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Aus dem Institut für Tierpathologie
(Prof. Dr. H. Luginbühl) der Universität Bern

Feline Maligne Histiozytose und Lysozymnachweis1

F. Gafner und G. E. Bestem2

Einleitung

Als «Histiozytäre medulläre Retikulose» beschrieben Scott und Robb-Smith (19)
1939 erstmals eine Erkrankung, die durch systemische neoplastische Proliferationen
von morphologisch atypischen Histiozyten charakterisiert ist.

1966 führte Rappaport (15) für den gleichen Krankheitskomplex den Begriff der
«Malignen Histiozytose» (MH) ein.

Bei der humanen MH handelt es sich um eine seltene, abrupt einsetzende, extrem
maligne und ohne Therapie sehr rasch fatal verlaufende neoplastische Erkrankung des

mononukleären Phagozytensystems (MPS), welche in ihrem Verlauf typischerweise
frühzeitig Milz, Leber und Lymphknoten befällt (3, 4, 21).

Die klinischen Symptome bestehen regelmässig in Fieber, Gewichtsverlust,
generalisierter Lymphadenopathie, Hepato- und Splenomegalie und Anämie. Seltener werden

Ikterus, Thrombozytopenie, Granulozytopenie, Haut-, Lungen- und Darmaffektionen

beschrieben. Im Frühstadium kann eventuell nur ein Einzelorgan befallen sein.
Über MH beim Tier erschienen 1978 und 1979 die ersten zwei Berichte (17, 18).

1986 gab Moore (11) eine detaillierte Übersicht der Erkrankung, die bislang nur beim
Hund beobachtet wurde. Ältere männliche Tiere und Berner Sennenhunde sind besonders

prädisponiert. Bei anderen Rassen wie Pudel, Dobermann, Golden Retriever und
Schnauzer wurden nur vereinzelte Fälle beschrieben (11, 16, 17, 18, 22).

Autoptisch werden beim Hund meist noduläre Lungenmassen, vergrösserte
Lymphknoten mit Verlust der normalen Architektur, Hepato- und Splenomegalie
festgestellt. Noduläre Hautveränderungen, Miteinbezug von Nieren, Muskulatur, ZNS,
Knochenmark, Darm, Nebennieren und Hoden kommen seltener vor. Wie bei der
humanen MH ist das Knochenmark im Gegensatz zu Milz, Leber, Lymphknoten und
Lunge erst in späten Stadien der Erkrankung betroffen.

Histologisch werden in den aufgeführten Organen analog zum Menschen neoplastische

Proliferationen von atypischen, pleomorphen histiozytären Zellen beobachtet
(11, 16, 17, 18).

Die häufigsten klinischen Befunde der caninen MH sind Gewichtsverlust, Lethargie,

Inappetenz bis Anorexie, Anämie, Lymphadenomegalie, Spleno- und Hepatome-

1 Herrn Prof Dr. H Konig zum 65 Geburtstag gewidmet
2
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galie, noduläre Lungenmassen (Berner Sennenhund). Thrombozytopenie, Ikterus,
Körperhöhlenergüsse und HautafFektion kommen nicht regelmässig vor (11,16,18,22).

Bei der Katze wurde die MH bisher nicht beschrieben.

Material und Methoden

Während der Sektion wurden Gewebsstucke entnommen und in 4°/ogepufFertem Formalin
fixiert. Anschliessend folgte die übliche Weiterverarbeitung bis zur HE-Farbung der Schnitte.

Für die lmmunhistochemischen Abklärungen wurden die Schnitte auf chromgelatine-be-
schichtete Objektträger aufgezogen, in Xylol entparaffiniert, in Alkohol rehydriert und mit TBS
Übergossen. Es folgte ein konventioneller immunhistochemischer Lysozymnachweis mittels
Alkalische Phosphatase — Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP) und eine wie folgt modifizierte
APAAP-Methode:1

— Trypsinisierung (im Wasserbad bei 26 °C)
— Auswaschen in fliessendem Leitungswasser
— 15% Essigsäure (Blockierung der endogenen alkalischen Phosphatase)
— Auswaschen in fliessendem Leitungswasser
-TBS
— Kaninchen-Anti-Maus, 1:1 verdünnt (Zimmertemperatur)
— TBS (abspulen und wechseln, 4X)
— Maus-Anti-Kaninchen, L200 verdünnt
— TBS (wie oben)
— Kaninchen-Anti-Maus, L50 verdünnt
— TBS (wie oben)
— APAAP 1:50 verdünnt
— TBS (wie oben)
— Kaninchen-Anti-Maus, 1.50 verdünnt
— TBS (wie oben)
— APAAP 1:50 verdünnt
— TBS (wie oben)
— Substratlösung
— Auswaschen in fliessendem Leitungswasser
— Einschlössen in Glycerin-Gelatine
Trypsinisierung: 0,1% Trypsin (2000 E/g; Merck, Darmstadt, BRD)

