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DESCRIPCIÓN 
 
Sistema bihíbrido de levaduras/bacterias y procedimientos para su utilización 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
[0001] Esta invención está relacionada con el campo de la biología molecular. Más específicamente, la invención 
proporciona nuevas composiciones y procedimientos para facilitar el aislamiento y la caracterización de nuevas 
interacciones proteína-proteína involucradas en la regulación del crecimiento celular y el metabolismo. 
 10 
CAMPO DE INVENCIÓN 
 
[0002] A lo largo de esta solicitud se citan varias publicaciones y documentos de patente para definir mejor el 
estado de la técnica a la que pertenece esta invención. Cada una de las siguientes citas se incorpora en el presente 
documento por referencia. 15 
 
[0003] Los sistemas bihíbridos de levaduras (Chien y col. 1991; Fields y Song 1989; Gyuris y col. 1993; Vojtek y 
col. 1993) son herramientas habituales utilizadas para identificar nuevas interacciones proteína-proteína y para 
realizar análisis de estructura-función sobre interacciones proteína-proteína previamente definidas. Dichos sistemas 
son efectivos con una parte sustancial de proteínas eucariotas y han desempeñado un papel importante en análisis 20 
proteómicos de alto rendimiento dirigidos a establecer grupos de proteínas que interaccionan (por ejemplo, Giot y 
col. 2003; lto y col. 2000; Li y col. 2004; Uetz y col., 2000). Con el fin de incrementar la versatilidad de un enfoque 
bihíbrido para identificar y analizar interacciones de proteínas en aplicaciones de alto rendimiento, uno de los 
enfoques ha sido trasladar los componentes básicos del sistema bihíbrido de levaduras a un organismo hospedador 
bacteriano (Dove y col. 1997; Joung y col. 2000). Hasta la fecha, no se ha comparado directamente la eficacia 25 
relativa de la detección de las interacciones entre proteínas en bacterias y levaduras. No obstante, existen una serie 
de razones para anticipar que es posible que se observen diferencias. Puesto que las levaduras son eucariotas, es 
más probable que las proteínas eucariotas utilizadas como "cebos" en selecciones de bihíbridos se plieguen y se 
modifiquen post-traduccionalmente de manera apropiada en levaduras que en bacterias, incrementando así sus 
oportunidades de identificar pares fisiológicos. No obstante, ciertas proteínas pueden ser problemáticas como cebos 30 
en sistemas bihíbridos de levaduras; por ejemplo, proteínas que normalmente se excluyen del núcleo en eucariotas, 
que se pueden secuestrar mediante la interacción con un par abundante evolutivamente conservado en levaduras, o 
que estimulan la trascripción en levaduras (es decir, que "se autoactivan"). Se espera que todos estos posibles 
problemas sean menos problemáticos en el sistema bihíbrido de bacterias. Para maximizar las oportunidades de 
obtener todos los interactores relevantes para una proteína de interés, sería deseable tener la capacidad de someter 35 
a ensayo rápidamente un cebo dado tanto en entornos de levaduras como de bacterias. 
 
RESUMEN DE LA INVENCIÓN 
 
[0004] Según la presente invención, se proporcionan plásmidos y cepas adecuados para su uso tanto en sistemas 40 
de interacción entre proteínas de levaduras como de bacterias. Se describen una nueva serie de vectores en los que 
un solo plásmido que contiene un promotor modificado dirige la expresión eficiente de una proteína cebo en 
levaduras o en bacterias, permitiendo así el estudio en paralelo en ambos organismos. Además, se proporcionan 
cepas de soporte informadoras de levaduras y bacterias optimizadas. 
 45 
[0005] Así, en un aspecto de la invención, se proporciona un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia 
promotora procedente del nucleótido en posición 4 al nucleótido en posición 545 de la Figura 1C que dirige la 
expresión de una secuencia codificante unida de manera operable tanto en levaduras como en bacterias. También 
se proporcionan plásmidos que comprenden este promotor seleccionado del grupo constituido por (SEQ ID NO: 2) 
(pGLS20), (SEQ ID NO: 3) (pGLS22) y pGLS23 en el que pGLS23 es idéntico a pGLS22 excepto por un cambio en 50 
la posición 3267 de gaattC a gaattA y pBR-AMP-αLPL (SEQ ID NO: 5). También se describen células hospedadoras 
que comprenden estos plásmidos. Dichas células hospedadoras son preferentemente células de E. coli y S. 
cerevisiae. 
 
[0006] En el presente documento también se describen nuevas cepas de E. coli. Se proporcionan E. coli KJI 567 y 55 
E. coli AG58A (RP28). También se describen nuevas cepas de levadura, por ejemplo, S. cerevisiae PRT50 y S. 
cerevisiae PRT475. 
 
[0007] En una forma de realización preferida de la invención, se proporciona un procedimiento para comparar las 
interacciones de unión entre una primera proteína y una segunda proteína tanto en entornos de organismos 60 
bacterianos como de levaduras utilizando una construcción que funciona en ambos organismos, que comprende: 
 
a) el suministro de células hospedadoras de levaduras y bacterianas, comprendiendo cada una, 

i) un gen informador unido de manera operable a una secuencia de ADN que comprende un sitio de 
unión a proteínas; 65 
ii) un primer gen de fusión que expresa una primera proteína de fusión, dicha primera proteína de 

 



 

 3

fusión comprendiendo dicha primera proteína unida covalentemente a un resto de unión que es capaz 
de unirse específicamente a dicho sitio de unión a proteínas que está dirigido por un elemento 
promotor según la reivindicación 1 y 
iii) un segundo gen de fusión que expresa una segunda proteína de fusión, dicha segunda proteína de 
fusión comprendiendo dicha segunda proteína unida covalentemente al resto de activación génico; 5 

 
b) permitir que dichas primera y segunda proteínas interaccionen; y 
 
c) medir la expresión de dicho gen informador como medida de dicha interacción entre dichas primera y segunda 
proteínas tanto en E. coli como en levaduras. 10 
 
[0008] En la presente invención también se proporcionan kits para poner en práctica el procedimiento descrito 
anteriormente. Un kit de ejemplo comprende: 
 
a) un plásmido seleccionado del grupo constituido por la SEQ ID NO: 2 (pGLS20), SEQ ID NO: 3 (pGLS22) y 15 
pGLS23 en el que pGLS23 es idéntico a pGLS22 excepto por un cambio en la posición 3667 de gaattC a gaattA; 
 
b) al menos uno de pAC-AW-αLPL, y/o pBR-AMP-αLPL; 
 
c) una cepa de E. coli seleccionada del grupo constituido por E. coli KJI 567 o E. coli AG58A (RP28); y 20 
 
