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Abstract. A������ ���������� �� T����, ������ ����������-A������ ���������� �� T����, ������ ����������-
teinase (MMP)-2 and MMP-9 proteins has been identified 
�� v����u� �y��� �� hu��� c��c���. H���v��, �h� c���������� 
b������ T���� ��� �h��� g���������� �� b����� c��c�� ������� 
u�c����. I� �h�� ��u�y, ���u��h����ch���c�� ����y��� �� T����, 
MMP-2 ��� MMP-9 ���������� ��� ��������� �� ����u� 
��c������y� ���� 200 b����� c��c�� c����. Th� ����c������ 
�� T���� ��� g��������� ���������� ���h c����c����h���g�c�� 
��c���� ��� ������� �u�v�v�� ��� ����yz��. A������ ������-
���� �� T����, MMP-2 ��� MMP-9 �������� ��� �b���v�� �� 
b����� c��c�� ����u�. Th� ������v� ����� �� T����, MMP-2 ��� 
MMP-9 ������� ���������� ���� 75.5, 97.0 ��� 96.0%, �����c-
��v��y. I�c������ ���������� �� T���� ��� ������v��y c��������� 
���h �h� ����u� �� �������y �y��h ���� ���������� ��� h�gh�� 
�u���-����-���������� (TNM) ���g� (P<0.01). M����v��, 
��c������ ���������� �� T���� ��� c��������� ���h ���� �v����� 
�u�v�v�� (OS) ��� ����-�������v� �������-���� �u�v�v�� (RFS), 
c������� ���h �h��� ��� �h� �������� ���h ���uc�� ���������� 
��v��� �� T���� (P<0.05, P<0.01). Th� ���������� �� MMP-2 
��� MMP-9 ��� ������v��y c��������� ���h T���� ���������� 
(P<0.001). Ou� ���u��� ����c��� �h�� T���� ��y ���y �� �����-
���� ���� �� �h� ��v�����, ���������� ��� ���g����� �� b����� 
c��c��. A����������y, �u� ���u��� �ugg��� �h�� T���� ��y b� � 
��gu����� �� g���������� (MMP-2 ��� MMP-9). 

Introduction

I�v����� ��� ���������� ��� �y����c, c������ ��� �u������� 
���c�����, ��� ��� �h� ������g c�u��� �� ��������y ����g b����� 
c��c�� �������� (1). P��v��u� ��u���� h�v� �ugg����� �h�� ������ 
������������������ (MMP-2 ��� MMP-9) ��� �h��� ��h�b����� 
(TIMP-1 ��� TIMP-2) ���y ��������� ����� �� �h� ��v����� ��� 
���������� �� b����� c��c�� (2-4). E�������g �h� u������� ��gu-
����� �� MMP� �� b����� c��c�� ��� �h� u�����y��g ��ch����� 
�� ��������� ��� u�����������g �h� ��v����� ��� ���������� �� 
�u����. T����, � b���c h����-����-h���� (bHLH) �����c������� 
��c���, ��� ���g�����y �������� �� � ������ ��gu����� �� ��b�y-
���c ����h�g������ (5). H���v��, �� ���v��u� ��u����, �h� 
T���� g��� �� �� ��c�g��� h�� b��� �h��� �� ���y �� �����-
���� ���� �� ��v���� ���h��y�, ��c�u���g �u��� c��� ���������, 
��g��g������, ��v����� ��� ����������, �h�ch ��� ��v��v�� �� 
c��c���g������ ��� c��c�� ���g������� (6-8). T� ������� �h� 
�u�c����� �� T���� �� b����� c��c�� ��� ��v����g��� �h��h�� �h� 
���������� �� T���� h�� �� ����c� �� �h� ���������� �� MMP-2 
��� MMP-9, �� ���������� �h� ���������� �� T����, MMP-2 
��� MMP-9 �������� �� 200 b����� c��c�� ����u� ���c����� by 
���u��h����ch���c�� (IHC) ����y, ��� ��u���� �h� c���������� 
b������ T���� ���������� ��� c����c����h���g�c�� ch���c�����-
��c� �� �h� b����� c��c�� ����u� �������. M����v��, �� �u��h�� 
��v����g���� �h� c���������� b������ T���� ��� g��������� 
(MMP-2 ��� MMP-9) ���������� �� b����� c��c��. 

