e r m i t t e n t  
a b d o m i n a l  p a i n ;  n o  c a u s e  f o u n d ;  
s p o n t a n e o u s  r e m i s s i o n ;  I F  
l y m p h o c y t e  c o u n t  one  y e a r  l a t e r  
w a s  26

* F x p r e s s e d  a s  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t  p e r  100 v i l l o u s  e p i t h e l i a l  c e l l s .



F i g .  4 .  1 I F  l y m p h o c y t e  s i t u a t e d  b a s a l l y  b e t w e e n  c r y p t  
c e l l s .  A n u c l e o l u s ,  a n d  s e v e r a l  l y s o s o m e - l i k e  
i n c l u s i o n s  c a n  b e  s e e n .  L P - c o n n e c t i v e  t i s s u e  of 
t h e  l a m i n a  p r o p r i a .  x  28,  000

F i g .  4 , 2  C o m p a c t  r o u n d  I F  l y m p h o c y t e  w i t h  p r o m i n e n t  
n u c l e o l u s .  A f e w  l y s o s o m e - l i k e  b o d i e s  a n d  a  s m a l l  
m u l t i v e s i c u l a r  b o d y  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c y t o p l a s m .

x  38,  000

F i g .  4 . 3  I F  l y m p h o c y t e  s h o w i n g  c o m p a c t  G o l g i  a p p a r a t u s  
m i t o c h o n d r i a  a n d  s c a t t e r e d  r i b o s o m e s .  T h e  c e l l  i s  
i n  c o n t a c t  w i th  s u r r o u n d i n g  c o l u m n a r  c e l l s  a n d  w i t h  
a  s e c o n d  l y m p h o c y t e  (L) .  T h e  i s l a n d  of  c y t o p l a s m  
( a r r o w e d )  m a y  i n d i c a t e  a n  i n v a g i n a t e d  l y m p h o c y t e  
p r o c e s s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  p a r e n t  c e l l .

x  62,  000

F i g .  4 . 4  M i g r a t i n g  l y m p h o c y t e ,  p a r t  of w h i c h  l i e s  
o u t s i d e  t h e  e p i t h e l i u m ,  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  c e l l s  of  
t h e  l a m i n a  p r o p r i a  ( L P )  w h i c h  i n c l u d e  a  m a c r o p h a g e  
(M).  T h e  b a s a l  l a m i n a  i s  b r o k e n  t o  a l l o w  p a s s a g e  of 
t h e  c e l l  a n d  t h e r e  i s  a  s m a l l  h e r n i a t i o n  of  t h e  
a d j a c e n t  e p i t h e l i a l  c e l l  ( a r r o w e d ) .  T h e  i r r e g u l a r  
p s e u d o p o d - l i k e  p r o c e s s e s  of t h i s  c e l l  s e e m  t o  i n d e n t  
a d j a c e n t  c o l u m n a r  c e l l s ,  x  3 0 , 0 0 0

F i g .  4 .  5 I F  l y m p h o c y t e  w i t h  a n  i r r e g u l a r  p s e u d o p o d i a l  
p r o j e c t i o n  (P)  a p p a r e n t l y  p u s h i n g  b e t w e e n  e p i t h e l i a l  
c e l l s .  T h e r e  a r e  s c a t t e r e d  r i b o s o m e s  w i t h i n  i t s  
p a l e  c y t o p l a s m ,  c o n t r a s t i n g  w i t h  s u r r o u n d i n g  d e n s e r  
e p i t h e l i a l  c e l l s .  T h e  i r r e g u l a r  c l e f t s  a t  t h e  l y m p h o ­
c y t e  s u r f a c e  s u g g e s t  a c t i v e  e x p a n s i o n  a t  t h i s  p o i n t .

x  45 ,  000

F i g .  4 .  6 T w o  I F  l y m p h o c y t e s  (L)  s i t u a t e d  p a r t l y  w i t h i n  
t h e  e p i t h e l i u m  a n d  p a r t l y  i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  l a m i n a  
p r o p r i a  i n  w h i c h  a  m a c r o p h a g e  (M) i s  s e e n .  T h e  
b a s a l  l a m i n a  i s  b r e a c h e d  a t  t h e  p o i n t s  a r r o w e d .

x  4 0 , 0 0 0



. 4 .  7 B a s e  of c o l u m n a r  e p i t h e l i u m  s h o w i n g  t h e  
r u p t u r e d  b a s a l  l a m i n a  ( a r r o w e d )  w i t h  a n  e p i t h e l i a l  
h e r n i a t i o n  p r o j e c t i n g  i n t o  t h e  l a m i n a  p r o p r i a .  T h e  
p a l e  i s l a n d  of c y t o p l a s m  (P)  m a y  b e  a  p r o c e s s  of a  
m i g r a t i n g  l y m p h o c y t e ,  m o s t  of w h i c h  l i e s  i n  a n o t h e r  
p l a n e .  x  34, 000
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F i g .  4 . 9  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  j e j u n a l  b i o p s i e s  f r o m  
40 i m m u n o l o g i c a l l y  n o r m a l  p a t i e n t s ,  20 a d u l t  c o e l i a c  
p a t i e n t s  t a k i n g  a  g l u t e n - c o n t a i n i n g  d i e t  a n d  20 c o e l i a c  
p a t i e n t s  t a k i n g  g l u t e n - f r e e  d i e t .
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F i g .  4 ,  10 I F  l y m p h o c y t e  c o u n t  p l o t t e d  a g a i n s t  
c u m u l a t i v e  p e r c e n t a g e  of 160 j e j u n a l  b i o p s i e s  
f r o m  p a t i e n t s  w h o  d i d  n o t  h a v e  c o e l i a . c  
d i s e a s e .



C h a p t e r  5

" A n t i g e n - f r e e "  g r a f t s  of  i n t e s t i n e .  

A n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  t h e  

s t u d y  of i m m u n e  p r o c e s s e s  i n  

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

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

of i n t e s t i n a l  i m m u n o l o g y  ( C r a b b e  e t  a l , 1968 ,  1 9 6 9 ;  N a s h  e t  a l ,  

1 969 ;  B e n e v i s t e  et  ̂a l ,  1971) .  H o w e v e r ,  g e r m - f r e e  a n i m a l s  

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

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

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

o n l y  i n  f o e t a l  l i f e  t h a t  t h e  i n t e s t i n e  i s  i n  t h i s  s t a t e ,  a n d  t o  

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

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

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

a n d  G o o d ,  1968 ;  S t r a m i g n o n i  e t  a l ,  1969)  b u t  w o u l d  b e  

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

t h e  g u t  a t  b i r t h .  So  I a p p r o a c h e d  t h e  p r o b l e m  of p r e p a r i n g  

a n t i g e n - f r e e  g u t  i n  a n  e n t i r e l y  d i f f e r e n t  w a y .

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

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

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

c h a m b e r  of  t h e  e y e  ( K a m m e r a a d ,  1942) .  E n d o c r i n e  g l a n d s ,  

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

h e t e r o t o p i c  s i t e s  ( E v e r e t t ,  1956 ;  P e p p e r ,  1 9 6 1 ;  S t o n e  a n d  

K e n n e d y ,  1962 ;  E a s t  a n d  P a r r o t t ,  1964 ;  B a r a k a t  a n d  H a r r i s o n ,  

1 9 7 1 ) .  A l l o g r a f t s  of t e s t i s ,  o v a r y ,  i n t e s t i n e  a n d  s p l e e n ,  

i m p l a n t e d /



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

( B u c k ,  1963) .  T h u s  t h e r e  s e e m e d  n o  r e a s o n  w h y  g r a f t s  of  

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

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

s y n g e n e i c  h o s t s .

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

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

w e l l ,  g r e w  ( F i g .  5. l )  a n d  d e v e l o p e d  n o r m a l l y ,  a l t h o u g h  s i m i l a r  

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

w i t h i n  a  m i l l i p o r e  c h a m b e r .  T h e  t e c h n i q u e  of  g r a f t  i m p l a n t ­

a t i o n  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3. T h e s e  g r a f t s  h a v e  b e e n  

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

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

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

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

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

s e c r e t i o n  of i m m u n o g l o b u l i n s  i n t o  t h e  g r a f t  l u m e n .
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G e n e r a l  e x p e r i e n c e  of g r a f t i n g  t e c h n i q u e

W h e n  t h e  t e c h n i q u e  w a s  f i r s t  u s e d  t h e r e  w a s  s o m e  m o r t a l i t y -  

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

i n c i s i o n s  i n  t h e  r e n a l  c a p s u l e .  H o w e v e r ,  i n  t h e  l a s t  200  

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

l a s t  50 p o s t - m o r t e m  e x a m i n a t i o n s  (wi th  b i l a t e r a l  g r a f t s  i n  a l l  

a n i m a l s )  98 e s t a b l i s h e d  g r a f t s  h a v e  b e e n  f o u n d .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  

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

d o n o r  t i s s u e  i s  u s e d ,  on t h e  f e w  o c c a s i o n s  w h e n  d o n o r  i n t e s t i n e  

w a s  t a k e n  f r o m  p o s t n a t a l  m i c e  (8 d a y s  old)  s o m e  g r a f t s  w e r e  

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

f o r  m a t i  on.

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

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

f r o m  86 CBA m i c e  a n d  42 B A L B - c  m i c e ,  a g e d  f r o m  1 d a y  t o  

8 m o n t h s .

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

v i l l i  a n d  n o  w e l l - d e f i n e d  c r y p t s  of  L i e b e r k u h n .  B y  3 d a y s  a n  

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

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

p a s  s i n g /
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p a s s i n g  f r o m  t h e  c r y p t s  up  t h e  s i d e s  of t h e  v i l l i .  P a n e t h  c e l l s  

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

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

a r o u n d  t h e  t i m e  of w e a n i n g .  T i n y  P e y e r ' s  p a t c h e s  a r e  p r e s e n t  

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

g e r m i n a l  c e n t r e s  a p p e a r  f r o m  t h e  f i f th  w e e k .  T h e r e a f t e r  

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

G r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  of i s o g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  

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

T h i s  d e s c r i p t i o n  i s  b a s e d  on  s t u d i e s  of 190 i s o g r a f t s  o f  s m a l l  

i n t e s t i n e  i n  C B A  m i c e  a n d  52 g r a f t s  i n  B A L B - c  m i c e .  G r a f t s  

o b t a i n e d  f r o m  1 d a y  t o  8 m o n t h s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n  w e r e  

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

ou t  on  16 g r a f t s ,  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o n  12.

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

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

e v i d e n c e  of d i s i n t e g r a t i o n  of t h e  t i s s u e s .  4  o r  5 d a y s  a f t e r  

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

c e l l s  a p p e a r e d .  L a t e r  b l o o d  v e s s e l s  a n d  l a c t e a l s  c o u l d  b e  

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

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

P e y e r ’s /
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P e y e r ' s  p a t c h e s ,  b u t  w i t h o u t  g e r m i n a l  c e n t r e s .  E p i t h e l i a l  

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

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

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

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

w i t h  t h e  d i s s e c t i n g  m i c r o s c o p e  ( F i g .  5 . 2 ) .  A b o u t  18 d a y s  

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

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

l y m p h o c y t e s  w e r e  p r e s e n t .

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

u p  t o  8 m o n t h s  ( the  l o n g e s t  t i m e  s t u d i e d )  a n d  d u o d e n u m  (w i th  

B r u n n e r ' s  g l a n d s )  jejunum (with  t a l l  v i l l i  a n d  s h o r t  c r y p t s )  

a n d  i l e u m  (with  s h o r t e r  v i l l i  a n d  m a n y  g o b l e t  c e l l s )  c o u l d  a l l  

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

F i g .  5. 3 i l l u s t r a t e s  t h e  t y p i c a l  h i s t o l o g i c a l  a p p e a r a n c e  of a n  

e s t a b l i s h e d  g r a f t .  F i g s .  5 . 4  t o  5. 7 i l l u s t r a t e  t h e  n o r m a l  u l t r a -  

s t r u c t u r a l  a p p e a r a n c e s  of g r a f t s .

G r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  of i s o g r a f t s  of  s m a l l  i n t e s t i n e  i n  

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

17 g r a f t s  w e r e  i m p l a n t e d  i n  C B A  m i c e ,  w i t h i n  m i l l i p o r e  c h a m b e r s ,  

a n d  r e c i p i e n t s  w e r e  k i l l e d  3 - 1 8  d a y s  l a t e r .  T h e  g r a f t s  w e r e  

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

h i s t o l o g i c a l /



h i s t o l o g i c a l  m e t h o d s .  E x a m i n a t i o n  of  t h e  c o n t e n t s  of  t h e  m i l l i ­

p o r e  c h a m b e r s  s h o w e d  t h a t  n o n e  of  t h e  g r a f t s  h a d  e n l a r g e d .

W i th  t h e  d i s s e c t i n g  m i c r o s c o p e ,  r e c o g n i s a b l e  " v i l l i "  w e r e  

p r e s e n t  i n  o n l y  4 of t h e  17 g r a f t s ;  a l l  t h e  o t h e r  c h a m b e r s  

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

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

m e n t ,  f o r  t h e r e  w a s  no  i n f i l t r a t i o n  of  h o s t  c e l l s .  T h e  a r e a s  

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

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

m u c o s a  a n d  v i l l i  ( F ig .  5 . 8 ) .

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

t h e  k i d n e y  c a p s u l e

6 g r a f t s  of c o l o n  w e r e  e x a m i n e d  1 5 - 6 0  d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .  

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

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

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

i t s e l f .  H o w e v e r ,  a s  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g .  5 . 9 ,  t h e  m o r p h o l o g y  

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

G r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  of i s o g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  i n  r a t s

60 i s o g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  w e r e  i m p l a n t e d  i n  W i s t a r  a n d  SA 

r a t s ,  a n d  e x a m i n e d  3 - 3 5  d a y s  l a t e r .  T h e s e  g r a f t s  a l s o  t o o k  a n d
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g r e w  w e l l ,  a n d  a p p e a r e d  n o r m a l  h i s t o l o g i c a l l y  ( F i g .  5. 10) .

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

C a r b o n  w a s  i n j e c t e d  i n t o  t h e  r e n a l  s u b c a p s u l a r  s p a c e  ( a d j a c e n t  

t o  t h e  g r a f t s )  i n  4 m i c e  (2 l e f t - s i d e d  g r a f t  a n d  2 r i g h t - s i d e d ) .

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

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

a o r t a  (on t h e  l e f t  o r  r i g h t  s i d e ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  l o c a t i o n  of t h e  

i n j e c t i o n ) .  In  one  of t h e  m i c e ,  c a r b o n  w a s  a l s o  p r e s e n t  i n  i y m p h  

n o d e s  of  t h e  m e d i a s t i n u m .

T e s t s  f o r  b a c t e r i a l  c o n t a m i n a t i o n  of g r a f t s

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

of  g r a f t s .  I n  a d d i t i o n ,  w h e n  4 g r a f t s  w e r e  c u l t u r e d  a e r o b i c a l l y  

a n d  a n a e r o b i c a l l y  f o r  72 h o u r s ,  n o  g r o w t h  w a s  o b t a i n e d .

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

38 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n  of  g r a f t s ,  4 m i c e  w e r e  g i v e n  1 0 0 | j c

3
H - t h y m i d i n e  i n t r a p e r i t o n e a l l y .  2 w e r e  k i l l e d  2 h o u r s  l a t e r ,  

a n d  t h e  o t h e r s  a t  24 h o u r s .  S e c t i o n s  of  t h e  a n i m a l s ’ o w n  

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

a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3. E x a m i n a t i o n  of  t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  

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

c e l l s  ( F i g .  5. 11) a n d  t h a t  24  h o u r s  l a t e r  t h e  l e a d i n g  e d g e  of t h e  

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

v i l l o u s  l a y e r  ( F i g .  5, 12) .  H o w e v e r ,  w h e n  t h e  a u t o r a d i o g r a p h s  

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

h o s t  m o u s e ’s n o r m a l l y  s i t e d  i n t e s t i n e  t w o  d i f f e r e n c e s  w e r e  

a p p a r e n t .  A t  2 h o u r s  t h e  d i v i d i n g  c r y p t  c e l l s  i n  t h e  g r a f t s  w e r e  

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

A l s o ,  a t  24  h o u r s  t h e  l e a d i n g  e d g e  of  l a b e l l e d  c e l l s  i n  t h e  

g r a f t s  h a d  r e a c h e d  on ly  t h e  b a s a l  t h i r d  of t h e  v i l l o u s  l a y e r ,  

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

up  t h e  v i l l i .

I m m u n o g l o b u l i n  c o n t e n t  of  g r a f t s

9 m i c e ,  w h i c h  h a d  h a d  b i l a t e r i a l  g r a f t s  of  s m a l l  i n t e s t i n e  

i m p l a n t e d  6 m o n t h s  p r e v i o u s l y ,  w e r e  s t u d i e d .  I m m u n o g l o b u l i n s  

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

e x t r a c t s  of  t i s s u e s  (100 m g / m l  P B S ) a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2. 

T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  5. 1. It: c a n  b e  s e e n  t h a t  

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

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

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

t i s s u e s .  /



t i s s u e s .  W h e n  t h e  I g A  v a l u e s  f o r  g r a f t  w a l l  a n d  g r a f t  c o n t e n t s  

a r e  c o m p a r e d ,  i t  i s  c l e a r  t h a t  m o s t  of  t h e  I g A  i s  d e r i v e d  f r o m  

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

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

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

C o n c l u s i o n s

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

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

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

e x p o s e d  t o  i n t r a l u m i n a l  a n t i g e n s .  G r a f t s  of  s m a l l  i n t e s t i n e  

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

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

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

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

of  g e r m - f r e e  i n t e s t i n e  ( A b r a m s  ^ t  a l ,  1963)  r a t h e r  t h a n  t h e  

h o s t  a n i m a l ' s  ow n  i n t e s t i n e .  F i n a l l y ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  Ig A  

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

v e r y  l i k e l y  t h a t  IgA  i s  s e c r e t e d  i n t o  t h e  l u m e n .
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T a b l e  5, 1 I m m u n o g l o b u l i n s  i n  s e r a  and  i n  s a l i n e  

e x t r a c t s  of m o u s e  t i s s u e s  ( m e a n s )

N u m b e r  of I m m u n o g l o b u l i n  c o n t e n t ,  u n i t s / m l
T i s s u e s p e c i m e n s G1 G2 A . M .

P o o l e d  n o r m a l  
m o u s e  s e r u m

1 100 100 100 1 0 <

E x p e r i m e n t a l  
m o u s e  s e r u m

9 136 143 153 91

I s o g r a f t s  of  SI 18 3 . 4 4.  1 54 .  1 -

G r a f t  w a l l 6 2.  3 1 . 7 7. 1 -

G r a f t  c o n t e n t s 6 5 . 0 4 . 9 58 .  6 -

N o r m a l l y -  
s i t e d  SI

6 0,  5 0. 5 5. 3 -

M e s e n t e r i c
L N

9 1 . 4 1 .6 3 . 8 -

K i d n e y 3 1 . 5 1 . 9 1 . 3 -
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F i g ,  5. 1 I s o g r a f t s  of f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  in  C B A  
m i c e .  L e f t  - 1 h o u r  a f t e r  i m p l a n t a t i o n ;  r i g h t  - 
80 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .  x  c8

F i g ,  5 . 2  D i s s e c t i o n  m i c r o s c o p e  a p p e a r a n c e  of a n  
i s o g r a f t  of  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i n  a  CBA 
m o u s e ,  38 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .  S o m e  
d e b r i s  f r o m  t h e  g r a f t  l u m e n  s t i l l  a d h e r e s  t o  
t h e  m u c o s a l  s u r f a c e .  C r y s t a l  v i o l e t ,  x  c50
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F i g .  5. 3 I s o g r a f t  of f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  in  a 
B A L B - c  m o u s e ,  37 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .  
H & F  x  150



F i g s .  5 . 4  -  5 . 7  U l t r a s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  of  i s o g r a f t s  
of  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i n  CB A m i c e .

F i g .  5 . 4  C o m p l e t e l y  n o r m a l  a p p e a r a n c e  of  v i l l o u s  
e p i t h e l i u m ,  i l l u s t r a t i n g  s e v e r a l  e n t e r o c y t e s  a n d  
a  g o b l e t  c e l l .  x  6000

F i g .  5. 5 S e c t i o n  o f . p a r t  of t h e  b a s e  of a  c r y p t ,  w i t h
a d j a c e n t  l a m i n a  p r o p r i a  ( L P )  a n d  b l o o d  v e s s e l  (B) .  
P a r t s  of  s e v e r a l  P a n e t h  c e l l s  a r e  p r e s e n t .  T h e r e  
i s  a  s m a l l  n e r v e  f i b r e  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a .

x  6000

F i g .  5 . 6  C r o s s  s e c t i o n s  of s e v e r a l  c r y p t s ,  i l l u s t r a t i n g  
c r y p t  c h i e f  c e l l s  a n d  e n d o c r i n e  c e l l s  (E ) .

x  4200

F i g ,  5 . 7  T a n g e n t i a l l y  c u t  s e c t i o n  of  t h e  a p i c a l  p a r t  
of a n  e n t e r o c y t e ,  i l l u s t r a t i n g  t h e  b r u s h  b o r d e r  
a n d  a p i c a l  p i n o c y t o t i c  v e s i c l e s .  T h i s  t i s s u e  i s  
f r o m  a  g r a f t  14 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .  ( In-  
m i c e ,  c e s s a t i o n  of  p i n o c y t o s i s  o c c u r s  a t  a r o u n d  
16 d a y s  a f t e r  b i r t h ) .  x  39000
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F i g .  5 . 8  R e m n a n t s  of  a n  i s o g r a f t  of f o e t a l  s m a l l  
i n t e s t i n e ,  i m p l a n t e d  i n t r a p e r i t o n e a l l y  w i t h i n  
a  m i l l i p o r e  c h a m b e r  10 d a y s  p r e v i o u s l y .
H & F  x  150

F i g .  5. 9 I s o g r a f t  of f o e t a l  c o l o n  i n  a  CB A m o u s e ,  
31 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .
H & F  x  150
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F i g .  5. 10 I s o g r a f t  of s m a l l  i n t e s t i n e  i n  a  W i s t a r  
r a t ,  2 6 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .
H & F  x  370



F i g .  5. 11 A u t o r a d i o g r a p h  of a n  i s o g r a f t  of f o e t a l  
s m a l l  i n t e s t i n e  i n  a  C B A  m o u s e ,  38 d a y s  a f t e r  
i m p l a n t a t i o n -  2 h o u r s  a f t e r  a n  i n t r a p e r i t o n e a l  
i n j e c t i o n  of  H - t h y m i d i n e -  L a b e l l e d  e p i t h e l i a l  
c e l l s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  c r y p t s  a n d  m u c o s a l  
l y m p h o c y t e s  a r e  a l s o  l a b e l l e d .
M G P  x  370

F i g .  5. 12 A u t o r a d i o g r a p h  of a n  i s o g r a f t  39 d a y s  a f t e r  
i m p l a n t a t i o n ,  24 h o u r s  a f t e r  H - t h y m i d i n e .  
L a b e l l e d  e p i t h e l i a l  c e l l s  a r e  p r e s e n t  in  t h e  c r y p t s  
a n d  i n  t h e  b a s a l  p a r t s  of t h e  v i l l i .
M G P  x  370



C h a p t e r  6

I n f l u e n c e  of  a n t i g e n  d e p r i v a t i o n  

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

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

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

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

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

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

a n d  d e a d  m i c r o o r g a n i s m s .  T h u s ,  c o m p a r i s o n  of  l y m p h o i d  

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

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

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

a n t i g e n  e x p o s u r e .

