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1.  EINLEITUNG 

 

Das Auftreten von sekundären Lymphödemen ist eine häufige Komplikation nach der 

Entnahme von Lymphknoten und/ oder Bestrahlungen in der Krebstherapie. Es sind 

besonders die Arme nach Entfernung der Axillarlymphknoten im Rahmen der Brust-

krebstherapie betroffen, aber auch in den Beinen von Patienten können nach Entfer-

nung der Inguinallymphknoten sekundäre Lymphödeme entstehen. Es stehen im 

Moment nur symptomatische Therapien wie z.B. die manuelle Lymphdrainage zur 

Verfügung und die Patienten müssen sich ein Leben lang behandeln lassen. Die Fol-

gen für die Betroffenen sind erheblich. Zu den körperlichen Belastungen gehören 

unter anderem akut entzündliche Phasen im Krankheitsverlauf, Einschränkungen in 

der Mobilität der betroffenen Gliedmaße und Schädigungen in der Haut durch lym-

phatischen Rückstau. Er kommt zu einer Verschlechterung der Barrierewirkung und 

somit zu erhöhter Infektionsanfälligkeit der Haut. Außerdem leiden die Patienten an 

einem schlechten Körpergefühl, welches oft von Frustration und Depressionen be-

gleitet wird. Chirurgische Ansätze zur Prävention oder Therapie des sekundären 

Lymphödems sind beschrieben, zeigen jedoch keine langanhaltenden Erfolge. Zur 

Erprobung neuer chirurgische Verfahren bedarf es eines geeigneten Tiermodells. Ein 

solches existiert im Nager im Moment nicht.  

An gesunden Tieren konnte gezeigt werden, dass eine Regeneration von autolog 

avaskulär transplantierten Lymphknotenfragmenten möglich ist. Der Einfluss einer 

Bestrahlung auf die Regeneration von Lymphknotenfragmenten ist nicht bekannt. 

Ziel dieser Dissertation war es, die Regeneration von avaskulär transplantierten 

Lymphknotenfragmenten in vorbehandelten Ratten zu untersuchen. Nach Entnahme 

der Lymphknoten im rechten Inguinalbereich und einer lokalen Bestrahlung im 

Transplantationsgebiet wurden Lymphknotenfragmente aus nicht behandelten Kör-

perpartien in die rechte Leistengegend transplantiert. Zudem sollte der Einfluss des 

Wachstumsfaktors VEGF-C auf die Regeneration der Transplantate untersucht wer-

den. 

Um die Transplantation von Lymphknotenfragmenten als Therapie testen zu können, 

bedarf es eines geeigneten Lymphödemmodells mit entsprechender Quantifizierung 
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der Volumenzunahme im erkrankten Gebiet. Ein solches Tiermodell sollte im zweiten 

Teil der vorliegenden Arbeit etabliert werden. An einer Hintergliedmaße von Ratten 

sollte ein Lymphödem durch Entnahme der Lymphknoten und -gefäße sowie einer 

Bestrahlung in der Leistengegend induziert werden. Das Lymphödem sollte mittels 

T2-gewichteter MRT-Aufnahmen dargestellt und die Quantifizierung erstmals mit 

dem halbautomatischen, frei erhältlichen Programm ITK-Snap an T2-gewichteten 

MR-Bildern erprobt werden.  

Gelingt es, in Ratten ein Lymphödem zu erzeugen und dieses zu quantifizieren, kann 

in Zukunft die avaskuläre Lymphknotenfragment-Transplantation als Therapiemög-

lichkeit in diesem Modell untersucht werden.  
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2. LITERATURÜBERSICHT 

 

Das Lymphsystem ist von großer Bedeutung für die Balance von Flüssigkeiten und 

der wichtigste Weg der Flüssigkeitsresorption im Körper. Es stellt einen Parallelweg 

zu den Venen des Körpers dar und leitet die Lymphe herznah wieder in den Blut-

kreislauf zurück. Die Lymphe wird in den blind beginnenden Kapillaren gebildet 

(Lymphformation) (1). Im Gegensatz zu den Kapillaren des Blutsystems mit konti-

nuierlichen Zellverbindungen im Endothel sind die Zellverbindungen in den Lymph-

kapillaren diskontinuierlich („button like junctions“) (2). Öffnungen in den Zellverbin-

dungen sowie eine zum Teil fehlende, zum Teil unvollständige Basalmembran der 

Lymphkapillaren ermöglichen die Aufnahme der lymphpflichtigen Lasten in das 

Lymphsystem. Hierzu gehören neben Wasser auch Proteine, Zellen, leblose Partikel 

(z.B. Tattoofarbstoffe) sowie Cerebrospinalflüssigkeit im zentralen Nervensystem und 

Fette im Dünndarm (3). Einige Autoren beschreiben im Anschluss an die Lymphkapil-

laren sogenannte Präkollektoren (4). Diese werden wie die Lymphkapillaren den ini-

tialen Lymphgefäßen zugeordnet. An die initialen Lymphgefäße schließen sich die 

Kollektoren (Lymphsammelgefäße) an. Diese dienen der Weiterleitung der Lymphe 

zu den Lymphknoten. Es werden afferente (pränodale, zum Lymphknoten führende) 

und efferente (postnodale, vom Lymphknoten wegführende) Kollektoren unterschie-

den. Kollektoren besitzen Anteile glatter Muskulatur und Klappen in ihrem Lumen, die 

den gerichteten Transport (Lymphpropulsion) der Lymphe ermöglichen. Bereiche 

zwischen den Klappen werden Lymphangiome genannt. Diese kontrahieren meta-

chrom und ermöglichen so den gerichteten Transport. Ein Rückfluss der Lymphe wird 

durch den Schluss der Klappen verhindert. Mehrere afferente Kollektoren erreichen 

(bei den meisten Spezies, so auch bei Menschen und Ratten) einen Lymphknoten im 

Cortexbereich. Die Lymphe wird innerhalb des Lymphknotens über ein System von 

lymphendothelausgekleideten Sinus weitergeleitet und verlässt den Lymphknoten 

über einen efferenten Kollektor im Hilum des Lymphknotens. Neben der Präsentation 

von Antigen im Lymphknoten findet hier auch Rückresorption von Wasser und klei-

nen Partikeln in den Blutkreislauf statt.  
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Den letzten Anteil des Lymphsystems bilden starkkalibrige Kollektoren, die Lymphge-

fäßstämme (Trunci) genannt werden, und die Lymphe in den Venenwinkeln wieder 

dem Blutsystem zuführen. Lymphe der linken Körperhälfte sowie beider Beine und 

der Bauchorgane wird in den Ductus thoracicus geleitet und mündet im linken Ve-

nenwinkel in die Vena subclavia. Lymphe der oberen rechten Körperhälfte ein-

schließlich der Organe der rechten Brusthöhle wird über den Ductus lymphaticus 

dexter im rechten Venenwinkel in das Blutsystem zurückgeleitet (Übersicht bei:1,3,5). 

Für eine effektive Lymphbildung und -weiterleitung sind neben der Integrität des 

Lymphsystems auch Muskelaktivität, Körperposition und Atembewegungen von Be-

deutung (3).  

Eine Störung in diesem komplexen System führt zu Anstauungen von lymphpflichti-

gen Substanzen im betroffenen Drainagegebiet und somit zur Bildung von Lymph-

ödemen. Es werden primäre und sekundäre Lymphödeme unterschieden. Während 

primäre Ödeme angeboren sind, handelt es sich bei sekundären Lymphödemen um 

erworbene Ödeme ursprünglich gesunder Körperteile. Primäre Lymphödeme haben 

meist einen genetischen Ursprung oder sind idiopathischer Natur und sehr selten. Zu 

ihnen zählen zum Beispiel die Milroy Disease mit einem Defekt im Gen des VEGF-

Rezeptor 3 (6), durch den es zur Hypoplasie der Lymphkapillaren kommt, oder das 

Hypotrichose-Lymphödem-Teleangiektasie-Syndrom, für das unter anderem eine 

Mutation im Transkriptionsfaktor von SOX 18 als Ursache beschrieben ist (7). 

Mehr als 99% der Lymphödeme weltweit sind sekundären Ursprungs (8,9). Mit etwa 

100 Millionen betroffenen Menschen stellt die Infektion mit Fadenwürmern, die zum 

Krankheitsbild der Filariose führt, die weltweit häufigste Ursache für Lymphödeme 

dar (10,11). In Industrieländern ist die Brustkrebstherapie die Hauptursache für se-

kundäre Lymphödeme (6,8). Da Tumorzellen des Mammakarzinoms häufig in die 

drainierenden Lymphknoten des Axillarbereiches metastasieren, sind eine Ausräu-

mung der Lymphknoten und Lymphgefäße im Axillarbereich sowie eine Bestrahlung 

der Region oft indiziert. Folge ist eine Verschlechterung des Lymphflusses aus der 

Brustregion und des ipsilateralen Armes. Es kommt zur Anstauung der Lymphe und 

somit zum Lymphödem im Arm. Verbesserungen der OP-Techniken, wie die Entfer-

nung der Wächterlymphknoten („Sentinel lymph nodes“) anstelle einer kompletten 
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Ausräumung des lymphatischen Gewebes, können das Auftreten von sekundären 

Lymphödemen nicht komplett verhindern (12) und sind teilweise aufgrund fortge-

schrittener Tumorstadien nicht möglich. 

Die Inzidenz von sekundären Lymphödemen in den Armen nach Brustkrebstherapie 

wird mit 20-30% benannt. Bei Krebstherapien mit Lymphknotenentfernung im Ingui-

nalbereich wie bei Melanomen, Vulva- oder Zervixtumoren liegt die Inzidenz für 

Lymphödeme in den Beinen bei 20% (13). Bestrahlungen im Rahmen der Krebsbe-

handlungen erhöhen das Risiko, ein sekundäres Lymphödem zu entwickeln (14).  

Die Folgen für den Patienten sind erheblich. Im Verlauf der Krankheit kann es zu akut 

entzündlichen Phasen kommen, die mit starken Schmerzen einhergehen. Die Quali-

tät der Haut ist durch Wassereinlagerungen und Fibrosen vermindert, wodurch eine 

erhöhte Anfälligkeit gegenüber Infektionen besteht. Zudem ist die Mobilität der betrof-

fenen Gliedmaßen eingeschränkt. Neben den physischen Einschränkungen kommt 

für die Patienten eine enorme psychische Belastung hinzu. Sie können unter einem 

schlechten Körpergefühl, Frustration und Angst bis hin zu Depressionen leiden 

(15,16).  

