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The role of fibroblast  and cytokines  in   the invasion and expression of   matrix   metalloproteinase  in

human  head and neck squamous carcinoma cells

Abstract   This study evaluated the influence of extracellular matrix, fibroblast, autocrine and paracrine factors,

and cytokine on the production of matrix metalloproteinases (MMP2 and MMP9) and invitro invasion of  two

genetically related pair of human squamous cell carcinoma (HNSCC) cell lines. Four cancer cell lines derived

from primary lesions (HN4,HN30) and metastatic cervical lymp nodes (HN12, HN31) of two patients, and  a

human normal keratinocyte cell line (HaCaT) were used in this study. It was found that HNSCC and HaCaT

cells constitutively expressed MMP2. MMP9 expression was not correlated to the in vitro invasion of cancer

cells. HN4 and HN31 expressed a trace level of MMP9. Cancer cells apposed to type I collagen exhibited an

increase in the expression of MMP2 and MMP9. In contrast, basement membrane could not enhance MMP

expression in HNSCC and HaCaT cells. Co-culture cancer cells with gingival fibroblasts  resulted in an in-

crease of MMP2 and MMP9 production in the culture medium. However, fibroblasts did not obviously stimu-

lated MMP expression in HaCaT cells. Co-culture of cancer cells and fibroblasts caused an increase in the

production of MMPs in both HNSCC and fibroblast cells because methanol-fixed HNSCC cells or fixed fibro-

blasts decreased in enzyme expression. This suggests that cell contact is required for the enhancement of MMP

production. In addition, the expression of MMP2 and MMP9 by HN4 and HN12 was augmented when cultured

in conditioned media derived from those cells. This indicated that autocrine factors were also involved in MMP

stimulation. Therefore, it is interesting to investigate effects of cytokines on MMP expression and invitro inva-

sion of the cancer cell lines. Reverse transcription-PCR indicated the presence of IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF α
and TGF β in HNSCC cells. Gingival fibroblasts expressed IL-1α, IL-1β, IL-6, TNF α, TGF β and hepatocyte

growth factor (HGF). Co-culture cancer cells and fibroblasts obviously stimulated the expression of IL-1α, IL-

1β, IL-6, TNF α and TGF β. Τype I collagen, autocrine and paracrine factors could  also induce cytokine

expression in HNSCC cells. MMP expression in cancer cells  was enhanced by  IL-1α, IL-1β, TNF α, TGF β
and  HGF. The  cytokines dramatically stimulated  the expression of MMPs  in invasive cancer cell lines

(HN12, HN31). All cytokines enhanced the  invitro invasion of HNSCC and HaCaT cells, especially in HN4

and HN31. Taken together, our findings suggest that cell-matrix, cell-soluble factors and/or cell- cell interac-

tion enhance the production of MMP2 and MMP9 and tumor invasion. The results also point to an  important

role of cytokines in the regulation of MMP production and cancer cell motility.
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                                                         Executive Summary
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����'�1��Q��6�7��������%�<��(epithelium)   (1�������
basement

membrane	+:���	
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�%��� ���(������
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�%<���� extracellular matrix   (1��"'�&�� basement membrane &�� collagen 7��'	
� 1

(type I collagen ) �����������
�6���
��':���� MMP2 &�� MMP9 ����(������
,�-

.�&���+��%
���?-

�
������&��	
�&�
��
����"�������+�:����

2) �����-1�.���

�%�	
�%��������
�6���

����+����������(������
,�-

.�&���+��%
���?�
������&��	
�-

&�
��
����"�������+�:����

3)  �����-1�.��
�%����
 autocrine &�� paracrine6���
���'����
��
���
�:����"#$%
%�����%�(������
,�-

-

.�&���+��	���7��'	
�&�
��
����&��"��&�
��
����6���
�
��� MMPs

4)  �����-1�.���

�%�	
�%<���� extracellular matrix (collagen 7��'	
�1) &�� "#$%
%������
�'�%��
�
���

mRNA���"($�"���6��(������
,�-

.�&���+��%
���?�
������&��	
�&�
��
����"�������+�:����

5) �����-1�.���

�%�	
�%<����"($�"��������
�
��� MMPs ���'����

����+����(������
,�-

.�&���+-

��%
���?�
������&��	
�&�
��
����"�������+�:����
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��
������	�0���

      1.������	������ cell line
6���
	'����
 �67� cell line 5 7��'  "'�&�� immotalized human keratinocyte (HaCaT)

&���(������
,�-

.�&���+�� (HN4, 12, 30 &�� 31)(1�� "'�
�%�����
��:���� Dr. Silvio Gutkind

(	
��
1�.�$�
���
������
�) National Institute of Dental and Craniofacial Research (NIDCR), National Insti-

tute of Health (NIH)�
��	-�:
�Y���
���   �(���HN4&��HN12  ��,��(���	
�������
������<8��������'
�����

$'� HN4 "'����
��$
�%
���?����&�� HN12 "'����
��$
����
,�	
�&�
�"����������+�:����  �(��� HN30

&��31��,��(���	
�"'����<8��������'
�����	
�
��$
�%
���?��:��&��������+�:����      	+��
������
���

�(����:����
�6� Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (1���
 fetal calf serum 10% Streptomycin

100 "�$�
�
��/��. &�� Penicillin 100 :����/��. Q��6��8���
����(���	
��
 CO
2
 &������- 
����� 5 &�� 95

����+'�%$'��
��?:Q8��	
�37��-��(��(
��

             ��
������
���"#$%
%����
�	+$'�	+��
��,%7��������	
�"'�
�%�������������<8����	
���
�%��
<����'

     #����'  %
���? retromolar pad ���#��(
� 48 6� collection medium   (1���
���%'���  DMEM     strepto

     mycin    100 "�$�
�
��/��. &�� penicillin 100 :����/��. �+7��������	
�"'�������'��� sterile PBS  2-3  �
���

     &���&�����%
���?	
���,��-. �����	
�"��������
���   ��������+��:�����,�7�����,�U  ���'�
���? 1 �%.��.