In  t h e  w o r k  d e s c r i b e d  in  t h i s  and  s u b s e q u e n t  c h a p t e r s ,  t h e  

m a i n  e m p h a s i s  h a s  b e e n  on t h e  s i z e  a n d  m o r p h o l o g y  of  P e y e r ' s  

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

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

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

93 n o r m a l  m i c e  (CBA a n d  B A L B - c  s t r a i n s )  a g e d  1 d a y  t o  6 

m o n t h s ;  116 i s o g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  i n  C B A  a n d  B A L B - c  

m i c e ,  f r o m  1 t o  86 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n ;  a n d  10 s e c t i o n s  of 

g e r m - f r e e  C3H m o u s e  s m a l l  i n t e s t i n e  ( l o a n e d  b y  D r .  J .  C.  

S a l o m o n ) .  In  a l l ,  a  t o t a l  of  154 g r a f t s  h a d  b e e n  i m p l a n t e d ,  b u t  

i n  38 c a s e s  s a t i s f a c t o r y  h i s t o l o g i c a l  s e c t i o n s  w e r e  n o t  o b t a i n e d ,  

u s u a l l y /



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

p r o c e s  s i n g .

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

e x p e c t e d  s i t e s  -  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  l a m i n a  p r o p r i a ,  a n d  

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

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

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

i n t e s t i n e ,  g e r m - f r e e  a n d  a n t i g e n - f r e e  i n t e s t i n e s .  A l s o ,  i n  

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

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

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

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

( F i g .  6 . 3 ) .  I t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e s e  a c c u m u l a t i o n s  w e r e  d u e  t o  

o b s t r u c t i o n  of l y m p h a t i c  d r a i n a g e  i n  t h e  g r a f t s .
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T h e  d e v e l o p m e n t  of P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  n o r m a l l y  s i t e d  

i n t e s t i n e . T i n y  P e y e r ' s  p a t c h e s  c o u l d  b e  d e t e c t e d  i n  f o e t a l  

i n t e s t i n e  f r o m  t h e  18th d a y  of g e s t a t i o n  ( F i g .  6 . 1 ) .  T h e s e  

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

B y  t h e  3 r d  d a y  a f t e r  b i r t h  P e y e r ' s  p a t c h e s  w e r e  w e l l  d e f i n e d  

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

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

P e y e r ' s  p a t c h e s  p r o b a b l y  r e f l e c t  t h e  e a r l y  e m i g r a t i o n  o f  T 

c e l l s  d e s c r i b e d  b y  J o e l  e t_a l_ ( l971 ,  1972) .  G e r m i n a l  c e n t r e s  

s t a r t e d  t o  a p p e a r  a t  4 w e e k s  a n d  w e r e  u n i f o r m l y  f o u n d  i n  

m i c e  o v e r  t h e  a g e  of 5 w e e k s .  G e r m i n a l  c e n t r e s  a p p e a r  t o  

c o n s t i t u t e  a t  l e a s t  t h r e e - q u a r t e r s  of  P e y e r ' s  p a t c h  t i s s u e  i n  

o l d e r  a n i m a l s .

T h e  d e v e l o p m e n t  of P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  g r a f t e d  i n t e s t i n e . P e y e r ' s  

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

c a p s u l e  a l t h o u g h  t h e y  w e r e  o f t e n  o n l y  1 / 1 0 - 1 / 2 0  of t h e  s i z e  of  

P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  n o r m a l l y  s i t e d  i n t e s t i n e .  T h e  e a r l i e s t  s t a g e  

a t  w h i c h  s u b e p i t h e l i a l  a g g r e g a t e s  w e r e  f o u n d  w a s  a t  3 d a y s  

a f t e r  i m p l a n t a t i o n ,  a n d  in  t h e  1 s t  a n d  2nd  w e e k s a f t e r  i m p l a n t ­

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

l y i n g  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s .  T h e  s m a l l  g r a f t  P e y e r ' s  p a t c h e s  

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

P e y e r ' s /
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P e y e r ' s  p a t c h e s  in  n o r m a l  g u t .  G e r m i n a l  c e n t r e s ,  w h i c h  a r e  

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

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

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

d i f f e r e n c e  i n  s i z e  b e t w e e n  g r a f t  a n d  n o r m a l  P e y e r ' s  p a t c h e s .

F i g s .  6 . 2  a n d  6 . 3  i l l u s t r a t e  t y p i c a l  g r a f t  P e y e r ' s  p a t c h e s .

P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  t h e  i n t e s t i n e  of  g e r m - f r e e  m i c e .  T h e s e  

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

i n  a n t i g e n - f r e e  i n t e s t i n e .  H o w e v e r ,  l i k e  t h e  g r a f t  P e y e r ' s  

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

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

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

s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  6. 1.

I F  l y m p h o c y t e s  in  n o r m a l l y  s i t e d  i n t e s t i n e . I n  s p i t e  of  t h e  e a r l y  

a p p e a r a n c e  of a g g r e g a t e d  l y m p h o c y t e s  i n  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  

v i r t u a l l y  n o  v i l l o u s  I F  l y m p h o c y t e s  w e r e  f o u n d  i n  e i t h e r  C B A  

o r  B A L B - c  m i c e  u n t i l  t h e  3 r d  w e e k  a f t e r  b i r t h  ( ie  a r o u n d  t h e  

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

i n c r e a s e d  w e e k l y  a nd  i n  t h e  C B A  m i c e  p l a t e a u x e d  a f t e r  t h e  a g e  

of 6 w e e k s  ( F i g .  6 . 4 ) .  In  b o th  s t r a i n s ,  t h e  w e e k l y  i n c r e m e n t s  

w e r e  h i g h l y  s i g n i f i c a n t  ( p ( 0 . 0 l )  f o r  t h e  3 r d ,  4 t h  a n d  5 th  w e e k s  

a f t e r /



86

a f t e r  b i r t h ,  a n d  s i g n i f i c a n t  ( p { 0 . 0 5 )  i n  t h e  6 th  w e e k  (C B A  m i c e ) .

IE1 l y m p h o c y t e s  i n  i n t e s t i n e  of g e r m - f r e e  m i c e .  T h e  m e a n  v a l u e  

f o r  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t  i n  a  g r o u p  of 6 m o n t h  o ld  g e r m - f r e e  

C3H m i c e  w a s  3 . 3 ,  w i th  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  (SD) of 1 . 4 .  A l t h o u g h  

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

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

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

l o w  v a l u e  f o r  a  g r o u p  of a d u l t  m i c e .

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

w i t h i n  1 o r  2 d a y s  of i m p l a n t a t i o n ;  h o w e v e r ,  l y m p h o c y t e s  d i d  n o t  

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

a g e  e q u i v a l e n t  t o  1 4 - 1 6  d a y s  a f t e r  b i r t h .  T h e r e a f t e r  t h e  g r a f t  

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

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

l y m p h o c y t e  c o u n t s  a r e  p l o t t e d  i n  r e l a t i o n  t o  a g e  ( F i g s .  6 . 5  a n d  

6 . 6) i t  i s  c l e a r  t h a t  f r o m  t h e  3 r d  w e e k  t h e  g r a f t  l y m p h o c y t e  

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

of  t h e  s a m e  a g e  (CBA 3 r d  w e e k  - P ^ O . O l ,  4 t h  a n d  s u b s e q u e n t  

w e e k s  P ^ O . O O l ;  B A L B - c  3 r d  w e e k  P ( 0 . 0 0 3 ;  5 th  w e e k  P { 0 . 0 2 ) .

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

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

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

w e r e /
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w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  i n  t h e  3 r d  w e e k  a f t e r  b i r t h  o r  i m p l a n t a t i o n .  

T h e i r  n u m b e r s  i n c r e a s e d  wi th  a g e ,  b u t  i n  m a t u r e  g r a f t s  a n d  in  

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

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

C o n c l u s i o n s

T h e s e  e x p e r i m e n t s  h a v e  s h o w n  t h a t  i n  t h e  a b s e n c e  of i n t r a ­

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

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

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

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

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

i n  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a ,  b e t w e e n  t h e  e p i t h e l i a l  

c e l l s  of  t h e  v i l l i  a n d  o c c a s i o n a l l y  in  t r a n s i t  a c r o s s  t h e  v i l l o u s  

e p i t h e l i a l  b a s e m e n t  m e m b r a n e .  H o w e v e r ,  t h e i r  n u m b e r s  w e r e  

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

t h e  s a m e  ' p o s t - n a t a l  a g e ' ,  o r  w i t h  t h e  h o s t  a n i m a l ' s  o w n  s m a l l  

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

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

I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  w e r e  of t h e  s a m e  o r d e r  of  m a g n i t u d e ,  g e r m -  

f r e e  P e y e r ' s  p a t c h e s  w e r e  c o n s i d e r a b l y  l a r g e r  t h a n  g r a f t  P e y e r ' s  

p a t c h e s .  H o w e v e r ,  i n  n e i t h e r  of  t h e s e  g r o u p s  w e r e  t h e r e  P e y e r ' s  

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



T able  6. 1 E x p e r i m e n t a l  s c h e d u l e  f o r  

I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s

E x p e r i m e n t a l  N a t u r e  of MP o s t - n a t a l  a g e "  
of  t i s s u e  ( d a y s )

- 1 4  - 2 8  - 4 2  >42

22 17 10 22

6 10  6 -

-  10

G r o u p

N o r m a l  CBA 
m i c e

N o r m a l  
B A L B - c  m i c e

T i s  s u e

s m a l l
i n t e s t i n e  (SI)

SI

A x e  n i c  C 3H
m i c e  SI

T o t a l

71

22

10

I s o g r a f t s  i n  
CB A m i c e g r a f t s  of SI

I s o g r a f t s  i n
B A L B - c  m i c e  g r a f t s  of  SI

11 29 30 13

13 11 9

83

33
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F i g .  6. 1 P e y e r ' s  p a t c h  in  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  of  a  
CBA m o u s e  f o e t u s  a t  t h e  19th d a y  of 
g e s t a t i o n .
H F  x  150



F i g .  6 .  2 L y m p h o i d  n o d u l e  i n  a n  i s o g r a f t  of  C B A  
f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i n  a  n o r m a l  h o s t ;  33 
d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n  of t h e  g r a f t .
H  & E  x  150

F i g .  6 , 3  L y m p h o i d  n o d u l e  i n  a n  i s o g r a f t  i n  C B A  
h o s t ,  38 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .
H & E  x  150
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I N T R A E P I T H E L I A L  L Y M P H O C Y T E S  in S M A L L  I N T E S T I N E

LYMPHOCYTES 
PER 100 

EPITHELIAL CELLS

2 0-,
CBA mice

1 5 -

Mean ±S.E .
10-

BALB-C mice
5 -

■// 1
> 5 0

<1J
- 4 2 - 4 9- 2 8 - 3 5-21- 7

POST-NATAL AGE (PAYS)

V

F i g ,  6 . 4  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  r e l a t e d  t o  t i s s u e  
a g e  i n  n o r m a l l y  s i t e d  s m a l l  i n t e s t i n e  of  C B A  
a n d  B A L B - c  m i c e .



C8A MICE

LYMPHOCYTES 
PER100

EPITHELIAL CELLS

16“|

12 -

10-

Normal S. I.
8 -

6 -

4-

Isografts of S.I.2 -

0 -

1-7 8-14 -21 -28 -35 -42 -49 >500
P o st-n a ta l Age (Days)

F i g .  6 . 5  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  r e l a t e d  t o  t i s s u e  a g e  
i n  n o r m a l l y  s i t e d  C B A  m o u s e  s m a l l  i n t e s t i n e  a n d  
i n  i s o g r a f t s  of  CB A f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  
i m p l a n t e d  i n  n o r m a l  a d u l t  h o s t s .



B A L B - C  MICE

LYMPHOCYTES '
PERIOD 

EPITHELIAL CELLS

12 -

M ean  -  S.E.

10 -

N orm al S .8 -

Isografts o f S .I.

2 -

0 -
i I i i i r  
0 1-7 8-14 -21 -28  -35 -42

P o s t - n a ta l  A g e  (D ays)

F i g .  6 . 6  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s  r e l a t e d  t o  t i s s u e  a g e  i n  
n o r m a l l y  s i t e d  B A L B - c  m o u s e  s m a l l  i n t e s t i n e  
a n d  in  i s o g r a f t s  of B A L B - c  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  
i m p l a n t e d  i n  n o r m a l  a d u l t  h o s t s .



T h y m u s - d e p e n d e n t  and  t h y m u s  - 

i n d e p e n d e n t  l y m p h o c y t e s  in  t h e  

s m a l l  i n t e s t i n e .
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S e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  s h o w n  t h a t  P e y e r ' s  p a t c h e s  c o n t a i n  b o t h  

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

t h y m u s - i n d e p e n d e n t ,  B l y m p h o c y t e s  ( E v a n s  _et a l ,  1967 ;  d e  S o u s a  

e t  a l ,  1969) .  In  n e w b o r n  m i c e  a l m o s t  a l l  P e y e r ’s p a t c h  l y m p h o ­

c y t e s  a r e  t h y m u s  d e r i v e d  ( J o e l  e t  a l ,  1971 ,  1972 ;  C h a n a n a  e t  

a l , 1973)  b u t  B l y m p h o c y t e s  p r e d o m i n a t e  in  o l d e r  a n i m a l s  

(de  S o u s a  e t  a l ,  1969 ;  R a f f ,  1971) .  I h a v e  a t t e m p t e d  t o  

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

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

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

7, 1.
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T h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  a r e a s  i n  P e y e r ' s  

p a t c h e s

T h e r e  w e r e  s m a l l  t h y m u s - d e p e n d e n t  a r e a s  ( T D A s ) ,  d e p l e t e d  

of l y m p h o c y t e s ,  i n  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  of m a n y  of  t h e  t h y m u s -  

d e p r i v e d  m i c e  s t u d i e d .  F i g .  7, 1 i l l u s t r a t e s  s u c h  a n  a r e a  i n  t h e  

P e y e r ' s  p a t c h  of  a  c o n g e n i t a l l y  a t h y m i c  m o u s e ;  F i g ,  7 . 2  

s h o w s  t h e  r e l a t i v e l y  l a r g e  TD A  i n  t h e  P e y e r ' s  p a t c h  of  a  g e r m -  

f r e e ,  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  m o u s e ,  a n d  F i g ,  7. 3 s h o w s  a  

d e p l e t e d  TD A in  a n  i s o g r a f t  of  s m a l l  i n t e s t i n e  i m p l a n t e d  i n  a  

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

s e e n  in  c l o s e  r e l a t i o n s h i p  t o  t h e  T D A ,  S u c h  o b v i o u s l y  d e p l e t e d  

g r a f t  P e y e r ' s  p a t c h  T D A e  w e r e  on ly  o c c a s i o n a l l y  s e e n ,  b u t  i n  

s o m e  of t h e  g r a f t s  i n  t h y m u s - d e p r i v e d  m i c e ,  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  

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

i n  n o r m a l  a n i m a l s .

T h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  I E  l y m p h o c y t e s

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

m i c e  w e r e  c o m p a r e d .

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

s p e c i m e n s  w e r e  l o a n e d  b y  D r ,  D , M , V ,  P a r r o t t .  T h e y  w e r e  of 

s m a l l  i n t e s t i n e  f r o m  a  g r o u p  of  C 3H  a n d  C 5 7 x C 3 H  m i c e  w h i c h  

h a d  /
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h a d  b e e n  t h y m e c t o m i s e d  w i t h i n  24  h o u r s  of b i r t h ,  a n d  f r o m  t h e i r  

n o r m a l  h e a l t h y  l i t t e r m a t e s .  R e s u l t s  of  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  

a r e  s u m m a r i s e d  in  F i g .  7 . 4 .  It c a n  b e  s e e n  t h a t  i n  t h e  

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

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

w e r e  s i g n i f i c a n t  f o r  t h e  a g e  g r o u p s  3 6 - 4 2  d a y s  ( P  < 0- 001)  a n d  

4 3 - 4 9  d a y s  ( P  < 0 . 0 1 ) .

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

r e c o n s t i t u t e d  m i c e .  A g r o u p  of  19 a d u l t  t h y m u s  d e p r i v e d  m i c e  

w e r e  k i l l e d  b e t w e e n  23 a n d  44  d a y s  a f t e r  i r r a d i a t i o n  a n d  

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

g r o u p  of 10 n o r m a l  m i c e  of the  s a m e  a g e  a n d  r e a r e d  a t  t h e  s a m e  

t i m e .  R e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  7. 2.  V a l u e s  w e r e  

s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  i n  t h e  t h y m u s - d e p r i v e d  m i c e  ( P <  0.  0 0 1 ) .  

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

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

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

G e r m - f r e e  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  m i c e . ( S p e c i m e n s  l o a n e d  

b y  D r .  J ,  C,  S a l o m o n ) ,  S e c t i o n s  of i n t e s t i n e  w e r e  a v a i l a b l e  f r o m  

10 u n t r e a t e d  g e r m - f r e e  C 3 H  m i c e ,  a n d  25 n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m ­

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

i n  T a b l e  7 . 3 ,  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t ,  e v e n  t h o u g h  t h e r e  a r e  f e w  I F  

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

e v e n  l o w e r  ( s i g n i f i c a n t l y  s o ,  P (  0 , 0 0 0 0 1 )  i n  t h e  n e o n a t a l l y  

t h y m e c t o m i s e d  g e r m - f r e e  m i c e ,

G r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  i n  t h y m u s - d e p r i v e d  h o s t s , I F  

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

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

l o w e r  t h a n  f o r  g r a f t s  i n  i m m u n o l o g i c a l l y  i n t a c t  h o s t s  ( F i g ,  7, 5) 

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

C o n c l u s i o n s

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

d e p e n d e n t  a r e a s ,  d e p l e t e d  of l y m p h o c y t e s ,  i n  P e y e r ’s p a t c h e s  

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

T D A s  i n  g e r m - f r e e  m o u s e  P e y e r ' s  p a t c h e s  w e r e  v e r y  p r o m i n e n t  

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

s e c t i o n s .

A l s o ,  t h e  c o n s i s t e n t  f i n d i n g s  of s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

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

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

e t  a l ,  1968)  a n d  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e r e  a r e  b o t h  T a n d  B i n t r a -  

e p i t h e l i a l  a s  w e l l  a s  P e y e r ' s  p a t c h  l y m p h o c y t e s ,  A l s o ,  T 

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

in  y o u n g  a n i m a l s ,  a n d  i n  g e r m - f r e e  m i c e .



T a b l e  7. 1 E x p e r i m e n t a l  s c h e d u l e  f o r  d e t e c t i o n  of

t h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  

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

N u m b e r  of s p e c i m e n s  e x a m i n e d

E x p e r i m e n t a l  N a t u r e  of  I m m u n o l o g i c a l l y  T h y m u s -
G r o u p  t i s s u e  i n t a c t  d e p r i v e d

N o r m a l  CBA 
m i c e

S m a l l
i n t e s t i n e  (SI) 10

T h y m e c t o m i s e d ,  
i r r a d i a t e d ,  b o n e  
m a r r o w  r e c o n s t ­
i t u t e d  CB A m i c e SI 19

N o r m a l  l i t t e r ­
m a t e s  of n e o ­
n a t a l l y
t h y m e c t o m i s  ed 
m i c e SI 17

N e o n a t a l l y  
t h y m e c t o m i s  ed  
C 3 H  a n d  C 5 7 x  
C 3 H  m i c e SI 23

L i t t e r m a t e s  of 
c o n g e n i t a l l y  
a t h y m i c  m o u s e

P e y e r ' s
p a t c h 2

C o n g e n i t a l l y  
a t h y m i c  m o u s e

P e y e r  ' s  
p a t c h 1

I s o g r a f t s  in  
CB A m i c e

G r a f t s  of 
SI 83

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

G r a f t s  of 
SI 32

G e r m - f r e e  
C3H m i c e SI 10

N e o n a t a l l y  
t h y m e c t o m i s e d  
g e r m - f r e e  
C3H m i c e SI 20
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T a b l e  7 . 2  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  n o r m a l l y  s i t e d

SI  of CB A m i c e

I m m u n o l o g i c a l  N u m b e r  of I E  l y m p h o c y t e s  p e r
S t a t u s  m i c e   a g e  ( d a y s )  100 e p i t h e l i a l  c e l l s

m e a n  SD

n o r m a l 10 7 0 - 1 2 0 2 8 .  86 7. 30

t h y m e c t o m i s e d ,  
i r r a d i a t e d ,  
b o n e  m a r r o w  
r e c o n s t i t u t e d 19 7 0 . 1 1 0 18.  05

P < 0 .  001

6 . 23
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T a b l e  7. 3

I m m u n o l o g i c a l
S t a t u s

n o r m a l

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

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

SI  of  g e r m - f r e e  C 3H  m i c e  a g e d  6 m o n t h s .

