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La personalidad dinamica de la recombinasa Cre, un arquitecto molecular
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a formacion de grandes complejos

macromoleculares, conteniendo

muchas proteinas diferentes, es
fundamental para que sucedan procesos
esenciales para la vida, tales como la
replicacion y la transcripcién del ADN,
o la traduccion de los ARN mensajeros.
Tanto la formacién de estos complejos
como su correcto funcionamiento estan
finamente regulados, ya sea por modifi-
caciones en las proteinas y/o en el ADN,
o por cambios conformacionales. Ante
un panorama que se antoja complicado,
llama la atencién que los seres vivos con-
tengan proteinas que pueden realizar por
si solas actividades muy sofisticadas so-
bre el ADN. Tal es el caso de un grupo de
proteinas conocidas como recombinasas,
las cuales pueden realizar una accién
que suena sorprendente: tomar segmen-
tos de ADN y recolocarlos en otro punto
del genoma. Si, tenemos arquitectos que
actdan en los genomas.
Uno de estos “arquitectos” es una protei-
na llamada recombinasa Cre, que actta
sobre una secuencia de ADN conocida
como loxP, la cual es identificada por
Cre mediante interacciones especificas.
Cre es parte del arsenal molecular del
bacteriéfago P1, un virus que infecta
principalmente a la bacteria Escherichia
coli, habitante comun en nuestros intes-
tinos. Al inicio de la infeccién a E. coli,
Cre desempeiia un papel clave al unirse
a los sitios loxP localizados en las puntas
del cromosoma lineal del fago P1, pro-
moviendo que el cromosoma se convier-
ta en un circulo. Esto permite que el fago
P1 pueda vivir dentro de la bacteria sin
tener que insertarse en su Cromosoma,
como hacen otros virus. Por otro lado,
cuando E. coli se divide, Cre también
se asegura de que a cada célula hija le
toque una copia del cromosoma del vi-
rus. Esto lo hace nuevamente uniéndose
a la secuencia loxP y promoviendo la re-
combinacién de estos sitios, separando
asi las copias fusionadas del cromosoma
de P1, que se forman accidentalmente
durante la replicacién del genoma viral.
Cre es notable porque en este proceso
de cortar y unir ADN es muy precisa,
no pierde ni inventa informacion, cosa
que sucede con otras maquinarias de

recombinacién. Otra de las virtudes de
Cre es que no requiere la ayuda de na-
die ni de fuentes de energia. Son estas
caracteristicas de precision y autonomia
las que la han vuelto una herramienta
muy util en la ingenieria de genomas y
una promesa para hacer terapia génica.
A pesar de haber sido estudiada inten-
sivamente durante tres décadas, todavia
no se acaba de entender cdmo identifica
a los sitios loxP, ni por qué presenta a
veces actividad impredecible en el geno-
ma humano, asunto que la ha mantenido
fuera de los ensayos clinicos.

Para que la reaccién de recombinacion
(es decir, el corte y empalme ordenado de
dos didplexes de ADN para generar otros
dos duplexes de ADN) pueda llevarse a
cabo, es necesario que se forme un com-
plejo llamado intasoma, compuesto por
cuatro proteinas Cre y dos secuencias
loxP. Cada secuencia loxP tiene dos si-
tios en los que se une Cre, dispuestos en
espejo uno respecto al otro, y separados
por ocho pares de bases. La formacién de
este complejo sigue una serie ordenada
de pasos que comienza con la unién de
una proteina Cre a un sitio en loxP. Una
vez logrado esto, otra proteina Cre se
une al otro extremo de loxP, generando
un dimero (Cre,-loxP). Finalmente, dos
dimeros se asocian entre si para formar
al intasoma (complejo Cre,-loxP,). El
proceso de ensamblado del intasoma se
esquematiza en la Figura 1. La protei-
na Cre estd compuesta por los dominios
CBD (que contiene a las hélices A ala E)
y CAT (que esta compuesto por las hélic-
es F ala Ny contiene al sitio activo), los
cuales son cruciales tanto para la unién
a loxP como para promover el corte en
el ADN.

