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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 (a = 
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 III, quantitative evaluation (fibrosis SIDS) 

Zusammenfassung: Die vorliegende Pilotstudie befaBt sich mit der Unter- 
suchung des Bindegewebes im interlobul~iren Lungeninterstitium. Die Lun- 
gen stammten von 45 Sektionsf~illen von Kindern unter 2 Jahren, davon 
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waren 23 SIDS-F~ille und 22 F~ille mit bekannter Todesursache (Non-SIDS- 
Gruppe). Von den Lungen wurden groBfl~ichige Paraffinschnitte angefertigt 
und mit Solophenyl Rot 3 BL in gest~ittigter w~issriger Pikrins~iurel6sung 
gef~irbt, wonach im polarisierten Licht die Typ-I-Kollagenfasern orange 
(Peak bei 590nm), die Typ III-Kollagenfasern grtin (Peak bei 490nm) 
leuchten. Im Blindversuch wurde jeweils an mehreren Stellen des interlobu- 
l~iren Interstitiums in der unmittelbaren Umgebung von dilatierten Lymph- 
gef~igen die Menge yon Kollagen Typ I u n d  Typ III gemessen und daraus 
das Mengenverh~iltnis von Kollagen I/III errechnet. Dieser Quotient I/III ist 
eine MeBgr6ge ftir fibrosierende Vorg~inge und war infolge Vermehrung 
von Kollagen Typ I bei der SIDS-Gruppe signifikant h6her als bei der Non- 
SIDS-Gruppe (a -- 0,001). Es ist denkbar, dab bei den SIDS-F~illen ein loka- 
ler Lymphstau zu einer schleichenden Fibrose gefiihrt hat. 

Schliisselw6rter: P16tzlicher Kindstod, Lungenfibrose - Kollagen Typ I und 
III, quantitative Bestimmung - Lungenfibrose, SIDS 

Bei vielen fibrosierenden Lungenver~inderungen ist eine absolute Zunahme des 
Gesamtgehaltes an Kollagen nicht obligat (Thomas 1978; Burkhardt und Geb- 
bers 1983), charakteristisch sind jedoch Verschiebungen des Verh~iltnisses yon 
Kollagen Typ I u n d  Typ III (Crystal et al. 1978; Madri und Furthmayr 1980; 
Reiser und Last 1981). Deswegen gilt das Mengenverh~iltnis von Kollagen I u n d  
III als wichtige Mel3gr6ge bei der Prtifung der Frage, ob fibrosierende Vor- 
g~inge abgelaufen sind. 

Nachdem bei SIDS-F~illen bereits frtiher im Lungeninterstitium Odeme be- 
schrieben worden sind (Althoff 1980; Berg und Kijewski 1978; Valdes-Dapena 
1986), fanden sich zus~itzlich Hinweise auf fibrotische Vorg~nge im 6demat6sen 
Lungengert~st. Die vorliegende Untersuchung besch~iftigt sich mit der Frage ei- 
her Faserneubildung durch quantitative Erfassung yon Kollagen Typ I und Typ 
III. Sie beschr~inkt sich auf das interlobul~ire Interstitium in der unmittelbaren 
Umgebung yon dilatierten Lymphgeffissen. 

Material und Methode 

Die untersuchten Lungen stammen von 45 Kindern unter 2 Jahren - 23 SIDS-Fglle (14 m~inn- 
lich und 9 weiblich) im Alter zwischen 21 und 605 Tagen sowie 22 Vergleichsf~ille (11 m~innlich 
und 11 weiblich) im Alter zwischen 1 und 630 Tagen. Die Todesursachen der Vergleichsf~lle 
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 yon jedem 
Lungenlappen eine ganze Scheiben yon etwa 5-8 mm Dicke herausgeschnitten und in einen 
hilusnahen und einen peripheren Teil geteilt. Beide Teile wurden zur Paraffineinbettung ge- 
trimmt und 5g dick geschnitten. Von beiden Schnitten wurden zusammen je etwa 3/4 der ge- 
samten Lungenlappenscheibe erfagt. Bei der t~berwiegenden Zahl der F~Ule wurden s~imtliche 
Lungenlappen in die Untersuchung einbezogen, so dab 10 Prfiparate vorlagen. Die Prfiparate 
wurden nach F~irbung der elastischen Fasern mit Resorcin-Fuchsin und der Kerne mit Cele- 
stin Blau mit Solophenyl Rot 3 BL in gesfittigter w~issriger Pikrins~iurel6sung (0,1 g/100ml) 
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60 min bei pH 1,25 geffirbt. Es handelt sich um eine normierte F~irbemethode ftir die Polarisa- 
tionsmikroskopie zur quantitativen Erfassung der Mengenverhfiltnisse von Kollagen Typ 
I: Typ III. Einzelheiten der Methode sind an anderer Stelle beschrieben (Ogbuihi et al. 1988). 
F/ir die Messung wurden die Prfiparate in den Strahlengang eines Leitz Orthoplan Mikroskops 
bei vollst~indig 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 far die Messung n6tigen 
Wellenlfingenbereiche herausgeschnitten und deren Lichtintensit~t 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. Intensit~it des orangen Lichtes bei 590 nm, die der Menge des Kollagen I im gewfihlten Aus- 
schnitt entspricht, und jeweils im selben Bildausschnitt 