N u m b e r  I F  l y m p h o c y t e s  p e r  100
of  m i c e  e p i t h e l i a l  c e l l s

m e a n  SD

10 3 . 3 2  1 . 4 3
)
) P^O. 00001  
)
)

25 1 . 4 7  0 . 5 7
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a i b a l

F i g .  7. 1 P a r t  of  a  P e y e r ' s  p a t c h  f r o m  a  c o n g e n i t a l l y  
a t h y m i c  m o u s e .  T D A ,  a r r o w e d ,  is  d e p l e t e d  of 
l y m p h o c y t e s .  H 8*  F  x  150

F i g .  7. 2 P a r t  of  a  P e y e r ' s  p a t c h  f r o m  a  g e r m - f r e e  
n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s  ed  C 3 H  m o u s e .  T h e  
e x t e n s i v e  T D A ,  a r r o w e d ,  i s  d e p l e t e d  of  l y m p h o c y t e s .  
H & E x  150
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F i g .  7 . 3  P e y e r ’s p a t c h  i n  a n  i s o g r a f t  of  CB A s m a l l  
i n t e s t i n e ,  41 d a y  s a f t e r  i m p l a n t a t i o n  i n t o  a  t h y m u s  - 
d e p r i v e d  C B A  m o u s e .  T h e  d e p l e t e d  T D A  i s  
a r r o w e d .  P  -  p o s t  c a p i l l a r y  v e n u l e .
H & E x  3 70



C 3 H  a n d  F,(C 57B Lx C 3 H )

LYMPHOCYTES 
PER100 

EPITHELIAL CELLS

NORM AL ' 
LITTERMATES-S.I.

14-

12 -

10“

NEONATALLY 
THYMECTOMISED 

- S .  I.

8 -

6 -

4 -

M E A N + S .E .

0 -

29-35 -42 -49- -56
Age(Days)

F i g .  7 . 4  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  r e l a t e d  t o  a g e  i n  t h e  
s m a l l  i n t e s t i n e  of  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  m i c e ,  
a n d . o f  u n t r e a t e d  l i t t e r m a t e s .
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CBA MICE
ISOGRAFTS of S .I.

LYMPHOCYTES 
PER 100 

EPITHELIAL CELLS

6-

M ean -  S.E.

4 -
NORMAL HOSTS

2-

THYMUS-DEPRIVED HOSTS

0 -
TTT T

0 1-7 8-U 21 -28 -35 -42 -49
P o s t-n a ta l  A ge (Days)

F i g .  7 . 5  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s  r e l a t e d  t o  t i s s u e  a g e  
i n  i s o g r a f t s  of  CBA f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i m p l a n t e d  
i n  t h y m u s - d e p r i v e d  a n d  i m m u n o l o g i c a l l y  n o r m a l  
h o s t s .



C h a p t e r  8

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

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

t i s s u e  w h e n  i m p l a n t e d ;  h o w e v e r ,  l y m p h o c y t e s  a p p e a r  i n  P e y e r ' s  

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

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

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

s m a l l  l y m p h o c y t e s  w i l l  e n t e r  P e y e r ' s  p a t c h e s  w i t h  t h e  s a m e  

f a c i l i t y  a s  t h e y  e n t e r  l y m p h  n o d e s  a n d  s p l e e n  ( G o w a n s  a n d  K n i g h t ,  

1964;  G o l d s c h n e i d e r  a n d  M c G r e g o r ,  1 9 6 8 a ,  1968b ;  G r i s c e l l i

I ■£!£!» 1969;  P a r r o t t  a n d  d e  S o u s a ,  1971) .  C e l l s  w h i c h  m i g r a t e
i
i

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

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

n o d e s  o r  t h y m u s ,  a n d  c a n  b e  l a b e l l e d  w i t h  H - t h y m i d i n e .  ( G o w a n s
I

a n d  K n ig h t ,  1964;  G o l d s c h n e i d e r  a n d  M c G r e g o r ,  1 9 6 8 a ,  1 9 6 8 b ;
i

D e l o r m e  e j t a l ,  1969;  G r i s c e l l i  et^al^, 1 969 ;  H a l l  a n d  S m i t h ,

1970) .

T h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e s  a  s e r i e s  of  e x p e r i m e n t s  i n  m i c e  w h i c h  I 

c a r r i e d  ou t  w i th  P r o f e s s o r  D . M . V .  P a r r o t t ;  t h e y  w e r e  d e s i g n e d  

t o  e x a m i n e  th e  m i g r a t i o n  of  T a n d  B l y m p h o c y t e s ,  a n d  i m m u n o -  

b l a s t s ,  t o  s m a l l  i n t e s t i n e  ( e i t h e r  n o r m a l l y - s i t e d  o r  a n t i g e n - f r e e ) .



D e s ig n  of c e l l  m i g r a t i o n  e x p e r i m e n t s

T h e  e x p e r i m e n t a l  s c h e d u l e  i s  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  8. 1.

3
C e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  l a b e l l e d  w i t h  H  a d e n o s i n e

. . 3 ...........................................................................................................................................................................................................................................................................................................................................

o r  H t h y m i d i n e ,  i n  v i v o  o r  i n  v i t r o ,  a s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  3 .

B e t w e e n  95% a n d  100% of c e l l s  w e r e  l a b e l l e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  

3
H a d e n o s i n e ,  a n d  t h e  v a s t  m a j o r i t y  w e r e  s m a l l  o r  m e d i u m  

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

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

3
h a v in g  3 0 - 5 0  g r a i n s  p e r  c e l l .  In  t h e  i n  v i v o  H t h y m i d i n e  

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

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

l y m p h o c y t e s  ( ^ 10 g r a i n s  p e r  c e l l )  w h i c h  w e r e  d i s r e g a r d e d  i n  

t h e  e s t i m a t e s  of  i n j e c t e d  l a b e l l e d  c e l l s .  T h e  p r o p o r t i o n  o f  H 

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

l y m p h  n o d e  c e l l s ,  t o  1 0 - 1 5 %  i n  t h y m u s  a n d  s t i m u l a t e d  l y m p h  

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

R e c i p i e n t  m i c e  w e r e  n o r m a l  (N) o r  t h y m u s  d e p r i v e d  (B) C B A  

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

i m p l a n t e d  5 - 1 2  w e e k s  p r e v i o u s l y .  ( T h e r e  w a s  o n e  g r o u p  of 

r e c i p i e n t s  w i t h o u t  g r a f t s ;  s e e  T a b l e  8. l ) ,  L a b e l l e d  c e l l s  

(l - 9 x  1 0 ^ p e r  r e c i p i e n t )  w e r e  i n j e c t e d  i n t r a v e n o u s l y  a n d  t h e  

m i c e /
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m i c e  k i l l e d  2 4 - 7 2  h o u r s  l a t e r .  A u t o r a d i o g r a p h s  w e r e  p r e p a r e d  

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

ly m p h  n o d e s ,  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  t h r e e  s e g m e n t s  of s m a l l  

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

I d e n t i f i c a t i o n  a n d  q u a n t i t a t i o n  of  l a b e l l e d  c e l l s . M o s t  of  t h e s e  

c o u n t s  w e r e  d o n e  b y  P r o f e s s o r  D . M ,  V.  P a r r o t t .  I n  P e y e r ' s  

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

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

3).  S e v e r a l  s u c h  u n i t  a r e a s  w e r e  e x a m i n e d  i n  e a c h  s e c t i o n ,  

bo th  in  t h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  a r e a s .  T h e  

d i v i s i o n  of P e y e r ' s  p a t c h e s  i n t o  c o m p a r t m e n t s  w a s  b a s e d  on  t h e  

o b s e r v a t i o n s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  7, T D A s  i n c l u d e d  t h e  

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

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

s u r r o u n d i n g  g e r m i n a l  c e n t r e s  ( n o d u l a r  a r e a s ,  N A s ) ,  C e l l s  

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

c o u n t s .  G r a f t  P e y e r ' s  p a t c h  a r e a  c o u n t s  w e r e  n o t  d i v i d e d  i n t o  

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

p r e p a r a t i o n ,  a b o u t  40 v i l l i  w e r e  s c a n n e d  f o r  l a b e l l e d  c e l l s ,

D i s t r i b u t i o n  of s p l e e n  a n d  t h y m u s  c e l l s  i n  P e y e r ' s  p a t c h e s

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

3
with  H a d e n o s i n e  a n d  i n j e c t e d  i n t o  n o r m a l  a n d  B r e c i p i e n t s .  

( 2 x l 0 ^ c e l l s /
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( 2 x l 0 ^ c e l l s  p e r  m o u s e ) .  T a b l e  8 . 2  s u m m a r i s e s  t h e  c o u n t s  of  

l a b e l l e d  c e l l s  ( p e r  u n i t  a r e a )  f o u n d  i n  s e c t i o n s  of  g r a f t  a n d  

n o r m a l  P e y e r ' s  p a t c h e s .  A n a l y s i s  of t h e  r e s u l t s  f o r  n o r m a l  

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

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

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

h o s t .  N o r m a l  s p l e e n  c e l l s ,  w i t h  a r o u n d  35% T  a n d  65% B 

( P a r r o t t  a n d  de  S o u s a ,  1971)  w e r e  fo u n d  b o t h  i n  n o d u l a r  a n d  

t h y m u s - d e p e n d e n t  a r e a s  of t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s .  W h e n  t h e  

i n o c u l u m  c o n s i s t e d  of s p l e e n  c e l l s  f r o m  B m i c e  (95% B)  t h e r e  

w a s  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 e  n u m b e r  of c e l l s  i n  t h e  T D A s  

( P { 0 ,  OQl) b u t  no t  i n  t h e  n o d u l a r  a r e a s .  I n  a d d i t i o n  i t  s e e m s  

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

a r e a ,  f o r  m o r e  c e l l s  w e r e  found  i n  a l l  a r e a s  of P e y e r ' s  p a t c h e s  

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

r e c i p i e n t s .

L a b e l l e d  s p l e e n  c e l l s  w e r e  fo u n d  i n  a l l  t h e  g r a f t  P e y e r ' s  p a t c h e s  

a n d ,  f r o m  t h e  u n i t  a r e a  c o u n t s  ( T a b l e  8 .  2) i t  i s  e v i d e n t  t h a t  

bo th  n o r m a l  and  B s p l e e n  c e l l s  g a i n e d  a c c e s s  t o  g r a f t  P e y e r ' s  

p a t c h e s  a s  r e a d i l y  a s  t o  n o r m a l  gu t  P e y e r ' s  p a t c h e s .  I n  s o m e  

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

a d j a c e n t  t o  g r a f t  P e y e r ' s  p a t c h e s .
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T h y m u s  c e l l  t r a f f i c  t o  t h e  T D A s  of P e y e r ' s  p a t c h e s  h a s  b e e n  

r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  ( P a r r o t t  a n d  d e  S o u s a ,  1 9 6 9 ) .  T h e s e  a u t o ­

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

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

3
T h e  r e s u l t s  a r e  s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  8. 3 a n d  s h o w  t h a t  H

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

t o  the  T D A s  of  P e y e r ' s  p a t c h e s .  V e r y  f e w  l a r g e  t h y m o c y t e s ,

3
l a b e l l e d  w i th  H t h y m i d i n e ,  fo u n d  t h e i r  w a y  t o  P e y e r ' s  p a t c h  

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

c o u n t s .

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

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

c e l l s ,  B s p l e e n  c e l l s  a n d  t h y m u s  c e l l s  w i t h i n  P e y e r ' s  p a t c h e s  

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

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

a n d  de S o u s a ,  1971 ;  P a r r o t t  a t  a l ,  1973) .

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

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

found  in  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  of v i l l i  v e r y  c l o s e  t o  P e y e r ' s  p a t c h e s

b u t  v i r t u a l l y  n o n e  w e r e  fo u n d  f u r t h e r  a w a y  f r o m  P e y e r ' s  p a t c h e s

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

3
t h e  v i l l i .  T h e r e  w e r e  n o  H t h y m i d i n e  l a b e l l e d  l a r g e  t h y m o c y t e s  

i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a .
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D i s t r i b u t i o n  of H - t h y m i d i n e  l a b e l l e d  l y m p h  n o d e  c e l l s

3" P r i m e d "  l y m p h  n o d e  c e l l s ,  l a b e l l e d  w i t h  H t h y m i d i n e ,  w e r e  

o b t a i n e d  in  t h r e e  w a y s .

(1) C e l l s  p r i m e d  a g a i n s t  t h e  c o n t a c t  s e n s i t i s i n g  a g e n t ,  

o x a z o lo n e ,  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  a u r i c u l a r  l y m p h  n o d e s  3 d a y s  

a f t e r  o x a z o l o n e  h a d  b e e n  p a i n t e d  on  t h e  e a r s  of  t h e  d o n o r  m i c e .  

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

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

i n g u i n a l  and  m e s e n t e r i c .

(2) C e l l s  p r i m e d  a g a i n s t  t h e  g u t  p a r a s i t e  N i p p o s t r o n g y l u s  

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

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

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

w e r e  a l s o  p r e p a r e d  a n d  l a b e l l e d .

(3) c e l l s  p r i m e d  a g a i n s t  f o o d  a n t i g e n s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  

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

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

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

to  d i e t a r y  a n t i g e n s .

On ly  t h e  s u s p e n s i o n s  of o x a z o l o n e - p r i m e d  c e l l s ,  N i p p o s t r o n g y l u s  -  

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

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

L a b e l l e d /



L a b e l l e d  c e l l s  w e r e  found  i n  P e y e r ' s  p a t c h  t i s s u e  i n  t h e  n o r m a l  

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

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

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

i n o c u l a ,  b u t  f e w e r  l a b e l l e d  c e l l s  h a d  b e e n  i n j e c t e d  ( T a b l e  8. l ) .

It  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  ( T a b l e  8. 4) t h a t  t h e  a u r i c u l a r  n o d e  c e l l s  

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

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

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

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

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

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

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

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

g u t  (F ig .  8. l )  w i th  a b o u t  t h e  s a m e  f r e q u e n c y .  T h e  c e l l s ,  

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

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

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

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

v i l l i  of n o r m a l  o r  g r a f t e d  g u t .  O n l y  on  r a r e  o c c a s i o n s  w e r e  

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

P e y e r ' s  p a t c h e s .
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C o n c l u s i o n s

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

c a t e g o r i e s  of  l y m p h o c y t e s  m i g r a t e  to  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  a n d

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

B c e l l  e n r i c h e d  s p l e e n  o r  t h y m u s ,  m i g r a t e  t o  P e y e r ' s  p a t c h e s

3
of  n o r m a l  o r  a n t i g e n - f r e e  g u t .  H t h y m i d i n e  l a b e l l e d  

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

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

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

t o  a n  i n t r a e p i t h e l i a l  s i t e .
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3
T a b l e  8 . 2  D i s t r i b u t i o n  of H a d e n o s i n e  l a b e l l e d  s p l e e n

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

(B) d o n o r s ,  i n  P e y e r ' s  p a t c h  t i s s u e

N u m b e r  of l a b e l l e d  c e l l s  p e r  u n i t  a r e a  
_________ (4 w e e k s  e x p o s u r e ) _____________

D o n o r  R e c i p i e n t  N o r m a l  G u t  P e y e r ' s  p a t c h  G r a f t  P e y e r ' s  p a t c h
NA T D A

n  m e a n  S F  n m e a n  S F  n  m e a n  S F

N  N 10 5 . 7  0 , 8  7 5 . 3  0 . 8  9 5 . 2  1 , 1

N  B 5 8 . 0  0 . 3  3 2 3 . 3  1 . 8  15 6 . 7  1 . 0

B N  13 4 . 8  0 . 5  7 1 . 7  0 . 3  6 0 . 7  0 . 3

B B 5 8 . 6  1 . 0  18 4 , 9  1 . 0  7 6 . 6  1 . 0

T h r e e  r e c i p i e n t s  p e r  g r o u p  w e r e  k i l l e d  48 h o u r s  a f t e r  i - v .  i n j e c t i o n  
of  2 x  10 s p l e e n  c e l l s  f r o m  N  o r  B d o n o r .

n  -  n u m b e r  of u n i t  a r e a s  c o u n t e d .
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T a b l e  8 . 3

N u m b e r  of  
l a b e l l e d  
t h y m u s  c e l l s  
i n j e c t e d

4.  5 x  107

4 . 5  x 1 0 7

9 - 0  x  107

9 , 0  x 1 0 7

D i s t r i b u t i o n  of  H a d e n o s i n e  l a b e l l e d  

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

P e y e r ' s  p a t c h e s

N u m b e r  of  l a b e l l e d  c e l l s  p e r  
u n i t  a r e a  (10 w e e k  e x p o s u r e )

N o d u l a r
a r e a

T h y m u s  
d e p e n d e n t  a r e a

R e c i p i e n t

N ( k i l l e d  48 
h o u r s  l a t e r )

n  m e a n  S F

10 0

n  m e a n  S E

2 . 7  0 . 4

B ( k i l l e d  48 
h o u r s  l a t e r )

19 0 . 1  0 . 7 18 3 . 6  0 . 4

N ( k i l l e d  72 5 0 5 1 . 8  0 . 5
h o u r s  l a t e r )

B ( k i l l e d  72 10 0 . 2  0 . 1  10 5 . 8  1 . 0
h o u r s  l a t e r )
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T a b l e  8 . 4

T  r e a t m e n t  
of  d o n o r

O x a z o l o n e  
s e n s i t i s  -  
a t i o n

N i p p o -
s t r o n g -
y l u s
i n f e c t i o n

3
D i s t r i b u t i o n  of H t h y m i d i n e  l a b e l l e d ,  
s e n s i t i s e d  l y m p h  n o d e  c e l l s ,  i n  
l y m p h o i d  t i s s u e s

N u m b e r  of  l a b e l l e d  c e l l s  
p e r  u n i t  a r e a  ( m e a n s ;
9 w e e k  e x p o s u r e )

N u m b e r  of 
l a b e l l e d  
c e l l s  
i n j e c t e d

1 . 9  X  1 0 6
a u r i c u l a r  
L N  c e l l s

I n g u i n a l  L N

NA TD A  

0 . 3  2 . 2

M e s e n t e r i c
L N

~NA T D A

0 . 1  1 . 2

N o r m a l l y  
s i t e d  
P e y e r  !s 
p a t c h  

NA T D A

0 . 0 2  0 . 4

0 . 9 4  x  10 0 . 1  0 . 2  0 . 1  0 . 4  0 . 0 2  0 . 4
m e s e n t e r i c
L N  c e l l s

G u t  G r a f t  
P e y e r ' s  
p a t c h

0.  5

0.  7



, 8 . 1  L a b e l l e d  c e l l  i n  l a m i n a  p r o p r i a  of t h e  n o r m a l l y -  
s i t e d  s m a l l  i n t e s t i n e .  T h e  m o u s e  h a d  r e c e i v e d  H 
t h y m i d i n e  l a b e l l e d  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  c e l l s  f r o m  
N b r a s i l i e n s i s  p r i m e d  d o n o r s ,  24  h o u r s  p r e v i o u s l y .  
M G P  x  1000



C h a p t e r  9

R e j e c t i o n  of  a l l o g r a f t s  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

w h i c h  a r e  H2 i d e n t i c a l  (CBA a n d  C 3 H - B i )  a n d  b e t w e e n  s t r a i n s  

w h i c h  d i f f e r  a t  t h e  H2 h i s t o c o m p a t i b i l i t y  l o c u s  ( C B A  a n d  B A L B - c )  

(S n e l l  e t  a l ,  1964) ,  A l s o ,  s i n c e  i t  i s  k n o w n  t h a t  s u r v i v a l  of s k i n  

g r a f t s  i s  p r o l o n g e d  i n  t h y m u s - d e p r i v e d  m i c e  ( M i l l e r  e£ a l ,  1 963 ;  

C r o s s  ^ t  a l , 1964)  t h e  s u r v i v a l  of a  g r o u p  of  B A L B - c  g r a f t s  

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

T a b l e  9. 1 s u m m a r i s e s  t h e  n u m b e r s  of a l l o g r a f t s  s t u d i e d .  Of 

214  g r a f t s  i m p l a n t e d ,  210  w e r e  found  m a c r o s c o p i c a l l y  a t  p o s t ­

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

w e r e  o b t a i n e d  f o r  173 g r a f t s .  T h e  r e m a i n i n g  37 g r a f t s ,  w h i c h  

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

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

r e m a i n e d  f o r  s e c t i o n i n g .
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H is to p a t b o lo g y  of r e j e c t i o n

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

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

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

of r e j e c t i o n  e m e r g e d .  T h e  s a m e  e v e n t s  o c c u r r e d  i n  s e q u e n c e  

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

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

G r a f t s  d e v e l o p e d  n o r m a l l y  f o r  a  f e w  d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n ;  

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

c o l u m n a r  e p i t h e l i u m  ( g r a d e :  " n o r m a l " ) .  A t  t h i s  a g e  t h e  l a m i n a

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

v i r t u a l l y  n o  l y m p h o c y t e s  ( C h a p t e r  6).

T h e  e a r l i e s t  s i g n  of g r a f t  r e j e c t i o n  w a s  t h e  a p p e a r a n c e  of  

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

w i th  a c c u m u l a t i o n  of l y m p h o c y t e s  i n  t h e  l y m p h a t i c  v e s s e l s .  

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

l y m p h a t i c s  ( g r a d e :  ML+") ( F i g .  9. l ) .  L a t e r ,  t h e r e  w a s  l y m p h o c y t e  

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

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

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

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

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

P e y e r ' s  p a t c h e s ,  f o u n d  i n  i s o g r a f t s  of t h e  s a m e  a g e ,  a n d  w h i c h  

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

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

g e r m i n a l  c e n t r e s  w e r e  s e e n .

