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ÖZET 
 
 Epidermal büyüme faktörü (Epidermal Growth Factor) polipeptit yapisinada    

olup hücre yüzeyinde bulunur.  EGF, EGF reseptörlerine baglanarak hücresel olaylari  

 düzenler.  

  Bu çalismada insan tümoral pankreas dokularinda EGF reseptörlerinin  

dagilimi immünohistokimyasal yöntemlerle isik mikroskobu düzeyinde incelendi. 

  Tümoral pankreas dokulari, ampulla Vateri’ de gelisip pankreasa invazyon gösteren 

adenokarsinomlar olmak üzere 2 farkli tipte incelendi. Primer adenokarsinomlu  pankreas 

dokularinda asiner hücrelerde, kanal boyanma zayifti. Ampulla Vateri’ de gelisip pankreasa 

invazyon gösteren adenokarsinomlarda asiner hücreler, kanal hücreleri ve Langerhans adacigi 

pozitif boyanma gösterdi. 

            Mitotik aktivitenin artmasina bagli olarak EGF reseptörleri  tümoral 

dokularda belirgin olarak saptandi. 

  Anahtar kelimeler: epidermal growth faktör reseptör, pankreas, immunohistokimya 
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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 pancreas,  
 
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 vateri.   

 EGF R immunostaining of acini and pancreatic ducts were stronger and well  
 
recognized when compared to weaker immunostaining of islets. 
 
 In invasive adenocarsinomas of pancreas  derived from ampulla Vateri, EGF  
 
receptors showed strong immunostaining patterns in acini pancreatic ducts and Langerhans  
 
cells 
 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 
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GIRIS 

S.Cohen Sinir Büyüme Faktörü (Nerve Growth Faktorü, NGF) izole etmek üzere 

çalismalar yaparken, bezlerden hazirladigi ekstrenin NGF’den farkli etkide bulundugunu 

gözlemistir. Bunu  yenidogan farelere her gün enjekte ettiginde göz kapaklarinin erken 

açildigini, dislerin erken patladigini saptamistir. Daha sonraki çalismalarinda bu etken 

maddeyi izole etmis ve bunun  epidermisin gelisimini hizlandirdigini saptamistir. Bu etken 

maddeye epidermal büyüme faktörü (Epidermal Growth Faktör , EGF) adini vermistir (1,2). 

EGF 53 aminoasitli olup alanin, fenilalanin ve lizin disinda tüm aminoasitleri 

bünyesinde bulundurur. Molekül agirligi 6040 daltondur. Epidermal ve mezotelyal hücrelerde 

mitojenik özellige sahiptir. Idrarda, mide ve pankreas sivisinda seminal sivida, prostat sivisi, 

süt ve kanda bulunmaktadir. Ayni zamanda çok çesitli dokularda varligi saptanmistir.  

EGF hücre yüzeyinde bulunan reseptörlere baglanarak islev yapar (3,4). 

Bu reseptörler kan hücreleri disinda çok genis hücre ve dokularda tanimlanmistir. 

Yüksek baglama kapasiteli reseptörler fibroblostlarda, kornea ve lenste, ince bagirsak 

epitelinde, glia hücrelerinde gösterilmistir (5-7). 

EGF reseptörünün molekül agirligi 170.000 daltondur. Reseptörde bulunan tirozin 

özgün protein kinaz aktivitesi gösterir. Tirozin kinazlar ilk tirozinin fosforilosyonu mitojenler 

tarafindan baslatilan ilk intrasellüler sinyaldir (6,8,9,10). 

Hücre disinda EGF, reseptörü ile bir hücre disinda EGF, reseptörü ile birlesmektedir. 

EGF, reseptörün sitoplazmik bölümündeki tirozin kinazi aktive etmektedir (5,6,11). 

Büyüme fatörlerinin hücre çogalmasinda ve farklanmasinda önemli rol oynadiklari 

pek çok çalismada belirtilmistir. Normal dokularda çogalma ve farklanma, çok yönlü olarak 

büyüme faktörlerinin kontrolü altindadir. Son yillarda arastirmalarda yara iyilesmesinde ve 

karsinogenezisde de büyüme faktörlerinin etkili olduklari gösterilmistir. Bununla birlikte 

bazen islem kontrolden çikmakta ve sonuçta tümör dokulari olusmaktadir (12-14).  
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 Bu çalismada, EGF reseptörlerinin pankreas tümörlerinde tanimlanmasinin ve bu 

dokulardaki dagilimlarinin tam olarak belirlenmesinin önemli olacagi düsünüldü. Bunun için  

tümoral pankreas dokularinda EGF reseptörlerinin dagilimlari immünohistokimyasal 

yöntemlerle saptanmaya çalisildi. Elde edilen sonuçlar  isik mikroskobunda incelenip 

degerlendirildi.  

