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Immunhistologischer ACTtI-Nachweis in einem R-Zellen-Adenom 
des Hypophysenvorderlappens bei ~I. Cushing* 
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Eingegangen am 21. September 1965 

I n  frfiheren Arbeiten ha t ten  wir mueoidzellige knotige Hyperplasien im Hypo-  
physenvorderlappen bei M. Cushing hypothalamiseh-hypophysi~rer Genese als 
R-Zellen-Adenome klassifiziert und  sic als Reakt ionsprodukt  auf  fehlregulierte 
hypothalamisehe Impulse,  d.h.  als hyperplasiogene Gesehwfilste im Sinne yon  
Bff~G~LE~ gedeutet  (K~Ac~T, ZIlV[MERMANN, ZIMMERMA~N U. KRACItT). I m m u n -  
histologisch konnten  wir zeigen, dab ira Hypophysenvorder lappen  des Menschen 
nur  R-Zellen mit  fluorescierendem Ant i -ACTI t  reagieren und  deshalb als ACTH- 
Depots hzw. als Bildungsst~tten des eorticotropen Hormons  angesehen werden 
mfissen (HACH~]~IST]~ U. KRACHT, KRACHT U. Mitarb.). Die bereits yon  Cus~ING 
ges Annahme einer hormonalen Aktivi t~t  basophiler Adenome wurde durch 
den Naehweis yon  Nebennierenhypertrophie bei Mausen nach Implan ta t ion  eines 
basophil granulierten Adenoms (BwaBLI~G~) zwar gestfitzt, aber erst dureh den 
biologischen Naehweis hoher ACTH-Konzent ra t ionen  in Vorderlappenadenomen 
bei M. Cushing objektiviert  (BAH~ u. Mitarb., JAILE~ U. HOLUB u.a.). Es lag 
deshalb nahe, diesen Naehweis aueh hnmunhistologiseh zu ffihren und  damit  die 
heute optimale cytologisehe Differenzierung der Adenomzellen zu verbinden. 

Fallbericht. Frau H.M., 25 Jahre alt, hatte 1964 im Rahmen einer Pr~eklampsie mit 
systolischen Blutdruckwerten fiber 300 mm Hg eine Totgeburt. Sie bemerkte danach ver- 
st~rkten Haarausfall, Zunahmo der Kinnbehaarung, Zunahme yon Striae und st~ndigen 
Gewichtsanstieg. Sparer stellte sich eine sekund~re Amenorrhoe ein, W~hrend eines stationaren 
Aufenthaltes auf der Inneren Abteilung eines auswartigen Krankenhauses wurde der Ver- 
dacht auf M. Cushing durch den Ausfall des Dexamethasonbelastungstests gestfitzt. Die 
Patientin wurde zur Abkl~rung einer operativen Behandlung auf die II. Med. Klinik des 
Universit~tskrankenhauses Eppendorf verlegt. Bei der Aufnahme fanden sich ein Vollmond- 
gesicht, ausgedehnte Stammfettsucht, acne~hnliche Effiorescenzen im Thoraxbereich, blaB- 
livide Striae an beiden Mammae sowie im Mittel- und Unterbauch. Ophthalmologlsch: 
Fundus hypertonicus 1--2. Ausseheidung der freien 17-OHCS: 0,79 mg/24 Std, der gebun- 
denen 17-OHCS: 20,25 mg/24 Std, der 17-Ketosteroide: 15,5 bzw. 18 rag/24 Std. Die Wieder- 
holung des Dexamethasonbelastungstests spach erneut ffir eine bilaterale Nebennierenrinden- 
hyperplasio. Sella: rSntgenologisch o. B. Therapeutisch war eine einseitige Adrena]ektomie mit 
anschlieBender Hypophysonbestrahlung vorgesehen. Die Patientin starb 5 Tage nach Adrenal- 
ektomie rechts an Thromboembolie. 

