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On Changes in the Ratio of Pulmonary Interlobular Interstitial Collagen
Types I and III in Sudden Infant Death — a Pilot Study

Summary. In a blind study the interlobular interstitial connective tissue in
paraffin embedded lung sections from 45 autopsy cases aged under 2 years
(23 SIDS and 22 Non-SIDS) were investigated with the aim of determining
the collagen type I:type III ratio by means of polarimetric evaluation. Sec-
tions were stained with Resorcin-Fuchsin for elastin fibres, Celestine Blue/
Mayer’s Haematoxylin for nuclear details and with Solophenyl Red 3 BL in
saturated picric acid solution for the differential staining of type I and type
III collagen fibres for polarization microscopy. The type I fibres were orange
and the type III fibres green in colour. The spectral distribution of the col-
oured polarized light from the sections was determined and peaks were evi-
dent at the wavelengths 590 nm for the orange coloured light of type I and
490 nm for the green coloured light of type III collagen. With corresponding
filtres the intensities of the orange and green emissions were separately mea-
sured at several points adjacent to lymphatic vessels. The ratio collagen I/
III, deduced from the ratio of the intensities of orange to green light, was
significantly higher in the SIDS-group than in the Non-SIDS-group (o=
0.001) due to the increase in the amount of collagen type I and could indi-
cate an insiduous fibrosis resulting from lymphostasis.

Key words: Sudden infant death syndrome, pulmonary fibrosis - Pulmonary-
collagen types I and ITI, quantitative evaluation (fibrosis SIDS)

Zusammenfassung: Die vorliegende Pilotstudie befaBt sich mit der Unter-
suchung des Bindegewebes im interlobuldren Lungeninterstitium. Die Lun-
gen stammten von 45 Sektionsfillen von Kindern unter 2 Jahren, davon
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waren 23 SIDS-Fille und 22 Fille mit bekannter Todesursache (Non-SIDS-
Gruppe). Von den Lungen wurden grofflichige Paraffinschnitte angefertigt
und mit Solophenyl Rot 3 BL in gestittigter wissriger Pikrinsdureldsung
geféirbt, wonach im polarisierten Licht die Typ-I-Kollagenfasern orange
(Peak bei 590nm), die Typ III-Kollagenfasern griin (Peak bei 490 nm)
leuchten. Im Blindversuch wurde jeweils an mehreren Stellen des interlobu-
ldren Interstitiums in der unmittelbaren Umgebung von dilatierten Lymph-
gefifien die Menge von Kollagen Typ I und Typ IIl gemessen und daraus
das Mengenverhéltnis von Kollagen I/III errechnet. Dieser Quotient I/I11 ist
eine MeBgroBe fiir fibrosierende Vorgéinge und war infolge Vermehrung
von Kollagen Typ I bei der SIDS-Gruppe signifikant hoher als bei der Non-
SIDS-Gruppe (a = 0,001). Es ist denkbar, daB bei den SIDS-Fillen ein loka-
ler Lymphstau zu einer schleichenden Fibrose gefithrt hat.

Schliisselworter: Plotzlicher Kindstod, Lungenfibrose — Kollagen Typ I und
II1, quantitative Bestimmung — Lungenfibrose, SIDS

Bei vielen fibrosierenden Lungenveridnderungen ist eine absolute Zunahme des
Gesamtgehaltes an Kollagen nicht obligat (Thomas 1978; Burkhardt und Geb-
bers 1983), charakteristisch sind jedoch Verschiebungen des Verhiltnisses von
Kollagen Typ T und Typ LI (Crystal et al. 1978; Madri und Furthmayr 1980;
Reiser und Last 1981). Deswegen gilt das Mengenverhiltnis von Kollagen I und
III als wichtige MefBgrofle bei der Priifung der Frage, ob fibrosierende Vor-
ginge abgelaufen sind.

Nachdem bei SIDS-Fillen bereits frither im Lungeninterstitium Odeme be-
schrieben worden sind (Althoff 1980; Berg und Kijewski 1978; Valdes-Dapena
1986), fanden sich zusitzlich Hinweise auf fibrotische Vorgénge im ddematodsen
Lungengeriist. Die vorliegende Untersuchung beschiftigt sich mit der Frage ei-
ner Faserneubildung durch quantitative Erfassung von Kollagen Typ I und Typ
II1. Sie beschrénkt sich auf das interlobuldre Interstitium in der unmittelbaren
Umgebung von dilatierten Lymphgefssen.