Materials and methods

Patients and specimens. Th� ������� ���u������ c�������� �� 
200 b����� c��c�� �������� �� �h� S�c��� P�����'� H������� 
�� H����, �h� F���� A��������� H������� �� A�hu� M���c�� 
U��v�����y ��� �h� F���� P�����'� H������� �� Hu����� b������ 
A���� 2001 ��� A���� 2002. Th� 200 �������� h�� � ������ 
�g� �� 50 y���� (���g�, 27-78 y����). P������� �h� h�� u����-
g��� ch����h����y �� ��������� �h����y ����� �� �u�g��y ���� 
��c�u���, �� ���� �������� ���h �h�u����c �������, �cu�� ����c-
tion, human immunodeficiency virus (HIV) or other types of 
cancer. The pathological tumor stage was defined according 
�� �h� ����h ������� �� �h� �u���-����-���������� (TNM) c���-
sification of the International Union against Cancer. Tumor 
differentiation was defined according to the 2003 World Health 
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Organization (WHO) classification of tumors (9). Complete 
������-u� ���� ���� �b������ ���� 126 b����� c��c�� ��������. 
P�����y ��u�y ��������� ���� ����-�������v� �v����� �u�v�v�� 
(OS) ��� ����-�������v� �������-���� �u�v�v�� (RFS). OS ��� 
RFS were defined as the time from the date of surgery to the 
���� �� ��������y ���� b����� c��c�� �� �� �h� ���� �� ��c�� 
��cu����c� �� ����c���� �� ������� ����������, �����c��v��y. A�� 
tissue diagnoses were confirmed by permanent histology. A 
�����c�� ��� �h� u�� �� ����u� ������� ���� �������� ��� ������-
up study was approved by the Institutional Review Boards of 
�h� S�c��� P�����'� H������� �� H����, �h� F���� A��������� 
H������� �� A�hu� M���c�� U��v�����y ��� �h� F���� P�����'� 
H������� �� Hu�����. Ev��y ������� h�� ��g��� � c������ ����.

Tissue microarray construction. A�� �h� h������y��� ��� 
����� (H&E)-������� ��c����� ���� ��ch ��������-�����, 
��������-��b����� b��ck ���� �������� �� �������y ���g�� 
areas. Three to five representative 1-mm cores were obtained 
���� ��ch c��� ��� ��b����� �� � g��� ������� ���� � ��c������ 
paraffin block using a tissue arrayer (Hengtai Instruments 
I�c., L������g, Ch���). C����cu��v� 3-µ� ��c����� ���� cu� 
from the paraffin block and then attached to 10% polylysine 
���-������� ������. 

IHC analyses. IHC ����y��� �� T����, MMP-2, MMP-9, 
�����g�� ��c����� (ER), ���g�������� ��c����� (PR) ��� 
hu��� ��������� g����h ��c��� ��c����� 2 (HER-2) ������� 
���������� ���� ��������� u���g � T��-S��� H�����������g 
kit (Changdao Biotech Co., Ltd., Shanghai, China) with 
� ���yc����� ����b��y �g����� T���� (1:200; S���� C�uz 
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) and monoclonal 
����b����� �g����� hu��� MMP-2 (1:200; M�����, Fuzh�u, 
Ch���), MMP-9 (1:200; M�����), ER (���k��g ���u����; 
Changdao Biotech Co., Ltd.), PR (working solution; Changdao 
Biotech Co., Ltd.) and HER-2 (working solution; Changdao 
Biotech Co., Ltd.). The sections were deparaffinized in xylene 
��� ��hy������ �� � g����� ������ �� ��h���� ���u�����. F�� 
����g�� ������v��, ������ ���� h����� �� � ��c����v� �v�� �� 
0.01 M ����u� c������ bu���� (�H 6.0) ��� 20 ���. Th��, �h� 
������ ���� ������� �� c��� �� �h� ���� bu���� ��� ���� �ub��-
qu����y �������� �� 3% hy���g�� �������� �� ���h���� ��� 
10 ��� �� b��ck ����g���u� ���������� �c��v��y. A���� ������g 
with phosphate-buffered saline (PBS; 2 min, 3 times), slides 
were incubated with primary antibody at 4˚C overnight. Then, 
slides were rinsed in PBS as above, incubated for 20 min 
���h u��v����� h���������h ����������-c��jug���� ����c���� 
reagent (Changdao Biotech Co., Ltd.), rinsed in PBS as above, 
��cub���� ���h 3,3'-�������b��z����� �����hy���ch������ 
(Changdao Biotech Co., Ltd.) and then all IHC slides were 
c�u����������� ���h h������y��� �������g ���u����. K���� 
������v� ������� ���� u��� �� ������v� c�������. F�� ��g���v� 
c�������, �h� ������y ����b��y ��� �����c�� ���h 0.01 ���/� 
PBS.