Obduktion (S.-Nr. 962/65). Typischer M. Cushing. 4:3 mm grol~es Adenom des Hypo- 
physenvorderlappens. Diffuse Nebenniorenrindenhyperplasio links (10,65 g). 

Milcroslcopische Be]undo. Reehte Nebenniere (Op.-Pri~parat 5388/65) : Die Rinde ist m~Big 
verbreitert und in zwei Zonon unterteilt. Die aul3en gelegene besteht aus Zellen mit hellem, 
die inhere aus Ze]len mit kompaktem Cytoplasma. Die he]]en Zellen sind fasciculiir aus- 
gerichtet. Der Bofund entspricht einer m~13iggradigen progressiven Umwandlung des ~uBeren 
Transformationsfeldes, wobei Fasciculatasgulen bis an die Kapsel hemnreiehen. Eine Z. glo- 
merulosa ist nicht mehr nachweisbar. 

* Herra Prof. Dr. W. Bi2~GnLER zum 65. Geburtstag. 
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Linke Nebenniere (0bduktionspr~par~t): Die Rindenstruktur kontrastiert zu den zuvor 
beschriebenen Ver~nderungen. Die Rinde ~st wesentlich verbreitert, vor ~llem breiter als 
auf der rechten Seite und zugunsten yon Fasciculatastrukturen umgebaut. Die Aul]enzone 
und die an das Mark angrenzenden l~indenanteile sind gut lipoidhaltig, die iibrigen Rinden- 
abschni~te wei~gehend lipoidverarmt. Verschiedentlich finden sich Kapselaufbrtiche und 
Prolifer~tionen des Rindengewebes in das extraadrenale Fettbindegewebe, vereinzelt auch 
extracapsuliire Adenomknoten. 

Hypophyse. Mikroskopisch f inder  sich ein in seinem Granu labes t and  vari ieren-  
des f iberwiegend aber  gut  granul ie r tes  u n d  bindegewebig abgekapse l tes  mucoid-  
zelliges Adenom.  I n  der  F/~rbung nach GoMo~I f/~rben sich die Granu la  mi t  
Chromhamatoxy l in ,  in der  PAS-Tr i ch romf~rbung  (P~ARS~) kraf t ig  P A S - p o s i t i v  
an ;  in der  Perameisens / tu re -Ale ianb lau-PAS-Orange  G-F/~rbung (A~)A~s u. SWET- 
TE~HAr~) nehmen  sie den rSt l ieh-v io le t ten  F a r b t o n  der  R-Zel len an. I n  der  un-  
mi t t e lba r en  U m g e b u n g  des Adenoms  f inden sich im m/~Big kompr imie r t e n  Vorder-  
l appenres tgewebe  zahlreiehe R-Zel len mi t  homogenis ie r tem Cytop lasma  und  rand-  
st/~ndigem G r a n u l a s a u m  (Crooke-Zellen). I m  wei teren A b s t a n d  vom Adenom er- 
seheinen die R-Zel len verminder t .  S-Zellen k o m m e n  sp/~rlich vor. Aeidophi le  u n d  
ehromophobe  E lemen te  weiehen n ieh t  von der  N o r m  ab. Keine  R-Zel len im 
Hin te r l appen .  

Immunhistologie. Diinne Sagittalsehnitte der 16 Std p.m. entnommenen Hypophyse 
wurden bei 4 o C 1 S~d. lung in 10%igem neutralen Formalin fixiert und in Paraffin einge- 
better. Paraffinschnitte wurden beschichtet mi~" 

a) durch Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markiertem Anti-Acethropan (goechst), 
Anti-fl 1-2~ und Anti-fll-39-Corticotropinl; 

b) durch Rhodamin B Isothioeyanat gekoppeltem Anti-/~l-24- und Anti-f11-39-Corticotropin, 
s~mtlich vom Kaninehen. Die Markierung der Antiseren und Kontrollseren erfolgte nach 
der yon HACI-1NEISTER U. KRACttT mitgeteilten Methodik, die durch Anwendung der yon 
GOLDSTEIN U. Mitarb. entwickelten Verbesserung (Fraktionierung der markierten Seren auI 
der DEAE-Cellulose-Sgule) erweiter~ wurde. 

