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Blood in Pulmonary Alveoli: 
Signs of Vitality and Determination of Survival Time 

Summary. Lungs from 26 cases were examined in which blood was present as 
a result of a gunshot wound, a stab wound, or aspiration. Signs of vitality and 
of a t ime-dependent reaction sequence were evaluated to determine survival 
time. Only those morphologic criteria were considered that could be obtained 
on paraffin sections. In addition to H & E staining, siderin was identified with 
the Prussian blue reaction and the activities were determined of  tartrate- 
resistent acid phosphatase, as macrophage marker, and naphthol AS-D chlor- 
acetate esterase, as granulocyte marker. The following criteria were evalu- 
ated: granulocyte emigration, erythrocyte adherence to the surface of macro- 
phages, macrophage ingestion of  erythrocytes, and determination of siderin 
as indicator of intracellular erythrocyte digestion. Adherence was also ob- 
served in those cases that did not survive. The initial sign of vitality was 
granulocyte emigration, which was observed for the first time after a survival 
time of 5 min. Erythrophages were found after a survival time of 30 min at least, 
siderophages after 17h at the earliest. Literature dealing with vitality and 
age determination, as well as the pathogenesis of  the reaction sequence, is 
discussed. 

Key words: Signs of vitality, erythrophages in the lung - Survival time - 
Erythrophages - Siderophages 

Zusammenfassung. Es wurden die Lungen von insgesamt 26 F/illen unter- 
sucht, in denen es infolge eines Schusses, Stiches oder einer Aspiration zu 
einer Einblutung in das Lungengewebe kam. ErfaBt werden sollten vitale 
Ph/inomene sowie der zeitabh/ingige Reaktionsablauf zur Bestimmung der 
[Jberlebenszeit. Zugrundegelegt wurden ausschlieBlich morphologische Kri- 
terien, die an Paraffin-Schnitten zu erhalten sind. Neben tier HE-F~irbung 
erfolgte der Nachweis yon Siderin mittels Berliner-Blau-Reaktion sowie der 
Nachweis der Aktivit/it tier tartratresistenten sauren Phosphatase als Makro- 
phagen-Marker sowie der Aktivit/it der Naphthol-AS-D-Chlorazetat Esterase 
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als Granulozyten-Marker. Folgende Kriterien wurden erfaBt: Granulozyten- 
Emigration, Adh/ision von Erythrozyten an der Makrophagenoberfl/iche, 
Ingestion yon Erythrozyten in Makrophagen und Nachweis von Siderin als 
Indiz f'tir die intrazellul/ire Digestion der Erythrozyten. Das Ph~inomen der 
AdNision trat auch in den F/illen auf, die praktisch nicht iiberlebten. Das 
erste vitale Zeichen stellt die Emigration von Granulozyten dar, alas frtihe- 
stens nach 5 Minuten, mit Sicherheit aber sp~itestens nach 20 Minuten Ober- 
lebenszeit zu beobachten war. Erythrophagen fanden sich nach 30 Minuten, 

. ,  

Siderophagen frfihestens nach 17 Stunden Uberlebenszeit. Das Schrifttum 
zur Frage der Vitalit/it und Altersbestimmung sowie zur Pathogenese des 
Reaktionsablaufes wird diskutiert. 

Schliisselw~irter: Vitale Reaktionen, Erythrophagen in der Lunge - Ober- 
lebenszeit - Erythrophagen - Siderophagen 

Der Nachweis einer Lungenblutung bzw. einer Blutaspiration geh6rt zu den 
h/iufigen Befunden bei Obduktionen nach /iuBerer Gewalteinwirkung. Be- 
sonders der Vorgang der Aspiration wird in der Regel allenfalls im Sinne einer 
,,vitalen Reaktion" registriert, ohne dab weitere Schlul3folgerungen vorgenom- 
men werden. Andererseits ist bekannt, dab es auch postmortal zum Eintritt von 
Blut in die Lungenalveolen kommen kann, so dab sich h/iufig die Frage der vita- 
len Reaktion stellt. 

Da sich an postmortalem Gewebe Untersuchungen mittels Elektronen- 
mikroskop nut selten als sinnvoll erweisen, bleiben ausschlieBlich lichtmikro- 
skopische Kriterien zur Differenzierung. Hierzu geh6rt die Morphologie sowie 
die Histochemie, Methoden also, die einerseits die Phasen tier Phagozytose zu 
erfassen erlauben, andererseits den Nachweis frtiher reaktiver Ver/inderungen 
erm6glichen. 

