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Eingegangen am 21. September 1965

In fritheren Arbeiten hatten wir mucoidzellige knotige Hyperplasien im Hypo-
physenvorderlappen bei M. Cushing hypothalamisch-hypophyséirer Genese als
R-Zellen-Adenome klassifiziert und sie als Reaktionsprodukt auf fehlregulierte
hypothalamische Impulse, d.h. als hyperplasiogene Geschwiilste im Sinne von
BUNGELER gedeutet (KRACHT, ZIMMERMANN, ZIMMERMANN 1. KrAcCHT). Immun-
histologisch konnten wir zeigen, daBl im Hypophysenvorderlappen des Menschen
nur R-Zellen mit fluorescierendem Anti-ACTH reagieren und deshalb als ACTH-
Depots bzw. als Bildungsstéitten des corticotropen Hormons angesehen werden
miissen (HacaMEISTER u. KracHT, KrACHT u. Mitarb.). Die bereits von Cusuing
gedulerte Annahme einer hormonalen Aktivitit basophiler Adenome wurde durch
den Nachweis von Nebennierenhypertrophie bei Mausen nach Implantation eines
basophil granulierten Adenoms (BERBLINGER) zwar gestiitzt, aber erst durch den
biologischen Nachweis hoher ACTH-Konzentrationen in Vorderlappenadenomen
bei M. Cushing objektiviert (BamN u. Mitarb., JATLER u. HoLuB u.a.). Es lag
deshalb nahe, diesen Nachweis auch immunhistologisch zu fithren und damit die
heute optimale cytologische Differenzierung der Adenomzellen zu verbinden.

Fallbericht. Frau H. M., 25 Jahre alt, hatte 1964 im Rahmen einer Priaeklampsie mit
systolischen Blutdruckwerten iiber 300 mm Hg eine Totgeburt. Sie bemerkte danach ver-
stirkten Haarausfall, Zunahme der Kinnbehaarung, Zunahme von Striae und stindigen
Gewichtsanstieg. Spéter stellte sich eine sekundédre Amenorrhoe ein, Wéhrend eines stationédren
Aufenthaltes auf der Inneren Abteilung eines auswirtigen Krankenhauses wurde der Ver-
dacht auf M. Cushing durch den Ausfall des Dexamethasonbelastungstests gestiitzt. Die
Patientin wurde zur Abklirung einer operativen Behandlung auf die IL. Med. Klinik des
Universititskrankenhauses Eppendorf verlegt. Bei der Aufnahme fanden sich ein Vollmond-
gesicht, ausgedehnte Stammfettsucht, acnedhnliche Efflorescenzen im Thoraxbereich, blag-
livide Striae an beiden Mammae sowie im Mittel- und Unterbauch. Ophthalmologisch:
Fundus hypertonicus 1-—2. Ausscheidung 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 mg/24 Std. Die Wieder-
holung des Dexamethasonbelastungstests spach erneut fiir eine bilaterale Nebennierenrinden-
hyperplasie. Sella: rontgenologisch o. B. Therapeutisch war eine einseitige Adrenalektomie mit
anschlieBender Hypophysenbestrahlung vorgesehen. Die Patientin starb 5 Tage nach Adrenal-
ektomie rechts an Thromboembolie.

Obduktion (S.-Nrt.962/65). Typischer M. Cushing. 4:3 mm grofiles Adenom des Hypo-
physenvorderlappens. Diffuse Nebennierenrindenhyperplasie links (10,65 g).

Mikroskopische Befunde. Rechte Nebenniere (Op.-Préparat 5388/65): Die Rinde ist méBig
verbreitert und in zwei Zonen unterteilt. Die auBen gelegene besteht aus Zellen mit hellem,
die innere aus Zellen mit kompaktem Cytoplasma. Die hellen Zellen sind fasciculir aus-
gerichtet. Der Befund entspricht einer méBiggradigen progressiven Umwandlung des duleren
Transformationsfeldes, wobei Fasciculatasdulen bis an die Kapsel heranreichen. Eine Z. glo-
merulosa ist nicht mehr nachweisbar.