     &������7��������6� culture dish  ���' 8 �
.(�. �
���? 8-12 7������    plate  ����������� DMEM 	
��
 fetal

     calf 10% �
���? ��,����������6:���,�#����%�� U &�����"��6�CO
2
 incubator �
���? 12 7�.�����6:�7��������

     �1'��' ��% plate &����1�������
����
��� media 6:�"'��
���? 2-3 ��.         	+��
incubate  ���
�	����(���

     ��
�����%$�  (outgrowth ) ���7��� explant &����1��+���7��� explant ��� ���������
����(������"����
�	���

    "'��
���? 50% ��� ����<��Q�7��( plate )�1�subculture  �
���? 3 passage�����������+����(���     	+��


     &%���(�������:�1�� ��,%"��6�"�$�
����:��   $'���
	'����
���67��(��� passage 	
� 3-10

     2. ������������� substrate ��������������!"�����#��
$	��%�
 ��
������
�-1�.�<������
������
����(���%� substrate 3 7��' (1��"'�&�� �������( Poly-L-lysine)

(1����,���
	
�67�������
���	���"�    basement membrane (Matrigel) &�� collagen type I (1����,���
	
��%	���"�6�

extracellular matrix

               2.1 ��
���' basement membrane

  �
�	+	
� NIDCR (1����
'+������
�����
�����% Dr. Hynda Kleinman 	
��
1�.�$�
���
������
�

$'�	+��
���'���:�8	
��
�������� sarcoma 7��'	
��
��� basement membrane ��� (Engelbreth-Holm-Swarm,

EHS) (14 )�����	+��
`��:�8&����,��,%����������:�����,�7�����,�U �
���? 1-2 (�. &���	+��
 homogenize

�������� Q��6��3.4 M NaCl buffer	
���,� &�������������������7��������	
� 8000 xg ��,�����20 ��	
  ��������1��+

pellet �� homogenize �
��
���6� 3.4 M NaCl buffer ������,%7��������&��� homogenize �
��
���6� 2M Urea

buffer 	
� 4oC ��,����� 18 7���$��  &����1��+������&���&����,% supernatant   	+��
���' supernatant �
��
���

$'� 2M Urea buffer &�����,% supernatant ��'	���(1�����
 basement membrane (Matrigel) 	+��
 dialysis

$'�67� 5% chloroform 6� TBS 	
���?:Q8�� 4oC ��,�������������� 2 ������� 	
���
�� Matrigel ������ –80oC

��
������������������� Matrigel�������Bicinchoninic Acid Assay(BCA)(15)����������������!�"�-

!�
���#�� Pierce,Rockford,IL ��$��%�&��'*����
�
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2.2 ��
��'�
���?$�
�
�( BCA assay)

67� sample �
����
 10 ml ��� microtiter plate well (96 wells) <����% working solution (1��"'�&�� Re-

agent A : Reagent B (50:1) 200 ml ��� well  ( Reagent A �
���%'��� sodium bicarbonate, sodium carbon-

ate, bicinchoninic acid &�� sodium tartrate  6� 0.2 N sodium hyrdoxide &�� Reagent B �
���%'��� 4%

cupric sulfate) 	+��
<��$'�67� plate shaker ��,����� 30 ����	
 ������� incubate plate 	
� 37oC �����6:�

plate ��,���	
���?:Q8��:��� &��	+��
��'�����
'8'����&�� (absorbance)	
�������������570nm &����+��?

�
���?$'���

�%�	
�%��%��
'8'����&�����bovine serum albumin 	
�67���,���
���
Y��

2.3 ��
�����% substrate %�Q�7����
����(���

    Matrigel

        	+��
�����% Matrigel 6���'��
����(���7��' 6 :��� (6-well plate) $'�67� Matrigel 	
��������'��� se-

rum free-DMEM �����6:�"'��
���?$�
�
�������� (135 μg/50 μl) ��� well 	���"��	
���?:Q8�� 37 ��-��(��(
��

2 7���$�� �����6:� gel  ���' polymerization �������'8'��� solution 	
��:������ &�������'��� sterile PBS

�����+"�������
����(��� (16 )

   Collagen7��'	
� I

        	+��
��

�� collagen type I (%
�.�	 Biochrom KG seromed, �%�
���� �
��	-���
��
) ���  instruc-

tion ���%
�.�	 | $'��������'��� cold sterile PBS (1:1) �����6:�$�
�
�������� 500 mg/1 ml 	+��
�����%

collagen (25μg/50μl)��%� (6-well plate) &��������	���"��	
���?:Q8�� 37 ��-��(��(
�� 30 ��	
 �����6:����'

polymerization �������'8'��� solution 	
��:������&����������'��� sterile PBS &����1��+"�������
����(���

2.4 ��
������
����(���

  	+��
��
����(��� HaCaT, HN4, HN12, HN30 &�� HN31 %� 6-well plate 	
�"�������%substrate  &��

  	
������%'��� Matrigel :
�� collagen type I  $'�67��(����
������ �
���? 105 �(���/plate(1��"'������


  trypsinization '��� 0.05%  Trypsin EDTA &����%�
���?�(���$'�67���
������%�(��� (Coulter eletronic cell

  counter, Model Z1, %
�.�	 Coulter Corporation) 	+��
��
��� �(���&����7��'��,������
���? 2-3 ���

  &����1��+��-1�.�
8�
�������(��� $'�67������ ���	

-��7��':�����% (inverted microscope)

3. �������� MMPs
3.1 ��

�%
����,% conditioned media

�(���	
�	+��-1�.����8���
���%� six well plate ���
�	��� confluence 100%�������	+��
��
���� media

�&�� ���� serum free  DMEM medium 	
���
�����+

.��*������
� 24 ��. ��
���
��  conditioned

media ���������	
������
�!�������
��
���
��������� 1000 g ������
� 5 ���� 	
����
�� concentrate

�&��3��3��36�� 20 ����  ���
����� membrane ����� molecular weight cut-off ��� 10 kDa (Centricon 10,

Amicon, Beverly, MA)

 3.2
�����!�*� MMPs

conditioned media ������!$9"
�������!&�  MMPs  ��������   nonreducing SDS-PAGE(17)   �����

conditioned media��	�
����������10%SDS-PAGE   ��<�*��� band 3*����������3������&��


���

=
����> 	
��
��� SDS **
������ 2.5% triton x-100��
�� activate �*��+�.����renaturing

buffer +6����$
*����� 50 mM Trix, pH8, 5 mM CaCl
2
	
$10-6 M ZnCl

2
� *=�&@"�� 370C��,�
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  3.4 Western blotting

 	+��
������7��'��� MMPs &�� TIMP '�����
	+ Western blotting Q��:��������
	+ SDS- PAGE

$'�67� 12% gel &���6:�$�
�
� transfer <��� nitrocellulose 	
��
�����
�����' 0.45 mm (MSI,  Westboro,

MA) &������� primary antibody ��� MMP2, MMP9 TIMP1 :
�� TIMP2  (Sigma,  Saint Louis, MS)

	
������������ 1:1000 ��,����� 12-18 7���$�� &����
����%�@���
���'��� Immunoblot kit (Amplified Opi-

4CN Detection kit, Biorad)(1��6���
	+ imumonoblot�
�67�conditionedmedia����(��� fibrosarcoma(HT1080)

(1����,��(���	
�����
��
���MMP2&��MMP9 ��,�positive control

��
� 12-18 �������  !�
����!6�������*������� ����0.5% Coomassie Brilliant Blue R-250 	
$

destain �������������� methanol, glacial actic acid 	
$�����*��������5:1:4 MMPs &�<* gelatinase

activity ������!$	��� ���"�3*� 	9���*����<�*�!�
�*��+�. MMPs ����
�� gelatin �������substrate "�

$'�proenzyme MMP9 ���
��+:���$�������
���? 92kDa �+:
�% activated MMP9 �
��+:���$����������

��10kDa   6��?�	
�ProenzymeMMP2 �
��+:���$������72 kDa &�� activated form  �
��+:���$������

�������
���? 10 kDa �7���'
�����

  3.3  ��
	+ Densitometric analysis

       	+��
�
�� gelatinase activity &%%   semiquantitative analysis  '�����
 scan gel    	
�"'������
�
��:�

       MMPs $'�67� Acer Scan Prisa 620 UT flabed scanner (1����,���
 scan$'�67�software Ulead     Photo

       System	
��
resolution 300dpi  &�� 67�transparency mode   ��������1��+��?��������&������	
����&�%

       '���$�
&�
�Scion Immage for Window (Scion, Frederick, MD)$'���&�'������,� intensity   (pixel) X

mm2  &���	+��
normalize activity��� MMP '����+����(���

       4.In vitro invasion &�	 migration assay
             	+��
-1�.� in vitro invasion$'�67� Blind Well Boyden Chemotaxis Chamber (Neuroprobe, Bethesda,

      MD)  $'� chamber �
����
 2 ���� ��� upper &�� lower chamber (1�� chamber  	���������8�&��������'���

        polycarbonated filter  	
��
 pore size 12 mm (Osmonic,   Minneapolis, MN) 	
������%'��� basement    membrane

      (Matrigel) ����������� 1 mg/mm2  $'�lower chamber!$�� media ����������&���������� chemoattractant

     J<* conditioned media 3*� NIH-3T3 ����
������DMEM ����� 0.1% bovine serum albumin (BSA)

      	
$������� C 0.005% ��
��%6
#� invasion �����&���
������!�����+

.�����*�
��%6
#�  ������������

    400 μL(20000 �+

.)!�
�+

.��������5 x 104 �+

./�
. �� DMEM ����� BSA 0.1%	
$������� C

     0.005%���
��� upper chamber 	
�� incubate blind well Boyden Chamber ��� 37oC  J��.�*���**
�+�.

