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Liste des abréviations : 

P22phox : sous unité de la NADPH oxydase codé par le gène CYBA 

RAGE : recpteur desproduits avancés de glycation 

AGE : produits avancés de glycation 

ALOX 12 : lipoxygénase 12 

IRCT : insufisance rénale chronique terminale 

ND : néphropathie diabétique 

PKC : prteine kinase C 

EUA : excrétion urianire d’albumine 

DT1, DT2 : diabète de type 1 , diabète de type 2 

ALR2 : aldose réducatse 

NOX : sous unité de la NADPH oxydase responsable de l’activité (de 1 à 5) 

SRAA : système rénine angiotensine aldostérone 

ATII : angiotensine 2 

SNP : single nucleotide polymorphism 

GWAS : genome wide association studies 

HBA1c : hémoglobine glycqué 

12 HETE : d’acide 12(S)-Hydroxyeicosatetraenoic 

HTA : hyper tension arterielle 

TAS/TAD : tension arterielle systolique et diastolique 

IMC / BMI : index de masse corporel 

CPP : comité de protection des personnes 

HR : hazard ratio 
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1. Résumé 

a. En français 

Contexte : le stress oxydant est un des mécanismes clefs dans la physiopathologie de la 

néphropathie diabétique chez le patient type 1. Nous avons évalué l’association de polymorphismes 

de trois gènes impliqués dans cette voie : C242T de CYBA (p22phox), -374T/A et -429T/C de RAGE, 

et Arg261Gln d’ALOX12, dans le délai de survenue de la néphropathie microalbuminurique chez le 

patient diabétique de type 1. 

 

Méthode : 162 patients diabétiques de type 1, avec une ancienneté moyenne du diabète de 32,9 +/- 9 

ans, ont été inclus au Centre Hospitalier de Grenoble. 53 patients présentaient une microalbuminurie 

persistante (> 30 mg/L) et 109 étaient indemnes de néphropathie. Nous avons receuillis le délai entre 

la survenue de la microalbuminurie et le diagnostique du diabète, ainsi que le délai de survenue de 

l’insufisance rénale terminale (IRCT). L’ensemble des données clinico-biologiques ont été receuillies 

lors de l’inclusion. Nous avons determiné pour chaque patient son statut vis-à-vis de chacun des 

polymorphysmes étudiés, et évalué leurs associations à la survenue de la microalbuminurie dans un 

modèle de cox. 

 

Résultats : la répartition des différents polymorphysmes respecte l’équilibre d’Hardy Weinberg. 

L’analyse univariée retrouve une association significative entre le délai de survenue de la 

microalbuminurie et le polymorphysme C242T (prévalence globale du polymorphisme : 13,6% TT, 

45,7% TC, 41,7% TC) dans un modèle dominant  p= 0,038, ainsi que pour le polymosphisme -374T/A 

(prévalence globale du polymorphisme : 5,6% AA, 35,2% TA, 59,2%TT) dans un modèle récessif p= 

0,0021. Le modèle de cox en analyse multi-variée retrouve quatre facteurs associés au délai de 

survenue de la néphroapthie diabétique : RAGE 374AA (HR 4.19 [1.84-9.58] (p=0.001)), p22phox 

TT+TC (HR 2.1 [1.16-3.8], p= 0.015), mais égalment le sexe masculin (HR 1.92 [1.07-3.43], p=0.028) 

et le diagnostique du diabète à l’âge pédiatrique (HR 1.85 [1.03-3.32], p=0.039). Nous retrouvons 

également une association avec le délai de survenue de l’IRCT (p= 0.028 pour p22phox TC+TT, et 

p=0.033 pour RAGE 374AA). Le polymorphisme C242T de p22phox semble indépendant de la 

rétinopathie (66,7% si CC, 63,6% si TT+TC, p=0,6 pour le test de supériorité, p=0,043 pour le test de 

non infériorité). Enfin nos données suggèrent un effet d’association des risques, mais la puissance de 

l’étude ne pemet pas d’atteindre le seuil de significativité. 

 

Conclusion : les polymorphismes C242T de p22phox et -374T/A de RAGE sont associés à une 

survenue plus précoce de la microalbuminurie dans une population de diabétiques de type 1 

française. L’indépendance de la rétinopathie ainsi que l’association avec la survenue de l’IRCT nous 

fournissent des arguments supplémentaires pour l’implication de ces prédispositions génétiques dans 

la néphroapthie diabétique. 
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b. En anglais 

Background: Oxidative stress is a key component of type 1 diabetic nephropathy. Therefore, we 

investigated the association between polymorphisms of three genes implicated in this pathway: C242T 

of CYBA (p22phox), -374T/A and -429T/C of RAGE, as Arg261Gln of ALOX 12, in the delay of 

microalbuminuria onset in type 1 diabetic patients.  

Methods: 162 diabetic type 1 patients with 32.9 +/- 9 years of diabetes duration were included at the 

Grenoble University Hospital. 53 presented a history of persistent microalbuminuria (> 30 mg/l) and 

109 did not. Delay between microalbuminuria and diabetes diagnosis, as end stage renal disease 

(ESRD) onset and bio-clinical data, were recorded. Polymorphism status was determined and its 

association to microalbumuria was assessed with a Cox regression model. 

Results: All polymorphisms respect the Hardy Weinberg equilibrium. At univariate level, C242T 

dominant model (13.6% TT, 45.7% TC, 41.7% CC) and -374T/A (5.6% AA, 35.2% TA, 59% TT) were 

significantly correlated with microalbuminuria (p=0.038, 0.0021 respectively). The Cox regression 

model validated four significant variables: RAGE 374AA (HR 4.19 [1.84-9.58] (p=0.001)), p22phox 

TT+TC (HR 2.1 [1.16-3.8], p= 0.015), associated with male sex (HR 1.92 [1.07-3.43], p=0.028) and 

diabetes diagnosis at pediatric age (HR 1.85 [1.03-3.32], p=0.039). The same association was found 

with ESRD (p= 0.028 for p22phox TC+TT, and p=0.033 for RAGE 374AA). The C242T polymorphism 

was independent of retinopathy onset (66.7% of CC patients versus 63.6% of CT+TT p=0.6 for 

superiority and p=0.043 for non inferiority). Finally we suspected an increasing risk with polymorphism 

associations but it did not reach significant level.  

Conclusions: p22phox C242T, and RAGE-374T/A correlate with microalbuminuria onset in a type 1 

diabetic French population. The same correlation with ESRD onset provides argument for the 

involvement of a genetic predisposition involving renal oxidative stress for diabetic nephropathy 

independently of retinopathy for C242T. 
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2. Mots clefs 

a. En français 

Néphropathie diabétique, diabète de type 1, polymorphismes génétiques, p22phox, RAGE, ALOX12, 
microalbuminurie, insufisance rénale terminale. 
 

b. En anglais 

Diabetic nephropathy, type 1 diabetes, genetic polymorphisms, p22phox, RAGE, ALOX12, 
microalbuminuria, end stage renal disease.  
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3. Introduction 

Le diabète est un problème de santé publique. Malgré les traitements efficaces,  les patients sont 

exposés à de nombreuses complications, macro et micro vasculaires. La néphropathie diabétique 

touche 17 à 25% des diabétiques de type 1 (1), et est responsable de 20% des étiologies 

d’insuffisances rénales chroniques terminales en France (2). L'équilibre glycémique est un facteur de 

développement de néphropathie mais, à équilibre égal, certains développeront une néphropathie et 

d'autres non (3). Il semble exister un autre élément nécessaire au développement de l'atteinte rénale, 

le patrimoine génétique, et de nombreuses études s'intéressent à d'éventuelles mutations associées à 

sa survenue.  

 

L'objectif de la meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques est double. D'une part 

permettre de déterminer précocement les patients à risque de développer une néphropathie pour 

proposer une prise en charge spécifique de prévention primaire. D'autre part proposer de nouvelles 

thérapeutiques ciblées pour ralentir l'évolution des néphropathies installées. Les données 

développées par Brownlee et son équipe (4) mettent en avant le rôle du stress oxydant au sein des 

cellules ne régulant pas l'entrée de glucose via l'insuline (endothélium, cellules rénales, neurones) et 

son implication via quatre voies (voie de la glycation protéique, voie des polyols, voie des 

hexosamines, voie de la protéine kinase C) sur la genèse des complications micro-vasculaires. 

 

Cette étude a pour objet d’évaluer l’impact de polymorphismes génétiques de trois gènes : CYBA 

codant pour la protéine p22phox sous unité de la NADPH oxidase, le récepteur des produits avancés 

de glycation (RAGE), et la lypoxygénase (ALOX12), dans la survenue de la néphropathie diabétique 

chez des patients porteurs d’un diabète de type 1. 
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4. Néphropathie diabétique 

 

a. Epidémiologie 

L’OMS évalue à 180 millions le nombre de patients atteints de diabète dans le monde, environ 5-10 % 

par un type 1. L’incidence du diabète de type 1 semble en augmentation mais les données fluctuent 

d’un pays à l’autre. 15 / 100 000 en France contre 60 /100 000 en Finlande (5). La néphropathie 

diabétique touche environ 30 % des patients, environ les deux-tiers développent une néphropathie au 

stade macroprotéinurique au bout de 15 ans (6), mais certains ne présentent de stigmates 

qu’ultérieurement (7). Les facteurs majeurs de contrôle de la survenue de la néphropathie diabétique 

restent le contrôle de la glycémie et de la pression artérielle (8) ; cependant malgré le déséquilibre 

glycémique, certains patients resteront indemnes de néphropathie et inversement. C’est cette 

population spécifique dont l’évolution n’est pas prévisible qui a fait émerger le concept de 

susceptibilité individuelle, pouvant être expliqué par un terrain génétique. 

 

b. Définition 

La plus grande difficulté des études sur la néphropathie diabétique reste sa définition. Il a bien été 

établi plusieurs étapes dans l’évolution de cette dernière, s’initiant par une hyper filtration glomérulaire, 

puis l’apparition d’une microalbuminurie (excrétion urinaire d’albumine > 30 mg/j ou 20 mg/g de 

créatinine), suivie d’un début de dysfonction d’épuration avec évolution vers la macroprotéinurie, et 

enfin l’insuffisance rénale terminale. A l’inverse des autres pathologies (notamment glomérulaires) les 

patients diabétiques porteurs d’une atteinte rénale ne sont que rarement biopsiés, se basant sur un 

faisceau d’arguments positifs (présence d’une rétinopathie diabétique, durée d’évolution supérieure à 

10 ans, taille des reins conservée ou gros reins) et négatifs (absence d’hématurie, absence 

d’argument auto-immun, ou d’anomalie du complément) pour porter le diagnostic. Cependant d’une 

part il a été démontré sur des séries de biopsies qu’environ 10% des patients diabétiques porteurs 

d’une atteinte rénale ne sont pas atteints de néphropathie diabétique voir plus dans le diabète de type 

2 (9). D’autre part il est parfois observé la régression à la normoalbuminurie (10). De plus les patients 

diabétiques vont être soumis à des expositions extérieures (produits de contraste iodés, 

néphrotoxiques) ou à des facteurs pourvoyeurs d’atteinte rénale (hypertension artérielle, événement 

cardiovasculaire) pouvant limiter l’imputabilité claire du diabète dans l’étiologie de la néphropathie ou 

de la progression vers l’insuffisance rénale terminale. Un patient avec une authentique néphropathie 

diabétique peut arriver au stade terminal suite à d’autres facteurs. De ce fait les études des 

diabétiques de type 1 indemnes de complications au diagnostic s’affranchissent partiellement  de 

certains facteurs confondants, notamment cardiovasculaires, vis-à-vis des patients de type 2  (pour 

lesquels, au diagnostic du diabète, on constate déjà l’atteinte rénale et l’association à des marqueurs 

cardiovasculaires). 
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c. Physiopathologie 

Dans ce chapitre nous allons détailler les différents mécanismes physiopathologiques connus ou 

supposés impliqués dans la genèse de la néphropathie diabétique. Nous recenserons également les 

données sur les polymorphismes génétiques évalués dans chacune de ses  voies. 

Evolution habituelle de la néphropathie diabétique 

 

i. Transport du glucose 

L’entrée de glucose dans la cellule se fait selon trois possibilités : un transport facilitatif insulino 

dépendant, un transport facilitatif insuline indépendant, et un transport actif. Le transporteur principal 

et le plus repandu est GLUT 4 principalement dans les cellules musculaires striées et le tissu adipeux. 

Sa dépendance à l’insuline fait que lors du diabète insulinoprive ce type cellulaire n’est pas exposé à 

l’excès de glucose intracellulaire. Le second transport se fait par GLUT 1,2 et 3 (GLUT 2 étant 

bidirectionnel). GLUT 2 est retrouvé notamment dans les cellules tubulaires où il assure la sortie du 

glucose de la cellule vers le secteur plasmatique, GLUT 2 semble être le transporteur dominant au 

sein des cellules rénales  (11). GLUT 1 est principalement exprimé dans les cellules endothéliales et 

GLUT3 dans les cellules du système nerveux. Enfin le transport actif est assuré par les SGLT 

(sodium-glucose linked transporter), SGLT1 étant commun aux cellules rénales et entérocytaires, 

SGLT2 est spécifique du tubule proximal. C’est ce dernier qui est responsable de 90% de la 

réabsorption du glucose filtré  (12). On constate donc que les organes cibles du diabète (rein, œil, 

vaisseaux, neurones) sont exposés à l’hyperglycémie intracellulaire, qui est un des mécanismes clefs 

de l’atteinte du diabète. Des polymorphismes de GLUT 2 (13) et de GLUT 1 (14) semblent corrélés à 

la survenue de la néphropathie diabétique chez le type 1 (table génétique DT1 et néphropathie) 

cependant ces données restent hétérogènes comme en témoigne une méta analyse récente (15). 
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ii. Polyol  

L’augmentation de glucose intracellulaire disponible va dévier le métabolisme du glucose par  l’aldose 

réductase vers la synthèse de sorbitol nécessitant l’oxydation du NADPH en NADP, puis du fructose 

par la sorbitol déshydrogénase avec la réduction du NAD en NADH. Tant le sorbitol que le fructose 

vont s’accumuler au sein des cellules et conduire à une hyperosmolarité intracellulaire conduisant à 

un œdème cellulaire (16) impliqué dans la néphropathie diabétique (17)(18). Cependant malgré des 

données animales intéressantes, les inhibiteurs de l’aldose réductase n’ont montré que des résultats 

mitigés dans  la prévention des complications du diabète (19)(20). Cependant plusieurs données 

semblent impliquer la voie des polyols comme élément initiateur des autres voies activées lors de la 

néphropathie diabétique comme l’activation de la PKC (21)(22), ou encore un déséquilibre de la 

balance redox (23). De nombreuses études ont évalué le polymorphisme Z+2/Z-2 -106 de l’aldose 

réductase (ALR2) (table génétique DT1 et néphropathie). Une méta analyse récente confirme 

l’association protectrice de Z+2 et délétère de Z-2, mais d’intensité modeste (OR 1.09 et 0.88 

respectivement) (24).  

 

 

iii. Hexosamine 

Le glucose intracellulaire va être transformé en fructose-6-phosphate. Ce dernier va être le substrat de 

la glutamine F6P amido-transférase (GFAT) et former du glycosamine-6-phosphate. Ce denier est 

catabolisé en UDP-N-acetylglycosamine (UDP-glcNAc), substrat nécessaire à la O-glycosylation post 

translationnelle de nombreux facteurs, dont certains facteurs de transcription (25). L’étape limitante de 

glycosylation étant la disponibilité de l’UDP-glcNAc, lors du diabète il y a une augmentation de 

glycosylation, et de ce fait une modification de l’expression génique. La voie des hexosamines a 

montré in vitro un lien avec l’activation du TGF-β1 (26)(27), l’accumulation de matrice extracellulaire 

(28)(29) ou l’élévation de PAI-1(30).  

Plusieurs études se sont intéressées aux polymorphismes de GFAT, impliqués dans l’accumulation de 

Glc-6P, et la néphropathie diabétique, elles restent négatives dans le DT1 (31), ou discutables dans le  

DT2 (32)(33). 
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iv. PKC 

Les protéines kinase C sont une grande famille de serine/thréonine kinases. Elles sont divisées en 3 

groupes selon leur modalité d’activation : les PKC « classiques » activées par le diacylglycérol et le 

calcium,les PKC « nouvelles » activées par le diacyglycérol uniquement et les PKC « atypiques » 

activées par les phospholipides dont le PIP3 (34). Le rôle principal des PKC est la transduction d’un 

signal extracellulaire (activation ligand récepteur) vers un effecteur intracellulaire. Plusieurs signaux 

AGE (35), VEGF(36) ou PDGF(37) entre autres surexprimés dans le diabète peuvent conduire à 

l’activation de la PKC. L’implication de la PKC dans la genèse de complications diabétiques provient 

de plusieurs observations. D’une part, l’hyperglycémie conduit à la synthèse de novo de diacylglycérol 

(38) associée à une élévation de PKC, mais également à une synthèse locale directe indépendante 

du diacylglycérol au niveau rénal(39). L’enrôlement de la PKC lors du diabète conduit à de 

nombreuses voies, notamment l’activation du TGF-β1 ainsi que l’accumulation de matrice extra 

cellulaire (40) ou encore l’activation de la NADPH oxydase (41) (42). Enfin plusieurs essais animaux 

ont constaté une diminution des lésions induites par le diabète par le blocage de la PKC (43)(44)(45). 

Cependant les données chez l’homme sont moins évidentes (46)(47). Certains polymorphismes de la 

PKC semblent corrélés à l’insuffisance rénale terminale dans une population de patients DT2 chinois 

(48) DT2 américains (49) mais non reproduite dans d’autres cohortes (50). Enfin la recherche d’impact 

du polymorphisme de la PKC semble négative dans l’atteinte macrovasculaire (51) ou la rétinopathie 

(52). 
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v. Produits avancés de glycation 

Les AGE sont issus de la glycation non enzymatique et de l’oxydation des protéines. Il s’agit d’une 

réaction entre les groupements aldéhydes des oses et les résidus amines des protéines formant ainsi 

une base de Schiff, qui se stabilise en produit d’Amadori. Par réaction de déshydrogénation, oxydation 

ou coupure enzymatique on va aboutir à des produits intermédiaires de glycation ou « aldéhydes 

réactifs » tels que le methylglyoxal ou le glyoxal, espèces plus réactives qui vont aboutir à la formation 

des AGE comme la N-carboxy-methyl-lysine. Cette glycation peut être endogène comme dans le cas 

du diabète, soit par exposition chronique à de fortes concentrations de glucose, soit secondaire à 

l’activation de la voie des polyols qui aboutit à la production intracellulaire de methyl glyoxal. Un apport 

exogène d’AGE peut également être en cause, notamment sur des consommations alimentaires 

occidentales (cuisson par friture, caramélisation …). Les niveaux circulants et tissulaires d’AGE ont 

été retrouvés élevés dans différentes pathologies, principalement diabète (53) et insuffisance rénale 

(54) terminale mais également dans la cirrhose, la maladie d’Alzheimer ou la polyarthrite rhumatoïde 

(55). 

Les AGE ont deux mécanismes d’action, le premier récepteur indépendant conduit à l’accumulation de 

ses derniers dans les tissus perturbant le turn-over de la matrice extra cellulaire (56). L’autre action 

utilise les récepteurs aux AGE : lactoferrine, oligosaccharyl transferase complex protein 48 (AGE-R1) 

et 80K-H protein (AGE-R2), galectin-3 (AGE-R3), et RAGE (57). 

L’association des AGE à l’atteinte diabétique est précisée en détails dans le chapitre  6. 

 

 

vi. Stress oxydant  

Plusieurs éléments permettent de conclure à un déséquilibre de la balance oxydant /antioxydant au 

sein du diabète. On retrouve d’une part une élévation du ratio  NADH/NAD suite à l’activation de la 

voie des polyols (Cf  chapitre 3.c.i) mais également une activation de la NADPH oxydase (41)(58)  ou 

de la mitochondrie (59) conduisant à l’excès de production de ROS (espèces réactives de l’oxygène). 

Plusieurs thérapeutiques anti oxydantes ont été utilisées avec des succès mitigés (vitamine E) ou des 

effets secondaires significatifs (bardoxolone) (60)(61)(62). De nombreux polymorphismes génétiques 

ont été étudiés dans la néphropathie diabétique, notamment la superoxyde dismutase et les NO 

synthases ont fait l’objet de méta-analyse concluant, pour la SOD à un effet protecteur de l’allèle C du 
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polymorphisme C47T dans une population principalement de DT2 (63). NOS2,3 et 4 ont été 

impliquées au niveau génétique, cependant une métanalyse récente de NOS 3 sur des populations 

mixtes, ne retrouve que des effets hétérogènes et dépendants de l’origine ethnique (64). Les NADPH 

oxydases (ou Nox) sont des éléments clefs de l’équilibre redox car leur implication dans le diabète a 

été bien démontrée. Son inhibition semblerait une thérapeutique prometteuse mais pour l’heure non 

aboutie (65), l’ensemble des données sur la NADPH oxydase est regroupé dans le chapitre 5. 