In Kontrolluntersuchungen erfolgte die Schnittbeschiehtung mit: 
1. unmarkiertem Anti-Acethropan gefolgt yon markiertem Anti-Acethropan; 
2. unmarkiertem Anti-/~l-~4-Cor~icotropin gefolg~ yon markiertem Anti-/~l-24-Cortico- 

tropin; 
3. markiertem Serum unbeh~ndelter Kaninchen. 
Aul]erdem wurden Paratfinschnitte yon Leber, 3lilz und Niere yon Mensch und Ratte 

mit markiertem An~i-fl~-e~-Corticotropin beschichtet. Zur Beurteilung der Immunfluorescenz- 
ph~nomene diente die Leitz-Fluorescenzeinrichtung mit Dunkelfeldkondensor und der Queck- 
silberhSchstdrucklampe I tB0 200 W am Ortholuxmikroskop in Verbiudung mit der Mikro- 
skopkamera Orthomat. UV-Erregerfilter: Schot~ UG 1 (1 ram) in Verbindung mit dem Rot- 
d~mpfungsfilter BG 38 (4 ram). UV-Sperrfilter: K 430. Filmmateriah Adox KB 14, Ansco- 
chrome 200 (24 DIN). 

Mit  allen drei  markier~en ACTt I -An t i s e ren  werden im H y p o p h y s e n v o r d e r -  
lalopen zwei K o m p o n e n t e n  darges te l l t :  

1. das  t~-Zel len-Adenom u n d  
2. ex t r aadenoma tSse  R-Zellen.  

Der  gesamte  Ze] lbes tand des Adenoms  zeiehne~ sich (lurch eine deut l iehe,  
stel lenweise aber  ungleiehm/~Bige Fluoreseenz aus, die topograph i seh  dem AusmaB 
der  Cy top lasmagranu l i e rung  entsprich~. Die Zellkerne s ind ausgespar t .  Das  

Fiir die Uberlassung yon Acethropan danken wir den Farbwerken Hoechst AG, der 
Ciba AG fiir fi~-~-Corticotropin und gerrn  Prof. Sc~wYzl~, Ziirich, ftir die Uberlassung 
yon fl~-~-Corticotropin. 
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Adenom hebt sich scharf gegen das extraadenomat6se Vorderlappengewebe ab. 
Adenomnahe fluorescieren tells singuli~re, teils in kleinen Gruppen angeordnete 
l%-Zellen. Dies sind vorwiegend groBe Elemente mit nicht fluorescierendem In- 
ternum und in der Zellperipherie positiver F]uorescenz. Umfi~rbungen gleicher 
Schnitte ergeben, d ~  es sich dabei um Crooke-Zellen handelt, in denen Kern 
und homogenisierte Cytoplasmaanteile nicht fluorescieren und Fluorescenz nur 
ira Bereich des Granularestbestandes angetroffen wird (Abb. 1). Erw~hnenswert 

Abb. l a  u. b. 962/65, 1VI. CUSHING: Randpartie eines l%-Zellenaclenoms des ttypophysenvorderlappens, a Immun- 
fluorescenz nach Beschichtung mit  Anti-Acethropan. Mit dera Granulierungsgrad korrespondierende Fluorescenz 
der Adenomzellen und fluorescierende extraadenomat(ise R-Zellen als Crooke-Zellen. b Gleicher Ausschnitt in 

der PAS-Trichromf~irbung. Yergr.: 322fach 

ist, da~ beim Vergleich von Einzelzellen intensivere Fluorescenzphiinomene in 
extraadenomatSsen l%-Zellen wahrgenommen werden. Dem f~rberischen Befund 
entsprechend scheint die Zahl der l%-Zellen auch immunhistologisch in der weiteren 
Umgebung des Adenoms vermindert zu sein. I~icht fluorescierende R-Zellen 
konnten nicht ermittelt werden. Fluorescenzph~nomene an S-Zellen, acidophilen 
oder chromophoben Elementen wurden nicht festgestellt. Die Fluorescenz intra- 
und extraadenomatSser R-Zellen wurde durch Vorbehandlung der Schnitte mit 
unmurkiertem Anti-ACTIt inhibier~, die fibrigen Kontrollen fielen negativ aus. 

