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49, Ultrastrukturelle Untersuchungen zum Lagerungsverhalten von
LymphgefiBtransplantaten®

Ultrastructural Investigations of the Behaviour of Stored Lymph-Vessel
Transplants

R.G. Baumeister. U. Goldmann. H. Liebich und J. Seifert?

1Chirurgische Klinik und Poliklinik der Universitdt Miinchen
(Direktor: Prof. Dr. G. Heberer)
2Institut fiir Chirurgische Forschung der Universit&dt Milinchen
(Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. W. Brendel)
Institut fiir Tieranatomie (Prof. Dr. B. Vollmerhaus)

Zielsetzung

Die chirurgische Behandlung des sekunddren lymphostatischen Odems
mittels autologer LymphgefdBtransplantation ist eine Methode, die
seit Uber 2 Jahren in der Klinik angewandt wird (1, 4). Tierex-
perimentelle Untersuchungen deuten darauf hin, daB auch eine al-
logene Lymphgef&dBtransplantation einen ausreichenden Lymphtrans-
port gewdhrleisten kann (2). Flr eine m8gliche klinische Anwen-
dung sollte daher untersucht werden, welche morphologischen und
funktionellen Auswirkungen eine praxisnahe Lagerung Uber ver-
schiedene Zeitintervalle auf Lymphgef&dBtransplantate besitzt.

Methodik

Zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen wurden Segmente des abdo-
minalen Ductus thoracicus der Ratte mit einer Ld&nge von ca. 3 mm
aus dem Gebiet zwischen Cisterna chyli und dem Zwerchfell ent-
nommen. Diese Segmente wurden nach der Entnahme in verschiedenen
Medien liber unterschiedlich lange Zeitrdume gelagert und danach
entweder sofort fiir die histologische Untersuchung fixiert oder
zundchst als Transplantate verwendet und erst nach einer Revi-
sionsoperation histologisch untersucht. Die Transplantationen er-
folgten an Long-Evans-Ratten in zugfreier Anastomosierungstechnik
mit resorbierbarem Polyglactin 910 der Stdrke 10 - 11 x O (3).
Die Prdparationen wurden unter einem OPMI I Operationsmikroskop
ausgefilhrt. Die Tiere wurden nach einer anfanglichen Athernarkose
mit Chloralhydrat narkotisiert. Die Durchgédngigkeit der Trans-

*Mit Unterstilitzung der Stiftung Volkswagenwerk
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plantate wurde klinisch wdhrend der Revisionsoperation beurteilt.
Dabei wurde auf das Vorhandensein der Transplantate, deren Aus-
sehen und Dicke sowie auf Stenosen oder Erweiterungen des Ductus
thoracicus vor und nach der Anastomose geachtet. Das intralumina-
le Auftauchen von Farbstoff nach peripherem Einbringen wurde als
Beweis fiir die Durchgédngigkeit angesehen.

In Stichproben wurde die Durchgdngigkeit zusdtzlich durch Lympho-
graphie beurteilt.

Flir die raster- und transmissionselektronenmikroskopische Dar-
stellung wurden die Prdparate durch Perfusion mit 2%igem Glutar-
aldehyd in situ fixiert und anschlieBend mit dem gleichen Fi-
Xierungsmittel zusdtzlich von auBen lberschichtet. Fir diese
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung wurden die Organpro-
ben nach stufenweiser Entwdsserung in Aceton "critical-point" ge-
trocknet und in einem Jeol-35-C-Rasterelektronenmikroskop unter-
sucht. Korrespondierende Gewebsstlicke wurden fiir die Transmis-
sionselektronenmikroskopie routinemdBfig fixiert, mit 1%igem 0sOy4
kontrastiert, entwdssert und in Araldit eingebettet. Die Ultra-
diinnschnitte wurden mit Uranyl-acetat und Blei-citrat nachkon-
trastiert und in einem Elmiskop 101 (Siemens) untersucht.

Fiir die Untersuchungen an lediglich gelagerten Lymphgef&dBsegmen-

ten ergeben sich die Lagerungszeiten und Lagerungsarten bei kurz-
mittel- und langfristiger Lagerung aus Tabelle 1.