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

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

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

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

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

G r a f t s  w i th  t h e s e  a p p e a r a n c e s  w e r e  g r a d e d  " L + + " .  H o w e v e r ,  

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

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

v i l l o u s  a t r o p h y .  T h e s e  w e r e  c l a s s i f i e d  a s  g r a d e  " F l a t "  ( F i g .  

9 . 2 ) .  O t h e r  i n t e r e s t i n g  f e a t u r e s  w e r e  s e e n  a t  t h i s  s t a g e  of  

r e j e c t i o n .  M a n y  c r y p t s  c o n t a i n e d  a m o r p h o u s  d e b r i s ;  i n  a  f e w  

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

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

of  c e l l s  i n t o  t h e  l u m e n  of t h e  g r a f t .  I n  s e v e r a l  g r a f t s ,  t h e  l u m e n  

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

e p i t h e l i u m  ( F i g .  9 . 3 ) .

In  l a t e  r e j e c t i o n  ( G r a d e  " S u b m u c o s a " )  t h e  e p i t h e l i u m  h a d  b e e n  

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

i n f i l t r a t e d  w i t h  l y m p h o c y t e s  a n d  p l a s m a  c e l l s  ( F i g .  9 . 4 ) .  S e r i a l  

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

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

T i m e - c o u r s e  of  r e j e c t i o n

A f t e r  t h e  p a t h o l o g i c a l  s t a g e s  of  r e j e c t i o n  h a d  b e e n  d e f i n e d ,  

t h e  s e c t i o n s  w e r e  c o d e d ,  m i x e d  a n d  r e v i e w e d ,  a n d  e a c h  w a s  

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

a b o v e :  n o r m a l ,  L+ ,  L++,  f l a t ,  s u b m u c o s a .  T h e  p r o g r e s s i o n  

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

s t u d i e d :  CB A C3H; C 3H  C B A ;  C B A  B A L B - c ;  

B A L B - c  CB A i s  s u m m a r i s e d  i n  F i g s .  9. 5 -  9. 8. I t  c a n  

b e  s e e n  t h a t  g r a f t s  b e t w e e n  CBA a n d  B A L B - c  (H-2 i n c o m p a t i b l e )  

w e r e  r a p i d l y  r e j e c t e d  - n o  n o r m a l  g r a f t s  w e r e  f o u n d  a f t e r  3 

d a y s ,  a n d  a l l  s p e c i m e n s  s h o w e d  c o m p l e t e  r e j e c t i o n  b y  12 d a y s ,  

In  c o n t r a s t ,  w i th  g r a f t s  b e t w e e n  CB A a n d  C 3 H  ( H - 2  c o m p a t i b l e )  

t h e  f i r s t  s i g n s  of r e j e c t i o n  w e r e  s e e n  a t  5 d a y s  a n d  s o m e  t i s s u e s  

w e r e  s t i l l  n o t  c o m p l e t e l y  r e j e c t e d  a t  3 w e e k s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .

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

T h e  r e j e c t i o n  p r o c e s s  in  g r a f t s  of  B A L B - c  f o e t a l  i n t e s t i n e  

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

d e l a y e d  ( F i g .  9 . 9 ) .  F v e n  t h o u g h  d o n o r  a n d  h o s t  s t r a i n s  w e r e  

H - 2 /
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H - 2  i n c o m p a t i b l e ,  h a l f  of  t h e  g r a f t s  s h o w e d  n o  s i g n s  of  

r e j e c t i o n  w h e n  e x a m i n e d  u p  t o  71 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n .

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

w o u l d  b e  c o m p l e t e  r e j e c t i o n  of B A L B - c  g r a f t s  i n  i m m u n o l o g i c -  

a l l y  n o r m a l  CB A m i c e  ( F i g ,  9. 10).  T h e s e  t i s s u e s  h a v e  b e e n  

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

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

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

C o n c l u s i o n s

T h i s  s e r i e s  of  e x p e r i m e n t s  h a s  s h o w n  t h a t  a l l o g r a f t s  of  

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

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

r e j e c t i o n  e n s u e s .

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

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

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

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

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

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

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

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

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

s t r a i n s ,  /



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

i m p a i r e d  a b i l i t y  t o  r e j e c t  a l l o g r a f t s .
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T a b l e  9. 1 D e t a i l s  of  d o n o r - h o s t  s t r a i n  c o m b i n a t i o n s  

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

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

D o n o r  
s t r a i n  : H2

H o s t
s t r a i n :  H2

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

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

CB A  k C 3 H  k 48 38

C 3H  k C B A  k 34 28

CB A  k B A L B - c  d 54 45

B A L B - c  d C B A  k 54 41

B A L B - c  d T h y m u s -  
d e p r i v e d  
C B A  k 24 21



F i g .  9- 1 F a r l y  r e j e c t i o n ,  g r a d e  L + ,  L y m p h o c y t e s  a r e  
p r e s e n t  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  a n d  w i t h i n  t h e  
l y m p h a t i c  v e s s e l s .  G r a f t  of  C 3H  f o e t a l  SI  9 d a y s  
a f t e r  i m p l a n t a t i o n  in  a  CBA m o u s e .
M G P  x  150

F i g ,  9 - 2  E s t a b l i s h e d  r e j e c t i o n ,  g r a d e  F l a t .  T h e  m u c o s a l  
m o r p h o l o g y  is  t y p i c a l  of  s u b t o t a l  v i l l o u s  a t r o p h y .
G r a f t  of C 3 H  f o e t a l  SI 10 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n  i n  
a  CBA m o u s e .
M G P  x  150
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F i g .  9 - 3  E s t a b l i s h e d  r e j e c t i o n ,  w i t h  ' c a s t s '  of e p i t h e l i a l  
c e l l s  w i t h i n  t h e  l u m e n  of  a  g r a f t .  G r a f t  of C 3 H  f o e t a l  
SI 1 5 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n  i n  a  C B A  m o u s e .
H & E x  159

W M ®

■
* .7.'Mht • 1 *

F i g .  9 - 4  L a t e  r e j e c t i o n .  N o  e p i t h e l i u m  i s  p r e s e n t  a n d  t h e  
g r a f t  c o n s i s t s  o n l y  of s u b m u c o s a  a n d  m u s c l e .  G r a f t  
of CB A f o e t a l  SI  13 d a y s  a f t e r  i m p l a n t a t i o n  in  a  
B A L B - c  m o u s e .
H & F  x  150
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HOMOGRAFTS of FOETAL S. I.  
CBA— BALB-C

• HISTOLOGY 

NORMAL-i

L + -

L++ -

FLAT-

SUBMUCOSA-

•  • •  •

•  • • .. :•
• •  • • • •

M •
•  H  • •  M  •  • •

“ i 1------------ 1------------ 1------------r " i
8 10 12 14 16 >16

DAYS after IMPLANTATION of GRAFTS

F i g .  9* 5 P a t h o l o g i c a l  t r a d i n g  of  r e j e c t i o n  o f  g r a f t s  
of  CB A f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i m p l a n t e d  i n  
B A L B - c  m i c e .  E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  
h i s t o l o g y  of a  s i n g l e  g r a f t .  G r a d i n g s  a s  
d e s c r i b e d  in  t e x t .

%
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HQMOGRAFTS of FOETAL S.I, 
BALB-C-^CBA

HISTOLOGY 

NORMAL •  •  • •

L + -

L + + -

FLAT-

SUBMUCOSA-

• •  •

•  M O *  99 %9 99

9 | S  •

M •  H

1
4 6 8 10 12 14 16

DAYS after IMPLANTATION of GRAFTS

F i g .  9> 6 P a t h o l o g i c a l  g r a d i n g  o f  r e j e c t i o n  of  g r a f t s  
of  B A L B - c  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i m p l a n t e d  i n  CB A 
m i c e .  F a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  h i s t o l o g y  of a  
s i n g l e  g r a f t .  G r a d i n g s  a s  d e s c r i b e d  i n  t e x t .



HOMOGRAFTS of FOETAL S.I. 
C B A -^C 3H

HISTOLOGY 

N O R M A L  n  •

L + -

L + +  -  

FLAT- 

S U B M U C O S A -
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""I
20
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22

DAYS o f f e r  IMPLANTATION o f  G R A FT S

F i g .  9- 7 P a t h o l o g i c a l  g r a d i n g  of  r e j e c t i o n  of  g r a f t s  of 
C B A  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i m p l a n t e d  i n  C 3 H  m i c e .  
E a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  h i s t o l o g y  of  a  s i n g l e  
g r a f t .  G r a d i n g s  a s  d e s c r i b e d  in  t e x t .
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% H istology 

NORMAL-i •

L+-

L + + -

FLAT-

SUBMUCOSA-

HOM OGRAFTS of FOETAL S I  

C 3H -*-C B A
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8 10 12 14 16 18 20

Days after Implantation of G rafts

F i g .  9- 8 P a t h o l o g i c a l  g r a d i n g  of r e j e c t i o n  o f  g r a f t s  of  
C 3 H  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i m p l a n t e d  i n  C B A  m i c e .  
F a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  t h e  h i s t o l o g y  of  a  s i n g l e  
g r a f t .  G r a d i n g s  a s  d e s c r i b e d  i n  t e x t .



HOMOGRAFTS of FOETAL S I 
Histology BALB-c-►■Thymus Deprived CBA
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Days after Implantation of G rafts

F i g .  9 - 9  P a t h o l o g i c a l  g r a d i n g  of r e j e c t i o n  of  g r a f t s  
o f ' B A L B - c  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  i m p l a n t e d  in  
t h y m u s - d e p r i v e d  C B A  m i c e .  F a c h  p o i n t  r e p r e s e n t s  
t h e  h i s t o l o g y  of  a  s i n g l e  g r a f t .  G r a d i n g s  a s  d e s c r i b e d  
in  t e x t .
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F i g .  9- 10 C o m p l e t e l y  n o r m a l  a p p e a r a n c e  of a l l o g r a f t  
of B A L B - c  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e ,  60 d a y s  a f t e r  
i m p l a n t a t i o n  i n  a  t h y m u s - d e p r i v e d  CB A m o u s e .
H & F  x  150



C h a p t e r  10 

G e n e r a l  D i s c u s s i o n
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T h e  m a j o r i t y  of n o n e p i t h e l i a l  c e l l s  w i t h i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n a l  

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

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

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

a n d  L a n d e r s  (1967)  a n d  h a v e  r e c e n t l y  b e e n  c o n f i r m e d  b y  o t h e r  

w o r k e r s  ( C o l la n ,  1972;  O t t o  a n d  W a lk e ,  1972 ) .  T h e  c l a i m  of  

A n d r e w  (1965) ,  t h a t  I E  l y m p h o c y t e s  d e g e n e r a t e  d u r i n g  t h e i r  s t a y  

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

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

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

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

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

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

h a v e  i r r e g u l a r  s h a p e s ,  c o u l d  b e  r e g a r d e d  a s  e v i d e n c e  t h a t  t h e y  

a r e  e n g a g e d  in  a  l o c a l  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e .  H o w e v e r ,  w h e n  

a n t i g e n - f r e e  m o u s e  i n t e s t i n e  w a s  c o m p a r e d  w i t h  n o r m a l  h u m a n  

o r  m o u s e  s m a l l  i n t e s t i n e ,  n o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s i z e  o f  I E  

l y m p h o c y t e s  o r  i n  t h e i r  m o r p h o l o g y  c o u l d  b e  d e t e c t e d .  T h e  s a m e  

i s  t r u e  of t h e  i n t e n s e l y  i n f l a m e d  s m a l l  i n t e s t i n e  of p a t i e n t s  w i t h  

c o e l i a c  d i s e a s e  ( C h a p t e r  4) .  O t t o  a n d  W a l k e  (1972)  h a v e  a l s o  

f o u n d  n o  u l t r a s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  w h i c h  a l l o w e d  t h e m  t o  d i f f e r e n t i a t e  

t h e  I E  l y m p h o c y t e s  of  c o e l i a c  p a t i e n t s  f r o m  t h o s e  of  n o r m a l  

i n d i v i d u a l s ,  e v e n  a l t h o u g h  t h e  n u m b e r s  of  I E  l y m p h o c y t e s  w e r e  

g r e a t l y /
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g r e a t l y  i n c r e a s e d  i n  c o e l i a c  d i s e a s e .  T h u s  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  

t h e  f a i r l y  l a r g e  s i z e  of I F  l y m p h o c y t e s  i s  s i m p l y  a  r e f l e c t i o n  

of  t h e  f a c t  t h a t  l y m p h o c y t e s  w h i c h  h o m e  t o  t h e  i n t e s t i n a l  v i l l i  

a r e  l a r g e r  t h a n  t h e  t y p i c a l  s m a l l  l y m p h o c y t e s  w h i c h  h o m e  t o  

o t h e r  l y m p h o i d  t i s s u e s .

U n f o r t u n a t e l y ,  l i g h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  a r e  u n s u i t a b l e  f o r  

a s s e s s m e n t  of d y n a m i c  p h e n o m e n a  s u c h  a s  m o t i l i t y  of  l y m p h o c y t e s  

a n d  t h e  d i r e c t i o n  of  m i g r a t i o n  a c r o s s  t h e  b a s a l  l a m i n a .  In  

a d d i t i o n ,  t h e  u l t i m a t e  p r o o f  of a n  e x t r a - i n t e s t i n a l  o r i g i n  o f  I F  

l y m p h o c y t e s  is  s t i l l  l a c k i n g ,  d e s p i t e  a n  e x t e n s i v e  s e r i e s  of  

e x p e r i m e n t s  i n v o lv i n g  i n t r a v e n o u s  i n f u s i o n  of  i s o t o p i c a l l y  

l a b e l l e d  t h y m u s ,  s p l e e n  a n d  l y m p h  n o d e  l y m p h o c y t e s ,  n o n e  of 

w h i c h  h a v e  b e e n  fo u n d  i n  a n  i n t r a e p i t h e l i a l  s i t e  ( P a r r o t t  a n d  

F e r g u s o n ,  i n  p r e s s  a n d  C h a p t e r  8) . H o w e v e r ,  H t h y m i d i n e  

l a b e l l e d  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  l y m p h o b l a s t s  e n t e r  t h e  l a m i n a  

p r o p r i a ,  o f t e n  a t  a  s i t e  c l o s e  t o  t h e  b a s a l  l a m i n a  of  t h e  e p i t h e l i u m .  

M a n y  l y m p h o c y t e s  c a n  b e  s e e n  i n  t r a n s i t  a c r o s s  t h i s  b a s e m e n t  

m e m b r a n e  ( a l t h o u g h  l a b e l l e d  c e l l s  h a v e  n o t  y e t  b e e n  o b s e r v e d  

t o  d o  so)  a n d  t h e  I F  l y m p h o c y t e s  a r e  s i m i l a r ,  i n  s i z e  a n d  

a p p e a r a n c e ,  to  t h o s e  of  t h e  l a m i n a  p r o p r i a .  I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  

i n  f u r t h e r  w o r k  on t r a f f i c  of l y m p h o b l a s t s  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  

t o  s t r i k e  on t h e  r i g h t  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  w h e r e b y  l a b e l l e d  

l y m p h o c y t e s /
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l y m p h o c y t e s  w i l l  b e  t r a c e d  f r o m  b l o o d ,  v i a  t h e  l a m i n a  p r o p r i a ,  

t o  t h e  i n t r a e p i t h e l i a l  s i t e .

T h e  m o v e m e n t s  of l y m p h o c y t e s  w i t h i n  t h e  e p i t h e l i u m  m u s t  b e  

c o n s i d e r e d  i n  t h e  c o n t e x t  of  t h e  e s t a b l i s h e d  k i n e t i c s  of  s m a l l  

i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  c e l l s .  E n t e r o c y t e  m i t o s i s  i s  c o n f i n e d  t o  t h e  

c r y p t s  of L i e b e r k u h n ;  c o l u m n s  of  e n t e r o c y t e s  m o v e  f r o m  t h e  

c r y p t s  on to  t h e  s i d e s  of t h e  v i l l i  a n d ,  i n  m i c e ,  a r e  e x t r u d e d  

f r o m  t h e  v i l l o u s  t i p s  a t  a b o u t  2 d a y s  a f t e r  t h e i r  f o r m a t i o n  

( L e b l o n d  and  M e s s n i e r ,  1958) .  T h e  i r r e g u l a r  a p p e a r a n c e  of  I E  

l y m p h o c y t e s  s u g g e s t s  t h a t  t h e y  a l s o  a r e  m o t i l e .  T h e y  a r e  

p r o b a b l y  s w e p t  up t h e  v i l l i  a lo n g  w i t h  t h e  s h e e t s  of e n t e r o c y t e s  

f o r  t h e y  h a v e  n o  o b v i o u s  s i t e s  of a d h e s i o n  t o  t h e  b a s e m e n t  

m e m b r a n e .  W i t h in  t h e  m o v i n g  e p i t h e l i u m  t h e y  p r o b a b l y  m o v e  

a r o u n d  in  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e ,  e x t e n d i n g  p s e u d o p o d i a  a n d  

p e r h a p s  s a m p l i n g  t h e  e n v i r o n m e n t  b y  m e a n s  of  p i n o c y t o t i c  

v e s i c l e s  o r  c a v e o l a e .  In  t h i s  s i t e  t h e y  m a k e  c o n t a c t  w i t h  o t h e r  

l y m p h o c y t e s  ( C h a p t e r  4) a n d  w i th  p r o c e s s e s  of  l a m i n a  p r o p r i a  

m a c r o p h a g e s  ( C o l l a n ,  1972 ) .  F i n a l l y ,  t h e y  m a y  l e a v e  t h e  

e p i t h e l i u m  b y  r e - e n t e r i n g  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  ( M e a d e r  a n d  

L a n d e r s ,  1967)  o r  t h e y  m a y  f a l l  off i n t o  t h e  i n t e s t i n a l  l u m e n  

w i th  t h e  a d j a c e n t  e f f e t e  c o l u m n a r  c e l l s  ( s e e  F i g .  5 .  12) .  T o  

d a t e  n o  f u n c t i o n  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  t h e s e  f r e e  l y m p h o c y t e s  

w i t h i n  the  i n t e s t i n a l  l u m e n  a n d  t h e i r  l i f e s p a n  w i t h i n  t h i s  

e n v i r o n m e n t /
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e n v i r o n m e n t  h a s  n o t  b e e n  i n v e s t i g a t e d .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e y  

s u r v i v e  f o r  long  -  c e r t a i n l y  s u c h  f r e e  l y m p h o c y t e s  h a v e  n o t  

b e e n  o b s e r v e d  w i t h i n  t h e  l u m e n a  of  t h e  l o n g - s t a n d i n g  i s o g r a f t s  

of  i n t e s t i n e  s t u d i e d  i n  t h i s  t h e s i s .

T h e r e  a r e  I F  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  v i l l i  of r a t ,  c h i c k e n  a n d  h u m a n  

f o e t u s e s ,  b e f o r e  e x p o s u r e  t o  a n y  i m m u n o g e n s  ( B a c k  1 9 7 2 a ;  

F i c h t e l i u s ,  1969a ;  p e r s o n a l  u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .  T h e y  

a r e  a l s o  p r e s e n t  in  g e r m - f r e e  r a t s  a n d  m i c e  a n d  i n  e s t a b l i s h e d  

a n t i g e n - f r e e  g r a f t s  of  m o u s e  a n d  r a t  i n t e s t i n e  ( F i c h t e l i u s ,  1968 ;  

C h a p t e r s  4 and  5).  C l e a r l y  t h e  p r e s e n c e  of I F  l y m p h o c y t e s  d o e s  

n o t  c o r r e l a t e  d i r e c t l y  w i t h  t h e  e x t e n t  of  a n t i g e n  e x p o s u r e ,  

a l t h o u g h  l o c a l  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  m a y  i n c r e a s e  t h e i r  n u m b e r s .

T h e  t i m e  c o u r s e  of a p p e a r a n c e  of  l y m p h o c y t e s  i n  m o u s e  i n t e s t i n e  

i s  i n t e r e s t i n g  b e c a u s e  l y m p h o i d  c e l l s  a p p e a r  i n  t h e  v i l l i  of  n o r m a l  

m o u s e  s m a l l  i n t e s t i n e  i n  t h e  t h i r d  w e e k  a f t e r  b i r t h ,  a r o u n d  t h e  

t i m e  of w e a n i n g ,  w h e n  t h e  y oung  m o u s e  b e g i n s  t o  s a m p l e  f o o d s  

o t h e r  t h a n  m i l k .  T h i s  i s  a  t i m e  w h e n  t h e r e  a r e  p r o f o u n d  c h a n g e s  

i n  s m a l l  i n t e s t i n a l  e n z y m e s  (M oog ,  1962 ;  A r t h u r ,  1 9 6 8 ) ;  i n  t h e  

m i t o t i c  r a t e  of c r y p t  c e l l s  a n d  in  e n t e r o c y t e  l i f e s p a n  ( O ' C o n n o r ,  

1966)  a n d  w h e n  t h e r e  i s  c e s s a t i o n  of  p i n o c y t o s i s  a n d  " c l o s u r e "  

to  t h e  a b s o r p t i o n  of m a c r o m o l e c u l e s  s u c h  a s  i m m u n o g l o b u l i n s  

( B r a m b e l l /
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( B r a m b e l l ,  1966 ,  1970) .  A l l  of  t h e s e  s e e m  a p p r o p r i a t e  a d a p t ­

a t i o n s  to  c h a n g e s  i n  a m o u n t  a n d  t y p e  of f o o d  i n  t h e  w e a n l i n g  

i n t e s t i n e  ( S u n s h i n e ,  1971) ,  y e t  a l t h o u g h  c l o s u r e ,  e n z y m e  

p a t t e r n s  and  c e l l  t u r n o v e r  t i m e s  c a n  b e  i n f l u e n c e d  b y  c o r t i s o n e  

t r e a t m e n t  o r  b y  a l t e r a t i o n s  i n  d i e t  ( r e v i e w e d  b y  K o l d o v s k y ,

1969;  B r a m b e l l ,  1970) ,  t h e  f a c t o r s  w h i c h  i n i t i a t e  t h e s e  c h a n g e s  

i n  t h e  n o r m a l  s i t u a t i o n  h a v e  s t i l l  t o  b e  d e f i n e d .

