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Immunohistologic,  Cytochemical and Electron-Microscopic 
Invest igat ions in Zollinger-Ellison-Syndrome 

Summary. One malignant extrapancreatic tumor detected in a case of Zollinger-Eltison 
syndrome was investigated by immunofluorescent, cytochemical and electron-microscope 
methods. Gastrin was demonstrated radioimmunologically in extracts of parapancreatic 
lymph node metastases. Only a minority of tumor cells showed specific immunofluorescence 
with anti-gastrin serum. This corresponds to the small number of secretory granules and can 
be interpreted as a high secretory activity. The cytochemical reactions correlated to the 
pancreatic D cell and in some cases to the antral G cell. 

Cytochemieal and ultrastructural methods revealed several different cell types. Tumor 
cells with small secretory granules different from G-cell granules were predominant. Besides 
tumor cells with large D-cell granules, a few Ec cells were demonstrated. 

Unexpected ultrastructural findings are complexes consisting of lysosomes, secretory 
granules and lipids. Their presence is discussed with reference to the synthesis of the peptide 
hormone and its lipoprotein carrier. 

Das Zollinger-Ellison-Syndrom ist klinisch durch eine exzessive S/iuresekretion 
des Magens, die oft yon  einer Diarrhoe begleitet ist, durch hartn/iekig rezidivic- 
rende, teilweise atypisch gelegenc peptische Ulccra und  durch einen intra- oder 
extrapankreat ischen Inselzell tumor gekennzeiehnet (Zollinger et al., 1955; 1968; 
Ottenjann,  1970). I n  60% handelt  es sich um maligne Tumorcn,  die bei der 
Diagnosestellung bereits iiberwiegend metastasiert  sind. I n  20% der tP/~lle liegt 
das Teilbild einer multiplen endokrinen Adenomatose  vor  (Ellison et al., 1967). 
Die extrapankreat ischen Tumoren  sind am haufigstcn in der Duodenalwand 
lokalisiert (Evans et al., 1972; Oberhelman et al., 1961; Oberhelman, 1972) und  
kommen  aueh in dcr Leber (Zakelj etal., 1969) und im Magen (Royston et al., 
1972) vor. Bei Fehlen eines Tumors  kann  auch eine Hyperplasie der G-Zellen im 
Magenant rum vorliegen (Cowley et al., 1973). Radioimmunologisch wurden stark 
crhShte Serumgastrinspiegel nachgewiesen (McGuigan et al., 1968 ; Sanchez etal., 
1972; Temperley et al., 1971), die nach totaler Gastrektomie auf subnormale 
Werte  abfallen k6nnen (Passaro et al., 1970 ; Yriesen etal., 1970). Aus den Tumo- 
ren konnten  Gastrin I und I I  sowie gleichfalls biologisch aktive sog. ,,big gastr in"-  
Frakt ionen extrahiert  werden (Gregory et al., 1967, 1972). 

Die bisherigen eytoehemischen und ultrastruktnrel len Vergleiche der Tumorzel- 
len beim Zollinger-Ellison-Syndrom mit  den Inselzellen des Pankreas  oder mit  den 
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disseminierten endokrinen Zellen im Magen-Darmtrakt  haben unterschiedliche, 
teilweise widersprfiehliche Befunde ergeben (Caval]ero et cd., 1967; Creutzfeldt 
et al., 1971). Es sollte dahcr  mit  kombinierten immunhistologisehen, cytochemi- 
schen und  elektronenmikroskopischen Methoden eine Charakterisierung eines 
Zollinger-Ellison-Tumors angestrebt  werden. 

Material and Methodik 
Bei einem 26]~hrigen Patienten mit einem Verschlugikterus wurden tumor5s infiltrierte 

parapankreatische Lymphknoten am Pankreaskopf exstirpiert (J-Nr. 2710/73). Vor 8 Jahren 
war eine Magenresektion nach Billroth I I  und vor 4 Jahren eine totale Gastrektomie wegen 
recidivierter peptischer Ulcera vorangegangen. 

Bei der Sektion 23 Tage nach dem operativen Eingriff (S-Nr. 249/73) land sich ein kirsch- 
grol]er Tumor unmittelbar im Bereich der Papilla Vateri, ferner bestanden weitere Lymph- 
knotenmetastasen. Das Pankreas war makroskopisch tumorfrei. 

