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Glycogen Deposits in B~vnchial Epithelium o~ the Reimplanted Canine 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 dysrcgulation. 

Zusammeu/assung. Nach einer Lungenreimplantation sind in den Bronchusepithelzellen 
licht- und elektronenmikroskopisch Glykogenablagerungen nachzuweisen. Die st~rksten 
Glykogenablagerungen finden sieh im Epithel der kleinen Bronchien und Bronchioli. Das 
Cytoplasma der Bronchiolusepithelzellen kann fast vollst~ndig mit Glykogen ausgefiillt sein. 
In den Flimmerzellen der grol3en Bronchien ist das Glykogen auf das Ferikaryon beschriinkt. 
Die Schleimzellen haben die gerings~en Glykogenablagerungen. Die intracytoplasmatischen 
Glykogenablagerungen werden als Ausdruck verminderter Zellaktivit£t gedeutet. Die Ursache 
hierffir liegt mSglicherweise in einer neuralen Dysregulation. 

Bei  einer Lungen re imp lan t a t i on  sind hcute  die technischen Schwier igkei ten  
wei tgehend i iberwunden  (EIs]~Ls u. Mitarb. ,  1968). D a m i t  s ind weitere funkt ionel l -  
morphologisehe Prob leme  aufgeworfen,  deren Erforschung ffir eine erfolgreiche 
L n n g e n t r a n s p l a n t a t i o n  a m  M:ensehen yon grol3er Bedeu tung  sind. Insbesondere  
is t  im  L u n g e n t r a n s p l a n t a t  wegen der  ges tSr ten  Blur-  und  Nervenversorgung  mi t  
Bronchusver/~nderungen zu rechnen.  Uber  fe ins t rukture l le  Ver/~nderungen der  
Bronehuswand  naeh Lungen t r ansp l an t a t i on  oder  - r e implan ta t ion  l iegen in der  
L i t e r a t u r  noch keine Beobaeh tungen  vor. I n  der  vor l iegenden Arbe i t  soll daher  die 
feinere Morphologie  der  Bronchien  naeh  Lungen re imp lan t a t i on  un te r such t  werden.  

Material und Methodik 
Bei 18--20 kg schweren, 12--18 Monate alten Hunden wurde die linke Lunge nach frfiher 

beschriebener Methode (B~CItERL U. Mitarb., 1961) reimplantiert. 
Elektronenmikroskopie. Die Uberlebenszeiten betrugen 2 und 5 Monate. Die narkotisierten 

Tiere wurden thorakotomiert und die kollabierten Lungen yon der Trachea aus mit einer 
4,5%igen eisgekfihlten Glutaraldehyd-LSsung aufgefiillt. 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-LSsung 
nachfixiert. 

* Mit Unterstiitzung dutch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Die Glutaraldehyd-LSsung war mit s-Collidin gepuffert (BENNET und LUFT, 1959) und 
auf pH 7,3 eingestellt. 100 ml dieser LSsung enthielten 4 g l~ohrzucker (CAvLFIELD, 1957) und 
0,25 g CaCl2. Im AnschluB an die Glutaraldehyd-Fixation wurden die Gewebestiickchen kurz 
in PufferlSsung gewasehen und ffir 1--2 Std in einer gepufferten 1%igen OsO4-LSsung nach- 
fixiert. Die Einbettung erfolgte fiber die aufsteigende Alkoholreihe in Epon 812 (LvFT, 1961), 
wobei das Gewcbe im 70%igen Alkohol mit Phosphorwolframs~ure (1,5 g PWS auf 100 ml 
70 % igen Alkohol) kontrastiert wurde. Um yon den BronchialwKnden Querschnitte zu erhalten, 
wurden die Gewebestiickchen gerichtet eingebettet. Mit Toluidinblau gef~rbt (TRuMF u. 
Mitarb., 1961) ,,semidiinne" Schnitte ermSglichten ein gezieltes Anspitzen der B15ckchen unter 
lichtmikroskopischer ]~ontrolle. Die Diinnschnitte wurden am Porter-Blum-Ultramikrotom 
angefertigt, mit Bleihydroxyd (KARNOVSKY, 1961) kontrastiert und mit dem Elmiskop I A 
(Siemens) bei einer Strahlspannung yon 80 kV beobachtct und photographiert. 