Bespreehung 
CUSHING erkannte dem basophilen Adenom ira Hypophysenvorderlappen bei 

dem sparer nach ihm benannten Krankheitsbild ein pathogenetisches Primat zu, 
r~umte aber die MSglichkeit ein, dab die klinische Symptomatik Folgezustand 
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einer Stimulierung der Nebennierenrinde dureh das Adenom sein k6nnte. Dieser 
Auffassung wurde aueh in neuerer Zeit immer wieder mit dem Hinweis begegnet, 
dal~ basophile Vorderlappenadenome keineswegs in allen Fgllen yon M. Cushing 
vork/tmen und nieht selten als Nebenbefund bei endokrin Gesnnden im h6heren 
Lebensalter gefunden werden (PuRv~s). Mit dieser Einstellung w/tren Vorder- 
lappenadenome bei M. Cushing Nebenbefunde ohne pathogenetisehe Bedeutung. 
Im eigenen Material der letzten Jahre fanden wit in 5 yon 6 Fgllen yon M. Cushing 
hypophys/~r-hyothalamiseher Genese (ACTH-unabh/~ngige Formen yon Cushing- 
Syndrom und extrahypophys/~re eortieotrop aktive Gesehw/ilste ausgenommen) 
insgesamt 7 basophile und 1 ehromophobes Vorderlappenadenom; in 3 F/~llen 
lagen zwei Adenome vor. Wit vertreten die Meinung, dag eine derartige Ko- 
inzidenz nicht zufglliger Art ist, sondern betraehten diese Adenome als regulierte 
knotige Hyperplasien, die unter einer permanenten und der Tagesrhythmik ent- 
zogenen Stimulierung dutch hypothalamisehe Impulse vom Typ des Faktors CRF 
entstanden sind. Sie wfirden damit im Prinzip den knotigen Anpassungshyper- 
plasien peripherer endokriner Driisen auf glandotrope Impulse dureh Vorder- 
lappenhormone entspreehen. 

Als Sttitze fiir diese Hypothese fiihren wir an: 
1. Das Fehlen knotiger mneoidzelliger Ityperplasien im Vorderlappen bei 

M. Cushing sehlieBt ihre Bedeutung nieht aus, da diesem Stadium der Anpassung 
im Mlgemeinen die diffuse I-Iyperplasie voransgeht. 

2. Dutch das Vorkommen multipler mueoidzelliger knotiger ttyperplasien 
wird die Existenz eines fibergeordneten I~egulationsprinzips unterstriehen. 

3. Die Bedeutung von hypothMamisehen Impulsen, die wohl nieht nur einen 
Releasing-Faktor sondern aueh einen auf die ACTH-Bildungsst/~tten geriehteten 
Wachstums- und Produktionsfaktor einsehliegen, erhellt aus der Stimulierung 
vorhandener oder der Neuentstehung yon Vorderlappenadenomen naeh thera- 
pentiseher bilateraler Adrenalektomie bei M. Cushing. Es sei darauf hingewiesen, 
dab derartige Adenome naeh Nebennierenexstirpation aus anderer Indikation bzw. 
endogenem Ausfall der Nebennieren (ehroniseher tIypoeortisolismus) wie z.B. 
M. Addison tuberkul6ser Genese oder bei eytotoxiseher Nebennierenrindenatro- 
phie nieht vorkommen. 