In m y  s t u d i e s  of  t h e  m a t u r a t i o n  of  i s o g r a f t s  of  i n t e s t i n e ,  t w o  

of  t h e s e  w e a n l i n g  c h a n g e s  c o r r e l a t e  w i th  t h e  l y m p h o c y t e  s t u d i e s .  

P i n o c y t o s i s  h a s  o n l y  b e e n  o b s e r v e d  i n  a n t i g e n - f r e e  g r a f t s  of  

l e s s  t h a n  17 d a y s  d u r a t i o n  ( P  G T o n e r ,  u n p u b l i s h e d ) .  A l s o ,  

sequential ehange§ in the brush bofder e n z y m e s ,  s u c r a s e  a n d  

l a c t a s e ,  o c c u r r e d  i n  g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  a t  t h e  s a m e  t i m e  

a s  in  n o r m a l l y  s i t e d  i n t e s t i n e  ( F e r g u s o n  et. a l ,  1 9 73 ) .  T h u s ,  f o r  

t h e s e  tw o  p r o p e r t i e s  a t  l e a s t ,  t h e  c a p a c i t y  f o r  m a t u r a t i o n  f r o m  

p r e - w e a n i n g  to  p o s t - w e a n i n g  i s  a l r e a d y  p r e s e n t  i n  f o e t a l  s m a l l  

i n t e s t i n e  a t  t h e  t i m e  of  g r a f t i n g .

T h e  p e n e t r a t i o n  b y  l y m p h o c y t e s  of  t h e  w e a n l i n g  s m a l l  i n t e s t i n e  

c o u ld  b e  f o r  s e v e r a l  r e a s o n s .  T h e  a p p r o p r i a t e  l y m p h o c y t e s  m a y  

b e  r e l e a s e d  i n t o  t h e  v a s c u l a r  c o m p a r t m e n t  a r o u n d  t h i s  t i m e ;  

t h e i r  a p p e a r a n c e  i n  t h e  i n t e s t i n a l  v i l l i  m a y  b e  t h e  r e s u l t  of  t h e  

p r e s e n c e  of f o o d  o r  m i c r o b i a l  a n t i g e n s  w i t h i n  t h e  g u t  l u m e n ;  

t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  m a y  o n l y  b e c o m e  r e c e p t i v e  t o  t h e  e n t r y  of  

l y m p h o c y t e s  /



l y m p h o c y t e s  a r o u n d  t h i s  t i m e ;  o r  a  c o m b i n a t i o n  of t h e  a b o v e  

f a c t o r s  m a y  b e  i n v o l v e d .  G r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  a r e  i m p l a n t e d  

in  a d u l t  h o s t s ,  w h o s e  n o r m a l l y  s i t e d  s m a l l  i n t e s t i n a l  v i l l i  

c o n t a i n  m a n y  l y m p h o i d  c e l l s .  H o w e v e r ,  i t  i s  o n l y  a f t e r  t h e  

g r a f t e d  t i s s u e s  h a v e  r e a c h e d  a n  a g e  e q u i v a l e n t  t o  t h e  u s u a l  t i m e  

of w e a n i n g  (2 -3  w e e k s )  t h a t  g r a f t  v i l l i  b e c o m e  p o p u l a t e d  b y  

l y m p h o c y t e s  and  p l a s m a  c e l l s .  T h u s ,  i n  t h e  s a m e  w a y  t h a t  

g r a f t s  h a v e  a n  i n t r i n s i c  c a p a c i t y  f o r  m a t u r a t i o n  of  e n z y m e  

p a t t e r n s ,  t h e y  s e e m  t o  h a v e  a n  i n t r i n s i c  t i m e - b a s e d  m e c h a n i s m  

w h e r e b y  t h e y  o n ly  b e c o m e  r e c e p t i v e  t o  t h e  e n t r y  of c e r t a i n  t y p e s  

of l y m p h o c y t e s  a t  2 - 3  w e e k s  a f t e r  t h e  t i m e  of  b i r t h .  F u r t h e r  

e x p e r i m e n t s  a r e  r e q u i r e d  t o  i d e n t i f y  j u s t  w h a t  a s p e c t  of  l o c a l  

t i s s u e  m a t u r a t i o n  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  o n s e t  of  l y m p h o i d  c e l l  

i n f i l t r a t i o n  of v i l l i .  P o s s i b i l i t i e s  i n c l u d e  c h a n g e s  i n  t h e  e n d o t h ­

e l i u m  o r  b a s e m e n t  m e m b r a n e s  of  t h e  c a p i l l a r i e s  o r  v e n u l e s  of 

t h e  v i l l i ,  c h a n g e s  i n  t h e  g r o u n d  s u b s t a n c e  of t h e  l a m i n a  p r o p r i a ,  

o r  t h e  o n s e t  of l o c a l  s e c r e t i o n  of  h o r m o n e s  b y  t h e  i n t r a e p i t h e l i a l  

e n d o c r i n e  c e l l s .

T h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r s  5 a n d  6 s h o w  t h a t  t h e  

I F  l y m p h o c y t e s  d o  n o t  f o r m  a  u n i f o r m  p o p u l a t i o n ,  b u t  t h a t  t h e r e  

a r e  t h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  c e l l s ,  w h o s e  
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t h e  s m a l l  i n t e s t i n a l  t i s s u e ,  a n d  t o  t h e  n a t u r e  a n d  d e g r e e  of  

a n t i g e n i c  e x p o s u r e  v i a  t h e  l u m e n .  I n d e e d ,  p e r h a p s  t h e  m o s t  

s t r i k i n g  f ind ing  h a s  b e e n  t h a t  i n  t h e  a b s e n c e  of  i n t r a l u m i n a l  

s t i m u l a t i o n  b y  t h e  a n t i g e n s  n o r m a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  g u t  t h e r e  a r e  

p r o f o u n d  e f f e c t s  on  t h e  I F  l y m p h o c y t e s ,  w h o s e  n u m b e r s  w e r e  

d r a m a t i c a l l y  r e d u c e d  ( in  a n t i g e n - f r e e  g r a f t s )  w h e n  c o m p a r e d  

w i th  n o r m a l l y - s i t e d  s m a l l  i n t e s t i n e  of t h e  s a m e  " p o s t - n a t a l  

a g e "  o r  w i th  t h e  h o s t  a n i m a l ' s  ow n  i n t e s t i n e .  G r a f t s  of  g u t  

i m p l a n t e d  u n d e r  t h e  k i d n e y  c a p s u l e  a r e  n o t ,  o f  c o u r s e ,  n o r m a l ,  

b u t  t h e i r  g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  c l o s e l y  p a r a l l e l  n o r m a l  g u t  

a n d  i t  s e e m s  j u s t i f i a b l e  t o  a s c r i b e  t h e  d i f f e r e n c e s  i n  l y m p h o c y t e  

p o p u l a t i o n s  t o  i m m u n o l o g i c a l  p r o c e s s e s  r a t h e r  t h a n  t o  d i f f e r e n c e s  

in  v a s c u l a r  o r  n e r v o u s  c o n n e c t i o n s ,  a l t h o u g h  t h e s e  c a n n o t  b e  

r u l e d  out  e n t i r e l y .

I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e r e  w e r e  s i m i l a r  n u m b e r s  o f  I F  l y m p h o ­

c y t e s  i n  e s t a b l i s h e d  a n t i g e n - f r e e  i s o g r a f t s  of s m a l l  i n t e s t i n e  

i n  CBA m i c e  a n d  i n  t h e  n o r m a l l y - s i t e d  s m a l l  i n t e s t i n e  of g e r m -  

f r e e  m i c e  of the  C 3H  s t r a i n .  T h i s  c o i n c i d e n c e  i n  r e s u l t s  m a y  b e  

m e r e l y  f o r t u i t o u s .  H o w e v e r ,  i t  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h e  a n t i g e n s  

w i t h i n  the  l u m e n  of g e r m - f r e e  m o u s e  i n t e s t i n e  p l a y  l i t t l e  p a r t  

in  t h e  r e g u l a t i o n  of t h e  n u m b e r s  of  I F  l y m p h o c y t e s  a n d  of  l a m i n a  
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p r o p r i a  l y m p h o i d  c e l l s .  T h i s  w o u l d  b e  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  i n f l u e n c e  

of  t h e s e  i n t r a l u m i n a l  a n t i g e n s  on P e y e r ' s  p a t c h e s ,  f o r  t h e  P e y e r ' s  

p a t c h e s  of g e r m - f r e e  m i c e  w e r e  m u c h  l a r g e r  t h a n  t h e  P e y e r ' s  

p a t c h e s  of a n t i g e n - f r e e  g r a f t s .

T h e s e  f i n d i n g s  of l o w  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  g e r m - f r e e  m i c e  

d i f f e r  f r o m  t h o s e  of F i c h t e l i u s ,  w h o  r e p o r t e d  t h a t  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  n u m b e r s  of  I E  l y m p h o c y t e s  w h e n  g e r m - f r e e  a n d  

c o n v e n t i o n a l l y  r e a r e d  r a t s  w e r e  c o m p a r e d  ( F i c h t e l i u s ,  1 9 6 8 ) .  

H o w e v e r ,  he s t u d i e d  o n l y  4 g e r m - f r e e  r a t s  a n d  i t  m a y  b e  t h a t  

he  w ou ld  h a v e  f o u n d  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i f  h e  h a d  u s e d  a  

l a r g e r  s e r i e s .  N e v e r t h e l e s s ,  m y  o w n  r e s u l t s  c o u l d  b e  c r i t i c i s e d  

b e c a u s e  X did no t  h a v e  a  g r o u p  of  c o n v e n t i o n a l l y  r e a r e d  C 3 H  m i c e  

f r o m  D r .  S a l o m o n ' s  l a b o r a t o r y  w i th  w h i c h  t o  c o m p a r e  t h e  g e r m -  

f r e e  C3H f r o m  t h e  s a m e  s o u r c e .

T h e  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  n o r m a l ,  g e r m - f r e e  a n d  a n t i g e n - f r e e  

g u t  a r e  i m p o r t a n t  b e c a u s e  i n  g e r m - f r e e  m i c e  t h e r e  i s  p r o f o u n d  

r e d u c t i o n  of a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n ,  n o t  o n l y  v i a  t h e  g u t  l u m e n  b u t  

a l s o  s y s t e m i c a l l y .  In  c o n t r a s t ,  i s o g r a f t s  of  g u t  a r e  d e p r i v e d  of  

i n t r a l u m i n a l  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  b u t  g r o w  i n  f u l l y  m a t u r e ,  

c o n v e n t i o n a l l y  r e a r e d  a n d  f e d ,  m i c e ,  m a n y  o f  w h i c h  h a r b o u r  

p a r a s i t e s  a n d  p a t h o g e n i c  m i c r o o r g a n i s m s .  I t  i s  a l r e a d y  k n o w n  

t h a t  m a c r o m o l e c u l e s  c a n  b e  t r a c e d  f r o m  t h e  b l o o d s t r e a m  t o  t h e  

e x t r a c e l l u l a r  f l u i d  of t h e  l a m i n a  p r o p r i a  a n d  e v e n  t o  t h e  i n t e r ­
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c e l l u l a r  s p a c e s  of n o r m a l  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  ( D o b b i n s  e t  a l ,  

1968) .  T h e r e  s e e m s  n o  r e a s o n  w h y  s u c h  m a c r o m o l e c u l e s  (eg  

d e r i v e d  f r o m  f o o d s )  a n d  o t h e r  p o t e n t i a l  i m m u n o g e n s  (eg  e n d o ­

t o x i n s )  s h o u ld  n o t  g a i n  a c c e s s  t o  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  of  g r a f t s  

of  i n t e s t i n e .  Y e t  t h e  l o w  n u m b e r s  of  I F  l y m p h o c y t e s  a n d  p l a s m a  

c e l l s  in  g r a f t e d  i n t e s t i n e  s u g g e s t s  t h a t  t h e i r  p r e s e n c e  i n  t h e  v i l l i  

r e l a t e s  t o  i n t r a l u m i n a l  a n t i g e n s  r a t h e r  t h a n  a n t i g e n  e l s e w h e r e  i n  

t h e  a n i m a l .  T h i s  s e e m s  a l s o  t o  b e  t r u e  f o r  P e y e r ’s p a t c h e s  of 

g r a f t e d  i n t e s t i n e ,  w h i c h  a r e  t i n y  a n d  l a c k  g e r m i n a l  c e n t r e s ,  e v e n  

th o u g h  g e r m i n a l  c e n t r e s  a r e  p r e s e n t  i n  a l m o s t  a l l  t h e  o t h e r  

p e r i p h e r a l  l y m p h o i d  t i s s u e s  of  t h e  h o s t .

There are at lea§t t w o  ways i n  w h i c h  t h e  p r e s e n c e  of  i n t r a l u m i n a l  

a n t i g e n  m a y  i n f l u e n c e  t h e  n u m b e r s  of  I F  l y m p h o c y t e s .  L o c a l  

a n t i g e n  w i t h in  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  m a y  a t t r a c t  t o  t h e  v i l l i  l a r g e r  

n u m b e r s  of l y m p h o b l a s t s .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e r e  m a y b e  a  u n i f o r m  

r a t e  of h o m in g  of l y m p h o b l a s t s  to  t h e  g u t ,  i r r e s p e c t i v e  of  t h e  

p r e s e n c e  of i n t r a l u m i n a l  a n t i g e n s ,  a s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  

r e c e n t  e x p e r i m e n t s  o n  t h e  h o m i n g  of  r a t  l y m p h o b l a s t s  ( M o o r e  

a n d  Ha l l ,  1972) .  If  t h e  t r a f f i c  of l y m p h o b l a s t s  i s  c o n s t a n t ,  

i n c r e a s e d  n u m b e r s  of  I F  l y m p h o c y t e s  ( an d  of  l a m i n a  p r o p r i a  

l y m p h o i d  c e l l s )  c o u ld  r e s u l t  f r o m  a n  e f f e c t  of  a n t i g e n ,  p r o l o n g i n g  

t h e i r  s t a y  i n  t h e  v i l l i .  A l t e r n a t i v e l y ,  a n t i g e n  c o u l d  i n d u c e  f u r t h e r  

c e l l  d i v i s i o n ,  o r  i n c r e a s e  t h e i r  r a t e  of m i t o s i s ,  W e h a v e  f o u n d  

t h a t /



t h a t  a b o u t  5% of n o r m a l  s m a l l  i n t e s t i n a l  I E  l y m p h o c y t e s  w i l l  

3
i n c o r p o r a t e  H t h y m i d i n e  a f t e r  a n  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n  of 

25 uc  H t h y m i d i n e  ( F e r g u s o n  a n d  P a r r o t t ,  u n p u b l i s h e d ) .  T h i s  

s e e m s  t o  b e  u n i n f l u e n c e d  b y  t h e  p r e s e n c e  of i n t r a l u m i n a l

O
a n t i g e n  s i n c e  a s i m i l a r  r a t e  of  H 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  

o b t a i n e d  f o r  I E  l y m p h o c y t e s  of a n t i g e n - f r e e  g r a f t s .  T h u s ,  

d i f f e r e n c e s  i n  t h e  i n c i d e n c e  of  I E  l y m p h o c y t e  m i t o s i s  c a n n o t  b e  

t h e  on ly  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  a n t i g e n - r e l a t e d  v a r i a t i o n  i n  n u m b e r s  

of  I F  l y m p h o c y t e s .

I h a v e  b e e n  a b l e  t o  s t u d y  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  i n  t h y m u s - d e p r i v e d  

a n d  i n t a c t  m i c e ,  p r e p a r e d  a n d  r e a r e d  i n  a  v a r i e t y  o f  w a y s ,  a n d  

t h e r e b y  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e r e  a r e  b o t h  t h y m u s - d e p e n d e n t  

a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  I E  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e .

I found  t h a t  a t  t h e  a g e  of  6 w e e k s ,  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  

m i c e  h a d  on ly  o n e - t h i r d  a s  m a n y  I F  l y m p h o c y t e s  a s  t h e i r  

u n t r e a t e d  l i t t e r m a t e s  . S i m i l a r  f i n d i n g s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  m i c e  

a n d  c h i c k e n s  ( F i c h t e l i u s  ^ t  a l ,  1968b ;  B a c k ,  1 9 7 0 a ) .  W h e r e a s  

t h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h y m e c t o m i s e d  a n d  i n t a c t  c o n v e n t i o n a l l y  

r e a r e d  m i c e  b e c a m e  l e s s  w i t h  a g e ,  t h i s  w a s  n o t  s o  f o r  g e r m - f r e e  

m i c e .  In  t h e  g r o u p  s t u d i e d ,  a g e d  6 m o n t h s ,  t h e r e  w e r e  s t i l l  

s i g n i f i c a n t l y /
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s i g n i f i c a n t l y  f e w e r  I E  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  

m i c e  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e i r  l i t t e r m a t e s ,  S o m e w h a t  s u r p r i s ­

ing ly ,  a  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n  i n  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  w a s  n o t  

a p p a r e n t  in  g r a f t s  i m p l a n t e d  i n  t h y m u s - d e p r i v e d  m i c e ,  e v e n  

t h o u g h  t h e  h o s t s  h a d  low  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  t h e i r  n o r m a l l y  

s i t e d  s m a l l  i n t e s t i n e .

T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  I E  l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  n e o n a t a l l y  

t h y m e c t o m i s e d  a n d  n o r m a l  m i c e ,  a l t h o u g h  m i n o r  i n  c o m p a r i s o n  

w i th  t h e  e f f e c t s  of a n t i g e n ,  h a v e  c o n s i d e r a b l e  t h e o r e t i c a l  

i m p o r t a n c e  f o r  t h e y  d e m o n s t r a t e  t h a t ,  a s  i n  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  

b o th  t h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  I F  l y m p h o c y t e s  

a r e  p r e s e n t .  T h e  f a c t s  of  t h e i r  d u a l  n a t u r e  a n d  t h e i r  a b i l i t y  t o  

r e s p o n d  t o  a n t i g e n  a r g u e  a g a i n s t  t h e  t h e o r y  t h a t  t h e y  c o n s t i t u t e  

a  p r i m a r y  l y m p h o i d  o r g a n  o r  b u r s a  e q u i v a l e n t .

Of t h e  v a r i o u s  g r o u p s  of  t h y m u s - d e p r i v e d  a n d  n o r m a l  m i c e  w h i c h  

h a v e  b e e n  c o m p a r e d ,  t h e  m o s t  p r o f o u n d  d i f f e r e n c e s  h a v e  b e e n  

fo u n d  i n  young  m i c e ,  a n d  i n  g e r m - f r e e  a n i m a l s  -  i e  i t  i s  i n  

t h e s e  s i t u a t i o n s  t h a t  T  c e l l s  f o r m  a  r e l a t i v e l y  g r e a t e r  p r o p o r t i o n  

of  t h e  I E  l y m p h o c y t e s .  I n  t h i s  p r o p e r t y  t h e  c o m p o s i t i o n  of  t h e  I E  

l y m p h o c y t e s  c o r r e s p o n d s  w i t h  t h a t  of t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  

( C h a p t e r s  2 a n d  7). T h e s e  f i n d i n g s  m a y  i n d i c a t e  t h a t  t h y m u s -  

d e p e n d e n t  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  v i l l i  of  w e a n l i n g  a n d  g e r m - f r e e  m i c e  
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a r e  i n v o lv e d  in  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  n o n - l i v i n g ,  d i e t a r y  

a n t i g e n s ,  w h e r e a s  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  c o m m e n s a l  g u t  

b a c t e r i a  a r e  m a i n l y  m e d i a t e d  b y  t h y m u s - i n d e p e n d e n t ,  B 

l y m p h o c y t e s .

A l t h o u g h  th e  e x p e r i m e n t s  d i s c u s s e d  a b o v e  i n d i c a t e d  t h a t  I E  

l y m p h o c y t e ~ p o p u l a t i o n s  h a v e  a t t r i b u t e s  of  t h y m u s - d e p e n d e n c e  

a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n c e ,  t h e  l y m p h o c y t e  m i g r a t i o n  s t u d i e s  

( C h a p t e r  8) s h o w  c l e a r l y  t h a t  l y m p h o c y t e s  of  t h e  i n t e s t i n a l  v i l l i  

m u s t  r e p r e s e n t  s p e c i a l  c a t e g o r i e s  of  T a n d  B c e l l s .  T h e  o n l y  

l a b e l l e d  l y m p h o c y t e s  w h i c h  c o u l d  b e  t r a c e d  t o  t h e  v i l l i  w e r e  H 

t h y m i d i n e  l a b e l l e d  l y m p h o c y t e s  f r o m  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  of 

m i c e  w h ic h  h a d  b e e n  e i t h e r  n e w l y  s t i m u l a t e d  w i t h  f o o d  a n t i g e n s  

o r  w h ic h  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  i n t e s t i n a l  p a r a s i t e s .  T h u s ,  t h e i r  

m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  p r o b a b l y  c o n t a i n e d  m a n y  c e l l s  s p e c i f i c a l l y  

o r i e n t a t e d  t o w a r d s  t h e  g u t ,  o r  g u t  a n t i g e n s .  H o w e v e r ,  t h e s e  

p r i m e d  c e l l s  h o m e d  t o  g u t  t i s s u e  e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  of i n t r a ­

l u m i n a l  gu t  a n t i g e n s  ( ie  t o  g r a f t s )  a n d  w i t h i n  t h e  l i m i t s  of  

a s s e s s m e n t  f r o m  s e c t i o n s  of a u t o r a d i o g r a p h  t h e  n u m b e r s  of  

i n j e c t e d  c e l l s  f o u n d  i n  g r a f t s  w e r e  t h e  s a m e  a s  i n  n o r m a l l y  

s i t e d  gu t  -  f i n d i n g s  w h i c h  a g r e e  w i th  t h o s e  of H a l l  a n d  h i s  c o ­

w o r k e r s  i n  s i m i l a r  e x p e r i m e n t s  i n  r a t s  ( H a l s t e a d  a n d  H a l l ,  1972 ;  
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M o o r e  and H a l l ,  1972) ,  T h i s  q u i t e  d i s t i n c t  g r o u p  o f  c e l l s  w h i c h

m i g r a t e d  to  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  of m o u s e  g u t  r e s e m b l e d  c l o s e l y ,

i n  m o r p h o l o g i c a l  a n d  " s o u r c e "  c h a r a c t e r i s t i c s ,  t h e  c e l l s  w h i c h

o t h e r  w o r k e r s  h a v e  f o u n d  t o  h o m e  t o  t h e  l a m i n a  p r o p r i a .  T h e y

3
a r e  l a r g e  l y m p h o c y t e s ,  t h e y  l a b e l  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  w i t h  H  

t h y m i d i n e ,  and  a r e  f o u n d  i n  t h o r a c i c  d u c t  l y m p h  o r  i n  t h e  

m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  ( G o w a n s  a n d  K n i g h t ,  1964 ;  D e l o r m e  

^ t  a l , 1969;  G r i s c e l l i  e t  a l ,  1969 ;  H a l l  e t  a l ,  1 9 72 ) ,  T h e  s o u r c e  

of  t h e s e  l y m p h o b l a s t s  s e e m s  t o  b e  i m p o r t a n t ,  f o r  i n  m y  e x p e r i m e n t s

3
H t h y m i d i n e - l a b e l l e d  l a r g e  l y m p h o i d  c e l l s  t a k e n  f r o m  s o u r c e s  

o t h e r  t h a n  m e s e n t e r i c  n o d e  d id  n o t  h o m e  t o  t h e  g u t .

