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Chromolipidspeicherung in Alveolarmakrophagen: 
Ein Agnoszierungsmerkmal fiir Zigarettenraucher 
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0sterreich 

Storage of Chromolipids in Alveolar Macrophages: 
A Distinctive Mark for Cigarette Smokers 

Summary. Histological and cytological examinations of 188 autopsies-113 
smokers and 75 non-smokers-established that cigarette smoke causes in- 
crease and multiplication of alveolar macrophages which contain inclusions 
of ceroid-like pigment. Acute death by fire, delayed asphyxia and putrefaction 
have no influence on the formation of these sudanophilic inclusions. The pig- 
ment is resistant to decomposition and lipid-solvents. It is possible to identify 
cigarette-smokers-even months after burial-by means of paraffin sections of 
lung tissue and proceeding with fat-staining methods. 

Key words: Smokers, histological identification - Alveolar macrophages, in- 
clusion of ceroid-like pigments in smoker lungs 

Zusammenfassung. Histologische und cytologische Untersuchungen von 188 
Leichen - 113 Raucher und 75 Nichtraucher - ergaben, dal3 Zigarettenrauch 
zur Vermehrung und Vergr6Berung der Alveolarmakrophagen f'tihrt, welche 
ceroidartige Pigmenteinlagerungen enthalten. Akuter Verbrennungstod, 
protrahiertes Ersticken oder F~ulnis haben keinen Einflul3 auf die Entste- 
hung der sudanophilen Einschlfisse. Sie erweisen sich u. a. resistent gegen- 
fiber autolytischen Ver/inderungen und Lipidl6sungsmittel. Nach Anferti- 
gung von Paraffinschnitten des Lungengewebes und anschliel3ender Fettf~ir- 
bung k6nnen Raucher selbst nach mehrmonatiger Liegezeit im Erdgrab noch 
eindeutig identifiziert werden. 

SchliissselwiJrter: Zigarettenraucher, mikroskopische Identifizierung - 
Alveolarmakrophagen, Chromolipideinschlfisse bei Rauchern 

Einleitung 

Im einschl/igigen forensisch-histologischen Arbeitsbereich kommt der Fettf~ir- 
bung des Lungengewebes gr6gte Bedeutung zu, da das Vorliegen einer Lungen- 
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fet tembolie wichtige diagnostische Hinweise auf  die Todesursache sowie die 
Vitalit/it von Verle tzungen liefern kann. Bei der Rout inebefundung derartiger 
Schnitte fielen uns immer  wieder Alveolarmakrophagen auf, welche mit  Fett- 
farbstoffen darstellbare Einschltisse enthalten. Diese zytoplasmatischen K6rn- 
chen weisen eine br[iunliche Eigenfarbe auf, so dab die Makrophagen in der 
H/imalaun-Eosin-F~irbung leicht mit  Herzfehlerzel len verwechselt  werden k6n- 
nen. Reh [20] beschrieb derartige Zellen, gab das negative Verhal ten dieses Pig- 
mentes  gegeniiber Eisenf~irbereaktionen an und brachte die Ents tehung dieser 
fettfarbstoffpositiven Tr6pfchen mit  e inem protrahierten Erstickungstod in 
Zusammenhang .  

Mueller  [17] und Janssen [14] haben  k6rnig braune Alveolarepithelzellen 
nach aku tem Verbrennungstod,  aber auch in faulem Lungengewebe  beobachtet .  
Ger lach [9,10] erw/ihnte das V o r k o m m e n  yon massenhaf t  abgehobenen  und ver- 
gr6Berten Alveolarepithelien mit  br~iunlicher Pigment ierung bei Haschisch- und 
Tabakrauchern.  I m  angloamerikanischen Schrift tum wurden  bei Versuchstie- 
ren und vereinzelt  bei Menschen,  welche Zigaret tenrauch ausgesetzt  waren, pig- 
mentbe ladene  Alveolarmakrophagen im Sputum [22] und in Lavageflfissigkeit 
aus Lungen  [5,12,19] beschrieben.  Sudanophile und f luoreszierende Makro- 
phagen [21] konnten  auch in Biopsiematerial  aus Raucher lungen nachgewiesen 
werden. Die scheinbare Diskrepanz zwischen einzelnen forensischen und 
pathologischen Ansichten fiber die Ents tehung dieser pigmentier ten Makro- 
phagen veranlaBte uns, anhand eines nicht selektierten sanit/itspolizeilichen Lei- 
chengutes,  die histologischen und zytochemischen Eigentt lmlichkeiten dieser 
Zellen und der Einschlugk6rperchen,  deren m6gliche Ents tehungsursache 
sowie ihre praktische Verwertbarkei t  im R a h m e n  der forensischen Histologie zu 
untersuchen.  