 

 

GEREÇ  ve YÖNTEM: 

 Pankreas tümörlerinde epidermal growth faktör reseptörlerinin dagilimini tanimlamak 

eregiyle Gazi Üniversitesi Tip Fakültesi Patoloji Anabilim Dalindan saglanan biyopsi  

materyallerine indirekt (iki asamali) immün boyama yöntemi uygulandi (15). 

Dokularin Elde Edilmesi:  

Patoloji Laboratuvarinda   tümör   tanisi konulan biyopsi örneklerinden alindi. 

Immünohistokimyasal Yöntem: 

Pankreas dokulari nötral formalinle tesbit edildi. Dokulara alisilagelmis isik 

mikroskop takip yöntemi uygulandi ve dokular parafine gömüldüler. Daha sonra 4,5mm 

kalinliginda kesitler önceden polilizinle kaplanmis lamlara alindi. 

Immün boyamada kullanilan kimyasal maddeler 

Çalismada EGF reseptörlerini immünohistokimyasal olarak belirleyebilmek için 

Oncogene Research  Production  EGF reseptör kit kullanildi. (Cat  HCS16, Lot , DO1460) 

n Primer antikor (AB-4 Polyclonal Rabbit IgG, Cat = PC19, Lot#799501- 1 

Oncogene Research Primer antikor) PBS içinde dilue edildi.Sulandirma 1:40 

(Khadija Hornietal 1994) 

n Bloking Serum (Normal Tavsan lgG,Lot=962207, Cat=N101) 1ml. PBS içine 1 

damla bloking serum eklenmesiyle elde edildi.  
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n Biotinlenmis sekonder antikor (Anti Tavsan Total 1g, Lot = A 1566). 1ml PBS 

içine 1 damla biyotinlenmis sekonder antikor eklenerek hazirlandi.  

n ABC solüsyonu 

    A (Lot = A 1565) 1 damla A solüsyonu 1ml PBS içine damlatildi ve karistirildi ayni 

solüsyon içine 1 damla B solüsyonu (Lot= A 1563) damlatildi ve  karistirildi. 

n Sponin: (Lot= 960815) Distile su ile 1:40 oraninda dilüe edildi.  

n DAB: (Lot = A 1553) 1 tablet DAB 20 ml PBS/%0.3 H2O2  içinde çözüldü. Taze 

olarak kullanildi. 

    Fosfat buffer solüsyon(PBS)=8gr NaCl, 0.24gr. 0.2g KCl, 1.44gr. 

N2HPO4 KH2PO4  , 800ml distile suda çözüldü. PH’nin   7,4 olmasi için ortama HCL 

eklendi. Tekrar bir litre distile su eklenerek PBS solüsyonu elde edildi.  

Boyama Yöntemi: 

Kesitler, Ksilolde 3 kez 5’er dakika tutuldu.Sonra  

n %100 alkol’de 10 dakika 

n %95 alkol’de 10 dakika bekletildi. 

n Distile suda yikandi. 

n %0.1 H202 de 30 dakika bekletildi. 

n Distile suda yikandi. 

n Antijenik belirtilerin maskelenmemesi için saponin ile 30 dakika inkübe edildi. 

n Immünoglobilinlerin  özgül olmayan baglamalarini engellemek için   bloking 

serumda 20 dakika bekletildi.  

n PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. 

n Primer antikor ile +4 de 1 gece süresince inkübe edildi. 

n PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. 

n Sekonder antikor ile 30 dakika inkübe edildi. 
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n PBS ile 3kez 5’er dakika yikandi. 

n ABC solusyonu ile 30 dakika inkübe edildi. 

n 3 kez PBS ile yikandi. 

n DAB solüsyonu ile 1-3 dakika arasinda inkübe edildi. 

n Distile su ile yikandi. 

n Zit boyama için hematoksilen (Harris) ile 2 dakika boyandi. 

n Distile su ile yikandi. 

n %95 alkolde 2kez 10’ar  dakika bekletildi. 

n %100 alkolde 2 kez 10’ar dakika kaldi. 

n Ksilol’den 2 kez 10’ar dakika geçirildi. 

n Yapistirici solüsyonla kesitler lamelle kapatilip  isik  mikroskobunda  incelendi ve 

resimleri çekildi. 