d) una cepa de levaduras seleccionada del grupo constituido por PRT50, y PRT475. 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 25 
[0009] Figura 1. Esquema de los sistemas bihíbridos de levaduras y bacterias. A. En el sistema bihíbrido de 
levaduras mostrado, una proteína híbrida dimérica λ cI-cebo interacciona con un dominio de activación (AD)-proteína 
híbrida presa estimulando así la transcripción a partir de un promotor adyacente que dirige la expresión de un gen 
informador GusA cuantitativo o LYS2 seleccionable. B. En el sistema bihíbrido bacteriano mostrado, una proteína 
híbrida dimérica λ cI-cebo interacciona con una subunidad α de la ARN polimerasa de E. coli (ARNP)-proteína 30 
híbrida presa, enganchando así la ARNP a un promotor adyacente que dirige la expresión de un gen informador lacZ 
cuantitativo o HIS3 seleccionable. Nótese que ambos sistemas utilizan una proteína híbrida λ cI-cebo procedente de 
un único plásmido eficaz en cualquiera de los organismos. C-E. Secuencia en pGLS20 (SEQ ID NO: 2). F-H. 
Secuencia en pGLS22 (SEQ ID NO: 3). I-J. Secuencia en pBR_AMP alphaLPL (SEQ ID NO: 5). 
 35 
Figura 2. Expresión del cebo a partir de un plásmido de expresión combinada en bacterias/levaduras. A. Los 
plásmidos pGLS20 y pGLS23 utilizan un promotor TEFI/uvLac combinado para expresar cebos λ cI fusionados en 
levaduras o bacterias. Los plásmidos se seleccionan en levaduras mediante selección para resistencia a G418 
(pGLS20) o complementación HISS (pGLS23), y en bacterias mediante selección por resistencia a kanamicina 
(pGLS20) o por resistencia a cloranfenicol (pGLS23). La expresión relativa de cebos cl a partir de estos plásmidos, 40 
frente a la descripta previamente para los vectores pGBS10 (bihíbrido en levaduras, (Serebriiskii y col. 2002)) o pBT 
(bihíbrido en bacterias, Stratagene) se muestra en bacterias (panel central). B. Para demostrar los niveles relativos 
de cebo se confirmó la concentración de proteína total igual mediante tinción de Coomassie de un gel PAGE 
cargado con cantidades equivalentes de lisado celular para bacterias que expresan cada plásmido (no mostrados). A 
continuación, se cargaron volúmenes iguales de diluciones de 1:40 (para pGLS20) o 1:100 (para pGT) de extractos 45 
en tampón de muestra en paralelo con el mismo volumen de extracto sin diluir procedente de células portadoras de 
pG13S10. Se muestran transferencias de Western utilizando anticuerpos dirigidos contra cl. C. pGBS10 y pGLS20 
expresan niveles comparables de cebos λ cI en levaduras, basándose en el análisis de Western con anticuerpos 
para λ cI. 1,2 denota dos transformantes independientes en bacterias o levaduras; -, denota levaduras que no 
contienen plásmido cebo. 50 
 
Figura 3. Activación de informadores colorimétricos y auxótrofos mediante interacción de cremallera en 
levaduras. Los números de las bandas debajo de la gráfica de barras representan pares de muestras definidas en la 
Tabla 1. La gráfica de barras refleja la actividad informadora relativa medida mediante el ensayo de la beta-
glucuronidasa utilizando PNP-gluc como sustrato. El recuadro indica muestras vueltas a analizar utilizando MU-gluc 55 
como sustrato. Para dar algo de contexto, los valores obtenidos para la combinación 6 (con una Kd de 1 x 10-8 M) 
fueron más de 10 veces superiores a los de la combinación 5 con el sustrato MU-gluc, lo que indica una función 
discriminadora significativa del sistema bihíbrido de levaduras en este intervalo de afinidad (no mostrado). Debajo de 
la gráfica de barras se muestra el crecimiento de dos puntos representativos de colonias 2 días después del cultivo 
en placa con un medio selectivo. 60 
 
Figura 4. Activación de informadores colorimétricos y auxótrofos mediante interacción de cremallera en 
bacterias. Los números de las bandas debajo de la gráfica de barras representan pares de muestras definidas en la 
Tabla 1. La gráfica de barras refleja la actividad informadora relativa medida mediante el ensayo de la β-
galactosidasa utilizando ONPG como sustrato. Debajo de la gráfica de barras se muestra el crecimiento de dos 65 
puntos representativos de colonias 24 días después del cultivo en placa con un medio selectivo. 
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Figura 5. Mapa del plásmido presa bacteriano de pBR_AMP_alphaLP_IS_B.gb. Este plásmido difiere de pAC-
AMP-aLPL en que contiene un origen de replicación distinto, pBR en lugar de pAC. 
 
Figura 6. La secuencia del promotor híbrido de la SEQ ID NO: 1. 5 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
[0010] La selección de bihíbridos es una metodología habitual para identificar y caracterizar interacciones proteína-
proteína y se ha convertido en un componente integral de muchas investigaciones proteómicas. El sistema bihíbrido 10 
inicialmente se desarrolló utilizando levadura como organismo hospedador. No obstante, los sistemas bihíbridos 
bacterianos también se han convertido en herramientas de laboratorio habituales y se prefieren en algunas 
circunstancias, a pesar de que los sistemas bihíbridos de levaduras y bacterias nunca se han comparado 
directamente. De acuerdo con la presente invención, se proporciona un sistema bihíbrido de levaduras y bacterias 
purificado en el que se usa un único plásmido de expresión cebo en los entornos de ambos organismos. Además, se 15 
generó una amplia serie de proteínas de fusión de cremalleras de leucina de afinidades conocidas para comparar la 
eficacia de la detección de la interacción utilizando ambos sistemas. A pesar de que ambos sistemas bihíbridos 
detectaron las interacciones producidas con un rango de afinidades de interacción comparable, cada uno de ellos 
demostró ventajas únicas. El sistema de levaduras produjo una lectura cuantitativa a lo largo de un rango dinámico 
mayor que el observado con bacterias. No obstante, el fenómeno de "autoactivación" mediante cebos fue mucho 20 
menos problemático en el sistema bacteriano que en el de levaduras. La capacidad de cambiar rápidamente entre 
sistemas de levaduras y bacterias suministrada con estos nuevos reactivos proporciona una ventaja notable para 
investigaciones con bihíbridos. Además, los vectores de expresión modificados deberían ser útiles para cualquier 
aplicación que requiera la expresión sencilla de una proteína de interés tanto en levaduras como en bacterias. Los 
sistemas bihíbridos convencionales han sido descritos en las patentes de EE.UU. 5.580.736 y 6.326.150, cuyos 25 
contenidos se incorporan en el presente documento por referencia. Además, en la presente invención se 
proporcionan kits útiles para llevar a cabo los procedimientos descritos en el presente documento. 
 
