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TUMORAL PANKREAS DOKULARINDA EPIDERMAL GROWTH FAKTOR
RESEPTORLERININ (EGF-R) DAGILIMININ IMMUNOHISTOKIMYASAL

OLARAK BELIRLENMESI

OZET

Epidermal blyume faktort (Epidermal Growth Factor) polipeptit yapisinada
olup hiicre yiizeyinde bulunur. EGF, EGF reseptorlerine baglanarak hiicresel olaylari

duzenler.

Bu calismada insan timoral pankreas dokularinda EGF reseptorlerinin
dagilimi immunohistokimyasal yontemlerle isk mikroskobu diizeyinde incelendi.

TUmoral pankreas dokulari, ampulla Vateri’ de gelisip pankreasa invazyon gosteren
adenokarsinomlar olmak Uzere 2 farkli tipte incelendi. Primer adenokarsinomlu pankreas
dokularinda asiner hiicrelerde, kanal boyanma zayifti. Ampulla Vateri’ de gelisip pankreasa
invazyon gosteren adenokarsinomlarda asiner hiicreler, kanal hiicreleri ve Langerhans adacigi
pozitif boyanma gosterdi.

Mitotik aktivitenin artmasina bagli olarak EGF reseptorleri timoral
dokularda belirgin olarak saptandi.

Anahtar kelimeler: epidermal growth faktor reseptor, pankreas, immunohistokimya



SUMMARY

Epidermal growth factor is a mitogenic polypeptide that binds to the EGF
receptors and regulates a variety of a cellular processes.

We examined the distribution of epidermal growth factor receptors in adult pancress,
newborn pancreas and in human pancreatic tumors.

Two types of pancreatic tumors were included in this study: Primary adenocarsinoma
of pancreas and a metastatic adenocarsinoma of pancreas, derived from Ampulla veteri.

EGF R immunostaining of acini and pancreatic ducts were stronger and well
recognized when compared to weaker immunostaining of iglets.

In invasive adenocarsinomas of pancreas derived from ampulla Vateri, EGF
receptors showed strong immunostaining patterns in acini pancreatic ducts and Langerhans

cdls
Epidermal growth factor receptors predominantly observed in tumoral tissues. Because

of the increased mitogenic activity in tumoral tissues EGF receptor densities are increased,
thus making stronger immunostaining.

Key words. epidermal growth factor receptor, pancreas, immunohistochemistry



GIRIS

S.Cohen Sinir Blylume Faktori (Nerve Growth Faktorl, NGF) izole etmek Uzere
calismalar yaparken, bezlerden hazirladigi ekstrenin NGF den farkli etkide bulundugunu
gbzlemistir. Bunu yenidogan farelere her gin enjekte ettiginde goz kapaklarinin erken
acildigini, dislerin erken patladigini saptamistir. Daha sonraki calismalarinda bu etken
maddeyi izole etmis ve bunun epidermisin gelisimini hizlandirdigini saptamistir. Bu etken
maddeye epidermal btyume faktori (Epidermal Growth Faktor , EGF) adini vermistir (1,2).

EGF 53 aminoasitli olup alanin, fenilalanin ve lizin disinda tim aminoasitleri
bunyesinde bulundurur. Molekl agirligi 6040 daltondur. Epidermal ve mezotelyal hiicrelerde
mitojenik 6zellige sahiptir. Idrarda, mide ve pankreas sivisinda seminal sivida, prostat sivis,
st ve kanda bulunmaktadir. Ayni zamanda ¢ok c¢esitli dokularda varligi saptanmistir.

EGF hticre yuzeyinde bulunan resepttrlere baglanarak islev yapar (3,4).

Bu reseptorler kan hicreleri disinda cok genis hiicre ve dokularda tanimlanmistir.
Yiksek baglama kapasiteli reseptorler fibroblostlarda, kornea ve lenste, ince bagirsak
epitelinde, glia hiicrelerinde gosterilmistir (5-7).

EGF reseptérinin molekdl agirligi 170.000 daltondur. Reseptdrde bulunan tirozin
Ozgun protein kinaz aktivites gosterir. Tirozin kinazlar ilk tirozinin fosforilosyonu mitojenler
tarafindan badatilan ilk intrasellUler sinyaldir (6,8,9,10).