Gewebe der Lymphknotenmetastasen vom operativen Eingriff wurde kurzzeitig in neutra- 
lem Formalin bei 4 °C, ferner in Bouinscher L6sung und in 6 % Glutaraldehyd-Phosphatpuffer 
sowie in 3% Glutaraldehyd-Cacodylatpuffer ffir elektronenmikroskopische Untersuchungen 
fixiert. Am kurzzeitig FormaHn-fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebe wurde 
Gastrin im Tumor immunhistologisch in der indirekten Technik mit Anti-Gastrinseren vom 
Kaninchen und FITC-m~rkiertem Anti-Kaninchen-y-Globulin naehgewiesem 

Folgende cytochemische Reaktionen wurden bei der jeweils optimalen Fixierung durch- 
geftihrt: PAS-Reaktion, Diazoniumreaktion, argentaffine Reaktion nach Masson-Hamperl, 
Carbodiimidreaktion, Bleih~matoxylinreaktion, Phosphorwolframs~ure-H~matoxylin nach 
Oxydation, Aldehydfuchsin nach Oxydation, Pseudoisocyanin nach S~urehydrolyse und Ver- 
silberungen nach Bodian in der Modifikation nach Grimelius (1964), nach HellerstrSm- 
Hellman und nach Grimelius (1968). 

Das in Glutaraldehyd-Cacodylatpuffer ~ixierte Gewebe wurde in s-Collidin-gepuffertem 
Osmiumtetroxyd nachSixiert, dehydriert und in Epon 812 eingebettet. Die Auswahl der 
Feinschnitte erfolgte anhand Toluidinblau-gef~rbter Semidfinnschnitte. Kontrastierung mit 
Uranylacetat und Bleicitrat. Mikroskopiert wurde am Siemens Elmiskop I (bei 80 kV). 

Ergebnisse 
Bei diesem Krankheitsbi ld handelt  es sich um ein Zollinger-Ellison-Syndrom 

mit  recidivierten peptischen Ulcer~ bei einem met~stasierten extrapankreat i -  
schen, Gastrin-bildenden Tumor.  Pr~operat iv  wurden radioimmunologisch er- 
h6hte Serumgastrinspiegel und  in den Tumormetas tasen  Gastrin nachgewiescn. 
(Ffir diese Angaben danke ich Herrn  Prof. Dr. Creutzfeldt, Medizinische Universi- 
ti~tsklinik, G6ttingen.) 

Lichtmikroskopische Be/unde 
Histologisch waren der Primiir tumor und  die Lymphkno tenmetas tasen  gleich- 

artig aufgebaut.  Neben vorwiegend soliden, carcinoidartigen Format ionen aus 
monomorphen  Zellen mit  gleichmiiBigen ovalen Zellkernen und meist schmalem 
Cytoplasma fanden sich auch trabekuli~re, teilweise girlandenf6rmige Tumor-  
formationen, die aus gr613eren Zellen mit  breitem hellem Cytoplasma bestanden. 
Einzelne Tumorzellen waren vakuol~r aufgetrieben. Zwischen den Zellstri~ngen 
lagen schmale Stromabezirke mit  kleinen BlutgefAl~en. Aul~er einer unscharfen 
Abgrenzung des Tumors  w~ren cytologische Merkmale der Malignit~t kaum 
nachweisbar. Amyloidablagerungen im Stroma l~gen nicht  vor. I n  den Semi- 
dfinnschnitten (Abb. 1) t reten zahlreiche kleine Cytoplasmavacuolen und tell- 
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Abb. 1. Solide Tumorformationen mit hellem, feinvacuol/irem Cytoplasma und monomorphen 
Zellkernen. Epon, Toluidinblau. Vergr. 630 × 

weise eine Toluidinblau-positive Granulierung am Gef~fipol einzelner Tumor- 
zellen hervor. 

Die Immuno/luorescenz mit Anti-Gastrinseren f/tllt lediglieh in umschriebenen 
Tumorbereiehen positiv aus (Abb. 2). Die Reaktionsorte sind bevorzugt die 
gef~t6nahen retronukle~ren Cytoplasmabereiehe. Daneben linden sieh Gastrin- 
bildende Zellen vereinzelt aueh innerhalb der soliden Zellverb~nde. 

Die cytochemischen Methoden erlauben im Vergleich zum postmortal autolytiseh 
ver~nderten Primi~rtumor eine bessere Aussage an den operativ entfernten 
Lymphknotenmet~stasen. Sie fallen qualitativ und quantitativ untersehiedlieh 
a u s .  