Glykogennachweis nach BEST. Fiir den histochemischen Glykogennachweis in der Bronchus- 
wand wurden Uberlebenszeiten yon 2 Tagen, 2 Monaten und 5 Monatcn gew~hlt. Die Tiere 
wurden narkotisiert, thorakotomiert und aus verschiedenen Bronchusabschnitten beider 
Lungen kleine Gewebestfickchen entnommen und gefriergetrocknet. Von dem getrockneten 
und in Paraffin eingebetteten Material wurden 7 ~m dicke Schnitte angefertigt, entparaffiniert 
und in einer Athylalkohol-Formalin-Mischung (7 Teile 96 % iger Athylalkohol -~- 3 Teile 40 % iges 
Formaldehyd) fixiert. Die weitere Bestsche CarminfKrbung wurde in fiblicher Weise an- 
schlieBend durchgefiihrt. Ffir Kontrolluntersuchungen wurden H.E. und PAS-Fgrbungen 
gew~hlt. 

Befunde 

Mit Hi~matoxylin-Eosin gefi~rbte Schnitte yon reimplantierten Lungen lassen 
keine grSbere Strukturveri~nderungen irn Bronchialsystem erkennen. Insbesondere 
sind im vor]iegenden Material keine entziindlichen Infiltrate in der Bronchuswand 
oder im Peribronchinm zu beobachten. Drfisen and Nervensystem der Bronchien 
sind gesondert untersucht und an anderer Stelle publiziert worden (BLOMC~E u. 
Mitarb., 1968a, b). Die vorliegenden Untersuchungen beschriinken sich auf das 
Bronchusepithel. Hier finder 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 h~ufig vorhanden zu sein. 

Nach einer Carminf~rbung nach BEST ist normalerweise im Bronchusepithel 
keizl Glykogen nachweisbar. Wie aus Abb. 1 ersichtlich, linden sich 5 Monate nach 
einer Lungenreimplantation auf der operierten Seite in sgmtlichen Bronchus- 
epithelzellen Glykogenablagerungen, wg, hrend in der nieht 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 Bronehien und Bronchioh die starksten Glykogenablagerungen. Das 
Glykogen der Flimmerzellen ist nut auf das Perikaryon beschrgnkt. Hier nehmen 
die Glykogenschollen selten mehr als ein Viertel der KerngrS[3en ein. 

Das Glykogen tritt  nicht sofort nach einer Transplantation auf. 2 Tage nach 
einer Reimplantation z.B. la[tt sich im Epithel noch kein Glykogen nachweisen; 
jedoch sind die Glykogenanh~ufungen 2 Monate nach der Operation in gleicher 
St~rke vorhanden wie bei den Tieren mit einer Uberlebenszeit yon 5 Monaten. 

Die elektronenmikroskopischen Beobachtungen stimmen mit den lichtmikro- 
skopiseh erhobenen Befunden iiberein. Im Cytoplasma der Epithelzellen sind die 
Glykogenpartikel in grSfteren Arealen akkumuliert. GrSl~e nnd Kontrasteigen- 
schaften der Partikel sowie ihre vorwiegend rosettenfSrmige Anordnung ent- 

12. 
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Abb. 1. Oben: Glykogenablagerungen im hohen Bronehusepithet (E) 5 Monate nach links- 
seitiger Lungenreimplantation. S Submucos~. Carminf~rbung n~ch B~s% 520 ×. Unten : Kon- 
trollschnitt sus dem gleichen Bronchusabschnitt der rechten Lunge bei gleieher histologischer 

Technik und VergrSBerung. E Bronchusepithel; S Submucosa; M Muscularis 

sprechen den typischen Glykogenablagerungen ~nderer Zellsysteme wie z.B. der 
Leberparenchym- und Muskelzellen ( T ~ A ~ ,  ]963). Isoliert liegende Glykogen- 
partikel sind im Cytoplasma oft schwer zu identifizieren. Meist ]sssen sie sich aber 
yon Ribosomen durch ihren grSl~eren Durchmesser und ihre kugelithnliche Form 
unterscheiden. 

I m  elektronenmikroskopischen Bild stellen sich die lichtmikroskopisch als 
Schollen erkennbaren Glykogenablagerungen in zweifacher Weise d~r: In  den 
Epithelzellen der kleinen Bronchien und Bronchiolen liegen die Glykogenpartikel 
in der Regel ~ls kompakte  I-Iaufen zusammen, withrend vornehmlich in den 
Flimmerzellen in den Glykogenherden h/~ufig grol~e elektronenoptisch leere Raume 
zu beobachten sind. Die Entstehung dieser R/tume ist nicht geklgrt. MSglicher- 
weise handelt es sich um Fixierungs- oder Einbettungsartefskte.  

