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Resumé 
 

Analyse anthropobiologique de la susceptibilité au paludisme chez l’homme 

Le paludisme reste la parasitose avec les taux de morbidité et mortalité les plus 

élevés et son impact socioéconomique constitue un frein au développement.  

Il y a eu une coévolution entre l’hôte humain, le vecteur et le Plasmodium avec 

parfois des adaptations spécifiques de résistance. Cela s’est traduit aujourd’hui par la 

résistance du Plasmodium aux produits antipaludiques et des difficultés de 

dévéloppement de vaccin efficace. L’exploration de nouveaux axes de recherche 

s’avère donc pertinente pour la comprehension de certaines adaptations pouvant jouer 

un rôle dans la suceptibilité au paludisme.  

Des différences de susceptibilités au paludisme ont été décrites chez les Peulh 

et Dogon sympatriques au Mali. La plupart des études faites pour comprendre cette 

différence de susceptibilité ont porté sur l’immunité. Dans ce travail, nous avons fait 

une approche novatrice plus globale, en étudiant l’interaction entre l’environnement, le 

système immunitaire et la susceptibilité au paludisme. Nous nous sommes ainsi 

intéréssés à la relation entre l’alimentation, le métabolisme et l’immunité qui est un 

exemple d’interaction entre l’environnement et la biologie.  

Nos travaux ont permis de décrire des différences entre Peulh et Dogon du Mali 

en termes de taux sanguins d’AGE et sRAGE, ainsi que dans l’expression et le 

polymorphisme du récepteur RAGE. Cela pourrait avoir des implications sur le plan 

immunitaire et donc dans la susceptibilité au paludisme. Ces résultats constituent 

d’importantes données de base pour soutenir une nouvelle voie de recherche sur le 

paludisme en combinant l’alimentation, le métabolisme, en associant le microbiote 

intestinal qui suscite aussi actuellement beaucoup d’interêt dans le paludisme.  
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Abstract 
 

Anthropobiological analysis of susceptibility to malaria in humans 

Malaria remains the parasitic disease with the highest rates of morbidity and 

mortality and its socio-economic impact is an obstacle to development. 

There has been a coevolution between human host, the vector and Plasmodium 

with sometimes specific adaptations of resistance, leading today into resistance of 

Plasmodium to antimalarial products and the difficulties to develop an effective 

vaccine. The exploration of new areas of research is therefore relevant for the 

understanding of some adaptations that may have implications in the susceptibility to 

malaria. 

Differences in susceptibility to malaria have been described in symmetric Fulani 

and Dogon in Mali. Most of the studies carried out to understand this difference in 

susceptibility have focused on immunity. In this work, we have implemented a more 

global and innovative approach, studying the inteplay between the environment, the 

immune system and susceptibility to malaria. We investigated the relationship between 

diet, metabolism and immunity, which is an example of interaction between 

environment and biology. 

In our study, we described differences between Fulani and Dogons of Mali in 

terms of blood levels of AGE and sRAGE, as well as in expression and polymorphism 

of the RAGE receptor. This could have implications for the immune system and 

therefore for susceptibility to malaria.  

These results provide important baseline data for supporting a new malaria 

research approach by combining diet, metabolism, and gut microbiota which is also 

currently of great interest in malaria. 
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I. Introduction.  

Le paludisme ou malaria reste un problème majeur de santé publique au monde avec 

près de la moitié de la population mondiale à risque. Le paludisme est toujours 

endémique dans 91 pays et territoires. En 2016, l’Organisation mondiale de la Santé 

(OMS) a estimé le nombre de cas de paludisme à 216 millions dont 90% sont survenus 

en Afrique, avec plus de 455000 décès dont 91% en Afrique (WHO : World Malaria 

Report 2017). Grace aux interventions menées à grande échelle ces dernières 

années, l’incidence du paludisme a diminué de près de 18% de 2010 à 2016. De 

même, la mortalité du paludisme a diminué de près de 37% en Afrique, et atteignant 

44% dans les regions d’Asie du sud est. Des progrès notables réalisés ont également 

permis l’élimination du paludisme dans 18 pays (WHO : World Malaria Report 2017). 

Cependant, selon le même rapport entre 2015 et 2016 la mortalité due au paludisme 

a augmenté, mettant à mal les stratégies actuelles de lutte contre le paludisme. 

Trois acteurs interviennent dans la transmission et le maintien du paludisme : l’hôte 

humain, le vecteur (Anophèle femelle) et le parasite (Plasmodium). Il y a eu une 

coévolution entre ces trois acteurs avec parfois des adaptations spécifiques ou 

stratégies d’échappement (Kwiatkowski DP, 2005). En plus de la résistance du 

Plasmodium aux produits antipaludiques développés, des difficultés persistent 

également dans la mise en œuvre d’un vaccin efficace contre le paludisme. De nos 

jours, seul un candidat vaccin (RTS,S) dirigé contre les formes hépatiques a atteint la 

phase III (RTS,S Clinical Trials Partnership, 2011). D’autres candidats très 

prometteurs à base de sporozoites entiers non irradiés (PfSPZ) sont en cours 

d’évaluation en phase I (Sissoko MS, et al., 2017; Mordmuller B et al, 2015; 

Roestenberg M et al., 2011 ; Roestenberg M et al., 2009). 
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Au moment où l’essentiel des stratégies de recherche et de lutte s’oriente vers 

l’élimination du paludisme, et face aux multiples obstacles aux stratégies 

thérapeutiques et vaccinales, l’exploration de nouveaux axes de recherche tel que le 

rôle de l’alimentation et le métabolisme s’avère pertinent pour la compréhension de la 

susceptibilité au paludisme afin de contribuer à son contrôle ou son élimination.  

Dans le processus évolutif de l’homme, l’environnement et les pathologies infectieuses 

ont exercé une forte action de sélection naturelle avec parfois des adaptations 

spécifiques (Campbell M C, et al.; 2008; Tishkoff S A, et al.; 2009). La diversité 

génétique inter et intra ethnique actuelle observée en Afrique sub-saharienne est donc 

le résultat de plusieurs facteurs. Il y a la pression de sélection exercée par les agents 

pathogènes infectieux tels que le Plasmodium d’une part, et de d’autre part il y a le 

rôle des facteurs anthropologiques tels que les modes de vie et les langues (González 

AM et col, 2006, Pereira L., 2002).  

Au cours de l’évolution et avec la domestication du feu par l’homme moderne il y a 

environ 400 000 ans (De Lumley H. 2006.), ainsi que la pratique de l’élevage par 

l’homme, différentes habitudes culinaires et alimentaires se sont développées au sein 

des groupes ethniques. C’est ainsi que selon les groupes de populations on peut 

trouver des aliments peu ou pas cuits, cuits ou bien cuits. Les habitudes et régimes 

alimentaires varient aussi en fonction des moyens de subsistance du groupe de 

population (agriculteurs, pastoralismes, autres metiers).  

Des évidences scientifiques démontrent de plus en plus le rôle de l’alimentation et de 

ses dérivées métaboliques dans le développement, la maturation et la modulation du 

système immunitaire (Veldhoen M and Ferreira C. 2015). Des différences de pratiques 

socioculturelles telles qu’alimentaire et culinaires entre les groupes ethniques 
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pourraient donc souvent avoir des avantages ou des inconvénients par rapport à la 

susceptibilité à certaines maladies notamment le paludisme (Lokki, et al.; 2011).  

Au Mali, des différences de susceptibilité au paludisme entre les Peulh et les Dogon 

ont été décrites (Arama C, et al.; 2011, Arama C, et al.; 2015, Dolo A, et al. 2012 ; 

Maiga B, et al. 2014). Ces deux groupes de populations vivent en sympatrie dans les 

zones endémiques de paludisme. L’alimentation constitue la seule différence 

fondamentale sur le plan socioculturel entre ces deux populations. Beaucoup d’études 

explorant les différences de réponses immunitaires au cours du paludisme ont été 

menées dans ces deux groupes ethniques. Une seule a fait une approche 

anthropologique et biologique de cette question de susceptibilité chez les Peulh et 

Dogon en étudiant la persistance du gène de la lactase dans ces groupes ethniques 

(Lokki AI et al, 2011). Même si dans cette dernière étude les auteurs ont décrit une 

persistance du gène de la lactase chez les Peulh à des proportions élevées atteignant 

souvent 50% comparés aux Dogon, la question de la susceptibilité au paludisme reste 

toujours non élucidée (Lokki AI et al, 2011). Une approche globale étudiant l’interaction 

entre la biologie, la société et l’environnement pourrait donc contribuer à la 

compréhension des différences de susceptibilité au paludisme décrites dans ces 

populations. 

 

Notre travail a donc consisté à faire une analyse anthropologique et biologique de la 

susceptibilité au paludisme dans deux groupes de populations exposées au paludisme 

mais ayant des différences de susceptibilités documentées à cette maladie. 
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II. Objectifs :  

Nos activités se sont déroulées autours de 4 objectifs 

Objectif 1 : Identifier les facteurs érythrocytaires susceptibles de jouer un rôle 

dans la susceptibilité au paludisme dans la population.   

Certains facteurs génétiques érythrocytaires (système ABO, RH, Kell, MNS, Kidd) déjà 

connus dans la littérature pour leur rôle dans la susceptibilité au paludisme ont été 

étudiés dans cette population. La connaissance de la distribution de ces facteurs dans 

la population permettrait de mieux interpréter tout autre résultat relatif à la susceptibilité 

au paludisme en tenant compte de leur rôle confondant. De même, la distribution de 

ces facteurs génétiques érythrocytaires sensible à la pression de sélection naturelle 

produit des renseignements importants sur la coévolution entre l’homme et les 

pathogènes tel que le Plasmodium. 

Objectif 2 : Determiner la prévalence moléculaire du paludisme infection chez 

les Peulh et Dogon du Mali. 

Par la PCR quantitative, nous avons determiné la prevalence des differentes especes 

de Plasmodium dans les deux groupes ethiniques (Peulh et Dogon). Ces deux groupes 

ethniques vivent en sympatric dans le meme environnement ecoclimatique, mais 

presentant des differences de susceptibilité au paludisme. Dans cette étude nous nous 

sommes intéréssé à l’infection palustre dans toutes les tranches d’ages dans les deux 

groupes ethniques. 

Objectif 3 : Etudier l’impact des habitudes alimentaires sur le taux sanguin des 

produits terminaux de glycation. 

Selon le type d’aliment fréquemment consommé, les habitudes culinaires d’un groupe 

ethnique, les niveaux de produits de glycation peuvent significativement varier. 
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(Poulsen, et al. 2013 ; Goldberg T, et al. 2004 ; Schlienger J-L, et al, 2010 ; Uribarri J, 

et al. 2010 ; Uribarri et al, 2005). Les produits terminaux de glycation avancé (AGE en 

Anglais : Advanced Glycation Endproducts) qui sont des dérivées issues de 

l’alimentation ont été mesurés dans le sang des volontaires. Ces produits ont la 

caractéristique d’interagir avec les récepteurs cellulaires RAGE (Recepteur AGE) et 

d’induire des réactions immunitaires de type inflammatoire. L’augmentation des AGEs 

dans le sang induit une réaction en cascade par la voie du nucléus factor kB (NF kB) 

avec recrutement de récepteurs RAGE et une auto amplification de l’expression du 

récepteur RAGE dans un cercle vicieux. Cela induit de façon chronique la réaction 

immunitaire de type inflammatoire et un stress oxydatif pouvant être délétère à long 

terme pour le système immunitaire. 

Objectif 4 : Etudier le rôle de l’expression et le polymorphisme du gène RAGE 

dans la susceptibilité au paludisme dans deux populations sympatriques 

Un lien a été décrit entre certaines mutations du gène RAGE et son expression. Selon 

la variant du gène exprimé, l’effet sur l’immunité peut être protecteur ou délétère. Dans 

ce travail nous avons d’abord déterminé le niveau d’expression du gène RAGE dans 

les deux populations, puis nous avons étudié la mutation -374T qui est impliquée dans 

les modifications de l’expression du gène RAGE.  
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III/ Etude bibliographique 

 

A. Généralités sur le paludisme  

 

1. Rappels épidémiologiques sur le paludisme et son impact socio-économique 

Le paludisme (malaria en anglais) est une pathologie fébrile et hémolysante causée 

par le développement et la multiplication d’abord dans le foie puis dans les hématies 

d’un hématozoaire du genre Plasmodium, transmis à l’homme par la piqûre infectante 

d’un moustique femelle du genre Anophèles. Cinq espèces de plasmodies peuvent 

infecter Homo sapiens : Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale et P. 

knowlesi (White NJ.; 2008). P. falciparum, présent à 90% dans la zone intertropicale 

d’Afrique est responsable de la quasi-totalité des décès par le paludisme. P. ovale est 

retrouvé essentiellement sur le continent africain (avec les sous-espèces P. o. wallikeri 

et P. o curtisi) et P. knowlesi a été récemment décrit en Asie du Sud-Est (Oguike MC 

et al.; 2011).  

 

Le paludisme est la maladie parasitaire la plus répandue dans le monde avec les taux 

de morbidité et mortalité les plus élevés. Actuellement près de la moitié de la 

population mondiale vit en zone d'endémie palustre et est à risque de contracter le 

paludisme. C’est l’Afrique qui paye le lourd tribut avec 90% des cas et 91% des décès 

touchant surtout les enfants de moins de cinq ans (WHO 2017 : World Malaria Report 

2017).  

Mortalité infantile et maternelle élevées, insuffisance pondérale à la naissance, 

absentéisme scolaire et faible productivité agricole sont les principaux maux dont le 

paludisme est responsable sur ce continent.  
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Le cycle biologique du Plasmodium s’effectue chez deux hôtes : l’hôte humain qui est 

l’hôte définitif et le vecteur (moustique) qui est l’hôte intermédiaire. Le cycle commence 

au moment d’un repas sanguin du vecteur sur l’hôte humain, puis s’en suit une série 

d’évènements biologiques complexes aboutissant au développement de la maladie et 

la différenciation des formes sexuées qui assurent la transmission du parasite au 

vecteur (Fig. 1). 

  



23

 

Figure 1. Cycle biologique de P. falciparum et P. vivax (Cowman AF et al. ; 2016) 

(A) L'injection de sporozoïtes (spzs) dans le derme par un moustique anophèle 

femelle. 

(B) Les spzs pénètrent dans le système vasculaire et sont transportés vers le foie, où 

ils sortent des sinusoïdes à travers des cellules Kupffer ou endothéliales et entrent 

dans un hépatocyte. Ils subissent une schizogonie et libèrent des dizaines de milliers 

de mérozoïtes filles sous forme de paquets de mérosomes dans le système vasculaire. 

(C) Rencontre avec les érythrocytes et début d’un cycle chronique de schizogonie 

asexuée dans le sang. 

(D) Une proportion de mérozoïtes à reproduction asexuée est reprogrammée pour 

subir une gamétocytogenèse. 
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(E) Dans un délai de 15 jours, les gamétocytes se séquestrent et se développent dans 

la moelle osseuse, et une fois arrivés à maturité, ils pénètrent dans la circulation 

périphérique pour être ingérés par un moustique. 

(F) Fusion de micro- et macrogamètes pour former un zygote qui donne en 24 heures 

un ookinete qui migre ensuite à travers l’épithélium de l'intestin du moustique et 

s’enkyste pour devenir un oocyste. Les sporozoïtes motiles sont libérés dans 

l'hémocèle par la rupture de l'oocyste et passent dans les glandes salivaires où ils 

peuvent être injectés dans l'hôte humain suivant. 

 

L’Impact du paludisme sur le plan socioéconomique, sur la scolarisation et la créativité 

des enfants est très important au monde et particulièrement en Afrique. 

Le paludisme est une maladie liée à la pauvreté, affectant a priori les personnes avec 

un faible statut socio-économique et ayant un accès difficile aux services de santé 

(Klinkenberg E, et al.; 2006; Gay-Andrieu F, et al.; 2005). De ce fait, il frappe surtout 

les populations qui vivent en zones rurales dans des écosystèmes qui les exposent 

aux piqûres infestantes des moustiques.  

Le paludisme peut affecter la faculté cognitive des enfants surtout dans des zones 

endémiques comme l’Amérique latine, l’Afrique, et joue ainsi un rôle dans le maintien 

de la pauvreté dans ces zones. La déficience dans le développement des capacités 

cognitives décrite après un épisode aigu de paludisme cérébral peut se produire à 

court terme (Sachs G, WHO 2000 ; Meremikwu MM, et al.; 1997; Boivin MJ, 2002; 

Boivin MJ, et al.; 2007) comme à long terme (Holding PA, et al.; 1999; Carter JA, et 

al.; 2005).  

