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Glycogen Deposits in Bronchial Epithelium of the Reimplanted Conine Lungs

Summary. Glycogen deposits in the epithelial cells of bronchi of reimplanted canine lungs
may be demonstrated by light and electron microscopy. The largest deposits are found in the
epithelium of small bronchi and bronchioli. The cytoplasm of bronchiolar epithelial cells may
be completely filled with glycogen. In ciliated cells of the larger bronchi the glycogen is limited
to the perinuclear region. The mucus cells contain the least glycogen. The intracytoplasmic
deposits of glycogen are regarded as representing reduced cellular activity. The cause probably
is related to neural dysregulation.

Zusommenfassung. Nach einer Lungenreimplantation sind in den Bronchusepithelzellen
licht- und elektronenmikroskopisch Glykogenablagerungen nachzuweisen. Die stérksten
Glykogenablagerungen finden sich im Epithel der kleinen Bronchien und Bronchioli. Das
Cytoplasma der Bronchiolusepithelzellen kann fast vollstindig mit Glykogen ausgefiillt sein.
In den Flimmerzellen der groBen Bronchien ist das Glykogen auf das Perikaryon beschrinkt.
Die Schleimzellen haben die geringsten Glykogenablagerungen. Die intracytoplasmatischen
Glykogenablagerungen werden als Ausdruck verminderter Zellaktivitit gedeutet. Die Ursache
hierfiir liegt moglicherweise in einer neuralen Dysregulation.

Bei einer Lungenreimplantation sind heute die technischen Schwierigkeiten
weitgehend itberwunden (E1sELE u. Mitarb., 1968). Damit sind weitere funktionell-
morphologische Probleme aufgeworfen, deren Erforschung fiir eine erfolgreiche
Lungentransplantation am Menschen von grofler Bedeutung sind. Insbesondere
ist im Lungentransplantat wegen der gestdrten Blut- und Nervenversorgung mit
Bronchusverinderungen zu rechnen. Uber feinstrukturelle Verdnderungen der
Bronchuswand nach Lungentransplantation oder -reimplantation liegen in der
Literatur noch keine Beobachtungen vor. In der vorliegenden Arbeit soll daher die
feinere Morphologie der Bronchien nach Lungenreimplantation untersucht werden.

Material und Methodik

Bei 18—20 kg schweren, 12—18 Monate alten Hunden wurde die linke Lunge nach friither
beschriebener Methode (BtiomeRL u. Mitarb., 1961) reimplantiert.

Elektronenmikroskopie. Die Uberlebenszeiten betrugen 2 und 5 Monate. Die narkotisierten
Tiere wurden thorakotomiert und die kollabierten Lungen von der Trachea aus mit einer
4,5%igen eisgekithlten Glutaraldehyd-Lésung aufgefillt. Von der reimplantierten und der
normalen Lunge wurden sofort danach kleine Stiickchen aus den verschiedenen Abschnitten
der Bronchien und Bronchiolen entnommen und 1 Std in der gleichen Glutaraldehyd-Lésung
nachfixiert.

* Mit Unterstittzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft.
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Die Glutaraldehyd-Losung war mit s-Collidin gepuffert (BENNET und LuFrr, 1959) und
auf pH 7,3 eingestellt. 100 ml dieser Losung enthielten 4 g Rohrzucker (CAuLFIELD, 1957) und
0,25 g CaCl,. Im AnschluBl an die Glutaraldehyd-Fixation wurden die Gewebestiickchen kurz
in Pufferlésung gewaschen und fiir 1-—2 Std in einer gepufferten 1%igen OsO,-Lisung nach-
fixiert. Die Einbettung erfolgte iiber die aufsteigende Alkoholreihe in Epon 812 (LuFt, 1961),
wobei das Gewebe im 70 %igen Alkohol mit Phosphorwolframséiure (1,56 g PWS auf 100 ml
70 %igen Alkohol) kontrastiert wurde. Um von den Bronchialwinden Querschnitte zu erhalten,
wurden die Gewebestiickchen gerichtet eingebettet. Mit Toluidinblau gefirbt (Trume u.
Mitarb., 1961) ,,semidiinne‘‘ Schnitte erméglichten ein gezieltes Anspitzen der Blockchen unter
lichtmikroskopischer Kontrolle. Die Diinnschnitte wurden am Porter-Blum-Ultramikrotom
angefertigt, mit Bleihydroxyd (KarNovsKY, 1961) kontrastiert und mit dem Elmiskop I A
{Siemens) bei einer Strahlspannung von 80 kV beobachtet und photographiert.