Material und Methode 

Feingeweblich untersucht wurde Lungengewebe yon 188 Personen, die eines natiirlichen 
oder gewaltsamen Todes gestorben waren. Beim Sammeln des Materials ergab sich ein aus- 
gewogenes Zahlenverh~iltnis beziJglich der Altersverteilung, so dab alle Lebensabschnitte 
BeriJcksichtigung fanden. Ausgewertet wurden ausschlieBlich F/ille, bei denen mit Hilfe yon 
Verwandten eine eingehende AuBenanamnese erhoben werden konnte. Hauptaugenmerk 
wurde darauf gelegt, ob der Verstorbene Raucher war, wieviele Zigaretten durchschnittlich 
vor dem Tod konsumiert worden waren, ob bei Nichtrauchern ein regelm~il3iges Passiv- 
rauchen, z. B. durch rauchenden Ehepartner vorgelegen hat, oder ob der Verstorbene fr~her 
Raucher war, bejahendenfalls die Dauer der Abstinenz. Raucher von Zigarren, Pfeifen oder 
Haschisch sind im untersuchten Kollektiv nicht enthalten. 

Im Hinblick auf die vorbestehende Literatur schienen Faulversuche yon Raucher- und 
Nichtraucherlungen angebracht. Zus/itzlich konnten w~ihrend der Sommermonate zahlreiche 
faule Lungen sowie zwei F~ille von Exhumierung - nach 7 bzw. 11 Monaten - in das Unter- 
suchungsmaterial einbezogen werden. Weitere Beriicksichtigung fanden 14 F~ille yon akutem 
Verbrennungstod - sechs Pkw-Insassen nach Fahrzeugbrand und acht Leichen nach Zim- 
merbrand- sowie mehrere F/ille yon protrahiertem Erstickungstod-, zehn Kohlenmonoxid- 
vergiftungen, zehnmal Speisebreiaspiration und dreimal Erstickung in einem Plastiksack. 
Von den Lungen wurden w~ihrend der Obduktion yon tier Schnittfl~iche cytologische Ab- 
klatschpr/iparate gewonnen. Das Lungengewebe gelangte zur Fixierung in gepuffertes 
10% iges Formaldehyd, um ein Entstehen des artefiziellen h~imatogenen Formalinpigmentes 
zu unterbinden. Die Fgrbungen der histologischen Pr/iparate erfolgten nach Anfertigung von 
Paraffinschnitten bzw. yon nativen Gefrierschnitten. 
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Zytologische Befunde 