L’atteinte des capacités cognitives peut affecter toutes les sphères : le langage, 

l'attention, la mémoire, les aptitudes visio-spatiales et les fonctions exécutives (Kihara 
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M, et al.; 2006) avec un impact négatif sur les performances scolaires comme décrit 

au Brésil (Vitor-Silva S, et al.; 2009) et au Sri Lanka (Fernando SD et al.; 2003).  

Au Mali, le paludisme est la première cause d’absentéisme scolaire et affecte 

significativement l’indicateur synthétique des performances cognitives des enfants et 

les résultats scolaires académiques des enfants (Josselin Thuilliez J et al.; 2010).  

Ces résultats suggèrent que les attaques répétées de paludisme sont capables de 

produire un effet négatif cumulatif sur le rendement scolaire. 

D’un point de vue économique, le paludisme pourrait donc être une barrière au 

développement dans les pays les plus touchés en affectant les générations futures et 

en bloquant l’accumulation de capital humain (Josselin Thuilliez J et al.; 2010). 

Beaucoup de pays africains ont 1-2% de leur produit intérieur brut à risque à cause du 

fait que paludisme affecte les personnes en âge de travailler (Josselin Thuilliez J et 

al.; 2010). 

L’impact socioéconomique du paludisme constitue donc un véritable frein au 

développement 

 

2. La relation entre l’évolution, l’adaptation, facteurs génétiques et la 

susceptibilité au paludisme 

 

Le rôle de certains facteurs génétiques de l'hôte dans le contrôle du paludisme a été 

démontré. Beaucoup de ces facteurs se sont développés au cours d’une longue 

coévolution de l’hôte et du parasite. Parmi les facteurs déjà largement étudiés, nous 

pouvons citer les systèmes érythrocytaires, les hémoglobinopathies, le déficit en 

G6PD, les systèmes HLA et KIR. 
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Les premières découvertes du rôle d’un groupe sanguin dans la susceptibilité au 

paludisme ont été faites depuis les années 1975 par Miller et al. Le rôle déterminant 

du système Duffy décrit dans l’invasion des hématies par Plasmodium vivax a ouvert 

une nouvelle voie dans la compréhension de la susceptibilité de l’hôte au paludisme 

(Miller L.H et al. 1975, Miller L.H et al. 1976). Le système Duffy est un système 

polymorphe et comporte entre autres deux allèles mendéliens Fya et Fyb localisés sur 

le chromosome 1. Le caractère Duffy (-) correspond à un manque d’expression des 

deux antigènes Fya et Fyb donnant le phénotype Fy(a-b-). Il apparaît probable que la 

haute incidence de l’allèle FY*O en Afrique soit le résultat d’une pression sélective liée 

à l’avantage que confère cette homozygotie vis à vis de cette infection comme le 

paludisme. La fréquence élevée de l’allèle FY*O atteignant 100% dans certaines 

régions d’Afrique de l’Ouest (population noire) avait abouti à la disparition totale de 

Plasmodium vivax dans ces régions en raison de la rupture de son cycle de 

reproduction (Welch SG, 1977). Il a été d’abord montré que les érythrocytes Fy (a-b-) 

sont résistants à l’invasion in vitro par les mérozoïtes de Plasmodium knowlesi. Ce 

dernier est phylogénétiquement proche de P. vivax (Miller L.H et al. 1976). Puis des 

travaux réalisés chez les volontaires ont montré que les individus ayant le caractère 

Duffy (-) étaient résistants au paludisme à P. vivax. En effet, ces individus ont résisté 

à l’infection, après exposition à des moustiques infectés par P. vivax, alors que les 

autres volontaires ont été malades 11 à 15 jours après l’exposition (Miller L.H et al. 

1976). Cependant, depuis les travaux de Didier Menard et al., qui ont décrit une 

circulation silencieuse de P. vivax à Madagascar où cohabitent les populations Duffy 

négative et positive (Menard et al, 2010 ; Menard D, 2013), de plus en plus de données 

remettent en cause cette résistance naturelle du groupe Duffy négatif à l’infection par 

P. vivax. Récemment au Mali, grâce à l’utilisation des outils de la biologie moléculaire, 
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des cas d’infections à P. vivax ont été décrits chez les enfants dans une zone 

endémique au Mali (Niangaly A, et al. 2017). Dans ces travaux, des taux de prévalence 

de P vivax atteignant 2,5% ont été décrits dans cette population, avec un total de 25 

cas de P. vivax dans une cohorte de 300 enfants pendant une période de suivi de 3 

ans. Ces récentes données démontrent que le processus évolutif entre l’homme et le 

Plasmodium est un processus dynamique et continue.  

Outre le système Duffy, il existe d’autres récepteurs impliqués dans l’invasion des 

érythrocytes par les mérozoïtes de Plasmodium. Il est aujourd’hui connu que la plupart 

des récepteurs de l’invasion des érythrocytes par les mérozoïtes de P. falciparum 

appartiennent à la famille des glycophorines (système MNS). Le système MNS est 

impliqué dans la résistance contre plusieurs pathogènes et pourrait donc avoir évolué 

sous la pression sélective de ces pathogènes. Les sujets déficitaires en Glycophorine 

A, sont plus résistants à l’invasion palustre (Miller, 1977). En effet la protéine EBA-175 

de Plasmodium falciparum se fixe spécifiquement sur la Glycophorine A. Les sujets S-

s-, qui sont déficitaires en Glycophorine B, sont aussi plus résistants mais moins que 

les déficitaires en Glycophorine A et B (Sim BK, 1994 ; Facer CA, 1994 ; Nagel R.L et 

al, 1989 ; Hadley TJ et al., 1987). La Glycophorine A est aussi le récepteur de 

nombreuses bactéries comme E. Coli, de Vibrio cholerae, et les virus Influenza 

(Kathan RH, 1961). 

 

Le rôle particulier du système ABO a été aussi largement démontré dans la 

susceptibilité à certaines maladies infectieuses (Rowe J. A, 2009). Le polymorphisme 

au niveau de ce système semble très ancien. Des études récentes ont mis en évidence 

une résistance des sujets de groupe O aux formes graves du paludisme en Afrique 

(Rowe J A, 2007). Des fréquences très élevées des phénotypes O en Afrique 
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subsaharienne ont été reportées dans la littérature (Rowe JA, et al, 2009 ; Crubezy E, 

et al., 2008). Au Mali, une étude récente au niveau du centre national de transfusion 

sanguine a reporté 42% du phénotype O (Diarra AB et al., 2013). Dans une autre étude 

portant sur 5 groupes ethniques vivant en zone d’endémie palustre en 2009, les 

prévalences du phénotype O atteignaient 50-60% (Santovito Aet al/, 2009). La 

prédominance de ce phénotype O en Afrique subsaharienne est supposée être liée à 

la pression de sélection naturelle exercée par certaines maladies endémiques tel que 

le paludisme (Rowe JA et al., 2007; Mellal PDB, 2008; Arama C et al, 2011; Wagner 

FF and Flegel WA, 2002). Les érythrocytes infectés de ces individus O sont incapables 

de former des rosettes (Rosetting), ce qui favoriserait leur élimination par des moyens 

naturels de défense tel que la rate, tout en confèrerant une sélection positive de ce 

groupe O (Rowe JA et al., 2007). 

 

Un autre grand groupe de facteurs génétiques ayant été considérés comme fruit des 

pressions de sélections est celui des hémoglobinopathies. Leur distribution 

géographique est très évocatrice de cette évolution sous pression de sélection 

naturelle exercée par des maladies infectieuses tel que le paludisme. 

Les hémoglobinopathies concernent environ la moitié du globe terrestre. La 

distribution est inégale selon le type d’hémoglobine. 

- L'hémoglobine S (Hb S) est essentiellement trouvée dans les régions tropicales, le 

foyer le plus important traversant en ceinture le continent Africain “ceinture sicklémique 

de Lehman”. 

- L’hémoglobine C (Hb C) se rencontre également dans les populations africaines : le 

réservoir de ce gène se situe dans le plateau voltaïque où, dans certaines régions, 

30% des sujets peuvent en être porteurs (Labie D et al, 1984). 
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- L’hémoglobine E (Hb E) est essentiellement localisée au Sud-Est asiatique. 

- Dans les populations Punjabi des Indes on trouve un nombre élevé d’hémoglobine 

D. Elle est aussi retrouvée chez les populations leucodermes du nord du Mali 

(Chaventre A et al, 1980). 

Toutes ces hémoglobinopathies ont l’avantage de conférer aux individus porteurs de 

ces anomalies génétiques une résistance naturelle au paludisme. Ce qui aurait donc 

favorisé leur sélection dans les zones endémiques du paludisme  

 

Le déficit en G6PD (glucose-6-phosphate déshydrogénase), également appelé 

favisme, est considéré aussi une anomalie du globule rouge pouvant protéger contre 

le paludisme. C'est le déficit enzymatique le plus fréquent au monde : il concerne 420 

millions de personnes. Il touche essentiellement des populations d'Afrique, d'Asie, du 

Moyen-Orient et du Bassin Méditerranéen. Il existe de nombreux variants 

moléculaires du déficit en G6PD dont le plus connu et le plus répandu est le variant 

A-. Il concerne 90 % des personnes déficitaires de G6PD en Afrique tropicale.  

Le trait drépanocytaire et le déficit en G6PD sont deux anomalies génétiques 

communément rencontrés en Afrique sub-saharienne. Au Mali, la fréquence du trait 

drépanocytaire et celle du déficit en G6PD (A2) sont respectivement de 12% et 14%. 

La coexistence de ces deux traits serait associée à la protection contre le paludisme 

sévère (Guindo A et al, 2011 ; Travassos MA et al 2015).  

 

2.1. Facteurs génétiques et susceptibilité au paludisme chez les Peulh et      

Dogon du Mali 

Les différences de susceptibilité actuellement observées vis-à-vis du paludisme (y 

compris entre les ethnies) pourraient être les résultats d’une longue interaction entre 
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l’environnement et la biologie (coévolution/adaptation entre hôte-pathogène) 

(Kwiatkowski DP, 2005). Le rôle de cette coévolution/adaptation ainsi que des 

différences ethniques de susceptibilité au paludisme est largement étudié chez les 

Peulh et Dogon du Mali (Travassos MA, et al, 2015, Arama C et al, 2011 ; Lokki AI et 

al. 2011 ; Arama C et al, 2015 ; Agarwal A, et al, 2000 ; Israelsson E et al, 2009). 

La question de la différence de susceptibilité au paludisme chez les Peulhs et des 

Dogons, deux groupes ethniques vivant en sympatrie au centre du Mali a fait l’objet de 

plusieurs études depuis plus de 10 ans. Ces études ont d’abord démontré que l’indice 

splénique (IS) était significativement plus élevé chez les Peulhs (38,5%) que chez les 

Dogons (17,4%) ; p ≤10-6, et que l’indice plasmodique (IP) et la densité parasitaire 

étaient significativement plus faibles chez les Peulhs (IP= 15,9%) que chez les Dogons 

(IP= 20,7%) ; p<0,001. (Arama C et al, 2011 ; Israelsson E et al, 2009 ; Lokki AI et al. 

2011). Sur le plan immunologique, les moyennes géométriques des taux d’IgG et d’IgE 

anti-plasmodiales étaient significativement plus élevées chez les Peulhs que chez les 

Dogons. Ces résultats suggéraient donc que les Peulhs étaient moins susceptibles au 

paludisme que les Dogons au centre du Mali (Arama C et al, 2011 ; Israelsson E et al, 

2009 ; Lokki AI et al. 2011 ; Arama C et al, 2015).  

 

Des études cas-témoins ont aussi été réalisées chez les Dogons du Mali pour tester 

l’association entre l’hémoglobine C (HbC) et la protection contre le paludisme. Ces 

études ont décrit 18% d’hémoglobine C chez les Dogon à Bandiagara (Agarwal A et 

al, 2000) avec un rôle protecteur contre le paludisme clinique chez les enfants 

(Travassos MA et al, 2015). 

Ces résultats suggèrent que l’HbC protège contre les formes sévères de paludisme 

dans la population Dogon (Agarwal A, et al, 2000).  
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Les mêmes auteurs ont montré un effet protecteur de l’hémoglobine S contre les 

épisodes cliniques de paludisme chez les enfants de 0 à 6 ans (Travassos MA, et al, 

2015). 

 

Déjà en 2011, l’une de ces études avait abordé cette question de susceptibilité chez 

les Peulh et les Dogon par l’étude de la persistance du gène de la lactase chez ces 

populations qui ont des différences actuelles et ancestrales dans la consommation du 

lait (Lokki AI et al. 2011). Dans cette étude, des fréquences élevées de persistance du 

gène de la lactase ont été décrites chez les Peulh atteignant souvent des proportions 

supérieures à 50% comparées aux Dogon.  

 

B/ Paludisme, alimentation, métabolisme, microbiote intestinal et susceptibilité 

1. Le microbiote intestinal, l’alimentation et le paludisme  

Le contact de l’homme avec son microbiote commence depuis la naissance après la 

rupture des poches fœtales. Le microbiote de l’homme est très diversifié, mais unique 

et propre à chaque individu. Le terme microbiote est beaucoup plus large et regroupe 

l’ensemble des bactéries qui cohabitent avec l’homme quel que soit la localisation. Le 

microbiote intestinal est celui qui est le plus étudié et qui a suscité le plus d’intérêt en 

pathologie infectieuse car c’est à ce niveau que la composition du microbiote est 

abondante et diversifié, mais aussi leur influence sur la physiologie de l’organisme est 

déterminante (Débré P, 2015). Chaque individu partage seulement 1/3 des espèces 

dominantes de son microbiote intestinal avec les autres alors que les 2/3 lui sont 

spécifiques (Qui Jet al., 2010). Il est aussi connu que la composition du microbiote 

intestinal est largement influencée par l’alimentation et l’environnement. Cela 

commence depuis la naissance ou l’allaitement maternel favoriserait la colonisation de 
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l’intestin par certaines bactéries (Cotillard A et al., 2013 ; Lagier JC et al., 2012). 

D’autres facteurs tels que l’hygiène et la consommation de produits antibactériens 

interviennent aussi dans la composition du microbiote. Avec la domestication des 

animaux et la pratique de l’élevage, la composition du microbiote intestinal de l’homme 

a beaucoup évolué grâce à la consommation des produits laitiers et dérivées. Il y a 

donc un lien étroit entre l’alimentation et la composition du microbiote intestinal. 

Le rôle du microbiote intestinal est documenté dans la survenue d’un certain nombre 

de pathologies telle que l’obésité et les cancers (Angelakis E et al., 2012 ; Devaraj S 

et al., 2013).  

 

Au cours de l ‘évolution et la sélection naturelle, la composition, l’abondance et 

l’interaction continue du microbiote intestinal avec le système immunitaire pourraient 

jouer un rôle déterminant dans la susceptibilité aux maladies infectieuses. 

Le microbiote intestinal constitue de nos jours un sujet d’intérêt dans la susceptibilité 

au paludisme. Des preuves scientifiques récentes ont démontré que certains germes 

composant le microbiote intestinal sont capables d’induire des réactions immunitaires 

protectrices contre le paludisme. Des auteurs ont démontré que des glycanes Gal 1-

3Gal  1-4GlcNAc-R ( -gal) qui sont exprimés par Escherichia coli O86:B7, une souche 

du microbiote intestinal humain, sont aussi exprimés par le Plasmodium. Les souches 

E. coli O86:B7 présentent dans l’intestin de l’homme sont capable d’induire la 

production d’anticorps anti -gal qui conféreraient une protection contre la 

transmission du paludisme chez l’homme adultes (Yilmaz B, et al, 2014). Plusieurs 

bactéries du microbiote intestinal expriment ces glycanes. Récemment en 2016, dans 

un model expérimental murin, Villarino NF et al, ont décrit une réduction de la morbidité 

du paludisme après un traitement par Lactobacillus et Bifidobacterium (Villarino et al., 
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2016). La même association significative entre la composition du microbiote intestinal 

et le risque potentiel de l’infection à P. falciparum avait été aussi décrite dans une 

étude de cohorte d’enfants en 2015 au Mali. Cependant, ces auteurs n’ont pas mis en 

évidence une relation entre la composition du microbiote et le risque de développer un 

accès palustre fébrile après l’infection par P. falciparum (Yooseph S., et al., 2015). 

L’organisme humain n’exprime pas -gal, mais une proportion importante des 

anticorps naturels circulants chez les adultes est dirigée contre ces glycanes -gal. 

Les quantités d’anticorps circulants anti -gal décrites chez les adultes en bonne santé 

seraient donc le résultat d’une interaction entre le système immunitaire et le microbiote 

(Macher and Galili, 2008). L’absence chez l’homme du gène UDP-galactose:  -

galactoside- 1-3-galactosyltransferase ( 1,3GT), qui code pour les glycans -gal 

serait dû à un processus évolutif de sélection naturelle pour permettre la production 

des anticorps anti -gal (Bishop and Gagneux, 2007).  