Material und Methode

Die untersuchten Lungen stammen von 45 Kindern unter 2 Jahren — 23 SIDS-Fille (14 méann-
lich und 9 weiblich) im Alter zwischen 21 und 605 Tagen sowic 22 Vergleichsfille (11 ménntich
und 11 weiblich) im Alter zwischen 1 und 630 Tagen. Die Todesursachen der Vergleichsfille
sind in der Tabelle 1 (a) aufgelistet.

Die Lungen wurden in toto in 4% gepuffertem Formalin bei gleichzeitiger druckloser in-
trabronchialer Formalin-Instillation immersionsfixiert. Nach Durchfixation wurde von jedem
Lungenlappen eine ganze Scheiben von etwa 5-8 mm Dicke herausgeschnitten und in einen
hilusnahen und einen peripheren Teil geteilt. Beide Teile wurden zur Paraffineinbettung ge-
trimmt und 5p dick geschnitten. Von beiden Schnitten wurden zusammen je etwa 3/4 der ge-
samten Lungenlappenscheibe erfafit. Bei der iiberwiegenden Zahi der Fille wurden samtliche
Lungenlappen in die Untersuchung einbezogen, so daB 10 Priparate vorlagen. Die Priparate
wurden nach Firbung der elastischen Fasern mit Resorcin-Fuchsin und der Kerne mit Cele-
stin Blau mit Solophenyl Rot 3 BL in geséttigter wissriger Pikrinsdureldsung (0,1 g/100 ml)
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60 min bei pH 1,25 gefarbt. Es handelt sich um eine normierte Farbemethode fiir die Polarisa-
tionsmikroskopie zur quantitativen Erfassung der Mengenverhéltnisse von Kollagen Typ
I: Typ III. Einzelheiten der Methode sind an anderer Stelle beschrieben (Ogbuihi et al. 1988).
Fiir die Messung wurden die Priparate in den Strahlengang eines Leitz Orthoplan Mikroskops
bei vollstandig gekreuzten Nicols gebracht, als Lichtquelle diente eine Halogenlampe (FCR
12 V 100 W) bei Trafoeinstellung 11 Volt. Von dem in den Phototubus eintretenden Gesamt-
licht wurden mit einem Interferenzverlauffilter (S-200 Schott) die fiir die Messung nétigen
Wellenldngenbereiche herausgeschnitten und deren Lichtintensitit mit einem Photomultiplier
(RCA Typ 4832) in einen elektrischen Strom umgesetzt, der mit einem Mikrovoltmeter
(Keithley Typ 177) gemessen wurde.

Pro Fall wurden 120-240 mal folgende Messungen vorgenommen:

1. Intensitét des orangen Lichtes bei 590 nm, die der Menge des Kollagen I im gewihlten Aus-
schnitt entspricht, und jeweils im selben Bildausschnitt

2. Intensitit des griinen Lichtes bei 490 nm, die der Menge des Kollagen III entspricht.

Zur histologischen Untersuchung und Messung wurden die Priparate in der Weise codiert,
daB zu jedem Fall eine Nummer gehorte. Die Codierung wurde bis zum Abschlufl der Mes-
sungen unter VerschluB gehalten. Von jedem Fall (Codenummer) wurden 34 einzelne Pri-
parate zuféllig ausgewdhlt. An diesen Praparaten wurde im interlobuldren Interstitium die un-
mittelbare Umgebung von 6-12 LymphgefiBen untersucht, die in 6dematésem Bindegewebe
eingebettet lagen und ein deutliches Lumen erkennen liefen. Nach Kline 1969 sind in formal-
infixierten und paraffinecingebetteten Priparaten LymphgefaBe dann als gestaut anzusehen,
wenn ein Lumen zu beobachten ist; nicht gestaute LymphgefiBe sind dagegen kollabiert. Um
jedes dieser Lymphgefiafie wurden stets an 20 verschiedenen Stellen bei 40-facher Objektiv-
vergroferung die Lichtintensititen in den Wellenlingenbereichen von 490 und 590 nm gemes-
sen. Auf diese Weise wurden pro Fall 120-240 Messpaare (490/590 nm) erhalten, die gemittelt
wurden und in der Tabelle aufgefiihrt sind.