Im Abklatschpr~iparat imponieren die pigmentbeladenen Makrophagen auf- 
grund ihrer abnormen Gr6ge (Durchmesser 15-47 jam, durchschnittlich 25 gm). 
Sie enthalten ein bis •nf, kleine (Durchmesser 7-8 gm), runde, m/il3ig chroma- 
tinreiche, zentral- oder randst~indige Zellkerne mitje einem markanten Kernk6r- 
perchen. Mitosen sind niemals zu beobachten. Das Zytoplasma ist wechselnd 
dicht yon zahlreichen feinen K6rnchen oder Tr6pfchen erffillt, welche eine 
starke Anf~irbbarkeit in alkoholischer Fettrot-L6sung als auch nach Sudan- 
schwarz-B-Behandlung aufweisen. Im ungef~rbten Pr/iparat sind die Granula 
graubraun, isotrop und zeigen histochemisch eine positive PAS-Reaktion vor 
und nach Diastasebehandlung, negativen Ausfall des Schmorl-Tests auf Lipo- 
fuscin, negative Fe-Reaktion, S~iurefestigkeit in der Ziehl-Neelsen-F/irbung, 
blaugrtine Farbe der K6rnchen nach Giemsa-F/irbung, positive a-Naphtylacetat- 
Esterase-Reaktion sowie intensive Anf~irbbarkeit mit basophilen Farbstoffen wie 
Nilblau oder Neutralrot und fehlende Silberimpr/ignierbarkeit nach Masson- 
Hamperl. Fluoreszenzoptisch k6nnen die Pigmentk6rnchen aufgrund ihrer 
goldgelben Eigenfluoreszenz sichtbar gemacht werden. Nach erfolgreicher Blei- 
chung in Chlorgas ist die Darstellbarkeit durch Fettfarbstoffe nicht beeintr/ich- 
tigt. Das Pigment kann weder durch Einwirkung von S/iuren oder Laugen zer- 
st6rt oder entfernt werden. Im zytologischen Pr/iparat ist oft deutlich zu erken- 
nen, dal3 die Alveolarmakrophagen neben den zu untersuchenden Einschlfissen 
durchaus zus/itzlich noch anthrakotisches und gelegentlich auch hfimatogenes 
Pigment im Zytoplasma enthalten k6nnen. 

Histologische Befunde 

Das Gewebe der gesammelten Lungen enth~ilt die pigmentbeladenen Makro- 
phagen in sehr unterschiedlichem Ausmag; entweder fehlen sie g/inzlich, oder 
es findet sich eine lockere, diffuse Infiltration, in welche isolierte drusenf6rmige 
Zellverb/inde eingestreut sind (Abb. 1 und 2). Die Verteilung im Lungengewebe 
ist nicht homogen. Der Gehalt beider Lungenflfigel an pigmentbeladenen 
Alveolarmakrophagen dfirfte etwa volumsproportional sein. Die histologische 
Lokalisation der PigmentzeUen beschr/inkt sich keineswegs auf die Lungenbl~is- 
chen, sondern diese sind nicht selten im Schleim der Luftr6hren/iste oder im 
Lungenzwischengewebe - insbesondere in den Interlobularsepten und in den 
regionalen Lymphknoten (Abb. 3) - aufzufinden. Als markanteste und hervor- 
zustreichende f~irberische Eigentfimlichkeit konnte bei den durchgeftihrten 
Untersuchungen eine fiberraschende Resistenz der Pigmentgranula gegenfiber 
diversen Fettl6sungsmitteln (Chloroform, Xylol, Toluol, Methanol, Trichlor- 
~thylen u. a.) nachgewiesen werden, so dal3 die Darstellbarkeit mit Fettfarbstof- 
fen selbst nach mehrstfindiger Extraktion der Schnitte in den L6sungsmitteln 
erfolgreich durchftihrbar ist. Abgesehen yon der Esterase-Reaktion k6nnen die 
Pigmentk6rnchen mit allen zytologisch durchgeftihrten F/~rbemethoden bei 
gleichem Resultat auch an Paraffinschnitten dargestellt werden. 
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Abb. 1. a Lunge eines schwachen Rauchers (20 Sttick/Tag). Links:Lockere ,  diffuse Makropha- 
geninfiltration. Rechts: Bronchiolus mit Makrophagenaggregaten. Fettrot-H~imalaun (65 ×). 
b Ceroidbeladene Alveolarmakrophagen mit einzelnen anthrakotischen Einschliissen 
(1000 ×) 

Abb.2. Lunge eines starken Rauchers (60 Sti.ick/Tag). Links oben: Dichte, diffuse Makro- 
phageninfiltration. Mitte unten: Drusenf6rmiges Makrophagenaggregat. Fettrot-H~malaun 
(100 x) 



Chromolipidspeicherung in Alveolarmakroplaagen 41 

Abb. 3. Lungenhiluslymphknoten eines starken Rauchers (60 Stfick/Tag). Links: Anthrakoti- 
sches Pigment. Rechts: Chromolipidbeladene Makrophagen. Fettrot-H/imalaun (65 ×) 