 

 

 

vii. Inflammation 

L’inflammation semble impliquée tant dans la genèse du diabète que dans ses complications. Les 

patients présentant un degré d’inflammation plus élevé (CRP et IL-6) semblent présenter un plus 

grand risque de développement du diabète (66). De plus les patients diabétiques de type 1 

néphropathes expriment des niveaux d’IL-1 élevés (67). Sur des modèles animaux ou in vitro 

l’hyperglycémie ou les AGE conduisent à l’activation de nombreux médiateurs de l’inflammation (68), 

la plupart de ces voies conduisant à l’activation de NFκ-b(69). Différentes thérapeutiques ont montré 

un intérêt dans des modèles animaux, dans la prévention de la néphropathie diabétique  (blocage de 

CCL-2 (70), NFκ-b (71), anti mTOR (72)). Des données encourageantes ont également été obtenues 

chez l’homme (anti TNF-α) (73). Mais des données de phase II pour les anti TGF-β et les antagonistes 

CCR2/5 très prometteurs sont en attente. Les études sur  la génétique de l’inflammation et la 

néphropathie diabétique ont principalement porté sur IL1 et TGF-β, avec des données plutôt négatives 

pour l’un comme pour l’autre dans le DT1, mais positive pour le TGF-β dans le DT2 (74). 
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viii. Système Rénine Angiotensine Aldostérone 

Les données sur le SRAA et l’atteinte rénale sont nombreuses, on retrouve d’une part un effet 

délétère de l’angiotensine II (ATII) sur les cellules mesangiales, épithéliales et tubulaires (75), et 

d’autre part des taux élevés d’ATII sont retrouvés lors de la néphropathie diabétique responsables de 

l’atteinte rénale propre (76) en plus des effets hémodynamiques bien connus pour être délétères pour 

le rein. Enfin l’intervention thérapeutique ciblant le SRAA a bien démontré son efficacité mais aussi 

ses limites dans le ralentissement de la nécéssité de suppléance de la néphropathie diabétique. 

Cependant si son intérêt en prévention primaire reste discuté, son rapport coût bénéfice reste 

discutable (77). Au niveau génétique, de nombreuses études anciennes et récentes se sont 

interessées à trois polymorphismes du SRAA : Insertion/Deletion du gène de l’enzyme de conversion 

de l’angiotensine, polymorphismes M235T de l’angiotensinogène, et A1166C du récepteur 1 de 

l’angiotensine 2 AGTR1. Les résultats restent cependant très hétérogènes, une méta analyse récente 

suggère un rôle principalement de AGTR1 mais dans la population de type II (78). 
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Résumer de l’ensemble de voies de signalisation :  
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5. Etude génétique  

 

a. Etude familiale ou étude de ségrégation 

 

Afin d’argumenter l’hypothèse d’un facteur génétique favorisant la survenue de la néphropathie 

diabétique, plusieurs auteurs se sont attachés à démontrer son héritabilité. Il s’agit d’étudier soit des 

paires de germains, soit des descendants (parents-enfants). L’étude la plus détaillée dans le domaine 

est celle de Quinn et al (79) puisque s’intéressant à l’incidence cumulative et non à la prévalence 

seule de la néphropathie diabétique. Au sein de 110 familles comportant plusieurs germains atteints 

de diabète de type 1, le risque de survenue de la néphropathie diabétique était de 25,4% si le cas 

index (défini comme le plus ancien dans l’évolution du diabète) était indemne de néphropathie et 

71.5% si le cas index était néphropathe. Ces données sont confirmées dans d’autres populations de 

DT1 sur des études transversales malgré des définitions différentes de la néphropathie diabétique 

(80)(81). Au final il semblerait que l’héritage génétique dans la néphropathie diabétique chez des 

patients diabétiques de type 1 soit évalué à un sur-risque entre 2 (82) et 6 (83). Des données 

similaires existent également dans le diabète de type II (84). Des données parentales (85) retrouvent 

également que l’excrétion urinaire d’albumine chez des enfants sains de parents diabétiques, est plus 

élevée si le parent a développé une néphropathie. Enfin il semble que l’intensité des lésions rénales, 

ainsi que l’excès de matrice extracellulaire ont un caractère familial dans le  DT1 (86). 

 

L’association de facteurs génétiques de prédisposition vasculaire semble corrélée à l‘albuminurie. 

L’étude EURODIAB(87) retrouve une corrélation entre l’antécédent parental d’hypertension et 

l’albuminurie chez les enfants diabétiques de type 1. Cependant les données sur l’albuminurie restent 

plus difficiles d’interprétation car pouvant refléter l’héritage du risque vasculaire plus que des 

phénomènes propres au rein. L’intrication de l’héritage du risque vasculaire et de la néphropathie 

diabétique semble cependant forte comme en témoigne le sur-risque de mortalité cardiovasculaire des 

parents de patients DT1 néphropathes comparés aux parents de patients DT1 non néphropathes (88). 

 

Plusieurs modèles ont été décrits (89) dans la littérature  : le modèle monogénique (effet majeur) où la 

présence de polymorphismes dans un gène, en interaction avec d’autres facteurs comme l’équilibre 

glycémique, explique la survenue de la néphropathie diabétique. Le modèle polygénique peut être, lui, 

scindé en deux. Le premier modèle proposant un effet propre modéré (de niveaux identiques pour 

chaque gène) de polymorphismes d’un nombre restreint de gènes, le second implique l’association de 

nombreux gènes où la présence de polymorphismes ajoute un risque supplémentaire mineur dans 

des degrés variables selon l’effet du polymorphisme. Les cohortes étudiées dans le diabète de type II 

supportent les deux modèles de façon identique (90)(91). Au vue de la corrélation prouvée de 

l’implication de différents gènes dans la survenue de la néphropathie diabétique tant dans le DT1 que 

le DT2, un modèle polygénique semble le plus probable. 
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Bien que ces études permettent d’évaluer la part génétique ou héritable dans la prédisposition à la 

pathologie, la tendance de l’association de plusieurs gènes de susceptibilité dans la survenue de la 

néphropathie diabétique limite l’utilité des analyses de ségrégations dans la mise en évidence des 

gènes impliqués. Cependant elles restent importantes pour l’étude de variants rares avec un effet 

majeur. 

 

b. Analyse gènes candidats 

L’approche gènes candidats se base sur la connaissance de la localisation, de la séquence et de la 

fonction d’un gène. On suppose à priori que la protéine exprimée joue un rôle dans la 

physiopathologie de la néphropathie diabétique, et que le polymorphisme étudié est susceptible de 

conduire à une modification de structure et de fonction. On réalise donc une comparaison différentielle 

de la répartition du polymorphisme entre les cas et les témoins. On considère qu’il est raisonnable 

d’étudier un polymorphisme uniquement si ce dernier est présent dans plus de 1% de la population à 

l’état homozygote. Ce type d’étude permet principalement l’étude de gènes ayant un effet modéré ou 

mineur (92) (ou encore appelés variant commun). Cependant ce type d’étude expose facilement au 

risque de conclure à tort à une association en cas d’hétérogénéité des cas et des témoins (faux-

positif). C’est pour cela qu’il est nécessaire de valider de telles études au sein d’autres populations.  

 

On peut alors étudier l’association entre le marqueur génétique et la maladie selon 4 modalités :  

dominant, récessif, co-dominant additif et co-dominant multiplicatif (93). Considérons « A » l’allèle le 

plus répandu et « a » l’allèle porteur du polymorphisme. Dans le modèle co-dominant les trois 

génotypes exposent à un degré différent de risque. Le modèle co-dominant se divise en additif (si le 

risque A/a est de X 4 alors le risque a/a est X 8) et multiplicatif (si le risque A/a est 4 le risque a/a est 

16). On peut également comparer les patients A/A aux patients A/a + a/a pour un effet dominant, ou 

comparer les patients A/A + A/a aux patients a/a pour un modèle récessif ; ce dernier étant moins 

souvent utilisé car le nombre de patients composant le groupe a/a est souvent faible. La seconde 

méthode est la comparaison allèlique : on observe si la fréquence de la présence de l’allèle « a » est 

significativement différente entre les groupes. Souvent utilisée elle ne préjuge pas du type d’effet du 

polymorphisme. 

 

Enfin une troisième approche peut être réalisée, il s’agit de l’approche haplotypique, où l’on 

s’intéresse non pas à un polymorphisme mais plusieurs, ces derniers pouvant être localisés sur le 

même gène ou non. En général le nombre de polymorphismes étudiés reste limité (3 à 5 en général), 

car la population nécessaire est souvent importante pour ce type d’étude. 

 

Pour la néphropathie diabétique chez le type 1, de nombreuses études se sont intéressées à 

plusieurs gènes candidats. L’ensemble des publications que nous avons pu répertorier sur ce thème 

sont résumées dans le tableau 1. Une méta-analyse récente (94) a retrouvé la confirmation de 

l’association de 21 polymorphismes à la néphropathie diabétique sur la survenue de la macro 

protéinurie ou de l’IRCT, en population confondue ou sous-groupes : ACE, AKR1B1 (2 variants), 
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APOC1, APOE, EPO, NOS3 (2 variants), HSPG2, VEGFA, FRMD3 (2 variants), CARS (2 variants), 

UNC13B, CPVL and CHN2, and GREM1, ELMO1 (population asiatique), CCR5 (population asiatique) 

and CNDP1 (type 2 uniquement).  

 

c. Criblage génomique large, « genome wide association studies »  

(GWAS) 

 

La deuxième option pour la recherche de gènes de susceptibilité est le criblage large ou haut débit, il  

consiste à comparer plusieurs milliers de polymorphismes entre deux groupes. Il s’agit généralement 

de modifications génomiques échelonnées le long du génome (sur un chromosome ou sur le génome 

entier), et souvent basées sur les SNP (« single nucleotide polymorphism »). Il existe plusieurs 

millions de SNP le long du génome dont les fréquences sont très variables d’une population à l’autre, 

ces informations sont principalement issues du projet Hapmap (95).  Pour une approche très large on 

utilise des « tagSNP ». Ces derniers représentent des régions du génome ne subissant que peu de 

recombinaison entre les générations. Ils sont donc très bien corrélés avec la présence de certains 

SNP dans les gènes les entourant. Leur répartition est bien connue dans les différentes populations et 

permettent une association indirecte, car ne représentent pas en tant que tels l’information, mais 

suppose l’effet d’un polymorphisme dans un gène de proximité (96). De ce fait tout SNP mis en 

évidence dans une étude de type GWAS doit être suivi d’une étude génétique plus poussée de la 

région d’intérêt. Cette approche permet donc au final d’envisager l’implication de gènes non suspectés 

dans la maladie causale et donc d’ouvrir de nouvelles pistes physiopathologiques.  

 

L’utilisation de GWAS est particulièrement bien adaptée à la néphropathie diabétique qui est une 

pathologie complexe avec de multiples facteurs. En effet comme dans l’insuffisance cardiaque, la 

maladie d’Alzheimer et autres maladies multifactorielles, le concept de « maladie fréquente » /  

« variant fréquent » s’est développé (97). Il ne s’agit pas de découvrir un gène pathologique 

expliquant la totalité de la physiopathologie comme dans les maladies rares où la fréquence de la 

mutation est très proche de la fréquence de la maladie, mais de mettre en évidence des variants ayant 

chacun un petit effet. Cependant ce type d’étude nécessite de bien sélectionner la population afin 

d’éviter une hétérogénéité trop grande et ainsi de conclure à défaut, à l’absence de liaison (faux-

négatifs).  Les études de GWAS, au regard du grand nombre de polymorphismes étudiés et de la 

correction nécessaire pour le nombre d’analyses effectuées, nécessitent une fréquence de l’allèle à 

risque suffisamment importante, mais surtout ne détectent que des anomalies majeures ou modérées 

et non les corrélations mineures (98). De nombreuses études de GWAS sont référencées sur le site 

de la National Human Genome Institute GWAS catalogue (http://www.genome.gov/gwastudies). La 

technologie utilisée dans l’approche GWAS est celle d’une puce génomique qui permet d’analyser sur 

une seule et même puce plusieurs milliers de SNP (99), l’alternative actuelle du fait de la baisse des 

coûts, étant celle du séquençage complet du génome.  

 

http://www.genome.gov/gwastudies
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Les premières séries se sont intéressées aux paires de germains (« sib pair analysis »), initialement 

concordantes : groupe de germains diabétiques avec néphropathie versus groupe de germains 

diabétiques sans néphropathie ; puis discordantes : comparaison deux à deux de germains 

diabétiques dont l’un a développé une néphropathie diabétique et l’autre non. La comparaison de 

germains discordants permet d’obtenir une grande puissance, par définition ils sont très proches 

génétiquement, on diminue donc le bruit de fond de la variabilité génétique, ce qui permet de faire 

émerger les zones intéressantes, comme l’implication du chromosome 3q porteur de nombreux gènes 

candidats dont ceux du système rénine angiotensine aldostérone (100). Cependant une méta analyse 

récente de GWAS dans la néphropathie du diabète de type 1 (101) regroupant les trois plus grandes 

cohortes de DT1 (All Ireland Warren 3 Genetics of Kidneys in Diabetes UK Collection [UK-ROI], 

Finnish Diabetic Nephropathy Study [FinnDiane], and Genetics of Kidneys in Diabetes US Study 

[GoKinD US]), n’ont retrouvé de lien avec l’insuffisance rénale terminale qu’avec 2 SNP : rs7583877 

du gène AFF3 (AF4/FMR2 family member 3) qui semble impliqué dans la fibrose tubulo interstitielle 

via le TGF-β1, rs1243785 situé entre les gènes RGMA (repulsive guidance molecule for retinal axons 

) et MCTP2 (multiple C2 domains, transmembrane 2). Ils retrouvent également l’association de la 

néphropathie diabétique avec ERBB4 (Receptor tyrosine-protein kinase erbB-4) qui aurait un rôle 

dans la tubulogénèse. Une étude plus récente, tirée des participants de DCCT, a retrouvé des 

associations faibles avec les gènes FRMD3 et CARS, jusque là non suspectées (102). Ces études 

montre bien l’intérêt des GWAS dans la découverte de nouvelles pistes génétiques, mais nécessitent 

des confirmations ciblées.  Cependant une récente méta analyse des gènes suspectés comme facteur 

de survenue de la néphropathie diabétique au sein de type 1 et associant ces grandes cohortes, ne 

retrouve pas d’association significative au niveau GWAS en dehors du polymorphisme rs161740 de 

l’EPO (103) y compris ceux retrouvés positifs dans la méta analyse de Mooyaart et al (94). 

 

La limite principale de leur étude est la difficulté de classer la néphropathie diabétique : 

microalbuminurie – macroalbuminurie – débit de filtration glomérulaire < 60 ml/min – IRCT. En effet le 

groupe considéré comme sain était composé de patients normoalbuminuriques après 10 ans de 

diabète. Or de nombreux patients développaient une néphropathie et avec une IRCT plus de 10 ans 

après le début du diabète, ainsi le groupe contrôle est composé certes d’individus moins « graves » 

mais potentiellement atteints. Une étude de GWAS regroupant les cohortes Waren 3 et GoKind (104), 

n’a pas retrouvé de signal particulier sur 1711 patients malgré stratification sur le type d’atteinte 

rénale. Mais encore une fois la répartition dans les groupes des patients est un fait dynamique car les 

macroproteinuriques ont été auparavant micro, et les insuffisants rénaux terminaux également. Si la 

stratification semble nécessaire, l’analyse dynamique (courbe de survie) est également nécessaire 

pour étudier l’impact de la génétique, ce que les études de GWAS peuvent plus difficilement faire. 

Dans le DT2, quatres « genome wide scan » complets ont été réalisés : chez les indien pima (105) la 

population turque (106), la population afro-américaine (107) et une population caucasienne (108). Ces 

dernières ont permis de mettre en évidence plusieurs régions du génome fortement associées avec la 

néphropathie diabétique : 2q36, 3q26, 5q, 7q35, 9q22, 15q12, 18q22.3-23, 20p12. 
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6. NADPH oxydase et p22 phox 

a. Définition 

Les cellules phagocytaires sont impliquées dans la réponse immunitaire non spécifique de l’hôte 

contre les agents pathogènes. Ce mécanisme de défense fait intervenir une enzyme : la NADPH 

oxydase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase)  qui va permettre la production d’ions 

superoxydes, espèces réactives de l’oxygène (ROS) responsables de la destruction des 

microorganismes à l’intérieur des cellules phagocytaires (109). Cette enzyme est un complexe 

protéique qui se compose d’un élément membranaire, le cytochrome b558 formé lui-même de deux 

sous-unités p22phox et gp91phox (ou Nox2) et de facteurs cytosoliques p47phox, p67phox et 

p40phox. Durant les années 90, l’amélioration de la sensibilité des techniques a permis la détection 

de faibles quantités d’espèces réactives de l’oxygène dans différents types cellulaires autres que les 

cellules phagocytaires. Actuellement, 4 enzymes homologues de Nox2 ont été découvertes et 

répertoriées dans la famille  Nox (pour NADPH oxidase) (110). Des analogues de p47phox et de 

p67phox ont été identifiés : respectivement Noxo1 (Nox organizer 1) et Noxa1 (Nox activator 1) dans 

des cellules non  phagocytaires.  De manière générale, les homologues de Nox2 sont supposés être 

impliqués dans la défense de l’hôte, la transduction du signal et/ou la perception de l’oxygène 

(« oxygen sensing ») mais également dans la balance oxydant/antioxydant de la cellule. La 

caractérisation de leur implication dans les processus physiologiques et physiopathologiques est un 

domaine d’étude en plein essor et les oxydases non phagocytaires sont de plus en plus considérées 

comme d’éventuelles cibles thérapeutiques dans des pathologies comme le cancer, l’hypertension ou 

les maladies cardiaques et les maladies neurodégénératives.  Les Nox1, 3 et 4, tout comme Nox2, 

forment un hétéro dimère avec p22phox, une association qui est absolument requise pour qu’elle soit 

fonctionnelle. A l’inverse des Noxs qui sont exprimées spécifiquement dans certains types cellulaires 

(Nox2 dans les phagocytes et les neurones, Nox4 dans les cellules rénales, Nox3 dans les cellules 

épithéliales au niveau de l’oreille interne…), p22phox est une protéine ubiquitaire mais essentielle à 

l’activité oxydase (cf structure en annexe).  

 

 

b. Implication dans la néphropathie diabétique 

La production de ROS au sein du rein est en majeure partie due à Noxs et à la mitochondrie. Bien que 

Nox 1,2 et 4  soient présentes au sein des cellules rénales (mesengiales, tubulaires principalement) il 

semble que Nox 4 (appelée Renox) soit l’enzyme responsable de la gestion du stress oxydant au sein 

de la médulaire rénale. En effet la majorité de la production d’H2O2 rénale, notamment tubulaire 

semble provenir de Nox4 (111). De plus Nox4 reste inductible par d’autres facteurs qui sont 

également majorés dans le diabète comme la PK-C (112) , le TGF-  (113) ou l’angiotensine II (114).  

Dans différents modèles animaux ou cellulaires, l’hyperglycémie ou le caractère diabétique conduit à 

une augmentation de l’expression de Nox4, p22phox mais pas de Nox1 ou Nox2 (115)(116). 

Cependant les données sur l’effet du blocage de Nox4 sur l’albuminurie dans les modèles diabétiques 

sont assez contradictoires parfois délétères dans des modèles de type 1 (111) et bénéfiques dans des 

modèles de type 2 (117)(118).  
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L’excès de ROS dans les modèles cellulaires rénaux conduit à l’activation de différentes voies de 

signalisation ; d’une part une boucle d’activation par l’augmentation du TGF-  lui-même inducteur de 

Nox (119), d’autre part l’excès de ROS induit par le diabète va également conduire à l’activation de la 

voie des MAPK , NF -B(69), AP-1(120), ou de la fibronectine (121)  pourvoyeurs de lésions favorisant 

la fibrose. 

Au niveau génétique en dehors de l’étude de p22phox ci-dessous, un polymorphisme de CYBB dans 

la région promotrice, a été étudié et semble corrélé à la néphropathie protéinurique dans le sous 

groupe des femmes, alors qu’il est porté par le chromosome X (122). 

 

c. Polymorphisme C242T de CYBA  (rs4673 ou H72Y) 

  

Fonctionnalité du polymorphisme : 

 P22phox ou cytochrome b-245 alpha polypeptide, est une protéine codée par le gène CYBA situé en 

16q24. Différents polymorphismes responsables de mutations non sens ont été décrits dans la 

littérature : C242T, A640G, A930G. La présence de l’allèle T conduit au changement d’une histidine 

en tyrosine au niveau de l’acide aminé 72 situé dans l’exon 4. p22phox doit être nécessairement 

ancrée à une Nox pour que celle-ci soit fonctionnelle et puisse générer des ROS. Cette association 

est donc primordiale pour le bon fonctionnement des Noxs. Un polymorphisme de p22phox pourrait 

moduler positivement ou négativement cette association et indirectement le bon fonctionnement de la 

NADPH oxydase. 

 

Au sein des polynucléaires (123) et des cellules endothéliales (124) qui expriment principalement 

Nox2, l’allèle T semble associé à une baisse de l’activité oxydase de la NADPH oxydase,  bien que les 

données au sein de la population asiatique soient discordantes (125). Chez l’homme la présence de 

l’allèle T semble associée à une augmentation des récepteurs de transmigration endothéliale (E–

selectine et  I-CAM 1) (126), mais les données sur la modification du stress oxydant à l’exercice 

semblent négatives (127)(128). Enfin les cellules musculaires lisses semblent exprimer un niveau de 

TNFα plus élevé en cas d’allèle T (129). 