Die MeBwerte sind der durchschnittlichen Menge von Kollagen I bzw. Kollagen IIT im
perilymphangischen Bindegewebe der Priparate proportional. Die Menge Kollagen im histo-
logischen Schnitt hingt auch von der Schnittdicke und Schrumpfungsvorgdngen beim Fixieren
und Aufarbeiten ab. Bei der hier gewihlten standardisierten Technik der Schnittherstellung
duirften diese Faktoren auf dic Hohe der MeBwerte allerdings keinen bedeutsamen Einfluf3
haben, wie sich auch aus der verhiltnisméfig geringen Streuung der MeBwerte ergab. Nach
den Messungen wurde der Code entschliisselt und die MeBwerte den Sektionsnummern zuge-
ordnet. Aus den Mittelwerten der Intensitéten der griinen Polarisation fiir das Kollagen Typ
IIT und der orangen Polarisation fiir das Kollagen Typ I wurde je Sektionsfall das Verhiltnis
Kollagen I/III berechnet.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Messungen sind in der Tabelle aufgefiihrt. Es handelt sich
um MeBwerte, die ausschliefflich aus der topographischen Region des inter-
lobuldren pulmonalen Interstitiums stammen. Die ausgewihiten Abschnitte
lagen stets in der unmittelbaren Umgebung von dilatierten Lymphgefien.

Diskussion der Ergebnisse
Bei der vorliegenden Arbeit geht es um die Frage, ob bei den SIDS-Fillen am

Lungeninterstitium Hinweise fiir fibrotische Vorgéinge objektiviert werden kén-
nen.
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Dabei lag der Gedanke zugrunde, daf} fokale Lymphostasen die Ursache fiir
schleichende Faserneubildung sein konnten, wie bei den parasitiren Lymphan-
giosen oder beim Zustand nach Lymphknotenextirpationen. Lymphgefisse fin-
den sich in verschiedenen topographischen Lokalisationen innerhalb des pul-
monalen Interstitiums — pleural, interlobulér, peribronchial, periarteriell und
perivends. Fiir die Untersuchung wurde die topographische Region ausgewihlt,
die die starksten Lymphbahndilationen zeigte, ndmlich das interlobulire Inter-
stitium (Ogbuihi und Zink 1987). Das interlobulire Interstitium zieht praktisch
radidr vom Hilus bis zur Pleura durch das Lungengewebe. Um einen représen-
tativen Anteil des interlobuldren Interstitiums der Untersuchung zugrunde-
legen zu kénnen, wurden groBe hilusnahe und distale Flachschnitte verwendet,
die jeweils etwa 3/4 der Schnittfliche der Lungenlappen abdeckten und entspre-
chend lange Strecken bzw. Segmente des interlobuliren Interstitiums enthiel-
ten.

Die Suche nach fibrotischen Verdnderungen erfolgte mittels histologischer
in-situ-Darstellung von Kollagenfasern (Junqueira et al. 1979; Rocycka et al.
1982; Dziedic-Goclawska et al. 1982) und Quantifizierung der Menge von Kol-
lagen Typ I und Typ III. Normale Lungen enthalten relativ mehr Kollagen Typ
IIT als Typ I (Huang 1977; Minor 1980; Bateman et al. 1981; Rinaldo und Ro-
gers 1982; D’Ardenne et al. 1983), wihrend bei fibrosicrenden Prozessen Kol-
lagen Typ I iiberwiegt (Madri und Furthmayr 1980).

Die Untersuchung hat ergeben, dal der MeBwert fiir Typ-I-Kollagen bei der
SIDS-Gruppe mit 0,54 £ 0,10 gegeniiber dem Wert der Kontrollgruppe mit
0,27+ 0,03 deutlich erhdht war. Dieser Unterschied ist hochsignifikant
o = 0,001 (Mann-Whitney-Wilcoxon Rangsummentest; Lienert 1973). Dagegen
fand sich kein Unterschied fiir Kollagen Typ IlI, dessen MeBwerte mit
0,31 £ 0,03 bei der Kontrollgruppe und 0,32 £ 0,03 bei der SIDS-Gruppe prak-
tisch gleich sind. Diese Befunde sprechen dafiir, dal bei den SIDS-Féllen im in-
terlobuldren Interstitium um die Lymphgefifie die Menge an Kollagen Typ I er-
hoht war, wihrend die Menge an Kollagen Typ 111 keine Verénderungen erken-
nen lieB. Geschlechtsunterschiede hinsichtlich der Haufigkeit des Vorkommens
von Kollagen Typ I und III fanden sich weder bei der Kontrollgruppe noch bei
der SIDS-Gruppe. Da sich die Kollagenbestimmung auf das interlobulére Inter-
stitium beschrénkte, konnten Verdnderungen an oder um die kleinen stets in-
tralobulér liegenden Pulmonalarterienéiste (Weiler und de Haardt 1983; Wilske
1984) die Ergebnisse nicht beeinflussen.