In  Abb. 2 sind die nach Lungenreimplantation auftretenden, f/Jr Flimmer- 
epithelze]len typischen Glykogenablagerungen zu erkennen. Die Organellen der 
Epi~helze]le sind normal strukturiert.  Insbesondere lassen sich keine Mitochon- 
clrienschwellungen n~chweisen. Die grSl~eren Glykogenablagerungen ]iegen in der 
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Abb. 2. Herdf6rmige Glykogenablagerungen (Gl) im Perikaryon einer Flimmerzelle 5 Monate 
nach Reimplantation. S Submueosa; M Museularis. 15000 × 

Regel herdf6rmig im Perikaryon apikal vom Zellkern. Oft lassen sie im Innern 
weite, elektronenoptisch leere Rgume erkennen. 

t~esonders dichtgepackte, ausgedehnte Glykogenablagerungen linden sich in 
den sog. Clara-Zellen (vgl. Abb. 3). Oft ist ihr gesamtes Cytoplasma fast roll- 
stgndig mit Glykogen ausgefiillt, das bis in die sehmalen, tentakelf6rmigen Fort- 
s/~tze 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 Sekretv~cuole; MI Mitochondrien; F schmale 

mit Glykogen angefiillte Plasmaforts~tze. 11700 × 

per ipher ie  freil~l~t. Auch  die besonders  gro~en und  mi t  einer d ichten  Mat r ix  
~usges ta t t e ten  Mi tochondr ien  der  Clara-Zellen sind unver~nder t ;  dagegen ist  d ie  
Zuhl der  Sekre tvacuo]en  ( . V "  in Abb.  3) deut l ich  reduzier t .  
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Abb. 4. Apikaler Teil einer Epithelzelle mit groBem Glykogeneinschlug (Gl) aus einem 
Bronchiolus respiratorius 2 Monate nach geimplantation. 36000 × 

In den kubisehen Epithelzellen der Bronehioli respiratorii linden sieh die 
Glykogenablsgerungen oft in ausgedehnten Iterden im apikalen Zellteil (vgl. 
Abb. 4). t t ier reichen die Ablagerungen ebenfalls bis in die Zellforts/~tze. Im 
gesamten Cytoplasms dieser Zellen sind such kleinere Glykogenherde zu beob- 
aehten. 

Die Sehleimzellen des hohen Bronehusepithels enthslten nur sp/trliehe Glyko- 
genmengen (vgl. Abb. 5). Die Ablagerungen linden sieh in den Cytoplssma- 
zwiekeln zwisehen den Sehleimvacuolen. Die Sehleimbildung und -exkretion 
erseheint im elektronenmikroskopisehen Bild ungest6rt. Der Pfeil in Abb. 5 weist 
auf die Exkretion einer Sehleimvaeuole in das Bronchuslumen. 

Bei der Reimplantation werden die Bronehialarterien im Nilus unterbunden 
und durehtrennt. Die Durehblutung der Bronehialgef~l~e des Reimplantstes kann 
nur fiber Anastomosen zwisehen Xsten der Pulmonslarterie und den Bronchial- 
gef~Ben (HAY~K, 1940) erfolgen. Die Untersuehungen der Bronehuswsnd reim- 
plantierter Lungen zeigen, dab anseheinend nur ein Teil der Bronehialgef/tBe 
er6ffnet ist. Neben stark dilstierten, mit Plasma gefiillten Capillaren (vgl. Abb. 6), 
deren Epithel flaeh ausgezogen ist, finder man such vereinzelt Capillaren, deren 
Liehtung vollst/tndig oder bis auf einen ~uBerst sehmalen Spalt kollsbiert ist. 
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Abb. 5. Ausschnitt aus dem apikMen Teil einer Schleimzelle mit geringen Glykogenablage- 
rungen (G1) im Cytoplasma zwischen den Schleimvacuolen 2 Monate naeh Reimplantation. 

Pfeil: Entleerung einer Sehleimvacuole in die Bronehusliehtung. 30000 × 

Die Muskelzellen der Bronchuswand zeigen auch im elektronenmikroskopisehen 
Bild keine Veri~nderungen ihrer filamenti~ren Cytoplasmastrukturen. Lediglich ihr 
Glykogengehalt scheint vermehrt.  

Diskussion 

Die intracytoplasmatische Glykogenspeicherung in den Bronchusepithelzellen 
kann Ms Folge einer verminderten Glykolyse bei norm~lem Glucoseangebot 
gedeutet werden. Da keine Stoffwechseluntersuchung an reimplantierten Lungen 
vorliegt, ist die Ursache ffir die Glykogenspeicherung bisher ungekli~rt. 

Bei der Lungenreimplantation ist eine Durchtrennung der in die Lunge 
ziehenden Nerven und eine Unterbindung der Bronehial~rterien in] Hilus unver- 
meidbar. Dar ius  ergeben sich zwei Faktoren, die Ms Ursache ~fir die Glykogen- 
speicherung diskutiert werden miissen: 1. eine gestSrte Innervat ion und 2. eine 
mange]hafte S~uerstoffversorgung der Bronchusschleimhaut. 

