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Cells of the pulmonary interstitial connective tissue in SIDS - 
immunohistochemical investigation 

Summary. Monoclonal antibodies against the Leucocyte Common Antigens 
LC and MAC-387 expressed by lymphocytes, mononuclear phagocytes and 
polymorphnuclears failed to mark the cells of the pulmonary interstitial con- 
nective tissue in cases of SIDS. Controls with interstitial pneumonia showed 
clearly marked inflammatory cells. Although focal proliferation of cells was 
frequently observed in the vicinity of distended lymphatics in SIDS cases, an 
inflammatory origin as in the cases of interstitial pneumonia could not be 
confirmed. A relationship between interstitial edema and a non-inflammat- 
ory proliferation of the cells is discussed. 

Key words: SIDS, non-inflammatory proliferation in lungs - Leucocyte 
common antigen 

Zusammenfassung. Im Lungenparenchym von SIDS-F~illen werden h~iufig 
Zellen beobachtet, die meist als schtittere Rundzellansammlungen beschrie- 
ben werden. Die vorliegende Untersuchung hat ergeben, dal3 es sich bei die- 
sen Zellen nicht um Lymphozyten, Makrophagen oder Granulozyten han- 
delt. Dies wurde belegt mit monoklonalen Antik6rpern (LC und MAC-387), 
die gegen Antigene der weigen Blutzellen (Leucocyte Common Antigen 
LCA) gerichtet sind. Eine entztindliche Herkunft der h~iufig beim SIDS im 
interstitiellen Bindegewebe beobachteten Zellen konnte somit nicht best~- 
tigt werden. Die Zellen liegen in der Regel in der Umgebung von erweiter- 
ten Lymphgef~igen. Eine Beziehung zwischen interstitiellem Odem und 
einer nicht-entziindungsbedingten Proliferation dieser Zellen wird disku- 
tiert. 

Schliisselw6rter: P16tzlicher Kindstod, Lungenbefunde - SIDS, immuno- 
histochemische Befunde der Lunge 
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E i n l e i t u n g  

Beim pl6tzlichen Kindestod (SIDS) werden hfiufig im Lungenparenchym unter- 
schiedlich ausgepr~igte Zellansammlungen registriert, die meist als rundzellige 
oder mononukle~ire Infiltrate beschrieben werden und teils im Interstitium, teils 
peribronchial liegen (Althoff 1980; Berg und Kijewski 1978; Wilske 1984; Valdes- 
Dapena 1985). 

Mit immunhistochemischen Methoden kann heute am Paraffinschnitt die 
Mehrzahl dieser Zellen identifiziert werden, was eine genaue Aussage fiber ihre 
Herkunft erlaubt. Es kann so auch zu der Frage Stellung genommen werden, ob 
diese Zellen mit einer entzfindlichen Reaktion zuzammenhangen oder nicht. 
Dies soll in vorliegender Arbeit ffir die im Interstitium liegenden Zellen geprtfft 
werden. 

Zellen des Interstitiums sind Histiozyten, alveolar-kapillare Perizyten - 
sog. Rouget cells, Mastzellen, Fibroblasten, Myofibroblasten und Lymphozy- 
ten. Dabei steht das Mononuklefire-Phagozyten System (MPS) (van Furth 1980) 
an erster Stelle. Die Zellen dieses Systems sind an allen entztindlichen Prozes- 
sen beteiligt - akut, chronisch oder chronischgranulomat6s (Ryan und Spector 
1970; Spector und Ryan 1970; Volkman und Collins 1974; van Furth 1980; 
Spector und Mariano 1975). Die nachstehende Darstellung zeigt Herkunft, 
Entwicklung und normale Transformation des Zellen des MPS. 