Die PAS- und Aldehydfuehsinreaktion naeh Oxydation waren negativ. Mit 
der Diazonium- nnd argentaffinen Reaktion sind ganz vereinzelt Ee-Zellen naeh- 
weisbar. Bei der Phosphorwolframs~ure-H~matoxylinf~trbung naeh Oxydation 
zeigen nur wenige Tumorzellen eine positive granulgre Reaktion. Die Carbodiimid- 
reaktion zeigt in einzelnen Zellen gef/~Bnah die Speieherung eines Carboxyl- 
gruppen-reichen Polypeptids an. Ausgedehnter fiel die Pseudoisoeyaninmeta- 
ehromasie und Fluoreseenz naeh Sgurehydrolyse aus (Abb. 3). Mit der Blei- 
h/imatoxylinreaktion stellten sieh gleiehfalls besonders die zum Gef£Bpol gelege- 
nen Cytoplasmabereiche positiv dar. Qualitativ weitgehend gleiehartig wie die 
Pseudoisoeyaninreaktion waren die Versilberungen naeh Bodian und naeh 
HellerstrSm-Hellman (Abb. 4a), bei denen sieh zahlreiehe argyrophile Zellen dar- 
stellten. In der Versflberung nach Grimelius (1968) zeigten die meisten Tumor- 
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Abb. 2. Immunfluorescenz einzelner Tumorzellen mit Anti-Gastrinserum (indirekte Methode 
mit FITC-markiertem Anti-Kaninchen-y-Globulin). Vergr. 630 × 

zellen eine feingranulgre Argyrophilie; diese war in zahlreichen Tumorzellen sehr 
ausgeprggt und gleichfMls bevorzugt in den gef/iBnahen Cytoplasmabereiehen 
lokalisiert (Abb. 4b). 

Elektronenmikroskopische Be/unde 
Uberwiegcnd enthielten die Tumorzellen nur wenige Sekretgranula (Abb. 5). 

Diese sind meistens klein und osmiophil mit dicht unliegendcr Membran. Daneben 
finden sich zahlreiche groge membranbegrenzte Lipidvacuolen, die teilweise 
einen schwach elektronendichten InhMt besitzen. Agranul~res endoplasmatisches 
Reticulum in vesikul~ren Formationen, freie Ribosomen und granuli~res endo- 
plasmatisches Reticulum waren herdf6rmig nachweisbar. Die Mitochondrien 
besitzcn ]amell~re Cristae. Kernnahe liegen Golgikomplexe und dichter gelagerte 
Cytofilamente. Die Zellkerne sind grog und euchromatinreich. Die Zellmembranen 
zeigen herdf6rmig ausgepr~gte Interdigitationen neben einzelnen Desmosomen. 
Ein sehr auffallender Befund sind in den fiberwiegend Granula-armen Zellen 
groge Komplexe, die nahe den Golgifeldern liegen und die aus Lipidvacuolen und 
einzelnen Sekretgranula mit randlicher osmiophiler Kondensation bestehen. Sie 
umgeben oft nadelf6rmige Spaltr~ume, die am ehesten herausgel6sten Lipiden 
entsprechen (Abb. 6 und 7). Diesen Komplexen bcnachbart liegen Vesikel mit 
scholligem osmiophilem Inhalt, die an Grannlolysefiguren erinnern. Ferner sind 
Zellabschnitte mit dichter gelagerten kleinen Granula, vereinzelt auch Zellen 
mit sehr grogen, schwach osmiophilen Sekretgranula und gleichfMls dicht an- 
liegender Membran nachweisbar (Abb. 5 und 8). Entsprechend den cytochemischen 
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Abb. 3. a Bevorzugt basale Metachromasie der Tumorzellen mit Pseudoisocyanin naeh 
S~urehydrolyse. b M~skierte Fluorescenz nach EC1-Pseudoisocyanin. Vergr. 630 × 
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Abb. 4. a Versilberung nach HellerstrSm-Hellman mit zahlreichen argyrophilen Tumorzellen. 
b Argyrophile l~eaktion nach Grimelius (1968) mit unterschiedlich intensiver, feingr~nul~rer 

Ausf~llung im Cytoplasma. Vergr. 630 × 
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Abb. 5. Tumorzellen mit wenigen, kleinen osmiophilen Sekretgranula (G), eine Zelle mit 
grof3en, sehwach osmiophilen G.ranula. Interdigitationen (1) der Zellmembranen mit angren- 

zenden Cytoplasmavesikeln (V). Vergr. 18773 × 
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Abb. 6. Ausbildung yon Komplexen aus Lipidv~kuolen (L) und Sekretgranula (S) neben 
einem Golgifeld (G). Im Cytoplasma einzelne Mitochondrien (M) und Cytofilamente (C). 