    5%������
� 5 �������  !�
������ polycarbonate filter  �� fix 	
$ stain �+

.��� invade  O���!�
 chamber

    �� ���"� filter ����
������� 0.5% crystal violet �� 25% methanol ��
����$����+

.���   invade

    ����
��+=����� 5 Q<����� ������

�*�!=
���%�.���� phase-contrast ���
�
��3���200x &�<*  400x 	
$��

   
���U
���J�����*������������mean �����
����
*����!$��
��%6
#�*������*� 3 J�������+

.	��
$����

   ��&���
�����!&� migration �&�
�$�����������
��
����
*� invasion �Q���	����
����
���J
<*�

    polycarbonate filter  !�
 Matrigel ����  0.1% gelatin   ���J����3��3��   50 μL/filter (18)



  65. ������������� substrate ������
���� MMPs
      	+��
������
����(��� HN4, HN12, HN30, HN31 &�� HaCaT %� 6-well plate ����&��	
������%'���

Matrigel ������� 135 μg/50μL :
�� collagen type I ������� 25 μg/50μL �� confluence100%

(1��67������
���? 2-3 ��� &����1���,%
�%
�� conditioned media ����
�%����
	
��������&����������

������+��:� MMPs activity

6. invasion &�	 migration ����#��
����'
     	+��
-1�.� invasion &�� migration $'�67��(��� HN4, HN12, HN30, HN31 &�� HaCaT

�������� �����-1�.�<� conditioned media 	
 �"'����"#$%
%��������
 invasion

(1��6���
	'���'���������6�� conditioned media 	
�������
-1�.�"��6� lower chamber &	� media

	
�"'���� NIH 3T3

7. ���()��� Co-cultivation
          	+��
-1�.�<����"#$%
%��������
�
��� MMPs ����(��� HN4, HN12, HN30 HN31

&��HaCaT$'���
����(���"#$%
%��� 6�24well plate ��confluence   &����1��+�(���	
�������
���"'���

trypsinization &����%�+����(������������ 3 :��� $'�67���
������%�(������$����� (Coulter counter)

��� ��	
�%�+����(���"#$%
%���&��� �1�6���(������
,�:
���(��� HaCaT��"�6� well

	
��:���'������
����� 1x:
�� 0.5 x ����(���"#$%
%���         �������������"'�-1�.���

�%�	
�%<�

$'�	+��
 fix �(���"#$%
%��������"��6:�����
��
���MMPs'���methanol 80%&���incubate

��,�����15��	
����	
����+����
���
�����%�(���HN:
���(���HaCaT ��1������6:�����
�	
�%"'������


���
���&���
�'�% MMPs 	
����'��� coculture ��������6:�����'����(���7��'6' �1�"'�	+��


fix�(���HN7��'����U&��HaCaT�7���'
���������	
�����
���
�����%"#$%
%���	
��
�+���1x:
�� 0.5 x

	+��
��
��� co-culture "� 24 7���$�� ��������1����
�����,� free serum DMEM &�����
������"��
� 24

7���$�� �1���,% conditioned media 	
�"'�"��
��:�activity���MMPs

    8. �����)�	)�!mRNA���*#"�*�+

                      	+��
��
����(���HN4, HN12, HN30, HN31 &��HaCaT %���'��
����(���7��' 6 :�����"'� con-

         fluence100%  �������	+��

�%
���(���$'���!
 trypsinization&����+ �(��� �����' total  RNA$'�67�

          SV Total RNA Isolation System (Promega,WI, USA)        	+��
 �
����%��?Q��RNA  '�����
��'

           absorbance 	
�260/280nm &��	+  agarose electrophoresis        ��������1��+ RNA	
�"'���	+RT-  PCR

           ������
����'
�'�%mRNA ��� interleukin-1α ( IL-1α), interleukin-1β(IL-1β), interleukin-6  (IL-6),

            tumor   necrosis factor-α (TNF-α), transforming growth factor-β (TGF-β) &��  hepatocyte   growth

            factor  (HGF)$'�67� glyceraldehyde- 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)   ��,�internal control

          $'���
	'����
�"'�	+��
�����
��:�primer (1���
�+'�% base   &�'�"��6���
��	
�1       ��
	+RT-PCR

           '+����$'�67� one-step RT-PCR kit(Quiagen,CA,USA)  &���
���
 ��
���
�����?:Q8��6�&����cycle

           '���
� 94oC   (1��	
),  58oC ( 1��	
 ),  72oC   ( 1��	
)     &�� amplify 30-35 cycle$'�67� RNA template

         �
���? 1mg �	�����6�	���@���
���  �������	+��
�
����% product	
�"'�$'� agarose  electrophoresis

         	
������������ gel�	����%   1.5%&����

�%�	
�%�����8���������+���base ��%standard$'�67� Gel

           Doc 1000  (BioRad)
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 &����1�	+��
�
���?
�'�%mRNA ��� ��������   (density,pixel)  &������	
�  ���&����band'���

Scion Image for Window    (Scion, Frederick, MD,USA)   	+��
normalize ���	
�"'�'���density���

internal control ( GAPDH)