2. Intensit~it des grtinen Lichtes bei 490 nm, die der Menge des Kollagen III entspricht. 

Zur histologischen Untersuchung und Messung wurden die Pr~iparate in der Weise codiert, 
dab zu jedem Fall eine Nummer geh6rte. Die Codierung wurde bis zum Abschlul3 der Mes- 
sungen unter Verschluf3 gehalten. Von jedem Fall (Codenummer) wurden 3-4 einzelne Prfi- 
parate zuffillig ausgew~hlt. An diesen Prgparaten wurde im interlobul~iren Interstitium die un- 
mittelbare Umgebung von 6-12 Lymphgeffigen untersucht, die in 6dematOsem Bindegewebe 
eingebettet lagen und ein deutliches Lumen erkennen liegen. Nach Kline 1969 sind in formal- 
infixierten und paraffineingebetteten Pr~paraten Lymphgefgge dann als gestaut anzusehen, 
wenn ein Lumen zu beobachten ist; nicht gestaute LymphgefN3e sind dagegen kollabiert. Um 
jedes dieser Lymphgef~il3e wurden stets an 20 verschiedenen Stellen bei 40-facher Objektiv- 
vergrOf3erung die Lichtintensit~iten in den Wellenl~ingenbereichen yon 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 aufgefahrt sind. 

Die Megwerte sind der durchschnittlichen Menge von Kollagen I bzw. Kollagen III im 
perilymphangischen Bindegewebe der Pr~parate proportional. Die Menge KoUagen im histo- 
logischen Schnitt h~ingt auch vonder Schnittdicke und Schrumpfungsvorg~ingen beim Fixieren 
und Aufarbeiten ab. Bei der hier gewfihlten standardisierten Technik der Schnittherstellung 
diirften diese Faktoren auf die H6he der Mel3werte allerdings keinen bedeutsamen Einflul3 
haben, wie sich auch aus der verh~iltnism~gig geringen Streuung der Mel3werte ergab. Nach 
den Messungen wurde der Code entschl~sselt und die Mel3werte den Sektionsnummern zuge- 
ordnet. Aus den Mittelwerten der Intensit~iten der grfinen Polarisation far das Kollagen Typ 
III und der orangen Polarisation far das Kollagen Typ I wurde je Sektionsfall das VerhNtnis 
Kollagen I/III berechnet. 

Ergebnisse 

Die  E rgebn i s s e  de r  M e s s u n g e n  s ind in de r  Tabe l l e  aufgeffihrt .  Es  hande l t  sich 
u m  M e g w e r t e ,  d ie  ausschl ieg l ich  aus de r  t o p o g r a p h i s c h e n  R e g i o n  des  in ter -  
lobul~iren p u l m o n a l e n  In te r s t i t i ums  s t a m m e n .  D i e  ausgew~ihlten A b s c h n i t t e  
l agen  stets  in de r  u n m i t t e l b a r e n  U m g e b u n g  yon  d i l a t i e r t en  Lymphgef~igen.  

Diskussion der Ergebnisse 

Bei  de r  v o r l i e g e n d e n  A r b e i t  geht  es u m  die  F r a g e ,  ob  be i  den  S I D S - F N l e n  an] 
L u n g e n i n t e r s t i t i u m  Hinwe i se  ftir f ib ro t i sche  Vorgf inge  ob jek t iv i e r t  w e r d e n  k6n-  
hen.  