[0011] Las siguientes definiciones se proporcionan para facilitar la comprensión de la presente invención. 
 30 
[0012] Como se usa en el presente documento, "gen informador" se refiere a un gen cuya expresión se puede 
someter a ensayo; dichos genes incluyen, sin limitación, lacZ, β-glucuronidasa (GUS), genes de la biosíntesis de 
aminoácidos, por ejemplo, los genes de levadura LEU2, HIS3, LYS2 o URA3, genes de la biosíntesis de ácidos 
nucleicos, el gen de la cloranfenicol-transacetilasa de mamífero (CAT), el gen de la proteína fluorescente verde 
(GFP) o cualquier gen de un antígeno de superficie para el que haya disponibles anticuerpos específicos. 35 
 
[0013] Un "promotor" es una secuencia de ADN situada próxima al inicio de la transcripción en el extremo 5' de 
una secuencia transcrita unida de manera operable. El promotor puede contener uno o más elementos reguladores 
o módulos que interaccionan en la modulación de la transcripción del gen unido de manera operable. 
 40 
[0014] "Unido de manera operable" describe dos elementos macromoleculares dispuestos de manera que la 
modulación de la actividad del primer elemento induce un efecto sobre el segundo elemento. De esta forma, la 
modulación de la actividad de un elemento promotor se puede utilizar para alterar y/o regular la expresión de una 
secuencia codificante unida de manera operable. Por ejemplo, la transcripción de una secuencia codificante que 
está unida de manera operable a un elemento promotor se induce mediante factores que "activan" la actividad del 45 
promotor; la transcripción de una secuencia codificante que está unida de manera operable a un elemento promotor 
se inhibe mediante factores que "reprimen" la actividad del promotor. Así, una región promotora está unida de 
manera operable a la secuencia codificante de una proteína si la actividad de transcripción de dicha secuencia 
codificante se ve influida por la actividad del promotor. 
 50 
[0015] "Construcción de fusión" se refiere de manera general a genes recombinantes que codifican proteínas de 
fusión. 
 
[0016] Una "proteína de fusión" es una proteína híbrida, es decir, una proteína que se ha construido para que 
contenga dominios procedentes de al menos dos proteínas diferentes. Como se usa en el presente documento, una 55 
proteína de fusión es una proteína híbrida que posee (a) un dominio regulador de la transcripción procedente de una 
proteína reguladora de la transcripción, o (b) un dominio de unión al ADN procedente de una proteína de unión al 
ADN unido a una proteína heteróloga para comprobar la interacción. La estructura de la proteína de fusión es tal que 
el dominio regulador de la transcripción y el dominio de unión al ADN están dispuestos de manera que permita que 
ambos dominios sean biológicamente activos. La proteína de la que procede el dominio regulador de la transcripción 60 
es diferente de la proteína de la que procede el dominio de unión al ADN. En otras palabras, los dos dominios son 
heterólogos entre sí. 
 
[0017] El dominio regulador de la transcripción de la proteína de fusión puede activar o reprimir la transcripción de 
los genes diana, dependiendo de la actividad biológica nativa del dominio. Las proteínas cebo de la invención 65 
también son proteínas de fusión codificadas mediante un gen de fusión que comprende una proteína de interés 
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unida de manera operable a un resto de unión al ADN. 
 
[0018] El término "gen de una proteína de fusión" se refiere a una secuencia de ADN que codifica una proteína de 
fusión. Un gen de una proteína de fusión además puede proporcionar elementos reguladores de la transcripción y de 
la traducción para el control de la transcripción y la traducción del mismo. 5 
 
[0019] La "expresión" es el proceso mediante el cual se revela la información codificada en un gen. Si el gen 
codifica una proteína, la expresión supone tanto la transcripción del ADN en ARNm, y el procesamiento del ARNm 
(si fuera necesario) en un producto de ARNm maduro, como la traducción del ARNm maduro en una proteína. 
 10 
[0020] Se dice que una molécula de ácidos nucleicos, tal como un ADN o un gen, es "capaz de expresar" un 
polipéptido si la molécula contiene las secuencias codificantes para el polipéptido y las secuencias para el control de 
la expresión que, en el entorno apropiado dentro del hospedador, proporcionan la capacidad para transcribir, 
procesar y traducir la información genética contenida dentro del ADN en un producto proteico, y si dichas secuencias 
para el control de la expresión están unidas de manera operable a la secuencia de nucleótidos que codifica el 15 
polipéptido. 
 
[0021] Como se usa en el presente documento, un "vehículo de clonación" es cualquier entidad que sea capaz de 
introducir una secuencia de ácidos nucleicos en una célula hospedadora para su clonación. Ejemplos de vehículos 
de clonación incluyen plásmidos o genomas fágicos. Se desea especialmente un plásmido que se pueda replicar de 20 
manera autónoma en la célula hospedadora. Alternativamente, es útil una molécula de ácidos nucleicos que se 
pueda insertar (integrar) en el ADN cromosómico de la célula hospedadora, especialmente una molécula que se 
inserte en el ADN cromosómico de la célula hospedadora de una manera estable, es decir, de forma que permita 
que dicha molécula sea heredada por las células hijas. 
 25 
[0022] Los vehículos de clonación a menudo están caracterizados por un o por un pequeño número de sitios de 
reconocimiento de endonucleasas en los que dichas secuencias de ADN se pueden cortar de una forma 
determinada sin la pérdida de una función biológica esencial del vehículo, y en los que el ADN se puede empalmar 
con el fin de conseguir su replicación y clonación. 
 30 
[0023] El vehículo de clonación además puede contener un marcador adecuado para su uso en la identificación de 
células transformadas con el vehículo de clonación. Por ejemplo, un "gen marcador" puede ser un gen que confiera 
resistencia a un antibiótico específico a la célula hospedadora. 
 
[0024] La palabra "vector" a veces se usa indistintamente con "vehículo de clonación". 35 
 
[0025] Como se usa en el presente documento, un "vehículo de expresión" es un vehículo o vector similar al 
vehículo de clonación pero que está diseñado especialmente para proporcionar un entorno que permita la expresión 
del gen clonado después de la transformación en el hospedador. Una forma de proporcionar dicho entorno es incluir 
secuencias reguladoras de la transcripción y de la traducción en dicho vehículo de expresión, dichas secuencias 40 
reguladoras de la transcripción y de la traducción que se pueden unir de manera operable al gen clonado. Otra 
forma de proporcionar dicho entorno es suministrar un sitio o sitios de clonación a dicho vehículo, en el que se 
pueden clonar un gen clonado deseado y elementos reguladores de la expresión deseados. En un vehículo de 
expresión, el gen a clonar normalmente está unido de manera operable a ciertas secuencias control tales como 
secuencias promotoras. Las secuencias para el control de la expresión variarán dependiendo de si el vector está 45 
diseñado para expresar el gen unido de manera operable en un hospedador procariota o eucariota y adicionalmente 
pueden contener elementos transcripcionales tales como elementos potenciadores, secuencias de terminación, 
elementos para la especificidad de tejido, y/o sitios para la iniciación y terminación de la traducción. 
 
[0026] Un "hospedador" se refiere a cualquier organismo no humano que sea el receptor de un vehículo de 50 
clonación o expresión. En formas de realización preferidas, el hospedador de la invención es una célula de 
levaduras o una célula animal cultivada tal como una célula de mamífero o de insecto. En una forma de realización 
especialmente preferida, la célula de levadura es Saccharomyces cerevisiae. 
 
