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DESCRIPCION

Un ensayo de doble hibrido fluorescente (F2H) para la visualizacién directa de interacciones de proteinas en células
vivas

La presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para detectar interacciones proteina-proteina, que
comprende: (a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusién que comprende (i) un (poli)péptido
que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula; y (ii) un (poli)péptido
que se une especificamente a GFP; (b) expresar en la misma célula una segunda proteina de fusién que comprende
(i) GFP; y (ii) un (poli)péptido sefiuelo; (c) expresar en la misma célula una tercera proteina de fusiéon que comprende
(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la de GFP; y (ii) un
(poli)péptido presa; y (d) detectar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la segunda y la tercera
proteina de fusién en la célula tras la excitacion, en el que una colocalizacién de la emisién de fluorescencia de
ambas proteinas de fusion en el ndcleo de la célula es indicativa de una interaccion del (poli)péptido sefiuelo y
presa. La invencion también se refiere a un procedimiento in vitro para detectar interacciones proteina-proteina, que
comprende: (a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusién que comprende (i) un (poli)péptido
fluorescente; (ii) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo
de la célula; y (iii) un (poli)péptido sefiuelo; (b) expresar en la misma célula una segunda proteina de fusién que
comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere del (poli)péptido
fluorescente comprendido en dicha primera proteina de fusion; y (ii) un (poli)péptido presa y (c) detectar la emision
de fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera y la segunda proteina de fusion en la célula tras la
excitacion, en el que una colocalizacion de la emision de fluorescencia de ambas proteinas de fusién en el nlcleo de
la célula es indicativa de una interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa. Ademas, la presente invencion se refiere
a procedimientos para identificar un compuesto que modula la interacciéon de dos (poli)péptidos y procedimientos de
determinacion de la fuerza relativa de la interaccién de dos proteinas con una tercera proteina.

En la presente memoria descriptiva, se citan varios documentos.

Después de la secuenciacion del genoma humano, el siguiente reto ahora es analizar las redes de proteinas
complejas subyacentes a las funciones celulares. En la ultima década, se ha desarrollado una amplia variedad de
procedimientos para estudiar las interacciones proteina-proteina que varian desde enfoques bioquimicos hasta
genéticos o basados en células. Los procedimientos bioquimicos, tales como la purificacion por afinidad o la
coinmunoprecipitacion (Co-IP), permiten la deteccion de complejos de proteinas in vitro. Los procedimientos
genéticos, tales como el sistema de doble hibrido de levaduras (Y2H), permiten el cribado ultrarrapido eficaz de
interacciones dentro del entorno celular. El andlisis de las interacciones proteina-proteina de mamifero en levadura
puede verse afectado, sin embargo, por la ausencia o insuficiente conservacion de los factores celulares que
modulan las interacciones proteina-proteina, por ejemplo, a través de modificaciones postraduccionales (Parrish et
al., 2006). Ademas, este procedimiento es laborioso y propenso a errores.

En los ultimos afios se han introducido nuevos procedimientos basados en fluorescencia para la visualizaciéon dentro
de la célula de interacciones proteina-proteina. Dos técnicas establecidas, la transferencia de energia de resonancia
de fluorescencia (FRET) (Miyawaki, 2003; Sekar y Periasamy, 2003) y la complementacion de fluorescencia
bimolecular (BiFC) (Kerppola, 2006), se basan en la expresion de proteinas marcadas con fluorescencia o
fragmentos de las mismas. Sin embargo, FRET requiere una instrumentacion costosa y conocimientos técnicos
avanzados, mientras que BiFC se basa en la complementacion irreversible y la maduracion lenta de fluoréforos, lo
que no permite la deteccion en tiempo real de las interacciones proteina-proteina (Kerppola, 2006).

Tumbar et al. 1999 describe una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién que comprende una
proteina fluorescente, una NLS y una proteina sefiuelo (el dominio acido de activacion de VP16), pero no divulga la
expresion estable de la construccion en células.

El documento US 2006/051739 describe procedimientos de visualizacién e interferencia con la adhesion vy
segregacion cromosomica de moléculas extracromosomicas, sin embargo, ni una proteina fluorescente ni una
proteina sefiuelo esta presente en las proteinas de fusién empleadas. También se divulgan construcciones de fusion
que comprenden GFP o YFP, el represor de lac Lacl y una sefial de localizacion nuclear, pero la construccion de
fusion carece de una proteina sefiuelo.

El documento WO 2005/030989 describe procedimientos de deteccidon de proteinas usando aptameros.
Especificamente, el documento WO 2005/030989 divulga acidos nucleicos que comprenden fusiones del epitopo
FLAG con el represor de lac Lacl o el represor de tet TetR. Se divulgan, ademas, fusiones que comprenden acidos
nucleicos que codifican FLAG, Lacl, S35, HA, TetR y PML. No se describen acidos nucleicos que codifican una
proteina de fusién que comprende una proteina fluorescente y una proteina que se acumula en sitios distintos en el
nucleo de la célula y una proteina sefiuelo.

El documento WO 02/086450 describe un dominio de direccién que se usa para inmovilizar el (poli)péptido sefiuelo
en una localizacion subcelular. De forma importante, la proteina sefiuelo no esta fusionada a una proteina
fluorescente, pero la "fusion sefiuelo” consiste en un receptor de ligando de la fusidon sefiuelo que puede ser
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ecdisona, asi como un compuesto adicional. Por lo tanto, en el documento WO 02/086450 la proteina sefiuelo no
esta marcada de forma detectable y se requiere una evaluacion indirecta de la localizacién por medio de un
marcador detectable fusionado a la proteina presa, lo que puede conducir a una frecuencia potenciada de resultados
positivos falsos ya que la proteina presa detectable se puede agregar o unir a estructuras celulares a través de
interacciones no especificas (incluyendo interacciones hidréfilas o hidréfobas) no proporcionadas por la proteina
sefiuelo.

Todos estos procedimientos tienen inconvenientes inherentes y se combinan tipicamente para obtener resultados
mas fiables.

Por lo tanto, existe la necesidad de procedimientos mejorados de deteccion de interacciones proteina-proteina.

La solucién a dicho problema técnico se consigue proporcionando los modos de realizacion caracterizados en las
reivindicaciones.

En consecuencia, en un primer aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para detectar
interacciones proteina-proteina, que comprende: (a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusion
que comprende (i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo
de la célula; y (ii) un (poli)péptido que se une especificamente a GFP; (b) expresar en la misma célula una segunda
proteina de fusién que comprende (i) GFP; y (ii) un (poli)péptido sefiuelo; (c) expresar en la misma célula una tercera
proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision
difiere de la de GFP; y (ii) un (poli)péptido presa; y (d) detectar la emision de fluorescencia de las partes
fluorescentes de la segunda y la tercera proteina de fusion en la célula tras la excitacion, en el que una
colocalizacion de la emision de fluorescencia de ambas proteinas de fusion en el nucleo de la célula es indicativa de
una interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

La expresion "interacciones proteina-proteina" se refiere a la interaccion especifica de dos o mas compuestos
proteicos, es decir, poli(péptidos) o proteinas. La interaccion especifica se caracteriza por una fuerza o afinidad de
union minima. Las afinidades de union para interacciones especificas alcanzan, en general, el intervalo desde pM
hasta mM y también dependen en gran medida del entorno quimico, por ejemplo, el valor de pH, la fuerza iénica, la
presencia de cofactores etc. En el contexto de la presente invencién, la expresion se refiere particularmente a
interacciones proteina-proteina que se producen en condiciones fisiolégicas, es decir, en una célula.

La expresion "expresar en una célula eucariota" se refiere a la transcripcion y traduccién de las proteinas de fusion
de la invencion usando elementos apropiados de control de la expresion que funcionan en la célula elegida. De esta
manera, se pueden ensayar las propiedades de union de proteinas de fusion individuales en sistemas de expresion
celulares. Con este fin, una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién se puede clonar en un
vector de expresion adecuado, cuya composicion depende, en general, del sistema de expresion. Para la presente
invencion, el sistema de expresién es eucariota, preferentemente de mamifero. Un vector de expresion de mamifero
tipico contiene un elemento promotor, que media el inicio de la transcripcién del ARNm, la secuencia codificante de
la proteina y sefales requeridas para la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion del transcrito. Elementos
adicionales podrian incluir potenciadores, secuencias Kozak y secuencias intermedias flanqueadas por sitios
donantes y aceptores para corte y empalme del ARN. Se puede conseguir una transcripcion altamente eficaz con los
promotores temprano y tardio de SV40, las repeticiones terminales largas (LTR) de retrovirus, por ejemplo, RSV,
HTLVI, HIVI y el promotor temprano de citomegalovirus (CMV). Sin embargo, también se pueden usar elementos
celulares (por ejemplo, el promotor de la actina humana). Posibles ejemplos de elementos reguladores que
garantizan el inicio de la transcripcion comprenden el promotor de citomegalovirus (CMV), el promotor de RSV (virus
del sarcoma de Rous), el promotor lacZ, el promotor gal10, el promotor del factor de elongacion 1a humano, el
potenciador de CMV, el promotor de la CaM-cinasa, el promotor poliédrico del virus de la poliedrosis nuclear multiple
de Autographa californica (AcMNPV) o el potenciador de SV40. Ejemplos de sefiales de terminacion de la
transcripcion son el sitio poli-A de SV40 o el sitio poli-A de tk o las sefiales de poliadenilacion de SV40, lacZ y
poliédricas de AcMNPV, en direccién 3 del polinucleétido. Ademas, también se pueden incluir elementos tales como
el origen de replicacion, genes de resistencia a farmacos, reguladores (como parte de un promotor inducible) o sitios
internos de entrada del ribosoma (IRES).

Los vectores de expresion adecuados para Drosophila son los que pertenecen al sistema pMT DES (Invitrogen) que
usa el promotor de la metalotioneina (MT) de Drosophila (Bunch et al., 1988) o pAC5.1 que usa el promotor de la
actina 5C de Drosophila. Un vector que usa el promotor USA inducible por GAL4 es pUAST. Los vectores de
levadura son el vector pYEp (que usa un promotor Gal10), pYX142 (vector de una Unica copia) o pYX232 (plasmido
2y que usa el promotor de la triosafosfato isomerasa TPI) (ambos de Novagen).

Las células huésped de mamifero que se podrian usar incluyen, pero no se restringen a, células humanas Hela, 293,
H9, SH-EP1 y Jurkat, células de ratén NIH3T3 y C2C12, células Cos 1, Cos 7 y CV1, células de codorniz QC1-3,
células L de ratén, células de rifion de cria de hamster dorado sirio (BHK) y células de ovario de hamster chino
(CHO). De forma alternativa, las proteinas de fusidon se pueden expresar en lineas celulares estables que contienen
la construccion génica integrada en un cromosoma. La cotransfeccion con un marcador de seleccion tal como dhfr,
gpt, neomicina, higromicina permite la identificacion y aislamiento de las células transfectadas. La molécula de acido
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nucleico transfectada también se puede amplificar en la célula para que exprese grandes cantidades de la proteina
de fusion codificada. El marcador DHFR (dihidrofolato reductasa) es util para desarrollar lineas celulares que porten
varios cientos o incluso varios miles de copias del gen de interés. Otro marcador de seleccion util es la enzima
glutamina sintasa (GS) (Bebbington et al., 1992; Murphy et al., 1991). Usando estos marcadores, las células de
mamifero se cultivan en medio selectivo y se seleccionan las células con la resistencia mas alta. Los medios de
cultivo y condiciones apropiadas para las células huésped descritas anteriormente son conocidos en la técnica.

La expresiéon "proteina de fusién" se refiere a proteinas quiméricas que consisten en secuencias derivadas de al
menos dos proteinas o (poli)péptidos diferentes. De acuerdo con el contenido de la presente invencion, en las
proteinas de fusidon ejemplares, un (poli)péptido sefiuelo se fusiona a un (poli)péptido fluorescente y a un
(poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nacleo de la célula. De forma
alternativa, un (poli)péptido presa se fusiona a un (poli)péptido fluorescente. La fusion se puede realizar por
cualquier técnica conocida para los expertos en la técnica, siempre que dé como resultado la fusién en fase de las
moléculas de acido nucleico que codifican los componentes de las proteinas de fusién de la invencién. La fusién de
los componentes se puede lograr en cualquier orden. Convencionalmente, la generacion de una proteina de fusién a
partir de dos o mas (poli)péptidos o dominios diferentes se basa en el "corte y empalme bilateral por extension
solapante" descrito en (Horton et al., 1989). Los fragmentos que codifican los (poli)péptidos individuales se generan
en dos reacciones de PCR primarias por separado. Los cebadores internos para las reacciones de PCR primarias
contienen una regién complementaria significativa, de aproximadamente 20 pb, que permite la fusiéon de los dos
fragmentos de dominio en la segunda PCR. De forma alternativa, las regiones codificantes se pueden fusionar
haciendo uso de sitios de restriccion que pueden ser de origen natural o se pueden introducir por tecnologia de ADN
recombinante.