Die Therapie des Lymphödems basiert hauptsächlich auf physiotherapeutischen An-

sätzen. Hier kommen manuelle Lymphdrainage, Kompressionsstrümpfe und Verbän-

de zum Einsatz. Allerdings sind im Moment verfügbare Therapien nur symptomatisch 

und können einem Lymphödem weder vorbeugen noch dieses heilen (12,17). Chi-

rurgische Eingriffe zur Wiederherstellung der Kollektoren im betroffenen Areal mit 

dem Ziel der Heilung sind beschrieben, aber als Therapie mit Langzeitwirkung kaum 

erfolgreich (18,19). 

Um neue chirurgische Methoden zur Therapie und Prävention des sekundären 

Lymphödems testen zu können, bedarf es eines passenden Tiermodells. Für einige 

primäre Lymphödemerkrankungen des Menschen sind entsprechende Mausstämme 

mit analogen Gendefekten entwickelt worden, zum Beispiel Knockout-Mäuse mit ei-

nem Gendefekt des VEGF-Rezeptor 3, der Ätiologie der Milroy Disease entspre-

chend (20).  

Etablierte Modelle zum sekundären Lymphödem existieren im Kaninchenohr (21) 

sowie im Schwanz der Maus (22). In beiden Modellen werden die Lymphgefäße 
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durch Abtragen der Haut radiär um den Ohrgrund bzw. die Schwanzwurzel durch-

trennt und es entsteht ein Lymphödem in der entsprechend distal gelegenen Körper-

region. Diese Modelle eignen sich zwar zur Untersuchung molekularer und histologi-

scher, jedoch nicht chirurgischer Fragestellungen. Modelle mit Entfernung von 

Lymphknoten und Lymphgefäßen, zum Teil in Kombination mit einer Bestrahlung, 

sind im Schaf (23) und im Hund (24) etabliert. Diese Großtiermodelle sind aus Tier-

schutzaspekten und Kostengründen allerdings nicht für umfangreiche Studien mit 

höheren Tierzahlen geeignet. Passende Modelle in Ratten oder Mäusen fehlen 

(Übersicht bei: 25). 

Erschwert wird die Etablierung eines Ödemmodells in Nagetieren durch Probleme bei 

der Quantifizierung des Ödems. Um ein Ödem zu diagnostizieren, ist die Messung 

des Volumens obligat. In der Humanmedizin sind Perometermessungen, optische 

Volumenmessungen mit Lasersystemen, Wasserverdrängungsmethoden und Um-

fangsmessungen mit Maßbändern als geeignete Methoden beschrieben (26,27). Im 

Tierversuch an Nagern zeigten Wasserverdrängungsmethoden und Umfangsmes-

sungen jedoch sehr variable Ergebnisse (27) und Perometer sind für Nagetiere nicht 

verfügbar. Tammela und Kollegen veröffentlichten 2007 ein Modell im Vorderbein der 

Maus und quantifizierten Volumenzunahmen mittels T2-gewichteter MRT-Aufnahmen 

(28). In dieser Studie wurden einzelne MR-Bilder distal des Karpalgelenks manuell 

vermessen und anschließend die freie Flüssigkeit unter der Haut berechnet. Die Dar-

stellung von Lymphödemen beim Menschen im Magnetresonanz-Tomographen wur-

de von Lu et al. Beschrieben (29). Zur Quantifizierung von Regionen im Gehirn auf 

MR-Bildern wurde das frei erhältliche Programm ITK-Snap in zahlreichen Studien 

benutzt (30-32). Dieses errechnet in drei Dimensionen an aufeinanderfolgenden Bil-

dern Bereiche mit gleicher Intensität. 

 

Als möglicher Ansatz zur chirurgischen Prävention und Therapie von Lymphödemen 

nach Lymphknotenentfernung wird die avaskuläre, autologe Lymphknotentransplan-

tation untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass eine Regeneration von autolog, 

avaskulär transplantierten Lymphknoten in gesunden Schafen (23), Schweinen und 

Ratten möglich ist (33-35). Um eine Vermehrung von Lymphknoten zu erreichen und 
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somit einem Lymphödem am Entnahmeort des transplantierten Lymphknotens vor-

zubeugen, wurde eine Fragmentation der Lymphknoten durchgeführt, welche eben-

falls zu regenerierten Lymphknoten führen kann (33, 35). 

In einer Studie von Hadamitzky und Kollegen (35) wurde ein positiver Einfluss von 

Platelet Rich Plasma (PRP) auf die Regeneration von Lymphknotenfragmenten be-

schrieben. PRP wurde aus dem Blut der Tiere gewonnen und anschließend in das 

Drainagegebiet der transplantierten Lymphknoten injiziert. Blutplättchen zeichnen 

sich durch hohe Konzentrationen verschiedener Wachstumsfaktoren aus. Neben pla-

telet-derived growth factor, transforming growth factor-beta, platelet-derived epider-

mal growth factor, insulin growth factor und platelet-derived angiogenesis factor sind 

auch hohe Konzentrationen von vaskulären endothelialen Wachstumsfaktoren zu 

finden, wie zum Beispiel Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)-C und -D (36, 

37). VEGF-C und D sind als wichtige Wachstumsfaktoren in der Lymphangiogenese 

beschrieben (6, 28, 38-43). In Mäusen, denen die Lymphknoten und -gefäße einer 

Vorderextremität entfernt wurden, konnten Tammela und Kollegen (28) nach Injektion 

von VEGF-C eine beschleunigte Reifung und verbesserte Regeneration von 

Lymphgefäßen zeigen.  

Der Einsatz von unter standardisierten Bedingungen hergestelltem VEGF-C in hat in 

klinischen Fragestellungen Vorteile gegenüber der Verwendung von Platelet Rich 

Plasma. PRP wird aus dem Blut der Patienten gewonnen, das aufbereitet werden 

muss und anschließend injiziert werden kann. Diese Arbeitsschritte entfallen beim 

Einsatz von VEGF-C. Zudem kann die Konzentration des Faktors definiert werden, 

was bei der Verwendung von PRP nicht ohne weiteres möglich ist.  

 

Nachdem die avaskuläre Lymphknotentransplantation in gesunden Lewis-Ratten er-

folgreich etabliert wurde (35), stellte sich die Frage, ob eine Regeneration auch in 

Gewebe möglich ist, welches vorher -in Analogie zur Krebstherapie- bestrahlt wurde. 

Avraham et al. zeigten kürzlich in einer Studie den Verlust von dermalen Kollektoren 

in der Haut nach Strahlentherapie (44). Der Einfluss auf die Regeneration von trans-

plantierten Lymphknoten ist nicht bekannt. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 

 

Die Tierversuche wurden beim niedersächsischen Landesamt für Verbraucherschutz 

und Lebensmittelsicherheit (LAVES) in Oldenburg genehmigt (Tierschutznummer: 

33.942502-04-07/1420). 

Die Operationen wurden in Vollnarkose durchgeführt. Die Narkoseeinleitung und 

Narkoseerhaltung erfolgte durch Inhalationsnarkose mit Isofluran (Baxter Deutsch-

land GmbH, Unterschleißheim). Postoperativ wurden die Tiere drei Tage mit Carpro-

fen (2,5mg/kg s.c. Rimadyl, Pfizer GmbH, Karlsruhe) analgetisch versorgt. Die Be-

strahlungen wurden unter Vollnarkose mit Ketamin (90mg/kg; Albrecht GmbH, Au-

lendorf) und Medetotomin (0,25mg/kg; Pfizer GmbH) durchgeführt. Die Injektion er-

folgte intraperitoneal.  

Die Studien wurden an weiblichen Lewis-Ratten durchgeführt, die bei Versuchsbe-

ginn ein Gewicht von 200g hatten. Im ersten Teil der Studie wurden 41 Tieren die 

oberflächlichen Inguinallymphknoten sowie Popliteallymphknoten der rechten Kör-

perhälfte entfernt. Um die Lymphknoten zu entfernen wurde die Haut der Tiere eröff-

net und die Lymphknoten im Unterhautfettgewebe freipräpariert und mit einer Pinzet-

te entnommen. Anschließend erfolgte ein zweischichtiger Wundverschluss mit resor-

bierbarem Nahtmaterial (Malin violett, 5-0, Fa Catgut, Markneukirchen). Eine Woche 

nach der OP wurden die Tiere einer Bestrahlung in der Leistengegend mit einer Ein-

zeldosis von 15 Gray (Gy) unterzogen. Hierzu wurden die narkotisierten Tiere auf 

einer Platte in Rückenlage fixiert und in einem 6MV-Photonenfeld durch einen Pri-

mus Linear-Beschleuniger (Siemens Healthcare, Erlangen) bestrahlt. Am Tag nach 

der Bestrahlung wurden die Tiere erneut operiert. Die oberflächlichen Lymphknoten 

der linken Leistengegend wurden wie beschrieben entnommen und anschließend in 

Fragmente zerteilt. Je nach Größe der entfernten Lymphknoten wurden sie halbiert 

oder einer bzw. beide Pole wurden entfernt, so dass einzelne Fragmente eine Größe 

von 3mm hatten. Diese Fragmente wurden nun in die rechte Leistengegend trans-

plantiert. Die Transplantation erfolgte in das am Vortag bestrahlte Gebiet. Hierzu 

wurde das Unterhautfettgewebe freipräpariert und die Fragmente mit einem nicht 

resorbierbaren Faden (Prolene, 5-0, Ethicon GmbH, Norderstedt) festgenäht um ein 



MATERIAL UND METHODEN 

9 
 

Wandern der Regenerate zu verhindern. Im Anschluss an die zweite OP wurden die 

Tiere in zwei Gruppen unterteilt. Gruppe A wurde nicht weiter behandelt und Gruppe 

B wurde an drei Tagen nach der Transplantation VEGF-C (Merck KGaA, Darmstadt) 

injiziert. Dafür wurden 6,67µg VEGF-C in 150µl PBS gelöst und intradermal über die 

Transplantate injiziert. Die Behandlung erfolgte an Tag eins, zwei und fünf nach der 

Transplantation. 

