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ÖZET 

ADIGÜZEL, M. Osteosarkomda MMP-3 Gen Polimorfizmlerinin İncelenmesi. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Moleküler Tıp ABD. Yüksek Lisans Tezi. 

İstanbul. 2012. 

Osteosarkom (OS), ortaya çıkan en yaygın primer malignant kemik tümörüdür. 

Genellikle insan hayatının ikinci on yılında meydana gelir ve uzun kemiklerin 

metafizinde görülür. OS çeşitli alt tiplere ayrılır. OS sınıflama ve gradlaması tedaviye 

yardımcıdır. 

 MMP’lerin, apoptotik süreci etkileyen substratları hedefleme ve ECM’yi parçalama 

yetenekleri kanserle ilişkilidir. MMP’lerin yapısında, korunmuş bir katalitik domen, bir 

sinyal peptid ve C terminal hemopeksin bölgesi vardır. Bu endopeptidazlar; 

kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, membran tip, matrilsinler ve diğer MMP’ler 

olmak üzere altı kısma ayrılırlar. MMP-3 geni 10 ekzondan oluşan 11.q22.3 kromozom 

bölgesinde bulunan bir gendir.  

Çalışmamızda MMP-3 E45K ve T102T polimorfizmleri osteosarkom tanısı konmuş 

hastalar ve sağlıklı bireylerde PCR-RFLP yöntemine göre incelenmesi yapılmıştır. Elde 

edilen bulgulara göre MMP-3 E45K (rs679620) polimorfizminde AA genotipi sağlıklı 

bireylerde (p:0,004), G alleli hasta grubunda (p:0,010), AG genotipi ise hasta grubunda 

(p:0,001) artmıştır. MMP-3 T102T (rs 41380244) polimorfizminde genotip ve allel 

dağılımları karşılaştırıldığında hasta ve kontrol bireyleri arasında istatistiksel bir fark 

bulunamamıştır. Çalışmamıza dahil ettiğimiz lokal nüks, metastaz ve cinsiyet durumuna 

göre her iki polimorfizm için hasta ve kontrol bireyleri arasında istatistiksel bir fark 

gözlenmemiştir. Özetle, bulgularımız sonucunda MMP-3 E45K polimorfizminin 

osteosarkomda etkisi olabileceği gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler:  Kanser, Osteosarkom, Matriks Metalloproteinaz, MMP-3, 

Polimorfizm  

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 19358 
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ABSTRACT 

ADIGUZEL, M. Investigation of MMP-3 Gene Polymorphism in Osteosarcoma. 

Istanbul University, Institute of Health Science, Molecular Medicine. Istanbul. 2012. 

Osteosarcoma is the most common primary malignant bone tumour. Generally, it 

emerges at the second decade of human life and it is seen in the metaphysis of long 

bones. OS is divided into various subtypes. The classificiation and grading of OS is 

auxiliary to treatment. 

The MMPs’ ability to target substrates affecting apoptotic process and to fragment 

ECMs is related to cancer. In MMPs’ structure, there is a protected catalytic domain, a 

signal peptide and C terminal hemopexin domain. These endopeptidases are divided 

into six groups: collagenases, gelatinases, stromelysines, membran type, matrilysines 

and other MMPs. MMP-3 gene is present in 11.q22.3 chromosome section and is 

consisted of ten exons. 

In our study, MMP-3 E45K and T102T polymorphisms are investigated in 

osteosarcoma patients and healthy controls according to PCR-RFLP method. According 

to our findings, in MMP-3 E45K (rs679620) polymorphism, AA genotype is increased 

in controls (p:0,004) and allele G (p:0,010) and AG genotype (p:0,001) is increased in 

cases. In MMP-3 T102T (rs41380244) polymorphism, there is no statistical difference 

between cases and controls in genotype and allele distributions. No statistical difference 

observed between cases and controls for both polymorphism according to their sex, 

metastasis and local recurrence situation. In summary, our results suggest that MMP-3 

E45K polymorphism may have a substantial effect on osteosarcoma. 

Key Words: Cancer, Osteosarcoma, Matrix Metalloproteinase, MMP-3, Polymorphism 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project 

No. 19358  

 

 

 



1. GIRIŞ VE AMAÇ 

Osteosarkom (OS), kemik tümörleri içinde en yaygın tür olup yıllık görülme 

insidansı 2/1.000.000’dir. OS genellikle uzun kemiklerin metafizinde görülen bir kanser 

türüdür. Görülme aralıkları hayatın ikinci dekatında yani kemiklerin uzanımsal gelişme 

atağında olduğu dönemdir. OS’ye neden olduğu bilinen çevresel ajan iyonize 

radyasyondur. Diğer nedenler ise başka kanser türlerinde olduğu gibi hücre büyüme 

faktörleri ve tümör supresör genlerde meydana gelen değişimlerdir. OS hastalarında 

akciğer metastazı görülme riski yüksektir. OS sınıflandırma ve gradlaması tedaviye 

yardımcıdır. Çeşitli alt tipleri bulıunmakla beraber en yaygın tip konvansiyonel tiptir. 

Matriks metalloproteinazlar (MMP) çinko bağımlı endopeptidazlardır. Bu 

enzimler çeşitli fizyolojik ve patolojik olaylarda görev alırlar. En önemli görevleri  

ekstrasellüler matriksi (ECM) ve bazal membranı parçalamaktır. Bu iki yapının 

parçalanması tümörlerin invazyonu, metastazı, gelişimi, penetrasyonu ve 

anjiyogenezinde oldukça önemlidir. MMP’ler pro-MMP olarak salgılanırlar. 

Aktivasyonları adım adım gerçekleşir. Bu aktivasyon çeşitli şekillerde düzenlenir. 

MMP’lerin spesifik doku inhibitörleri (TIMP) tarafından düzenlenmesi en yaygın 

düzenleme biçimidir.  

MMP’ler son sınıflandırmalara göre 6 sınıfa ayrılırlar. MMP’lerin OS’deki rolü 

ise MMP/TIMP homeostazının bozulması sonucu kanserleşme sürecini hızlandırması ve 

metastaz görülme riskini arttırmasıdır.  

Stromelisin-1 olarakta isimlendirilen MMP-3 enodopeptidaz ailesinin önemli bir 

üyesidir, bazı MMP’lerin aktivasyonunda ve bazı squamoz hücre karsinomalarında 

görev alır.   

MMP-3 geni 11.kromozomda lokalize olup 13,003 bç uzunluğundadır. Yapılan 

çalışmalar sonucunda bu gene ait bazı SNP’ler (tek nükleotid polimorfizmi) 

tanımlanmıştır. Bu gende meydana gelen polimorfizmlerin bazı kanser türlerinde etkili 

olduğu gözlemlenmiştir.  

Bu bilgiler ışığında çalışmamızda MMP-3 geninde E45K (A/G) ve T102T (C/G) 

polimorfizmlerini incelemeyi amaçladık. Bu polimorfizmlerin kanser alanında yapıldığı 

çalışmalar oldukça az olup, bazı kanser türlerinde etkileri olduğu gösterilmiştir. 
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Çalışmamız osteosarkomda bu polimorfizmler ile yapılan ilk çalışma olma özelliğini 

taşımaktadır. 
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2. GENEL BILGILER 

Normal hücrelerde, hücre büyümesi ve çoğalması kontrol altındadır. Kanser 

hücrelerinde ise bu büyüme kontrol mekanizmasına karşı bir duyarsızlaşma mevcuttur 

ki bunun sonucu olarak hücre kontrolsüz olarak çoğalır ve tümör oluşur.  

Kanser, protoonkogenlerde, tümör supresör genlerde, apoptozu düzenleyen 

genlerde ve DNA onarım genlerinde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya çıkar. 

Bu mutasyonlar sonucunda büyüme sinyallerinin kendiliğinden üretilmesi, büyüme 

baskılayıcı sinyallerin inhibisyonu, hücrenin apoptoza girmemesi, sonsuz replikasyon 

yeteneği kazanması, anjiyogenez ve metastaz gibi aşamalarla kendini gösterir.  

2.1. Osteosarkom 

 Osteosarkom (OS), kemik sarkomaları içinde en yaygın, primer malignant 

kemik tümörlerinde ise multipl-myelomadan sonra ikinci sırada olup yıllık görülme 

insidansı 2/1.000.000’dir. Çoğu OS hastaları birkaç ay semptomlardan şikayet ederler. 

Hastalık  ilk başlarda kendini bir patolojik fraksiyonla gösterir(1,2,3). OS, herhangi bir 

kemikte meydana gelse de, sıklıkla uzanımsal gelişme atağı esnasında yüksek kemik 

turnoverının meydana geldiği uzun kemiklerin metafizinde (Şekil 2-1)  meydana 

gelir(2). 

 Her yaşta meydana gelmesine rağmen, en çok görüldüğü aralıklar, ikinci ve 

üçüncü on yıldır. İstatistiksel  dağılımı iskelet gelişimi ile paralellik gösterebilir(2).  

2.1.1. Epidemiyoloji 

 Klasik OS, biyopsi ile analiz edilebilen kemik tümörlerinin yaklaşık % 15’ini 

oluştururken tüm malignant kemik tümörlerinin de %2’sini oluşturur(4). 

 Vakaların % 75’ine yakınında OS hastaları 15-20 yaş arasındadır. Erkekler 

kadınlara göre daha sık etkilenirler. OS, 6 yaşından küçük veya  60 yaşından büyük 

kişilerde nadiren görünür. İleri yaşlarda görünen tümörler genellikle Paget Hastalığı, 

radyasyon veya aynılaşmış kondrosarkomlara sekonderdir. Genellikle % 80-90’ı tubular 

kemiklerde meydana gelir. Aksial iskelet nadiren etkilenir. Femur, tibia ve humerus 

ekstremite tümörlerinin % 85’ini oluştururken, % 1’den daha azı el ve ayak 

kemiklerinde görünür(5). Kemik yüzeyinde meydana gelen tümörler, medulladan 

kaynaklanana göre ileri yaşlarda görülür ve düşük gradlıdır(2).  
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2.1.2. Klinik Tanımı  

 OS’li bir hastanın değerlendirilmesi, fiziksel muayene, radyografi ve hastalığın 

oluşum süreci ile başlar. Hastalık geçmişi genellikle primer tümör bölgesinde önemli 

ölçüde bir kitle ve acı bulunmasını ifade eder. Diğer bölgelerdeki ağrılar metastatik 

gelişim sonucudur. Fiziksel muayene, genellikle primer tümör bölgesindeki bir 

yumuşak doku kitlesinde ortaya koyulur, labaratuvar tetkiki ise prognastik öneme sahip 

oldukları bilinen alkalinfosfataz ve laktat dehidrogenaz seviyelerinin yükselmesi ile 

ortaya çıkar(6). Radyolojik görünüm; sklerotik, litik veya mikst lezyonlar şeklinde 

olabilir. Görünümü, kemiğin yapısındaki (Şekil 2-1) periostun kalkmasına neden olan, 

metafizde yerleşen radyodens lezyondur. Büyüyen tümör “kodman üçgeni”ni oluşturur. 