 

2. Les produits terminaux de glycation (AGE pour Advanced Glycation 

Endproducts en Anglais), l’alimentation, le métabolisme et le paludisme 

 

2.1 La glycation des protéines et la formation des AGE :  

Les Produits Terminaux de la Glycation (PTG), ou Advanced Glycation Endproducts 

(AGE) sont des substances pro-oxydatives et pro-inflammatoires, issues de la réaction 

de la glycosylation des protéines connue sous le nom de la réaction de Maillard (Louis 

Camille Maillard qui l’a décrite pour la première fois en 1918). Cette réaction peut se 

produire dans les aliments au moment de leur cuisson par la chaleur, mais aussi dans 

l’organisme. Elle consiste à la liaison d’un sucre réducteur à un groupement amine, 
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avec la formation des produits dits primaires, intermédiaires puis terminaux de la 

glycation (Fig. 2).  
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Figure 2: Produits majeurs issus de la réaction d’un aminoacide avec un sucre 

réducteur au cours de la réaction de Maillard (Traore K et al., 2016) 

- Formation rapide et réversible d’une base de Schiff instable par combinaison 

de la fonction aldéhyde du glucose avec un résidu aminé de la protéine (Lysine, 

Arginine) ou avec la fonction amine N-terminale. 

- Réarrangement d’Amadori pour aboutir aux produits de glycation dit précoce ou 

fructosamines qui sont des protéines intermédiaires. 

- Accumulation lente et irréversible, par réarrangements, transferts d’hydrogène 

et oxydation, de produits avancés de glycation (AGE) ou produits de réaction de 

Maillard. Ces produits terminaux de glycation sont impliqués dans la formation de 

liaisons croisées entre protéines (Yang S et al, 2003). 

 

Les deux premières étapes sont potentiellement réversibles mais la formation des 

produits avancés de glycation une fois faite est irréversible (Lyons TJ et al, 1985). 
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La formation des produits avancés de glycation est un phénomène courant au cours 

de nombreuses pathologies chroniques (Bordas-Fondrede M et al, 1990) mais aussi 

au cours du vieillissement (Kim CS et al, 2017).  

Cette formation des AGE par la glycation des protéines circulantes est dite endogène.  

L’origine des AGE est soit endogène, soit alimentaire (exogène). Mais il est demontré 

que le rôle et la contribution des AGE d’origine alimentaire dans les quantités totales 

circulantes d’AGEs dans le sang est déterminant (Uribarri J, et al., 2010 ; Schlienger 

J-L et al, 2010). Une grande quantité d’AGEs provient de l’alimentation, et ces AGE 

réagissent dans l’organisme comme ceux formés par voie endogène (Uribarri J et al, 

2005 ; Akirav EM et al, 2012). En effet, selon les habitudes culinaires et alimentaires, 

le niveau d’exposition journalière d’un individu ou groupe d’individu peut varier 

considérablement (Uribarri J, et al., 2010), (tableaux 1, 2 et 3).  

Dans une étude de cohorte d’adulte à New York City, les quantités d’AGE 

consommées dans l’alimentation étaient estimées à 14700+/-680 AGE KU/jours. Le 

niveau d’exposition d’un adulte aux AGE est donc actuellement évalué en plus ou 

moins exposé selon que les quantités d’AGE consommés soient supérieures ou 

inférieurs à 15000 AGE KU/jour. 

 La température et le temps de cuisson sont des éléments déterminants dans la 

formation des AGE dans les aliments. En effet, la vitesse de formation des AGE est 

proportionnelle à la température et au temps de cuisson. Les tableaux 1, 2, et 3 

donnent des teneurs en AGE de quelques aliments communément consommés par 

l’homme et préparé en divers procédés. 

Les produits laitiers sont les plus pauvres en AGE à l’exception de quelques fromages. 

Parmi les céréales préparées, le couscous est l’aliment le plus pauvre en AGE 

(tableaux 1, 2, 3). Il contient pratiquement les mêmes quantités d’AGE que les fruits et 
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légumes qui en plus de ne pas contenir d’AGE contribuent même à leur élimination 

(Schlienger J-L et al, 2010).  

Parmi les méthodes de préparation des aliments, la cuisson par la vapeur est la 

méthode de cuisson qui produit très peu d’AGE. Cela explique les faibles quantités 

d’AGE dans le couscous mais aussi dans les autres aliments préparés à la micro-

onde. Par contre, les cuissons à des très hautes températures (comme dans les 

fastfoods) ou les cuissons prolongées (cuissons au feu de bois, etc…) produisent des 

quantités importantes d’AGE (Uribarri J, et al., 2010). 
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Tableau 1 : Apports en produits terminaux de la glycosylation (AGE) de quelques 
aliments d’origine animale exprimés en U/g ou U/ml ou KU/portion (Schlienger J-L et 
al, 2010), adapté. 
 
 
Viandes et équivalents 

U/g ou ml KU/portion Portion 

Bœuf 
Bouilli 22305 2220 100 g 

Grillé au four 59636 5960 100 g 

Porc 

Jambon fumé 23491 2110 90 g 

Côtelette panée 47526 4750 100 g 

Bacon grillé 90228 1200 15 g 

Volaille 

Poulet bouilli 11236 1120 100 g 

Grillé (15 minutes) 58280 5830 100 g 

Frit (8 minutes) 7390 896 100 g 

Poisson 

A l’eau 7600 760 100 g 

Saumon grillé 14973 1500 100 g 

Thon rôti 9189 920 100 g 

Conserve (à l’huile) 17396 1566 90 g 

Grillé 51133 5100 100 g 

Produits laitiers et œufs   250 ml 

Lait  

Entier cru 48 12 250 ml 

Demi écrémé chauffé 1 min 5 1 250 ml 

Demi écrémé chauffé 2 min 21 5 250 ml 

Demi écrémé chauffé 3 min 78 19 250 ml 

Yoghourt  40 5 250 ml 

Fromage 

Mozzarella 16777 500 30 g 

Emmenthal 44700 1240 30 g 

Brie 55979 1680 30 g 

Feta 84235 2530 30 g 

Œuf 

Jaune (dur) 12134 180 15 g 

Blanc (dur) 440 13 30 g 

Sur le plat avec margarine 27494 1400 50 g 

Beure  264873 1320 5 g 

Margarine  192 876 5 g 
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Tableau 2 : Apports en produits terminaux de la glycosylation (AGE) de quelques 
aliments préparés exprimés en U/g ou U/ml ou KU/portion (Schlienger J-L et al, 2010) 
 

  U/g ou ml KU/portion Portion 

Céréales Pain blanc 730 22 30 g 

Pain Toasté 1394 36 30 g 

Céréales (flocons) 2320 70 30 g 

Pancake maison 9720 290 30 g 

Pankake Toasté 22618 680 30 g 

Spaghetti 2400 240 100 g 

Pâtes au fromage 27280 2730 100 g 

Pâtes au fromage gratin 40698 4070 100 g 

Pizza 68248 13000 250 g 

Couscous et légumes 36 9 250 g 

Féculents Pomme de terre     

- Robe des champs 174 17 100 g 

- Rissolées 45 min à l’huile 2180 220 100 g 
- Frites maison 6939 700 100 g 
- Frites restaurant 15219 1520 100 g 

Chips 28818 860 30 g 

Maïs soufflé 330 10 30 g 
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Tableau 3 : Teneurs combinées en methylglyoxal (MG) et carboxymetyllysine (CML) 

dans quelques aliments (Uribarri J, et al., 2010) 
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2.2. Interaction des AGEs avec leur environnement 

La glycation des protéines induit un changement de leur conformation provoquant ainsi 

l’altération de l’activité biologique des protéines glyquées, mais aussi leur interaction 

avec les autres proteines (crosslink) entrainant des lésions tissulaires. Un exemple de 

glycation beaucoup utilisé en diagnostic actuellement est l’hémoglobine glyquée 

(HbA1c) au cours du diabète. Les AGE agissent aussi dans l’organisme comme des 

ligands de certains récepteurs membranaires des cellules endothéliales. Ces 

récepteurs sont appelés Recepteur des AGE (RAGE) (figure 3). Le RAGE type est 

constitué d’un domaine variable (V) et deux domaines (C) terminal constant (figure 3). 

Le RAGE est codé par un gène (AGER) dont plusieurs variants d’épissage ont été 

décrit chez l’homme parmi lesquels la forme ‘‘endogenous secretory RAG ou 

esRAGE/RAGE_v1’’. Ce variant ne possède pas de domaines membranaires et intra 

cellulaires (Figure 3) (González I et al, 2013). Les RAGE sont exprimés à des niveaux 

physiologiques relativement bas au niveau des cellules épithéliales, neuronales et 

inflammatoires. Leur expression peut s’augmenter en cas de stress ou de dommage 

au niveau des cellules. Il faut noter qu’en plus des AGE les RAGE peuvent se lier à 

d’autres ligands tels S100/calgranulines, High Mobility Group Box 1 (HMGB1) et 2-

intégrine MAC-1. Les produits avancés d’oxydation des protéines (AOPP : Advanced 

oxidation protein products) qui sont la conséquence du stress oxydant ont été aussi 

décrits comme ligands des RAGE et pouvant même contribuer à la production des 

AGE (Yan SF et al., 2009 ; Yan SF et al., 2010). Ce phénomène contribue à maintenir 

un cercle vicieux de production d’AGE-activation des RAGE-stress oxydant et 

inflammation-auto amplification de l’expression des RAGE et production des 

AOPP/AGE.  
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La glycation affecte considérablement l’activité de certaines immunoglobulines telles 

que les IgG et les IgM. Ce phénomène serait impliqué dans la susceptibilité des 

diabétiques aux infections (Martinez PJ, et al, 2014 ; Cheta D, 1991). De même les 

fonctions de transport du cholestérol et d’élimination des triglycérides par les HDLs et 

VLDLs sont altérées lorsque ces lipoprotéines sont glycoxydées (Duell PB et al, 1991). 

La glycation touche également les cellules sanguines (thrombocytes ou les 

érythrocytes) pouvant induire une altération de l’élasticité de ces cellules ainsi que leur 

fluidité (Bryszewska M et al, 1988).  

Toutes ces conséquences issues de l’activation des RAGE par les AGE/AOPP ont des 

implications sur le plan de la susceptibilité aux maladies infectieuses. Le cas spécifique 

des AOPP est déjà documenté au cours du paludisme par Zhang G et al., (Zhang G 

et al., 2014). Dans cette étude les niveaux élevés d’AOPP étaient des facteurs de 

risque du paludisme clinique chez les enfants de moins de 2 ans.  
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Figure. 3. Les domaines de structures et les isoformes RAGE les plus abondantes. 

Les ligands RAGE comprennent : des membres de la famille S100, HMGB1, des 

produits terminaux de glycation avancée, des molécules d'adhésion telles que MAC-1 

et ICAM-1 et des DAMP et PAPM. L'isoforme soluble est formée soit par des 

mécanismes d'épissage alternatifs soit par un clivage protéolytique. Les isoformes 

solubles peuvent jouer le rôle de compétiteur pour les ligands et ainsi empêcher 

l'interaction des AGE avec le domaine membranaire de RAGE. Les domaines 

extracellulaires sont marqués comme V, C1 et C2. (González I. et al. 2013) 
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Figure 4. Rôle de RAGE dans la réponse inflammatoire.  

La liaison ligand-RAGE a été signalée comme activant une gamme de voies de 

signalisation. Les événements clés de la signalisation ligand-RAGE comprennent 

l'interaction du domaine cytoplasmique de RAGE avec des candidats tels que ERK et 

/ ou mDia-1. Une fois engagée, l'activation de RAGE peut modifier l'expression du 

gène et moduler le phénotype (Yan SF et al, 2009).  

 
 
L’hypothèse sur la relation entre le rôle de l’alimentation dans la production des AGEs, 

le taux plasmatique des AGE et leur interaction avec le récepteur RAGE, l’immunité et 

la susceptibilité au paludisme a fait l’objet d’un article scientifique basée sur la revue 

de littérature et que nous avons publié dans le journal ‘‘PARASITE’’  
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Article 1: Do advanced glycation end-products play a role in malaria 
susceptibility? 
 
Karim Traore, Charles Arama, Maurice Medebielle, Ogobara K Doumbo, Stephane 
Picot. Parasite 2016, 23, 15. 
 
Statut : publié dans PARASITE (page suivante)  
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IV. Etude expérimentale  

A. Materiels et méthodes. 

Au total 231 participants ont été prélevés dans six villages au centre du Mali. Ces six 

villages sont habités essentiellement par les Dogon et les Peulhs. La population était 

composée de volontaires ages de 3 à 88 ans, avec un rapport Homme/Femme égal à 

1,22. La participation était volontaire et les participants étaient inclus par ordre 

d’arrivée. Le protocole d’étude a été aprouvé par le comité d’éthique de la faculté de 

médecine, de pharmacie et d’odontostomatologie du Mali, lettre No 2011-59-/FMPOS.  

Les préalables administratifs et coutumiers ont consisté à rendre d’abord des vistes 

de coutoisie aux autorités administratives, communales et traditionneles des 

différentes localités d’étude. Au niveau de chacune de ces autorités, l’étude a été 

expliquée en détail par l’équipe des investigateurs chargés de collecter les données. 

Une assemblée générale a été ensuite organisée avec la population pour presenter 

l’étude et repondre aux questions. A la suite de cette assemblée, la permission de la 

communauté à travers ses representants administratifs et coutumiers, a été obtenue. 

Les volontaires ont été ensuite invités à se presenter au centre de santé pour la 

procédure de consentement éclairé individuel. Les procédures de l’étude sur le 

volontaire n’ont débuté qu’après sa signature du formulaire de consentemet éclairé.  

Les données sociodémographiques et anthropologiques étaient recueillies sur des 

questionnaires. Le sang total a été collecté sur les tubes ETDA. 

 

CHAPITRE I : Etude des systèmes érythrocytaires dans les deux populations 

Ici, nous avons étudié les polymorphismes érythrocytaires dans les deux populations 

vivant en sympatrique. Des études antérieures ont décrit des différences de 

susceptibilité au paludisme entre ces deux populations. D’autres études ont aussi 
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décrit le rôle que pouvait avoir les facteurs génétiques dans la susceptibilité de ces 

populations vis-à-vis du paludisme. La connaissance de la distribution des phénotypes 

érythrocytaires dans ces populations pourrait donc contribuer à considérer le rôle 

confondant que ces facteurs génétiques peuvent avoir dans l’étude d’autres facteurs 

tel que l’alimentation et le métabolisme énergétique. Cela pourrait aussi aider dans 

l’interprétation des données sur l’efficacité des vaccins, des stratégies de prévention 

et autres essais thérapeutiques. 

Un tube de sang de 6 ml sur EDTA était prélevé par participant. La technique manuelle 

sur gel de filtration (Ortho BioVue System, Ortho Clinical Diagnostics, Inc) était utilisée 

pour le phénotypage des systèmes sanguins selon le mode opératoire normalisé qu’on 

avait élaboré à cet effet.  

La technique consistait : après ouverture des supports de filtration, on ajoutait 

successivement dans chaque étui une goutte de sérum physiologique, une goutte de 

chacun des réactifs par étui (Anti globulines humaines polyvalentes) puis une goutte 

du sang dilué au sérum physiologique, centrifugation pendant 5 minutes, suivie d’une 

incubation pendant de 45 minutes puis une centrifugation pendant de 5 minutes. Pour 

le système ABO la goutte de sang diluée était directement déposée dans l’étui du gel 

de filtration qui contenait déjà les immunoglobulines anti A et B. La lecture était faite 

immédiatement. Le résultat était dit positif ou négatif selon la présence d’agglutination 

ou pas. Les fréquences des allèles ont été calculées en utilisant la formule de 

Bernstein pour les systèmes ABO, Kidd, Duffy, MNSs and Kell, et le programme 

GENE[RATE] pour le système RH 

  

 

CHAPITRE II : Etude de la prévalence moléculaire des especes plasmodiales 
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dans les deux groupes ethniques (Peulh et Dogon) 

Nous avons étudié la distribution des differentes espces de Plasmodium par la PCR 

quantitative (qPCR) en utilisant le Light Cycler. C’est une technique de PCR en temps 

reel. Le produit biologique utilisé était l’ADN génomique extrait à partir du sang total 

en utilisant les kitts Qiagen. Des amorces spécifiques ont été utilisées pour amplifier 

chaque espèce. Les couples d’amorces utilisés par espèce étaient les suivants : 

5’AGTGTGTATCAATCGAGTTTTC3’ (forward)  

5’AGTTCCCCTAGAATAGTTACA3’ (revers) pour P. falciparum ; 

5’ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA3’ (forward) 

5’CCAAAGACTTTGATTTCTCAT3’ (revers) pour P. ovale ; 

 5’ATAACATAGTTGT-ACGTTAAGAATAACCGC3’ (forward) 

 5’AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA3’ (revers) pour P. malariae ; 

5’CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC3’ (forward) et 

5’ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 3’ (revers) pour P. vivax. 

