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1. Principe

La BIFC également appelée « bimolecular fluorescence complementation » est une nouvelle
technique d’observation des interactions protéiques. Elle peut également étre utilisée en
association avec d’autres techniques récentes et cribler des interactions protéine-protéine et
de leurs régulateurs.(™)
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Pour parvenir a ce resultat il y a plusieurs étapes :

L’étalonnage de BiFC :

Choix du fluorophore,

Marquages des protéines,

Détermination des circonstances de transfections,

Détermination des modifications dans la localisation des protéines

Transfection de placage et de cellules :

- Cellules plaquées dans une embase en verre et dans des puits d’une plaque
- Puis cellule d’ADN disposée pour le procédé de transfection

- Alafin de celui-ci la combinaison est divisé et incubée a température
ambiante pour quelques heures

- médias de transfection sont alors retirés et incubés de nouveau

Préparation des cellules pour la représentation

- Ajout de paraformaldéhyde puis lisage des protéines pour obtenir I'image au
microscope a fluorescence

Mesure de l'intensité de la fluorescence pour chaque cellule avec plusieurs

logiciels de représentation avec un microscope confocal

Et enfin, Analyse des caractéristiques.

- Pour analyser les caractéristiques (ce qui correspond au rendement de
fluorescence), on divise les intensités de la complémentation de fluorescence
et des intensités de la protéine fluorescente entiére en chaque cellule.(P)

Avantages et Inconvénients

Avantages Inconvénients
Interaction protéines fluorescente Dépendance a I’égard de I'expression de la
protéine de fusion traductionnelle
Interactions passageéres stabilisées Dépendance a I’égard de la température
Visualisation directe des protéines dans les | Fusion le long du N-terminal ou du C-
cellules (contrairement a d’autres terminal doit étre tenues en compte dans
techniques) I’analyse de BiFC

Fig 2 : Résultat observable avec technique BiFC au
microscope a fluorescence
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