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l'expression d'ARN messager eucaryote dans E. coli se heurte à de nombreux problèmes dus en

particulier à la mauvaise initiation de la traduction. Si la protéine de fusion est placée en amont

de la protéine d'intérêt, on aura normalement une bonne initiation de la traduction.

La surexpression de protéines dans E. coli s'accompagne souvent de formation de corps

d'inclusion dans lesquels la protéine surexprimée est mal repliée. La fusion avec une autre

protéine qui se replie correctement aide souvent à avoir une protéine bien repliée.

La production
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En effet on dispose d'anticorps pour les protéines de fusion mais de plus certaines

d'entre elles sont des enzymes qui peuvent être détectées par leur activité.
La détection

Les petits peptides sont rapidement dégradés chez E. coli. Un des moyens pour

éviter cette dégradation est donc de les produire en fusion.
La stabilité
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2. Tags de coloration

La GFP est une protéine autofluorescente de 30 Kda,

découverte et isolée pour la première fois en 1962 à partir

de la méduse Aequorea victoria,

elle émet de la lumière verte lorsqu'elle est excitée en UV

Protéines fluorescentes
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2. Tags de coloration

Différents variants plus efficace ou émettant à différentes longueur d’onde ont été générés par

mutagenèse.

- GFPuv se replie plus facilement que la GFP et a un rendement de fluorescence 16 fois plus

importante que la GFP

- GFPmut1 contient deux mutations (F64L et S65T) son rendement de fluorescence est 35

fois supérieur à celui de la GFP

- GFP+ combine les mutations de GFPuv et de GFPmut1 ce qui lui donne une augmentation

de 130 fois par rapport à la GFP

- L’EGFP est un variant optimisée pour l’expression en cellules eucaryotes.

Protéines fluorescentes
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La HcRed a été générée par mutagenèse à partir d’une

protéine non fluorescente du corail, Heteractis crispa.

Elle émet dans le rouge.

Ces protéines gardent leurs propriétés de fluorescence en

fusion N ou C terminale.

En fusion, elle permet donc la détection et la localisation de

la protéine dans les cellules.

Heteractis crispa

Autres Protéines fluorescentes
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La DsRed a été isolée de Discosoma sp.

elle peut être excitée à 488 nm comme la GFP mais émet dans le

rouge à 583 nm (la GFP émêt à 500 nm).

Son expression a été améliorée par optimisation des codons

pour donner la DsRed1.

Elle présentait un défaut important, sa maturation prenait trop

longtemps elle avait une demie vie supérieure à 24 heures.

La vitesse de maturation a été améliorée et la DsRedT4 ainsi

obtenue a une demie vie de maturation inférieure à 45 minutes

Autres Protéines fluorescentes

Discosoma sp. 
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Clivage des protéines de fusion

Souvent on veut enlever des fusions entre deux protéines après une expression in vitro et purification. 

Dans ce cas, on intercale entre les deux protéines une séquence qui va coder pour un site de coupure. 
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Clivage chimique

Self-clivage

Protéases spécifiques

Exopeptidases
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On peut utiliser une méthode enzymatique, des protéases spécifiques d'une séquence. 

- L'enterokinase reconnaît et coupe la séquence Asp-Asp-Asp-Asp-Lys/ 

- La thrombine reconnaît et coupe la séquence Leu-Val-Pro-Arg-/-Gly-Ser. Selon le 

positionnement de la fusion à l'extrémité N ou en C terminale, on obtiendra deux ou quatre 

acide aminés. 

- Le facteur Xa coupe en C-terminal de la séquence de reconnaissance Ile-Glu-Gly-Arg/

- Les TEV protéinase (Tobacco Each Virus Proteinase) reconnaît la séquence Glu-X-X-Tyr-

Gln/ avec X symbolisant n'importe quel acide aminé. Cette protéase a l'avantage d'être très 

spécifique de son site de coupure et de ne pas être inhibée par les inhibiteurs de protéase à 

sérine.

Protéases spécifiques



Protéines de fusion

Clivage des protéines de fusion

Protéases spécifiques



Protéines de fusion

Clivage des protéines de fusion

Il y a plusieurs désavantages à l'utilisation de protéases.

- la coupure n'est pas toujours spécifique et on peut couper la protéine d'intérêt.

- La température assez haute nécessaire à la coupure peut affecter la stabilité de la

protéine d'intérêt.

- La coupure est souvent inefficace du fait de l'inaccessibilité du site de coupure

dans la protéine de fusion.

- Après la coupure, il faut retirer la protéine de fusion, qui va s'accrocher sur la

colonne d'affinité ayant permis la purification. La protéase est retirée par exemple en

utilisant une protéase biotinylée qui va s'accrocher sur une colonne de streptavidine

agarose.

Protéases spécifiques