Glykogennachweis nach BEsT. Fir den histochemischen Glykogennachweis in der Bronchus-
wand wurden Uberlebenszeiten von 2 Tagen, 2 Monaten und 5 Monaten gewihlt. Die Tiere
wurden narkotisiert, thorakotomiert und aus verschiedenen Bronchusabschnitten beider
Lungen kleine Gewebestiickchen entnommen und gefriergetrocknet. Von dem getrockneten
und in Paraffin eingebetteten Material wurden 7 ym dicke Schnitte angefertigt, entparaffiniert
und in einer Athylalkohol-Formalin-Mischung (7 Teile 96 % iger Athylalkohol 4- 3 Teile 40 % iges
Formaldehyd) fixiert. Die weitere Bestsche Carminfirbung wurde in tblicher Weise an-
schlieBend durchgefiithrt. Fur Kontrolluntersuchungen wurden H.E. und PAS-Férbungen
gewahit.

Befunde

Mit Hématoxylin-Eosin gefarbte Schnitte von reimplantierten Lungen lassen
keine grobere Strukturverdnderungen im Bronchialsystem erkennen. Insbesondere
sind im vorliegenden Material keine entziindlichen Infiltrate in der Bronchuswand
oder im Peribronchium zu beobachten. Driisen und Nervensystem der Bronchien
sind gesondert untersucht und an anderer Stelle publiziert worden (Bromcxe u.
Mitarb., 1968a, b). Die vorliegenden Untersuchungen beschrinken sich auf das
Bronchusepithel. Hier findet man keine Abweichung vom normalen Verteilungs-
muster der Schleim- und Flimmerzellen. Die Schleimzellen behalten ihre regel-
rechte Becherform. Auch ihr Schleimgehalt entspricht der Norm. Die sog. Clara-
Zellen (Keulenzellen) im einreihigen Epithel der Bronchioli respiratorii scheinen
in der reimplantierten und normalen Lunge gleich haufig vorhanden zu sein.

Nach einer Carminfarbung nach BEST ist normalerweise im Bronchusepithel
kein Glykogen nachweisbar. Wie aus Abb. 1 ersichtlich, finden sich 5 Monate nach
einer Lungenreimplantation auf der operierten Seite in simtlichen Bronchus-
epithelzellen Glykogenablagerungen, wihrend in der nicht transplantierten Lunge
das Glykogen fehlt. Die Epithelzellen verhalten sich in bezug auf ihren Glykogen-
gehalt unterschiedlich: Die Schleimzellen haben die geringsten, die Epithelzellen
der kleinen Bronchien und Bronchioli die stérksten Glykogenablagerungen. Das
Glykogen der Flimmerzellen ist nur auf das Perikaryon beschrinkt. Hier nehmen
die Glykogenschollen selten mehr als ein Viertel der KerngroBen ein.

Das Glykogen tritt nicht sofort nach einer Transplantation auf. 2 Tage nach
einer Reimplantation z.B. laBt sich im Epithel noch kein Glykogen nachweisen ;
jedoch sind die Glykogenanhiufungen 2 Monate nach der Operation in gleicher
Stérke vorhanden wie bei den Tieren mit einer Uberlebenszeit von 5 Monaten.

Die elektronenmikroskopischen Beobachtungen stimmen mit den lichtmikro-
skopisch erhobenen Befunden iberein. Im Cytoplasma der Epithelzellen sind die
Glykogenpartikel in gréfieren Arealen akkumuliert. GroSe und Kontrasteigen-
schaften der Partikel sowie ihre vorwiegend rosettenitrmige Anordnung ent-
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Abb. 1. Oben: Glykogenablagerungen im hohen Bronchusepithel (#) 5 Monate nach links-

seitiger Lungenreimplantation. § Submucosa. Carminfarbung nach Best, 520 x . Unten: Kon-

trollschnitt aus dem gleichen Bronchusabschnitt der rechten Lunge bei gleicher histologischer
Technik und VergroBerung. % Bronchusepithel; § Submucosa; M Muscularis

sprechen den typischen Glykogenablagerungen anderer Zellsysteme wie z.B. der
Leberparenchym- und Muskelzellen (THEMANN, 1963). Isoliert liegende Glykogen-
partikel sind im Cytoplasma oft schwer zu identifizieren. Meist lassen sie sich aber
von Ribosomen durch ihren gréfleren Durchmesser und ihre kugeldhnliche Form
unterscheiden.

Im elektronenmikroskopischen Bild stellen sich die lichtmikroskopisch als
Schollen erkennbaren Glykogenablagerungen in zweifacher Weise dar: In den
Epithelzellen der kleinen Bronchien und Bronchiolen liegen die Glykogenpartikel
in der Regel als kompakte Haufen zusammen, wihrend vornehmlich in den
Flimmerzellen in den Glykogenherden hdufig groB3e elektronenoptisch leere Rdume
zu beobachten sind. Die Entstehung dieser Riume ist nicht geklart. Méglicher-
weise handelt es sich um Fixierungs- oder Einbettungsartefakte.