0,1% CaC12

lösen in 0,05mol/l Tris-Puffer, pH 7,80, bei 26°C
Antikörper: — Kaninchen-Anti-Lysozym (gebrauchsfertige Verdünnung, Ortho

Diagnostic Systems, Raritan, New Jersey, USA)
— Maus-Anti-Kaninchen, monoklonal

(Dako Corporation, Santa Barbara, USA)
-Kaninchen-Anti-Maus IG (Dako)
— APAAP Maus, monoklonal (Dako)

Verdünnungslösungen für die Antikörper.
Lösung A 100mg bovines Albumin (Sigma Chemical Company, St Louis, USA)

20 ml PBS-Puffer (vorsichtig losen)
Losung B 1 Teil Tris-Puffer 0,5 mol/1, pH 7,60

9 Teile 0,88% NaCl (TBS)

5-8 Min
mind 15 Min

5 Min
10 Min

kurz
über Nacht

10 Min
45 Min
10 Min
45 Min
10 Min
45 Min
10 Min
45 Min
10 Min
60 Min
10 Min

5-20 Min
mind 90 Min

'Herrn J.Zbaren, Cheflaborant, danken wir fur die Modifikation und Durchführung der
APAAP-Methode
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Gebrauchslösung. Lösungen A und B zu gleichen Teilen mischen
Substratlosung: 2 mg Naphtol AS-MX-phosphat (Sigma)

5 mg Fast red TR salt (Sigma)
5 ml Veronalacetat Puffer pH 8,30

Für die Negativkontrollen wurden die gleichen Reagentien verwendet, mit Ausnahme des
Pnmaren Antiserums

Resultate

1. Klinische Befunde

Am 7.9.87 gelangte die 13jährige, weiblich-kastrierte Hauskatze in der Kleintierklinik

der Veterinärmedizinischen Fakultät der Universität Bern zum ersten Mal zur
Untersuchung.1 Sie zeigte im wesentlichen ausgeprägte Abmagerung (Kachexie),
Inappetenz, leichtgradige Exsikkose, mittelgradig ausgeprägte, fluktuierende, leicht
Palpationsdolente Auftreibung des Abdomens mit Hepato- und Splenomegalie. Das

Abdominalpunktat war Rivalta-positiv.
Die Laboruntersuchungen ergaben folgende pathologische Werte: Ec 3,84 Mio/1,

Hb 6,7 g/100ml, Hk20 Vol-%, HarnstofT85 mg/100 ml. Röntgenologisch wurden leicht-
gradiger Pleural- und massiver Peritonealerguss sowie ausgeprägte Splenomegalie
diagnostiziert.

Am 9.9.87 wurde die Katze erneut untersucht und wegen starker Verschlechterung

des Allgemeinzustandes euthanasiert.

2. Pathologische Veränderungen

Die Autopsie der Katze ergab mittelgradige Abmagerung und Anämie, leichten
Hydrothorax (gelblich, klar), mittelgradigen Ascites (gelblich, klar, leicht viskos), starke

Hepato- und Splenomegalie sowie mittelgradige Vergrösserung der Mesenterial-
lymphknoten.

Die Leber erschien gelblich-braun, an der Oberfläche mit fokal disseminierten
diskreten Einziehungen, die abwechselten mit leicht erhabenen Bereichen (Durchmesser
1—5 mm). Die Leberkonsistenz war deutlich erhöht.

Die Mesenteriallymphknoten waren von erhöhter Konsistenz, im Schnitt weisslich
und homogen aufgebaut.

Alle anderen untersuchten Lymphknoten schienen makroskopisch unverändert.
Die Milz war stark vergrössert, im Bereich der aus der Schnittfläche hervorquellenden
roten Pulpa leicht diffus aufgehellt.