250 S. Ogbuihi and P. Zink 

Dabei lag der Gedanke zugrunde, daB fokale Lymphostasen die Ursache ftir 
schleichende Faserneubildung sein k6nnten, wie bei den parasitgren Lymphan- 
giosen oder beim Zustand nach Lymphknotenextirpationen. Lymphgef~isse fin- 
den sich in verschiedenen topographischen Lokalisationen innerhalb des pul- 
monalen Interstitiums - pleural, interlobul~ir, peribronchial, periarteriell und 
periven6s. Ffir die Untersuchung wurde die topographische Region ausgew~ihlt, 
die die st~irksten Lymphbahndilationen zeigte, n~imlich das interlobulgre Inter- 
stitium (Ogbuihi und Zink 1987). Das interlobul~ire Interstitium zieht praktisch 
radi~ir vom Hilus bis zur Pleura durch das Lungengewebe. Um einen repr~isen- 
tativen Anteil des interlobul~iren Interstitiums der Untersuchung zugrunde- 
legen zu k6nnen, wurden groge hilusnahe und distale Flachschnitte verwendet, 
die jeweils etwa 3/4 der Schnittfl~iche der Lungenlappen abdeckten und entspre- 
chend lange Strecken bzw. Segmente des interlobul~iren Interstitiums enthiel- 
ten. 

Die Suche nach fibrotischen Ver~inderungen 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 yon Kol- 
lagen Typ Iund  Typ III. Normale Lungen enthalten relativ mehr Kollagen Typ 
III als Typ I (Huang 1977; Minor 1980; Bateman et al. 1981; Rinaldo und Ro- 
gers 1982; D'Ardenne et al. 1983), w~ihrend bei fibrosierenden Prozessen Kol- 
lagen Typ I tiberwiegt (Madri und Furthmayr 1980). 

Die Untersuchung hat ergeben, daB der MeBwert for Typ-I-Kollagen bei der 
SIDS-Gruppe mit 0,54 + 0,10 gegentiber dem Wert der Kontrollgruppe mit 
0,27+0,03 deutlich erh6ht war. Dieser Unterschied ist hochsignifikant 

= 0,001 (Mann-Whitney-Wilcoxon Rangsummentest; Lienert 1973). Dagegen 
fand sich kein Unterschied ftir Kollagen Typ III, dessen Megwerte mit 
0,31 + 0,03 bei der Kontrollgruppe und 0,32 + 0,03 bei der SIDS-Gruppe prak- 
tisch gleich sind. Diese Befunde sprechen daffir, dab bei den SIDS-FNlen im in- 
terlobul~iren Interstitium um die Lymphgef~ige die Menge an Kollagen Typ I er- 
h6ht war, w~ihrend die Menge an Kollagen Typ III keine Ver~inderungen erken- 
nen lieB. Geschlechtsunterschiede hinsichtlich der H~iufigkeit des Vorkommens 
von Kollagen Typ Iund  III fanden sich weder bei der Kontrollgruppe noch bei 
der SIDS-Gruppe. Da sich die Kollagenbestimmung auf das interlobul~ire Inter- 
stitium beschr~inkte, konnten Ver~inderungen an oder um die kleinen stets in- 
tralobul~ir liegenden Pulmonalarterien~iste (Weiler und de Haardt 1983; Wilske 
1984) die Ergebnisse nicht beeinflussen. 

Der Quotient der Mengen Kollagen Typ I u n d  Typ III liegt bei normalen 
Lungen unter 1, bei fibrosierenden Prozessen verschiebt sich dieser Quotient zu 
Werten fiber 1, wobei das AusmaB der Verschiebung yon der Art der Affektion 
abh~ingig 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 s~imtliche Werte des Kollagen I/III- 
Quotienten bei der SIDS-Gruppe tiber 1 (Tabelle lb) w~ihrend in der Non- 
SIDS-Gruppe die Werte durchwegs unter 1 lagen (Tabelle la). Auch in der Ab- 
bildung ist beztiglich des Quotienten Kollagen I/III eine deutliche Trennung der 
SIDS-Gruppe yon der Non-SIDS-Gruppe erkennbar. Die Kollagen I/III-Quo- 
tienten der beiden Gruppen wurden mittels eines verteilungsfreien (nicht-para- 



I~ber Ver~inderungen des Mengenverh~ltnisses yon Kollagen Typ I und III 251 

Tabelle l a  and b. IVlittelwerte der jeweils pro Fall 120-240 Messungen der Intensit~t der oran- 
gen Polarisation des Typ I-Kollagens bei 590 nm und der grtinen Polarisation des Typ III-Kol- 
lagens bei 490nm im interlobul~iren Interstitium in der Umgebung von Lymphgef~il3en. Die 
Werte sind getrennt nach beiden Gesclalechtern aufgegliedert. Die letzte Spalte zeigt das aus 
den beiden vorhergehenden Spalten errechnete Verh~ltnis Kollagen I/III, dessert Verschie- 
bungen ftir fibrosierende Ver~nderungen charakteristisch sind. 