Vergr. a 14644× ; b 12750× 
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Abb. 7. Groge lysosomale Komplexe mit Lipiden und Sekretgranula nahe den Zellkernen (K). 
Vergr. a 17775× ; b 21333× 

23 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Bd. 361 
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Abb. 8. Tumorzelle mit z~hlreichen kleinen osmiophilen Sekretgr~nula und einzelnen mem- 
branbegrenzten Lipidvaeuolen (L) neben einer Zelle mit groBen Granul~ unterschiedlicher 

Elektronendichte. Vergr. 12027 × 
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Reaktionen sind die Sekretgranula in den gef~Bnahen Cytoplasmabereichen 
teihveise diehter gelagert. 

Adenome in den endokrinen Organen waren histologisch nicht nachweisbar. 

Diskussion 

Fiir die Klassifizierung ulcerogener pankreatiseher oder extrapankreatischer 
Tumoren sind neben der Extraktion mit radioimmunologischem oder biologischem 
Hormonnachweis immunhistologische Untersuchungen besonders bedeutsam. 
Der Nachweis Gastrin-bildender Zellen in einem Inseladenom gelang erstmals 
Creutzfeldt et al. (1971). In diesem Fall wie auch in anderen Adenomen (Vassallo 
et al., 1972) reagierten nur ein Tell der Tumorzellen, was im Einklang mit einer 
elektronenmikroskopisch nachgewiesenen Entgranulierung stand. Mit der Im- 
munfluorescenz konnte auch erstmals ein Tumor der Magenschleimhaut, der 
mSglicherweise yon den G-Zellen ausging, als Ursache eines Zollinger-ElIison- 
Syndrom nachgewiesen werden (Royston etal . ,  1972). Immunhistologische 
Untersuchungen ffihrten zu einer Differenzierung des Zollinger-Ellison-Syndrom 
in zwei Formen : beim Typ I (Cowley et al., 1973) liegt eine Hypergastrin/~mie bei 
Hyperplasie der antralen G-Zellen ohne Nachweis eines Tumors vor. Beim 
Typ II  besteht ein Gastrin-bildender Tumor oder eine Inselhyperplasie (Polak 
et al., t972). 

Anhand cytochemischer Reaktionen hat man die Zellelemente der Tumoren bei 
Zollinger-Ellison-Syndrom mit den D- und den Glukagon-bildenden A-Zellen 
der Pankreasinseln sowie mit den G-Zellen der Antrumschleimhaut verglichen. 
(Iberwiegend wurden die Tumorzel len als argyrophil-metachromatische Zellen be- 
schrieben (Bader et al., 1967; Becket, V., 1969; Cavallero et al., 1967; Schmidt 
st al., 1967 ; Tardini et al., 1969). Die argyrophilen Reaktionen sind in der Methode 
nach Bodian (Cavallero et al., 1967; Royston et al., 1972), nach Grimelius (1968) 
(Vassallo et al., 1972) oder nach ItellerstrSm-ttellman (Bader et al., 1967; Bret- 
holz et al., 1973 ; Cavallero et al., 1967 ; Schmidt et al., 1967 ; Vassallo et al., 1972) 
positiv. Teilweise fallen einzelne argyrophile Reaktionen aber aueh negativ aus 
(Bretholz et al., 1973; Creutzfeldt et al., 1969; Tardini et al., 1969; Waisman, 
1969). Weitere positive t~eaktionen ergeben sich in einem Teil der Tumorzellen 
mit der Bleih/imatoxylinreaktion (Vassallo et al., 1972) und der Phosphorwolf- 
rams~ure-Hgmatoxylinreaktion (Tardini etal . ,  1969; Waisman, 1969). Das 
Reaktionsspektrum der Tumorzellen entsprieht somit tiberwiegend den Pankreas- 
D-Zellen. Auch die Phosphorwolframs&ure-Hi~matoxylinf~rbung ist beim Men- 
schen nicht spezifisch ffir die A-Zellen, sondern stellt auch die D-Zellen dar 
(Manocchio et al., zit. nach Tardini et al., 1969). Daneben bestehen Parallelen 
zur G-Zelle ira Magenantrum, die gleiehfalls eine Argyrophilie in der Methodik 
nach Grimelius (1968), eine maskierte Metachromasie und positive Bleih/~ma- 
toxylinreaktion zeigt. 