Tabelle 1. Gelagerte LymphgefdBsegmente

Kurzfristige Lagerung

NaCl 46cC NaCl 20°cC
(n) (n)

1 1

SO W= =
e yiia e gl s gie Jlo )
P T . JE Wi N §
P Y

o]

Mittelfristige Lagerung

8 d 5

Langfristige Lagerung

30 d 3

In Tabelle 2 sind die verschiedenen Lagerungszeiten und Lage-
rungsarten bei Versuchen mit gelagerten und nachfolgend trans-
plantierten Segmenten angegeben.
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Tabelle 2. Gelagerte und transplantierte Lymphgef&dBsegmente

Kurzfristige Lagerung

NaCl 4°c NaCl 20°c
(n) (n)

/2 1 1

1
1
2

6
10

(Revisionsoperation: 20 Tage pop.)

=== i=gyoy
—_e) e -
—_— e e

Mittelfristige Lagerung

8 d 10
(Revisionsoperation: 2 - 40 Tage pop.)

Langfristige Lagerung

30 d 3
(Revisionsoperation: 30 Tage pop.)

Exrgebnisse

Gelagerte LymphgefdBsegmente

Kurzzeitlagerung. Nach einer Kurzzeitlagerung zwischen 30 min und
10 h zeigte sich keine strukturelle Beeintrdchtigung der Lymphge-
faBwand nach einer vergleichenden Lagerung in 0,9%iger NaCl-L&-
sung bei 409C bzw. bei 20°9C. Im einzelnen blieb innerhalb der
ersten Stunden der Lagerung in NaCl-Ldsung auch bei unterschied-
licher Lagertemperatur eine weitgehend geschlossene Lamina endo-
thelialis erhalten. Stellenweise war eine Abhebung des Endothels
vom darunterliegenden Bindegewebe als Verband bzw. punktuell auch
eine vollstdndige Abldsung zu beobachten. Im Zeitraum bis zu 6 h
konnten neben vermehrt auftretenden epitheliolytischen Vorgédngen
auch Umstrukturierungen der unterlagerten Kollagenfaserschichten
beobachtet werden. Diese traten bei Proben von 20°C gegeniiber
denen bei 4°C-Lagerung vermehrt in Erscheinung. Nach 10 h Lager-
dauer lieB sich in beiden Fdllen eine vollst&dndige Abl&sung des
Endothels feststellen, wdhrend das unterlagerte Bindegewebe hier
nach 4°C Lagerungstemperatur in seinem Grundaufbau dichter er-
schien als bei Lagerung mit 200°cC.

Mittelfristige Lagerung. Die mittelfristige Lagerung der Lymph-
gefdBtransplantate lUber einen Zeitraum von 8 Tagen zeigte ein
groBRfldchiges Abheben der Lamina endothelialis, verbunden mit
einer partiellen Zellysis und einer Kernpyknose, sowie eine
weitgehende Desintegration feinfibrilldrer, kollagener Elemente
des subendothelialen Gewebes mit Lyse der Fibrocyten. Die peri-
pheren Kollagenfasern der Lymphgef&dBe wiesen eine weitgehend pa-
rallelfaserige Ordnung ohne wesentliche Strukturverdnderungen
auf.
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Langzettlagerung. Bei einer Lagerungsdauer von 30 Tagen bei 4°C
bildeten weitgehend geordnete Kollagenfaserbiindel die Lumenaus-
kleidung anstelle des Endothels, welches nur noch fragmentiert
die innere Oberfldche bedeckte. Die Wand selbst zeigte in den
tieferen Schichten ein einheitliches geschlossenes Bild.

Gelagerte und transplantierte LymphgefidBsegmente

Kurzzetitlagerung. Bei allen Transplantaten, die zwischen 1/2 bis
10 h in 0,9%iger NaCl-Ldsung sowohl bei 4°C als auch bei 20°C ge-
lagert waren, konnte eine Durchgédngigkeit wdhrend der Revisions-
operation nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen
Untersuchung zeigte sich, daB 20 Tage nach Transplantation die
Innenauskleidung der Transplantate in sd@mtlichen F&llen von einen
weitgehend geschlossenen Epithelbelag gebildet wurde. Anstelle
der Endothelabdeckung konnte partiell auch ein Fibriniberzug be-
obachtet werden. Eine Lagerung von 1/2 und 1 h bei 20°C fiihrte
zu geringeren Umbauvorgdngen in der Transplantatwand als bei
gleich kurzer Aufbewahrungszeit in 4°C NaCl-Ldsung. Mit fort-
schreitender Lagerdauer jedoch flihrte die Aufbewahrung bei 4°cC

zu einer dem urspriinglichen Bild eher entsprechenden Anordnung
der Fasern in der Transplantatwand. Dieses Bild trat nach 10-
stlindiger Lagerdauer noch besser in Erscheinung.

