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Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) Representation of the expected results of a
filter binding assay visualised in a nitrocellulose
membrane. While in the first two lanes, no signal
is detected, since only one of the complex
molecules is present, labelled nucleic acid (WT
probe, first lane) and protein of interest (protein
1, second
lane), in the third lane, the complex is formed
and the signal is detected, since the protein, that
is attached to nitrocellulose membrane, is linked
to a labelled nucleic acid. In the forth lane, an
unlabelled competitor probe deviates some
proteins to the formation of a different complex,
leading to the weakening of the signal. In the
fifth lane, the substitution of the WT probe by a
labelled mutated fragment (mt probe) enables the
formation of the complex, in case the mutation
affects the complex formation. Finally, the last
lane represents the formation of a new complex
involving the WT labelled probe and two
different proteins, leading to a signal quite
similar to the one observed in lane 3. Created
with BioRender.com



Schematic representation of the
expected results of an EMSA
visualised in an electrophoretic gel.
While the first lane presents a band
with the size of the segment being
tested (WT probe), in the second
lane, the introduction of the binding
protein and formation of a nucleic
acid–protein complex delays the run
of this fragment. As for the third lane,
the presence of an unlabelled
competitor probe leads to the
formation of a complex containing
this competitor probe and the protein
of interest and, consequently, the
band that corresponds to the free
labelled WT probe appears again.
Finally, in the last lane, the
replacement of the WT probe by a
labelled mutated fragment (mt probe)
may cause a similar result to the one
of the fist lane, in case the mutation
affects the complex formation.
Created with BioRender.com



Comparison between the cross-
linking procedure (a) and South-
Western Blotting (b). In the cross-
linking tehcnique (a) a nucleic
acid is cross-linked to the
respective binding proteins,
ensuring that all proteins present
in the complex are detected in a
SDS-PAGE performed after an
EMSA (that isolates the complex
under study), independently of
being in direct contact with the
nucleic acid (Protein 1) or not
(Protein 2). As for South-Western
Blotting (b), after an EMSA, the
complex is subjected to a SDS-
PAGE without being exposed to a
cross-linker and, consequently,
only the proteins in direct contact
with the nucleic acid will be
detected. Created with
BioRender.com



Illustration of the ChIP
procedure. ChIP
techniques usually start by
the cross-link between
DNA and proteins in a
living cells using chemical
cross-linkers or UV light.
Subsquently, cross-linked
chromatin is extracted and
fragmented by digestion or
sonication. The DNA–
protein complexes
under study are then
immunoprecipitated using
a specific antibody to the
protein of interest and the
obtained DNA is purified,
released from the
cross-link and analysed.





Principle of the EMSA binding reaction and polyacrylamide gel electrophoresis. A schematic diagram of A) the EMSA binding 
reaction, where 32P labelled DNA is incubated with extracted nuclear protein. and B) the separation of protein bound probe and 
the unbound free probe on a non-denaturing acrylamide gel. Where TF denotes a generic dimeric transcription factor such as NF-
κB or AP-1.
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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.
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https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/1728/procaryote
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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).
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Analysis: Protein B binds to DNA and protein A does not interact with DNA



Analysis: Protein A binds to DNA. Protein B binds with DNA if there is protein A. The upper band in 
column four presents DNA+A+B. Protein B does not interact with DNA independently.



Régulation transcriptionnelle
des gènes de la
gluconéogenèse au cours du
jeûne.

En réponse à l'activation par
la PKA, le facteur de
transcription CREB recrute
le coactivateur TORC2 et
permet l'expression du gène
codant le coactivateur PGC-
1a.

En association avec les
facteurs de transcription
HNF4a et Foxo1, PGC-1a
active la transcription des
gènes G6Pase et PEPCK
provoquant une activation de
la gluconéogenèse hépatique



Fig.1 Sequences that regulate Myod expression. a Schematic of a region 50 kb upstream of the Myod gene,
including the core enhancer (CE, in red), the distal regulatory region (DRR, in blue) and the proximal regulatory
region (PRR, in green) immediately upstream of the Myod transcription start site (TSS, black arrow). This region
lies within a super enhancer, associated with high levels of transcrip- tion factors occupancy, H3K27ac marks and
multiple enhancer RNAs (eRNAs). One of these is an eRNA is transcribed from the CE that plays a role in
regulating Myod expression through promoting chro- matin accessibility at the Myod promoter. b Transcription
factor binding sites for bHLH factors (E-box) including MYOD, MYF5, CLOCK, BMAL2, SIM2, MSC and
TCF21 are shown in blue, for SIX and EYA factors in green (MEF3 site), for PITX2 in pink (Paired binding site)
and for SRF/MEF2 in orange (CaRG box).