 

 

 Répartition du polymorphisme dans la population : 

La prévalence du polymorphisme varie significativement selon les populations, nous avons référencé 

48 études ayant évalué l’impact de ce polymorphisme au sein de différentes pathologies (Table P22). 

Nous avons recueilli la prévalence du caractère homozygote TT.  En Europe sur 9 études  regroupant 

3972 patients 12.1% sont TT, aux USA sur 5 études (1467 patients) 14.16% et en Asie, 8 études 

(5331 patients) 1.29% (p<10
-10

). 
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Dans le diabète :  

Une étude (130) au Royaume-Uni a évalué l’association entre la néphropathie diabétique chez le type 

1 avec une ancienneté du diabète de 31 ans en moyenne. Ils retrouvent une prévalence de 

néphropathie significativement plus élevée chez les patients TT (90% de néphropathie si TT, 69% si 

TC et 45% si CC) représentant un OR de 8.25. Cependant le nombre de patients néphropathes reste 

plus élevé que dans la population de type 1 classique (62.5%) et une prévalence du génotype plus 

élevée que dans la population européenne évoquant aux auteurs l’association de T242 comme 

facteur favorisant la survenue du diabète de type 1. Cependant une étude familiale américaine 

retrouve une transmission accrue du génotype CC chez les types 1 néphropathes (131). Trois études 

sur des populations asiatiques (132) (133) et hispaniques (134) se sont posées la même question 

dans le diabète de type 2. Les données étaient plus discordantes avec un sur-risque dans la 

population hispanique (134) pour la survenue d’une macroprotéinurie dans le sous-groupe de patients 

fumeurs (OR 6.72 pour l’association CT+TT versus CC). Mais il n’a été pas montré de différence 

significative par rapport aux patients micro ou macro protéinuriques et un effet protecteur (OR 0.43) 

(132) ou nul dans la population asiatique (135). Cependant la prévalence du polymorphisme reste 

faible dans les populations asiatiques, avec un faible effectif pour l’étude de Matsunaga-irie. 

Le polymorphisme C242T a également été étudié au sein de populations asiatiques dans la 

dyslipidémie des diabétiques de type 2, associé à une baisse du LDL , mais une augmentation de la 

proportion de LDL oxydé (136). Enfin 242T est également associé au risque d’accumulation de 

mutation de l’ADN mitochondrial exposant à la survenue du diabète de type II (137). 

 

 Dans les maladies cardiovasculaires :  

De nombreuses études se sont attachées à démontrer un lien entre C242T CYBA et la maladie 

coronarienne. La méta-analyse de Gu et al. (138) ne retrouve pas d’effet quelque soit le modèle utilisé 

(dominant, co dominant, récessif, ou allélique) sur 8 études (une seule européenne). La méta-analyse 

de Fang (139) arrive aux mêmes conclusions (16 études dont 6 européennes), mais retrouve un effet 

protecteur sur la survenue d’athérome coronarien dans la sous population asiatique. Les données 

sont discordantes tant sur la rigidité artérielle (tendance au risque si TT)  (129)(140) que dans 

l’accident vasculaire cérébral (tendance au risque si TT) (141) (142), ou le syndrome d’apnée du 

sommeil (143) (144). 

 

Dans les autres domaines :  

Quelques études ont évalué l’impact du polymorphisme dans la survenue de pathologies 

inflammatoires ou oncologiques sans succès. Enfin il semblerait que l’effet du polymorphisme soit 

renforcé en cas de tabagisme (145)(146)(134). 
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7. Récepteur des produits avancés de glycation : RAGE 

 

a. Définition 

RAGE (AGER) pour « advanced glycosylation end product-specific receptor » est un récepteur 

transmembranaire de la superfamille des immunoglobulines. Il est codé sur le chromosome 6p21.3, 

comporte 5 domaines (cytosolique pour la transduction, membranaire, deux domaines constants, et 

un domaine variable qui assure la liaison au ligand). Il appartient au groupe des « scavenger 

receptor » avec de multiples ligands (AGE, S100/calgranuline, HMGB1 (Amphoterin), Amyloid-β-

protein, Mac-1,phosphatidylserine) dont le principal est le produits avancés de glycation (AGE). 

Plusieurs polymorphismes de RAGE ont été décrits (–1420 (GTT), –1393 G/T, –1390 G/T, –1202 G/A, 

–405 to –345 délétion, –429 T/C –374 T/A, Ala2Ala (GCT/GCA), 67 C/G, , Lys37Ser, Arg77Cys, 

Gly82Ser, Val89Val (GTG/GTC), Gly90Gly (GCT/GCA), 718 G/T, Thr187Pro, 1704 G/T, A insertion 

1727, His305Gln, Ser307Cys, Gly329Arg, 2117 A/G, 2184 A/G, 2224 A/G Intron 8 N/A 78, 2245 G/A, 

2249 A/G, Leu363Leu (CTG/TTG), Arg389Gln, CA délétion 3089, del63 )  dont certains ont été 

évalués dans la néphropathie diabétique chez le type 1. (Table génétique DT1 et néphropathie). 

 

b. Rôle dans la néphropathie diabétique 

 

De nombreuses études se sont intéressées à l’impact des AGE tant sur des modèles cellulaires 

qu’animaux retrouvant une activation du stress oxydant (147), de la PKC (148)(149), de la fibrose 

(150) ou encore de l’inflammation (151). RAGE ainsi que ses ligands, les AGE, ont été retrouvés dans 

les reins humains, notamment au niveau podocytaire et endothélial (152), et leur expression est 

majorée en cas de diabète. Plusieurs modèles ont bien montré l’impact du blocage de RAGE par des 

molécules chimiques, la forme soluble de RAGE (153), ou des anticorps monoclonaux (154) qui 

améliorent des modèles cellulaires ou animaux de diabète. Une des preuves les plus fortes est la 

protection des stigmates de néphropathie chez les souris KO pour RAGE (155). Dans ces modèles on 

retrouve également une baisse du TGF- . Enfin la stimulation de RAGE par les AGE conduit à la 

production de CTGF de façon TGF-  indépendante, par les cellules tubulaires et donc induit la fibrose 

(156) . Enfin il semblerait que le système rénine angiotensine via l’AT2 induit l’expression de RAGE au 

niveau podocytaire (157). Pour finir, l’aminoguanidine substance qui bloque les AGE a permis en 

clinique d’améliorer la fonction rénale et de diminuer la protéinurie démontrant formellement l’impact 

des AGE dans la néphropathie diabétique. Malheureusement cette molécule n’a pu poursuivre son 

développement du fait d’effets indésirables (158). Une méta analyse dans le DT2 n’a pas retrouvé de 

liens entre les polymorphismes Gly82Ser, 429 T/C, 1704 G/T de RAGE et la néphropathie diabétique 

(159). 
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c. Polymorphismes -374T/A (rs1800624) et -429T/C (rs1800625) 

 

Fonctionnalité du polymorphisme : 

Les polymorphismes sont situés dans la région promotrice du gène de RAGE et donc suspects  

d’influencer l’expression du gène. Des études in vitro rapportent une élévation de l’expression du gène 

en cas de présence de ces 2 polymorphismes (également pour delta63) avec une tendance 

supérieure de -374A (160)(161) malgré quelques données contradictoires (162) sur des cellules 

granulomateuses. Bien que les données soient hétérogènes, la présence de l’allèle A374 semble 

associée à une augmentation de la forme soluble de RAGE uniquement sous sa forme sRAGE issue 

du clivage du récepteur (163)(164)(165)(166)(167), mais pas esRAGE (168)(169) sécrétée de façon 

endogène ; alors qu’il ne semble pas que l’allèle C429 soit associé à une modification d’expression de 

sRAGE (170)(163)(171)(165), mais peut être une tendance à l’augmentation de la forme esRAGE 

(168). Enfin le génotype CC de -429T/C semble associé à un degré d’insulino résistance plus élevé 

(172) avec une HBA1C moyenne plus élevée chez les porteurs diabétiques de type 1(173), alors qu’il 

n’y a pas d’impact de -374T/A. 

 

  Répartition du polymorphisme dans la population :  

Nous avons retrouvé 54 études s’intéressant au polymorphisme -374T/A. La prévalence de 

l’homozygotie AA est de 7.6% sur 16 études européennes regroupant 10657 patients, et de 12.5% sur 

5 études regroupant 4438 patients asiatiques (p<10
-10

). 

Nous avons retrouvé 38 études s’intéressant au polymorphisme -429T/C. La prévalence de 

l’homozygotie CC dans la population européenne est de 4% sur 11 études regroupant 4249 patients, 

et de 6.8% sur 7 études asiatiques regroupant 4423 patients (p<10
-8

).  

 

Dans le diabète : 

Dans la néphropathie diabétique les données sont contradictoires dans le type 1 avec une 

augmentation du risque dans un modèle dominant  (AA ou AT versus TT,  OR 1.7)(174), et d’autre 

part une association négative dans un modèle récessif, en dehors du groupe avec HBA1C > 9.5% où 

la présence du polymorphisme semble protectrice (175). Cependant ce sous groupe présentant déjà 

un risque fort, d’autres mécanismes peuvent représenter un biais de confusion. Dans le type 2, une 

seule étude a été réalisée retrouvant cette fois un rôle protecteur (174). Pour -429T/C les données 

globales ne sont pas en faveur d’un lien comme en témoigne une méta-analyse récente (176). 

Cependant l’effet semble lié aux populations avec une tendance aux risques dans les populations 

européennes (177) et hispaniques (178). 

Une méta-analyse récente ne retrouve pas d’association entre le polymorphisme -374T/A ou -429T/C  

et la survenue du diabète (179). Les données sont également négatives dans le domaine de la 

rétinopathie (180)(181)(182). Enfin les polymorphismes de RAGE ne semblent pas associés à la 

mortalité toutes causes dans le diabète de type 1(163). 
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 Dans les maladies cardiovasculaires : 

Un consensus semble se dégager sur l’effet protecteur vasculaire du génotype AA dans l’artériopathie 

coronaire (183), mais pas dans un modèle allèlique (184). Cependant l’effet bénéfique vasculaire de 

374A ne semble intéressant que dans le sous-groupe non diabétique (185), exposant a contrario les 

patients diabétiques à une élévation de la pression artérielle systolique et de la rigidité artérielle (186). 

 

d. Lien entre RAGE et Nox 

Plusieurs données laissent supposer des voies de communication communes à Nox et RAGE. En 

effet l’exposition de cellules mésangiales aux AGE conduit à l’augmentation d’expression de p47phox 

et de l’activité de Nox (187) par un mécanisme dépendant de la PK-C (188). L’exposition aux AGE de 

cellules endothéliales conduit également à l’augmentation d’expression de Nox2 (189). Enfin le 

blocage de Nox inhibe l'activation de la PKC induite par les AGE (190). 
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8. Lipoxygénase 

a. Définition 

Cette enzyme permet l’oxydation des acides gras poly-insaturés en lipides comportant une structure 

de type cyclique pentadiene formant les eicosanoïdes (leucotriènes, prostaglandines). Plusieurs 

lipoxygénases existent chez l’homme ALOX5, ALOX12 et ALOX15. La structure des lipoxygénases 

associe un PLAT domaine en N-terminal et un domaine catalytique en C terminal comportant un ion 

fer. Alox12 catalyse en présence d’O2 et d’acide arachidonique la synthèse d’acide 12(S)-

Hydroxyeicosatetraenoic (12 (S)HETE) ; un stéréo isomère étant produit par le cytochrome p450 

(12(R)-HETE) (191). Les effets les plus étudiés du 12-HETE concernent principalement l’hypertension 

artérielle et l’atteinte vasculaire. Son action semble vasoconstrictrice (192), comme en témoigne l’effet 

hypotenseur de blocage de ALOX12 chez le rat (193). Il semblerait que les produits d’ALOX 12 

servent de médiateur aux effets vasculaires de l’angiotensine II (194), et notamment en étant 

impliqués dans la sécrétion d’aldostérone (195). Enfin des données confirment une production rénale 

de 12-HETE principalement par les cellules glomérulaires (196). Plusieurs polymorphismes ont été 

décrits : rs3840880, rs9897850, rs312466, rs2292350, rs1126667, rs434473, rs1042357, rs11571340, 

rs2307214, rs312462, rs11571353, rs7338. 

 

b. Rôle dans la néphropathie diabétique 

 

On retrouve un faisceau d’arguments en faveur d’un rôle d’ALOX 12 dans la néphropathie diabétique. 

D’une part on note une expression locale de ALOX12 avec production de 12-HETE dans le rein de 

rats, dont l’expression est principalement au dépend des cellules glomérulaires (196). De plus les 

cellules mésangiales exposées à des conditions « high glucose » manifestent une induction de 

l’expression d’ALOX12. Enfin on retrouve une élévation d’ALOX 12/15 (équivalent murin d’ALOX12) et 

de 12S-HETE chez les souris db/db, et le blocage de d’ALOX 12/15 diminue dans ces conditions 

l’interaction entre les monocytes et cellules endothéliales (197). 

 

c. Polymorphisme Arg261Gln (ou G835A, rs1126667) 

 

Fonctionnalité du polymorphisme : 

 Ce polymorphisme est situé sur l’exon 6 du gène ALOX 12 codé sur le chromosome 17p13.1. Il 

semble fonctionnel devant l’augmentation de l’activité d’ALOX12 en cas de génotype AA versus GG 

(198) mais également une modification de la cinétique enzymatique (199).  

 

  Répartition du polymorphisme dans la population : 

Nous avons retrouvé 10 études s’intéressant au polymorphisme Arg261Gln (Table alox). La 

prévalence de l’homozygothie AA (Gln/Gln) est de 15.5% sur 2 études européennes regroupant 2082 

patients, 23% sur une étude asiatique de 895 patients (p<10
-7

). 
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Dans le diabète :  

A notre connaissance une seule étude s’est intéressée à Arg261Gln, on retrouve une association 

significative entre le génotype AA et l’excrétion urinaire d’albumine chez des patients diabétiques de 

type 2 (200). 

 

Dans les maladies cardiovasculaires :  

Une étude européenne sur 366 patients dans l’HTA  retrouve une prévalence significativement plus 

importante du génotype AA chez les patients contrôle par rapport à des patients souffrant d’HTA 

essentielle, reflétant un potentiel rôle protecteur (201). 

 

Dans les autres domaines:  

Ce polymorphisme a particulièrement été étudié dans les pathologies oncologiques montrant un effet 

protecteur du génotype AA dans le cancer du sein (202) et oesophagien (198). Il n’y a pas 

d’associations au cancer colo-rectal (203). On retrouve également plusieurs données conflictuelles sur 

la densité minérale osseuse avec un effet bénéfique du génotype AA (204) et de l’autre une 

association faible en défaveur (205), associée à un risque fracturaire non modifié(206).  
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9. Objectifs 

Notre potentiel d’inclusion étant limité nous avons opté pour une approche gène candidat de la 

néphropathie, une analyse de type GWAS étant inappropriée. Notre choix s’est porté sur trois gènes 

dont les données animales et humaines supposent une implication forte dans la physiopathologie de 

la néphropathie diabétique autour du stress oxydant. p22phox du complexe NADPH oxydase, RAGE 

et ALOX12.  Le critère principal de l’étude pour le calcul d’effectifs, est  la mise en évidence de l’effet 

du polymorphisme C242T de p22phox dans la survenue de la néphroapthie diabétique au stade de 

microalbuminurie. Les critères secondaires sont l’effet des polymorphysmes -374T/A, -429T/C de 

RAGE et Arg261Gln de ALOX12. Puis nous avons validé ces données dans la survenue de 

l’insufisance rénale terminale, et la recherche d’une association à la rétinopathie diabétique afin 

d’argumenter la spécificité rénale des associations observées. 
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10. Méthodologie 

a. Critères d’inclusion et exclusion 

Critères d’inclusion : 

- Patient diabétique de type 1 caucasoïde 

- Age > 20 ans 

- Durée du diabète ≥ 20 ans (la date du diagnostic étant celle de la première utilisation d'insuline)  

- Hors période d’exclusion d’une autre étude 

- Consentement éclairé lu, approuvé et signé 

- Affiliation à la Sécurité Sociale 

Critères d’exclusion : 

- Patient chez qui la nosologie du diabète est imprécise (le diagnostic de diabète de type 1 s’appuiera 

sur les critères suivants : BMI maximal, tendance spontanée à la cétose, délai entre le diagnostic et la 

mise définitive à l’insuline, terrain autoimmun). 

- Présence d’une néphropathie d’origine non-diabétique, rendant impossible le diagnostic de 

présomption de glomérulosclérose diabétique, hors examen histologique. 

- Personne visée aux articles L1121-5 à L1121-8 du code de santé publique.  

 

b. Critères de jugement 

 

- Définition de la néphropathie diabétique : 

Les patients présentant l’apparition d’une excrétion urinaire d’albumine > 30mg/l ou 20mg/g, 

confirmée sur un second échantillon sont considérés comme néphropathe. Il a été retenu la date de 

première constatation d’une microalbuminurie comme date de survenue de la néphropathie (Critère 

principal). 

 

L’insuffisance rénale terminale est définie comme la nécessité d’un recours à une technique de 

remplacement rénal (dialyse péritonéale, hémodialyse ou transplantation préemptive), la date 

d’initiation de la technique d’épuration extra rénale ou de la greffe préemptive a été retenue comme 

date de survenue de l’insuffisance rénale terminale (Critère secondaire). 

 

- Définition de la rétinopathie : 

La présence d’une rétinopathie a été validée par la réalisation d’un fond d’œil dans les 12 mois 

précédent l’inclusion. Pour les patients n’ayant pu justifier d’un fond d’œil récent, ce dernier a été 

réalisé dans les 2 mois suivants la consultation d’inclusion. Une rétinopathie a été retenue devant la 

présence de microanévrysme au fond d’œil, de forme exsudative, de forme proliférante, de forme 

ischémique (Critère secondaire). 
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- Définition des autres paramètres : 

Le tabagisme a été défini comme l’absence de sevrage tabagique dans les 3 années précèdant 

l’inclusion pour les non néphropathes, ou dans les 3 années précédant la survenue de la néphropathie 

chez les néphropathes. 

 

L’HBA1C des patients est une moyenne des 2 dernières mesures et de la mesure le jour de l’inclusion 

des patients. 

 

Les paramètres anthropométriques (taille et poids) et cliniques (pression artérielle systolique et 

diastolique) ont été recueillis lors de l’inclusion. Le recueil des antécédents et comorbidités sont issus 

des données du dossier médical. 

 

c. Site et période de recrutement 

L’ensemble des patients a été recruté soit dans le service d’endocrinologie-diabétologie en 

consultation, soit dans le service de transplantation rénale pour les patients porteurs d’une greffe 

rénale ou d’ilots.  

 

100 patients sont issus d’un précédent recrutement pour le protocole HAPTODIAB (DRCI 05-CHUG-

31 ; 2004-2006), les données concernant leur statut rénal ont été mises à jour avec une date de point 

au 01.01.2008. 

 

Afin d’obtenir le nombre de sujets nécessaires, l’ensemble des patients non inclus dans HAPTODIAB, 

suivis par le Pr Benhamou P-Y, et de plus de 20 ans d’ancienneté de diabète se sont vu proposer 

l’étude jusqu’à l’obtention du nombre de sujets nécessaires. Les inclusions se sont étalées du 

01.04.2011 au 01.04.2013 permettant d’inclure 70 patients. 

 

d. Recueil des prélèvements 

Lors de l’inclusion des patients un échantillon d’urine au réveil, et une prise de sang ont été réalisés 

en HDJ d’endocrinologie ou de néphrologie pour la réalisation de : 

- microalbuminurie par immunoturbidimétrie 

- créatininurie par Colorimétrie (méthode de Jaffé) 

- HBA1C par HPLC 

- créatininémie par Colorimétrie cinétique ou enzymatique 

Un tube de sang sur citrate de 5ml a également été prélevé pour l’analyse génétique. 

 

e. Extraction de l’ADN 

L’ADN génomique (ADNg) a été obtenu après isolation des leucocytes sur Ficoll, et extraction de 

l’ADN grâce au kit “Wizard Genomic purification kit » de Promega®, en respectant les 

recommandations du constructeur.  
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La concentration en ADN de chaque échantillon a été mesurée par spectrométrie sur un appareil 

Nanodrop® 2000. L’ADN obtenu a ensuite été congelé à -80°C avant réalisation des amplifications. 

