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Résumé 
La susceptibilité ou la résistance aux cancers peuvent impliquer plusieurs 

mécanismes, incluant l’apoptose, la croissance cellulaire et la différenciation, la 

réplication et la réparation de l’ADN. Mon projet porte plus particulièrement sur 

l’apoptose. Une dérégulation dans les voies d’activation de l’apoptose entraîne une 

accumulation de cellules déréglées, créant ainsi un environnement propice à 

l’instabilité génétique et au développement du cancer. Comme l’apoptose est une 

voie biologique hautement régulée, nous proposons l’hypothèse que des 

polymorphismes « fonctionnels » dans les régions de régulations des gènes 

(rSNPs) perturberaient cette voie à cause de taux variables de transcrits et des 

protéines correspondantes dû à la modification des sites de reconnaissances des 

facteurs de transcription. Les principaux objectifs de mon projet sont : (i) identifier 

les SNPs présents dans la région promotrice des gènes d’apoptose; (ii) déterminer 

les haplotypes de promoteurs les plus fréquents présents dans la population 

générale; (rHaps) (iii) vérifier leurs impacts fonctionnels sur l’expression génique 

par des essais in vitro (gène rapporteur et retard sur gel). Cette étude permettra 

d’identifier des rSNPs et rHaps ayant un impact sur le niveau d’expression des 

gènes d’apoptose, au moins dans un contexte in vitro.  Ces différences alléliques 

au niveau de l’expression de ces gènes d’apoptose pourraient contribuer à la 

susceptibilité interindividuelle de développer un cancer. 

 

Mots clés : Polymorphismes, promoteurs, apoptose, impacts fonctionnels, cancer. 
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Abstract 

Cancer susceptibility can involve many different mechanisms, including apoptosis, 

cell growth, cell differentiation, DNA replication and DNA repair. My project 

focuses on the apoptosis pathway. Decreased apoptosis level can lead to the 

accumulation of dysregulated cells, creating a favourable environment for genetic 

instability and tumorigenesis. Since apoptosis is a highly regulated pathway, the 

hypothesis of this project is that functional polymorphisms (rSNPs) in the 

regulatory regions of apoptosis genes such as promoters could create or disrupt 

transcription factor binding sites and modify their transcription levels. The main 

objectives of my project are: (i) Identify rSNPs in promoter regions of apoptosis 

genes; (ii) Calculate the frequent promoter haplotypes (rHaps) in general 

population; (iii) Validate their functional impact on gene expression with in vitro 

assays (gene reporter and gel shift). This study will allow identification of rSNPs 

and rHaps that could influence apoptosis gene expression levels, at least in the in 

vitro context. These allelic differences of expression in apoptosis genes could 

contribute to interindividual cancer susceptibility. 

 

 

Key Words: Polymorphisms, promoters, apoptosis, functional impact, cancer. 
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Introduction 

Apoptose  

La mort cellulaire est un processus biologique hautement régulé et nécessaire pour 

le maintien de l’homéostasie cellulaire (1). Il existe deux types de mort cellulaire, 

l’apoptose et la nécrose. La nécrose survient suite à de grands chocs 

environnementaux comme des températures extrêmes et une hypoxie/ischémie 

sévère qui détruisent la membrane cytoplasmique de la cellule, provoquant la 

destruction de toute la structure cellulaire et la dilatation des organelles (2).  

L’apoptose, aussi appelée mort cellulaire programmée, est un mécanisme plus 

ordonné et survient en réponse à des stimuli menant à une cascade de signaux 

intracellulaires bien régulés et conservés au cours de l’évolution (3). L’intégrité de 

la membrane est conservée lors de l’apoptose et c’est d’ailleurs de cette façon que 

l’apoptose a été identifiée, dû aux différences physiologiques observées entre les 

cellules apoptotiques et les cellules nécrosées (4). Lors du développement 

embryonnaire, l’apoptose constitue un mécanisme développemental essentiel pour 

la morphogenèse, alors que chez l’adulte il est plutôt perçu comme aidant à 

l’homéostasie des tissus et organes (5, 6).  

Caspases 

Les caspases sont des protéases à cystéine clivant au niveau des résidus aspartates 

(7). Ce sont les protéines majeures de l’apoptose, menant à la protéolyse et à la 

mort cellulaire. Le plus connu des substrats des caspases est PARP (poly-ADP-

ribose polymerase), une enzyme de réparation de l’ADN (8). Sur les 14 caspases 
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identifiées jusqu’à ce jour, les caspases 1, 4, 5 et 11 à 14 ne jouent pas de rôle dans 

l’apoptose, mais sont plutôt impliquées au niveau de la réponse inflammatoire (1). 

Ces protéines sont synthétisées comme des proenzymes inactives qui peuvent 

s’activer par autoprotéolyse ou par protéolyse par d’autres caspases, engendrant 

ainsi une cascade d’activation des caspases. Ce sont les caspases ayant les plus 

longs pro-domaines qui sont les caspases appelées initiatrices de l’apoptose 

(caspases 2, 8, 9 et 10) et qui activent par protéolyse les caspases effectrices 

(caspases 3, 6 et 7) (9, 10) (Figure 1). Il existe principalement deux voies 

d’activation de l’apoptose, menant à l’activation des caspases : la voie extrinsèque 

et la voie intrinsèque (Figure 2). 

 

Figure 1. Les différentes caspases. (A) Les classes et sous-classes de caspases et 

leur rôle, (B) Activation des caspases par clivage des prodomaines. 

B
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La voie extrinsèque 

La voie extrinsèque est déclenchée via des récepteurs de mort transmembranaires 

(death receptors) appartenant à la superfamille des TNF-receptors (tumor necrosis 

factor receptor). Les plus connus de ces récepteurs sont Fas et TNF-R1 qui sont 

liés respectivement par le ligand Fas (Fas-L) et le TNF-α, menant à la trimérisation 

de ces récepteurs (11-13). Des protéines adaptatrices sont ensuite recrutées pour 

activer les caspases 8 et 2 qui à leur tour activeront d’autres caspases en aval (9). 

Cette voie est empruntée, entre autre, pour l’élimination des cellules infectées par 

un virus, cellules sur lesquelles le ligand Fas des cellules T cytotoxiques va se lier 

pour y déclencher l’apoptose. 

La voie intrinsèque 

La voie intrinsèque (ou mitochondriale) survient, quant à elle, en réponse à un 

stress intracellulaire (dommages à l’ADN, stress oxydatif, etc.).  Ce stress 

provoque des signaux internes dans la cellule qui  déclencheront l’apoptose. Les 

protéines pro-apoptotiques de la famille de BCL2 telles que BAX et BAK  sont 

activées et migrent alors vers la surface de la mitochondrie où elles permettent 

d’inhiber d’autres membres anti-apoptotiques de la famille des BCL-2, soit BCL2 

et BCL-XL. Ces protéines pro ou anti-apoptotiques possèdent toutes de un à quatre 

domaines BH (Bcl-2 homology) (14-19). Les membres de cette famille peuvent 

homo ou hétéro-dimériser et c’est le ratio entre les quantités de protéines pro et 

anti-apoptotiques qui détermine la sensibilité des cellules à l’apoptose  (20, 21). En 

présence d’une plus grande quantité de protéines pro-apoptotiques, il y a ouverture 

de pores à la surface de la mitochondrie permettant le relâchement dans le 
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cytoplasme du cytochrome c mitochondrial (22). Cela entraîne également le 

relargage de protéines telles que les caspases 3 et 9 ainsi que l’AIF (apoptosis 

inducing factor), l’endonucléase G et Smac/Diablo (23-26). Ces dernières sont 

responsables de l’inhibition de protéines inhibitrices de l’apoptose (IAP) dont fait 

partie XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis). L’endonucléase G, pour sa part, est 

transloquée au noyau et induit la fragmentation de l’ADN (27). Une fois le 

cytochrome c relâché, il active APAF-1 (apoptotic protease activating factor-1) 

qui, en présence d’ATP, lie la procaspase-9 par ses domaines CARD (caspase 

recruitment domain) (28).  Le complexe résultant est appelé apoptosome et peut 

maintenant activer les caspases effectrices 3, 6 et 7 (29).  

Il existe par contre un lien entre les voies extrinsèque et intrinsèque, au niveau de 

la caspase 8.  Cette dernière peut en effet cliver la protéine Bid, une protéine de la 

famille des BCL-2 (6, 30). Une fois clivée, la protéine tBid (truncated Bid) peut 

migrer à la surface de la mitochondrie et activer le déclenchement de l’apoptose de 

la même façon que les protéines BAX et BAK (31, 32).  
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Figure 2. Schéma des différentes voies d’apoptose. 

Vermeulen et al, Ann Hematol , 84 (2005) 

Voie intrinsèque Voie extrinsèque 
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Autres voies de l’apoptose 

Il existe d’autres voies secondaires pouvant mener à l’apoptose. La synthèse de 

protéines dans le réticulum endoplasmique implique certains changements post-

traductionnels et un repliement des protéines avant d’atteindre leurs conformations 

finales. Il arrive parfois que le repliement dans le réticulum endoplasmique ne se 

fasse pas de façon appropriée, ce qui active une voie de signalisation menant au 

rétablissement du repliement (UPR, unfolded protein response). Par contre, si la 

situation est trop critique, l’apoptose sera alors déclenchée via le Ca2+ stocké dans 

la lumière du réticulum (33, 34). C’est ce Ca2+ qui une fois relâché dans le 

cytoplasme joue sur la perméabilité de la membrane mitochondriale et permet ainsi 

le relâchement du cytochrome c (35). Des protéines de la famille de BCL-2 se 

retrouvent d’ailleurs à la surface interne de la membrane du réticulum et 

influencent également la perméabilité de celle-ci (35). Le Ca2+ peut aussi activer la 

caspase 12 qui est spécifiquement activée lors de l’apoptose induite par stress du 

réticulum endoplasmique (35, 36). Il existe également certaines voies d’activation 

de l’apoptose qui ne passent pas par les caspases, mais plutôt par l’activation 

d’autres protéases telles que les calpains, les cathepsines et les protéases à sérine 

comme Granzyme A et B (37, 38). Celles-ci peuvent fonctionner de pair avec les 

caspases pour activer l’apoptose ou activer l’apoptose de façon caspase-

indépendante (39).  
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Dérégulation de l’apoptose et cancer 

Puisque l’apoptose est un processus important et bien régulé, il est évident qu’une 

dérégulation de cette voie peut mener à différentes maladies. Plusieurs maladies 

sont liées à une apoptose trop élevée, comme le SIDA, l’Alzheimer et les 

syndromes myélodysplasiques. À l’opposé, certaines maladies sont liées à une 

diminution de l’apoptose : l’athérosclérose, certaines maladies auto-immunes et les 

cancers (40, 41).  

Le cancer est décrit comme une prolifération excessive de cellules dérégulées. 

Bien que tous les cancers soient un peu différents les uns des autres, certains 

évènements critiques tels que la perte d’apoptose et l’accumulation de mutations 

sont des éléments communs à tous les cancers (Figure 3) (42). Le développement 

du cancer peut donc être influencé par une surexpression des gènes anti-

apoptotiques ou encore par une plus faible expression des gènes pro-apoptotiques, 

qui mènent alors à une apoptose insuffisante et favorisent la croissance de cellules 

malignes (42).  
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Figure 3. Évènements critiques menant au développement de tous les cancers. 

L’altération des niveaux d’expression de protéines impliquées dans l’apoptose a 

été observée dans plusieurs types de cancers. La plupart de ces protéines se 

retrouvent dans la voie intrinsèque de l’apoptose, probablement parce que cette 

voie qui est liée aux stress intracellulaires comme les dommages à l’ADN. Une 

surexpression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 a été montrée dans plusieurs 

tumeurs solides, leucémies ou lymphomes, et a été corrélée avec un faible 

pronostic (43, 44). La surexpression de Mcl-1 et Bcl-XL (d’autres membres de la 

famille des BCL-2) a été démontrée dans certaines leucémies (45-47). La protéine 

XIAP (BIRC4) montre une surexpression dans pratiquement tous les types de 
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cancers, permettant ainsi de court-circuiter le point de contrôle G2/M (48-51). Les 

protéines pro-apoptotiques BAX et BAK ont montré une faible expression dans 

plusieurs cancers dont le cancer du colon et certaines leucémies (52, 53). Un ratio 

élevé de BCL-2 sur BAX est d’ailleurs associé avec un faible pronostic des 

leucémies myéloïde et lymphoblastique aigües (54-57). Certains mélanomes ont 

aussi montré une perte d’expression d’APAF-1(58). 

La protéine suppresseur de tumeur p53 peut être activée en réponse à différents 

stress cellulaires tels que les dommages à l’ADN, l’hypoxie ou la prolifération 

excessive (Figure 4). Ce facteur de transcription a un rôle central dans plusieurs 

processus tel que l’apoptose, ce qui en fait une protéine très importante dans 

l’oncogenèse. Cette protéine régule la transcription de plusieurs gènes d’arrêt du 

cycle cellulaire (p21, Gadd25) et de gènes pro-apoptotiques (CASP9, BAX, 

APAF-1) (59, 60). La dérégulation de p53 peut donc avoir des conséquences 

catastrophiques pour la cellule. D’ailleurs, plus de 50% des tumeurs solides 

montrent une dérégulation de p53 (61, 62). Certaines protéines qui régulent le 

niveau d’expression de p53 ont également démontré des dérégulations dans 

certains cancers. C’est le cas de MDM2 (mouse double minute 2 homolog), une 

ubiquitine ligase directe de p53 qui est surexprimée dans la leucémie 

lymphoblastique aigüe (63, 64).  
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Modifié d’Evan et al. Nature 
2001 (411) 

Figure 4. La protéine suppresseur de tumeur p53 agit à plusieurs niveaux 

pour bloquer la progression du cancer. 

Plusieurs médicaments anti-cancer ciblant la voie d’apoptose ont été développés. 

Également, plusieurs inhibiteurs des protéines anti-apoptotiques de la famille des 

BCL-2 ont été développés dont un oligonucléotide anti-sens de BCL2  qui peut 

cibler plusieurs types de cancer (65-71). Des inhibiteurs du facteur de transcription 

NF-κB, qui normalement induit la transcription de gènes anti-apoptotiques ont 

également été développés (72-76).  

On observe que des patients montrent une résistance à certains médicaments  anti-

cancer due justement à une dérégulation au niveau des gènes impliqués dans la 

régulation de l’apoptose. Par exemple, la résistance au dexaméthasone, un 

glucocorticoïde utilisé dans le traitement du cancer, observée chez certains patients 

a été corrélée avec une surexpression de BCL-2 ou BCL-XL dans les cellules 

tumorales (77-80). 
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Variabilité génétique 

Catégories de polymorphismes 

Le génome humain est identique chez tous les individus à près de 99% (81). Il 

reste donc 1% de la séquence génomique qui diffère entre les individus, d’où la 

notion de variabilité génétique.  On définit souvent les polymorphismes comme 

étant des variations présentes dans l’ADN avec une fréquence allélique ≥ 1% dans 

la population (82). Il existe plusieurs types de polymorphismes. Les plus connus 

sont les SNPs (single nucleotide polymorphisms) où un seul nucléotide est affecté. 

Ce nucléotide peut être supprimé, inséré ou substitué par n’importe quel des trois 

autres nucléotides. Ces substitutions sont assez fréquentes puisqu’elles surviennent 

en moyenne 1 fois par 800 nucléotides dans le génome complet (82). Il existerait 

d’ailleurs plus de 12 millions de SNPs répertoriés à ce jour chez l’humain (83). 

D’autres types de polymorphismes, les VNTR (variable number of tandem 

repeats), sont des répétitions variables de séquences de longueurs variables. Ces 

VNTR sont appelées microsatellites lorsqu’elles sont de 1 à 6 pb, alors que les 

minisatellites sont des répétions un peu plus longues (environ 10 pb) (83). Les 

microsatellites ne sont généralement pas répétés plus d’une vingtaine de fois et 

sont localisés un peu partout dans le génome (84). Les minisatellites peuvent pour 

leur part présenter des centaines de répétition étalées sur de grandes régions (20 

kb).  Ceux-ci sont généralement riches en GC et surtout localisés dans les régions 

sub-télomériques chez l’humain (85, 86). Pour ces polymorphismes, c’est le 

nombre de répétitions qui varie entre les individus et qui est transmis de façon 
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mendélienne. Il existe par contre une exception de transmission, puisque certains 

microsatellites sont constitués de trinucléotides en tandem qui peuvent parfois 

créer une séquence instable dans le génome. Cette instabilité  peut mener à des 

modifications chez les descendants, avec extension ou délétion de ces 

trinucléotides en tandem. Un exemple bien connu est celui de la maladie de l’X 

fragile, où le motif CGG qui est répété de 6 à 54 fois chez un individu normal est 

répété jusqu’à 1000 fois chez les patients (87). Ces extensions modifient non 

seulement la séquence du génome, mais également la structure de la chromatine, 

menant ainsi à l’inactivation de gènes voisins (87).  

Variation du nombre de copies (Copy Number Variations) 

Une autre grande source de variabilité génétique est le polymorphisme structural 

comme les CNVs (copy number variations) (88, 89). La définition actuelle des 

CNVs est qu’il s’agit de répétitions de régions de plus de 1 kb et allant jusqu’à 

quelques mégabases (83). Bien que ceux-ci soient beaucoup moins fréquents que 

les SNPs, ils affectent une région beaucoup plus grande dans l’ADN. Il a d’ailleurs 

été démontré que plus de 12% du génome humain serait en fait constitué de CNVs 

(81). Ils représentent donc à eux seuls plus de 90% de la variabilité des séquences 

entre les individus. Les scientifiques croient que la définition actuelle des CNVs 

sera bientôt révisée, car ceux-ci pourraient comprendre des répétitions plus petites 

(83). Ces CNVs pourraient non seulement agir de façon cis comme les SNPs (i.e. 

sur la copie du gène présente sur le même allèle que le SNP) mais également de 

façon trans (83).  
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SNPs régulateurs 

Pendant plusieurs années suivant la découverte des SNPs, seuls les SNPs localisés 

dans des exons codant pour une protéine étaient étudiés. Ces cSNPs (coding SNPs) 

peuvent avoir ou non un impact prédit sur la séquence en acide aminés de la 

protéine. On croyait alors que seuls les cSNPs qui modifiaient la séquence de la 

protéine avaient une importance et devaient être étudiés. En affectant la séquence 

de la protéine, ces SNPs peuvent altérer son activité, son repliement, sa stabilité ou 

sa modification post-traductionnelle (phosphorylation, etc.). Ils peuvent aussi 

mener à la production d’une protéine tronquée dans le cas d’un codon stop 

prématuré.  