Bu yapı; tümör periostu yüzeyden ayırılır ve kambiyumun yeni kemik tabakası 

oluşturması sonucunda kenarlarını periost, korteks ve tümörün oluşturduğu bir 

üçgendir(2,7). Dinamik MRI görüntüleme hastalığın kemoterapiye verdiği cevapta ve 

tümörü değerlendirmede faydalı bir yöntemdir(8). 

 

 

Şekil 2-1: Kemiğin yapısı(9) 

 

 Ekstremitenin osteojenik sarkomasına sahip hastalar, yumuşak doku 

şişmesinden önce ağrıdan şikayet ederler. Periosteumun esnemesi genellikle tümör 

farkedilmeden önce acıya sebep olur. İkinci genel şikayet ise, yumuşak doku kitlesi ile 

alakalı olan şişmedir. Her ne kadar OS’nin çoğunda yumuşak doku uzaması görülse de  
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bazı hastalar şişmeden şikayet ederler. Kilo kaybı, beniz solgunluğu, ateş ve anoreksia 

gibi sistemik semptomlar nadir görülür(5). 

 Hastalığın tedavisinde; mikrometastazları önlemek amacıyla uygulanan adjuvant 

kemoterapi ile beş yıllık sağ kalım % 20 civarındadır(10). Her ne kadar, malignitesi 

değişmese de modern adjuvant kemoterapi ile sağ kalımı üç katından daha fazla uzamış 

olup ekstremite koruyucu cerrahiyi kolaylaştırmıştır(11). 

2.1.3. Etiyoloji 

 OS etiyolojisi tam olarak bilinmemektedir. İnsanda OS’ye neden olduğu bilinen 

tek çevresel ajan iyonize radyasyondur(12). Radyasyon, OS’lerin yaklaşık % 2’sinde 

vardır. Radyasyonla indüklenen OS’nin artan insidansı, primer ışınlamadan sonra daha 

uzun bir hayatta kalma ile ilişkilidir(5). 

Bazı ailelerde, bu tümöre genetik yatkınlığı olan birden fazla sayıda birey 

gözlenebilir(13). Şimdiye dek, en güçlü genetik yatkınlık kalıtsal retinoblastoma 

hastalarında görülür(14). 

Sarkomlarda genetik değişimler ikiye ayrılır; 

a) Dengeli karyotipler ile beraber çift taraflı translokasyonlar ve tümör 

baskılayıcı gen yolaklarında görülen değişimler, 

b) p53 ve retinoblastoma (Rb) gen yolaklarının değişimi ile dengesiz 

karyotipler(15).  

Her ne kadar OS etiyolojisi çok az bilinse de tümörler genellikle ergen yetişme 

atağı gibi yüksek kemik turnoverının olduğu dönemlerde gelişir(2). Bunun yanında, 

tümör supresörler ve onkogenlerin mutasyonu, kromozomal amplifikasyonlar, 

delesyonlar ve translokasyonlar gibi bir çok genetik ve sitogenetik anormalilerle OS 

ilişkilidir(1,2,16). En yaygın değişimler kromozom -1, -9, -10, -13 ve -17 ile 

bağlantılıdır veye p53 ve Rb genleri ile ilgilidir(1). Rb, hücre döngüsünün G1/S fazının 

düzenleyicisidir(17). p53 (TP53) ise hücre döngüsünü düzenleyen bir diğer 

transkripsiyon faktörü olup DNA hasarına karşılık olarak artış gösterir ve hücre 

döngüsünü hasar onarılana kadar durdurur ya da apoptoza götürür(18). p53 ve Rb 

geninin germline mutasyonları nadir olarak görülmesine rağmen, OS tümör örneklerinin 

çoğunda başkalaşmışlardır(15). OS ile bağlantılı genetik ve epigenetik değişimlerin, 



 6 

hücreleri farklılaşmamış prokürsörler olarak bloke ederek osteojenik farklılaşma ile 

alakalı sinyal yollarını değiştirmesi olasıdır(1). 

2.1.4. Metastatik Hastalık 

 OS hastalarının % 15-20’si radyografik olarak tespit edilebilen  pulmoner 

metastazlara (akciğer yerleşimli) sahip iken % 80’i radyografik olarak tespit edilemeyen 

mikrometastazlara sahiptir. OS metastazı için en yaygın bölge akciğerler olduğu gibi 

diğer kemik ve yumuşak dokularda da oluşabilir. Bu pulmoner lezyonlar OS ile ilişkili 

ölümden sorumludur. Ancak hastalar yüksek mikrometastazlar sebebiyle operasyon 

öncesi ve sonrasında kemoterapi alırlar. Tespit edilebilen metastazları olmayan hastalar 

% 70 hayatta kalma oranına sahiptir(1,2,19). 

 OS’nin nüksetmesi çoğunlukla akciğerde görülür. Bu durumda mümkün 

olduğunca cerrahi tedavi uygulanmalıdır. Metastatik pulmoner lezyonların komple 

kesilip alınmasını takiben % 20-45 ve diğer bölgelerdeki metastazların % 10-15 

oranıyla bir sağ kalıma sahiptir(20,21). 

2.1.5. Sınıflandırma  

 OS çeşitli tiplerde ekstrasellüler matriks üretebildiğinden ve değişik farklılaşma 

derecelerine sahip olduğundan, histolojik paterni sadece olaydan olaya değil ayrıca aynı 

vakada bölgeden bölgeye de değişiklik gösterir. Klein ve ark. OS’yi sadece predominant 

histolojik paternine göre değil anatomik lokasyonuna ve gradına göre de 

sınıflandırmışlardır(7). Ama günümüzde Dünya Sağlık Örgütü (WHO)’nün yaptığı 

sınıflandırma sistemi kullanılmaktadır (Tablo 2-1). Bu sınıflandırma, anatomik 

lokalizasyon, histoloji, grad gibi kriterler göz önüne alınarak yapılmıştır(2,22).  

 OS’de histolojik gradlama tümörün onkolojik derecelendirilmesinde ve 

cerrahiye ek olarak adjuvant tedavide önemlidir(23). 

a- Konvansiyonel OS  

Konvansiyonel tip OS en sık görülen tiptir. Uzun kemiklerin metafizinde 

yerleşen, büyüme ile ilişkili olduğundan adolesan (ikinci dekatta) dönemde 

görülen yüksek gradlı bir sarkomdur(2,7,24). Bu tip OS üç sınıfa ayrılır; 

osteoblastik, kondroblastik ve fibroblastik. Osteoblastik; osteoid matriksi 

dominant, küçük yuvarlak, iğsi hücreler veya multinukleer büyük hücrelerden 

oluşan malign osteoblastlardan oluşan OS’nin en çok görünen tipidir(2,7,24,25). 
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Kondroblastik; kondroid matriks baskın ve iğsi hücrelerden oluşan tipi iken 

fibroblastik; minimal kemik veya kıkırdak matriks içeren ve iğsi hücrelerden 

oluşan tiptir(25). 

 

Tablo 2-1: OS’nin alt tiplerinin sınıflandırılması(25) 

1. Konvansiyonel OS 

a-Kondroblastik OS 

b-Fibroblastik OS 

c-Osteoblastik OS 

2. Telenjiektatik OS 

3. Küçük hücreli OS 

4. Düşük gradlı santral OS 

5. Sekonder (Paget hastalığı) Osteosarkomlar 

6. Parosteal OS 

7. Periosteal OS 

8. Yüksek gradlı yüzeyel OS 

 

b- Telanjiektatik OS 

Bu tip OS radyografik ve histolojik olarak anevrizmal kemik kistini andıran bir 

OS türüdür. Lezyon genellikle radyolusen kemik yıkımı üretir ve ilgili kemiğin 

asimetrik büyümesi gözlenir. Telanjiektatik OS, anevrizmal kemik kisti gibi 

sıklıkla osteoklast benzeri büyük hücre odaklarını içerir(26). Kemoterapinin 

uygulanmaya başlanmasıyla telanjiektatik OS’nin prognozunun konvansiyonel 

tipler kadar iyi olduğu rapor edilmiştir(10). 

c- Küçük hücreli OS 

Bu tip OS, Ewing sarkom ve osteosarkomun histolojik özelliklerini içeren, dar 

sitoplazmalı küçük iğsi hücrelerden oluşan nadir görülen bir tiptir(27). Adjuvant 

kemoterapiye yanıtı düşüktür(28). 
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d- Düşük Gradlı OS 

Fibröz stromaya eşlik eden mikrotrabeküler oseus matriks sebebiyle fibröz 

displazi gibi bening lezyonlara, düşük gradlı parosteal OS’ye ve kemik 

formasyonundan fakir olduğunda desmoplastik fibromaya benzerlik 

gösterir(29,30). Cerrahi olarak tedavisi konvansiyonel OS’ye göre daha iyi 

olmasına rağmen nüks ve sekonder yüksek gradlı OS görülme oranı yüksektir 

(31). 

e- Sekonder (Paget Hastalığı) Osteosarkomlar 

Yaşlılarda sık görünen prognozu kötü olan tiptir. Cerrahi tedavi zordur(32). 

f- Parosteal OS 

Osteosarkomların % 4’ünü oluşturan kemik yüzeyinden kaynaklanan düşük 

gradlı bir tiptir(33). Konvansiyonel OS’ye nazaran üçüncü dekatta meydana 

gelen, bayanlarda daha fazla görülen femur distalinin arka kısmına yerleşen bir 

sarkomdur(34). 

g- Periosteal OS 

Kemik yüzeyinden kaynaklanan, kıkırdak yapısında, parosteal OS’ye göre daha 

nadir görülen, genelde uzun kemiklerin diafiz ve metafiz-diafiz birleşiminde 

yerleşen yüksek gradlı  bir sarkomdur(35). 

h- Yüksek Gradlı Yüzeyel OS 

Yüzeye yerleşip korteks harabiyetine ve yeni kemik oluşumuna neden olur. 

Konvansiyonel tipe benzerlik gösterir(7,25). 

2.2. Ekstrasellüler Matriks 

 Ekstrasellüler matriks (ECM), proteinleri ve proteoglikanları içeren,  

organizmaya yapısal destek sağlayıp, hücre proliferasyonu, farklılaşması ve hücre göçü 

ile yapışma ve doku morfogenezi gibi biyolojik aktiviteleri olan bir yapıdır(36).  

 ECM yapısı iki kısımdır; bazal lamina ve bağ dokusu (Şekil 2-2). Bazal lamina, 

epitel ve endotel hücrelerini bağ dokudan ayıran ekstrasellüler yapıdır. Bağ dokusu ise, 

kollajen fibriller, glikoproteinler ve proteoglikanlardan oluşan bir yapıdır(37). 

Proteinler, proteoglikanların ve kollajen fibrillerin yüzeye yapışmasını sağlarlar. 
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Proteoglikanlar hücrelere destek kazandırırken kollajen fibriller hücreye esneklik ve güç 

kazandırır(38).  

 

 

Şekil 2-2: ECM’nin yapısı(38) 

 

Ekstrasellüler matriks proteinleri, hücreye gelen sitosolik sinyallerin 

iletilmesinde direkt ve indirekt olarak önemli rol oynarlar(38). 

2.2.1. Metastaz ve İnvazyon  

 İnvazyon ve metastaz kansere bağlı ölümde en önemli nedenlerdir. Kontrolsüz 

hücre bölünmesine neoplazmik büyüme denir. Fakat bu kontrolsüz büyümenin malign 

karakter kazanması için hücrelerin komşu dokulara invazyonu ve metastazı şarttır(39). 

