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par la radioactivite
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Image du gel d'électrophorése
ohtenue par auroradiographie
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Liaison ou  Différence Nombre de sites Courbure ou Degré de la Position du

Linéaire ou Interaction entre
non de taille  ou de protéines non Courbure site lors de

circulaire protéines (dimérisation)
la courbure
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Transformation ¢
¢ Insertion dans un vecteur ¢

Séquencage et sélection ¢

Digestion Dpnl (site reconnu 5-Gm6ATC-3")

Transformation
Séq%neng:age

Transformation
Utilisations : ¢
- Etude du site de liaison dune protéine : Séquencage

recherche des paires de bases impliquées dans I’interaction.

- Mutation (inactivation d’un site de liaison).

- Mutation dans la région codante pour générer des protéines modifiées (étude des différents domaines de la

protéine).
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- Chromatine immunoprécipitation (CHIP)

e Protéine B
Proteine A

{7 Génel | Géne 2
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. Géne3 ProtéineD Géned

Protéine C

Faible fixation par le formaldehyde
(liaison covalente entre I'ADN est
les protéines qui lui sont défa liées)

Utilisations : J
Lyse des céllules (détergent, sonication, choc osmotique)
- Savoir si la protéine est lié¢ ou non invivo, Fragmentation de 'ADN en ~ 300 pb (sonication)
- Localisation du site de liaison de la protéine. l
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Précipitation du complexe protéine-ADM en utilisant un anticorps
spécifique de la protéine recherchée (chromatographie
d'immunoaffinité ou billes magnétiques recouvertes d'anticorps)

Exemples : anticorps anti-A anticorps anti-C
oL @

Inverser I'effet du fromaldehyde pour dissocier
les protéines de I'ADN [Chaleur)
Elimination des protéines (Protéinase K)

1

Amplification de I'ADM obtenu par PCR en
utilisant des amorces qui ciblent la
région recherchée de I'&DMN
Electrophorése pour visualiser le résultat
de I'amplification
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Le résultat nous informe sur la liaison (ou non) de la
protéine & I'ADN invivo et sur I'endroit od elle est liée

- Utilisation d’un géne rapporteur :

Géne normal Géne recombinant
Séquence codante Sequence codante
pour Protéine X pour Protéine Y
: =]
. Opérateur Site d'initiation de ' Opérateur Site d'initiation de
2 la transcription : la transcription
Régulateur Regulateur
expression de X difficile & évaluer expression de Y facile & evaluer

Y est utilisé comme géne rapporteur
pour évaluer I'expression du géne X