                  -�����0( 1 �&��"base���primer.�����&RT-PCR

Gene                Sequence of primer                                       PCR product (base pair)
IL-1α
sense           5-ATGGCCAAAGTTCGAGACATG-3                                          816

antisense     5-CTACGCCTGGTTTTCCAGTATCTGAAAGTCAGT-3

IL-1β
sense           5-ATGGCAGAAGTACCTAAGCTC-3                                          810

antisense   5-TTAGGAAGACACAAATTGCATGGTGAACTCAGT-3

IL-6

sense          5-ATGAACTCCTTCTCCACAAGC-3                                            639

antisense    5-CTACATTTGCCGAAGAGCCCTCAGGCTGGACTG-3

TNF-α
sense           5-ATGAGCACTGAAAGCATGATC-3                                           702

antisense     5-TCACAGGGCAATGATCCCAAAGTAGACCTGCCC-3

TGF-β
sense            5-ACCGCAACAACGCCATCTTAT-3                                            182

antisense     5-GTAACGCCAGGAATTGTTGC-3

HGF

sense          5-GGACAAAGGAAAAGAAG-3                                                      490

antisense    5-GATTGCTTGTGAAACACC-3

GAPDH

sense           5-ACGCATTTGGTCGTATTGGG-3                                                231

antisense     5-TGATTTTGGAGGGATCTCGC-3



  8

9.�����*,"!�!��
������
����*#"�*�+

          	+��
��
���"#$%
%���6���'��
����(���7��' 6 :���$'�67��+��� 2x105�(������ 1:���&���6:��(���

��
�� ��%$� �
���? 18 7���$��    ��������1������(���	
�������
-1�.�(1��6�	
��
�"'�&�   � HN4, HN12, HN30,

HN31&�� HaCaT�+���2x105�(������ 1 :���  �����6:��(�����
�����%$�
������ 187���$��   	+��
���
���

media��,� serum free media&�����
����(������"��
� 187���$��           $'�6���
	'���&�����
�����	+&%%

triplicate ��� 1 cell line &��67�"#
$%
%���,  �(���HN :
�� HaCaT 	
���
���&������:���8�������,� control

�������
�%
���(���$'���!
trypsinization  ��%�+����(���&���	+��
���'total RNA &��	+RT-PCR

10.�����collagen, autocrine &�	paracrine������
����*#"�*�+

10.1 <����collagen

        	+��
�����%collagen 7��'	
� I ������� 0.5 mg/ml��%���'��
����(���7��' 6 :���$'�67�collagen�
����


1�����1 :���  &���incubate	
� 37oC �����6:� collagen &�,����&����1�	+ 	+��
sterilization$'�UV ��,�����18

7���$��&�������collagen	
������%�
��
���'��� PBS	����
�������+��'������,��
'���������'��� collagen solution

�����(���	
�������
-1�.� ((1��6�	
��
�������J��� HN4 &��HN12 	����
����������<���
	'���	
�<�����&�'�

6:� �:,�7�'����(����8��
���%�������collagen"'�'
) �+��� 2x105�(������1:��� ����� 6: ��(�����
�����%$�

��"'�  90% confluence &����1�	+��
���
��� media ��,�serum free media &��incubate �(��������,����� 18

7���$����������1�	+��
��,%
�%
���(�� � ��%�+���&���+"����'RNA &��	+RT-PCR'��	
��������&���

10.2 <�����
�%����
autocrine&��paracrine6���
�
���"($�"���

           	+��
��
����(��� HN4&��HN12�+����
������4x105�(���6���'��
����(������'10(�
   &��������   6:��(�����
�����%$���"'��
���?  80% confluence   ��������1�����conditioned

  media����(�� � 7��'�'
����� (HN4:
��HN12) :
�� conditioned media   ���"#$%
%���

  (1��media'���������,� serum free media &�� <�����
	+��� endogenous gelatinase $'�67�����

  
���60oC��,����� 3 7���$��  incubate�(��������,�����18  7���$��    �������	+��
��,%media

   &��
�%
���(���$'���!
 trypsinization  ��%�(���	
�"'�&��� ���' RNA&����+��	+RT-PCR

  ������
��:�mRNA���"($�"���

   11.�������	
���

����������MMPs
           	+��
��
����(���HN4, HN12, HN30,HN31&��HaCaT�+���105�(������:���6���'��
���

�(���  7��' 24 :���       �����6:��(�����
�����%$���"'� 100%  confluence &����1�����"($�"���

( IL-1α,  IL-1β,  IL-6,  TNF- α, TGF-β &�� HGF ) �������1 ng/ml  $'�6:� "($�"��� �:������� �����-

6�DMEM 	
��
  BSA 0.1%    	+��
 incubate�(�� ������,����� 247���$��&����1���,% conditioned

media������+����'  MMPs activity  '�����!
  zymogram (1��6���
	'���	���
��� ��67� DMEM 	
��


BSA 0.1%��,�control        $'�  activity ��� MMPs  	
�"'����8�  normalize '����+��� �(��� &��

&�'����6�
8� relative   enhancement  (1����,����	
�"'�Q��:�������+"���

�%�	
�% ��%   baseline

	
�"'������
 �
����� $'� serum free media(1����,��������%���
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12.�������	
���

�����������
          ��
-1�.� in vitro invasion  �
�	+ $'�67� Blind well  Boyden  Chemotaxis   Chamber     	+��
�����%

polycarbonate filter 	
��
pore size 12 mm '��� reconstituted  basement membrane   ( Matrigel) �������   1 mg/

mm2  $'�6�chamber%��
�(��� HN4, HN12, HN30, HN 31 :
�� HaCaT �+���  2x104/400 mL6� DMEM

	
��
BSA 0.1%  &��������� C 0.005% ���� chamber  ������6����
	
�����   ��
-1�.�(1��6� 	
��
����  IL-1α,  IL-

1β,  IL-6, TNF- α, TGF-β :
��   HGF    �������1 ng/ml 6� DMEM	
��
BSA 0.1% &��������� C 0.005%