 Metastazda öncelikle tümör hücreleri birbirinden ayrılır. Bu ayrılma kaderin adlı 

kalsiyum bağımlı transmembran proteininin azalması ile sağlanır(40,41). İntegrin adlı 

reseptör molekülleri sayesinde tümör hücreleri matriks komponentlerine tutunur. Bu 

sayede ekstrasellüler matrikse geçerler(40,41,42). Tümör hücrelerinin göç edebilmeleri 

için ekstrasellüler membranı ve matriksi geçmeleri gerekmektedir. Bu aşamada matriks 

metalloproteinazlar işlev görür(41). Dolaşıma katılan tümör hücreleri birbirlerine ve 

trombositlere yapışarak agregatlar oluştururlar. Bu agregatlar immün sisteme karşı 
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destek sağlarlar. Hücreler sekonder dokuya geldiklerinde adezyon molekülleri ile 

endotele yapışırlar. Böylece metastaz gerçekleşmiş olur (Şekil 2-3)(37).  

 

   

Şekil 2-3: Metastaz(41) 

 

2.3. Matriks Metalloproteinazlar 

 Metastaz gelişiminde, doku inhibitörleri ile dengelenen matriks 

metalloproteinazlar (MMP), ECM ve bazal membranın parçalanmasıyla önem 

kazanırlar(43). MMP’ler, çinko (Zn) ve kalsiyum (Ca) bağımlı fizyolojik ve patolojik 

doku yıkımında görev alan endopeptidazlardır. Endotel hücreleri, makrofajlar, T 

lenfositler, lökositler, epiteliyal ve mezenşimal hücreler, nötrofiller ve osteoblastlar gibi 

hücrelerde çoğunlukla embriyogenez aşamasında eksprese edilirler. Doku gelişiminde 

ve farklılaşmasında, ovulasyon, hücre göçü, anjiyogenez ve bazı hastalıkların 

patolojilerinde rol oynarlar(44,45). 
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2.3.1. MMP Yapısı 

 MMP’ler ortak yapısal özelliklere sahiptirler. MMP’lerin tümü N terminalinde 

enzimin öncü dizilimi olan predomen olarak tanımlanan, molekülü sekresyon için 

hedefleyen, daha sonra kaybolan sinyal peptid dizisi içerir ve 80-90 amino asid (aa) 

dizisinden oluşur. Bu bölgede aktif bölgedeki Zn atomuna karşılık olarak sistein 

bulunur ve enzim aktivitesini düzenlediği için sistein anahtarı olarak isimlendirilir(46).  

İkinci bölge olan prodomen enzimin latent formda kalmasından sorumludur ve 

aktivasyondan sonra çıkarılır. Prodomenin çıkarılması inaktif proenzimin aktif forma 

dönüşmesini sağlar(47,48,49). Bir sonraki kısım Zn
++

 bağlayan bölgeyi içeren katalitik 

domendir. Bu kısım bir Zn
++

 iyonu ve 2-3 Ca
++

 iyonu barındırır,  stabilite ve aktivitenin 

oluşması için gereklidir(48). Çoğu MMP’ler C terminalinde hemopeksin benzeri domen 

içerirler(50). Bu bölge hem bağlar; N ve C kısımlarını bağlayan disülfit bağı içerir(49).  

 Katalitik domeni hemopeksin benzeri domene bağlayan peptid, prolin 

bakımından zengindir ve menteşe bölgesi adını alır(51). Bu yapılara ek olarak bazı 

MMP’lerde prodomen ile katalitik domen arasında enzimin hücre içi furin benzeri 

proteazlar tarafından tanınmasını sağlayan bölge vardır (Şekil 2-4)(52,53). 

 

 

Şekil 2-4: MMP yapısı(54) 
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2.3.2. MMP’lerin Sınıflandırılması 

MMP’ler substrat spesifiteleri, dizi benzerlikleri ve bölge organizasyonlarına 

göre altı gruba sınıflandırılırlar (Tablo 2-2). 

 

Tablo 2-2: MMP’lerin sınıflandırılması(50,54) 

 

 

a- Kollajenazlar 

Bu enzimlerin temel özelliği N terminalinden itibaren interstisyel kollajen-I, -II, 

-III, ECM ve non-ECM moleküllerini parçalayabilmeleridir(50). 

MMP-1 (Fibroblast Kollajenaz); latent formu 43 kDa, aktif formu 55 kDa 

ağırlığında olup  interstisyel kollajeni parçalar(48). 
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MMP-8 (Nötrofil Kollajenaz); latent formu 75 kDa, aktif formu 58 kDa olan 

nötrofillerce sentezlenen artmış glikozilasyondan sorumlu üyedir(55). 

MMP-13; kollajen-1’i yıkar. 

b- Jelatinazlar  

Bu enzimler kollajen ve jelatini kolayca parçalayabilirler. Katalitik bölgeye 

eklenmiş tip-II fibronektin tekrarlarına sahiptir(50). 

MMP-2 (Jelatinaz A); latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa ağırlığında olup,  

tip-I, -II, -III kollajeni, jelatin, laminin ve elastini parçalar(48,49,50). 

MMP-9 (Jelatinaz B); latent formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa ağırlığındadır ve 

bazal membran kollajeni için substrat spesifiktir(48,49,50). 

c- Stromelisinler  

MMP-3 (Stromelisin-1); latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa 

ağırlığındadır(48). MMP-3’ün proteolitik etkisi fazladır. Proteoglikanlar, 

laminin, fibronektin, kollajen ve jelatini parçalamasının yanında pro-MMP’lerin 

bir kaçını aktifler. Bu aktivasyon MMP-1’in tam aktivasyonu için gereklidir(56). 

MMP-3, fibroblast ve kondrositlerde büyüme faktörleri, sitokinler ve tümör 

öncülleri ile indüklenir(49). 

MMP-10 (Stromelisin-2); latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa 

ağırlığındadır(48). Fibronektin, jelatin ve kollajeni parçalar. 

MMP-11 (Stromelisin-3); substrat spesifiteleri ve aa dizileri ayrı olduğu için 

diğer MMP’ler sınıfına dahildir(50). 

d- Matrilsinler  

Hemopeksin domeninin eksikliği ile karakterize edilirler(50).  

MMP-7 (Matrilsin-1) ve MMP-26 (Matrilsin-2) endometaz olarak 

isimlendirilirler ve bu gruba dahildirler. MMP-7, ECM komponentlerinin 

yıkımının yanısıra fosfoligand, protümör nekroz faktör, E-kaderin gibi hücre 

yüzey moleküllerinin üzerinde işlevseldir(50). 
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e- Membran Tip MMP’ler 

Altı tane membran tip MMP (MT-MMP) vardır. Bunlardan dördü (MMP-14, 

MMP-15, MMP-16 ve MMP-24) transmembran proteinler, ikisi (MMP-17 ve 

MMP-25) glikozilfosfotidilinositol bağlı proteinlerdir. MT4-MMP haricinde 

pro-MMP’yi aktive yeteneklerine sahiptirler. Bu enzimler ECM 

komponentlerini parçalayabilirler. Bunun yanında MT1-MMP, tip-I,-II,-III 

kollajen üzerinde kollajenik aktiviteye sahiptir(57).  

MT5-MMP beyne özgüdür ve temel olarak serebellumda eksprese edilir(58). 

MT6-MMP, menengiomlar haricinde glioblastomalar, anaplastik astrostomalar 

ve periferik kan lökositlerinde eksprese edilir(59,60). 

f- Diğer MMP’ler 

Metalloelastaz (MMP-12), temel olarak makrofajlarda eksprese edilir ve 

makrofaj göçü için gereklidir(61). Elastinin yanında diğer proteinleri de 

parçalar.  

MMP-19, klonlanmış karaciğer cDNA’sında tanımlanmıştır ve romatid artrit 

hastalarında otoantijen T-hücreleri gibi ayrılmıştır(62).  

Enameylisin (MMP-20), amelogenin proteinini parçalar ve yeni oluşan diş 

minesinin içinde lokalize olur. Amelogenin imperfekta, MMP-20 klavaj 

bölgesindeki mutasyonlara bağlı diş minesi defektlerinin neden olduğu genetik 

bir hastalıktır(63).  

MMP-22 ilk olarak tavuk fibroblastlarında tanımlanmıştır ve fonksiyonu 

bilinmemektedir(64). 

Sistein dizi MMP’si olarakta isimlendirilen MMP-23, genel olarak üreme 

dokularında eksprese edilir(65). Bu enzim sistein geçiş metafizinden yoksundur. 

Hemopeksin domeni bulunmaz, onun yerine imminoglobülin benzeri bir domen 

tarafından takip edilen sisteince zengin bir domene sahiptir(66). 

MMP ailesine son eklenen epilisin (MMP-28), genelde keratinositlerde eksprese 

edilir(67). Hasarlı ve bozulmamış ciltte ekspresyon proteinleri, yara tamiri ve 

doku homeostazında MMP-28’in fonksiyonunun olabileceği ileri 

sürülmüştür(68). 
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2.3.3. MMP Aktivasyonu 

 MMP’lerin çoğunluğu pro-MMP olarak ekstrasellüler alana salgılanır ve gerek 

duyulduğunda aktive edilirler. MMP aktivasyonu adım adım gerçekleşir. MMP’ler 

proteinazlar veya tiyol modifiye edici ajanlar, sodyum dodesil sülfat (SDS), reaktif 

oksijen gibi kimyasal ajanlar tarafından in vitro aktive edilebilirler. Düşük pH ve ısı, 

aktivasyonu arttırabilir. Bu ajanlar sistein anahtarında bulunan sistein-çinko etkileşimini 

bozarlar(69,70). İlk proteolitik atak, birinci ve ikinci heliks arasındaki döngüsel bölgeye 

maruz kalan alanda gerçekleşir. Halka bölgesinin bölünme spesifitesi her MMP’de 

bulunan dizi tarafından belirlenir(50). Propeptidin bir kısmı çıkarıldığında propeptidin 

geri kalanı destabilize olur ve sistein anahtarı-çinko etkileşim bozukluğu kısmen aktif 

MMP veya aktif MMP’ler tarafından intermoleküler işleme izin verir. Böylece son 

basamak bir MMP tarafından kontrol edilir(50,56).  

 Pro-MMP’ler inaktif zimojenler olarak salgılanır ve proteinazlar ve non-

proteolitik ajanlar tarafından aktive edilirler (Şekil 2-5). 

 

 

Şekil 2-5: MMP aktivasyonu(50) 

 (Gri olarak gösterilen bölge katalitik domen, beyaz bölge çinko bölgesinin de dahil olduğu aktif bölgedir. Propeptid 

siyah bölgede şematik bir biçimde gösterilmiştir ve buraya halka bölgesi ve sistein anahtarı dahil edilmiştir.) 

