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The role of LNK/SH2B3 genetic alterations in
myeloproliferative neoplasms and other hematological
disorders
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Selection de variants
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Etude in silico
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Etudes familiales
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Impact sur la fonction de LNK
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Test STATS

Lavage Stimulation = [EPO] Lyse des cellules
Mutagenese + Déprivation EPO .
nucléofection UT7 | | KIt pSTATS

la nuit 30 min

« technique d’immuno-essai sandwich » (Alpha Technology)

Excitation 1O Emission
680 nm 2 615 nm

=

Phospho-protein

Streptavidin-coated CaptSure Conjugated
MC @E Alpha Donor Bead AlphalLISA Acceptor Bead
. Schéma issu du manuel AlphalISA® SureFire® Ultra™ p-STAT5 (Tyr694/699) Assay Kit
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Impact sur la fonction de LNK
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Impact sur U'épissage de SH2B3
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Tests Minigénes
1) Choix 2 variants avec score SPIP élevé Test Minigéne

NM_005475.3:¢.1408+5G>C
Fréquence (gnomAD) : 0
SPIP:98.41 %

NM_005475.3
Fréquence (gnomAD) : 0
SPIP:43.04 %

2) Amplification par PCR du fragment d’exon d’intérét

3) Clonage des séquences entre 2 exons artificiels
« A »et«B»dans un minigéne pCas2
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Tests Minigénes

4) Choix de 2 types cellulaires pourItransfection des constructions minigénes

\
3-8

UT7 : lignée dérivée de cellules d’un patient HEK2 : cellules épithéliales
adulte atteint de leucémie aiglie myéloide adhérentes de rein provenant
exprimant les récepteurs a 'EPO d’un homme adulte sain 5) Extraction d’ARN

6) RT-PCR
7) Dépot l
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Résultats préliminaires

Impact sur U'épissage de SH2B3
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Etudes familiales
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