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RESUME

Introduction : De nombreuses métalloprotéinases (MMPs) joueraient un réle crucial dans la pathogénie et la modulation de la sévérité de la
maladie asthmatique. La plus connue est la MMP-9 mais d’autres MMPs sont impliquées dont la MMP-2.

But : Déterminer le réle du polymorphisme nucléotidique du géne codant pour MMP-2 dans la susceptibilité a la maladie asthmatique et sa
sevérité.

Méthodes : Il s'agit d’'une étude de type cas-témoins ayant inclus prospectivement 150 patients asthmatiques et 120 sujets sains. Nous avons
déterminé au sein des 2 groupes les génotypes correspondant au polymorphisme MMP2 en position -735C/T a I'aide d’'une amplification en
chaine par polymérase associée a une technique de polymorphisme de longueur des fragments de restriction.

Résultats : La comparaison des fréquences alléliques et génotypiques du polymorphisme étudié entre les patients et les contrdles a montré qu'il
n'existait pas une association entre le SNP-735C/T et la susceptibilité de la maladie asthmatique et sa sévérité.

Conclusion : Le role des MMP-2 demeure peu clair et aucune étude n’a porté sur le polymorphisme de la région promotrice de la MMP-2 au
cours de I'asthme. Cette étude ne permet pas d'infirmer une telle association. D’autres études sont nécessaires pour clarifier leur role exact dans
la pathogenése de I'asthme.
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SUMMARY

Background : Many metalloproteinases (MMPs) play a role in the pathogenesis and modulation of the severity of asthma. MMP-9 is the
predominant in asthma but other MMPs are involved such as the MMP-2.

Aim: To determine the role of single nucleotide polymorphism of the gene MMP2 in susceptibility to asthma and its severity.

Methods: Study case-control with prospectively enrolled patients with asthma and healthy subjects. We determined within two groups genotypes
corresponding to the MMP2 polymorphism in -735C / T position, using a polymerase chain amplification technique associated with a polymorphism
in the length of restriction fragments.

Results: We included 150 patients with asthma and 150 healthy controls. Comparison of allele and genotype frequencies of the studied
polymorphisms between patients and controls showed that there was no association between the SNP-735C / T and susceptibility to asthma and
its severity.

Conclusion: The role of MMP 2 in asthma remains unclear and no study has been conducted till date, to determine the role of MMP-2 -735C/T
gene polymorphism in asthma. This study does not disprove such association. Further studies are needed to clarify the exact role the pathogenesis
of asthma.
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L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des
bronches dont la prise en charge a bénéficié de progrés
considérables (1-6). Toutefois, environ 10% des
asthmatiques présentent une dégradation progressive et
irréversible de leur fonction respiratoire due a un
remodelage des voies aériennes (1). Parmi les éléments
concourant au développement du remodelage
bronchique, les métalloprotéinases matricielles (MMPs)
et leurs inhibiteurs physiologiques joueraient un role
crucial (2-10). Les métalloprotéinases sont en effet des
enzymes qui dégradent les différents composants de la
matrice extracellulaire (MEC). Elles sont synthétisées et
secrétées par de nombreux types cellulaires et jouent un
réle important dans tous les processus de remaniements
tissulaires normaux ou pathologiques (1,4). De
nombreuses métalloprotéinases sont incriminées dans la
pathogénie de la maladie asthmatique mais aussi dans la
modulation de sa sévérité. En effet, au cours de I'asthme,
les MMPs sont impliquées dans l'extravasation de
cellules inflammatoires a partir des vaisseaux sanguins
de l'interstitium. La dégradation de la MEC par les MMPs
permet la migration de cellules inflammatoires vers
I'épithélium. La libération de taux importants de MMPs
peut aboutir a la destruction de tissu sain. Plusieurs
MMPs ont un effet sur les chémokines et les cytokines
pro-inflammatoires (5). Le réle des MMPs et des tissue
inhibitor of matrix metalloproteinase (TIMPs) a été étudié
dans les formes modérées a séveres de I'asthme durant
les exacerbations de l'asthme et aprés stimulation
allergénique (6-11). La plus connue est la MMP-9 mais la
MMP-1, MMP-2, MMP-8 et MMP-12 sont de plus en plus
impliquées quoique leur rdle exact ne soit pas clair (3,4).
La MMP-2 est une métalloprotéase dont I'expression est
augmentée dans l'asthme. Elle est produite par les
cellules musculaires lisses et stimule la prolifération de
ces cellules de fagon autocrine. Ceci contribue
probablement a une augmentation de la masse
musculaire lisse (12). De plus, cette protéase est capable,
tout comme la MMP-9, de dégrader la membrane basale.
Cette dégradation est suivie d’'une réparation altérée
entrainant finalement des dépbts de collagénes de types
I, lll et V et de fibronectine désorganisés. Ce sont
vraisemblablement ces cycles de dégradation/réparation
qui provoquent la formation de la zone de fibrose sous-
épithéliale. Peu d’études ont concerné le role des MMP2
dans la pathogénie de I'asthme et les études sont d’autre
part contradictoires. Le but de I'étude était de déterminer
le réle du polymorphisme nucléotidique du géne codant
pour la MMP-2 dans la susceptibilité a la maladie
asthmatique et sa sévérité chez un groupe de patients
asthmatiques tunisiens.