La plupart des SNPs se retrouvent par contre dans les séquences non codantes, soit 

les régions intergéniques (gSNPs), introniques (iSNPs) ou encore dans des régions 

régulatrices (rSNPs).  Au cours de mes travaux de maîtrise, mon attention a porté 

plus particulièrement sur les rSNPs.  Les rSNPs ne modifient pas la séquence de la 

protéine, mais peuvent influencer le niveau d’expression de celle-ci de plusieurs 

façons, dépendamment de la région dans laquelle ils se retrouvent (82). Les rSNPs 

les plus étudiés sont ceux des régions promotrices, qui peuvent influencer le niveau 

de transcription d’un gène en altérant (gain ou perte de liaison) le site de liaison à 

un facteur de transcription. Il peut également y avoir des rSNPs dans les régions 

enhancer, empêchant le recrutement de protéines qui replient correctement la 

région enhancer vers le promoteur. Il existe aussi des rSNPs dans les régions 

5’UTR et 3’UTR. Ceux-ci peuvent agir au niveau de la traduction de l’ARNm, soit 

en ne permettant pas à la machinerie traductionnelle de s’y lier (ou au contraire de 
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se lier en créant un nouvel AUG d’initiation), soit en altérant un site de liaison de 

miRNA potentiel dans la région 3’UTR (ou créant un nouveau site de liaison pour 

un miRNA) (90, 91).  Ces rSNPs dans les sites de liaisons de miRNA sont de plus 

en plus étudiés, car ils empêchent la dégradation de l’ARNm ciblé. Les rSNPs en 

3’ UTR peuvent également influencer la stabilité de l’ARNm, sans nécessairement 

se retrouver dans un site de liaison de miRNA (92). On peut retrouver des rSNPs 

aux sites d’épissage de l’ARNm, empêchant un épissage normal ou créant 

différents isoformes de protéines (93, 94). Il faut par contre préciser que la 

majorité des gènes pour lesquels une différence allélique est observée ne possèdent 

pas de différence d’épissage de leur ARNm. L’explication de la différence 

d’expression se retrouve donc principalement au niveau de la transcription du gène 

(92). On parlera alors d’un changement quantitatif, c’est-à-dire un effet de dosage.  

Maladies complexes et SNPs régulateurs  

Contrairement aux maladies mendéliennes monogéniques classiques, les maladies 

complexes ne sont pas dues à l’altération d’un seul gène.  Ce sont des maladies 

multifactorielles qui impliquent des facteurs génétiques et environnementaux (92). 

La théorie du « common disease/common variant » proposée il y a plusieurs 

années, s’appuie sur le fait que les maladies complexes sont le résultat d’une 

combinaison de plusieurs allèles de prédisposition qui sont fréquentes dans la 

population (95-97). Dans un tel modèle, les rSNPs, en influençant le niveau 

d’expression génique, contribueraient à la création d’allèles de prédisposition pour 

certaines maladies d’où leur impact sur la susceptibilité interindividuelle de 

développer une maladie complexe. Les personnes ayant ces allèles ne 
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développeraient pas nécessairement la maladie, mais seraient plus à risque d’être 

affectés.  Il existerait d’ailleurs une grande quantité de gènes présentant une 

différence d’expression allèle-spécifique. Certaines études ont rapporté qu’environ 

20% des gènes présentaient une expression allèle-spécifique dans des lignées 

lymphoblastiques humaines, alors que d’autres études montrent plutôt une 

différence dans 50% des gènes (92, 98, 99).  

Le cancer étant une maladie complexe, il est envisageable qu’une dérégulation 

dans le niveau d’expression de certains gènes clés créerait un environnement 

oncogénique favorable. Une étude a d’ailleurs montré qu’une petite baisse dans le 

niveau d’expression d’un seul gène suppresseur de tumeur prédisposerait à la 

tumorigenèse (100). Certains rSNPs pourraient donc influencer la susceptibilité 

interindividuelle d’avoir le cancer en altérant, même modestement, le niveau 

d’expression de certains gènes (92).  

SNPs régulateurs dans les gènes d’apoptose 

Puisque notre attention porte sur la voie intrinsèque de l’apoptose, il est important 

de répertorier les rSNPs connus pour les gènes de cette voie (Tableau I). Le gène 

MDM2 possède un SNP (SNP 309) situé dans sa région promotrice qui semble 

influencer la susceptibilité à plusieurs types de cancer (101-107). Un second SNP 

dans la région promotrice de MDM2, C197G,  influencerait le risque de 

développer le cancer de la vessie (108). Le gène CASP9 possède différents rSNPs 

dans sa région promotrice qui augmenteraient le risque de développer le cancer du 

poumon (109). Le gène CASP3 possède un SNP dans sa région 5’ UTR qui est 
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associé avec les carcinomes à cellules squameuses et le cancer du poumon (108, 

110, 111). Le gène BIRC5 a un SNP dans sa région promotrice (-31C>G) qui 

augmente le risque de développer un cancer du poumon (112). Le gène BAX a un 

rSNP dans sa région promotrice associé au développement de la leucémie 

lymphoblastique chronique (LLC) (113, 114) alors que BCL2 possède un 

polymorphisme dans sa région promotrice et un autre dans sa région 3’ UTR, 

associés à la même maladie (115, 116). Finalement, le gène APAF1 possèderait un 

SNP dans sa région 3’UTR qui est associé à une augmentation du risque de 

développer la LLC (115). Malgré ces quelques exemples tirés de la littérature, nos 

connaissances demeurent limitées sur la diversité génétique au niveau des 

promoteurs ainsi que l’impact fonctionnel de ces rSNPs sur l’activité des 

promoteurs des gènes de la voie intrinsèque d’activation de l’apoptose. 

Tableau I. Polymorphismes des régions régulatrices des gènes d’apoptose associés 

à diverses maladies dans la littérature. 

Gène # rs Région régulatrice Références* 
MDM2 rs2279744 Promotrice Bond et al 
MDM2 rs937282 Promotrice Wang et al 
CASP9 rs4645978 Promotrice Park et al 
CASP9 rs4645981 Promotrice Park et al 
CASP3 rs4647603 5’UTR Jang et al 
BIRC5 rs17884799 Promotrice Jang et al 
BAX rs4645878 Promotrice Saxena et al 
BCL2 rs2279115 Promotrice Nuckel et al 
BCL2 rs4987853 3’ UTR Enjuanes et al 

APAF1 rs17028658 3’ UTR Enjuanes et al 
* Voir texte ci-haut pour références détaillées ou autres références. 
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Haplotypes et déséquilibre de liaison 

Puisque le nombre de SNPs dans le génome est très élevé, il est presque 

impensable de vouloir tester l’impact fonctionnel de chacun  sur l’expression 

génique. On peut se servir de la notion de déséquilibre de liaison qui est une 

mesure de la coexistence non aléatoire des allèles de deux loci. Deux allèles en 

déséquilibre de liaison sont trouvés ensemble sur le même haplotype plus souvent 

que ce qui peut être prévu par le hasard (83). Un déséquilibre de liaison total 

survient lorsque deux allèles de deux loci coségrègent toujours, n’ayant jamais 

subi de recombinaison entre ces deux loci. Puisque le taux de recombinaison dans 

le génome est assez faible (environ 1 par 100 Mb par génération), les allèles 

associées à un phénotype sont souvent en déséquilibre de liaison avec quelques 

SNPs à proximité, permettant l’utilisation de « tagging SNPs » (117). Le 

déséquilibre de liaison crée donc des « blocs » d’haplotypes dans le génome qui 

regroupent les régions n’ayant pas subi de recombinaison (Figure 5). Il est donc 

important dans une étude d’association, de considérer la région étudiée comme un 

haplotype (un regroupement de SNPs), plutôt que d’étudier l’impact individuel de 

chacun des SNPs. Cela permet de se rapprocher davantage du contexte génomique 

en étudiant l’impact que peut avoir un ensemble de SNPs sur l’expression génique. 

Il a d’ailleurs été démontré qu’un SNP pouvait jouer un rôle différent dans un 

contexte haplotypique comparativement à un contexte individuel (81). 
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Figure 5. Types de polymorphismes, haplotypes et déséquilibre de liaison. 

Altshuler et al. Science 2008 (322) 
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Hypothèses 

Comme l’apoptose est une voie biologique hautement régulée, nous proposons  

que des SNPs dans les régions promotrices (rSNP) des gènes régulateurs de 

l’apoptose perturberaient cette voie en créant des taux variables de transcrits et des 

protéines correspondantes. La présence de rSNPs modifierait la séquence de 

reconnaissance de certains facteurs de transcription au niveau du promoteur (gain 

ou perte de liaison), altérant ainsi le niveau d’expression des gènes. De plus, il se 

peut qu’un seul polymorphisme n’ait pas d’impact, mais que ce soit la 

combinaison de plusieurs polymorphismes (i.e. haplotype) qui modifie 

l’expression du gène. Nous proposons donc que ces rSNPs génèrent une variabilité 

interindividuelle dans les mécanismes contrôlant l’apoptose, d’où un risque 

variable de développer certaines maladies complexes tel que le cancer. 
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Objectifs du projet 

L’objectif général est d’identifier des rSNPs et haplotypes fonctionnels qui seraient 

responsables de la variation des niveaux d’expression des gènes impliqués dans la 

voie intrinsèque d’activation de l’apoptose.  

Les objectifs spécifiques du projet de recherche sont donc : 

(1) Identifier les différents polymorphismes présents dans la région promotrice 

proximale des gènes régulateurs de l’apoptose;  

(2) Déterminer les haplotypes les plus fréquents dans la population pour chacun 

des promoteurs étudiés; 

(3) Mesurer l’impact fonctionnel des rSNPs et des  haplotypes correspondants à 

l’aide d’une combinaison d’approches in vitro. 
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Matériel et Méthodes 

Identification des polymorphismes et génotypage 

Les polymorphismes des gènes MDM2 et CASP3 ont été identifiés à partir de la 

base de données dbSNPs (build 126). Afin de vérifier la présence de ces 

polymorphismes, une cohorte de 40 individus européens a été génotypée par 

réaction de polymérase en chaîne (PCR). Les amorces, les conditions et les 

programmes de PCR utilisés pour l’amplification du promoteur de MDM2 et de 

CASP3 sont décrits en annexe aux tableaux I et  II.  

Les fragments de PCR (environ 2 kb en amont de l’exon 1) ainsi générés ont été 

dénaturés avec une solution de NaOH 0,4 N, puis transférés sur membranes 

chargées positivement (Amersham), à l’aide d’un appareil à dot blot (S&S 

minifold). L’ADN a été fixé sur la membrane aux UVs par un UV Stratalinker 

1800 (Stratagene). Ces membranes ont été incubées en présence de sondes 

oligonucléotides simple-brin spécifiques à chaque allèle (voir Annexes Tableau III 

pour séquences) marquées au 32P avec une T4 kinase (Invitrogen).  Ces sondes 

oligonucléotidiques peuvent s’hybrider aux fragments d’ADNs qui leur sont 

complémentaires et chevauchant un SNP. L’incubation a été faite sur une étendue 

de température variant de 70°C à 37°C et en présence d’un compétiteur non 

marqué correspondant à l’oligonucléotide spécifique à l’autre allèle du SNP. Les 

membranes étaient ensuite exposées sur film Kodak 16 heures à -80°C. Les films 

étaient développés par l’appareil Micro-Max (Hope). L’analyse visuelle des films a 

permis de déterminer le génotype de chacun des 40 individus pour les SNPs 

étudiés. Seule la délétion de la région promotrice de MDM2 a été génotypée par 
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PCR suivi d’une séparation électrophorétique (conditions, programmes et amorces 

dans les tableaux I et II en annexe). Suite à la migration (gel d’agarose 3%) des 

fragments de PCR couvrant la région de délétion, nous pouvons distinguer les 

individus homozygotes avec la délétion (1 bande migrant rapidement) des 

individus hétérozygotes (2 bandes) et des  homozygotes sans délétion (1 bande 

migrant moins rapidement). 

Pour tous les autres gènes étudiés, l’identification des SNPs dans les régions 

promotrices a été faite par reséquençage direct des régions promotrices de ces 

gènes chez 40 individus caucasiens dont 20 individus sains (contrôles) et 20 

patients atteints de leucémie lymphoblastique aigüe (LLA). Ces derniers ont été 

inclus dans cette étude à cause des intérêts de notre laboratoire pour la leucémie de 

l’enfant.  Pour procéder au reséquençage, des régions promotrices amplifiées par 

PCR ont été envoyées à la plate-forme de séquençage de Génome Québec à 

l’Université McGill. Les amorces, les conditions et programmes de PCR utilisés 

pour les gènes XIAP, BCL2, BAX, BCL2L10, BCL2L11, PARP1, BAG4, 

ENDOG, BCL2L1 et TP73 sont décrits en annexe dans les tableaux I et II. Les 

polymorphismes sont ensuite identifiés en comparant les séquences des individus 

étudiés avec la séquence de référence de NCBI et les SNPs identifiés sont 

comparés à ceux répertoriés dans dbSNPs.  

Détermination des haplotypes fréquents 

Une fois les polymorphismes identifiés dans une région promotrice, il est possible 

de déterminer la structure des haplotypes, correspondant (c’est-à-dire les 

combinaisons de rSNPs) Pour ce faire, on utilise le logiciel PHASE (version 2, 



 

 

23

University of Washington, Seattle) qui calcule les haplotypes à partir des données 

de fréquence génotypique. Les haplotypes des promoteurs ayant une fréquence 

égale ou supérieure à 5% ont été conservés pour l’étude de leur impact fonctionnel. 

Le déséquilibre de liaison entre les polymorphismes est calculé par les valeurs de 

D’ et de R2 (118, 119). 

Étude de l’impact fonctionnel des rSNPs/rHaplotypes  

L’impact fonctionnel des rSNPs sur l’activité promotrice est mesuré in vitro par 

des essais de gènes rapporteurs et par des essais de retard sur gel. 

Essai de gène rapporteur 

Les régions promotrices d’intérêts ont été amplifiées à partir de l’ADN génomique 

des individus ayant les haplotypes désirés. Le sous-clonage de chaque haplotype à 

tester se fait à l’aide du système Gateway (Invitrogen) qui nécessite une série de 

deux réactions de recombinaison, utilisant les enzymes BP et LR. La première 

recombinaison s’effectue entre les différents amplicons et le vecteur pDONRTM 

(Invitrogen). Une deuxième recombinaison est faite entre les vecteurs pDONRTM 

contenant les différents inserts de la région promotrice et le vecteur sans promoteur 

pGL3basic (Promega), exprimant le gène de la luciférase Firefly. Cette deuxième 

recombinaison permet de placer les inserts des différents haplotypes en amont du 

gène de la luciférase Firefly et les constructions générées seront utilisées pour nos 

essais de gènes rapporteurs. Les réactions de recombinaison sont utilisées pour la 

transformation de bactéries compétentes DH5α. L’intégrité des clones, purifiés 

avec le Quiagen mini kit, a été vérifiée par séquençage pour confirmer la présence 

de l’haplotype désiré avant d’effectuer les expériences de transfection transitoire. 
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Pour ces dernières, on a utilisé un pool de trois clones afin de minimiser l’impact 

d’une erreur potentielle de séquence sur l’activité promotrice de la construction. 

Les pools de clones sont ensuite transfectés dans trois lignées cellulaires 

différentes (HeLa, HepG2 et JEG3) en utilisant la lipofectamine selon le protocole 

du manufacturier (Invitrogen). Le choix de 3 lignées cellulaires est justifié afin de 

vérifier si l’impact observé est tissu-spécifique ou bien s’il est généralisé.  Les 

constructions générées ainsi que le vecteur pRL-CMV (Promega) exprimant la 

luciférase Renilla sous contrôle d’un promoteur SV40 sont cotransfectés (ratio 

100 :1). Le vecteur pGL3basic (Invitrogen) est utilisé comme contrôle négatif alors 

que le vecteur pGL3SV40 (Invitrogen) est utilisé comme contrôle positif. Les 

cellules en suspension ont été transfectées, puis déposées dans des plaques de 96 

puits (environ 6 x 104 cellules/puits). Vingt-quatre heures après la transfection 

transitoire, la lyse passive des cellules est effectuée et l’activité du gène rapporteur 

(la luciférase) est mesurée avec la trousse Dual-Luciferase Reporter Assay 

(Promega) avec un luminomètre Spectra Max 190 (Molecular Devices) selon le 

protocole du manufacturier. L’activité Firefly des constructions contenant les 

divers haplotypes est normalisée par l’activité de contrôle interne de la Renilla. Les 

résultats sont exprimés en ratio de l’activité Firefly/Renilla et correspondent à la 

moyenne de quatre réplicats. Les analyses statistiques effectuées sont le Student’s 

t-test non pairé pour déterminer  les probabilités (p-values). 