 

f. Amplification PCR 

Les séquences des amorces utilisées ainsi que les réactifs et les températures d’hybridation sont 

décrites dans les tables ci-dessous:  

 

Produit Fournisseur Concentration 
initiale 

Concentration 
finale 

Volume pour un 
échantillon (µL) 

Eau distillée 
 

Aguettant   41.45 

Buffer 10X 
 

MP Biomedical 10 U/ μL 1 U/ μL 5 

DNTP 
 

MP Biomedical 5 mM 0,2 mM 2 

Amorce sens 
 

Invitrogen 40 μM 0,25 μM 0.35 

Amorce antisens  
 

Invitrogen 40 μM 0,25 μM 0.35 

TAQ polymerase 
 

Invitrogen 5 U/ μL 1,25 UI/ μL 0.25 

ADNg  
 

Patients 200 ng/ μL 120 ng/ μL 0.6 

 

 

Gène 

amplifié 

 

Amorce 

 

séquence 

 

Distributeur 

 

Taille de 

l’amplifiat 

 

Exon 4  

CYBA 

16q24 

 

Sens 

 

AACACTGAGGTAAGTGGGGGTGGGTCCTGT 

 

 

 

 

Invitrogen® 

 

 

 

348 pb  

Antisens 

 

TGCTTGTGGGTAAACCAAGGCCGGTG 

 

 

Promoteur 

RAGE 

6p21.3 

 

Sens 

 

GGGGGCAGTTCTCTCCTC 

 

 

 

 

344 pb  

Antisens 

 

TCAGAGCCCCCGATCCTATTT 

 

 

Exon 6 

ALOX 12 

17p13.1 

 

Sens 

 

CTGGCAGGATGATGAGTTGTT 

 

 

 

 

244 pb  

Antisens 

 

AGTACTAGCAGCCTTCCTCTG 
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T° de 

dénaturation 

 

Durée 

 

T° 

d’hybridation 

 

Durée  

 

T° 

d’élongation 

 

Durée  

 

Nb de 

cycles 

 

RAGE  

CYBA 

 

95°C 

 

45 sec 

 

60°C 

 

30 sec 

 

72°C 

 

30 sec 

 

38 

 

ALOX 

 

95°C 

 

45 sec 

 

59°C 

 

30 sec 

 

72°C 

 

30 sec 

 

38 

 

g. Analyse de CYBA et RAGE par digestion par enzyme de restriction 

Une fois l’amplifiat obtenu, les polymorphismes de CYBA et RAGE ont été analysés par coupure par 

des enzymes de restriction, puis l’apparition des fragments digérés et leurs tailles ont été analysées 

après migration sur gel d’agarose 2% et lecture par un appareil BioRad® et logiciel ImageLab®. 

i. CYBA C242T 

Le polymorphisme C242T fait apparaitre un site de coupure dans l’amplifiat reconnu par l’enzyme 

RSA1 (Roche®) (5 UI d’enzyme pour 10 µL de produit PCR, coupure à 37°C pendant 12h). En cas de 

présence de l’Allèle T on retrouve deux fragments de 188 et 160 pb. Ainsi la présence d’un seul 

fragment représente les patients CC, deux fragments les patients TT, et 3 fragments les patients CT. 

 

ii. RAGE 374T/A 

Le polymorphisme 374 T/A  fait apparaitre un site de coupure dans l’amplifiat reconnu par l’enzyme 

TSP 5091 (New England Biolabs®) (5 UI d’enzyme pour 10 µL de produit PCR, coupure à 65 °C 

pendant 2h). Sur l’amplifiat il existe deux premiers sites de coupure indépendants du polymorphisme 

avec une bande à 29 et 75 pb (qui sont confondues et non distinguables dans la migration que nous 

réalisons) et 240 paires de bases. En cas de présence de l’Allèle T on retrouve deux fragments de 
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130 et 110 pb. Ainsi la présence de deux fragments (29+75 confondue, et 240)  représente les 

patients AA, trois fragments les patients TT, et 4 fragments les patients TA. 

 

 

 

iii. RAGE 429 T/C 

Le polymorphisme 429 T/C fait apparaitre un site de coupure dans l’amplifiat reconnu par l’enzyme 

ALU 1 (Roche®) (5 UI d’enzyme pour 10 µL de produit PCR, coupure à 37°C pendant 12h). En cas de 

présence de l’Allèle C on retrouve deux fragments de 183 et 161 pb. Ainsi la présence d’un seul 

fragment représente les patients TT, deux fragments les patients TT, et 3 fragments les patients CT. 
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h. Analyse de ALOX12 par séquençage 

Le polymorphisme Arg261Gln ne pouvant être détecté par digestion enzymatique, il a été réalisé un 

séquençage direct du produit PCR amplifié par le laboratoire Eurofin®, permettant de déterminer les 

spectres comme ci-dessous : 

 

 

i. Statistiques 

i. Calcul du nombre de sujets nécessaires 

Afin de déterminer le nombre de sujets nécessaires à inclure nous pouvons nous baser sur l'étude de 

Hodgkinson (130). On observe dans le groupe de sujets diabétiques indemnes de toute atteinte 

microvasculaire ou atteint uniquement de rétinopathie 5,7 et 6,5 % de patients porteurs du phénotype 

TT contre 33,3 % dans le groupe néphropathie. Cependant la prévalence du polymorphisme semble 

plus élevée que dans la population générale. Ainsi en posant l'hypothèse faible d'avoir 10% Vs 25% 

pour un seuil alpha à 5% et une puissance de 85%, on obtient un nombre nécessaire de 48 sujets par 

groupes. La prévalence de la néphropathie étant estimée à 30%, il a été décidé de prendre ainsi 160 

patients qui formeront statistiquement un groupe de 48 néphropathes contre 122 non néphropathes 

pour le critère primaire, 10% d’inclusion supplémentaire étaient prévus en cas d’exclusion, 170 

dossiers ont été traités. 

 

ii. Méthodes statistiques 

L’ensemble des données statistiques a été analysé avec le logiciel STATA 12.0. La comparaison des 

variables qualitatives a été réalisée par chi2 ou test exact de Fisher selon le nombre de sujet par 

groupe, les données sont présentées par le nombre et le pourcentage. Pour les variables 

quantitatives, elles ont été comparées par test t de Student et présentées par la médiane et l’écart 

type en cas de distribution normale, par test de Wilcoxon en cas de distribution ne suivant pas une loi 

normale et représentées par la médiane et le 1ier et 3ième quartile. Les analyses de survies on été 

réalisées par test du Log Rank. L’ensemble des variables avec une p value < 0,2 ont été retenues 

pour la création pas à pas d’un modèle de cox. La linéarité de toutes les variables a été préalablement 

vérifiée par le “proportional hazard ratio assumption test”.  

L’étude a été validée par le CPP sud est V et inscrite sur clinical trial n° NCT01371955.  
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11. Résultats 

a. Description de la population et des variables clinico-biologiques : 

i. Description générale 

Nous avons inclus 170 patients, 4 ont été exclus car déjà inclus précédemment réalisant un doublon, 

un patient exclu car d’origine non caucasienne, et 3 patients devant une étiologie incertaine de la 

néphropathie, réalisant une population d’étude de 162 patients. La population globale est âgée de 

48,7 +/- 12,1 ans, avec un sexe ratio proche de 1. Les patients sont plutôt dans la fourchette haute de 

l’IMC attendu (24.2 +/- 3,8) témoignant d’un nombre non négligeable de patients en surpoids, sans 

patient amaigri (table R1). La tension artérielle des patients en consultation semble équilibrée malgré 

des chiffres un peu élevés dans la population atteinte de néphropathie. 

 

ii. Le diabète 

Plus de la moitié des patients à une HBA1c ≤ à 7,5%, et 55% bénéficient d’un traitement par pompe 

sous cutanée à insuline. L’ancienneté du diabète est de 33 ans en moyenne. La majeure partie de la 

population (58%) a développé un diabète dans l’enfance (avant 15 ans et 3 mois). Le critère 

d’inclusion nécessitant un recul minimum de 20 ans de la néphropathie 61% de la population a 

développé son diabète avant les années 1980.  La prévalence du tabagisme est modérée (26 % de la 

population). 

 

Table R1Caractéristiques épidémiologiques de la population néphrodianox. 
Résultats présentés en nombre (pourcentages) pour les variables qualitatives, et moyenne +/- écart 
type ou médiane [interquartile] pour les variables quantitatives selon leur distribution. 

 

Caractéristiques de la population Population globale 

(n=162) 

Néphropathie 

(ND+, n=53) 

Contrôle 

(ND-, n=109) 

Age (années) 48,7 +/- 12,1 48,2 +/- 10,6 48,9 +/- 12,8 

Sexe 

   Homme 

   Femme 

 

87 (53) 

75 (46) 

 

35 (66) 

18 (34) 

 

52 (48) 

57 (52) 

Durée du diabète (années) 32,9 +/- 9 33,9 +/- 7,9 32,4 /+- 9,4 

Age au diagnostic du diabète 

   Age moyen 

   < 15ans, 3 mois 

 

15,8 +/- 10,3 

94 (58) 

 

14,3 +/- 9,9 

36 (68) 

 

16,5 +/- 10,5 

58 (53) 
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iii. Les complications 

Au sein de notre étude, 53 patients sur 162 (32,7%) remplissaient les critères de survenue de la 

néphropathie diabétique. Ces patients ont logiquement un MDRD plus bas et une microalbuminurie 

significativement plus haute. A noter que parmi le groupe néphropathie il y a des patients dont la 

microalbuminurie a été contrôlée par le blocage du système rénine angiotensine, et des greffés (Table 

R2). 

 

Les patients de néphrodianox présentent de par leur ancienneté une prévalence élevée de 

complications macro vasculaires (14% de coronaropathie, 8% d’ischémie périphérique), mais aussi 

micro vasculaires (28% de neuropathies périphériques, 17% de neuropathies végétatives et 64% de 

rétinopathies). Les patients porteurs d’une néphropathie ont significativement plus d’atteintes 

microvasculaires. Cependant malgré une prévalence plus élevée de coronaropathies et d’ischémies 

périphériques, il n’y a pas de différence significative entre les groupes ND+ et ND-. La présence 

d’ischémie du système nerveux central ou d’insuffisance cardiaque reste exceptionnelle. 

 

   ≥ 15ans, 3 mois 68 (42) 17 (32) 51 (47) 

Année diagnostic du diabète 

   < 1980 

   ≥ 1980  

 

99 (61) 

63 (39) 

 

34 (65) 

19 (35) 

 

65 (60) 

44 (40) 

HAB1c (%) 

   >7.5 % 

   ≤7.5 % 

7,7 [7-8,6] 

92 (57) 

70 (43) 

8,2 [6,9-9,2] 

33 (62) 

20 (38) 

7,7 [7-8,4] 

59 (54) 

50 (46) 

Type de traitement 

   Pompe 

   Multi-injection 

 

73 (45) 

89 (55) 

 

18 (34) 

35 (66) 

 

55 (50) 

54 (50) 

Tabagisme 42 (26) 13 (25) 29 (27) 

TAS (mmHg) 130 [120-140] 135 [125-145]  130 [120-140] 

TAD (mmHg 80 [70-80] 80 [70-81] 80 [71-85] 

IMC (Kg/m²) 24,2 +/- 3,8 24 +/- 0,6 24,3 +/- 0,4 
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Table R2 Complications micro et macro vasculaires du diabète. 
Résultats présentés en nombre (pourcentages) pour les variables qualitatives, et médiane 
[interquartile] pour les variables quantitatives. 

Complications du diabète Population 
globale (n=162) 

Néphropathie 

(ND+, n=53) 

Contrôle 

(ND-, n=109) 

P value 

ND+ Vs ND- 

MDRD (ml/min/1,73 m²) 83 [66-97] 59 [50-75] 89 [78-106] < 10
-5

 

Microalbuminurie (mg/L) 12 [7-32] 62 [26-298] 9 [5-12] < 10
-5

 

Complications macro vasculaires 

Coronaropathie 

Insuffisance cardiaque 

Ischémie neurologique 

Ischémie périphérique 

 

23 (14) 

1 (0.6) 

2 (1.2) 

13 (8) 

 

10 (19) 

0 (0) 

1 (1.8) 

6 (11) 

 

13 (12) 

1 (0,9) 

1 (0,9) 

7 (6) 

 

NS 

NS 

NS 

NS 

Complications micro vasculaires 

Neuropathie périphérique 

Neuropathie végétative 

Rétinopathie 

 

45 (28) 

27 (17) 

105 (64) 

 

26 (49) 

14 (26) 

51 (96) 

 

19 (17) 

13 (12) 

54 (50) 

 

< 10
-5

 

0.02 

< 10
-5

 

 

b. Répartition des différents polymorphismes 

i. Prévalence 

La prévalence des différents polymorphismes étudiés est compatible avec les données attendues 

issues des différentes publications (cf 5c, 6c, 7c) avec une prévalence du polymorphisme à l‘état 

hétérozygote de 13,6% (moyenne littérature : 12,1%) pour C242T, 5,56 %  (moyenne littérature 7,6%) 

pour RAGE 374 T/A, 4,32% (moyenne littérature 4%) pour RAGE 429 T/C, et 14,38% (moyenne 

littérature 15,5%) pour ALOX 12 Arg261Gln.  

Pour 2 patients une quantité d’ADN insuffisante n’a pas permis de réaliser l’analyse du polymorphisme 

d’ALOX 12, pour les autres polymorphismes l’ensemble des patients est analysable. 

ii. Equilibre d’Hardy Weinberg ( « Hardy Weinberg Desequilibrium ») 

Pour les 4 polymorphismes nous avons vérifié s’ils respectaient l’équilibre d’Hardy Weinberg. Ce 

dernier teste l’équilibre de la répartition des polymorphismes au sein de la population. En cas de 
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déséquilibre significatif cela signifie qu’un polymorphisme est transmis de façon préférentielle dans la 

population diabétique. 

 

Les 4 polymorphismes testés rejettent une différence significative qui ne respecterait pas l’équilibre. 

On peut donc considérer l’équilibre d’Hardy Weinberg respecté pour les quatre polymorphismes 

étudiés (table R3). 

 

Table R3 répartition des polymorphismes dans la population globale de diabétique de type 1. 

 
 

c. Analyse uni-variée 

 
Nous avons étudié l’impact de différents paramètres récoltés sur la vitesse d’apparition de la 

microalbuminurie. Nous avons donc construit un modèle de survie entre le diagnostic du diabète et la 

date de première constatation d’une microalbuminurie. L’analyse a été réalisée par test du Log Rank. 

 

L’ensemble des paramètres testés sont résumés dans les Tables R4, R5 et R6. Les variables ayant 

une p value < 0,2 ont été retenues pour la construction ultérieure du modèle multi-varié. Au niveau 

des données épidémiologiques, le sexe (p=0,07), la tension artérielle systolique (p=0,1)  et diastolique 

(p=0,11) ont été retenus. Au niveau diabétologique, la durée d’évolution (p=0,13), la modalité de 

traitement (p=0,09), l’âge au diagnostic (p=0,2) ont été retenus. Pour l’âge au diagnostic nous avons 

réalisé 2 classes, en séparant la cohorte diagnostiquée à l’âge pédiatrique de la cohorte 

diagnostiquée après. Cette distinction permettant d’être plus pertinent (p=0,09) pour la suite. Au 

niveau génétique les 4 polymorphismes observés selon les modèles C242T dominant, 374 T/A 

récessif, Arg261Gln récessif, et 429 T/C dominant sont < à 0,2. Seuls C242T et 374 T/A atteignent en 

uni varié un seuil < 0,05 (graphiques R1 et R2). 

 
 
 
 

 C242T p22phox 374 T/A RAGE 429 T/C RAGE Arg261Gln ALOX 12 

 TT TC CC AA TA TT CC TC CC AA AG GG 

Nombre 22 74 66 9 57 96 7 56 99 23 84 53 

(%) 13.6 45.7 41.7 5.6 35.2 59 4.3 34.6 61.1 14.4 52.5 33 

p value HWD 0,86 0,89 0,79 0,26 
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Table R4 Analyse uni-variée des paramètres épidémiologiques des patients avec la rapidité de 
survenue de la néphropathie microalbuminurique. 
 

Variables 
Epidémiologique 

Age Sexe IMC Tabagisme TAS TAD 

p value 0,73 0,071 0,78 0,59 0,102 0,114 

 
 
 
 Table R5 Analyse uni-variée des paramètres diabétologiques des patients avec la rapidité de 
survenue de la néphropathie microalbuminurique. 
 

 
 
Table R6 Analyse uni-variée des paramètres génétiques des patients avec la rapidité de survenue de 
la néphropathie microalbuminurique. 
 

 
 
Graphique R1 : Survie sans néphropathie diabétique selon le statut p22phox C242T 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Variables 
Diabétologique 

Durée du 
diabète 

Diagnostic 
< 1980 

Traitement 
par multi-
injections 

HBA1c 
>7,5% 

HAB1c Age au 
diagnostic 

Age au diagnostic 
≤ 15 ans 3 mois 

p value 0,13 0,24 0,09 0,32 0,34 0,198 0,09 

Variables 
génétiques 

P22phox C242T 
TT+CT vs CC 

RAGE 374 T/A 
AA vs AT+TT 

RAGE 429 T/C 
CC+CT vs TT 

ALOX 12 Arg261Gln 
AA vs AG+GG 

p value 0,038 0,0021 0,156 0,196 



 42 

Graphique R2 : Survie sans néphropathie diabétique selon le statut RAGE 374 T/A 
 

 
 

d. Modèle multi-varié 

i. Création du modèle 

L’ensemble des variables ayant une p value ≤ 0,2 ont été retenues pour les tester dans le modèle 

multi-varié. Nous avons réalisé une incrémentation pas à pas des variables dans le modèle, de la plus 

à la moins significative. A chaque étape nous avons observé l’apport de la nouvelle variable, en 

conservant cette dernière si le nouveau modèle avait une capacité de prédiction de la survenue de la 

néphropathie meilleure. 

 

Ainsi les variables ayant un impact significatif sur le délai de survenue de la microalbuminruie en multi-

varié dans notre population sont : le polymorphisme C242T de p22phox dans un modèle dominant 

TT+TC versus CC (HR 2,1 [1,15-3,8], p= 0,015) ; le polymorphisme 374 T/A de RAGE dans un 

modèle récessif AA versus AT+TT (HR 4,19 [1,84-9-58] p= 0,001). Le fait de développer un diabète à 

l’âge pédiatrique ou d’être de sexe masculin, sont également des facteurs de risques indépendants 

(HR 1,85 [1,03-3,32], p= 0,039 et HR 1,92 [1,07-3,43], p= 0,028 respectivement). L’ensemble des 

autres variables testées ne sont pas retrouvées comme associées à une survenue plus rapide de la 

néphropathie au stade microalbuminurie dans notre population.   

 
------------------------------------------------------------------------------ 
          _t | Haz. Ratio   Std. Err.      z    P>|z|     [95% Conf. Interval] 
-------------+---------------------------------------------------------------- 
 rage374_rec |   4.194518   1.768211     3.40   0.001     1.835928    9.583153 
     p22_dom |   2.095049   .6357522     2.44   0.015     1.155828    3.797477 
         sex |    1.91896   .5688837     2.20   0.028     1.073307    3.430901 
   age_sup15 |   1.850751   .5519099     2.06   0.039     1.031602    3.320348 
------------------------------------------------------------------------------ 
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ii. Test d’interaction 

Nous avons également recherché des interactions de premier ordre entre : le sexe et C242T, le sexe 

et RAGE 374 T/A, C242T et RAGE 374. Nous n’avons trouvé aucune interaction entre le sexe et les 

polymorphismes. Entre les deux polymorphismes le test d’interaction est à la limite de la significativité. 

Pour une référence (HR=1) en cas d’haplotype p22 (CC) + RAGE (TA+TT), on retrouve dans le 

modèle multi-varié un HR=1.96 [1.04-3.68] (p=0.037) si p22 (TT+CC) + RAGE (TA+TT), HR=3.26 

[0.93-11.46] (p=0.065) si p22 (CC) + RAGE (AA), et un HR=10.38 [3.13-34.4] (p<0.0001) si p22 

(TT+TC) + RAGE (AA). 

 

 

iii. Vérifications des conditions d’application du modèle 

Nous avons réalisé numériquement et graphiquement la recherche de risque proportionnel 

(« proportional-hazards assumption test »), afin de vérifier la constance de l’association avec le temps. 

En cas de test significatif on retient alors l’hypothèse H0 de non linéarité. Les quatre variables du 

modèle ont des p value > 0,2 rejetant ainsi l’hypothèse de non linéarité. Nous pouvons donc conclure 

à la constance de l’association de chaque variable avec la survenue de la néphropathie au stade 

microalbuminurique. 

 
---------------------------------------------------------------- 

                  |       rho            chi2       df       Prob>chi2 
      ------------+--------------------------------------------------- 
      rage374_rec |      0.13307         0.99        1         0.3186 
      p22_dom     |     -0.14938         1.19        1         0.2755 
      age_inf15   |      0.01300         0.01        1         0.9238 
      sexe        |     -0.14986         1.27        1         0.2602 
      ------------+--------------------------------------------------- 

 

e. Critères de causalité : 

i. Insuffisance rénale terminale 
Il existe comme attendu une relation forte entre la survenue de la néphropathie et celle de 

l’insuffisance rénale terminale (test exact de Fisher < 0,00001). Nous avons d’une part vérifié 

l’association uni-variée des facteurs de risques avec le délai de survenue de l’insuffisance rénale 

terminale depuis le diagnostic du diabète par un test de Log Rank. Seuls quatre facteurs on atteint le 

seuil de 0.2 : 374T/A modèle récessif, C242T modèle dominant, l’âge selon la classe > ou < à 15 ans 

3 mois, et la modalité de traitement. L’analyse du modèle de cox prenant en compte ces 4 variables, 

retrouve un seuil significatif pour les deux polymorphismes (HR 3.3 [1.09-10.04] p=0.035 pour 
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374T/A ; HR 3.1 [1.13-8.53] p=0.028  pour C242T) graphiques R3 et R4. De même la modalité de 

traitement  est associée à un risque plus rapide de survenue de l’insuffisance rénale terminale (HR 

3.34 [1.11-10.07] p=0.033 pour le traitement par multi-injections). L’âge est à la limite de la 

significativité (HR 2.65 [0.97-7.26] p=0.058 pour l’âge < 15 ans 3 mois). Les tests de condition 

d’application ne retrouvent pas de non linéarité.  