Le protocole d’amplification (temperature, nombres de cycles) était fonction des 

espèces étudiées. Le protocole complet d’amplification est en annexe dans ce le 

document. 

 
CHAPITRE III : Etude du rôle des dérivées métabolites des aliments et leurs 

récepteurs (AGE, RAGE) dans les deux populations  

Dans cette partie, nous avons fait le dosage des AGEs et des sRAGEs dans le plasma 

collecté chez les volontaires.  

 

1. Dosage des AGEs par ELISA 

Le kit ELISA compétitif OxiSelect™ Advanced Product (AGE) (STA-817-5) a été utilisé 

selon les instructions du fabriquant. En bref, la plaque a été revêtue de 100 μl des 
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AGE conjugués dans chaque puits et a été incubée pendant une nuit à 4° C. La plaque 

est ensuite lavée deux fois avec le PBS 1X et bloquée avec 200 μl du diluant de dosage 

dans chaque puits et stockée à 4° jusqu'à utilisation. Une gamme de concentrations 

standardisées est préparée avec des dilutions en série d'AGE-BSA. Après avoir lavé 

la plaque avec un tampon 1X, 50 μl du standard ou de l'échantillon sont ajoutés aux 

puits en double et la plaque est ensuite incubée à température ambiante pendant 10 

minutes sur un agitateur orbital de microplaque. Après incubation, 50 μl d'anticorps 

anti-AGE dilué ont été ajoutés dans chaque puits et incubés à température ambiante 

pendant 1 heure sur agitateur orbital, puis lavé avec 250 μl de tampon de lavage à 1X. 

Après lavage de la plaque avec 250 μl de tampon de lavage 1X, 100 μl du conjugué 

anticorps secondaire-HRP dilué a été ajouté dans chaque puits puis incubé pendant 1 

heure à température ambiante sur agitateur orbitaire. Après le dernier lavage, la 

solution de substrat a été ajoutée à la quantité de 100 μl dans chaque puits. La réaction 

a été arrêtée entre 2-20 mns en ajoutant 100 μl de la solution d'arrêt dès que la 

coloration dans les puits change. L'absorbance a été lue avec le lecteur de 

microplaque à 450 nm comme longueur d'onde primaire et 620 comme référence. Les 

concentrations d'AGE dans les échantillons ont été calculées avec l'équation de la 

courbe du standard. Le test a été validé si le coefficient R2 était> 0.98 

 

2. Dosage des sRAGE par ELISA 

La quantification des sRAGE dans le plasma a été réalisée à l'aide du kit ELISA 

(RD191116200R, sRAGE Human, BioVendor). Le standard, le témoin ou l'échantillon 

ont été ajoutés à des quantités de 100 μl par puits et incubés pendant 2 heures à 

température ambiante sur un agitateur orbital de microplaque. Après la période 

d’incubation de 2 heures, la plaque a été ensuite lavée 5 fois avec 350 μl de solution 
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de lavage. La solution d'anticorps marquée par la biotine a été ajoutée à raison de 100 

μl dans chaque puits et incubés pendant 1 heure à température ambiante sur un 

agitateur orbital de microplaque. Après un deuxième lavage de la plaque, on a ajouté 

100 μl de Streptavidine-HRP conjugué dans chaque puits puis on a incubé pendant 

30 minutes à température ambiante sur un agitateur orbital de microplaque. Après le 

dernier lavage, la solution de substrat a été ajoutée à raison de 100 μl dans chaque 

puits et la réaction a été arrêtée entre 2-20 minutes après avec 100 μl de la solution 

d'arrêt. L'absorbance a été immédiatement lue avec le lecteur de microplaques à 450 

nm en tant que longueur d'onde primaire. Les contrôles de qualité ‘élevés’ et ‘bas’ ont 

été inclus dans chaque réaction pour la validation de la réaction. Les concentrations 

de sRAGE dans les échantillons ont été calculées avec l'équation de la courbe du 

standard. Le test a été validé si le coefficient R2 était> 0.98 

 

CHAPITRE IV : Etude de l’expression et du polymorphisme de gène codant les 

récepteurs de métabolisme (RAGE) 

 
1. Etude de l’expression du gène codant pour les récepteurs RAGE 
 

1.1. Extraction de l'ARN total et transcription inverse  

L'ARN total a été extrait à partir de lymphocytes humains congelés dans de l'azote en 

utilisant le kit d'isolement de miRNA MirVana™ (Ref. AM1560, Ambiom). En bref, 

après une décongélation rapide des lymphocytes, on a ajouté 300 à 600 μl de la 

solution de lyse pour lyser les cellules. Le lysat cellulaire a été melangée par pipétage 

ou par agitation rigoureuse jusqu'à l'obtention d'un lysat homogène. L'extraction 

organique consistait à ajouter la solution d’homogénisation de miRNA au rapport de 

volume 1:10 du lysat cellulaire, et de bien mélanger par vortex puis laisser le mélange 
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sur de la glace pendant 10 min. L’acide-Phénol:Chloroforme a ensuite été ajouté au 

mélange et mis au vortex pendant 1 minute puis centrifugé pendant 5 minutes à 10 

000 x g à température ambiante pour séparer les phases aqueuse et organique. La 

phase aqueuse (supérieure) a été transférée dans un nouveau tube. L'éthanol à 100% 

a été ajouté à 1,25 volume à la phase aqueuse et 700 μl du mélange ont été transférés 

dans chaque collone à filtre. La centrifugation a été effectuée pendant 15 secondes à 

10 000 x g pour passer le mélange à travers le filtre. Le filtre a été lavé une fois avec 

700 μL de solution de lavage 1, puis deux fois avec 500 μL de solution de lavage 2/3. 

L'ARN a été collécté dans des tubes sans nucléase après avoir ajouté100 μl de 

solution d'élution préchauffée à 95 ° C et stockés à -20 ° C. La quantité et la qualité de 

l'ARN ont été déterminées par le spectrophotomètre NanoDrop 1000 à 260/280 et 

260/230.  

L'ARN total a été retranscrit en ADNc (ADN complémentaire) par transcription inverse 

en utilisant le kit ‘‘High-Capacity cDNA Archive Kit (Ref. 4374966, Life Technologies) 

conformément aux instructions du fabricant. La réaction a été effectuée dans le 

thermocyleur avec 50 μl de 2X RT master mixte (contenant 10X de Buffer de 

Transcription Reverse, 25X de dNTP, 10X d’amorces non spécifiques, la 

Transcriptase Reverse MultiScribe™, l’eau pure sans Nucléase) et 50 μL d'échantillon 

d'ARN dans chaque puits. Les conditions de réaction étaient de 25 ° C pendant 10 

minutes, 37 ° C pendant 120 minutes, puis les échantillons sont stockés à -20 °C 

jusqu'à utilisation. 

 

1.2. La PCR quantitative en temps réel pour évaluer l’expression du RAGE 

Les amorces utilisées pour la PCR étaient : 

 Forward : - 5'CAGGACCCTGGAAGGAAGCAGG3 ' 
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et Revers -5'CTGGTTGTAGAAGAAAGCTTGGC3'. Le gène HSPCB (pour sa stabilité 

d’expression même en cas de maladie chronique comme les cancers) a été utilisé 

comme gène de référence pour normaliser la PCR. Les conditions de PCR étaient les 

suivantes : pré-incubation à 95 ° C pendant 10 minutes suivie de 40 cycles de 95 ° C 

pendant 15 s, 55 ° C pendant 20 s, 72 ° C pendant 30 ° C et se terminant par 72 ° C 

pendant 10 minutes. La PCR a été effectuée avec le Light Cycler. La méthode ΔΔCT 

a été utilisée pour calculer l'expression rélative du gène. 

 

2. Étude du polymorphisme du gène codant pour RAGE 

La mutation -374 / AT, -429T / C et la délétion/insertion -69pb suppression ont été 

étudiées par RFLP (polymorphisme de restriction de longueur de fragment). Un 

fragment de 503 pb a été amplifié par PCR en temps réel. Les amorces utilisées étaient 

AGER_F 5'- GGG GCA GTT CTC TCC TCA-3 'et AGER_R 5'-TCG TGT TGT CAC 

AGG GAA TG-3' comme décrit précédemment dans la littérature (Peng et al., 2009). 

Les conditions de PCR étaient de 95 ° C pendant 10 mn, suivie de 35 cycles de 95 °C 

pendant 30 s, de 55 °C pendant 20 s, de 72 °C pendant 30 s et d'une élongation 

terminale de 72 ° C pendant 10 mns. Les produits de PCR (503 pb) ont ensuite été 

digérés avec MunI (MfeI) et AluI (10 μl de produit de PCR + 1 μl d'enzyme + 2 μl de 

tampon et 18 μl d'eau) à 37 ° C pendant 15 heures dans un thermocycleur. Le produit 

digéré (7 μl + 3 μl de tampon de chargement) a été chargé sur un gel d'agarose à 1% 

et a migré pendant 1 heure à 100 volts. La digestion avec MfeI a révélé des fragments 

214 et 288 pb pour l'allèle 374A et 503 pb pour l'allèle muté 374T (Figure 5). 
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B. Resultats 
 
 
CHAPITRE I : Résulats sur les systèmes érythrocytaires. 

Les résultats sur ce chapitre sont presentés dans l’article suivant (en préparation). 

 

Article 2: Erythrocyte polymorphisms in different ethnic groups in malaria 

endemic areas of Mali. 

Karim Traore1,4, Salimata Konate1, Amadou Niangaly1, Alhassane Ba2, Alassane 

Niare1, Julie Di Cristofaro3, Mounirou Baby2, Mahamadou A. Thera1,5, Stephane Picot4, 

Jacques Chiaroni3, Gilles Boetsch5, Ogobara K. Doumbo1,5 

 
Statut : en préparation pour soumission 
 

Resumé 

La connaissance de la structure génétique des populations est capitale dans la 

recherche et la lutte contre certaines maladies comme le paludisme. L’objectif de cette 

étude était de déterminer les polymorphismes érythrocytaires dans deux droupes 

ethniques ayant des differences de susceptibilité connues au paludisme. Nous avons 

fait une étude transversale incluant différentes populations ayant des modes de vie 

différents. Les phénotypes des systèmes ABO, Rh, Kell, MNS, Kidd, Duffy ont été 

déterminés par la technique de filtration sur gel et des enquêtes anthropologiques ont 

été menées. Chez 231 participants inclus dans six villages, les phénotypes O (40,7%) 

et A (31,2%) étaient les plus fréquents avec des fréquences alléniques respectives de 

0,65 et 0,21. Les phénotypes Dce (52,4%), DCce (20,3%) et DCEE (11,7%) et les 

haplotypes R0 (0,55) et r (0,18) étaient les plus fréquents dans le système Rh. Le 

phenotype O et l’haplotype R1 eéatient prédominant chez les Peulh. Des cas de 
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déficite en glycophorines B ont aussi été décrits dans notre population d’étude. Environ 

7% des participants étaient Duffy positif, ils étaient tous Kell négatif. Certains facteurs 

génétiques érythrocytaires décrits dans cette population (groupe O et deficite en 

glycophorine B) pourraient conferer des resistances naturelles au paludisme. Leur role 

devrait être pris en compte dans l’interprétation des études sur la susceptibilité au 

paludism, ainsi que dans les essais cliniques. La connaissance de la distribution de 

ces facteurs dans la population en zone endémique du paludisme devrait un donc être 

un préalable à toute étude sur la susceptibilité au paludisme afin de permettre une 

évaluation objective du role de tout nouveau parametre étudié dans le cadre de la 

susceptibilité au paludisme. Ces données supportent aussi le fait que ces populations 

ont été soumises à des pressions de selections exercée par l’environnement, ce qui 

pourrait expliquer ces adaptations de resistance suite à la selection positive de ces 

facteurs génétiques. La susceptibilté au paludisme devrait donc etre étudiée de façon 

plus inclusive. 
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Abstract. 

Background: African populations exhibit high degree of genetic diversity. Description 

of this population’s genetic diversity is critical for understanding markers of 

risk/protection and disease management and control strategies. Since genetic diversity 

could be associated with difference of susceptibility to some diseases like malaria, it is 

important to consider its impact when interpreting results of clinical trials in malaria 

endemic areas. This study aimed to determine the erythrocyte polymorphism in 

different populations of malaria endemic area in Mali.  

Methods: The cross-sectional surveys were carried out in different ethnic groups living 

in malaria endemic areas in Mali. Six milliliters of whole blood were collected in EDTA 

vials from each participant after informed consent has been obtained. The ABO, RH, 

Kell, MNSs, Kidd, Duffy systems phenotypes were determined by the technique of gel 

filtration. 

Results and discussions: A total of 231 subjects were included from six villages. The 

blood groups phenotypes O (40.7%) and A (31.2%) were more frequent with respective 

allele frequencies of 0.65 and 0.21. In the RH system, phenotypes Dccee (52.4%), 
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DCcee (20.3%) and DccEe (11.7%) were the most frequent; while the haplotypes R0 

(0.55), r (0.20) and R1 (0.13) were the most frequent. Seven percent (7%) of Duffy 

positive and 4% of Glycophorin B deficiency (S-s-) were observed in our participants. 

All participants were Kell negative.  

Conclusion: ABO and RH systems were polymorphic in these ethnic groups in Mali. 

Their implication in susceptibility to malaria should be considered in clinical trials 

interpretation, and for prevention of blood transfusion risks.  

Keywords: erythrocyte systems, polymorphism, ethnicity, environment, malaria, Mali. 

 

1. Background.  

Africa is a continent where higher population genetic diversity and the role of 

evolutionary processes that contributed to this diversity has been described [1,2]. It is 

also characterized by a lower degree of linkage disequilibrium[1,3], supporting the 

hypothesis of African origin of human. African genetic diversity is associated with 

significant demographic and cultural diversity, making the continent a relevant place to 

study factors contributing to the definition of gene pool of contemporary populations. 

 

The Sahel-Saharan regions have a strong cultural diversity, with contrasting climatic 

areas in terms of rainfall, defining different environments and lifestyles. The 

populations living in these environments are constantly affected by numerous 

infectious diseases, leading to a strong pressure of natural selection[1,2]. This 

selection pressure results into a genetic diversity in populations, which may have 

diverse medical implications like susceptibility to disease. 
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Mali is a country with different eco-climatic areas and an important ethnic diversity. 

Some genetic diversities associated with differences in susceptibility to malaria have 

already been described in sympatric Malian populations[4,5,6,7,8] 

Many clinical trials including therapeutic and vaccine studies are being conducted in 

such areas and blood transfusion is common due to severe malaria and sickle cell 

disease. Studying the genetic structure of these populations (including erythrocyte 

systems) is crucial in interpreting the finding of clinical trials. In addition, the knowledge 

of genetic polymorphism map across the countries could have advantages in the 

prevention of risks related to blood transfusion in countries with limited resources 

where the technical platform cannot efficiently determine some erythrocyte 

phenotypes. 

 

This study aimed to study the erythrocyte polymorphism in populations living in 

different environmental and socio cultural conditions in Mali. 

 

2. Methods. 

 

Study areas. 

The study has been conducted in six villages with different eco-climatic and 

sociocultural conditions in the northeast of Mali.  

Bandiagara: a city located at 700 km from the capital city in the northeast of Mali has 

15,000 inhabitants. The population consists mostly of Dogon (64%) who live with 

Fulani and Tukulor (12%), and other ethnic groups. They practice ethnic exogamy and 

the caste endogamy. The languages are Niger-Congo-Atlantic, Niger-Congo-Mande 

and Afro-Asiatic-Berber. 
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Manteourou : a village with 1156 inhabitants (according to the census conducted in 

2011) is divided into two districts (Dogon, Fulani) separated by a distance of 

approximately one kilometer.  

Madougou: with 3128 inhabitants, is located at 12 kilometers from Manteourou and 

these two villages have the same configuration and characteristics (Madougou Dogon 

district and Fulani district). 

Binedama: is a Fulani’s village with only 510 inhabitants (2011 census). 

In these villages, the two ethnic groups (Dogon and Fulani) live in sympatric and 

practice ethnic endogamy. The language is Niger-Congo-Atlantic. 

Petaka and N'Gono are located at around 150 km in the northeast from previous 

villages. Dogon constitutes the predominant ethnic group of the population. Family is 

meanly based on ethnic endogamy, patrilocality, and the language is Niger-Congo-

Atlantic. 

The structure of these societies is patrilineal and patrilocal. 

 

Data collection and laboratory assay: 

Data were collected in cross-sectional surveys from July to September 2011. A total of 

231 participants from permanent resident populations were included in our study. 