Der Quotient der Mengen Kollagen Typ I und Typ III liegt bei normalen
Lungen unter 1, bei fibrosierenden Prozessen verschiebt sich dieser Quotient zu
Werten tiber 1, wobei das Ausmaf} der Verschiebung von der Art der Affektion
abhiingig zu sein scheint (Huang 1977; Minor 1980; Madri und Furthmayr 1980;
Bateman et al. 1981; Rinaldo et al. 1982; D’Ardenne 1983).

Wie aus den Daten ersichtlich ist, lagen sdmtliche Werte des Kollagen I/IT1-
Quotienten bei der SIDS-Gruppe iiber 1 (Tabelle 1b) wihrend in der Non-
SIDS-Gruppe die Werte durchwegs unter 1 lagen (Tabelle 1a). Auch in der Ab-
bildung ist beziiglich des Quotienten Kollagen I/I1I eine deutliche Trennung der
SIDS-Gruppe von der Non-SIDS-Gruppe erkennbar. Die Kollagen I/I11-Quo-
tienten der beiden Gruppen wurden mittels eines verteilungsfreien (nicht-para-
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Tabelle 1a and b. Mittelwerte der jeweils pro Fall 120-240 Messungen der Intensitét der oran-
gen Polarisation des Typ [-Kollagens bei 590 nm und der griinen Polarisation des Typ III-Kol-
lagens bei 490nm im interlobulidren Interstitium in der Umgebung von Lymphgefifien. Die
Werte sind getrennt nach beiden Geschlechtern aufgegliedert. Die letzte Spalte zeigt das aus
den beiden vorhergehenden Spalten errechnete Verhéltnis Kollagen I/III, dessen Verschie-
bungen fiir fibrosierende Veriinderungen charakteristisch sind.