U n f o r t u n a t e l y  t h e r ©  i s ,  a s  y e t ,  n o  p r o o f  t h a t  t h e  s a m e  c e l l s  w h i c h  

h o m e  to  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  a l s o  p e n e t r a t e  t h e  e p i t h e l i u m  o r  a r e  

t h e  p r o g e n i t o n  of t h e  IE* l y m p h o c y t e s .  G o l d s c h n e i d e r  a n d  

M c G r e g o r  m e n t i o n e d  t h a t  t h e y  t r a c e d  s o m e  r a t  l y m p h  i m m u n o -  

b l a s t s  t o  a n  i n t r a e p i t h e l i a l  s i t e ,  b u t  t h e y  d i d  n o t  i l l u s t r a t e  t h i s  

p o i n t  and  h a v e  n o t  p u b l i s h e d  f u r t h e r  d a t a  ( G o l d s c h n e i d e r  a n d  

M c G r e g o r ,  1968a ) .  H a l l  a n d  h i s  c o - w o r k e r s  h a v e  c a r r i e d  o u t  

m a n y  e x p e r i m e n t s  s i m i l a r  t o  G o l d s c h n e i d e r !s a n d  D r .  H a l l  h a s  

q u i t e  f i r m l y  s t a t e d  t h a t  on  e x a m i n a t i o n  of  h i s  ow n  a u t o r a d i o g r a p h s  

( in c lu d in g  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  a u t o r a d i o g r a p h s )  a l l  t h e  l a b e l l e d  

c e l l s  c a n  d e f i n i t e l y  b e  i d e n t i f i e d  a s  l y in g  w i t h i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  

(H a l l ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  O b v i o u s l y  t h i s  p o i n t  d e s e r v e s  
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f u r t h e r  s t u d y  f o r  t h e r e  i s  n o t h i n g  to  s u g g e s t  t h a t  t h e  I F  l y m p h o ­

c y t e s  d e v e l o p  f r o m  e p i t h e l i a l  c e l l s ;  t h e y  m u s t  h a v e  e n t e r e d  t h e  

e p i t h e l i u m  f r o m  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  o r  d i r e c t l y  f r o m  t h e  s u b -  

e p i t h e l i a l  b lo o d  v e s s e l s ,  a n d  i t  s h o u l d  b e  p o s s i b l e  t o  d e m o n s t r a t e  

t h i s  b y  s t a n d a r d  c e l l  m i g r a t i o n  s t u d y  t e c h n i q u e s .

M i g r a t i o n  of l y m p h o c y t e s  t o  t h e  t h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  n o d u l a r  

a r e a s  of P e y e r ’s p a t c h e s  w a s  a s  w o u l d  b e  p r e d i c t e d  f r o m  t h e  

e s t a b l i s h e d  h o m i n g  p a t t e r n s  of  t h y m u s  c e l l s ,  B l y m p h o c y t e s  a n d  

of  n o r m a l  s p l e e n  c e l l s  ( P a r r o t t  a n d  d e  S o u s a ,  1969 ;  1 9 7 1 ) .  

T h y m o c y t e s  h o m e d  t o  t h y m u s - d e p e n d e n t  a r e a s  of P e y e r ' s  

p a t c h e s ,  s p l e e n  c e l l s  f r o m  B m i c e  w e r e  f o u n d  m a i n l y  i n  t h y m u s -  

i n d e p e n d e n t ,  i i o d u la ?  areas a n d  Spleen c e l l s  f r o m  n o r m a l  m i c e  

w e r e  found  i n  a l l  a r e a s  of P e y e r ' s  p a t c h e s .  M o r e o v e r ,  t h e s e  

l y m p h o c y t e s  h o m e d  t o  P e y e r ' s  p a t c h e s  of  g r a f t s  a s  w e l l  a s  of 

n o r m a l  gu t ,  b u t  a l t h o u g h  t h e y  w e r e  o c c a s i o n a l l y  f o u n d  i n  t h e  

l a m i n a  p r o p r i a  of v i l l i  a d j a c e n t  t o  P e y e r ’s p a t c h e s  t h e y  w e r e  

n e v e r  found  i n  o t h e r  s m a l l  i n t e s t i n a l  v i l l i .

T h e r e  a p p e a r  t o  b e  s e v e r a l  c l e a r  c u t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

P e y e r ' s  p a t c h  a n d  s m a l l  i n t e s t i n a l  I F  l y m p h o c y t e s .  F i r s t l y ,  

P e y e r ' s  p a t c h e s  a r e  p r e s e n t  i n  f o e t a l  a n d  n e w b o r n  m i c e  a n d  i n  

g u t  g r a f t s ,  tw o  w e e k s  b e f o r e  I F  l y m p h o c y t e s .  O n e  c o u l d  a r g u e  

t h a t  /



t h a t  in  the  n e o n a t e  t h e r e  a r e  i n s u f f i c i e n t  l y m p h o i d  c e l l s  i n  t h e  

c i r c u l a t i o n  fo r  t h e m  t o  a p p e a r  i n  t h e  g u t  w a l l ,  b u t  t h i s  w o u l d  n o t  

a p p l y  to  the  g r a f t s .  I t  s e e m s  t h a t  t h e  g u t  e p i t h e l i u m  o n l y  b e c o m e s  

p e r m e a b l e  to  i t s  n o r m a l  p o p u l a t i o n  of  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  t h i r d  

w e e k  of l i f e ,  w h e r e a s ,  e v e n  i n  t h e  n e w b o r n ,  t h e  t i n y  P e y e r ’s 

p a t c h e s  c o n t a i n  p o s t - c a p i l l a r y  v e n u l e s  a n d  s o  c a n  b e  p o p u l a t e d  

b y  l y m p h o c y t e s  v i a  t h i s  w e l l - e s t a b l i s h e d  r o u t e .  In  t h e  c o u r s e  of  

r e j e c t i o n  of a l l o g r a f t s  of  s m a l l  i n t e s t i n e ,  t h e  p o s t - c a p i l l a r y  

v e n u l e s  s e e m  a l s o  t o  p r o v i d e  a  r o u t e  of  e n t r y  of a l l o g e n e i c  

l y m p h o c y t e s ,  a l t h o u g h  l y m p h o c y t e s  a r e  a l s o  f o u n d  i n  t h e  l a m i n a  

p r o p r i a ,  r e m o t e  f r o m  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  e a r l y  i n  t h e  r e j e c t i o n  

p r o c e s s  ( C h a p t e r  9).

S e c o n d ly ,  t h e r e  a r e  s o m e w h a t  d i f f e r e n t  e f f e c t s  of i n t r a l u m i n a l  

a n t i g e n  d e p r i v a t i o n  on  P e y e r ' s  p a t c h e s  a n d  I F  l y m p h o c y t e s .  

P e y e r ' s  p a t c h e s  of g e r m - f r e e  m i c e  a r e  i n t e r m e d i a t e  i n  s i z e  

b e t w e e n  t h o s e  of  a n t i g e n - f r e e  a n d  n o r m a l  g u t ,  w h e r e a s  I F  

l y m p h o c y t e  c o u n t s  w e r e  s i m i l a r  i n  t h e  g e r m - f r e e  a n d  a n t i g e n -  

f r e e  s i t u a t i o n s .  It  i s  t e n t a t i v e l y  c o n c l u d e d  t h a t ,  i n  m i c e ,  t h e  

n u m b e r s  of I F  l y m p h o c y t e s  s e e m * t o  b e  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  

e x t e n t  of m i c r o b i a l  c o n t a m i n a t i o n  of t h e  s m a l l  i n t e s t i n e ,  w h e r e a s  

t h e  s i z e  of P e y e r ' s  p a t c h e s  i s  i n f l u e n c e d  b y  i n t r a l u m i n a l  f o o d  

a n t i g e n s  and  k i l l e d  m i c r o o r g a n i s m s  a s  w e l l  a s  b y  l i v e  m i c r o b e s .

F i n a l l y ,  /
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F i n a l l y ,  a s  d i s c u s s e d  e x t e n s i v e l y  a b o v e ,  c o m p l e t e l y  d i f f e r e n t  

p o p u l a t i o n s  of i s o t o p i c a l l y  l a b e l l e d  l y m p h o c y t e s  h a v e  b e e n  f o u n d  

to  h o m e  t o  t h e  P e y e r ’s p a t c h e s  a n d  t o  t h e  l a m i n a  p r o p r i a .

One  f u r t h e r  p o i n t  w h i c h  d e s e r v e s  m e n t i o n  i s  t h e  c a t e g o r y  i n t o  

w h i c h  one s h o u l d  p l a c e  t h e  i n t r a e p i t h e l i a l  l y m p h o c y t e s  w h i c h  l i e  

b e t w e e n  th e  e p i t h e l i a l  c e l l s  o v e r l y i n g  P e y e r ' s  p a t c h e s .  T h e s e  

c e l l s  s e e m  t o  b e h a v e  a s  P e y e r ' s  p a t c h  c e l l s ,  r a t h e r  t h a n  a s  

t y p i c a l  s m a l l  i n t e s t i n a l  I F  l y m p h o c y t e s ,  f o r  e x a m p l e  t h e y  a r e  

p r e s e n t  i n  t h e  e p i t h e l i u m  o v e r l y i n g  P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  t h e  m o u s e  

f o e t u s ,

T h e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  of r e j e c t i o n  o f  a l l o g r a f t s  of s m a l l  

i n t e s t i n e  h a v e  p r o v i d e d  f u r t h e r  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  n a t u r e  

a n d  p o s s i b l e  f u n c t i o n s  of  i n t e s t i n a l  l y m p h o c y t e s .  T h e  e a r l y  

p e n e t r a t i o n  of  a l l o g r a f t s  b y  l y m p h o c y t e s  i s  i m p o r t a n t  e v i d e n c e  

t h a t  t h e  r e n a l  s u b c a p s u l a r  s i t e  i s  i n  n o  w a y  i m m u n o l o g i c a l l y  

p r i v i l e g e d .  L y m p h o c y t e s  h a v e  n o  d i f f i c u l t y  i n  e n t e r i n g  a l l o g r a f t s  

on  the  t h i r d  d a y  a f t e r  i m p l a n t a t i o n  a n d  t h i s  r e n d e r s  e v e n  m o r e  

s i g n i f i c a n t  t h e  tw o  w e e k  p o s t - n a t a l  d e l a y  b e f o r e  e n t r y  of  l y m p h o ­

c y t e s  i n to  t h e  v i l l i  of i s o g r a f t s .

T h e /
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T h e  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  9 s h o w  t h a t  e v e n  t h o u g h  

t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  i s  a  l y m p h o i d  o r g a n ,  i t s  r e j e c t i o n  r e s e m b l e s  

t h a t  of s k i n  in  t h a t  i t  i s  i n f l u e n c e d  b y  t h e  d e g r e e  of  h i s t o i n c o m p -  

a t i b i l i t y  b e t w e e n  d o n o r  a n d  h o s t  ( B i l l i n g h a m  ^t_ a l ,  1 954 ;

M e d a w a r ,  1963) a n d  b y  t h y m u s - d e p r i v a t i o n  o f  t h e  h o s t  ( M i l l e r  

e t  a l ,  1963; C r o s s  ^ t a l ,  1964) .  S o m e  l o n g s t a n d i n g  a l l o g r a f t s  

i n  t h y m u s - d e p r i v e d  h o s t s  h a d  c o m p l e t e l y  n o r m a l  a p p e a r a n c e s ,  

a n d  h a d  b e e n  p o p u l a t e d  b y  p l a s m a  c e l l s  a n d  l y m p h o c y t e s  t o  t h e  

s a m e  e x t e n t  a s  i s o g r a f t s  of t h e  s a m e  a g e .  T h i s  i s  f u r t h e r  

e v i d e n c e  t h a t  t h e  m a j o r i t y  of  i n t e s t i n a l  v i l l o u s  l y m p h o c y t e s  a n d  

p l a s m a  c e l l s  a r e  t h y m u s - i n d e p e n d e n t ,  B c e l l s ,  a n d  t h a t  t h e s e  

B c e l l s  do  no t  h a v e  t h e  c a p a c i t y  t o  i n i t i a t e  a l l o g r a f t  r e j e c t i o n .

T h e  h i s t o l o g i c a l  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  e s t a b l i s h e d  r e j e c t i o n  a n d  

t h e  " v i l l o u s  a t r o p h y "  of c o e l i a c  d i s e a s e  ( H o u r i h a n e ,  1 9 6 6 ;

C a p p e l l  a n d  A n d e r s o n ,  1971)  a r e  s t r i k i n g ,  a l t h o u g h  t h e r e  a r e  

m i n o r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e s e  t w o  c o n d i t i o n s .  I n  r e j e c t i o n  

t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  o f t e n  r e t a i n  a  n o r m a l  a p p e a r a n c e  u n t i l  a  l a t e  

s t a g e ;  a l s o  t h e r e  is  l e s s  l y m p h o c y t e  i n f i l t r a t i o n  of  t h e  v i l l o u s  

e p i t h e l i u m  in  r e j e c t i o n  t h a n  i n  c o e l i a c  d i s e a s e .  N e v e r t h e l e s s ,  

m y  f in d i n g s ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  r e p o r t e d  h i s t o p a t h o l o g y  of  a l l o g r a f t  

r e j e c t i o n  of dog  s m a l l  i n t e s t i n e  ( H o l m e s , et^ a l ,  1971)  a n d  t h e  

r e p o r t  of v i l l o u s  a t r o p h y  a s  t h e  i n t e s t i n a l  l e s i o n  of  g r a f t - v e r s u s -  

h o s t  d i s e a s e  in  d o g s  ( R e i l l y  a n d  K i r s n e r ,  1965)  s u g g e s t  t h a t  

v i l l o u s /
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v i l l o u s  a t r o p h y  c a n  b e  b r o u g h t  a b o u t  b y  a c t i v a t e d  T  c e l l s ,  

a l t h o u g h  t h e s e  f i n d i n g s  a r e  e q u a l l y  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  n o t i o n  

t h a t  t h y m u s - d e p e n d e n t  a n t i b o d y  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  l e s i o n ,  

T h i s  co u ld  m e a n  t h a t  i n  t h e  i n t e s t i n a l  l e s i o n  of c o e l i a c  d i s e a s e  

t h e r e  a r e  a c c u m u l a t i o n s  of a c t i v a t e d  T l y m p h o c y t e s .  T h e s e  

c o u ld  b e  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  i n t e s t i n a l  t i s s u e s  p e r  s e ,  b u t  m o r e  

l i k e l y  a r e  d i r e c t e d  a g a i n s t  food  a n t i g e n s  w h i c h  h a v e  c r o s s e d  t h e  

i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  c e l l  b a r r i e r .

T h e  c l i n i c a l  r e l e v a n c e  of  i n v e s t i g a t i o n  of t h e  I E  l y m p h o c y t e s  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  r e s u l t s  of  q u a n t i t a t i o n  of  t h e s e  c e l l s  i n  

j e j u n a l  b i o p s i e s .  O n l y  i n  p a t i e n t s  w i th  u n t r e a t e d  c o e l i a c  d i s e a s e  

w e r e  the  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  c o n s i s t e n t l y  h i g h  -  a  q u a n t i t a t i v e  

c o n f i r m a t i o n  of H o u r i h a n e ’s q u a l i t a t i v e  d e s c r i p t i o n  of i n c r e a s e d  

l y m p h o c y t e  i n f i l t r a t i o n  of t h e  j e j u n a l  e p i t h e l i u m  i n  c o e l i a c  d i s e a s e  

( H o u r i h a n e ,  1966) ,  a n d  r e s u l t s  w h i c h  h a v e  s u b s e q u e n t l y  b e e n  

c o n f i r m e d  b y  o t h e r  w o r k e r s  (O t to  a n d  W a l k e ,  1 9 7 2 ;  H o l m e s  e t  

a l , 1973) .  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  f a l l  w h e n  c o e l i a c  p a t i e n t s  f o l l o w  

a  g l u t e n - f r e e  d i e t  ( C h a p t e r  4,  a n d  K u m a r  e t  a l ,  1973 ;  H o l m e s  ^ t  

a l ,  1973) .  T h e s e  f a c t s ,  t o g e t h e r  w i th  t h e  m o r p h o l o g i c a l  

r e s  e m b l a n c e /
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r e s e m b l a n c e  b e t w e e n  c o e l i a c  d i s e a s e  a n d  i n t e s t i n a l  a l l o g r a f t  

r e j e c t i o n ,  s u g g e s t  t h a t  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n e  r e a c t i o n s  

( p o s s i b l y  t o  g l u t e n )  a r e  i n s t r u m e n t a l  i n  p r o d u c i n g  t h e  s m a l l  

i n t e s t i n a l  l e s i o n  of  v i l l o u s  a t r o p h y .
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of  n o r m a l  r a t  i l e u m .

S c a n d i n a v i a n  J o u r n a l  of G a s t r o e n t e r o l o g y  7, s u p p l e m e n t  18

C o o p e r  G N, J  C T h o n a r d ,  R L  C r o s b y ,  M  H D a l b o w  (1968)

I m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e s  i n  r a t s  f o l l o w i n g  a n t i g e n i c  
s t i m u l a t i o n  of  P e y e r ' s  p a t c h e s  I I  H i s t o l o g i c a l  c h a n g e s  
i n  g e r m - f r e e  a n i m a l s .

A u s t r a l i a n  J o u r n a l  of E x p e r i m e n t a l  B i o l o g y  a n d  M e d i c a l  
S c i e n c e  46, 407

C o o p e r  M D, D  Y P e r e y ,  M  F  M c K n e a l l y ,  A F  G a b r i e l s e n ,
D E R S u t h e r l a n d ,  R  A G o o d  (1966)

A m a m m a l i a n  e q u i v a l e n t  of t h e  a v i a n  b u r s a  of  
F  a b r i c i u s .

L a n c e t  1̂_, 1388

C o r n e l l  R,  W A W a l k e r ,  K J  I s s e l b a c h e r  ( l 9 7 1)

S m a l l  i n t e s t i n a l  a b s o r p t i o n  of h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e .  
A c y t o c h e m i c a l  s t u d y .

L a b o r a t o r y  I n v e s t i g a t i o n  2 5 , 42

C o r n e s  J  S (1965)

N u m b e r ,  s i z e  a n d  d i s t r i b u t i o n  of  P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  
t h e  h u m a n  s m a l l  i n t e s t i n e .  P a r t  II,  T h e  e f f e c t  o f  
a g e  on  P e y e r ' s  p a t c h e s .

G u t  6, 230

C r a b b e  P  A,  H  B a z i n ,  H E y s s e n ,  J  F  H e r e m a n s  (1968)

T h e  n o r m a l  m i c r o b i a l  f l o r a  a s  a  m a j o r  s t i m u l u s  f o r  
p r o l i f e r a t i o n  of p l a s m a  c e l l s  s y n t h e s i s i n g  I g A  i n  t h e  
gu t .

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  of A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  
I m m u n o l o g y  34,  3 62
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C r a b b e  P  A, D R N a s h ,  H  B a z i n ,  H F y s s e n ,  J  F  H e r e m a n s  (1969)

A n t i b o d i e s  of t h e  Ig A  t y p e  i n  i n t e s t i n a l  p l a s m a  c e l l s  of  
g e r m - f r e e  m i c e  a f t e r  o r a l  o r  p a r e n t e r a l  i m m u n i z a t i o n  
w i th  f e r r i t i n .

J o u r n a l  of F x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 3 0 , 723

C r o s s  A M, F  L e u c h a r s ,  J  F  A P  M i l l e r  (1964)

S t u d i e s  on  t h e  r e c o v e r y  of t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  i n  
i r r a d i a t e d  m i c e  t h y m e c t o m i z e d  i n  a d u l t  l i f e .

J o u r n a l  of F x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 1 9 , 837

D a r l i n g t o n  D,  A W R o g e r s  (1966)

F p i t h e l i a l  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  of t h e  
m o u s e .

J o u r n a l  of  A n a t o m y  1 0 0 , 813

D e l o r m e  F  J ,  J  H o d g e t t ,  J  G H a l l ,  P  A l e x a n d e r  (1969)

T h e  c e l l u l a r  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  p r i m a r y  s a r c o m a t a  
i n  r a t s .  I T h e  s i g n i f i c a n c e  of  l a r g e  b a s o p h i l i c  c e l l s  
in  t h e  t h o r a c i c  d u c t  l y m p h  f o l l o w i n g  a n t i g e n i c  
c h a l l e n g e .