Hucre disinda EGF, resepttri ile bir hiicre disinda EGF, reseptorl ile birlesmektedir.
EGF, reseptoriin sitoplazmik bdlimtndeki tirozin kinazi aktive etmektedir (5,6,11).

Blyime fatorlerinin hiicre cogalmasinda ve farklanmasinda 6énemli rol oynadiklari
pek cok calismada belirtilmistir. Normal dokularda cogalma ve farklanma, ¢cok yonli olarak
buyume faktorlerinin kontrolt altindadir. Son yillarda arastirmalarda yara iyilesmesinde ve
karsinogenezisde de biytime faktorlerinin etkili olduklari gosterilmistir. Bununla birlikte

bazenislem kontrolden ¢ikmakta ve sonugta timor dokulari olusmaktadir (12-14).



Bu calismada, EGF reseptérlerinin pankreas timorlerinde tanimlanmasinin ve bu
dokulardaki dagilimlarinin tam olarak belirlenmesinin 6nemli olacagi dustinuldd. Bunun igin
tumoral pankreas dokularinda EGF reseptorlerinin  dagilimlari  imminohistokimyasal

yontemlerle saptanmaya calisildi. Elde edilen sonuglar isik mikroskobunda incelenip

degerlendirildi.

GEREC ve YONTEM:
Pankreas timorlerinde epidermal growth faktor reseptorlerinin dagilimini tanimlamak
eregiyle Gazi Universitesi Tip Fakiltes Patoloji Anabilim Dalindan saglanan biyopsi
materyallerine indirekt (iki asamali) immin boyama yontemi uygulandi (15).

Dokularin Elde Edilmesi:

Patoloji Laboratuvarinda tUmor tanisi konulan biyopsi drneklerinden alindi.

Imminohistokimyasa 'Y 6ntem:

Pankreas dokulari nétral formalinle tesbit edildi. Dokulara aisilagelmis isik
mikroskop takip yontemi uygulandi ve dokular parafine gémuldiler. Daha sonra 4,5mm

kalinliginda kesitler 6nceden polilizinle kaplanmis lamlara alindi.

Immun boyamada kullanilan kimyasal maddeler
Calismada EGF reseptorlerini immunohistokimyasal olarak belirleyebilmek igin
Oncogene Research Production EGF reseptor kit kullanildi. (Cat HCS16, Lot , DO1460)
B Primer antikor (AB-4 Polyclonal Rabbit 1gG, Cat = PC19, Lot#799501- 1
Oncogene Research Primer antikor) PBS icinde dilue edildi.Sulandirma 1:40
(Khadija Hornietal 1994)
B Bloking Serum (Norma Tavsan IgG,Lot=962207, Cat=N101) 1ml. PBS icine 1

damla bloking serum eklenmesiyle elde edildi.



W Biotinlenmis sekonder antikor (Anti Tavsan Total 1g, Lot = A 1566). 1ml PBS
icine 1 damla biyotinlenmis sekonder antikor eklenerek hazirlandi.
B ABC sollsyonu
A (Lot = A 1565) 1 damla A soltiisyonu 1ml PBSigine damlatildi ve karistirildi ayni
soliisyon icine 1 damla B soltisyonu (Lot= A 1563) damlatildi ve karistirildi.
B Sponin: (Lot= 960815) Distile su ile 1:40 oraninda dil Ue edildi.
B DAB: (Lot = A 1553) 1 tablet DAB 20 ml PBS/%0.3 HO, icinde ¢ozuldu. Taze
olarak kullanildi.
Fosfat buffer soliisyon(PBS)=8gr NaCl, 0.24gr. 0.2g KCl, 1.44qr.
N2HPO, KHPO4 , 800ml distile suda ¢ozildi. PH nin - 7,4 olmasi igin ortama HCL
eklendi. Tekrar bir litre distile su eklenerek PBS sollisyonu elde edildi.

Boyama Y Ontemi:

Kesitler, Ksilolde 3 kez5’ er dakika tutuldu.Sonra

B %100 akol’ de 10 dakika

W %95 alkol’ de 10 dakika bekletildi.

B Distile sudayikandi.