[0027] Un "resto de unión" es un segmento de aminoácidos que es capaz de dirigir la unión del polipéptido 55 
específico a una secuencia de ADN particular (es decir, un "sitio de unión a la proteína"). También denominadas en 
el presente documento como dominios de unión al ADN, estas proteínas pueden ser homodímeros o monómeros 
que se unen al ADN de una manera específica de secuencia. Ejemplos de dominios de unión al ADN de la invención 
incluyen LexA, cI, dominios de unión al receptor de glucocorticoides y el dominio Ume6. 
 60 
[0028] Un "resto que activa un gen" es un segmento de aminoácidos que es capaz de inducir débilmente la 
expresión de un gen a cuya región control está unido. Como se usa en el presente documento, "débilmente" quiere 
decir por debajo del nivel de activación llevado a cabo por la región II de activación de GAL4 (Ma y Ptashne, Cell, 48: 
347, 1987) y preferentemente se encuentra al o por debajo del nivel de activación producido por el dominio de 
activación B42 de Ma y Ptashne (Cell, 51: 413, 1987). Los niveles de activación se pueden medir utilizando cualquier 65 
sistema de genes informadores aguas abajo y comparando, en ensayos en paralelo, el nivel de expresión 
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estimulado por la región II de GAL4-polipéptido con el nivel de expresión estimulado por el polipéptido a probar. 
 
[0029] "ADN purificado" es ADN que no se encuentra inmediatamente contiguo a las dos secuencias codificantes a 
las cuales está inmediatamente contiguo (una del extremo 5' y otra del extremo 3') en el genoma en estado natural 
del organismo del que procede. Por tanto el término incluye, por ejemplo, un ADN recombinante que se haya 5 
incorporado a un vector; a un plásmido o virus que se replica de manera autónoma; o al ADN genómico de un 
procariota o una eucariota, o que existe como molécula distinta (por ejemplo, un ADNc o un fragmento de ADN 
genómico producido mediante PCR o tratamiento con endonucleasas de restricción) independiente de otras 
secuencias. También incluye ADN recombinante que sea parte de un gen híbrido que codifica secuencias 
polipeptídicas adicionales. 10 
 
[0030] "Sustancialmente idéntico", en referencia a una secuencia de aminoácidos, significa una secuencia de 
aminoácidos que difiere solamente en sustituciones conservativas de aminoácidos, por ejemplo, la sustitución de un 
aminoácido por otro del mismo tipo (por ejemplo, valina por glicina, arginina por lisina, etc.) o por una o más 
sustituciones no conservativas, eliminaciones, o inserciones localizadas en posiciones de la secuencia de 15 
aminoácidos que no destruya la función de la proteína (sometida a ensayo, por ejemplo, como se describe en el 
presente documento). Una secuencia de ácidos nucleicos "sustancialmente idéntica" codifica una secuencia de 
aminoácidos sustancialmente idéntica como se ha definido anteriormente. 
 
[0031] Una "célula transformada" es una célula de levaduras o de bacterias en la que (o en uno de cuyos 20 
ancestros) se ha introducido ADN exógeno por medio de técnicas de ADN recombinante. 
 
[0032] La frase "situado para la expresión" se refiere a una molécula que codifica ADN que está situado adyacente 
a una secuencia de ADN que dirige la transcripción y traducción de la secuencia. 
 25 
[0033] Un "anticuerpo purificado" es un anticuerpo en el que al menos el 60 % en peso está exento de las 
proteínas y moléculas orgánicas de origen natural a las que está asociado en estado natural. Preferentemente, la 
preparación comprende anticuerpo en una cantidad de al menos el 75 % en peso, más preferentemente al menos el 
90 % en peso, y lo más preferentemente al menos el 99 % en peso. 
 30 
[0034] Los siguientes ejemplos se proporcionan para facilitar la comprensión de la presente invención. No se 
pretende que limiten la invención de ningún modo. 
 
EJEMPLO I 
 35 
[0035] Los siguientes materiales y procedimientos se proporcionan para facilitar la puesta en práctica de este 
ejemplo. 
 
Manipulación molecular y microbiológica. La clonación de nuevas construcciones se llevó a cabo utilizando 
protocolos convencionales. Los detalles de las secuencias y los sitios de clonación albergados en los plásmidos se 40 
describen en la sección de resultados y a continuación se proporcionan otras caracterizaciones básicas de las 
propiedades de expresión de estos plásmidos. 
 
[0036] Resumiendo, el plásmido pGLS20 se construyó reemplazando el promotor ADH1 de pGKS9 con una 
combinación del promotor TEF1 (procedente del plásmido pLexZeo, Invitrogen) y un promotor lacUV5 (procedente 45 
del plásmido pBT, Stratagene). Para producir pGLS23, se construyó un casete HIS5CmR en el vector pCR2.1 
mediante la combinación de un casete HIS5 procedente de pJFK (R. Hopkins, no publicado) y un casete CmR 
procedente de pMW108. A continuación este casete se utilizó para sustituir el casete G418R en pGLS20. En 
consecuencia, las diferencias entre pGLS22 y pGLS23 son mínimas -un cambio en la posición 3267 del pGLS22 
(gaattC --> gaattA) lo convierte en pGLS23 con la destrucción de un sitio EcoRI. La Figura 4 muestra los resultados 50 
utilizando el vector pGLS23 (sin sitio EcoRI). 
 
[0037] El plásmido presa bihíbrido bacteriano pAc-AMP-αLPL se construyó reemplazando el gen de resistencia a 
cloranfenicol presente en el plásmido pKJ1267 (J.K.J., no publicado) con el gen de resistencia a ampicilina 
procedente del plásmido pACYC177. Las secuencias de la cremallera de leucinas se seleccionaron entre los 55 
péptidos descritos en (Krylov y col. 1998; Krylov y col. 1994; Moll y col. 2001): se sintetizó artificialmente ADN para 
que codificase las secuencias peptídicas descritas. Para fusionar las diferentes cremalleras de leucina al dominio 
amino-terminal y al enlazador inter-dominios de la subunidad α de la ARN polimerasa de E. coli, en el plásmido se 
insertaron fragmentos de ADN que codifican variantes de las cremalleras utilizando los sitios de restricción únicos 
Not I y Xho I. 60 
 
[0038] Expresión las proteínas cebo y presa. La expresión de las proteínas cebo y presa (a excepción de fusiones 
de la subunidad α de la ARN polimerasa bacteriana, para la cual no se disponía de anticuerpo) se confirmó mediante 
análisis de Western, con anticuerpo primario contra cl para los cebos, o hemaglutinina para las presas expresadas 
en levadura. Aunque cl es el cebo puesto de ejemplo en el presente documento, se conocen muchos cebos 65 
diferentes y están disponibles para la persona experta. Para comparar los niveles de expresión de proteína cl en E. 
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coli, se transformaron los plásmidos correspondientes en la cepa DH5a y se prepararon extractos de proteínas a 
partir de cultivos en crecimiento exponencial. La concentración de proteína igual se confirmó mediante tinción con 
Coomassie de un gel PAGE, y a continuación se cargaron en paralelo volúmenes iguales de diluciones de 1:40 (para 
pGLS20) o 1:100 (para pBT) de los extractos en tampón de muestras con el mismo volumen de extractos sin diluir 
procedentes de células portadoras de pGLS10. Las proteínas se resolvieron en un gel PAGE, y se llevó a cabo un 5 
análisis de transferencia de Western, utilizando anticuerpos dirigidos contra cl. Para comparar los niveles de 
expresión de proteína cI en la levadura, los plásmidos correspondientes se transformaron en la cepa SKY191 y se 
prepararon extractos de proteínas a partir de cultivos en crecimiento exponencial. La concentración de proteína igual 
se confirmó mediante tinción con Coomassie de un gel PAGE (no mostrado). A continuación se cargaron en el gel 
volúmenes iguales de los extractos en tampón de muestras, y se llevó a cabo un análisis de transferencia de 10 
Western. 
 