.  
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Boyanmanin degerlendirilebilmesinde  asagidaki skala kullanildi 

(-)      : Boyanma yok 

(/+/ -): Çok zayif boyanma 

+       : Zayif boyanma 

++     : Orta boyanm 

+++   : Kuvvetli boyanma  
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BULGULAR 

Tümoral  pankreas  dokulari, ampulla  Vateri’de  gelisip pankreasa  invazyon  gösteren  

adenokarsinomlarla,  primer   pankreas  kökenli  adenokarsinomlar  olmak  üzere  2  farkli  

tipte  incelendi. 

Primer  adenokarsinomlu  pankreas  dokularinda,  asinar  hücrelerde  oldukça  kuvvetli  

pozitif  boyanma  saptandi (Resim 1,3).   Bu  grupta   boyanma, apikal  ya da  bazal  sekilde  

belirginlik  göstermeyip  tüm  hücre  sitoplazmasinda  yayginlasmisti (Resim 2,3).    Bazal  

hücre  zarinda  yogun  pozitif  boyanma  dikkati  çekti (Resim 2,3). Sentroasinar  hücrelerde  

de  koyu  boyanma  belirgindi.  

Langerhans  adacik hücrelerinin  zayif  boyanma  göstermesi  oldukça  ilgi  çekiciydi. 

(Resim 3). Kanallar  pozitif  boyanma  gösterdi (Resim  4). Yag  hücre  zarinda da  pozitif  

reaksiyon  belirgindi  (Resim 2). 

Ampulla  vateride  gelisip,  pankreasa  invazyon  gösteren adenokarsinomlarda  da  

asinar  hücrelerin  bazal  hücre  zarlarinin  kuvvetli  pozitif  reaksiyon  gösterdigi  saptandi 

(Resim5,7). Bu  grupta  hücreler  normal  görünümlerini  kaybetmisti (Resim 5,7). 

Intralobüler  kanallar  ve  Langerhans  adacigi  belirgin  olarak  ayird edilemiyordu  (Resim 

5,6).  Daha  büyük  büyütmeli  resimler de, boyanma  yaygin  sekilde  tüm  asinar  hücre  

sitoplazmasinda  izlenmekle  birlikte,  bazal  hücre  zarlarin  diger  gruplardakilere  göre  daha  

kuvvetli  reaksiyon  gösterdigi  ilgiyi  çekti (Resim 6,7). Bu  grupta da  sentroasinar  

hücrelerde  pozitif  boyanma  saptandi (Resim7). Langerhans    adacigi asinar hücrelerin  

arasina  yayilmis  sekildeydi. (Resim 6). Bu  grupta da  interlobüler  kanal  ve  çevre  bag  

dokusu  pozitif immün boyanma  gösteriyordu (Resim 8). 
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Tablo-I- Tümoral pankreas dokusunda mikrofotografik alanlara özgü farkli bölgelerde EGF 
reseptörlerinin tanimlanmasi 

 
 Primer  

Adenokarsinom 

Invazyon tip 

Adenokarsinom 

Asinar hücre 
 

+++ +++ 

Asinar apikal 
sitoplazmasi 

 

+++ +++ 

Asinar hücre 
apikal zari 

 

+++ +++ 

Asinar hücre 
bazal sitoplazmasi 

 

+++ +++ 

Asiner hücre 
bazal zari 
 

+++*** +++*** 

Sentroasinar hücre 
 

++ ++ 

Intralobüler salgi 
Kanali 
 

+++ +++ 

Interlobüler salgi 
Kanali 

 

+++ +++ 

Bag dokusu 
 
 

+++ +++ 

Yag dokusu 
 
 

+++*** +++*** 

Langerhans 
adacigi kenar bölge 

hücreleri 

+/- + 

Langerhans 
adacigi orta bölge 

hücreleri 

+/- + 

Sinuzoit duvari 
 

+++ +++ 

Septalar 
 

+++ +++ 

*Boyanma daha yogun 
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TARTISMA 

Epidermal  Growth  Faktör Reseptörleri   170kD  molekül agirliginda  ve  

fosfoglikoprotein  yapisinda olup hücre yüzeyinde bulunurlar (1,2).  EGF, EGF  reseptörlerine  

baglanarak  mitojenik  olaylari  baslatir (16).  Bu baglanmaya  kosut  tirozin  kinazin  

otofosforilasyonu  gerçeklesir (17). 