1) Creunido a medio sitio loxP

que la reaccion avance. Entre las inter-
acciones mas importantes se encuentran
las que se establecen entre los dominios
CBD, que amarran a Cre de un lado del
intasoma (Figura 1, paso 3, lado azul
con hélices anaranjadas), y las interac-
ciones entre los dominios CAT, que lo
engarzan del otro lado (Figura 1, paso 3,
lado morado con hélices amarillas). Sin
embargo, ain no entendemos completa-
mente cuales son los primeros pasos en
la formacién de este complejo. Ademads,
no sabemos cémo se comporta Cre en
ausencia de las interacciones que realiza
cuando esta en el intasoma, el dimero o
unida a un sitio en loxP.

Cre libre es dificil de estudiar experi-
mentalmente

En biologia estructural uno de los obje-
tivos es determinar experimentalmente
las estructuras de las proteinas, ya sea li-
bres o en complejo con otras moléculas,
con el fin de obtener informacién sobre
su funcién. Sin embargo, es necesario
que la proteina cumpla con ciertas carac-
teristicas para que esto sea posible.
Supongamos que vamos a un estudio
fotografico para que nos tomen una foto
para algun tramite. El fotégrafo amable-
mente nos pide que no nos movamos para
que la foto salga bien, pero decidimos
no hacerle caso y empezamos a mover
la cabeza de un lado a otro, impidiendo
que el fotégrafo logre hacer su trabajo.
El resultado de esto, ademads del regafio
del fotégrafo, sera una fotografia en la
que no se vea nada mas que diferentes
posiciones de nuestra cabeza, sin poder
identificar cada una de sus partes. Sin
embargo, si alguien viene y nos detiene
la cabeza, entonces si salimos en la foto,

2) Complejo Cre,-loxP

CAT

Hélice N

CBD Hélice A

tudiar, porque su estructura no cambia
mucho en el tiempo. Sin embargo, hay
otras que solo pueden ser fotografiadas
cuando estan agarradas a otra molécula
(ya sea otra proteina, ADN, azucar, etc.),
y hay otras que no se pueden fotografiar
porque nunca dejan de moverse, aun
agarradas a otra molécula, por lo que
nunca aparecen en la foto. El caso de Cre
corresponde al segundo ejemplo: sélo
contamos con informacién estructural
de ella cuando estd unida a un sitio en
loxP, en un dimero o en el intasoma. Atn
no tenemos una estructura de Cre libre,
lo cual se podria explicar por un aumen-
to en flexibilidad que presenta cuando
no hay una molécula que frene su mov-
imiento; es decir, Cre parece tener una
“personalidad dindmica”.

Estudiar la dindmica de Cre libre podria
ayudarnos a entender mejor el mecanis-
mo de unién a loxP, asi como el papel
de cada uno de sus dominios en este
proceso. Aunque esto ha sido imposible
de hacerse de manera experimental, po-
demos recurrir a simulaciones computa-
cionales. En el laboratorio de Dindmica
de proteinas y Aacidos nucleicos de la
UAEM utilizamos herramientas com-
putacionales, como las simulaciones de
dindmica molecular. Con esta técnica,
que se asemeja a un microscopio molec-
ular, podemos observar el movimiento
de la proteina y el efecto que tiene la
ausencia de las interacciones con otra
Cre y/o con loxP en su comportamien-
to. A continuacion, les contamos lo que
hemos aprendido a partir de mirar a Cre
a través de simulaciones en supercom-
putadoras como las del Laboratorio Na-
cional de Supercomputo del Sureste de
México en Puebla, el Centro Nacional