El término "(poli)péptido", como se usa en el presente documento, describe un grupo de moléculas que comprende
el grupo de péptidos, que consisten en un maximo de 30 aminoacidos, asi como el grupo de polipéptidos, que
consisten en mas de 30 aminoacidos. Ademas, de acuerdo con la definicion del término "(poli)péptido”, describe
fragmentos de proteinas. Los (poli)péptidos pueden formar, ademas, dimeros, trimeros y oligdmeros superiores, es
decir, que consisten en mas de una molécula de (poli)péptido. Las moléculas de (poli)péptido que forman dichos
dimeros, trimeros, etc. pueden ser idénticas o no idénticas. Las correspondientes estructuras de orden superior se
denominan, en consecuencia, homo- o heterodimeros, homo- o heterotrimeros etc. Los términos "(poli)péptido" y
"proteina" se refieren también a (poli)péptidos/proteinas modificadas de forma natural en las que la modificacion se
logra, por ejemplo, por glucosilacion, acetilacion, fosforilacion y similares. Dichas modificaciones son bien conocidas
en la técnica.

La expresion "(poli)péptido fluorescente" o "proteina fluorescente" se refiere a (poli)péptidos que emiten luz
fluorescente tras su excitacion a una longitud de onda especifica. Se puede usar una variedad de proteinas
fluorescentes en la presente invencion. Un grupo de dichas proteinas fluorescentes incluye la proteina verde
fluorescente aislada de Aequorea victoria (GFP), asi como varias variantes de GFP, tales como la proteina cian
fluorescente, la proteina azul fluorescente, la proteina amarilla fluorescente, etc. (Zhang et al., 2002; Zimmer, 2002).
Tipicamente, estas variantes comparten aproximadamente un 80 % o mayor identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 2,
respectivamente. Los mutantes de GFP de desplazamiento de color tienen colores de emision de azul a verde
amarillento, brillo aumentado y fotoestabilidad (Tsien, 1998). Uno de dichos mutantes de GFP, denominado proteina
amarilla fluorescente potenciada, muestra un maximo de emisién a 529 nm. También se han descrito variantes
adicionales basadas en GFP que tienen espectros modificados de excitacion y emision (Tsien et al., solicitud de
patente de EE. UU. 200201231 13A1), intensidad de fluorescencia potenciada y tolerancia térmica (Thastrup et al.,
solicitud de patente de EE. UU. 20020107362A1; Bjorn et al., solicitud de patente de EE. UU. 20020177189A1) y la
formacion de croméforo a niveles reducidos de oxigeno (Fisher, patente de EE. UU. N.° 6.414.119).

Otro grupo de proteinas fluorescentes incluye las proteinas fluorescentes aisladas de antozoos incluyendo, sin
limitacion, la proteina roja fluorescente aislada de especies Discosoma de coral, DsRed (Matz et al., 1999), por
ejemplo, la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 3 o la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 4,
respectivamente (véase, por ejemplo, el nimero de acceso AF168419 version AF168492). DsRed y las ofras
proteinas fluorescentes de antozoos comparten solo aproximadamente un 26-30 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con la GFP natural de Aequorea victoria, aunque todos los motivos cruciales estan conservados, lo que
indica la formacion de la estructura de barril beta de 11 hebras caracteristica de GFP. La estructura cristalina de
DsRed también se ha resuelto y muestra conservacion de la estructura de barril beta de 11 hebras de GFP (MMDB
Id: 5742).

Se han descrito varios mutantes de la proteina roja fluorescente DsRed de longitud de longitud de onda mas larga y,
de manera similar, se pueden emplear en la generacion de las proteinas de fusién de la invencién que comprenden
(poli)péptidos fluorescentes. Por ejemplo, los mutantes DsRed recientemente descritos con espectros de emision
desplazados mas hacia el rojo se pueden emplear en la practica de la invencién (Baird et al., 2000; Terskikh et al.,
2000; Wiehler et al., 2001).

Versiones monoméricas de DsRed son, por ejemplo, mRFP (por ejemplo, que tiene la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 5 o la secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 6), mRFP1 (Campbell et al., 2002), mCherry,
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mOrange o mPlum (Shaner et al., 2004) o TagRFP (Merzlyak et al., 2007).

Mas recientemente, se describieron las GFP de los antozoos Renilla reniformis y Renilla kollikeri (Ward et al.,
solicitud de patente de EE. UU. 20030013849).

Un ndmero cada vez mayor de otras proteinas fluorescentes de varias formas marinas de vida se ha descrito
recientemente, y el Protein Data Bank actualmente enumera varias estructuras cristalinas de GFP y GFP mutante,
asi como las estructuras cristalinas de varios andlogos de GFP. Se han descrito proteinas fluorescentes
relacionadas con estructuras inferidas como similares a GFP a partir de corales, plumas de mar, ascidias y
anémonas de mar, y se pueden usar en la generacion de las proteinas de fusion de la invencién que comprenden
(poli)péptidos fluorescentes (para revisiones, véase (Zhang et al., 2002; Zimmer, 2002)).

También se ha informado de proteinas fluorescentes de Anemonia majano, Zoanthus sp., Discosoma striata,
Discosoma sp. y Clavularia sp. (Matz et al., 1999). Se ha informado de que una proteina fluorescente clonada a
partir de la especie de coral pétreo, Trachyphyllia geoffroyi, emite luz verde, amarilla y roja, y convierte la emision de
luz verde a luz roja tras exposicion a luz UV (Ando et al., 2002). Las proteinas fluorescentes recientemente descritas
de anémonas de mar incluyen proteinas verdes y naranjas fluorescentes clonadas a partir de Anemonia sulcata
(Wiedenmann et al., 2000), una proteina verde fluorescente potenciada de forma natural clonada a partir de los
tentaculos de Heteractis magnifica (Tu et al., 2003), una cromoproteina purpura en general no fluorescente que
presenta fluorescencia roja débil clonada a partir de Anemonia sulcata y un mutante de la misma que presenta
espectros de emision de desplazamiento al rojo lejano (595 nm) (Lukyanov et al., 2000).

Adicionalmente, se ha descrito otra clase de proteinas relacionadas con GFP, que tienen propiedades de
cromoforicas y fluorescentes. Uno de dichos grupos de proteinas derivadas de coral, las pocilloporinas, presentan
una amplia gama de caracteristicas espectrales y fluorescentes (Dove y Hoegh-Guldberg, 1999, solicitud PCT WO
00146233; (Dove et al., 2001)). Recientemente, se ha descrito la purificacion y cristalizacién de la pocilloporina
Rtms5 del coral Montipora efflorescens formador de arrecifes (Beddoe et al., 2003). Rtms5 es de color azul oscuro,
aunque es débilmente fluorescente. Sin embargo, se ha informado de que Rtms5, asi como otras cromoproteinas
con homologia de secuencia con Rtms5, se pueden interconvertir en una proteina rosada fluorescente a través de
sustituciones de un tnico aminoacido (Beddoe et al., 2003; Bulina et al., 2002; Lukyanov et al., 2000).

También se conocen otras varias cromoproteinas derivadas de coral estrechamente relacionadas con las
pocilloporinas (véase, por ejemplo, (Gurskaya et al., 2001; Lukyanov et al., 2000)). Ejemplos adicionales de
proteinas fluorescentes son GFP de Renilla reniformis, MKO de Fungia concinna, Azami Green de Galaxeidae o
cOFP de Cerianthus. Cualquiera de las proteinas fluorescentes o cromoféricas o fragmentos fluorescentes o
cromoféricos de las mismas se pueden usar de acuerdo con el contenido de la presente invencion. Los fragmentos
de la proteina fluorescente o cromoférica son fragmentos preferentemente funcionales.

La acumulacion de un (poli)péptido en sitios distintos en el nucleo de la célula puede estar causada por la
interaccion del (poli)péptido con las estructuras proteicas o no proteicas ya acumuladas en sitios distintos en el
nicleo de la célula o por la acumulacién en un sitio distinto que proporciona un entorno adecuado para la
acumulacion del (poli)péptido, preferentemente por unién directa o indirecta a dichos sitios.

"Colocalizacién de la emision de fluorescencia en el nucleo" se refiere a la localizacion de dos emisiones de
fluorescencia diferentes en el mismo sitio del nicleo de la célula. La colocalizacion se detecta en cuanto dos
proteinas interaccionan entre si. La colocalizacion se detecta como la superposicién espacial parcial o completa de
la emision de fluorescencia desde dos (poli)péptidos fluorescente diferentes en el nicleo. La detecciéon se puede
lograr por el experimentador o por un software especializado conocido para los expertos en la técnica (por ejemplo,
ImagedJ co-localization plug-ins, http://rsb.info.nih.gov/ij/).

La presente invencion se basa en el desarrollo de un novedoso ensayo de doble hibrido fluorescente (F2H) para la
visualizacion directa de interacciones proteina-proteina en células eucariotas vivas. La lectura optica sencilla de este
ensayo F2H permite la observacion de interacciones proteina-proteina en tiempo real y se puede emplear para
exploraciones de alto rendimiento. El procedimiento de la invencién se basa en la inmovilizacién de un (poli)péptido
sefiuelo marcado con fluorescencia en una estructura nuclear distinta, que permite la deteccién de interacciones
proteina-proteina como colocalizacion de un (poli)péptido presa marcado de forma diferente en esta estructura
definida. El ensayo F2H de la invencion se sometio a prueba en el ejemplo de lineas celulares con una integracion
estable de una matriz del operador de /ac para inmovilizar un represor de lac fusionado a (poli)péptidos de interés
marcados con fluorescencia ((poli)péptidos sefiuelo). Ya se han descrito lineas celulares que se pueden usarse
facilmente para seres humanos, ratéon, hamster y Drosophila (Dietzel et al., 2004; Janicki et al., 2004; Robinett et al.,
1996; Tsukamoto et al., 2000; Tumbar et al., 1999; Vazquez et al., 2001). Para que sea independiente de las lineas
celulares transgénicas especificas, este ensayo se podria modificar usando varias estructuras celulares como la
lamina o los centrosomas como estructuras de anclaje para inmovilizar localmente (poli)péptidos sefiuelo.

Al igual que otros procedimientos genéticos de doble hibridos, el ensayo F2H de la invencion puede proporcionar
resultados positivos falsos o negativos falsos, que se tienen que controlar. Los (poli)péptidos presa que se unen a la
matriz del operador de lac en ausencia de un (poli)péptido sefiuelo se pueden identificar por un cribado inicial. Con
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este fin, la localizacién de los (poli)péptidos presa dentro del nucleo se determina por microscopia de fluorescencia
en ausencia de una proteina sefiuelo respectiva. Posteriormente, se puede determinar una acumulacion aleatoria de
la proteina presa fluorescente en la matriz del operador de /ac por una fluorescencia agrupada en esta estructura.
Los (poli)péptidos identificados de esta manera se pueden usar unicamente como (poli)péptidos sefiuelo para evitar
resultados positivos falsos. Se analizaron mas de 20 interacciones proteina-proteina desde diferentes
compartimentos subcelulares con el ensayo F2H de la presente invencion y se obtuvieron resultados idénticos a los
descritos anteriormente con otros procedimientos genéticos o bioquimicos. Las proteinas que se encuentran unidas
por si mismas a la matriz del operador de /ac (tal como, por ejemplo, SUMO3 analizada en los ejemplos) se pueden
usar unicamente como un (poli)péptido sefiuelo. Los resultados divulgados en los ejemplos muestran que el ensayo
F2H de la presente invencion es un procedimiento fiable y ampliamente aplicable para estudiar las interacciones
proteina-proteina.

En algunos casos, las proteinas se pueden acumular en focos subnuclear y por tanto complicar el analisis F2H. Para
evitar este problema, la matriz del operador de /ac se podria visualizar e identificar con una tercera proteina de
fusion fluorescente como CFP-Lacl.

La presente invencidn se caracteriza, ademas, por que una construccidon o proteina de fusién minima que
comprende un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de la
célula y un (poli)péptido que se une especificamente a GFP puede servir para el cribado ultrarrapido veloz y eficaz
de las interacciones de las proteinas. Tras la coexpresion de una segunda proteina de fusion que comprende GFP y
un (poli)péptido sefiuelo, se establece que la interaccion de GFP con el (poli)péptido de unién a GFP unido al
(poli)péptido acumulado en los sitios distintos en el ndcleo de la célula constituye el complejo sefiuelo. Tras la
coexpresion de una proteina de fusion adicional (tercera) que comprende un (poli)péptido fluorescente y un
(poli)péptido presa, ambos (poli)péptidos fluorescentes se colocalizan tras la interaccion de los (poli)péptidos
sefiuelo y presa fusionados al mismo.

Hasta la fecha se han disefiado y establecido bibliotecas de proteinas fusionadas a GFP y de acidos nucleicos que
codifican estas ultimas (Newman et al., 2006), lo que facilita en gran medida el cribado ultrarrapido de comparieros
de interaccion de una proteina.

En la solicitud de patente internacional WO 2007/068313, los autores de la presente invencion divulgan un
(poli)péptido que se une especificamente a GFP derivado de un dominio VHH de camello. En consecuencia, es
preferente que la proteina que se une especificamente a GFP comprenda la secuencia de aminoacidos que se
muestra en la SEQ ID NO: 7 o 9 o que esta codificada por una secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 8 o
10.

En resumen, este nuevo ensayo F2H permite la visualizacion directa de las interacciones proteina-proteina y debe
perfectamente adecuado para investigar los cambios dependientes del ciclo o la diferenciacion celular, en tiempo
real en células vivas. Una ventaja significativa del ensayo F2H sobre otras técnicas basadas en células es su
simplicidad, que no requiere ni instrumentaciéon costosa ni experiencia técnica avanzada. La lectura dptica simple del
ensayo F2H ofrece adicionalmente la posibilidad de usar este ensayo en cribados ultrarrapidos automatizados para
analizar sistematicamente el interactoma de las proteinas en células vivas.