Im einzelnen stellt sich daher die Frage, welche Phase der Phagozytose als 
vitales Ph~inomen anzusehen ist: In Vorversuchen mit Ratten konnte festgestellt 
werden, dab es auch post mortem noch zur Phagozytose von autologen Erythro- 
zyten kommen kann. Es fehlen jedoch bisher Befunde an menschlichem Unter- 
suchungsmaterial. 

Direkt an diese Frage sich anschlieBend ist das Problem der Bestimmung 
der Oberlebenszeit einzuordnen: Die Frage der zeitlichen Zuordnung einzel- 
ner Ph~inomene eines Reaktionsablaufes nach Extravasation yon Blur in den 
Lungen. 

Material und Methoden 

Untersuchungsmaterial 

Teils retrospektiv, tells prospektiv wurden aus dem Obduktionsgut die F~ille ausgesucht, 
bei denen Zeichen einer Blutextravasation vorlagen, die einerseits durch direkte traumatische 
Gewalteinwirkung, durch Stich oder Schul3, eintraten oder, indirekt, durch eine Aspiration. 
Voraussetzung warjeweils, dab die Tat-, Todes- und Obduktionszeitpunkte bekannt bzw. zeit- 
lich einzugrenzen waren und dab eine Kontamination durch Hypostase ausgeschlossen 
werden konnte. Die Selektion erfolgte daher vergleichsweise streng, wodurch die Anzahl der 
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F/ille gering bleiben mul3te. Die Daten zu den einzelnen F/illen werden tabellarisch auf- 
geftihrt, wobei auf das Geschlecht, Alter und die Diagnose, Oberlebenszeit und postmortale 
Intervalle verwiesen wird (Tabelle 1). 

Histologische Methoden 

Nach Formol-Fixation erfolgte die Einbettung in Paraffin und Herstellung von m6glichst 
diinnen Schnitten (ca. 2-4 lain). Es wurden unterschiedliche F/irbungen vorgenommen, die 
jeweils bestimmte, diskriminierende Ph/inomene erfassen sollten: 

a) H/imatoxylin und Eosin zur Erfassung der Adh/ision und Phagozytose von Erythro- 
zyten durch Phagozyten. 

b) Naphthol-AS-D-Chlorazetat Esterase (Leder 1964) zum selektiven Nachweis von 
neutrophilen Granulozyten. 

c) Tartratresistente saute Phosphatase (Schaefer 1980) zur selektiven Darstellung yon 
Alveolar-Makrophagen (Corrin und Vijeyartnam 1975; Schaefer 1981). 

d) Berliner-Blau-Reaktion zum Nachweis yon H~imosiderin. 

Diskriminierende morphologische Kriterien 

Wie bereits erwfihnt, erwiesen sich vor allem die morphologischen Kriterien als diskriminie- 
rend, die aus dem Vorgang der Phagozytose bekannt sind. Der erste Schritt ist die ,,Adh~ision" 
der Zielzelle, des Erythrozyten. Der zweite Schritt ist die ,,Ingestion" dutch Inkorporation. 
Der dritte Schritt ist die ,,Digestion" im Sinne eines intrazellul~iren Abbaues. Alle Schritte 
lassen sich mit oben beschriebenen Methoden auch bei Blutungen nachweisen (vgl. Abb. 1), 
wobei tier erste Schritt tier Adhfision dutch die ,,Rosettenbildung" der Erythrozyten um den 
Phagozyten gekennzeichnet ist; der zweite Schritt tier Ingestion dutch den Nachweis tier 
,,Erythrophagozytose" im Sinne einer Inkorporation des Erythrozyten, der dritte Schritt der 
Digestion l~iBt sich lichtmikroskopisch am eindeutigsten durch den ,,Siderinnachweis" vor- 
nehmen, als Kriterium ffir den Abbau der Erythrozyten. Zus/itzlich erwies sich die Granulo- 
zyten-Reaktion als relativ einfach und gut erfaBbares morphologisches Kriterium, da diese 
Zellen durch Anwendung der Chlorazetat-Esterase auch am Paraffin-Schnitt selektiv darstell- 
bar sind. 

Ergebnisse 

Die wesentl ichen Ergebnisse der Untersuchung sind in tier Tabelle 1 zusammen-  
gefaSt. I m  einzelnen sind diesen Ergebnissen noch folgende Anmerkungen  hin- 
zuzuftigen. 