[0039] Ensayos informadores. Para las levaduras, la actividad de informadores cuantitativos se determinó en un 
lector de placas utilizando una técnica modificada de Serebriiskii y col. 2000. Brevemente, a 50 µl de cultivos en 
crecimiento exponencial en los pocillos de las células en 96 pocillos se le añadió un volumen igual de tampón Z 2x 15 
que contiene 2 mg/ml del sustrato correspondiente y el 50 % de Y-PER (Pierce), para la levadura. La actividad se 
calcula como (DO420f-DO420i) dividido por la DO600, donde la diferencia entre la DO420i y la DO420f (lecturas inicial y 
final) refleja la conversión del sustrato incoloro (PNPGluc) en producto amarillo durante un período de tiempo de 
~10-30 minutos, y la DO600 es una medida de la densidad celular en una muestra dada. Para cada punto de los 
datos en cada experimento con levaduras, se midieron y se promediaron las actividades de 5 a 8 clones. Todas las 20 
lecturas se tomaron en un lector de placas; se demostró previamente (Serebriiskii y col. 2000) que las mediciones 
del lector de placas y las unidades derivadas están correlacionadas de manera proporcional con las unidades de DO 
tomadas en un espectrofotómetro. 
 
[0040] Para mediciones del gen informador de la β-galactosidasa bacteriana, se realizaron ensayos esencialmente 25 
como se ha descrito (Thibodeau y col. 2004). Brevemente, cultivos inoculados procedentes de una única colonia 
fresca se crecieron hasta la mitad de la fase logarítmica y se lisaron mediante la adición de un volumen de 1/10 de 
PopCulture™ (Novagen). En una placa de microtitulación de 96 pocillos, se añadieron 15 µl de lisado celular a una 
mezcla de 135 µl de tampón Z y 30 µl de ONPG a una concentración de 4 mg/ml para iniciar la reacción. Se llevaron 
a cabo ensayos cinéticos mediante el control de la DO415 durante 0-30 minutos utilizando un lector de placas. Todos 30 
los ensayos con la β-galactosidasa bacteriana se realizaron por triplicado. 
 
[0041] Se sometieron a ensayo informadores auxótrofos como se describe en (Serebriiskii y Joung 2002). Los 
plásmidos cebo y presa se transformaron en la cepa de selección correspondiente, S. cerevisiae SKY191 o E. coli 
KJ1567. El crecimiento en placas de selección se midió durante 5 días (levaduras; nota, todas las colonias que se 35 
desarrollaron eran prominentes a los 2 días) o 1 día (bacterias). 
 
RESULTADOS 
 
[0042] Se han desarrollado plásmidos que facilitan la expresión y selección en paralelo de una sola proteína cebo 40 
tanto en sistemas bihíbridos de levaduras como bacterianos utilizando un único plásmido de expresión (Figura 1). 
Como se muestra en la Figura 1, las proteínas cebo se expresan como fusiones a la proteína λ cI tanto en sistemas 
bihíbridos de levaduras como bacterianos. Para conseguir esto, se realizaron varias modificaciones al plásmido 
pGBS9 (Serebriiskii y col. 2002), desarrollado originalmente para expresar las proteínas cebo como fusiones al 
represor λ cI en un sistema bihíbrido de levaduras (Figura 2A). El promotor ADH1 procedente de este plásmido se 45 
reemplazó con un promotor en tándem, en el que tanto el promotor TEF1 (Nagashima y col. 1986) de S. cerevisiae 
como el promotor lac UV5 de E. coli extremadamente potentes dirigen la expresión de una secuencia codificante λ cI 
y un sitio de clonación de un polienlazador. El plásmido resultante, pGLS20, se puede mantener en levaduras o en 
bacterias mediante G418 o por resistencia a kanamicina, respectivamente (Figura 2A). Otros derivados del plásmido 
estrechamente relacionados (pGLS22, pGLS23) albergan el gen HIS5 que confiere la selección en levaduras y 50 
resistencia a cloranfenicol para la selección en bacterias (Figura 2A). Como se muestra en la Figura 2B, la expresión 
del represor λ cI utilizando el plásmido pGLS20 en bacterias es comparable a la obtenida con el plásmido pBT (un 
vector optimizado para el sistema bihíbrido bacteriano, Stratagene) y es más de 40 veces superior a la 
proporcionada por el plásmido de expresión bihíbrido habitual en levaduras pGBS10 (Serebriiskii y col., 2002). En 
levaduras, la expresión de fusiones del represor λ cI procedente de pGLS20 y sus derivados es comparable o 55 
superior a la de pGBS10 (Figura 2C). 
 
[0043] Se han utilizado estos plásmidos pGLS bifuncionales para determinar si los sistemas bihíbridos de 
levaduras y bacterianos mostraban alguna diferencia en sus capacidades para detectar una serie de interacciones 
con afinidades diferentes. Para ello, se ha creado una serie de proteínas de fusión cebo y presa utilizando un grupo 60 
de variantes de cremalleras de leucina previamente caracterizadas (Krylov y col. 1998; Krylov y col. 1994; Moll y col. 
2001) con afinidades de interacción definidas que abarcan de Kd> 10-4 a 10-15 M como se determina in vitro (Tabla 
1). Para el análisis en el sistema bihíbrido bacteriano, se utilizó el plásmido pAC-AMP-αLPL (Tabla 2) para expresar 
las proteínas presa a partir de un promotor en tándem lpp/acUV5 fuerte e inducible como fusiones al dominio amino-
terminal de la subunidad α de la ARN polimerasa. Para el sistema bihíbrido de levaduras, se utilizó pJG4-5 (Gyuris y 65 
col. 1993) para expresar las proteínas presa a partir de un promotor GAL 1 inducible como fusiones al dominio 
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sintético de activación de la transcripción B42 (Figura 1). La capacidad de cada par de cremalleras para activar la 
transcripción de un informador cuantitativo y un informador auxótrofo se evaluó entonces en bacterias y en 
levaduras. 
 
Tabla 1. Propiedades de las cremalleras de leucina utilizadas en este ejemplo. 5 
 
Los cálculos de pI se realizaron utilizando el sitio http://us.expasy.org/tools/pi_tool.html. Las cremalleras de leucina 
para muchos de los cebos habían sido descritas originalmente, y las propiedades de interacción habían sido 
caracterizadas in vitro en (Krylov y col. 1994). 