Statistik und Auswertung des Materials 

In den 188 untersuchten Lungen fanden sich die pigmentierten Alveolarmakro- 
phagen ll0mal, in 78 F/illen fehlten sie g/inzlich. Bei den positiven F~illen war die 
Geschlechtsverteilung M~inner zu Frauen etwa 2:1. Vor dem 10. Lebensjahr 
konnten in keinem Pr~parat derartige Lungenver~inderungen vorgefunden wer- 
den. Zwischen dem 10. und 15. Lebensjahr (zehn F/ille) verlief der Pigmentnach- 
weis nur einmal - bei einem 13j/ihrigen, als Raucher bekannt gewesenen Jugo- 
slawen - positiv. Von den 113 Rauchern hatten 97,2% Pigmentmakrophagen in 
ihrem Lungengewebe. Drei Personen (2,8%), welche weniger als zehn Ziga- 
retten t/~glich geraucht hatten, wiesen normale histologische Verh/iltnisse auf. 
Bei einem Konsum yon mehr als zehn Stfick pro Tag konnte immer ein positiver 
Pigmentnachweis erbracht werden. In den Lungen der 75 Nichtraucher waren 
histologisch keine derartigen Pigmentablagerungen feststellbar. Der mittlere 
Durchmesser der pigmentierten Alveolarmakrophagen und deren Dichte im 
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Ahb. 4. Prozentanteil tier Raucher zur Anzahl der t~iglich konsumierten Zigaretten und in 
Relation zum Ausmal3 der feingeweblichen Ver~inderungen 

Lungengewebe nimmt parallel mit der Zahl der t~iglich gerauchten Zigaretten zu. 
Abbildung 4 soll das Rauchverhalten unseres Untersuchungskollektives im 
Vergleich zu den histologischen Ver~inderungen aufzeigen. 

Bei einem Extremfall (41 Jahre alter Mann, 100 Zigaretten pro Tag, Exitus 
infolge Coronarthrombose), war es zu einer pneumonieartigen Anschoppung 
der Alveolen mit pigmentbeladenen Makrophagen gekommen, so dab alas Lun- 
gengewebe bereits makroskopisch derber und konsistenter erschien. In den 
Lungen yon Gelegenheitsrauchern lieBen sich laiiufiger im Lumen der Bron- 
chial~iste Pigmentzellanh~iufungen erkennen, als bei regelm/igigen Rauchern. 
Wurde das Rauchen vor einem Jahr oder l~inger vollst/indig eingestellt, so 
erschien das Lungengewebe histologisch normal, Pigmentriickst~inde waren 
dann nicht mehr nachzuweisen. Bei Passivrauchern konnten bistologisch keine 
Pigmentablagerungen beobachtet werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen 
tier histologischen Untersuchungen, welche mit einem Fehler von 2,8% bei 
einem Zigarettenkonsum unter zehn Stiick pro Tag behaftet waren, ergab die 
kritische Auswertung der zytologischen Pr~iparate auch bei einzelnen Nicht- 
rauchern einen positiven Pigmentnachweis. In diesen F/illen waren die Makro- 
phagen eher klein und enthielten maximal zwei Zellkerne. Die AuBenanamnese 
ergab dann meist glaubwiirdige Hinweise f'tir eine regelm/igige und erhebliche 
passive Exposition gegen/iber Zigarettenrauch. Durch artifizielle F/iulnis von 
Nichtraucherlungen - ein Fehlen des Pigmentes wurde vor der Durchf'tihrung 
histologisch best~tigt-  kam es zu keinem nachtr~iglichen Auftreten der 16sungs- 
mittelresistenten, sudanophilen K6rnchen. Bei Raucherlungen ftihrten die auto- 
lytischen Vorgfinge zu keiner Vermehrung des Pigmentgehaltes. Obwohl es 
dabei zur weitgehenden Aufl6sung der Zell- und Gewebsstruktur kam, blieben 
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die Einschlul3k6rperchen im ursprfinglichen Verband erhalten, so dab weiterhin 
die ehemaligen Zellumrisse erkennbar waren. Mit Hilfe der Autolyseversuche 
sowie anhand des faulen Leichenmaterials war es m6glich nachzuweisen, dab 
die Pigmentgranula bei Rauchern nach llmonatiger Liegezeit im Erdgrab an 
Paraffinschnitten des Lungengewebes immer noch eindeutig durch Fettf~irbun- 
gen identifiziert werden kann. Protrahiertes Ersticken sowie akuter Verbren- 
nungstod f/.ihren nicht zur Entstehung des Pigmentes, da bei allen Nichtrau- 
chern, welche infolge dieser Todesursachen verstorben waren, keine derartigen 
Einschlugk6rperchen nachgewiesen werden konnten. Bei den zum Teil durch 
die Hitzeeinwirkung stark ver~inderten Brandleichen war die Vitalit/it des Ver- 
brennungstodes durch positiven Kohlenoxidnachweis im Blut und dutch ein- 
geatmete Rul3teilchen in den oberen Luftwegen gesichert. 