In Abb. 2 sind die nach Lungenreimplantation auftretenden, fiir Flimmer-
epithelzellen typischen Glykogenablagerungen zu erkennen. Die Organellen der
Epithelzelle sind normal strukturiert. Insbesondere lassen sich keine Mitochon-
drienschwellungen nachweisen. Die grofieren Glykogenablagerungen liegen in der
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Abb. 2. Herdférmige Glykogenablagerungen (&) im Perikaryon einer Flimmerzelle 5 Monate
nach Reimplantation. § Submucosa; M Muscularis. 15000 X

Regel herdférmig im Perikaryon apikal vom Zellkern. Oft lassen sie im Innern
weite, elektronenoptisch leere Rdume erkennen.

Besonders dichtgepackte, ausgedehnte Glykogenablagerungen finden sich in
den sog. Clara-Zellen (vgl. Abb. 3). Oft ist ihr gesamtes Cytoplasma fast voll-
stdndig mit Glykogen ausgefiillt, das bis in die schmalen, tentakelférmigen Fort-
satze dieser Zellen reicht und nur einen schmalen Cytoplasmasaum an der Zell-
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Abb. 3. Fast vollstandig mit Glykogen ausgefiillte sog. Clara-Zellen aus einem Bronchiolus

respiratorius 5 Monate nach Reimplantation. V Sekretvacuole; M1 Mitochondrien; F schmale
mit Glykogen angefiillte Plasmafortsitze. 11700 x

peripherie freiliBt. Auch die besonders groBen und mit einer dichten Matrix
ausgestatteten Mitochondrien der Clara-Zellen sind unverandert; dagegen ist die
Zahl der Sekretvacuolen (,,V* in Abb. 3) deutlich reduziert.
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Abb. 4. Apikaler Teil einer Epithelzelle mit groBem OGlykogeneinschlul (GI) aus einem
Bronchiolus respiratorius 2 Monate nach Reimplantation. 36000 x

In den kubischen Epithelzellen der Bronchioli respiratorii finden sich die
Glykogenablagerungen oft in ausgedehnten Herden im apikalen Zellteil (vgl.
Abb. 4). Hier reichen die Ablagerungen ebenfalls bis in die Zellfortsiatze. ITm
gesamten Cytoplasma dieser Zellen sind auch kleinere Glykogenherde zu beob-
achten.

Die Schleimzellen des hohen Bronchusepithels enthalten nur spérliche Glyko-
genmengen (vgl. Abb.5). Die Ablagerungen finden sich in den Cytoplasma-
zwickeln zwischen den Schleimvacuolen. Die Schleimbildung und -exkretion
erscheint im elektronenmikroskopischen Bild ungestort. Der Pfeil in Abb. 5 weist
auf die Exkretion einer Schleimvacuole in das Bronchuslumen.

Bei der Reimplantation werden die Bronchialarterien im Hilus unterbunden
und durchtrennt. Die Durchblutung der Bronchialgefie des Reimplantates kann
nur iiber Anastomosen zwischen Asten der Pulmonalarterie und den Bronchial-
gefafen (Havex, 1940) erfolgen. Die Untersuchungen der Bronchuswand reim-
plantierter Lungen zeigen, dafll anscheinend nur ein Teil der BronchialgefiBe
erdffnet ist. Neben stark dilatierten, mit Plasma gefiillten Capillaren (vgl. Abb. 6),
deren Epithel flach ausgezogen ist, findet man auch vereinzelt Capillaren, deren
Lichtung vollstdndig oder bis auf einen duBerst schmalen Spalt kollabiert ist.
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rungen (G7) im Cytoplasma zwischen den Schleimvacuolen 2 Monate nach Reimplantation.
Pfeil: Entleerung einer Schleimvacuole in die Bronchuslichtung. 30000 x

Die Muskelzellen der Bronchuswand zeigen auch im elektronenmikroskopischen
Bild keine Verinderungen ihrer filamentéiren Cytoplasmastrukturen. Lediglich ihr
Glykogengehalt scheint vermehrt.

Diskussion

Die intracytoplasmatische Glykogenspeicherung in den Bronchusepithelzellen
kann als Folge einer verminderten Glykolyse bei normalem Glucoseangebot
gedeutet werden. Da keine Stoffwechseluntersuchung an reimplantierten Lungen
vorliegt, ist die Ursache fir die Glykogenspeicherung bisher ungeklért.