Scoring of stained sections. I��u���������g ��g���� ���� 
��v����� ��� �c���� ������������y by ��� ������ ���h���-
g���� u���� ��ub��-b���� c���������. Th� �u� �� �h� ������ 
and intensity score was used as the final staining score for 
Twist, MMP-2 and MMP-9. The extent of staining, defined 
�� �h� ���c����g� �� ������v��y ������� ����� �� �u��� c���� �� 

�������� �� �h� �h��� ����u� ����, ��� �c���� �� � �c��� �� 0-3 
�� �������: 0, �� �������g; 1, ���� �h�� ���-�h���; 2, ���-�h��� 
�� ���-�h����; ��� 3, g������ �h�� ���-�h����. Th� �������g 
��������y ��� �c���� �� 0, �� �������g; 1, ���k�y �������; 2, 
���������y �������; ��� 3, �����g�y �������. F�� �h� �v��u����� 
of Twist expression, a final staining score <6 was considered to 
be weak expression and ≥6 was considered to be high expres-
sion (10). For the evaluation of MMP-2 and MMP-9, a final 
staining score ≥3 was considered to be positive (11). For the 
�v��u����� �� ER ��� PR ����������, � ���c����g� �� ������� 
�u��� c���� >10% ��� c��������� �� b� ������v�. F�� �h� �v��u-
����� �� HER-2, ���b���� �������g ��������y ��� ������� ���� 
�v��u���� �� �������: 0, c��������y ��g���v� �� <10% �� �u��� 
c���� h�� ���b���� ������v��y; +, >10% �� �u��� c���� h�� 
��c������� ����� ���b���� ������v��y; ++, >10% �� �u��� c���� 
h�� c������� �������� ���b���� ������v��y; ��� +++, >10% 
�� �u��� c���� h�� c������� �����g c��cu���������� ���b���� 
������v��y (12). 

Statistical analysis. A�� ��������c�� ����y��� ���� ��������� 
using SPSS software system for Windows (version 10.0; SPSS, 
I�c., Ch�c�g�, IL, USA). P<0.05 ��� c��������� �� ����c��� 
a statistically significant difference. The Chi-square test was 
u��� �� ������� �h� ��������c� �� �h� ������v� ���������� ���� 
b������ �h� g��u��. Th� c���������� b������ �h� ������v� 
���������� ���� ��� �h� ��������� c����c����h���g�c�� �����-
����� ��� �������� u���g �h� ���-���������c S�������'� ���k 
correlation analysis. Variables associated with OS and RFS 
����� ���� ������ u���g K�����-M���� ��������� ��� c������� 
by ��g-���k ����. 

Results 

Expression of Twist, MMP-2 and MMP-9 proteins in breast 
cancer specimens. Th� ������v� ��g���� �� T����, MMP-2 ��� 
MMP-9 ������� ���������� ���� ������������y ��c���� �� �h� 
cy������� ���/�� �uc��u� �� b����� c��c�� c���� (F�g. 1).

IHC ����y��� ���� ��������� �� 200 b����� c��c�� ����u�� 
���c�����. T���� ������� ���������� ��� ����c��� �� 151 
(75.5%) �� �h� b����� c��c�� ����u��, �h��� �h� ���������� �� 
MMP-2 ��� MMP-9 ���� ����c��� �� 194 (97.0%) ��� 192 
(96.0%) ���c�����.

Association of the expression of ER, PR, HER-2 and Twist 
with clinicopathological features of breast cancer. A� �h��� 
in Table Ⅰ, increased Twist expression was associated with 
��c������ �y��h ���� ��v��v����� (P=0.001) ��� h�gh�� 
TNM ���g� (P=0.001). T���� ���������� ��� c��������� ���h 
�h� ���������� �� ER ��� PR, ���h�ugh �h��� ��� ��� ���ch 
��������c�� ��g����c��c� (P=0.063 ��� 0.055, �����c��v��y). 
Th��� ��� �� ��g����c��� ����c������ �� T���� ���h HER-2 
������� ���������� (P=0.745).