 

 Halka bölgesinin bölünmesi ile proteinaz aktivasyonu sağlanır, bu da kısmen 

MMP aktivasyonuna yol açar. İntermolekül işlem tarafından propeptidin kaldırılmasıyla 

tamamen aktivasyon sağlanır. Kimyasal aktivasyon sistein anahtarı sülfidril etkileşimine 
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dayanır ve propeptidin intramoleküler bölünmesi ve MMP’nin kısmen aktivasyonu ile 

sonuçlanır. İntramoleküler işlem tarafından propeptidin geri kalanının çıkarılması ile 

tam aktivasyon sağlanır(50).   

2.3.4. MMP Aktivasyonunun Düzenlenmesi 

 MMP’lerin proteolitik aktiviteleri üç basamakta düzenlenir; transkripsiyon, 

proenzim aktivasyonu ve enzim aktivitesinin inhibisyonu (Şekil 2-6). 

 

 

Şekil 2-6: MMP aktivitesinin düzenlenmesi(54) 

 

1- Transkripsiyonel Düzenleme 

MMP gen ekpresyonu; büyüme faktörleri, sitokinler/epidermel büyüme 

faktörleri (EGF), tümör nekrozis faktör ( TNF-, interlökin-1 (IL-1) gibi 

büyüme faktörleri ve hormonlar ile uyarılır. Transforme edici büyüme faktörü 

(TGF-, heparin, prostaglandin E2  (PGE2) ve diğer eikozanoidler ile ise 

ekspresyon inhibe olur(47,52). 
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2- Proenzim Aşamasında Düzenlenme 

Peptid bölgesindeki sistein sülfidril grubu ile çinko iyonu arasındaki etkileşim, 

latentliği sürdürür. Temel fizyolojik aktivatör plazmindir. Plazmin, ürokinaz-tip 

plazminojen aktivatörü (uPA) tarafından aktiflenir. Bu aktivatör, aterosklerozda 

ve doku remodellenmesinde  de rol oynar. Plazminojen aktivatör inhibitörü-1 

(PAI-1), uPA üzerinde inhibitör etkisi gösterir ve aktivasyon kaskadı ile zıt 

çalışır(71). uPA aracılı aktivasyon kaskadında bir MMP diğer MMP’yi aktifler. 

Plazmin, pro-MMP-1,-3,-9’u aktifler. Daha sonra MMP-3, pro-MMP-1’i 

aktifler. Aktifleşen MMP-1, MMP-9’u aktif forma dönüştürür. MT-MMP’ler 

diğer MMP’lerin aktivatörüdürler. MMP-2,-9 makrofajlar tarafından üretilen 

serbest radikallerin etkisiyle aktifleşirler (Şekil 2-7)(71,72). 

 

 

Şekil 2-7: MMP aktivasyon kaskadı(54) 
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3- Enzim Aktivitesinin İnhibisyonu 

MMP’leri inhibe eden bazı moleküller vardır. Bunlardan biri, proteinaz 

inhibitörü olan fakat molekül ağırlığı fazla olduğu için dokulara girişi zor olan 

-makroglobülindir. Ayrıca aktif MMP-2’ye bağlandığında enzimin hareket 

yeteneğini azaltır(47,73). 

Bunun yanında MMP’lerin spesifik doku inhibitörleri (TIMP), MMP aktivitesini 

düzenlerler. MMP ve TIMP’ler arasındaki denge ECM homeostazı için çok önemlidir. 

TIMP’ler, kemik remodellenmesinde, doku hasarı, anjiyogenez ve metastazda önemli 

rol alan, birçok doku ve vücut sıvılarında bulunan, MMP’lere geri dönüşümsüz non-

kovalent 1:1 oranında bağlanan, MMP’leri inhibe edici büyük N terminal kısım ve 

proenzimlerle kompleks oluşturan küçük C terminaline sahip olan 

moleküllerdir(47,74,75). TIMP’ler, vasküler düz kas hücreleri, endotel hücreleri, kan 

hücreleri, makrofajlar ve bağ dokusu hücreleri tarafından sentez edililirler(72). Bugüne 

kadar tanımlanmış dört tip TIMP vardır. TIMP-1, 28 kDa ağırlığında, yapısında disülfid 

bağı bulunduran, glikolizasyon ile aktive olan, genelde makrofajlarda sentezlenen 

özellikle MMP-1,-3 üzerinde etkili bir proteindir(76,77). TIMP-1’in, 

metalloendopeptidazlar üzerinde inhibitör etkisi yoktur(73). TIMP-2, 21 kDa 

ağırlığında, non-glikolize, makrofajlarda  ve tek başına sentezlenebilen bir inhibitördür. 

MMP-2’yi inhibe eder(75). TIMP-3, 21 kDa ağırlığında, hücrelerin ekstrasellüler 

matriksten ayrılmasını kolaylaştıran non-glikolize proteindir(76). Son tanımlanan 

TIMP-4, MT-MMP’leri inhibe etme yeteneğine sahip proteindir(78). Bunun yanısıra, 

sentetik MMP inhibitörleri bulunmaktadır. Bunlardan bazıları marimastat, kanser 

blokeri batimastat ve kloronattır(79). 

2.3.5. MMP’lerin Çeşitli Patolojik ve Fizyolojik Durumlarla İlişkisi   

 Kanser invazyonunda  ECM’nin ve bazal membranın parçalanması önemlidir. 

Bu parçalanma proteolitik enzimlerle sağlanır. Bu enzimlerden biri de MMP’lerdir. 

MMP’ler bir çok hücre tarafından eksprese edilir. MMP’ler tümör mikroçevresini 

regüle ederler. MMP’ler büyüme faktörlerinin aktivasyonunu, proteinleri birleştiren 

büyüme faktörlerinin inaktivasyonunu; hücre göçü, anjiyogenez ve hücre 

proliferasyonuna yol açan proteinleri ve ECM bileşenlerini hareket ettirerek hem primer 

tümör büyümesini hem de metastazı uyarırlar. Bu işlemi ECM’yi degrade ederek 

gerçekleştirirler(80). Kanser sürecinde MMP’lerin etkisi üç aşamada gerçekleşir; tümör 
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anjiyogenezi, gelişimi ve metastazı(79). MMP’ler hücre büyüme ve çoğalmasını üç 

farklı yolla gerçekleştirirler. Birincisi, büyüme faktörlerini serbest bırakırlar, ikinci 

olarak peptid büyüme faktörlerini aktiflerler ve üçüncü aşamada ise ekstrasellüler 

alandaki etkisi ile integrinlerle birlikte hücre çoğalmasını tetiklerler(81,82,83). 

 Tümör hücreleri fibroblastların MMP üretmesini tetikleyen faktörler üretir. 

Farklı MMP’ler değişik tümör gelişim evrelerinde bulunurlar(52). 

 Bir tümörün büyümesi için anjiyogenez gereklidir. Bu süreç kılcal damarları 

saran bazal membranın degredasyonu ile başlar endotelyal hücrelerce kuşatılan stroma 

invazyonu ile devam eder. MMP’ler, endotelyal hücre invazyonuna olanak tanıyarak ve 

anjiyogenetik fenotipi uyaran serbestleştirici faktörlerle bu işleme katkı sağlarlar(80). 

 Ayrıca MMP’lerin kanserle alakalı olarak apoptotik ve antiapoptotik etkisi 

vardır. MMP-3,-7,-11 laminini yıkıma uğratarak apoptozu düzenlerler(84).  

 Aterosklerozda MMP’lerin etkileri vardır. MMP’ler kardiovasküler 

remodelizasyonla sonuçlanan ECM’yi degrade eder ve vasküler duvarın zayıflamasına 

neden olurlar(80).  MMP gen promotöründeki bir polimorfizmin, koroner kalp 

hastalığına duyarlılıkta etkili olduğu ileri sürülmüştür(85). 

 Anjiyotensin II’nin, MMP aktivitesini inhibe özelliği vardır. Anjiyotensin II ve 

aldosteron kollajenin MMP ile parçalanmasını engelleyerek kollajen matriksin 

yapımında rol alır(86).   

 Malign beyin tümörlerinin invazyonunda interstisyel kollajenaz, jelatinaz ve 

stromelisinler rol alırlar(87). MMP ekspresyonundaki artış Alzheimer hastalığına  ve 

malign gliomalara neden olur(88). 

 Peridontal hastalıklarda, dişeti hastalıklarında, kollajenaz aktivitesinin arttığı 

görülmüştür. MMP-20, amelogenin proteinini parçalayarak amelogenin imperfektaya 

neden olabilmektedir(63). 
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2.3.6. MMP’lerin OS İnvazyonuna Katılmaları 

 Normal kemikte matriks devamlı olarak aşınmaya uğrar ve yeni bir matriks ile 

değiştirilir. Bu işlem kemik aşınması ve sentezi arasında düzenli bir dengeyi gerektiren 

bir süreçtir(89). MMP’ler, plazminojen aktivatörleri ve katepsinler gibi proteolitik 

enzimler ile beraber bu süreçte önemli rol oynarlar(90,91). Knock-out gen çalışmaları 

normal iskelet gelişimi için MMP’lerin önemini vurgulamıştır(92,93). MMP’ler 

kollajen, proteoglikan, fibronektin ve laminin gibi kemik matriksinin çeşitli 

komponentlerini degrade ederler. Ayrıca ekstrasellüler çevrede alterasyonlar başlatabilir 

ve dolayısıyla hücre aktivitesini etkilerler. TGF-’nın kemik matriksinden,IL- ve 

kalsiton parçalanmasında salınımı örnek olarak verilebilir. MMP’ler bazal membranı 

parçalamak suretiyle metastatik sürece dahil olurlar ve invazyon ve metastaza katkı 

sağlarlar. MMP’ler, ECM’de yer alan büyüme faktörlerinin biyoyararlılığını çoğaltarak 

tümör büyümesini kolaylaştırırlar. Anjiyogenezde önemli rol oynarlar. Akciğer, kolon, 

meme, prostat ve pankreas kanseri gibi malign tümörlerde ekspresyonları artar. Klinik 

kanıtlar, bu tümör çeşitlerinde MMP’lerin aşırı ekspresyonunun teşhisi zorlaştırdığını 

göstermiştir(94).  

 OS kemik dokusunun formasyonundan karakterize edilen malign kemik tümörü 

olup çocuklarda ve yetişkinlerde görülür(95). OS büyümesi, gelişmiş sabit kemik yıkımı 

ve oluşumu ile beraber oluştuğu için proteolitik enzimlere bağlı bir süreçtir. 

MMP/TIMP homeostazının bozukluğu OS için risk teşkil etmektedir. Son yıllarda 

yapılan çalışmalarda insan OS hücre hatlarında, ksenografilerde ve biyopsilerde MMP 

ve TIMP’lerin önemi vurgulanmaya çalışılmaktadır(94). 

2.4.  MMP-3 (Stromelisin-1)  

 Latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa ağırlığında olan ve ECM 

komponentleri ile beraber kollajen, proteoglikanlar, laminin, fibronektin, jelatin ve 

elastini degrade eden, MMP ailesinin önemli bir üyesidir. Ayrıca çapraz bağlı fibrini 

yıkma yeteneğine de sahiptir. Aynı zamanda insan fibroblast stromelisini olarakta 

bilinmektedir(96). MMP-1,-7,-8,-9 gibi MMP’leri inaktif formdan aktif forma 

dönüştürür(97). Stromelisin üretimi fibroblast ve kondrositlerde büyüme faktörleri, 

sitokinler ve tümör promotörleri ile indüklenir(36). 