En comparacion con el procedimiento descrito en (Miller et al., 2007) que se basa en estructuras viricas que se
acumulan aleatoriamente en el citoplasma y que forman estructuras irregulares e imprevisibles, las estructuras
nucleares usadas en la presente invencién forman manchas definidas e identificables. Por el contrario, el
procedimiento de Miller et al. tiene como objetivo y da como resultado, muchos agregados citoplasmicos mal
definidos y grandes que son dificiles de distinguir de los agregados inespecificos a menudo observados con
proteinas de fusidon sobreexpresadas de forma artificial o vesiculas citoplasmicas. Usando estructuras inertes, tales
como el operador de lac, es inmediatamente posible detectar la agregacion no especifica de un (poli)péptido
fluorescente, por ejemplo, por la presencia de un numero variable de agregados en las células. En el procedimiento
de la presente invencion, dependiendo de la ploidia de la célula, es detectable de una a dos manchas.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro para identificar un compuesto
que modula la interacciéon de dos (poli)péptidos (a) expresando en una célula eucariota una primera proteina de
fusion que comprende (i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el
nucleo de la célula y (ii) un (poli)péptido que se une especificamente a GFP; (b) expresando en la misma célula una
segunda proteina de fusién que comprende (i) GFP y (ii) un (poli)péptido sefiuelo; (c) expresando en la misma célula
una tercera proteina de fusidon que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion
y/o emision difiere de la de GFP vy (ii) un (poli)péptido presa que se sabe o se sospecha que interacciona con el
(poli)péptido sefiuelo; (d) poniendo en contacto la célula con un compuesto de prueba; y (e) detectando la emision
de fluorescencia de las partes fluorescentes de la segunda y la tercera proteina de fusién en la célula tras la
excitacion; en el que un cambio en el grado de colocalizacion de la emision de fluorescencia de las partes
fluorescentes de la segunda y la tercera proteina de fusion en el nucleo de la célula en comparacion con la
observada en el nucleo de una célula de referencia que no esta en contacto con el compuesto de prueba es
indicativo que el compuesto puede modular la interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.
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"Modulacion de la interaccion de dos (poli)péptidos" indica la capacidad de ciertos compuestos de influir en la
interaccion de dos (poli)péptidos o proteinas. La interaccion se puede fortalecer o debilitarse hasta su completa
anulacion. La modulacion en la forma de un debilitamiento puede tener lugar, por ejemplo, por competicion de un
compuesto de prueba con la proteina de interaccién por el mismo sitio de unién o por unién a una proteina y, por lo
tanto, la alteracion de su estructura tridimensional, de manera que la interaccion entre las dos proteinas ya no es
posible debido a los cambios conformacionales en dicha proteina. Por otra parte, esto Ultimo también puede
conducir a un aumento en la afinidad de unién hacia una proteina por la misma razon.

Un compuesto de prueba puede ser, pero no esta restringido a, un compuesto que pertenece a las clases de, por
ejemplo, acidos nucleicos, (poli)péptidos, aptameros peptidicos, aptameros basados en acidos nucleicos, moléculas
pequefias o anticuerpos o fragmentos de los mismos. El compuesto de prueba puede ser cualquier compuesto
quimico.

Los acidos nucleicos pueden ser ADN, ARN o ribozimas. Los acidos nucleicos se pueden sintetizar quimicamente o
se pueden producir junto con un promotor de expresion bioldgica in vitro o incluso in vivo.

Los acidos nucleicos se pueden sintetizar quimicamente usando fosforamiditas de ribonucledsidos protegidas
apropiadamente y un sintetizador convencional de ADN/ARN. Los proveedores de reactivos de sintesis de ARN son
Proligo (Hamburgo, Alemania), Dharmacon Research (Lafayette, CO, EE. UU.), Pierce Chemical (parte de Perbio
Science, Rockford, IL, EE. UU.), Glen Research (Sterling, VA, EE. UU.), ChemGenes (Ashland, MA, EE. UU.) y
Cruachem (Glasgow, Reino Unido).

Una ribozima (de enzima de acido ribonucleico, también llamada enzima de ARN o ARN catalitico) es una molécula
de ARN que cataliza una reaccién quimica. Muchas ribozimas naturales catalizan su propia escisién o la escision de
otros ARN, pero también se ha encontrado que catalizan la actividad aminotransferasa del ribosoma. Ejemplos de
pequefios ARN de auto-escision bien caracterizados son ribozimas en cabeza de martillo, de horquilla, del virus de
la hepatitis delta y dependientes de plomo seleccionadas in vitro. La organizacion de estos pequefios catalizadores
contrasta con la de ribozimas mas grandes, tales como el intrén del grupo .

Los aptameros son moléculas de acidos oligonucleicos o péptidos que se unen a una molécula diana especifica. Los
aptameros se crean habitualmente seleccionandolos de una gran combinacion de secuencias aleatorias, pero
también existen aptameros naturales en riboconmutadores. Los aptameros se pueden usar tanto para investigacion
basica como con fines clinicos como farmacos macromoleculares. Los aptameros se pueden combinar con
ribozimas para auto-escision en presencia de su molécula diana. Estas moléculas del compuesto tienen aplicaciones
adicionales de investigacion, industriales y clinicas. Mas especificamente, los aptameros se pueden clasificar como
de aptameros de ADN o ARN o aptameros peptidicos. Mientras los primeros consisten en hebras (habitualmente
cortas) de oligonucleétidos, los uUltimos consisten en un dominio peptidico variable corto, unido en ambos extremos a
una estructura proteica.

Los aptameros de acido nucleico son especies de acido nucleico que se han disefiado a través de rondas repetidas
de seleccion in vitro o, de forma equivalente, SELEX (evolucion sistematica de ligandos por enriquecimiento
exponencial), para que se unan a varias dianas moleculares, tales como moléculas pequefas, proteinas, acidos
nucleicos e incluso células, tejidos y organismos.

Los aptameros peptidicos son (poli)péptidos que estan disefiados para interferir con otras interacciones de las
proteinas dentro de las células. Consisten en un bucle peptidico variable unido en ambos extremos a una estructura
proteica. Esta doble restriccion estructural aumenta enormemente la afinidad de unién del aptamero peptidico hasta
niveles comparables a los de un anticuerpo (intervalo nanomolar). La longitud de bucle variable esta comprendida,
tipicamente, de 10 a 20 aminoacidos, y la estructura puede ser cualquier proteina, que tenga buenas propiedades de
solubilidad.

Actualmente, la proteina bacteriana tiorredoxina-A es la estructura proteica mas frecuentemente usada, insertandose
el bucle variable dentro del sitio activo de reduccion, que es un bucle -Cys-Gly-Pro-Cys- en la proteina natural,
pudiendo formar las dos cadenas laterales de cisteina un puente disulfuro. La seleccién del aptamero peptidico se
puede hacer usando diferentes sistemas, pero el mas frecuentemente usado es actualmente el sistema de doble
hibrido de levaduras.

Un anticuerpo puede ser, por ejemplo, policlonal o monoclonal. El término "anticuerpo" también comprende
derivados o fragmentos del mismo que aun retienen la especificidad de union. Las técnicas para la produccion de
anticuerpos son bien conocidas en la técnica y se describen, por ejemplo, en Harlow y Lane "Antibodies, A
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988 y Harlow y Lane "Using Antibodies: A Laboratory
Manual” Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1999.

Una molécula pequefia de acuerdo con la presente invencion puede ser organica o inorganica y tiene un peso
molecular de un maximo de 2000 Dalton, preferentemente no mas de 1000 Dalton, mas preferentemente no mas de
800 Dalton.

En un modo de realizacién preferente de este aspecto de la presente invencién, el compuesto de prueba puede
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debilitar la interaccion de dos (poli)péptidos, en la que una disminucion de la colocalizacién de las partes
fluorescentes de ambas proteinas de fusién en el nucleo de la célula en comparacién con la observada en el nlcleo
de una célula de referencia que no esta en contacto con el compuesto de prueba es indicativa de que el compuesto
puede debilitar la interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

"Capaz de debilitar la interaccion de dos (poli)péptidos”, en el contexto de la presente invencion, significa, en primer
lugar, la influencia de un compuesto sobre la afinidad de unién de un (poli)péptido hacia otro (poli)péptido, que
conduce a un debilitamiento o a la interrupcion completa/anulacion de la interaccion o afinidad de uniéon. Como se
describe anteriormente, esto puede tener lugar por cambios conformacionales inducidos en un (poli)péptido tras la
union del compuesto. En segundo lugar, el compuesto puede competir directamente con el (poli)péptido de
interaccion por el mismo sitio de unién o uno diferente adyacente a dicho sitio de unién en el otro (poli)péptido. Un
debilitamiento o anulacién completa de la interacciéon es detectable como una disminucién o ausencia completa de
colocalizacion de ambas sefales fluorescentes.

Una célula de referencia, en el contexto de la presente invencion, indica una célula que no se ha puesto en contacto
con el compuesto de prueba. En consecuencia, la influencia del compuesto sobre el comportamiento de interaccion
del (poli)péptido sefiuelo y presa se puede comparar directamente.

En otro modo de realizacion preferente de este aspecto de la invencién, el compuesto de prueba puede inducir o
potenciar la interaccion de dos (poli)péptidos, en la que un aumento en la colocalizacion de las partes fluorescentes
de ambas proteinas de fusién en el nucleo de la célula en comparacion con la observada en el nicleo de una célula
de referencia que no esta en contacto con el compuesto de prueba es indicativo de que el compuesto puede inducir
o potenciar la interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

"Capaz de inducir la interaccion de dos (poli)péptidos” indica la influencia de un compuesto sobre la afinidad de
union de un (poli)péptido hacia otro (poli)péptido, que conduce a una afinidad de unién aumentada. Por ejemplo, si
no se detecta o se detecta colocalizacién unicamente menor de las sefiales fluorescentes (poli)péptido sefiuelo y
presa en la célula de referencia, un aumento en la colocalizacién indica una interaccién reforzada.

En un aspecto diferente, la presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para determinar la fuerza
relativa de la interaccion de dos proteinas con una tercera proteina, que comprende: (a) expresar en una célula
eucariota una primera proteina de fusién que comprende (i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula,
se acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula; y (ii) un (poli)péptido que se une especificamente a GFP; (b)
expresar en la misma célula una segunda proteina de fusiéon que comprende (i) GFP; y (ii) un (poli)péptido sefiuelo;
(c) expresar en la misma célula una tercera proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya
longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la de GFP; y (ii) un primer (poli)péptido presa; (d) expresar en la
misma célula una cuarta proteina de fusién que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda
de excitacion y/o emision difiere de la de GFP y de la del (poli)péptido fluorescente de dicha tercera proteina de
fusion; y (ii) un segundo (poli)péptido presa; y (e) detectar la emisién de fluorescencia de las partes fluorescentes de
la segunda y la tercera proteina de fusion en la célula tras la excitacion, en el que una magnitud de colocalizacion de
la emision de fluorescencia de la segunda y la tercera proteina de fusion diferente en comparacion con que de la
segunda y la cuarta proteina de fusion en el nucleo de la célula es indicativa de una fuerza de union diferente del
primero y el segunda (poli)péptido presa al (poli)péptido sefiuelo.

Este y los siguientes dos aspectos de la invencion se basan en dos construcciones basicas, una construccion presa
y sefiuelo, y se puede aplicar en los casos en los que no estan disponibles bibliotecas de acidos nucleicos que
codifican proteinas que comprenden GFP.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro para detectar interacciones
proteina-proteina, que comprende: (a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusién que
comprende (i) un (poli)péptido fluorescente; (ii) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula
en sitios distintos en el nucleo de la célula; y (iii) un (poli)péptido sefiuelo; (b) expresar en la misma célula una
segunda proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o
emision difiere del (poli)péptido fluorescente comprendido en dicha primera proteina de fusion; y (ii) un (poli)péptido
presa y (c) detectar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera y la segunda proteina de
fusion en la célula tras la excitacion, en el que una colocalizacion de la emision de fluorescencia de ambas proteinas
de fusioén en el nucleo de la célula es indicativa de una interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

En un aspecto diferente, la presente invencién se refiere a un procedimiento in vitro para identificar un compuesto
que modula la interacciéon de dos (poli)péptidos (a) expresando en una célula eucariota una primera proteina de
fusién que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente; (ii) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se
acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula; y (iii) un (poli)péptido sefiuelo; (b) expresando en la misma
célula una segunda proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de
excitacion y/o emision difiere de la del (poli)péptido fluorescente comprendido en dicha primera proteina de fusién; y
(i) un (poli)péptido presa que se sabe o se sospecha que interacciona con el (poli)péptido sefiuelo; (c) poniendo en
contacto la célula con un compuesto de prueba; y (d) detectando la emisiéon de fluorescencia de las partes
fluorescentes de la primera y la segunda proteina de fusion en la célula tras la excitacion; en el que un cambio en el
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grado de colocalizacion de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusion en
el nucleo de la célula en comparacion con la observada en el nicleo de una célula de referencia que no esta en
contacto con el compuesto de prueba es indicativo de que el compuesto puede modular la interaccién del
(poli)péptido sefiuelo y presa.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a un procedimiento para determinar la fuerza relativa de la
interaccion de dos proteinas (usado de manera intercambiable con el término "(poli)péptidos") con una tercera
proteina (o (poli)péptido), que comprende (a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusion que
comprende (i) un (poli)péptido fluorescente; (ii) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula
en sitios distintos en el nucleo de la célula; y (iii) un (poli)péptido sefiuelo; (b) expresar en la misma célula una
segunda proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o
emision difiere de la del (poli)péptido fluorescente comprendido en dicha primera proteina de fusion; y (ii) un primer
(poli)péptido presa; (c) expresar en la misma célula una tercera proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido
fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la del (poli)péptido fluorescente comprendido
en dicha primera y segunda proteina de fusion; y (ii) un segundo (poli)péptido presa; y (d) detectar la emision de
fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera, la segunda y la tercera proteina de fusion en la célula tras la
excitacion, en el que una magnitud de colocalizaciéon de la emision de fluorescencia de la primera y la segunda
proteina de fusién diferente en comparacion con la de la primera y la tercera proteina de fusion en el nucleo de la
célula es indicativa de una fuerza de unién diferente de la primera y la segunda proteina presa al (poli)péptido
sefiuelo.