B %0.1 Hy0, de 30 dakika bekletildi.

B Distile suda yikandi.

B Antijenik belirtilerin maskelenmemesi igin saponin ile 30 dakika inklbe edildi.

B Immuinoglobilinlerin  6zgul olmayan baglamalarini engellemek icin  bloking
serumda 20 dakika bekletildi.

B PBSile3 kez 5 er dakika yikandi.

B Primer antikor ile +4 de 1 gece stiresince inkibe edildi.

B PBSile 3 kez 5 er dakikayikandi.

B Sekonder antikor ile 30 dakika inklUbe edildi.



PBSile 3kez 5 er dakika yikandi.

ABC solusyonu ile 30 dakika inktibe edildi.

3 kez PBSile yikandi.

DAB soliisyonu ile 1-3 dakika arasinda inkibe edildi.
Didtile su ile yikandi.

Zit boyamaicin hematoksilen (Harris) ile 2 dakika boyandi.
Distile su ile yikandi.

%95 alkolde 2kez 10’ar dakika bekletildi.

%100 alkolde 2 kez 10’ ar dakika kaldi.

Ksilol'den 2 kez 10" ar dakika gegirildi.

Y apigtirici solUsyonla kesitler lamelle kapatilip isk mikroskobunda incelendi ve

resmleri ¢ekildi.



Boyanmanin degerlendirilebilmesinde asagidaki skala kullanildi
() :Boyanmayok

(I+/ -): Cok zayif boyanma

+ . Zayif boyanma

++ : Ortaboyanm

+++ : Kuvvetli boyanma



BULGULAR

Tdmoral pankreas dokulari, ampulla Vateri’de gelisip pankreasa invazyon gosteren
adenokarsinomlarla, primer pankreas kokenli adenokarsinomlar olmak Ulzere 2 farkli
tipte inceendi.

Primer adenokarsinomlu pankreas dokularinda, asinar hicrelerde oldukca kuvvetli
pozitif boyanma saptandi (Resm 1,3). Bu grupta boyanma, apikal yada bazal sekilde
belirginlik gostermeyip tim hiicre sitoplazmasinda yayginlasmisti (Resim 2,3). Bazal
hiicre zarinda yogun pozitif boyanma dikkati c¢ekti (Resm 2,3). Sentroasinar hticrelerde
de koyu boyanma belirgindi.

Langerhans adacik hiicrelerinin zayif boyanma gostermes oldukca ilgi cekiciydi.
(Resim 3). Kanallar pozitif boyanma gosterdi (Resm 4). Yag hicre zarinda da pozitif
reaksiyon belirgindi (Resm 2).

Ampulla vateride gelisip, pankreasa invazyon gosteren adenokarsinomlarda da
asinar hicrelerin bazal hicre zarlarinin kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdigi  saptandi
(Resim5,7). Bu grupta hicreler  normal  gorunimlerini  kaybetmisti (Resim 5,7).
Intralobller kanallar ve Langerhans adacigi belirgin olarak ayird edilemiyordu (Resim
5,6). Daha buylk biyitmei resimler de, boyanma yaygin sekilde tim asinar hicre
sitoplazmasinda izlenmekle birlikte, bazal hicre zarlarin diger gruplardakilere gore daha
kuvvetli reaksiyon gosterdigi ilgiyi c¢ekti (Resm 6,7). Bu grupta da sentroasinar
hicrelerde pozitif boyanma saptandi (Resim7). Langerhans  adacigi asinar hicrelerin
arasina yayilmis sekildeydi. (Resim 6). Bu grupta da interlobller kanal ve cevre bag

dokusu pozitif immun boyanma gosteriyordu (Resim 8).