Tabelle 1a
Fall Lebens- Ge- Todesursache Mittel- Mittel- Ver-
alter schlecht werte der  werte der  haltnis
(Tage) Intensitdt Intensitdt Kollagen
bei 590nm  bei 490nm /11
=Typl =Typ II1
1 28 m LeberriB 0,24 0,27 0,89
2 455 m Fallot’sche Tetralogie 0,29 0,30 0,97
3 18 m Hydronephrose bds. 0,26 0,32 0,81
4 1 m Mechanische Asphyxie 0,20 0,31 0,65
5 45 m Aspiration 0,22 0,30 0,73
6 508 m Schidel-Hirn-Trauma 0,25 0,29 0,86
7 70 m Subakut.-chron. Pancarditis 0,25 0,26 0,96
8 8 m Sinusthrombose 0,26 0,33 0,79
9 25 m Thrombose der V, cavainf. 0,24 0,30 0,80
10 127 m Broncho-pulmon. Dysplasie 0,33 0,41 0,80
11 626 m Ertrinken 0,31 0,34 0,91
1-11 174+£224 0,26 0,31 0,83
S.D. +0,04 £0,04 +0,09
12 540 w Ertrinken 0,28 0,32 0,88
13 94 w Pneumonie 0,26 0,31 0,84
14 28 W Ventrikel-Septum-Defekt 0,28 0,30 0,93
15 630 W Verbrennung 0,33 0,34 0,97
16 418 w Hochsitzender VSD 0,29 0,30 0,97
17 102 W Menningokokkensepsis 0,27 0,31 0,87
18 7 W Diffuse exsudat. Alveolitis 0,21 0,32 0,66
19 68 w Pneurnonie 0,24 0,26 0,92
20 19 w Fallot’sche Tetralogie 0,30 0,32 0,94
21 135 w Hydrocephalus 0,26 0,31 0,84
22 20 w Vitium cordis 0,29 0,31 0,94
12-22 187218 0,27 0,31 0,89
S.D. +0,03 +£0,02 +0,0
1-22 18147221 0,27 0,31 0,86
S.D. +0,03 +0,03 +0,09
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Tabelle 1b
Fall Lebensalter Ge- Todes- Mittel- Mittel- Ver-
(Tage) schlecht  ursache werte der  werteder  héltnis
Intensitdt Intensitit Kollagen
bei 590nm  bei 490nm I/II1
=Typl =TypIII
1 30 m SIDS 0,37 0,29 0,128
2 157 m SIDS 0,55 0,31 1,77
3 110 m SIDS 0,50 0,35 1,43
4 120 m SIDS 0,53 0,25 2,12
5 21 m SIDS 0,43 0,29 1,48
6 412 m SIDS 0,52 0,30 1,73
7 225 m SIDS 0,52 0,32 1,63
8 50 m SIDS 0,53 0,34 1,56
9 210 m SIDS 0,51 0,32 1,59
10 76 m SIDS 0,53 0,34 1,56
11 195 m SIDS 0,58 0,31 1,87
12 241 m SIDS 0,42 0,32 1,31
13 605 m SIDS 0,80 0,31 2,58
14 297 m SIDS 0,51 0,32 1,59
1-14 206 + 157 0,52 0,31 1,68
S.D. +0,09 +0,02 +0,33
15 39 w SIDS 0,33 0,29 1,14
16 180 w SIDS 0,67 0,39 1,72
17 37 w SIDS 0,54 0,34 1,59
18 203 w SIDS 0,58 0,32 1,81
19 117 w SIDS 0,68 0,39 1,74
20 70 w SIDS 0,56 0,34 1,65
21 125 w SIDS 0,67 0,25 2,68
22 93 w SIDS 0,48 0,34 1,41
23 270 w SIDS 0,52 0,32 1,63
15-23 127 %74 0,56 0,33 1,71
S.D. +0,11 +0,04 +0,39
1-23 169 + 134 0,54 0,32 1,69
S.D. +0,10 +0,03 +0,36

metrischen) Verfahrens statistisch miteinander verglichen. Es wurde wiederum
der Rangsummentest nach Wilcoxon-Mann-Whitney angewandt. Als Null-Hy-
pothese galt, daB die Stichproben aus der gleichen Grundgesamtheit stammten,
als Alternativ-Hypothese, dal die Grundgesamtheiten unterschiedlich waren.
Es ergab sich auf hochsignifikantem Niveau (o = 0,001), daf} die Werte des Kol-
lagen /III-Quotienten der SIDS-Gruppe und der Non-SIDS-Gruppe nicht zur
selben Grundgesamtheit gehdren.
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Abb. 1. Kollagen — Typ I/IlI-Quotient und Lebensalter bei SIDS- und Non-SIDS-Gruppe.
Fingezeichnet sind die Regressionslinien fiir die SIDS-Gruppe (r = 0,49) und die Kontroll-
gruppe (r = 0.46). E Non-SIDS (m); ® Non-SIDS (w); B SIDS (m); @ SIDS (w)

Die Befunde passen zu der Annahme, daf bei den SIDS-Fillen im Lungen-
interstitium fibrotische Vorginge abgelaufen sind. Die rdumliche Nihe der
Verénderungen zu gestauten Lymphgefissen stiitzt die Vermutung, da3 Lym-
phostasen Ursache der Faserneubildung sein konnten.

In der Abbildung ist fiir beide Gruppen das Verhalten der individuellen
Quotienten I/IIT in Abhéngigkeit vom Lebensalter dargestellt. Die eingezeich-
neten beiden Linien entsprechen den fiir die SIDS- bzw. Non-SIDS-Gruppe er-
rechneten Regressionsgeraden fiir die Altersabhingigkeit. Die Korrelation ist
gesichert (= 0,05). Bei der SIDS-Gruppe zeigte sich ein steigender Trend der
Kollagen- I/I1I-Quotienten mit dem Lebensalter.

Sowohl aus den Mefidaten als auch aus der Darstellung lassen sich bei bei-
den Gruppen keine geschlechtsgebundenen Unterschiede der I/ITI-Quotienten
feststellen.
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