
Protocol - RNA-protein interaction
RNA binding assay REMSA (RNA electrophoresis shift assay)
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I- Transcription In Vitro
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Schéma'sa'on du processus de transcrip'on. La polymérase avance sur l’ADN a` la manière d’un train sur des rails. A chaque 
pas, la polymérase incorpore un nucléo'de provenant de la solu'on dans la chaîne d’ARN qu’elle synthé'se. Pour cela, elle 
ouvre par'ellement la double hélice d’ADN (forma'on de la bulle de transcrip'on); l’ordre d’incorpora'on est basée sur 
l’appariement des paires de bases : les nucléo'des incorporés sont complémentaires du brin d’ADN copié (brin du bas sur le 
schéma). 
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L’initiation 
L’initiation consiste tout d’abord en la reconnaissance par la polymérase d’une séquence 
promoteur sur l’ADN a` transcrire. La s séquence dite consensuelle du promoteur de l’ARNPT7 
contient 23 bases, notées de -17 `a +6, +1 correspondant a` la première base transcrite : 
On peut diviser cette séquence en trois parties. 

La première partie de -17 `a -6 constitue la séquence de reconnaissance spécifique. 

La seconde partie, de -4 `a -1 est composée de la séquence TATA, importante pour la séparation 
des deux brins d’ADN au niveau du promoteur, et commune a` de nombreuses séquences 
promoteur d’autres polymérases : la liaison polymérase-promoteur entraine une courbure de 
l’ADN pouvant favoriser l’ouverture de la double hélice au niveau de la séquence TATA.
La troisième partie, de +1 `a +6, rassemble les premières bases transcrites par la polymérase. 
.
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Incubate at 42°C for at least 3 – 4
hrs. Overnight incubations will result
in higher yields.
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RNA Quantitation: 
UV Absorbance: 1 A260 unit = 40 μg/ml RNA 
Note: Nucleotide removal by G25 spin column is essential for accurate quan- titation. 
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Les protéines recombinantes sont des protéines étrangères produites dans des hôtes d'expression. 
Ces protéines recombinantes sont utilisées comme réactifs de diagnostic médical dans le 
domaine de la santé humaine, tels que les vaccins, les médicaments ou les anticorps, ainsi que 
dans les analyses biochimiques.

I- Protéine recombinante

Le processus de production de protéines recombinantes dépend fortement du processus 
d'insertion du segment d'ADN dans le génome de l'hôte. Deux méthodes sont connues pour 
produire de l'ADN recombinant, à savoir le clonage moléculaire et la PCR.
⭐ Le clonage moléculaire est un processus utilisé pour insérer un ADN recombinant dans un 
vecteur (véhicule utilisé pour transférer du matériel génétique) qui répliquera le segment à 
l'intérieur de l'organisme hôte. Le segment d'ADN peut être isolé d'un procaryote ou 
d'un eucaryoteportant le gène ou la protéine d'intérêt. Après l'isolement du segment d'ADN, il y a 
sa coupe (avec des enzymes de restriction) et son insertion dans le vecteur plasmidique par 
ligature. Le produit résultant est maintenant appelé un plasmide recombinant et est maintenant 
prêt à être inséré dans l'hôte (ex. : la bactérie E. coli). Le clonage moléculaire fonctionne 
essentiellement sur le principe que toute séquence d'ADN insérée dans le plasmide sera répliquée 
avec le reste de l'ADN plasmidique.

https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/4114/vaccin
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/2800/medicament
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/4103/anticorps
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/1866/biochimie
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/4781/insertion
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/825/genome
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/1728/procaryote
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/733/eucaryote
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/2469/enzyme-de-restriction
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/4121/vecteur-de-clonage
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/13989/plasmide-recombinant
https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/9804/sequencage-de-l-adn


Une protéine recombinante est une protéine produite en utilisant la technologie de l'ADN
recombinant. L'ADN recombinant est une technique de biologie moléculaire in vitro qui permet
de contrôler à l’acide aminé près la séquence nucléotidique de la protéine que l’on veut produire.
On peut également combiner des séquences d'ADN provenant de différentes sources, provenant
potentiellement d'espèces différentes, pour créer de nouveaux gènes composites, dits
chimériques et des protéines correspondantes.

La production de protéines recombinantes implique plusieurs étapes. Tout d'abord, le gène
codant pour la protéine ou le peptide d'intérêt est isolé à partir de l'organisme source et cloné
dans un vecteur d'ADN recombinant. Ce nom de « vecteur » vient du fait qu’il est une sorte de
véhicule nucléotidique permettant de transporter l’information génétique à l’intérieur d’une
cellule « usine » hôte. Le vecteur est généralement un plasmide, de l’ADN circulaire qui peut
être répliqué dans une cellule hôte. Ensuite, le vecteur d'ADN recombinant contenant le gène
d'intérêt est introduit dans une cellule hôte, telle que des bactéries, des levures ou des cellules de
mammifères. Une fois à l'intérieur de la cellule hôte, le vecteur est répliqué et transcrit en ARN
messager (ARNm).

AMIROUCHE A



L'ARNm est ensuite « traduit » en protéine par les ribosomes de la cellule hôte.
Les codons génétiques (un codon est un groupe de 3 acides nucléiques) sont
traduits suivant le code génétique universel. La « traduction » est un terme
biologique bien précis qui a lieu au niveau des ribosomes. Les codons de l'ARNm,
qui sont les triplets de bases nucléotidiques, sont reconnus par l'anticodon de
l’ARN de transfert (ARNt). Les briques de base des protéines sont les acides
aminés. L’acide aminé porté par l'ARNt est alors incorporé dans la chaîne
polypeptidique en cours de synthèse. La protéine recombinante est ensuite
produite en grande quantité, purifiée et utilisée à des fins de recherche, de
diagnostic ou de production de médicaments.
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