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ABSTRACT

Chromosomal translocations are commonly associated with leukaemia. Although the results
of translocation are shown to be leukaemogenic, the initial event leading to the translocation
remains mainly unknown. However, it is known that the initial step of translocation is the
chromosome break event. There are evidences that the apoptotic nuclease may play a role in
chromosomal transiocation as they are known to cleave the chromosome. Erroneous repair of
these chromosomal breaks by DNA repair mechanisms may mediate chromosomal
translocations. One of the genes frequently involved in chromosomal translocations in acute
leukaemia is the AF9 gene. The AF9 gene is located at 9p22 and is frequently translocated
with the Mixed Lineage Leukaemia (MLL) gene at 11923 resulting in a t(9;11)(p22;q23). Itis
hypothesised that the AF'9 gene may be cleaved during apoptosis and eventually fuses with the
MLL gene during the attempted DNA repair. This study aims to investigate the role of the
apoptotic process in chromosomal breaks in the AF9 gene. Various leukaemic cell lines and
cultured whole peripheral blood were treated with etoposide (VP-16) to induce apoptosis.
VP-16 is a potent topoisomerase II-targeting drug that causes an accumulation of DNA
double-strand breaks. The presence of oligonucleosomal DNA ladder during preliminary gel
analysis confirmed apoptosis induction in the VP-16 treated cells. Firstly, a non-isotopic
Southern Hybridisation was performed using a DNA probe designed to detect a 10.2 kb BamH
I fragment within the 4F9 gene as well a 600 bp cleavage fragment to detect apoptosis-
induced chromosomal breaks in VP-16-treated cells. Due to the insensitivity and
inconsistency of non-isotopic Southern Hybridisation, nested Inverse Polymerase Chain
Reaction (IPCR) was used as an alternative method to detect apoptosis-induced chromosomal

breaks in VP-16 treated cells. Next, the cells were pre-treated with caspase 3-inhibitor II (Z-



DEVD-FMK) prior to VP-16 treatment. These cells were analysed by nested IPCR to
determine the role of apoptotic nuclease in chromosome break within the AF9 gene.
Numerous AF9 chromosomal break fragments were detected in VP-16 treated leukaemic
cells. Significantly, A4F9 chromosomal breaks were also detected in VP-16 treated normal
blood cells. These chromosome breaks were sequenced and were mapped to a 0.6 kb region
of the AF9 gene. This 0.6 kb region falls within the defined breakpoint cluster region 1
(BCR1) that enco.mpasses intron 4 of the AF9 gene. However, in leukaemic cells pre-treated
with Z-DEVD-FMK, no chromosomal break was detected. These results suggest that the
chromosome breaks in the 0.6 kb region of the AF9 gene are due to the apoptosis process and
implies the involvement of apoptotic nuclease. The AF9 gene is only one of the fusion
partners of the MLL gene, thus the same hypothesis can be tested on other MLL fusion partner
genes. It is possible that apoptosis may also play a role during chromosomal breakage in

other MLL fusion partner genes too.
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ABSTRAK

Translokasi kromosom lazim dikaitkan dengan leukemia. Walaupun translokasi diketahui
memainkan peranan dalam leukemogenesis, kejadian awal yang menyebabkan berlakunya
proses translokasi masih belum diketahui. Walau bagaimanapun, langkah awal translokasi
telah diketahui bermula dengan berlakunya putusan kromosom. Terdapat bukti yang
menunjukkan bafzawa nuklease apoptotik mungkin memainkan peranan dalam translokasi
kromosom kerana kebolehannya mengakibatkan sigaran kromosom. Kepincangan dalam
proses pembaikpulih putusan kromosom oleh mekanisme baikpulih DNA mungkin
mengantarai proses translokasi kromosom. Salah satu daripada gen yang sering terlibat
dalam translokasi kromosom dalam leukemia akut adalah gen AF9.. Gen AF9 terletak pada
9p22 dan sering ditranslokasikan dengan gen Mixed Lineage Leukemia (MLL) yang terletak
pada 11q23 bagi menghasilkan t(9;11)(p22;q23). Gen AF9 dipercayai mengalami sigaran
semasa apoptosis dan kemudiannya bercantum dengan gen MLL dalam usaha untuk
membaikpulih DNA. Kajian ini bertujuan untuk menyelidik peranan proses apoptosis dalam
putusan kromosom dalam gen AF9. Pelbagai jenis sel leukemia dan darah periferi yang
dikultur telah dirawat dengan etoposide (VP-16) bagi mencetuskan apoptosis.
Topoisomerase Il merupakan sasaran dadah VP-16 yang menyebabkan pengumpulan
bebenang ganda dua DNA. Kehadiran tangga nukleosomal DNA semasa analisis gel
mengesahkan cetusan apoptosis dalam sel-sel yang difawat dengan VP-16. Pada mulanya,
Hibridisasi Southern bukan isotopik telah dilakukan dengan menggunakan prob DNA yang
direka untuk mengesan serpihan 10.2 kb BamH I dalam gen AF9 berserta serpihan sigaraﬁ
600 bp. Oleh sebab Hibridisasi Southern bukan isotopik didapati tidak sensitif dan konsisten

maka tindakbalas rantai polymerase songsang (IPCR) tersarang telah digunakan sebagai
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kaedah alternatif bagi mengesan putusan kromosom cetusan apoptosis dalam sel-sel yang
dirawat dengan VP-16. Seterusnya, pra-rawatan dengan perencat Il-caspase 3 (Z-DEVD-
FMK) dilakukan sebelum sel-sel leukemia dirawat dengan VP-16. Sel-sel ini telah dianalisis
melalui IPCR tersarang bagi menentukan peranan nuklease apoptotik dalam putusan
kromosom dalam gen AF9. Banyak serpihan putusan kromosom AF9 telah dikesan dalam
sel-sel leukemia yang telah dirawat dengan VP-16. Kehadiran putusan kromosom AF9 juga
telah dikesan dalém sel darah normal yang dikultur dan dirawat dengan VP-16. Kesemua
putusan kromosom ini telah dijujuk dan dipeta ke bahagian 0.6 kb dalam gen AF9. Bahagian
0.6 kb ini terangkum dalam bahagian kelompok titik putusan /‘breakpoint cluster region’ I
(BCR1) yang telah ditentukan yang melingkungi intron 4 pada gen AF9. Walau
bagaimanapun, tiada putusan kromosom dikesan dalam sel-sel leukemia yang telah
mengalami pra-rawatan dengan Z-DEVD-FMK. Ini mencadangkan bahawa putusan
kromosom dalam bahagian 0.6 kb dalam gen AF9 mungkin disebabkan oleh proses apoptosis
serta membayangkan penglibatan nuklease apoptotik. Oleh sebab gen AF9 adalah salah satu
daripada pasangan taupan gen MLL maka hipotesis yang sama mungkin boleh diuji bagi gen
pasangan taupan MLL yang lain. Apoptosis juga berkemungkinan memainkan peranan

semasa putusan kromosom dalam gen pasangan taupan MLL yang lain.
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