 
 
 
 
 
 
------------------------------------------------------------------------------ 
          _t | Haz. Ratio   Std. Err.      z    P>|z|     [95% Conf. Interval] 
-------------+---------------------------------------------------------------- 
 rage374_rec |    3.30465   1.873567     2.11   0.035     1.087772    10.03952 
     p22_dom |   3.100316   1.601471     2.19   0.028     1.126464    8.532865 
   age_inf15 |    2.64948   1.362262     1.90   0.058     .9671751    7.257988 
   multi-inj  |   3.337123   1.881106     2.14   0.033     1.105498    10.07365 
------------------------------------------------------------------------------ 
 
Graphique R3 : Survie sans insuffisance rénale terminale selon le statut p22phox C242T 
 

 

 
 
 
 
Graphique R4 : Survie sans insuffisance rénale terminale selon le statut RAGE 374 T/A 
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ii. Rétinopathies 

Afin d’approcher la spécificité rénale des facteurs de risques nous avons observé si le modèle C242T 

dominant était également lié à la rétinopathie. Ainsi nous avons réalisé d’une part un test de 

supériorité (chi2) qui n’est pas significatif (p=0,682). Nous avons réalisé ensuite un test de non 

infériorité considérant qu’une différence de survenue de la rétinopathie de 10% entre les groupes 

serait cliniquement significative. Ce test est positif (p= 0,0428). Ainsi on peut conclure que l’on 

n’observe pas de risque associé à C242T dans la survenue de la rétinopathie d’une part, et à 

l’équivalence de survenue de la rétinopathie entre les groupes d’autre part.  

Pour 374 T/A le faible taux d’évènements ne nous permet pas de réaliser ces tests. 

 

p22phox C242T Présence d’une rétinopathie Absence de rétinopathie 

CC             n (%) 44 (66,7%) 22 (33,3%) 

CT+CC      n (%) 61 (63,6%) 35 (36,4%) 

 



 46 

 

12. Discussion 

 

a. Justification de l’étude et des critères d’analyses : 

 

La néphropathie diabétique reste un challenge à l’heure actuelle. L’incidence de la population de 

patients diabétiques arrivants en IRCT représente 56 patients par millions d’habitants, et 82 patients 

par millions pour les non diabétiques (registre REIN 2010).  Bien que l’incidence de la néphropathie 

diabétique au stade terminal stagne, sa prévalence augmente du fait de l’allongement de la durée de 

vie de la population, faisant de cette pathologie un problème de santé publique. La mise en évidence 

de facteurs génétiques de prédisposition à trois buts  ; - d’une part proposer des axes de recherche 

sur la physiopathologie de la maladie, - d’autre part elle permet d’envisager de nouvelles cibles 

thérapeutiques, puisque aujourd’hui en dehors du contrôle de la glycémie et de l’équilibre tensionel, il 

n’existe pas de molécules prévenant sa survenue, - enfin ce travail permettra à terme d’identifier les 

patients à risque pour leur proposer un traitement personnalisé (ciblant le SRAA, le stress oxydant, ou 

les AGE …). Bien que partageant de nombreux points communs avec le type 2, la survenue de la 

néphropathie diabétique chez le patient type 1 reste plus homogène. En effet la date de survenue du 

diabète est assez précise car bruyante, alors que dans le type 2 plusieurs années séparent le début 

de la maladie de son diagnostic. Ainsi pour étudier le délai de survenue de la maladie rénale le 

modèle type 1 s’impose. D’autre part il existe de nombreux facteurs confondants (tabagisme, HTA …) 

qui restent plus fréquents chez le type 2, rendant parfois la nosologie de la néphropathie imprécise 

(diabétique ou néphroangiosclérose, voir autre glomérulonéphrite). Cela explique le choix de notre 

population. 

 

Il existe plusieurs stades dans la néphropathie diabétique, il nous a semblé plus pertinent, au vue de 

l’objectif des études génétiques, de s’intéresser à la microalbuminurie comme critère principal. En 

effet la microalbuminurie reflète le début bioclinique de la maladie rénale. Elle reste aussi le seuil de 

déclanchement de la prise en charge thérapeutique spécifique. Ainsi si l’on envisage un jour d’évaluer 

un traitement préventif, c’est ce marqueur-là qui sera privilégié. Cependant s’en contenter est 

insuffisant car tous les patients microalbuminuriques n’évolueront pas vers l’insuffisance rénale 

terminale. Cette population de patients « évolueurs » malgré les mesures de néphroprotection, reste 

difficile à cerner. Hors il s’agit des patients qui subiront les complications liées à l’insuffisance rénale 

chronique et l’épuration extrarénale avec toute la morbidité qui y est associée. C’est dans cette 

optique que nous avons également vérifié la constance de l’association avec la survenue de 

l’insuffisance rénale chronique terminale pour être sûrs de ne pas identifier une population où la 

survenue est fréquente mais peu grave.  
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b. Facteurs spécifiques d’adaptation du modèle 

Nous avons choisi d’utiliser un modèle de survie permettant d’ajuster sur de nombreux facteurs. 

Cependant au vue du nombre d’événements, on ne peut inclure toutes les variables dans le modèle. 

Ainsi la démarche pas à pas nous a permis d’évaluer l’ensemble des facteurs importants et de ne 

retenir que les pertinents en termes statistiques.  

Les deux premiers facteurs d’adaptation conventionnels sont le sexe ainsi que l’HBA1c. Nous 

retrouvons l’association de la néphropathie au sexe masculin, cependant pas l’HBA1c. En effet les 

valeurs d’HBA1c proches de l’inclusion ne reflètent pas l’ancienneté de l’exposition glycémique sur 

plusieurs années (ici plus de vingt ans). De plus pour les patients ayant développé une néphropathie, 

les valeurs dans les 5 ans avant survenue seraient intéressantes d’une part, d’autre part l’anémie qui 

caractérise les insuffisants rénaux chroniques, modifie l’interprétation de l’HBA1c. De plus l’HBA1c 

reflète l’aire sous la courbe de l’exposition glycémique mais ne témoigne pas de l’instabilité du 

diabète. Or l’exposition intermittente à des taux de glucose très hauts à le même impact sur les 

cellules tubulaires en culture que l’exposition constante (207). Enfin l’hypoglycémie semble également 

un facteur d’atteinte des cellules tubulaires (données personnelles non publiées). L’absence de 

différence observée reste une limite à notre étude où le suivi de la survenue de la néphropathie, et en 

parallèle de l’HBA1c, n’est pas prospectif.  

 

Le tabagisme a été mis en évidence dans plusieurs études comme facteur de risque de survenue de 

la néphropathie diabétique (208)(209). Nous avons retenu le tabagisme si ce dernier n’était pas sevré 

dans les 3 ans précédents la survenue de la néphropathie ou l’inclusion pour les patients indemnes de 

néphropathie. Cette méthode nous semble plus proche de la question que la présence à l’inclusion 

d’un tabagisme, étant donné qu’il a pu être sevré après la survenue de la néphropathie mais avant 

l’inclusion, et donc pouvait alors être un facteur explicatif. Cependant ce choix expose à un biais de 

mémorisation, donc un biais différentiel entre le groupe ND+ (information sur un état antérieur à la 

consultation) et le groupe ND- (information à l’inclusion). Au final nous ne retrouvons pas 

d’associations entre le statut tabagique et le délai de survenue de la néphropathie. Cela peut 

s’expliquer d’une part par la faible prévalence du tabagisme dans notre population par rapport à la 

population générale en France (210). Il s’agit probablement du reflet de l’impact du suivi médical dont 

font preuve les diabétiques de type 1 au vue de leurs risques cardiovasculaires. Un marqueur de 

l’exposition tabagique (paquet année) aurait pu être plus intéressant car permettrait de mettre en 

évidence un risque dose dépendant. Cependant il aurait fallu limiter la durée d’exposition aux délais 

diagnostic-survenue de la néphropathie, dans le groupe ayant déclaré une néphropathie. Cela aurait 

conduit à un biais de sous exposition de ce groupe qui aurait de toute façon limité son interprétation. 

L’information principale se tient cependant dans l’absence d’interaction entre l’effet de p22phox 

C242T et le tabagisme dans la survenue de la néphropathie diabétique, comme cela a pu être évoqué 

dans d’autres études sur d’autres pathologies (134)(145)(146). 

 

L’âge au diagnostic nous a semblé un facteur important pour séparer les patients avec un diabète 

pédiatrique d’un diabète adulte. Nous retrouvons un risque accru chez les patients ayant développé le 
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diabète à l’âge pédiatrique. Les contraintes liées au traitement et aux représentations de la maladie 

peuvent influencer sur la compliance de façon différentielle entre adulte et enfant, avec une difficulté à 

atteindre les objectifs chez les patients pédiatriques (211). Cela peut s’expliquer par un impact 

important des conditions socio-culturo-scolaires (212). Enfin cette difficulté d’équilibre chez les enfants 

semble conduire à une exposition glycémique et aux AGE plus importante (213). 

 

Le dernier facteur qui nous a semblé nécessaire pour le modèle est l’ancienneté du diabète, pour 

deux raisons. Premièrement la méthodologie de notre étude nous expose à un biais de sélection des 

survivants, pour les patients les plus anciens. Mais les survivants sont potentiellement les patients 

n’ayant pas présenté de néphropathie précoce car l’IRC reste un facteur de risque majeur de 

mortalité. De ce fait il est possible que l’on masque un effet en n’incluant pas (car décédés) les 

patients qui portent le plus d’informations sur la survie rénale. La mortalité des patients diabétiques de 

type 1 selon l’ancienneté du diabète reste très modeste sur les 20 premières années (95% de survie) 

voir sur les 30 premières (85%) (214). L’avènement des recommandations suite au DCCT en 1980 a 

modifié la prise en charge des patients, permettant un meilleur contrôle glycémique. D’autre part la 

recherche systématique de la microalbuminurie reste une prétique récente, nous exposant à un biais 

de censure à gauche.  Nous avons donc décidé d’inclure dans le modèle l’année seuil de 1980 

intégrant la donnée de mortalité différentielle et de dépistage différent.  

 

c. Discussion des résultats 

i. p22phox 

Nous confirmons une corrélation entre la présence du polymorphisme C242T de p22phox et le délai 

de survenue de la microalbuminurie chez le patient caucasien diabétique de type 1, avec un risque de 

survenue multiplié par 2 chez les porteurs du génotype TT-TC. Nous montrons également son 

association avec l’insuffisance rénale terminale renforçant la causalité de l’association, puisque il 

s’agit bien d’une population de patients évoluant vers l’IRCT. Ces données confirment celles 

précédemment retrouvées par Hodgkinson dans une population de type 1 (130). L’effet reste plus 

faible pour deux raisons : d’une part la prévalence du polymorphisme est plus faible dans notre 

population, se rapprochant de la prévalence moyenne observée sur l’ensemble des publications 

colligées. D’autre part le modèle dominant est celui le plus significatif dans notre population, et donc 

retenu, cependant il semble que le risque soit graduel entre les haplotypes, mais nous ne disposons 

pas de la puissance nécessaire pour le mettre en évidence.  C242T a principalement été étudié dans 

la maladie athéromateuse coronarienne. Si les résultats sont discordants, il semble se dégager un 

profil protecteur vasculaire de l’allèle T (population asiatique) bien qu’une méta analyse récente limite 

cet effet (138). La fonctionnalité du polymorphisme C242T avec Nox2 reste incertaine 

(123)(124)(125). Cependant la néphropathie diabétique chez le patient Type 1 est probablement plus 

liée à la souffrance des cellules rénales qu’à l’atteinte vasculaire que l’on peut voir chez le type 2, 

comme en témoigne des signes d’alerte tubulaire chez le type 1 (215). De plus nos résultats laissent 

supposer un effet spécifique rénal et non un effet micro vasculaire global de C242T, devant l’absence 
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de lien avec la rétinopathie. Il est donc possible que chez le type 1, l’interaction à risque soit plus 

dépendante de Nox4 représentant majeur dans les cellules rénales que Nox2 l’isoforme endothéliale 

et leucocytaire. La portion N terminale de p22phox où se situe le polymorphisme C242T portant sur 

l’histidine en position 72,  semble être primordiale pour l’interaction avec Nox2 et Nox4. En 2006 la 

séquence d’acides aminés comprise entre les résidus 66 et 90 de p22phox a été proposée comme 

zone d’intéraction avec Nox2 (216). Récemment la portion de p22phox comprise entre les résidus 6 et 

11 (et notamment un doublet de tryptophane) semble essentielle dans l’intéraction fonctionnelle avec 

Nox4 (217). Même si les différentes régions de p22phox impliquées dans l’intéraction avec Nox2 et 

Nox4 ne sont pas toutes découvertes, on peut supposer que le polymorphisme portant sur l’histidine 

72 pourrait influencer différemment l’interaction de p22phox avec Nox2 et Nox4. Une seule étude a 

évalué l’impact de l’association de C242T avec Nox4 et reste non concluante (142). L’autre hypothèse 

concernant l’interaction entre la NADPH oxydase et la néphropathie diabétique, serait son interaction 

avec la voie des polyols. En effet une diminution d’activité de la NADPH oxydase conduit à 

l’augmentation du ratio NADPH/NADP. Or le NADPH est un des facteurs nécessaires à l’oxydation du 

glucose et à l’initiation de la voie des polyols. Ainsi l’augmentation du NADPH disponible pour l’aldose 

réductase pourrait majorer la synthèse de sorbitol et la cascade qui en découle. Cependant il 

semblerait que ce ne soit non pas la présence d’un seul polymorphisme de p22phox mais l’association 

haplotypique de plusieurs polymorphismes qui soit responsable d’une modification d’activité 

enzymatique (218), ces données restent encore une fois valables avec Nox2. Le caractère 

haplotypique de plusieurs polymorphismes est actuellement une donnée fréquemment étudiée grâce 

aux cohortes disponibles (GoKind, Warren3) et reflète d’une part l’entière variabilité génétique. Mais 

elle permet également de démasquer un effet ou au contraire d’éliminer un résultat faussement positif. 

Cela peut également permettre d’expliquer la différence de résultats entre études issues de 

populations différentes, pouvant porter des haplotypes différents. L’absence d’évaluation des autres 

polymorphismes avec évaluation haplotypique de p22phox reste une limite à la conclusion de notre 

étude. Une telle étude permettrait de mieux préciser l’implication de la NADPH oxydase, et 

nécessiterait également l’étude complète de Nox2 et 4. 

 

En conclusion le polymorphisme C242T de p22phox est corrélé à la survenue de la micro albuminurie 

et de l’IRCT chez le patient diabétique de type 1 dans un modèle dominant dans un modèle multivarié 

ajusté pour les facteurs de risques traditionnels. Ce polymorphisme ne porte potentiellement pas toute 

la variabilité génique de p22phox et une étude haplotypique serait indiquée. Enfin il n’est pas encore 

certain de l’effet expliquant cette association : augmentation des ROS par augmentation de l’activité 

de Nox4 rénale responsable de lésions locales, ou baisse d’activité conduisant à l’augmentation du 

NADPH disponible, responsable d’une plus grande activité de l’aldose réductase et de la voie du 

polyol.  La recherche d’une synergie entre C242T et Z+2/Z-2 de ALR2 est également une piste 

intéressante pour avancer dans la compréhension du mécanisme, associée à l’étude de la 

fonctionnalité de C242T au sein des cellules rénales, en condition basale et diabétique, avec mesure 

de la voie des polyols, des ROS ainsi que de l’expression de Nox4 versus Nox2 et de l’impact de 

l’angio2 sur les activités NOX. 
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ii. RAGE 

L’implication des produits avancés de glycation dans l’atteinte diabétique rénale a bien été démontrée 

(cf chapitre 6). Bien qu’il existe une modification locale par dépôt et glycation directe de la matrice 

extracellulaire, ou une activation de certains récepteurs accessoires (AGER1-2-3), le mécanisme 

principal semble dépendre de RAGE. De ce fait RAGE est un gène candidat idéal. Nos résultats sont 

concordants avec 2 des 3 études sur 374 T/A dans la survenue de la néphropathie diabétique 

microalbuminurique chez le type 1 (164)(174). Nos résultats apportent une preuve supplémentaire en 

montrant une corrélation avec la survenue de l’insuffisance rénale terminale pour la première fois, 

témoignant du risque rénal fort lié à ce polymorphisme. Si ces données sont discordantes avec les 

résultats des études vasculaires et dans la néphropathie diabétique chez le type 2, encore une fois 

cela laisse supposer une atteinte directe parenchymateuse plus que vasculaire de l’insuffisance 

rénale chez le type 1. Malheureusement le nombre limité de patients porteurs du polymorphisme à 

risque à l’état homozygote ne permet pas de valider son indépendance vis-à-vis de la rétinopathie. La 

fonctionnalité du polymorphisme 374 T/A laisse suggérer un effet majoré des AGE en cas de portage 

de A, avec une élévation de l’expression de RAGE (156)(161) et de ce fait plus de site de fixation et 

l’augmentation des signaux intracellulaires. Une limite à cette conclusion reste l’association avec 

l’élévation aussi de forme soluble potentiellement protectrice, cependant les données sont bien plus 

hétérogènes dans ce domaine (163)(168)(171)(219). 

Le polymorphisme 429 T/C n’est pas associé à la survenue de la néphropathie microalbuminurique ou 

à l’insuffisance rénale que ce soit dans un modèle récessif ou dominant dans notre étude. Cela rejoint 

les seules autres résultats disponibles dans le DT1 (175). L’allèle C de 429 T/C semble lié à une 

augmentation de l’insulinoresistance (172) et donc de l’HBA1C (173) laissant supposer un mécanisme 

indirect dans le risque de survenue de néphropathie diabétique. 

La présence d’une étude de cohorte consistante négative (175) doit faire prendre ces résultats avec 

précaution. Une explication peut être l’absence d’étude haplotypique complète. En effet si 374 T/A et 
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429 T/C sont des polymorphismes fonctionnels de RAGE ils ne sont pas les seuls, delta 63, G82S, 

C1152A semblent aussi des pistes intéressantes. Une interaction entre ces polymorphismes ne peut 

être exclue. Enfin nous ne retrouvons ces résultats que dans un modèle récessif, or les précédentes 

études se sont attachées à un modèle allélique principalement.  

 

 

iii. Interactions entre RAGE et p22phox 

Nous ne mettons pas en évidence d’interactions significatives, cependant le test d’interaction est à la 

limite de la significativité et on retrouve un hazard ratio très influencé par les différents haplotypes 

C242T – 374T/A. Une des limites à cette interprétation est le faible effectif de notre population, et de 

ce fait il semble difficile de rejeter l’absence d’association. Les données issues de modèles de 

néphropathies diabétiques semblent cepedant supposer une interaction entre RAGE et la NADPH 

oxydase (189)(190). Ainsi la recherche d’une association entre ces deux polymorphismes semble 

prometteuse mais nécessite une plus grande population au vue de la prévalence basse de l’allèle A 

de 374T/A. 

 

iv. ALOX  

Malgré une tendance protectrice du polymorphisme Arg261Gln dans la survenue de la néphropathie 

cette dernière n’est pas significative dans notre population. De plus ces données semblent 

discordantes avec une autre étude où le polymorphisme AA semble lié à une excrétion urinaire 

d’albumine plus importante chez les diabétiques (200). De plus l’action d’ALOX 12 semble être liée à 

une action vasculaire (pro hypertensive) plus qu’une atteinte propre du parenchyme rénal (193). De ce 

fait l’absence de corrélation peut être expliquée par la physiopathologie différente entre type 1 et type 

2 avec une part vasculaire plus marquée dans le second. Enfin notre population n’a pas été créée 

pour mettre en évidence une différence significative de l’effet d’ALOX 12, qui nécessiterait un effectif 

plus grand.  
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d. Perspectives : 

L’analyse génétique par modèle gène candidat ou GWAS permet d’appréhender la part héritable de la 

néphropathie chez le patient diabétique. Cependant entre le gène porté et l’étape finale qui est la 

dysfonction moléculaire, de nombreuses étapes intermédiaires nécessitent d’être observées. Ainsi 

l’expression génique peut être influencée par les microARN. La mise en évidence de ces ARN semble 

un nouveau pan de recherche prometteur (220)(221)(222). Le second facteur qui peut altérer 

l’expression génique est la méthylation de l’ADN. Cette dernière se modifie au cours du temps et de 

l’exposition environnementale. Elle semble être une des raisons d’évolution parfois discordante de 

vrais jumeaux. Il semblerait que dans la néphropathie diabétique des profils de méthylation 

spécifiques apparaissent, pouvant ainsi modifier l’impact de chaque gène (223), et probablement 

expliquer les différences de fonctionnalités de certains polymorphismes selon le type cellulaire et le 

statut diabétique. Une étude de GWAS sur la méthylation de l’ADN a récemment mis en évidence 

plusieurs sites d’intérêts dont certains proches de polymorphismes génétiques déjà décrits (224). 

La suite de l’expression génique reste l’expression protéique elle-même influençable par de nombreux 

facteurs (statut redox, glycosylation, translocation membranaire …). Un des outils à haut débit est 

l’utilisation de la spectrométrie de masse. Cette technique a mis en évidence un ensemble de 

marqueurs protéiques urinaires intéressants dans le déclin de la fonction rénale (225). Cependant 

dans ces études seuls le sang et l’urine sont faciles d’accès, mais ils ne reflètent pas forcément 

l’expression protéique locale. Une étude sur la corrélation anatomoclinique et l’évaluation de 

marqueur proteiques in situ dans le diabète va également débuter, elle permettra d’apporter des 

élléments nouveaux sur RAGE et Nox (JM Halimi, CHU Tours). 