consultation d’asthme du Service de Pneumologie de
I'Hopital La Rabta. Ces patients ont été colligés entre le 2
Janvier et le 30 Juin 2010.

Patients : Ont été inclus les patients suivis dans notre
service depuis au moins 1 an, ayant un asthme
intermittent ou persistant de léger a sévere, en état stable
ou en exacerbation (classification de la sévérité selon
GINA 2009) ; agés de plus 18 de ans aprés un accord
préalable.

Sujets témoins : Le groupe des témoins était composé de
120 sujets sains ne possédant aucun lien de parenté et
ne présentant pas de probléemes médicaux. Il s’agit de
sujets volontaires se présentant au service de don et de
transfusion pour don du sang.

Le recueil des données se rapportant aux patients a été
réalisé a l'aide d’'un questionnaire comportant les
données sociodémographiques, cliniques et para
cliniques. A l'issue de ce questionnaire, un prélevement
sanguin a été effectué pour chaque patient a raison de 15
ml par patient et a été mis dans un flacon de 50 ml
contenant 'EDTA. Ces prélévements ont été acheminés
au Laboratoire de Biologie a la Faculté de Médecine de
Tunis.

Des tests enzymatiques de dosage de la MMP-2 selon la
méthode ELISA ont été pratiqués. Les kits utilisés étaient
du type (quantikine humain MMP-2). Le lecteur ELISA
était de type « ELx800 auto wated microplate reader, bio-
tek instruments (winooski, vt) ». Les tests ont été réalisés
selon les recommandations du fabricant. La valeur
minimale décelable de la MMP-2 était de 0,156ug /mL.
Une étude du polymorphisme mononucléotidique du gene
codant pour la MMP-2 a la position -735C/T a été réalisée
a laide d’'une amplification en chaine par polymérase
associée a une technique de polymorphisme de longueur
des fragments de restriction (PCR-FRLP). En effet, pour
le géne MMP2, la transition C a T a pour conséquence de
perturber les sites de liaison SP1 et par suite diminuer le
taux de transcription et I'activité du promoteur.

Etude statistique :

La saisie des données a été faite sur le logiciel Epi
INFO6. Pour I'étude sérologique, le test de Mann-
Whitney, le test de Student et I'analyse de variance Anova
ont été utilisés. Le seuil de significativité a été fixé a p
<0,05. Pour I'étude génétique, I'analyse statistique a été
réalisée avec le logiciel SPSS sur Windows version 11,5.
Elle a consisté a générer des fréquences et des
moyennes, a faire des comparaisons de pourcentage a
I'aide du test de Chi 2 et des comparaisons de moyennes
a laide de l'analyse de variance ANOVA. Le seuil de
significativité retenu a été p< 0,05.

METHODES

RESULTATS

Il s’agit d’'une étude de type cas-témoins ayant inclus
prospectivement 150 patients asthmatiques suivis a la
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L’age moyen des patients asthmatiques était de 42 ans
avec des extrémes de 18 a 73 ans. Soixante-neuf



pourcent des patients étaient de sexe féminin avec un
sexe ratio H/F de 0,44. L’age moyen du début de I'asthme
était de 35 ans avec des extrémes allant de 3 a 68 ans.
Vingt-six patients (17,3 %) avaient débuté leur asthme
avant I'age de 20 ans et 33,3% au-dela de 40 ans.
L'asthme était classé persistant léger a modéré dans
63,4% des cas et persistant sévére chez 28,6% des
malades. Concernant le traitement de fond 27,3% des
patients étaient sous association corticoides inhalés et 2
longue durée d’action, 64,7% étaient sous corticoides
inhalés.