En un modo de realizacion preferente de los aspectos de la presente invencién que se refiere a procedimientos para
detectar interacciones proteina-proteina, la deteccion se emplea para investigar la dependencia de las interacciones
proteina-proteina de los procesos celulares, en el que el procedimiento comprende ademas (d1) supervisar la
emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera y la segunda proteina de fusion en la célula en el
curso de uno o mas procesos en la célula; en el que un cambio en el grado de colocalizacién de la emision de
fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusidon en la célula es indicativo de una
dependencia de la interaccién de uno o mas procesos celulares.

"Dependencia de los procesos celulares" indica la posibilidad de que el (poli)péptido sefiuelo o presa o ambos
alteren su comportamiento de interaccién debido a modificaciones en el curso de los procesos celulares, tales como
el ciclo celular. Las proteinas que desempefian un papel en el ciclo celular experimentan varias modificaciones tales
como fosforilacion y desfosforilacion, que podrian alterar su afinidad de unién hacia otras proteinas. Dependiendo
del punto temporal o el periodo durante un proceso celular cuando se logra esta modificacion, un (poli)péptido podria
perder o ganar afinidad de unién a uno o mas (poli)péptidos diferentes.

En un modo de realizacién mas preferente, el proceso celular es el ciclo celular, la secrecion, la traslocacion o la
transduccioén de sefales.

En otro modo de realizacion preferente, la deteccién se emplea para determinar la fuerza de una interaccion
proteina-proteina, en el que el procedimiento comprende ademas (d2) en caso de que se detecte una colocalizacion
de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusién, la extincién selectiva de la
fluorescencia de dicha segunda proteina de fusion y el control del restablecimiento de la colocalizacion de la emision
de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusion en el tiempo, en el que el tiempo
necesario para establecer colocalizacion es indicativo de la fuerza de la interaccién proteina-proteina.

Este modo de realizacién de la presente invencion, en parte, utiliza el procedimiento FRAP (recuperacion de
fluorescencia después de fotoblanqueado) bien establecido. Este procedimiento indica una técnica dptica que puede
cuantificar la difusién y la movilidad de sondas marcadas con fluorescencia. Esta técnica proporciona una gran
utilidad en estudios bioldgicos de unidn de proteinas y se usa cominmente junto con proteinas fluorescentes (FP),
en la que la proteina estudiada esta fusionada con una FP. Cuando se excita por una longitud de onda especifica de
la luz (tipicamente, un haz de laser), la proteina emitira fluorescencia. Cuando la proteina que se esta estudiando se
produce con la FP, entonces la fluorescencia se puede rastrear. Después de la fotodestruccion de la FP (tipicamente
con un pulso de laser fuerte/intenso), la cinética de la recuperacion de fluorescencia en la zona blanqueada
proporciona informacién acerca de la fuerza de las interacciones de las proteinas, la continuidad del organulo y el
trafico de proteinas que evitar o retarda el intercambio de FP blanqueadas y sin blanquear. Esta observacion se ha
explotado mas recientemente para investigar la union de proteinas.

En otro modo de realizacion preferente de la presente invencion, los componentes (i), (ii) y/o (iii) de dicha primera
proteina de fusidn y/o los componentes (i) y (ii) de dicha segunda proteina de fusién y/o los componentes (i) y (ii) de
dicha tercera proteina de fusion estan conectados a través de un engarce.

El término "engarce" se refiere a la conexion entre los componentes de las proteinas de fusion de la invencion. Un
engarce puede ser un enlace peptidico o un tramo de aminoacidos que comprende al menos un resto de aminoacido
que puede estar dispuesto entre los componentes de las proteinas de fusién en cualquier orden. Dicho engarce
puede ser util en algunos casos, por ejemplo, para mejorar el plegamiento por separado de los dominios individuales
o para modular la estabilidad de la proteina de fusion. Ademas, dichos restos de engarce pueden contener sefiales



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 606 706 T3

para el transporte, secuencias de reconocimiento de proteasa o sefiales para modificacién secundaria. Los restos de
aminoacido que forman el engarce pueden estar estructurados o no estructurados. Preferentemente, el engarce
puede ser tan corto como de 1 residuo de aminoacido o de un maximo 2, 3, 4, 5, 10, 20 o 50 restos. En casos
particulares, el engarce puede incluso implicar un maximo de 100 o 150 restos.

En otro modo de realizacion preferente de la presente invencion, el (poli)péptido que, cuando se expresa en una
célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula, interacciona directamente con estructuras proteicas o
no proteicas acumuladas en sitios distintos en el nucleo de la célula.

En un modo de realizacion preferente diferentes de la presente invencion, el (poli)péptido que, cuando se expresa en
una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula, interacciona indirectamente con estructuras
proteicas o no proteicas acumuladas en sitios distintos en el nucleo de la célula.

La interaccién indirecta de nuevo se puede producir a través de moléculas proteicas o no proteicas tales como
(poli)péptidos o acidos nucleicos.

En un modo de realizacion preferente diferente, cualquiera de los (poli)péptidos presa comprende una sefial de
localizacién nuclear.

Una sefal de localizaciéon nuclear dirige un producto de expresion al nucleo de la célula. Un ejemplo de una NLS es
la secuencia peptidica PKKKRKYV (sefial de localizacion nuclear (NLS) del antigeno T grande de SV40 (Kalderon et
al., 1984)), que puede dirigir proteinas heterdlogas al nicleo. Mas NLS son, por ejemplo, KR [PAATKKAGQA]KKKK,
la NLS de la nucleoplasmina como un prototipo de una sefal bipartita ubicua o KIPIK, la NLS del represor Mata2 de
la transcripcion de levaduras. Muchas otras secuencias de sefiales de localizaciéon nuclear son conocidos para los
expertos en la técnica y se describen en la literatura.

Una NLS tiene que estar presente si el (poli)péptido presa fusionado al (poli)péptido fluorescente no se puede
traslocar por si mismo al nucleo. En general, (poli)péptidos de un tamafio de un maximo de 60 kDa se pueden
traslocar al nucleo. Ademas, la composicion de aminoacidos del (poli)péptido desempefia un papel, es decir, varios
aminoacidos basicos consecutivos en un (poli)péptido pueden promover la traslocacion del (poli)péptido al nucleo.
Para garantizar que el (poli)péptido presa se trasloca y se acumula en el nucleo, es preferente que esté presente
una NLS. Lo mismo es cierto para (poli)péptidos que se acumulan en sitios distintos del nucleo, pero que
Unicamente se traslocan al nucleo si esta presente una NLS. Un ejemplo de dicho (poli)péptido es el represor de lac
que por si mismo no comprende una NLS.

En un modo de realizacion preferente diferente, la expresion en la célula eucariota se logra transfectando las
moléculas de acido nucleico que codifican dicha primera y segunda proteina de fusién en uno o mas vectores.

La transfeccién es la introduccidon de moléculas de acido nucleico en células eucariotas. Los procedimientos
comunmente usados comprenden, pero no se restringen a, transfeccién usando cloruro de calcio, JetPEI™
(PolyPlus) o lipofectin™ (Invitrogen).

El vector que comprende la molécula de acido nucleico que codifica dicha primera y/o segunda y/o tercera y/o cuarta
proteina de fusion es un vector de expresion eucariota, preferentemente un vector de expresion de mamifero. La
incorporacién de la molécula de acido nucleico en un vector ofrece la posibilidad de introducir la molécula de acido
nucleico de manera eficaz en las células y, preferentemente, el ADN de una célula huésped. La célula huésped
puede ser una uUnica célula tal como una célula de una linea celular. Dicha medida hace posible expresar, si se
eligen los vectores de expresion, la molécula de acido nucleico respectiva en la célula huésped. Por lo tanto, la
incorporacién de la molécula de acido nucleico en un vector de expresion abre el camino a un nivel elevado de forma
permanente del (poli)péptido o proteina codificada en cualquier célula o un subconjunto de células seleccionadas de
la célula huésped.

En otro modo de realizacion preferente, el (poli)péptido acumulado en sitios distintos del niucleo de la célula se ha
introducido en la célula. En un modo de realizacién preferente diferente, en caso de que dicho (poli)péptido
interaccione con estructuras proteicas o no proteicas acumuladas en sitios distintos en el nucleo, dichas estructuras
proteicas o no proteicas se pueden introducir en la célula.

De manera similar al vector o vectores que comprenden las moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas
de fusién de la presente invencién, también las moléculas de acido nucleico que codifican las estructuras proteicas o
no proteicas se pueden introducir en un vector. La molécula de acido nucleico se integra preferentemente de manera
estable en los cromosomas de la célula, lo que conduce a la generacion de una linea celular estable.

En un modo de realizacion preferente diferente, los sitios distintos de la célula forman estructuras inertes.
En un modo de realizacion mas preferente, la estructura inerte es la lamina nuclear o manchas nucleares.

En un modo de realizacién preferente diferente, el (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula
en sitios distintos en el ndcleo de la célula, interacciona con cuerpos de PML (también denominados cuerpos
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nucleares de PML o PML NB).

Los cuerpos de PML se han asociado con muchas funciones nucleares, incluyendo la transcripcion, la reparacion del
ADN, la defensa virica, el estrés, la regulacion del ciclo celular, la protedlisis y la apoptosis. La célula de mamifero
promedio contiene 10-30 cuerpos nucleares de PML. Los cuerpos de PML se definen por la presencia de la proteina
PML, identificado por primera vez por su fusién con el receptor alfa de acido retinoico en la traslocacion
cromosomica t(15,17) (Borden, 2002; Mutilar et al., 2000; Moller et al., 2003) asociada con la leucemia promielocitica
aguda (APL). La proteina PML es esencial para la formacion de PML NB y, cuando esta ausente, o sus dedos RING
(que comprenden dedos de C3HC4 zinc como motivo estructural) estdn mutados, los cuerpos de PML se
interrumpen.

En un modo de realizacion preferente diferente, el (poli)péptido que se acumula en sitios distintos del nucleo o las
estructuras proteicas o no proteicas acumuladas en sitios distintos de la célula es heterélogo.

"Heterodlogo", como se usa en la presente invencion, indica el origen de una estructura proteica o no proteica que es
diferente de la de la célula en la que se expresa, es decir, una especie diferente.

En otro modo de realizacion preferente, el (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios
distintos en el nlcleo de la célula, interacciona con el ADN.

En un modo de realizacion mas preferente, el ADN es el operador de lac.

En un modo de realizacién incluso mas preferente, el operador de /ac esta presente en el nicleo en varias copias. El
numero de copias depende del experimento individual, es decir, del tipo de célula huésped usada o el (poli)péptido
sefiuelo y/o el (poli)péptido presa. El numero de copias cominmente aplicado alcanza de al menos 150 copias de un
plasmido que comprende 256 copias del operador de lac (es decir, 38400 copias del operador de /ac) hasta
aproximadamente 2000 copias de dicho plasmido (es decir, 512000 copias del operador de /ac). En caso de que se
necesite una mayor sensibilidad, el niumero de copias puede ser incluso mayor y llegar a un maximo de 3000 copias.
De forma alternativa, se puede utilizar cualquier clase de plasmido que comprenda un nimero de copias diferente
para obtener el nimero de copias deseado del operador de /ac. El operador de /ac puede estar dispuesto en tandem
con o sin extensiones de acido nucleico separando cada elemento. Los elementos se pueden disponer de forma
antiparalela o paralela. Las lineas celulares que tienen varias copias del operador de /ac integradas de forma estable
en el nucleo son conocidas en la técnica (Janicki et al., 2004; Tsukamoto et al., 2000).

En otro modo de realizacién preferente, dicha primera proteina de fusién comprende Lacl.

El represor de /ac Lacl es un tetramero de subunidades idénticas. Cada subunidad contiene un motivo de hélice-
giro-hélice (HTH) que se puede unir al ADN. El sitio del operador en el que se une el represor es una secuencia de
ADN con simetria de repeticiones invertidas. Los dos semisitios de ADN del operador se unen a dos de las
subunidades del represor tetramérico.