 

Une approche complète consisterait en plusieurs étapes : la découverte  de polymorphismes par 

GWAS, une confirmation par étude gène candidat sur une autre population associée à une étude de 

la méthylation de l’ADN, puis une évaluation au niveau protéique plasmatique et urinaire en cas de 

protéine circulante. De fait si l’on veut se donner les moyens pour définir et comprendre les 

populations à risque, Il faudrait envisager la réalisation d’une cohorte de patients diabétiques de type 

1 nouvellement diagnostiqués, réaliser un séquençage complet du génome, un suivi longitudinal de la 

méthylation de l’ADN et de l’expression protéique, enfin réaliser parallèlement une évaluation annuelle 

de la survenue de la micro, macroalbuminurie, de l’IRCT, et de la variation du DFG sur une trentaine 

d’années. 
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13. Conclusion 
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14. Annexes 

a. Génétique DT1 et néphropathie diabétique 

 

Gènes réf 
Nb 

patients anomalie effet   OR p value groupe  

système rénine angiotensine aldostérone      

ACE (226) 76 I/D DD protecteur Europe 0,28 0,028 n-Hyperfiltrattion 

  (227) 301 I/D D à risque  Europe 5 0,03 
changement de 
stade 

  (228) 2184  rs1800764-C C à risque Europe 1.11 0.060 ND 

  (229) 119 I/D II protecteur Europe ND 0,006   

  (230) 111 I/D II protecteur Asie ND <0,01 n-M 

  (231) 247 I/D  Europe Nég  n-m+ 

  (232) 390 I/D  Europe Nég  n-m+ 

  (233) 59 I/D  Asie Nég  n-m+ 

  (234) 86 I/D  Europe Nég  déclin DFG 

  (235) 360 I/D  Europe Nég  n-m+ 

  (236) 207 I/D DD à risque Europe 2,8 <0,05 n-m+ 

  (237) 494 I/D DD à risque Europe 1,9 0,024 n-m-M-IRCT 

  (238) 45 I/D II protecteur Asie  0,025 n-m+ 

  (239) 210 I/D  Europe Nég  n-M 

  (240) 530 I/D II protecteur Europe  0,01 EUA 

  (241) 156 Pstl  USA 2,3 <0,05 n-M 

  (242) 79 I/D DD à risque Europe 2 <0,05 n-IRCT 

  (243) 59 i/D  Europe Nég  déclin du DFG 

  (244) 360 I/D  Asie Nég  n-m-M 

  (245) 257 I/D  Europe Nég  EUA 

  (246) 30 I/D DD à risque Europe ND <0,001 
épaississement 
de la MBG 

  (247) 52 I/D DD à risque Liban ND <0,05 n-m-M 

  (248) 30 I/D DD à risque Hispanic ND 0,035 déclin DFG 

  (248) 181 I/D DD à risque Europe ND 0,02 déclin DFG 

  (249) 169 I/D D a risque Europe 1,81 0,02 
changement de 
stade 

  (250) 1365 I/D II protecteur Europe 0,62 0,009 n-m 

  (251) 453 I/D DD à risque Australie 1,7 0,05 n-M 

  (252) 1467 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég  n-M 

           

AGTR1 (13) 2184 A1166C  Europe Nég    

  (253) 3561 A1166C 
AA à risque 
chez l'homme Europe 1,25 

1,02-
1,58 

changement de 
stade 

  (254) 380 A1166C  Europe Nég  n-m+ 

  (237) 496 A1166C  Europe     

  (255) 400 A1166C  Europe Nég  n-M 

  (256) 152 A1166C  USA Nég  n-m+ 

    t573c   Nég  n-m+ 

  (257) 192 A1166C  Europe Nég  n-M 

  (245) 257 A1166C  Europe Nég    
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  (258) 169 A1166C  Europe Nég    

  (259) 318 A1166C AA à risque Europe 3,04 <0,05 n-M 

  (251) 453 A1166C  Australie Nég    

  (252) 1467 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég    

           

AGT (260) 380 M235T  USA Nég  n-m+ 

  (261) 185 M235T  Europe Nég  n-m+ 

  (262) 195 M235T TT à risque Europe 2,37 0,025 n-M 

  (263) 408 M235T  Europe Nég  n-m+ 

  (264) 423 M235T  Europe Nég    

  (237) 495 M235T 
interaction  
ACE D et AGT T Europe     

  (245) 257 M235T 
T  + ACE D à 
risque Europe 3,03 <0,05   

  (258) 169 M235T  Europe Nég    

  (251) 453 M235T TT à risque Australie 3,8 0,008 n-m 

  (252) 1467 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég    

 Aldostérone 
synthase (265) 901 344T/C   Europe Nég   n-M 

         

métabolisme lipidique      

APOE (266) 494 e2/e3/e4  Europe Nég  n-m-M 

  (267) 146 e2/e3/e4  USA Nég  n-m-M 

  (268) 162 e2/e3/e4 E4 à risque Europe ND < 0,05 DFG 

  (269) 390 e2/e3/e4  Europe Nég    

  (270) 419 e2/e3/e4 E2 à risque USA 3,1 <0,05 n-m-M 

  (271) 166 e2/e3/e4  Russie Nég    

  (269) 390 e2/e3/e4  Europe Nég    

APOD (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég    

APOC (272) 409 T455C  Europe Nég  EUA 

    SacI       

  (273) 1467 rs4420638  
USA + 
Europe 1,19 0,001 n-M 

LPL (266) 494 Asn 291 ser  Europe Nég  n-m-M 

INPPL1 (274) 1074 
nombreux 
variants  Europe Nég  n-m-M-IRCT 

CETP (266) 494 
CETP taq;IB 
B1/B2)  Europe Nég  n-m-M 

  (273) 1467 rs 1532624 T à risque  0,82 0,034   

PPARgamma 2 (275) 415 Po12Ala ala/ala à risque Europe 2,6 0,04 n-IRCT 

ADPQ (13) 2184 11391G/A A à risque Europe 1,46 0,006   

  (276) 239 94T/G  Europe Nég  n-m+ 

  (277) 1177 11377C/G G à risque USA 1,35 <0,05 n-M 

    11391G/A   Nég    

    11426A/G   Nég    

  (278) 432 +45G15G(T/G)  Europe Nég  n-m+ 

      276T/G     Nég     

         

         

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23555584
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métabolisme glucidique      

transport du glucose      
 

GLUT2 (13) 2184 16459CT  Europe 0,7 0,016 n-M 

GLUT1 (279) 186 XbaI -/- à risque USA 2,23 <0,01 n-M 

  (280)  Xbal  Europe Nég    

  (14) 552 xbaI -/- à rique USA 1,8 0,044 n-m+ 

  (281) 288 A284T TT à risque Europe 36 <0,00001 n-M 

insuline (282) 324 
polymorphysme 
en 5'  USA 1,8 p<0,05 n-M 

  (283) 60 ND   Nég  n-m+ 

           

voie des polyol, des hexoamine, et de la PKC    
 

  

ALR2 (284) 301+494 
-106 -2z et +2 z 
microsatellite  Europe   

changement de 
stade 

 (285) 128 BAM Hi 8,2Kb A risque Europe 1.38 <0.05 n-m+ 

  (286) 275 
-106 -2z et +2z  
microsatellite Z+2 protecteur Europe 0,33 0,0001 n-m+ 

    Z-2 à risque Europe 1.8 0.001 n-m+ 

  (287) 175 
-106 -2z et +2 z  
microsatellite Z-2 à risque USA 5,25 0,005 n-m+ 

  (288) ND 
-106 -2z et +2 z  
microsatellite  Europe Nég  ND 

  (289) 414 
-106 -2z et +2 z  
microsatellite  USA 2,1 <0,05 n-M 

  (290) 71 
-106 -2z et +2 z  
microsatellite  Australie Nég    

  (291) 162 c106t tt risque Europe 2,2 0,001 n-M 

  (292) 101 
-106 -2z et +2 z  
microsatellite Z+2 à risque Asie 2,18 0,031 n-m+ 

  (293) 899 
-106 -2z et +2 z  
microsatellite Z+2 protecteur Europe 0,66 0,008 n-M 

GFPT1 (31) 613 6 SNP  USA Nég  n-m+ 

PRKCB1 (50) ND 1504C/T  USA Nég  n-M 

    546C/G  USA Nég    

  (49) 451 1504C/T  USA 2,54 <0,05 n-M 

    546C/G   2,45 0,002   

           

produit avancés de glucation    
 

  

RAGE (294) 392 
C-1152A A protecteur Europe 0,51 

0,043 n-m 

   
T-388A   Nég 

  

    
A2A   

Nég    

    
G82S   

Nég    

    
G+196A 

 
 

Nég    

  (175) 996 T374A AA protecteur Europe Nég 0,01 n-m+ 

    T429C   Nég    

    G82S   Nég    

  (295) 589 delta 63  Europe 1,49 <0,05 n-m+ 

  (296) 487 G82S SER à risque Europe 3,17 0,04 n-IRCT 

    Val89CTG/CTG       

    Arg77Cys       

  (174) 867 374T/A A à risque Europe 1,7 0,006 n-m+ 

  (164) 50 374T/A A à risque Egypte 2,36 0,01 ND 
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AGER1 (294) 392 
G120G   

Nég    

    C+17/in4T   Nég    

    
T-16/in6C 

 
 

Nég    

    
+82 I/D intron8 

 
 

Nég    

    
G+40A 

  Nég    

  (297) 2719 
nombreux 
variants  Europe Nég  n-m-M-IRCT 

AGEr2 (294) 392 C+9/in5T   Nég    

    
AA312rpt 

 
 

Nég    

    
L445L 

 
 

Nég    

    I452V   Nég    

  (297) 2719 
nombreux 
variants  Europe Nég    

AGEr3 (294) 392 G-716A   Nég    

    698ins/del   Nég    

    
496rpt 

 
 

Nég    

    
P64H 

 
 

Nég    

    
T98P 

  Nég    

  (297) 2719 
nombreux 
variants   Europe Nég     

                  

stress oxydant    
 

 

SOD (298) 1285 rs1041740 T à risque Europe 5,75 0.004 n-m 

 (299) 1362 Rs17880135 G à risque USA 1.82 0.00005 n-M 

  (300) 755 V16A V à risque Europe 1,7 <0,05 n-M 

  (301) 238 35A/C C à risque Europe 4,9 0,008 n-M 

 (302) 1510 V6A VAL/Val à risque Europe 1,32 0,049 n-M 

  (303) 65 V6A 
VALVAL à 
risque Egypte 6,68 <0,05 n-m+ 

NOS3 (304) 347 T-786C C à risque USA 2,8 <0,05 n-M 

    
a-del/b-del  
intron 4 a-del à risque  2,3 <0,05   

  (305) ND   Europe Nég    

  (306) 1510 Glu298Asp Glu/Glu à risque Europe 1,46 <0,05   

  (307) 777 rs743507 TT à risque Europe 1,43 0,035 n-M 

  (308) 1467 
nombreux 
variants 

rs1800783 A à 
risque 

USA + 
Europe 1,27 0,0006 n-M 

NOS2 (309) 551 
CCTTT 
répétition à risque Europe 0,54 0,02 n-m 

  (310) 379 4-bp ins/del  del à risque Europe 2,4 0,0023 n-m 

           

NOS4 (311) 324 
27BP repeat  
intron 4  Europe Nég  n-M 

  (306) 1510 
27BP repeat  
intron 4  Europe Nég  n-M 

CYBB (Nox2) (122) 945 rs6610650 
A à risque chez 
la femme Europe 1,75 0,016 n-M 

           

CYBA (p22phox) (312) 401 675T/A A protecteur Hispanic 0,38 0,00354 n-M 

  (130) 268 C242T TT à risque Europe 8,25 <0,001 n-M 

           

COX-2 (313) 292 765G/C  Europe Nég  n-M 
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PON-1 (314) 367 T-107C  USA Nég  n-M 

    Leu54Met   Nég    

    Gln192Arg   Nég    

  (315) 372 Leu54Met leu/leu à risque Australie 3,34 <0,0001 n-m+ 

  (316) 156 Leu54Met Leu/Leu à risque Australie 4,1 0,27 n-m+ 

    A162G AA à risque  5,9 0,34   

    A1074G GG à risque  10 0,026   

           

PON-2 (315) 372 Cys311Ser ser/ser à risque Australi 4,75 <0,0001 n-m 

cytokine , inflammation et immunologie   
   

HLA (317) 508 A  Europe Nég  n-M 

   B   Nég   

    C   Nég    

    DR   Nég    

    DQA1   Nég    

    DQB1   Nég    

  (318) 1733 HLADRB1*04 04 protecteur USA 0,8 <0,05 n-M 

Groupe ABO (319) 127 ABO  Europe Nég  ND 

Rhésus (319) 127 +/-   Nég    

IL12A (13) 2184   Europe Nég    

IL1R1 (320) 125 
nombreux 
variants 

IL1RN*2 à 
risque Europe ND <0,001 n-m+ 

  (321) 191   Europe Nég    

IL-1 (322) ND 
nombreux 
variants  Europe Nég    

  (321) 191 
nombreux 
variants 

IL1B*2 
protecteur Europe 0,55 0,007 n-M 

  (321) 191 
nombreux 
variants  Europe Nég  n-M 

IL1ra  (321) 191 
nombreux 
variants  Europe Nég    

           

IL6 (323) 210 147G/C GG protecteur Asie 0,65 0,0003 n-m+ 

TGF beta (324) 269 thr263Ile Ile à risque Europe 5,5 0,03 n-M 

  (325) 561 leu10pro  USA Nég  n-IRCT 

    arg25pro   Nég    

    thr263ile   Nég    

  (326) 830 leu10pro Pro à risque Europe 1,52 0,007 n-M 

  (327) 639 800G/A  Europe Nég    

    509C/T   Nég    

    72InsC   Nég    

    869T/C   Nég    

    915G/C   Nég    

  (328) 388 leu10pro CC protecteur Bahrain ND <0,005 ND 

TGFBR2 (327) 639 747C/G  Europe Nég  n-M 

    1149G/A   Nég    

CCR5 (329) 794 A59029G 
G à risque chez 
les hommes Europe 1,9 <0,05 n-M 

    32 I/D 
D à risque chez 
les hommes  2,3 <0,05   

  (330) 709 
nombreux 
variants  Europe Nég    
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CCL5 (330) 709 
nombreux 
variants  Europe Nég    

           

TNF alpha (331) 742 308g/A A à risque Europe 2,55 0,03 n-m+ 

TNFSF10 (13) 2184   Europe Nég    

LTA (331) 742 T60N  Europe Nég    

MIOX (332) 420 rs761745C/T C à risque Europe Nég  n-m+ 

    rs2232873A/G   Nég    

    rs1055271C/G   Nég    

TLR4 (333) 246 Asp299Gly  Europe Nég  n-m+ 

    Thr399ile       

ICAM-1 (334) 662 E469K 
A protecteur 
chez la femme Europe 0,6 0,001 n-M 

      R241G     Nég     
metaloprotéase,  matrice extra cellulaire et 
fibrose 
    

   

MMP genes (335) 1705 1283 SNP 
Asn357Ser ser 
protecteur USA 0,5 0,00006 n-M 

CNDP1 (336) 916 
leucine  
répétition 5L à risque% Europe 2.19 0,03 n-IRCT 

  (337) 242 
leucine  
répétition  Europe Nég  n-m+ 

  (338) 1269 6 SNP  aucun positif  Nég  n-M-IRCT 

CNDP2 (338) 1269 15 SNP  aucun positif    n-M-IRCT 

MBL (339) 606 -579 A/G G à risque Europe 1,35 0,01 n-M 

   192 
high versus low  
MBL haplotype 

High MBL à 
risque Europe 1,52 0,04 n-M 

  (340) 1297 19 SNP  Europe Nég  n-M+ 

CAT (341) 238 21A/T  Europe Nég  ND 

CTGF (342) 639 650G/C  Europe Nég  n-M 

    484T/C   Nég    

    247G/C   Nég    

    650G/C    Nég    

    420InsT    Nég    

    220G/C   Nég    

    289+94T/C   Nég    

    289+98T/C   Nég    

  (343) 862 C20G GG à risque USA 3,14 0,0001 n-m+ 

  (344) 867 945G/C  Europe Nég  n-M 

beta fibrinogene (345) 909 G455A  USA Nég  EUA 

ColIV (346) 207 HindIII   Europe Nég  n-M 

ICAM-1 (347) 432 rs281432 C à risque Europe 1,64 0,026 n-m+ 

    rs5498 A à risque  2,45 <0,001   

ACTN4 (347) 1103 rs979972 
G à risque chez 
la femme  Europe 1,81 0,007 n-M 

    rs749701 
T à risque chez 
la femme   1,93 0,003   

MME (348) 1177 
rs3796268  
rs3773885 

A/C à risque 
chez la femme Europe 1,33 0,015 n-m-M 

decorine (349) 311 179/183/185  Europe Nég    

  (350) 175 179/183/185 
179 variant 
protecteur Europe ND <0,001 declin DFG  
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vasculaire     
 

 
   

VEGF (351) 543 2578 C/A  Europe Nég  n-M 

   1499 C/T T à risque  2.24 0.0001  

    635 G/C   Nég    

  (352) 232 I/D 2549 DD à risque Europe 1,75 <0,05 n-M 

ANP (353) 301+494 T2238C C à risque Europe 1,93 0,012 
changement de 
stade 

    G663A   Nég    

    T2332C   Nég    

     ID2497   Nég    

  (354) 410 
HpaII  
intron 2 Europe Nég  n-M 

 

  (355) 423 Scal A  protecteur Europe 0,57 0,003 n-M 

    C708T TT à risque  2,25 0,039 n-m 

BNP (356) 380 381T/C  Europe Nég  n-M 

    1551G/A   Nég    
recepteur des 

bradikinine (357) 175 G(-699)/C  Europe Nég  m-IRCT 

vWF (358) 493 M+/M-  Europe Nég  ND 

    Thr789Ala   Nég    

    Ala1382Thr   Nég    

Haptoglobine (359) 53 Hp2/Hp1 Hp2 à risque israel 4 0,02 n-m 

  (360) 509 Hp1, Hp2 Hp2 à risque Europe 1,35 0,03   

PAI 1  (361) 583 1968_69insG   Europe Nég  n-M 

    43 G/A      Nég    

    1092-105 A/G,   Nég    

    1737 G/A   Nég    

    3711 C/T   Nég    

  (349) 311 4G/5G  Europe Nég  n-m-M 

  (269) 390 4G/5G   Europe Nég   n-M 

         

Autres gènes  
 

 
   

MTHFR (362) 250 C677T  Europe Nég  n-m 

 (363) 250 C677T  Europe Nég  n-M 

  (364) 392 C677T TT à risque russie 2,6 0,056 n-m 

  (365) 268 C677T 
TT à risque chez 
les femmes Europe ND <0,01 n-m-M 

  (366) 398 C677T  USA Nég  n-IRCT 

  (367) 480 C677T Nég 
nouvelle 
zélande Nég  n-m+ 

    1298A/C CC protecteur  ND 0,007   

MTRR (367) 480 66A/G GG protecteur  0,47 0,018   

           

GNB3 (368) 200 C825T  USA Nég  n-m+ 

  (369) 513 C825T  Europe Nég  n-m 

  (370) 515 C825T  Russie Nég  n-M 
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PC-1 
glycoproteine (371) 97 K122Q  Europe 5,7 0,02 déclin DFG 

  (280) 321 K122Q  Europe Nég  n-m 

   30 K121Q   Nég    

  (249) 181 K122Q Q à risque Europe Nég 0,025 déclin DFG 

  (372) 295 K122Q  Europe Nég  déclin DFG 

  (373) ND K121Q Q à risque USA 1,6 <0,05 n-M 

nephrine (374) 996 E117K  Europe Nég  n-m-M-IRCT 

    R408Q   Nég    

    N1077S   Nég    

  (375) 67 rs466452  hispanic Nég  n-m+ 
polyneuropetide 

Y (376) 966 Leu7Pro pro à rique Europe 1,54 0,006 n-M 

  (377) 423 Leu7Pro C à risque Europe 2,6 0,011 n-M 

XYLT-1 (378) 74 343G/T   Europe Nég  n-m+ 

    IVS3+10C/T   Nég    

    IVS3+30G/C)   Nég    

  (379) 912 343G/T T à risque Europe 2,47 0,03 n-M 

XYLT2 
 
 
 
 
 
 

(380) 
 
 
 
 
 
 
 
 

696 
 
 
 
 
 
 

haplotype 
166g/A, 
177A/G, 
342T/C , 
IVS6-9T/6, 
1569C/T 
,2402C/G 
 

 
haplotype 
GATTCG 
protecteur 
 
 
 
 
 

 
Europe 

 
 
 
 
 
 
 

 
0,13 

 
 
 
 
 
 
 

 
0,002 

 
 
 
 
 
 
 

 
ND 
 
 
 
 
 