Participants were included in order of arrival to the study center after they signed 

consent forms. As main inclusion criterias participant should be at least 3 years old, 

with no clinically chronic disease, no immune deficiency or history of blood transfusion 

in the last three months. A blood sample (6 ml in EDTA tube) was collected from each 

participant by venipuncture. Interviewing participants also collected the socio 

demographic data of each participant.  
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The manual technique of gel filtration (Ortho Bio Vue System, Ortho Clinical 

Diagnostics, Illkirch, France) was used for phenotyping of the blood groups systems 

according to the standardized operating procedure. Briefly, after opening filtration 

support, we added successively in each well one drop of saline solution, one drop of 

each reagent (Polyvalent human anti-globulins) and one drop of diluted blood with 

saline. A centrifugation was done for 5 minutes (Ortho BioVue System centrifuge), 

followed by 20 minutes incubation at 37° C, and then centrifugation for 5 minutes. For 

ABO system, diluted blood was directly added into the well of filtration support, which 

already contained the immunoglobulins anti-A and anti-B (+ anti-AB). The result was 

positive if there was agglutination or negative if there was no agglutination. 

 

Statistical methods:  

Data were entered and analyzed in SPSS software version 16. Alleles frequencies 

were calculated using the Bernstein formula for ABO, Kidd, Duffy, MNSs and Kell 

systems, and the GENE[RATE] program for RH system. The phenotype frequencies 

were calculated for all the study participants while allele frequencies were determined 

only in unrelated participants. 

 

3. Ethical clearance: 

 

The study protocol was approved by the ethics committee of the faculty of medicine, 

pharmacy and dentistry of Mali prior the study. Each participant signed two copies of 

informed consent form. The illiterate participants unable to sign used their fingerprint 

and were assisted by literate witness. All the study procedures were discussed in the 

participant’s desirable language in the presence of a witness. Parents or legal 



71

guardians signed the assent forms for the minors after having their consent. Each 

participant was given a signed copy of informed consent. To warrant the confidentiality, 

each participant was assigned a code, which has been used instead of the name on 

samples. 

 

4. Results. 

 

Socio demographic characteristics of study participants:  

A total of 231 participants, composed in majority of Dogon (66,7%) and Fulani (29,4%) 

were included. Other ethnic groups (Tamashek and Bambara) constituted 3.9% of the 

sample. The sex ratio was 1.22 (males/females) and the median age was 38 years 

with respectively 3 and 88 years as minimal and maximal age. Binedama and Ngono 

villages had the lowest participant’s number with respectively 5.2 and 8.6% of 

participants (Table 1). Population structure is patrilocal and patrilineal. 

 

Erythrocytes polymorphism results:  

The phenotype O was the most frequent (40.7%), followed by A (31.2%), B (21.6%) 

and AB (6.5%) (Table 2). The allele O (0.65) had the highest frequencies, followed by 

A (0.20) and B (0.14) for the ABO system (Table 2). In the RH system, the predominant 

phenotypes were Dccee (52.4%), DCcee (20.3%) and DccEe (11.7%) The haplotype 

R0 (0.55) was the most frequent, followed by r (0.18) and R1 (0.13) (Table 3). Most of 

the study participants were Duffy negative with 93.5% of Fy(a-b-), and 6.5% of Duffy 

positive. The alleles frequencies were 0.99 for FY*O, 0.0065 for FY*A and FY*B (Table 

2). In the Kidd system, the phenotypes frequencies were 56.3 ; 34.6 ; 8.7 and 0.4% 

respectively for Jk(a+b-), Jk(a+b+), Jk(a-b+) and Jk(a-b-) (Table 2), with respective 
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alleles frequencies of 0.75 and 0.25 for JK*A and JK*B (Table 2). Phenotypes 

frequencies in MNSs system were 74.5 for S-s+, 17.8 for S+s+ and 3.9% for S+s- and 

3.9 for S-s- (Table 4). All participants were Kell negative (Table 2). 

 

5. Discussion 

 

The study involved populations from six villages with different eco-climatic conditions 

and lifestyles. The lower numbers of participants from Binedama and N’gono are due 

to small total population size of these villages. Most of the study sites were Dogon 

and/or Fulani villages, leading to a high representation of these two ethnic groups in 

our sample. Except children under 3 years old, all the age groups (3-88 years) were 

represented in our sample, allowing the determination of erythrocytes polymorphisms 

distribution at all ages. Children less than 3 years old were excluded from the study to 

avoid confounder factors related to blood group systems immaturity. 

  

ABO system phenotypes and alleles distribution 

High frequencies of blood group O phenotypes in Sub-Saharan Africa are already 

reported in literature [9,10]. In Mali, a recent survey in the national blood transfusion 

centre reported 42% of O phenotypes [8]. Another study which included five ethnic 

groups in malaria endemic area in Ivory Cost in 2009 reported 50-60% of O phenotype 

[6]. The predominance of this phenotype in Sub-Saharan Africa has been suggested 

to be related to the natural selection pressure by some endemic diseases like malaria 

[4,7,12,13,14]. The rosetting mechanism has been described as one of the factors that 

contributed to the positive selection of O allele carriers by conferring to them relative 

resistance to malaria [4].However, demographic phenomena including populations’ 
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migration, genetics drift and the founder effect could also have considerable role in the 

distribution of erythrocyte phenotypes. The Mitochondrial DNA and Y-chromosome 

analysis could contribute to determine the role of these demographic phenomena in 

the actual distribution of erythrocytes polymorphism [10]. 

The highest frequencies of O phenotype in our sample were observed in Fulani ethnic 

group with 48.6% (table 4). Reduced susceptibility to malaria has been described in 

Fulani populations, compared to their neighbors’ sympatric Dogon and Mossi 

populations[5,6,8]. Antigen presenting cells such as dendritic cells and Toll-Like 

Receptors activation pathways, or polymorphism of gene coding for some cytokines 

have been described to be involved in this difference of susceptibility to malaria [5,6,8].  

 

The RH system phenotypes and haplotypes distribution 

The RH system was polymorphic with 10 different phenotypes determined in the study 

sample. Phenotype Dccee and the haplotype R0 had the higher frequencies. Previous 

studies have described the high frequencies of Dccee and R0 in Sub-Saharan 

populations [15-17]. This may be consistent with the fact with that Rh haplotype is the 

ancestral one and as it is seen with other haploidic systems (mDNA and Y 

chromosome), the most ancient is found in Africa considered as cradle of modern 

human [16,17].  

 

The prevalence of HbS allele which is another genetic polymorphism conferring 

resistance to malaria [18,19], may determine the distribution of Dccee and R0. Carriers 

of this allele have enhanced expression of antigens D, c et e, leading to high 

frequencies of haplotype R0 in high sickle cell prevalence area [15,16]. Dogon people, 

who are known to have a much lower frequency of the HbS allele, have in contrast a 
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high frequency of the HbC allele [18]. All these genetic markers polymorphisms are the 

result of natural selection and co-evolution of human and malaria parasite [19]. 

Higher frequency of haplotype R1 was described in this study, compared to previous 

data published [17]. This haplotype was present exclusively in Fulani population. The 

Fulani population practice ethnic endogamy, which establishes a genetic distance 

between them and other ethnic groups. These data could also support the back 

migration «back to Africa» hypothesis reported in literature [20-23]. 

 

Duffy system phenotypes and alleles distribution 

As already described in non-Caucasian populations[7,9,17,19], we found higher 

frequencies (93.5%) of Fy(a-b-) phenotype and FY*O allele (0.99) in our sample. 

However, 6.5% of our participants were Duffy positive. Menard et al. described 8.8% 

of asymptomatic Plasmodium vivax infection in Duffy negative people of Madagascar 

where 28% of the population are Duffy positive [24]. The low frequencies of Duffy 

positive in African populations could be a factor that maintains a silent transmission of 

P. vivax. Malaria control programs should incorporate more sensitive tools for the 

diagnosis and surveillance of P. vivax in these areas.  

 

MNSs system phenotypes distribution 

The phenotype S-s+ (74%) was the most frequent in our study participants. Higher 

frequency of Glycophorin B deficiency (S-s-) was observed in Fulani (7.4%), compared 

to their neighbor Dogon (2.6%). The Glycophorin B deficiency is described as natural 

resistance factor to malaria infection invasion [24].The presence of this phenotype in 

malaria endemic areas could be a result of natural selection pressure from malaria. 

However, these phenotypes need to be confirmed by molecular assay. 
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6. Conclusion 

 

Polymorphisms among the different populations were mainly observed in the ABO and 

RH systems. The ethnicity and the environment of residence were the factors involved 

in polymorphism distribution; highlighting the role of environmental natural selection in 

the genetic diversity. The study of erythrocytes polymorphisms is a significant 

contribution in understanding the differences in susceptibility to malaria. The natural 

selection pressure can involve several genetic markers (including erythrocytes 

systems thought to be sensitive to natural selection). And a natural resistance to 

disease could be the sum of polymorphisms of several genetic markers. Since some 

polymorphisms in erythrocyte systems have been described to be associated with 

susceptibility or resistance to diseases, their distribution and their impact should be 

considered in epidemiological studies of malaria. For an accurate interpretation of 

studies on malaria suscptibility, clinical trials data for efficacy of drugs or vaccine in 

malaria endemic areas, any ethnic group difference in the distribution of erythrocytes 

phenotypes should be considered. The knowledge of erythrocytes polymorphism 

countrywide could also contribute to reduce risks related to blood transfusion 
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Tableau 1. Baseline socio demographic characteristics of the study sample 

 

Village Bandiagara Madougou Manterou Petaka N’Gono Binedama Total 

Dogon 41 29 35 32 17 0 154 

Fulani 13 25 17 0 1 12 68 

Others 7 0 0 0 2 0 9 

Total 

% 

61 

26.4 

54 

23.4 

52 

22.5 

32 

13.9 

20 

8.6 

12 

5.2 

231 

100 

 

Median of age 38 years 

Maximal 88 years 

Minimal 3 years 

Sex ratio (M/F) 1.22 
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Tableau 2. Distribution of phenotypes and alleles frequencies of ABO, Kidd, 

Duffy and Kell systems in unrelated participants.  

 

Erythrocyte system Phenotype Frequencies (n) Alleles frequencies 

 

ABO 

N=153 

A 30,1 (46) A= 0.2037 

B 20,9 (32) B= 0.1482 

AB 6,5 (10)  

O 42,5 (65) O= 0.6517 

 

Kidd 

N=153 

JK(a+b-) 59,5 (91) JK*A= 0.7484 

JK(a+b+) 30,7 (47)  

JK(a-b+) 9,8 (15) JK*B= 0.2516 

 

Duffy 

N=153 

Fy(a-b-) 98.0 (150) FY*O= 0.99 

Fy(a+b-) 0.7 (1) FY*A=0.0065 

Fy(a+b+) 0.7 (1)  

Fy(a-b+) 0.7 (1) FY*B= 0.0065 

Kell 

N=153 

K-(kk) 153 1 
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Tableau 3. Distribution of RH system haplotypes by ethnic group in unrelated 

participants 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Haplotypes Fischer R0 R1 R2 r’ r’’ Rz r 

 CDE     Dce DCe DcE dCe dcE DCE dce 

Dogon (n= 109)  0.621 0 0.092 0.072 0 0.019 0.195 

Fulani (n= 44)  0.403 0.362 0 0 0.019 0.025 0.189 

All (n=153)  0.552 0.134 0.069 0.032 0.016 0.011 0.20 
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Table 4. Ethnic distribution of MNSs, Kidd, Dufy and ABO systems phenotypes  

 

 

Phenotype 

Ethnic group P 

Fulani Dogon Others  

S-s- 7.4% (5) 2.6% (4) 0  

 

0.15 

S+s- 0 5.8% (9) 0 

S+s+ 19.1%(13) 18.2% (28) 0 

S-s+ 73.5% (50) 73.4% (113) 100%(9) 

JK(a-b-) 0 0.6% (1) 0  

 

0.15 

JK(a+b-) 47.1% (32) 61.7% (95) 33.3% (3) 

JK(a+b+) 36.8% (25) 31.8% (49) 66.7% (6) 

JK(a-b+) 16.2% (11) 5.8% (9) 0 

Fy(a-b-) 98.5% (67) 92.9% (143) 40% (4)  

 

<10-3 

Fy(a+b-) 0 0 40% (4) 

Fy(a+b+) 1.5% (1) 7.1% (11) 0 

Fy(a-b+) 0 0 20% (2) 

A 27.9% (19) 32.5% (50) 33.3% (3)  

 

<10-3 

B 17.6% (12) 24% (37) 11.1% (1) 

AB 5.9% (4) 6.5% (10) 11.1% (1) 

O 48.6% (33) 37% (57) 44.4% (4) 

Total  68 154 9  
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Table 5. Distribution of Rh and ABO phenotypes by study villages 

System Phenotypes Village 

Madougou 

% 

Manteourou 

% 

Binedama 

% 

Bgara 

% 

Petaka 

% 

N’Gono

% 

 

 

 

 

 

RH 

N=231 

dCcee 0 0 0 0 9,4 5 

dccee 0 0 8,3 4.9 0 25 

dccEe 0 0 0 0 0 5 

DCcee 24.1 21.2 33.3 23 9.3 10 

DCcEe 3.7 7.7 25 1.6 0 0 

Dccee 55.6 46.2 25 50.8 81.3 35 

DccEE 1.9 0 0 0 0 0 

DCCee 5.6 11.5 8.3 0 0 0 

DccEe 9.3 11.5 0 19.7 0 20 

DCCEe 0 1.9 0 0 0 0 

A 35.2 26.9 25 26.2 50 20 

 

ABO 

N=231 

B 24.1 23.1 25 21.3 12.5 25 

AB 9.3 5.8 0 9.8 0 5 

O 31.5 44.2 50 42.6 37.5 50 

Total 

N=231 

 54 52 12 61 32 20 
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CHAPITRES II, III et IV: Résultats sur les AGE, sRAGE, l’expression et le 

polymorphisme de RAGE.  

Les résultats des chapitres II, III et IV sont présentés dans un article scientifique publié 

à PLOS ONE. 

 

Article 3: Interaction between environment, nutrient-derived metabolites and 

immunity: A possible role in malaria susceptibility/resistance in Fulani and 

Dogon of Mali 

Karim Traore*, Mahamadou A. Thera, Anne-Lise Bienvenu, Charles Arama, Guillaume 

Bonnot, Adeline Lavoignat, Ogobara K. Doumbo, Stephane Picot. PLoS  

ONE 12(12): e0189724. 

Statut : publié dans PLOS ONE 

 

Résumé 

Les produits terminaux glycation avancée (AGE), qui sont des métabolites 

dérivés des aliments, résultent de la liaison entre le sucre réducteur et le groupe amine 

des protéines, des lipides ou des acides nucléiques connue sous le nom de la réaction 

de Maillard. Le niveau d'exposition aux AGE varie selon le type de régime alimentaire 

car leurs quantités dans les aliments sont fonction du mode de cuisson. Cela se traduit 

par le fait que certains groupes ethniques pourraient être plus exposés que d’autres 

aux AGE d’origine alimentaire lorsqu’ils ont des habitudes socioculturelles différentes.  

Notre objectif était donc d’étudier le rôle que ces AGE et leurs récepteurs, ainsi 

que les polymorphismes au niveau du gène codant pour ces récepteurs pourraient 

jouer dans les différences de susceptibilité au paludisme décrites chez les Peulh et 

Dogon sympatriques au Mali avec comme différence fondamentale le mode de vie. 
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Nous avons d’abord déterminé la prévalence de l’infection par Plasmodium 

dans les deux groupes ethniques par la qPCR. Nous avons ensuite mesuré par ELISA 

les taux plasmatiques d'AGE et leurs récepteurs solubles (sRAGE) chez 68 Peulh et 

154 Dogon. Nous avons également déterminé par qPCR l'expression du RAGE, et 

recherché les polymorphismes -374 T/A, -429 T/C et la délétion/insertion de 63 bp par 

la technique du polymorphisme par restriction de longueur de fragment (FLRP).  

A la suite de ces travaux, nous avons trouvé que le taux de prévalence de 

Plasmodium falciparum chez les Peulh était de 42,64% contre 51,30% chez les Dogon. 

Les prévalences des autres espèces étaient respectivement chez les Peulh et les 

Dogon de 5,88% contre 6,5% pour P. malariae, 0% contre 2,6% pour P. ovale. La 

moyenne des taux AGE plasmatique était de 10,21μg/ml, IC 95% [8,02-10,92]) chez 

les Peulh contre 16,88 μg/ml, IC 95% [13,92-17,96] chez les Dogon (p< 0,001). Quant 

à la moyenne des taux de sRAGE, elle était de 563,07pg/ml, IC 95% [547,81-580,13] 

chez les Peulh contre 465,68 pg/ml, IC 95% [331,19-467,51]) chez les Dogon (p< 

0,001).  

Le récepteur RAGE était deux fois plus exprimé chez les Dogon que chez les Peulh 

(0,08 vs 0,04), (P = 0,08) et la mutation -374A était plus fréquente chez les Peulh 

(32%) que chez les Dogon (20%). 