Das Mononukleiire-Phagozyten-System (MPS) 

Darstellung der Herkunft der mononuklearen Zellen 
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Gewebe 

Gewebsmakrophagen (residente) 
- Histiozyten 
- Alveolarmakrophagen 
- Sinusendothelien der Leber 
- Peritoneale Makrophagen 
- Makrophagen von Milz und Lymphknoten 
- Mikrogliazellen 

Das mononukleare Phagozyten-System ist somit nicht homogen, sondern aus 
unterschiedlichen Subpopulationen zusammengesetzt. Die im Sinne der norma- 
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len Transformation ins Gewebe fibergetretenen Subpopulationen sind gewebs- 
spezifisch und funktionell differenziert, wobei ein Oberwechseln von einer Sub- 
population zu einer anderen nicht m6glich ist (Sorg und Neumann 1981; Lee 
1980; Picker et al. 1980; Walker 1980). Die residenten Makrophagen sind in der 
Lunge im lockeren Bindegewebe des Interstitiums als Histiozyten und in den 
Alveolen als Alveolarmakrophagen ausdifferenziert, in der Leber als Sinusen- 
dothelien - yon Kupfer'sche Sternzellen - und im ZNS als Mikrogliazellen. 

Eine Besonderheit der ruhenden Bindegewebshistiozyten ist die F~ihigkeit, 
sich unter Entzt~ndungsreizen in aktive Gewebsmakrophagen umzuwandeln. 
Die Umwandlung geht mit Anderungen der Enzymcharakteristiken und Anti- 
geneigenschaften einher (Edelson 1980, 1981), wodurch sich die aktivierten Ge- 
websmakrophagen yon den ruhenden Histiozyten unterscheiden lassen. Auch 
die Blutmonozyten werden als Reaktion auf Entzfindungsreize aktiviert und sti- 
muliert und wandern als sog. Exsudatmakrophagen ins Gewebe ein. Wie die 
aktivierten Gewebsmakrophagen besitzen auch die Exsudatmakrophagen Anti- 
geneigenschaften, welche sie von den ruhenden Histiozyten zu unterscheiden 
erlauben (Edelson 1981). 

Sowohl die aktivierten Gewebsmakrophagen als auch die Exsudatmakro- 
phagen besitzen im Gegensatz zu den ruhenden Histiozyten ein intrazytoplas- 
matisches Antigen, welches durch die Formalin-Fixierung und Paraffineinbet- 
tung nicht zerst6rt wird. Dieses als MAC-387 charakterisierte Antigen (Third 
Workshop and Conference on Leucozyte Differentiation Antigens, Oxford 
1986) ist mit dem monoklonalen Antik6rper - Anti-Human Myeloid/Histio- 
cyte Antigen (Dakopatts) nachweisbar. Bei dem Anti-MAC 387 besteht eine 
starke Bindung far das Zytoplasma yon entztindlich aktivierten, ins Gewebe 
eingewanderten Exsudatmakrophagen und aktivierten Gewebsmakrophagen 
sowie eine schwache Bindung ftir Alveolarmakrophagen. Aul3erdem findet sich 
eine Bindung an das Zytoplasma von Blutmonozyten. Die genannten Zellen 
zeigen mit der PAP-Methode eine mehr oder minder homogene braun-r6tliche 
F~irbung des gesamten Zytoplasmas. 

An entzt~ndlichen Reaktionen beteiligt sind nicht nur die Zellen des mono- 
nukle~iren Phagozytensystems sondern auch Lymphozyten. Wieder in Gegen- 
satz zu den ruhenden Histiozyten verffigen die Lymphozyten fiber ein Oberfld- 
chenantigen, welches gegen Formalin-Fixierung und Paraffineinbettung resi- 
stent ist. Dieses als LC (CD45) charakterisierte Antigen ist mit dem monoklo- 
nalen Antik6rper Dako LC (Dakopatts) nachweisbar. Es handelt sich bei die- 
sem Antik6rper um ein Gemisch von zwei monoklonalen Antik6rpern (Clone 
PD 7/26 und 2B 11), die ftir zwei verschiedene Epitope des Membranproteins 
(Oberfl~ichenantigen) spezifisch sind. Auf Paraffinschnitten zeigt der Antik6r- 
per LC eine besonders starke Bindung far die Oberfl~iche yon lymphoiden Zel- 
len. Andere Zellen der weigen Reihe werden nur schwach und ungleichm~igig 
markiert. Mit der PAP-Methode lassen sich dementsprechend lymphoide Zel- 
len durch eine krgftige F~irbung der Zellmembrane erkennen, was als ringf6r- 
mige braun-r6tliche Anf~irbung der Zellgrenzen imponiert. 