 
 

beta 3AR (381) 322 Trp64Arg   Europe Nég  n-M 

VDR (382) 246 FOK1  Europe Nég  n-m+ 

  (383) 1329 8 SNP  
rare haplobloc 
protecteur USA+Europe 0,52 0,009 n-M 

recepteur D3 à la 
dopamine (384) 996 Ala17Ala  Europe Nég  n-m-M 

    -707 G/C   Nég    

    ser9Gly   Nég    

KNG1 (13) 2184 7695CT  Europe 1,17 0,016   

PPP1R2 (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég n-M   

PTX3 (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég n-M   

THPO (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég n-M   

HRG (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég n-M   

ECE2 (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég n-M   

SST (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég n-M   

EHHADH (13) 2184 
nombreux 
variants  Europe Nég n-M   

UNC13B (385) 2499 
nombreux 
variants  Europe 1,6, 0,00002 n-M 

AFF3 (101) 6691 rs7583877  à risque Europe 1,29 1, 10
-8
 IRCT 

ERBB4 (101) 6693 rs7588550 protecteur Europe 0,66 2 10
-7
 IRCT 

Prothrombine (386) 384 20210 G to A  Europe Nég  n-m+ 

alpha-adducin (387) 371 Gly460Trp  Europe Nég  n-M 

PTP1B (388) 288 1484 insG  Europe Nég  n-m+ 

PVT1 (389) 1095 rs13447075 A à risque USA 1,47 0,003 n-IRCT 

    rs2648862 C à risque  2,66 0,008   
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PLEKHH2 (390) 260 rs1368086 A à risque USA 2,79 <0,01 n-M 

    rs725238 A à risque  2,17 <0,01   

ADD2 (391) 1467 25 variants  USA Nég  n-M 

SMAD1,2,3,4,5 (392) 3645 
nombreux 
variants  USA+ Europe Nég  n-M 

ELMO1 (393) 1705 118 SNP 
rs11769038 T à 
risque USA 1,24 0,0017 n-M 

SOX2 (394) 1120 rs11915160 
C protecteur 
chez la femme USA 0,72 0,038 n-M 

GREM1 (395) 709 rs1129456 T à risque USA+ Europe 1,69 0,0003 n-M 

SLC22A1 -2 - 3 (396) 1252 90 SNP  Europe Nég  n-M 

FTO (397) 1170 rs9939609  USA Nég  n-M 

BMP 2-4-7 (397) 1808 32 SNP  USA-Europe Nég  n-M 

MCF2L2 (398) 1177 Leu359Ile 

GG protecteur 
chez les 
femmes USA 0,7 0,017 n-M 

JAG1 (399) 1371 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég  n-M 

NOTCH3 (399) 1371 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég  n-M 

ADAM10 (399) 1371 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég  n-M 

CTNNB1 (400) 1351 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég  n-M 

AXIN2 (400) 1351 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég  n-M 

LRP5 et 6 (400) 1351 
nombreux 
variants  

USA + 
Europe Nég  n-M 

SUV39H2 (401) 2991 rs17353856 T protecteur Europe 0,75 0,0001 n-m-M-IRCT 

GCLC (312) 401 129C/T T à risque Hispanic 2,4 0,0068 n-m 

CDKN2A/B (402) 2963 rs10811661  Europe 1,33 0,00045 n-m-M-IRCT 

IGFBP2 (403) 1139 
nombreux 
variants 

rs4402960 T 
protecteur 

USA + 
Europe 0,69 0,037 n-M 

HIF1A (404) 1165 Pro582Ser T protecteur USA 0,6 <0,05 n-M 

Glo 1 (405) 209 A332C  Europe Nég  n-M 
gènes associés à 

WNT (406) 1475 
nombreux 
gènes   USA+Europe Nég  n-M 

GPX4 (122) 945 rs713041 
T protecteur 
chez l'homme Hispanic 0,3 0,004 n-M 

 

 

b. Table p22 

réf pathologie observée ethnie nb Effet 
prévalence 

TT 
prévalence 

allèle T 
 
diabétique 
(130) néphropathie diabétique DT1 Europe 207 TT à risque 18,50%  
(132) néphropathie diabétique DT2 Asie 180 CC à risque  ND 12,00% 
(134) néphropathie diabétique DT2 hispanique 535 allèle T à risque si  tabagique ND 15,00% 
(135) néphropathie diabétique DT2 Asie 612 nég 0,50%  
(137) diabète Asie 383 CC à risque ND 9,00% 

(136) dyslipidémie DT2 Asie 134 
CT/T ↑ le LDL 
CC ↑ LDL oxydé circulant ND 19,40% 
 

oncologie 

(407) néoplasie gastrique Asie 436 pas de sur risque 1,30% 10,70% 
(408) cancer gastrique Asie 812 neg 0,70% 8,50% 

 
pathologies inflammatoires 
(409) sclérodermie systémique Europe 126 nég 15,80%  
(410) parodontite agressive Europe 231 T sur risque 18,10%  
(411) colite ulcérante Asie 572 nég 1,10%  
(412) dyspepsie dans les infections  Asie 184 T protecteur  ND  
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cardiovasculaire 
(145) artériopathie coronaire Europe 341 TT à risque si tabac si TT ND  
(413) artériopathie coronaire Europe 494 T à risque ND 36,00% 
(414) artériopathie coronaire Europe 402 T protecteur ND 20,50% 
(133) artériopathie coronaire usa 252 nég 16,30%  
(415) artériopathie coronaire usa 368 TT à risque 10,60%  
(416) artériopathie coronaire Asie 402 CC à risque ND 11,00% 
(417) artériopathie coronaire Europe 281 T protecteur 12,40% 33,00% 

(418) artériopathie coronaire Europe 619 
TT ↑ expression de p22 
T à risque si femme ND 38,00% 

(419) artériopathie coronaire Iran 182 nég 19,00% 40,90% 
(420) IDM Asie 3819 nég  ND 9,50% 

(421) 
récidive artériopathies 
coronaire Europe 213 CC sur risque CV  45,80% 

(422) mal aigue des montagnes Europe 104 nég 14,70%  
(423) sensibilité au sel hispanique 119 T ↑ sensibilité au sel si femme 6,80%  

(424) HTA Europe 623 CC à risque ND  

(425) 
événement coronarien post 
IDM usa 663 CC sur risque 

17,1% 
(blanc) 

14,4% (afro)  
(142) AVC ischémique Asie 1055 NS pour AVC 1,50%  
(141) AVCi Europe 297 TT à risque ND  
(426) épaisseur intima média Egypte 40 CC à risque ND  
(427) épaisseur intima media Asie 1746 nég 1,70% 15,70% 

(129) rigidité artérielle hispanique 1178 TT à risque 11,60%  
(140) onde de pouls Europe 289 nég 15,00% 41,00% 

(428) Vasodilatation artérielle Europe 2058 CC à risque 3,80% 9,40% 
 

fonctionnalité du polymorphisme 

(124) 
activité oxydase des cellules 
endothéliales  Europe 110 allèle T ion superoxyde  10,90%  

(123) activité oxydase des PNN usa 90 TT baisse l'oxydative burst 13,00%  

(125) 
AVCi 
Activité oxydase des PNN Asie 290 

Allèle T associé à une activité 
augmenté  14,00% 

(127) 
stress oxydant induit par 
l'activité physique usa 52 négatif ND 17,20% 

(429) 
activité oxydase dans la 
tétralogie de Fallot Europe 38 CC activité plus élevé ND  

(128) 
dommage oxydatif à l'ADN  en 
exercice aérobie Asie 26 nég 7,69% 30,70% 

(430) 
niveau de  8-iso-
prostaglandine F2alpha usa 94 TT niveau plus bas 10,60% 36,20% 

(126) stress oxydant Asie 143 

allèle T : ↑ de MDA-LDL 
              ↑ de E selectine 
              ↑de ICAM1 ND  

(431) réponse oxydative à l'effort Europe 97 

allèle T : ↓ relargage de la 
MPO 
allèle T : ↓  FC au pic ND  

(424) HTA Europe 623 CC ↑ la phagocytose ND  

(142) AVC ischémique Asie 1055 
pas d’effet sur la production  
d’ion superoxyde par nox4  1,50%  

(129) rigidité artérielle hispanique 1178 
allèle T ↑du TGF alpha sur 
cellule musculaire lisse 11,60%  

autres 
(432) pré éclampsie Europe 173 nég ND 31,00% 

(433) 
agranulocytose 
médicamenteuse Europe 60 nég ND 31,90% 

(434) prévention de lésion à l'ADN  Asie 72 T  à risque  1,40% 13,00% 
(144) SAS Europe 566 nég 12,10% 46,50% 
(143) SAS Asie 176 allèle T à risque ND 14,40% 

(146) Sd métabolique Asie 870 
allèle T protecteur 
effet augmenté si tabagisme ND 7,00% 

 



 64 

c. Table rage 

réf pathologie observée ethnie 
nb 

patients Effet  
prévalence  
AA ou CC 

prévalence  
allèle A ou C 

Diabète 

(175) néphropathie diabétique DT1 Europe 996 
AA neg, protecteur si HBA1C > 
9.5% 13%  

(164) néphropathie diabétique DT1 Egypte 50 A à risque ND ND 

(174) néphropathie diabétique DT1 Europe 867 A à risque 6,30%  

(174) néphropathie diabétique DT2 Europe 2467 A protecteur  6,50%  

 ‘’ ‘’ ‘’ A nég 4,40%  

(435) néphropathie diabétique DT2 Europe 647 C nég ND ND 

(177) néphropathie diabétiqueDT2 Europe 605 C à risque 10,50%  

(178) néphropathie diabétiqueDT2 hispanique 703 A nég 8,70%  

 ‘’ ‘’ 703 C nég 1,80%  

(180) rétinopathie diabétique Asie 513 A nég 2,10%  

 ‘’ ‘’ ‘’ C nég 1%  

(181) rétinopathie diabétique inde 379 AA à risque ND 9% 

 ‘’ ‘’ ‘’ CC nég ND 16% 

(182) rétinopathie diabétique inde 701 A nég ND 1,90% 

 ‘’ ‘’ ‘’ C nég ND 13,90% 

(436) Evénement macrovasculaire inde 265 A protecteur 4,10%  

    CC à risque 1,60%  

(437) survenue du DT1 hispanique 327 CC à risque 0,60%  

 ‘’ ‘’  A nég 8,90%  

(438) diabète gestationnel hispanique 750 A nég 0,60%  

 ‘’ ‘’  C nég 8,80%  

(163) mortalité chez DT1 Australie 2200 A nég ND ND 

 ‘’ ‘’  C nég ND ND 

(439) survie des DT2 néphropathie Asie 219 A nég ND ND 

 ‘’ ‘’  C nég ND ND 

Oncologie 

(440) 
cancer pulmonaire non à petite 
cellule Asie 586 A nég 23,80%  

 ‘’ ‘’  C nég 17,70%  

(441) cancer du sein Iran 164 A nég 4,80%  

 ‘’ ‘’  C nég 0,60%  

(442) KC pulmonaire Asie 1622 A nég 6,40%  

 ‘’ ‘’  C à risque 6,00%  

(443) cancer de l'ovaire Asie 400 A nég ND ND 

 ‘’ ‘’  C nég ND ND 

(444) cancer du col HPV induit Asie 1203 A nég ND ND 

Pathologies inflammatoires 

(445) 
ostéoarthrite du 
 genou chez l'obèse Asie 558 A nég 27,70%  

(161) 
aspergillose invasive en greffe de 
cellules souches Europe 192 A à risque ND  

(219) maladie de Crohn 
Europe  

USA 
870  
535 

A protecteur 
 ND 

52% 
49% 

 ‘’ ‘’  C nég ND 
56% 
57% 

(446) 
Lupus 
(dysfonction rénale et protéinurie) Europe 640 A à risque ND ND 

 ‘’ ‘’  C à risque ND ND 

(447) 
fonction pulmonaire  
dans la mucoviscidose Europe 967 C à risque 2,30%  
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(448) Sclérose en plaque Europe 304 C nég 3,90%  

 ‘’ ‘’  AA protecteur 11,80%  

Cardiovasculaire 

(449) artériopathie coronaire Turquie 169 A à risque 21%  

(450) artériopathie coronaire Europe 234 AA protecteur 8,90%  

(185) artériopathie coronaire DT2 Europe 409 A nég 7,70%  

 ‘’ ‘’  C nég 3%  

(451) artériopathie coronaire Europe 259 A protecteur ND ND 

(452) artériopathie coronaire Asie 700 C nég ND ND 

(453) artériopathie coronaire hispanique 246 A protecteur ND ND 

(178) artériopathie coronaire hispanique 703 A nég 8,70%  

 ‘’ ‘’ 703 C nég 1,80%  

(454) artériopathie coronaire Turquie 139 

A nég  
T plus fréquent chez les DT2 
T2 ND ND 

(455) artériopathie coronaire Asie 1027 AA protecteur  ND ND 

(186) 
PAS, PAD,  
Epaisseur intima media Europe 568 AA baisse PAS, PAD et rigidité ND ND 

 
 

                                Groupe DT2 
 ‘’ 725 

AA ↑  PAS et rigidité ND ND 

AA plus fréquent chez les DT2 ND ND 

(456) 
événements CV post 
 revascularisation  Europe 643 AA protecteur 12%  

(457) restenose intrastent Europe 267 AA protecteur ND ND 

(458) 
progression de l'insuffisance 
 cardiaque hispanique 607 A nég 10,50%  

 ‘’ ‘’  C nég 2,10%  

(459) âge d'apparition de l'IDM Europe 925 AA protecteur ND ND 

Fonctionnalité du polymorphisme 

(160) Expression de RAGE cellule  A et C ↑ expression de RAGE   

(165) 
niveaux de sRAGE 
chez patient DT2 Europe 

51 
34 

A nég 
A nég 

16,2% 
12,7%  

 ‘’ ‘’  
C nég 
C nég 

3,9% 
7%  

(219) maladie de Crohn 
Europe  

USA 
870  
535 

 
A ↑ le taux de sRAGE ND 

52% 
49% 

(171) sRAGE Europe 570 A nég 9,50%  

 ‘’ ‘’  C nég 0,70%  

(168) esRAGE chez DT2 Asie 740 C ↑ 9,80%  

 ‘’ ‘’  A nég 16,40%  

(169) esRAGE chez DT2 Asie 419 A nég 6,40%  

 ‘’ ‘’  C nég 3,80%  

(173) HBA1C chez DT1 Europe 82 CC ↑  2,40%  

(172) insulinoresistance Europe 537 A nég 3,20%  

 ‘’ ‘’  C ↑ l'insulinoresistance 1,50%  

(164) SRAGE Egypte 50 A ↑ sRAGE ND ND 

(163) sRAGE Australie 3100 A ↑ ND ND 

 ‘’ ‘’  C ↓ ND ND 

(436) Evénement macrovasculaire inde 265 C ↑  AGE 1,60%  

(162) sarcoïdose Europe 99 AA ↓ expression de RAGE ND ND 

(161) 
aspergillose invasive en 
greffe de cellules souches Europe 192 

 
AA ↑ expression  RAGE  
Dans les cellules mononuclée ND  

(167) sRAGE en hémodialyse Europe 261 CC ↑ 3,70%  

    A nég 9,30%  

(460) progression IR dans la NAS Europe 174 A ↑ IL6, MCP1 18%  
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Néphrologie 

(170) mortalité en hémodialyse Europe 214 AA nég 9,30%  

 ‘’ ‘’  CC à risque 3,70%  

(461) 
hyperperméabilité  
péritonéal en DP Asie 30 AA protecteur ND 16% 

 ‘’ ‘’  CC nég 3% 10% 

(460) progression IR dans la NAS Europe 174 A à risque 18%  

(462) IRCT chez les DT2 inde 422 A nég ND ND 

 ‘’ ‘’  C à risque ND 12% 

(463) fonction rénale M12 de la greffe Europe 145 C nég 1,40%  

 ‘’ ‘’  A nég 13,80%  

Autres 

(464) fatigue chronique Europe 216 effet synergique de T/A et HLA ND  

(465) grossesse pathologique Europe 284 A nég 3,90%  

 ‘’ ‘’  c nég 9,90%  

(466) Morbi-mortalité trauma grave Asie 728 A nég ND 16,30% 

 ‘’ ‘’  c à risque si sepsis ND 12,20% 
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d. Table alox 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

e.  Structure de p22phox  

Extrait de Tylor et al. (468) 

 

 

Réf pathologie observée ethnie Nb de patients Effet 
prévalence 
AA 

prévalence  
allèle A 

Diabétique 

(200) Albuminurie DT2 USA 955 AA ↑ EUA ND 42% 

Oncologie 

(202) cancer du sein  inde 274 AA protecteur 47%  

(203) cancer colorectal USA 553 nég ND 35% 

(198) cancer de l'œsophage Asie 2296 AA protecteur ND ND 

cardiovasculaire 

(201) HTA Europe 366 AA protecteur 15%  

fonctionnalité du polymorphisme 

(199) cinétique enzymatique différente selon le polymorphisme 

Autres 

(205) DMO USA 1702 AA à risque ND 43% 

(204) 
DMO post 
ménopause Australie 779 AA protecteur 19,70%  

(206) 
fracture 
ostéoporotique Europe 1716 nég 16%  

(467) schizophrénie Asie 895 AA à risque 23%  
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Abstract 

Background: Oxidative stress is a key component of type 1 diabetic nephropathy. Therefore, we 

investigated the association between polymorphisms of three genes implicated in this pathway: C242T 

of CYBA (p22phox), -374T/A and -429T/C of RAGE, as Arg261Gln of ALOX 12, in the delay of 

microalbuminuria onset in type 1 diabetic patients.  

Methods: 162 diabetic type 1 patients with 32.9 +/- 9 years of diabetes duration were included at the 

Grenoble University Hospital. 53 presented a history of persistent microalbuminuria (> 30 mg/l) and 

109 did not. Delay between microalbuminuria and diabetes diagnosis, as end stage renal disease 

(ESRD) onset and bio-clinical data, were recorded. Polymorphism status was determined and its 

association to microalbumuria was assessed with a Cox regression model. 

Results: All polymorphisms respect the Hardy Weinberg equilibrium. At univariate level, C242T 

dominant model (13.6% TT, 45.7% TC, 41.7% CC) and -374T/A (5.6% AA, 35.2% TA, 59% TT) were 

significantly correlated with microalbuminuria (p=0.038, 0.0021 respectively). The Cox regression 

model validated four significant variables: RAGE 374AA (HR 4.19 [1.84-9.58] (p=0.001)), p22phox 

TT+TC (HR 2.1 [1.16-3.8], p= 0.015), associated with male sex (HR 1.92 [1.07-3.43], p=0.028) and 

diabetes diagnosis at pediatric age (HR 1.85 [1.03-3.32], p=0.039). The same association was found 

with ESRD (p= 0.028 for p22phox TC+TT, and p=0.033 for RAGE 374AA). The C242T polymorphism 

was independent of retinopathy onset (66.7% of CC patients versus 63.6% of CT+TT p=0.6 for 

superiority and p=0.043 for non inferiority). Finally we suspected an increasing risk with polymorphism 

associations but it did not reach significant level.  
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Conclusions: p22phox C242T, and RAGE-374T/A correlate with microalbuminuria onset in a type 1 

diabetic French population. The same correlation with ESRD onset provides argument for the 

involvement of a genetic predisposition involving renal oxidative stress for diabetic nephropathy 

independently of retinopathy for C242T. 
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Introduction 

 

Diabetic nephropathy is a leading cause of end stage renal disease (ESRD) (1) in industrial countries 

as a consequence of gene-environment interactions. Type 1 diabetic nephropathy is considered as a 

microangiopathy leading to extracellular matrix deposition and nephron loss. The renal 

physiopathology involves multiple interconnected pathways including polyols, hexoamines, oxidative 

stress, PKC activation, advanced glycation end products (AGE) or inflammation (2). RAGE and 

NADPH oxidase pathways seem to be interconnected in diabetic nephropathies (3). NADPH oxidase 

(NOX) together with mitochondria (4) are  responsible for the production of oxidative stress in kidney 

cells. The NOX family members as NOX1,2, 3, 4 and 5 are expressed in several tissues and cells to 

produce reactive oxygen species (ROS) involved in pathogens killing, carcinogenesis, control of the 

redox balance and oxygen sensing (5) . Both NOX2 in endothelial cells and NOX4 or Renox in 

glomerular and tubular cells (6) are involved in models of diabetic nephropathies. NOX2 and NOX4 

require the attachment of the p22phox subunit of the NADPH oxidase complex to be functional. 

P22phox encoding by the CYBA gene is ubiquitous.. The T allele of the p22phox C242T 

polymorphism was associated with microalbuminuria prevalence in type 1 diabetics in an English 

population (7), but the same allele seemed to be protective in vascular disease (8). Thus, its 

implication in the nephropathy remains unclear. AGE effects are mainly due to the activation of the 

receptor for advanced glycation end products (RAGE). In different diabetic models, RAGE induced 

oxidative stress (9),  and its blockade decreased cell damage (10). Moreover RAGE effect seems to 

be more important than glucose level in tubular injuries (personal data). The – 374 T/A and – 429 T/C 

polymorphisms of RAGE are functional leading to increased RAGE expression (11).  Data on the 

effects of these polymorphisms are conflicting in both diabetic nephropathies and vascular diseases. 

Finally the lipoxygenase 12 enzyme (ALOX 12) is also involved in inflammation in diabetic models. 

The Arg261Gln polymorphism of ALOX12 is functional and the AA genotype was mainly involved as a 

protective factor in cancer (12) , but also associated with increased albuminuria in type 2 diabetic 

patients (13). However genetics of ALOX 12 was not yet studied in type 1 diabetic nephropathy onset. 