Tanto el operador de /lac como Lacl forman parte del operdn lac bacteriano, una unidad de regulacion del
metabolismo de lactosa de bacterias. Si falta lactosa en el medio de cultivo, el represor se une muy fuertemente al
operador de lac localizado en direccién 3 del promotor.

La presente invencion hace uso de la interaccion entre Lacl y el operador de lac para formar una estructura de
anclaje no proteica en el ndcleo con la que el procedimiento de la invencion se puede llevar a cabo
convenientemente. En general, la interaccion de Lacl con el operador de lac se detecta en un sitio distinto en el
nucleo.

Una ventaja importante de este modo de realizacion de la presente invencién, en comparacion con los
procedimientos previamente conocidos, en particular el de (Miller et al., 2007), es que el nimero de copias del
operador de lac que forma una matriz del operador de lac se puede variar para adaptar el sistema al nivel de
expresion los (poli)péptidos tanto sefiuelo como presa. Por ejemplo, si la expresion de uno o ambos (poli)péptidos se
encuentra demasiado alta en la célula, por lo tanto, por ejemplo, interfiriendo con los procesos celulares o
interrumpiendo la sefal fluorescente, se puede tomar otra célula que tenga un numero de copias inferior del
operador de lac, posibilitando, por lo tanto, una valoracién de la deteccién de la interaccion.

En un modo de realizacién mas preferente, dicha segunda proteina de fusion comprende GFP.
En otro modo de realizacién preferente, la deteccién se lleva a cabo usando un microscopio de fluorescencia.

Un microscopio de fluorescencia es un microscopio Optico usado para estudiar las propiedades de sustancias
organicas o inorganicas que usan los fenémenos de fluorescencia y fosforescencia en lugar de, o ademas de, la
reflexion y la absorciéon. La muestra se ilumina con luz de una longitud de onda (o longitudes de onda) especifica
que se absorbe por los fluoréforos, provocando que emitan longitudes de onda mas largas de luz (de un color
diferente al de la luz absorbida). La luz de iluminacion se separa de la fluorescencia emitida mucho mas débil a
través del uso de un filtro de emisién. Los componentes tipicos de un microscopio de fluorescencia son la fuente de
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luz (lampara de descarga de arco de xenén o de mercurio), el filtro de excitacion, el espejo dicroico (o divisor de haz
dicromatico) y el filtro de emision. Los filtros y el espejo dicroico se eligen para acoplar las caracteristicas espectrales
de excitacion y emision del fluoréforo usado para marcar la muestra. La mayoria de los microscopios de
fluorescencia en uso son los microscopios de epifluorescencia (es decir: la excitacion y la observacion de la
fluorescencia son desde arriba (epi) de la muestra). Estos microscopios se han convertido en una parte importante
en el campo de la biologia, abriendo las puertas para disefios de microscopios mas avanzados, tales como el
microscopio de barrido de laser confocal (CLSM) y el microscopio de fluorescencia de reflexion interna total (TIRF).
Dichas tecnologias son bien conocidas para los expertos en la técnica.

En otro modo de realizacién preferente, la célula eucariota es una célula viva.

En otro modo de realizacion preferente, el procedimiento de la invencién comprende, ademas, la localizacién de los
(poli)péptidos sefiuelo y/o presa en la célula.

Este modo de realizacion sirve para confirmar que la colocalizacién tiene lugar, efectivamente, en el nicleo y para
descartar la interaccion no especifica de los (poli)péptidos sefiuelo y presa. La localizacion se detecta por el
experimentador o bien por un programa informatico especializado que puede distinguir diferentes compartimentos
celulares y es bien conocido para el experto en la técnica (por ejemplo Imaged (versién 1.38,
http://rsb.info.nih.gov/ij/).

También se describe en el presente documento una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién
que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente; (ii) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se
acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula vy (iii) un (poli)péptido sefiuelo.

También se describe en el presente documento una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién
que comprende (i) un (poli)péptido que se une al operador de lac y (ii) un (poli)péptido que se une especificamente a
GFP, un vector que comprende dicho acido nucleico y una proteina codificada por dicho acido nucleico.

Una "molécula de acido nucleico" incluye ADN, tal como ADNc o ADN genémico, y ARN, tanto la hebra con sentido
como la hebra antisentido. Se incluyen, ademas, moléculas que imitan acidos nucleicos conocidas en la técnica,
tales como derivados sintéticos o semisintéticos de ADN o ARN y polimeros mixtos. Dichas moléculas que imitan
acidos nucleicos o derivados de acidos nucleicos incluyen acido nucleico de fosforotioato, acido nucleico de
fosforamidato, acido 2'-O-metoxietil ribonucleico, acido morfolino nucleico, acido hexitol nucleico (HNA) y acido
nucleico bloqueado (LNA) (véase (Braasch y Corey, 2001)). EI LNA es un derivado de ARN en el que el anillo de
ribosa esta limitado por un enlace metileno entre el oxigeno 2'y el carbono 4'. Pueden contener bases nucleotidicas
no naturales o derivadas adicionales, como se apreciara facilmente por los expertos en la técnica.

Se describe en el presente documento, ademas, que la proteina de fusién comprende Lacl.

También se describe en el presente documento una proteina codificada por la molécula de acido nucleico de la
invencion. Las caracteristicas de una proteina o (poli)péptido se definen en otra parte en la presente solicitud.

Se describe, ademas, que la proteina comprende Lacl.

En un aspecto alternativo, la presente invencion se refiere a un vector que comprende la molécula de acido nucleico
caracterizada en las reivindicaciones adjuntas. Las propiedades de un vector se han descrito en otra parte en la
presente solicitud. Ademas de las caracteristicas ya descritas, el vector de la presente invencion puede ser un vector
procariota. Los vectores procariotas y sus propiedades son bien conocidos en la técnica. Preferentemente, el vector
es un plasmido, césmido, virus, bacteriéfago u otro vector usado convencionalmente, por ejemplo, en ingenieria
genética.

La molécula de acido nucleico se puede insertar en varios vectores disponibles comercialmente. Los ejemplos no
limitantes incluyen vectores compatibles con una expresion en células de mamifero como pREP (Invitrogen),
pcDNAS3 (Invitrogen), pCEP4 (Invitrogen), pMC1neo (Stratagene), pXT1 (Stratagene), pSG5 (Stratagene), EBO-
pSV2neo, pBPV-1, pdBPVYMMTneo, pRSVgpt, pRSVneo, pSV2-dhfr, plZD35, pLXIN, pSIR (Clontech), pIRES-EGFP
(Clontech), pEAK-10 (Edge Biosystems), pTriEx-Hygro (Novagen), pCINeo (Promega), el vector de expresion de
ADNCc pcDV1 de Okayama-Berg (Pharmacia), pRc/CMV, pcDNA1, pSPORT1 (GIBCO BRL), pPGEMHE (Promega) o
pSVL y pMSG (Pharmacia, Uppsala, Suecia).

Para las técnicas de modificaciéon de vectores, véase Sambrook y Russel (2001), loc. cit. En general, los vectores
pueden contener uno o mas origenes de replicacion (ori) y sistemas de herencia para la clonacién o expresion, uno
0 mas marcadores para la seleccion en el huésped, por ejemplo, resistencia a antibiéticos, y uno o mas casetes de
expresion.

Las moléculas de acido nucleico insertadas en el vector se pueden sintetiza, por ejemplo, por procedimientos
estandar, o se pueden aislar de fuentes naturales. El ligamiento de las secuencias codificantes a elementos
reguladores de la transcripcion y/o a otras secuencias codificantes de aminoacidos se puede llevar a cabo usando
procedimientos establecidos.
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De acuerdo con la presente invencion, el vector comprende, ademas, una molécula de acido nucleico que codifica
una proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o
emision difiere de la del (poli)péptido fluorescente comprendido en la proteina codificada por la molécula de acido
nucleico descrita anteriormente vy (ii) un (poli)péptido presa.

En un aspecto diferente, la presente invencion se refiere a una célula eucariota transfectada con el vector de la
invencion.

Es preferente que la célula eucariota sea una célula de mamifero.

En otro aspecto de la invencién, una célula eucariota como se caracteriza en las reivindicaciones adjuntas se
transfecta con un vector que comprende la molécula de acido nucleico descrita anteriormente y con un vector que
comprende una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusion que comprende (i) un (poli)péptido
fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la del (poli)péptido fluorescente comprendido
en la proteina descrita anteriormente vy (ii) un (poli)péptido presa.

Ademas, se describe en el presente documento una célula eucariota que tiene varias copias de operador de lac
integradas de manera estable en su ADN y que expresan de forma estable la proteina de la invencion.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una célula eucariota que tiene varias copias del operador de lac integradas
de manera estable en su ADN y que expresan de forma estable una proteina que comprende (i) un (poli)péptido que
se une al operador de lac y (ii) un (poli)péptido que se une especificamente a GFP.

En un modo de realizacién preferente, dicho (poli)péptido que se une especificamente a GFP comprende un
(poli)péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 7 0 9, o esta codificada por una secuencia
de acido nucleico de la SEQ ID NO: 8 o0 10.

También se describe en el presente documento una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién
que comprende (i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo
de la célula; y (ii) un (poli)péptido que se une especificamente a GFP; asi como la proteina codificada por dicha
molécula de acido nucleico, un vector que comprende dicha molécula de acido nucleico y una célula eucariota
transfectada con el vector que comprende dicha molécula de acido nucleico. Los modos de realizacion preferentes y
las definiciones que se describen para los aspectos de la presente invencién referidos a un sistema F2H que
comprende una construccion sefiuelo y al menos una construccion presa son igualmente aplicables a los aspectos
anteriores que utilizan el (poli)péptido especifico para GFP. Todos los modos de realizacion referidos a la primera, la
segunda o la tercera proteina de fusion de los tres primeros aspectos de la invencién se aplican igualmente a las
cuatro proteinas de fusidon de los aspectos que utilizan el (poli)péptido especifico para GFP.

Las figuras muestran:
Figura 1

Boceto esquematico del ensayo de doble hibrido fluorescente (F2H). (a) Esquema de los vectores de expresion
pF2H-presa y pF2H-sefiuelo que codifican proteinas presa y sefiuelo marcados con fluorescencia usados para el
ensayo F2H. (b) El dominio Lacl de la proteina sefiuelo media la unién a la matriz del operador de /ac integrado
cromosémicamente, que es visible como una mancha fluorescente en los nucleos de células transfectadas. Si la
presa marcada de forma diferencial interacciona con el sefiuelo, se enriquece en la misma mancha, lo que da como
resultado la colocalizacion de las sefiales fluorescentes en el operador de /ac (visibles como manchas amarillas en la
imagen superpuesta). (c) Si la presa no interacciona con la proteina sefiuelo, permanece disperso en el nucleo y la
matriz del operador de /ac se visualiza Unicamente por la proteina sefiuelo (mancha roja). FP1 y FP2 se refieren a
dos proteinas fluorescentes distinguibles, por ejemplo, GFP o YFP y mCherry o mRFP.

Figura 2

Interaccion especifica de la ADN ligasa Ill con XRCC1 revelada por F2H. (a) Se cotransfectaron células BHK
transgénicas que contenian una matriz del operador de /ac cromosémico con construcciones XRCC1-Lacl-RFP y de
ADN ligasa Ill o ADN ligasa | marcadas con GFP. La parte del represor de lac de la proteina de fusién XRCC1-Lacl-
RFP media la unién a la matriz del operador de /ac (visible por microscopia de fluorescencia como una mancha roja).
La ADN ligasa lll se recluta a la matriz del operador de /ac a través de la interaccién con XRCC1. Obsérvese que la
ADN ligasa | altamente homologa no se acumula en la matriz del operador de /ac, lo que indica que no interacciona
con XRCC1. Barras de escala 5 ym. (b) Comparacién de los resultados de F2H y de experimentos de
coinmunoprecipitacion (Co-IP). Se realizaron Co-PIl con células HEK 293T que coexpresaban RFP-XRCC1 y GFP-
ligasa lll o GFP-ligasa |, respectivamente. Para la identificacion de interacciones, se usaron el dominio BRCT
marcado con GFP de la ADN ligasa Ill y una construccion de delecion que carece del dominio BRCT. Las
inmunoprecipitaciones se realizaron con un GFP-nanotrap (Rothbauer et al., 2007) (como se muestra anteriormente
(Mortusewicz et al., 2006)). Las proteinas de fusion precipitadas se detectaron entonces con anticuerpos especificos
contra RFP y GFP en las bandas Western. Se coprecipité6 RFP-XRCC1 con GFP-ligasa lll, pero no con GFP-ligasa I.
También se coprecipité RFP-XRCC1 con GFP-BRCT de ligasa Ill pero no con GFP-ABRCT de N-ligasa lll. Para la
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comparacion de los resultados de F2H se alienaron las bandas de entrada (izquierda) y unidas (derecha) de Co-PI
con las sefales correspondientes del ensayo F2H. La mancha de Lacl de la construccion sefiuelo XRCC1-Lacl-RFP
mostrada en rojo y la fraccion unida se alinearon con la sefial respectiva de las construcciones de presas marcadas
con GFP. Las imagenes de células enteras de los respectivos experimentos F2H se muestran en (a) y la figura 6.