Expériences de retard sur gel 

L’impact des différents SNPs sur la liaison de protéines nucléaires (activateurs ou 

répresseurs transcriptionnels) est déterminé par essais de retard sur gel pour les 
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gènes MDM2, BCL2 et PARP1. Des oligonucléotides double-brins marqués au 32P 

correspondant à la région entourant le site polymorphique d’intérêt (liste des 

séquences des oligonucléotides utilisés en annexe tableau IV) sont incubés avec les 

extraits nucléaires de cellules HeLa, HepG2 et JEG3 en utilisant la trousse de Gel 

Shift assay System (Promega). La séquence de ces sondes est déterminée en 

utilisant le logiciel MatInspector (Genomatix Sotware GmbH) pour prédire les 

sites de liaison de facteurs de transcription autour de chacun des SNPs (120). Tous 

les sites de liaison qui chevauchent le site putatif du SNP sont conservés dans la 

séquence de la sonde en plus de 3 nucléotides supplémentaires à chacune des 

extrémités. Le dosage des protéines dans les extraits nucléaires est effectué par 

essai Bradford (BioRad). Cinq μg de chaque extrait nucléaire sont incubés 

séparément avec 35 fmol de sonde marquée dans un tampon contenant 50 mM 

Tris-HCl (pH 7,5), 5 mM MgCl2, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM DTT, 250 mM NaCl, 

0,25 μg/μL poly deoxyinosinate-deoxycytidylate et 20% glycérol dans un volume 

final de 10 μL. Ces incubations ont été effectuées à température ambiante pendant 

20 minutes. Les complexes sont ensuite séparés par gel de polyacrylamide non 

dénaturant (6% acrylamide :bisacrylamide, 60 :1) avec du tampon 0,5X Tris-

borate-EDTA à 4°C et à 190V. La compétition avec des sondes non marquées est 

faite dans un ratio de 50 :1 (non marquée : marquée). Une sonde non-spécifique et 

non marquée appelée AP2 est utilisée pour contrôler la spécificité de liaison. Sa 

séquence correspond à la séquence mutée de liaison du facteur de transcription 

AP2.  
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Identification et priorisation de nouveaux gènes candidats  

Approche qRT-PCR 

Du sang périphérique (≈7 mL) a été prélevé chez 21 individus normaux d’origine 

européenne. Les globules blancs, isolés des échantillons de sang par centrifugation 

à 2000 g pendant 10 minutes, ont été mélangées immédiatement avec une solution 

RNA later (Ambion). L’ARN total de ces cellules a été extrait à l’aide de la trousse 

Ribopure Blood d’Ambion. Un traitement de l’ARN purifié à la DNase I (Ambion) 

est fait pendant 30 minutes à 37°C. L’ARN de chaque individu contrôle est ensuite 

transformé en cDNA par transcription inverse avec la trousse PCR Array 

Apoptosis First Strand (SA Biosciences). Chaque cDNA obtenu est ensuite déposé 

dans chacun des 96 puits (10 ng/puits) d’une plaque de qRT-PCR de la trousse 

PCR Array Apoptosis (SA Biosciences), où chaque puits correspond à des amorces 

capables d’amplifier un gène d’apoptose différent (voir Tableau II). Les courbes 

d’amplification obtenues sont ensuite analysées pour déterminer le Ct, c’est-à-dire 

l’endroit où la courbe commence son amplification détectable par la fluorescence 

du SYBR® Green. Chaque Ct chez un individu est ensuite divisé par la moyenne 

des Ct d’un groupe de gènes contrôles (GAPDH, B2M, HPRT1, RPL3A, ACTB et 

HGDC) à des fins de normalisation. Les ratios de Ct des 21 individus contrôles 

sont ensuite comparés entre eux pour chacun des gènes afin de voir la variabilité 

interindividuelle dans les niveaux d’expression des gènes régulateurs de 

l’apoptose. Cette variabilité interindividuelle est calculée en faisant l’écart 

interquartile entre les ratios de Ct pour chaque gène.  
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Tableau II. Gènes d’apoptose dont l’expression est mesurée par qRT-PCR par la 

trousse de Super Array. 

Gènes d’apoptose et leur voie 
ABL1 extrinsèque CIDEA extrinsèque 
AKT1 intrinsèque CIDEB extrinsèque 

APAF1 intrinsèque CRADD extrinsèque 
BAD intrinsèque DAPK1 extrinsèque 

BAG1 intrinsèque DFFA intrinsèque 
BAG3 intrinsèque FADD extrinsèque 
BAG4 intrinsèque FAS extrinsèque 
BAK1 intrinsèque FASLG extrinsèque 
BAX intrinsèque GADD45A extrinsèque 

BCL10 intrinsèque HRK intrinsèque 
BCL2 intrinsèque IGF1R extrinsèque 

BCL2A1 intrinsèque LTA extrinsèque 
BCL2L1 intrinsèque LTBR extrinsèque 

BCL2L10 intrinsèque MCL1 intrinsèque 
BCL2L11 intrinsèque NOL3 extrinsèque 
BCL2L2 intrinsèque PYCARD extrinsèque 
BCLAF1 intrinsèque RIPK2 extrinsèque 

BFAR intrinsèque TNF extrinsèque 
BID intrinsèque TNFRSF10A extrinsèque 
BIK intrinsèque TNFRSF10B extrinsèque 

NAIP intrinsèque TNFRSF11B extrinsèque 
BIRC2 intrinsèque TNFRSF1A extrinsèque 
BIRC3 intrinsèque TNFRSF21 extrinsèque 
BIRC4 intrinsèque TNFRSF25 extrinsèque 
BIRC6 intrinsèque CD27 extrinsèque 
BIRC8 intrinsèque TNFRSF9 extrinsèque 
BNIP1 intrinsèque TNFSF10 extrinsèque 
BNIP2 intrinsèque CD70 extrinsèque 
BNIP3 intrinsèque TNFSF8 extrinsèque 
BNIP3L intrinsèque TP53 intrinsèque 
BRAF extrinsèque TP53BP2 intrinsèque 
NOD1 intrinsèque TP73 intrinsèque 

CARD6 extrinsèque TRADD extrinsèque 
CARD8 extrinsèque TRAF2 extrinsèque 
CASP1 extrinsèque TRAF3 extrinsèque 
CASP10 extrinsèque TRAF4 extrinsèque 
CASP14 extrinsèque CFLAR extrinsèque 
CASP2 extrinsèque CASP8 extrinsèque 
CASP3 intrinsèque CASP9 intrinsèque 
CASP4 extrinsèque CD40 extrinsèque 
CASP5 extrinsèque CD40LG extrinsèque 
CASP6 intrinsèque CASP7 intrinsèque 
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Approche - Réanalyse de données de Microarrays 

Les données brutes de Microarrays de 132 patients LLA ont été obtenues à partir 

de l’étude de Ross et al. (121) qui regroupe les données générées à l’aide de puces 

Affymetrix (U133A et U133B) couvrant le génome humain. Puisqu’on ne 

s’intéresse qu’aux données concernant les gènes régulateurs de l’apoptose, les 

différentes sondes de la puce sont filtrées en fonction de leur appartenance à un 

gène de la voie intrinsèque d’activation de l’apoptose. Une fois ces sondes 

regroupées, on calcule l’écart interquartile entre les 132 patients pour chaque 

sonde. Dans cette étape de criblage, nous avons utilisé une valeur p=0,10 

appliquée sur la distribution des écarts interquartiles. Cela permet de conserver les 

sondes les plus significatives, le plus grand écart étant la sonde variant le plus chez 

les 132 patients leucémiques. 

Nous avons aussi utilisé un ensemble de données de microarrays générées à partir 

d’individus contrôles.  Dans cette étude d’Emilsson et al. (122), ils ont utilisé  

l’ARN du sang de 1021 individus islandais non-malades pour mesurer l’expression 

du génome humain en entier sur la plateforme GPL3991 (Rosetta/Merck) (122). 

Comme précédemment, les données ont été triées afin de conserver les sondes liées 

à des gènes de la voie intrinsèque de l’apoptose. Les données obtenues pour 

chaque gène chez chaque individu sont sous forme de p-values qui découlent de la 

comparaison entre le signal pour l’ARN d’un individu et le signal pour un pool 

d’ARN référence composés de 85 individus islandais (43 hommes, 42 femmes) 
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(123, 124).  L’analyse de ces p-values se fait selon la méthode décrite dans 

Emilsson et al. (122) en prenant tout d’abord le –log10 (p-value) pour toutes les 

données. On calcule ensuite l’écart-type entre les différents –log10 (p-value) des 

individus pour chacune des sondes. Les écart-types de toutes les sondes sont 

ensuite classés en ordre décroissant où les sondes tombant dans le haut de la liste 

correspondent aux gènes ayant la plus grande variabilité interindividuelle. Les 

premiers 10% ayant la plus grande variabilité sont priorisés comme gènes 

candidats. 
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Résultats 

Préambule 

Le projet sur l’étude de l’impact fonctionnel des polymorphismes dans les 

promoteurs des gènes de  l’apoptose a débuté alors que nous avions peu de moyens 

de les prioriser. Dans un tel contexte, les premiers gènes, MDM2, CASP3, BAG4, 

BAX et ENDOG,  ont été sélectionnés en fonction de leur importance dans la voie 

intrinsèque de l’apoptose et des données disponibles dans la littérature. Les autres 

gènes, PARP1, BCL2L10, XIAP, BCL2, BCL2L1, BCL2L11, TP73, ont été 

choisis en fonction de la variabilité interindividuelle observée au niveau de leur 

taux d’expression. À cet effet, des analyses de données d’expression de plusieurs 

gènes impliqués dans la régulation de l’apoptose ont été effectuées. Ces données 

d’expression ont été soit générées par qRT-PCR à partir du sang  d’individus 

contrôles ou encore par Microarrays sur deux types de cohorte : des lymphocytes 

d’individus atteints de LLA ou du sang d’individus contrôles. Il s’agissait dans 

chaque cas de trouver les gènes ayant la plus grande variabilité interindividuelle. 

De plus, le génotypage des SNPs des premiers gènes, MDM2 et CASP3, a d’abord 

été fait par hybridation avec des sondes oligonucléotides allèle-spécifiques, alors 

que les autres gènes ont été génotypés par reséquençage direct. Le séquençage 

direct permet d’éliminer les SNPs qui sont présents dans les bases de données mais 

absents de notre cohorte, dû à leur trop faible fréquence. Cela permet aussi 

d’inclure certains SNPs qui n’auraient pas encore été répertoriés et qui sont 

présents dans les régions promotrices que nous étudions et dans notre cohorte. 
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Au total, nous avons étudié les promoteurs de 12 gènes de la voie intrinsèque de 

l’apoptose. Nous avons identifiés 52 SNPs dans les promoteurs proximaux que 

nous avons définis comme étant une région de 2kb en amont du premier exon.  

Parmi les gènes étudiés, les promoteurs de MDM2, BCL2 et PARP1 ont montré 

une activité promotrice différentielle ainsi que des liaisons ADN-protéines 

différentielles entre les différents haplotypes.  Le tableau III résume l’étude de 

l’ensemble des promoteurs. Les gènes MDM2, BCL2 et PARP1 seront par la suite 

décrits en détails. On trouve en annexe toutes les données sur les SNPs, les 

haplotypes et les essais luciférases des gènes n’ayant pas montré d’impact 

fonctionnel. 
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Tableau III. Résumé des résultats obtenus pour les promoteurs des 12 gènes 

étudiés de la voie intrinsèque de l’apoptose. 

gènes** Nb. de SNPs Nb. 
d’haplotypes 

Essais gènes 
rapporteurs 

Essais de retard 
sur gel* 

MDM2 4 3 expression 
différentielle 

liaison 
différentielle 

CASP3 9 3 
expression 

non-
différentielle 

- 

BAX 6 2 
expression 

non-
différentielle 

- 

ENDOG 9 3 
expression 

non-
différentielle 

- 

BAG4 2 2 
expression 

non-
différentielle 

- 

BCL2L1 2 2 
expression 

non-
différentielle 

- 

BCL2 2 3 expression 
différentielle 

liaison 
différentielle 

BCL2L10 5 4 
expression 

non-
différentielle 

- 

BCL2L11 6 3 
expression 

non-
différentielle 

- 

TP73 1 2 
expression 

non-
différentielle 

- 

XIAP 6 3 
expression 

non-
différentielle 

- 

PARP1 6 3 expression 
différentielle 

liaison 
différentielle 

*: plusieurs gènes n’ont pas d’essais de retard sur gel à cause de l’absence 
d’activité promotrice différentielle. 
**Les gènes en gris sont ceux ayant un impact fonctionnel. 
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MDM2 

Le gène anti-apoptotique MDM2 est une ubiquitine ligase E3 impliquée dans la 

dégradation de p53, une protéine suppresseur de tumeurs. MDM2 possède deux 

promoteurs, un en amont de l’exon 1 (P1) et un autre dans le premier intron (P2) 

(125). Le promoteur P2 est sous le contrôle du facteur de transcription p53 alors 

que le promoteur P1 est p53-indépendant (107). La base de données dbSNPs 

contient 9 SNPs pour la région P1 et un SNP pour la région P2 (voir Tableau IV).  

Ce dernier (SNP601) a déjà été associé au risque de développer certains cancers 

(101-107). Suite au génotypage de chacun de ces SNPs avec des oligonucléotides 

allèle-spécifiques, il s’avère que seuls les SNPs -1494A>G, la délétion de 40pb, -

182C>G et le SNP +601T>G sont présents dans notre cohorte. Le schéma du 

promoteur de MDM2 avec les SNPs présents dans la cohorte étudiée est illustré à 

la Figure 6. Les SNPs -737C>T, -683A>G et -151C>T ne sont pas détectés dans 

notre cohorte peut-être parce qu’ils sont spécifiques à certaines populations ou 

encore qu’ils correspondent à des singletons, i.e. qu’ils se retrouvent chez un seul 

individu dans une population.  D’autre part, les SNPs -1164C>G et -1166T>G ne 

sont pas de vrais SNPs. Ce sont les individus ayant la délétion qui donnent 

l’impression d’avoir 2 polymorphismes supplémentaires aux positions -1166 et 

-1164.  En réalité, la délétion dans cette région est celle d’une répétition de 40 pb 

identiques aux 40 pb suivantes à l’exception de 2 nucléotides, donnant 

l’impression d’être en présence de deux SNPs à ces positions.  
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Tableau IV. SNPs des promoteurs de MDM2 avec leur position génomique et  

leur fréquence allélique observée dans notre cohorte. 

SNPθ Position chromosomique* # rs Fréquence 
allélique 

-1494 G>A chr12:67,486,752 rs1144944 25% 
40 pb indel  (-
1208 to-1169) chr12:67,487,038_67,487,077 rs3730485 37% 

-1166 T>G chr12:67,487,080 rs2904506 - 

-1164 C>G chr12:67,487,082 rs3930427 - 

-737 C>T chr12:67,487,509 rs3730486 0% 

-683 A>G chr12:67,487,563 rs3730487 0% 

-182 C>G chr12:67,488,064 rs937282 50% 

-151 C>T chr12:67,488,095 rs3730491 0% 

+601‡ T>G chr12:67,488,847 rs2279744 35% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 
‡ Ce SNP est connu dans la littérature sous le nom de SNP309 de MDM2.  
 
 
 

 
 
Figure 6. Schéma des promoteurs de MDM2 avec leurs SNPs.   
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Puisque l’étude d’un seul SNP peut être insuffisante pour expliquer l’expression 

allélique due à une activité promotrice différentielle, nous avons considéré les 

promoteurs sous la forme d’haplotypes qui regroupent un certain nombre de SNPs.  

Les différents haplotypes ont été inférés à l’aide du logiciel PHASE.  Seulement 

les haplotypes ayant une fréquence de plus de 5% dans notre cohorte ont été 

conservés pour les études fonctionnelles. La région contenant les deux promoteurs 

de MDM2 possèdent 3 haplotypes fréquents (tableau V). 

Tableau V. Haplotypes fréquents de la région promotrice de MDM2. 

Haplotype -1494 G>A 40 pb indel -182 C>G +601T>G Fréquence 
1A A Non del C G 36,8% 
1B A Non del C T 17,0% 
2 G del G T 38,5% 

Les haplotypes 1A et 1B sont identiques pour la région promotrice P1 alors qu’ils 

diffèrent pour le SNP+601 de la région P2. Pour ce qui est de l’haplotype 2, il est 

complètement différent des deux autres. Les trois haplotypes couvrent à eux seuls 

92,3% des haplotypes observés. On peut voir la présence d’un déséquilibre de 

liaison entre les polymorphismes -1494, la délétion de 40 pb ainsi que -182. Le 

déséquilibre de liaison est illustré par des valeurs de R2 et de D’ qui se rapprochent 

de 1. La valeur de R2 est de 0,934 alors que le D’ est de 0,977 entre ces trois 

polymorphismes.  

Pour vérifier l’impact de ces trois haplotypes sur l’activité promotrice de MDM2, 

des essais de gène rapporteur ont été effectués en sous-clonant les différents 

haplotypes de la région promotrice P1 en amont du gène de la luciférase dans le 
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vecteur pGL3basic. Des transfections transitoires ont été effectuées pour chaque 

construction haplotype-spécifique dans 3 différentes lignées cellulaires (HeLa, 

HepG2 et JEG3).  Puisque la région amplifiée pour MDM2 ne contient pas le SNP 

+601, on ne peut distinguer les haplotypes 1A et 1B. On voit premièrement que la 

région sous-clonée possède bel et bien une activité promotrice, ayant des valeurs 

de luciférase 13 à 70 fois plus élevées que le contrôle négatif (pGL3b). On arrive à 

distinguer une différence d’activité promotrice entre les haplotypes 1 et 2 (Figure 

7). Le niveau de luciférase de l’haplotype 1 est de 2 à 3 fois plus élevé que celui de 

l’haplotype 2, indiquant une différence allélique entre les haplotypes étudiés.  

Cette différence est statistiquement significative dans les 3 lignées cellulaires 

étudiées. On observe donc une activité promotrice différentielle entre les 

haplotypes communs du promoteur P1 de MDM2. 
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Figure 7. Impact fonctionnel des haplotypes du promoteur P1 de MDM2 sur 

l’activité promotrice. La transfection est faite dans 3 lignées cellulaires 

différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats illustrés sont tirés d’une 

expérience représentative parmi 3 expériences indépendantes. Les résultats sont 

exprimés en ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié par 100. Les valeurs 

de p sont calculées à partir de 4 réplicats avec le test de t de Student non pairé (*: 

p< 3 x 10-3; **: p<8 x 10-6). Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle 

négatif (Basic).  