* Herrn Prof. Dr. W. BUNGELER zum 65. Geburtstag.
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Linke Nebenniere (Obduktionspriparat): Die Rindenstruktur kontrastiert zu den zuvor
beschriebenen Verinderungen. Die Rinde ist wesentlich verbreitert, vor allem breiter als
auf der rechten Seite und zugunsten von Fasciculatastrukturen umgebaut. Die AuBenzone
und die an das Mark angrenzenden Rindenanteile sind gut lipoidhaltig, die tibrigen Rinden-
abschnitte weitgehend lipoidverarmt. Verschiedentlich finden sich Kapselautbriiche und
Proliferationen des Rindengewebes in das extraadrenale Fettbindegewebe, vereinzelt auch
extracapsulire Adenomknoten.

Hypophyse. Mikroskopisch findet sich ein in seinem Granulabestand variieren-
des iiberwiegend aber gut granuliertes und bindegewebig abgekapseltes mucoid-
zelliges Adenom. In der Farbung nach Gomomr firben sich die Granula mit
Chromhédmatoxylin, in der PAS-Trichromférbung (Prarsg) kriftig PAS-positiv
an; in der Perameisensdure-Alcianblau-PAS-Orange G-Fiarbung (Apams u. SWET-
TENHAM) nehmen sie den rotlich-violetten Farbton der R-Zellen an. In der un-
mittelbaren Umgebung des Adenoms finden sich im maBig komprimierten Vorder-
lappenrestgewebe zahlreiche R-Zellen mit homogenisiertem Cytoplasma und rand-
stédndigem Granulasaum (Crooke-Zellen). Im weiteren Abstand vom Adenom er-
scheinen die R-Zellen vermindert. S-Zellen kommen sparlich vor. Acidophile und
chromophobe Elemente weichen nicht von der Norm ab. Keine R-Zellen im
Hinterlappen.

Immunhistologie. Diinne Sagittalschnitte der 16 Std p. m. entnommenen Hypophyse

wurden bei 4° C 1 Std. lang in 10%igem neutralen Formalin fixiert und in Paraffin einge-
bettet. Paraffinschnitte wurden beschichtet mit:

a) durch Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-markiertem Anti-Acethropan (Hoechst),
Anti-g=2* und Anti-g-%-Corticotropin?;

b) durch Rhodamin B Isothiocyanat gekoppeltem Anti-f~%4- und Anti-f1-*-Corticotropin,
simtlich vom Kaninchen. Die Markierung der Antiseren und Kontrollseren erfolgte nach
der von HACHMEISTER u. KrRACHT mitgeteilten Methodik, die durch Anwendung der von
GorLDSTEIN u. Mitarb. entwickelten Verbesserung (Fraktionierung der markierten Seren auf
der DEAE-Cellulose-Sdule) erweitert wurde.

In Kontrolluntersuchungen erfolgte die Schnittbeschichtung mit:

1. unmarkiertem Anti-Acethropan gefolgt von markiertem Anti-Acethropan;

2. unmarkiertem Anti-g*—?*-Corticotropin gefolgt von markiertem Anti-f*-2*-Cortico-
tropin;

3. markiertem Serum unbehandelter Kaninchen.

AuBerdem wurden Paraffinschnitte von Leber, Milz und Niere von Mensch und Ratte
mit markiertem Anti-f1-2¢-Corticotropin beschichtet. Zur Beurteilung der Immunfluorescenz-
phénomene diente die Leitz-Fluorescenzeinrichtung mit Dunkelfeldkondensor und der Queck-
silberhéchstdrucklampe HBO 200 W am Ortholuxmikroskop in Verbindung mit der Mikro-
skopkamera Orthomat. UV-Erregerfilter: Schott UG 1 (1 mm) in Verbindung mit dem Rot-
dampfungsfilter BG 38 (4 mm). UV-Sperrfilter: K 430. Filmmaterial: Adox KB 14, Ansco-
chrome 200 (24 DIN).

Mit allen drei markierten ACTH-Antiseren werden im Hypophysenvorder-
lappen zwei Komponenten dargestellt:

1. das R-Zellen-Adenom und

2. extraadenomatose R-Zellen.

