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Ultrastructure of Pituitary Adenomas in Cushing’s Syndrome after Adrenalectomy

Summary. Four pituitary tumors of patients adrenalectomized for bilateral adrenal hyper-
plasia with Cushing’s syndrome 4—12 years before, were classified histologically as mucoid
cell adenomas. Histochemically the tumor cells reacted like normal ACTH cells. The ultra-
structure showed cells with multipolar outlines tending to surround other cells, large Golgi
complexes, many immature secretory granules, a lot of mature granules with perigranular
membranes and 200—600my in diameter, scattered particles of endoplasmic reticulum, a
great abundance of ribosomes, pleomorphic mitochondria, a few small accumulations of fine
filaments, and moderate pleomorphism of the nuclei with distinet nucleoli and sporadically
cytoplasmic invaginations. It can be assumed that these adenomas developed from hyper-
plasias of ACTH cells. In all cases elevated levels of ACTH had been found in the plasma.

Beim Cushing-Syndrom mit bilateraler Nebennierenrindenhyperplasie wird,
sofern keine paraneoplastische ACTH-Produktion vorliegt, heute eine primér hypo-
thalamische Stérung angenommen (Kracht, 1963 ; Rovit und Duane, 1969). Durch
Aufhebung der normalen Tagesrhythmik in der Sekretion des Corticotropin-
releasing-factors kommt es zu einer verstirkten Stimulation der ACTH-Zellen
des Hypophysenvorderlappens und damit zu einer stark erhdhten ACTH-Pro-
duktion (Liddle et al., 1962 ; Retiene ef al., 1965; Nelson et al., 1966). Nach Adrenal-
ektomie entfallt der hemmende Einflul des Cortisols, so dafl die hypothalamische
Stimulation der ACTH-Zellen weiter verstdrkt wird. Diese hormonale Situation
begiinstigt die Entstehung hyperplasiogener Hypophysenadenome, von denen
bisher mehrere Dutzend Yille veroffentlicht sind (Labhart und Miiller, 1971).
Histologisch wurden diese Tumoren als chromophobe (Nelson ef al., 1958 ; Cassidy,
1960; Nelson et al., 1960), als gemischt chromophob-basophile (Siebenmann, 1955;
Montgomery ef al., 1959; Cassidy, 1960) oder als mucoidzellige Adenome (Rees
und Bayliss, 1959) klassifiziert. Da die Basophilie der Tumorzellen wie die nor-
maler Vorderlappenzellen einschlieBlich der ACTH-Zellen generell weit, schwicher
ausgebildet ist als ihre Affinitdt zu schleimfiarbenden Substanzen, sollte der Be-
griff ,, basophil“ durch ,,mucoidzellig “ ersetzt werden. Dariiberhinaus sind viele,
mit Haemalaun chromophobe Vorderlappenzellen durch das Frgebnis der PAS-
Reaktion den mucoiden Zellen zuzurechnen (Pearse, 1952). So liegt die Vermutung
nahe, dal} die erwihnten, als chromophobe Adenome verdffentlichten Tumoren

* Mit Unterstiitzung durch den Sonderforschungsbereich Endokrinologie (SFB 34) der
Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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sich bei Uberpriifung mit der PAS-Firbung als mucoidzellige Adenome heraus-
stellen.

Ultrastrukturelle Untersuchungen mucoidzelliger Hypophysenadenome sind
bisher nur in Kinzelkasuistiken (Foncin und LeBeau, 1963; Fukumitsu, 1964 ;
Bergland und Torack, 1969), in Ubersichten (Pelletier und Einstein, 1971) oder
in Kurzmitteilungen (Hachmeister ef al., 1971 ; Saeger, 1973) veroffentlicht.

Es soll daher in dieser Arbeit die Ultrastruktur von nach Adrenalektomie
aufgetretenen Hypophysenadenomen beschrieben und dariiberhinaus versucht
werden, Vergleiche mit den normalen ACTH-Zellen zu ziehen und die Ergebnisse
dem klinischen Krankheitsbild zu korrelieren.

Material und Methodik

Zur Untersuchung gelangten vier Hypophysenadenome! von Cushing-Patienten?, die
wegen beidseitiger Nebennierenrindenhyperplasie 4—12 Jahre zuvor adrenalektomiert worden
waren. Alle Tumoren wurden auf transnasalem-transsphenoidalem Zugangsweg exstirpiert!.
Zur histologischen Untersuchung wurde das Tumorgewebe in neutralem Formalin fixiert, in
Paraffin eingebettet und mit Hématoxylin-Eosin, Azan, PAS und Perameisensiure-Alcian-
blau-PAS-Orange G nach Adams und Swettenham (1958) gefarbt.