Tabelle l a  

Fall Lebens- Ge- Todesursache Mittel- Mittel- Ver- 
alter schlecht werte der werte der hgltnis 
(Tage) Intensit~it Intensit~it Kollagen 

bei590nm bei490nm I/III 
= Typ I = Typ III 

1 28 m Leberrif3 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 Sch~idel-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. cava inf. 0,24 0,30 0,80 

l0 127 m Broncho-pulmon. Dysplasie 0,33 0,41 0,80 

11 626 m Ertrinken 0,31 0,34 0,91 

1-11 174 4_-_ 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 Mentaingokokkensepsis 0,27 0,31 0,87 

18 7 w Diffuse exsudat. Alveolitis 0,21 0,32 0,66 

19 68 w Pneumonie 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 

12-22 187 + 218 0,27 0,31 0,89 

S.D. + 0,03 _+ 0,02 _+ 0,0 

1-22 181_+221 0,27 0,31 0,86 

S.D. + 0,03 + 0,03 _+ 0,09 
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Tabelle l b  

S. Ogbuihi and P. Zink 

Fall Lebensalter Ge- Todes- Mittel- Mittel- Ver- 
(Tage) schlecht ursache werte der werte der h~iltnis 

Intensit~it Intensit~it Kollagen 
bei590nm bei490nm I/III 
= Typ I = Typ III 

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 

met r i schen)  V e r f a h r e n s  s ta t is t isch m i t e i n a n d e r  verg l ichen.  Es  w u r d e  w i e d e r u m  
de r  R a n g s u m m e n t e s t  nach  W i l c o x o n - M a n n - W h i t n e y  angewand t .  A l s  Nu l l -Hy-  
po the se  galt ,  dab  d ie  S t i chp roben  aus de r  g le ichen G r u n d g e s a m t h e i t  s t a m m t e n ,  
als A l t e r n a t i v - H y p o t h e s e ,  dab  d ie  G r u n d g e s a m t h e i t e n  un te r sch ied l ich  waren .  
Es e rgab  sich auf  hochs ign i f ikan tem Niveau  (a  = 0,001),  dab  die  W e r t e  des  Kol -  
lagen  I / I I I - Q u o t i e n t e n  de r  S I D S - G r u p p e  und  de r  N o n - S I D S - G r u p p e  nicht  zur  
se lben  G r u n d g e s a m t h e i t  geh6ren .  
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KOLLAGEN I/III - QUOTIENT 
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Abb. 1. Kollagen - Typ I/III-Quotient und Lebensalter bei SIDS- und Non-SIDS-Gruppe. 
Eingezeichnet sind die Regressionslinien filr die SIDS-Gruppe (r = 0,49) und die Kontroll- 
gruppe (r = 0.46). [] Non-SIDS (m); • Non-SIDS (w); • SIDS (m); • SIDS (w) 

Die Befunde passen zu der Annahme,  dab bei den SIDS-F~illen im Lungen- 
interstitium fibrotische Vorg~nge abgelaufen sind. Die rfiumliche N~he der 
Ver~nderungen zu gestauten Lymphgef~ssen sttitzt die Vermutung,  dab Lym- 
phostasen Ursache der Faserneubildung sein k6nnten.  

In der Abbildung ist ftir beide Gruppen  das Verhalten der individuellen 
Quotienten I / I I I  in Abhfingigkeit vom Lebensal ter  dargestellt. Die eingezeich- 
neten beiden Linien entsprechen den ftir die SIDS- bzw. Non-SIDS-Gruppe  er- 
rechneten Regressionsgeraden ftir die Altersabh~ngigkeit.  Die Korrelat ion ist 
gesichert (a  = 0,05). Bei der SIDS-Gruppe  zeigte sich ein steigender Trend der 
KoUagen- I / I I I -Quot ienten  mit dem Lebensalter.  

Sowohl aus den Me6daten als auch aus der Darstellung lassen sich bei bei- 
den Gruppen  keine geschlechtsgebundenen Unterschiede der I / I I I -Quot ienten  
feststellen. 
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