Tablo-1- Tumoral pankreas dokusunda mikrofotografik aanlara 6zgu farkli bolgelerde EGF

reseptorlerinin tanimlanmasi

Primer Invazyon tip
Adenokarsinom Adenokarsinom
Asinar hicre +++ ++
Asinar apl kal +++ +++
sitoplazmasi
Asinar hicre +++ 4+
apikal zari
Asinar hicre +++ 4+
bazal sitoplazmas
Asiner hiicre o el e
bazal zari
Sentroasinar hiicre ++ =+
Intralobiler salgi +++ ++
Kanadi
Interlobiler salgi +++ ++
Kandi
Bag dokusu +++ +++
Y ag dokusu 2 XK
Langerhans +/- +
adacigi kenar bolge
hicreleri
Langerhans +/- +
adacigi orta bolge
hicreleri
Sinuzoit duvari +++ +++
Septalar +++ +++
* Boyanma daha yogun 10



TARTISMA

Epidermal  Growth  Faktér Reseptorleri 170kD  molekdl agirliginda ve
fosfoglikoprotein yapisinda olup hiicre yiizeyinde bulunurlar (1,2). EGF, EGF reseptorlerine
baglanarak mitojenik olaylari badatir (16). Bu baglanmaya kosut tirozin kinazin
otofosforilasyonu gerceklesir (17).

EGF + EGF reseptorleri hiicre gelisminin dizenlenmesinde ve farklanmasinda
onemli islev gorurler (18). EGF reseptorleri bircok  hilicrenin  ylzeyinde tanimlanmis
olmakla birlikte, bazi yayinlarda hiicre icinde de yerlesk olabilecekleri bildirilmektedir
(19).

Bu calismada EGF reseptorlerinin - pankreas timér hicrelerinde tanimlanmasinin
ve bu dokulardaki dagilimlarinin tam olarak saptanmasinin 6nemli olacagi dustnuldu.

Bliyume faktorlerinin pek cok hiicrede cogamayi ve farklanmayi sagladigi ve
ayrica karsinogenezise neden oldugu bilinmektedir (20).

EGF reseptorleri de pek cok kanser dokusunda tesbit edilmistir.

Soji Ozawa ve arkadadari 1988 vyilinda EGF reseptorlerini imminohistokimyasal
olarak  Ozefagus, akciger, pankreas, kolorektum, meme ve mide kanserlerinde
incelemiderdir. Calismada 33 ¢zefagus , 10 kolorektal , 9 pankreas , 8 mide karserli
hastalardan dokular cerrahi olarak elde edilmistir. Imminohistokimyasal ydntemlerden
avidin-biotin peroxidoz kompleks (ABC) teknigi uygulanmistir. Bitin kanserli dokularin
EGF reseptorleri bakimindan oldukca iyi reaksiyon gosterdigi saptanmistir. Pankreasda
asnar, kana ve adacik hicrelerinin  olduk¢a yogun boyandigi dikkati gekmistir.
Boyanmanin yaygin ve sitoplazmik grantler seklinde oldugu bildirilmistir (21).

Bir diger caismada TGF-a ve EGF reseptorleri eksokrin pankreas timorli

hamsterlerde incelenmis . Calisma blyime faktorlerinin, 6zellikle TGF-a ve EGF nin



kanserin olusmasinda ve gelismesinde etkin oldugu varsayimindan yola cikilarak
planlanmistir. Hayvan modellerinde karsinogenesiz protein veya yag diyetiyle ya da
koleosistokinin  hormonunun verilmesiyle olusturulabilmektedir. Calismada pankreatik
karsinogenesiz, yag diyeti ve koleosistokinin analogu olan “caerulein” ile olusturulmustur.
105 tane syrion golden hamster trt kullanilmistir. 6-12 ay sonra deneye son verilerek
cikarilan dokular immunohistokimyasal olarak incelenmiderdir.Timoral dokularda ise
TGF-a ve EGF reseptorleri oldukga yogun immin boyanma gostermistir. Boyanmanin
Ozellikle sitoplazmada yaygin sekilde olmasi dikkati ¢ekmistir. Langerhans adaciklarinin
her iki reseptér icin zayif reaksiyon gosterdigi bildirilmistir (22).

Bu calismada, ampulla Vateri'de gelisp pankreasa invazyon gosteren
adenokarsinomlarla, primer pankreas kokenli adenokarsinomlarda inceleme yapildi.
Pankreasa invazyon goster adenokarsinomlarda, hiicresel yapinin oldukg¢a bozuldugu,
adaciklarin normal yapisini kaybedip, ekzokrin son bdlumler arasinda belirgin bir sinir
gostermeden  yayildigi saptandi. Son boélimlerde bazal hiicre zarinda ve buna komsu
sitoplazmada boyanma kuvvetliydi ancak tim sitoplazmada grantler seklinde az yogun olarak
gorildi. Kanallarda da pozitif boyanma dikkati ¢ekti. Langerhans adaciklari da boyanmisti.