Durch die Anwendung von Antik6rpern gegen das Oberfl~ichenantigen 
einerseits und gegen das intrazytoplasmatische Antigen anderseits werden 
sfimtliche an einer etwaigen Entztindung beteiligten Zellen erfaBt. 
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Material und Methodik 

Zur Kl~irung der Frage, ob das Verhalten und die Verteilung der Zellen im Lungenparenchym 
beim pl6tzlichen Kindestod (SIDS) entzfindungsbedingt sind, wurden Lungenparaffinschnitte 
von 27 SIDS-F~illen (erreichtes Lebensalter 1-13 Monate, Durchschnittsalter 4,9 Monate), 
untersucht. Als Kontrollf~ille (erreichtes Lebensalter 1 Tag-18 Monate, Durchschnittsalter 
5,4 Monate) dienten 4 Ffille von Pneumonie, je 1 Fall von Schfidelhirntrauma, mechanischer 
Asphyxie und Verbrennung sowie 2 Fglle von Ertrinken, augerdem Kontrollpr~iparate von 
Lymphknoten und Pneumonie. Aus dem gesamten Formalin-fixierten Material wurden drei 
Schnittserien angefertigt - 5 g dicke Paraffinschnitte. 

Zwei Schnittserien wurden wie folgt entparaffiniert, rehydriert und angedaut: 

a) 30min in einem Brutofen bei 58°C belassen, 
b) anschlieBend 2 x 3 min in Xylol bei Zimmertemperatur, 
c) 2 × 3 min in absolutem Alkohol, 
d) 2 x 3 rain in 95%igem Alkohol und 30 sec in fliegendem Leitungswasser spfilen, 
e) 20min mit 0,1g% Pronase E in Tris-Puffer, pH 7,6, bei 37°C inkubieren (zur Demaskie- 

rung der Antigene). Anschliel3end 3 x 5 min in Tris-Puffer waschen 

Die Pr~iparate werden dann ffir die Reaktion mit den prim~iren monoklonalen Antik6r- 
pern und die PAP-Reaktion wie folgt welter behandelt: 

f) die Schnittserien mit 3%gem H202 bedecken, 5 rain bei Zimmertemperatur belassen und 
anschliel3end 5 min in Tris-Puffer waschen - (Ausschaltung der endogenen Peroxidasen) 

g) mit Kaninchenserum 20 rain bei Zimmertemperatur inkubieren, t~berschtissiges Serum ab- 
giegen, n i c h t  a b s p i ~ l e n  - (Blockierung unspezifischer EiweiBbindungen) 

hi) eine Schnittserie mit dem prim~iren monoklonalen Antik6rper (Maus) Anti-Human Leu- 
kocyte Common Antigen Dako LC (Dakopatts) in einer Verdt~nnung von 1 : 100 beschich- 
ten und 20 rain bei Zimmertemperatur inkubieren. Kontrollpr~parate (Pneumonie und 
Lymphknoten) parallel dazu teils mit dem gleichen Antik6rper und teils mit dem ,,nega- 
tive control reagent" der Lieferfirma inkubieren 

h2) Die zweite Serie mit dem prim~iren monoklonalen Antik6rper (Maus) Anti-Human Mye- 
loid/Histiocyte Antigen Dako MAC 387 (Dakopatts) inkubieren. Parallel dazu die glei- 
chen Kontrollpr~iparate teils mit dem Antik6rper und teils mit dem ,,negative control rea- 
gent" inkubieren 

i) s~imtliche Pr~iparate mit Tris-puffer spfilen und 20 min in Tris-puffer belassen 
j) mit dem Verbindungsantik6rper (Immunglobulinfraktion von Kaninchen-Antiserum ge- 

gen Maus-Immunglobuline) beschichten, 20 min bei Zimmertemperatur inkubieren, spti- 
len und 20 min in Tris-puffer belassen 

k) mit dem PAP-Komplex bedecken, 20 min bei Zimmertemperatur inkubieren, spt~len und 
20 min in Tris-puffer belassen 