30 Tage nach der Transplantation wurden die Experimente beendet und der Erfolg 

der Transplantation überprüft. Zunächst wurden die Tiere mit Ketamin und Medeto-

tomin in Narkose gelegt(s.o.). Anschließend wurden die Transplantate auf ihren An-

schluss an die Lymphkollektoren des Beines untersucht. Dafür wurden intrakutan in 

den medialen Oberschenkelbereich 0,2 ml Patentblau (Patentblau V, Gerbet GmbH, 

Sulzbach) injiziert. Nach der Injektion wurden die Tiere in Rückenlage gelegt und die 

Hinterbeine für 60 Sekunden Streck- und Beugebewegungen unterzogen, um den 

Weitertransport des Farbstoffes zu ermöglichen. Anschließend wurden die Tiere mit-

tels zervikaler Dislokation getötet. Die Haut über dem Transplantationsort wurde 

eröffnet und die Regenerate zunächst auf ihre Färbung hin untersucht. Blau gefärbte 

Regenerate wurden als „das Bein drainierend“ eingestuft, nicht angefärbte Regene-

rate als „nicht drainierend“. Anschließend wurde der nicht resorbierbare Faden ent-

fernt und die Regenerate entnommen und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Gefro-

rene Blöcke wurden mit einer Schichtdicke von 5µm geschnitten und zunächst mit 

Hämatoxylin-Eosin gefärbt. Es folgte eine lichtmikroskopische Untersuchung der 

Präparate. Bei dieser wurden nekrotische Lymphknotenfragmente identifiziert und 

nicht weiter gefärbt, während potentiell regenerierte Präparate einer Immunfluores-

zenzfärbung unterzogen wurden. Primärantikörper gegen B- (BM4013, mouse mo-

noclonal, Acris Antikörper, Herford) und T-Zellen (R73, mouse monoclonal, AbD se-

rotec, Düsseldorf), Lymphendothelien (LYVE-1, rabbit monoclonal, RELIA tech 

GmbH, Wolfenbüttel) und Blutgefäßendothelien (HIS 52, mouse monoclonal, Abcam, 

Cambridge, USA) kamen zum Einsatz. Fluoreszierende Sekundärantikörper waren 

FITC (R73 FITC, mouse monoclonal, AbD Serotec, Düsseldorf) und Cy3 (Cy TM 3-

conjugated Affinipure goat anti rabbit IgG, Dianove GmbH, Hamburg). Bei der fluo-

reszenzmikroskopischen Untersuchung zeigten regenerierte Transplantate periphere 
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B-Zell-Follikel, zentrale T-Zell-Areale sowie die Anwesenheit von Lymphsinus und 

hoch endothelialen Venolen. Wurde dies nicht erfüllt, wurden die Transplantate als 

„nicht regeneriert“ eingestuft. Die statistische Auswertung der makroskopischen Un-

tersuchung nach Injektion von Patentblau erfolgte durch den Test nach Fisher und 

die Auswertung der mikroskopischen Untersuchung mittels des Chi²-Tests. 

Im zweiten Teil der Studie wurden 12 weiblichen Tieren die Inguinal- und Popliteal-

lymphknoten der rechten Körperhälfte entfernt und die Tiere nach einer Woche einer 

Bestrahlung mit einer Dosis von 15 Gy unterzogen. Eine Translantation erfolgte 

nicht. Vier Wochen nach der Bestrahlung wurden die Tiere magnetresonanztomog-

raphisch untersucht. Es stand ein 7 Tesla Bruker Pharmascan 70/16 (Bruker Biospin, 

Ettlingen, Deutschland) Magnetresonanztomograph zur Verfügung. Die Tiere wurden 

in Narkose gelegt (Isofluran, Baxter Deutschland GmbH) und je zwei Tiere wurden in 

einer speziellen Röhre fixiert. Die Tiere lagen mit den Köpfen voneinander entfernt, 

so dass die Beckengliedmaßen übereinander gelagert werden und so zwei Tiere 

zeitgleich untersucht werden konnten. Die Narkose wurde mit Isofluran über spezielle 

Masken an den Enden des Rohres während der Untersuchung aufrecht gehalten. 

Die Tiere wurden über Wärmematten warm gehalten und Atmung, Herzfrequenz und 

Körpertemperatur während der Messungen im MRT überwacht (Small Animal Moni-

toring System, Model 1025, SA Instruments, New York, USA). Es erfolgte eine Un-

tersuchung mit T2-gewichteter sowie diffusionsgewichteter Bildgebung. Nach der 

Untersuchung wurden die Tiere durch Genickbruch getötet. 

Die Bilder wurden mit der Bruker Software Paravison 5.0 erzeugt und in das Format 

DICOM umgewandelt. Die diffusionsgewichteten Bilder wurden auf freie Flüssigkeit 

unter der Haut der Hinterläufe der Tiere untersucht, welche als Ödem eingeordnet 

wurde. Quantifiziert wurde dieses Ödem mittels der T2-gewichteten Aufnahmen und 

dem frei erhältlichen Programm ITK-Snap 2.0 für Windows XP. Hierzu wurde das 

Schnittbild, welches den Gelenkspalt des Kniegelenkes darstellt identifiziert und die 

Quantifizierung auf diesem gestartet. ITK-Snap berechnete Bereiche mit gleicher 

Bildintensität ab diesem Startpunkt in drei Dimensionen an aufeinander folgenden 

Bildern und somit das Volumen der freien Flüssigkeit unter der Haut. Volumen der 

rechten und der linken Gliedmaße wurden anschließend miteinander verglichen.  
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Zur biometrischen Absicherung erfolgte ein verbundener t-Test mit den Gesamtvo-

lumina behandelter und nicht behandelter Gliedmaßen. 
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4.  CHAPTER 1: Improved regeneration of autologous transplanted lymph 

node fragments by VEGF-C treatment 

 

4.1 Abstract 

 

Secondary lymphedema is a common complication after removal of lymph nodes in 

combination with radiation therapy in the treatment of breast cancer, cervical cancer 

and melanomas. Only symptomatic therapies are available at the moment and lym-

phedema is for most patients a lifelong condition involving psychological and physical 

disabilities. Animal models exist to study the pathophysiology of lymphedema but not 

to study surgical treatments. The aim of this study was to show that regeneration of 

autologous transplanted lymph node fragments is possible in rats that were irradiated 

previously locally in the groin and to examine the effects of VEGF-C injections on the 

rate of regeneration of transplanted lymph nodes. In all of the animals inguinal and 

popliteal lymph nodes and adjacent lymphatic vessels were unilaterally removed and 

the inguinal region irradiated by a single dose of 15 Gy. Afterwards lymph node frag-

ments were transplanted subcutaneously in the irradiated region. Half of the animals 

were treated by local VEGF-C injections after transplantation. Four weeks after 

transplantation, drainage of the leg was tested by injection of blue dye and the trans-

planted fragments were removed and examined immunohistologically. 

We could show that regeneration of autologous transplanted lymph node fragments 

is possible in areas treated with radiotherapy in the rat. We also documented that 

transplants can achieve a connection to the lymphatic collectors of the leg. The out-

come of regeneration can be improved by injection of VEGF-C in the transplantation 

area. 

Thus, lymph node fragment regeneration, although still experimental, may be rele-

vant for lymphedema prevention and therapy. 
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4.2 Introduction 

  

Effective lymphatic transport is of particular importance in the balance of fluids in the 

body. Lymph nodes are not only relevant for immune reactions but also reabsorb 

lymphatic fluids in their blood capillaries after filtering them (5). Various factors play a 

role in improving lymphatic transport, for example muscular activity, breathing move-

ments, body position and the integrity of the lymphatic capillaries and lymphatic ves-

sels. In most tissues the lymphatic vessels are the only route of fluid reabsorption 

from the interstitial space, and efferent capillaries and venules do not perform signifi-

cant absorption. Exceptions to this rule are the gut and the lymph nodes themselves 

(45). 

Impairment of lymphatic function leading to congestion of extracellular fluids and ac-

cumulation of macromolecules and cells in the interstitium is called lymphedema. 

Lymphedema can have different causes. Primary edemas are hereditary or idio-

pathic, for example caused by gene mutations, e.g. Milroy’s disease with a gene mu-

tation at the VEGF-R3 (6). Secondary lymphedema can result from severe bacterial 

infections, but also from parasitic infections such as filariasis (46). Other causes are 

trauma, surgery and/or radiotherapy. Oncologic surgery with lymphadenectomy and/ 

or radiation have improved survival rates of affected patients but often lead to secon-

dary lymphedemas of the extremities. Up to 30% of breast cancer survivors develop 

a lymphedema of the ipsilateral arm after the above mentioned procedures. Inci-

dence of lymphedema after lymphadenectomy in the therapy of cervical cancer or 

melanoma of the extremities is about 20% (for review see 13).  

Avraham et al. (44) recently showed in a mouse model that in addition to the interrup-

tion of lymphatic vessels caused by lymphadenectomy, radiation, as in the therapy of 

breast cancer, causes a loss of dermal lymphatic vessels promoting the development 

of lymphedema after cancer therapy.  

Cancer survivors with lymphedema are often confronted with a major reduction of life 

quality. The psychological burden, e.g. annoyance, frustration and a negative body 

image, is often accompanied by physical consequences such as acute inflammatory 
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episodes, the presence of pain, reduced skin quality and mobility of the affected ex-

tremity. Also high therapy costs have been documented (15,16). 

Presently only palliative therapies are available and lymphedema is a lifelong condi-

tion for most patients. Many surgical methods with curative aims have been proposed 

but no long lasting effective methods have been established. It has recently been 

summarized that adequate animal models to study lymphedema development and 

treatment are missing, although there is an urgent need for such models (25). 

The aim of avascular subcutaneous lymph node transplantation is to improve fluid 

transport in the affected extremity by inducing regeneration of adjacent lymphatic 

vessels. It had been documented that regeneration of avascular autotransplanted 

lymph nodes is possible in the pig (33, 47), the rat (35) and in sheep (23). The effects 

of a fragmentation of the lymph nodes before transplantation and stimulation of re-

generation using platelet rich plasma were analyzed in recent studies (33,35), which 

showed that lymph node fragments are able to regenerate to lymph nodes in a pig 

model and in the rat. 