Puisque les SNPs des promoteurs sont susceptibles de modifier un site de liaison 

de facteurs de transcription, l’impact de ceux-ci sur la liaison des protéines a été 

vérifié par des expériences de retard sur gel. Ceci permet de distinguer la présence 

ou non de liaisons différentielles de protéines nucléaires au niveau des sites 
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polymorphiques et ainsi de déterminer quels sont les SNPs susceptibles de créer ou 

d’abolir un site de liaison expliquant l’activité promotrice différentielle observée 

en essais de gènes rapporteurs. Pour ce faire, des sondes marquées double-brins 

(voir tableau IV en annexe) sont incubées avec les extraits nucléaires des lignées 

cellulaires utilisées pour les essais de gènes rapporteurs (HeLa, HepG2 et JEG3). 

Les complexes formés sont séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide 

non-dénaturant. Ici, seule l’expérience du SNP -182C>G avec la lignée HepG2 est 

montrée à titre d’exemple (Figure 8). Le complexe 1 montre la présence d’une 

liaison différentielle. On voit, en comparant les puits 2 et 3, que la compétition est 

plus forte avec le compétiteur contenant l’allèle C (le complexe disparaît 

davantage). De plus, on ne retrouve pas de complexe dans les puits 5 à 8. Ces 

observations laissent suggérer que le complexe 1 de protéines préfère la liaison à la 

sonde ayant l’allèle C. C’est également le cas pour le complexe 2, qui est 

davantage compétionné par la sonde contenant l’allèle C non marquée. De plus, on 

voit que la liaison de ce complexe est spécifique à la sonde puisque la compétition 

avec la sonde non marquée AP2 ne fait pas disparaître la bande (puits 4). Les 

polymorphismes testés (-1494, -182 et + 601) ont tous montré une liaison 

différentielle de protéines, et ce dans les 3 lignées cellulaires testées à l’exception 

du SNP -182C>G qui a montré de liaison différentielle seulement avec l’extrait 

nucléaire de la lignée JEG3. Malheureusement, dû à la nature du SNP de la 

délétion de 40 pb, il est impossible de tester l’impact sur la liaison de protéines par 

cette méthode. 
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-182C* -182G* Sonde non 
marquée 

- + - - - + - - -182C 

- - + - - - + - -182G 

- - - + - - - + AP2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Retard sur gel montrant une liaison différentielle au niveau du 

rSNP -182C>G de MDM2. Des oligonucléotides double-brins et marqués (*) 

correspondant aux différents allèles du SNP-182C>G sont incubés avec l’extrait 

nucléaire de HepG2. Les puits 1 à 4 contiennent la sonde marquée -182C alors que 

les puits 5 à 8 contiennent la sonde -182G marquée. Les sondes non marquées 

utilisées pour compétitionner la liaison de protéines à l’ADN  sont en excès dans 

un ratio de 50/1.  Des compétiteurs spécifiques correspondant aux sondes non 

marquées des différents allèles sont utilisés dans les puits 2, 3, 6 et 7 alors qu’un 

compétiteur non-spécifique est utilisé dans les puits 4 et 8. Les séquences des 

1    2     3    4     5     6     7   8 

Complexe 1 

Complexe NS 

Complexe NS 

Complexe NS 

Complexe 2 
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Détermination des gènes candidats 

Afin de prioriser l’étude de certains promoteurs, la détermination des gènes 

d’apoptose candidats s’est faite par des réanalyses de données d’expression de 

gènes de l’apoptose : l’analyse de données de qRT-PCR et l’analyse de données de 

microarrays.  

qRT-PCR 

L’ARN total provenant des échantillons de sang de 21 individus contrôles 

d’origine européenne a été utilisé sur des plaques de PCR Array Apoptosis (SA 

Biosciences). Ces plaques ont permis de mesurer par qRT-PCR l’expression de 84 

gènes d’apoptose chez chacun des 21 individus contrôles. La comparaison des 

niveaux d’expression (Ct) entre les individus pour chaque gène est effectuée pour 

déterminer quels sont les gènes ayant la plus grande variabilité interindividuelle. 

La mesure de cette variabilité est faite avec l’écart interquartile. Un seuil assez 

permissif de p=0,1 est appliqué sur la distribution des écarts interquartiles afin de 

récupérer les gènes ayant les plus grands écarts (les plus inter-variables) 

(Tableau VI). Six gènes qui se retrouvent sur la plaque ont des valeurs de p 
                                                 
Figure 8 (suite) : sondes sont décrites dans le tableau IV en annexe. Les sondes 

non liées migrent rapidement au bas du gel alors que les complexes protéines-

sondes migrent moins rapidement. Les complexes non-spécifiques sont identifiés 

« complexe NS ». 
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inférieurs à p=0,1, dont 3 gènes appartenant à la voie extrinsèque d’activation de 

l’apoptose (TNFRSF11B, CIDEA et TRAF3) et 3 autres à la voie intrinsèque 

(BCL2L10, TP73 et BCL2L1). Puisque seule la voie intrinsèque nous intéresse, 

ces trois derniers gènes ont été priorisés comme gène candidats. Les haplotypes de 

ces trois gènes ont été testés par essais gènes rapporteurs et n’ont montré 

malheureusement aucune activité différentielle (annexe Figure 5, 6 et 8). On peut 

expliquer cette situation surtout par le fait que les constructions pour les gènes 

BCL2L10 et TP73 n’ont montré aucune activité promotrice significative.  Ces 

faibles activités ne sont pas dues à un échec de l’essai gène rapporteur, car les 

contrôles positifs pGL3SV40 (non illustrés) ont bel et bien une activité pour TP73 

et BCL2L10. Elles sont donc attribuables à l’absence d’éléments stimulant la 

transcription. Seules les constructions de BCL2L1 possédaient une activité 

promotrice (annexe Figure 5). Si on regarde en détails les différents haplotypes de 

BCL2L10, on s’aperçoit que les niveaux d’activité semblent varier entre les 

haplotypes, malgré le fait que les promoteurs n’ont pas d’activité significative et 

que nous sommes peut-être seulement en présence d’un bruit de fond (annexe 

Figure 6). Il aurait donc peut-être fallu placer ces fragments de 2 kb dans un 

vecteur en aval d’un promoteur fort comme pGL3SV40 afin d’obtenir une activité 

« enhancer » différentielle.  

D’un autre côté, il se peut que ce soit la façon d’analyser les données de RT-PCR 

qui ne soit pas tout à fait appropriée et qui ait faussé la liste des candidats. Nous 

avons choisi d’utiliser l’écart interquartile pour déterminer les gènes ayant la plus 

grande variabilité interindividuelle. L’écart interquartile permet en effet de 
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mesurer la dispersion des valeurs d’un ensemble de données, mais ne comprend 

que 50% des données de la distribution (de Q1 à Q3) et élimine donc les valeurs 

extrêmes. Dans notre cas, ces valeurs extrêmes auraient peut-être dû être prises en 

considération et nous auraient permis de trouver des gènes avec une plus grande 

dispersion des valeurs d’expression entre les individus. Il faudrait peut-être dans ce 

cas employer l’écart moyenne-médiane qui tient compte de ces valeurs extrêmes. 

Nous avons appliqué cet écart moyenne-médiane sur nos données. Les gènes 

suivant sont alors significatifs à p=0,1 sont BCL2L11, BCL2 et APAF1. On 

remarque que ces gènes sont aussi significatifs dans nos analyses de données de 

microarrays (Tableau VI) et que le promoteur de BCL2 a effectivement donné une 

activité différentielle entre ses haplotypes (Figure 10).  

Analyse de données de microarrays de patients LLA 

L’analyse de données d’expression provenant d’ARN extraits d’échantillons de 

moelles osseuses de 132 patients LLA a été effectuée de façon similaire à l’analyse 

par qRT-PCR (121). Seules les données des sondes hybridant dans des gènes de la 

voie intrinsèque de l’apoptose ont été conservées sur les puces U133A et U133B 

(Affymetrix). Les écarts interquartiles entre les individus pour chaque sonde sont 

ensuite calculés, et on attribue un seuil encore assez large de p=0,1 sur la 

distribution de ces écarts. Avec ce seuil, 15 gènes sortent significatifs et ont été 

priorisés comme gènes candidats (Tableau VI).  
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Analyse de données de microarrays d’individus contrôles 

Les données d’individus contrôles sont obtenus à partir de l’ARN du sang de 1021 

individus islandais (122). Comme précédemment, seules les données appartenant à 

des sondes hybridant dans des régions contenant un gène de la voie intrinsèque 

d’activation de l’apoptose sont conservées. Les p-values obtenues pour chaque 

gène sont analysées avec la même méthode que celle décrite dans l’étude, de façon 

à classer les gènes en ordre décroissant des écart-types calculés sur le –log10 (p-

value) de tous les individus. Une fois ordonnés, les premiers 10% ayant les plus 

grands écart-types sont conservés comme étant les gènes ayant la plus grande 

variabilité interindividuelle et deviennent donc des gènes candidats à leur tour. On 

obtient donc 4 gènes candidats avec cette analyse, dont BCL2 qui a aussi été 

identifié par l’analyse de données de microarrays de patients LLA (Tableau VI).  

Au total nous avons prioriser 21 nouveaux gènes candidats qui seront plus 

amplement étudiés.   
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Tableau VI. Gènes candidats obtenus par analyse de données d’expression de 

qRT-PCR et de microarrays. 

Gène Méthode Chromosome Plate-forme Cohortes Tissus 
analysés 

BCL2L10 qRT-PCR 15q21 Super Array Individus 
sains 

Sang 
périphériqueTP73 1p36.3 

BCL2L1 
 

20q11.21 

BCL2L11 Microarrays 2q13 Affymetrix 
U133A, 
U133B 

Patients 
LLA 

Moelle 
osseuse YWHAQ  2p25.1 

YWHAB  20q13.1 
DYNLL1  12q24.23 

BCL2  18q21.3 Affymetrix 
U133A, 

U133B et 
GPL3991 

Rosetta/Merck

Individus 
sains et 
patients 

LLA 

Sang 
périphérique 

et moelle 
osseuse 

PMAIP1 Microarrays 18q21.32 Affymetrix 
U133A, 
U133B 

Patients 
LLA 

Moelle 
osseuse PARP1  1q41-q42 

XIAP  Xq25 
BIRC6  2p22-p21 
MCL1  1q21 

MAPK1  22q11.21 
NOD1  7p15-p14 
CYCS  7p15.2 
CD47  3q13.1-q13.2 

PECAM1 
 

 17q23 

BCL2A1 Microarrays 15q24.3 GPL3991 
Rosetta/Merck

Individus 
sains 

Sang 
périphériqueBIRC5  17q25 

APAF1  12q23 
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BCL2 

 BCL2 est un gène anti-apoptotique qui code pour une protéine située à la surface 

de la membrane mitochondriale. BCL2 empêche la dimérisation de protéines pro-

apoptotiques telles que BAX et BAK, bloquant ainsi la libération du cytochrome c 

de la mitochondrie. Le reséquençage de la région promotrice de BCL2 chez 40 

individus a permis d’identifier deux rSNPs : -1534G>A et -225G>T (Tableau VII). 

Le SNP -1534G>A qui n’est pas répertorié dans dbSNP montre une fréquence plus 

élevée chez les patients LLA que chez les contrôles. Le schéma du promoteur de 

BCL2 est illustré à la Figure 9. 

Tableau VII. SNPs du promoteur de BCL2 avec leur position génomique et leur 

fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. 

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

Contrôles Patients 
-1534G>A chr18:59,139,126 non répertorié 35,7% 50% 

-225G>T chr18:59,137,817 rs2279115 65,6% 60,5% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 

Figure 9. Schéma du promoteur de BCL2. Le gène est orienté de façon anti-

sens dans le génome. 
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Ces deux SNPs de BCL2 se retrouvent sous la forme de trois haplotypes fréquents 

(tableau VIII). La combinaison -1534A -225G n’a pas été observée chez les 

individus génotypés. 

Tableau VIII. Haplotypes fréquents de la région promotrice de BCL2.  

 
 
 
 
 

*Ces trois haplotypes forment la totalité des haplotypes observés (100%). 
 

L’activité promotrice de ces trois haplotypes a été testée par des essais de gène 

rapporteur pour voir leur impact sur l’activité promotrice de BCL2 (Figure 10). On 

constate que le promoteur sous-cloné est bel et bien fonctionnel puisque ses 

valeurs de luciférase sont de 2 à 10 fois plus élevées que le contrôle négatif 

(pGL3b). Une activité différentielle est observée (p<0,02 dans les trois lignées) où 

l’haplotype 2 montre une activité promotrice plus faible que les deux autres : 

l’haplotype 1 a une activité intermédiaire (de 1,2 à 1,6 fois l’haplotype 2) et  

l’haplotype 3 est le promoteur le plus fort (de 1,4 à 2,2 fois l’haplotype 2). Le 

même profil d’expression a été observé dans toutes les lignées cellulaires.  

On peut donc confirmer la présence d’une activité promotrice différentielle in vitro 

selon l’haplotype du promoteur de BCL2  présent. 

Haplotype -1534G>A -225G>T Fréquence* 
1 G G 37,8% 
2 G T 16,2% 
3 A T 46,0% 
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Figure 10. Impact fonctionnel des haplotypes du promoteur de BCL2 sur 

l’activité promotrice. La transfection est faite dans 3 lignées cellulaires 

différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats illustrés proviennent d’une 

expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les résultats sont 

exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié par 100. Les p-

values sont calculées à partir de 4 réplicats avec le test de t de Student non pairé (*: 

p< 0,02). Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic). 

Des essais de retard sur gel ont été effectués pour vérifier la présence de liaisons 

différentielles au niveau des SNPs de cette région promotrice. Le gel du SNP -225 

avec l’extrait nucléaire de HepG2 est montré à titre d’exemple (Figure 11). On 

peut y voir la présence d’une liaison différentielle au niveau du complexe 1, qui lie 

uniquement -225T (puits 1 vs puits 5). La compétition dans les puits 6 et 7 
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confirme que le complexe se lie davantage à la sonde contenant le T, car la bande 

ne disparaît qu’en présence du compétiteur -225T non marqué. La compétition 

avec la sonde AP2 montre aussi une faible disparition de la bande, ce qui indique 

que la liaison n’est peut-être pas très spécifique. Toutes les lignées cellulaires pour 

ce polymorphisme ont montré une liaison différentielle alors qu’elles n’en ont pas 

montrée pour le SNP -1534G>A. Il semble donc que ce soit le SNP -225G>T qui 

serait responsable de l’activité promotrice différentielle observée. 

-225G* -225T* Sonde non 
marquée 

- + - - - + - - -225G 

- - + - - - + - -225T 

- - - + - - - + AP2 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figure 11. Retard sur gel montrant une liaison différentielle au niveau du 

rSNP -225G>T de BCL2. Des oligonucléotides double-brins et marqués (*)  

1    2    3    4    5    6    7     8 

Complexe NS 

Complexe 1 
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2  

PARP1 

Le gène PARP1 encode une poly (ADP-ribosyl) transférase qui possède une 

activité anti-apoptotique qui est clivée par les caspases lors du déclenchement de 

l’apoptose. Le reséquençage de la région promotrice de PARP1 chez 40 individus 

a permis d’identifier six rSNPs (tableau IX) : Les SNPs -589A>G, -279C>T, 

-239C>T et -219A>T sont un peu plus fréquents dans le groupe contrôle que dans 

le groupe de patients alors que la fréquence des SNPs -886 T>A et -1491 A>G est 

similaire dans les deux groupes. Le schéma du promoteur de PARP1 est illustré à 

la Figure 12. 

                                                 
Figure 11 (suite) : correspondant aux différents allèles du SNP-225G>T sont 

incubés avec l’extrait nucléaire de HepG2.  Les puits 1 à 4 contiennent la sonde 

marquée -225G alors que les puits 5 à 8 contiennent la sonde -225T marquée. Les 

sondes non marqués utilisées pour compétitionner la liaison de protéines à l’ADN  

sont en excès dans un ratio de 50/1.  Des compétiteurs spécifiques correspondant 

aux sondes non marquées des différents allèles sont utilisés dans les puits 2, 3, 6 et 

7 alors qu’un compétiteur non-spécifique est utilisé dans les puits 4 et 8. Les 

séquences des sondes sont décrites dans le tableau IV en annexe. Les sondes non 

liées migrent rapidement au bas du gel alors que les complexes protéines-sondes 

migrent moins rapidement. Les complexes non-spécifiques sont identifiés 

« complexe NS ». 
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Tableau IX. SNPs du promoteur de PARP1 avec leur position génomique et leur 

fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients.   

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

Contrôles Patients 
-1491A>G chr1:224,663,964 rs2793378 35,3% 34,6% 

-886 T>A chr1:224,663,309 rs2793379 18,8% 23,1% 

-589 A>G chr1:224,663,012 rs1341336 37,5% 22,7% 

-279 C>T chr1:224,662,702 rs7527192 20,6% 16,7% 

-239 C>T chr1:224,662,662 rs2077197 21,9% 13,6% 

-219 A>T chr1:224,662,642 rs7531668 21,9% 13,6% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 
 

 

Figure 12. Schéma de  la région promotrice de PARP1. Le gène est orienté de 

façon anti-sens dans le génome. 

Cette région promotrice possède trois haplotypes fréquents (Tableau X). On 

constate que les polymorphismes -279C>T, -239C>T et -219A>T sont en 

déséquilibre de liaison car on ne retrouve que deux combinaisons possible pour ces 

SNPs soit « CCA » et « TTT ».  
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Tableau X. Haplotypes fréquents de la région promotrice de PARP1. 

Les essais de gènes rapporteurs effectués avec les différentes constructions de ces 

différents haplotypes ont montré que le promoteur sous-cloné est bel et bien 

fonctionnel dû au niveau de luciférase qui est de 4 à 10 fois supérieur au pGL3b. 