Histologische Befunde

Alle betroffenen Organe (Milz, Leber, Lymphknoten) waren von Infiltraten aus
grossen, stark polymorphen, ein- und mehrkernigen Zellen des MPS durchsetzt. Mit

1

Frau C. Marti, Tierarztin, danken wir für die klinischen Angaben
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normalen Makrophagen verglichen, wiesen die meisten neoplastischen Zellen ein
deutlich vergrössertes, eosinophiles, zum Teil vakuolisiertes Zytoplasma auf. Nuklei
und Nukleoli waren bezüglich Grösse und Form sehr unterschiedlich. Nicht selten
wurden mehrere Nukleoli pro Kern beobachtet. Vor allem die grösseren, atypischen
mononukleären Zellen zeigten einen hohen Mitoseindex. Bizarre Mitoseformen, wie
sie in der Literatur zum Teil beschrieben sind (3, 11, 21), waren vorwiegend in den

Lymphknoten zu finden.
Einige mehrkernige Riesenzellen schienen Reed-Sternberg Zellen ähnlich, zeigten

aber keine eosinophilen Nukleoli. Perineoplastische entzündliche Reaktion (Lymphozyten

und Neutrophile) war selten. In allen betroffenen Organen konnten Erythropha-
gozytose, aber auch Leuko- und Autophagozytose beobachtet werden, am ausgeprägtesten

in Lymphknoten und Milz. Die am besten ausdifferenzierten Makrophagen zeigten

auch die grössten und zahlreichsten Phagosomen (Abb. a, b).
In den einzelnen Organen wies die Neoplasie folgende Merkmale auf:

Milz Primär war die rote Pulpa betroffen. Die weisse Pulpa schien sekundär invol¬
viert. Das neoplastische Gewebe zeigte eine diffuse Invasion ohne Knotenbildung.

Leber Periportal und sinusoidal lagen deutliche neoplastische Infiltrationen ohne
Knotenbildung vor.

Lymph- Die massive neoplastische Wucherung führte zum Verschwinden der Archi-
knoten tektur und zu einer beinahe vollständigen Verdrängung des lymphatischen

Gewebes. Das perikapsuläre mesenteriale Gewebe zeigte lokal unterschiedlich

ausgedehnte neoplastische Infiltrationen.

3. Immunhistochemie

Im Vergleich zur normalen APAAP-Methode ergab die modifizierte Variante eine
deutliche Intensitätssteigerung der positiven Reaktion.

In allen Organen dominierten Zellen mit leicht- bis mittelgradig positiver Reaktion.

Nur gut ausdifferenzierte Histiozyten und einige Riesenzellen zeigten eine stark
positive Färbung. Die Positivität beschränkte sich meistens auf einige Zytoplasmaan-
teile. Lysozym-negative histiozytäre Tumorzellen, wie sie in der Literatur oft beschrieben

werden, wurden in allen Organen gefunden (8, 13, 14). Dabei handelte es sich
durchwegs um wenig differenzierte Zelltypen (Abb. c, d).

Als Positivkontrolle diente Nierengewebe (Tubulus proximalis).
Wie zu erwarten, zeigten Negativkontrollen keine positive Reaktion (Abb. e).
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a Neoplastische Proliferation grosser, ein- und mehrkerniger Zellen des mononukleären Phago-
zytensystems mit ausgeprägtem Polymorphismus (Lymphknoten, HE, 530 X)
b Erythrophagozytose, am deutlichsten im Lymphknoten (HE, 1320 x)
c + d Nur gut ausdifferenzierte Histiozyten und einige Riesenzellen (t) enthalten immunreaktives

Lysozym (Lymphknoten, APAAP, 330 X)
e Negativkontrollen zeigen keine positive Reaktion (Lymphknoten, 530 X)
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Diskussion

Die MH kann nur mit Hilfe von kombinierten makroskopischen, histologischen,
zytologischen und immunhistochemischen Untersuchungen sicher diagnostiziert werden.

Von Bedeutung sind dabei die betroffenen Organe, das Verteilungsmuster innerhalb

dieser Organe, zytologische Charakteristika und der Lysozymnachweis.
Die in unserem Fall beobachtete Organverteilung (Milz, Leber und Mesenterial-

lymphknoten) entspricht den häufigsten Organmanifestationen beim Menschen und
mit Ausnahme der Lunge auch beim Hund (3, 11, 21).

Das gleiche gilt für das Verteilungsmuster der neoplastischen Proliferationen
innerhalb der einzelnen Organe.

Diagnostische zytologische Charakteristika sind in unserem Fall der ausgeprägte
Zellpolymorphismus, die prominente Erythrophagozytose und der positive
Lysozymnachweis.