Primer pankreas kokenli adenokarsinomlarda da asinar hicrelerde ve kanallarda
oldukca kuvvetli pozitif reaksiyon izlendi. Asinar hticrelerde bazal hiicre zari daha kuvvetli
boyanmakla birlikte sitoplazma tek dize sekilde pozitif reaksiyon vermisti. Langerhans
adaciginda ise zayif pozitif boyanma belirlendi.

Bir grup arastirici, cesitli hastanelerin hicre kuiltir laboratuvarlarinda kultire
edilen pankreatik karsinoma htcrelerinde arastirma yapmidlardir. Calismada, kromozomal
andizlerde G ve Q baglanma analiz yontemi, cDNA hibridzasyonda ise Souther (23).
yontemi uygulanmistir. Calismadan kanserli dokulardaki EGF reseptor miktarinin  ¢ok

fazla oldugu sonucu cikmistir. Arastiricilar EGF reseptor miktarinin fazla olmasinin
12



kanser dokularinin karakteristik 6zelligi olabilecegini  bildirmisler. Calismada EGF
reseptorlerinin - kanserli dokulardaki anlamli  artisinin  7.kromozomun kisa kolunun
translokasyonuylailiskili olabilecegi sonucuna varilmistir (24).

Tdmoral dokudaki boyanmanin olduk¢a yogun olmasi, mitojenik aktivitenin bu
dokularda fazla olmasina baglanabilir kanisindayiz.

EGF nin hicre gelismesini ve farklanmasini tetikledigi bilinmektedir. EGF, EGF
reseptorlerine baglanarak islev yapmaktadir. Sonug olarak, mitojenik aktivitenin fazla oldugu
dénemlerde EGF reseptorlerinin miktarinin artmasina kosut olarak kuvvetli pozitif boyanma

gostermektedir.
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RESIMLER

Resim 1. Primer pankreas kokenli adenokarsinomlu dokudan bir gérinim. Asiner
hicreler; (A), Yag hucreleri; (Yh).

(Immutinperoksidaz, Hematoksilen, X 100)

Resin 2: Ayni gruptan bir diger gérinim. Pozitif boyanan asiner hticreler; (A), Bazal
hiicre zari; (kalin ok), Yag hucreleri; (Yh) goriltyor.

(Imminperoksidaz, Hematoksilen, X200)

Resm 3: Ayni gruptan daha buyuk biylltmede bir kesit. Asiner hicre; (A),
Intralobtler kanal; (lk), Langerhans adacigi;(L), Hicre zarlari pozitif boyanan yag
hicreleri;(Yh).

(Immunperoksidaz, Hematoksilen, X400)

Resm 4. Ayni gruptan biyuk bilydltmede bir interlobller kana;(K), kanali
cevreleyen ve pozitif olarak tanimlanan bag dokusu; (Bd).

(Immutinperoksidaz, Hematoksilen, X400)

Resm 5: Ampulla Vateri’de gelisip pankreasa invazyon gosteren adenokarsinomdan
bir gorinim. Normal seklini kaybetmis asiner ;(A).

(Immiinperoksidaz, Hematoksilen, X200)

Resm 6: Ayni gruptan bir diger gorinim. Pozitif boyanma gésteren asiner hiicre;
(A), daha koyu reaksiyon gosteren hticre bazali; (kalin ok), Langerhans adacigi; (L) .

(Immunperoksidaz, Hematoksilen, X400)

Resim 7: Ayni gruptan daha buyik buyultmede bir digergoérinim. Pozitif boyanma
goOsteren asiner hicre; (A), daha koyu olarak boyanan hiicre bazali; (kalin ok), Cekirdek; (C),
LUmen ; (LU), Sentroasiner hiicre; (S).

Immunperoksidaz, Hematoksilen, X1000)
14



Resm 8. Ayni gruptan pozitif reaksiyon gosteren interlobuler kanal; (K), Kanali
cevreleyen bag dokusu; (Bd).

(Immunperoksidaz, Hematoksilen, X1000)
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