L'age moyen des témoins était de 43 ans avec des
extrémes allant de 18 a 72 ans. Le groupe des témoins
était composé de 40 hommes (33,3%) et 80 femmes
(66,7%) soit un sexe ratio H/F de 0,5. Les deux groupes
étaient comparables en termes d'age et de sexe ratio
(p=0,72). L'expression de la MMP-2 sérique était
significativement augmentée chez les patients
asthmatiques avec une moyenne de 1,42 +0,17ug/mL
comparativement aux témoins sains ou la moyenne était
de 0,72 +0,28 ug/mL, (p< 0,001) (figure 1).
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Figure 1 : Taux sérique de la MMP2 chez les asthmatiques et les sujets
témoins.
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Figure 2: Corrélation entre MMP2 et la sévérité de I'asthme.
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Il existait une corrélation entre le taux de la MMP-2 et la
sévérité de la maladie ainsi qu’entre le taux de la MMP-2
et la valeur du VEMS (p=0,0001) (Figure 2). L'étude
génétique a montré que la distribution allélique du SNP-
735C/T parmi les asthmatiques et les sujets témoins était
comparable (p=0,48). La fréquence des génotypes T/T,
C/T et C/C était comparable entre le groupe des
asthmatiques et celui des témoins (Tableau 1).

Tableau 1: Répartition des alléles et des génotypes selon I'age de début.

Age du début Alléles Génotypes [
-735C  -735T -735C/C -735C/T  -735TIT

<20 ans 47 5 2 5

20-29 ans 53 11 22 9 1

30-39 ans 63 13 25 13

40-49 ans 34 6 14 6 0,65

50-59 ans 45 7 20 5 1

>60 ans 12 4 4 4

Total 254 46 106 42 2

Pourcentage 84,7 15,3 70,7 28 13

L’age du début de la maladie n’était pas influencé par les
types alléliques du SNP du géne codant pour la MMP-2 a
la position -735 (tableau II).

Les types alléliques du SNP du gene codant pour la
MMP-2 a la position -735 n’étaient pas influencés par le
sexe ; p=0,18. La présence du SNP du géene codant pour
la MMP-2 a la position -735 n’était pas associée au
tabagisme (p=0,09). Le tabagisme n’était pas associé a
I'un ou l'autre des 2 alléles du géne codant pour la MMP-
2 a la position -735. |l n’existait pas d’association entre la
sévérité de la maladie et la présence de l'allele -735C ou
de l'allele-735T ni avec les différents génotypes C/C, C/T
et T/T. Il n’existait pas d’association entre le SNP du géne
codant pour la MMP-2 a la position -735 et le traitement
anti asthmatique (tableau III).

DISCUSSION

Dans notre étude dans un premier temps, nous avons
trouvé que l'expression de la MMP-2 sérique était
significativement augmentée chez les patients
asthmatiques avec une moyenne de 1,42 +0,17ug/mL
comparativement aux témoins sains ou la moyenne était
de 0,72 +0,28 ug/mL, (p< 0,001). De plus, il existait une
corrélation entre le taux de la MMP-2 et la sévérité de la
maladie ainsi qu’entre le taux de la MMP-2 et la valeur du
VEMS (P=0,0001). Corry et col (12) ont étudié le role des
MMP2 chez les souris MMP2 Knock out aprés exposition
allergénique. lls ont constaté que I'absence de MMP-2
aprés exposition allergénique est a l'origine d’'une
augmentation de I'expression de plusieurs cytokines de
profil TH2, une augmentation de l'infiltration cellulaire du
parenchyme pulmonaire par des cellules inflammatoires
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Tableau 2: Répartition des alléles et des génotypes selon la sévérité dez

Séveérité Nb Alléles Génotypes
C T -735CIC -735T/T -735T/T
Intermittent 12 23 (9%) 1(2%) 11 (10%) 1(2%) 0 (0%)
Persistant léger 31 54 (21%) 8 (17%) 23 (28%) 8 (19%) 0 (0%)
Persistant modéré 64 107 (42%) 21 (46%) 44 (41,5%) 19 (45%) 1 (50%)
Persistant sévére 43 70 (28%) 16 (35%) 28 (26,5%) 14 (33%) 1 (50%)
P=0,65 P=0,28
Tableau 3: Répartition des génotypes selon le type de traitement
-7135C/C -735CIT S735TIT p
cl (*) 95 41 2 0,36
() 9 1 0
BLDA *) 29 13 0 0,62
() 75 29 2
Théophylline +) 34 15 2 0,13
() 70 27 0
AntiH1 +) 36 14 0 0,59
() 68 28 2
Corticoides (+) 3 1 0 0,95
() 101 41 2