 MMP-3 ekspresyonu normal dokularda düşüktür fakat tümör formasyonu 

boyunca değişir. ECM’nin remodellenmesinde önemli rol oynar(98). Transkripsiyonel 
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aşamada hücre-hücre ilişkisi ve sitokinler ile regüle edilir(99). Karsinogenezde MMP-3 

ekspresyonu ilk olarak transkripsiyon aşamasında düzenlenir, fakat tümör hücrelerinin 

yanısıra tümör-infiltre inflamatuar hücrelerinde sentezlenen sitokin ve büyüme 

faktörlerine cevapta mRNA  stabilitesine ait bazı kanıtlar öne sürülmüştür(52). MMP-3 

transkripsiyonu baş ve boyun squamoz hücre karsinomalarında, akciğer ve meme 

kanserlerinin malignant tipinde yüksek olarak bulunmuştur(100). MMP-3’ün beyin 

gliomaları patogenezinde rolü olduğuna dair bazı çalışmalar vardır. Ekspresyonun 

tümör gradında artması beynin hiyoaluronik asitçe zengin matriksini degrade eder ve 

glioma hücrelerinin invazyonu ve göçüne öncülük eder(101,102). 

 MMP-3’ün hasarlı arter duvarlarında MMP-2 ve -9’un aktivasyonu ve 

ekspresyonunda da potansiyel olarak fiziksel bir rolü bulunur(103). MMP-3, 

plazminojen ve uPA arasında spesifik moleküler bir etkileşim vardır. Bu sayede MMP-3 

hücre fibronolitik aktivitede rol alır(104). Ayrıca insan koroner aterosklorozisinde, in-

situ hibridizasyon çalışmaları, aterosklerotik plaklarda, köpük hücrelerinde, makrofaj ve 

düz kas hücrelerinde MMP-3 ekpsresyonunun arttığını göstermiştir(105).  Koroner 

müdahaleler sonrasında restenozun gelişiminde de rol alır(97).  

MMP-3 geni 10 ekzonlu 13,003 bç uzunluğunda 11q22.3 kromozomunun uzun 

kolunda MMP-1 genine bitişik halde bulunur. Genin  % 92 dizilemesi yapılmıştır ve 8-9 

kadar tek nükleotid polimorfizmi (SNP) tanımlanmıştır(106,107). MMP-3 genindeki 

farklı polimorfizmler tümör gelişim ve invazyonunda değişik tip tümörlerde farklılık 

gösterir. Meme kanserinin lenfatik metastaz ve gelişimi riski ile ilişkilendirilmiştir. 

Fakat ovaryum kanseri ve miyokardial infarksiyon riski ile bir bağlantı 

kurulamamıştır(107,108). Son çalışmalar göstermiştir ki, MMP-3 polimorfizmi boyun 

ve baş squamoz hücre karsinomalarında neo-adjuvant kemoterapiye cevapta prediktif 

faktör olarak belirtilmiştir(109). 

MMP-3 E45K polimorfizminde genin 2.ekzonunda rol alan A/G baz değişimi 

lizin/glutamat amino asit değişimi ile sonuçlanmaktadır. Bu değişim polipeptid 

zincirinin 45. pozisyonunda meydana gelmektedir. Pro-MMP-3’ten olgun MMP-3 

oluşumu aşamasında başlangıçtaki ilk 82 peptid kesilerek atılmaktadır. Yapılan 

çalışmalarda propeptidin kesilmesi glutamat/lizin varlığına bağımlı olabileceği ileri 

sürülmüştür ki, bu durum olgun MMP-3 oluşmasında azalmaya neden olur. T102T 
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polimorfizminde ise genin 371. pozisyonunda C/G baz değişimi gözlenmektedir. Ancak 

bu değişim proteinde herhangi bir amino asit değişimine yol açmamaktadır(110). 

Tüm bu bilgiler ışığında çalışmamızda MMP-3 geni E45K ve T102T 

polimorfizmlerinin osteosarkom hastalarındaki dağılımı ve etkinliğini incelemeyi 

amaçladık. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Seçilen Örneklerin Tanımı 

Bu çalışma iki örnek grubu üzerinde yapılmıştır. Birinci grup İstanbul 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Ortopedi ve Travmatoloji Kliniği tarafından takip edilen  yaş 

ortalamaları 23,608,61 olan osteosarkom tanısı konmuş 54 (24 kadın ve 30 erkek) 

hasta çalışmaya dahil edilmiştir.  

İkinci grup kontrol grubu olmak üzere kendisinde ve birinci derece 

akrabalarında kanser görülmeyen yaş ortalamaları 27,038,97 olan 81 (50 kadın ve 31 

erkek) sağlıklı birey normal populasyonu örnek olarak kullanılmıştır.  

Seçilen vakalardan 10ml.lik kan örnekleri EDTA’lı ve kuru tüplere toplanmıştır. 

EDTA’lı tüplerdeki periferik kan lökositlerinden elde edilen DNA örneklerinde MMP3 

geni üzerinde bulunan E45K ve T102T polimofizmlerini saptamak için Polimeraz 

Zincir Reaksiyonu (PCR), Restriksiyon Fragmanı Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ve 

agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanılmıştır. 

3.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Agaroz, Amonyum asetat, Amonyum klorür, Asetik asit, Borik asit, dNTP seti,  

EDTA (dihidrat), Etanol (%99), Brom fenol mavisi, Etidyum bromür, Mineral yağ,  

Potasyum bikarbonat, Sodyum dodesil (lauril) sulfat, Sodyum hidroksit,  

Potasyumdihidrojenfosfat, Sodyum klorür, Tris baz, Taq DNA polimeraz, DNA marker 

(50-100 bp DNA size marker), Proteinaz K, Potasyum hidroksit, restriksiyon enzimleri 

(Taq I ve Acl I), primer dizileri. 

Genotiplendirmede Kullanılan Primer Dizileri 

MMP3, E45K ve T102T polimorfizmlerini içerdiği bilinen hedef diziler spesifik 

primerler kullanılarak PCR yöntemi ile çoğaltıldı. Çalışmada kullanılan primerler tablo 

3-1’de gösterilmiştir. 
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Tablo 3-1: MMP3, E45K ve T102T polimorfizmleri spesifik primerleri 

Varyasyon Primer Dizisi Ürün Boyutu 

E45K 

 

 

 

F-5'- AAATTTGCCATTATTTCAGCAAG -3' 

 R-5'- CCCCTCTGAACCATTACCTG -3' 

399 bp 

 

T102T 

 

 

 

F-5'- GTTCCTTGGATTGGAGGTGA -3' 

 R-5'- CCTGTAGGAGAAAAATTGAAGCA -3' 

237 bp 

 

 

3.3. Kullanılan Gereçler 

Thermal Cycler cihazı (Gold Plate), Otoklav, Etüv, Hot plate, Dijital Görüntüleme 

sistemi, Elektroforez için güç kaynağı (E-C Apparatus Corporation), Hassas terazi 

(Mettler), Polaroid kamera (Kodak), Isıtıcılı manyetik karıştırıcı (Elektromag), 

Mikrodalga fırın (Philco), Mikrosantrifüj, pH metre (Hanna),  Pipet takımı (Eppendorf), 

Falkon santrifüj (Hettich), Spektrofotometre (Biochrom-S2100 diode array 

spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator (Stratagene 

UV/White light Transilluminator), Elektroforez Sistemi (E-C 400 P). 

3.4. Çözeltiler 

3.4.1. DNA İzolasyonunda Kullanılan Çözeltiler 

3.4.1.1. Eritrosit Parçalama Tamponu (Lysis Buffer) 

8,74 gram amonyum klorür, 1 gram potasyum bikarbonat, 200µl 0,5 molarlık 

etilen diamin tetra asetat (EDTA)’nın tartımları yapılarak erlen içine alınır. 900ml 

ddH2O eklenir ve çözeltinin pH’sı bir normal sodyum hidroksit çözeltisi ile 7.4’e 

ayarlanır. Daha sonra balon joje içine alınarak bir litreye tamamlanır. Çözelti ısıya 

dayanıklı cam şişeye alınarak 120C’ye alınarak 15 dakika otoklavda steril edildikten 

sonra +4C’de saklanır. 

3.4.1.2. 0,5 M Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH:8.0) 

186,1 gram etilen diamin tetra asetat tartılarak beher içine alınır ve 800ml 

ddH2O eklendikten sonra manyetik karıştırıcı yardımıyla çözündürülür ve pH’sı sodyum 

hidroksit çözeltisi ile 8,0’e ayarlanarak ddH2O ile 1lt’ye tamamlanır. Çözelti 120C’de 

15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir. 
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3.4.1.3. 4 Molar Sodyum Klorür (NaCl) Çözeltisi 

233,6 gram sodyum klorür tartılarak erlene alınır. Üzerine 800ml ddH2O ilave 

edildikten sonra manyetik karıştırıcı yardımıyla iyice çözündürülür. Balon jojeye 

aktarılarak 1lt’ye tamamlanır. Hazırlanan çözelti 120C’de 15 dakika otoklavlanarak 

sterilize edilir. 

3.4.1.4. Lökositleri Parçalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL) 

25ml 4M sodyum klorür ve 50ml 0.5M etilen diamin tetra asetat (EDTA) direkt 

balon jojeye aktarılarak 1lt’ye tamamlanır. Hazırlanan çözelti 120C’de 15 dakika 

otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda ısısında saklanır. 

3.4.1.5. 1 Molar Tris Tamponu (Stok) 

121,1 gram Tris baz tartılarak bir behere alınır. Üzerine 42ul hidroklorik asit ile 

yaklaşık 800ml ddH2O eklenerek manyetik karıştırıcı yardımıyla iyice çözündürülür. 

Daha sonra balon jojeye aktarılır ve 1lt’ye tamamlanır. Hazırlanan çözelti 120C’de 15 

dakika otoklavlanarak sterilize edilir. 

3.4.1.6. 9,5 Molar Amonyum Asetat Çözeltisi 

73,22 gram amonyum asetat tartılarak beher içine alınır. Üzerine 80ml ddH2O 

eklenerek manyetik karıştırıcıda çözündürülür. Balon jojeye aktarılır ve ddH2O ile 

100ml’ye tamamlanır. 0,22 mikronluk filtreden geçirilerek sterilize edilir ve +4C’de 

saklanır. 

3.4.1.7. %10’luk Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) Çözeltisi 

10 gr sodyum dodesil sülfat tartılır. SDS tozlarını kaldırmamaya dikkat ederek 

beher içine alınır ve üzerine 80ml ddH2O eklenir. Manyetik karıştırıcı yardımı ile 

çözündürülür ve pH’sı 7,2’ye ayarlanır. 0,22 mikronluk filtreden geçirilerek sterilize 

edilir ve oda ısısında saklanır. 

3.4.1.8. Proteinaz K (20 mg/ml) 

20 mg proteinaz K tartılarak steril bir gode içinde steril ddH2O ile 1ml’ye 

tamamlanır ve -20C’de saklanır. 
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3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanılan Çözeltiler 

3.4.2.1. Etidyum Bromür (10 mg/ml) 

10 gram etidyum bromür tartılarak steril ddH2O ile 10ml’ye tamamlanır. 