In allen untersuchten F/illen fand sich das Phiinomen derAdhdsion im Sinne 
der Roset tenbildung (Abb. 2), unabh~ngig v o n d e r  Dauer  der Oberlebenszeit .  
Manchmal  war jedoch ein zuf~illiges Anlagern an der Oberfl~che von Makro- 
phagen nicht yon einer als ,,reaktiv" anzusehenden  Adhesion, als einen ersten 
Schritt der Phagozytose,  unterscheidbar.  Eindeutig fand sich das Phfinomen der 
Rosettenbildung immer  dann, wenn vereinzelt  schon Erythrozyten inkorporiert  
angetroffen werden konnten:  In diesen F~illen hingen die Erythrozyten trauben- 
artig an der Oberfl~iche yon Makrophagen.  Allerdings muB als auffiillig ange- 
sehen werden, dab auch im Rahmen  der F~ille, die praktisch nicht fiberlebten, 
ausschliei31ich Alveolarmakrophagen Zeichen der Adh/ision aufwiesen, w~ih- 
rend Pneumozy ten  des Typs I oder des Typs II  unter  diesen Bedingungen prak- 
tisch nie das Ph/ inomen der Adh/ision aufwiesen. 

Das erste Zeichen einer vitalen Reaktion war der Nachweis yon Granulozyten 
im Sinne einer ,,granulozyt/iren Reaktion" (Abb. 3). Dabei  traten die Granulo-  
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A D H A S I O N  I N G E S T I O N  D I G E S T I O N  
ROSET TEN - P H ~ N O M E N  ERYTHROPHAGOZYTOSE H.~.MOLYSE 

FRAGMENTATION 
SIDERINBILDUNG 

Abb. 1. Schematische Darstellung von Phagozytose-Phasen mit Unterscheidung der Ph/ino- 
mene der Adh/ision, Ingestion und Digestion 

Abb. 2. Adhfision von Erythrozyten an der Oberfl~iche eines Alveolar-Makrophagens. Uber- 
lebenszeit: 30 Minuten. (HE, × 1200) 

zyten sowohl intraseptal als auch intraalveol~ir auf. Eine granulozyt/ire Reaktion 
wurde nur  dann angenommen,  wenn eindrucksm/il3ig eindeutig mehr  Granulo-  
zyten vorhanden waren, als nach Austritt  von Blut alleine zu erwarten w/ire. 
Zweifelsfrei konnte dieser Eindruck durch Vergleich mit  Gef~il3querschnitten 
gesichert werden. - Zur  Diskriminierung wurde die Chlorazetat-Esterase-Dar- 
stellung verwendet,  deren Aktivit/it bekann te rmagen  in neutrophilen Granulo-  
zyten und Mastzellen zu beobachten  ist. Die Anzahl  der Mastzellen ist jedoch 
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Abb. 3. Granulozyt~ire Reaktion nachBluteintritt in die Lungenalveolen. Die Granulozyten 
liegen vorwiegend intraseptal. Uberlebenszeit: 20 Minuten. (Naphthol-AS-D-Chlorazetat 
Esterase; × 500) 

vergleichsweise gering; dieser Zelltyp ist ferner ausschliel31ich intraseptal nach- 
weisbar und durch einen mononuklefiren Kern gekennzeichnet, so dab eine 
Differenzierung unschwer m6glich ist. 

Auch Erythrophagen (Abb. 4) wurden ausschliel31ich in F~illen nachgewiesen, 
die fiberlebt haben. Die Oberlebenszeit betrug mindestens 30 Minuten, wobei 
postmortale Intervalle yon 21 bis 70 Stunden beriicksichtigt werden mtissen. 
Keine Erythrophagen fanden sich hingegen in Einzelf~illen mit einer Uber- 
lebenszeit von 30 bis maximal 90 Minuten und einem postmortalen Intervall yon 
6 bis maximal 16 Stunden. Wieweit in diesen Fallen das postmortale Intervall 
ausschlaggebend f'tir das Auftreten des Ph/inomens ,,Phagozytose" ist, mug often 
bleiben. Durch Anwendung tier Paraffin-Einbettung liel3 sich der intrazellul/ire 
Abbau nicht weiter verfolgen, so dab Ph/inomene wie Fragmentation und H~imo- 
lyse nicht beriicksichtigt werden konnten. 