Figura 3

Andlisis F2H de la interaccion independiente del ciclo celular de Dnmt1 con PCNA. (a) Boceto esquematico de
Dnmt1 de ratén de longitud completa y proteinas de fusion. PBD, dominio de union a PCNA; NLS, secuencia de
localizacion nuclear; TS, secuencia de direccion; ZnF, region de union a zZn? - BAH 1 y 2, dos dominios de
homologia adyacentes a bromo. (b) Esquema de las posibilidades de unién de las proteinas de fusion a la matriz del
operador de lac (lac op) y en la horquilla de replicacion. (c) Células BHK transgénicas que contienen una matriz del
operador de /ac cromosomico se cotransfectaron con las construcciones PBD-Lacl-YFP y RFP-PCNA. RFP-PCNA
muestra la distribucion dependiente del ciclo celular caracteristica (disperso en células que no estan en fase S (fila
superior) y patrones focales en fase S (fila inferior)). La parte del represor de lac de la proteina de fusion PBD-Lacl-
YFP media la unién a la matriz del operador de /ac (visible como una mancha verde y destacado por puntas de
flecha) y el PBD media la union a PCNA en los sitios de replicacion (patron focal en fase S). Obsérvese que RFP-
PCNA se localiza en la matriz del operador de /ac en células en fase S y que no estan en fase S, lo que indica una
interaccion del PBD de Dnmt1 con PCNA en todo el ciclo celular e independiente de la maquinaria de replicacion. (d)
Células BHK se transfectaron con vectores de expresion para APBD-Lacl-YFP y RFP-PCNA. Como anteriormente,
RFP-PCNA muestra una distribucion dispersa fuera de la fase S (fila superior) y se redistribuye en los sitios de
replicacion en la fase S (fila inferior). La proteina de fusién APBD-Lacl-YFP se une a la matriz del operador de lac
(mancha verde marcada por la punta de flecha), pero no se une a sitios de replicacion en fase S, ya que carece del
PBD. De forma importante, en estas células RFP-PCNA (presa) no se localiza en la matriz del operador de lac
(marcado por puntas de flecha), lo que indica que la unién depende de la presencia del PBD, que esta ausente en
APBD-Lacl-YFP (sefiuelo). Barras de escala 5 pm.

Figura 4

Andlisis de las interacciones relacionadas con la enfermedad de Huntington por F2H. Interacciones indicadas entre
(a) SUMO3 y HZFH y (b) HZFH y vimentina reveladas por F2H. (c) El analisis F2H muestra ausencia de interaccion
entre SUMO3 y vimentina como se describe previamente (Goehler et al., 2004). En (b) el nucleo se perfila mediante
una linea discontinua y en (c) la matriz del operador de /ac esta indicada (puntas de flecha). Barras de escala 5 pm.

Figura 5

Andlisis de las interacciones proteina-proteina mitocondriales y el efecto de una mutacién asociada con el sindrome
de Mohr-Tranebjaerg. (a) Vista general esquematica del complejo hexamérico DDP1-TIMM13 en el espacio
intermembrana (IMS) de las mitocondrias. (b + ¢) Células BHK que expresan la proteina sefiuelo mCherry-Lacl-
TIMM13 junto con GFP-DDP1 (b) o el mutante de pérdida de funcion GFP-DDP1°®®" (c). Mientras que la fusién
natural funcional GFP-DDP1 muestra interaccion con TIMM13 revelada por colocalizacién de las sefales
fluorescentes en la matriz del operador de /ac (b), el mutante GFP-DDP1°®®" se distribuye de forma dispersa por
todo el nucleo, lo que indica que no hay interaccion (c). Barras de escala 5 pm.

Figura 6

Interaccion mediada por BRCT de ADN-ligasa Ill con XRCC1 revelada por el ensayo F2H. Células BHK transgénicas
que contenian una matriz del operador de /ac se cotransfectaron con XRCC1-Lacl-RFP y varias construcciones de
ADN-ligasa Ill marcadas con GFP. La parte del represor de lac de la proteina de fusién XRCC1-Lacl-RFP media la
union a la matriz del operador de /ac (visible como una mancha roja). El dominio BRCT es necesario y suficiente
para dirigir la ADN ligasa Il a la matriz del operador de /ac a través de la interaccion con XRCC1. Obsérvese que la
ADN ligasa | altamente homologa no se acumula en la matriz del operador de /ac, lo que indica que no interacciona
con XRCC1. Barras de escala 5 ym.

Figura 7

El ensayo F2H revela la interacciéon de XRCC1 con PCNA, PARP-1 y PARP-2. Células BHK que contenian una
matriz del operador de /ac se transfectaron con vectores de expresion para XRCC1-Lacl-RFP y GFP-PARP-1, GFP-
PARP-2 o GFP-PCNA. La parte del represor de lac de la proteina de fusion XRCC1-Lacl-RFP media la unién a la
matriz del operador de /ac (visible como una mancha roja). GFP-PARP-1, GFP-PARP-2 y GFP-PCNA estan dirigidos
a la matriz del operador de /ac, lo que indica una interacciéon con XRCC1. Barra de escala 5 pm.

Figura 8

El ensayo F2H revela la interaccion mediada por PBD de la ADN-ligasa | con PCNA. Células U20S transgénicas que
contenian una matriz del operador de /ac se cotransfectaron con NLS-PCNA-Lacl-RFP y varias construcciones de
ADN-ligasa | marcadas con GFP. La parte del represor de lac de la proteina de fusion NLS-PCNA-Lacl-RFP media la
union a la matriz del operador de /ac (visible como una mancha roja). El PBD es necesario y suficiente para dirigir la
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ADN ligasa | a la matriz del operador de /ac a través de la interaccion con PCNA. Barra de escala 5 pm.
Figura 9

Interaccion de diferentes proteinas de replicacion y reparacion con PCNA revelada por el ensayo F2H. Células BHK
transgénicas que contenian una matriz del operador de /ac que expresaban NLS-PCNA-Lacl-RFP y varias proteinas
de replicacion y reparacion marcadas por GFP. Todas las proteinas sometidas a prueba interaccionan con PCNA.
Barra de escala 5 ym.

Los ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1: Materiales y procedimientos
Construcciones de expresion

La secuencia codificante de Lacl se amplificé por PCR a partir del vector de expresion p3'SS EGFP-Lacl (Robinett et
al., 1996) usando los siguientes cebadores: cebador directo 5'-TCT AGA AAG CTT TCC ATG GTG AAA CCA GTA-3'
y cebador inverso 5-CCA TGC CCG GGA CAG TCG TCG TCG GGA AAC-3' (sitios de restriccion en cursiva). Este
fragmento de PCR se digirié con Hindlll y Xmal y se cloné en los mismos sitios de dos vectores de expresion Dnmt1-
YFP (MTNY.2 y PBHD-YFP) (Easwaran et al.,, 2004) generando PBD-Lacl-YFP y APBD-Lacl-YFP. Las
construcciones NLS-PCNA-Lacl-RFP y XRCC1-Lacl-RFP se generaron mediante amplificacion por PCR del ADNc
de PCNA y XRCC1 usando los siguientes cebadores (sitios de restricciéon en cursiva):

PCNA directo 5- CCCCCTCGAGATGTTCGAGGCGCGC -3’

PCNA inverso 5'- GGGGAAGCTTGGAGATCCTTCTTCATCCTC- 3°
XRCC1 directo 5- CCCCAGATCTATGCCGGAGATCCGC -3’
XRCC1 inverso 5'- GGGGGAATTCGGGGCTTGCGGCACCAC -3’

Posteriormente, los fragmentos de PCR se clonaron en un vector de expresion Lacl-RFP usando los sitios
Xhol/Hindlll para NLS-PCNA-Lacl-RFP vy los sitios Bglll/EcoRI para el vector de expresion XRCC1-Lacl-RFP.

Todas las otras construcciones F2H se generaron por amplificacion por PCR de ADNc codificantes y posterior
ligamiento en los sitios AsiSl y Notl de los vectores de expresion de sefiuelo y presa descritos en la figura 1a. Se
usaron los siguientes cebadores con el sitio de restriccion indicado en cursiva:

DDP1 directo 5- GGGGGAATTCGGGGCTTGCGGCACCAC -3’

DDP1 inverso 5"-CCCCGCGGCCGCTCAGTCAGAAAGGCTTTCTG-3’

TIMM13 directo 5-CCCCGCGATCGCGAGGGCGGCTTCGGCTCC-3”

TIMM13 inverso 5-CCCCGCGATCGCGAGGGCGGCTTCGGCTCC-3"

HZFH directo 5'-GGGGGCGATCGCCACGCCCGCTTCC-3"

HZFH inverso 5-CCCCGCGGCCGCTTAGTCGTCTATACAGATCACCTCC-3’
SUMO3 directo 5"-CCCCGCGATCGCGCCGACGAAAAGCCCAAG-3’

SUMO3 inverso 5"-CCCCGCGGCCGCTCAGTAGACACCTCCCG-3°

Vim directo 5-GGGGTGTACAGCGATCGCATGTCGACCCACGCGT-3"

Vim inverso 5"-CCCCGAATTCGCGGCCGCTTATTCAAGGTCATCGTGATGCT-3"

Las construcciones de expresién en mamiferos que codifican fusiones de traduccion de DNMT1 humano, ADN-
ligasa |, ADN-ligasa Ill, p21, FEN I, la subunidad p66 de la polimerasa &, PARP-1, PARP-2 y PCNA se describieron
previamente (Cazzalini et al., 2003; Maeda et al., 2006; Meder et al., 2005; Mortusewicz et al., 2005; Schermelleh et
al., 2005; Sporbert et al., 2005). Las construcciones de delecion y los dominios aislados de ADN-ligasa | y Ill se
describieron en Mortusewicz et al. (Mortusewicz et al., 2006). Las inmunoprecipitaciones se realizaron con un GFP-
nanotrap (Rothbauer et al., 2007) como se describe anteriormente (Mortusewicz et al., 2006). Todas las
construcciones de fusion se sometieron a prueba para la expresion y localizacion correctas.

Cultivo celular y transfeccion
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Células BHK transgénicas (clon n.° 2) y células U20S (clon 2-6-3) que contenian repeticiones del operador de /ac se
cultivaron en condiciones selectivas en DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10 % y 150 pg/ml de
higromicina B (PAA Laboratories) como se describe (Janicki et al., 2004; Tsukamoto et al., 2000). Para la
microscopia, las células se cultivaron hasta un 50-70 % de confluencia, en cubreobjetos de vidrio de 18 x 18 o en
portaobjetos p-Slide (ibidi, Munich, Alemania) y después se cotransfectaron con las construcciones de expresion
indicadas usando el reactivo de transfeccion de Polyplus jetPEI™ (BIOMOL GmbH, Hamburgo, Alemania) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de 6-10 horas, el medio de transfeccién se cambié a medio de
cultivo recién preparado y las células se incubaron entonces durante otras 12-24 horas antes de la microscopia de
células vivas o la fijacion con formaldehido al 3,7 % en PBS durante 10 min a temperatura ambiente. Las células
fijadas se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,2 % en PBS durante 3 min, se tifieron con contraste con DAPI y se
montaron en Vectashield (Vector Laboratories, CA, EE. UU.).

Microscopia

Se analizaron células vivas o fijadas que expresaban proteinas fluorescentes usando un microscopio confocal Leica
TCS SP2 AOBS equipado con un objetivo de inmersién en aceite 63x/1,4 NA Plan-Apochromat. Los fluoréforos se
excitaron con un laser de diodo de 405 nm, un laser de argon de 488 nm y uno de 514 nm y un laser de estado
s6lido bombeado por diodo (DPSS) de 561 nm. Los apilamientos de imagenes confocales de células vivas o fijadas
se registraron tipicamente con un tamafio de fotograma de 512 x 512 pixeles, un tamafio de pixel de 50-100 nm, un
tamafio z de pasadas de 250 nm y el orificio abierto a 1 unidad de Airy. Se generd una proyeccion de maxima
intensidad de varias semisecciones z con ImageJ (version 1.38, http://rsb.info.nih.gov/ij/).

Ejemplo 2: procedimiento para detectar la interaccion de proteinas

Para visualizar las interacciones proteina-proteina en células vivas en tiempo real, se desarrollé un ensayo de doble
hibrido de fluorescencia (F2H). El fundamento para el ensayo F2H se basa en el hecho de que las proteinas estan
transitando libremente en la célula a menos que las interacciones con otros componentes celulares las inmovilicen
en estructuras especificas (Phair y Misteli, 2000). Se us6 una linea celular BHK y U20S descritas previamente que
albergan ambas una integracion estable de aproximadamente 200-1000 copias de un plasmido que porta 256 copias
de la secuencia del operador de /ac (Janicki et al., 2004; Tsukamoto et al., 2000). Se generd una construccion de
expresion que codificaba una proteina sefiuelo fluorescente que consiste en una proteina fluorescente (FP), el
represor de lac (Lacl) y la proteina X que se va a someter a prueba para determinar las interacciones (sefiuelo), que
da como resultado la proteina de triple fusion FP-Lacl-X (figura 1a) o X-Lacl-FP. Esta proteina de fusién se une a la
matriz del operador, que entonces se hace visible debido al enriquecimiento focal de la sefial de FP. Una segunda
proteina de fusiéon marcada de forma diferente (FP-Y, presa) puede interaccionar con la proteina sefiuelo X, lo que
conduce a la colocalizacion de las sefales de PF (figura 1b) o puede no interaccionar, lo que da como resultado una
distribucion dispersa de la fluorescencia presa (figura 1c).