Beim Menschen werden seit einigen Jahren zunehmend Lysozym, Alpha-l-Anti-
trypsin und Alpha-l-Antichymotrypsin als immunhistochemische Marker für den hi-
stiozytären Ursprung einer Zelle diagnostisch verwendet (8, 14).

Ein wichtiger Grund dafür ist die hohe Resistenz dieser Enzyme gegenüber
verschiedenen Fixativen, was die Immundiagnostik auf dem fixierten Präparat erlaubt.

Lysozym (Muramidase) im besonderen ist ein Enzym mit beträchtlicher bakterio-
lytischer Aktivität gegenüber sensiblen Mikroorganismen. Von aktivierten Makrophagen

in grossen Mengen synthetisiert, stellt es einen wichtigen Bestandteil der unspezifischen

Abwehrmechanismen dar. Lysozym ist aber nicht nur in histiomonozytären,
sondern auch in myeloiden und gewissen epithelialen Zellen sowie in Milch, Tränenflüssigkeit

und Speichel nachweisbar.
1986 veröffentlichte Moore (10,13) eine detaillierte Untersuchung über die Verteilung

von Lysozym in normalem caninem Gewebe und über den diagnostischen Wert
des Lysozymnachweises bei histiozytären Erkrankungen des Hundes. Aus dieser
Arbeit geht klar hervor, dass Lysozym auch beim Hund ein guter histiozytärer Marker ist
und somit der Lysozymnachweis ein brauchbares Hilfsmittel in der Diagnostik der ca-
ninen MH darstellt.

In diesem Kontext entstanden unsere immunhistochemischen Untersuchungen.
Deren Resultate zeigen, obschon aufeinen Fall beschränkt, dass der Lysozymnachweis
bei der Katze von gleichem diagnostischem Wert wie beim Hund ist. Der diagnostisch
ebenfalls Verwendung findende zytochemische, beziehungsweise immunhistochemische

Nachweis der unspezifischen Esterase, sauren Phosphatase, C3b- und Fc-Rezepto-
ren (IgG) war nicht durchführbar, da nur formalinfixiertes Material zur Verfügung
stand (1, 3, 10, 11).

Folgende Erkrankungen sollten von der MH der Katze unterschieden werden:
diffuse granulomatöse Erkrankungen nicht neoplastischer Natur, myeloproliferative
Erkrankungen und histiozytäres Lymphosarkom. Ob, wie beim Hund, auch das anaplastische

Lungenkarzinom vom Riesenzelltyp als Differentialdiagnose in Frage kommt,
bleibt für die Katze noch offen (11).
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Die beim Hund in der Liste der MH-Differentialdiagnosen zusätzlich aufzuführende

systemische Histiozytose und die lymphomatoide Granulomatose wurden bei der
Katze bisher nicht beschrieben.

Zusammenfassung

Gestutzt auf klinische, pathologische und immunhistochemische Untersuchungen wurde
bei einer Katze zum ersten Mal eine maligne Histiozytose (MH) diagnostiziert

Wie beim Hund ist der Nachweis von Lysozym als Marker fur den histiozytaren Zellursprung
auch bei der Katze ein brauchbares Hilfsmittel zur Bestätigung der hchtmikroskopischen Diagnose

MH
Zum Lysozymnachweis diente eine modifizierte APAAP-Methode

Resume

Base sur des investigations cliniques, pathologiques et immunohistiochimiques, le diagnostic

d'histiocytose maligne est pose pour la premiere fots chez un chat
Comme chez le chien, la detection de la lysozyme permet de montrer l'origine histiocytaire

des cellules et de renforcer le diagnostic d'histiocytose maligne etabli en microscopie traditionelle

Une methode APAAP modifiee est utilisee pour la mise en evidence de la lysozyme

Riassunto

Sulla base di dati clinici, patologici ed istopatologici viene posta per la prima volta nel gatto la
diagnosi di istiocitosi maligna

Come nel cane, la evidenziazione istopatologica del hsozima quale marker citologico sembra
avere una importanza diagnostica

II hsozima viene messo in evidenza con una reazione immunoistochimica secondo d metodo
APAAP

Summary

Based on clinical, pathological and immunohistochemical investigations, malignant histiocytosis

is diagnosed for the first time in a cat
As well as in the dog, the detection of lysozyme as a histiocytic marker seems to be a useful

diagnostic tool
A modified APAAP-method is used for the detection of lysozyme
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