VEGF-C is an important growth factor in lymphangiogenesis (6, 34, 48). Tammela et 

al. (28) demonstrated in a mouse model improved maturation of lymphatics and im-

proved outcome of lymph node transplantation after growth factor therapy. VEGF-C 

as a well characterized growth factor can better be monitored in contrast to platelet 

rich plasma. 

The aim of the present study was to examine whether regeneration of lymph node 

transplants also occurs in previously operated and irradiated subcutaneous tissue, 

and how regeneration rates respond to VEGF-C therapy. 

 

 

 

4.3 Material and methods 

 

The experimental procedure had been approved by the local authorities (no. 33.9-

42502-04-07/1420). Anesthesia was performed using intraperitoneal ketamine 

(90mg/kg; Albrecht GmbH, Aulendorf, Germany) and medetomidine hydrochloride 
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(0.25mg/kg; Pfizer GmbH, Karlsruhe, Germany). Postoperative analgesia was per-

formed with Carprofen (2.5mg/kg s.c. Rimadyl, Pfizer GmbH) for three days after in-

tervention. 

The study population consisted of 41 female Lewis rats (approximately 200g) divided 

into two groups (Fig. 1). Both groups (A and B) were first subjected to a surgical ex-

tirpation of the superficial inguinal lymph nodes, popliteal lymph nodes and any visi-

ble adjacent lymphatic vessels of the right hind leg. One week after surgery the ani-

mals were subjected to radiation of the right groin. For this purpose they were anes-

thetized and fixed in a supine position. They were irradiated with 6MV photons by a 

Primus Linear Accelerator (Siemens Healthcare, Erlangen, Germany) with a single 

dose of 15 Gy (Fig. 2). One day after radiation the animals underwent a second op-

eration. Superficial inguinal lymph nodes of the side were excised and afterwards, 

depending on the size of the removed lymph node, fragmented (Fig. 3). Fragments 

were transplanted in the irradiated region of the right groin and fixed in the subcuta-

neous adipose tissue using non absorbable suture (Prolene, 5-0, Ethicon GmbH, 

Norderstedt, Germany).   

Animals in group A were left to heal. Animals of group B (therapy group) were treated 

with VEGF-C three times after lymph node transplantation. For this 6.67 µg VEGF-C 

dissolved in 150µl PBS was injected each time into the skin next to the transplanted 

fragments on the first, second and fifth postoperative day (Fig. 1). 

Thirty days after lymph node fragment transplantation a dynamic study of lymphatic 

function was performed by injecting small particle blue dye (Patentblau V, Gerbet 

GmbH, Sulzbach, Germany) intradermally in the drainage region of the inguinal 

lymph nodes on the medial side of the thigh under anesthesia. To improve transport 

of blue dye to the transplants, flexion and extension movements of the hind leg were 

performed for sixty seconds. Afterwards the skin was incised and the connections 

and staining of the transplanted lymph node recorded. After sacrifice by cervical dis-

location the transplanted area was identified by the nonabsorbable suture, harvested 

and prepared for histological analysis. Tissue samples were immediately frozen in 

liquid nitrogen. Frozen blocks were sectioned at 5µm. To evaluate the general struc-

ture of the transplant the sections were stained with hematoxylin-eosin. Immunofluo-
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rescent staining was performed using primary antibodies against B-lymphocytes 

(BM4013, mouse monoclonal, Acris antibodies, Herford, Germany), T-lymphocytes 

(R73, mouse monoclonal, AbD serotec, Düsseldorf, Germany), LYVE-1 (rabbit  

monoclonal, RELIA tech GmbH, Wolfenbüttel, Germany) and high endothelial 

venules (HIS 52,  mouse monoclonal, Abcam, Cambridge, USA). Immunofluorescent 

secondary antibodies used FITC (R73 FITC, mouse monoclonal, AbD Serotec, 

Düsseldorf, Germany) or Cy 3 (Cy TM 3-conjugated AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG, 

Dianove GmbH, Hamburg, Germany).  

Depending on the B- and T-cell distribution and the presence of lymphatics and high 

endothelial venules, lymph node transplants were classified as necrotic or regener-

ated.  

 

 

4.4 Results 

 

Macroscopy 

Intradermal injection of blue dye on the medial side of the thigh permitted visualiza-

tion of superficial lymphatic vessels of the upper leg and inguinal region. Transplants 

connected with the superficial lymphatic vessels of the leg were stained blue (Fig. 4). 

In group A two of 13 regenerated transplants (15%) were connected to lymphatics of 

the leg. In group B five of 14 regenerated transplants (36%) had achieved a connec-

tion to the lymphatic drainage of the leg (Fig. 5). 

 

Histological examination 

Histological examination of the HE-stained transplants permitted a classification as 

necrotic or possibly organized (Fig. 6). Possibly organized transplants underwent 

immunofluorescent examination. Reorganized lymph node transplants showed pe-

ripheral B-cell follicles and central T-cell areas (Fig. 7), LYVE-1 positive cells in the 

area of the sinus (Fig. 8) and high endothelial venules were distributed in the trans-

plant (Fig. 9). 
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In group A the animals underwent an excision of the lymph nodes and lymphatic ves-

sels of the right hind leg, a radiation of the right groin and a transplantation of intact 

lymph node fragments from the left side in the region of the radiation. In this group 13 

out of 22 animals (59%) showed transplants with a histological pattern of regenerated 

lymph nodes. Animals of group B were treated in the same way and additionally 

VEGF-C was injected intracutaneously in the area of the transplants three times after 

transplantation. In this group 14 out of 19 animals (74%) showed regenerated lymph 

nodes (Fig. 5).  

 

 

 4.5 Discussion 

 

Lymph node dissection and radiotherapy in the treatment of cancer are two major 

factors potentially causing lymphedema by impairment of lymph drainage. 

In the present study we reproduced a condition in the rat’s right hindleg similar to the 

one present in cancer patients after treatment by radiotherapy and removal of the 

lymph nodes.  

Although loss of dermal lymphatic function caused by radiotherapy is described (44) 

we showed that regeneration of avascular autotransplanted lymph node fragments is 

possible in previously irradiated regions. We exposed the rats to a single dose of ra-

diation higher than that commonly used in human radiotherapy, so lymph node frag-

ment regeneration in patients ought to be possible. Lymphedema after cancer ther-

apy is a chronic and progressive disease that is aggravated by fibrosis. Fibrosis is 

described by Avraham et al. as a key inhibitor of lymphatic regeneration (49). In the 

present study removal of the lymph nodes was followed by radiation therapy and 

transplantation one week later so that no chronic stage of lymphedema had devel-

oped. Regeneration of lymph node fragments in a chronic stage of the disease has to 

be tested in future experiments. 

In our experiments young Lewis rats (approximately 200g) were used. Human lymph 

nodes undergo histoarchitectural changes with age (50) such as loss of lymphocytes 

and HEVs as well as increase of fibrosis and lipomatosis. Most breast cancer pa-



CHAPTER 1 

18 
 

tients developing lymphedema are older (51), Pezner described an incidence of lym-

phedema after breast cancer therapy of 25% in patients older than 60 years and an 

incidence of 7% in younger patients (51). Thus, the effects of aging on lymph node 

regeneration will be important aspects for following studies. 

Hadamitzky et al. documented an improvement in the regeneration of lymph node 

fragments after transplantation using platelet rich plasma (35). Platelets can be seen 

as a pool of growth factors. Among numerous different factors some of the most po-

tent angiogenic and lymphangiogenic growth factors such as VEGF- C are present. 

Tammela et al. showed the positive effect of VEGF-C on maturation and regeneration 

of lymphatics in their mouse model (28). Our results underline the results published in 

these studies. In the present study an increase of regeneration in transplanted lymph 

node fragments and an improved connection to the lymphatic drainage of the leg are 

documented. VEGF-C as a growth factor produced under standardized techniques 

has an advantage over platelet rich plasma, which would have to be produced indi-

vidually in each hospital. 

Macroscopic examination of the rats showed an improvement in the number of trans-

plants connected to collectors of the leg in the animal treated with VEGF-C. However, 

in growth factor treated animals only 36% of the regenerated lymph nodes showed a 

connection to the hind leg regions originally drained by the removed inguinal lymph 

node. Nevertheless, 74% of the transplants showed immunohistological signs of re-

generation, e.g. B- and T-cell interfaces, correct distribution of these cells in the 

proper lymph node compartments, and presence of HEVs and functional sinuses. 

These features are indirect signs of lymph node function and connection to local lym-

phatics. Assuming that superficial drainage in our rat model was totally destroyed by 

previous surgery and radiation, presence of local drainage seems a promising tool for 

future therapy, since radiation leads to a loss of dermal lymphatic vessels (44). Re-

generation of lymphatic vessels in irradiated regions seems to need longer than in 

non-treated areas. It may take longer than four weeks for these new vessels to con-

nect to leg collectors and take part in lymphatic limb filtration.  

It is open to discussion whether transplantation of lymph node fragments into a re-

gion that is not impaired by radiotherapy could improve the outcome of the connec-
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tion to the drainage region of the leg. In this model a more distal transplantation site 

might be an alternative. If transplants become connected to the lymphatics of the leg 

and start draining the region the original lymph node drained, it would not matter 

where the transplantation took place. 

After examination of the regeneration of transplanted fragments, the effects on the 

drainage of the extremity have to be tested. Histological and macroscopic examina-

tions are the first indicators whether transplantation may be used as prevention or 

therapy for lymphedema. Whether the transplants are able to drain the extremity and 

lower the volume of the edema has to be shown in an edema model with quantifica-

tion of the volumes in the extremities. 