1) mit einer frischen Substratl6sung - Amino-~thyl-carbazol in Dimethyl-formamid, 3% 
H202 und Acetatpuffer pH 5,2 - 40 rain bei Zimmertemperatur inkubieren 

m) naeh AbspiJlen mit Aqua dest. 30 sec in Meyer's H~imatoxylin gegenf~irben, 10 x in Am- 
moniakwasser tauchen, 5 min mit fliel3endem Wasser waschen und mit Glycerin-gelatine 
eindecken 

S~imtliche hier verwendeten immunhistochemischen Reagenzien sind bei der Firma Dako- 
patts zu beziehen. 

Die dritte Schnittserie wurde nach dem Schritt d) mit Toluidin-Blau - 0,05%ige wN3rige 
LOsung in Phosphatpuffer bei pH 5,0 - 6 min gef~irbt, (Darstellung der Mastzellen) und mit 
Eukitt eingedeckt. 
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Ergebnisse 

1. An allen Pr~iparaten l~13t sich Zellumril3 und die Morphologie der Kerne 
durch die Gegenf~rbung mit H~imatoxylin gut erkennen. 

2. Die Schnittpr~parate, welche mit dem ,,negative control reagent" inkubiert 
wurden, sind einheitlich bl~ulich tingiert mit st~rkerer blauer Ffirbung der 
Kerne. 

3. Die Lymphknotenpr~iparate (positive Kontrolle) zeigen bei allen Lyrr/phozy- 
ten intensive ringf6rmige braun-r6tliche F~rbung der Zelloberfl~che. 

4. Die Pneumoniepr~parate (positive Kontrolle) zeigen im Interstitium neben 
ringf6rmig geffirbten Zellen (Lymphozyten) auch zahlreiche mononukle~ire 
Zellen mit Einbuchtungen der Kernoberfl~che und intensiver braun-r6tlicher 
F~rbung des Zytoplasmas, welches einen granul~ren Charakter aufweist. )khn- 
liche Zellen finden sich in den Kapillaren der Alveolarsepten. Intraalveol~r las- 
sen sich Alveolarmakrophagen erkennen, die eine (gelegentlich nur schwache) 
r6tliche F~irbung des Zytoplasmas aufweisen. 

Die Kontrollf~ille von Verbrennung, Sch~idelhirntrauma und Ertrinken zei- 
gen stellenweise vereinzelte Lymphozyten im peribronchovaskul~iren Intersti- 
tium, die kr~iftig rotbr~iunlich geffirbt sind. Es besteht ein mN3iges interstitielles 

Abb.1. SIDS-Fall: Unmittelbar neben einem Lymphgef'~ig im interlobul~ren Interstitium. Lockere 
Ansammlung von Zellen, die mononuklefiren Infiltraten ~ihneln, jedoch kein Leucocyte Com- 
mon Antigen (LCA) aufweisen - also nicht entzt~ndficher Herkunff sind. (Anti-LCA, PAP, 
Hfimatoxylin) × 182 
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Odem. Die in den Kapillaren vorhandenen Zellen der weiBen Blutreihe sind 
ebenfalls deutlich rot-br~iunlich gef~irbt. Proliferierende Zellen sind im Intersti- 
tium nicht nachweisbar. 

Der Kontrollfall von mechanischer Asphyxie (Neugeborenes, 1 Tag alt) 
zeigt als Besonderheit eine starke Infiltration der Bronchialschleimhaut mit 
mononuklearen Zellen, die zytoplasmatische PAP-positive F~irbung aufweisen. 

5. S~imtliche SIDS-F~ille zeigen zahlreiche Zellen im Interstitium, und zwar 
stets in der Umgebung yon Lymphgef~iBen. Diese Zellen sind vorwiegend oval 
oder abgerundet, dicht aneinander gelagert und weisen weder eine F~irbung der 
Oberfl~iche noch des Zytoplasmas auf (Abb. 1 und 2). Sie proliferieren und zei- 
gen stellenweise diffuse (Abb. 3a), umschrieben lockere und z.T. dichtere gra- 
nulom~ihnliche Anordnungen (3b), allerdings ohne mehrkernige Riesenzellen. 
Im verbreiterten muralen Interstitium lassen sich ~ihnliche Zellen erkennen. 
Die akkumulierten Makrophagen in den Alveolen sind nur zum Teil schwach 
r6tlich angef~rbt. 