W/~hrend ein negativer Ausfall der Immunhistologie durch eine weitgehende 
Itormonansschtittung erkl/irt werden kann, ist der negative eytochemische 
Reaktionsausfall bei zahlreichen Tumorzellen wohl weniger durch eine geringe 
Hormonspeicherung, sondern eher durch eine Abnahme eines Carboxylgruppen- 
reichen Trggerproteins bedingt. 

23* 
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Die elektronenmikroskopisehen Untersuchungen der Zollinger-Ellison-Tumo- 
ren und ibrer Metastasen haben sehr untersehiedliehe Befunde ergeben, wobei 
besonders die Struktur der Sekretgranula mit den A- und D-Granula der Insel- 
zellen verglichen wurde (Isenberg et al., 1973). (~berwiegend werden runde, 
membranbegrenzte osmiophile und relativ kleine Sekretgranula mit einem 
Durehmesser yon etwa 130--180nm beschrieben (Goldenberg etal . ,  1969; 
Greider et al., 1964, 1967; O'Neal et al., 1968; Tardini et al., 1969; Thiery et al., 
1966; Toker, 1967; Vassallo et al., 1972; Weiehert et al., 1971), die kleiner als die 
A~-Granula sind und die sich aueh yon den D- und G-Granula abgrenzen lassen. 
Blasse vesikuli~re Granulaformen wie in den antralen G-Zellen linden sieh nur 
selten (Creutzfeldt et al., 1969, 1971). Das gemeinsame Vorkommen yon Zellen 
mit kleinen Granula neben einzelnen Tumorzellen mit groBen, D-i~hnliehen 
Sekretgranula wird ebenso wie in diesem Fall vereinzelt besehrieben (Potet et al., 
1966; Weiehert etal . ,  1971). Ferner kommen vereinzelt aueh A2-Granula mit 
diehtem Kern und heller Augenzone vor (Goldenberg et al., 1969; Schulte et al., 
1969; Tardini et al., 1969; Toker, 1967; Waisman, 1969). Selten wurden daneben 
aueh B-Zellgranula nachgewiesen (Bretholz et al., 1973). 

Die fiberwiegende kleingranuli~re Form wurde in Iriiheren Mitteilungen auch als 
delta- oder alpha-Typ bezeiehnet. Paralle]en zu den D-Granula sind jedoch nut  
in wenigen Tumorzellen gegeben und bestehen eher zu den D1-Zellen in der 
Magensehleimhaut (Vassa]lo et al., 1971), deren Funktion noeh unklar ist. 

Beim Typ I des Zollinger-Ellison-Syndrom sind elektronenoptisch zahlreiche 
entleerte G-Zellen in der Antrumsehleimhaut nachweisbar (Cowley et al., 1973). 

Die zahlreiehen groBen Lipidkomplexe unter Einbeziehung yon Lysosomen 
und Sekretgranula wurden bisher in den Tumoren nieht besehrieben. Die Lokali- 
sation nahe den Golgifeldern sprieht ffir eine StSrung im Cyclus der Granulum- 
synthese oder der Lipoproteidbildung als Hormontr~ger. 

W~hrend die eytochemischen Befunde ~hnliche Reaktionen wie die G- und D- 
Zellen ergeben, finder sich elektronenoptisch fiberwiegend ein kleingranuli~rer 
Ze]ltyp, wobei lediglieh in einze]nen Tumorzellen auch D-Granula naehweisbar 
sind. Die Ultrastruktur der Gastrin-bildenden Tumoren unterseheidet sieh somit 
iiberwiegend yon der antralen G- und der Pankreas-D-Zelle (Creutzfeldt et al., 
1973), so dag ein spezifisches elektronenmikroskopisches Merkmal einer Gastrin- 
produktion in den Tumorzellen nieht vorliegt. 

Fiir die technische Assistenz danke ieh Frl. Dotzauer und Frl. Birkenstedt. 
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