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1- Yeast two – Hybrid System 
2- Domains 
3- Chimeric 
4- Bait 
5- Prey 
6- Target Protein  
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3- Coimmunoprecipitation 
4- Affinity chromatography 
5- Mass spectrometry 
6- Gene library 
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8- Nuclear localization signal (NLS) 
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control 
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control 

3 pDBLeu pEXP-AD502 SC- Leu - Trp Self- activation control 

4 DB-X pEXP-AD502 SC- Leu - Trp Test self activation of 
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5 pDBLeu AD-Y SC- Leu - Trp 
Self activation of AD-Y 
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& Y 

6 DB-X AD-Y SC- Leu - Trp Interaction test for 
khnown X & Y 

7 DB-X None SC- Leu 

For sequentional 
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�����*� ����$ *4���$� *� �� A*
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X  �� �*�$  cde ��&$  ��� .���- ��  ,!���$  *�
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%!^0� �DB-X  �AD-Y ����� .��� ��U�-  ���� ��I

%!^0�*��- �*e-DB-X   �AD-Y ��� � �4*@��I ��` ��- 

*���=� � ����� ���E�FG ,��=� Q*-� ���%4 ���� �� ,

�� �� *8�1*4$ !*��E�� 	� �$ ���@ .���- 8����*!��I 	- 

�� ��$ !*�� 	1*4 �	pDESTTM 32  ��  **��I �� '�*
��� ,

 �� ��$ ��� .B*e ��� 	1*4 �:pDESTTM 22    �� '�*
 ��

J9$ !��� �� �� ,$ *%4�� .DNA %!^0� +��! �� 2�& ��I �

*�- $�i �%K !� �����0���:B� D�� ���,3��� ��$ !*�� 	

��=$ $ �4�& .�����*� ��K- ����- %!^0�� AD-Y  *�

J9$ !��� L*K�4� ,$  �4��@)� *DB-X !���**��I �����, .(

DNA %!^0�� �� ��*� +��! ,- !*� $�i� � 2�&��I 	

�! �� ����� �MaV203 %!^0 *� 2��%�� �pDBLeu � *DB-

X  +*
�4�$ ���* .*� �� A*
B�- *�9 j���� �>&��?@� �

$ �4�& .5E '�M ������� Z *�-  *� �� �>&��?@pDB-X 

 A*
B�$ *8�� �� *� ���$�  	1*4 *�pDBLeu %4 A*
B�$ ����);.(  

��� &�����  '(��  

 ,��k%� C���! ,��$  LN*i $R� ��i�� -���� �� �4���

��*%4 �*��� .�4 ���,�/���0 ,�� ��i�� ��I� *� �� �� � *�  -*�
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T# ,�/���0 �� ,�� ��i�� ���� 7�=] 6!�� �i -��` ��

��34 �*n&9 C���! ,��. 

<# -*� ,�/���0 '!� ,:%X   �Y ��� Q��E ��� *� �

DB  �AD �%� *� ��4���4����� ����� �> . 

o#� ������ -*� ,�/���0 ,X  �Y  �� ������ '!� ,:%

h��� ��I� �%K +��! ���� �� �� �&*� �%I�� �� �=� Q��
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/���0 ������ ,– /���0� �� ,��>B*��U "-  �� �4*K�*��
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8-Dual –Bait  System  

!��k%� C���!��� ,$ �4��2� *�- 4 ������� �*- � "

8�� �� ������ 	$ �>B*��U � ���- /���0�,  *�� *
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5��4� �����K� '!� ,:% ,� *� 2�� ��!� -*� 2�4*%�1*� *

 ���9�� G��:3� �� 	�=� �� ����� 	������ , . q5� g�%=

� 	*&� cde �*��*� �8I *- �[
4 �-  ��cDNA  2���� ��

�:$ /���0 ���, =� � *���� ,�9 �:��/���0 *� �� ���� *� ,

*�9�� �� ����� ����� �$  �����G *� �$ �&*� .�� *�- 

�1 �� +�%= �>&��?@� 	LacZ  �HIS3 *� �����- /���0� ,

– /���0�!� �� �� ,�*�9 ������ �- B*=�� 'ß# ����g*@� ���

�� �&� �- 5��1*� 6 ������� ,) 2�^=�3-AT (=��� ,

$ *%4�� .� �� �� �%K ����� �@��B*=� ���4 ,� �� '