Les Peulh qui sont supposés êtres mois exposés aux AGE d’origine alimentaires (du 

fait de leur régime essentiellement à base de couscous et de lait) avaient effectivement 

de faibles taux sanguin d’AGE, comparés aux Dogon qui ont en principe un régime 

riche en AGE (plats bien cuits). Les Peulh avaient aussi des taux sanguins élevés de 

sRAGE qui jouent souvent un rôle compétitif avec les AGE et contribuent à leur 

élimination du sang. Le récepteur était aussi plus exprimé chez les Dogon, cela peut 

s’expliquer par les quantités d’AGE dans le sang qui induisent des réactions en 
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cascade avec une auto amplification de l’expression du RAGE. Finalement, des 

fréquences élevées de l’allèle mutée -374/T ont été observées chez les Peulh 

comparés aux Dogon (P<0,01). Cette mutation jouerait un rôle important dans 

l’expression des variantes du RAGE, mais aussi d’autres gènes de l’immunité.  

Vu le rôle délétère de l’activation permanente de l’axe AGE-RAGE sur l’immunité, ainsi 

que le rôle de la mutation -374/T dans la régulation des gènes du métabolisme et de 

l’immunité, nous pensons les habitudes alimentaires actuelles ou ancestrales d’un 

groupe ethnique pourraient jouer un rôle dans la susceptibilité actuelle au paludisme. 

Mais des recherches supplémentaires dans ce domaine en incluant aussi le microbiote 

intestinal pourraient contribuer à mieux élucider cette hypothèse. 
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V. DISCUSSION GENERALE 

Dans ce travail, nous avons fait une approche plus globale de la susceptibilité au 

paludisme en tentant d’expliquer les traits biologiques par les faits culturels et 

anthropologiques et vice versa (approche athropobiologique). 

  

1. Sur le plan socio anthropologique : 

L’étude a concerné au total 231 individus, inclus dans 6 localités différentes avec les 

conditions éco climatiques et les modes de vies différentes.  

L’âge médian dans notre échantillon était de 38 ans avec les extrêmes de 88 ans et 3 

ans. 

L’échantillon était constitué majoritairement de Dogons et de Peulh, avec quelques 

Tamashek et Bambara. Cependant, l’analyse a surtout été concentrée sur les 

différences entre Peulh et Dogon. 

L’activité principale des Dogon est l’agropastoralisme, les femmes sont des 

ménagères. Ils pratiquent l’endogamie/exogamie ethnique. La société est patriarcale, 

patrilinéaire et patrilocale.  

Les Peulh aussi pratiquent l’agropastoralisme mais à prédominance pastorale. Ils 

pratiquent la monogamie et l’endogamie ethnique. La transmission du nom est 

patrilinéaire mais celle des biens est mixte. La société est patriarcale et patrilocale.  

Ces deux groupes ethniques vivent de façon sympatrique dans le même 

environnement éco-climatique. Les différences d’activité de subsistances entrainent 

aussi des différences sur le plan des habitudes alimentaires pouvant avoir des 

répercutions biologiques.  

Nous n’avons pas fait de c alcul de taille minimale d’échantillon pour ce travail car 

notre étude est la première étude qui porte sur ce sujet dans cette popilation. Donc 
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elle contribuera à produire des données sous forme d’étude pilote qui pourront servir 

de base de calcul de taille déchantillon pour des futures études.  

 

2. Etude des facteurs génétiques érythrocytaires chez les Peulh et les Dogon 

Dans le système ABO, la prédominance du phénotype ainsi que les fréquences 

alléliques O observées dans cette étude confirment les données de la littérature dans 

laquelle la prédominance du O est déjà largement rapportée en Afrique 

subsaharienne. La relation entre la résistance naturelle au paludisme et la 

prédominance du groupe O a été largement décrite au Mali (Rowe JA, et al., 2007).  

Les fréquences les plus élevées du phénotype O ont été observées chez les Peulh, 

dépassant parfois les 70%. Ces Peulh du Mali ont déjà fait l’objet de plusieurs études 

sur leur faible susceptibilité au paludisme, comparés aux Dogon avec lesquels ils 

vivent de façon sympatrique. En plus des facteurs érythrocytaires, d’autres 

mécanismes immunologiques, portant sur les cellules présentatrices d’antigène, les 

polymorphismes au niveau du gène codant pour certaines cytokines, la persistance de 

la Lactase ont été aussi évoqué comme étant impliqués dans cette différence de 

susceptibilité (Arama C et all, 2011 ; Israelsson E et al, 2009 ; Lokki A I et al, 2011).  

Dans le système Rh, parmi les phénotypes différents décrits dans notre échantillon, 

les plus fréquents étaient Dce suivi du DCce. Des fréquences élevées du Dce 

(phénotype considéré comme rare) sont déjà décrites dans la littérature en Afrique 

subsaharienne (Chiaroni J, 2003), argumentant ainsi le rôle de la pression de sélection 

exercée sur cette région par les nombreuses maladies infectieuses. Les Peulh et les 

Dogon ont montré ici aussi une différence nette dans la distribution de ces phénotypes. 

Pendant que le phénotype Dce (fréquemment rencontré en Afrique subsaharienne) 

était le plus fréquent chez les Dogon (62%), c’est le DCce qui était le plus fréquent 
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chez les Peulh (39,7%), (P<10-3). Sur le plan alléliques, l’haplotype R0 était le plus 

dominant aussi bien chez les Dogon que chez les Peulh. Cependant l’haplotype R1 

était observé exclusivement chez les Peulh (0,362). Cet écart des Peulh vis à vis des 

autres populations sur le plan génétique est déjà décrite (Le Pennec PY, 1989) et 

pourrait s’expliquer en partie par leur mode d’alliance (l’endogamie ethnique), mais 

aussi par le phenomene de migration retour (back to Africa) des Peulh. Cependant, 

cette différence pourrait aussi s’expliquer par un biais de sélection dû à des tailles 

disproportionnées d’échantillons des deux ethnies ou à la taille de l’échantillon. 

Dans le système MNSs, des fréquences élevées de déficit en Glycophorines B (S-s-) 

ont été observées chez les Peulh (7.4%). Les déficits en Glycophorine B sont décrits 

comme étant des facteurs de résistance naturelle au paludisme (Pasvol G, et al 1983, 

Malaria Genomic Epidemiology Network). La présence de ces traits génétiques dans 

les zones d’endémie palustre pourrait être le résultat d’une pression de sélection 

naturelle exercée par le paludisme (Malaria Genomic Epidemiology Network). 

Cependant, ces cas de déficit de Glycophorine B necessitent une confirmation par 

techniques moléculaire.  

Par rapport au système Duffy, Si les fréquences élevées de Duffy négatif (phénotype 

Fy(a-b-) et l’allèle FY*O) observées dans ces populations ne font que confirmer les 

données existantes sur ce marqueur de résistance naturelle au paludisme à 

Plasmodium vivax, les quelques cas de Duffy positifs observés bien que faibles 

pourraient constituer un facteur de maintien des endémies palustres à Plasmodium 

vivax dans ces populations comme l’a déjà souligné Menard D et collaborateurs à 

Madagascar et recement au Mali par Niangaly A et al. Les Peulh et les Dogon n’ont 

montré aucune différence dans ce système Duffy. 
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3. Prévalence des espèces de Plasmodium dans la population d’étude 

Au cours de notre travail nous avons tout d’abord déterminé la prévalence moléculaire 

des différentes espèces de Plasmodium par la PCR quantitative (qPCR) en utilisant le 

Light Cycler. La prévalence moléculaire du paludisme infection était de 50,22% avec 

48,05% de P. falciparum ; 6,49% de P. malariae et 1,73% de P. ovale. Aucun cas de 

P. vivax n’a été formellement diagnostiqué dans cette étude. Le taux d’infection mixte 

était de 6,06% (4,76% de P. falciparum + P. malariae, 0,87% de P. falciparum + P 

ovale, 0,47% de P. malariae et P. ovale). L’absence de P. vivax dans notre population 

pourrait s’expliquer soit par la prévalence élevée de Duffy négatif dans ces 

populations, soit par un manque de sensibilité de la méthode utilisée pour cette 

espèce. Les Dogon avaient les prévalences les plus élevées (60.39%) comparés aux 

Peulh (48.53%). Les cas de P. ovale ont été décrits exclusivement chez les Dogons. 

Des études antérieures basées sur la microscopie avaient déjà décrit que l’indice 

plasmodique (IP) et la densité parasitaire étaient significativement plus faibles chez 

les Peulhs (IP= 15,9%) que chez les Dogons (IP= 20,7%) ; p<0,001. Mais la difference 

fondamentale entre Peulh et Dogon se situait surtout au niveau des manisfestations 

cliniques du paludisme (Arama C et al, 2011 ; Dolo A et al, 2012). Nous n’avons pas 

fait une évaluation de la différence interethnique sur le plan du paludisme clinique. Des 

études supplémentaires combinant les facteurs métaboliques, immunitaires et les 

présentations cliniques du paludisme permettront de mieux étudier le rôle des dérivés 

métaboliques alimentaires dans la susceptibilité inter ethnique au paludisme. 

 

4. Etude des produits terminaux de glycation et leurs récepteurs (AGE et RAGE). 

Nous avons trouvé des taux plasmatiques élevés d’AGEs chez les Dogon, comparés 

aux Peulh alors que les taux des sRAGE, supposés jouer un rôle dans l’élimination 
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des AGEs par effet de compétition étaient plus élevés chez les Peulh. La contribution 

significative des AGE alimentaires dans les quantités systémiques d’AGE est 

démontrée. En effet, selon le type de régime alimentaire, le niveau d’exposition aux 

AGEs peut beaucoup varier (Akirav et al., 2012 ; Goldberg T et al, 2004 ; Koschinsky 

T et al, 1997 ; Schilienger JL et al, 2010 ; Uribarri J et al, 2007, Uribarri et al, 2005). 

Les aliments longuement cuits sont pourvoyeurs d’AGEs, alors que les aliments peu 

ou pas cuits n’en contiennent que très peu ou même pas.  Les Peulh qui ont un régime 

alimentaire basé essentiellement sur le lait cru de vache et le couscous seraient moins 

exposés que les autres populations qui consomment au moins trois repas longuement 

cuits par jour. Ces différences sur le plan d’exposition aux AGEs alimentaires 

pourraient entrainer des différences biologiques avec des répercussions sur la 

susceptibilité à certaines maladies infectieuses comme le paludisme. En effet ces 

AGEs alimentaires et leurs récepteurs cellulaires (RAGE) constituent un lien entre 

l’environnement (habitudes alimentaires) et les systèmes de défense immunitaires 

(Akirav EM et al, 2012). Le rôle prépondérant de certaines dérivées nutritives a été 

récemment décrit dans le développement et la maturation de certains organes 

lymphoïdes et la régulation du système (Veldhoen et al, 2015). Il est récemment 

démontré aussi que les AGEs d’origine alimentaire influence considérablement la 

composition du microbiote intestinal (Qu W, et al, 2017).  Des études récentes ont 

également décrit le rôle important du macrobiote intestinal dans la modulation de la 

réponse immunitaire anti palustre (Yilmaz B, et, 2014). Ces résultats suggèrent donc 

que tout facteur susceptible de modifier de façon permanente la composition du 

microbiote pourrait jouer un rôle dans la susceptibilité au paludisme. De même que 

toute différence d’exposition aux AGEs alimentaires pourrait entrainer une différence 

de susceptibilité au paludisme. 
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L’expression deux fois plus des récepteurs RAGE sur les lymphocytes observés chez 

les Dogon comparés aux Peulh illustre bien leur différence sur ce plan. L’absence de 

différence statistiquement significative pourrait être liée à la taille moins importante de 

l’échantillon.  

Nous avons également décrit une fréquence élevée de l’allèle muté -374T chez les 

Peulh. Cette mutation est connue non seulement pour son rôle régulateur de 

l’expression du RAGE, mais elle pourrait aussi jouer un rôle important dans 

l’expression d’autres gènes de l’immunité (Yang et al. 2013 J. Diab Res). L’interaction 

AGE-RAGE et le polymorphisme de RAGE pourraient constituer un axe majeur de 

recherche sur la susceptibilité aux maladies infectieuses en général et au paludisme 

en particulier. De telles interactions sont d’ailleurs déjà décrites chez les Peulh et les 

Dogon. Lokki A et al, 2011 a décrit la persistance du gène de la lactase chez les Peulh 

(>50%) lié probablement à leurs habitudes alimentaires actuelles et ancestrales (Lokki 

A et al, 2011). Cette persistance est due à une mutation au niveau du promoteur du 

gene de la actase qui lui permet de s’exprimer chez ces populations (Ranciaro A, et 

al., 2014 ; Macholdt, E., et al 2015) et serait un facteur protecteur contre le syndrome 

métabolique (Friedrich D. C et al, 2014). Le RAGE étant aussi un recepteur de 

métabolisme de base, il pourrait avoir évolué selon les habiutes alimentaires 

des poplations. Et la mutation -374T pourrait etre l’un des resultats de cette 

évolution dont le rôle fonctionel mérite d’être étudié en profondeur.  

Dans cette étude, nous n’avons pas étudié la relation entre ces paramètres biologiques 

et la susceptibilité au paludisme clinique. Etant doné que la plupart des études ayant 

decrit les differences de susceptibilité au paludisme chez les Peulh et les Dogon ont 

porté sur les manifestations cliniques du paludisme, des études conçues à cet effet 



108

pourront aider à bien élucider le rôle des dérivées alimentaires et leur recepteurs dans 

la régulation du système immunitaire et la susceptibilité au paludism 

 

 

VI. CONCLUSION ET PERPECTIVES 

La susceptibilité ethnique au paludisme est une question complexe, multifactorielle. La 

compréhension des mécanismes de différence de susceptibilité interethnique aux 

maladies en général et au paludisme en particulier nécessite des approches novatrices 

prenant en compte des composantes multiples. L’étude du rôle de l’alimentation et les 

dérivées métaboliques alimentaires dans la susceptibilité au paludisme est un 

exemple de cette approche novatrice de recherche utilisant des composantes 

environnementale, biologique et socioculturelle. Nos résultats démontrent que des 

différences au niveau des habitudes alimentaires et culinaires pourraient se traduire 

par des différences au niveau biologique avec des implications dans la susceptibilité 

au paludisme. Ils ont aussi demontré que les Peulh avaient des fréquences elevées 

de facteurs génétiques érythrocytaires capables de conférer des résistances 

naturelles au paludisme, comparés aux Dogon.  

Notre démarche sur le rôle de l’alimentation et le métabolisme dans la susceptibilité 

au paludisme mérite d’être approfondie par des études de cohortes comparatives de 

groupes ethniques, et en intégrant les composantes de paludisme clinique. 

L’élargissement de l’étude à d’autres paramètres métaboliques tels que le cholestérol, 

les triglycérides, la glycémie, la protéine PCSK9, permettrait de mieux comprendre le 

rôle des dérivées métaboliques alimentaire dans la susceptibilité aux maladies 

infectieuses en général et au paludisme en particulier.  