In conclusion, the results shown in this Lewis rat model support the hypothesis that a 

combination of surgical transplantation and the administration of VEGF-C constitute a 

possible way to stimulate regeneration of lymphatics after cancer related dissection 

of the lymph nodes, possibly preventing cancer-related lymphedema. 
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4.6 Figures 

 

 

 

 

Figure 1: Time schedule of the experiments. 
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Figure 2: Position of the rat for radiotherapy and irradiated area in the groin (box). 
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Figure 3: Scheme of lymph node fragmentation: Transplanted fragments (red) had a 

diameter of 3mm. Depending on the size of the lymph nodes they were cut in half (A) 

or both poles (B) or one pole (C) was cut off. 
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Figure 4: Blue stained lymph node fragments after peripheral injection of dye. Frag-

ments are marked by non-absorbable suture. 
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Figure 5: Rats treated with VEGF-C show a higher rate of regeneration and im-

proved drainage of the leg. 
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Figure 6: Hematoxilin-eosin staining (magnification: 5x) of a regenerated (a) and ne-

crotic fragment (b). (Note the segmented lymph node cell populations as a sign of 

contact with local lymphatic vessels) 
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Figure 7: Transplant stained with primary antibodies against T- and B-cells. Im-

munofluorescent antibodies used FITC against T-cells and Cy3 against B-cells were 

used. Regenerated lymph nodes present a central T-cell area (a) and B-cell follicles 

in the cortex of the node (b). Merged illustration (c). 
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Figure 8: Staining using antibodies against LYVE-1, lymphatic endothelium in the 

sinus of reorganized lymph nodes is visible. (Magnification: 5x (a), 40x (b)) 
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Figure 9: Staining using antibodies against endothelial cells. High endothelial 

venules are distributed within the transplants. (Magnification: 5x (a), 40x (b))
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5.  CHAPTER 2: Quantification of lymphedema in a rat model by 3D-active 

contour segmentation using Magnetic Resonance Imaging 

 

 

5.1 Abstract 

 

Secondary lymphedema is a common complication after lymph node excision and 

radiotherapy in cancer therapy. Therapy of the lymphedema is limited to symptomatic 

treatment. Adequate animal models to test potential surgical therapies are needed. 

The aim of this study was to induce a tissue environment in the hind leg of the rat 

similar to the one found in operated and irradiated patients. Quantification of edema-

tous swelling was performed by an automatic 3D-contour segmentation (ITK- Snap) 

on magnetic resonance images. Swelling was induced by excision of superficial in-

guinal and popliteal lymph nodes and adjacent lymphatic vessels, followed by radio-

therapy of the right groin with a single dose of 15 Gray (Gy). Four weeks after irradia-

tion the animals were examined by magnetic resonance imaging (MRI). Fluid vol-

umes around the joint line of the knee were calculated on T2-weighted images.  

We documented a significantly higher volume of fluid in the legs following excision of 

lymph nodes and lymphatic vessels combined with radiotherapy than in control legs. 

 

 

5.2 Introduction 

 

The lymphatic system is the major route of fluid absorption in the extremities (45) (5). 

Numerous factors are responsible for an effective lymphatic transport, e.g. capillary 

filtration, muscular activity, breathing movements, body position and the integrity of 

lymphatic capillaries and lymphatic vessels.  

Impairment of the lymphatic drainage leads to fluid congestion and accumulation of 

macromolecules and cells in the interstitium causing lymphedema. Primary lymphe-

dema is rare, caused by hereditary or idiopathic factors, e.g. Milroy’s disease which is 

caused by a gene mutation in the VEGF-R3 (6). Secondary lymphedema can result 
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from bacterial or parasitical infections such as filariosis (46) or traumas, but in indus-

trial countries it is often a consequence of lymph node resection and/ or radiation in 

cancer therapy. The incidence of secondary lymphedema after breast cancer treat-

ment is about 30% and after lymphadenectomy in the therapy of cervical cancer or 

melanoma of the extremities about 20% (13).  

Lymphedema is usually a lifelong condition. Therapy approaches are mainly pallia-

tive, consisting of regular manual lymph drainage, use of compression garments and 

in some cases intermittent pump therapy. Surgical techniques with curative aims 

have been proposed, but long lasting effects have not been achieved.  

To establish new surgical techniques such as avascular lymph node transplantation, 

there is a need for adequate animal models to quantify lymphedema and the effects 

of different treatment modalities. Hadamitzky et al summarized available models (25). 

Models for secondary lymphedema have been established in the mouse’s tail (22) 

and the rabbit’s ear (21). These models are helpful for molecular studies but they are 

unsuitable for clinical settings. A combination of radiotherapy and excision of lymph 

nodes and lymphatic vessels is suitable to induce lymphedema in rodents (52,53) 

and dogs (24). In these publications single doses of 30 and 45 Gy in rats and 12 Gy 

in dogs are described to induce lymphedema. 

In previous studies we analyzed several single doses in radiotherapy and different 

timing of experiments. Radiotherapy followed by excision of the lymph nodes and 

vessels leads to hemorrhages during surgery and higher complication rates in wound 

healing. As randomized examinations of single dose doses of 12, 15 and 18 Gy did 

not lead to significant differences, a single dose of 15 Gy was chosen for this study.  

Quantification of edema in in vivo models in small animals such as the rat is difficult. 

In human clinical studies water displacement, perometer measurements and circum-

ference-based techniques have been proposed as suitable techniques (26,54). In the 

mouse tail model, serial water displacement analysis lead to high variability in meas-

urements within the same tail (27), perometers are not available for experiments with 

rodents, and circumference-based measurements were also highly variable. Digital 

photography has been used as a reproducible method to analyze edema volumes in 

the mouse tail (27). 
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Tammela et al. recently published an edema model in the front limb of the mouse. 

After excision of axillary lymph nodes they demonstrated swelling in the subcutane-

ous space in T2-weighted MR-images (28). Slices showing the paw were examined 

for swelling that was determined by hand on each slice and added up for quantifica-

tion. Imaging of lymphedema by T2-weighted MRI has also been documented in hu-

man studies (29) as a suitable method. Area quantification of different regions in the 

brain by a user-guided-3D segmentation on MRI-pictures with an open source medi-

cal imaging segmentation tool for ITK-Snap (http://www.itksnap.org) is an often de-

scribed and successfully implemented tool (30-32).  

Our previous studies focused on the regeneration of avascular transplanted lymph 

nodes as a surgical approach to prevent or treat lymphedema. In healthy rats avas-

cular transplanted lymph node fragments are able to regenerate to lymph nodes. Re-

generation can be improved by Platelet Rich Plasma (50) and VEGF-C (submitted). 

To examine the effects of a successful transplantation on the extent of edema a lym-

phedema model is necessary.  

Therefore, the aim of the present study was to establish a technique to quantify 

edema in the rat’s hindleg, to study in future investigations the effects of avascular 

transplanted lymph node fragments on the volume of lymphedema, and to improve 

quantification of edema volumes on MRI-pictures using an automatic segmentation 

tool. 

 

 

5.3 Material and methods 

 

The experimental procedure was reviewed and authorized by the local authorities 

(no. 33.9-42502-04-07/1420).  

The study population comprised 12 female Lewis rats (approximately 200g). Full 

anesthesia was performed using Isoflurane (Baxter Deutschland GmbH, Unter-

schleißheim, Germany). Postoperative analgesia was maintained by application of 

Carprofen (2.5mg/ kg s.c. Rimadyl, Pfizer GmbH, Karlsruhe, Germany) for three days 

after intervention. 
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All animals were first subjected to an extirpation of the superficial inguinal lymph 

nodes, the popliteal lymph nodes and adjacent lymphatic vessels of the right hindleg 

under visual control. One week after surgery the animals were irradiated in the right 

groin with 6 MV photons by a Primus Linear Accelerator (Siemens Healthcare, Erlan-

gen, Germany) with a single dose of 15 Gray (Gy). For this the animals were fixed in 

a supine position on a purpose-built board with an elevation dorsal to the hip to ob-

tain a plane surface in the groin for radiation (Figure 10). Full anesthesia was per-

formed by intraperitoneal injection of ketamine (90mg/kg; Albrecht GmbH, Aulendorf, 

Germany) and medetotomine hydrochloride (0.25mg/kg; Pfizer GmbH). 

Four weeks after radiotherapy the animals were examined by MRI. This was per-

formed on a 7T Bruker Pharmascan 70/16 (Bruker Biospin, Ettlingen, Germany), with 

a 16 cm horizontal bore magnet and a 9 cm (inner diameter) shielded gradient, 1H-

resonance-frequency of 300 MHz and a maximum gradient strength of 300mT/m. For 

data acquisition and immediate image processing Bruker software Paravision 5.0 

was used. A rat whole body resonator (72mm linear volume resonator/ transmission 

coil) was employed as a transmitter and receiver coil (FOV 6x7cm). Axial multislice 

T2 weighted RARE images (repetition time TR=5500ms, echo time TE=40ms, 

FA=180) and diffusion weighted images (TR=4000ms, TE=27ms, FA=90) were ac-

quired.  

A purpose-built device to hold two animals (Figure 11) with masks for gas anesthesia 

(Isoflurane, Baxter Deutschland GmbH), temperature controlled warming blankets 

and Small Animal Monitoring System (Model 1025; SA Instruments, New York, USA) 

equipped for monitoring the respiration rate, ECG and temperature as well as ECG 

and respiration triggering was used. 

T2-weighted scans are of basic type. Similar the T1-weighted scans, fat is differen-

tiated from water -but in this case fat shows darker, and water lighter. Those scans 

are therefore particularly well suited to imaging edema. 

After the examinations the animals were sacrificed by cervical dislocation. 
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The images were converted to DICOM. The DICOMs were analyzed by comparing 

T2-weighted and diffusion-weighted images to identify the region of free fluid under 

the skin.  

Beginning points for the quantification were marked on the slice showing the joint line 

of the knee as an anatomical landmark. Subcutaneous fluid accumulation in three 

dimensions around the knee was calculated by using ITK-Snap 2.0 for Windows XP. 

Levels of the right (operated and irradiated) and left (healthy) hindleg were compared 

(Figure 12).  

 

 

5.4 Results 

 

Macroscopic inspection of the legs did not show differences between operated and 

irradiated legs and controls. 

MR-images were analyzed in eight of 12 animals after excision of lymphatic vessels 

and lymph nodes of the right hindleg and the volume of fluid underneath the skin was 

calculated. Four animals could not be analyzed. In two of them chemical shift arte-

facts interfered with the region of interest and in two animals the region of the knee 

was not completely shown due to poor animal positioning. Volumes of eight evalu-

ated animals are shown in Figure 13. Seven of them show a higher volume of fluid 

under the skin of the right (treated) leg. In total the higher volume in the right leg is 

significant. 