De plus, on note la présence d’une activité promotrice différentielle (Figure 13). 

L’haplotype 1 possède une activité promotrice de 1,8 à 2,4 fois moins élevée que 

les haplotypes 2 et 3, et ce dans les trois lignées cellulaires étudiées. Si l’on 

compare les différences entre les allèles de ces différents haplotypes on remarque 

que seul les SNPs -1491A>G et -589A>G sont différents chez l’haplotype 1 

comparativement aux autres haplotypes. Les positions -886, -279, -239 et -219 

sont différentes entre les haplotypes 2 et 3 mais ne semblent pas affecter l’activité 

promotrice in vitro.   

Haplotype -1491 
A>G 

-886 
T>A 

-589 
A>G 

-279 
C>T 

-239 
C>T 

-219 
A>T Fréquence 

1 A T A C C A 59,7% 
2 G T G T T T 16,1% 
3 G A G C C A 17,7% 
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Figure 13. Impact fonctionnel des haplotypes du promoteur de PARP1 sur 

l’activité promotrice.La transfection est faite dans 3 lignées cellulaires différentes 

(HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats illustrés proviennent d’une expérience 

représentative de 3 expériences indépendantes. Les résultats sont exprimés comme 

ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié par 100. Le vecteur pGL3basic 

seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic). Les p-values sont calculées à partir 

de 4 réplicats avec le test de t de Student non pairé (**: p< 6,0 x 10-5) 

Afin de voir quels seraient les SNPs responsables de cette expression différentielle 

de luciférase, des essais de retard sur gel ont été effectués. Seul les SNPs -

1491A>G et -589A>G sont testés, car ce sont eux qui semblent responsable de 

l’activité différentielle observée. Le SNP -1491A>G en présence de l’extrait 

nucléaire de HeLa est illustré comme expérience représentative (Figure 14). Le 

complexe 1 lie davantage la sonde contenant l’allèle A que la sonde contenant 

**
**

**
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l’allèle G (puits 1 et 5). Par ailleurs, on voit que lorsqu’on compétitionne avec une 

sonde non marquée -1491A, la bande disparaît davantage qu’avec la compétition 

avec la sonde non marquée -1491G (puits 2 et 3). La liaison semble être spécifique 

puisque la compétition avec la sonde AP2 ne fait pas disparaître la bande (puits 4). 

Le SNP -1491A>G a montré une liaison différentielle dans toutes les lignées 

cellulaires de même que le SNP -589A>G  qui a montré une liaison différentielle 

dans 2 lignées sur 3. 

-1491A* -1491G* Sonde non 
marquée 

- + - - - + - - -1491A 

- - + - - - + - -1491G 

- - - + - - - + AP2 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 14. Retard sur gel montrant une liaison différentielle au niveau du 

rSNP -1491A>G de PARP1. Des oligonucléotides double-brins et marqués (*) 

correspondant aux différents allèles du SNP-1491A>G sont incubés avec l’extrait 

1      2     3     4     5    6     7    8 

Complexe 5 

Complexe 4 

Complexe 3 

Complexe 1 
Complexe 2 
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nucléaire de HeLa.  Les puits 1 à 4 contiennent la sonde marquée -1491A alors que 

les puits 5 à 8 contiennent la sonde -1491G marquée. Les sondes non marqués 

utilisées pour compétitionner la liaison de protéines à l’ADN  sont en excès dans 

un ratio de 50/1.  Des compétiteurs spécifiques correspondant aux sondes non 

marquées des différents allèles sont utilisés dans les puits 2, 3, 6 et 7 alors qu’un 

compétiteur non-spécifique est utilisé dans les puits 4 et 8. Les séquences des 

sondes sont décrites dans le tableau IV en annexe. Les sondes non liées migrent 

rapidement au bas du gel alors que les complexes protéines-sondes migrent moins 

rapidement.  
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Discussion  

Rappel du projet 

Contrairement aux maladies monogéniques, où la présence d’une mutation suffit 

pour développer la maladie, les maladies complexes s’expliquent plutôt par 

l’interaction étroite entre des  facteurs génétiques et environnementaux. La 

variabilité interindividuelle de la susceptibilité de développer une maladie 

complexe est, en partie, due à la diversité génétique (95-97).  Une des principales 

sources de cette variabilité génétiques sont les SNPs qui se retrouvent dispersés 

dans le génome. Mon étude a porté plus particulièrement sur les SNPs localisés 

dans les régions promotrices des gènes.  Ces SNPs peuvent altérer la transcription 

des gènes, en modifiant des sites de liaison à des facteurs de transcription. Puisque 

l’apoptose est une voie bien contrôlée et essentielle pour l’homéostasie cellulaire, 

les SNPs qui modifieraient les niveaux de transcrits des gènes de l’apoptose 

pourraient engendrer un débalancement de cette voie et ainsi empêcher la cellule 

dérégulée d’entrer en apoptose. Ceci favoriserait alors l’accumulation de cellules 

dérégulées et contribuerait à créer un environnement propice à la tumorigenèse. 
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Sommaire des résultats obtenus 

L’étude des polymorphismes dans les promoteurs des gènes de la voie intrinsèque 

d’activation de l’apoptose a permis d’identifier 52 rSNPs et 33 haplotypes 

fréquents répartis dans 12 gènes (Tableau III). La densité des polymorphismes 

observée est de 2,2 SNPs / kb en moyenne, ce qui est un peu plus faible 

comparativement à ce qui a pu être observé précédemment (environ 4,5 SNPs/ 

kb)(126).  Cela peut s’expliquer, entre autre, par le génotypage d’une seule 

population d’origine européenne. En d’autres termes, les SNPs présents dans 

d’autres populations mais absents chez les européens n’étaient pas détectés, faisant 

ainsi baisser la densité de SNPs / kb. Il est aussi possible que les gènes étudiés 

aient été davantage conservés au cours de l’évolution, dû à leur rôle dans une voie 

biologique importante.  Parmi les SNPs identifiés, 13,5% de ceux-ci n’étaient pas 

présents dans la base de données dbSNP. Pour ce qui est de la structure et la 

diversité des haplotypes (2,8 haplotypes/ promoteur), elle correspond à la 

fréquence attendue (i.e. 2-3 haplotypes majeurs) lorsque l’on considère 

uniquement les haplotypes fréquents.  

Sur les 12 gènes étudiés, les promoteurs de MDM2, BCL2 et PARP1 ont montré 

une activité promotrice différentielle en fonction de leurs haplotypes. Ces résultats 

supportent notre hypothèse initiale qui proposait que la variabilité génétique au 

niveau des promoteurs puisse mener à une activité promotrice différentielle, au 

moins dans un contexte in vitro. Pour les neuf autres promoteurs étudiés, il est 

possible que les rSNPs présents ne soient pas fonctionnels ou qu’ils ne modifient 
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pas l’activité du promoteur dans le contexte des lignées cellulaires étudiées.  C’est 

entre autre pour cette raison que nous avons décidé pendant le projet de 

sélectionner de nouveaux gènes candidats en se basant sur la variabilité 

interindividuelle de l’expression des gènes de l’apoptose en utilisant des données 

d’expression de microarrays et de qRT-PCR.  Ces études ont permis d’identifier 21 

gènes nouveaux candidats (Tableau VI). Les gènes qui ont été testés avant nos 

analyses de données d’expression (MDM2, CASP3, BAG4, BAX et ENDOG) 

n’ont pas montré d’activité différentielle entre leurs haplotypes à l’exception de 

MDM2 (discuté en détails plus loin).  
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Analyse des gènes candidats 

En réanalysant les données de microarrays de patients LLA, nous avons 

sélectionnés 15 nouveaux gènes candidats dont 4 qui ont été testés dans mon projet 

(BCL2L11, BCL2, PARP1 et XIAP). Parmi ces gènes, BCL2 et PARP1 ont 

montré une activité différentielle entre les haplotypes de leur promoteur (Figure 10 

et 13). Ces gènes sont discutés en détails plus loin. Même si ces résultats sont 

encourageants, il faudra tester davantage de gènes avant de pouvoir conclure que 

cette stratégie permet de sélectionner des gènes ayant des activités promotrices 

différentielles. 

Nous devons souligner que l’analyse des données d’expression de patients LLA 

comporte certains pièges, car il est difficile de déterminer si variabilité de 

l’expression est due à des polymorphismes constitutifs (variation germinale) ou à 

des mutations somatiques causant la dérégulation de ces gènes dans les cellules 

leucémiques. Par exemple, le gène XIAP, qui a montré une grande variabilité 

interindividuelle dans les données de microarrays de patients LLA, est bien connu 

pour être dérégulé dans plusieurs cancers (48-51). Par contre, nous n’avons pas 

observé que la variabilité génétique au niveau du promoteur de ce gène altérait les 

niveaux de transcription (annexe Figure 9).  Cette observation nous a motivés à 

réanalyser, en parallèle, des données de microarrays d’individus contrôles. Sur les 

4 gènes candidats ainsi identifiés, nous avons eu l’occasion d’en tester un seul, 

BCL2, qui a montré une activité promotrice différentielle (Tableau VIII et Figure 

10). Il ne faut pas oublier qu’une expression inter-variable mesurée sur les ARNm 
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des gènes de l’apoptose soit par qRT-PCR ou par microarrays n’est pas 

nécessairement due à une différence au niveau de la transcription de ces ARNm 

(pourrait être stabilité/dégradation). Cette limitation sera donc toujours présente 

peu importe la façon d’analyser les données. De plus, les ARNm mesurés ici 

proviennent toujours des cellules du sang ou de la moelle. Il est bien connu que 

chaque type cellulaire possède des quantités et des sortes spécifiques de facteurs de 

transcription et répresseurs. Il se peut donc que la variabilité observée dans la 

moelle ou dans le sang soit due à des SNPs auxquels se lient des facteurs de 

transcription présents uniquement dans ces types cellulaires et absents des lignées 

cellulaires utilisées pour la transfection. 

MDM2 

Puisque MDM2 joue un rôle important dans le contrôle de l’apoptose en modulant 

les niveaux de p53, un niveau d’expression dérégulé de ce gène pourrait devenir 

propice au développement du cancer (127, 128). D’ailleurs, la surexpression de 

MDM2 est retrouvée dans plusieurs types de cancers (63, 64). On ne connaît rien 

sur le lien entre MDM2 et la tumorigenèse, indépendamment de la voie de p53. En 

effet, il se pourrait très bien que ce soit l’interaction de MDM2 avec d’autres 

protéines impliquées dans le cancer qui affecte le développement des tumeurs, sans 

passer par p53 (129-132). Deux régions promotrices sont bien définies pour 

MDM2, soit P1 qui est en amont de l’exon 1 et P2 qui est localisé dans l’intron 1 

(125). La région P2 contient deux éléments imparfaits de réponse à p53 et une 

boîte TATA qui sont nécessaires pour activer la transcription à partir de ce 

promoteur (p-53 dépendant), alors que le promoteur P1 ne contient aucun de ces 
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éléments et est donc p53 indépendant (107, 133). Les deux régions promotrices 

sont riches en GC ce qui peut provoquer de multiples sites d’initiation de la 

transcription dans ces promoteurs, expliquant l’impressionnante variété des 

transcrits observés pour ce gène (134). De plus, les deux régions sont également 

constitutivement libres en nucléosome, les rendant constamment accessibles aux 

protéines nucléaires (135). 

Notre étude a porté sur l’impact des haplotypes du promoteur P1 de MDM2 

(Figure 6). Les résultats obtenus font d’ailleurs l’objet d’un article qui est 

présentement en révision et présenté en annexe (136). Nous avons démontré que 

les différents haplotypes de ce promoteur basal ont une activité promotrice 

différentielle et que les rSNPs retrouvés dans ces haplotypes contribuent seul ou 

ensemble aux  différences observées (Figure 7). De plus, tous les rSNPs présents 

ont montré une liaison différentielle de protéines au niveau de leur site putatif et ce 

dans pratiquement toutes les lignées (Figure 8).  

Une étude précédente avait déjà démontré une corrélation entre le SNP -182C>G 

et une expression allélique différentielle (137). Par contre, cette étude montrait que 

c’était l’allèle G du rSNP qui avait une activité promotrice élevée 

comparativement à son allèle C. Dans notre étude, l’allèle G du rSNP -182C>G de 

MDM2 fait partie de l’haplotype 2 (Tableau V). Cet haplotype est celui qui montre 

la plus faible activité promotrice, allant à l’encontre des résultats de l’étude de 

Wang et al. (108). Cette différence observée entre les deux études peut provenir du 

fait que la région sous-clonée dans le vecteur pGL3basic (avec le gène rapporteur 

Firefly) n’est pas la même. En effet, l’étude de Wang et al. (108) cible une région 
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de 400 pb entourant le rSNP -182C>G (de -25 à -424) alors que notre étude cible 

une région plus grande, allant de -27 à -2173. Il se peut que certains sites de 

liaisons à des facteurs de transcription soient présents dans notre étude mais 

absents de celle de Wang et al. (108). Notre design expérimental nous a également 

permis de capter l’impact de l’ensemble des rSNPs du promoteur (haplotype). Ce 

contexte « haplotypique » se rapproche davantage du contexte génomique.  

Plusieurs autres études ont été faites sur le rSNP +601T>G, montrant des 

corrélations entre ce polymorphisme et différents types de cancers (101, 102, 104-

106, 127, 137, 138). Pourtant, d’autres études ont tenté d’obtenir une telle 

corrélation avec d’autres types de cancers et se sont avérées un échec (139, 140). 

Plusieurs facteurs pourraient expliquer ces résultats contradictoires. Tout d’abord, 

il est possible que le rSNP +601 ne soit pas l’explication au phénomène observé, 

mais qu’un autre rSNP en déséquilibre de liaison avec celui-ci en soit responsable. 

Nous avons montré dans notre étude que l’allèle G du rSNP +601 était uniquement 

associé à l’haplotype 1 du promoteur P1 de MDM2, créant ainsi l’haplotype 1A 

qui combine les promoteurs P1 et P2 (Tableau V).  La combinaison de l’allèle G 

du rSNP+601 avec l’haplotype 1 du promoteur P1 (grande activité promotrice) 

augmenterait davantage les niveaux de MDM2 et appuierait les études qui ont 

montré une corrélation entre le rSNP +601G et certains cancers. Des études in 

vitro ont d’ailleurs montré que l’allèle G du rSNP +601 augmente l’affinité du 

facteur de transcription sp1 au site du polymorphisme, menant ainsi à 

l’augmentation de MDM2 et à la diminution de p53 (102, 103). Une autre 

explication pour ces études contradictoires serait que les facteurs de transcription 
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liant le rSNP +601T>G sont spécifiques à certains types cellulaires et absents dans 

d’autres, expliquant les différences observées entre les types de cancers. Aussi, une 

étude du rSNP +601T>G dans différentes populations a montré que l’association 

de ce polymorphisme avec le risque de développer un cancer était présent chez les 

Asiatiques, mais absent chez les Caucasiens et les Africains (140). Cette différence 

peut alors s’expliquer par la fréquence variable du rSNP entre les différentes 

populations (50% chez les Asiatiques, 10% chez les Caucasiens et les 

Africains)(140). Notre fréquence chez les Caucasiens était un peu plus élevée que 

celle observée dans la littérature, soit de 35% (Tableau IV). 

Finalement, nous avons fait des analyses in silico pour prédire l’impact de ces 

rSNPs sur les sites (i.e. gain ou perte) de liaison à des facteurs de transcription. 

Lorsque l’on compare la séquence délétée avec la séquence non délétée, la 

différence n’est pas au niveau des sortes de facteurs de transcription qui se lient, 

mais plutôt au niveau de leur quantité. Comme dit précédemment, la délétion est 

celle d’une séquence répétée de 40 pb. Les facteurs qui se retrouvent donc dans la 

région de la délétion lient également la région adjacente qui contient les mêmes 40 

pb à 2 nucléotides près. Les prédictions pour le rSNP -182C>G ne montrent pas de 

différence de liaison de protéine sur son site, alors que celles du rSNP -1494G>A 

montrent une liaison différentielle. L’allèle A du rSNP contribuerait en effet à 

former une « boîte GC », à laquelle se lierait le facteur de transcription Sp1. 

L’allèle G ne formerait pas cette boîte et ne lierait donc pas le facteur de 

transcription Sp1 qui est connu pour lier cette « boîte GC » et activer la 

transcription (141). Les individus qui auraient l’haplotype 1 (avec l’allèle A du 



 

 

63

rSNP -1494G>A), pourraient avoir une liaison de la protéine Sp1 sur leur 

promoteur et ainsi voir leur niveau de transcription de MDM2 augmenté par 

rapport aux individus qui ont l’haplotype 2 et qui n’ont pas cette liaison de la 

protéine. Cela appuierait nos résultats d’essais de gènes rapporteurs qui montrent 

que l’haplotype 1 a une plus grande activité promotrice que l’haplotype 2. 

BCL2 

Le gène BCL2 code pour une protéine anti-apoptotique qui est surexprimée dans 

plusieurs cancers (43, 44). Notre étude a démontré la présence de deux rSNPs au 

niveau du promoteur de BCL2 soit -1534G>A et -225G>T (Tableau VII et Figure 

9). Elle illustre aussi qu’il existe une activité promotrice différentielle entre les 

trois haplotypes du promoteur de BCL2 (Tableau VIII et Figure 10). L’haplotype 2 

a la plus faible activité promotrice alors que l’haplotype 3 a la plus forte et 

l’haplotype 2 a une activité intermédiaire. 