EGF + EGF  reseptörleri  hücre  gelisiminin  düzenlenmesinde  ve farklanmasinda  

önemli  islev görürler (18). EGF  reseptörleri  birçok    hücrenin  yüzeyinde  tanimlanmis  

olmakla  birlikte, bazi  yayinlarda  hücre  içinde  de  yerlesik  olabilecekleri  bildirilmektedir 

(19). 

Bu çalismada EGF  reseptörlerinin    pankreas  tümör  hücrelerinde  tanimlanmasinin  

ve bu  dokulardaki  dagilimlarinin  tam  olarak saptanmasinin  önemli  olacagi  düsünüldü. 

Büyüme  faktörlerinin  pek  çok hücrede  çogalmayi  ve  farklanmayi  sagladigi  ve  

ayrica  karsinogenezise  neden  oldugu  bilinmektedir (20). 

EGF  reseptörleri de  pek çok  kanser  dokusunda  tesbit  edilmistir. 

Soji Ozawa  ve  arkadaslari  1988  yilinda EGF  reseptörlerini immünohistokimyasal  

olarak  özefagus, akciger, pankreas, kolorektum, meme  ve  mide  kanserlerinde  

incelemislerdir. Çalismada  33 özefagus  , 10 kolorektal , 9  pankreas  , 8 mide  kanserli  

hastalardan  dokular  cerrahi  olarak  elde  edilmistir.  Immünohistokimyasal  yöntemlerden  

avidin-biotin  peroxidoz  kompleks  (ABC)  teknigi  uygulanmistir. Bütün  kanserli  dokularin  

EGF  reseptörleri  bakimindan  oldukça  iyi  reaksiyon  gösterdigi saptanmistir. Pankreasda  

asinar, kanal   ve  adacik hücrelerinin  oldukça  yogun  boyandigi  dikkati  çekmistir. 

Boyanmanin  yaygin  ve  sitoplazmik granüler  seklinde  oldugu  bildirilmistir (21).  

Bir  diger  çalismada  TGF-α  ve  EGF  reseptörleri  eksokrin  pankreas  tümörlü 

hamsterlerde  incelenmis . Çalisma  büyüme   faktörlerinin,  özellikle  TGF-α  ve  EGF’nin  
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kanserin  olusmasinda  ve  gelismesinde  etkin  oldugu  varsayimindan  yola  çikilarak  

planlanmistir. Hayvan  modellerinde  karsinogenesiz  protein  veya  yag  diyetiyle  ya da  

koleosistokinin  hormonunun  verilmesiyle  olusturulabilmektedir.   Çalismada   pankreatik  

karsinogenesiz, yag  diyeti  ve  koleosistokinin analogu olan  “caerulein”  ile olusturulmustur. 

105  tane  syrion golden  hamster türü  kullanilmistir.  6-12 ay  sonra  deneye son verilerek 

çikarilan  dokular   immünohistokimyasal  olarak incelenmislerdir.Tümoral   dokularda  ise  

TGF-α  ve  EGF  reseptörleri  oldukça  yogun  immün boyanma göstermistir. Boyanmanin  

özellikle sitoplazmada yaygin sekilde olmasi dikkati çekmistir. Langerhans  adaciklarinin    

her  iki  reseptör  için  zayif  reaksiyon  gösterdigi bildirilmistir (22). 

Bu çalismada, ampulla Vateri’de gelisip pankreasa invazyon gösteren 

adenokarsinomlarla, primer pankreas kökenli adenokarsinomlarda inceleme yapildi. 

Pankreasa invazyon göster adenokarsinomlarda, hücresel yapinin oldukça bozuldugu, 

adaciklarin normal yapisini kaybedip, ekzokrin son bölümler arasinda belirgin bir sinir 

göstermeden   yayildigi saptandi. Son bölümlerde bazal hücre zarinda ve buna komsu 

sitoplazmada boyanma kuvvetliydi ancak tüm sitoplazmada granüler seklinde az yogun olarak 

görüldü. Kanallarda da pozitif boyanma dikkati çekti. Langerhans adaciklari da boyanmisti. 