 

 

5.5 Discussion 

 

Animal models to study surgical techniques for the prevention and therapy of secon-

dary lymphedema are rare, and quantification of edema volumes in rodents is difficult 

and rarely documented adequately. The latter leads to highly variable and not repro-

ducible data. 
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In the present study we successfully measured the subcutaneous swelling of the rat’s 

hindlegs after removal of the lymphatic vessels and lymph nodes of the leg and radio-

therapy by MRI. Macroscopic inspection of the legs did not show differences between 

healthy and treated legs. On MR-images a higher fluid accumulation in T2- weighted 

images was documented under the skin of the treated rats. 

ITK-snap was used to quantify fluid accumulation in this study. In analogy to the pro-

cedure in neurological studies the area of edema was determined and the program 

calculated the region with equal intensity around the knee joint.  

In seven of eight animals the volume of swelling under the skin was higher in the 

treated leg measured by segmentation of MR-images. A statistically significant in-

crease of volume was demonstrated. Thus, lymph node excision and radiotherapy 

are suitable to induce lymphedema in rats.  

Avraham et al. irradiated mouse tails with a single dose of 15 or 30Gy (44). Four 

weeks after radiotherapy they documented an increase of tail volume in both groups. 

At 12 weeks after radiation the volume showed no difference to control animals. In 

the present study rats were sacrificed four weeks after radiotherapy for volume calcu-

lation. Whether it is possible to use our model to induce a stable lymphedema for 

longer than four weeks, with the signs of chronic edema characterized by tissue 

swelling and fibrosis of the skin, has to be tested in future experiments. 

Histological and functional examinations of the extremity’s skin can be used to under-

line the diagnosis of lymphedema in future trials. Lymphedema results from reduced 

transport of lymphatic loads. This can be shown by lymphoscintigraphy or injection of 

fluorescent agents as well as in contrast studies in the MRI by injection of gadolinium 

(29).  

Radiotherapy results in a loss of dermal lymphatic vessels and promotes the devel-

opment of scar tissue in Avraham’s studies on mouse tails (44). The effects of radia-

tion on the rat’s skin and dermal lymphatic vessels in the groin could also be exam-

ined in future investigations. 

We showed a statistically significant increase of total volume in the treated leg. Nev-

ertheless, the model can be improved, as the detected volume was subclinical. Two 

animals were emitted from the calculation because of their position in the MRI. The 
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rat’s legs have to be fixed in exactly the same manner in future trials so that all ani-

mals can be analyzed. In the present study only levels of swelling around the knee 

were determined. Swelling in the paw was not taken into account. Tammela and col-

leagues (28) calculated swelling in the paw in a model in the front extremity of mice. 

Total leg volumes have not been calculated on MR images in the literature as far as 

we know. Different starting points for calculation with ITK-Snap, however, could make 

this quantification possible. 

In our experiments we used young Lewis rats with a weight of approximately 200g. In 

patients secondary lymphedema often occurs in older age groups (55), and older 

animals might develop a more obvious swelling of the legs. 

Avraham and colleagues recently demonstrated four weeks after radiotherapy an 

increase of tail volume of 15% in animals radiated with a single dose of 15 Gy. Ani-

mals irradiated with 30Gy demonstrated an increase of 25%. Other studies on edema 

models in rodents demonstrate the development of reliable edema in the extremity 

after radiotherapy with a single dose of 45 Gy (53)(52). Thus a higher dose in radio-

therapy might improve the outcome of experiments in future.  

After establishment of an edema model in the rat’s hindleg the effects of autologous 

transplanted lymph node fragments on edema volume could be tested.   

 

In conclusion, diffusion- and T2- weighted MRI is suitable to show the subclinical fluid 

accumulation under the skin of rats, and ITK- Snap is useful to calculate the volume 

of subcutaneous swelling. Lymph node dissection followed by radiotherapy with a 

single dose of 15Gy leads to a statistically significant increase of subcutaneous swell-

ing. 
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5.6 Figures 

 

 

 

Figure 10: Position of the rat for radiotherapy and irradiated area in the groin (box). 
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Figure 11: Position of the rats for MRI. Two animals were fixed in a purpose-built 

device to hold two animals with masks for gas anesthesia, temperature controlled 

warming blankets and Small Animal Monitoring System for monitoring respiration 

rate, ECG and temperature. 
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Figure 12: T2-weighted MR-images of a rat lying in abdominal position (a) and one 

lying in dorsal position (c). Red arrows mark the region of the right leg measured and 

green arrows the area measured in the left leg. Corresponding segmentations are 

shown in the adjacent images (b, d) 
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Figure 13: Graph of volumes calculated by ITK-Snap in mm³; seven animals docu-

ment a higher level of volume in the operated and irradiated leg. 
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6. ÜBERGREIFENDE DISKUSSION 

 

Eine häufige Komplikation nach der Krebstherapie ist das Auftreten von sekundären 

Lymphödemen in den Gliedmaßen der Patienten, z.B. in den Beinen nach Entfer-

nung der inguinalen Lymphknoten oder in den Armen nach Exzision der axillären 

Lymphknoten und –gefäße. Im Moment stehen nur symptomatische Therapien zur 

Linderung der Beschwerden zur Verfügung und die Patienten müssen ein Leben lang 

behandelt werden. 

Chirurgische Therapieansätze mit präventiven oder kurativen Zielen sind in der Lite-

ratur beschrieben, konnten aber bisher keinen lang anhaltenden Erfolg erzielen 

(18,19). In gesunden Ratten und Schweinen konnte eine Regeneration von autolog, 

avaskulär transplantierten Lymphknotenfragmenten gezeigt werden (33,35). Es 

kommt nach der Krebstherapie zu einem vermehrten Auftreten von sekundären 

Lymphödemen, wenn die Patienten in der Therapie einer Bestrahlung unterzogen 

wurden (14) . Avraham et al. zeigten kürzlich, dass es durch Bestrahlungen zum Ver-

lust von dermalen Lymphgefäßen im Mausmodell kommt (44). Dieser Verlust könnte 

sich negativ auf die Regeneration von transplantierten Lymphknotenfragmenten 

auswirken. In der vorliegenden Studie wurden deshalb die Lymphknoten einer Hin-

tergliedmaße entfernt und die Tiere anschließend einer Bestrahlung in der Leisten-

gegend unterzogen. Da in Vorversuchen kein signifikanter Unterschied in den Bein-

volumina zwischen mit 12Gy, 15Gy oder 18Gy bestrahlten Tieren gezeigt werden 

konnte, wurde eine Einzeldosis von 15Gy festgelegt. 

Am Tag nach der Bestrahlung wurden in das bestrahlte Gebiet Lymphknotenfrag-

mente von Lymphknoten aus der linken, nicht bestrahlten Leistengegend, transplan-

tiert. Es konnte gezeigt werden, dass eine Regeneration auch in vorher bestrahltem 

Gewebe möglich ist. Um eine Verbesserung der Regenerationsrate zu erreichen, 

wurde der Einsatz des Wachstumsfaktors VEGF-C erprobt. VEGF-C ist ein wichtiger 

Wachstumsfaktor in der Lymphangiogenese (6,34,38,39,43). In vivo konnten Tam-

mela et al. eine beschleunigte Reifung von Lymphgefäßen nach deren Entfernung in 

der Maus zeigen. In unserer Studie wurde einem Teil der Tiere an drei Tagen nach 

der Transplantation VEGF-C intracutan über das Transplantat injiziert. Die Regenera-
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tionsrate konnte in diesen Tieren auf 74% erhöht werden, während nur 59% der un-

behandelten Tiere regenerierte Lymphknoten zeigten. VEGF-C verbessert die Rege-

neration von avaskulär transplantierten Lymphknotenfragmenten.  

Bei einigen Tieren konnte ein Gefäßanschluss des Regenerats an die Kollektoren 

des Beines erreicht werden, jener Region, die die ursprünglichen Lymphknoten drai-

nierten. Auch dieser wurde durch VEGF-C verbessert. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Transplantate vier Wochen nach Transplanta-

tion entnommen und untersucht. Auch regenerierte Transplantate ohne Anschluss an 

die Kollektoren des Beines zeigten den Aufbau gesunder Lymphknoten. Es ist anzu-

nehmen, dass sie Anschluss an lokale Lymphgefäße gefunden haben und dass die-

ser Anteil der Regenerate zu einem späteren Zeitpunkt Anschluss an die Kollektoren 

der Beine gefunden hätte.  

Da eine Regeneration von Lymphknotenfragmenten zwar einen ersten Erfolg auf 

dem Weg zur Prävention und Therapie des Lymphödems darstellt, aber noch keine 

Aussage über den Einfluss auf ödematöses Gewebe geben kann, muss die Trans-

plantation in einem geeigneten Tiermodell getestet werden.  

Das Fehlen von geeigneten Tiermodellen für das sekundäre Lymphödem wurde von 

Hadamitzky et al. zusammengefasst und der Bedarf eines relevanten Modells betont 

(25). Zwar sind Ödemmodelle im Schwanz von Mäusen und im Ohr von Kaninchen 

etabliert, doch eignen sich diese kaum für klinische Fragestellungen. Ein Modell mit 

klinischer Relevanz existiert im Moment in Nagern nicht.  

In der vorliegenden Studie sollte ein Lymphödemmodell an der Hintergliedmaße von 

Ratten entwickelt werden, indem die inguinalen und poplitealen Lymphknoten sowie 

die anhängenden Lymphgefäße entfernt und die Tiere einer Bestrahlung der Leis-

tengegend unterzogen wurden. 

Ein besonderes Problem für die Etablierung eines Lymphödemmodells an Nagern 

stellt die Quantifizierung des Ödems dar. Umfangsmessungen und Wasserverdrän-

gungsmethoden, wie sie in der Humanmedizin üblich sind, führen zu sehr variablen 

und nicht reproduzierbaren Ergebnissen (27). Perometer und Lasermessgeräte sind 

für Nager nicht verfügbar. In der Humanmedizin ist eine Darstellung von Lymphöde-

men mit T2-gewichteten MRT-Aufnahmen möglich (29). Tammela et al. entfernten 
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Mäusen die axillären Lymphknoten und benachbarten -gefäße und berechneten an-

schließend Volumenzunahmen im Pfotenbereich anhand von T2-gewichteten MRT-

Bildern (28). Um das Gesamtvolumen der Pfoten zu bestimmen, wurden die einzel-

nen Bilder per Hand vermessen und die einzelnen Volumina im Bereich distal des 

Karpalgelenkes addiert.  