3) Complejo Cre,-loxP,

FIGURA 1. ENSAMBLADO del intasoma. 1) Un mondmero de Cre se une a un sitio en loxP (PDB-ID 7RHY), 2) esto permite que
otro monémero se una a la otra mitad (PDB-ID 7RHZ); 3) dos dimeros (complejos Cre_-loxP) se asocian para generar un intasoma

(el complejo Cre,-loxP, se muestra en dos orientaciones (PDB-ID 1Q3U)). Cada dominio estd marcado en diferente color (CBD, azul;
CAT, morado), el ADN (loxP) esta en verde. Las hélices Ay N, importantes para estabilidad del complejo, estan en anaranjado y ama-

rillo, respectivamente. Los cddigos PDB-ID se refieren a estructuras accesibles en el Protein Data Bank (https://www.rcsb.org).

El complejo se estabiliza gracias a malti-
ples interacciones, ya sea entre proteinas
vecinas o entre Cre y loxP. Todas estas
interacciones son esenciales para evitar
que el complejo se deshaga y permitir

pero también aparecerd la persona que
nos detuvo.

Esto mismo ocurre con las proteinas.
Algunas se comportan como “piedritas”,
casi inmoviles; éstas son faciles de es-

de Supercémputo en San Luis Potosi, y
el Laboratorio Nacional de Cémputo de
Alto Desempefio en la Ciudad de Méx-
ico. Estas simulaciones son equivalentes
a tener una pelicula de lo que hace Cre;
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a fin de cuentas, las peliculas son
sucesiones de fotografias ordenadas
en el tiempo, y eso es lo que se ob-
tiene de una simulacién de dinami-
ca molecular.

Cre es una proteina flexible
Imaginemos el siguiente escenar-
io: un bebé recién nacido, al que su
mama envuelve en una cobija para
evitar que mueva los brazos o las
piernas. Este bebé se encuentra en
un ambiente restrictivo, es decir, los
movimientos que puede hacer estan
limitados por la cobija. Sin embar-
go, una vez que le quitan la cobija,
el bebé vuelve a ser libre de mov-
er los brazos como desee. Ahora,
llevemos este ejemplo al nivel mo-
lecular. De manera similar, cuando
la proteina Cre esta integrada en al-
guno de los complejos (como Cre,-
loxP o Cre,-loxP,), establece muilti-
ples interacciones que la mantienen
en una conformacion fija.

Si eliminamos todas esas interac-
ciones y dejamos que Cre se mueva
libremente (como si estuviera den-
tro de E. coli), podemos observar
que la proteina es capaz de estirarse
y encogerse, visitando multiples
conformaciones que no se obser-
van cuando estd unida a loxP, pero
que si incluyen las que ya se cono-
cen. Esto implica un mecanismo de
reconocimiento llamado “seleccién
de conformacién”, en el que Cre li-
bre se acomoda de muchas maneras
distintas y selecciona una de ellas
para unirse a loxP.

La forma maés sencilla de clasifi-
car las mudltiples maneras en las
que se acomoda Cre cuando esta
libre es calcular su radio de giro.
Esto se hace identificando prime-
ro el centro de la molécula y luego
calculando la distancia promedio
de cada atomo de la proteina a ese
centro. Esa distancia promedio es el
radio de giro. Para entenderlo me-
jor, pensemos en una manguera con
la que regamos las plantas en casa.
Cuando la manguera estd comple-
tamente estirada, su radio de giro
es el maximo posible. Sin embar-
go, cuando la enrollamos sobre un
carrete para guardarla, su radio de
giro disminuye considerablemente.
Este mismo concepto se puede apli-
car para interpretar las diferentes
conformaciones que puede adoptar
la proteina Cre (Figura 2). Separar
a Cre de loxP tiene un efecto sobre
qué tanto puede extenderse o en-
cogerse la proteina. Esto lo podem-
os explicar viendo la interaccion
entre Cre, que tiene carga positiva,
con loxP, que tiene carga negativa:
al acercarse, la complementariedad
de cargas promueve una interaccion
favorable (cargas del signo opuesto
se atraen), pero cuando quitamos
la carga negativa de loxP, entonc-
es queda una gran carga positiva
en cada dominio de Cre (mostrada
en las superficies azules en la Fig-
ura 2, particularmente visible en la
estructura mas compacta), que se
repelen entre si. Esto lleva a que
Cre se abra y se cierre, buscando
que los dominios interacttien entre
si utilizando diferentes superficies.
Cre tiene tantas cargas positivas