Mittelfristige Lagerung. 8 Transplantate mit einer Lagerungs-
dauer von 8 Tagen in 0,9%iger NaCl-L&sung zeigten nach der Revi-
sionsoperation zwischen dem 20. und 40. Tag ohne Ausnahme eine
Durchgdngigkeit. Durch das gestaffelte Intervall zwischen Trans-
plantation und Revisionsoperation von 2 bis 40 Tagen konnten
elektronenmikroskopisch Umbauvorgdnge in verschiedenen Phasen
beobachtet werden. In sdmtlichen untersuchten Transplantatproben
konnte eine geschlossene Wandauskleidung festgestellt werden.
Diese wurde insbesondere in den ersten Tagen von Fibrinauflage-
rungen gebildet (2 bzw. 4 Tage pop.) und wurde schlieBlich zwi-
schen dem 8. bis 40. Tag pop. durch einen geschlossenen Epithel-
belag ersetzt. Innerhalb der ersten Tage pop. bestand die Lymph-
gefdBwand aus einem lockeren Verband kollagener Fibrillen. Ver-
mehrte Umbauvorgdnge begannen etwa 1 Woche nach Transplantation
in Form von diffusen Infiltraten von Rundzellen (z.B. Lymphocy-
ten). Gleichzeitig wurde subendothelial eine "Neointima" ,h bestehen:
aus einem geordneten Geflecht von Kollagenfasern, aufgebaut. Pe-
riphere Wandabschnitte wurden durch Makrophagen organisiert. Nac
30 - 40 Tagen pop. konnten erstmals glatte Muskelzellen in der
Neointima beobachtet werden.

Langfristige Lagerung. Auch nach einer Lagerungsdauer von 30 Ta-
gen erwiesen sich alle Transplantate als durchgidngig. Elektronen
mikroskopisch zeigte sich, daB eine Verldngerung der Lagerdauer
auf dieses Intervall keine Abweichung von den in den Kurzzeit-
bzw. mittelfristigen Lagerungsversuchen beobachteten Veré&nde-
rungen bezliglich Lumenauskleidung und Wandorganisation nach sich
zieht.

Diskussion

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen morphologisch einen zu-
nehmenden Verlust an Endothel und subendothelialem Gewebe mit
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zunehmender Lagerungsdauer. Allerdings sind durch Reparations-
vorgdnge nach einer Transplantation die Schdden reversibel. Sie
fihren nicht zu einer Verdnderung der Transplantatdurchgédngig-
keit. Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei homolog transplan-
tierten LymphgefdBsegmenten gemacht werden (2). Damit wéren
erste tierexperimentelle Hinweise fiir eine klinisch anwendbare
allogene Lymphgefdftransplantation mit einer Lagerung der Trans-
plantate liber einen l&ngeren Zeitraum hinweg gegeben.

Zusammenfassung

Nach Lagerung von Lymphgef&dBsegmenten in 0,9%iger NaCl-Ldsung
zwischen 1/2 bis 10 h 1l&dB8t sich mit zunehmender Lagerungsdauer
eine fortschreitende Zerstdrung des Endothels bei erhaltener
tiefer Wandstruktur erkennen. Nach 8 Tagen Lagerungsdauer sind
auch Abbauvorgdnge im subendothelialen Bereich zu erkennen. Nach
30-tdgiger Dauer sind nur die tiefen Wandschichten erhalten.
Werden die gelagerten LymphgefdBsegmente transplantiert, so kann
mit zunehmendem zeitlichen Abstand von der Transplantation eine
Neubildung des Endothels sowie des subendothelialen Gewebes be-
obachtet werden. Auf die Durchgdngigkeit der Transplantate hat
eine unterschiedliche Lagerungsdauer keinen EinfluB.

Summary

Storage of lymph-vessel segments in 0,9% NaCl solution for be-
tween 30 min and 10 h leads to increasing destruction of the en-
dothelium; the deeper vessel wall remains intact. After 8 days
storage, breakdown of subendothelial tissue can also be seen.
After 30 days, only the deeper parts of the lymph-vessel wall
are intact. After transplantation of stored lymph vessels, new
formation of the endothelium and of the subendothelial tissue
can be seen increasing with the interval since transplantation.
The duration of storage does not influence the patency of the
lymph vessel transplants.
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