Fiir die Elektronenmikroskopie wurden 15 Gewebsstiicke von jedem Tumor aufgearbeitet:
Fixierung in 3 % Glutaraldehyd/Cacodylatpuffer bei einem pH von 7,2—7,4, Nachfixierung
in s-Collidin gepuffertem Osmiumtetroxyd, Einbettung in Epon 812. Anfertigung von To-
luidinblau- und PAS- gefirbten Semidiinnschnitten, nach denen die Auswahl fir die Fein-
schnitte erfolgte. Diese wurden auf dem Ultramikrotom Reichert hergestellt und in wésseri-
gem Uranylacetat und Bleicitrat kontrastiert. Mikroskopiert wurde mit dem Zeiss Elektronen-
mikroskop EM 9 a.

Befunde
Histologie
Histologisch zeigen die Tumoren einen soliden bis medulliren Aufbau. Die
Zellen sind iiberwiegend monomorph strukturiert (Abb. 1a). Thre Zellkerne be-
sitzen neben einem mittelméiBig ausgebildeten Chromatingeriist vielfach pro-
minente Nucleolen. Das Cytoplasma ist iiberwiegend feingranuldr, was an dem in
Epon eingebetteten Material besonders gut darstellbarist (Abb. 1b). Histochemisch
148t sich mit Haemalaun eine geringe, mit PAS dagegen eine stark ausgeprigte
Anfirbung nachweisen. Diese PAS-Positivitit bleibt nach Oxydation durch
Perameisensiure in der Methode von Adams und Swettenham (1958) erhalten. Das
farberische Verhalten gleicht also vollig dem der normalen ACTH-Zelle. Capillaren
sind reichlich vorhanden. Percapillires Stroma ist nur gering entwickelt.

Ultrastruktur

Elektronenoptisch lassen sich, von Nuancen abgesehen, in allen vier Tumoren
gleichartige Befunde erheben.

Die Zellmembranen besitzen villése Ausstiilpungen in das Interstitium (Abb. 4).
Man erkennt reichlich Ausschleusungsvorginge von Sekretgranula (Abb. 4).

1 Wir danken Herrn Prof. Dr. Kautzky (Neurochirurgische Abteilung) fiir die Uberlassung
des Gewebsmaterials.

2 Herrn Prof. Dr. Nowakowski (Geschiftsfithrender Direktor der II. Medizinischen Uni-
versitéitsklinik) verdanken wir die klinischen Angaben.
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Abb. 1. a (Fall 2) Mucoidzelliges Hypophysenadenom: Kerne teils chromatindicht und kom-
pakt, teils mit lockerem Chromatin. Cytoplasma feingranulér (PAS-positiv). Einzelne Capil-
laren. Perameisensiiure-Alcianblau-PAS-Orange G. Vergr. 545 x. b (Fall 2) Mucoidzelliges
Hypophysenadenom: Zellen mit Ausldufern, Cytoplasma mit peripher betonter Granulierung,
vereinzelt eine wabige Auflockerung (W), Kerne mit prominenten Nucleolen. Capillare (K).
Toluidinblau (Semidiinnschnitt). Vergr. 1120 x



Abb. 2. a (Fall 3) Adenomzellen mit langen Zellausldufern, reichlichen Mitochondrien (M),
zum Teil gedoppelten Golgifeldern (G) sowie teils diffus und teils peripher angeordneten
Sekretgranula. Vergr. 8000 X. b (Fall 3) Adenomzellen mit dilatiertem Ergastoplasma (R),
Golgifeldern (&), Mitochondrien (M), Sekretgranula und einer kleinen Lipidvacuole (L) sowie
einer Cytoplasmainvagination (I) und einem Nucleolusanschnitt (N) im Kern. Vergr. 9200 X
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Abb. 3. a (Fall 1) Adenomzellen mit grofem Golgifeld (&), reichlich Prosekretgranula (P),

stummelférmigem Ergastoplasma (R), Gberwiegend in Gruppen angeordneten freien Ribo-

somen (r) und ovalen bis kommaférmigen Mitochondrien (M). Vergr. 9800 X. b (Fall 3)

Adenomzellen mit sehr groBem, zum Teil cystisch dilatiertem Golgifeld (&), vielen unterschied-

lich groflen Sekretgranula (8) und gruppenférmig angeordneten freien Ribosomen (r). Vergr.
00 <
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Abb. 4. (Fall 3) Adenomzellen mit villdsen Membranausstiilpungen (V), Ausschleusungen von

Sekretgranula in den Intercellularraum (8), bis 500 my. groBen Sekretgranula, m#Big pleo-

morphen Mitochondrien (), stummelférmigem Ergastoplasma (R), einem Golgifeld (&),
kleinen Cytofilamentbiindeln (C) und kleinen Lipidkérpern (L). Vergr. 15100 X
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Abb. 5. (Fall 3) Adenomzellen mit gedoppeltem Golgifeld (G), peripher angeordneten Sekret-

granula, stummelférmigem Ergastoplasma (R), freien Ribosomen (r), feinen Cytofilament-

biindeln (0), Lipid-Pigmentkérpern (L) und Cytoplasmainvaginationen (I) sowie kompaktem
Nucleolus (V) des Kerns. Vergr. 11800 x