10 
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Combinación Cebo pI Presa Kd para el cebo-presa (en M) 

1 EE12345L 4,2 EE12345L No detectable 

2 RR12EE345L 6,5 RR12EE345L  

3 EE34 5,3 EE34 -4 8,1 x 10-4 

4 RR34 10,5 RR34 3,9 x 10-5 

5 RR1234 L 11,8 RR1234 L 2,5 x 10-7 

6 RR34 10,5 EE34 1,0 x 10-8 

7 EE34 5,3 RR34 1,0 x 10-8 

8 RR12EE345L 6,5 EE12RR345L 1,3 x 10-11 

9 EE12RR345L 10,4 RR12EE345L 1,3 x 10-11 

10 RR12345
L 12,2 EE12345L 1,1 x 10-11 

11 RR1234 L 11,8 EE1234 L 1,0 x 10-15 

12 EE1234 L 4,3 RR1234 L 1,0 x 10-15 
Tabla 2. Cepas y plásmidos utilizados en este estudio. 
 

Plásmidos 
Selección en levaduras/en E. 

coli 
Comentario/Descripción 

Cebos 

pGLS20* G418R KmR 
El promotor TEF garantiza la expresión de cl en levaduras, mientras 
que el promotor lpp/lacUV5 permite la expresión en E. coli 

pGLS22/23* HIS5 CmR Similar a pGLS20, véase el texto para más detalles 

Informadores 

pRG61 URA3* (KmR )
Los operadores λcI dirigen la transcripción del gen gusA; pRG61 es 
un informador menos sensible y con menos historial que pDR8 

pDR8    

Fusiones del dominio de activación 

pJG4-5 TRP1 ApR 

El promotor GAL1 proporciona una expresión eficaz en levaduras de 
un gen fusionado a un casete que consta de secuencia de 
localización nuclear, dominio de activación de la transcripción, y 
marcador del epítopo HA 

pAC-AMP-
αLPL* 

N/A ApR 

En cada uno de los dos plásmidos presa, los promotores en 
tándem lpp/lacUV5 proporcionan una expresión eficaz en E. coli de un 
gen fusionado a los restos 1-248 de la subunidad α de la ARNP de E. 
coli. pAC-AMP-αLPL tiene el origen de replicación de pACYC, 
mientras que pBR-AMP-αLPL tiene el origen de replicación de 
pBR322. Así, se pueden regular el número de copias de los plásmidos 
cebo/presa, y por tanto los niveles de expresión de cebo/presa 

pBR-AMP-
αLPL* 

N/A ApR  

Cepas Genotipo Comentario/Descripción 

S. cerevisiae 
SKY191 

MATα trp1, his3, ura3, clop-
LYS2 

Cepas informadoras en las que la expresión del gen informador 
LYS2 está dirigida por un promotor débil que porta un sitio de unión al 
ADN λcI 

S. cerevisiae 
PRT50* 

MATα trpl, his3, HIS5, ura3, 
clop-LYS2 

 

S. cerevisiae 
PRT475 

MATα trp1, his3, ura3, 
clop-LYS2 

Igual que el anterior 
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E. coli 
KJ1567* 

ΔhisB463, Δ(GPT-
proAB-Arg-lac) XIII zaj:: 
Tn10 [F'lacI q HIS3 
aadA KanR] 

Cepa informadora en la que la expresión de los genes informadores HIS3 
y aadA está dirigida por un promotor débil que porta un sitio de unión al ADN 
λcI 

E. coli 
AG58A 
(RP28)* 

ΔhisB463, Δ(GPT-
proAB-Arg-lac) XIII zaj:: 
Tn10 [F'lacI q lacZ KanR] 

Cepa informadora en la que la expresión del gen informador lacZ está 
dirigida por un promotor débil que porta un sitio de unión al ADN λcI 

* Reactivo producido en este estudio. Se han descrito pRG61 (Serebriiskii y col. 2002), pDR8 (Serebriiskii y col. 
2002), SKY191 (Serebriiskii y col. 1999) y pJG4-5 (Gyuris y col. 1993). 

 
[0044] Los resultados obtenidos con el sistema basado en levaduras demuestran que las combinaciones de 
cremalleras cebo-presa activan la transcripción de un informador β-glucuronidasa (GusA) cuantificable a lo largo de 
un intervalo sustancial de afinidades (Figura 3, gráfico de barras). En este ensayo, los pares de cremalleras con 
interacción reportada y constantes de disociación de 1 x 10-8 o inferior (bandas 6-12) activaron fuertemente la 5 
expresión del gen informador, detectado utilizando un sustrato colorimétrico (PNP-gluc). Aquellos con valores de Kd 
de 2,5 x 10-7 M o superior (con una excepción -véase más abajo) no activaron fuertemente el gen informador (Figura 
3A, bandas 1-5). En general, la actividad β-glucuronidasa se indujo del orden de ~30-180 veces sobre los valores 
basales con los pares de cremalleras de leucina con mayor afinidad. Las pruebas adicionales de los pares que 
interaccionan con una menor afinidad utilizando un sustrato fluorescente más sensible para la β-glucuronidasa, el 10 
MU-gluc (Figura 3A, recuadro) indicaron que también es posible detectar convincentemente interacciones en el 
intervalo de 10-7 M, aunque la estimulación de la expresión del gen GusA observado en estas muestras es 
notablemente menos fuerte que las obtenidas con interacciones en el intervalo de 10-8 M. Con la cepa informadora 
auxótrofa (Figura 3, paneles bajo la gráfica de barras), las células crecieron en condiciones selectivas sólo si las 
cremalleras que interaccionan poseían constantes de disociación de 1 x 10-8 M o inferior, replicando los resultados 15 
obtenidos con el gen informador GusA cuantitativo. El sistema no presenta una capacidad significativa para 
discriminar interacciones que interactúan con constantes de disociación de 10-8 M o inferior, lo que sugiere que la 
expresión del gen informador estaba saturada. Es importante destacar que, para algunos de los cebos examinados, 
la expresión del cebo solo en ausencia de la presa era suficiente para activar fuertemente la transcripción de los 
informadores, lo que hace difícil demostrar convincentemente la interacción con proteínas (véase Figura 3, muestras 20 
1, 10 y 12). 
 
[0045] A continuación se examinaron las capacidades de las mismas combinaciones de cremalleras cebo-presa 
para activar la transcripción en el sistema bihíbrido bacteriano (Figura 1) utilizando el gen informador lacZ 
cuantificable (Figura 4). De acuerdo con nuestros resultados en el sistema basado en levaduras, los pares de 25 
cremalleras de leucina con constantes de disociación reportadas inferiores a 10-8 M estimulaban claramente la 
expresión del gen informador lacZ (Figura 3, muestras 6-12) mientras que los pares de interacción con constantes de 
disociación de 2,5 x 10-7 M o superior no conseguían estimular la expresión de lacZ (Figura 3, muestras 1-5). 
También se analizó la activación basada en las cremalleras del gen informador auxótrofo HIS3 (Figura 4, paneles 
bajo la gráfica de barras). Los resultados obtenidos utilizando el gen informador auxótrofo HIS3 replicaron con poca 30 
desviación los resultados obtenidos con el informador lacZ: sólo las células que albergan pares de cremalleras con 
constantes de disociación de 1 x 10-8 M o inferior presentaban crecimiento después de 24 horas sobre placas 
selectivas. En contraste con los resultados obtenidos en el sistema basado en levaduras, ninguno de los cebos 
probado mostró autoactivación en ausencia de los pares de presa (comparar las muestras 1, 10 y 12 en las Figuras 
3 y 4). 35 
 