Correlation between Twist expression and patient survival. 
We performed Kaplan-Meier estimates and Log-rank test to 
��������� �h��h�� �h� ���������� �� T���� �� ����c����� ���h 
OS ��� RFS �� b����� c��c�� ��������. A���g �h� 126 b����� 
c��c�� �������� ���h c������� ������-u� ����, �h��� ���h 
������y �u���� ���������g h�gh�� ��v��� �� �h� T���� ������� 
had a significantly poorer OS and RFS compared with those 
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���h ����� T���� ������� ���������� (P=0.031 ��� 0.006, 
�����c��v��y; F�g. 2). 

Association of the expression of MMP-2 and MMP-9 with 
clinicopathological features of breast cancer. Th� ������� 
���������� �� MMP-2 ��� MMP-9 ��� ������v��y ����c����� 
���h �h� ����u� �� �y��h ���� ���������� ��� TNM ���g� 
(P<0.001). H���v��, �h��� ��� �� ��g����c��� ����c������ 
�� MMP-2 ��� MMP-9 ������� ���������� ���h ������� �g�, 
�u��� ��z�, h������g�c�� g�����g ��� ER, PR ��� HER-2 
������� ���������� (P>0.05).

Correlation of MMP-2, MMP-9 and Twist protein expres-
sion in breast cancer tissue. S�������'� c���������� ����y��� 
������������ �h�� T���� ������� ���������� ��� ������v��y 
c��������� ���h MMP-2 ��� MMP-9 ������� ���������� 
(��=0.828, P<0.001 ��� ��=0.500, P<0.001, �����c��v��y).

Discussion 

I� �h� ������� ��u�y, �� ������������ �h�� ��c������ T����, 
MMP-2 ��� MMP-9 ������� ���������� ��v��� ��� ����c����� 
���h ��c������ �y��h ���� ��v��v����� ��� h�gh�� TNM 
���g�. Fu��h������, T���� ������� ���������� c��������� ���h 
MMP-2 ��� MMP-9 ������� ���������� �� �h� b����� c��c�� 
����u� ���c�����.

Th� g����������, MMP-2 (g��������� A) ��� MMP-9 (g�����-
nase B), are two members of the MMP family and play a critical 
���� �� �u��� ��v����� ��� ���������� (13,14). S�v���� ��u���� 
h�v� ������������ �h�� g���������� ���uc� �������y��c ��g����-
���� �� �����c���u��� ������ (ECM) c��������� ��� b������� 
���b����� �� ��c������� �h� ��v����� �� �u���� (15-17). I� �h� 
������� ��u�y ��� � ���v��u� ��u�y (3), �� ������������ �h�� 

T�b�� I. C���������� b������ T���� ������� ���������� ��� 
c����c����h���g�c�� ���������� �� b����� c��c�� ��������.

C����c�� ���    
���h���g�c�� ����u��� � T����, � (%) P-v��u�

Ag� (y����)   0.514
  ≤35   21   18 (85.7) 
  36-55 112   83 (74.1) 
  ≥56   67   50 (74.6) 
Tu��� ��z� (c�)   0.055
  ≤2   14   12 (85.7) 
  >2-5 148 105 (70.9) 
  >5   38   34 (89.5) 
Ly��h ���� ����������   0.001
  0   69   34 (49.3) 
  1-3   69   58 (84.1) 
  >3   62   59 (95.2) 
H������g�c�� g�����g   0.483
  I   18   15 (83.3) 
  II 125   91 (72.8) 
  III   57   45 (78.9) 
TNM ���g�   0.001
  I-II 106   68 (64.2) 
  III-IV   94   83 (88.3) 
E����g�� ��c�����   0.063
  N�g���v� 116   82 (70.7) 
  P�����v�   84   69 (82.1) 
P��g�������� ��c�����   0.055
  N�g���v� 111   78 (70.3) 
  P�����v�   89   73 (82.0) 
HER-2   0.745
  L�� 135 101 (74.8) 
  H�gh   65   50 (76.9) 

TNM, �u���-����-����������; HER-2, hu��� ��������� g����h 
��c��� ��c����� 2.

F�gu�� 1. I��u��h����ch���c�� ����y��� �� T����, ������ ����������������� 
(MMP)-2 ��� MMP-9 ������� ���������� �� b����� c��c��. (A) T���� ������� 
expression in the cytoplasm and nucleus of breast cancer cells; (B) MMP-2 
������� ���������� ��� (C) MMP-9 ������� ���������� �� �h� cy������� �� 
breast cancer cells. Original magnification, x400.