Abb. 6. (Fall 4) Adenomzellen mit grofien Cytoplasmavacuolen (Va), anisomorphen Sekret-
granula, wenig Ergastoplasma (R), einem Lipidkérper (L) und Cytoplasmainvagination des
Kerns (I). Vergr. 14000 x
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Desmosomen kommen vor. Viele Zellen besitzen lange Zellausliaufer (Abb. 1b, 2),
die ihnen eine zipfelige, zum Teil sternférmige Gestalt geben und gelegentlich zu
Zellumschlingungen fiihren. Durch Einzelzellnekrosen mit Desquamation der
. Zellreste in den Interzellularraum entstehen vereinzelt pseudoacinése Formationen.

Der Organellengehalt ist tiberwiegend reichlich. Von dem proteinbildenden
Apparat ist der Golgikomplex stark entwickelt, wihrend das rauhe endoplasmatische
Reticulum tiberwiegend nur in kleinen, teilweise etwas dilatierten Stummeln
vorliegt (Abb. 3b, 4, 5). GroBere Areale mit parallel geordneten Cytomembran-
systemen fehlen vollig. Freie Ribosomen sind in groBer Zahl erkennbar und ordnen
sich zum Teil in gréBeren Komplexen (Polysomen) an (Abb. 3b, 4, 5). Die Golgi-
felder sind vielfach ausgedehnt, wobei ihre Cisternen stellenweise erweitert sind
(Abb. 3). In ihrer Umgebung finden sich viele membranbegrenzte Prosekret-
granula (Abb. 3a, 4, 5). Reife Sekretgranula sind reichlich vorhanden. Sie werden
von einer Membran umgeben und sind besonders entlang der Zellmembran ange-
ordnet (Abb. 2, 4, 5). Thr Durchmesser betrigt iiberwiegend 200 bis 300 my,
doch kommen auch grofiere (bis 600 my) Granulaformen vor.

Abbauprodukte in Form von Lipidkirpern sind nur sparlich nachweisbar und
iberwiegend klein (Abb. 5). Vereinzelt ist ibnen etwas Pigment angelagert. In
zwel Fillen (Fall 2 und besonders Fall 4) fanden wir elektronenoptisch leere intra-
cytoplasmatische Vacuolen (Abb. 6), deren lichtoptisches Korrelat in einer schau-
migen Cytoplasmaauflockerung besteht (Abb. 1b).

Die Mitochondrien sind in manchen Zellen dichtgelagert, in anderen nur spér-
lich vorhanden. Thre Form ist variabel. Neben ovalen kommen auch komma- und
hantelférmige Varianten vor (Abb. 4). Thre Christae sind meistens parallel ange-
ordnet (Abb. 3, 4, 5). Cytofilamente finden sich nur vereinzelt in kleinen Biindeln
(Abb. 4, 5).

Die Kerne sind méBig pleomorph. Neben ovalen chromatinarmen sieht man
auch unregelméflig begrenzte Kernformen mit vermehrtem Heterochromatin-
gehalt. Die Nucleolen sind vielfach prominent (Abb. 5). Vereinzelt sind Kern-
vacuolen und Cytoplasmainvaginationen (Abb. 2, 5) nachweisbar.

Diskussion

Die von uns beschriebenen mucoidzelligen Hypophysenadenome zeigten ein
gleichartiges histochemisches Verhalten wie die normalen, nicht blastomatésen
ACTH-Zellen. Andere Untersucher konnten mit gleichartigen Farbemethoden
und zusétzlicher Anwendung der Immunhistologie den Nachweis erbringen, daB
es sich tatsidchlich um ACTH-Zelladenome handelt (Kracht ef al., 1966). Da ein
immunhistologischer ACTH-Nachweis im ultrastrukturellen Bereich auf noch
nicht vollsténdig geloste methodische Schwierigkeiten st68t und auch vergleichende
histochemisch-elektronenoptische Untersuchungen an demselben Schnitt sehr
erschwert sind, kann die ultrastrukturelle Identitat der ACTH-Zelle noch nicht als
vollig gesichert angesehen werden.