Une étude précédente a déjà établi une corrélation entre le rSNP -225G>T et la 

leucémie lymphoblastique chronique (116). Dans cette étude, on constate que 

l’allèle G du rSNP -225 est associé à une augmentation de l’activité promotrice de 

BCL2. Par contre, malgré l’augmentation de l’activité promotrice, le niveau de 

BCL2 est diminué chez les patients ayant le génotype GG par rapport aux patients 

avec les phénotypes GT ou TT. Cette observation s’explique par la présence de 

deux régions différentes du promoteur pour le gène BCL2 (142). La première 

région promotrice (P1) localisée plus en amont, agit comme un promoteur 

classique, c’est-à-dire qu’elle stimule la transcription. La seconde région (P2), qui 
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est plus proche du site d’initiation de transcription, contient un « élément de 

régulation négatif » (143). La région P2 agit sur la région P1 en diminuant son 

activité promotrice via cet élément régulateur. Il se peut donc qu’une augmentation 

de l’activité de la région P2 diminue en bout de ligne le niveau d’expression de 

BCL2, tel qu’observé dans l’étude de Nückel et al. (116). En effet, lorsqu’ils ont 

testé l’impact du rSNP -225G>T, ils n’ont utilisé qu’une courte région entourant ce 

rSNP (-228 à +23) pour tester l’activité promotrice, qui ne contient qu’une partie 

de P2. Cela a permis de mesurer une augmentation de l’activité de la région P2 en 

présence de l’allèle G par essais de gènes rapporteurs, qui corrèle avec une 

diminution globale de l’expression du gène avec ce même allèle. Deux autres 

études ont aussi établi un lien entre ce polymorphisme et le développement du 

cancer de la peau (108, 144). Il est difficile de savoir si notre étude semble aller 

dans une direction similaire. En effet, si on compare les haplotypes 1 et 2 de 

BCL2, la seule différence est au niveau du rSNP -225G>T. On voit alors que 

l’haplotype 1 qui contient l’allèle G du rSNP -225, a une activité promotrice plus 

forte que l’haplotype 2 (qui a l’allèle T). Par contre, il ne faut pas oublier que notre 

design expérimental contient une partie de P1+P2, ce qui signifie que l’expression 

plus élevée observée dans l’haplotype 1, résultera probablement en un niveau 

également plus élevé de BCL2. Nos expériences ne montrent donc pas l’allèle G 

du rSNP -225 comme augmentant une activité répressive, tel que décrit par Nückel 

et al. (116). Une explication pour cette différence entre nos résultats vient 

probablement du fait que nous n’avons pas sous-cloné la région P2 au complet, ce 

qui fait que nous avons peut-être perdu une partie de l’élément répresseur de P2.  
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Pour ce qui est de l’haplotype 3, il diffère seulement de l’haplotype 2 à la position 

-1534G>A. Ainsi, la présence de l’allèle A de ce rSNP semble rétablir et même 

surpasser le niveau d’activité promotrice de l’haplotype 1. Ce rSNP est localisé 

dans la région promotrice P1. Donc l’allèle A de ce rSNP qui augmente ainsi 

l’activité promotrice de P1+P2 dans l’haplotype 3 semble augmenter l’activité 

promotrice de la région P1 et contribuera probablement à augmenter la 

transcription de BCL2. L’impact de l’allèle A du rSNP -1534 semble important car 

il doit compenser pour la diminution de l’activité créée par l’allèle T du 

SNP-225G>T.  

Par ailleurs, on note que le rSNP-225G>T affecte la liaison de protéines nucléaires 

sur les essais de retard sur gel, et ce dans les 3 lignées cellulaires utilisées (Figure 

11). Si l’on teste in silico les prédictions de liaisons de facteurs de transcription 

pour ce polymorphisme, on voit que l’allèle G pourrait lier 4 facteurs de 

transcription et que 3 de ses facteurs ne pourraient lier l’allèle T du rSNP -225. 

Cela vient appuyer notre observation de l’activité promotrice plus grande de 

l’haplotype 1 (ayant l’allèle G) par rapport à l’haplotype 2 (ayant l’allèle T). 

Malgré le fait que nous n’observions pas de liaison différentielle de protéines pour 

le rSNP -1534G>A par les essais de retard sur gel, les prédictions in silico 

montrent qu’il y aurait une perte de liaison d’un répresseur transcriptionnel 

(CTCF) au promoteur en présence de l’allèle A de ce rSNP. La protéine CTCF est 

impliquée dans une activité « insulator » et empêche l’interaction d’un élément 

« enhancer » avec son promoteur. Elle permet également de bloquer la propagation 

de l’hétérochromatine (145). La perte de cette liaison qui pourrait avoir lieu chez 
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les individus ayant l’haplotype 3 pourrait donc expliquer pourquoi leur activité 

promotrice est compensée par la présence de l’allèle A du rSNP -1534.  

Une augmentation de la quantité de BCL2 (anti-apoptotique) favoriserait 

l’apparition du cancer, car nous aurions une diminution de l’apoptose. Les 

individus qui posséderaient donc l’haplotype 3 seraient plus susceptibles de 

développer un cancer. À cet égard, il est important de souligner que l’allèle A du 

rSNP -1534 est plus fréquent dans le groupe de patients atteints de LLA que dans 

les contrôles (Tableau VII). Il sera très pertinent de pousser plus loin cette analyse 

en étudiant une plus grande cohorte de patients.  

PARP1 

PARP1 est un substrat des caspases qui est impliqué dans la réparation de l’ADN 

et l’élongation des télomères (146, 147). Le promoteur de ce gène contient 6 

rSNPs, qui ensemble forment 3 haplotypes fréquents (Tableaux IX et X). Nous 

avons montré qu’il existe une activité promotrice différentielle entre les haplotypes 

du promoteur de PARP1 (Figure 13). En effet, l’haplotype 1 possède une activité 

promotrice plus faible que les deux autres haplotypes. En faisant une comparaison 

de séquence des haplotypes, seuls les polymorphismes -1491A>G et -589A>G ont 

des allèles différents chez l’haplotype 1 comparativement aux deux autres 

haplotypes. Cela veut donc dire que se serait un des deux (ou les deux) rSNPs qui 

seraient responsables de l’activité différentielle observée. Les essais de retard sur 

gel ont montré qu’il y avait des liaisons différentielles au niveau de ces deux 

rSNPs et ce dans au moins deux des trois lignées cellulaires testées (Figure 14).  
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Il n’y a aucune littérature sur des polymorphismes du promoteur de PARP1. Le 

seul SNP connu dans ce gène comme étant associé au cancer se trouve dans sa 

région codante (Val762Ala) (148). Ce SNP est également connu pour diminuer 

l’activité enzymatique de la protéine (149). Nous ne pouvons donc pas comparer 

nos résultats avec ceux de la littérature. Par contre, nous pouvons proposer que des 

individus possédant l’haplotype 1 du promoteur, auraient un niveau plus faible de 

PARP1. Ce niveau plus faible défavorisera la réparation de l’ADN et donc 

augmentera le taux de mutation, favorisant ainsi la formation de tumeurs. On peut 

d’ailleurs noter que les allèles G du rSNP-589, T du rSNP -239 et T du rSNP -219, 

qui sont présents dans l’haplotype 1, sont  plus fréquents chez le groupe de patients 

LLA que dans le groupe contrôles.  

Les prédictions in silico de liaisons de facteurs de transcription du rSNP 

-1491A>G ont montré que l’allèle A du rSNP pouvait lier deux familles de 

facteurs de transcriptions (« NKX homeodomain factors » et « Homeodomain 

transcription factors ») alors que l’allèle G perdait la liaison de ces facteurs.  Le 

gène PARP1 n’est pas un gène connu pour être régulé par des « homeobox » et 

n’est pas impliqué dans la morphogenèse et le développement. Comme ce sont des 

prédictions, celles-ci doivent être confirmées à l’aide d’expériences.  Pour ce qui 

est du rSNP -589A>G, l’allèle A lie 4 facteurs de transcription qui peuvent 

également se lier à l’allèle G. Toutefois, l’allèle G pourrait former un « core 

promoter element » appelé XCPE1, qui a récemment été découvert (150). Cet 

élément aurait une faible activité transcriptionnelle constitutive, mais aurait une 

beaucoup plus grande activité lorsque combiné à d’autres activateurs. Il serait 
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également présent dans environ 1% des promoteurs des gènes humains (150). Cet 

élément pourrait donc contribuer à augmenter l’activité transcriptionnelle tel 

qu’observé dans les haplotypes 2 et 3. 

Limitations de l’étude 

Comme notre étude cherche à démontrer qu’il existe une variabilité génétique 

pouvant influencer le niveau d’expression des gènes et qu’il a été démontré que la 

plupart de cette variabilité se trouve au niveau de la transcription des gènes, nous 

avons concentré nos efforts sur la région promotrice des gènes de l’apoptose (92). 

Nous sommes par contre conscients que cette variabilité peut être expliquée par 

plusieurs autres facteurs. Elle peut être due à d’autres polymorphismes localisés à 

l’extérieur de la région promotrice du gène. Elle peut avoir lieu au niveau de la 

traduction, soit en ayant un niveau de stabilité différent de l’ARNm, soit en ayant 

un taux de traduction différent (SNPs dans les régions 5’UTR ou 3’UTR). De plus, 

il se peut que nos régions ciblées (2 kb en amont de l’exon 1) ne correspondent pas 

tout à fait au promoteur du gène. Nous pouvons donc avoir manqué des 

polymorphismes qui sont présents dans la région promotrice non étudiée.  

Bien que nous observions parfois une différence allélique d’activité promotrice 

dans nos essais luciférases, nous savons que cela reste des essais in vitro et que ces 

résultats ne reflètent pas nécessairement ce que nous pourrions observer in vivo. La 

régulation génique implique plusieurs facteurs et cofacteurs transcriptionnels ainsi 

que plusieurs éléments régulateurs qui ne sont pas nécessairement présents dans 

notre contexte expérimental. De plus, le contexte épigénétique du promoteur 
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influence en temps normal l’accessibilité de la région pour ces différents facteurs, 

ce qu’on ne retrouve pas avec nos essais de gènes rapporteurs. Il faut également 

préciser qu’une différence au niveau de la transcription ne résulte pas 

nécessairement en une différence de la quantité de protéines, car il existe d’autres 

niveaux de régulation que ce soit au niveau de la traduction, des modifications 

post-transcriptionnelles ou post-traductionnelles. Par ailleurs, les essais de gènes 

rapporteurs introduisent plusieurs copies du vecteur, ce qui nous éloigne du 

contexte cellulaire normal. L’utilisation de la luciférase Firefly comme gène 

rapporteur n’est pas non plus parfaite, car il a été démontré récemment que ce gène 

possédait un promoteur cryptique (151). Toutefois, l’activité de ce promoteur est 

assez faible. Cela peut par contre expliquer en partie le niveau basal d’activité 

observé avec le contrôle négatif, le vecteur pGL3basic seul. 

Même constat pour nos études de retard sur gel qui sont également effectuées dans 

un contexte in vitro. Les protéines de l’extrait nucléaire qui se lient ou non à la 

sonde, peuvent montrer une liaison totalement différente dans le contexte 

cellulaire. Il se pourrait qu’in vivo, le recrutement de la protéine (ou du complexe 

protéique) à l’ADN nécessite une interaction avec d’autres facteurs de 

transcription pour venir se lier au promoteur. Les sites de liaisons de ces autres 

facteurs de transcription ne sont pas nécessairement inclus dans la séquence de la 

sonde utilisée dans nos expériences. La perte de ces sites de liaison empêche à son 

tour le recrutement de la protéine ou du complexe protéique pouvant normalement 

se lier au niveau de la sonde. De plus, certaines protéines se lient faiblement à 

l’ADN dans le contexte cellulaire. Ces liaisons faibles entre les protéines et notre 
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sonde peuvent être brisées dans nos essais de retard sur gel simplement dû au fait 

que les complexes doivent physiquement migrer sur gel. Aussi, il faut préciser que 

les conditions utilisées pour tous les essais de retard sur gel sont fixes, ce qui doit 

également nous faire perdre certaines liaisons. En effet, la quantité de protéines 

incubées avec la sonde est fixe, les concentrations des tampons utilisés aussi. 

Ceux-ci contiennent des sels qui peuvent nuire à l’interaction des protéines avec 

les sondes. Le ratio de compétition entre les sondes froides et marquées est aussi 

fixe à 50/1, ce qui peut nuire à des liaisons faibles et déplacer rapidement la 

protéine liée de la sonde marquée. L’utilisation de plusieurs différents ratios de 

compétition aurait permis de qualifier la liaison (forte ou faible). Finalement, il se 

peut que nous perdions certains complexes ou certaines protéines lors de notre 

préparation des extraits nucléaires, dû à la demi-vie assez courte de certaines 

protéines. 
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Projets futurs 

La présente étude s’inscrit dans le cadre d’un projet visant à identifier les 

déterminants génétiques de la LLA chez l’enfant. La première étape est donc 

d’identifier les SNPs régulateurs qui peuvent influencer le niveau d’expression des 

gènes de l’apoptose par des études fonctionnelles (projet de ce mémoire). Tous les 

gènes candidats déterminés au cours de cette étude seront éventuellement analysés 

par d’autres membres du laboratoire. Suite à l’identification des SNPs régulateurs, 

des études de cas-contrôles seront menées sur 350 patients atteints de LLA ainsi 

que 350 contrôles d’origine canadienne-française. Ces études permettront d’établir 

une corrélation entre les différents haplotypes ou SNPs régulateurs observés dans 

les études fonctionnelles et le risque de développer ce cancer. De plus, l’utilisation 

de trios parentaux (mère, père, patient) permettra d’étudier l’effet de la génétique 

des parents sur le risque de développer la leucémie pour l’enfant. Finalement, un 

autre volet de l’étude sera d’analyser les interactions gène-gène entre les différents 

gènes de l’apoptose. Ces interactions apportent plus de puissance à l’étude, 

permettant de regrouper plusieurs rSNPs communs à faible pénétrance présent 

dans différents gènes. Ces regroupements permettront donc d’établir une 

association encore plus forte entre la variabilité génétique et la susceptibilité de 

développer la maladie. 
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Conclusion  
 
Cette étude permettra d’identifier des polymorphismes ou des haplotypes des 

promoteurs des gènes d’apoptose qui peuvent avoir un impact sur le niveau 

d’expression de ces gènes (rSNPs / rHAPs). Cette variabilité pourrait ainsi 

contribuer à la susceptibilité interindividuelle de développer le cancer. Suite au 

génotypage de cohortes de patients, il se pourrait qu’on observe une fréquence plus 

élevée d’un ou de plusieurs rSNPs/rHaps chez ces individus, ce qui permettrait de 

cibler ces rSNPs comme marqueurs génétiques aidant à prédire la susceptibilité 

interindividuelle à développer la maladie.  
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Annexes 
 
Tableau I. Amorces pour l’amplification PCR des promoteurs des différents gènes 

d’apoptose. 

Gène Amorces Sens (F) et anti-sens (R)1 

MDM2 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAAAGCCCAAATTTCCTTGCT (F) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCCATCTTTCCGACACACA(R) 

Délétion 
MDM2 

TTTCCTTTCTGGTAGGCTGG (F) 
CACCTACTTTCCCACAGAGA(R) 

CASP3 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCTGGGAAGAAGAGGAGCA(F) 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAGTCGAATAGGCGCAAGTGT (R) 

XIAP GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGGGGTTTCACCGTGTTAG (F) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGCCTAGGTGAAGG AAACG (R) 

BCL2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGCGGCAGATGAATTACAA (F) 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTTGCACTCGAGCCCTATTA (R) 

BAX 
P1 =  GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAGAAGTGCCACTAGAGTTC (F) 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGGCCGGGTATACACATA (R) 
P3= GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCTTGAGTCTGGGAGTTC (F) 

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTGAACGTGCGTCCTTCAC (R) 

BCL2L10 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGCCCCCGGTATATTGTTTTT (F) 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGACAGCCTTGAGTTTCTGC (R) 

BCL2L11 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCCCGACTCTTCTTTTTCAA (F) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCCAACAAACTGCAGACCAG (R) 

PARP1 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCGTTCCCTGATAGATTGCT (F) 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGAGTGGCCATTTAGGGATGA (R) 

BAG4 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGATGAGGGCAAAAGAGCATC (F) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTTCCTCGCCATTTATCCA (R) 

ENDOG GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCTGAGGCCCACAGATCACTT (F) 
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTAAGACGCCGGTATGAGG (R) 

BCL2L1 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAATTGCGAAGCTCAGGAAC (F) 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCACCACCCTCCAAAGAAAGA (R) 

TP73 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATACGGTGTCTGTCGCACAT (F) 
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCGTTAGCGCCTTTTTAG (R) 

1 Les nucléotides en gras sont des queues servant au système de recombinaison 

Gateway (Invitrogen) 
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Tableau II. Conditions et programmes de PCR pour l’amplification des régions 

promotrices. 

Gène Conditions de PCR* Programme de PCR 

MDM2 Promoteur total =B 
Délétion= A 

Promoteur =95°C/10’,  10 
cycles (95°C/30’’, 55-

50°C/30’’, 68°C/2’), 25 
cycles (95°C/30’’, 

50°C/30’’, 68°C/2’), 
68°C/7’ 

Délétion = 95°C/3’, 32 
cycles (95°C/30’’, 

52°C/30’’, 72°C/20’’), 
72°C/7 

CASP3 C 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/45’’, 60-53°C/45’’, 

72°C/1’20’’), 25 cycles 
(95°C/45’’, 53°C/45’’, 
72°C/1’20’’) ,72°C/7’ 

XIAP B 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 60-53°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 53°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7’ 

BCL2 B 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 60-53°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 53°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7’ 

BAX P1= B 
P3= C 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 62-55°C/30’’, 

68°C/1’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 55°C/30’’, 

68°C/1’), 68°C/7 

BCL2L10 C 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 62-55°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 55°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7 

BCL2L11 A 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 62-55°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 55°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7 
PARP1 C 95°C/10’, 14 cycles 



 

 

xiv

(95°C/30’’, 62-55°C/30’’, 
68°C/2’), 25 cycles 

(95°C/30’’, 55°C/30’’, 
68°C/2’), 68°C/7 

BAG4 A 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 60-53°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 53°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7’ 

ENDOG A 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 60-53°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 53°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7’ 

BCL2L1 C 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 62-55°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 55°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7 

TP73 A 

95°C/10’, 14 cycles 
(95°C/30’’, 62-55°C/30’’, 

68°C/2’), 25 cycles 
(95°C/30’’, 55°C/30’’, 

68°C/2’), 68°C/7 
* A =20 pmoles des amorces F et R, 1,5mM de MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 1x de 

tampon Fast Start Taq (Roche), 1X de tampon GC rich (Roche), 2 unités d’ADN 

polymérase Fast Start Taq (Roche) et 15 ng d’ADN génomique dans un volume 

total de 50μL. 