Der gesamte Zellbestand des Adenoms zeichnet sich durch eine deutliche,
stellenweise aber ungleichméBige Fluorescenz aus, die topographisch dem Ausmaf
der COytoplasmagranulierung entspricht. Die Zellkerne sind ausgespart. Das

1 Fiir die Uberlassung von Acethropan danken wir den Farbwerken Hoechst AG, der
Ciba AG fir fi-2*-Corticotropin und Herrn Prof. ScEwyzeRr, Ziirich, fir die Uberlassung
von f1-3-Corticotropin.
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Adenom hebt sich scharf gegen das extraadenomatdse Vorderlappengewebe ab.
Adenomnahe fluorescieren teils singulire, teils in kleinen Gruppen angeordnete
R-Zellen. Dies sind vorwiegend groBle Elemente mit nicht fluorescierendem In-
ternum und in der Zellperipherie positiver Fluorescenz. Umfirbungen gleicher
Schnitte ergeben, daBl es sich dabei um Crooke-Zellen handelt, in denen Kern
und homogenisierte Cytoplasmaanteile nicht fluorescieren und Fluorescenz nur
im Bereich des Granularestbestandes angetroffen wird (Abb. 1). Erwahnenswert

Abb. 1a u. b. 962/65, M. CUSHING: Randpartie eines R-Zellenadenoms des Hypophysenvorderlappens, a Immun-~

fluorescenz nach Beschichtung mit Anti-Acethropan. Mit dem Granulierungsgrad korrespondierende Fluorescenz

der Adenomzellen und fluorescierende extraadenomatose R-Zellen als Crooke-Zellen. b Gleicher Ausschnitt in
der PAS-Trichromfarbung. Vergr.: 322fach

ist, dafl beim Vergleich von Einzelzellen intensivere Fluorescenzphinomene in
extraadenomatosen R-Zellen wahrgenommen werden. Dem férberischen Befund
entsprechend scheint die Zahl der R-Zellen auch immunhistologisch in der weiteren
Umgebung des Adenoms vermindert zu sein. Nicht fluorescierende R-Zellen
konnten nicht ermittelt werden. Fluorescenzphénomene an S-Zellen, acidophilen
oder chromophoben Xlementen wurden nicht festgestellt. Die Fluorescenz intra-
und extraadenomatoser R-Zellen wurde durch Vorbehandlung der Schnitte mit
unmarkiertem Anti-ACTH inhibiert, die ibrigen Kontrollen fielen negativ aus.

Besprechung
CusmiNG erkannte dem basophilen Adenom im Hypophysenvorderlappen bei
dem spéter nach ihm benannten Krankheitsbild ein pathogenetisches Primat zu,
riumte aber die Moglichkeit ein, daf die klinische Symptomatik Folgezustand
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einer Stimulierung der Nebennierenrinde durch das Adenom sein koénnte. Dieser
Auffassung wurde auch in neuerer Zeit immer wieder mit dem Hinweis begegnet,
dafB basophile Vorderlappenadenome keineswegs in allen Féallen von M. Cushing
vorkémen und nicht selten als Nebenbefund bei endokrin Gesunden im héheren
Lebensalter gefunden werden (PurvEs). Mit dieser Einstellung wéiren Vorder-
lappenadenome bei M. Cushing Nebenbefunde ohne pathogenetische Bedeutung.
Im eigenen Material der letzten Jahre fanden wir in 5 von 6 Féllen von M. Cushing
hypophysir-hyothalamischer Genese (ACTH-unabhéngige Formen von Cushing-
Syndrom und extrahypophysére corticotrop aktive Geschwiilste ausgenommen)
insgesamt 7 basophile und 1 chromophobes Vorderlappenadenom; in 3 Fillen
lagen zwei Adenome vor. Wir vertreten die Meinung, dal eine derartige Ko-
inzidenz nicht zufélliger Art ist, sondern betrachten diese Adenome als regulierte
knotige Hyperplasien, die unter einer permanenten und der Tagesrhythmik ent-
zogenen Stimulierung durch hypothalamische Impulse vom Typ des Faktors CRF
entstanden sind. Sie wiirden damit im Prinzip den knotigen Anpassungshyper-
plasien peripherer endokriner Driisen auf glandotrope Impulse durch Vorder-
lappenhormone entsprechen.

Als Stiitze fiir diese Hypothese fithren wir an:

1. Das Fehlen knotiger mucoidzelliger Hyperplasien im Vorderlappen bei
M. Cushing schlieBit ihre Bedeutung nicht aus, da diesem Stadium der Anpassung
im allgemeinen die diffuse Hyperplasie vorausgeht.

2. Durch das Vorkommen multipler mucoidzelliger knotiger Hyperplasien
wird die Existenz eines tibergeordneten Regulationsprinzips unterstrichen.

