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Preambule

Cet expose a pour but de présenter des méthodes permettant de reconnaitre et
d’etudier les interactions pouvant se faire entre différentes proteéines.
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Double Hybride

GENE RAPPORTEUR

Clivage aux proteines etudiees

Coloration du milieu du culture en bleu [ Pas de coloration ]
Grace a X-GAL
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Double Hybride

Permet de mettre en évidence une interaction physique entre deux protéines
® Permet de cribler une banque de genes

Tres simple de voir si il y’a interactions entre les deux types de proteines
® Milieu Bleu (X-Glu) : Interaction
® Milieu blanc : pas d’interactions

Analyse qualitative et quantitative possible (depend du gene rapporteur utilise)

Probleme majeur : mesure peuvent étre faussees si presence de faux positifs
(protéines de la méme famille) et faux négatifs (besoin d’une 3°™¢ interaction)
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Immunoprécipitation

® Technique qui permet la precipitation d'un antigene avec un anticorps dirigée
a cet antigene.

® Utilisation d’'un AC Il ou | en fonction des conditions de concentrations d’AG.

® Methode préliminaire souvent utilisee : diffusion en gel d’Ouchterlony

résultats d'un test Ouchterlony (24 h aprés les dépdts)
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arc de précipitation

1,2 3,4 puits ou sont placees les substances supposees antigeniques
5 puits central ou s& trouve un anticorps



Immunopreécipitation

Immunoprecipitation

0)}% (2 3

@ Suitable antibody is added.
ﬁ Antibody binds to protein of interast.
ﬂ Protein A or G added to make antibody-protein complexes insoluble,

ﬂ Centrifugation of solution pellets antibody-protein complex,
Removal of supematant and washing.

Diagram 1: llustration of Immunaoprecipitation process.



Co-Immunoprecipitation

Technique qui consiste a isoler un complexe proteique en utilisant un anticorps
dirige contre un des membres du complexe. La co-IP fait forcement interagir

plus d'une protéine.

Importance de cette methode :
® Formation d’'une protéine multimétrique
® Localisation intracellulaire
® Regulation de la fonction proteique
Plusieurs maniere de reveéler:
® Centrifugation

® Aspiration surnageant
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Co-Immunopreécipitation
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Fig 3 : Schéma explicatif de la technique de co —immunoprécipitation
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® Voir exposé de Lucie Theme 6 ©
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BIFC
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BIFC

Gag-Gag BiFC

Fig.5 : Localisation VIH grace a une BiFC
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FRET

® « Fluorescence Resonnance Energy Transfer ». Phénomene de physique
quantique qui se produit entre un donneur fluorescent et un accpeteur
fluorescent.

® Excitation d'un fluorophore donneur = Excitation du fluorophore

® Siprésence d'une protéine (fluorophore avec méme sensibilite) a proximité
du donneur =» si chevauchement des spectres d’absorption et d’emission =»
Transfert d’energie entre donneur et accepteur.

Mitochrondrial Protein-Protein Association with FRET

Acceptor
Emissplton
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FRET
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CONCLUSION

®* De nombreuses methodes permettent de determiner quelles sont les
interactions entre proteines MAIS :

® Lamethode choisie depend des conditions ‘physiologiques’ d'etude
® Deépend du budget

® Deépend de ce qu’on souhaite observer

® |l existe des methodes plus ou moins fiables.
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