Susceptibility to renal failure concerns one third of patients and is unpredictable despite good 

metabolic/pressure control (14). Thus loss of renal function appears to be only partly modified by 

treatment. Family and pair-based studies in diabetic nephropathy demonstrated that genetic factors 

explain a 2 to 6 fold increased risk of diabetic nephropathy (15) (16). In type 1 diabetic patients, onset 

of nephropathy appears at a younger age, before hypertension and vascular complications, as a 

model of renal microangiopathy which may facilitates studies to investigate its risk factors compared to 

type 2 diabetic patients. Furthermore, the dated onset of diabetes in type 1 patients allows 

constructing survival models of diabetic nephropathy occurrence.   

We performed a candidate gene approach of C242T p22phox, 374 T/A and 429 T/C RAGE, and 

Arg261Gln of ALOX12 on the delay to microalbuminuria onset and ESRD in a long-term monocentric 

French type 1 diabetic population. 
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Patients and methods 

 

Study population 

All type 1 diabetic Caucasian patients with at least 20 years of diabetes duration who routinely 

consulted at the Diabetology Unit of Grenoble University Hospital between January 2005 and 

December 2006 (n=96), and between April 2011 and April 2013 (n=66) were included after informed 

consent. Renal phenotype was assessed according to the biological history as onset of persistent 

microalbuminuria (> 30 mg/L or 20 mg/g) in 53 patients (DN+) and repeated absence of occurrence in 

109 patients (DN-). Dates of renal replacement therapy initiation (peritoneal dialysis, hemodialysis, or 

pre emptive kidney transplantation) were recorded. Albumin urinary excretion rate and GFR estimated 

by MDRD formula as well as physical examination and concomitant medications were obtained at the 

inclusion.  

Relevant clinical data were recorded as follows: sex, age, smoking if not stopped 3 years before 

nephropathy onset in DN+ or at the inclusion for ND- group, diabetes duration, treatment modalities, 

body mass index, HBA1c, arterial systolic and diastolic blood pressure. Macro and microvascular 

diabetic lesions were recorded as follows : coronaropathy if identified by coronarography, or in case of 

myocardial infarction history; heart failure (LVEF < 40%);  auricular fibrillation based on 

electrocardiogram ; neurologic ischemia in case of ischemic stroke history, and peripheral ischemia in 

case of revascularization or  ischemic foot lesion history, retinopathy in the presence of at least 

aneurysms at ophthalmologic examination, peripheral neuropathy according to monofilament 

sensitivity, and vegetative neuropathy in case of decreased gastric emptying. 

 

Genetic analysis  

Genomic DNA was extracted from patient blood samples during the inclusion consultation by Wizard 

Genomic purification kit (Promega®). Amplification by PCR of the three genes were conducted with 

the following primers : forward AACACTGAGGTAAGTGGGGGTGGGTCCTGT and reverse 

GCTTGTGGGTAAACCAAGGCCGGTG for CYBA, forward GGGGGCAGTTCTCTCCTC and reverse 

TCAGAGCCCCCGATCCTATTT for RAGE, forward CTGGCAGGATGATGAGTTGTT and reverse 

AGTACTAGCAGCCTTCCTCTG for ALOX12. C242T polymorphism was identified by overnight 

enzymatic digestion by RSA1 (Roche®) at 37°C, 429 T/C polymorphism was identified by overnight 

enzymatic digestion by ALU 1 (Roche®) at 37°C and 347 T/A polymorphism by enzymatic digestion by 

TSP 5091 (New England biolabs ®) digestion during 2h at 65°C. ALOX12 amplified fragment was 

sequenced by Eurofin® (Ebersberg, Germany). 

 

Statistical analysis 

Chi-square tests were used for categorical variables comparison, and data presented as numbers 

(percentage). T-test and ANOVA were used for continuous variables with a normal distribution and 

presented as mean +/- standard deviation. Finally, Wilcoxon tests were used in case of non-normal 

distribution, with data expressed as median [1
st
 – 3

rd
 quartile]. All variables showing a p value <0.2 for 

Log Rank regression analysis, were used in a step by step approach to build a Cox proportional 
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hazards regression model for the prediction of persistent microalbuminuria and of ESRD. Test of 

proportional-hazards assumption was performed for all variables with a p value <0.1 considered to be 

significant to conclude to non-linearity. All calculations were performed using STATA 12.0 software.  

Our study was designed and the number of subjects to be included was calculated to assess 

differences in C242T polymorphism assuming 10% of prevalence in DN- versus 25% in DN+ 

homozygous TT C242T genotype with 85% of power and 5% of alpha risk according to published data 

(7). The study was approved by the ethical committee (CPP Sud Est V), and recorded in the database 

clinical.trial.gov with the accession number NCT01371955. 
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Results 

Clinical characteristics of 162 Caucasians diabetic type 1 were summarized in Table A. Patients did 

not differ for age or diabetes duration. Other clinical data were analyzed by linear regression. DN+ 

patients suffered from a significant higher frequency of all micro vascular diabetic lesions, but not from 

macro vascular lesions (table B). Genetic distribution of polymorphisms in the population is 

summarized in Table C. All polymorphisms respect the Hardy-Weinberg equilibrium of distribution 

(p>0.2). Only the CC prevalence of the - 479 T/C RAGE genotype, did not reach 5% of the cohort 

tested. Log Rank analysis of microalbuminuria onset after diabetes diagnosis showed several weak 

associations with variables of p value <0.2 used in Cox models. Genetic variables of interest included: 

C242T CYBA polymorphism dominant model (p=0.038), - 374 T/A RAGE recessive model (p=0.0021), 

- 429 T/C RAGE dominant model (p=0.16), and Arg261Gln LOX12 recessive model (p=0.19) (Figure 

A). For diabetic dependent variables: HBA1c (continuous or clustered > or <7.5%), years of diabetes 

diagnosis (or clustering by onset of diabetes before 1980) were not significant, whereas treatment 

modality multiple injections vs pump (p=0.09), diabetes diagnosis before adulthood (15 years and 3 

months) (p=0.09) were retained as significantly associated to microalbuminuria onset. Male gender 

(p=0.07) and BMI (p=0.12) also correlate with microalbuminuria onset as for systolic (p=0.12) or 

diastolic (p=0.11) blood pressure. Finally, smoking was not associated with microalbuminuria onset. 

Generation of Cox models validated only four variables in the multivariate analysis for predicted onset 

on microalbuminuria. The most important factor was the - 374 T/A RAGE polymorphism in a recessive 

model with a hazard ratio 4.19 [1.84-9.58] (p=0.001) for AA versus AT+TA, then the C242T CYBA 

dominant model (HR 2.1 [1.16-3.8], p= 0.015, for TT+TC versus CC; male sex (HR 1.92 [1.07-3.43], 

p=0.028) and diabetes diagnosis at pediatric age (before 15 years and 3 months; HR 1.85 [1.03-3.32], 

p=0.039). Albeit not significant at unvaried level, years of diabetes diagnosis did not modify the model. 

We did not found a significant interaction between sex and polymorphisms. We observed a trend for 

interaction between C242T CYBA and - 374 T/A RAGE polymorphisms with increasing hazard ratio by 

combination. But the interaction model did not reach significant level for all combinations (versus 

CC/TA+TT as reference, we found HR = 1.96 [1.04-3.68] for TT+CC/AA, p= 0.037; 3.36 [0.93-11.46] 

for CC/AA, p=0.065; 10.38 [3.13-34.4] for TT+TC/AA, p<0.0001). 

We did not found an effect of C242T CYBA polymorphism among patients with diabetic retinopathy, 

66.7% of CC patients, and 63.6% of CT+CC patients had retinopathy, with a non-significant superiority 

(p=0.6) and a significant non inferiority test (p=0.043 with 10% difference considered as clinically 

significant). The -374T/A RAGE polymorphism did not show significant superiority but failed to show 

non inferiority due to the low number of AA patients. Thus we cannot conclude about the association 

for the -374T/A RAGE polymorphism in diabetic retinopathy. 

In a same manner we estimated the delay to ESRD (n=21) onset from diabetes diagnosis. Again, 

C242T CYBA dominant model HR 3.1 [1.13-8.53] (p= 0.028), and -374T/A RAGE recessive model HR 

3.3 [1.09-10.04] (p=0.035) showed the strongest correlation with ESRD onset with pediatric age and 

treatment modality (multiple injections vs insulin pump) as co-variables (p=0.058 and 0.033 

respectively) (Figure B). 
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Discussion 

The study of this phenotyped type 1 diabetes cohort allowed us to consider 4 genotypes (C242T of 

CYBA, -374T/A, and -429T/C of RAGE, Arg261Gln of ALOX12), potentially associated with the 

oxidative stress machinery and to analyze their distribution in patients with higher albumin excretion 

rates and ESRD. Our results confirm the association of the C242T polymorphism with diabetic type 1 

microalbuminuria as described by Hodgkinson (7). The use of survival models and the parallel 

distribution between microalbuminuria and ESRD provide arguments for causality of higher albumin 

excretion rates and loss of renal function which is not always the case in diabetic nephropathies. The 

functionality of the T allele of C242T CYBA was investigated with NOX2 and led to reduction of 

oxidative stress (17). This effect was interpreted as a protective polymorphism, sustained by some 

coronaropathy studies (8). But as we showed an absence of association between C242T CYBA and 

retinopathy, the impact of this polymorphism in type 1 diabetes, may concern more kidney cells than 

endothelial cells. Then the NOX involved is NOX4 that is mainly expressed in kidney whereas NOX2 is 

highly expressed in endothelial and vascular cells. As we know NOX4 and NOX2 must be associated 

with p22phox to be active but the type of binding could be different between these two NOXs. In other 

words, the p22phox polymorphism could alter the binding with NOX4 and NOX2 differently. The 

C242T mutation leads to the change of His72Arg in p22phox. This residue is located in a potential 

binding region of p22phox with NOX (18). On the other hand, decreased activity of NADPH oxidase 

may lead to NADPH/NADH ratio increase, NADPH being an essential substrate for the aldose 

reductase and polyols pathways. Thus, under diabetic conditions, the NADPH increase could induce 

aldose reductase activity leading to increase  mitochondrial oxidative stress. Whereas in non-diabetics 

this p22phox polymorphism may decrease oxidative stress. This hypothesis will need to investigate 

the C242T CYBA polymorphism functionality with NOX4 in renal cells and evaluate a potential 

protective effect for vascular nephropathy among non-diabetic patients. Moreover investigation of 

interaction between the Z+2/Z-2 polymorphisms of aldose reductase (19) and the C242T CYBA 

polymorphism will need to be tested. 

RAGE activation seems to be dependent upon its polymorphism and, our results confirm the 

association of -374T/A, but not -429T/C with type 1 diabetic microalbuminuria and ESRD. Functionality 

of -374T/A is associated with increased RAGE expression (11) and thus increased RAGE signaling 

pathways. We cannot identify the target cells (vascular vs glomeruli or tubules) for the -374T/A RAGE 

polymorphism. However the -374T/A RAGE polymorphism was also inconstantly associated with 

increased soluble form of RAGE (20)(21) that is supposed to be protective. Regarding those results 

and ours, this polymorphism seems to be an interesting clue for diabetic nephropathy understanding. 

Despite important literature data in diabetic models (3)(22) and the progressive increasing hazard 

ratio in our study, we could not find interactions between both C242T and 374 T/A polymorphism as 

our study size was not designed to show such evidence which needs to be validated in a larger cohort. 

While the AA genotype of the Arg261Gln polymorphism of ALOX12 has been associated with 

increased albuminuria in type 2 diabetic patients (13), we did not found any association with 
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microalbumuria or ESRD in our type 1 diabetic cohort. ALOX 12 seems to be more associated with 

vascular effects such as hypertension and atheroma and more prone for type 2 diabetics (23)(24).  

We found that development of diabetes at a younger age exposed patients to a more rapid onset of 

diabetic nephropathy but with lowering rates in recent cohorts. This probably reflects past difficulties to 

equilibrate treatment in children (25) with a strong impact of social factors (26).  

Our pilot study presents some methodological limitations. First, the prevalence of the -374T/A RAGE 

polymorphism barely exceeds 5%. This limits the clinical relevance of such an effect in the 

physiopathology of diabetic kidney disease despite the association strength. Moreover,  it exposes us 

to bias, and its validation is required as literature is conflicting (27)(28)(29). Then, our design 

exposed us to left censure of microalbuminuria onset for older patients, and also to surviving patients 

selection. Then clustering patients before 1980, when DCCT recommendations demonstrated a cut off 

for mortality rate among diabetic type 1 patients (30), did not alter our results. Moreover some 

classical risk factors are not included in our model because they are non-significant or out of scope. 

Smoking and HBA1c are not found significant in our population at a multivariate level probably as 

HBA1c at the time of inclusion did not reflect 20 years of diabetes equilibrium; moreover, anemia 

induced by chronic kidney disease led to HBA1c underestimates. As well renin angiotensin blockade 

and hypertension treatment were not specifically recorded. Smoking ratio in our population is less 

frequent than in the French population (33% in 2010, INPES data), which may reflect the medical 

survey of diabetic patients with high cardiovascular risk. However smoking was a retrospective data 

exposing us to memorization bias especially in patients with nephropathy. Finally we only assess a 

polymorphism candidate approach, but haplotype functional effect of p22phox (31)  and existence of 

other RAGE functional polymorphism (delta 63, G82S, C1152A) may modify our conclusions. Thus 

complete RAGE, p22phox and probably NOX2 and NOX4 haplotype studies in a bigger cohort are 

required to fully explain the role of subtle changes in NOX and RAGE. Despite the limitations of this 

pilot monocentric study, the distribution of haplotypes among type 1 diabetic patients experiencing or 

not different levels of renal involvement initiates new molecular phenotyping studies aimed to dissect 

out renal and vascular responses as a basis for individualized medicine and a potential clue for 

innovative biological response modifiers in the future.  
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Legends of  Figures  
 
Figure A. Annual actuarial Kaplan Meier curve of microalbuminuria onset since diabetes diagnosis in 
our studied population, according to their status for 1. C242T CYBA polymorphism in dominant model 
(TT+TC versus CC). 2. for -374T/A RAGE polymorphism in dominant model (AA versus TA+TT). p 
value was given for uni variate Log Rank analysis. 
 
Figure A. Annual actuarial Kaplan Meier curve of ESRD onset since diabetes diagnosis in our study 
population, according to their status for 1. C242T CYBA polymorphism in dominant model (TT+TC 
versus CC). 2. for -374T/A RAGE polymorphism in dominant model (AA versus TA+TT). p value was 
given for uni variate Log Rank analysis. 
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Table A 
Clinical characteristics of our studied population, according to kidney status. Results are expressed in 
number (%) for qualitative variables, or mean +/- SD or median [interquartile] for continuous variables, 
according to their distribution. 
  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 global 
(n=162) 

Nephropathy 
(DN+, n=53) 

control 
(DN-,n=109) 

Age (year) 48.7 +/- 12.1 48.2 +/- 10.6 48.9 +/- 12.8 
Gender (Male)  87 (53) 35 (66) 52 (48) 

Diabetes duration  (years) 32,9 +/- 9 33.9 +/- 7.9 32.4 /+- 9.4 
Age at diabetes diagnostic (year) 
       After 15 years, 3 month 

15,8 +/- 10,3 
68 (42) 

14,3 +/- 9,9 
17 (32) 

16,5 +/- 10,5 
51 (47) 

Diabetes Diagnosis after 1980  63 (39) 19 (35) 44 (40) 

HAB1c (%) 
       ≤7.5 % 

7,7 [7-8,6] 
70 (43) 

8,2 [6,9-9,2] 
20 (38) 

7,7 [7-8,4] 
50 (46) 

Treatment by insulin pump  73 (45) 18 (34) 55 (50) 
Smoking 42 (26) 13 (25) 29 (27) 

Systolic Blood pressure (mmHg) 130 [120-140] 130 [120-140] 135 [125-145] 
Diastolic Blood pressure (mmHg) 80 [70-80] 80 [71-85] 80 [70-81] 
BMI (Kg/m²) 24.2 +/- 3.8 24 +/- 0.6 24.3 +/- 0.4 
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Table B 
Diabetic micro and macrovascular complications in our studied population, according to kidney status. 
Results are express in number (%) for qualitative variables, or mean +/- SD or median [interquartile] 
for continuous variables, according to their distribution. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Global  
(n=162) 

Nephropathy 
(n=53) 

Control 
(n=109) 

P value 
ND+ Vs ND- 

Kidney 
   MDRD (ml/min/1,73 m²) 
   Microalbuminuria (mg/L) 

 
83 [66-97] 
12 [7-32] 

 
59 [50-75] 
62 [26-298] 

 
89 [78-106] 
9 [5-12] 

 
< 10

-5 

< 10
-5

 

Macro vascular  
   Coronaropathy 
   Chronic Heart failure 
   Neurologic ischemia 
   Peripheral ischemia 

 
23 (14) 
1 (0.6) 
2 (1.2) 
13 (8) 

 
10 (19) 
0 (0) 
1 (1.8) 
6 (11) 

 
13 (12) 
1 (0.9) 
1 (0.9) 
7 (6) 

 
NS 
NS 
NS 
NS 

Micro vascular 
   Peripheral neuropathy 
   Vegetative neuropathy 
   Retinopathy 

 
45 (28) 
27 (17) 
105 (64) 

 
26 (49) 
14 (26) 
51 (96) 

 
19 (17) 
13 (12) 
54 (50) 

 
< 10

-5
 

0.02 
< 10

-5
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Table C 
Genotype frequency of polymorphisms of C242T CYBA, Arg261Gln ALOX12, -374 T/A and -429 T/C 
RAGE, in the French diabetic type 1 population (n=162). 
 

 
 
 

C242T p22phox 374 T/A RAGE 429 T/C RAGE Arg261Gln ALOX 12 

TT TC CC AA TA TT CC TC CC AA AG GG 

13.6% 45.7% 41.7% 5.6% 35.2% 59% 4.3% 34.6% 61.1% 14.4% 52.5% 33% 
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Figure A 1 

 
Figure A2  
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Figure B1 

 
Figure B2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 116 

17. Remerciements 

 
Mes premiers remerciements vont bien sûr à mon maître de thèse et président du jury le Pr ZAOUI, 
qui a su me soutenir le long de ces presques 4 années entre les premiers rendez-vous et ce 
manuscrit. Il a su me guider dans mes choix et surtout eu la patience de relire mes essais qui ont 
souvent une grammaire propre à moi... 
 
Je remercie le Pr BENHAMOU pour avoir su très tôt dans mon parcours me donner les clefs pour 
avancer ; mais aussi pour avoir mis à disposition ses patients, et son implication dans les inclusions, 
pour lesquelles l’aide de Laure NASSE a été aussi précieuse. 
 
Le Dr STASIA a su m’accueillir au sein de son laboratoire et mettre à ma disposition son savoir et tout 
les outils pour la réalisation des PCR et des coupures, et ce sans que je ne développe de tendinite au 
pouce. Au travers elle, je remercie également toute l’équipe du labo CGD (Julie, Sylvain, Charlotte, 
Michelle, Cécile et Lila) qui ont tout de suite adopté cet électron libre de clinicien que je suis et m’ont 
permis de découvrir une autre manière de travailler et de penser. J’adresse une mention spéciale à 
Paul et Vincent, deux étudiants en master 1 qui ont participé à la mise en place des PCR, et qui m’ont 
permis de découvrir les joies de l’encadrement autre que celui des externes. 
 
Bien entendu je remercie le Pr HADJADJ d’avoir accepté de siéger dans mon jury, d’une part pour les 
remarques dont il peut me faire part, mais également pour le déplacement, qui reste une grande 
traversée de l’hexagone pour un si court événement. 
 
Mes pensées suivantes vont à ma famille, mes parents qui m’ont toujours permis de donner libre court 
à mes envies et qui ont su me ravitailler en vivres nécessaires ces derniers temps, mais également à 
ma femme Delphine qui a supporté ces derniers mois avec beaucoup de douceur.  
 
Enfin une remarque spéciale à Joris pour son aide statistique et à Thomas pour nos longues 
discussions quotidiennes à refaire le monde qu’il soit scientifique ou pas d’ailleurs. 



 
 

SERMENT D’HIPPOCRATE 
 

 

En présence des Maîtres de cette Faculté,  de mes chers condisciples et  devant l’eff igie 

d’HIPPOCRATE,  

Je promets et je jure d’être fidèle aux lois de l’honneur et de la probité dans l’exercice de 

la Médecine.  

Je donnerais mes soins gratuitement à l’indigent et  n’exigerai jamais un salaire au dessus 

de mon travail.  Je ne participerai à aucun partage clandestin d’honoraires.  

Admis dans l’intimité des maisons,  mes yeux n’y verront pas ce qui s’y passe  ; ma langue 

taira les secrets qui  me seront confiés et mon état ne servira pas à corrompre les mœurs, 

ni à favoriser le crime.  

Je ne permettrai pas que des considérations de religion, de nation, de race, de parti ou de 

classe sociale viennent s’interposer entre mon devoir et mon patient.  

Je garderai le respect absolu de la vie humaine.  

Même sous la menace, je n’admettrai  pas de faire usage de mes connaissances médicales 

contre les lois de l’humanité.  

Respectueux et reconnaissant envers mes Maîtres, je rendrai à leurs enfants l’instruction 

que j’ai reçue de leurs pères.  

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes promesses.  

Que je sois couvert d’opprobre et méprisé de mes confrères si j’y manque.  