3. Die Bedeutung von hypothalamischen Impulsen, die wohl nicht nur einen
Releasing-Faktor sondern auch einen auf die ACTH-Bildungsstiatten gerichteten
Wachstums- und Produktionsfaktor einschlieBen, erhellt aus der Stimulierung
vorhandener oder der Neuentstehung von Vorderlappenadenomen nach thera-
peutischer bilateraler Adrenalektomie bei M. Cushing. Es sei darauf hingewiesen,
daB derartige Adenome nach Nebennierenexstirpation aus anderer Indikation bzw.
endogenem Ausfall der Nebennieren (chronischer Hypocortisolismus) wie z.B.
M. Addison tuberkuldser Genese oder bei cytotoxischer Nebennierenrindenatro-
phie nicht vorkommen.

4. Immunhistologisch konnten wir nachweisen, daffi ACTH in den R-Zellen
der Adenohypophyse lokalisiert ist (HacuMEISTER u. KRACHT; KRACHT u. Mit-
arb.); als wahrscheinlich kann gelten, dall dieser Zelltyp zugleich Produktionsort
des corticotropen Hormons ist. Knotige Vorderlappenhyperplasien bei M. Cushing
bestehen im eigenen Material mit Ausnahme eines kleinen chromophoben Adenoms
in der Nachbarschaft eines invasiv gewachsenen basophilen Adenoms ausschlief3-
lich aus R-Zellen (ZmMMERMANN). Der Granulierungsgrad der R-Zellen kann hierbei
Schwankungen unterliegen, so dal ohne Anwendung von Spezialfirbungen chro-
mophobe Elemente vorgetduscht werden kénnen. Acidophile Adenome des Hypo-
physenvorderlappens bei M. Cushing (Herrant u. DECOURT) haben wir nicht
gesehen.

5. Nachdem die R-Zellen als Lokalisationsort des corticotropen Hormons
feststehen und in knotigen R-Zellen-Hyperplasien bei M. Cushing verschiedent-
lich hohe ACTH-Aktivitdten biologisch nachgewiesen werden konnten, fehlte bis-
her der ACTH-Nachweis in R-Zellenadenomen bei M. Cushing mit morphologischer
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Methodik. Wir konnten im vorliegenden Fall immunhistologisch nachweisen
daB ein R-Zellenadenom der Adenohypophyse bei M. Cushing mit fluorescierenden
ACTH-Antikérpern reagiert. Wir schlieen hieraus auf einen hohen ACTH-Gehalt
des R-Zellenadenoms.

Auf die besondere Klassifizierung des Zelltyps legen wir in Erweiterung der
Mitteilung iiber immunhistologischen ACTH-Nachweis in einem lediglich als
basophil charakterisierten Vorderlappenadenom bei M. Cushing (LEzNoFr u. Mit-
arb.) deshalb besonderen Wert, weil der Bildungsort des corticotropen Hormons
in der Adenohypophyse des Menschen erst in neuerer Zeit immunhistologisch
zugunsten der R-Zellen prézisiert werden konnte (PEARSE u. vaAN NOORDEN,
HacaMBISTER u. KRACHT, KrACHT u. Mitarb.). Nachdem mit der Perameisen-
sdure-Alcianblau-PAS-Orange G-Farbung eine weitere Untergruppierung des
mucoidzelligen Zellpotentials moglich ist, mul} fiir vergleichende immunhisto-
logische Untersuchungen die heute optimale cytologische farberische Zuordnung
gefordert werden. Unsere Mitteilung soll deshalb zur vergleichenden immun-
histologisch-farberischen Differenzierung von einschidgigen kasuistischen Beob-
achtungen von Vorderlappenadenomen bei M. Cushing anregen.

Zusammenfassung

In einem Fall von M. Cushing mit bilateraler Nebennierenrindenhyperplasie
wurde der immunhistologische ACTH-Nachweis in einem R-Zellenadenom des
Hypophysenvorderlappens und in extraadenomatésen R-Zellen gefithrt. Mit
diesem Befund wird die Annahme der ACTH.-Bildung in den R-Zellen der Adeno-
hypophyse des Menschen am Beispiel eines klassischen Krankheitsbildes gestiitzt.

The Immunochistological Demonstration of ACTH in a R-Cell-Adenoma
of the Anterior Lobe of the Pituitary in Cushing’s Syndrome
Sammary
In a case of M. Cushing with bilateral hyperplasia of the adrenal cortex,
ACTH was shown to be present immunohistologically in a pituitary R-cell ade-
noma and in extradenomatous pituitary R-cells. This observation supports the
theory that in the human pituitary, ACTH is produced by R-cells.
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