P r o c e e d i n g s  of  t h e  R o y a l  S o c i e t y  B 1 7 4 , 2 2 9

D o b b i n s  W O, F  L  R o l l i n s ,  J  T T o m  a s  i n i  (1968)

L y m p h a t i c  a n d  c a p i l l a r y  p e r m e a b i l i t y  of t h e  i n t e s t i n a l  
m u c o s a  u s i n g  p e r o x i d a s e  a s  a  t r a c e r .

J o u r n a l  of C e l l  B i o l o g y  39,  35A

F a s t  J ,  D M V P a r r o t t  (1964)

P r e v e n t i o n  o f  w a s t i n g  in  m i c e  t h y m e c t o m i s e d  a t  b i r t h  
a nd  t h e i r  s u b s e q u e n t  r e j e c t i o n  of a l l o g e n e i c  l e u k a e m i c  
c e l l s .

J o u r n a l  of t h e  N a t i o n a l  C a n c e r  I n s t i t u t e  33 ,  673



F b e r t h  C J  (1864)

U b e r  d i e  f e i n e r e n  B a u  d e r  D a r m s c h l e i t h a u t .

W u r t z b u r g e r  N a t u r w i s s e n s c h a f t l i c h e  Z e i t s c h r i f t  5 ,  11 

c i t e d  b y  W o l f - H e i d e g g e r

E i m e r  T (1867)

Z u r  B e c k e r f r a g e .

V i r c h o w ' s  A r c h i v  f u r  P a t h o l o g i s c h e  A n a t o m i e  u n d  
P h y s i o l o g i e  3 8 , 428

c i t e d  b y  W o l f - H e i d e g g e r  

E r f  L A  (1940)

T h e  d i s a p p e a r a n c e  of i n t r a v e n o u s l y  i n j e c t e d  l y m p h o c y t e s  
i n  t h e  a b s e n c e  of t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t .

A m e r ic a n  J o u r n a l  of the M e d ic a l  S c i e n c e s  2 0 0 , 1

E v a n s  E P ,  D A O g d e n ,  C E F o r d ,  H S M i c k l e m  (1967)  

R e p o p u l a t i o n  of  P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  m i c e .

N a t u r e  2 1 6 , 36

E v e r e t t  J  W (1956)

F u n c t i o n a l  c o r p o r a  l u t e a  m a i n t a i n e d  f o r  m o n t h s  b y  
a u t o g r a f t s  of  r a t  h y p o p h y s e s .

E n d o c r i n o l o g y  5 8 , 786

F e r g u s o n  A,  V P  G e r s k o w i t c h ,  R I R u s s e l l  (1973)

P r e -  and  p o s t - w e a n i n g  d i s a c c h a r i d a s e  p a t t e r n s  i n  
i s o g r a f t s  of f e t a l  m o u s e  i n t e s t i n e .

G a s t r o e n t e r o l o g y  6 4 , 292



F i c h t e l i u s  K F  (1967)

T h e  m a m m a l i a n  e q u i v a l e n t  t o  b u r s a  F a b r i c i i  of 
b i r d s .

F x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h  46 ,  231

F i c h t e l i u s  K F  (1968)

T h e  gut  e p i t h e l i u m  -  a  f i r s t  l e v e l  l y m p h o i d  o r g a n ?  

F x p e r i m e n t a l  C e l l  R e s e a r c h  4 9 , 87

F i c h t e l i u s  K F ,  J  F i n s t a d ,  R  A G o o d  ( 1968a )

B u r s a  e q u i v a l e n t s  i n  b u r s a l e s s  v e r t e b r a t e s .

L a b o r a t o r y  I n v e s t i g a t i o n  19, 339

F i c h t e l i u s  K E,  E J  Y u n i s ,  R A G o o d  (1968b)

O c c u r r e n c e  of  l y m p h o c y t e s  w i t h i n  t h e  g u t  e p i t h e l i u m  
of n o r m a l  a n d  n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i z e d  m i c e .

P r o c e e d i n g s  of  t h e  S o c i e t y  f o r  E x p e r i m e n t a l  B i o l o g y  
1 2 8 , 185

F i c h t e l i u s  K E (1969a)

H o m i n g  of  l y m p h o c y t e s  t o  t h e  g u t  e p i t h e l i u m .

i n  C e l l u l a r  R e c o g n i t i o n ,  e d i t e d  b y  R  T  S m i t h  a n d  
R A G ood .

A p p l e t o n  C e n t u r y  C r o f t s ,  N e w  Y o r k ,  p a g e  71.

F i c h t e l i u s  K E  (1969b)

R a d i o s e n s i t i v i t y  of t h e  l y m p h o c y t e s  w i t h i n  t h e  g u t  
e p i t h e l i u m .

A c t a  P a t h o l o g i c a  e t  M i c r o b i o l o g i c a  S c a n d i n a v i c a  7 5 , 27
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F i c h t e l i u s  K F  (1969c)

T h e l i o l y m p h o i d  o r g a n s  -  a  n e w  l o o k  a t  t h e  
l y m p h o e p i t h e l i a l  o r g a n s .

in  L y m p h a t i c  T i s s u e  a n d  G e r m i n a l  C e n t r e s  i n  
I m m u n e  R e s p o n s e ,  P l e n u m  P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  
p a g e  9.

F i c h t e l i u m  K F ,  B N  J a r o s l o w  ( l 969)

C h a n g e s  i n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of  l y m p h o c y t e s  i n  
the  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  of h i b e r n a t i n g  g r o u n d  
s q u i r r e l s .

A c t a  P a t h o l o g i c a  e t  M i c r o b i o l o g i c a  S c a n d i n a v i c a  
77, 99

F i c h t e l i u s  K F ,  J  F i n s t a d ,  R  A G ood  (1969a)

T h e  p h y l o g e n e t i c  o c c u r r e n c e  of l y m p h o c y t e s  w i t h i n  
the  gu t  e p i t h e l i u m .

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  of A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  
I m m u n o l o g y  35,  119

F i c h t e l i u s  K F ,  C S u n d s t r o m ,  B K u l l g r e n ,  J  L i n n a  (19 6 9 b )

T h e  l y m p h o e p i t h e l i a l  o r g a n s  of  h o m o  s a p i e n s  r e v i s i t e d .

A c t a  P a t h o l o g i c a  e t  M i c r o b i o l o g i c a  S c a n d i n a v i c a  77,
103

F i c h t e l i u s  K F  (1970)

C e l l u l a r  a s p e c t s  on  t h e  p h y l o g e n y  of i m m u n i t y .

L y m p h  o l o g y  3_, 50

F i c h t e l i u s  K F ,  S L i d e n ,  O G r o t h  ( l 971)

T h e  s k i n  -  a  f i r s t  l e v e l  l y m p h o i d  o r g a n ?

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  of  A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  
I m m u n o l o g y  4 1 ,  13
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F o r t n e r  J  G, G S ic h u k ,  S D L i t w i n ,  F  J  B e a t t i e  (1972)

I m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e s  t o  a n  i n t e s t i n a l  a l l o g r a f t  
w i th  H L - A - i d e n t i c a l  d o n o r - r e c i p i e n t .

T r a n s p l a n t a t i o n  14, 531

G o l d n e r  J  (1929)

L e  p r o b l e m e  d e  l a  r e g e n e r a t i o n  d l ' e p i t h e l i u m  
i n t e s t i n a l e .

B u l l e t i n  d ' h i s t o l o g i e  a p p l i q u e e  a  l a  p h y s i o l o g i e  6^ 79

G o l d s c h n e i d e r  I, D D M c G r e g o r  (1968a)

M i g r a t i o n  of l y m p h o c y t e s  a n d  t h y m o c y t e s  i n  t h e  r a t .  
I T h e  r o u t e  of  m i g r a t i o n  f r o m  b l o o d  t o  s p l e e n  a n d  
l y m p h  n o d e s  .

J o u r n a l  of F x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  127 ,  155

G o l d s c h n e i d e r  I, D D M c G r e g o r  (1968b)

M i g r a t i o n  of l y m p h o c y t e s  a n d  t h y m o c y t e s  i n  t h e  r a t .  
II C i r c u l a t i o n  of  l y m p h o c y t e s  a n d  t h y m o c y t e s  f r o m  
b lo o d  t o  l y m p h .

L a b o r a t o r y  I n v e s t i g a t i o n  1 8 , 397 

G o o d  R A (1969)

D i s c u s s i o n  i n  C e l l u l a r  R e c o g n i t i o n ,  e d i t e d  b y  
R T S m i t h  a n d  R  A G ood .  A p p l e t o n  C e n t u r y  
C r o f t s ,  N e w  Y o r k ,  p a g e  77.

G o w a n s  J  L,  F  J  K n i g h t  (1964)

T h e  r o u t e  of r e c i r c u l a t i o n  of l y m p h o c y t e s  i  n  t h e  
r a t .

P r o c e e d i n g s  of t h e  R o y a l  S o c i e t y  B 1 5 9 , 2 5 7
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G r i s c e l l i  C, P  V a s s a l l i ,  R T M c C l u s k y  (1969)

T h e  d i s t r i b u t i o n  of l a r g e  d i v i d i n g  l y m p h  n o d e  c e l l s  
in  s y n g e n e i c  r e c i p i e n t  r a t s  a f t e r  i n t r a v e n o u s  
inj e c t i o n .

J o u r n a l  of F x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 3 0 , 1427

G r u n h a g e n  A (1887)

U b e r  F e t t r e s o r p t i o n  und  D a r m e p i t h e l .

A r c h i v  f u r  m i k r o s k o p i s c h e  A n a t o m i e  2 9 , 139

G u i e y s s e - P e l l i s s i e r  A (1912)

C a r y a n a b i o s e  e t  g r e f f e  n u c l e a i r e .

A r c h i v e s  d ' A n a t o m i e  M i c r o s c o p i q u e  1 3 , 1

Hall JG, M E  Smith (1970)

H o m i n g  of  l y m p h - b o r n e  i m m u n o b l a s t s  t o  t h e  g u t .  

N a t u r e  2 2 6 , 262

H a l s t e a d  T F ,  J  G H a l l  (1972)

T h e  h o m i n g  of  l y m p h - b o r n e  i m m u n o b l a s t s  t o  t h e  
s m a l l  gu t  of  n e o n a t a l  r a t s .

T r a n s p l a n t a t i o n  14, 339

H a m  A W (1969)

H i s t o l o g y .  P i t m a n ,  L o n d o n ,  p a g e  679 .

H e i l m a n  T (1934)

D ie  e i n l a g e r u n g  v o n  Z e l l e n  i n  S c h l e i m - h a u t e n  
und F p i t h e l .

A n a t o m i s c h e r  A n z e i g e r  7 8 , 65
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H e n r y  C, W P  F a u l k ,  L  K u h n ,  J  M Y o f f e y ,  H  H F u d e n b e r g  (1970)  

P e y e r ’s p a t c h e s :  i m m u n o l o g i c  s t u d i e s .

J o u r n a l  of E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 3 1 , 1200

v o n  H e s s l i n g  T  (1866)

G r u n d z u g e  d e r  a l l g e m e i n e n  u n d  s p e z i e l l e n  g e w e b e l e h r e  
d e s  M e n s c h e n .

c i t e d  b y  W o l f - H e i d e g g e r .

H o f f m a n  R G (1963)

S t a t i s t i c s  i n  t h e  p r a c t i c e  of m e d i c i n e .

J o u r n a l  of t h e  A m e r i c a n  M e d i c a l  A s s o c i a t i o n  1 8 5 , 864

H o l m e s  G K T ,  P  A s q u i t h ,  P  L  S t o k e s ,  W T C o o k e  (1973)

C e l l u l a r  i n f i l t r a t e  of j e j u n a l  b i o p s i e s  i n  a d u l t  c o e l i a c  
d i s e a s e  i n  r e l a t i o n  t o  g l u t e n  w i t h d r a w a l .

Gu t  14,  429

H o l m e s  J  T,  M S  K l e i n ,  S J  W i n a w e r ,  J  G F o r t n e r  ( l 971)

M o r p h o l o g i c a l  s t u d i e s  of  r e j e c t i o n  i n  c a n i n e  j e j u n a l  
a l l o g r a f t s .

G a s t r o e n t e r o l o g y  61^ 693

H o u r i h a n e  D O ' B  (1966)

T h e  p a t h o l o g y  of  m a l a b s o r p t i o n  s t a t e s .  I n  R e c e n t  
a d v a n c e s  in  p a t h o l o g y ,  8th e d i t i o n ,  e d i t e d  b y  
C V H a r r i s o n

C h u r c h i l l ,  L o n d o n ,  p a g e  320 .
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H o w a r d  J  C, S V H un t ,  J  L  G o w a n s  (1972)

I d e n t i f i c a t i o n  of  m a r r o w - d e r i v e d  a n d  t h y m u s - d e r i v e d  
s m a l l  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  l y m p h o i d  t i s s u e  a n d  t h o r a c i c  
d u c t  l y m p h  of n o r m a l  r a t s .

J o u r n a l  of E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 3 5 , 200

H u m m e l  K P  (1935)

T h e  s t r u c t u r e  a n d  d e v e l o p m e n t  of  t h e  l y m p h a t i c  t i s s u e  
i n  t h e  i n t e s t i n e  of t h e  a l b i n o  r a t .

A m e r i c a n  J o u r n a l  of A n a t o m y  5 7 , 351

H u n t e r  R  L  (1972)

A n t i g e n  t r a p p i n g  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  a n d  p r o d u c t i o n  
of  I g A  a n t i b o d y .

J o u r n a l  of R e t i c u l o e n d o t h e l i a l  S o c i e t y  11,  245

J a s s i n o w s k y  M  A (1925)

U b e r  d i e  e m i g r a t i o n  a u f  d e n  S c h l e i m h a u t e n  d e s  
V e r d a n u n g  s k a n a l .

F r a n k f u r t e r  Z e i t s c h r i f t  f u r  P a t h o l o g i e  3 2 , 238

J o e l  D D,  M W H e s s ,  H C o t t i e r  (1971)

T h y m i c  o r i g i n  of  l y m p h o c y t e s  i n  d e v e l o p i n g  P e y e r ' s  
p a t c h e s  of n e w b o r n  m i c e .

N a t u r e  N e w  B i o l o g y  2 3 1 , 24

J o e l  D D, M W H e s s ,  H C o t t i e r  (1972)

M a g n i t u d e  a n d  p a t t e r n  of t h y m i c  l y m p h o c y t e  m i g r a t i o n  
i n  n e o n a t a l  m i c e .

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  135 ,  9 0 7
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K a m m e r a a d  A (1942)

T h e  d e v e l o p m e n t  of t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  of  t h e  r a t .
II H o r n o g r a n s p l a n t a t i o n  of  e m b r y o n i c  a n d  a d u l t  g a s t r o ­
i n t e s t i n a l  t r a c t  m u c o s a  of t h e  r a t  t o  t h e  a n t e r i o r  c h a m b e r  
of the  eye .

J o u r n a l  of E x p e r i m e n t a l  Z o o l o g y  9 1 , 45

K a t a o k a  K (1970)

T h e  f in e  s t r u c t u r e  of  t h e  p r o l i f e r a t i v e  c e l l s  of t h e  m o u s e  
i n t e s t i n e  a s  r e v e a l e d  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  a u t o r a d i o ­
g r a p h y  w i th  t h y m i d i n e .

Z e i t s c h r i f t  f u r  Z e l l f o r s c h u n g  u n d  M i k r o s k o p i s c h e  
A n a t o m i e  103 , 170

K e l  s a i l  M A (1946)

L y m p h o c y t e s  in  t h e  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  a n d  P e y e r ' s  
patches of normal and tumor-bearing h a m s t e r s .

A n a t o m i c a l  R e c o r d  9 6 , 391

K e l s a l l  M A,  E  D C r a b b  (1959)

L y m p h o c y t e s  a n d  m a s t  c e l l s .

B a l l i e r e ,  T i n d a l l  a n d  C ox ,  L o n d o n ,  p a g e  34.

K i n g s b u r y  B F  (1944)

T o n s i l l a r  e p i t h e l i u m  a n d  t h e  l y m p h o c y t e :  a n  e x a m i n a t i o n  
of t h e  p a l a t i n e  t o n s i l  of t h e  c a t .

A m e r i c a n  J o u r n a l  of A n a t o m y  7 5 , 233

K o l d o v s k y  O (1969)

D e v e l o p m e n t  of t h e  f u n c t i o n s  of t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  i n  
m a m m a l s  a n d  m a n .

K a r g e r ,  B a s e l .
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K o p r i w a  B M, C P  L e b l o n d  (1962)

I m p r o v e m e n t s  i n  t h e  c o a t i n g  t e c h n i q u e  of  r a d i o a u t o ­
g r a p h y .

J o u r n a l  of H i s t o c h e m i s t r y  a n d  C y t o c h e m i s t r y  10,  2 6 9

K u m a r  P  J ,  D B A  Si lk ,  R  M a r k s ,  M  L  C l a r k ,  A M  D a w s o n  (1973)

T r e a t m e n t  of d e r m a t i t i s  h e r p e t i f o r m i s  w i t h  c o r t i ­
c o s t e r o i d s  a n d  a  g l u t e n - f r e e  d i e t :  a  s t u d y  of j e j u n a l  
m o r p h o l o g y  and  f u n c t i o n .

Gut  14 , 280

L e b l o n d  C P ,  B M e s s n i e r  (1958)

R e n e w a l  of c h i e f  c e l l s  a n d  g o b l e t  c e l l s  i n  t h e  s m a l l  
i n t e s t i n e  a s  s h o w n  b y  r a d i o a u t o g r a p h y  a f t e r  i n j e c t i o n  
of  t h y m i d i n e - H ^  i n t o  m i c e .

Anatomical Record 132, 247

L e m m e l  E  M, K E F i c h t e l i u s  ( l 971)

L i f e  s p a n  of l y m p h o c y t e s  w i t h i n  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m ,  
P e y e r ' s  p a t c h  e p i t h e l i u m ,  e p i d e r m i s  a n d  l i v e r  of  
m i c e .

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  of  A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  
I m m u n o l o g y  41,  716

L e w i s  W H ( l 931)

L o c o m o t i o n  of l y m p h o c y t e s .

J o h n  H o p k i n s  H o s p i t a l  B u l l e t i n  49 ,  29

L o u t i t  J  F  (1962)

I m m u n o l o g i c a l  a n d  t r o p h i c  f u n c t i o n s  of  l y m p h o c y t e s .  

L a n c e t  2, 1106
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L o u t i t  J  F  (1963)

L y m p h o c y t e s .

B r i t i s h  J o u r n a l  of  R a d i o l o g y  3 6 , 785

M e a d e r  R D f D F  L a n d e r s  (1967)

E l e c t r o n  a n d  l i g h t  m i c r o s c o p i c  o b s e r v a t i o n s  on  
r e l a t i o n s h i p s  b e t w e e n  l y m p h o c y t e s  a n d  i n t e s t i n a l  
e p i t h e l i u m .

A m e r i c a n  J o u r n a l  of A n a t o m y  121,  763

M e d a w a r  P  B ( l 963)

T h e  u s e  of  a n t i g e n i c  t i s s u e  e x t r a c t s  t o  w e a k e n  t h e  
i m m u n o l o g i c a l  r e a c t i o n  a g a i n s t  s k i n  h o m o g r a f t s  
i n  m i c e .

T r a n s p l a n t a t i o n  1, 21

M i l l e r  J  F  A P ,  S M A D o a k  , A M  C r o s s  (1963)

R o l e  of t h e  t h y m u s  i n  r e c o v e r y  of  t h e  i m m u n e  
m e c h a n i s m  i n  t h e  i r r a d i a t e d  a d u l t  m o u s e .

P r o c e e d i n g s  of t h e  S o c i e t y  f o r  E x p e r i m e n t a l  
B i o l o g y  a n d  M e d i c i n e  1 1 2 , 785

M o o g  F  (1962)

D e v e l o p m e n t a l  a d a p t a t i o n s  of  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e s  
i n  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e .

F e d e r a t i o n  P r o c e e d i n g s  2 1 , 51

M o o r e  A R,  J  G H a l l  (1972)

E v i d e n c e  f o r  a  p r i m a r y  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  
i m m u n o b l a s t s  a n d  s m a l l  g u t .

N a t u r e  239,  161
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N a k a m o  A (1933)

U b e r  d i e  Z a h l  d e r  W a n d e r z e l l e n  i n  d e r  D a r m e p i t h e l -  
s c h i c h t  und  d i e  c o r r e l a t i o n  z w i c h e n  d e r  W a n d e r z e l l e n z a h l  
und d e m  l y m p h a t i s c h e n  A p p a r a t e  d e r  D a r m w a n d  u n d  
i n s b e s o n d e r e  d e n  N o d u l i  l y m p h a t i c i  a g g r e g a t i .

J a p a n e s e  J o u r n a l  of M e d i c a l  S c i e n c e s  3,  32

N a s h  D R,  P  A C r a b b e ,  H B a z i n ,  H E y s s e n ,  J  F  H e r e m a n s  (1969)

S p e c i f i c  a n d  n o n - s p e c i f i c  i m m u n o g l o b u l i n  s y n t h e s i s  
in  g e r m f r e e  m i c e  i m m u n i s e d  w i th  f e r r i t i n  b y  d i f f e r e n t  
r o u t e s .

E x p e r i e n t i a  2 5 , 1094

O ' C o n n o r  T M (1966)

C e l l  d y n a m i c s  i n  t h e  i n t e s t i n e  of  t h e  m o u s e  f r o m  l a t e  
f e t a l  l i f e  t o  m a t u r i t y .

A m e r i c a n  J o u r n a l  of A n a t o m y  1 1 8 , 525

O l s e n  I A (1969)

T h e  i n t e s t i n a l  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  g u i n e a - p i g ;  a  
p o s s i b l e  o r i g i n .

J o u r n a l  of  A n a t o m y  1 0 4 , 191

O t t o  H F ,  A W a lk e  (1972)

U b e r  l y m p h o - e p i t h e l i a l e  B e z i e h u n g e n  b e i  
F n t e r o p a t h i e n .