Die exzessiv desquamierten Alveolarepithelien sowie die proliferierenden 
granul~iren Pneumozyten sind als solche erkennbar und sind nicht angef~irbt. In 
5 Ffillen fanden sich zusfitzlich sp~ifliche, PAP-positive lymphozyt~ire Infiltrate, 
teils peribronchiol~ir und teils interstitiell. 

6. S~imtliche mit Toluidin-Blau gef~irbten Pr~parate (SIDS und Kontrolle) wei- 
sen metachromatische Mastzellen auf, die am hgufigsten im peribronchovasku- 

Abb.2. SIDS-Fall: ttm ein Lymphgef'~B im interlobul~iren Intersfitium. ~mliche Zellen wie in 
Abb. 1 bei st~irkerer Vergr6Berung - LCA-negativ, oval bis leicht abgerundet, und mit promi- 
nenten Organellen. (Anti-LCA, PAP, H~imatoxylin) × 458 
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Abb. 3a und b. Zwei SIDS-Falle mit unterschiedlichen perilymphangischen Gruppiemngen ghn- 
richer LCA-negativer Zellen im interlobulfiren Interstitium: (a) diffus - Lymphgef~B nicht im 
Bild (b) granulomartig ohne epitheloide Zellen oder Riesenzellen. (Anti-LCA, PAP, Hfimatoxy- 
fin) 3a: x733b: ×290 



140 S. Ogbuihi und P. Zink 

lfiren Interstitium zu linden sind. Die Mehrzahl der F~ille zeigt zus~tzlich verein- 
zelt Mastzellen subpleural. Quantitative Unterschiede in der Hgufigkeit und 
Verteilung der Mastzellen zwischen den SIDS-F~illen und den Kontrollffillen 
sind nicht festzustellen. 

Wegen starker Schwankungen der Dichte der Granula im Zytoplasma und 
der Homogenit~it der Zelloberfl~iche ist eine genaue Beurteilung der Degranu- 
lation, wie sie von Berg und Kijewski (1978) beschrieben wurde, nicht m6glich. 

Diskussion 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu prtffen, ob und in wieweit das Verhalten 
und die Verteilung der zellulfiren Komponenten im Lungeninterstitium beim 
SIDS durch entz~ndliche Reaktionen bedingt sind. Dazu wurde eine far Paraffin- 
schnitte geeignete Methode zur immunhistochemischen Markierung angewen- 
det, mit der Zellen entz~ndlicher Herkunft identifiziert werden k6nnen (Kurtin 
und Pinkus 1985). Die Wirksamkeit dieser Markierung wurde an Schnitten von 
Kontrollf~illen ~ihnlicher Altersverteilung fiberprfift. Es handelt sich dabei um 
Non-SIDS-Ffille mit bekannten Todesursachen, z.B. mechanische Asphyxie, Lun- 
genentztindung, Sch~idelhirntrauma. In den Kontrollf~illen wurden aktivierte 
mononuklegre Phagozyten sowie Lymphozyten und Granulozyten deutlich effaBt. 

Beachtenswert als Nebenbefund ist eine starke mononukle~ire Infiltration der Bronchial- 
schleimhaut bei einem Kontrollfall yon mechanischer Asphyxie. Eine klare Deutung dieses 
Befundes erscheint schwierig; es handelt sich nicht um eine isolierte Beobachtung: so berich- 
teten Berg und Kijewski (1978) fiber mehrere Todesffille von Kindern infolge mechanischer 
Asphyxie und Strangulation, bei denen zus~itzlich Bronchiolitis und interstitielle Herdpneu- 
monie mehr oder weniger als ,,Nebenbefunde" festgestellt wurden. Dieser Befund k6nnte in- 
nerhalb einer entsprechenden Befundkonstellation einen diskriminierenden Charakter zwi- 
schen gewaltsamem Ersticken und SIDS erhalten. 