F�gu�� 2. C���������� b������ T���� ������� ���������� ��� �v����� �u�v�v�� 
(OS) ��� �������-���� �u�v�v�� (RFS) �� b����� c��c�� ��������.

  A

  B

  C
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MMP-2 ��� MMP-9 ������� ���������� �� ����c����� ���h 
��c������ �y��h ���� ��v��v����� ��� h�gh�� TNM ���g�. 
Thu�, �u� ���� �ugg��� �h�� MMP-2 ��� MMP-9 ��y ���y 
�u��������� ����� �� b����� c��c�� ��v����� ��� ����������. 

E���h�����-�����chy��� ���������� (EMT) �� � ch���c�������c 
�� �h� ���� �gg�����v� ���������c c��c�� c���� ��� �� c����c�� 
��� �h� ���uc���� �� ��v���v����� ��� ���������� �� hu��� 
c��c��� (18,19). I�c������g �v����c� �ugg���� �h�� T���� �c�� 
�� ��� �� �h� ��j�� EMT ���uc��� by ��gu�����g E-c��h���� 
���������� �� ������� c��c�� ���g������� (8,20-22). Ky� 
et al (10) ����c��� �h� ���������� �� T���� �� 70 c���� �� ������-
����� c��c����� ��� �b���v�� �h�� 51% �� �h� �������� ��������� 
h�gh T���� ���������� ��� �h� ��c������ ���������� �� T���� 
��� ������v��y ����c����� ���h ��c�� �u��� ��v����� ��� ���� 
OS. Y��g et al (23) ����c��� T���� ���������� �� ��v���� hu��� 
b����� �u��� c��� �����. Th� �u�h��� �b���v�� �h�� ��v���v� ��� 
���������c c��� ����� ��������� T����, �h��� ���-���������c b����� 
�u��� c��� ����� ��� ���. I� ��������, �h� �u�h��� ������������ 
�h�� �u��������� �� T���� ���������� ��h�b��� �u��� ���������� 
��� ���uc�� �h� ������c� �� �u��� c���� �� �h� b���� c��cu������ 
�� � ��u�� �����. C��������� ���h �h��� ���u���, �h� ������� ��u�y 
������������ �h�� T���� ������� ���������� �� c��������� ���h 
�y��h ���� ��v��v����� ��� TNM ���g�, �ugg�����g �h�� T���� 
��y b� ��v��v�� �� �h� ��v����� ��� ���������� �� b����� c��c��.

M����v��, �u� ���� ���� �ugg��� �h�� T���� ������� ������-
���� �� ������v��y ����c����� ���h g��������� ���������� �� 
b����� c��c��. L�� et al (24) identified that EMT is induced by 
�����������g g����h ��c��� (TGF)-β ��� T���� �� ������y 
����h����� c���� v�� � MMP-��������� ��ch�����. Yu 
et al (25) �������� �h� �u�c����� �� T���� �� hy���h��y�g��� 
c��c�� ����u� ������� by IHC ����y� ��� �h� ���u��� ����c���� 
�h�� ���������� �� T���� h�� �� ����c� �� EMT, c-��� ��� 
MMP-9 ����������. Lu� et al (26) �������c��� �h� T���� g��� 
���� hu��� g�����c c��c����� MKN28 c���� ���h � T���� ����� 
�������. Th� �u�h��� ������������ �h�� �h� ��g������ ��� 
��v����� �b����y �� T����-MKN28 c���� ��� c�����y ��c������. 
M����v��, �v������������ �� T���� �� MKN28 c���� �������� 
�h� ���������� �� cyc��� D1 ��� MMP-2.

Th� cu����� ��u�y �ugg���� �h�� �h� T���� g��� ��y ���y �� 
��������� ���� �� b����� c��c�� ��v����� ��� ����������. T���� 
��y ���v� �� � ��������� ��v�� ���g�����c ��c��� ��� b����� 
cancer patients. Furthermore, there is a significant association 
�� T���� ��� g���������� ���h b����� c��c�� ���g������� ��� �� 
�� �����b�� �h�� T���� ���v�� �� � ��������� ��gu����� �� g�����-
�����. Fu��h�� ��u���� ��� ��qu���� �� ������� �h� ��gu�����y 
��ch������ b������ T���� ��� g����������. 
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