Diskussion 

Nach den letzten Erhebungen des Statistischen Zentralamtes waren im Jahre 
1979 33,5% tier Wiener Bev6lkerung Raucher, 95,7% der Raucher konsumierten 
Zigaretten. In IJsterreich rauchten 41,1% der M~inner und 17,1% der Frauen. Als 
t~glicher Zigarettenkonsum wurden 1979 von 22,9% der regelm/il3igen Raucher 
bis zu 10 Sttick angegeben, yon 48,7% 11-20 Stiick, von 24,2% 21-40 Sttick und 
yon 3,6% mehr als 40 Sttick. Im gegenst/indlichen Untersuchungskollektiv hat- 
ten t/iglich 14,1% weniger als 10 Zigaretten, 20,35% 11-20 Zigaretten, 31,85% 
21-40 Zigaretten und 33,58% mehr als 40 StiJck konsumiert. 60,1% der untersuch- 
ten Personen waren Raucher gewesen, 39,9% Nichtraucher. Der hohe Anteil an 
Rauchern in der gegenst/indlichen Studie ist unter anderem durch zwei 
Umst~inde zu erkl~iren: 

(1) Das gesammelte Leichengut reprfisentiert infolge des relativ geringen 
Anteils an Kindern und Jugendlichen nicht die prozentuelle Altersverteilung der 
6sterreichischen Bev61kerung. 

(2) Das dreifache Risiko tier Zigarettenraucher ffir cardiale Erkrankungen [15] 
und der hohe Anteil unseres sanit/itspolizeilichen Leichengutes [13] an Herz- 
todesf~illen (610/0) bedingen eine zahlenm~iBige H~iufung der Raucher im unter- 
suchten Kollektiv. Die relativ hohe Zahl der t~glich konsumierten Zigaretten 
scheint daher offenbar ein Summationseffekt, bedingt durch die hohe l~lber- 
schul3sterblichkeit der ,,Extremraucher"' zu sein. 

Mehrfache Studien konnten aufzeigen, dab Zigarettenrauch die ciliare Akti- 
vit/it des Flimmerepithels hemmt und dadurch die S/iuberung der Alveolen 
beeintr~ichtigt [1, 4]. Dies steht mit unserer Beobachtung in Einklang, dal3 pig- 
mentierte Alveolarmakrophagen ausschlieNich bei schwachen Rauchern in den 
Bronchial/isten (Abb. 1 und 5) histologisch nachzuweisen waren. Starkes Rau- 
chen ftihrt offenbar zur Retention der Alveolarmakrophagen, so dag diese nur- 
mehr ins Interstitium des Lungengewebes oder in die Lymphknoten abwandern 
k6nnen. 