Bei der Lungenreimplantation ist eine Durchtrennung der in die Lunge
ziehenden Nerven und eine Unterbindung der Bronchialarterien im Hilus unver-
meidbar. Daraus ergeben sich zwei Faktoren, die als Ursache fir die Glykogen-
speicherung digskutiert werden miissen: 1. eine gestdrte Innervation und 2. eine
mangelhafte Sauerstoffversorgung der Bronchusschleimhaut.

Bei der Reimplantation werden sémtliche in die Lunge ziehenden sympathi-
schen und parasympathischen Nervenfasern durchtrennt, wihrend die intra-
pulmonalen Ganglienzellen, deren Nervenfasern die Mucosa der Bronchuswand
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Abb. 8. Weite, mit Blutplasma gefilllte Capillare aus der Bronchuswand 2 Monate nach
Reimplantation. P Pericyt. 5000 x

innervieren (BLUMCKE, 1968), im Reimplantat iiberleben (Br.UMcKE et al., 1968 a,
b). Die fehlende zentrale Innervation fithrt zwangsldufig zur Autonomie der intra-
pulmonalen Ganglienzellen und hat vermutlich schwere Stérungen fiir die neurale
Versorgung der Mucosa zur Folge. Es ist zu erwarten, dafl die Erregungsfrequenz
dieser Ganglienzellen herabgesetzt und damit die Abgabe der neuralen Trans-
mittersubstanzen an die Bronchusepithelzellen vermindert ist. AuBer dieser
allgemein reduzierten neuralen Stimulation ist auch das Zusammenspiel von
Sympathico- und Parasympathicotonus an den Erfolgszellen gestort, so dafi eine
neurale Dysregulation des Bronchusepithels zu erwarten ist. Die funktionellen
Auswirkungen dieser neuralen Stérungen sind schwer zu tibersehen.

Wir méchten annehmen, daf3 die verdnderte Inmervation schlieBlich zur
Herabsetzung der Zellaktivitdt und des Energiebedarfs in den Bronchusepithel-
zellen fithrt. Da die Zelle normalerweise ihren Energiebedarf aus dem Glucose-
abbau deckt, hat die Herabsetzung des Energiebedarfs auch eine Einschrinkung
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des Glucoseabbaus zur Folge. Das Glucoseangebot ist in der reimplantierten Lunge
unveréndert, so dal die Reduktion des Glucoseabbaus zwangsliufig zur Glykogen-
speicherung fiihrt. Uber diesen Weg besteht nach unserer Ansicht ein direkter
Zusammenhang zwischen der Glykogenablagerung und der gestorten Innervation
des Bronchusepithels.

AulBler der neuralen Dysregulation kommt theoretisch auch ein Sauerstoff-
mangel als Ursache fiir den gestorten Kohlenhydratstoffwechsel in Betracht. Der
Sauerstoffmangel kénnte zur ATP-Verarmung fithren und dadurch den oxydativen
Glucoseabbau einschranken. Unsere Befunde sprechen jedoch gegen diese Moglich-
keit. Nach Unterbindung der Bronchialarterien erfolgt die Durchblutung der
Bronchuswand tiber Anastomosen (v. HAYEK, 1940) mit der Arteria pulmonalis.
Diese retrograde Blutversorgung hat sich in den untersuchten reimplantierten
Lungen insofern nachweisen lassen, als die Bronchialgefae zum gréfiten Teil prall
mit Blutplasma (vgl. Abb. 6) und Blutkérperchen gefiillt waren. Wire die ver-
minderte Sauerstoffspannung dieses aus der Art. pulmonalis stammenden Blutes
fiir die Glykogenspeicherung im Bronchusepithel verantwortlich, dann miiten
auch die gréBten Glykogendepots im Epithel der groflen Bronchien liegen. Tat-
séchlich aber finden sie sich im Epithel der kleinsten Bronchusaufzweigungen,
deren Blutversorgung iiberhaupt nicht mebr iiber die Bronchialarterien erfolgt.
AuBerdem sprechen die feinstrukturellen Untersuchungen gegen die Annahme,
daB die Epithelzellen unter einem chronischen Sauerstoffmangel leiden. In keiner
Epithelzelle der reimplantierten Lungen konnten geschwollene Mitochondrien
oder andere Zeichen einer Hypoxie gefunden werden.

Die z.T. hochgradigen Glykogenablagerungen lassen eine erhebliche Funk-
tionsstorung des Bronchusepithels besonders aber des Bronchiolusepithels ver-
muten. Diese Funktionsstérungen kénnten sich nachhaltig auf die Ventilation
einer reimplantierten oder transplantierten Lunge auswirken. Damit stellen sie
moglicherweise ein zusétzliches Problem fiir die menschliche Lungentransplanta-
tion dar.
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