Siderophagen (Abb. 5) konnten nach einer/dberlebenszeit von mindestens 17 
Stunden angetroffen werden. Allerdings mug darauf hingewiesen werden, dab 
nur ein Fall mit 17 Stunden Uberlebenszeit untersucht werden konnte und 
zwischen 7 Stunden und 17 Stunden Uberlebenszeit keine weiteren F/ille zur 
Verf'tigung standen. Entsprechend ist davon auszugehen, dab nach einer fJlber- 
lebenszeit yon 17 Stunden zwar Siderophagen nachweisbar sind, dab dieses Kri- 
teriumj edoch auch zu einem fri.iheren Zeitpunkt erwartet werden kann. Auch in 
den zwei weiteren F/illen, die mehr als 17 Stunden iiberlebten, konnten Sidero- 
phagen beobachtet werden. 

Bei der Erfassung der Siderophagen wurde vor allem darauf geachtet, dal3 
nicht Siderophagen anderer Genese vorliegen. Hierzu wurden Regionen der 
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Abb.4a, b. Erythrophagozytose durch Alveolar-Makrophagen nach intraalveol~irer Blu- 
tung. a Erkennbar werden Rosettenbildungen sowie intracytoplasmatische Einlagerung yon 
Erythrozyten. b Makrophagen-Darstellung mit z.T. noch morphologisch erkennbaren 
Erythrozyten im Cytoplasma. Oberlebenszeit: 150 Minuten. (HE; a × 600, b x 1200) 
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Abb.5. Siderophagen als Zeichen der Digestion yon Erythrozyten. Erkennbar werden gra- 
nulfire Zusammenballungen yon schwarzen Punkten im Sinne von Formalinpigment in 
Granulozyten, sowie feinste Granula in zahlreichen Zellen, die vorwiegend intraalveolgr 
liegen. Bei diesen zuletzt genannten Granula handelt es sich um Siderin. Uberlebenszeit: 
17 Stunden. (Berliner-Blau-Reaktion/Kernecht-Rot, x 500) 

Lunge inspiziert, in denen keine Blutung vorlag. Waren die Siderophagenjeweils 
auf den Blutungsbezirk beschr/inkt, so wurde davon ausgegangen, dab sie auf 
den Blutungsvorgang zuri.ickzuftihren waren. Andere F~lle wurden nicht 
berficksichtigt. 

Diskussion 

Im Schrifttum ist bisher weder zur Frage der Vitalit/it noch zur Frage der Altersbe- 
stimmung im Detail bei intraalveolfirem Blutnachweis Stellung genommen worden. 
Es liegen nur tierexperimentelle Untersuchungen vor, die die genannten Themen 
eher peripher berfihren: Mueller u. Mitarb. (1960) beschrieben das Schicksal yon 
Blutaspirationsherden nach Untersuchungen an weigen Ratten. Sie wiesen darauf 
hin, dab bei den Ratten die Phagozytose durch Alveolarepithelien stattfand. Sie fan- 
den auch Makrophagen in den Kapillaren, so dal3 sie einen Abtransport tiber die 
Blutbahn vermuteten. Leukozyten beobachteten sie vergleichsweise wenig; eisen- 
haltiges Pigment (H~imosiderin) fanden sie erst nach vier Tagen. Sie wiesen darauf 
bin, dab beim Menschen der Reaktionsablauf langsamer sei als beim Tier. - In 
gleiche Richtung wiesen offenbar die Befunde von Graev und Fabroni (1962). - 
Auch die Befunde yon Magarey (1952) wurden an Ratten gewonnen. Er fand 
zwei Tage nach der Injektion von roten Blutzellen Erythrophagen sowie Siderin. 
Nach vier Tagen wurde dieser Befund deutlicher. 
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Morphologische Kriterien Mindesttiberlebenszeit 

Adh~ision 0 

Granulozyten 5 m 

Erythrozyten 30 m 

Siderophagen 17 h 

(m = Minuten; h = Stunden) 

Tabelle 2. Tabellarische Zu- 
ordnung diskriminierender, 
morphologischer Kriterien 
und Mindesttiberlebenszeit 

Fal3t man die eigenen Befunde zusammen, so sind folgende Schliisse m6g- 
lich: 

1. Der Nachweis yon vermehrt auftretenden Granulozyten ist alas erste reak- 
tire Zeichen bei Bluteintritt in die Lungenalveolen und mug als sicheres vitales 
Zeichen angesehen werden. 

2. Das Ph/inomen der Adh~ision ist demgegentiber kein eindeutiges Zeichen 
einer Vitalit/it. 

3. Eine zeitliche Zuordnung der untersuchten diskriminierenden Ph/ino- 
mene wurde tabellarisch aufgef'tihrt, womit - in Grenzen - eine Bestimmung 
der Oberlebenszeit erm6glicht wird (Tabelle 2). 