   B =20 pmoles des amorces F et R, 2mM de MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 1x de 

tampon Fast Start Taq (Roche), 1X de tampon GC rich (Roche), 2 unités d’ADN 

polymérase Fast Start Taq (Roche) et 15 ng d’ADN génomique dans un volume 

total de 50μL. 

   C =20 pmoles des amorces F et R, 3mM de MgCl2, 0,2 mM dNTPs, 1x de 

tampon Fast Start Taq (Roche), 1X de tampon GC rich (Roche), 2 unités d’ADN 

polymérase Fast Start Taq (Roche) et 15 ng d’ADN génomique dans un volume 

total de 50μL. 
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Tableau III. Séquences des oligonucléotides allèle-spécifiques utilisés pour le 

génotypage de MDM2 et CASP3. 

Gène SNP* séquence 
M

D
M

2 
-1494 G 
-1494 A 

TCGTGATCCGCCCACCTCA 
CTCGTGATCCACCCACCTCA 

-1166 T 
-1166 G 
-1164 C 
-1164 G 

AAAAGCTGCAGAAGGGAAGGA 
AAAAGCTGGAGAAGGGAAGGA 
AAAAGCGGCAGAAGGGAAGGA 

AAAAAAAAAAAAGCGGGAGAAGGG 
-737 C 
-737 T 

CCACCACGCCCGACTAATTTT 
CCACCACGCCTGACTAATTTT 

-683 G 
-683 A 

TGGCCAGGTTGGTCTTGAACT 
TGGCCAGGTTAGTCTTGAACT 

-182 C 
-182 G 

ACCCCGCCTCACAGCCC 
ACCCCGCCTCAGAGCCC 

-151 C 
-151 T 

GACACCCCCCACTCCATCAT 
GACACCCCCTACTCCATCAT 

C
A

SP
3 

-1912 CTTT 
-1912 - 

AGGCCTTTCTTTATCCCTCC 
AGGCCTTTATCCCTCCTGAA 

-1764 A 
-1764 G 

CGCAATCTCAGCTCACTGCA 
CGCAATCTCGGCTCACTGCA 

-1689 A 
-1689 G 

AGTGGTGGGCACCTGTAATC 
AGTGGTGGGCGCCTGTAATC 

-1629 A 
-1629 G 
-1624 C 
-1624 T 

GCCTGGTCAAGATGGTGAAA 
GCCTGGTCAAGGTGGTGAAA 
GCCTGGCCAAGATGGTGAAA 
GCCTGGCCAAGGTGGTGAAA 

-1309 G 
-1309 C 

CCATGGCAGAGCCTGTTTC 
CCATGGCACAGCCTGTTTC 

-1147 C 
-1147 T 

ACTGCCCTACCGATCCCCTT 
ACTGCCCTACTGATCCCCTT 

-928 C 
-928 T 

GCCGAAGGCCCCATCTTTTAT 
GCCGAAGGCCTCATCTTTTAT 

-494 C 
-494 T 

TCAGGTCTCTCTCCCTAAATC 
TCAGGTCTCTTTCCCTAAATC 

*Les positions des SNPs sont calculées en prenant le début de l’exon 1 comme 

étant la position +1. 
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Tableau IV. Séquences des oligonucléotides utilisés pour les essais de retard sur 

gel. 

Gène SNP* Séquence** 

M
D

M
2 

-1494 
A 

-1494 
G 

CTCGTGATCCACCCACCTCAG 
CTCGTGATCCGCCCACCTCAG 

-182 
C 

-182 
G 

GCCAACACCCCCACCCCGCCTCACAGCCCGCCGC
GCCCGCGGGGCGACA, 

GCCAACACCCCCACCCCGCCTCAGAGCCCGCCGC
GCCCGCGGGGCGACA 

+309 
G 

+309 
T 

CCGCTGCGGCGCGGGAGGTCCGGA, 
CCGCTTCGGCGCGGGAGGTCCGGA 

B
C

L
2 

-1534 
G 
 

-1534 
A 

CCGCCCCCCACCGCCCCCAGCAGTGGGACCTCAG
CGCTGCCCTGCTGTGA, 

CCGCCCCCCACCGCCCCCAGCAGTGAGACCTCAG
CGCTGCCCTGCTGTGA 

-225 
G 

-225 
T 

GAGAGAGACAGGGGAGAGGGGACGATGAAGG, 
GAGAGAGACAGGGGAGATGGGACGATGAAGG 

PA
R

P1
 

-1491 
A 

-1491 
G 

CGGGAGGCTGAAGTGGGAGGATCACC, 
CGGGAGGCTGAGGTGGGAGGATCACC 

-589 
A 
 

-589 
G 

CAGCTGGGTCCGGGAAGCGCAGGCCCCCGCCTC
GGGAATATA, 

CAGCTGGGTCCGGGAAGCGCGGGCCCCCGCCTC
GGGAATATA 

contrôle de 
spécificité AP2 GATCGAACTGACCGCTTGCGGCCCGT 

* Les positions des SNPs sont calculées en prenant le début de l’exon 1 comme 

étant la position +1 

**Seule la séquence du brin sens est donnée. 
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Tableau V. SNPs du promoteur de CASP3 avec leur position génomique et leur 
fréquence allélique observée dans notre cohorte. 

SNPθ Position chromosomique* # rs Fréquence 
allélique 

-1912 
CTTT>delCTTT chr4:185,809,535 rs10560954 0% 

-1764A>G chr4:185,809,387 rs2696040 0% 

-1689A>G chr4:185,809,312 rs2705880 0% 

-1629 A>G chr4:185,809,252 rs7693625 0% 

-1624 C>T chr4:185,809,247 rs2720383 0% 

-1309 G>C chr4:185,809,159 rs35741846  18% 

-1147 C>G chr4:185,808,770 rs12507711 15% 

-928C>T chr4:185,808,551 rs12108497 33% 

-494C>T chr4:185,808,117 rs12506750 18% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
*NCBI Build 36.1. 
 

Tableau VI. SNPs du promoteur de BAX avec leur position génomique et leur 
fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. 

SNPθ Position 
chromosomique* # rs   Fréquence allèlique 

Contrôles Patients 
-1916T>G chr19:54,148,013 non répertorié 5% 12,5% 

-1837T>A chr19:54,148,092 rs11671610 7,9% 11,8% 

-1820G>A chr19:54,148,109 rs12983717 2,6% 11,8% 

-1766G>A chr19:54,148,163 non répertorié 2,6% 2,9% 

-1276C>T chr19:54,148,653 non répertorié 0% 2,9% 

-179A>G chr19:54,149,750 rs4645878 2,5% 13,6% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 
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Tableau VII. SNPs du promoteur d’ENDOG avec leur position génomique et leur 
fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. 

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

Contrôles Patients 
-1598C>T chr9:130,619,003 rs3115875 52,4% 50% 

-1572A>G chr9:130,619,029 non répertorié 5% 2,5% 

-1259A>C chr9:130,619,342 non répertorié 5% 2,5% 

-1206G>C chr9:130,619,395 rs56940912 5% 5% 

-1201A>G chr9:130,619,400 rs10988130 38,1% 50% 

-469T>A chr9:130,620,132 rs2997923 38,1% 33,3% 

-378A>G chr9:130,620,223 rs12380423 40,2% 38,5% 

-293G>A chr9:130,620,308 non répertorié 20% 30% 

-210T>C chr9:130,620,391 rs2977998 55% 61,1% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1 

Tableau VIII. SNPs du promoteur de BAG4 avec leur position génomique et leur 
fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. 

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

Contrôles Patients 
-1103A>C chr8:38,152,161 rs17435276 21,1% 22,2% 

-118G>C chr8:38,153,146 rs2270376 22,5% 25% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 

Tableau IX. SNPs du promoteur de BCL2L1 avec leur position génomique et leur 
fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. 

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

Contrôles Patients 
-741A>C chr20:29,775,057 rs45443696 21,1% 22,7% 

-603G>C chr20:29,774,919 rs6121209 25% 21,9% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 
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Tableau X. SNPs du promoteur de BCL2L10 avec leur position génomique et leur 
fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients.  

SNPθ Position 
chromosomique* # rs    Fréquence allélique 

  
-1687C>T chr15:50,193,950 rs2414132 Contrôles Patients 

-954A>G chr15:50,193,217 rs12912428 87,5% 83,3% 

-692C>T chr15:50,192,955 rs2231287 12,5% 22,2% 

-493T>C chr15:50,192,756 rs2231289 20% 11,1% 

-330A>G chr15:50,192,593 rs2231290 10,5% 0% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 

Tableau XI. SNPs du promoteur de BCL2L11 avec leur position génomique et 
leur fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. 

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

Contrôles Patients 
-1728G>A chr2:111,593,234 rs7577824 38,2% 50% 

-1550A>C chr2:111,593,412 rs7593638 38,2% 50% 

-1387C>T chr2:111,593,575 rs56952027 38,2% 54,5% 

-1194T>C chr2:111,593,768 rs4848393 41,2% 54,5% 

-1140->insG chr2:111,593,822 rs11378324 41,2% 54,5% 

-274G>A chr2:111,594,698 rs7582030 8,8% 22,7% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 

Tableau XII. SNP du promoteur de TP73 avec sa position génomique et sa 
fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients.   

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

Contrôles Patients 
-968G>T chr1:3,558,022 rs1004650 5,2% 5,5% 

θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 
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Tableau XIII. SNPs du promoteur de XIAP avec leur position génomique et leur 
fréquence allélique observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. 

SNPθ Position 
chromosomique* # rs Fréquence allélique 

  
-1352C>G chrX:122,820,377 rs5956578 Contrôles Patients 

-1282C>T chrX:122,820,447 rs28382699 65,7% 57,9% 

-1257A>G chrX:122,820,472 non répertorié 2,6% 0% 

-1226T>C chrX:122,820,503 rs5958318 5,2% 0% 

-1170C>T chrX:122,820,559 rs12687176 55,3% 38,8% 

-303C>T chrX:122,821,426 rs28382701 2,6% 0% 
θ Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant le +1.   
* NCBI Build 36.1. 
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Figure 1. (A) Schéma du promoteur de CASP3 (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de CASP3 sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié 

par 100. Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 2. (A) Schéma du promoteur de BAX (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de BAX sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 2 lignées cellulaires différentes (HeLa et HepG2). Les résultats illustrés 

sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les résultats 

sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla. Le vecteur 

pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 3. (A) Schéma du promoteur d’ENDOG (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur d’ENDOG sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié 

par 100. Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 4. (A) Schéma du promoteur de BAG4 (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de BAG4 sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié 

par 100. Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 5. (A) Schéma du promoteur de BCL2L1 (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de BCL2L1 sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié 

par 100. Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 6. (A) Schéma du promoteur de BCL2L10 (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de BCL2L10 sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié 

par 100. Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 7. (A) Schéma du promoteur de BCL2L11 (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de BCL2L11 sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié 

par 100. Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 8. (A) Schéma du promoteur de TP73 (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de TP73 sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié 

par 100. Le vecteur pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Figure 9. (A) Schéma du promoteur de XIAP (B) Impact fonctionnel des 

haplotypes du promoteur de XIAP sur l’activité promotrice. La transfection est 

faite dans 3 lignées cellulaires différentes (HeLa, HepG2 et JEG3). Les résultats 

illustrés sont d’une expérience représentative de 3 expériences indépendantes. Les 

résultats sont exprimés comme ratio de l’activité de la Firefly / Renilla. Le vecteur 

pGL3basic seul est utilisé comme contrôle négatif (Basic).  
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Tableau XIV. Haplotypes fréquents de la région promotrice de CASP3. 

Haplotype -1309G>C -1147C>T -928C>T -494C>T Fréquence 
1 G C C C 58% 
2 G T T T 17% 
3 C C T C 13% 

 
Tableau XV. Haplotypes fréquents de la région promotrice de BAX. 

 
Tableau XVI. Haplotypes fréquents de la région promotrice d’ENDOG. 

 

 
 
 

Tableau XVII. Haplotypes fréquents de la région promotrice de BAG4. 

 

 

Tableau XVIII. Haplotypes fréquents de la région promotrice de BCL2L1.  
 

 
 
 

Tableau XIX. Haplotypes fréquents de la région promotrice de BCL2L10. 

 

 

 

 

Haplotype -1916T>G -1837A>T -1820C>T -179G>A Fréquence
1 T A G G 86% 
2 G T A A 8% 

Haplotype -1598 
C>T 

-1201
A>G 

-469 
T>A 

-378 
A>G 

-293 
G>A

-210 
T>C Fréquence 

1 T A A G G C 38,8% 
2 C G T A A T 21,3% 
3 C G T A G T 26,3% 

Haplotype -1103A>C -118G>C Fréquence 
1 A G 79,5% 
2 C C 17,9% 

Haplotype -741A>C -603G>C Fréquence 
1 A G 78,3% 
2 C C 21,6% 

Haplotype -1687 
C>T 

-954 
A>G 

-692 
C>T

-493 
T>C 

-330 
A>G Fréquence 

1 C A C T A 64,5% 
2 C G C T A 5,3% 
3 T A C C G 14,5% 
4 T A T T A 10,5% 
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Tableau XX. Haplotypes fréquents de la région promotrice de BCL2L11. 

Tableau XXI. Haplotypes fréquents pour la région promotrice de XIAP. 

 

 

 

Haplotype -1728 
G>A 

-1550
A>C 

-1387 
C>T 

-1194 
T>C 

-1140 
->insG 

-274 
G>A Fréquence 

1 A C T C insG G 29,3% 
2 A C T C insG A 13,8% 
3 G A C T - G 55,2% 

Haplotype -1352C>G -1226T>C Fréquence 
1 C T 41,4% 
2 G T 7,1% 
3 G C 42,8% 
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Abstract 

Mutations in the oncoprotein MDM2 are rare, but overexpression of this gene is 

observed in a number of human tumors. Because it is suggested that even modest 

modifications of MDM2 levels might affect the p53 pathway, we propose that 

sequence variation in the promoter region of MDM2 could lead to abnormal 

expression and variation in gene dosage. Two promoters have been reported for 

MDM2, an internal promoter (P2) located near the end of intron 1 that is p53-

responsive, and an upstream constitutive promoter (P1) that is p53-independent. 

Both MDM2 promoter regions contain DNA variants that could influence its 

expression levels, including the well studied SNP309, which is located in the p53-

dependant promoter P2.  In this report we screened the promoter P1 region for 

DNA variants and assessed the functional impact of the promoter SNPs. The 

search in the public database dbSNP and genotyping validation in individuals of 

European descent led to the identification of three common SNPs (-1494G>A; 

indel 40bp; -182C>G). Three major promoter haplotypes were inferred by using 

the 3 promoter SNPs together with SNP309.  When tested by electrophoretic 

mobility shift assay, the SNPs -1494G>A, -182C>G and +309T>G all showed 

differential allele-specific DNA-protein binding in the cell lines tested. Following 

subcloning into a gene reporter system, we found that the two major P1 promoter 

haplotypes significantly influenced MDM2 transcriptional activity in a haplotype-

specific manner. This study suggests that part of the variability in the in vivo 

MDM2 expression levels could be explained by allelic p53-independent P1 

promoter activity.  
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Introduction  

The transcription factor p53 is mutated in more than 50% human tumors.1 In a 

nonstressed environment, p53 is kept at low concentration in cells. When cells are 

exposed to certain stress, for instance DNA damage, p53 is activated and 

subsequently regulates transcription of target genes.2 that are involved in the 

regulation of biological processes including cell division, growth arrest or 

apoptosis.3 MDM2 is a key component of the p53 pathway and even modest 

modifications of MDM2 levels might affect the p53 pathway.4 The gene MDM2 

encodes an ubiquitine E3 ligase that is a negative regulator of p53.5,6 Although 

mutations in MDM2 are rare, MDM2 overexpression is observed in a number of 

human tumors due to various mechanisms including gene amplification.7-9 and 

increased transcription.10,11 In addition, MDM2 overexpression predisposed 

transgenic mice to spontaneous tumor formation.12 and therefore overexpression of 

MDM2 may substitute for inactivating mutations in p53.8 In other words, a 

deregulation in MDM2 expression levels might create a favourable environment 

for genetic instability, oncogene activation and tumorigenesis. Functional sequence 

variants in promoter regions will lead to a variable expression level of the gene.13-

15 and especially SNPs in promoters of apoptosis genes could be implicated in 

individual susceptibility to develop cancer.16-21 Because MDM2 is a key 

component of apoptosis, promoter SNPs in this gene might influence this highly 

regulated pathway by modifying cellular MDM2 protein level.22 The MDM2 gene 

has a basal promoter (P1) and an alternative promoter (P2) present in the intron 

1.23 The promoter P2 contains a p53-responsive element, controlling MDM2 levels 
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in stressed cells while promoter P1 acts principally in a nonstressed 

environment.23,24 The SNP309 in the MDM2 intronic promoter has been shown to 

attenuate apoptotic activity and to accelerate tumor formation.4,25,26 Several studies 

reported associations between SNP309 and the risk of cancers.27-30 although many 

others failed to reveal such association.31-33 Such discrepancies between studies 

might be explained by distinct designs, tissue-specificity or from the fact that only 

one SNP was investigated.  In this report, we determined the SNP content and the 

haplotypes structure of the constitutive P1 promoter of MDM2. We found that 

distinct P1 promoter haplotypes can influence the p53-independent promoter 

activity in an allele-specific manner.   