Ejemplo 3: Visualizacion de interacciones entre proteinas de reparacion del ADN

Para someter a prueba el ensayo F2H, se analiz6 la interaccion descrita previamente entre las dos proteinas de
reparacion del ADN, la ADN ligasa Ill y XRCC1 (Caldecott et al., 1994; Wei et al., 1995) y los resultados se
compararon con los datos obtenidos a partir de ensayos desplegables. Se ha demostrado previamente que esta
interaccion esta mediada por el dominio BRCT de la ADN ligasa Il que lo dirige a sitios de reparacion del ADN
(Mortusewicz et al., 2006). Se generd una proteina de fusion sefiuelo que consiste en XRCC1 seguido de Lacl y la
proteina roja fluorescente RFP monomeérica (mRFP). Como era de esperar, esta proteina de fusion se localizaba en
la matriz del operador de /ac en células BHK transfectadas de forma transitoria (figura 2a). Ambos, la ADN ligasa Il
de longitud completa marcada con GFP, asi como el dominio BRCT marcado con GFP aislado se colocalizan con
XRCC1 en la matriz del operador de /ac, mientras que una proteina de fusién a la que le falta el dominio BRCT
muestra una distribucion dispersa. De forma destacable, la ADN ligasa | altamente homdloga, que cataliza la misma
reaccion que la ADN ligasa Ill, no se une a XRCC1 (figura 2a y figura 6). Una comparacioén directa de los datos de
F2H con datos obtenidos a partir de experimentos de Co-IP revela que estos dos procedimientos dieron resultados
similares (figura 2b). Ademas, también se pudo observar la interaccion descrita recientemente de XRCC1 con PCNA
(Fan et al., 2004) y los dos PARP dependientes de dafios del ADN, PARP-1 y PARP-2 (Masson et al., 1998;
Schreiber et al., 2002) (figura 7). Estos resultados demuestran que el ensayo F2H es muy adecuado para estudiar
las interacciones proteina-proteina en células vivas.

Ejemplo 4: Analisis de la dependencia del ciclo celular de las interacciones proteina-proteina

Un reto en el analisis de las interacciones proteina-proteina es controlar los cambios transitorios provocados por, por
ejemplo, la progresion del ciclo celular u otros estimulos externos. Se analizo la interaccion descrita previamente
entre la ADN metiltransferasa 1 (Dnmt1) y PCNA, que esta mediada por el dominio de unién a PCNA (PBD) y dirige
Dnmt1 a sitios de replicacion del ADN en fase S (Chuang et al., 1997; Easwaran et al., 2004). Estos hallazgos
plantearon la cuestién de si esta interaccion se produce Unicamente en la fase S en focos de replicacion o en todo el
ciclo celular. Se generaron dos proteinas sefiuelo que comprenden partes de Dnmt1 fusionadas a Lacl e YFP. Un
sefiuelo (PBD-Lacl-YFP) comprende los aa 118-427 de Dnmt1 incluyendo el PBD, mientras que el segundo sefiuelo
(APBD-Lacl-YFP) carece del PBD y comprende los aa 629-1089 de Dnmt1 (figura 3a). Como proteina presa, se uso
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RFP-PCNA que ademas marca sitios de replicacion del ADN, lo que permite la identificaciéon de células en fase S
(Easwaran et al., 2005; Sporbert et al., 2005). Las posibilidades de unién de estas proteinas de fusién en la matriz
del operador de /ac y la horquilla de replicacion se resumen en la figura 3b.

Fuera de la fase S, la parte Lacl de las proteinas sefiuelo se une Unicamente a la matriz del operador de /ac
integrado cromosémicamente, que - dependiendo de la ploidia de la célula - se hace visible como una o dos
manchas fluorescentes en el nicleo. La interaccion de RFP-PCNA con la parte PBD de la proteina sefiuelo da como
resultado la colocalizacion de las sefales fluorescentes en la matriz del operador de /ac (panel superior de la figura
3c), mientras que la delecion del PBD en la proteina sefiuelo conduce a una distribucion dispersa de RFP-PCNA en
células que no esta en la fase S (panel superior de la figura 3d). Esto ilustra claramente que la interaccion
dependiente de PBD de Dnmt1 con PCNA también se produce fuera de la fase S.

En células en fase S, RFP-PCNA se localiza en sitios de replicacion del ADN en curso y, ademas, se recluta a la
matriz del operador de lac por la proteina sefiuelo PBD-Lacl-YFP (panel inferior de la figura 3c). En contraste,
cuando RFP-PCNA se coexpresa junto con una proteina sefiuelo que carece de un PBD funcional (APBD-Lacl-
YFP), RFP-PCNA se enriquece de forma exclusiva en los sitios de replicacion del ADN y no en la matriz del
operador de /ac, destacado por APBD-Lacl-YFP (panel inferior de la figura 3d).

Estos resultados muestran claramente que la localizacion de RFP-PCNA (presa) en la matriz del operador de lac
depende de la presencia del PBD en la construccion sefiuelo y que esta interaccion no esta limitada a la fase S.

A continuacion, se analiz6 la interaccién de otras proteinas que contienen PBD con PCNA. Se genero una proteina
de fusion sefiuelo que comprende PCNA fusionado con una NLS adicional, seguida de Lacl y RFP (NLS-PCNA-Lacl-
RFP). Cuando se coexpresaba con GFP-ligasa |, ambas proteinas de fusion se localizaban en la matriz del operador
de lac, lo que indica interaccion entre PCNA y la ADN ligasa |. La delecion del PBD conduce a una distribucion
dispersa de ADN ligasa |, mientras que el PBD de la ADN ligasa | en solitario era suficiente para la union a PCNA en
la matriz del operador de /ac (figura 8). Esto esta de acuerdo con estudios previos que muestran que el PBD de la
ADN ligasa | es necesario y suficiente para dirigirse a los sitios de replicacion y reparacion del ADN (Cardoso et al.,
1997; Montecucco et al., 1995; Mortusewicz et al., 2006). De forma destacable, usando el ensayo F2H se pudo
demostrar que la ADN ligasa |, asi como el PBD aislado, se pueden unir a PCNA también fuera de la fase S.
Asimismo, se pudo demostrar la unién de varias proteinas de replicacién y reparacion adicionales como FEN1, p21 y
la subunidad p66 de la polimerasa 3 a PCNA en células que no estan en la fase S (figura 9). Tomados
conjuntamente, se pudo demostrar que la interaccion entre proteinas de replicacion y PCNA no esta limitada a la
fase S, sino que también se produce en células que no estan en la fase S y fuera de la maquinaria de replicacion.
Esto ilustra que el ensayo F2H ofrece el potencial Unico para analizar cambios especificos del ciclo celular en las
interacciones proteina-proteina en células vivas.

Ejemplo 5: Deteccion de interacciones entre proteinas relacionadas con la enfermedad de Huntington

Para investigar si el ensayo F2H también puede detectar interacciones proteina-proteina que tienen lugar en otros
compartimentos celulares, se sometié a prueba el ensayo F2H con interacciones de proteinas identificadas en el
contexto de la enfermedad de Huntington por ensayos de doble hibrido de levaduras (Y2H) (Goehler et al., 2004). Se
analiz6 la interaccion de una proteina citoplasmica (vimentina) y dos proteinas nucleares (HZFH y SUMO3). La
vimentina se ha descrito como un componente del citoesqueleto y participa en procesos de transporte, mientras que
HZFH y SUMO3 estan implicadas en la regulacion de la transcripcion y el mantenimiento del ADN (Goehler et al.,
2004). Estas proteinas se fusionan con una mCherry-Lacl-NLS roja fluorescente o con NLS-GFP para generar
conjuntos de proteinas sefiuelo y presa. Células BHK que portan una matriz del operador de /ac se transfectaron con
todas las posibles combinaciones de construcciones de expresion y se sometieron a analisis microscopico. Se pudo
detectar una interaccion entre vimentina y HZFH independiente de si estas dos proteinas se usaban como sefiuelo o
presa (figura 4 y datos no mostrados). También se pudo detectar la interaccion indicada entre SUMO3 y HZFH,
mientras que vimentina y SUMOS3 no interaccionaban, como se describe previamente (figura 4) (Goehler et al.,
2004). Estos resultados muestran que las interacciones de las proteinas nucleares y citoplasmicas se pueden
estudiar con el ensayo F2H.

Ejemplo 6: Deteccion de interacciones entre proteinas mitocondriales

A continuacion, se investigo si el ensayo F2H también es adecuado para detectar interacciones proteina-proteina
que se producen en otros organulos celulares. Con este fin, se analizé la interaccion entre dos proteinas
mitocondriales, DDP1 (péptido 1 de distonia por hipoacusia) y TIMM13. Ambas proteinas estan codificadas en el
nucleo y se importan al espacio intermembrana mitocondrial (IMS), formando un complejo hexamérico (figura 5a).
Dentro del IMS, el complejo DDP1-TIMM13 facilita la importacién de proteinas hidréfobas de la maquinaria de
importacion mitocondrial a la membrana interna mitocondrial (Rothbauer et al., 2001). Una mutacién del gen DDP1
se asocio con el sindrome de Mohr-Tranebjaerg, que es un trastorno progresivo y neurodegenerativo (Tranebjaerg et
al., 1995). Se sabe que esta mutacion sin sentido C66W provoca un fenotipo completo y afecta al motivo Cys(4)
altamente conservado de DDP1. Estudios previos han demostrado que este intercambio de aminoacidos anula la
interaccion entre DDP1 y TIMM13 en el IMS (Hofmann et al., 2002).
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Usando una proteina de fusion sefiuelo roja fluorescente que comprende Lacl-NLS-TIMM13 y proteinas presa DDP1
naturales (GFP-DDP1) o mutantes (GFP-DDP1°°®") marcadas con GFP, se analizo esta interaccion de proteinas
mitocondriales especifica con el ensayo F2H. Se descubrid que GFP-DDP1 se colocaliza con TIMM13 en la matriz
del operador de lac (figura 5b), mientras que GFP-DDP1®®" estaba distribuida uniformemente (figura 5c). Estos
resultados demuestran que el ensayo F2H también es adecuado para el analisis de interacciones proteina-proteina
que se producen fuera del nicleo y la caracterizacion de mutaciones puntuales relacionadas con enfermedades que
interrumpen estas interacciones.
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<110> Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

<120> Un ensayo de doble hibrido fluorescente (F2H) para la visualizacién directa de interacciones de proteinas
en células vivas
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<213> Aequorea victoria
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1 5 10 15

Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu
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Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile Cys

Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr Phe
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ctgtccacac aatctgccct ttcgaaagat cccaacgaaa
cttgagtttg taacagctgc tgggattaca catggcatgg
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<213> Discosoma
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gaaacattct
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Gly
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40

Phe

Tyr

Pro

val

Tyr

120

Met

Pro

Lys

Lys

Asp

200

Arg

Lys Glu Phe Met Arg Phe Lys Val
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His Glu Phe Glu Ile Glu Gly Glu
25 30

His Asn Thr Val Lys Leu Lys Val
45

Ala Trp Asp Ile Leu Ser Pro Gln
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Val Lys His Pro Ala Asp Ile Pro
75 80

Glu Gly Phe Lys Trp Glu Arg Vval

Val Thr val Thr Gln Asp Ser Ser
105 110
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atgaggtctt
acggtcaatg
cacaataccg
ttgtcaccac
gactataaaa
gacggtggcg
aaggtcaagt
atgggctggg
attcataagg
tacatggcaa
ataacaagcc

caccatctgt

<210> 5
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<212> PRT

<213>

<220>

<221>

<223>

<400> 5

fuente

ccaagaatgt
ggcacgagtt
taaagcttaa

aatttcagta

agctgtcatt
tcgttactgt
tcattggegt
aagccagcac
ctctgaagcet
agaagcctgt
acaacgaaga

tcctttag
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tatcaaggag
tgaaatagaa
ggtaaccaag
tggaagcaag
tcctgaagga
aacccaggat
gaactttcct
tgagcgtttg
gaaagacggt
gcagctacca

ctatacaatc

ttcatgaggt
ggcgaaggag
gggggacctt
gtatatgtca
tttaaatggg
tccagtttge
tccgatggac
tatcctcgtg
ggtcattacc
gggtactact

gttgagcagt

/nota = "Descripcién de secuencia artificial: mRFP1"
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atgaaagaac
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tttcatctac
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gaaaggagag
caaaagtatt
caaactggat

cgagggacgc
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Thr

195

val

Leu

690
ADN

Serxr

Gly

20

Arg

Gly

Gly

Lys

Glu

100

Gly

Asp

Glu

Arg

Thr

180

Asp

Glu
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185

Ile

Ala

Glu

10

Glu

Gln

Trp
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Glu

26

Phe

Phe

Thr

Asp

His

75

Phe

val

Lys

Lys
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<220>
<221> fuente

<223>

<400> 6

atggcctcecct
tccgtgaacyg
acccagaccyg
ctgtccecte
gactacttga
gacggcggcg
aaggtgaagc
atgggctggg
atcaagatga
tacatggcca
atcacctccce
cactccaccg
<210> 7

<211> 117

<212> PRT

<213>

<220>

<221>

<223>

<400> 7

fuente

ccgaggacgt
gccacgagtt
ccaagctgaa
agttccagta
agctgtcctt
tggtgaccgt
tgcgeggeac
aggcctccac
ggctgaagct
agaagcccegt
acaacgagga

gcgecggect

secuencia artificial
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catcaaggag
cgagatcgag
ggtgaccaag
cggctccaag
ccccgagggc
gacccaggac
caacttcccce
cgagcggatg
gaaggacggc
gcagctgcecc
ctacaccatc

gtacaagtaa

/nota = "Descripcién de secuencia artificial: mRFP1"

ttcatgcgcet
ggcgagggcg
ggcggecccc
gcctacgtga
ttcaagtggg
tccteectge
tccgacggece
taccccgagg
ggccactacg
ggcgcctaca

gtggaacagt

27

tcaaggtgcg
agggccgcecc
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para detectar interacciones proteina-proteina, que comprende:

(@)

(b)

(c)

(d)

expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de
la célula; y

(i) un (poli)péptido que se une especificamente a la proteina verde fluorescente (GFP)

expresar en la misma célula una segunda proteina de fusiéon que comprende

(i) GFP;y

(i) un (poli)péptido sefiuelo

expresar en la misma célula una tercera proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la de GFP; y
(i)  un (poli)péptido presa

detectar la emisién de fluorescencia de las partes fluorescentes de la segunda y la tercera proteina de

fusion en la célula tras la excitacion,

en el que una colocalizacién de la emision de fluorescencia de ambas proteinas de fusion en el nucleo de la célula
es indicativa de una interaccion del dicho (poli)péptido sefiuelo y presa.