Die Basis tier bier aufgef'dhrten, diskriminierenden Ph/inomene wurde in den 
letzten Jahren in zahlreichen Einzeluntersuchungen beschrieben (Ubersicht: 
Ryan und Majno 1977; Henson et al. 1979; Larsen et al. 1983). 

Nach Auftreten yon Blut innerhalb der Alveolen kommt es offenbar lokal zu 
einer Anreicherung chemotaktischer Faktoren, z. B. im Sinne von Komplement 
(Aktivation yon C5a), mit dem Erfolg einer Aggregation yon Granulozyten 
(Jacob et al. 1980; Larsen et al. 1980; Baggiolini et al. 1982). Dieser Vorgang 
scheint innerhalb kOrzester Zeit abzulaufen, mit dem Erfolg einer lokalen Gra- 
nulozytose. Komplement ist einerseits in den Alveolen vorhanden (Robertsen 
et al. 1976); andererseits ist auch bekannt, dab Makrophagen chemotaktische 
Substanzen abgeben, wenn sie stimuliert werden (Merril et al. 1980; Fox et al. 
1981). 

Die Ursache tier Adh/ision sowie, schlul3endlich auch der Phagozytose, yon 
autologen Erythrozyten im Extravasat ist weitgehend unbekannt. Zu erOrtern 
w/ire eine Alteration der Erythrozytenmembran nach Verlassen des Gefiil3- 
systems, wodurch die Zellen als ,,lokal-fremde" erkannt werden (Khansari und 
Fudenberg 1983); andererseits k6nnte eine Alteration des Aktivit/itszustandes 
der lokalen Makrophagen zugrundeliegen, wie es experimentell beobachtet 
wurde (Hamberg und Edman 1983). Wieweit schlieNich humorale Faktoren, wie 
z.B. Komplement (Gotze und Sundsmo 1982), eine Rolle spielen, mug often- 
bleiben. Zu er6rtern w/ire ferner, ob durch die Unf~ihigkeit der Granulozyten, die 
ftir sie zu grol3en Erythrozyten zu inkorporieren, die Granulozyten im Sinne 
einer Frustration sekretorisch aktiv werden und durch die Abgabe von Lyso- 
somen die Erythrozytenmembranen alterieren (Hammerschmidt 1983). 

Die Frage der Zuordnung der phagozyt/iren Zellen 1/igt sich im vorliegenden 
Fall durch die Aktivit~it der tartratresistenten sauren Phosphatase in den phago- 
zyt/iren Zellen zweifelsohne feststellen. Die Diskussion der Zuordnung von 
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Zellen, die seit Jahren bestand (vgl. Bertalanffy 1965), kann heute als weitgehend 
gekl~irt angesehen werden (vgl. Bltimcke 1983). 

Zur Bildung von H~imosiderin liegen vor al lem/i l tere Untersuchungen vor 
(Neumann  1888; Shimura 1924; Kasten 1939; Gedigk und Strauss 1954). Neuere  
morphologische Untersuchungen wurden vor allem durch Ghadially (1979) 
gef'tihrt. Hiernach k o m m t  es nach Inkorporat ion zu einer H/imolyse sowie Frag- 
menta t ion  der Erythrozyten. Nach Verdauung des H~imoglobins in Lysosomen 
(Siderosomen) entsteht das Siderin. 

Auff~illig ist der relativ schnelle Abbau  zum Siderin in Alveolarmakrophagen,  
wenn er mit  der Siderinbildung im subkutanen Gewebe  bzw. in Makrophagen 
des Gehirns  verglichen wird (Lit. bei Schr6der 1983). In diesen Organen findet 
sich eine Siderinbildung fr/ihestens nach 70 Stunden. Ausschliel31ich im Lymph- 
knoten (Oehmichen  et al. 1982) sowie in den Per i tonealmakrophagen (Ked- 
browski 1933) konnte eine beschleunigte Phagozytose sowie Siderinbildung 
beobachte t  werden. Die Ursache der unterschiedlichen Phagozytose- und 
Abbaugeschwindigkeit  war unter  diesen Bedingungen am ehesten im anders- 
gearteten Aktivationszustand der lokalen Makrophagen zu suchen. Vergleichba- 
re Anderungen  des Aktivit/itszustandes wurden u.a.  in Zellkulturen durch 
Custer et al. (1982) beschrieben. 
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