Bis heute ist letztlich nicht gekl/irt, auf welche Weise der verbrauchte Anti- 
atelektasefaktor ,,Surfactant" - ein Gemisch aus oberflfichenaktiven Phospho- 
lipiden - die Alveolen verlfigt. Es besteht die M6glichkeit, dag dieser fiber das 
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Abb. 5. Lunge eines Gelegenheitsrauchers (maximal 10 Stfick). Bronchiolus mit reichlich 
chromolipidbeladenen Makrophagen, Alveolen frei. Fettrot-H~imalaun (25 x) 

Luftr6hrensystem abfliegt oder durch Alveolarmakrophagen aufgenommen 
wird, um eventuell wieder dem Lipidpool der Lungen zugef'tihrt zu werden. Da 
bei Zigarettenrauchern eine erhebliche St6rung im Surfactantgehalt der Lunge 
besteht [6,19], erscheint es vorstellbar, dag tier hohe Anteil des Zigarettenrau- 
ches an oxidierenden Substanzen eine Beeintr~ichtigung des Fettstoffwechsels 
der Lunge zur Folge haben k6nnte. 

Die histologischen und histochemischen Eigenschaften des ,,Raucherpig- 
mentes" erlauben eine konkrete Zuordnung zu den sogenannten Lipopigmen- 
ten oder Chromolipiden [3,18]. Diese Gruppe yon Pigmenten kennzeichnet sich 
durch braungelbe Eigenfarbe, Eigenfluoreszenz, Unl6slichkeit in Fettl6sungs- 
mitteln sowie S/iuren und Laugen, Darstellbarkeit mit Fettfarbstoffen, S~iure- 
festigkeit bei Ziehl-Neelsen-F/irbung, Bleichbarkeit und PAS-positive Reaktion 
vor und nach Diastasebehandlung. Die Pigmentk6rnchen zeigen aufgrund 
weiterer F~irbeeigenschaften - negative Schmorl-Reaktion und fehlende Silber- 
reduktion - feingewebliche Ubereinstimmung mit dem ,,mesenchymalen Pig- 
ment" Ceroid. Ceroid tritt in phagozytierenden Zellen auf, wenn extrazellulgre 
Lipide im Oberschul3 anfallen und einige Zeit in Gewebe oder in Zellen liegen- 
bleiben. Die Ursache f'tir die Entstehung des Pigmentes liegt in pathologischen 
Vorg/ingen, welche augerhalb der speichernden Zellen ablaufen. Ceroidpigment 
wird dann genauso wie andere phag0zytierte Substanzen im Zytoplasma der 
Makrophagen angeh~iuft. Die Frage tier formalen Genese tier Chromolipide hat 
noch keine einheitliche Beantwortung gefunden. Die iiberwiegende Zahl der 
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Autoren  [2, 7, 8,11, 23] s indjedoch tier Ansicht,  dab dieser chemisch wahrschein- 
lich inhomogenen  Pigmentgruppe als wesentl ichster Baustein schwerl6sliche 
Oxidations- und Polymerisat ionsprodukte  unges~ittigter Fetts/iuren bzw. deren 
Ester zugrunde liegen. Die z u n e h m e n d e  Unl6slichkeit  in organischen L6sungs- 
mitteln ist in erster Linie eine Folge tier mit  dern oxidativen U m b a u  einher- 
gehenden  Verket tung der Fetts/iuren [3,18]. Es erscheint vorstellbar, dab die 
durch Rauchinhaltsstoffe ver/inderten Bestandteile des Lipidfilmes der Alveole, 
welche ffir eine Wiederverwertung oder rasche Metabolisierung unbrauchbar  
geworden sind, vom Alveolarmakrophagen gespeichert  werden, u m  diese aus 
den Lungenbl/ ischen zu entfernen. Fehlt  der ciliare Abtransport  fiber das Luft- 
r6hrensystem,  so k o m m t  es vermutl ich schon nach kurzer Zeit  zur Pigmentspei-  
cherung im Lungengewebe.  Wird das Zigaret tenrauchen eingestellt und eine 
mehrmonat ige  Abst inenz eingehalten, so k a n n - w i e  auch Tierversuche ergaben 
[16] - eine vollst/indige Wiederherstel lung des normalen  Gewebsbi ldes der 
Alveolen erreicht werden. 
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