Die untersuchten SIDS-FNle zeigen keine entzt~ndliche Infiltration des In- 
terstitiums: Die Zellen im Interstitium wurden weder durch monoklonale Anti- 
kOrper gegen Oberflfichenantigene von lymphoiden Zellen noch durch mono- 
klonale Antik6rper gegen Cytoplasmaantigene yon Zellen des Mononuklefiren 
Phagozyten Systems markiert. Demnach handelt es sich bei diesen Zellen we- 
der um Lymphozyten, lymphoide Zellen noch um aktivierte Zellen des MPS. 
Es handelt sich ebensowenig um Mastzellen, wie sich aus dem Fehlen der typi- 
schen Metachromasie der Granula ergibt. 

Nachdem die immunhistochemische Untersuchung ergeben hat, dab die bei 
den SIDS-F~llen geh~uft auftretenden Zellen nicht entzfindungsbedingt und 
damit nicht eingewandert sind, erhebt sich die Frage, welcher anderen Zellpopu- 
lation die fraglichen Zellen zuzuordnen sind. Ganz allgemein ist das Lungen- 
interstitium im wesentlichen nichts anders als lockeres Bindegewebe, das aus 
den zellul~ren Bestandteilen Histiozyten, Perizyten, Mastzellen, Fibrozyten/ 
Fibroblasten und Lymphozyten besteht. Unter Berticksichtigung der Morpho- 
logie kann es sich bei den fraglichen Zellen nur um ortsst~indige Fibrozyten/ 
Fibroblasten und Histiozyten handeln. Als die wichtigsten Makrophagen des 
Bindesgewebes treten Histiozyten als ruhende ortsst~ndige Zellen oder auch als 
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amoeboid  bewegliche Wanderzellen auf. Sie stellen normale zellul~ire Bestand- 
teile des Bindegewebes dar (Reith und Ross 1974; Bucher 1967). 

Bei unseren SIDS-F~illen zeigen die Zellen eine lokale Proliferation - er- 
kennbar an umschriebener numerischer Zunahme,  Abrundung der sonst spindel- 
f6rmigen Zellen, Prominenz der Zellorganellen und vermehrter  Grundsubstanz. 

Gesteigerte Proliferation und erh6hte fibroplastische Aktivit~it mit Fibrose 
wurde mehrfach im Lungenintersti t ium beschrieben (Berg und Kijewski 1978; 
Althoff  1980; Ogbuihi und Zink 1987). Es stellt sich nun die Frage, worauf  die 
Proliferation zuriickzuf0hren ist. Als Stimulus for eine derartige Proliferation 
kommt  bei unseren SIDS-Fgllen eine chronische EntzOndung nicht in Frage, es 
ist somit nach einer nichtentztindlichen Ursache zu suchen: Ganz allgemein 
wurde dutch autoradiographische Studien und Knochenmarkstransplantat ions-  
studien belegt, daB lokale Fibroblastenproliferationen auch ohne Entziindung 
stattfinden k6nnen (Stewart et al. 1981a, b; Helpap  und Grouls 1981). Die beim 
SIDS geh/iuft auftretenden Zellen finden sich stets in der Umgebung von Lymph- 
gef~igen. Es ist bekannt,  daB eine Lymphostase mit Retention von proteinreicher 
Fltissigkeit zu einer Aktivierung und Proliferation yon Fibroblasten und somit 
zu einer Fibrose fiihren kann (Mit termayer  et al. 1978; Casley-Smith 1979a, b; 
Riede et al. 1979). Angesichts der beim pl6tzlichen Kindestod regelm~igig be- 
obachteten interstitiellen Lungen6deme (Laraya-Cuasay 1977; Ogbuihi und 
Zink 1987), der uneinheitlichen Lymphangiektasien sowie der gesteigerten fibro- 
plastischen Aktivit~it (Ogbuihi und Zink 1987) erscheint eine St6rung der Lymph- 
drainage als Ursache der Proliferation naheliegend. 
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