	+��
incubate �(���	
�37oC��,�����57���$��&����1��+������&����'�(���	 
�invade   <��� polycarbonate  filter

(1��6���
	'����
���67�DMEM 	
��
 BSA 0.1% &��   ������� C 0.005% ��,� control $'���� invasion	
����'���

"($�"������8��+"� ��

�%�	
�%��%���baseline ����������%���6��(���&����7��'
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�"���� 2 
�
#�$�+

. HN4�!��V�������� Collagen

������� I   ( scale bar = 100 μm  )

�"���� 1  
�
#�$�+

. HN4�!��V��������Q
����


( scale bar = 200 μm  )

����������

1.�����substrate����5���������#��

�����
-1�.�<���� substrate (1 ��"'�&�� ������� basement membrane &�� collagen type I

������.?�
8�
�������(���	��� 5 7��' �%���"���
����&��������� (
8�	
�1-14) $'��%����(���	��� 5 7��'

��
�����%$�"'�'
6� substrate 	��� 3 7��'  (1��&�'�6:��:,���� basement membrane &�� collagen type I

"���
%	%�	������.?�&����
��
�����%$���� Keratinocyte ����&���(������
,�-

.�&���+��  �����"
�,���

��
-1�.�$'�'8���.?�����(���&����
��������'
������"������
��    '���� ���1�"'��
��
-1�.�<����

substrate�����
��':����MMPs 	����
��������������(������
,�	
��+��-1�.�6��
����
� ��,��(���	
����'6� primary site

���
��$
� ��%��,� metastatic cells 	
�"'����������+�:����  (1����'����(���	��� 2 �
��Q	�
�������
��
�
��� pro-

teolytic enzyme :
�� MMPs "'�&���������

mi
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�"���� 3  
�
#�$�+

. HN12�!��V��������Q
����


( scale bar = 100 μm  )

�"���� 4  
�
#�$�+

. HN12 �!��V��������

Matrigel  ( scale bar = 100 μm  )

�"���� 5  
�
#�$�+

. HN12 �!��V��������

Collagen ������� I   ( scale bar = 100 μm  )
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�"���� 6    
�
#�$�+

. HN30 �!��V��������

Q
����
 ( scale bar = 200 μm  )

�"���� 7  
�
#�$�+

. HN30 �!��V��������

Matrigel ( scale bar = 100 μm  )

�"���� 8   
�
#�$�+

. HN30 �!��V��������

Collagen ������� I ( scale bar = 100 μm  )
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�"���� 9   
�
#�$�+

. HN31�!��V��������Q
����


( scale bar = 100 μm  )

�"���� 10  
�
#�$�+

. HN31�!��V��������

Matrigel ( scale bar = 100 μm  )

�"���� 11  
�
#�$�+

. HN31�!��V��������

Collagen ������� I  ( scale bar = 100 μm  )
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�"���� 12  
�
#�$�+

. HaCaT �!��V��������

Q
����
 ( scale bar = 100 μm  )

�"���� 13  
�
#�$�+

. HaCaT �!��V��������

Matrigel ( scale bar = 100 μm  )

�"���� 14 
�
#�$�+

. HaCaT�!��V��������

Collagen ������� I  ( scale bar = 100 μm  )
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2.In vitro invasion &�	 migration assay
�����
	'����(���	��� 5 7��' �%��� �(���	
� metastasis(HN12&��HN31) ������
�
����+<��� base

ment membrane"'���������(������
,����primarylesion(HN4&��HN30)(
8�	
�15 &�������	+��
��

�%�	
�%

��?��%���6���

����+��%��
 migration ����(���	��� 5 7��' �%��� �(���	��7��'�
��������
�6���
 migra-

tion "��&��������� $'��(���	
� metastasis ���
��������
�6���
migration&�� invasion 6�����
�����

���������� conditioned media ���"#$%
%����������
��
�����6:��(��� invade "'�'
�1��  $'��J����(���	
�

metastasis(
8�	
�16)

�����������
�����������

�����������
�����������
�����������

�����������
�����������

����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������
����������

�����������
�����������

In
v

a
d

e
d

 c
e

ll
s 

p
e

r
fi

e
ld

(x
2

0
0

)

HN4 HN12 HN30 HN31 HaCaT
0

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

        �"����15	���J��������93*��+

.��
���=

��

                                                                     �"����16	���O
3*�conditioned media

                                                                      3*��Y����
����*
���=

��3*��+

.

3.����� substrate ��!�����)7���� MMPs
6���
	'����
�&�'�6:��:,���� Matrigel &�� collagen�
<������
�
��� MMPs $'��%��� collagen

����
��
�����6:� HN4 &�� HN12 �
��� MMP9 "'�����1�� 6��?�	
� Matrigel �
<������
�
��� MMP 9 ���

HN12 &�� HaCaT ���������� ����%��� �(��� HN4 &�� HN12 ����8��
�����6:��
��� MMP2

"'�����1�������7�'����������
���%�collagen (
8�	
�17)

ce
ll

 n
u

m
b

e
rs

 p
e

r
fi

e
ld

(x
4

0
0

)

HN4 HN12 HN30 HN31 HaCaT
0

100

200

invasion
migration
F-CM
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M
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plastic matrigel collagen 
0

25

50

75
HN4

HN12
�������

HN30

HN31

HaCaT

���
���

���
���

����
����
����
����
����

MMP2

M
M

P2
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el
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 /
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0