en su superficie que, en ausencia
de ADN, no hay una sola manera
de acomodarse que sea realmente
favorable. Volviendo a la historia
del fotoégrafo con la persona que no
deja de moverse, ésta es una de las
razones por las cuales Cre es nota-
blemente dificil de fotografiar (en
términos técnicos, de cristalizarla,
o de estudiarla mediante resonan-
cia magnética nuclear o por criomi-
croscopia electrénica).

Desde el punto de vista funcional,
el que Cre libre no se esté quieta y
sus dominios se junten y se separen,
girando uno respecto al otro todo el
tiempo, permite imaginar que cual-
quiera de los dos dominios podria
unirse al ADN y deslizarse sobre
él, hasta localizar un sitio loxP; una
vez agarrado un dominio, al otro
solo le restaria girar para acomo-
darse. Este mecanismo de btsque-
da se ha propuesto para muchas
proteinas que interactian con ADN,
y se considera un método eficiente
de bisqueda de sitios especificos
porque es una btsqueda en una di-
mension (a lo largo del ADN), en
lugar de en tres dimensiones.

Movimiento tipo
limpia parabrisas

- ) Reorientacion

Se desordena

Movimiento
tipo almeja

de dominios

FIGURA 3. EFECTO de la pérdida de interacciones. A la derecha y abajo se muestran todas las regiones descritas
y el efecto que tiene el perder interacciones clave en el contexto del intasoma. Se muestran en color las hélices
A (rosa mexicano y verde, en las dos conformaciones extremas conocidas experimentalmente), G e | (azul), Ky L

(amarillo) y N (rosa).

de un limpia parabrisas: la varil-
la de metal se mueve de un lado a
otro abarcando toda la superfice
del parabrisas. Este movimiento es
similar al de la hélice A cuando Cre
esta libre. Si tomamos al domin-
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na qué tan facil o dificil es para la
cavidad recibir la hélice N vecina,
lo cual dependera de si la cavidad
estd abierta o cerrada.

Ademas, la hélice N en si misma
también pierde algunas de sus in-

FIGURA 2. DIFERENTES conformaciones de Cre con valores crecientes de radio de giro. En todas las estructuras, el
dominio CBD se muestra en la parte inferior, asi como el valor de radio de giro (medido en Angstrom (&), cada uno
equivalente a la diezmilmillonésima parte de un metro). La superficie molecular tiene color rojo si su carga es negativa y
color azul si es positiva; cuando es blanca tiene carga neutra.

Los dominios de Cre tienen “bis-
agras”

Hasta ahora hemos hablado de los
movimientos relativos entre los
dominios CBD y CAT. Dentro de
estos dominios hay hélices conect-
adas por sectores de la proteina
que funcionan como bisagras; estas
hélices y su movimiento son fun-
damentales para establecer las in-
teracciones que mantienen estable
al intasoma, amarrando a una Cre
con sus vecinas. Ademas, las inter-
acciones entre Cre determinan si el
dominio CAT, que contiene todos
los elementos necesarios para re-
alizar el corte en el sitio loxP, se en-
cuentra en una conformacion activa
o inactiva.