Bei der Reimplantat ion werden s~mtliche in die Lunge ziehenden sympathi-  
schen und parasymp~thischen Nervenfasern durchtrennt, wiihrend die intra- 
pulmonalen G~nglienzellen, deren Nervenfasern dig Mucos~ der Bronchuswand 
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Abb. 6. Weite, mit Blutplasma gefiillte Capillare aus der Bronchuswand 2 Monate nach 
Reimlolantation. P Pericyt. 5000 × 

innervieren (BLI~MCKE, 1968), im Reimplantat  iiberleben (BLO2CIOKE et al., 1968a, 
b). Die fehlende zentrale Innervat ion fiihrt zwangslaufig zur Autonomie der intra- 
pulmonalen Ganglienzellen und hat  vermutlieh sehwere St6rungen fiir die neurale 
Versorgung der Mucosa zur Folge. Es ist zu erwarten, dab die Erregungsfrequenz 
dieser Ganglienzellen herabgesetzt und damit  die Abgabe der neuralen Trans- 
mittersubstanzen an die Bronehusepithelzellen vermindert  ist. Auger dieser 
allgemein reduzierten nenralen Stimulation ist aueh das Zusammenspiel von 
Sympathico- und Parasympathicotonus an den Erfo]gszellen gest6rt, so dab eine 
neurale Dysregulation des Bronchusepithels zu erwarten ist. Die funktionellen 
Auswirkungen dieser neuralen StSrungen sind sehwer zu tibersehen. 

Wir m6ehten annehmen, dab die veranderte Innervation schlieglieh zur 
Herabsetzung der Zellaktivitat und des Energiebedarfs in den Bronehusepithel- 
zel]en ffihrt. Da die Zelle normalerweise ihren Energiebedarf aus dem Glucose- 
abbau deckt, hat  die Herabsetzung des Energiebedarfs aueh eine Einschr/tnkung 
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des Glueoseabbaus zur Folge. Das Glueoseangebot ist in der reimplantierten Lunge 
unver/indert, so dag die Reduktion des Glueoseabbaus zwangslgufig zur Glykogen- 
speieherung ffihrt. ~be r  diesen Weg besteht naeh unserer Ansieht ein direkter 
Zusammenhang zwisehen der Glykogenablagerung und der gest6rten Innervation 
des Bronehusepithels. 

AuGer der neuralen Dysregulation kommt  theoretiseh aueh ein Sauerstoff- 
mangel als Ursaehe fiir den gest6rten Kohlenhydratstoffweehsel in Betraeht. Der 
Sauerstoffmangel kSnnte zur ATP-Verarmung fiihren und dadureh den oxydativen 
Glueoseabbau einsehrgnken. Unsere Befunde spreehen jedoeh gegen diese M6glieh- 
keit. Naeh Unterbindung der Bronehialarterien erfolgt die Durehblutung der 
Bronehuswand fiber Anastomosen (v. tIA¥~K, 1940) mit  der Arteria pulmonalis. 
Diese retrograde Blutversorgung hat  sieh in den untersuehten reimplantierten 
Lungen insofern naehweisen lassen, als die Bronehialgef/ige zum grSgten Teil prall 
mit  Blutplasma (vgl. Abb. 6) und BlugkSrperehen gefiillt waren. WAre die ver- 
minderte Sauerstoffspannung dieses aus der Art. pulmonMis s tammenden Blutes 
ffir die Glykogenspeieherung im Bronehusepithel verantwortlieh, dann miigten 
aueh die gr6gten Glykogendepots im Epithel der grogen Bronehien liegen. Tat- 
s/iehlieh aber finden sie sieh im Epithel der kleinsten Bronehusaufzweigungen, 
deren Blutversorgung tiberhaupt nieht mehr fiber die Bronehialarterien erfolgt. 
Augerdem spreehen die feinstrukturellen Untersuehungen gegen die Annahme, 
dag die Epithelzellen unter einem ehronisehen Sauerstoffmangel leiden. In  keiner 
Epithelzelle der reimplantierten Lungen konnten gesehwollene Mitoehondrien 
oder andere Zeiehen einer Hypoxie gefunden werden. 

Die z.T. hoehgradigen Glykogenablagerungen lassen eine erhebliehe Funk- 
~ionsst6rung des Bronehusepithels besonders abet des Bronehiolusepithels ver- 
tauten. Diese Funktionsst5rungen k6nnten sieh naehhaltig auf die Ventilation 
einer reimplantierten oder transplantierten Lunge auswirken. Damit  stellen sie 
mSglieherweise ein zus~tzliehes Problem fiir die mensehliehe Lungentransplanta- 
tion dar. 
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