4
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lls
)

plastic matrigel collagen
0

25

50

75
HN4

HN12

�������
�������

HN30

HN31

HaCaT

                     45

                                    D                                                                 E

������17 ���� zymogram ��� MMPs �	
��

�����
�������
	���
(A),matrigel(B) �
�

collagen(C) ��� lane A1= mol wt standard; A2,B1,C1=HN4; A3,B2,C2=HN12;

A4,B3,C3=HN30; A5,B4,C4=HN31; A6,B5,C5=HaCaT  �
������
�����	��� activity ���

MMP9 �
� MMP2 ���densitrometric analysis!��"# D �
� E �	$
%�&�

-MMP9 (latent form)

-MMP2 (latent form)

-MMP2 (activated form)

kDa

200
         116

66

A                                 B                              C

97   -MMP9(activated form)
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!�
	���
�����'���% immunoblot ��� MMP9 �
� MMP2 ��*���*��&���	 band ���'���	
 zymogram

�&���
���	
genolytic activity������'�$��&������&�����!��"#���18  ��
�	
�&���&�'���%
	������	

TIMP1 �
� TIMP2 (�"#19)

mol  wt (kDa)                                                                       mol  wt (kDa)

200

116

97                                                                                            66

45

- MMP9  (latent form)
  -MMP2 (latent form)
-MMP2  (activated form)

                                   A                                                B

������ 18 ���� immunoblot ��� MMP9(A) �	
 MMP2(B) ���

                    lane 1=mol wt standard, 2=HN4, 3=HN12, 4=HN30, 5=HN31,

                    6=HaCaT �	
 7=HT1080(positive control)

mol wt(kDa )                                                                         mol  wt (kDa)

200                                                                                                 200

116

97

45

31

                    ������ 19 ���� immunoblot ��� TIMP1(A) �	
 TIMP2(B)  ���

                    lane 1=mol wt standard, 2=HN4, 3=HN12, 4=HN30, 5=HN31,

                    6=HaCaT �	
 7=HT1080(positive control)

                                   A                                                    B

97

45

31

21

14-TIMP1

-TIMP2

4.�������	
�
��
������
���� MMPs
�	

	���
���
����'+����
	����$
&���

 �HN-�����	�.����	 '+����
	��	$	�/
���:��

��

��	�-��� !���&��
&�� MMPs '��$	

��	 �<	��#
�� �&�����!��"#���20-39

    200

 -MMP9

       31

   (activated form)       45
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MMP9

M
M
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ty
(p

ix
el

s 
x 

m
m

2
 /

1
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)

0

10

20

FB+HN4

FB+HN4(0.5X)

F-FB+HN4

�����������
�����������

MMP2

M
M

P
 a

ct
iv

it
y

(p
ix

el
s 

x 
m

m
2

/1
04

ce
lls

)

0

25

50

75

100
FB+HN4
FB+HN4(0.5X)
F-FB+HN4

FB
F-FB

�������������
�������������

F-FB+HN4(0.5X)
HN4

������������

HN4(0.5X)

    ������20 zymogram 
�� conditioned  media ����������

    ����	���� HN4 �������������	��������
����!���

        lane1=������	��,2=������	�����"#�fix,3=������	��+

     HN4, 4=������	��+HN4 ��������� 1:0.5,

     5-6=������	����� fix+HN4���������1:1� 	
1:0.5

      ���	$���, 7-8=HN4 1X�	
0.5X

                                                
A

                                                                       
B

������ 21 ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

�	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 8 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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MMP9
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4
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0

10
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30 FB+HN4
FB+HN4(0.5X)
F-HN4+FB

HN4
F-HN4

�����������
�����������

F-HN4+FB(0.5X)
FB

������������
������������

FB(0.5X)

����������
����������
����������
����������
����������

MMP2

M
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0

10

20

30

40

50 FB+HN4
FB+HN4(0.5X)
F-HN4+FB

HN4
F-HN4

������������
������������

F-HN4+FB(0.5X)
FB

������������
������������

FB(0.5X)

                                                                   ������ 22 ���� zymogram 
�� conditioned media ������

                                          ������ �	���� HN4 �������������	�� lane1=HN4, 2=HN4

                                          ���"#� fix, 3= ������	��+ HN4, 4=������	��+ HN4

                                          0.5x, 5-6=������	��+ HN4 ���"#� fix ����������� 1:1

                                          �	
1:0.5, 7= ������	�� 1X

                                                             
A

                                                                 
B

������ 23 ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 10 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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FB+HN12(0.5X)
F-FB+HN12
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F-FB
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F-FB+HN12(0.5X)
HN12
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������������

HN12(0.5X)

���������
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FB+HN12(0.5X)
F-FB+HN12

FB
F-FB

����������
����������

F-FB+HN12(0.5X)
HN12

�����������

HN12(0.5X)

                                    ������ 24  zymogram 
�� conditioned  media ���������� ����	����

                                     HN12 �������������	��������
����!���

                                     lane1=������	��,2=������	�����"#�fix,3=������	��+HN12,

                                     4=������	��+HN12���������� 2:1,5-6=������	�����

                                     fix+HN12 �����������1:1 �	
 1:0.5 ���	$���, 7-8=HN12

                                     1X�	
0.5X

������ 25 ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 12 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)

                                                     
   A

                                                          
B
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                                     ������ 26 ���� zymogram 
�� conditioned media ������������

                                     �	���� HN12 �������������	�� lane1=HN12,2=HN12 ���"#�fix

                                     3=������	��+HN12,4=������	��+HN12 (0.5X), 5-6=

                                     ������	��+HN12��� fix ����������� 1:1 �	
 1:0.5,

                                      7=������	�� 1X

                                                                  
A

                                                                        
B

������ 27 ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 14 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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                                       ������ 28 zymogram 
�� conditioned  media ��������������	����

                                       HN30�������������	��������
����!���lane1=������	��,

                                       2=������	�����"#�fix,3=������	��+HN30, 4=������	��+

                                       HN30  ������������ 1:0.5,5-6=������	�����fix+HN30

                                       �������1:1   �	
 1:0.5 ���	$���, 7-8=HN30 1X�	
0.5X

                                   A

                                     B

������ 29 ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 16 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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                                       ������ 30 ���� zymogram 
�� conditioned media ������������

                                       �	���� HN30 �������������	�� lane1=HN30, 2=HN30 ���"#�

                                       fix  3=������	��+HN30,4=������	��+HN30 (0.5X),

                                       5-6= HN30 ���"#� fix +������	������������� 1:1 �	
1:0.5,

                                       7-8=������	�� 1X �	
0.5X
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�� band �*/��%$��;&� activity 
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�� conditioned  media ���������� ����	����

                                       HN31�������������	��������
����!���lane1=������	��,

                                       2=������	�����"#�fix,3=������	��+ N31,4=������	��+

                                        HN31 ����������� 1:0.5,   5- 6=������	�����  fix+HN31

                                        ����������� 1:1 �	
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&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 20 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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                                          �	���� HN31 �������������	�� lane1=HN31, 2=HN31 ���"#�

                                           fix  3=������	��+HN31, 4=������	��+HN31(0.5X),

                                          5-6= ������	��+HN31 ���"#� fix ����������� 1:1 �	
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������ 35 ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 22 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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                                       ������ 36 zymogram 
�� conditioned  media ���������� ����	����

                                         HaCaT�������������	��������
����!���lane1=������	��,

                                        2=������	�����"#�fix,3=������	��+HaCaT,4=������	��+

                                       HaCaT ������������ 1:0.5,5-6=������	�����  fix+HaCaT

                                       �����������1:1 �	
 1:0.5 ���	$���,7-8=HaCaT

                                      1X�	
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������ 37    ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 24 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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                                     ������ 38  zymogram 
�� conditioned media �������������	����

                                      HaCaT �������������	�� lane1=HaCaT, 2=HaCaT���"#�

                                      fix 3=������	��+HaCaT,4=������	��+HaCaT(0.5X),

                                      5-6=  ������	��+HaCaT ���"#� fix ����������� 1:1 �	


                                      1:0.5, 7=������	��
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������ 39   ������%��
&'%����
��
�� band �*/��%$��;&� activity 
�� MMP9(A)

          �	
 MMP2(B) ��������� gel ���#<��� 26 (FB=������	��, F-FB= ������	����� fix)
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A2=HaCaT conditioned media(CM) 
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B ����%�� activity
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������ 41  zymogram(A) ����>	 autocrine �	
 paracrine ��� A1=HN4,

A2=HN4 +CM 
�� HN4, A3=HN4+CM 
��������	��

B ����%�� activity 
�� MMP9 �	
 MMP2 ���%$��;���gel A

������ 42  zymogram(A) ����>	 autocrine �	
 paracrine ��� A1=HN12,

A2=HN12+ CM 
�� HN12, A3=HN12+CM 
��������	��

B ����%�� activity 
�� MMP9 �	
 MMP2 ���%$��;���gel A

              A                                                 B
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     ������ 43  zymogram(A) ����>	 autocrine �	
 paracrine ��� A1=HN30,

     A2=HN30 conditioned media(CM) 
�� HN30, A3=HN30+CM 
��������	��

      B ����%�� activity
�� MMP9 �	
 MMP2���%$��;������gel A

     ������ 44        zymogram(A) ����>	 autocrine �	
 paracrine ��� A1=HN31,

     A2=HN31 conditioned media(CM) 
�� HN31, A3=HN31+CM 
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     B ����%�� activity
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6. ���
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9. �����cytokine������
���� MMPs
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������52A zymogram�����
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�12; lane1=HN4,

lane2=HN12,lane3=HN4+IL-1α ,

lane4=HN12+IL-1α,lane5= HN4

+IL-1β ,lane6=HN12+IL-1β,

lane 7 =HN4+IL-6�
� lane8=

 HN12+ IL-6
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������ 52C zymogram�����
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�31;  lane1=   HN30,

lane2=HN31,lane3=HN30 +IL-1α ,

lane4=HN31+IL-1α,lane5  =HN30 +IL-1β
,lane6=HN31+ IL -1β, lane 7  =HN30+IL-6

�
�lane8  = HN31+ IL-6
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�
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�31;   lane1=HN30 +HGF,

lane2=HN31+HGF,  lane3=HN30+TNF-

α,lane4=HN31  +TNF-α,  lane5=HN30+

TGF-β,�
�  lane6 =HN31+TGF- β

������52E zymogram�����
���
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	����	�MMP2�
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!���

� HaCaT; lane1=HaCaT,

lane2=HaCaT+ IL-1α , lane3= HaCaT

+IL-1β  ,lane4=HaCaT    +IL-6, lane5=

HaCaT+HGF,lane6 = HaCaT+TNF-α
 �
� lane7= HaCaT+TGF- β
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