2. Un procedimiento in vitro para identificar un compuesto que modula la interaccion de dos (poli)péptidos

(@)

(b)

(c)

(d)
(e)

expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de
la célula; y

(i) un (poli)péptido que se une especificamente a la proteina verde fluorescente (GFP)

expresar en la misma célula una segunda proteina de fusiéon que comprende

() GFPyy

(i) un (poli)péptido sefiuelo

expresar en la misma célula una tercera proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la de GFP; y

(i) un (poli)péptido presa que se sabe o se sospecha que interacciona con el (poli)péptido sefiuelo
poner en contacto la célula con un compuesto de prueba; y

detectar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la segunda y la tercera proteina de

fusion en la célula tras la excitacion;

en el que un cambio en el grado de colocalizacion de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la
segunda y la tercera proteina de fusion en el nucleo de la célula en comparacion con la observada en el nicleo de
una célula de referencia que no esta en contacto con el compuesto de prueba es indicativo de que el compuesto
puede modular la interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

3. Un procedimiento in vitro para determinar la fuerza relativa de la interaccién de dos proteinas con una tercera
proteina, que comprende:

(@)

(b)

expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el ndcleo de
la célula; y

(i) un (poli)péptido que se une especificamente a la proteina verde fluorescente (GFP)

expresar en la misma célula una segunda proteina de fusion que comprende
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(i) GFP;y
(i)  un (poli)péptido sefuelo
(c) expresar en la misma célula una tercera proteina de fusién que comprende
(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la de GFP; y
(ii)  un primer (poli)péptido presa
(d) expresar en la misma célula una cuarta proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacién y/o emision difiere de la de GFP y
de la del (poli)péptido fluorescente de dicha tercera proteina de fusion; y

(i) un segundo (poli)péptido presa

(e) detectar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la segunda y la tercera proteina de
fusion en la célula tras la excitacion,

en el que una magnitud de colocalizaciéon de la emisién de fluorescencia de la segunda y la tercera proteina de
fusion diferente en comparacion con la de la segunda y la cuarta proteina de fusion en el ndcleo de la célula es
indicativa de una fuerza de union diferente del primero y el segundo (poli)péptido presa con el (poli)péptido
sefiuelo.

Un procedimiento in vitro para detectar interacciones proteina-proteina, que comprende:
(a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusiéon que comprende
(i)  un (poli)péptido fluorescente

(i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo
de la célula; y

(iii) un (poli)péptido sefiuelo;
(b) expresar en la misma célula una segunda proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacién y/o emision difiere de la del
(poli)péptido fluorescente comprendido en dicha primera proteina de fusion; y

(i)  un (poli)péptido presa;

(c) detectar la emisién de fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera y la segunda proteina de
fusion en la célula tras la excitacion,

en el que una colocalizacién de la emisién de fluorescencia de ambas proteinas de fusion en el nicleo de la célula
es indicativa de una interaccion del dicho (poli)péptido sefiuelo y presa.

Un procedimiento in vitro para identificar un compuesto que modula la interaccion de dos (poli)péptidos
(a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusiéon que comprende
(i)  un (poli)péptido fluorescente

(i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo
de la célula; y

(iii) un (poli)péptido sefiuelo
(b) expresar en la misma célula una segunda proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacién y/o emision difiere de la del
(poli)péptido fluorescente comprendido en dicha primera proteina de fusion; y

(i) un (poli)péptido presa que se sabe o se sospecha que interacciona con el (poli)péptido sefiuelo
c) poner en contacto la célula con un compuesto de prueba; y
tacto la célul tod b
(d) detectar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera y la segunda proteina de

fusion en la célula tras la excitacion;
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en el que un cambio en el grado de colocalizacion de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de
ambas proteinas de fusion en el nicleo de la célula en comparacién con la observada en el nucleo de una célula
de referencia que no esta en contacto con el compuesto de prueba es indicativo de que el compuesto puede
modular la interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

6. Un procedimiento in vitro para determinar la fuerza relativa de la interacciéon de dos proteinas con una tercera
proteina, que comprende

(a) expresar en una célula eucariota una primera proteina de fusién que comprende
(i)  un (poli)péptido fluorescente

(i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo
de la célula; y

(iii) un (poli)péptido sefiuelo
(b) expresar en la misma célula una segunda proteina de fusion que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacién y/o emision difiere de la del
(poli)péptido fluorescente comprendido en dicha primera proteina de fusion; y

(i)  un primer (poli)péptido presa
(c) expresar en la misma célula una tercera proteina de fusiéon que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacién y/o emision difiere de la del
(poli)péptido fluorescente comprendido en dicha primera y segunda proteina de fusion; y

(i) un segundo (poli)péptido presa

(d) detectar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera, la segunda y la tercera
proteina de fusioén en la célula tras la excitacion,

en el que una magnitud de colocalizaciéon de la emision de fluorescencia de la primera y la segunda proteina de
fusion diferente en comparacion con la de la primera y la tercera proteina de fusion en el ndcleo de la célula es
indicativa de una fuerza de union diferente de la primera y la segunda proteina presa con el (poli)péptido sefiuelo.

7. EIl procedimiento de la reivindicacion 2 o 5, en el que una disminucién de la colocalizacién de las partes
fluorescentes de ambas proteinas de fusién en el nicleo de la célula en comparacién con la observada en el nucleo
de una célula de referencia que no esta en contacto con el compuesto de prueba es indicativo de que el compuesto
puede debilitar la interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

8. EIl procedimiento de la reivindicacién 2 o 5, en el que un aumento en la colocalizacién de las partes
fluorescentes de ambas proteinas de fusién en el nlcleo de la célula en comparacién con la observada en el nucleo
de una célula de referencia que no esta en contacto con el compuesto de prueba es indicativo de que el compuesto
puede inducir o potenciar la interaccion del (poli)péptido sefiuelo y presa.

9. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que la deteccion se emplea para investigar la dependencia de las
interacciones proteina-proteina de los procesos celulares y en el que el procedimiento comprende ademas (d1)
supervisar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la primera y la segunda proteina de fusion en
la célula en el curso de uno o mas procesos en la célula; en el que un cambio en el grado de colocalizacion de la
emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusion en la célula es indicativo de una
dependencia de la interaccién de uno o mas procesos celulares.

10. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la deteccion se emplea para investigar la dependencia de las
interacciones proteina-proteina de los procesos celulares y en el que el procedimiento comprende ademas (d1)
supervisar la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de la segunda y la tercera proteina de fusién en la
célula en el curso de uno o mas procesos en la célula; en el que un cambio en el grado de colocalizacion de la
emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusién en la célula es indicativo de una
dependencia de la interaccién de uno o mas procesos celulares.

11. El procedimiento de la reivindicacién 9 o 10, en el que el proceso celular es el ciclo celular, la secrecion, la
traslocacion o la transduccion de senales.

12. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que la deteccidon se emplea para determinar la fuerza de una
interaccion proteina-proteina y en el que el procedimiento comprende ademas, en caso de que se detecte una
colocalizacion de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusion, (d2) la
extincion selectiva de la fluorescencia de dicha segunda proteina de fusion y el control del restablecimiento de la
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colocalizacion de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusién en el tiempo,
en el que el tiempo necesario para establecer colocalizacion es indicativo de la fuerza de la interaccion proteina-
proteina.

13. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la detecciéon se emplea para determinar la fuerza de una
interaccion proteina-proteina y en el que el procedimiento comprende ademas, en caso de que se detecte una
colocalizacion de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusion, (d2) la
extincion selectiva de la fluorescencia de dicha tercera proteina de fusion y el control del restablecimiento de la
colocalizacién de la emision de fluorescencia de las partes fluorescentes de ambas proteinas de fusién en el tiempo,
en el que el tiempo necesario para establecer colocalizacion es indicativo de la fuerza de la interaccion proteina-
proteina.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el (poli)péptido que, cuando se
expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula, interacciona directamente con
estructuras proteicas o no proteicas acumuladas en sitios distintos en el nucleo de la célula.

15. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el (poli)péptido que, cuando se
expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nicleo de la célula, interacciona indirectamente con
estructuras proteicas o no proteicas acumuladas en sitios distintos en el nucleo de la célula.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que los componentes (i), (ii) y/o (iii) de
dicha primera proteina de fusién y/o los componentes (i) y (ii) de dicha segunda proteina de fusién y/o los
componentes (i) y (ii) de dicha tercera proteina de fusion y/o los componentes (i) y (ii) de dicha cuarta proteina de
fusién estan conectados a través de un engarce.

17. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en el que cualquiera de los (poli)péptidos
presa comprende una sefial de localizacion nuclear.

18. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicha segunda y/o tercera y/o cuarta
proteina de fusion comprende una sefial de localizacién nuclear.

19. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que la expresion en la célula eucariota
se logra transfectando las moléculas de acido nucleico que codifican dicha primera y segunda proteina de fusion en
uno o mas vectores.

20. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en el que el (poli)péptido acumulado en sitios
distintos del nucleo de la célula se ha introducido en la célula.

21. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que los sitios distintos de la célula
forman estructuras inertes.

22. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que la estructura inerte es la lamina nuclear o especie nuclear.

23. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 20, en el que el (poli)péptido que, cuando se
expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula, interacciona con cuerpos de PML.

24. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, en el que el (poli)péptido acumulado en sitios
distintos del nucleo es heterdlogo a la célula.

25. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 21 y 24, en el que el (poli)péptido que, cuando se
expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de la célula, interacciona con ADN.

26. El procedimiento de la reivindicacién 25, en el que el ADN es el operador de lac.

27. El procedimiento de la reivindicacién 26, en el que el operador de lac esta presente en el nucleo en varias
copias.

28. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27, en el que dicha primera proteina de fusion
comprende Lacl.

29. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 28, en el que la deteccién se lleva a cabo usando
un microscopio de fluorescencia.

30. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29, en el que la célula eucariota es una célula
viva.

31. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 30, que comprende, ademas, la localizacién de
los (poli)péptidos sefiuelo y/o presa en la célula.

32. Un vector para su uso en la expresion de la primera y la segunda proteina de fusion de acuerdo con el
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procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6 en una célula eucariota, que comprende
A. una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusion que comprende
(i)  un (poli)péptido fluorescente

(i) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de
la célula; y

(iii) un (poli)péptido sefiuelo; y
B. una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusién que comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la del
(poli)péptido fluorescente comprendido en la proteina de fusidn codificada por la molécula de acido nucleico
de acuerdo con A; y

(i) un (poli)péptido presa.
33. Una célula eucariota transfectada con el vector de la reivindicacion 32.

34. Una célula eucariota en la que se expresa la primera y la segunda proteina de fusién de acuerdo con el
procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en la que la célula se transfecta con

A. un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusién que comprende
(i) un (poli)péptido fluorescente

(ii) un (poli)péptido que, cuando se expresa en una célula, se acumula en sitios distintos en el nucleo de
la célula; y

(iii) un (poli)péptido sefiuelo; y

B. un vector que comprende una molécula de acido nucleico que codifica la proteina de fusiéon que
comprende

(i) un (poli)péptido fluorescente, cuya longitud de onda de excitacion y/o emision difiere de la del
(poli)péptido fluorescente comprendido en la proteina de fusion codificada por la molécula de acido
nucleico de acuerdo con A; y

(i)  un (poli)péptido presa.

35. Una célula eucariota que tiene varias copias del operador de lac integradas de manera estable en su ADN y que
expresan de forma estable una proteina que comprende (i) un (poli)péptido que se une al operador de lac y (ii) un
(poli)péptido que se une especificamente a la proteina verde fluorescente (GFP).

36. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y 7 a 31 o la célula eucariota de la
reivindicacion 35, en el que dicho (poli)péptido que se une especificamente a la proteina verde fluorescente (GFP)
comprende un (poli)péptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 7 0 9.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4

mCh-Lacl-SUMO3 GFP-HZFH

L 4

mCh-Lacl-HZFH GFP-Vim

i -— -

39

Combinado

Combinado

-




Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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