V i r c h o w s  A r c h i v  A b t e i l u n g  A P a t h o l o g i s c h e  
A n a t o m i e  355,  85

P a l a y  S L ,  L  J  K a r l i n  (1959)

A n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d y  of t h e  i n t e s t i n a l  
v i l l u s .  1. T h e  f a s t i n g  a n i m a l .

J o u r n a l  of B i o p h y s i c a l  a n d  B i o c h e m i c a l  C y t o l o g y  _5, 363
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P a n e t b  J  (1888)

U b e r  d i e  s e z e r n i e r e n d e n  Z e l l e n  d e r  D u n n d a r m e p i t h e l s . 

A r c h i v  f u r  m i k r o s k o p i s c h e  A n a t o m i e  3 1 , 113

P a r r o t t  D M  V,  M  A B d e  S o u s a ,  J  E a s t  (1966)

T h y m u s  d e p e n d e n t  a r e a s  i n  t h e  l y m p h o i d  o r g a n s  of  
n e o n a t a l l y  t h y m e c t o m i s e d  m i c e .

J o u r n a l  of e x p e r i m e n t a l  m e d i c i n e  1 2 3 , 191

P a r r o t t  D M  V,  M A B d e  S o u s a  £1971)

T h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  p o p u l a t i o n s  
o r i g i n ,  m i g r a t o r y  p a t t e r n s  a n d  l i f e s p a n . . .

C l i n i c a l  a n d  E x p e r i m e n t a l  I m m u n o l o g y  8, 663

P a r r o t t  D M V,  A F e r g u s o n ,  M A B d e  S o u s a  (1973)

F a c t o r s  a f f e c t i n g  t h e  t r a f f i c  a n d  s e g r e g a t i o n  of l y m p h o i d  
c e l l  p o p u l a t i o n s .

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  of  A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  
I m m u n o l o g y  4 5 , 240

P a u l  J  (1972)

C e l l  a n d  t i s s u e  c u l t u r e .

C h u r c h i l l  L i v i n g s t o n e  E d i n b u r g h  p a g e  391 .

P e p p e r  F  J  (1961)

T r a n s p l a n t a t i o n  of  t h y m i c  t i s s u e  i n  i n b r e d  s t r a i n s  
of  m i c e .

J o u r n a l  of  E n d o c r i n o l o g y  2 2 , 349
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P e r e y  D Y E ,  M  D C o o p e r ,  R  A G o o d  (1968)

L y m p h o e p i t h e l i a l  t i s s u e s  of  t h e  i n t e s t i n e  a n d  
d i f f e r e n t i a t i o n  of  a n t i b o d y  p r o d u c t i o n .

S c i e n c e  161,  265

P e r e y  D Y E ,  R A G o o d  (1968)

E x p e r i m e n t a l  a r r e s t  a n d  i n d u c t i o n  o f  l y m p h o i d  
d e v e l o p m e n t  i n  i n t e s t i n a l  l y m p h o e p i t h e l i a l  t i s s u e s  
of r a b b i t s .

L a b o r a t o r y  I n v e s t i g a t i o n  18, 15

P e y e r  J  C (1677)

E x e r c i t  a n a t  d e  g l a n d u l i s  i n t e s t i n o r u m .

c i t e d  b y  F  H u s c h k e  (1845)  i n  E n c y c l o p e d i c  
A n a t o m i q u e  V S p l a n c h n o l o g i e ,  B a l l i e r e ,  P a r i s .

P o l l a r d  M,  N S h a r o n  (1970)

R e s p o n s e  of  t h e  P e y e r ’s p a t c h e s  i n  g e r m - f r e e  m i c e  
t o  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n .

I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  2 ,  96

R a f f  N  C (1971)

T h e  u s e  of s u r f a c e  a n t i g e n i c  m a r k e r s  t o  d e f i n e  
d i f f e r e n t  p o p u l a t i o n s  of l y m p h o c y t e s  i n  t h e  m o u s e .

i n  C e l l  I n t e r a c t i o n s  a n d  R e c e p t o r  A n t i b o d i e s  i n  
I m m u n e  r e s p o n s e s ,  e d i t e d  b y  O M a k e l a ,  A C r o s s  
a n d  T V K o s u n e n .  A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k ,  
p a g e  83.

R e i l l y  R  W, J  B K i r s n e r  (1965)

R u n t  i n t e s t i n a l  d i s e a s e .

L a b o r a t o r y  I n v e s t i g a t i o n  14, 102
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R o p k e  C, O J o r g e n s e n ,  M H  C l a e s s o n  (1972)

H i s t o c h e m i c a l  s t u d i e s  of  h i g h  e n d o t h e l i a l  v e n u l e s  
of  l y m p h  n o d e s  a n d  P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  t h e  m o u s e .

Z e i t s c h r i f t  f u r  Z e l l f o r s c h u n g  u n d  M i k r o s k o p i s c h e  
A n a t o m i e  1 3 1 , 287

v o n  S c h a f f e r  J  (1936)

L e u k o c y t e n  i m  F p i t h e l .

i n  W v o n  M o l l e n d o r f f ' s  H a n d b u c h  d e r  m i k r o s c o p i c h e  
A n a t o m i e  d e s  M e n s c h e n ,  S p r i n g e r ,  B e r l i n ,  p a g e  92 .

S h i e l d s  J  W, R  C T o u c h o n ,  D R  D i c k s o n  (1969)

Q u a n t i t a t i v e  s t u d i e s  on  s m a l l  l y m p h o c y t e  d i s p o s i t i o n  
i n  e p i t h e l i a l  c e l l s .

A m e r i c a n  J o u r n a l  of  P a t h o l o g y  5 4 , 129

S n e l l  G D ,  G H o e c k e r ,  D B A m o s ,  J  S t i m p f l i n g  (1964)

A r e v i s e d  n o m e n c l a t u r e  f o r  t h e  h i s t o c o m p a t i b i l i t y - 2  
l o c u s  of  t h e  m o u s e .

T r a n s  p l a n t a t i o n  2_, 777

S o b h o n  P  (1971)

T h e  l i g h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  of 
P e y e r ' s  p a t c h e s  i n  n o n  g e r m - f r e e  a d u l t  m i c e .

J o u r n a l  of  M o r p h o l o g y  135,  4 5 7

d e  S o u s a  M  A B ,  D M  V P a r r o t t ,  E  M  P a n t e l o u r i s  (1969)

T h e  l y m p h o i d  t i s s u e s  i n  m i c e  w i t h  c o n g e n i t a l  
a p l a s i a  of t h e  t h y m u s .

C l i n i c a l  a n d  E x p e r i m e n t a l  I m m u n o l o g y  4,  63 7
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S t r a m i g n o n i  A,  F  M o l l o ,  S R a u ,  G P a l e s t r o  (1969)

D e v e l o p m e n t  of t h e  l y m p h o i d  t i s s u e  i n  t h e  r a b b i t  
a p p e n d i x  i s o l a t e d  f r o m  t h e  i n t e s t i n a l  t r a c t .

J o u r n a l  o f  P a t h o l o g y  9 9 , 265

S t e n q v i s t  H (1934)

D i e  " Z e l l e n w a n d e r u n g "  d u r c h  d a s  D a r m e p i t h e l .  

A n a t o m i s c h e r  A n z e i g e r  7 8 , 68

S t o n e  H B,  W J  K e n n e d y  (1962)

S u r v i v a l  of h e t e r o l o g o u s  m a m m a l i a n  t r a n s p l a n t s .  

A n n a l s  of S u r g e r y  1 5 5 , 623

S u n s h i n e  P ,  J  J  H e r b s t ,  O K o l d o v s k y ,  N K r e t c h m e r  ( l 971)

A d a p t a t i o n  of t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  t o  e x t r a u t e r i n e  
l i f e .

A n n a l s  of t h e  N e w  Y o r k  A c a d e m y  of  S c i e n c e s  1 7 6 , 16 

T o m a s i  T B ,  J  B i e n e n s t o c k  (1968)

S e c r e t o r y  I m m u n o g l o b u l i n s .

i n  A d v a n c e s  i n  I m m u n o l o g y ,  e d i t e d  b y  F  D i x o n  a n d  
H K u n k e l

A c a d e m i c  P r e s s ,  N e w  Y o r k  9, 1

T o n e r  P  G (1968)

C y t o l o g y  of i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  c e l l s .

I n t e r n a t i o n a l  R e v i e w  of C y t o l o g y  24 ,  233



173

W a l k e r  W A,  R  C o r n e l l ,  L  M  D a v e n p o r t ,  K  J  I s s e l b a c h e r  (1972)

M a c r o m o l e c u l a r  A b s o r p t i o n .  M e c h a n i s m  of h o r s e r a d i s h  
p e r o x i d a s e  u p t a k e  a n d  t r a n s p o r t  i n  a d u l t  a n d  n e o n a t a l  
r a t  i n t e s t i n e .

J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y  5 4 , 195

d e  W i n i w a r t e r  H (1930)

I n f l u e n c e  d u  r e g i m e  a l b u m i n e u x  s u r  l e  n o m b r e  d e s  
l e u c o c y t e s  d e  l a  m u q u e u s e  i n t e s t i n a l e  d e  l a  s o u r i s .

C o m p t e s  R e n d u s  d e s  S e a n c e s  d e  l a  S o c i e t y  d e  B i o l o g i e ,  
1 0 4 , 121

W o l f - H e i d e g g e r  G (1939)

Z u r  f r a g e  d e r  l y m p h o c y t e n - w a n d e r u n g  d u r c h  d a s  
d a r m  e p i t h e l .

Z e i t s c h r i f t  f u r  M i k r o s k o p i s c h  A n a t o m i s c h e  F o r s c h u n g  
45 ,  90

Z u n t z  N  (1905)

Z u r  B e d e u t u n g  d e s  B l i n d d a r m s  f u r  d i e  V e r d a u u n g  
b e i m  K a n i n c h e n .

A r c h i v  f u r  P h y s i o l o g i e  1 9 0 5 , 403
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.A im e F  e r ° u s o n ,

S u m m a r y

T h e  m a m m a l i a n  s m a l l  i n t e s t i n e  i s  l i n e d  b y  a  c o l u m n a r  e p i t h e l i u m ,  

t h e  o r d e r l y  a r r a n g e m e n t  of  w h i c h  i s  i n t e r r u p t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  

w i t h i n  i t  of  m a n y  i n t r a e p i t h e l i a l  l y m p h o c y t e s ,  I n  t h i s  t h e s i s  t h e

l y m p h o c y t e s  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  in  t w o  w a y s ,  b y  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 n d  q u a n t i t a t i o n  o f  h u m a n  j e j u n a l  I F  l y m p h o c y t e s ,  

a n d  b y  a  s e r i e s  of  e x p e r i m e n t s  i n  m i c e .

H u m a n  s m a l l  i n t e s t i n a l  I F  l y m p h o c y t e s  r e s e m b l e  t h e i r  c o u n t e r p a r t s  

i n  o t h e r  s p e c i e s ,  b o t h  in  t h e i r  l i g h t  m i c r o s c o p i c  a n d  u l t r a s t r u c t u r a i  

f e a t u r e s .  T h e y  a r e  b a s a l l y  s i t u a t e d  i n  t h e  e p i t h e l i u m ,  l i e  b e t w e e n -

a n d  n o t  w i t h i n  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  a n d  a r e  f r e q u e n t l y  s e e n  c r o s s i n g  

t h e  e p i t h e l i a l  b a s e m e n t  m e m b r a n e .  I F  l y m p h o c y t e s  w e r e  q u a n t i t a t e d  

i n  200  r o u t i n e l y  p r o c e s s e d  j e j u n a l  b i o p s y  s p e c i m e n s ,  a n d  t h e  n o r m a l

c o e l i a c  d i s e a s e  w e r e  t h e  I F  l y m p h o c y t e  c o u n t s  c o n s i s t e n t l y  h i g h e r

n a t u r e  a n d  p o s s i b l e  f u n c t i o n s  of  t h e s e  i n t r a e p i t h e l i a l  ( IE)

iT r r> - tn V » r» r* tr ll n  C‘ j .  Jf ^  W>w.

ICO v i l l o u s  e p i t h e l i a l  c e l l s .  O n l y  i n  b i o p s i e s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h

t h a n  n o r m a l ,
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T h e  d e s i g n  a n d  i n t e r p r e t a t i o n  of e x p e r i m e n t s  i n  m i c e  v / e r e  

f a c i l i t a t e d  b y  t h e  u s e  of  na n t i g e n ~ f r e e M l o o p s  of s m a l l  i n t e s t i n e .  

T h e s e  w e r e  p r e p a r e d  b y  t r a n s p l a n t i n g  f o e t a l  s m a l l  i n t e s t i n e  

u n d e r  t h e  k i d n e y  c a p s u l e s  of a d u l t  m i c e  of  t h e  s a m e  s t r a i n .

S u c h  g r a f t s  h e a l e d  in ,  g r e w  a n d  h a d  n o r m a l  m o r p h o l o g i c a l  

a p p e a r a n c e s  a s  a s s e s s e d  b y  l i g h t  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  

a l t h o u g h  t h e y  h a d  n e v e r  b e e n  e x p o s e d  t o  i n t r a l u m i n a l  a n t i g e n s .

T h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  I F  l y m p h o c y t e s ,  

a n d  I F  l y m p h o c y t e s  s p e c i f i c a l l y  r e l a t e d  t o  a n t i g e n s  w i t h i n  t h e  

g u t ,  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  e x a m i n a t i o n  of s m a l l  i n t e s t i n e  f r o m  n o r m a l  

m i c e ,  g e r m - f r e e  m i c e  a n d  a n t i g e n - f r e e  g r a f t s .  I n  a l l  t h e s e  

s i t u a t i o n s ,  n o r m a l  a n d  t h y m u s - d e p r i v e d  m i c e  w e r e  c o m p a r e d .  

T h e s e  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  i n  t h e  a b s e n c e  of  i n t r a l u m i n a l  

s t i i n u l a t i o n  b y  a n t i g e n s  n o r m a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  g u t  t h e r e  w e r e  

p r o f o u n d  e f f e c t s  u p o n  a l l  t h e  i n t e s t i n a l  l y m p h o i d  t i s s u e s ,

A n t i g e n  d e p r i v a t i o n  h a d  a  p r o f o u n d  e f f e c t  o n  t h e  I F  l y m p h o c y t e s ,  

w h o s e  n u m b e r s  w e r e  c o n s i d e r a b l y  r e d u c e d  i n  g e r m - f r e e  a n d
'N- .

a n t i g e n - f r e e  g u t  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  n o r m a l l y  s i t e d  g u t  of  t h e  

s a m e  a g e ,  In  a d d i t i o n ,  t h e  c o n s i s t e n t  f i n d i n g s  of  l o w  I F  

l y m p h o c y t e  c o u n t s  in  t h y m u s  d e p r i v e d  a n i m a l s  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  t h e r e  w e r e  b o t h  t h y m u s - d e p e n d e n t  and.  t h y m u s - i n d e p e n d e n t  

I F  l y m p h o c y t e s ;  t h y m u s - d e p e n d e n t  l y m p h o c y t e s  f o r m e d  a  

r e l a t i v e l y  g r e a t e r  p r o p o r t i o n  of t h e  t o t a l  i n  y o u n g  a n i m a l s  a n d  in  

g e r m - f r e e /
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g e r m - f r e e  m i c e -  A n t i g e n  d e p r i v a t i o n  h a d  s i m i l a r  e f f e c t s  on 

P e y e r ’s p a t c h e s ,  w h i c h  c o n t a i n e d  b o t h  t h y m u s - d e p e n d e n t  a n d  

t h y m u s - i n d e p e n d e n t  l y m p h o c y t e s ,  w e r e  s m a l l  i n  g e r m - f r e e  a n d  

a n t i g e n - f r e e  g u t ,  a n d  w h i c h  l a c k e d  g e r m i n a l  c e n t r e s  i n  b o t h  of  

t h e s e  s i t u a t i o n s .  F r o m  t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  i t  h a s  b e e n  

t e n t a t i v e l y  c o n c l u d e d  t h a t ,  i n  t h e  n o r m a l  s m a l l  i n t e s t i n e ,  i m m u n e  

r e s p o n s e s  t o  c o m m e n s a l  g u t  b a c t e r i a  m a y  b e  m e d i a t e d  b y  t h y m u s -  

i n d e p e n d e n t  l y m p h o i d  t i s s u e ,  w h e r e a s  i n  y o u n g  o r  g e r m - f r e e  m i c e ,  

t h y m u s - d e p e n d e n t  l y m p h o c y t e s  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  i m m u n e  

r e s p o n s e s  t o  n o n - l i v i n g ,  d i e t a r y  a n t i g e n s ' .

T h e  f a c t o r s  w h i c h  d e t e r m i n e  t h e  m i g r a t i o n  of  l y m p h o i d  c e l l s  t o

t h e  l a m i n a  p r o p r i a  o r  P e y e r ’s p a t c h e s  of  m o u s e  s m a l l  i n t e s t i n e

w e r e  i n v e s t i g a t e d  b y  a u t o r a d i o g r a p h i c  t r a c i n g  o f  i n t r a v e n o u s l y

i n j e c t e d  s p l e e n ,  t h y m u s  a n d  l y m p h  n o d e  c e l l s ,  T h e  n u m b e r s  o f

l a b e l l e d  c e l l s  f o u n d  i n  a n t i g e n - f r e e  g r a f t s  w e r e  c o m p a r e d  w i t h

t h e  n u m b e r s  i n  n o r m a l l y  s i t e d  g u t ,  T h y m u s ,  n o r m a l  s p l e e n  a n d

3 'B  s p l e e n  l y m p h o c y t e s ,  l a b e F e d  w i t h  H - a d e n o s i n e ,  w e r e

^  3
c o n f i n e d  t o  P e y e r ’ s p a t c h e s  i n  n o r m a l  a n d  g r a f t e d  g u t ;  H -

t h y m i d i n e  l a b e l l e d  l y m p h o b l a s t s  f r o m  t h e  m e s e n t e r i c  n o d e s  of  

y o u n g  m i c e ,  a n d  m i c e  i n f e c t e d  w i t h  N i p p o s t r o n g y l u s  b r a s i l i e n s i s ,  

w e r e  f o u n d  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  o f  b o t h  n o r m a l  a n d  g r a f t e d  

g u t ,  a l t h o u g h  n o n e  of t h e s e  l a b e l l e d  l y m p h o c y t e s  w e r e  t r a c e d  t o  

t h e  i n t r a e p i t h e l i a l  s i t e -  T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  l y m p h o ­

c y t e s  of  i n t e s t i n a l  v i l l i  r e p r e s e n t  s p e c i a l  c a t e g o r i e s  of  T  a n d  B 

c e l l s ,  /
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c e l l s ,  s p e c i f i c a l l y  o r i e n t a t e d  t o w a r d s  t h e  g u t ,  a l t h o u g h  n o t  ( in  

t h e s e  e x p e r i m e n t s )  t o w a r d s  a n t i g e n s  w i t h i n  t h e  g u t  l u m e n ,

T h e  t e c h n i q u e  of  g u t  g r a f t i n g  w a s  a l s o  a p p l i c a b l e  t o  a l l o g r a f t s ,  

a n d  f r o m  m o r p h o l o g i c a l  e x a m i n a t i o n  of  s u c h  g r a f t s  t h e  f e a t u r e s  

a n d  t i m e  c o u r s e  of r e j e c t i o n  of m o u s e  s m a l l  i n t e s t i n e  h a v e  b e e n  

d e t e r m i n e d .  T h e  e a r l i e s t  s i g n  o f  r e j e c t i o n  w a s  t h e  a p p e a r a n c e  of 

l y m p h o c y t e s  in  t h e  g r a f t  l a m i n a  p r o p r i a .  L a t e r  t h e r e  w a s  

e x t e n s i v e  l y m p h o c y t e  i n f i l t r a t i o n  of  t h e  f u l l  t h i c k n e s s  of  t h e  

i n t e s t i n e ,  a n d  m a n y  t i s s u e s  h a d  t h e  g e n e r a l  m u c o s a l  m o r p h o l o g y  

of  p a r t i a l  o r  s u b t o t a l  v i l l o u s  a t r o p h y ,  L a t e r  t h e r e  w a s  c o m p l e t e  

d e s t r u c t i o n  of t h e  m u c o s a  a n d  t h e  r e m n a n t s  of t h e  g r a f t s  

c o n s i s t e d  of  s m o o t h  m u s c l e  h e a v i l y  i n f i l t r a t e d  w i t h  l y m p h o c y t e s  

a n d  p l a s m a  c e l l s .  T h e s e  s a m e  e v e n t s  o c c u r r e d  i n  s e q u e n c e  i n  

a l l  t h e  s t r a i n  c o m b i n a t i o n s  s t u d i e d  b u t  t h e  t i m e  c o u r s e  of  

r e j e c t i o n  v a r i e d  w i t h  h i s t o c o m p a t i b i l i t y  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  

d o n o r  a n d  h o s t  s t r a i n s ,  T h y m u s - d e p r i v e d  m i c e  s h o w e d  

p r o f o u n d l y  i m p a i r e d  a b i l i t y  t o  r e j e c t  a l l o g r a f t s ,

''V

T h e  f i n d i n g s  of  i n c r e a s e d  n u m b e r s  of  IE* l y m p h o c y t e s  i n  c o e l i a c  

d i s e a s e ,  a n d  of  h i s t o l o g i c a l  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  e s t a b l i s h e d  

r e j e c t i o n  a n d  c o e l i a c  d i s e a s e ,  s u g g e s t  t h a t  v i l l o u s  a t r o p h y  m a y  

r e s u l t  f r o m  t h e  p r e s e n c e  of  a c t i v a t e d  l y m p h o c y t e s  i n  t h e  s m a l l  

i n t e s t i n e ,  T h e s e  c o u l d  b e  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  i n t e s t i n a l  t i s s u e s  

p e r  /



p e r  s e ,  b u t  m o r e  l i k e l y  a r e  d i r e c t e d  a g a i n s t  f o o d  a n t i g e n s  w h i c h  

h a v e  c r o s s e d  t h e  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  c e l l  b a . r r i e r ,