 



109

Le rôle du microbiote intestinal étant aussi déjà démontré dans la susceptibilité 

au paludisme, et compte tenu du rôle important aussi de l’alimentation dans la 

composition du microbiote intestinal et le métabolisme (notamment les dérivées 

métaboliques alimentaires), il semble important d’explorer en profondeur l’interaction 

entre ces trois facteurs et leur impact sur la susceptibilité au paludisme dans les 

populations ayant des pratiques socioculturelles différentes. 
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ANNEXES  
Annexe 1: Protocole de séparation des lymphocytes 

Titre : Isolement lymphocytaire et congélation cellulaire 

Responsable : Vérificateur : Approbateur : Date d’effet : Mai 2011 

Nombre de pages : 5 
   Nombre d’annexes : 0

 
 
 

1. REACTIFS UTILISES 

- RPMI sans Glutamine 500 ml conservé Frigo (50 ml / patient) 

- Milieu de séparation pour lymphocytes ou Ficoll conservé Frigo (5 ml / 

patient) 

- Diméthylsulfoxyde DMSO conservé à température ambiante (100μl / 

patient) 

- Sérum de veau fœtal conservé congelé aliquoté (200μl / patient) 

- Bleu Trypan conservé à température ambiante puis au frigo après ouverture 

Solution pouvant remplacer RPMI pour dilution du sang et lavages: PBS/EDTA 2mM 

Toujours congeler en RPMI 

 

2. CONSOMMABLES ET MATERIELS 

- Tubes 15 ml à vis (3 / patient) 

- Microtubes pour comptage 

- Pipettes 10 ml + pro-pipette 

- Pipette 1 ml 

- Microtubes de congélation à vis 1.5 ml (1 / patient) 
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- Centrifugeuse à rotor libre avec portoir 15 ml 

- Cellules de comptage (Cellule de Malassez ou cellules à usage unique) 

- Microscope optique 

- Bassine glace 

 

3. PRELEVEMENTS 

- Sang prélevé sur tubes EDTA 6 ml depuis moins de 48h 

 
4. ISOLEMENT DES LYMPHOCYTES TOTAUX A PARTIR DU SANG 

TECHNIQUE DE MACROMETHODE 

- Identifier 3 tubes de 15 ml par patient 

- Sortir du frigo le RPMI et Milieu de séparation de lymphocytes pour une 

utilisation à T° ambiante (20°C), même température que les tubes de sang 

- Dans 1 tube de 15 ml diluer le sang QSP 8 ml de volume final en RPMI 

- Dans 1 autre tube de 15 ml déposer 4 ml de Milieu de séparation de 

lymphocytes (rapport 1/3 Ficoll pour 2/3 de sang dilué) 

- Déposer délicatement les 8 ml du sang dilué sans rupture de phase (incliner 

le tube puis le redresser)  

- Centrifuger les tubes à 2000 trs/min (500g) pendant 15 min SANS FREIN à 

20°C (protocole peut être adapté pour une durée de 30-40min) 

- Eliminer un large excès de plasma (+plaquettes) puis récupérer l’interface 

contenant les lymphocytes (éviter de prendre quantité importante de Ficoll) 

et la déposer dans 1 autre tube de 15 ml identifié 

- Ajouter RPMI qsp 12 ml, homogénéiser, vortexer 

- Centrifuger à 1900 trs/min (450g) pendant 10 min frein à 9 à 20°C (premier 

lavage) 
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- Eliminer le surnageant et laisser environ 2 ml dans le tube 

- Casser le culot cellulaire et ajouter du RPMI jusqu’à environ 12 ml, 

homogénéiser, vortexer  

- Centrifuger à 1600 trs/min (300g) pendant 10 min frein à 9 à 20°C (deuxième 

lavage) 

- Eliminer le maximum de surnageant, ajouter 1 ml de RPMI et casser le culot 

par aspiration refoulement 

- Faire un comptage cellulaire 

- Ajouter du RPMI jusqu’à environ 12 ml, homogénéiser, vortexer  

  
- Centrifuger à 1300 trs/min (200g) pendant 10 min frein à 9 à 20°C 

(troisième lavage) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5.  NUMERATION DES CELLULES 
 
 

+

+

Lymphocytes /
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Numération des cellules 

 
 

1. Diluer les cellules isolées au ½  avec du bleu trypan (volume 
10μl+10μl) 
 

2. Monter la cellule de Malassez (volume 1mm3 ou 1μl) et déposer la 
suspension diluée 

 
3. Compter : les  4 rectangles des coins de la cellule, calculer la 

moyenne de cellules obtenues par rectangle (cellules nucléées 
réfringentes, hormis celles colorées bleu) 
 

4. Calculer la quantité totale de cellules obtenues : 
 
N =1 rectangle moyen x 100 (nbre rectangles) x 2 (dil) x vol. 
resuspension en μl 

 
 

 
 

 
 
 
 

6. CONGELATION DES CELLULES 

- Identifier 1 cryotube par patient et placer dans une boite de congélation à -

80°C 

- Préparer extemporanément la solution de congélation : 

o 10% DMSO 

o 20% SVF 

o 70% RPMI 

Exemple : préparation pour 10 patients (1ml/ ampoule/ patient) 
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o 1ml DMSO 

o 2ml SVF 

o 7ml RPMI 

Attention : tenir compte d’un volume mort à évaluer en fonction de la taille des séries 

(compter 1 patient de plus / 10) 

- Placer le cryotube, milieu de congélation et culot cellulaire après dernier 

lavage dans la glace 

- Pour chaque patient resuspendre rapidement le culot sec avec 1 ml de 

milieu de congélation, homogénéiser par aspiration refoulement, transférer 

dans le cryotube correspondant et visser le bouchon 

- Placer rapidement les crytubes dans la boite de congélation à -80°C 

recouverte de ouate ou coton 
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Annexe 2 : protocole de determination des phénotypes érthrocytaires 

 

Titre : Phénotypage étendu des participants et recherche de l’antigène Diffu 

Responsable : Vérificateur : Approbateur : Date d’effet : Mai 2011

Nombre de pages : 2 
   Nombre d’annexes : 0

 

 

Champ d’application : 

Ce mode opératoire décrit les modalités d’exécution du phénotypage étendu des 

patients et la recherche d’antigène Diffu à distance d’épisode transfusionnel. 

La détermination du phénotype comporte : 

- Dans les conditions d’automatisation et d’information, une réalisation exécutée 

à l’aide d’un lot de réactifs et par un technicien.  

- Dans tous les autres cas, une détermination repose sur 2 échantillons exécutés 

par deux techniciens différents. 

- La saisie manuelle des résultats doit aussi passer par une double saisie 

effectuée par deux techniciens différents.  

 Matériels : 

- Tubes hémolyse 

-  Incubateur – Etuve 37 c 

- Pipette Pasteur 3 ml 

- Centrifugeuse 

Réactifs : 

- Solution saline (Sérum physiologique) 
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- Témoin réactifs : soit fourni par le fabricant de réactif, soit sérum AB (SAB) si réactif 

polyclonal ou solution saline 0,9% si réactif monoclonal 

- Sérum test 

- Antiglobulines humaines polyvalentes 

- Support filtration BVC (Conservation 1 heure après ouverture) 

Mode opératoire 

- Diluer le sang du participant : 

    2 ml de sérum physiologique + 1 ml de sang  dans un tube en verre ou en plastique  

- Identifier les supports de filtration en mettant le numéro du participant et l’ordre selon 

lequel les réactifs seront utilisés (Ex : Fya, Fyb, Jka, Jkb, S, s). 

- Ouvrir les supports de filtration 

- Mettre une goutte de sérum physiologique dans chaque étui du support à l’aide de la 

pipette Pasteur 

- Ajouter d’abord une goutte de chacun des réactifs par étui et ensuite une goutte du 

sang  dilué ; 

- Centrifuger pendant 5 minutes 

- Mettre en incubation pendant 45 minutes 

- Centrifuger pendant 5 minutes 

- Lire le résultat qui est positif si agglutination et négatif si absence d’agglutination 

- Editer le résultat sur la feuille de paillasse 

- Garder les supports dans un carton bien fermé. 

NB : - Les réactifs doivent être toujours dilués avec du sérum physiologique 

        - Ne pas se tromper de l’ordre d’utilisation des réactifs 

 

Annexe 3 : protocole d’extraction de l’ADN génomique à partir du sang total 
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Titre : Extraction d’ADN à partir de sang total (tube EDTA) 
Référence :  
Responsable: Vérificateur :  Approbateur : Date d’effet : Avril 2011 

   Nombre de pages : 3 
   Nombre d’annexes : 0

 

PRINCIPE 

Les membranes cellulaires et nucléaires sont lysées par action de la protéinase K et 

du tampon de lyse. L’ADN se lie par adsorption à la membrane de la colonne, les 

protéines et sels sont éliminés par les lavages successifs. L’ADN ainsi purifié est 

ensuite élué de la colonne. Ces différentes étapes se font selon les conditions ajustées 

par différents tampons. La concentration et la qualité de l’ADN sont estimées par 

spectrophotométrie. 

Pour l’extraction d’ADN à partir d’autres prélèvements biologiques, se référer à la 

notice du kit. Page 128 sur 148 

 

REACTIFS ET MATERIELS CRITIQUES 

Réactifs critiques 

 

Nom Fournisseur Référence 

QIAamp DNA Blood Kit* Qiagen réf. 51106, 250 extractions 

Nucleospin Blood* Macherey-Nagel 740951.250, 250 extractions 

Eau DEPC Invitrogen 75-0024 

Tube 1.5 ml Eppendorf 033508 

 

*utiliser l’un ou l’autre kit 
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Equipements critiques 

Centrifugeuse tubes 1.5 ml   

Bain marie    

 

ENREGISTREMENT DES ECHANTILLONS 

1. Enregistrer les échantillons dans le registre de biologie moléculaire (code 

région/code ethnie/numéro de trio/participant) et la date du prélèvement. 

2. Inscrire le numéro du prélèvement sur les tubes de biologie moléculaire. 

3. Noter la date d’extraction d’ADN dans le registre 
 

 

PROTOCOLE D’EXTRACTION 

1. Veiller à ce que les tampons des kits soient correctement préparés  

 
Pour le kit Nucleospin Blood 

-     Verser le contenu de B1 dans le flacon de B2, bien mélanger et coller 

l’étiquette B3 

- Ajouter le volume indiqué d’éthanol (96-100%)  dans le flacon de B5 et 

marquer ‘‘éthanol ajouté’’ 

- Ajouter le volume correspondant indiqué de solution dans chaque 

flacon de protéinase K; aliquoter 500 μl dans les tubes eppendorf et 

conserver à -200 C 

 
Pour QIAamp DNA Blood Kit 

- Ajouter le volume indiqué de solvant dans le flacon de protéase, 

aliquoter  500 μl dans les  tubes eppendorf et conserver à -200 C, 

- Ajouter les volumes indiqués d’éthanol (96-100%) dans les flacons de 

tampons AW1 et  AW2, conserver à la température ambiante, 

- Bien mélanger le tampon AL par agitation avant de l’utiliser 

2. Inclure dans la série un blanc d’extraction (échantillon remplacé par de l’eau) 
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3. inscrire le numéro d’identification du participant (code région/code 

ethnie/numéro de trio/participant) sur les tubes Eppendorf 1.5ml 

4. Noter sur le dessus des colonnes le même numéro d’identification du 

participant. 
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5.  

 

QIAamp DNA Blood Kit Nucleospin Blood 

5. Mélanger dans le tube 1.5ml préparé à 
l’étape 3 

     20μl de protéinase K (4.5mg/ml) 
     200μl de tampon de lyse (AL) 
     200μl de fluide biologique  
(bien agiter les échantillons au préalable) 

6. Agiter au vortex 10 à 20 secondes et faire un 
pulse de centrifugation, incuber 10 minutes 
à 56°C 

7. Ajouter 200μl d’éthanol absolu (96-100%) 

8. Agiter au vortex 10 à 20 secondes et faire un 
pulse de centrifugation 

9. Déposer la totalité du mix dans une colonne 
associée à un collecteur 

10. Centrifuger 1 min à 6000 g (8000 rpm), 
changer de collecteur 

11. Ajouter 500 μl du tampon de lavage n°1 
(AW1) 

12. Centrifuger 1 min à 6000 g (8000 rpm), 
changer de collecteur 

13. Ajouter 500 μl du tampon de lavage n°2 
(AW2) 

14. Centrifuger 3 min à 20000 g (14000 rpm), 
vider le collecteur 

15. Centrifuger 1 min à 20000 g (14000 rpm) 

16. Coller une étiquette UAG sur le tube 
Eppendorf 1.5ml qui recevra l’ADN purifié 

17. Placer la colonne dans ce tube 

18. Déposer 100 μl d’eau DEPC, incuber 1 à 5 
minutes 

19. Centrifuger 1 min 6000 g (8000 rpm) 

6. Mélanger dans le tube 1.5ml préparé à l’étape 
3 

25μl de protéinase K (4.5mg/ml) 
200μl de tampon B3 
200μl de fluide biologique 

(bien agiter les échantillons au préalable) 

7. Agiter au vortex 10 à 20 secondes et faire un 
pulse de centrifugation, incuber 10 minutes à 
70°C 

8. Ajouter 210μl d’éthanol absolu (96-100%)

9. Agiter au vortex 10 à 20 secondes et faire un 
pulse de centrifugation 

10. Déposer la totalité du mix dans une colonne 
associée à un collecteur 

11. Centrifuger 1 min à 11000 g (11000 rpm), 
changer de collecteur 

12. Ajouter 500 μl du tampon BW 

13. Centrifuger 1 min à 11000 g (11000 rpm), 
changer de collecteur 

14. Ajouter 600 μl du tampon B5 

15. Centrifuger 1 min à 11000 g (11000 rpm), 
vider le collecteur 

16. Centrifuger 1 min à 11000 g (11000 rpm) 

17. Coller une étiquette UAG sur le tube 
Eppendorf 1.5ml qui recevra l’ADN purifié 

18. Placer la colonne dans ce tube 

19. Déposer 100 μl d’eau DEPC, incuber 1 à 5 
minutes 

20. Centrifuger 1 min 11000 g (11000 rpm) 

 

 
21. Doser la quantité et estimer la qualité des ADN par absorbance de la densité 

optique à 260 et 280 nm de 10μl d’ADN, l’appareil doit être étalonné par l’eau 
utilisée lors de l’extraction 
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Annexe 4 : protocole de dosage des AGE par ELISA 

 

Title: Standard Operating Procedure for ELISA of AGE in human 
plasma 

 

Date: 22-Apr-
2014 

Prepared by Approved by Version: 001 
Karim TRAORE Pr Stéphane PICOT 
 
Objective: This procedure is designed for rapid detection and quantification of 

advanced glycation end products in human plasma samples. 

A/ Reagents and materials 

1. Reagents: 

- Anti-AGE Antibody 1000X 

- Secondary Antibody, HRP Conjugate 1000X 

- Assay Diluent  

- 10X Wash Buffer  

- Substrate Solution  

- Stop Solution  

- AGE-BSA Standard 1 mg/mL AGE-BSA in PBS 

- AGE Conjugate at 1.0 mg/mL in PBS  

- 100X Conjugate diluent  

- 1X PBS  

- Deionized water 

- Human plasma sample (samples to be tested) 

2. Materials - 96-well Protein Binding Plate - Single channel micropipette 1000 μl  - Multi channel micropipette 50 - 300 μl adjustable 
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- Microplate reader at 450 nm (620 nm as optional reference wave length) - 15 ml conic tubes - 1000, 200,10 μl tips 

B/ Reagents preparation: 

1. Reagents for AGE Conjugate Coated plate preparation: 

 a) Prepare 1X conjugate diluent: add 50 μl of 100X conjugate diluent to 4.95 ml 

of 1X PBS, final volume = 5 ml. 

 b) Prepare 10μg/ml of AGE conjugate: add 25 μl of 1mg/ml of AGE conjugate 

to 2.975 ml of 1X PBS, final volume = 3 ml. For one plate, prepare 6 ml of 10μg/ml of 

AGE conjugate (50 μl of 1mg/ml of AGE conjugate + 5.95 ml of 1X PBS, final volume 

= 6 ml) 

 c) Mix 1X conjugate diluent (point a) and 10μg/ml of AGE conjugate (point b) at 

a ratio of 1:1 (add 5 ml of 1X conjugate diluent to 5 ml of 10μg/ml of AGE conjugate 

and mix). - Add 100 μl of the mixture (1X conjugate diluent and 10μg/ml of AGE 

conjugate) to each well of the plate and incubate over night at 4°C. - Remove the solution and wash twice the plate with the 1X PBS. Blot plate 

on paper towels to remove all excess fluid.  - Add 200 μl of Assay diluent to each well to block the plate; incubate at 

room temperature for 1 hour, then transfer the plate at 4°C until the use. 

2. 1X Wash Buffer preparation: add 2 ml of 10X wash buffer concentrate to 18 

ml of deionized water, final volume = 20 ml of 1X wash buffer. 

3. Anti-AGE Anti body dilution: dilute the Anti-AGE antibody at 1:1000 with 

Assay diluent (add 5 μl of anti-AGE antibody to 4.995 ml of Assay diluent to 
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obtain a final volume = 5 ml). The diluted solution should be used immediately 

after dilution. 

4. Secondary Antibody dilution: dilute the Secondary antibody at 1:1000 with 

Assay diluent (add 10 μl of secondary antibody to 9.990 ml of Assay diluent to 

obtain a final volume = 10 ml). The diluted solution should be used immediately 

after dilution.  

C/ Preparation of the serial dilution of the AGE-BSA standard for standard 

curve 

 Prepare a 1:10 dilution D1 of AGE-BSA standard: in a 1.5 ml tube, add 40 

μl of AGE-BSA standard and 360 μl of assay diluent, final volume = 400 μl, 

 Transfert 200 μl of D1 in 2 wells A of a 96 wells plate (in duplicate), 

 Add 100 μl of assay diluent in wells from B to H (in duplicate),  

 Make a 1:2 serial dilution from A to G by transferring 100 μl of well A to B, 

100 μl of B to C, 100 μl of C to D, 100 μl of D to E, 100 μl of E to F, 100 μl 

of F to G, leave the well H blank. Make sure to homogenize before to transfer 

the solution form a well to another. 