Un elemento clave dentro del do-
minio CBD es la hélice A, que inter-
actta con las hélices C y E del do-
minio CBD vecino (ver en la Figura
1 las hélices marcadas en naranja).
Sin embargo, cuando Cre se une al
sitio loxP en su forma de dimero o
cuando esta en su forma monoméri-
ca unida a un sitio en loxP, la hélice
A adopta una posicion diferente de
la que tiene en el intasoma. Para en-
tender mejor este comportamiento,
podemos imaginar el movimiento

io CBD como el parabrisas y a la
helice A como la varilla de metal,
podemos observar como este seg-
mento se mueve de un lado a otro,
visitando las conformaciones vis-
tas en el intasoma, el dimero y el
monomero unido a un sitio en loxP
(vean en la Figura 3 las hélices en
verde y rosa mexicano). Para hac-
er esto mas interesante, ademas de
moverse de un lado a otro, la hélice
A también puede doblarse y esti-
rarse, adoptando formas similares a
un espagueti cocido.

Por otro lado, el dominio CAT tiene
una cavidad entre las hélices G-Iy
las hélices K-L (vean en la Figura 3
las hélices en amarillo y en azul).
En esta cavidad se inserta la hélice
N de una proteina vecina, lo que
permite que se produzcan inter-
acciones entre los dominios CAT,
fundamentales para la estabilidad
del complejo (vean en la Figura 1 el
intasoma con los dominios morados
engarzados con hélices amarillas;
esas son las hélices N). Si estas in-
teracciones se pierden, la cavidad
queda vacia y comienza a mostrar
un movimiento de apertura-cierre,
similar al de una almeja. Este mov-
imiento es crucial, ya que determi-

teracciones y adopta un comporta-
miento desordenado. Esto significa
que pasa de ser un segmento bien
estructurado a una forma mas flex-
ible, parecida a un espagueti cocido
(igual que la hélice A). Esta flexi-
bilidad le permite interactuar con
otras partes de Cre, promoviendo la
formacién de estructuras que ocul-
tan el sitio activo o que imitan las
interacciones vistas en el intasoma
al interactuar con la cavidad for-
mada por las hélices G, I, Ky L
(invade su propia cavidad, como si
se diera palmadas en la espalda).
La interaccion con el sitio activo
ha sido descrita en experimentos
de resonancia magnética nuclear
para el dominio CAT aislado, re-
sultando en la propuesta de que
Cre vive autoinhibida (imaginen
un perro mordiendo su cola) hasta
el momento en el que interactda con
el ADN. Lo que vemos en las sim-
ulaciones de Cre completa libre es
que la hélice N puede hacer muchas
cosas ademas de localizarse en el
sitio activo, explicando la rigidez
conformacional observada exper-
imentalmente. La Figura 3 resume
algunas de estas caracteristicas de
Cre cuando pierde las interacciones

tipicas del intasoma o del dimero.
Con lo que les hemos contado, po-
demos concluir que la proteina Cre,
cuando esta en complejo con loxP
y otras proteinas, adopta una con-
formaciéon “incémoda”. Es decir,
su conformacion esta siendo limit-
ada por todas las moléculas con las
que establece algtin tipo de interac-
cién. Cuando estas interacciones se
pierden, Cre gana flexibilidad y es
capaz de adoptar conformaciones
que, aunque podrian no ser funcio-
nales, pueden ser aptas para recibir
una secuencia loxP o “cazar” a otra
proteina para estabilizarse, inician-
do el proceso de formacion de un in-
tasoma otra vez. Si quieren leer mas
sobre Cre, les recomendamos una
revision reciente [1] y dos clasicas
[2, 3], donde podran encontrar notas
interesantes sobre su arquitectura,
funcion y aplicaciones.

En este articulo hemos aprendido
algo mas sobre como funcionan
estos “arquitectos moleculares”.
Aspiramos a comprender, uno de
los grandes objetivos de la ciencia,
porque como decia Rosalind Frank-
lin, la verdadera descubridora de la
estructura del ADN: La belleza de
la ciencia reside en su capacidad
para desentrafiar la complejidad de
la naturaleza y revelar su orden sub-
yacente. Comprendiendo este orden
estaremos en una mejor posicion
para emprender modificaciones
guiadas por la razon.
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