3.4.2.2. Agaroz Jel Yükleme Tamponu (5x) 

20 gram Fıcoll 400, 1gram SDS, 1,2ml 0,5 molarlık etilen diamin tetra asetat, 

1ml 1molarlık Tris (pH 8.0), 200 mg Bromo fenol mavisi, 200 mg Ksilen siyanol 

tartılarak steril ddH2O ile 100ml’ye tamamlanır. Oda ısısında saklanır. 

3.4.2.3. 50x Tris - Asetik asit - Etilen Diamin Tetra Asetat (TAE) Tamponu 

242 gram tris baz tartılarak bir behere alınır. Üzerine 57,1ml Glasiyal asetik asit 

ve 100ml 0,5 molarlık etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH2O ilave edilerek 

manyetik karıştırıcıda çözündürülür. Balon jojeye aktarılarak 1 litreye tamamlanır. 

Hazırlanan çözelti 120C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda ısısında 

saklanır. 

3.4.2.4. 5X Tris-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) Tamponu 

54 gram tris baz ve 27,5 gram borik asit  tartılarak bir behere alınır. Üzerine 

20ml 0.5 molarlık etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH2O ilave edilerek manyetik 

karıştırıcıda çözündürülür. Balon jojeye aktarılarak 1 litreye tamamlanır. Hazırlanan 

çözelti 120C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda ısısında saklanır. 

3.5. Kullanılan Yöntemler 

3.5.1. Periferik Kandan DNA İzolasyonu 

EDTA’lı tüplerle alınan 10ml.lik kan örnekleri çalışma için falkon tüplerine 

aktarılır. Üzerlerine 1:3 oranında lizis eklenerek +4C’de 15dk. bekletilir. Daha sonra 

1500rpm'de 10dk. santrifüj edilir ve süpernatant kısımları atılarak pelletler tamamen 

süspansiyon durumuna getirilir ve üzerlerine tekrar 15-20ml. lizis eklenir. Örnekler 

+4C’de 15dk. bekledikten sonra 10dk. 1500 rpm’de santrifüj edilir. Süpernatant 

kısımları atılır ve süspanse olan pellet üzerine 500 l  %10’luk SDS, 75l  proteinaz K 

(20mg/ml) ve 9,4 ml lökosit parçalama çözeltisi eklenerek 56C’de su banyosunda bir 

gece inkübe edilir. İnkübasyondan sonra  her 1ml örnek başına 0,37ml olacak şekilde  

9,5M’lık amonyum asetat çözeltisi eklendikten sonra karıştırılır ve 3000rpm’de 25dk 

santrifüj edilerek proteinler çöktürülür. Santrifüj sonrası süpernatant kısmı temiz bir 
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falkona aktarılır ve üzerine 1:2 oranında %99’luk absolü alkol eklenir ve DNA’nın 

presipitasyonu sağlanır. Yoğunlaşan DNA’nın alkol yüzeyine çıkması beklenir ve DNA 

mikropipet ucuyla alınır. DNA %70’lik alkolde yıkanır ve korunmak üzere Tris-EDTA 

çözeltisinde çözündürülerek +4C’de saklanır. 

3.5.2. Elde Edilen DNA’nın Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini 

Elde edilen DNA örneklerinden 1’er μl alınarak nanodrop spektrofotometrede 

260 nm ve 280 nm dalga boylarında yapılan ölçümlerle DNA’nın saflığı ve 

konsantrasyonu belirlendi. DNA örneklerinin saflığı OD260/ OD280 oranı kullanılarak 

belirlendi. Yeterince iyi saflıkta kabul edilen DNA’nın OD260/ OD280 değeri 1,7-1,8 

olarak kabul edildi.  

3.6. PCR Yöntemi İle Mmp-3 Gen Bölgelerinin Çoğaltılması ve RFLP Yöntemiyle 

Polimorfizm Analizi 

Genomik DNA örneklerinde MMP-3 gen bölgeleri PCR ile çoğaltıldı. Her iki 

polimorfizm için ayrı PCR reaksiyonları aşağıdaki protokole (Tablo 3-2) uygun olarak 

yapıldı.  

 

Tablo 3-2: MMP-3- A/G E45K,- C/G T102T Gen Bölgelerinin Çoğaltılması İçin Kullanılan   

Protokol 

Stok Konsantrasyonu PCR Malzemesi           Miktar         Son 

Konsantrasyon 

10 X DreamTaq Buffer with 

MgCl2 

2,5 µL              1 X 

25 mM MgCl2 0.5 µL 0,5 M 

2 mM dNTP Mix 2,5 µL 0,2 M 

10 pmol/µL Forward Primer 0,5 µL 0.2 pmol/ µL 

10 pmol/µL Reverse Primer 0,5 µL 0.2 pmol/ µL 

- dH2O 16.375 µL - 

5 U/ µL DreamTaq Polymerase 0.125 µL 0.025 U/µL 

50 g/ µL Template DNA 2 µL 100 ng/µL 

TOTAL  25 µL  
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3.6.1. MMP-3  Gen Bölgelerinin PCR Yöntemi ile Çoğaltılması 

MMP-3- A/G E45K gen bölgesi için PCR protokolü (Tablo 3-2) ve PCR 

koşulları (Tablo 3-3) ile  amplifiye edilmişitir. 

MMP-3 C/G T102T gen bölgesi için PCR protokolü (Tablo 3-2) ve PCR 

koşulları (Tablo 3-4) ile amplifiye edilmiştir. 

 

Tablo 3-3: MMP-3- A/G E45K gen bölgesi için PCR koşulları 

PCR Fazı Sıcaklık Süre Tekrar Sayısı 

Initial Denaturation 94 °C   5 min. 1 

Denaturation 94 °C   30 sec.  

Annealing 59 °C   30 sec. 35 

Extension 72 °C   30 sec.  

Final Extension 72 °C    7 min. 1 

Final Hold 4 °C ∞  

 

Tablo 3-4: MMP-3 -C/G T102T gen bölgesi için PCR koşulları 

PCR Fazı Sıcaklık Süre Tekrar Sayısı 

Initial Denaturation 94 °C   5 min. 1 

Denaturation 94 °C   30 sec.  

Annealing 58 °C   30 sec. 35 

Extension 72 °C   30 sec.  

Final Extension 72 °C    7 min. 1 

Final Hold 4 °C ∞  
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3.6.1.1. %1’lik Agaroz Jel Hazırlanması 

Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazırlanan 1 X TBE kullanıldı. 2 g 

agaroz  (Promega MBG) tartılarak erlen içine konuldu. Üzerine son hacim 200 ml 

olacak şekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga fırında kaynatma yolu ile 

çözündürüldü. Erlenin sıcaklığı elle tutulabilecek sıcaklığa düştüğünde (50-55ºC ) 

çözünmüş agaroz jel içine 1 µl etidyum bromür (10mg/ml) ilave edildi. Hazırlanan jel 

yatay jel yatağı içine dökülüp, yükleme kuyucuklarının oluşması için tarak 

yerleştirilerek donmaya bırakıldı. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice çıkarıldı ve jel 

örnek yüklenmesi için hazır duruma geldi. 

3.6.1.2. PCR Ürünlerinin Agaroz Jel’e Yüklenmesi 

Yükleme Tamponu (Loading Buffer : 6X) 

Yükleme tamponu (loading buffer) olarak %40 sükroz + %0,25 bromfenol 

mavisi karışımı kullanıldı 

 %1’lik jel hazırlandıktan sonra 1X TBE tamponu içeren jel tankı  içine uygun 

şekilde konuldu. Agaroz jelin üzerini 2-3 ml geçecek şekilde 1X TBE tamponu jel 

üzerine eklendi. 7 µl PCR ürününe, 1,5 µl yükleme tamponu (6X) eklenip  pipetleme 

yapılarak karıştırıldı. 10 µl’lik örnek karışımı kuyucuklara sırasıyla yüklendi. Yükleme 

işleminden sonra jel tankının kapağı kapatıldı. Güç kaynağı (E-C apparatus 

Corporation, E-C4000P) 500 miliamper 90 volt elektrik gücüne ayarlanarak 35 dakika 

elektroforez jel yürütülmesi gerçekleştirildi. 

3.6.1.3. PCR Ürünlerinin Kontrolü 

MMP-3- A/G E45K,- C/G T102T  genlerine ait istenilen  bölgelerinin PCR 

ürünlerinin oluşup oluşmadığını kontrol etmek amacı ile her iki bölge için de ayrı ayrı  

PCR tüpünden alınan 7 µl örnek 1,5 µl yükleme tamponu ile karıştırılarak yukarıda 

tanımlanan elektroforez sisteminde 90 voltluk elektrik akımında 35 dakika  yürütüldü. 

Yürütme işleminden sonra jel UV ışık altında (304 nm dalga boyunda) PCR ürünleri 

incelendi ve fotoğrafı UV transillüminator düzeneğinde çekildi. PCR reaksiyonları 

sonucu MMP-3 - A/G geninde 399 bp ve C/G T102T geninden 237 bp’lık bir ürün elde 

edildi. 
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Genotiplendirmede Kullanılan Enzimler  

İlgili enzimler ve fragment boyutları aşağıda (Tablo 3-5) verilmektedir. 

 

Tablo 3-5: E45K ve T102T polimorfizmlerinin analizleri için kullanılacak enzimler 

Varyasyon Restriksiyon Enzimi Fragment Boyutu 

E45K 

 

Taq
 
I Doğal Tip: 1 fragment  399 bp 

Mutant: 2 fragment  163bp + 236bp 

T102T Acl I Doğal Tip: 1 fragment  237 bp 

Mutant: 1 fragment  98bp + 139bp 

 

Her iki enzim kesimi için protokol aşağıda gösterilmiştir (Tablo 3-6). 

 

Tablo 3-6: E45K ve T102T polimorfizmlerinin analizleri için kullanılacak enzim protokolü 

PCR Fazı Miktar 

dH2O 3 µL 

10 X Restriction Buffer 2 µL 

BSA 1 µL 

Restriction Enzyme 1 µL 

PCR Ürünü 13 µL 

 

E45K polimorfizm analizi için, örnekler Taq I enzimi ile 60 °C’de 3 saat inkübe 

edildi. T102T polimorfizmi için ise örnekler Acl I enzimi ile 37 °C’de 3 saat inkübe 

edildi. 

Acl-I enziminin tanıdığı dizi ve kesim yeri: 

 

TaqI enzimin tanıdığı dizi ve kesim yeri: 
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3.6.2. Enzim Kesim Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

Enzim kesimi sonuçları %2’lik agaroz jelde 90 voltta 40 dakika yürütülerek 

genotip analizi yapıldı.  

Jel görüntülemede marker olarak Fermentas MassRuler Low Range DNA 

Ladder kullanılmıştır. 

3.6.2.1. Taq I Enzimi Kesim Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 Kesim işlemi yapılmadan önce elde edilen PCR ürünlerinin bant büyüklüklerinin 

399 bç olduğu saptandı. Taq I enzimi ile  kesim sonrası; 399, 236 ve 163 bç 

büyüklüğünde bantlar görüldü. Kesim sonucu sadece 399 bç’lik bant görüldüğünde AA 

genotipi (homozigot doğal tip), 236 ve 163 bç’lik bantlar görüldüğünde GG (homozigot 

mutant), 399,236 ve 163 bç’lik bantlar görüldüğünde ise  AG (heterozigot) olarak 

değerlendirildi (Şekil 3-1). 