Primer pankreas kökenli adenokarsinomlarda da asinar hücrelerde ve kanallarda 

oldukça kuvvetli pozitif reaksiyon izlendi. Asinar hücrelerde bazal hücre zari daha kuvvetli 

boyanmakla birlikte sitoplazma tek düze sekilde pozitif reaksiyon vermisti. Langerhans 

adaciginda ise zayif pozitif boyanma belirlendi.              

Bir grup arastirici,   çesitli  hastanelerin  hücre  kültür  laboratuvarlarinda  kültüre  

edilen  pankreatik karsinoma  hücrelerinde arastirma  yapmislardir. Çalismada, kromozomal  

analizlerde  G  ve  Q  baglanma  analiz  yöntemi,  cDNA  hibridzasyonda  ise Souther (23). 

yöntemi  uygulanmistir. Çalismadan  kanserli  dokulardaki  EGF  reseptör  miktarinin  çok  

fazla  oldugu  sonucu  çikmistir. Arastiricilar  EGF  reseptör  miktarinin  fazla  olmasinin  



13 

 

kanser  dokularinin karakteristik  özelligi  olabilecegini  bildirmisler. Çalismada EGF  

reseptörlerinin  kanserli  dokulardaki  anlamli  artisinin  7.kromozomun kisa  kolunun  

translokasyonuyla iliskili olabilecegi  sonucuna varilmistir (24). 

 Tümoral dokudaki boyanmanin oldukça yogun olmasi, mitojenik aktivitenin bu 

dokularda fazla olmasina baglanabilir kanisindayiz.  

EGF’nin hücre gelismesini ve farklanmasini tetikledigi bilinmektedir. EGF, EGF 

reseptörlerine baglanarak islev yapmaktadir. Sonuç olarak, mitojenik aktivitenin fazla oldugu 

dönemlerde EGF reseptörlerinin miktarinin artmasina kosut olarak kuvvetli pozitif boyanma 

göstermektedir. 
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RESIMLER 

 

Resim 1: Primer pankreas kökenli adenokarsinomlu dokudan bir görünüm. Asiner 

hücreler; (A), Yag hücreleri; (Yh).  

(Immünperoksidaz, Hematoksilen, X100) 

Resin 2: Ayni gruptan bir diger görünüm. Pozitif boyanan asiner hücreler; (A), Bazal 

hücre zari; (kalin ok), Yag hücreleri; (Yh) görülüyor.  

(Immünperoksidaz, Hematoksilen, X200) 

Resim 3: Ayni gruptan daha büyük büyültmede bir kesit. Asiner hücre; (A), 

Intralobüler kanal; (Ik), Langerhans adacigi;(L), Hücre zarlari pozitif boyanan yag 

hücreleri;(Yh).  

(Immünperoksidaz, Hematoksilen, X400) 

Resim 4: Ayni gruptan büyük büyültmede bir interlobüler kanal;(K), kana li 

çevreleyen ve pozitif olarak tanimlanan bag dokusu; (Bd).  

(Immünperoksidaz, Hematoksilen, X400) 

Resim 5: Ampulla Vateri’de gelisip pankreasa invazyon gösteren adenokarsinomdan 

bir görünüm. Normal seklini kaybetmis asiner ;(A).  

(Immünperoksidaz, Hematoksilen, X200) 

Resim 6: Ayni gruptan bir diger görünüm. Pozitif boyanma gösteren asiner hücre; 

(A), daha koyu reaksiyon gösteren hücre bazali; (kalin ok), Langerhans adacigi; (L) . 

(Immünperoksidaz, Hematoksilen, X400) 

Resim 7: Ayni gruptan daha büyük büyültmede bir digergörünüm. Pozitif boyanma 

gösteren asiner hücre; (A), daha koyu olarak boyanan hücre bazali; (kalin ok), Çekirdek; (Ç), 

Lümen ; (Lü), Sentroasiner hücre; (S).  

Immünperoksidaz, Hematoksilen, X1000) 
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Resim 8: Ayni gruptan pozitif reaksiyon gösteren interlobüler kanal; (K), Kanali 

çevreleyen bag dokusu; (Bd).  

(Immünperoksidaz, Hematoksilen, X1000) 
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