So ist man auf Analogieschliisse aus Tierexperimenten angewiesen. Diese be-
ruhen auf stimulierenden (durch Adrenalektomie) (Siperstein und Allison, 1965;
Kurosumi und Kobayashi, 1966; Siperstein und Miller, 1970; Pelletier und Raca-
dot, 1971) oder supprimierenden (durch Gabe von Glucocorticoiden) (Farquhar,
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1957; Yamada und Yamashita, 1967) VersuchsmaBnahmen. Aus den Ergebnissen
lieBen sich ultrastrukturelle Charakteristika der ACTH-Zelle ableiten (Kurosumi,
1968 ; Lawzewitsch et al., 1972). Als solche gelten:

1. Die Zellform ist unregelmaBig bis sternférmig unter Ausbildung langer Fort-
sitze, die meistens einerseits an einer Blutcapillare und andererseits an einer
follikeldhnlichen Lichtung enden.

2. Die Sekretgranula sind fast immer membranbegrenzt und zum Teil von
einem hellen Hof umgeben. Sie sind uberwiegend entlang der Zellmembran ange-
ordnet.

3. Golgifelder sind deutlich entwickelt, rauhes endoplasmatisches Reticulum
dagegen nur gering. Freie Ribosomen liegen disseminiert in kleinen Gruppen.

Ein Vergleich der Tumorzellen mit diesen Merkmalen der nicht blastomatdsen
ACTH-Zellen ergibt, daB generell eine Ubereinstimmung im Organellenbild zu
erkennen ist. Abweichungen ergeben sich in der quantitativen Ausprigung ein-
zelner Cytoplasmabestandteile. So ist das rauhe und endoplasmatische Reticulum
zwar nicht oder nur gering vermehrt, freie Ribosomen bzw. Polysomen dagegen
sind zahlreich vorhanden. Der Golgiapparat ist vielfach stirker ausgebildet. Die
Prosekretgranula sind vermehrt. Gleichartige Verdnderungen fanden Yamada und
Yamashita (1967), Kurosumi (1968), Siperstein und Miller (1970) sowie Pelletier
und Racadot (1971) in der ACTH-Zelle der Rattenhypophyse nach Adrenal-
ektomie. Es 148t sich daraus eine verstirkte endokrine Sekretion ableiten, die
auch in der vermehrten Ausschleusung reifer Sekretgranula zum Ausdruck
kommt. Die Grofe der Sekretgranula ist variabel, wihrend sie in der normalen
ACTH-Zelle gleichbleibend etwa 200 my. betragt. Anisomorphe Granula in mucoid-
zelligen Hypophysenadenomen stellten auch Fukumitsu (1964) sowie Bergland
und Torack (1969) fest.

Die stellenweise erkennbaren Cytoplasmavacuolisierungen dhneln den Ver-
énderungen, die nach Kastration in den ebenfalls zum Mucoidzellkomplex zéih-
lenden Gonadotropin-bildenden Zellen auftreten und von Yoshimura und Haru-
miya (1965), Foncin und LeBeau (1966), Heap ef al. (1971) sowie Tixier-Vidal
et al. (1972) beschrieben wurden.

GroBere Biindel von Cytofilamenten fanden wir im Gegensatz zu Bergland
und Torack (1969) nicht. Solche Befunde wiren wahrscheinlich als Indiz gehemm-
ter Sekretionsaktivitit zu werten, da sie in besonders ausgepragter Form die
Crooke-Zelle kennzeichnen (Wagermark und Werséll, 1968; deCicco et al., 1972;
Schochet et al., 1972), die als maximal supprimierte ACTH-Zelle angesehen wird.

Ultrastrukturelle Hinweise fiir die im Vergleich zu nicht blastomatésen ACTH-
Zellen erhohte Wachstums- und Teilungsrate der Tumorzellen bestehen in einer
Zunahme der nucledren und cytoplasmatischen RNS, einer Anisomorphie der
Mitochondrien und Kerninvaginationen (David, 1970).

Zusammenfassend 158t sich zur einleitend erwihnten Problematik feststellen,
daB es sich bei den vier Hypophysentumoren um wahrscheinlich Ayperplasiogen
entstandene mucoidzellige Adenome handelt, die histochemisch und ultrastrukturell
Ahnlichkeiten mit den ACTH-Zellen der normalen Adenchypophyse besitzen, so
daB ihre Entstehung aus diesem Zellsystem offensichtlich. ist. Elektronenmikro-
skopisch finden sich Zeichen fiur eine erhdhte Aktivitit, die den klinisch nachge-
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wiesenen erhéhten ACTH-Spiegeln im Plasma® entspricht. Die bei 3 Patienten
ausgeprigte Hyperpigmentierung der Haut (Fall 1—3) beruht entweder auf
einer MSH-ahnlichen Wirkung des ACTH oder auf einer zusitzlich vermehrten
Sekretion des MSH selbst (Siebenmann ef al., 1971).

Fir die sorgfiltige technische Mitarbeit sei Frau E. Grabow, Frl. B. Dotzauer und Frl.
C. Drescher vielmals gedankt.
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