In der vorliegenden Arbeit wurde das Programm ITK-Snap mit einem speziellen Tool 

für die 3D-Segmentierung benutzt. Dieser ist in der Neurologie zur Vermessung von 

Hirnarealen etabliert (30-32). Es konnte gezeigt werden, dass eine unilaterale Ent-

nahme der Lymphknoten und –gefäße eines Hinterbeines in Kombination mit einer 

Bestrahlung im Leistenbereich zu einer vermehrten subkutanen Flüssigkeitsansamm-

lung in der behandelten Gliedmaße führt. Obwohl diese klinisch nicht auffällig war, 

konnte sie mittels T2- und diffusionsgewichteter MRT-Aufnahmen nachgewiesen 

werden. Eine Quantifizierung der Flüssigkeitsansammlung im Bereich des Kniege-

lenkes war mit dem Programm ITK-Snap möglich. Die Tiere zeigten statistisch signi-

fikant höhere Volumina der subcutanen Flüssigkeit in der behandelten Gliedmaße. 

Die einzelnen Tiere variierten sehr stark im Ausmaß der Flüssigkeitsansammlung. 

Aufgrund dieser Tatsache konnten keine repräsentativen Standardwerte für subkuta-

ne Flüssigkeitsansammlungen in gesunden oder operierten und bestrahlten Glied-

maßen bestimmt werden.  

Um die in Kapitel eins beschriebene Transplantation als mögliche Therapie für das 

Lymphödem zu testen, muss in zukünftigen Studien der Versuchsaufbau angepasst 

werden. Da keine Referenzwerte anhand des zweiten Kapitels gegeben werden 

konnten, muss eine unbehandelte und somit gesunde Körperseite zum Vergleich er-

halten bleiben. Die Transplantation inguinaler Lymphknotenfragmente in die Leisten-

gegend der erkrankten Seite ist nicht praktikabel, da ein Einfluss auf das Volumen 

des gesunden Beines nach Wegnahme des Lymphknoten möglich ist. Ein anderer 

Entnahmeort von Lymphknoten zur Transplantation, wie zum Beispiel der axilläre 

Bereich, wäre denkbar, um dieses Problem zu umgehen.  

Um die Fragmente zu gewinnen, wurden ganze Lymphknoten der nicht bestrahlten 

Körperhälfte exzidiert, fragmentiert und anschließend transplantiert. Teile, die nicht 

transplantiert wurden, wurden verworfen. In zukünftigen Versuchen ist zu erproben, 
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ob, wenn lediglich das Fragment aus der unbehandelten Region entnommen wird 

und die restlichen Teile des Lymphknotens im Körper belassen werden, diese Anteile 

wieder zu vollwertigen Lymphknoten regenerieren. Auch in diesem Fall ist eine 

Quantifizierung des Beinvolumens sinnvoll, um die Folgen einer Teilentnahme ge-

sunder Lymphknoten auf das Drainagegebiet untersuchen zu können. 

In dieser Studie wurde nur ein subklinisches Stadium des Lymphödems erreicht. Eine 

Schwellung war makroskopisch nicht zu sehen. Zukünftig muss daran gearbeitet 

werden, nicht nur die Flüssigkeitsansammlung zu quantifizieren, sondern auch ande-

re Merkmale eines Lymphödems zu induzieren und nachzuweisen, so zum Beispiel 

das Auftreten von Fibrosen in der Haut bei chronischen Lymphödemstadien. Fibro-

sen stellen einen Schlüsselfaktor in der Regeneration von Lymphgefäßen dar und 

können diese verhindern (49). Nur wenn die Transplantation von autologen 

Lymphknotenfragmenten geeignet ist, um chronischen Formen des Lymphödems 

vorzubeugen oder sie zu heilen, ist die Anwendung am Patienten vertretbar.  

Um auch makroskopisch sichtbare Flüssigkeitsansammlungen in den Beinen zu in-

duzieren, muss eine höhere Strahlendosis diskutiert werden. Avraham et al. konnten 

kürzlich einen Anstieg des Volumen von Mäuseschwänzen vier Wochen nach einer 

Bestrahlung mit 15Gy zeigen (44). Bei Tieren aus dieser Versuchsgruppe war jedoch 

nach 12 Wochen kein höheres Schwanzvolumen im Vergleich zu Kontrolltieren zu 

dokumentieren. Im Gegensatz dazu zeigten Tiere nach einer Bestrahlung mit 30Gy 

auch nach 12 Wochen noch Schwellungen im Schwanzbereich.  

Sekundäre Lymphödeme treten in der Krebstherapie vermehrt bei älteren Patienten 

auf (51). Außerdem unterliegen Lymphknoten gewissen histologischen Veränderun-

gen während des Alterns (50). In zukünftigen Versuchen könnten die Einflüsse von 

histologischen Veränderungen der Lymphknoten in älteren Tieren auf die Regenera-

tion untersucht werden. Auch könnten ältere Tiere -in Analogie zur Situation in Pa-

tienten- besser geeignet sein, ein klinisches Ödem zu induzieren. 

In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass eine Regeneration von 

autolog transplantierten Lymphknotenfragmenten in Ratten auch möglich ist, wenn 

das Transplantationsgebiet zuvor einer Bestrahlung mit einer Einzeldosis von 15 

Gray unterzogen wird. Außerdem wurde dokumentiert, dass VEGF-C einen positiven 
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Einfluss auf die Regeneration von autolog, avaskulär transplantierten Lymphknoten-

fragmenten hat. Zudem konnte ein Lymphödem an der Hintergliedmaße von Ratten 

induziert und mit einer halbautomatischen 3D-Segmentierung quantifiziert werden. 

Dieses Lymphödemmodell steht in Zukunft zur Erforschung chirurgischer Therapie-

ansätze des sekundären Lymphödems zur Verfügung. 
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7. ZUSAMMENFASSUNG 

 

Tanja Sommer (2011) 

 

Regeneration autolog transplantierter Lymphknotenfragmente im Tiermodell 

der Therapie des Lymphödems 

 

Das Auftreten von sekundären Lymphödemen ist nach Bestrahlungen und Entfer-

nung von Lymphknoten in der Krebstherapie eine häufige Komplikation. Therapien 

mit kurativen oder präventiven Zielen sind im Moment nicht verfügbar. 

Ziel der Dissertation war es, die autologe Lymphknotenfragment-Transplantation als 

mögliche Therapie im Tiermodell zu erproben. Die Regeneration von autolog, avas-

kulär transplantierten Lymphknotenfragmenten wurde in Ratten untersucht, die zuvor 

einer lokalen Bestrahlung und Entfernung der Lymphknoten unterzogen wurden. Zu-

sätzlich wurde der Einfluss des Wachstumsfaktors VEGF-C auf die Regeneration der 

transplantierten Fragmente untersucht.  

Außerdem wurde ein Tiermodell in der Ratte für das sekundäre Lymphödem etab-

liert, welches anhand von MRT-Bildern dargestellt und quantifiziert wurde.  

Um den Einfluss der Bestrahlung auf die Regeneration der transplantierten 

Lymphknotenfragmente zu untersuchen, wurden in der ersten Studie 41 weiblichen 

Lewis-Ratten die oberflächlichen inguinalen sowie poplitealen Lymphknoten und ang-

renzenden Lymphgefäße entfernt und die Tiere anschließend in der rechten Leisten-

gegend mit einer Einzeldosis von 15 Gray bestrahlt. Am Tag nach der Bestrahlung 

wurden den Tieren Lymphknotenfragmente der Inguinallymphknoten aus der nicht 

bestrahlten Körperhälfte transplantiert. An Tag eins, zwei und fünf nach der Trans-

plantation wurde 19 Tieren VEGF-C intracutan im Gebiet des Transplantates injiziert. 

Vier Wochen nach der Transplantation wurden die Tiere getötet und die Regenerate 

makroskopisch durch Injektion mit Patentblau auf die Drainage des Beines und mik-

roskopisch auf die Struktur von Lymphknoten untersucht. 

Es konnte gezeigt werden, dass eine Regeneration von avaskulär, autolog transplan-

tierten Lymphknotenfragmenten im bestrahlten Gebiet möglich ist und diese durch 
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die Injektion von VEGF-C gesteigert wird. Ebenso wird der Anschluss an das Draina-

gegebiet der ursprünglichen Leistenlymphknoten durch VEGF-C verbessert.  

 

In der zweiten Studie wurde ein Lymphödemmodell an der Hintergliedmaße von Rat-

ten etabliert. Hierzu wurden 12 weiblichen Lewis-Ratten die poplitealen sowie ober-

flächlichen inguinalen Lymphknoten und die benachbarten Lymphgefäße entfernt 

und die Tiere einer Bestrahlung der rechten Leistengegend mit einer Einzeldosis von 

15 Gray unterzogen. Vier Wochen nach der Bestrahlung wurden die Tiere mittels T2- 

und diffusionsgewichteter Magnetresonanztomographie untersucht. Diffusionsge-

wichtete Bilder zeigten Bereiche mit freier Flüssigkeit unter der Haut in den Gliedma-

ßen, welche an den T2-gewichteten Aufnahmen in der Knieregion mit dem Prog-

ramm ITK-Snap quantifiziert wurden. Es konnte eine statistisch signifikante Erhöhung 

des gemessenen Volumens in der bestrahlten und operierten Gliedmaße im Ver-

gleich zur nicht behandelten Gliedmaße dokumentiert werden. 

 

Eine Kombination aus Entfernung der Lymphknoten und Lymphgefäße und Bestrah-

lung der Leistengegend ist geeignet, um eine Schwellung in der Hintergliedmaße von 

Ratten zu induzieren.  

Dieses Modell kann in weiteren Studien dazu genutzt werden, den Einfluss der in 

Kapitel eins dieser Arbeit vorgestellten Lymphknotenfragment-Transplantation auf 

das Beinvolumen zu evaluieren und somit die Transplantation als mögliche Präventi-

on oder Therapie für das sekundäre Lymphödem zu testen.  
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8. SUMMARY 

 

Tanja Sommer (2011) 

 

Regeneration of autologous transplanted lymph node fragments in a rat model 

for secondary lymphedema 

 

Secondary lymphedema is a common complication after lymph node excision and 

radiotherapy in cancer therapy. Present therapeutic approaches only focus on symp-

toms and for most patients lymphedema is a lifelong condition with psychological and 

physical restrictions. Animal models to study surgical treatment of lymphedema do 

not exist so far. 