 

Materials and Methods 

SNP discovery in MDM2 proximal promoter region 

The initial search for promoter SNPs (pSNPs) in MDM2 proximal promoter 

defined as the ~2.0kb upstream of the transcription start site was done using the 

dbSNP database.34 (build 128). Seven SNPs were selected for genotyping in a 

panel of 91 individuals of European descent. The corresponding promoter region 

was amplified in one PCR fragment in a 50µL reaction volume, using the 

following conditions: 20 pmoles of 5’AAAGCCCAAATTTCCTTGCT3’ 

(forward) and 5’CTCCATCTTTCCGACACACA3’ (reverse) primers, 2mM 

MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 1x Fast Start Taq DNA polymerase buffer and GC rich 

buffer, 2U Fast Start Taq DNA polymerase (Roche Diagnostics) and 15 ng of 

genomic DNA. PCR program was 95°C for 3 min; 10 cycles with a denaturation at 
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95°C for 15 sec; annealing at 55-50°C (each cycle decreases by 0.5°C) for 20 sec 

and elongation at 68°C for 2 min; followed by 25 cycles at 50°C for annealing. 

The amplicons were dot-blotted in duplicate on a nylon membrane and were 

hybridized with allele-specific oligonucleotides (ASOs) as described by Labuda et 

al.35 Oligonucleotide probes specific for each promoter SNP were used for ASO 

analysis and are given in Table 1S. A 40bp insertion/deletion (indel) 

polymorphism was genotyped by amplification of a 260 bp fragment containing 

the indel region and the electrophoresis of the resulting amplicons on a 3% agarose 

gel to detect of one (homozygous) or two bands (heterozygous). PCR conditions 

were: 20 pmoles of 5’TTTCCTTTCTGGTAGGCTGG3’ (forward) and 

5’CACCTACTTTCCCACAGAGA3’ (reverse) primers, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM 

dNTPs, 1x Fast Start Taq DNA polymerase buffer and GC rich buffer, 1U Fast 

Start Taq DNA polymerase (Roche Diagnostics) and 15 ng of genomic DNA. PCR 

program was 95°C for 3 min; 32 cycles with a denaturation at 95°C for 30 sec; 

annealing at 52°C for 30 sec and elongation at 72°C for 20 sec. Hardy-Weinberg 

equilibrium was tested with a χ2 test for goodness of fit. Haplotypes were 

generated by PHASE software (version 2; University of Washington, Seattle).36 
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Electrophoretic mobility shift assay  

Differential binding of DNA-nuclear proteins for the different alleles of the 

promoter SNPs was assessed by incubating 5’ end radiolabelled ds-DNA 

oligonucleotide probes corresponding to the surrounding region of each SNP (top 

strand sequences of oligos are listed in table 2S) with nuclear extracts derived from 

HeLa, HepG2 and JEG-3 cell lines.37 according to the manufacturer’s protocol 

(Promega gel shift assay system). Quantification of protein extracts was done with 

the Bradford protein assay (BioRad). Nuclear extracts (5µg) were incubated 

independently with 35 fmol radiolabelled ds-DNA probes and in a buffer 

containing 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 5 mM MgCl2, 2.5 mM EDTA, 2.5 mM 

DTT, 250 mM NaCl, 0.25 µg/µL poly (deoxyinosinate-deoxycytidylate) and 20% 

glycerol in a final volume of 10 µL. Incubations were performed at room 

temperature for 20 min. The resulting complexes were separated in a non-

denaturing polyacrylamide gel (6% acrylamide:bisacrylamide, 60:1) with 0,5X 

Tris-borate-EDTA buffer at 4°C, 190V. Competitions with unlabelled probes were 

done in a 50:1 ratio (unlabelled: labelled). Non specific unlabelled probe is a 

mutated sequence of the AP2 transcription factor binding site. 

 

Gene reporter assay 

Constructs. The two major promoter haplotypes (~2.0kb region) were 

amplified from genomic DNA of known homozygous individuals and cloned 

individually in the promoterless pGL3basic firefly luciferase vector (Promega) 
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using the Gateway Technology (Invitrogen). Clones chosen for transfection were 

sequenced to confirm presence of the SNPs and then purified using Quiagen 

plasmid mini kit prior transfection.  

Transfection. The resulting constructs were used to transiently transfect 3 cell 

lines (HeLa, HepG2, JEG-3) using lipofectamine reagent according to the 

manufacturer’s protocol (Invitrogen). Constructs (99 ng) and SV40-driven (1ng) 

(ratio 100:1) Renilla luciferase pRL-CMV was co-transfected to control tranfection 

efficiency. The pGL3basic promoterless plasmid (Promega) was used as negative 

control and the pGL3SV40 plasmid (Promega) was used as positive control. 

Transfected cells were plated in 96-well plates with approximately 6 x 104 cells per 

well. The cells were harvested 24 hours following transfection and luciferase 

reporter gene activity was measured with Dual-Luciferase Reporter Assay System 

(Promega) in a Spectra Max 190 luminometer according to the manufacturer’s 

protocol (Molecular Devices). Firefly luciferase activities of the allelic constructs 

were normalized using the Renilla luciferase pRL-CMV activity. Results were 

expressed as the ratio of firefly luciferase activity divided by the pRL-CMV 

internal control activity and expressed as relative luciferase (means ± sd) of four 

replicates. Three independent experiments were carried out for each cell line. 

Statistical analyses were performed using unpaired Student’s t-test to determine p-

values. Global p-value is calculated with Fischer’s inverse Chi-squared test.38 
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In silico predictions of putative TFBS (transcription factor binding site) 

MatInspector program from Genomatix Software GmbH (Germany, 

www.genomatix.de) was used to determine the presence of putative binding sites 

for known transcription factors. The predicted gain or loss of putative TFBS due to 

a given SNP was determined by the optimized matrix threshold as defined in the 

MatInspector program.  

 
Results 

The search for SNPs in the constitutive P1 promoter of MDM2 led to the 

identification of 8 pSNPs, including a 40pb indel (see Table 1). In addition to these 

pSNPs, we included the SNP309 located in the intronic promoter for haplotype 

analysis. The schematic representation of MDM2 promoters is shown in Fig.1. 

Only 4 promoter SNPs (-1494G>A, rs1144944; indel 40bp, rs3730485; -182C>G, 

rs937282; SNP309/601T>G, rsrs2279744) were found to be polymorphic by 

genotyping a panel of 91 unrelated Europeans. For SNP309/601T>G, the observed 

minor allele frequency of 35% was similar to the one reported for Caucasians in 

other studies (Zhibin Hu et al, 2007). Among the five non-polymorphic SNPs, 

both -1166T>G and -1164C>G are located in the 40 bp indel sequence thus 

creating in some individuals a near identical (except for 2 bps) tandem duplication. 

Therefore, individuals carrying the deletion behave like they have different alleles 

at these two positions. Because single variants might not be sufficient to capture 

the genetic variability relative to a given phenotype, we constructed haplotypes 

using these 4 promoter SNPs. Haplotype phase was estimated and corresponding 
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frequencies are given in Table 2. The three most common promoter haplotypes 

represented 92.3% of the observed haplotypes in Europeans.  Haplotypes 1A and 

1B differ only at SNP309, while haplotype 2 is totally different.   

To assess the functional impact of the major promoter haplotypes 1 and 2, 

both promoter haplotypes were subcloned in the promoterless pGL3-Basic firefly 

luciferase reporter vector and transient transfection experiments were carried out 

for each haplotype-specific constructs (Fig. 2). Because our constructs did not 

include SNP309 but only the proximal promoter, difference in promoter activity 

between haplotype 1A and 1B could not be tested. Transient transfections of these 

constructs into 3 different cell lines were carried out to verify the differential 

promoter activities between both constructs (Fig. 2). The promoter haplotype H1 

has a strong promoter activity in all cell lines, whereas H2 showed weaker 

promoter activity. Significant differences were found between H1 and H2, across 

all three cell lines (Fig. 2). Relative luciferase activity driven by H1 was up to 2,3-

fold higher than the luciferase levels driven by its counterpart H2, indicating 

variable haplotype-specific expression levels of MDM2.  The 309G allele was only 

present in 1.0% of individuals carrying haplotypes other than H1A (Data not 

shown), European individuals carrying allele G of this SNP would thus have more 

chances to possess the high P1 promoter activity haplotype because of this linkage 

disequilibrium.  In an attempt to identify the cis-acting elements responsible for the 

observed changes in MDM2 promoter activity, haplotype SNPs (-1494G>A, -

182C>G, SNP309/601T>G) were further validated by EMSAs.  Toward this goal, 

ds-DNA radiolabelled oligonucleotides containing the SNP and its neighboring 
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sequence were constructed for each pSNPs (see Table 2S). After incubating these 

probes with different nuclear extracts (HeLa, HepG2, JEG3), complexes were 

separated on gel electrophoresis. Representative EMSA results for the SNP -

1494G>A with JEG3 cell nuclear extract is shown in Fig. 3. Two DNA-protein 

complexes were observed. Complex 1 is a slow migrating complex only observed 

with –1494G radiolabelled probes (Lanes 5-8), whereas the fast migrating complex 

2 is only observed with –1494A radiolabelled probe (Lanes 1-4). These results 

suggest differential DNA protein binding at the polymorphic site -1494G>A. 

Competition with the nonspecific unlabelled probe shows binding specificity to the 

ds-oligonucleotide sequences (Lanes 4 and 8). Similar results were obtained in 

HeLa and HepG2 cell extracts (Table 2S).  Similarly, we observed allelic DNA-

protein binding for the other promoter SNPs tested (Table 2S). Using in silico 

predictive tools, none of these SNPs seem to affect the putative binding of known 

transcription factors.  These results, together with EMSA DNA-protein differential 

bindings support the functional impact of MDM2 promoter haplotypes on 

promoter activity.  

Discussion 

Overexpression of MDM2 is common in a variety of human tumours. Deregulation 

of apoptosis pathway can lead to an uncontrolled proliferation of cells, generating 

a favourable environment for genetic instability, oncogene activation and 

tumorigenesis. Because MDM2 plays a key role in apoptosis regulation, 

modification of its expression levels might indeed lead to such instable 

environment.22 MDM2 may play an important role in cancer development, mostly 
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through inactivation of the p53 pathway.39 In contrary, the p53-independent 

tumorigenicity of MDM2 is less understood. MDM2 might affect cancer risk 

through its interaction with other key cancer genes with various functions.40-43 In 

this report, we characterized the two major haplotypes corresponding to the 

upstream p53-independent constitutive P1 promoter.  We have shown that the 

constitutive expression levels of MDM2 might at least be partly regulated by 

distinct promoter SNPs and the corresponding promoter haplotypes. Previous work 

has shown correlation of the SNP-182C>G with allelic difference in promoter 

activity, with the allele -182G showing high promoter activity.44 In our study, this 

allele was associated with the low-activity P1 promoter haplotype. This 

discrepancy could be explained by cell-specific differences or by the fact the 

extended promoter P1 haplotype was not determined.  

Most previous studies have been focused on the impact of the SNP309 (T>G), 

which is located in the p53-dependent promoter P2. In vitro studies have shown 

that allele SNP309G increased the affinity of sp1 transcription activator for a 

putative binding site increasing the steady-state levels of MDM2, which in turn 

reduces the basal p53 levels.26,45 Many association studies have assessed the 

relationship between SNP309T>G and different cancer types. Although some 

studies demonstrated such association others showed no association between this 

pSNP and certain cancer types.e.g. 30,46,47 These conflicting rather than conclusive 

results might be explained by several reasons, including linkage disequilibrium 

between SNP309 and another, yet unknown, functional SNP in MDM2 with 

nearby loci. In this report, we showed that SNP309G was associated with the high 
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P1 promoter activity haplotype. This linkage disequilibrium could also contribute 

to cancer associations with SNP 309 suggesting that haplotypes constructions of 

MDM2 pSNPs would add force to these association studies. We believe that 

looking at the impact of haplotypes rather than individual SNPs on promoter 

activity is a more suitable approach since it takes into account the putative 

interaction between SNPs. In a recent meta-analysis, Zhibin et al reported a clear 

association between SNP309 and cancer risk in Asians but not in Europeans and in 

Africans.47 The explanation for this observation is unclear but could be explained 

by genetic heterogeneity because the observed SNP309 frequencies are variable in 

different populations ranging from ~50% in Asians to ~ 33% and ~ 10% in 

Caucasians and Africans, respectively.47 Finally, the transcription factor influenced 

by SNP309 might be cell-specific so that this variant does not affect MDM2 

expression in certain tissues.4  

In conclusion, this study revealed differential constitutive P1 promoter activities, at 

least in vitro.  This observation implies that individuals carrying distinct p53-

independent P1 promoter haplotypes might have a modified risk of cancer 

development. Association studies in patient cohorts will further determine their 

importance in cancer development.  
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Titles and legends to figures 

Figure 1.  Schematic illustration of MDM2 basal (P1) and internal (P2) 

promoters with the position of the investigated pSNPs. The promoter positions 

were numbered with respect to the first nucleotide of the first exon as +1, and the 

nucleotide immediately upstream as -1.  

 

Figure 2. Gene reporter assays evaluating the functional impact of the most 

frequent MDM2 basal promoter haplotypes.  A.  Constructs tested for luciferase 

gene reporter assays in pGL3basic vector. B. Relative luciferase activity of MDM2 

promoter haplotypes was measured following transient transfection in HeLa, Jeg-3 

and HepG2 cells. The empty promoterless pGL3-Basic vector was used as 

negative control.  Results are expressed in a ratio of Firefly/Renilla activity 

multiplied by 100. Promoter haplotype H2 was used as reference against which 

relative expression was compared.  Haplotype H1 showed significantly higher 

expression levels across all four cell lines. P values are calculated from 4 replicates 

with unpaired Student’s t-test.  Significant differences are marked with an asterisk 

(*: P< 3 x 10-3; **: P<8 x 10-6).  

 

Figure 3. Representative EMSA analysis showing allelic DNA-protein 

interactions in the promoter region of MDM2.   Labeled double-stranded 

oligonucleotide  probes (marked with an asterisk)corresponding to the -1494 G>A 

alleles were incubated with Jeg3 nuclear extracts. Lanes 1 to 4 represent 

radiolabelled ds-DNA probe -1494A; lanes 5 to 8, radiolabelled ds-DNA probe -



 

 

l

1494G. The unlabeled probes used to compete DNA-protein interactions (in 50-

fold molar excess) are indicated (+) at the top of each lane. Specific competitors 

corresponding to the unlabeled allele-specific probes were used in lanes 2, 3, 6 and 

7 and a non-specific double-stranded oligonucleotide competitor was used in lanes 

4 and 8. Probe sequences are listed in the Table 4 (supplementary materials). Fast 

migrating unbound probes are found at the bottom of the gel while protein-DNA 

complexes have slower mobility (arrows). In this experiment, 2 distinct complexes 

were found following incubation of the probes with Jeg-3 nuclear extract. Allele-

the -1494G (lane 5 vs. 1) and complex 2 which showed high binding affinity for 

the -1494A (lane 1 vs. 5). Lane 4 has slightly more radioactivity than lane 1-3. A 

nonspecific complex is observed at the centre of the gel center. 
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Table 1. List of the SNPs found in dbSNP database for MDM2 promoter.  

rs number† Position‡ SNPs ID§ MAF¶ 
rs1144944 g.67,486,752G>A -1494 25% 

rs3730485 g.67,487,038_67,487,077del 40 bp indel  (-
1208 to-1169) 37% 

rs2904506 g.67,487,080T>G -1166 - 
rs3930427 g.67,487,082C>G -1164 - 
rs3730486 g.67,487,509C>T -737 0% 
rs3730487 g.67,487,563A>G -683 0% 
rs937282 g.67,488,064C>G -182 50% 
rs3730491 g.67,488,095C>T -151 0% 
rs2279744¥ g.67,488,847T>G +601‡ 35% 

†From dbSNP build 128 

‡ NCBI Build 36.1 

§Position relative to the transcription start site (based on Ref Seq mRNA). 

¶Minor allele frequencies (MAF) were calculated with 91 unrelated European 

individuals genotyped by ASO.  

¥For comparison purpose we included the SNP309 associated with the internal 

promoter P2. 

 

Table 2. Most frequent MDM2 promoter haplotypes. 

Haplotype -1494 
G>A 

40 bp 
indel 

-182 
C>G +309T>G Frequency†

1A A No 
deletion C G 36.8% 

1B A No 
deletion C T 17.0% 

2 G deletion G T 38.5% 
†Frequencies calculated with genotyping results of the 91 unrelated European 

individuals. 
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Table 1S. List of oligonucleotide probes used for PCR-ASO genotyping. 

Rs 
number1 Major Allele Probe Minor Allele Probe 

rs1144944  TCGTGATCCGCCCACCTCA CTCGTGATCCACCCACCTCA 
rs3730486  CCACCACGCCCGACTAATTTT CCACCACGCCTGACTAATTTT
rs3730487  TGGCCAGGTTAGTCTTGAACT TGGCCAGGTTGGTCTTGAACT
rs937282  ACCCCGCCTCACAGCCC ACCCCGCCTCAGAGCCC 
rs3730491  GACACCCCCCACTCCATCAT GACACCCCCTACTCCATCAT 
rs2279744  CGCTGCGGCGCGGGA CGCGGCGGCGCGGGA 
1From dbSNP build 128. 
 
 
 
Table 2S. Summary of EMSA results for selected pSNPs in MDM2 promoters.  

rSNPs  nuclear cell extract1
Oligonucleotide used for EMSA2 HeLa HepG2 JEG3 

-1494  Yes Yes Yes CTCGTGATCC(A/G)CCCACCTCAG 

-182  Yes Yes No 
GCCAACACCCCCACCCCGCCTCA(C/G)AGCCC

GCCGCGCCCGCGGGGCGACA 

+309  Yes Yes Yes CCGCT(T/G)CGGCGCGGGAGGTCCGGA 
1Presence (Yes) or absence (No) of differential protein-DNA interactions at allelic 
position. 
2Only the forward strand of the ds-DNA oligonucleotides used for EMSA are shown 
here. SNPs are in bold characters. 

 



 

 
 