%4 '�*{ �>&��?@$ ���@  .���-  ����� �� 2�& ��I �%K

/���0� ,– /���0� 	�K �� ,$ 4  � ����� '��0 +*
�4� �� �*

�� �%K- 5����8>4 6- B�%=$ �� �- 5���� 6- 

*�9�B*=� ��>&��?@ �� ''!� � .��� �� *��%K ,� s

B*=��%4 �*34 �� �>&��?@ �� '$  ����$  �� _J! ��4���

5����8>4 6- B�%=$ �*���*$ �4�& .��  *8�� �4 D�� ,

@ '1���>B*��U �:�� '!� �- *� �8I �4*K�*��- � �[
4- �

G��$ '!� 	:3 .�� D�� ,$  �� 2�*R�!� *� �4���� "

 ��& 2�*! Y�:= �4*@�� D����� ��- �X �� L*K�4�� �

*� �����- /���0� ,– /���0� 2�*R�!� WK3 ,$ ��& . ,��

!� C��� �*R�!� �� �>&��?@ �� "$ � �� ������� �9 �*- 

*� +��!- ��& '5� �%K�E*F�G� 6$ %!$ '!� .���- 

 +*M�! "�  � Y�:= �4*@�� C��URA3  ����X �� ��� "

 2�*R�!� �>&��?@ ��$ ��� .�F5 �� +URA3 �# 

�����������!� "� �)5FOA (��� �� ���%! �$ � – 

!������������� 	� 	$ ��� .*� +��!-  �� �%KURA3  ��

 ����X ���:$ *� �� ��-  �4��� �*& �>&��?@$  �� ��4���


�� ��`��� C- 5����� 6- 5FOA �4�& 2��� '3� .

 2*@���/���0 ����� "� ,– /���0��� ,-  �� ���URA3 

�� �*$ *8B��! � ��&-  �%K$ ��4� .� *�� �@� ��I� ,

/���0 ������ ,– /���0� ��34 V*�4� ,URA3  Q��E ��

                                                 
٩- Reverse two –hybrid system 
10- Residues 

r�� '!�g*��%4 C$ *8B��! � ��&-  2�4� �%K$  ��4* .

4���$  *�$ �0 �� ��4���� '5FOA ��� � �4�& L*K�4�- 
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 ,�# ��1�#��5FOA  ,-� �� ,�# )J . (  
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!�&�� �4*@�� �%K C��$ 

5 �� ���*� ����� ,- 

/���0� ,– /���0�!��� �� ,$ $ h� ������!*!� �$ '!� 2��� .

�4 ���

5 ������ �� ,- *� D��- ��B��:� �� 2�*R�!�- 

��� �� �4*@��- *� ����� �=B*[- /���0�*� +�:B� *� ,- 

���1 �� �>�!� 	�/���4 ��*� ����� �=B*[ � "$�  	*& ��

��/���0 �� �� �� ,$ ��� ����G �y��� �� �4�& .B���h� ,�� �

��B��:�- ! �4*@����%K �� �4*@ }� C���� ��� �� '!�- 

!���$ *� �����- /���0� ,– DNA  e��`$ '!� 2�& . ��

                                                 
11- Yeast one – hybrid system 
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! 	E��! *� ��*3 �4*@ }� C��� ����� �� '!� �4*@�� C��
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/���0�, *�$�  �� ���%=`  	F�$  �� �4�&� �4*K�*�� "��E 

D�� �� 2�*R�!� *� *�- D�� ��*3 �� +*��U *�-  2�& 2�*R�!�

�>B*��U ��- � �������*!��I '!� �- '!� 2�& .

�4*K�*�� *�- ��� 2�& 2�*R�!�- �>B*��U-  ��U� �%K �4*@��

$ ��� �4���- }� +*��U  ��& 2�*R�!� �4*@)�  �;�  �;b .(

�h� "��! �� �� Y*!��� �4*@�� �%K C��LexA *���?��$� 
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 Q��Ein vivo �� � ���� �=B*[ ! ����X� �4*@ �! C��

RNA �%K ���� /���0 �� '!� 2�& ��G*�&�*� ,-  2�&��I

�-  �� �� ��� +�:B� "�%=`  RNA  ��� �4*K�*�� "VP16 

– AD ��E  	F�$ *!*�& �4�&$� *%4�� .� ���4 *��� ?
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����0 *3U� �4��� �
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 ����� *3U H%�� +��$ �%�1 �P � ���$ � ���/���0 ,� ,
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 	*� +�` *�Pex19p  �� ��$ ��%4 .�����!�� *� ��K� ��

*4���$� ��� �*&- �� �&�- �� �1*� 6�5�!�B ��*���J� � ,
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LacZ 4�*�9 ?���@ ���. *�4� ��� �*34 pPex19p � "
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13- Genome – wide protein interaction maps 
14- Genome – wide 
15- Protein interaction maps 
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22- Interactome 
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