 

 

Şekil 3-1: Taq

I enzimi kesim sonuçlarının %2’lik agaroz jelde görüntüsü 

 

3.6.2.2. Acl I Enzimi Kesim Sonuçlarının Değerlendirilmesi 

 Kesim işlemi yapılmadan önce elde edilen PCR ürünlerinin bant büyüklüklerinin 

237 bç olduğu saptandı. Acl I enzimi ile  kesim sonrası; 237, 139 ve 98 bç 

büyüklüğünde bantlar görüldü. Kesim sonucu sadece 237 bç’lik bant görüldüğünde CC 

(homozigot doğal tip), 139 ve 98 bç’lik bantlar görüldüğünde GG (homozigot mutant), 

237, 139 ve 98 bç’lik bantlar görüldüğünde ise  CG (heterozigot) olarak değerlendirildi 

(Şekil 3-2). 
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Şekil 3-2: Acl I enzim kesimi sonuçlarının %2’lik agaroz jelde görüntüsü 

 

3.6.2.3. MMP-3 Genine Ait Polimorfizmlerin DNA Dizileme Sonuçları  

E45K Polimorfizmi (Şekil 3-3, Şekil 3-4) 

E45K Polimorfizmi (rs679620) 

 

DT12-5296 K [Lys] ⇒ E [Glu] (MUTANT) (E45K) 

 

 

Şekil 3-3: MMP-3 geni E45K polimorfizmi mutant DNA dizileme görüntüsü 
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DT12-5297  K [Lys] ⇒ K [Lys]  (Doğal Tip) (E45K) 

 

Şekil 3-4: MMP-3 geni E45K polimorfizmi doğal tip DNA dizileme görüntüsü 

 

T102T Polimorfizmi (Şekil 3-5, Şekil 3-6) 

T102T Polimorfizmi (rs41380244) 

 

DT12-5297  T [Thr] ⇒ T [Thr] (Doğal Tip) (T102T) 

 

Şekil 3-5: MMP-3 geni T102T polimorfizmi doğal tip DNA dizileme görüntüsü 
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DT12-5297  T [Thr] ⇒ T [Thr] (Mutant) (T102T)  

Şekil 3-6: MMP-3 geni T102T polimorfizmi mutant DNA dizileme görüntüsü 

 

3.7. Sonuçların Değerlendirilmesinde Kullanılan İstatistiksel Yöntemler 

Bu çalışmanın istatistiksel analizleri için SPSS 11.0 paket programı 

kullanılmıştır. İstatistiksel anlamlılık  sınırı p<0.05 olarak alınmıştır. 

MMP-3 gen polimorfizmlerine ait genotip ve allellerinin görülme sıklığının, 

gruplar arası farklılıklarla beraber değerlendirilmesi için Ki kare (χ
2
) ve Fisher Exact 

testleri, sayısal verilerin analizi için student-t testi kullanılmıştır. Allel frekansları gen 

sayımı yöntemi kullanılarak yapılmıştır. 
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4. BULGULAR 

Çalışma gruplarımıza ait yaş ve cinsiyet bilgileri tablo 4-1’de gösterilmiştir. 

Çalışma gruplarımızda yaş dağılımları açısından istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık 

gözlenmemiştir (p>0,005). 

 

Tablo 4-1: Çalışma gruplarına ait demografik bilgiler 

GRUP 
HASTA 

(n= 54) 

KONTROL 

(n= 81) 

Cinsiyet 

(Kadın/erkek) 
24/30 50/31 

Yaş (yıl) 

 
23,608,61 27,038,97 

n: birey sayısı 

 

 Tümör lokalizasyonuna baktığımızda 1 vakada sol diz, 1 vakada sol femur, 1 

vakada sol femur alt uç, 1 vakada sol femur proksimal, 8 vakada sol femur distal, 1 

vakada sol klavikula, 1 vakada sol skapula, 1 vakada sol tibia alt uç,  2 vakada sol tibia 

proksimal, 1 vakada sağ femur alt uç, 4 vakada sağ femur distal, 1 vakada sağ femur 

proksimal, 1 vakada sağ humerus üst uç, 1 vakada sağ tibia diafiz, 8 vakada sağ tibia 

proksimal, 1 vakada sağ tibia üst uç olarak lokalizasyonlar gözlemlendi. 19 vakaya ait 

bilgiye ise ulaşılamamıştır.    

Tablo 4-2’de çalışma gruplarımıza ait MMP-3 E45K genotip ve allel dağılımları 

verilmiştir. Sağlıklı grupta AA genotipi taşıma sıklığının hasta grubuna göre anlamlı 

şekilde arttığı gözlenmiştir (p:0,004, ki kare:8,182, OR:2,929, %95Cl:1,38-6,19).  

İstatistiksel değerlendirmeye göre hasta grubunda G alleli taşıma sıklığının 

kontrol grubuna göre anlamlı şekilde arttığı gözlenmiştir (p:0,010, ki kare:6,710, 

OR:1,429, %95Cl:1,019-1,858).  
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Benzer şekilde hasta grubunda AG genotipi taşıma sıklığı da kontrol grubuyla 

karşılaştırıldığında anlamlı şekilde artmıştır (p:0,001, ki kare:14,753, OR:2,32, 

%95Cl:1,491-3,626). 

 

Tablo 4-2: Çalışma gruplarında MMP-3  E45K genotip ve allel dağılımları 

MMP-3 

E45K 

HASTA 

(n=54) 

KONTROL 

(n=81) 

GENOTİP   

AA 14 (%25,9) 41(%50,6)** 

GG 9 (%16,7) 20(%24,7) 

AG 31(%57,4)*** 20(%24,7) 

ALLEL   

A 59(%54,6) 102(%62,9) 

G 49(%45,4)* 60 (%37,1) 

 n: birey sayısı,  Grup içi  karşılaştırmalar Ki kare testi ile yapılmıştır. 

* p:0,010, ki kare:6,710, OR:1,429, %95Cl:1,019-1,858) 

** p:0,004, ki kare:8,182, OR:2,929, %95Cl:1,38-6,19 

*** p:0,001, ki kare:14,753, OR:2,32, %95Cl:1,491-3,626 

 

MMP-3 T102T genotip ve allel dağılımlarına göre grupları karşılaştırdığımızda 

ise istatistiksel bir farklılık gözlemlenmemiştir (Tablo 4-3). 
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Tablo 4-3: Çalışma gruplarında MMP-3  T102T genotip ve allel dağılımları  

MMP-3  

T102T 

HASTA 

(n=54) 

KONTROL 

(n=81) 

GENOTİP   

CC 45 (%83,3) 65 (%80,2) 

GG 0 (%0) 0 (%0) 

CG 9 (%16,7) 16 (%19,8) 

ALLEL   

C 99(%91,6) 146(%90,12) 

G 9(%8,4) 16(%9,88) 

n: birey sayısı ,  Grup içi  karşılaştırmalar Ki kare testi ile yapılmıştır.  

 

Her iki mutant alleli taşıma açısından gruplar karşılaştırıldığında hasta grubunda 

her iki mutant allel, taşıma oranı artmış olarak görünmesine karşılık istatistiksel bir 

anlamlılık elde edilememiştir (p:0,818)(Tablo 4-4). 

 

Tablo 4-4: Her iki mutant alleli taşıma açısından çalışma gruplarının karşılaştırılması  

Gruplar 

MMP-3 

E45K G + MMP-3 

T102T G alleli 

taşıyanlar 

MMP-3 

E45K G + MMP-3 

T102T G alleli 

taşımayanlar 

Kontrol 

8 73 

%9,9 %90,1 

Hasta 

6 48 

%11,1 %88,9 

 Grup içi  karşılaştırmalar Ki testi ile yapılmıştır.  

  

Hasta grubuna ait metastaz ve lokal nüks görülme sıklığına ait bilgiler Tablo 4-

5’te gösterilmiştir. 
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Tablo 4-5: Hasta grubuna ait demografik özellikler 

 Var Yok 

Metastaz (n/%) 6 (%11,1) 48(%89,9) 

Lokal Nüks (n/%) 4(%7,4) 50(%92,6) 

n: birey sayısı  

 

Hastalarda lokal nüks ve metastaz görülme durumuna göre MMP-3 E45K 

genotip dağılımlarını incelediğimizde istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılık 

gözlemlenmemiştir (p>0,005) (Tablo 4-6). 

 

Tablo 4-6: Demografik özelliklere göre MMP-3 E45K genotiplerinin dağılımı 

 
MMP-3 E45K GENOTİPLERİ 

LOKAL 

NÜKS 
AA GG AG 

Var (n/%) 1(%25) 2(%50) 1(%25) 

Yok (n/%) 13(%26) 8(%16) 29(%58) 

METASTAZ AA GG AG 

Var (n/%) 1(%16,7) 2(%33,3) 3(%50) 

Yok (n/%) 13(%27,1) 7(%14,6) 28(%58,3) 

  n: birey sayısı  

 

Benzer bir durum MMP-3 T102T genotipleri açısından da geçerlidir. T102T 

genotiplerinin lokal nüks ve metastaz görülme durumuna göre dağılımlarında anlamlı 

bir bulguya ulaşılamamıştır (p>0,005) (Tablo 7). 
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Tablo 4-7: Demografik özelliklere göre MMP-3 T102T genotiplerinin dağılımı 

 
MMP-3 T102T GENOTİPLERİ 

LOKAL NÜKS CC CG 

Var (n/%) 3(%75) 1(%25) 

Yok (n/%) 42(%84) 8(%16) 

METASTAZ CC CG 

Var (n/%) 4(%66,7) 2(%33,3) 

Yok (n/%) 41(%85,4) 7(%14,6) 

  n: birey sayısı 

 

Tablo 4-8’de çalışma gruplarında cinsiyete göre MMP-3 E45K genotiplerinin 

dağılımları verilmiştir. Cinsiyetler arasında genotip dağılımları açısından istatistiksel bir 

farklılık gözlemlenmemiştir (p>0,005). 

 

Tablo 4-8: MMP-3 E45K polimorfizmi genotip dağılımlarının kontrol ve hasta 

gruplarında cinsiyete göre dağılımları 

K
O

N
T

R
O

L
 G

R
U

B
U

  MMP-3 E45K 

AA GG AG 

CİNSİYET 

KADIN 
23 12 15 

%46 %24 %30 

ERKEK 
18 8 5 

%58,1 %25,8 %16,1 

 

H
A

S
T

A
 G

R
U

B
U

 

 MMP-3 E45K 

AA GG AG 

CİNSİYET 

KADIN 
8 4 12 

%33,3 %16,7 %50 

ERKEK 
6 5 19 

%20 %16,7 %63,3 

Grup içi  karşılaştırmalar Ki kare ve Fisher’s Exact  testi ile yapılmıştır.  
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MMP-3 T102T genotip dağılımlarına baktığımızda ise yine cinsiyetler arasında 

anlamlı düzeyde bir farklılığa rastlanılmamıştır (p>0,005) (Tablo 4-9). 