The aim of the present study was to study avascular lymph node fragment transplan-

tation in rats that underwent treatment similar to that in cancer patients. The lymph 

nodes draining the rat’s hindleg were removed and the region of the groin irradiated. 

Transplantation followed radiotherapy. Additionally, the influence of Vascular Endo-

thelial Growth Factor-C (VEGF-C) on the regeneration of transplanted lymph node 

fragments was examined. In the first part of this study, superficial inguinal and pop-

liteal lymph nodes and adjacent lymphatic vessels were removed and the rats irradi-

ated in the groin by a single dose of 15 Gray one week after surgery. The day after 

radiotherapy, lymph nodes from the non-irradiated groin were excised, fragmented 

and transplanted into the irradiated region. Nineteen of the 41 rats were treated by 

VEGF-C injection on day one, two and five after transplantation intradermally in the 

region of transplants. Four weeks after transplantation the animals were macroscopi-

cally examined by intradermal injection of small particle blue dye in the region of the 

thigh. Transplants draining the leg were stained blue after injection. After sacrifice of 

the rats, transplants were histologically and immunohistologically examined for struc-

tures of lymph nodes, e.g. B- and T-cells, high endothelial venules and lymph si-

nuses.  

Regeneration of avascular transplanted lymph node fragments in irradiated regions is 

possible and improved by VEGF-C. 
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In the second part of this study an animal model for secondary lymphedema was es-

tablished in the hind leg of rats. The superficial inguinal and popliteal lymph nodes 

and adjacent lymphatic vessels of the right hind leg of twelve adult female Lewis rats 

were excised and the rats irradiated in the groin with a single dose of 15 Gray. Four 

weeks after radiotherapy the animals were examined by Magnetic Resonance Imag-

ing (MRI). MRI was performed on T2-weighted and diffusion-weighted sequences. 

On T2-weighted images fluid accumulation around the joint line of the knees was cal-

culated by the program ITK-Snap. The volumes of the right (treated) and left (un-

treated) leg were compared. We documented a statistically significant increase of 

fluid volumes in treated legs. 

A combination of lymph node excision and radiotherapy is suitable to induce secon-

dary lymphedema in the rat’s hindlegs. 

 

In future studies the influence of avascular autologous transplanted lymph node 

fragments on the volume of fluids in the legs will be examined and the transplantation 

studied as a possible prevention or therapy of secondary lymhedema. 
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10. ABBILDUNGSVERZEICHNIS  
 

 

Figure 1: Time schedule of the experiments S.21 

 

Figure 2: Position of the rat for radiotherapy and irradiated area  

  in the groin (box). S.22 

 

Figure 3:  Scheme of lymph node fragmentation: Transplanted  

   fragments (red) had a diameter of 3mm. Depending on 

    the size of the lymph nodes they were cut in half (A) or  

   both poles (B) or one pole (C) was cut off. S.23 

 

Figure 4:  Blue stained lymph node fragments after peripheral injection  

   of dye. Fragments are marked by nonabsorbable suture. S.24 

 

Figure 5:  Rats treated with VEGF-C show a higher rate of regeneration 

   and improved drainage of the leg. S.25 

 

Figure 6:  Hematoxilin-eosin staining (magnification: 5x) of a necrotic  

   (a) and regenerated fragment (b). (Note the segmented lymph  

   node cell populations as a sign of contact with local lymphatic 

    vessels) S.26 

 

Figure 7:  Transplant stained with primary antibodies against T- and B-cells.  

   Immunofluorescent antibodies used FITC against T-cells and  

   Cy3 against B-cells were used. Regenerated lymph nodes  

   present a central T-cell area (a) and B-cell follicles in the cortex  

   of the node (b). Merged illustration (c). S.27 
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Figure 8:  Staining using antibodies against LYVE-1, lymphatic  

   endothelium in the sinus of reorganized lymph nodes is visible.  

   (Magnification: 5x (a), 40x (b)) S.28 

 

Figure 9:  Staining using antibodies against endothelial cells. High  

  endothelial venules are distributed within the transplants.  

  (Magnification: 5x (a), 40x (b)) S.29 

 

Figure 10: Position of the rat for radiotherapy and irradiated area in the 

   groin (box). S.37 

 

Figure 11:  Position of the rats for MRI. Two animals were fixed in a  

  purpose-built device to hold two animals with masks for gas  

  anesthesia, temperature controlled warming blankets and Small  

  Animal Monitoring System for monitoring respiration rate, ECG  

  and temperature. S.38 

 

Figure 12:  T2-weighted MR-images of a rat lying in abdominal position  

  (a) and one lying in dorsal position (c). Red arrows mark the 

   region of the right leg measured and green arrows the area  

  measured in the left leg. Corresponding segmentations are  

  shown in the adjacent images (b, d). S.39 

 

Figure 13: Graph of volumes calculated by ITK-snap in mm³; seven 

  animals document a higher level of volume in the operated 

  and irradiated leg. S.40 
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11. BIOMETRISCHER BERICHT 
 

Katrin Häußler 
Institut für Biometrie 
Medizinische Hochschule Hannover 

„Regeneration autolog transplantierter Lymphknotenfragmente im Tiermodell der 

Therapie des Lymphödems“ 

 Versuchsaufbau 
 

8 Ratten wurden im rechten Bein die Lymphknoten entfernt, um ein Ödem in den Beinen zu 

erzeugen. Anschließend wurde ein MRT gemacht, um die Flüssigkeitsmenge im rechten und 

linken Bein der Ratten miteinander zu vergleichen.  

 

Ein zweiter Versuch gestaltete sich dahingehend, dass in zwei Gruppen von jeweils 19 bzw. 

22 Tieren der Erfolg der Transplantation von Lymphknoten mit bzw. ohne Gabe eines Wach-

stumsfaktors miteinander verglichen wurden.  Hierzu wurden den Tieren im rechten Bein die 

Lymphknoten entfernt. Anschließend erfolgte eine Bestrahlung und eine Transplantation von 

Lymphknoten aus dem linken Bein in das rechte Bein. 

Vergleich von verbundenen Mittelwerten 
 

Für den ersten Versuch mit 8 Ratten wurde ein verbundener t-Test durchgeführt. Hierbei zeig-

te sich eine signifikante Mittelwertdifferenz, was bedeutet, dass die Flüssigkeitsansammlung 

im rechten Bein ohne Lymphknoten sich signifikant von der im gesunden linken Bein unter-

scheidet. 

 

 

N Mean 95% Confidence Interval Std Dev Minimum Maximum 

8 50.6534 [24.07, 77.24] 31.80 -14.9959 88.2730 

Tabelle 1: Deskription der Flüssigkeitsdifferenzen zwischen rechtem und linkem Bein 

 

Tabelle 1 zeigt, dass die Flüssigkeitsansammlung im rechten Bein im Mittel um 50.6534 mm³ 

höher ist als im linken Bein. Das 95%-Konfidenzintervall [24.07; 77.24] überdeckt mit 95%-

iger Wahrscheinlichkeit den wahren Wert der Mittelwertdifferenz. Der p-Wert des verbunde-

nen t-Tests beträgt 0.0028 und ist damit trotz der geringen Fallzahl von 8 Ratten signifikant.  
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Vergleich von Raten 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 2: Kreuztabelle Regeneration und Gruppe 

 

In Tabelle 2 sind die Häufigkeiten der Ratten mit regenerierten Lymphknoten bzw. nicht re-

generierten Lymphknoten in den beiden Gruppen A und B dargestellt (ablesbar als absolute 

Anzahlen und Spaltenprozent). Gruppe B war dabei die Therapiegruppe mit den Wachstums-

faktoren. Die Differenz der Erfolgsraten beträgt 73,68%-59,09% = 14,59% und das zugehöri-

ge 95%-KI dieser Ratendifferenz ist  [-13,94%; 43,12%]. Mit 95%-iger Wahrscheinlichkeit 

überdeckt ein 95%-Konfidenzintervall den wahren Wert der Ratendifferenz. Da die 0 (=kein 

Unterschied) im Konfidenzintervall enthalten ist, kann hier kein Unterschied nachgewiesen 

werden 

 

Beim Versuch der Transplantation von Lymphknoten aus dem linken in das rechte Bein der 

Ratten zeigt sich also kein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe, die mit einem 

Wachstumsfaktor behandelt wurde, und der Gruppe ohne Behandlung. Zusätzlich zur Be-

trachtung des Konfidenzintervalls wurde ein Chi²-Test durchgeführt. Der p-Wert des Chi²-

Tests beträgt 0,3258 und bestätigt somit die obigen Ergebnisse. 

 

In Tabelle 3 sind die Häufigkeiten der Ratten, die erfolgreich transplantiert wurden, mit An-

schluss an die Lymphgefäße, denjenigen Ratten gegenübergestellt, die keinen erfolgreichen 

Anschluss an die Lymphgefäße hatten. Die Ratendifferenz der erfolgreich Angeschlossenen 

beträgt 20,33% mit 95%-KI von [-11,52%; 52,18%;].  

Auf Grund zu gering besetzter Zellen mit erwarteten Häufigkeiten < 5 kann hier nicht der 

Chi²-Test verwendet werden, stattdessen muss der exakte Test von Fisher zum Einsatz kom-

men. Der p-Wert des exakten Fisher-Tests beträgt 0,3845, damit ist der Lymphgefäßanschluss 

in den beiden Gruppen mit und ohne Wachstumsfaktorbehandlung nicht signifikant unter-

schiedlich. 

 

Table of Reg by Gruppe 

Regeneriert Gruppe 

Frequency 

Col Percent 
A B Total 

nein 9 

40.91 

5 

26.32 

14 

 

ja 13 

59.09 

14 

73.68 

27 

 

Total 22 19 41 
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Table of PB by Gruppe 

PB+ Gruppe 

Frequency 

Col Pct A B Total 

nein 11 

84.62 

9 

64.29 

20 

 

ja 2 

15.38 

5 

35.71 

7 

 

Total 13 14 27 

Tabelle 3: Kreuztabelle Drainage und Gruppe 
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