4. Immunhistologiseh konnten wit naehweisen, dab ACTIt in den t~-Zellen 
der Adenohypophyse lokalisiert ist (HACI~EIST~ U. K~ACHT; K~ACI~T U. Mit- 
arb.); als wahrseheinlieh kann gelten, dag dieser Zelltyp zugleieh Produktionsort 
des eortieotropen Hormons ist. Knotige Vorderlappenhyperplasien bei M. Cushing 
bestehen im eigenen Material mit Ausnahme eines kleinen ehromophoben Adenoms 
in der Naehbarsehaft eines invasiv gewaehsenen basophilen Adenoms aussehlieg- 
lieh aus R-Zellen (ZIMMERMANN). Der Granulierungsgrad der l~-Zellen kann hierbei 
Sehwankungen unterliegen, so dag ohne Anwendung yon Spezialf/trbungen ehro- 
mophobe Elemente vorget/tuseht werden k6nnen. Aeidophile Adenome des Hypo- 
physenvorderlappens bei M. Cushing (HE,LAST U. DECOV~T) haben wir nieht 
gesehen. 

5. Naehdem die R-Zellen als Lokalisationsort des eortieotropen Hormons 
feststehen nnd in knotigen R-Zellen-tIyperplasien bei M. Cushing versehiedent- 
lieh hohe ACTH-Aktivit/iten biologiseh naehgewiesen werden konnten, fehlte bis- 
her der ACTII-Naehweis in R-Zellenadenomen bei M. Cushing mit morphologiseher 
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Methodik. Wit konnten im vorliegenden Fall immunhistologisch naehweisen 
dab ein R-Zellenadenom der Adenohypophyse bei M. Cushing mit  fluoreseierenden 
ACTIt-Antik6rpern reagiert. Wit sehliegen hieraus auf einen hohen ACTH-Gehalt  
des R-Zellenadenoms. 

Anf die besondere Klassifizierung des Zelltyps legen wir in Erweiterung der 
Mitteilung fiber immunhistologisehen ACTH-Naehweis in einem lediglieh als 
basophil eharakterisierten Vorderlappenadenom bei M. Cushing (L~z~oFF u. Mit- 
arb.) deshalb besonderen Wert, well der Bildungsort des eortieotropen Hormons 
in der Adenohypophyse des Mensehen erst in neuerer Zeit immunhistologiseh 
zugunsten der g-Zellen pr/izisiert warden konnte (PEARSE U. VA~ NOORI)E~, 
HACHNEISTER U. KRACHT, KRACtIT U. Mitarb.). Naehdem mit  der Perameisen- 
saure-Aleianblau-PAS-Orange G-Farbung eine weitere Untergruppierung des 
mucoidzelligen Zellpotentials m6glich ist, mug fiir vergleichende immunhisto- 
logisehe Untersuehungen die hente optimale eytologische farberische Zuordnung 
gefordert warden. Unsere Mitteilung sell deshalb zur vergleichenden immun- 
histologisch-fgrberisehen Differenzierung von einschlagigen kasuistisehen Beob- 
achtungen yon Vorderlappenadenomen bei M. Cushing anregen. 

Zusammenfassung 
In  einem Fail yon M. Cushing mit  bilateraler Nebennierenrindenhyperplasie 

wurde der immunhistologische ACTH-Nachweis in einem R-Zellenadenom des 
I typophysenvorderlappens und in extraadenomat6sen R-Zellen geffihrt. Mit 
diesem Befund wh'd die Annahme der ACTtI-Bildung in den R-Zellen der Adeno- 
hypophyse des Mensehen am Beispiel eines klassischen Krankheitsbildes gestiitzt. 

The Immunohistologieal Demonstration o~ ACTIt in a R.Cell-Adenoma 
ot the Anterior Lobe of the Pituitary in Cushing's Syndrome 

Summary 
In  a case of M. Cushing with bilateral hyperplasia of the adrenal cortex, 

ACTIt  was shown to be present immunohistologically in a pi tui tary R-cell ade- 
noma and in extradenomatous pituitary R-eells. This observation supports the 
theory that  in the human pituitary, ACTtt  is produced by  R-cells. 
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