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Introdución. En este estudio nos enfocamos en un sistema
de muerte celular programada de tipo toxina-antitoxina
poco explorado presente en E.coli. De este sistema nos
hemos centrado en el gen gef, el cual codifica para la
proteína toxica Gef, que consta de 50 aminoácidos (Poulsen
et al., 1991a). Gef es una proteína dimérica de membrana
citoplasmática, con su extremo N-terminal en el espacio
citoplásmico y el extremo C-terminal en el espacio
periplasmico. El dímero de Gef se estabiliza mediante un
puente disulfuro. Solo mutaciones reportadas en la porción
periplasmica (porción C-terminal) previenen la acción
tóxica de Gef, indicando que esta región y no el N-terminal,
contiene al dominio tóxico de la proteína. Sin embargo, no
se ha descrito la relevancia de la toxicidad de Gef in vivo.
Para abordar este problema, estudiaremos la relación
estructura-función de Gef mediante mutagénesis al azar y
su expresión en E. coli y células eucariotas.  

Resultados y Discusión. Se aislaron tres mutantes que
eliminan la toxicidad de Gef, de las cuales 2 (Mut 1, Mut 2),
tiene una mutación con sentido equivocado, mientras que en
Mut 3 hay una deleción en gran parte del extremo 5´ del
orf/gef que deja debido a una mutación que promovió la
formación de un nuevo sitio de corte EcoRI. Todas estas
mutaciones alteran la región río-arriba del ORF reportado
para Gef. La mutación en Mut 1, (+Thr10Pro), cae 30
nucleótidos río-arriba de la región que se ha reportado como
codificante, lo que sugiere que en el sistema de expresión
empleado pueda estar traduciéndose una variante mas larga
de Gef. La mutación Mut 2 (Val13Asp) cae en el N-
terminal de la región codificante reportada para Gef, y
modifica la hidrofobicidad en esta región.  

Mut3 inserta 5 aminoácidos al extremo N-terminal de Gef, y 
al mismo tiempo elimina 14 aminoácidos del Gef largo. Gef 
esta inmerso en un ORF de 210 nucleótidos e incluye 3 
ATG y 2 sitios de unión a ribosoma bacterianos (RBS). El 
primer RBS precede a Gef-largo y el segundo RBS al Gef
reportado. En curvas de crecimiento de E. coli expresando a 
Gef y Gef largo silvestres observamos que Gef es más 
tóxico que Gef largo. Nuestros datos sugieren una 
regulación post-trascripcional de la actividad de Gef y 
muestran que la función tóxica de Gef largo está codificada 
en el N-terminal. 
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orf/gef

Mut 1

Mut 2 MLNTCRVPLTDRKVKEKRAMKQHKAMIVALIDICITAVVAALVTRKDLCEVHI
RTGQTEVAVFTAYESE-COOH�

MLNTCRVPLTDRKVKEKRAMKQHKAMIVALIVICITAVVAALVTRKDLCEVHI
RTGQTEVAVFTAYESE-COOH�

MLNTCRVPLPDRKVKEKRAMKQHKAMIVALIVICITAVVAALVTRKDLCEVHI
RTGQTEVAVFTAYESE-COOH  

                                   KEKRAMKQHKAMIVALIVICITAVVAALVTRKDLCEVHI
RTGQTEVAVFTAYESE-COOH�Mut 3

Se muestra las secuencia de aminoácidos de las mutantes contrastando con 
la wild type (orf/gef), en azul se observa la región que se ha reportado 
como no codificante, en rojo la región codificante, en negro las 
mutaciones y en mut 3 se observa la deleción al inicio de la secuencia. 
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Conclusiones y Perspectivas. Hemos identificado 
mutaciones en Gef largo que eliminan su función. Estamos 
en proceso de aislar mutantes en Gef y validar que Gef largo 
puede ser traducido y ser tóxico. 


	1: 