et une diminution de I'activit¢ chémotactique de ces
cellules dans le LBA. Paradoxalement, ces éléments sont
associés a une diminution de ces mémes cellules
inflammatoires dans le LBA intéressant en particulier les
éosinophiles. Ces données permettent de conclure que
MMP2 établit le gradient chémotactique nécessaire pour
la migration des cellules inflammatoires vers les poumons
et la prévention de I'asphyxie mortelle. Kumagai (13) en
utilisant un modéle murin d’asthme allergique a observé
une augmentation de la libération de la MMP-2 dans le
LBA aprés inhalation antigénique avec infiltration
lymphocytaire et éosinophile ce qui suggére que les
MMP-2 ont un rble crucial dans l'induction d’une
hyperréactivité bronchique. Ce méme auteur a démontré
que I'administration de TIMP2 aux voies aériennes réduit
I'hyperréactivité bronchique induite par I'antigéne et
augmente le nombre d’éosinophiles et de lymphocytes
dans le sang périphérique. Ainsi I'étude sérologique de la
MMP-2 chez nos patients concorde avec ces résultats
puisque l'expression de la MMP-2 sérique est
significativement augmentée chez les patients
asthmatiques. D’autres études toutefois rapportent des
résultats contradictoires. Culpitt (14) n’a pas trouvé de
différence significative dans les concentrations de MMP-2
entre les patients asthmatiques et les sujets sains a
I'opposé de MMP8 et MMP9 qui étaient significativement
élevées chez les asthmatiques. Cataldo (9) en comparant
I'expectoration induite de sujets asthmatiques avec des
sujets controles a trouvé une augmentation de
transcription ’ARNm de MMP1 et de TIMP1 mais il n’y
avait pas de différences pour I'expression des
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MMP2,3,7,8,9,12,13,14 et TIMP2 (9). Bergeron (12) a par
ailleurs montré que I'lL4 joue un rdle dans I'inflammation
et la déposition du collagéne dans les bronches de sujets
asthmatiques en diminuant la transcription de TARNm de
MMP2 (11). Linfluence du polymorphisme de la région
promotrice de MMP2 a la position -735C/T a été étudiée
dans plusieurs pathologies mais pas au cours de
'asthme. A notre connaissance, il s’agit de la premiére
étude qui s’est intéressée a déterminer le role de la SNP
de la région promotrice du géne codant pour la MMP2 a
la position-735C/T dans la susceptibilité a la maladie
asthmatique. Pinto (15), dans une étude récente
concernant les enfants asthmatiques allemands agés de
9 a 11 ans a montré que le SNP rs2664538 augmentait
significativement le risque d’asthme non atopique. De
plus, l'alléle rs 3918241 peut étre associé a une
diminution des débits expiratoires chez les enfants non
atopiques. Ces résultats peuvent étre expliqués par le
réle des MMP-9 dans le remodelage des voies aériennes.
Dans notre étude et a linstar des autres études nous
n‘avons pas trouvé de corrélation significative entre le
SNP du gene codant pour la MMP-2 et la sévérité de la
maladie. L'impact du tabagisme sur [lactivité des
métalloprotéinases a fait I'objet de plusieurs études mais
a notre connaissance aucune d’entre elles n’a comparé
l'activité des métalloprotéinases entre les asthmatiques
tabagiques et les asthmatiques non tabagiques. En ce qui
nous concerne, nous n’avons pas trouvé d’association a
'un des 2 alleles du géne codant pour la MMP-2 a la
position-735. Vu que les corticoides agissent plutdt sur
linflammation que sur le remodelage bronchique, la



présence de modifications de la structure bronchique
chez certains asthmatiques peut expliquer leur réponse
clinique limitée aux corticoides. Hoshimo (16) a démontré
une diminution de la déposition du collagéne Ill, une
diminution de I'expression de MMP9 épithélial sous
muqueux et une augmentation des taux de TIMP-1 sous
muqueux avec une diminution du nombre de cellules
inflammatoires et myofibroblastes aprés 6 mois de
traitement avec des corticostéroides inhalés. In vitro, les
études ont montré que les corticostéroides inhibent la
transcription des génes de MMP et des TIMP des
macrophages et des fibroblastes (17).

Aucune étude n’a concerné l'influence de la prise de
corticoides sur l'activité des MMP-2. Notre étude n’a pas
retrouvé d’association entre le SNP du gene codant pour
la MMP-2 a la position -735 et la prise de corticoides.
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