[0046] Los resultados obtenidos utilizando un grupo estrechamente relacionado de fusiones cebo y presa de 
cremalleras de leucina pequeñas sugieren ventajas diferenciales para la detección de interacciones proteína-
proteína en sistemas bihíbridos de levaduras y bacterianos. En primer lugar, los resultados obtenidos utilizando 
informadores cuantificables sugieren que el sistema basado en levaduras posee un rango dinámico más amplio para 40 
la detección de interacciones (contrastar las Figuras 3 y 4). En el sistema de levaduras, las interacciones 
caracterizadas por constantes de disociación de hasta 10-8 M se pueden detectar como un incremento en la 
expresión del gen informador GusA (o de hasta 10-7 M si se utiliza un substrato más sensible para la detección de 
GusA). En contraste, en el sistema bacteriano, sólo las interacciones caracterizadas por constantes de disociación 
de 10-8 M o inferior se pueden detectar como un incremento en la expresión de lacZ. En segundo lugar, se observó 45 
que los experimentos realizados con sistemas bihíbridos bacterianos producen colonias en medio selectivo un poco 
más rápidamente que las obtenidas en el sistema de levaduras (un día frente a dos). En tercer lugar, los resultados 
también sugieren que la autoactivación por las proteínas cebo es probable que sea menos problemática en bacterias 
que en levaduras (comparar las bandas 1, 10, 12 en las Figuras 3 y 4). Este hallazgo no es del todo sorprendente 
teniendo en cuenta las diferencias fundamentales en los mecanismos de activación de los genes y la distancia 50 
evolutiva entre procariotas y eucariotas. La menor frecuencia de auto-activación por cebos en el sistema bihíbrido 
bacteriano es una ventaja potencialmente importante de este sistema en comparación con su homólogo en 
levaduras. 
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[0047] Los datos también sugieren que la fuerza de interacción umbral necesaria para una activación consistente 
de la transcripción es similar en ambos organismos. Tanto en sistemas de levaduras como bacterianos, la activación 
completa parece requerir una afinidad de interacción entre las proteínas de fusión cebo y presa definida por una 
constante de disociación en el intervalo de 10-7 a 10-8 M. A pesar de que los resultados demuestran una transición 
brusca entre la no activación y la activación completa de los genes informadores, estudios previos en ambos 5 
sistemas han demostrado que la magnitud de la activación de la transcripción observada puede estar relacionada 
con la afinidad de la interacción cebo-presa (Dove y col. 1997; Estojak y col. 1995). Aunque se desconoce el motivo 
exacto de esta diferencia en los resultados en comparación con estudios anteriores, se observa que Estojak y sus 
colaboradores evaluaron las interacciones utilizando una serie de informadores de estringencia variable (es decir, 
que contienen un número diferente de sitios de unión para los cebos) para expandir el intervalo de detección: no hay 10 
ninguna limitación técnica para utilizar una estrategia similar con este nuevo sistema. En general, los resultados 
sugieren que el uso del sistema actual como herramienta de selección funcionará mejor para la detección de 
interacciones con constantes de disociación en el intervalo nanomolar de medio a alto. 
 
[0048] Los inventores indican que, a su entender, esta es la primera descripción de una combinación de 15 
promotores que es potente tanto en entornos de levaduras como bacterianos. De hecho, se ha encontrado que los 
plásmidos pGLS expresan niveles suficientes de proteínas de fusión cebo para su actividad en sistemas bihíbridos 
bacterianos incluso sin inducir el promotor bacteriano fuerte. Los niveles de expresión del cebo se pueden regular 
adicionalmente con la selección de los plásmidos presa: pBR-AMP-αLPL comparte el mismo origen de replicación de 
pBR con los plásmidos cebo pGLS. Por lo tanto, mediante la co-transformación en E. coli, el número total de copias 20 
de cebo es menor, lo que podría ser una ventaja si la sobreexpresión de la proteína cebo fuera perjudicial para la 
célula E. coli. La utilización de pAC-AMP-αLPL, que tiene un origen de replicación (pACYC) diferente, permite el 
número de copias completo del plásmido cebo y por tanto posibilita niveles de expresión más elevados. Por último, si 
bien este trabajo se centra en el uso de los plásmidos pGLS en un contexto bihíbrido, los inventores anticipan que su 
diseño general del promotor también podría ser útil en otros estudios de caracterización funcional. 25 
 
[0049]  
 
Chien, C.T., P.L. Bartel, R. Stemglanz, and S. Fields. 1991. The two-hybrid system: a method to identify and clone 
genes for proteins that interact with a protein of interest. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 88: 9578-9582. 30 
Dove, S.L., J.K. Joung, and A. Hochschild. 1997. Activation of prokaryotic transcription through arbitrary protein- 
protein contacts. Nature 386: 627-630. 
Estojak, J., R. Brent, and E.A. Golemis. 1995. Correlation of two-hybrid affinity data with in vitro measurements. 
Mol. Cell. Biol. 15: 5820-5829. 
Fields, S. and O. Song. 1989. A novel genetic system to detect protein-protein interaction. Nature 340: 245-246. Giot, 35 
L., J.S. Bader, C. Brouwer, A. Chaudhuri, B. Kuang, Y. Li, Y.L. Hao, C.E. Ooi, B. Godwin, E. Vitols, G. 
Vijayadamodar, P. Pochart, H. Machineni, M. Welsh, Y. Kong, B. Zerhusen, R. Malcolm, Z. Varrone, A. Collis, M. 
Minto, S. Burgess, L. McDaniel, E. Stimpson, F. Spriggs, J. Williams, K. Neurath, N. Ioime, M. Agee, E. Voss, K. 
Furtak, R. Renzulli, N. Aanensen, S. Carrolla, E. Bickelhaupt, Y. Lazovatsky, A. DaSilva, J. Zhong, C.A. Stanyon, 
R.L. Finley, Jr., K.P. White, M. Braverman, T. Jarvie, S. Gold, M. Leach, J. Knight, R.A. Shimkets, M.P. McKenna, J. 40 
Chant, and J.M. Rothberg. 2003. A protein interaction map of Drosophila melanogaster. Science 302: 1727-1736. 
Gyuris, J., E.A. Golemis, H. Chertkov, and R. Brent. 1993. Cdi1, a human G1 and S phase protein phosphatase that 
associates with Cdk2. Cell 75: 791-803. 
Ito, T., K. Tashiro, S. Muta, R. Ozawa, T. Chiba, M. Nishizawa, K. Yamamoto, S. Kuhara, and Y. Sakaki. 2000. 
Toward a protein-protein interaction map of the budding yeast: A comprehensive system to examine two-hybrid 45 
interactions in all possible combinations between the yeast proteins. Proc Natl Acad Sci U S A 97: 1143-1147.  
Joung, J.K., E.I. Ramm, and C.O. Pabo. 2000. A bacterial two-hybrid selection system for studying protein-DNA and 
protein-protein interactions. Proc Natl Acad Sci USA 97: 7382-387. 
Krylov, D., J. Barchi, and C. Vinson. 1998. Inter-helical interactions in the leucine zipper coiled coil dimer: pH and salt 
dependence of coupling energy between charged amino acids. J Mol Biol 279: 959-972. 50 
Krylov, D., I. Mikhailenko, and C. Vinson. 1994. A thermodynamic scale for leucine zipper stability and dimerization 
specificity: e and g interhelical interactions. Embo J 13: 2849-2861. 
Li, S., C.M. Armstrong, N. Bertin, H. Ge, S. Milstein, M. Boxem, P.O. Vidalain, J.D. Han, A. Chesneau, T. Hao, D.S. 
Goldberg, N. Li, M. Martinez, J.F. Rual, P. Lamesch, L. Xu, M. Tewari, S.L. Wong, L.V. Zhang, G.F. Berriz, L. Jacotot, 
P. Vaglio, J. Reboul, T. Hirozane-Kishikawa, Q. Li, H.W. Gabel, A. Elewa, B. Baumgartner, D.J. Rose, H. Yu, S. 55 
Bosak, R. Sequerra, A. Fraser, S.E. Mango, W.M. Saxton, S. Strome, S. Van Den Heuvel, F. Piano, J. Vandenhaute, 
C. Sardet, M. Gerstein, L. Doucette-Stamm, K.C. Gunsalus, J.W. Harper, M.E. Cusick, F.P. Roth, D.E. Hill, and M. 
Vidal. 2004. A map of the interactome network of the metazoan C. elegans. Science 303: 540-543. 
Moll, J.R., S.B. Ruvinov, I. Pastan, and C. Vinson. 2001. Designed heterodimerizing leucine zippers with a ranger 
of pIs and stabilities up to 10(-15) M. Protein Sci . 10: 649-655. 60 
Nagashima, K., M. Kasai, S. Nagata, and Y. Kaziro. 1986. Stricture of the two genes coding for polypeptide chain 
elongation factor 1 alpha (EF-1 alpha) from Saccharomyces cerevisiae. Gene 45: 265-273. 
Serebriiskii, I. and E.A. Golemis. http://www.fccc.edu/research/labs/golemis/InteractionTrapInWork.html. 
Serebriiskii, I., V. Khazak, and E.A. Golemis. 1999. A two-hybrid dual bait system to discriminate specificity of protein 
interactions. J. Biol. Chem. 274: 17080-17087. 65 