D/ Assaay Protocle: 

 Prepare and mix all reagents thoroughly before use, 

 Assay each sample and the standard in duplicate, 

 Take the AGE conjugate coated plate from 4°C, 

 Remove the 200 μl Assay diluent from the wells of the plate,  

 Wash once with the 1X wash buffer, 

 Transfer 50 μl of the serial dilution of AGE-BSA in the respective well of the 

2 first columns of AGE conjugate coated plate, 

  Add 50 μl of each sample in duplicate in the rest of wells 
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 Incubate at room temperature for 10 minutes on orbital microplate shaker, 

 Add 50 μl of diluted anti-AGE antibody and incubate at room temperature for 

1 hour on orbital shaker,  

 Wash tree time with 250 μl of 1X wash buffer and tap on paper towel, 

 Add 100 μl of diluted secondary antibody-HRP conjugate, incubate 1 hour 

at room temperature on orbital shaker, and then wash tree time with 1X wash 

buffer. 

 Add 100 μl of a pre-warmed substrate solution at room temperature; 

incubate for 2-20 mns on orbital shaker. Watch plate carefully the plate, the 

reaction should be stopped when the color changes. 

 Add 100 μl of stop solution to stop reaction, and read immediately, 

 Read absorbance of each well on microplate reader using 450 nm as 

primary wave length (620 as reference).  

                    Figure 1. Courbe de tendance du standard               Figure 2. Plaque d’ELISA de  
avec l’équation de calcul des concentrations.             RAGE Prête pour la lecture au  
R2 est sensiblement égal à 1 (0,996).                         fluoromètre 
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Annexe 5 : protocole de dosage des sRAGE par ELISA 

 

Title: Standard Operating Procedure for ELISA of 

sRAGE in human plasma 

Date: 26-May-2014 

Prepared by Approved by Version: 001 

Kit Ref.: RD191116200R 

By BioVendor 

Karim TRAORE Pr Stéphane PICOT 

Objective: This procedure describes the detection and quantification of the soluble 

Receptor for Advanced glycation End Product Specific (RAGE) enzyme immunoassay 

for in human plasma. 

 

1. Reagents and materials 

- One Antibody coated ready to use 96-well strip plate;  

- 100X biotin labeled antibody: 1 vial of 0.13ml; 

- Streptavidin-HRP Conjugate: vial of 13ml; 

- Master standard lyophilized: 1 vial; 

- Quality Control High lyophilized: 2 vials; 

- Quality Control Low lyophilized: 2 vials; 

- Biotin-Ab Diluent: 1 vial of 13ml; 

- Dilution Buffer: 20ml; 

- 10X Wash Solution: 100ml; 

- Substrate Solution: 1 vial of 13ml; 

- Stop Solution: 1 vial of 13ml; 

- Microplate reader at 450 +- 10nm filter (620nm as reference); 

- Precision single and/or multi-channel pipettes and disposable tips 
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- Tubes for dilution 

- Deionized or distilled water 

- Absorbance paper for blotting the micropalte 

- Container for wash solution; 

- Vortex mixer and orbital shaker (300 rpm). 

2. Reagents reparation: 

Master Standard: reconstitute 3200pg/ml standard by adding 0.90ml of dilution buffer 

into the standard vial, let it dissolve for at least 15 mn with occasional gentle shaking. 

The reconstituted standard should be used immediately or aliquoted and frozen at -

20°C. 

Quality Control High: add 0.70ml of dilution buffer to the vial and let it dissolve for at 

least 15 mn with occasional gentle shaking. 

Quality Control Low: add 0.70ml of dilution buffer to the vial and let it dissolve for at 

least 15 mn with occasional gentle shaking. 

100X biotin labeled antibody: prepare 1:100 diluted work solution: for one 96 

wells plate, add 130μl of 100X biotin labeled antibody to 12.870 ml of Biotin-Ab 

diluent, final volum = 13ml. 

10X Wash solution: prepare ten-fold dilution to have 1X work wash solution: for one 

96 wells plate, add 100ml of 10X wash solution in 990ml of deionized or distilled water, 

final volume = 1L. diluted wash solution is stable one month at 2-8°C. 

Preparation of the standard dilutions: 

- Prepare 3200pg/ml D1 in a 1.5ml ependorf tube by pipetting 500 μl from the 

stock solution (stock solution concentration is 3200 pg/ml 

- In 7 ependorf tube containing 250 μl of dilution buffer, prepare a serial 2 fold 
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dilutions from D2-D7 by transferring 250 μl of D1 into 250 μl of dilution buffer in 

D2,……….. D7. Leave D8 blank (it contains only 250 μl of dilution buffer).  

                                       500μl   250μl   250μl  250μl   250μl   250μl   250μl 

 

 

                                                             D1       D2       D3        D4        D5       D6       D7       D8  

 

The final concentrations of the standard are respectively 3200pg/mL, 1600pg/mL, 

800pg/mL, 400pg/mL, 200pg/mL, 100pg/mL, 50pg/mL and 0ng/ml.  

3. Assay Procedure 

1. Prepare all reagents, samples, controls and standards. Samples can be diluted 

at 1:3 fold and tested preferably in duplicate. 

2. Add 100μL of standard, control or sample to each well and incubate for 2 hours 

at room temperature on orbital microplate shaker.  

3. Wash 5 times with 350μl of wash solution; invert the plate and blot it strongly 

against paper towel. 

4. Add 100μL of biotin labeled antibody solution into each well and incubate for 1 

hour at room temperature on orbital microplate shaker. 

5. Wash the wells 5 times according to step 3. 

6. Add 100μL of Streptavidin-HRP conjugate into each well; incubate for 30 

minutes at room temperature on orbital microplate shaker.  

7. Wash the wells according to step 3. 

8. Add 100ml of substrate solution into each well; avoid expose the microplate to 

direct sunlight. Covering the plate with aluminum foil is recommended. Incubate 
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for 10 minutes at room temperature (up to 20 minutes is the room 

temperature is below 20°C). Do not shake the plate during incubation. 

9. Add 100μL of Stop Solution.  

10. Read the absorbent at 450nm within the 5 minutes following step 9 with a 

microplate reader.  
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Annexe 6: protocle dextraction de l’ARN total à partir des lymphocytes 

Protocol for total RNA isolation from human lymphocytes using mirVana™ 

miRNA Isolation Kit  #AM1560 

I/ Reagents and materials 

1. Reagents provided with the kit 

 miRNA Wash Solution 1(30 ml); Add 21 mL of 100% ethanol before use  

 Wash Solution 2/3 (50 ml); Add 40 mL 100% ethanol before use 

 Collection Tubes (80) 

 Filter Cartridges (40) 

 Lysis/Binding Buffer (100 ml) 

 miRNA Homogenate Additive (10 ml) 

 Acid-Phenol:Chloroform (100 ml) 

 Gel Loading Buffer II (1.4 ml) 

 Elution Solution (5 ml) 

2. Other materials needed, not provided with the kit 

 RNase-free 1.5 mL or 0.5 mL polypropylene microfuge tubes  

 adjustable pipettors and RNase-free tips 

 ACS grade 100% ethanol 

 Microcentrifuge capable of at least 10,000 x g 

 RNaseZap® Solution (for RNase decontamination) 

 Water bath 

II/ Reagents preparation: 

1. Preparation of wash solution # 1: Add 21 mL of 100% ethanol to the bottle labeled 

miRNA Wash Soln 1. Mix well. Place a check mark in the empty box on the label to 

indicate that the ethanol has been added. 
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Once ethanol has been added, cap the Wash Solution bottles tightly to prevent 

evaporation 

2.  Preparation of wash solution # 2/3 

Add 40 mL of 100% ethanol to the bottle labeled Wash Solution 2/3. Mix well. Place a 

check mark in the empty box on the label to indicate that the ethanol has been added. 

A precipitate may form in the Wash Solution 2/3 bottle over the next several days as 

excess EDTA falls out of solution. Simply leave these crystals in the bottle when 

removing Wash Solution for use. 

III/ Total RNA isolation procedure 

1. Cells lysis 

 Pre-heat a water bath at 37° C 

 Remove cells from nitrogen and unfreeze rapidly by placing them into the water 

bath preheated at 37°C 

 Resuspend the cells in the culture medium then transfer the cells in 15 ml tubes 

 Gently add 1 ml of cold PBS and pelleting the cells at low speed, discard the 

PBS and place the washed cells on ice. 

 Add 30-600 μl of the Lysis/Binding Solution (according to the number of cells in 

the pellet) to disrupt the cells. Use the low end of the range (~300 μL) for small 

numbers of cells (hundreds), and use closer to 600 μL when isolating RNA from 

larger numbers of cells (thousands–millions). 

 Vortex or pipet vigorously to completely lyse the cells and to obtain a 

homogenous lysate. Cell cultures typically do not require mechanical 

homogenization; however, it will not damage the RNA. Large frozen cell pellets 

(i.e. more than about 107 cells) may need to be ground to a powder as described 

for frozen tissue samples to isolate high quality RNA.  
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2. Organic extraction 

 Add 1:10 volume of miRNA Homogenate Additive to the cell lysate, and mix well 

by vortexing or inverting the tube several times. For example, if the lysate 

volume is 300 μL, add 30 μL miRNA Homogenate Additive. 

 Leave the mixture on ice for 10 min. 

 Add a volume of Acid-Phenol:Chloroform that is equal to the lysate volume 

before addition of the miRNA Homogenate Additive. For example, if the original 

lysate volume was 300 μL, add 300 μL Acid-Phenol:Chloroform. 

NB: Be sure to withdraw from the bottom phase in the bottle of Acid-

Phenol:Chloroform, because the upper phase consists of an aqueous buffer. 

 Vortex for 30–60 sec to mix. 

 Centrifuge for 5 min at maximum speed (10,000 x g) at room temperature to 

separate the aqueous and organic phases. After centrifugation, the interphase 

should be compact; if it is not, repeat the centrifugation (Fig. 1.). 

 Carefully remove the aqueous (upper) phase without disturbing the lower 

phase, and transfer it to a fresh tube. Note the volume removed. At the end of 

this procedure, RNA can be eluted in either nuclease-free water or in the Elution 

Solution provided with the kit. Elution Solution is nuclease-free 0.1 mM DTA, if 

this could interfere with your application, elute in nuclease-free water instead. 

 Preheat Elution Solution or nuclease-free water to 95°C for use in eluting the 

RNA from the filter at the end of the procedure. 

 Warm the 100% ethanol to room temperature (if it is stored cold) before starting 

the Final RNA Isolation. 
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 Add 1.25 volumes of room temperature 100% ethanol to the aqueous phase 

(e.g. if 300 μL was recovered in step 2.6, add 375 μL ethanol) and mix 

thoroughly. 

 Pipet the lysate/ethanol mixture (from the previous step) onto the Filter 

Cartridge. Up to 700 μL can be applied to a Filter Cartridge at a time, for samples 

larger than this, apply the mixture in successive applications to the same filter. 

 Centrifuge for ~15 sec at RCF 10,000 x g (typically 10,000 rpm) to pass the 

mixture through the filter. Spinning harder than this may damage the filters. 

Alternatively, vacuum pressure may be used to pass samples through the filter. 

 Discard the flow-through, and repeat until all of the lysate/ethanol mixture is 

through the filter. Reuse the Collection Tube for the washing steps. 

 Wash the filter with 700 μL miRNA Wash Solution 1: apply 700 μL miRNA Wash 

Solution 1 (working solution mixed with ethanol) to the Filter Cartridge and 

centrifuge for ~5–10 sec or use a vacuum to pull the solution through the filter. 

Discard the flow-through from the Collection Tube, and replace the Filter 

Cartridge into the same collection Tube. 

 Wash the filter twice with 500 μL Wash Solution 2/3: apply 500 μL Wash 

Solution 2/3 (working solution mixed with ethanol) and draw it through the Filter 

Cartridge as in the previous step. Repeat with a second 500 μL aliquot of Wash 

Solution 2/3. 

 After discarding the flow-through from the last wash, replace the Filter Cartridge 

in the same Collection Tube and spin the assembly for 1 min to remove residual 

fluid from the filter. 

 Elute RNA with 100 μL 95°C Elution Solution or Nuclease-free Water: Transfer 

the Filter Cartridge into a fresh Collection Tube (provided with the kit). Apply 
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100 μL of pre-heated (95°C) Elution Solution or nuclease-free water to the 

center of the filter, and close the cap. Spin for ~20–30 sec at maximum speed 

to recover the RNA. 

 Collect the eluate (which contains the RNA) and store it at –20°C or below.  
 

 

 

 
Figure 1. Separation of 2 phases using Acid-phenol:Chloroform method to 
extrac total RNA  

Interphase 
Organic phase 

Aqueous phase 
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Annexe 7 : protocole de retranscription de l’ARN en cDNA 

 

Protocol for Quantitative conversion of total RNA to cDNA 
 

I/ Reagents and materials 

 1. The kit content   

Component Quantity 

 10X RT Buffer, 1.0 mL 2 tubes 

 10X RT Random Primers, 1.0 mL 2 tubes 

 25X dNTPs, 1.0 mL 1 tube 

 MultiScribe ™ Reverse Transcriptase, 50 U/μL, 1.0 

mL 

1 tube 

 

2. Equipments not supplied with the kit 

 GeneAmp® PCR System 9700 or 9600 thermal cycler  

 Centrifuge with 96-well adapter  

 Microcentrifuge  

 Vortexer  

 Bulkpack MicroAmp® Caps, 12 Caps/Strip  

 Bulkpack MicroAmp® Caps, 8 Caps/Strip  

 MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate  

 MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plates and Optical Caps 

 MicroAmp® Optical Caps, 8 Caps/Strip  

 Reagent Tubes with Caps, 10-mL  

 RNase Inhibitor  
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 Nuclease-free H2O  

 Pipette tips, aerosol-resistant  

 Pipettors, positive-displacement  

 

II/ Prepare 2X RT master mix using the kit components  

 Allow the kit components to thaw on ice. 

 Calculate the volume of components needed to prepare the cDNA archive 

reaction plate, using the table below. Include additional reactions in the 

calculations to provide excess volume for the loss that occurs during reagent 

transfers. 

 Pipette the required volumes of components into a 10-mL polypropylene tube. 

 Place the 2X RT master mix on ice until you prepare the cDNA archive 

reaction plate. 

 

Component                                                            Volume (μL) / Reaction 

10X Reverse Transcription Buffer       10 

25X dNTPs                        4 

10X random primers         10 

MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 50 U/μL                 5 

Nuclease-free H2O                     21 

Total per Reaction           50 
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III/ Prepare the cDNA archive reaction plate:  

 Pipette 50 μL of 2X RT master mix into each well of a 96-well reaction plate. 

 Pipette 50 μL of RNA sample into wells, pipetting up and down two times to mix. 

 Cover the plate with caps. 

 Briefly centrifuge the plate to spin down the contents and to eliminate any air 

bubbles. 

 Place the plate on ice until you are ready to load the thermal cycler. 

 
IV/ Perform reverse transcription: 
 

 Program the thermal cycler conditions using GeneAmp® PCR System 9700 or 

9600 thermal cycler. These conditions are optimized for use with the High-

Capacity cDNA Archive Kit. 

 Step 1 Step 2 

Temperature    25 °C 37 °C 

Time   10 min 120 min 

 

 Set the reaction volume to 100 μL. 

 Load the reaction plate into the thermal cycler. 

 Start the reverse transcription run. 

 Store cDNA archive plates at 2 to 6 °C for short-term storage (up to 24 hours 

before use) or at –15 to –25 °C for long-term storage. For prolonged storage 

at 2 to 6 °C, add EDTA to a final concentration of 1mM to chelate cations and 

to prevent nucleic acid degradation. 
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Annexe 8 : protocole d’amplification du gène AGER1 (qui code pour le recepteur 

RAGE) au LightCycler (qPRC). 

 
PROTOCOLE D’AMPLIFICATION DU GENE HUMAIN AGER : PROGRAMME PCR 

LightCycler 
 
Etape-1 : Pré-incubation 
Caractéristique du Programme Valeur 
Cycles 1 
Mode d’analyse None 
Température (°C) 95 
Temps d’incubation 10mn 
Taux de transition (°C/S) 20 
Mode d’acquisition None 

 
Etape-2 : Amplification 
Caractéristique du Programme Valeur 
Cycles 40 
Mode d’analyse Quantification 
 Segment -1 Segment-2 Segment-3 
Température (°C) 95° 55° 72° 
Temps d’incubation 15s 20s 30s 
Taux de transition (°C/S) 20 20 1 
Mode d’acquisition None None Single 

 
Etape-3 : Elongation Terminale 
Caractéristique du Programme Valeur 
Cycles 1 
Mode d’analyse None 
Température (°C) 72 
Temps d’incubation 10mn 
Taux de transition (°C/S) 20 
Mode d’acquisition None 

 
Etape-4 : Refroidissement 
Caractéristique du Programme Valeur 
Cycles 1 
Mode d’analyse None 
Température (°C) 35 
Temps d’incubation 30 
Taux de transition (°C/S) 20 
Mode d’acquisition None 
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