 

Tablo 4-9: MMP-3 T102T polimorfizmi genotip dağılımlarının kontrol ve hasta 

gruplarında cinsiyete göre dağılımları  

K
O

N
T

R
O

L
 G

R
U

B
U

 

 MMP-3 T102T 

CC CG 

CİNSİYET 

KADIN 

42 8 

%84 %16 

ERKEK 

23 8 

%74,2 %25,8 

 

H
A

S
T

A
 G

R
U

B
U

 

 MMP-3 T102T 

CC CG 

CİNSİYET 

KADIN 

19 5 

%79,2 %20,8 

ERKEK 

26 4 

%86,7 %13,3 

Grup içi  karşılaştırmalar Ki kare ve Fisher’s Exact  testi ile yapılmıştır.  
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5. TARTIŞMA 

Osteosarkom (OS) kemik sarkomları içinde en yaygın primer malignant kemik 

tümörlerindendir. Görülme sıklığı yılda 1 milyon kişide 2’dir(1,2,3). Uzanımsal gelişme 

atağı gösteren uzun kemiklerin metafizinde görülür(2). Genellikle adolesan dönemde 

yani 15-20 yaş aralığındaki kişilerde görülür(5). OS’ye neden olduğu bilinen çevresel 

faktör iyonize radyasyondur(12). OS metastazı genelde akciğerde daha sonra diğer 

kemik ve yumuşak dokularda görülebilir(1). OS’nin farklı tipleri bulunmakla beraber en 

yaygın görünen tip konvansiyonel tip OS’dir.  

MMP’ler kanser invazyonu ve metastazında ECM’nin parçalanmasında önemli  

göreve sahiptirler. Bazal membranın parçlanmasının yanı sıra kanser gelişimi için 

gerekli olan anjiyogenezde de rol alırlar(80). MMP ve MMP’lerin spesifik doku 

inhibitörleri arasındaki homeostaz (MMP/TIMP) metastaz ve invazyon için önem arz 

eder(94).  

MMP-3 çapraz bağlı fibrini yıkma yeteneğine sahiptir. Bu enzim aynı zamanda 

bazı MMP’lerin aktivasyon ve ekspresyonunda görev alır(96). MMP-3 geni 10 ekzonlu 

13,003 bç uzunluğunda 11q22.3 kromozomunun uzun kolunda lokalizedir. Yapılan 

dizileme çalışmaları sonucunda bu gene ait 8-9 kadar tek nükleotid polimorfizmi 

tanımlanmıştır(106,107).  

MMP-3 genine ait en yaygın olarak çalışılan polimorfizm 5A/6A 

polimorfizmidir. Smolarz ve ark.(111) ovaryum kanserli hasta ve kontrol grubu arasında 

yaptıkları çalışmada 5A ve 6A allelleri arasında bulunma sıklığı açısından farklılık 

olmadığını gözlemlemişlerdir. 

Chaudhary ve ark.(112) baş boyun lezyonu ve oral submukozal fibroziste Hintli 

bireylerde yaptıkları çalışmada 6A/6A genotipinin 45 yaşından daha büyük olanlarda 

her iki vaka için, 5A/5A genotipinin ise 45 yaşından küçük olanlarda her iki vaka için 

önemli olduklarını göstermişlerdir. 

Biondi ve ark.(113) MMP-1 ve MMP-3 promoter bölgesi ve kanser arasındaki 

ilişkiyi incelemek için yaptıkları İtalyan populasyondaki çalışmaya, meme kanserli, 

kolon kanserli, pulmoner kanserli ve ovaryum kanserli hasta ve sağlıklı bireyleri dahil 

etmişlerdir. MMP-3 genine ait olan 5A/6A polimorfizmi çalışmasında, 6A allelinden 
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daha yüksek promoter aktivitesine sahip olan 5A alleli için heterozigot ve 

homozigotların sıklığı kolon kanseri istisna olmak üzere (%73), kanserli hastalarda 

belirgin olarak daha yüksek olduğunu bildirmişlerdir (%84,5). Çalışma sonucundaki 

bulgulara göre bu polimorfizmin, kanserin gelişmesi ve progresyonu için özellikle 

memeli tümörlerinde risk faktörü olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

Çalışmamıza, İstanbul Üniversitesi Tıp Fakültesi Ortopedi ve Travmatoloji 

ABD. tarafından temin edilen, yaş ortalamaları 23,608,61 olan 54 (24 kadın ve 30 

erkek) osteosarkom tanısı konmuş hasta ve yaş ortalamaları 27,038,97 olan kendisinde 

ve ailesinde kanser geçmişi olmayan 81 (50 kadın ve 31) sağlıklı bireyi dahil ettik. Bu 

gruplara ait MMP-3 E45K ve T102T polimorfizmlerini istatistiksel açıdan 

değerlendirdik. 

MMP-3 E45K polimorfizmi, MMP-3 proteininin 45. aa’de Lys-Glu non-sinonim 

bir varyantı kodlar. MMP-3 oluşumu aşamasında başlangıçtaki ilk 82 peptid kesilerek 

atılmaktadır. Yapılan çalışmalar sonucunda propeptidin kesilmesi Glu-Lys varlığına 

bağımlı olabileceği ve bu durumun MMP-3 oluşmasında azalmaya neden olabileceği 

ileri sürülmüştür(110). 

Fan ve ark.(114), 766 glioma hastası ve 824 sağlıklı birey Çin populasyonunda 

yaptıkları çalışmada MMP-3 E45K polimorfizmini incelemişlerdir. Her iki grup 

arasında yapılan istatistiksel karşılaştırmaya göre bu polimorfizmin glioma riskini 

arttırdığına dair bir veriye rastlanmamıştır. 

Nan ve ark.(115), 218 melanoma, 285 squamoz hücre karsinoması, 300 bazal 

hücre karsinomasına sahip kanserli hasta ve 870 sağlıklı bireyde E45K polimorfizmini 

de içine alan 6 tane SNP çalışması yapmışlardır. Bu çalışma sonucunda kontrol bireyleri 

ve hasta grubu arasında anlamlı bir fark gözlemlememişlerdir.  

Ouyang ve ark.(116), Çin populasyonu özofagal squamoz hücre kanserinde, 227 

hasta ve 378 sağlıklı bireyde yaptıkları çalışmada MMP-3 E45K polimorfizminin 

kontrol ve hasta gruplarında istatistiksel bir farkının olmadığını gözlemlemişlerdir.   

Hirata ve ark.(117), renal hücre kanserli 156 hasta ve 326 sağlıklı bireyde 

yaptıkları çalışmada MMP-3 E45K polimorfizminde GG genotipinin frekansının 

kontrol bireylerine göre hastalarda arttığını gözlemlemişlerdir. 
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Bulduğumuz sonuçlara göre; sağlıklı bireylerde MMP-3 E45K AA genotipi 

taşıma sıklığı hasta grubuna göre anlamlı şekilde artmıştır (p:0,004, ki kare:8,182, 

OR:2,929, %95Cl:1,38-6,19). Buna paralel olarak hasta grubunda da G alleli taşıma 

sıklığının sağlıklı bireylere göre anlamlı bir şekilde arttığını gözlemledik (p:0,010, ki 

kare:6,710, OR:1,429, %95Cl:1,019-1,858).  Benzer şekilde AG genotipi taşıma sıklığı 

da kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı şekilde artmış olarak saptandı (p:0,001, 

ki kare:14,753, OR:2,32, %95Cl:1,491-3,626).  

MMP-3 genine ait diğer bir polimorfizm olan T102T (C/G) polimorfizmi 

literatürlerde taranmıştır ve az sayıda çalışmaya rastlanmıştır. 

Hong ve ark.(118), Koreli çocuklarda Kawasaki hastalığında bu polimorfizmi 

hasta ve kontrol bireyleri arasında karşılaştırmışlardır. Kawasaki hastalığı, koroner arter 

gelişimini içeren multisistemik vasküler bir hastalıktır. Bu polimorfizmdeki genomik ve 

allelik sıklıkların hasta ve kontrol bireyleri arasında farklılaşma göstermediği sonucunu 

elde etmişlerdir. 

Li ve ark.(119), MMP-3 genine ait birtakım polimorfizmleri çalışmalarına dahil 

etmişler; MMP-3 E45K polimorfizm çalışması için 1853 koroner hastası ve 1207 

kontrol bireyi, MMP-3 T102T polimorfizm çalışması için 1197 koroner arter hastası ve 

1791 kontrol bireyini çalışmaya dahil etmişlerdir.  Bu çalışmada, A aleli ve AA 

genotipinin koroner hastalık riskinin artmasıyla ilişkili olduğunu GG genotipinin ise 

koruyucu rol oynadığını gözlemlemişlerdir. MMP-3 T102T polimorfizminde GG 

genotipi taşıyıcılarının C alleli taşıyıcıları ile karşılaştırıldığında daha yüksek koroner 

hastalık riskine sahip olduklarını gözlemlemişlerdir. 

Beyzade ve ark.(120), 1240 koroner arter hastasında bazı polimorfizmleri (-1986 

T>C, -1612 5A>6A, -1346 A>C, -709 A>G, -376 G>C ve +802 A>G) çalışmalarına 

dahil etmiş ve 5A>6A haricindeki diğer polimorfizmlerin bu hastalıkta anlamlılığını 

gözlemlememişlerdir.  

Çalışmamızda MMP-3 T102T genotip ve allel dağılımlarını sağlıklı ve 

osteosarkomlu bireylerde karşılaştırdığımızda istatistiksel olarak bir farklılık 

gözlemlemedik. Her iki çalışma grubumuzda da mutant GG genotipine rastlamadık. 
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Her iki polimorfizme ait mutant alleli taşıma açısından grupları 

karşılaştırdığımızda hasta grubunda her iki mutant allel taşıma oranı artmış olarak 

görünmesine karşın istatistiksel bir anlamlılık elde edilememiştir (p:0,818). 

Hastalarda metastaz ve lokal nüks görülme durumuna göre MMP-3 E45K ve 

T102T genotip dağılımlarını incelediğimizde hem E45K hem de T102T polimorfizmleri 

açısından anlamlı bulgular elde edilmemiştir. 

Çalışmamıza  her iki polimorfizme ait genotip dağılımlarının kontrol ve hasta 

gruplarında cinsiyete göre dağılımları da dahil edilmiş olup, MMP-3 E45K ve T102T 

polimorfizmi açısından istatistiksel bir farklılık gözlemlenmemiştir. 

Sonuç olarak, çalışmamız her iki polimorfizm açısından da osteosarkomda 

yapılan ilk çalışma özelliğini taşımaktadır. Yaptığımız deneysel çalışmalar sonucunda  

elde ettiğimiz bulgular MMP-3 E45K polimorfizminin osteosarkom gelişiminde rol 

oynayabileceği izlenimi elde etmemize neden olmuşken, bu polimorfizmin metastaz ve 

lokal nüks görülme gibi süreçlerde etkisi olmadığı kanısına varmamıza neden olmuştur. 

Bir diğer polimorfik varyant olan T102T açısından çalışma gruplarımızı 

değerlendirdiğimizde ise anlamlılığa ulaşan bulgular elde edemedik. Her iki 

polimorfizmin karsinogenezdeki etkinliğinin belirlenmesi açısından daha fazla sayıda 

çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır.  
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