 



 

 12

Serebriiskii, I.G. and J.K. Joung. 2002. Yeast and bacterial two-hybrid selection systems for studying protein-protein 
interactions. In Protein-Protein Interactions: A Molecular Cloning Manual (ed. E. Golemis), pp. 93-142. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. 
Serebriiskii, I.G., O. Mitina, E. Pugacheva, E. Benevolenskaya, E. Kotova, G.G. Toby, V. Khazak, W.G. Kaelin, J. 
Chernoff, and E.A. Golemis. 2002. Detection of peptides, proteins, and drugs that selectively interact with protein 5 
targets. Genome Res. 12: 1785-1791. 
Serebriiskii, I.G., G.G. Toby, and G. E.A. 2000. Streamlined yeast colorimetric reporter assays, using scanners and 
plate readers. Biotechniques 29: 278-279, 282-274, 286-278. 
Thibodeau, S.A., R. Fang, and J.K. Joung. 2004. High-throughput beta-galactosidase assay for bacterial cell-based 
reporter systems. Biotechniques 36: 410-415. 10 
Uetz, P., L. Giot, G. Cagney, T.A. Mansfield, R.S. Judson, J.R. Knight, D. Lockshon, V. Narayan, M. Srinivasan, P. 
Pochart, A. Qweshi-Emili, Y. Li, B. Godwin, D. Conover, T. Kalbfleish, G. Vijayadamodar, M. Yang, M. Johnston, S. 
Fields, and J.M. Rothberg. 2000. A comprehensive analysis of protein-protein interactions in Saccharomyces 
cerevisiae. Nature 403: 623-627. 
Vojtek, A.B., S.M. Hollenberg, and J.A. Cooper. 1993. Mammalian Ras interacts directly with the serine/threonine 15 
kinase Raf. Cell 74: 205-214. 
 
 
[0050] Aunque esta invención se ha descrito con referencia a formas de realización específicas, los expertos en la 
materia pueden llevar a cabo otras formas de realización y variaciones de esta invención sin apartarse del verdadero 20 
alcance de la invención. Se pretende que las reivindicaciones adjuntas incluyan todas estas formas de realización y 
variaciones equivalentes. 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia promotora procedente del nucleótido en 
posición 4 al nucleótido en posición 545 de la Figura 1C que dirige la expresión de una secuencia codificante unida 
de manera operable tanto en levaduras como en bacterias. 5 
 
2. Un plásmido que comprende el promotor de la reivindicación 1 seleccionado del grupo constituido por 
la SEQ ID NO: 2 (pGLS20), SEQ ID NO: 3 (pGLS22) y pGLS23 en el que pGLS23 es idéntico a pGLS22 excepto por 
un cambio en la posición 3267 de gaattC a gaattA. 
 10 
3. Una célula hospedadora que expresa un plásmido de la reivindicación 2. 
 
4. La célula hospedadora de la reivindicación 3, seleccionada del grupo constituido por células eucariotas 
y células bacterianas. 
 15 
5. La célula hospedadora de la reivindicación 4 seleccionada del grupo constituido por S. cerevisiae 
PRT50, y cepas diploides que resultan del apareamiento de las cepas SKY191 y PRT50 con las cepas homólogas 
adecuadas. 
 
6. La célula hospedadora de la reivindicación 4, que es E. coli KJ1567 o E. coli AG58A (RP28). 20 
 
7. Un procedimiento para comparar las interacciones de unión entre una primera proteína y una segunda 
proteína tanto en entornos de organismos bacterianos como de levaduras utilizando una construcción que funciona 
en ambos organismos, que comprende: 
 25 
a) el suministro de células hospedadoras de levaduras y bacterianas, comprendiendo cada una, 

i) un gen informador unido de manera operable a una secuencia de ADN que comprende un sitio de 
unión a proteínas; 
ii) un primer gen de fusión que expresa una primera proteína de fusión, dicha primera proteína de 
fusión comprendiendo dicha primera proteína unida covalentemente a un resto de unión que es capaz 30 
de unirse específicamente a dicho sitio de unión a proteínas que está dirigido por una secuencia 
promotora entre el nucleótido en posición 4 y el nucleótido en posición 545 de la Figura 1C, y 
iii) un segundo gen de fusión que expresa una segunda proteína de fusión, dicha segunda proteína de 
fusión comprendiendo dicha segunda proteína unida covalentemente al resto de activación génico; 

 35 
b) permitir que dichas primera y segunda proteínas interaccionen; y 
 
c) medir la expresión de dicho gen informador como medida de dicha interacción entre dichas primera y segunda 
proteínas tanto en E. coli como en levaduras. 
 40 
8. Un sistema bihíbrido unificado de levaduras y bacterias para la puesta en práctica del procedimiento 
de la reivindicación 7, que comprende: 
 
a) un plásmido seleccionado del grupo constituido por la SEQ ID NO: 2 (pGLS20), SEQ ID NO: 3 (pGLS22) y 
pGLS23 en el que pGLS23 es idéntico a pGLS22 excepto por un cambio en la posición 3267 de gaattC a gaattA; 45 
 
b) al menos un plásmido presa seleccionado del grupo constituido por pBR-AMP-αLPL (SEQ ID NO: 5) y pAC-AMP-
αLPL; 
 
c) una cepa de E. coli seleccionada del grupo constituido por E. coli KJ1567 o E. coli AG58A (RP28); y 50 
 
d) una cepa de levaduras seleccionada del grupo constituido por PRT50, SKY191 y PRT475. 
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