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A. MITOCONDRIA�

1. Introducción�a�la�mitocondria�

��� 1���4!�� 0������3!��� 1!�5����� 3�� mitochondrion� 3��� �!����� ����	�mitos.� <���.�
W�
���
����chondrion.��!�� ��!>����0������3!��������� ����0�M��0�3���3���1!�E�0�3�0�����
$>'@%>$�1�!�?@%$�U0>�� �3��3�21��F�!2�����!�5N2�3�������1��20����� ��!.���2 ��2�! �� !��4J2����
��� 7�!0���3�2�0�04!���2�3�7�!����2���� � ������� ��01�2���9���� 7 ���9�>����0������3!����2�
������3����0�����1!�5��3�!��7������3���
�.�7 �����3�����!����1�!������N� ��>��

1.1. Historia�

��2� 1!�0�!�2� �42�!5������2� 3�� �2�! �� !�2� ���!���� ��!�2� 8 �� 1�2�4��0����� !�1!�2����4���
0������3!��2� 7 �!��� 1 4����3�2� ��� %CB$>� ��� 0������3!��� 7 �� ��� 1!�0�!� �!�J� ��� ��� ��!�
!��������3������ �����7�!0�3�3�< 0���>��2���2 ��3�9����%AG#.�� ��3��� 7����3�2�!�4�9� ��
1������������<�1�!0���4���20������ J��1!�2����4��3�27 ���9��0������3!���>�

1.2. Origen�de�la�mitocondria:�teoría�endosimbiosis�

����� ��!� ��2� 7�!0 �9� ��� ���!��� 3�� ��� ��3�2�04��2�2� 8 �� 1!�1���� 8 �� ��2� ��� ���2�
0������3!��2�2���3�2���3�����2�3���!����20�2�1!�0���5�2�������1���3�3���!94���.���2�� ���2�
7 �!��� X����!�3�2Y� 1�!� �N� ��2� 1!���� ��!����2� ����!94���2� <���� %>?$$@#>$$$� 0������2� 3��
�M�2>� ��0�� ���2�� ������ 3�� �2��� �2������9�� ��2� 3�2� �21����2� 2�� <�4!���� 4���7����3�D� ���
< N21�3� ����F��3�����!��������!�3��1�!� �������5�3�3���!94����3�� ���4����!��� ����!1�!�3�.���
N2�������3���3����� �!�����2�8 �����2�� �!������< N21�3>��

������!���3�� �����3�2�04��2�2�2��4�2�������� ��2�2�0�:��F�2����!����2�4����!��2���� ���2�����
��2�0������3!��2�����2����!�1��2��2D��04�2��!�J� ��2�������� ��2�3�0��2����2�1�!���3�2�����2�
4����!��2.�1�2����<�4!�2���!� ��!�2�3���������2 �����!��!���2 2�!�4�2�0�2�2���K$	.�2�0���!�2���
��2�3����2�4����!��2>��3�0J2.�2�����1���2�3��!�1����!2��3��7�!0����3�1��3����������������!��!�
��� ��!��� ���3�4���0�04!����3���2��2��!�J� ��2�2 ���!�� �������!1�!���9��1�!���5�������9��
3�� ��� 0�04!���� 3��� 1!���� ��!����.� ��� 0�04!���� ����!��� 2�!��� 3�� �!����� 1!���!����� �� ���
�E��!���3���!�����1!���� ��!����>��

2. Estructura�

�� ������ ���9� 2�� 3�2�!�4��� 4!�5�0����� ��2� 3�7�!����2� ��01�!��0����2� 1!�2����2� ���
0������3!���H���Q�%I>�
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���Q�%D� �0����� 0��!�2�91���� 3��  ��� 0������3!��� ���01�M�3�� 3��  �� �28 �0�� �� 2�!���5�� 8 �� 0 �2�!�� ���
�2�! �� !��0������3!����H7 ����D�WikipediaI>�

2.1. Membrana�externa�

��� 0�04!���� �E��!��� 0������3!���� �����4�� ��3�� ��� �!�J� ��� �� �2�J� 7�!0�3�� 1�!�  �� !�����
1!������D� 7�27���1�3��2�0���!��� � ���0�04!����1��20J������ ��!����>��!�2����� ���!����;0�!��
3��1�!���2.�1!������2�8 �����;���7�!0��3��������2���1�!0�����3�����3�7 2�9��3��1!������2�3��
�� ��� ��0���!� 1�2��0���� ��!� �� ?$$$���>� ���0�04!����0������3!���� �E��!��� 2�� ��� ���!��
�2����3���� ���0�04!����3�������� �����3�1��20J�����H��I.���� ����2�! �� !�� ���0�3������
HMembrana�Mitocondrial�Asociada�a�REI>��2����2�! �� !���2� �01�!������ �1�!�� ���2�M���F���9��
3�������������!�������0������3!��.��2����0���������!��21�!���3����1�3�2����!�������0������3!��>�

2.2. Espacio�intermembrana�

����21���������!0�04!�����2��8 N��2�� �3�����!�����0�04!�����E��!��!����������!��!>���4�3����
8 �� ��� 0�04!���� �E��!��!� �2� ��01����0����� 1�!0��4��� �� 0��N� ��2� 1�8 �M�2.� ���
�������!���9��3��0��N� ��2�1�8 �M�2.� ��0�� ����2� �� �F;��!�2.� �2� ���0�20�� ���!�� ��� �21�����
����!0�04!���� �� ��� ����2��>� 	��� �04�!��.� ��2� 0��N� ��2� 0���!�2� 3�4��� 1!�2����!�  ���
2�� �������21���7����3�� 2�M���F���9��1�!�� 2�!� �01�!��3�2��� �!�5N2�3�� ���0�04!�����E��!��!.�
�������8 �������01�2���9��3��1!������2�����2����21������2�3�7�!�����3�����3�������2��>�����3����2�
1!�������2�� �3�2�����2����21���������!0�04!�����2���������!�0��>�

2.3. Membrana�interna�

��� 0�04!���� 0������3!���� ����!��� ��������� 1!������2� ��5�� �!�3�2� ��� ������ ��1�2� 3��
7 ������2D� 7�27�!�����9�� �E�3���5�.� �!��21�!��� �21���7���� 3��0���4�����2� 3���!�� �� 7 �!�� 3�� ���
0��!�F.�7 2�9����7�2�9��3��0������3!������01�!����9��3��1!������2>�

���0�04!���� ����!������������0J2�3��%?%�1���1N1��3�2�3�7�!����2.��� ������ �����5�3��!�����
1!������D7�27���1�3�� H��� 1�2�� 0J2� 3�� 'D%.� �2� 3���!.� ��!�3�3�!� 3�� %� 1!������� 1�!� %?�
7�27���1�3�2I>����0�04!��������!������2��� ��� ��?$Z�3���������3��1!�������������0������3!��>�
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�2���0�04!�����2�!������� ��7�27���1�3���� 2 ��.���!3����1����H���Q�#I>������!3����1����������B�
J��3�2� �!�2�2� H��0;�0����� ��2� 7�27���1�3�2� 1!�2������ 29��� 3�2� J��3�2� �!�2�2I.� �� 1 �3��
�� 3�!� �� �01�!0��4���F�!� ��� 0�04!���� ����!��>� ��� ����!�!��� 8 �� ��� 0�04!���� �E��!��.� ���
0�04!���� ����!��� ��� ��������� 1�!���2.� ��� 8 �� ��� <���� ����0����� �01�!0��4��� �� ��3�2� ��2�
0��N� ��2.� 1�!� ���8 �� ��3�2� ��2� ����2� ��0��N� ��2� !�8 ��!��� �!��21�!��3�!�2�3��0�04!����
�21���7���2�1�!�����!�!���2���!�3�����0��!�F>��

�

���Q�#D��9!0 ���3�������!3����1���>���2��� ����2�! �� !��3�0N!����;�����8 ����������� ��3�2�� ��!��J��3�2��!�2�2���
3�2���!��2�������5�2>�����3����2�1!����1���2�7 ������2�3�������!3����1�����2�8 ��2���2 �1!�2������������0�04!����
0������3!��������!��.� ����!��������3�3�3����F�0�2�3�����7�27�!�����9���E�3���5�����1�3!����3�2�!!����!�2 �7 ���9��
��!!�21��3�����>� ��!�������2� ��� ��� �������3�� �� �2�! �� !�� 3�� ��!3����1���� 2�� <��� 3�2�!���� ��� � 0�!�2�2�
����!������2�1����9����2�H7 ����D�WikipediaI>�

2.4. Cristae�

��� 0�04!���� ����!��� 2�� ��� ���!�� ��01�!��0����3�� ��� � 0�!�2�2� �!�2��2� �� �!�2���.�
1�!0�����3�� �2�� �E1��3�!� 2 � 2 1�!7����� �01����3�� 2 � ��1���3�3� 1�!�� 1!�3 ��!� �
�>� ��!�
�:�01��.���������2��3��0������3!���3��<���3�.����J!���3�����0�04!��������!����2�������5���2�
0���!�8 �����0�04!�����E��!��!>���������3�3�3���!�2�����2�J�!��������3���������3�0��3��3��
�
���.�1�!������.�3�1��3��3�����1��3���N� ��>�

2.5. Matriz�

���0��!�F��2�����21�����8 �������!!�����0�04!��������!��>���������� ��GGZ�3���������1!�������
3�����0������3!��>����0��!�F��2��01�!������1�!�����1!�3 ���9��3���
����������� 3��3������
��
2����2�.� 8 �� 2�� ��� ���!�� ��� ��� 0�04!���� ����!��>� ��� 0��!�F� ���������  ��� ���5�3��
�������!���9��3����F�0�2� H�01����3�2���� 7 ������2���0�� ����E�3���9��3���1�! 5������J��3�2�
�!�2�2I.�!�4�2�0�2�0������3!����2.��������5�!��2���1��2�3������0������3!����H0����I>��

2.6. Membrana�Mitocondrial�Asociada�a�RE�(MAM)�

�����2���!�� ���0����� �2�! �� !��� ������3��1�!� 2 �1�1��� �!������ ��� ��� 7�2�������� ��� ��!� �� ���
<�0��2��2�2>��	���!����3�� ���21�����0�04!���2��2�� �3�����!�������������0�04!�����E��!��!�
3�� ���0������3!��>� ������2� �01!�2���3�4��� 1�!����.� ��� 8 ��1!�2����� ��2� �<�1�!���2�3�����
H���� �3�2� �������.������E���.=I�8 ������!����� ���<�0��2��2�2�3����.�1�!����04�N��: ����� ��
1�1����������������3������1�1��2�2�0�3�3�3��1�!��2�!N2���������.�0�3���������2�M���F���9��1�!�
����������������H���Q�'I>���2�!���2��1 �2��2�3����2��<�1�!���2�������F�3�2��������2 ���!������
�E�2������� 3�� 0�����20�2� 8 �� !�� ���� ��� �8 ��4!��� ���!�� �2��3�� 1!�@<�0��2�J����� �� 1!�@
�1�1�9����>� ��������0����.� ��� "
��2�� ��4'#� <�� 2�3�� �3����7���3�� ��0�� !�� ��3�!� 3�� ��2�
1!�1��3�3�2�3�����>�
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���0������3!��� �2�J� ��� ��������� �2�!��<�� ���� ��2� 5��2� 3�� 2��!���9�>� ��� 7�!0��0���!���!��.�
�2��2���������2��� !!����������>��2���!���9�����!�������0������3!���<��2�3��!�������0�����
�2����3�� ��0�� 0���!� �:�� 3�� 2�M���F���9�� ��� ��!>� ��� 2�M���F���9�� ��� ����  ����F�� ���
�!��27�!������ 3�� ������� ���!�� ��� �� 0������3!��>� ��� �01�!����9�� �7�������� 3�� ������� ��� ���
0����������2��<�1�!���2�7 ��������2����5��������� 0 ����9��3��1!������2�3�21����3�2������.�
<��<��8 ��2 ��3�����2�� ������2�3���2�!N2������[�1�!��������2�� ���9����5�!2�.��E�2��� ��!J1�3��
7� :��3�23�������2���!��27��!�������0������3!������3 ����3��������1�1��2�2�1�!��2�!N2>���!���!��
1�!��.� ��� 0���4���20�� 0������3!���� 2�� 4���7����� 3��� ���!�0����� 3�� ������� 0�3������  ��
���!�0�����3��1!�3 ���9��3�� ����-����!�5N2�3��1�! 5���.�1�!�� ���2�4!���!������E��2��3��
�������!�2 ������� ���1!�3 ���9��0�2�5��3���21����2�!�����5�2�3���E�������� ���1N!3�3��3���
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4.2. Almacenamiento�de�iones�de�calcio�
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5. Genoma�mitocondrial�

���%AG'���22�����22�H��22���3���22�%AG'I�3�2� 4!��!���8 ����2�0������3!��2�����������2 �
1!�1�������H0����I>���������� ���3�3�2������������2�� ��������01�����3���0�����3��0 �<��
5�!��4!�3�2�����5�!��4!�3�2.���2��2�4��8 ��2 2�7 ������2��2�������2��2�J��0 �����2�!5�3�2>�
� �8 �� ���0�����3�� ��� ��2� �21����2� 3�� 1!���F��2� �����3�2.� ����2� �� ��5�3 !�2� �2� ������.� ���
�!���0���!���3��0����2�2�����!� ��!�2>����2���0�����N�����0������3!����0J2��2� 3��3���2����
3����2�< 0���2>�

����� �!3����������01���0��������1��3�����!���3�������3�2�04��2�2.����0������3!���1!�5�����
3��  ��� ��1<�@1!����1����!��� H"!��.� 
 !��!� ��� ��>� %AAAI>� ���� ��� 1�2�� 3��� ���01�.� ��2� ����2�
����2�!���2�4����!����2�<���2�3���!��27�!�3�2��������0��� ����!.������8 ��2��1 �3���5�3�����!�
���� ���1!�2������3������2��!�9����2� �����������0��0������3!����3����� ��2��21����2���������
����0�� � ����!� 3�� ��!�2� �21����2>� ��� �!��27�!������ ���N����� �E1����� 1�!8 N� ��3�2� ��2�
1!������2�����2�!��2�1�!�����!�1������9�.��!��2�!�1��9�����!�3 ���9��3�������0��0������3!����
�2���� ��3�7���3�2� ��� ��� �;����>� 	��� �04�!��.� ��� �2� �;�� ������3�� 1�!8 N� ��� 0������3!���
���2�!5�� ������0����3�1��3�����>��2�1�2�4���8 ���E�2��� ���!�����9�����!��!�� ����9��3�����
�E1!�2�9�� �N����� 3��� ����0�� 0������3!���� �� !�� ����9�� 3��� 0���4���20�� 3�� ��� �N� ���
� ��!����.��� �!�5N2�3�� ����
�>����<��<���2�2�4�3��8 ��������!�1�2��2� ��� �!��2�!�1��9���N�����
�2�J� 3�!����0����� !��������3�� ���� ��� �2��3�� 3�� !�3 ���9��  � �E�3���9�� 3��� �!�J� ���
H�7���2�<0�3�.����22��������>�%AAAI>�



� � � �

�

� 33��

5.1. Características�del�genoma�mitocondrial�humano��
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5.2. D�loop�
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5.3. Organización�del�genoma�mitocondrial:�Nucleoides�
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5.4. Heridabilidad�del�mtADN�
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5.5. Elevada�tasa��de�mutación�en�mtADN�
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5.6. Mecanismo�de�reparación�de�mtADN�
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6. Mitocondria�y�apoptosis�celular�
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3�2�����!���9�� � ����!I� �2�J� 1!���3�3�� 1�!� ��� 1N!3�3�� 3��� 1��������� 3�� 0�04!���� ����!���
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7. Mitocondria�y�enfermedades�
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7.1. Clasificación�de�las�enfermedades�mitocondriales�
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��2 ����.�����3��4���2���1����.�1!�2������� ��3N7�������7��������!�N��������0������3!��>��3�0J2.�
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B. REGULACIÓN�Y�TRANSCRIPCIÓN�MITOCONDRIAL�
�

1. Transcripción�mitocondrial�

1.1. Unidades�de�la�transcripción�mitocondrial�


��� ��0�� 2�� <�� ��0����3�� ����!��!0����.� ��� 0����� ��� 0�0�7�!�2� ���2�2��� ���  �� ����
��!� ��!�3��3�4�����3����3��%G>?�\4�8 ����3�7����2�����1�!��'K�����2�H���Q
%ID�%'�2 4 ��3�3�2�
3�� ��� 7�27�!�����9�� �E�3���5�.� #!���2� H%#	� !���� �� %G	� !���I.� �� ##����2>� ��� ����0��
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1.2. Promotores�para�la�cadena�H:�HSP1�y�HSP2�
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1.3. Promotor�para�la�cadena�L:�LSP�
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1.4. Sitio�de�inicio�de�transcripción�LSP/HSP�
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C. FACTOR�DE�TRANSCRIPCIÓN�MITOCONDRIAL�HUMANO�A,�
TFAM�
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2. Descubrimiento�de�TFAM�


���� 7 �� 1!�0�!�� 3�7���3�� ��0�� 7����!� 3�� �!��2�!�1��9�� 0������3!���� %� H��7%I.� ����2�!���
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�!��2�!�1��9��0������3!���>� ��� ��01�!���9�� 3�� ��2� 2�� �����2� 1�!�� �	�� �� -	�� 2 ���!�� 8 ��

����1 �3��7 ������!�3��7�!0����3�1��3�������� ����!�������9��H��2<�!.�
�11�!������>�%ACKI>�
��3��������2���2�3���7���3�3�2���42�!59�8 �������01��:��
���&�	���!��0J2��2��4���8 ��1�!��
�����2��
���&-	�.�� ��3��2��!����F�4�����2���2�3����01�����9������ ���2�� ������!��3�0>�
�3�0J2�1�!�����!����F���9��3���E1�!�0����2�3���!��2�!�1��9��in�vitro��!������2�!��� ���0���!�
�����3�3�3��
����1�!���2��0 ��!��	��8 ��1�!��-	�.����2���2�� !�0�����������0 �<��8 ��5�!�
���� ���3�7�!������ 7 ��������3���04�2�1!�0���!�2� in�vivo>���2�!�2 ���3�2� in�vitro� 2 ��!�������
�������2� 8 �� ��� �������!���9�� 3�� 
���� 1�3��� !�� ��!� ��� 2������9�� 3��� 1!�0���!� 3��3�� ���
�����3�3�3��
�����2��01�!������1�!��!�� ��!��!��2�!�1��9�&!�� ����9��3���0����>�
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����42�����.����%ACK���2<�!.�et�al>�����2����4��� ����01������9��7 ���������� �����1���3�3�3��

����3�� ��!����21���7���0����������.�2����8 �����3�2� 2�9��2�4!���2����21�����2����0���4�����
!�7��E����!�2�4!�������1���3�3�3����� ��2�1!������2�3�� ��9���21���7������ ��!�����3��7�!0��
���21���7���� 1�!�� !�� ��!� ���  ��9�� 3�� 3���!0���3�2� ����5�3�!�2� �� !�1!�2�!�2� ��  ��!2�� ��
3���!0���3�2�!������2�3�������0�>�

3. Isoforma�de�TFAM�y�modificaciones�post�traduccionales�

3.1. Isoforma�

�������3��
����H���K$%AI�2���E1��3�� ��2�%$�\4������2�2������K��E���2������������!���2>�	��
<���3����7���3�� ����2�7�!0������!����5��3��
���� in�vivo�8 ����!!�21��3�������3������9��3���
�E��?� ������3�� ��0�� 
���@g�E��?� H
�0�����.� -���2<�� ��� ��>� %AA'I>� 
���@g�E��?� �2�
1!�3 ����3�� ���1�8 �M��3������9����� ���1�8 �M��!���9��3��'#��0���J��3�2�3�����-�"4�E#�
3��
���>�� �8 �����2���������7 ���9��in�vivo�1�!��
���@g�E��?.�����E1�!�0����2�in�vitro�2��
1 3�����2����!�8 ���2����2�7�!0���2�����1�F�3�����5�!�����4������!��2�!�1��9��H���!��<�.�	<�3���
��� ��>� %AA?I.� 1�!�� 1!�2�����  ��� 3N4��� 1!������9�� �� DNasaI� ��� ��� 0���3� 3��� 2����� �	�� 0J2�
1!�E�0��� ��� 2����� 3�� ������� 3�� ��� �!��2�!�1��9�>� 
���@g�E��?� !������� ��� <�4���3�3� 3��  ��9��
���21���7���������>��

�2��� �2�7�!0�� �2� 2�0���!� �� ��� �2�7�!0�� �E�2������ 3�� �
�.� 7����!� 3�� �!��2�!�1��9�� 1�!�� ����
1���0�!�2���H�h��<����.�
!��3��������>�%AA%I>���0��
���.��
��1!�2�����0;���1��2�-�"4�E�
�� ���������@��!0����>�	����04�!��.���������!�!���3��
����3��3�����������2�4J2���.���������2��
3�� �
�� ��� ����� �2� ���3���� �� 2�� �!��� 8 �� ����!�������� ���� -�"4�E%� 3�� �
��0�3 ���3�� 2 �
��1���3�3�3�� ��9�������.����5�F�3���2��4���F�!�2 � ��9�>��E�2��� ���7�!0������!����5��3���
�.�
�
�#.�1!�2�����in�vivo���3��3�����2�� �3��-�"4�E�<��!�2 ���3��1�!����0�����3���������3�>�
��� �2�7�!0�� �
�#� ��� 1!�2����� <�4���3�3� 1�!�� ����5�!� ��� �!��2�!�1��9�� in� vivo>� 
����� 
����
��0���
��1!�2������ ���1N!3�3��3����� 7 ���9���!��2�!�1�������� ��3��2��3���������� ���3��
��2� �E���2� 1�!� splicing� ����!����5�.� �2��� 1N!3�3�� 1�!���� �7����!� ��� ��1���3�3� 3�� !�� ��!� ���
 ��9�������>�� �8 �����1�1���3���
�#���
���@g�E���?�1�!���� 2�!�3�2������3�� in� vivo.� �2�
1�2�4���8 ��N2��2� 7�!0�2���!��2�3��1!�������0 �2�!���7 ������2�3�� ��9�������!�2�2����2�3���
����0��� ����!���0������3!���>�

3.2. Modificación�pos�traduccional:�acetilación�de�TFAM�

������������9��3����2��! 1�2�i@�0����3����2�����2� ����01�!������0�3�7�����9��!�5�!2�4���8 ��
1�!0����!�� ��!�����E1!�2�9���N����>����1�!��� ��!�����;����.�������������9��3��<�2����2�����5��
����E1!�2�9���N�����1!�4�4��0����3�4�3��������� �!���F���9��3��1�!���3�������!���1�2���5��3��
��2� <�2����2� �01�����3��  ��� !�3 ���9�� 3�� ��2� ����!�������2� <�2����@���� �� <�2����@<�2����>�
�����1!�5�������3�2�2��4���F���9��3������2�! �� !��3���� ����2�0����1�!0�����������2�4���3�3�3��
7����!�2� 3�� �!��2�!�1��9�� ��� ����0�>� � �8 �� ��� ���������9�� 7 �� 3�7���3�� 1�!�� ��2� <�2����2�
�E�2��� ����!����������2���3��1!������@���<�2����2.���2�� ���2�: ����� ��1�1���������!�� ����9��
3�� ��� �!��2�!�1��9���� ���1!���7�!���9����� ��!>����1�!��� ��!�-�"%�����!�2�1!������2�-�"4�E�
2����������3�2>��
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%AKCI>� ��� �7���3�3� 3��  ��9�� 3�� ��� 1!������� �������3�� �2� 2����7�����5�0����� 0���!� 1�!��
�2�! �� !�2�3������3�2��!2����3�2�H������21������3�I���four�way�juntion�H��!���5�.���2<�5��
�����>�#$$%I>�


����3��<���3��3��!����2����� ���!���������3����� ��;�����!�2�3 ��3����2�������2������������9��
���5�!���3��7�!0��2 42����������������3�3�H����!3�.�� 2����������>�#$$'I>�	��<��2 ��!�3��8 �����
���������9��3��
����1�3!���!�� ��!� ��� ��9��3�� ���1!�������������.����7�!0���9��3���������
����!�������2�3��
����������!�2�1!������2�3�����0�8 ���!���3���!��2�!�1��9����!�1������9��3��
0����>�

3.3. Modificación�pos�traduccional:�fosforilación�de�TFAM�

�2� ����!�2����� ����!� 8 �� �E�2���� 3�5�!2�2� 2����2� 1�2�4��2� 3�� 7�27�!�����9�� 1�!�� ��� F����
��3�7�������3��
����H�<�.�-�������>�%AACI�8 ��7 �!���1 4����3�2�1�!�������2��3�� ���1!�������
<�09����� ��� 	>cerevisiae.� �
�#1.� 3��3�� ��� 7�27�!�����9�� 1!�5���3�� 1�!� �2��0 ��2� �E��!��2�
1!�5���� ���1N!3�3��3���7���3�3������>�	��<��1!�3��<��3�7�!����2�1 ���2�3��7�27�!�����9��1�!��

����< 0���.����4�2������2�1 ���2��E�2�����2����2 �<�09�����H���Q�#I>�

�

���Q�#>�������0������3�����2�� ������1!�������1�!��
�������< 0���.�!������!��9�>������2��!�2��2�2��0 �2�!�����2�
F���2�3��1�2�4���7�27�!�����9�.�0����!�2�8 ����2���:�2���3�������2�3�2�3�0����2�-�"4�E>���2���:�2���3�������2�3�2�
3�0����2�-�"4�E�HCho,�et�al.�1998I�

4. TFAM�y�la�curvatura�del�ADN�

�����3�21 N2�3��2 �3�2� 4!�0������7 ��1�2�4�����!����!�F�!� ���3����2���!����!�2����2�4J2���2�
3��
����1�!�� ���5�!�����4��2 �7 ���9��3��7����!�3�� ��������9��3�� ��� �!��2�!�1��9����1!�������
��5�� �!�3���������01�8 ���0������3������.�8 ��2�!���2 ���1���3�3�1�!��3�4��!�����!����!����
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�1�!� !��3������>�

��3�0J2�0�3������ ��2���2� 3�� 1�!0 ����9�� ��!� ��!� ��2<�!� et� al>.� ���2����!��� ��� ����!���9��
���7�!0�������� 8 �� 
���� ��3 ��� ��� ��2� 1!�0���!�2� -	�� �� �	�� 3�21 N2� 3�� 2 �  ��9��
�21���7���.�0�3������ ��� ���!�3 ���9��1 ���2�3��� !5�� !��������0����>�
�04�N���42�!5�!���
8 �����3�4��0������3����������!�8 �!��� ��� ��9���2��4�����2 ��3�����04�N�����2�� �����2�
����!��� ���21���7���2>� ��!� ��� �����.� ��2<�!� et� al>� 7 �!��� ��2� 1!�0�!�2� ��� 3�2����!� ���  ��9��
�21���7����3���3�4��0������3������>�

��3����������4�:�����3������2�3�������5�����2��!����F9����0�3�3��3����;0�!��3���5����2�3��
 ��9����3�5�3 ���2.�3��3����� ��9��3��
������3 ����3�4��0�����2�3�������3��%$$j#$e���� ���
��!��� 3�2������� H\� 70��.� � !�2��� ��� ��>� #$$KI� H���Q�'I>� �2��2� 0�3��3�2� 3�7��!��� 3�� ���
�42�!5�3�������� ��2��3���
�#1�0�3�������������0�3�� tapping� H�!�33��.�\��!�������>�#$$BI�
8 �� �!��� 3��  ��2� KCe>� ���� 3���� �� 3�2����!� �!�� ��� 1!�2������ 3�� 1!������� ��� ��� 4�2�� 3��
�2�! �� !�2���1�����1���k>��

�

���Q�'>��0J����2�3������������3������2�3�����5�3��5����.�3��3��2��1 �3���42�!5�!������01������9��3���������2 2�
�21����2� ����!0�3��2>���� �0�����0 �2�!�� ��� 7�!0���9��3�� ���12���4�:���� 1���9��3��
���.� ��2� 7���<�2� ��3����� ���
1!�2������3��
����������4�2��3����2��2�! �� !�2���1��k>�������1�����3�!��<��2��0 �2�!�� ���28 �0��3������ ��9��3��

����������.���2�1 ���2�!�1!�2��������
����HKaufman,�et�al>I>�

5. TFAM�y�su�unión�al�ADN�


����1!�2��������1!�1��3�3�3�� ��!�����3��7�!0���21���7���������21���7���>��2�����1���3�3�3��
 ��!����������2����2��21���7���2�3���������0����!������2����21���7���2����<����;�����3���!��3��
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����1!�2����� �����1���3�3�3�� ��!�����!�2���1�2�3��
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5.1. TFAM:�unión�específica�de�secuencia�(LSP,HSP1)�

��0��2��<����0����3������!��!0����.�
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0 �<��8 ��5�!��������3�7�!������ 7 ��������3���04�2�1!�0���!�2� in�vivo>���!� ��������.�
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1 !���2� 3�� �04�2� ��3���2� 3��� ���� ������ ��� ��� 2 !��� 0���!� ��0�� 0���!� ��� ��� !������2�
3�7���3�2�0�3��������2���2���2�3��1!������9�� 2��3��DNasaI�H��2<�!.���!�2�������>�%ACAI>�
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������0
�����2�1�2�4���3�7�!�����!�3�2�0���5�2�3��
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5.2. TFAM:�unión�inespecífica�de�secuencia�
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6. HMGbox�
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6.1. Clasificación�HMGbox�
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6.2. Características�estructurales�de�dominios�HMGbox�
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6.3. HMGbox�inducen�curvatura�en�el�ADN�
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6.4. Secuencias�putativas�de�unión�HMGbox�
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7. Funciones�de�TFAM�
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7.1. Mantenimiento�del�mtADN�
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7.2. Inicio�de�la�transcripción�y�especificidad�de�secuencia�
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7.3. TFAM�y�síntesis�de�encebadores�para�la�replicación�
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9.2. Proteína�supresora�tumoral:�p53�
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10.TFAM�en�otros�organismos�

10.1. TFAM�en�Saccharomyces�cerevisiae�(ABF2p)�
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10.2. TFAM�en�Caenorhabditis�elegans��(HMG�5�o�ce�TFAM)�
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11.TFAM�y�su�relación�en�enfermedades�
�
11.1. TFAM�y�estrés�oxidativo�
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11.2. TFAM�y�diabetes�
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� � � �

�

� 101��

��1��2�3��0����>��3�0J2�2��<��1�3�3��3�0�2�!�!�8 ������E1!�2�9��3��
����8 �3���7����3��
1�!�3�5�!2�2��2��0 ��2��E9����2���0���� ��2��H�<��.�\�0������>�#$$%I>��
��2� � ��!�2� 2 ���!��� 8 ��  ��� �E1�2���9�� �� �� ��2�.� �!�������� �� 2 21��3�3�� ��� ��� ���01�.�
1!�5���� ���0�������9��3����2�2����2�!�������3�2�1�!����@%>������1!�5���� ���3�20�� ��9��3��
��� �E1!�2�9�� 3�� 
���� �.� 1�!� ��� �����.�  ��� !�3 ���9�� 3��� �;0�!�� 3�� ��1��2� 3��� 0����>� +�
!�����������2��� !�3 ���9�� ��������;0�!��3�� ��1��2�3��0��������� ���<��<��8 �� �N� ��2� ����
3�20�� ��9�� 3�� 0����� �� 3�1����9�� 0 �2�!��� 1!�4��0�2� ��� ��� 0���4���20�� 3�� ��� �� ��2��
1!�5����3�� ���2��� 2�3��4N�����H�<��.�\�0������>�#$$%I>�
�

11.3. TFAM�y�obesidad�
��0�� 2�� <�� ��0����3�� ����!��!0����.� 
���� �2�  ��� 1!������� ��3�7���3�� ��� ��� �;����>� ���
3�20�� ��9�� 3�� ��� �E1!�2�9�� 3�� 1!������2� 0������3!����2� ��3�7���3�2� ��� �;����� <�� 2�3��
!��������3�� ���� ��� 3�2�!!����� 3�� �4�2�3�3� ��� !��9�.� 2 ��!���3�� 8 �� 5�!�����2� ���N����2� 3��

���� 1 �3��� ��7� �����!� ��� 4���N��2�2� 0������3!���� �.� ��� ���2�� �����.� �7����!� ���
0���4���20�����!�N��������2��0 ��!� ���3�1�2���9��3��� �!1�2��!�2�2>�-���2�3�� �3����7���3�2�
3�2�1���0�!7�20�2��H	��2.�single�nucleotide�polymorphismsI�������!���9��1!�0���!��4�5����3��

���>� ��� 1!�2������ 3�� �2��2� 	��2� 1 �3�� ������5�!� �� ��� ��������&1N!3�3�� 3�� 2��2� 2����2�
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�:�01��.����@%I>������ 2 ���!��8 ��������� tfam� : ���� ��1�1��� �01�!������������0���4���20��
��1�3������8 �FJ2��2� �� �01�!�������������3�3����1�!��3���!0���!� ����4�2�3�3����0�0�7�!�2�
Hf<�< �.#$$?I>�
�

11.4. TFAM�y�cáncer�
%%>B>%> 
��������!�1��2�����!���J���!�


���� <�� 2�3�� ������F�3�� ��� �;����� 3�� �N� ��2� �����!�����2� 3�21 N2� 3��� �!���0������ ����
���!��2� 3!���2>� � �8 �� �;�� ��� �2�J� ���!�� 8 N� 1�1��� ������ ��� ������F���9�� � ����!� 3�� 
���.�
1�3!��� 2�!� 8 �� 
���� �7!���� ���;�� ��1�� 3�� ����1!������9�� 7!����� �� �!���0�����2�
8 �0����!�1N ����2>� ��2� O<.� et� al>� 3�7������ �2��� ��04��� 3�� ������F���9�� ��0��  �� 1�2�4���
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������!���9��1���H�I%$>��2���0 ����9��������1� ���3������ !��3�������1�!��
����3��� ��!��� ���
1!������� �! ���3�� ��� ��� ��39�� %BA� H�� %BAI.� 3��3�� � ��!� ��  ��� 3������9�� 3��� 2�� �3��
3�0�����-�"4�E#������������@��!0�����H���Q�#BI>�

�
���Q�#B>��28 �0��3����2��E���2�3��������7�0.�3��3���������E9��B�������!�0�2�1���H�I%$�2 2��1��4���3��0 ����9�>�
��4�:���1�!�������2�3�0����2�1�!��
����2��5�:����1�!�����7�!0���! ���3��3��
���>�HGuo,�et�alI�

�
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����1!�0 �5����� �!���0������3�� �N� ��2�3��
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�

11.5. TFAM�y�enfermedades�neurodegenerativas�
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���I� 1 �3�� ������5�!� ��  ��� 2�� ���9�� �� !�3�����!���5�� 1!��!�2�5�� ��
�!9�������0��2 ��3������������>�
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A. RESULTADOS:� CLONACIÓN,� EXPRESIÓN,� PURIFICACIÓN� y�
CARACTERIZACIÓN�DE�TFAM�

�

���� �2��� �1�!��3�� 2�� 3������!J� ��� �!�4�:�� !����F�3�� 3�� �������9�.� �E1!�2�9�.� 1 !�7�����9�� ��
��!����!�F���9��3��
������3�5�!2�2����2�! ���2>�

1. Análisis�bioinformático�
���1!�3����9��3������2�! �� !��2�� �3�!���3��
�������2 �7�!0��0�3 !��H	�!B'@��2#BGI.�� ���
2�� ������2�M���1�!��0������3!���<��2�3��1!���2�3��0�3���������1!��!�0��Psipred�H��" 77��.�

!�2��� ��� ��>� #$$$I� 1�!0���� �42�!5�!� 8 �� 2�� �!���� 3��  ��� 1!������� ���� ����� �������3�� ���
<N����2� ��1<�� H���Q�%I.� ��� 8 �� ��0�� 2�� ��0���9� ��� ��� ���!�3 ���9�.� 
���� 1!�2����� 3�2�
3�0����2�-�"4�E�2�1�!�3�2�1�!� ��linker>��2��2�3�0����2�-�"4�E.���!0��0�����7�!0�3�2�
1�!�  ��2� C$� !�2�3 �2.� ���2�2���� ���  ��� !���9���@��!0����� ������3�� 2�� �3�� 3�� �!�2� <N����2�
��1<�.�3�2�1�8 �M�2������;���0����!��.�8 ��2���01�8 ��������7�!0��3��4�������>��3�0J2�3����2�
3�0����2� -�"4�E� 3�� 
���.� ������!�0�2�  �� linker� Hl#?� !�2�3 �2I� ��  ��� ����� �@��!0�����
Hl#K�!�2�3 �2I>�

��� 1!�3����9�� 3�� ��� �2�! �� !�� 2�� �3�!��� �2� �01�!������ 1�!�� �4�!3�!� ��� �������9�� 3�� ���
1!������.� 3�4�3�� �� 8 �� �2� �01�!������ 0������!� ��2� !������2� ���� ���7�!0���9�� 2�� �3�!���
���2�����2.� 1�!�� �5���!�  ��� 1�2�4��� 3�2�2�! �� !���9�� 3�� ��� 1!������� ��� ��� 0�0����� 3��
�E1!�2�!��>�
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���Q�%>��!�3����9��3�� ����2�! �� !��2�� �3�!���3��
�������4�2�����1!��!�0��PsiPred.�3��3��2�� ��3������� ��1��3��
���7�!0���9�� 1!�3��<�� �� ��� ���7���F�� 3�� ��� 1!�3����9�� 1�!�� ��3�� !�2�3 �>� 
�04�N�� 2�� ��� ���!��� ��3���3�2� ��2�
<N����2�3����2�3�0����2�-�"4�E>�H��4���.�	�3�R2O�������>�#$$AI>�

2. Clonación�
2.1. TFAM�HisTag,�MBP�TFAM�

��� 1!�������0�3 !�� HB'@#BG� �0���J��3�2.� 2��� ��� 2�M��� 3�� �!��2������9�� ��0������3!��I� 7 ��
�����3��0�3��������2���F�0�2�3��!�2�!����9��Nco�I���Xho�I�HBiolabsI�������5����!�3���E1!�2�9��
��
#C4� HWI� HNovagenI� �� 1�!��!� 3��� ����� 3�� 
���� ��3�3�� 1�!� ��� �!>� ->/���42� HFinMIT,�

�01�!�.� ������3��I>� ��� �������9�� ��� �2��� 5����!� 1�!0���� ���!�3 ��!�  ��� ����� 3�� 1���@
-�2��3���2� H-�2
��I� ��� ��� �E�!�0�� �@��!0����.� 7�!0�3�� 1�!� G� -�2��3���2� ���2�� ��5�2�
1�!0�����3�� �2�� ��� 1 !�7�����9�� 3�� 
���� 0�3������  ��� ��� 0��� 3�� �7���3�3� ��!��3�� ����
�������2>�

�2��0�20�.���04�N��2������9����7�!0��0�3 !��3��
����3���!��3���5����!�1�
�B$� 2��3�����
0�20����1��3����F�0�2�3��!�2�!����9�>��2���5����!�1�!0��������E1!�2�9��3�����1!����������� ���
7 2�9�������1!�������3�� ��9����0����2��H�
�I��������E�!�0���@��!0�����2�� �3��3�� ��2�����3��
��!���1�!�3���2��9������
��>�

2.2. Constructos�con�la�cola�C�terminal�deleccionada�
��3������ 1!��!�0�2� 3�� 1!�3����9�� 2�� �3�!��� ��0�� Psipred.� 2�� �42�!59� 8 �� ��� ����� �@
��!0��������1!�2����4�����2 �������3�3��2�! �� !��2�� �3�!���1!�3���4��.����� J����3���4��8 ��
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��� ����� �@��!0����� 1�3��� 3�7�� ���!� ��� �!�2����F���9�� 3�� ��� 1!������>� �3�0J2� ��0�� 2�� <��
��0����3�� ��� ��� ���!�3 ���9�� H�1�!��3�� �>CI.� �2��� ����� �@��!0����� �2�J� ��5�� �!�3�� ���
0;���1��2� 7 ������2D� �21���7���3�3� 3�� 2�� �����.� ����!����9�� ���� 
�
�.� ���!�3 ���9�� 3��
2 1�!�������������5�.����>���!�����.�2��3���3�9�����!�!� ���4���!���3��0 �����2��������������@
��!0�����3���������3�����3�7�!����2�1 ���2>��2��2�0 �����2�7 �!�������!�3�2���1�!��!�3��������

���@-�2
������������������-�2
�������@��!0����>�

���������Q�#�2����3�������2�3�7�!����2�0 �����2.����0�3�2��

#�H	�!BB@"� #'CI.��

'�H	�!BB@
�!�#''I����

B�H	�!BB@�!�##KI>�

�

���Q�#>���1!�2������9��������:�2�3�����2�� �������0������3����3��
���.�������1�!�����7�!��!�2����3����2�� ������3��
���������@��!0�����1�!��
��������2�3�7�!����2����2�! ���2>����!�2����!��2����3�������2�!�2�3 �2���2���������!�������
2�� ���������2�! ������7�!��!>���2��;0�!�2���3��������!�2�3 ��7�����3����3�����2�! ����0J2���������-�2
��>�

2.3. Dominios:�D1,�D2,�H1,�H2S,�H2L�
����2� 3�� ������!� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� ��� 1!������.� 2�� !����F9� ��� �������9�� 3�� ��2�
3�0����2�-�"4�E� 3��
����0�3������ ���  2�� 3�� 1!��!�0�2� 3�� 1!�3����9�� 2�� �3�!��� ��0��
Psipred��� ��� ������0������ ������!�2� 3�0����2�-�"4�E� ���� �2�! �� !�� !�2 ����� H	�+.� ���@%.�
�-�G�.� -�"%=I>� 	�� ���2�� ��!��� �!�2� ���2�! ���2� 3�7�!����2.� �� 1�!��!� 3��� 0 ������ 
���@
-�2
���H���Q�'ID�

� ��0����%�H�%ID�	�!BB@"��%#?�

� ��0����#�H�#ID��� %BA@�!�##K�

� ��0����#�W�������@��!0�����H�#�ID��� %BA@��2#BG�
�3�0J2.�  ��� 5�F� !�2 ����� ��� �2�! �� !�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� ��� ���� 2�� 3�2�M�!���
���2�! ���2�3����2�3�0����2��������linker.����8 ������2�! �� !��3�:�4�����!�5�!�8 ���2���linker�
�!��7 �������0������01�!������1�!���������!����9������������>����3�0�����-�"4�E�%�H-�"%I�
0J2�linker�7 �������3��������5����!�3���E1!�2�9��1�����.�8 ���M�3�� ���-�2�����������E�!�0��
�@��!0����� �� 7 �� ���0�3�� -%>� ��!�� ��� 3�0����� -�"4�E#� H-�"#I� 0J2� linker.� ���0�3�� -#	�
H-#2<�!�I.� �� ���O�!W-�"#W����� �@��!0����.� ���0�3�� -#�� H-#����I.� 7 ��  2�3�� ��� 5����!�
1�������M�3���3�� ���-�2���� ��� ��� �E�!�0���@��!0����>� ��� ���2�! ����-%�3���!��3��� 2�2��0��
1������1!�2�����1�2�4���3�3�3����!���3�����3�����0�3������3���2��9������1!����2��'�>�
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���Q�'D���1!�2������9���28 �0J�����3�� ��2�3�7�!����2����2�! ���2�3��3�0����2�!����F�3�2.�3��3��-�"%���-�"#�
<����!�7�!����������2�3�0����2�-�"4�E�3��
���>�

2.4. Mutagénesis�dirigida:�mutantes�de�unión�a�ADN�y�mutantes�en�el�linker�
��1�!��!�3������2�! �� !��3��
���������01��:�������	�##.�7 ��1�2�4���3�� ��3�!���2���������2�
8 �� !����F��� ��2� 3�0����2� -�"4�E� H-�"%.� -�"#I� ���� ��� 4�2�2� 3��� ���>� ��!�� -�"%.� ��2�
��������2� 8 �� ���������� ��� ���� 2��D� 
�!?K.� �?C.� 
<!KK.� 
<!KC� �� ���C%.� 1�!�� -�"#D�
�!�%KC."��%KA.�
�!%G#.��2�%G'.����%GG����� %C#�H5�!�0J2��3���������� ���3�2�!�1��9��3�� ���
�2�! �� !�I�

������� 7�����3�3�3��!����F�!���2���2�3���7���3�3����������� !5�� !��3������.�2�� ���59�����4��
0 ���N��2�2�3�!���3�� 2��3��������2�! ����
���@-�2����3����3�� ���3���2��2�!�2�3 �2.�8 ��2��
0 ��!��������>�
�04�N��2��!����F9� ��3�4���0 ������H�� ?C&���@�� %C#&���I�

�3�0J2.� 3�4�3�� �� ��� 1�2�4��� 3�0�!�F���9�� 3�� 
���� 2�� ���2�! ��!��� 0 �����2� 3��� ���O�!D�
�%#K�.��%'$�.��%'$�>�
����� ��2�3�4��2�0 �����2� ��0�� ��2�0 �����2�1�!����� ���O�!����<���
2�3����!����!�F�3�2���!����!�F�3�2����2 ��E1!�2�9�.�1 !�7�����9�.����=�

3. Pruebas�de�expresión�y�solubilización�de�la�proteína�
��!�� �4����!�  �� 4 ��� !��3�0������ 3�� �E1!�2�9�� 3�� ��� 1!������� 2�� !����F�!��� 1! �4�2� 3��
�E1!�2�9�.� 8 ��1!�2������0;���1��2� 5�!��4��2�1�!�� �1��0�F�!� ��� 1!���2�>�	�� !����F�!��� �2��2�
��2���2������ ��!����1��3����1�2D�
�#%H��'I.�
�#%H��'I1��2	.���22����#.���22�����1��2	[���
3�2���01�!�� !�2�3�7�!����2�H%GV����'KV�I����� ����������9��3��#?$�!10>����������!���9��3��
��3 ���!��!��3��%0����
".����01�2�3���E1!�2�9��3�21 N2�3�������3 ���9��3��'>?�<�1�!��'KV����
#B�<�1�!��%GV�.�����0�3����
>�

��!�� ��� ���2�! ���� 
���@-�2���.� ��2� ���3������2� 3�� �E1!�2�9�� �!��� 2�0���!�2� ��� ��3�2� ��2�
��2���2.� �2�� 8 �� 7����0����� 2�� �2����9� ��� ��1�� 
�#%H��'I1��2� ��  ��� ��01�!�� !�� 3��
��3 ���9��3��'KV��H���Q�BI>��2��2�0�20�2����3������2� 2���1����!���1�!�� ����E1!�2�9��3�� ��2�
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���2�! ���2��������������@��!0�����!���!��3��H�

I.���2�3�0����2�H�%.��#.��#�I�����2�0 �����2�
3��  ��9�� �� ���>� 	9��� ��� ��� ��2�� 3�� ��2� 0 �����2� �� ?C&���� �� 
!�!?K&���� 0�2�!�!���
3��!�3���9��3 !���������E1!�2�9�.�1�!������2��!����F9� ����E1!�2�9��3��#B�<���%GV��1�!���!���!�
3���5���!� �2���3��!�3���9�>���!���!��1�!��.� ����E1!�2�9��3�� ��2� ���2�! ���2�-#����-#	����2��
�E1!�2�!���������� ���3����2���1�2� 2�3�2.����� J��1�!������3���!�8 ��2���!����3�����2�! ���2�
0 ��1�����2��4��2>�

�

���Q�B>�"���	�	@��"�����%?Z�3��3��2��0 �2�!������E1!�2�9��3��
���@-�2
������
�#%H��'I���
�#%H��'I1��2	���
'Ke�� ���� ��2� 2�� �����2� 0 �2�!�2� H���!� 3�� 3�!��<�� �� �F8 ��!3�ID� �� ��3���� 0�!��3�!.� ��� 7!����9�� ��� ��3 ��3�.� ��
7!����9�� ��3 ��3�.� 	� 7!����9�� 2�� 4��� �� �� 7!����9�� ��2�� 4��>� ��� 7���<�� !�:�� ��3���� ��� 4��3�� ��!!�21��3������ �� ���
1!�������
���@-�2
��>�

��!������E1!�2�9��3������2�! �����
�@
���.������1������0���!��E1!�2�9��3�����1!��������!��
��22���#.� ��3�1��3�����0����� 3�� ��� ��01�!�� !�>� � !����� ��� �E1!�2�9�� 3�� �2��� ���2�! ����
�E�2��� ���3��!�3���9�����2������3��3��� ��!��� ���7�!0���! ���3��3�����1!�������HlG$�O��I�
H���Q�?I>�

�

���Q�?>� "��� 	�	@��"�� ��� %#Z� 3��3�� 2�� 0 �2�!�� ��� �E1!�2�9�� 3�� �
�@
���� ��� ��22����#� �� 3�2� ��01�!�� !�2�
3�7�!����2� H'KV�� �� %GV�I� ���� ��2� 2�� �����2� 0 �2�!�2D� �� ��3���� 0�!��3�!.� ��� 7!����9�� ��� ��3 ��3�.� �� 7!����9��
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��3 ��3�.�	�7!����9��2�� 4�������7!����9����2�� 4��>����7���<���!�2���3�������4��3����!!�21��3�����������1!��������
�@

���.� 0����!�2� 8 �� ��� 7���<�� !�:�� ��3���� ��� 7�!0�� �! ���3�� �� 3��!�3�3�� 3�� �
�@
���>� ��� 4 77�!� 3�� ��2�2� �!��
K?$0������.�?$0��-���	�1-K>?.�%0���

.�%0����	�.����2�>�

��� 2�� ������ 1�2�� 3�21 N2� 3�� ��� �E1!�2�9�.� �2� ��� 2�� 4���F���9�� 3�� ��� 1!������� �� 1�!�� ����� �2�
���5�����������9��3�����019��3��2�� 4���F���9�����7 ���9��3����2���!����!�2����2�7�2���@8 �0���2�
3�� ��� 1!������>� ��3������ ��� 2�!5�3�!� ProtParam� H
��!��<.� �1R����!� ��� ��>� #$$?I� �2� 1�2�4���
������!� ��� ��2� 3�� ��2� 1�!J0��!�2� 7 �3�0������2� 1�!��3���3�!� ��� ��019��3�� 2�� 4���F���9��
��0��2������1����9!����3�����1!�������8 ��3���!0���!J����1-�3�����019��������;0�!��3����2�
8 �� 3���!0���!J� ��� 1!�2������ 3�� ������2� !�3 ���!�2� H
�4��Q�%I>� �3�0J2.� �2� 2�4�3�� 8 �� ��2�
1!������2� 3��  ��9�� ��� ���.� ��0�� 
���.� !�8 ��!���  ��� �!��� �������!���9�� 3�� 2��� 1�!��
0�0���F�!������!���������5��3������>��

��!�� 3���!0���!� ��� ��019�� 3�� ��2�2� 2�� ���2�3�!�!��� ��2� 1�!J0��!�2� 7�2���8 �0���2� 3�� ��2�
���2�! ���2�3��1!�������H
�4��Q�%I.�2��1!���3�9���1!�4�!�3�7�!����2���01���2.��������!���9��
3�� 2��.� ������2� !�3 ���!�2.� ���>� ��21 N2� 3��  ��� �;0�!�� 3�� 1! �4�2� �� �1��0�F������2� 1�!��
3���!0���!������019��3��2�� 4���F���9��2���2����9D�K?$�0������.�?$�0��-���	�1-�K>?.�%�0��
�

>�

constructos� Num�aa� PM�(Da)� pI� Cys�


���@-�2� #%B� #?G?#>B� A>G?� #�

�

#� #$G� #BK%?>B� A>K#� %�

�

'� #$%� #B%%G>G� A>G?� %�

�

B� %A?� #'''B>K� A>??� %�

�%� A'� %%%%'>G� A>KG� %�

�#�� %$A� %'%'C� A>%G� %�


�4��Q�%>�
�4���!�2 0���������� ��2�3����2�1!�1��3�3�2�7�2���@8 �0���2�3����2�3�7�!����2����2�! ���2�1�!��
����
�4����3�2�0�3���������2�!5�3��ProtParam>�

4. Purificación�
���1 !�7�����9��3��
�������2 �7�!0��0�3 !����2�� 4���H#?>G�O��I.��2����0��3����2����2�! ���2�
�������������@��!0�����H�

P	I�����2�3�0����2�������2����E���2�9��3�����O�!�H�%.��#.��#�.�-%I.�
��3�2�����2�����1!�2������3��-�2
��.�1!�2�����3�2����1�2����2�� ��5�2D� ���1!�0�!�����1��8 ��
���2�2������� ������ 0���3���7���3�3.���!��3������ ���������8 �������8 �� �������8 �����8 ��
��!�1������2�����2�3��<�2��3���2.������2�� �3����� ����!�0����!�7���3���E�� 2�9��0���� ��!>��
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B.�RESULTADOS:�FORMACIÓN�DEL�COMPLEJO�PROTEÍNA�ADN�

��0��2��<�� ��0����3��3 !����� ��� ���!�3 ���9�.� ���0�0�7�!�2� ��� �!��2�!�1��9���� !!����
�!�5N2� 3�� �!�2� !������2� 1!�0���!�2D� �	�.� -	�%� �� -	�#>� 	�� <��� ��!����!�F�3�� 2����2� 3��
 ��9��1�!��
��������	����-	�%>���4�3����8 ������7���3�3�3��
�����2�2 1�!��!�1�!���	����
8 ������01������9��7 ���������������!��2�!�1��9��1�!����2�!�0���!�1�!���	�.�2���2����9����
2�� ������3�� ��9���	��1�!������!�2����F���9������
���>�

��� �!�2����F���9�� 3�� 
���� 2�� ��2��9� 2�4!���3�� ���� ��� ���2�! ���� 
���@-�2���.� � �8 ��
��04�N�� 7 �!���  2�3�2� ��2� ���2�! ���2� �

P2� �� ��� ���2�! �����
�@
���� 3�21 N2� 3�� ���
3���2��9��3��2 �3�����3��1!���9��2�2�1�!��2�1�!�!��
����
���>�

1. Diseño�de�oligos�para�la�cristalización�
��!������!�2����F���9��3��
���������01��:������2 �2�� ������3�� ��9�����	��7 ������2�!���
!����F�!����3�2�M��3����2������2�3���!�2����F���9�����4�2�������!���9��3��1!������9��3��
����
�����F�3�� 1�!� footprinting� H��2<�!.� 
�11�!� ��� ��>� %ACKI� �� ��� 2�� ������ ���2��2�� 3�7���3��
1�!����2�3�0����2�-�"4�E�3�� ��9���21���7����3��2�� ������H�� 3��.�	��<����������>�%AA'I>�
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3��3����2���3���2�0 �2�!��� ��3�21��F�0������������!���9��3��1!������9��H���%.�3��3�����
������29��3����3�������!���9��3��1!������9��1�!�������3������@��3�7������������ ����!�����3��
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���� ��� ��� ��3���� ��3�7������� �� ��� ��3�7������>� ��� ����2� ��3����� ��� F���� 3��
1!������9�� �7!���3�� 1�!� 
������� ��� ��3���� ��� ��3�7������.�0����!�2� 8 �� ��� ����!�����3�� ��3���� ��� !���9�� 3��
1!������9��1�!�������3������3�7������>�HDairaghi&Shadel,�1995I>�
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'I�

�
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���>�

2. Formación�del�complejo�
����3�� ��2�1 ���2� ���5��1�!�� ��� �!�2����F���9��3�� ���1!������� ��� ��01��:�� ���������2� ���
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H�������!���9��3������.�1-.����>I������!�����1!�������D�����91��0�[�1�!�������7 �!��� 2�3�2�
����2�3��!���!3������5��H��	�D�Electrophoretic�Mobility�Shift�AssayI>�

��4�� 3�2����!� 8 �� ��� 0N��3�� �2��4����3�� 1�!�� ��� 7�!0���9�� 3��� ��01��:�� 7 �� 2��01!��
0�3������3�J��2�2��2������3������!�3������3��!��������3������>�

2.1. Optimización�de�la�condiciones�del�complejo�
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%.����Q
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.� 3��3�� ���
������ 3�3�����������7����4���������01�2���9��3�����019��

2.2. Ensayos�de�unión�con�ADN�
��2� ��2���2� 3�� !���!3�� ��� ��� 0�5���3�3� �����!�7�!N����� HElectrophoretic� Mobility� Shift�
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1!�2������3�����4���3��upper�band�2��3�4�������01��:�2���������3�������� 3�2�3��#A�14�
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�

�

���Q
?>� ��	������5�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�#G� �� �	�##� H2��;�� ���Q
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��!��F�3������2�! �� !��!�2 �����1�!�	�����et�al�H	����.�
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C.�RESULTADOS:�CRISTALIZACIÓN�
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�����0����� 7 �� ��!�3�3�!� 3�� ��2� 0�20�� ���3���9�� 8 �� ��2� �!�2����2� 
���@�	�##�
H'KZ��"%$$$.� $>'?�� ����.� $>%�� ��&\� �<�21<���� 1-� G>#I� 3��3�� 2�� �4� 5��!��� ��2�
�!�2����2�����0���!�!�2�� ��9��Hl#>G�bI>���2�3���2�3���2��2��!�2����2�1�!0����!����!�F�!����
������3�3�3������2�! �� !�.����� ���3��1!������������>�
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���Q�G>� �1��0�F���9�� 3�� ��2� �!�2����2� �4����3�2� 1�!�� 
���	����@�	�##� ��01��:�� ��  ��� �������!���9�� 3��
C0�&0�>�H�I����3���9�D���"%$$$�'$Z.������$>#?��.���&\�1<�21<����$>%���1-�G>#.�2�0���!���������3���9��3����2�
�!�2����2�����5�2>���3��������� 2��3��Al’s�oil�7 ��1�2�4���3�20�� �!����� ������9����7�5�!���!�����!���0�����>�H
I�
���3���9�D� ��"� ''?$� #$Z.� �-B�� $>#�>� H�I� ���3���9�D� ��"%$$$� '$Z.� ����� $>#?�.� $>%��-���	� 1-K>?>� H�I�
���3���9�D���"%$$$�'$Z.������$>#?�.�$>%����	�1-G>?>�

4. Cristalización�TFAM�LSP22Br�
���� 5�F� �!�F�3�� ��� ��3���� 1���1�1��3���� 3�� 
����3���!�� 3�� ��� 3��2�3�3� �����!9����.� 2��
4 2�9����7�!0�!�����!3������!�������9��3�� ���2�� ������� ������3����3������>���!������2��
3���3�9� 2�!�����3�!�5���F�3�2���0�!����0����.�����!���0�����2 42��� �!� �����0����3��
��� 2�� ������ �!������� 3��� ������ �	�##� 1�!� ?@
!�0��!�����>� ��!�� ����� 2�� �2�����!��� ��2�
��0���2�8 ������2� 5��!����01����3�2��������!�������2�1!������@������8 ��1!�2���J2��� ��
0���!�Bfactor���7����!�3����01�!�� !��H��3���3�2�����F ���������� ���9�I>�

�

��2���2���2�3���!�2����F���9�������2��2������2�2��!����F�!�����!�3�3�!�3��������3���9��3���
��01��:������5�>���4��3�2����!�8 �����0���1 ����9��3���2��2���01��:�2��01����4���!�4�:�!�
4�:�� ���3������2� ���� 4�:�� �����2�3�3� 3�� � F.� ��� 8 �� ��� 
!�0�� H
!I� �2� 2��2�4��� �� ��� � F�
3�4�3����2 �7J�����E������9�>���2�0�:�!�2��!�2����2�2���4� 5��!�����������2��3��3��
%A�3�����
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��3���� �� �!�� 3�!�5���F�3�� �� 
!@�!������ �� �2��2� �!�2����2� 3�7!����4��� <�2��� #>%� b� H3���2�
0�3�3�2������#'>#.��	��I�H���Q�KI>�

�

���Q�K>� �!�2����F���9�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�##
!�>� ��2� ���3������2� 3�� �!�2����F���9�� �!��� ��2� 0�20�2� ���
��3�2���2���2�2D�'KZ��"%$$$.�$>'?�������.�$>%�����&\��<�21<����1-�G>#���C0�&0�>������!�2�8 ��1�!��
!
%B�
��� 7 �� 1�2�4��� ���2�� �!� �!�2����2.� ��� ��� ��2�� 3�� 
!
#� �� 
!
'� N2��2� �!��� �J4���2� 0�2�!��3��  �� 0���
�01�8 ���0������3����!�2���>���2��!�2����2��4����3�2�����
!
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D.� RESULTADOS:� PROCESAMIENTO� DE� DATOS� Y� RESOLUCIÓN� DE�
LA�ESTRUCTURA�

1. Difracción� y� procesamiento� de� los� datos� de� difracción� del� cristal�
TFAMSeMet�LSP22�

��4�3����8 ������!��7����4����1����!��N�����2�3��!�01��F�0������0���� ��!�1�!��!�2��5�!����
�2�! �� !������5��3��
���������01��:�������	�##.�2��3���3�9�!�2��5�!����1!�4��0��3�����
7�2���E1�!�0�����0�����0�3��������� 2��3��1!�������3�!�5���F�3������	����������01��:��
������������� ����F��3�����0N��3��3��3�21�!2�9����90������0;���1��2������� 3�2�3����3��
HMultiple�wavelenght�Anomalous�Dispersion.����I>�

��� 0�:�!� ���: ���� 3�� 3���2� 1�!������� ��  �� �!�2���� 3�7!����3�� ��� ��� ��%B@B� 3��� �	���
0�3��������� 2��3�� ������90��!��� ����!�������9��O�11���2�0�3�7���4��.����8 ��1�!0����
 ����������9��3��3���2�0 �<��0J2���01��������� ���1!���2�9��lB�0��!��2>���!�������2��
 2�� ��� 0���O�11�� �� G$V.� 1�!0�����3��  ��� !�����3�� ���� ��3�2� ��2� !�7��E����2� 1�2�4��2� ��
���5�3��!�3 �3�����.�1�!���3�0J2�7�5�!�����3�����1!�2������3����2�1�!�2�3��Friedel�������
0�20���0�����H���Q�%I>���!�����!�����3��3���2���3��3���2�1!�0�!��2��!����F9� ���2������3��
7� �!�2������� 1�!�� �2����!� ��� ������ 3� 3�� ��3�� 91��0�� 1�!�� ��� �42�!��9�� 3�� 	�� H7 �!���
�������3�2�3���2���3�2������� 3�2�3����3��3�2�����2.���7��E�9�D��1T�%#>GGG?�\�����1���D�1OT�
%#>GGA�\��I>�
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���Q�%>� ��7!����9�� 3�� 
���� 	����@�	�##>� H�I� �0����� 3��� �!�2���� 3�7!����3�� � 3���!�� 3��� ��F�� 3�� ������ 8 ��
1�!0����0������!�����!�2�������cryobuffer>�H
I��:�01���3�� ����0�����3���1��!9��3��3�7!����9��3����!�2����
����
	����@�	�##������%B>B��	��>����1��!9��3��3�7!����9��2���E1��3��<�2��� ���!�2�� ��9��3��#>G�b���0 �2�!�� ���
����!�� ���2��!�1��>� H�I� �2������ 3�� 7� �!�2������� 1�!�� 3���!0���!� ��� �42�!��9�� 3�� 	�� ��� ��� �!�2���>� ��� ����� 2��
��3����������!����3���1 ����3����7��E�9��H��7IT�%#.GGG�?\�5�H7PT�@A>''.�7PPT�#>CAI.����3���1����3���42�!��9��H1OIT�
%#.GGA�\�5H7PT�@C>#?.� 7PPT�?>#CI>�H�I���2���9��3�� ��2�J��0�2�3��	��������!�3�2�0�3������	-��L>���� ������!�:��
��3���� ��� �:��4���!���8 �� !��������� ��2� J��0�2�3�� 	��3�� �04�2�0��N� ��2>� H�I���1��3��3��2�3�3������!9�����
3�21 N2�3�����5�!�����4�� �����!!����9��3�����2��!�1���3����2�3���2��� �����!!����9��3���2��5����>��2�1�2�4���
�4�!5�!� ��� ������ �3�3� ��� ���0�1�� 3�� 3��2�3�3.� 3��3�� �2� 1�2�4��� 3�7�!�����!�  ��� <�4!�� 3�� ���� � ��� ��� �:��
5�!�����>�

�����!�2�����!���!��!!904����1!�0���5�������������#���01��:�2�1!������&������� ��� ��3�3�
�2�0N�!���.� ���� ��1�!�����:�� 3�� 2��5����� 3��� G?>C'�Z���  �� ���7�������� 3������<�R2� 3��
'>#%� b'&��>� ��2� 3���2� 7 �!��� ��3�E�3�2� �� �����!�3�2� ���� ��� 1!��!�0�� L�	� � H\�42�<I�
�1�����3��  ��� ��!!����9�� 3��� 3�M�� 1�!� !�3����9�>� ��� �!�2���� 1�!�������� ��� �! 1��
�!��!!904���� 1!�0���5�.� �###.� ���� ��2� 2�� �����2� 1�!J0��!�2� 3�� ���3����� �T?G>%#[�
4T%%C>B%[��T%#$>$?[�cT`TqTA$V>���2��!��!0������2��2�3���2�7 �!����2����3�2�0�3���������
1!��!�0�� 	����� H�5��2� #$$GI.� 8 ��0�3������ ��� �J�� ��� 3�� ��2� �E��������2� 2�2��0J����2�
1�!0�����3�� ��3�!�8 ���E�2���� ���:��<������3���H�I.���!�����<������3���H<I��� ���3����2��:�2�
HOI����2��1�3�����!����!�F�!>���!���������.�3���!��3����! 1���!��!!904����1!�0���5��1�3���
�!���!2��3���!�2����2�����2�0��!����###%����#%#%#>�

����2�! �� !�� 7 �� !�2 �����0�3���������0N��3��3��3�7!����9����90���� Hsingle�wavelenght�
anomalous� diffraction.� 	��I��������1!��!�0��	-��L��H	<��3!��O�#$$CI.����8 �� ��2�3���2�
7 �!���!�����3�2������������ 3�3����3��3���1���>���3������	-��L��7 ��1�2�4����3����7���!�
%$� 2����2� ��!!�21��3�����2� �� ?� 3�� ��2� 2��2� !�2�3 �2� 3�� 	����� 8 �� 1!�2����4�� 
����
3�!�5���F�3��H���1!�0�!��0���������<����!�7�!����������������3���!�3 ���9������!0��0�����
�2� ���0���3�I[� 1�!� ��� �����.� 2�� !���7��9� ��� �E�2������� 3�� 3�2� 1!������2� 1�!� ���3����>� ���
��21����9��5�2 ���3�����1�2���9��3����2�J��0�2�1�2�3�2�H	�I��5�3������3�2�clusters�3��������
J��0�2���3�� ���!��������3�2�1�!� ���2�0��!���4���!��.��2�3���!.�8 ���E�2��� ���2�0��!���
��� �!�2�����!J7���� H���Q�%� H�II>� ��� 7�2��3�� ���2�� ��5�� ���� 	-��L�� !�5��9� 8 �� ��� �! 1��
�21������ ��!!����� �!�� �#%#%#.� 1!�2�����3��  ��� pseudos�free� correlation� coefficient�
2����7�����5�0����� 3�7�!����� H3�4�!��� 2�!� 0���!I� !�21����� �###%>� �3�0J2� 0�3������
	-��L��2���1���9� �����!!����9�����2��!91��������0�1��3��3��2�3�3������!9�����1�!��1�3�!�
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!����F�!�����!�F�3��3�������3����1���1�1��3������2�� ������� ���9��3����0�3��������� 2��3��
���
�H�02������3���R����#$$BI>�
�04�N��2���1���9� �����!!����9��3���2��5�����3���0�1��
3�� 3��2�3�3� �����!9����� 0�3������ ��� 1!��!�0�� ��� HDensity� ModificationI� H��R���� ��3�
�����%AAGI�H���Q�%�H�II>�

	�� �3�0����.�2��1!���3�9����!�7���3������������?�H� !2< 3�5.������������>�%AAKI.�8 ��
���� ��� !�7���3�� 0�3������ 
�	� HTranlation� Libration� Screw�motionI.� !�2�!�������2� ��0��
��	� Hnon�� crystallographic� symmetryI� ��� !������2� �21���7���2� H!�2�3 �� ?%@?G[� %$B@%$C[�
%#C@%'%[� %B'@%BK[%?C@%G$I.� �� 7 �� ����2�!��� ���2�! �!�  ��� ��4!�!��� 1�!�� �2��4����!� ��2�
1�!�2�3��4�2�2�^��2������!��O�1�!��������>����1!���2��3��!�7���3��2������!�9����!�� 2��3���
1!��!�0��������?������2�! ���9����0����<�2��������!��� ��0�3����7������� ���!�2�� ��9��
3�� #>K?� b� ���� ��2� 2�� �����2� 5���!�2� 3�� ��2� ��3���3�!�2� �7����!� T� $>#B� b� �� �7!��� T� $>'$>� ���
0�3����7��������� �����2�!�2�3 �2�	�!B'@"��#'C���	�!B'@
<!#'B�1�!���04�2�0��N� ��2�3��
1!������.� �� ��� 2�� ������ ����!�� 3��� ������ �	�##>� ��� !�1!�2������9�� 3�� ��0��<��3!���
1!�2����4�����Z�3��!�2�3 �2����!������2�7�5�!���3�2.�8 ���!��3���AB>$BZ���3�4�!���2�!�a�
ACZ>� �3�0J2.� ��� �2�! �� !�� 1!�2����4��  �� C>GZ� 3�� !��J0�!�2� 1�4!�2.� 1�!J0��!�� 8 ��
3�4�!���2�!�r�%Z>�

2. Difracción�y�procesamiento�de�TFAM�LSP22Br�

��!�� ���7�!0�!� ��� �!�������9�� 3�� ��� 2�� ������ � ������3���� ��� ��� �2�! �� !�� 7 �!���
3�2�M�3�2������2��	�##�����4�2�2�4!�0���3�2����3���!0���3�2�1�2������2�H��������0��2��
<����0����3���������1�!��3��3���!�2����F���9�I>���2��!�2����2�8 ��0�:�!�3�7!����!���7 �!���
�8 ����2����� ���2�� ������0 ��3����� ���
%A�3�� �����3������H���0�3��
!
%AI.�<�2���#>%�b�
H���Q�#I>� ��� !�����3�� 3�� 3���2� 2�� !����F�� ��� ��#'>%� 3�� �	��.� ������ 8 �� 1!�2�����  ���
������ 3�3����3��7�:��HsT�$>CK#G$$�b.��T�%B>#A$�\��I>��2��������� 3�3����3��2����� ���!��
2�� �3��������1��!9��3���42�!��9��3��
!�0J2������3�!��<�.��2�3���!.�2��!����F9� ���!�����3��
3����2�3���2�3��3�7!����9����� ��1 ����!�0���>���!���5���!�3�M��1�!�!�3����9���������!�2����
�����1N!3�3��3�����2�M���3���4!�0���1��0�2�1�!� ���7 �!������� ���9��3��������!������ ���
!�����3�� 3�� 3���2� 3�� 7�!0�� <������3��.� 0�3������ ���  2�� 3�� ��� ����!7�F� helical� collection�
3���!��3���E� 4���������	���H"�4�3��<�.�
���5�������>I>��
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���Q�#>� �2�!������� 3�� !�����3��1�!�� ��2� �!�2����2�
���@�	�##
!>� H�I� �0�����3��� �!�2���� ������3��3���!�� 3���
��F�.�����2�����2��2���1���9� ���!�����3��3����1��<������3��.�8 ��0�3���������2������9��3�� ��1 ������������H%I���
 ��1 ���� 7����� H#I�1�!0���� ���!�����3��3�21��F�3���� ��� ��!���3����!�2���.����� ��1�3�!�3��3�7!����9��2�0���!���
�2��4���HFlot_2010I>�H
I��2������3��7� �!�2�������1�!��3���!0���!�������!����3���42�!��9��3��J��0��3��4!�0��
�������!�2���>����4�3����8 ����������� ����F�3���!��3�������� 3�3����3��7�:�.�������01���9�<���!� ���!�����3����� ��
1 ����3�21��F�3��������F8 ��!3��3���1����3���42�!��9��R5T�$>CK#G$$�b.�\�5T�%B>#A$>�

��4�3����8 ���2��2��!�2����2�3�7!����4���0�:�!.�������: ����3��3���2�7 �� 2�3��1�!�����5�!���
��4��  �� !�01��F�0������ 0���� ��!�  2��3�� ��0�� 0�3���� ��� 134� �4����3�� �� �!�5N2� 3��

���	����@�	�##>����1!���2��3��!�7���3���01���9�5�!��2������2��������1!��!�0���������
H���� ���3���������0�����1�2�2�3��� !�1��!���3�.�
�	.���	I>���2�;���0�2�1�2�2�3��!�7���3��
2�����5�!�������4��0�3���������1!��!�0����
�
�	
���H	0�!�.�^�0��O������>I.�8 ��!����F��
 ��!�7���3��0�3������ �����5�3�2��!�2�!����9��4�2�3������		��HLocal�Structure�Similarity�
RestraintsI�8 ��1�!0�����E1����!� ��� ��7�!0���9��3���2�! �� !�2�!��������3�2��� 7�������!����
 2��3����	>�����!��3���1!��!�0����
�
�	
���7 �!��� 2�3�2���2��1���������2�"����.�8 ��
1�!0����� 7�:�!� !�2�!�������2� 3�� ���0��!��� 1�!�� �5���!� 5���������2� !��������3�2� ���� ���
���2�! ���9����0����H;����1�!��������I.�
�	��� form�factor�correction� H1�!0����!� ��!� ��2�
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E.�RESULTADOS:�ANÁLISIS�ESTRUCTIRAL�DE�TFAM�LSP22�
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3. Características�del�ADN�LSP22�en�la�estructura�TFAM�LSP22�

��� ����2�! �� !�.��������2 7!��3�2� � !5�� !�2�0 ��0�!��3�2�3��lA$V.� ��3�� ���3������2�
1!�5���3�� 1�!�  ��� -�"4�E.� 3��3�� ��0�� !�2 ���3��  ��� � !5�� !�� ���4��� 3�� %C$V� ��
8 �3��3����� 7�!0��3���� H���Q�B� H�II>�����!��3�� ��2� !������2�%���#�1�3�0�2�3�7���!� ��2�
1 ���2� 3�� 0���!� � !5�� !�� 8 �� ���2�2��� ��� ��� 2�� ������ �'�B�?"G� 1�!�� ��� !���9�%� ��
�%B�%?�%G�%K� ��� ��� !���9�� #>� ���  �� 
@���� ���9����.� ��� 3�2������� ���!�� ��2� 7�27���2�
3�2������3�2�1�!�� ��!��4�2�2�������2 !���0���!��2�3��%%>K�b>���������2��3�����!���9�%.����
3�2����������!��
K�H��3�����I���
#$�H��3�����I��2�3��##>B�b.�0����!�2�8 ��1�!�����!���9�#����
3�2��������2�3��#%>A�b.����!���%K���"%$�H���Q�B�H�II>������ ��3���������2���<�0������8 �� ���
1!��������� 2��������2 !���0���!>�
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?$V���G$VI�3�4�3�������7 �!���� !5�� !����3 ��3�.�8 ��<����5����!����2 !���0���!�<��������
2 !���0���!.�0����!�2�8 �����5���!�3��twist�3�20�� ���H���� ��0���0��3��%$VI�������1�!�3��
4�2�2�����!���H�B�?&
C"A.��%?�%G&
K"CI��������8 �����2 !���0���!�2����� ���!��3�4��3����
�4��!��>���������!������!���3����3��3�4��0�����.��2�3���!.�������2 !���0���!�3����2�!������2�
3���	��%���#.� ��2�1�!�2�3��4�2�2� ����0���!�5���!�3��!���� !����F��� ����!�������2�^��2��@
�!��O� !�� ��!�2.� �2�� ��0�� ������2� 3�� <�3!9����� 4�7 !��3�2� ���!�� ���0�20�� ��3���� H����.�
�!�3�!��O� ��� ��>� %ACKI� H� ���Q�%� H
I.� ���Q�B� H�I.� H
II>� �3�0J2� �E�2����0��N� ��2� 3�� �� ��
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H�I� ��1!�2������9�� ��� 1�2������ 3�� ��2� 1�!�2� 3�� 4�2�2� 8 �� ���7�!0��� ��� ���� �	�##.� 3��3�� ��2� 1 ���2� 3��
����!������9��2�����3���3�2����� ���7���<�>�H
I���1!�2������9���!J7����3����2�1�!J0��!�2�roll���twist.��

4. Contactos�TFAM�con�ADN�
4.1. Dominios�HMGbox�y�su�interacción�con�la�región�1�y�2�

��0��2��<��3������3������!��!0�������2�3�0����2�-�"4�E�3��
��������!���������������2�
4�2�2�3������>����-�"%.��� ?C�3�����<N����%�2������!��������!���'����B�3�������3������H!����
�������2���2I�3�7�� ����3��2 �stacking�������!�4 ���3�� 7 �!��0�������� ���!�0�����3��roll�
����2���1�2�>��2���3�2��!2�9��2����� ���!���2��4���F�3��1�!� ��!�2�3 ����!���������0�����
���2�!5�3�.�
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��04�N�� ����!�4 ��� �� ��� 3�2��!2�9��3������.�0�3������ ��� ����!������9��1�!����� 3��
<!KK.�

<!KC������C%�H���Q�?�H�II>�
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!���9�#>� ��� ��� 1�2���9�� �8 �5������� �� -�"%@�� ?C.�  �� !�2�3 �� 1���!.� �2�%G'.� ��� 2��
����!�����1�!��!����F��1 �����3��<�3!9���������
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!�2�3 ��1!���3����.�
�!%G#.� � ����0����� ���2�!5�3���� ���� �3�� ��� ��� ��!��<�3!�794����3��
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-�"%.�
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4.2. Linker��y�su�interacción�con�el�ADN�
��� ��� �2�! �� !�.� ��� ���O�!� 2�� ��� ���!�� ���������3�� -�"%� �� -�"#.� �� ��01��2��3�� ���
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3���!.�������O�!������������2 !���0���!����2��4���F����2�3�2�1 ���2�3��� !5�� !�>���3������
2 � 1�2�� 1�!1��3�� ��!� �� �!�5N2� 3��� ���.� �2��4���F�� ��2� ��������2� 3�� ��2� 3�2� 3�0����2�
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4.3. Cola�C�terminal�y�su�interacción�con�el�ADN�
���������@��!0�����<��2�3��3�2�!������0������2�!���1�!�����!�������0�������21���7����3���
���� H���!��<�.� 	<�3��� ��� ��>� %AA?[� "�����<�77.� � ������<����� ��� ��>� #$$AI� �� 1�!�� 2 �
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� �� #'$D����O�!�H�� %?#.��� %BAI.�<N�����'�H���###I�

� �� #'%D�<N�����'�H���###.����##'.�"� #%AI�

� �!�#'#D�������@��!0�����H
<!#'B.��� #'$I�

� ���#'?D�<N����'�H"� #%AI�
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����!�����3�>����1�2���9��3��;���0��!�2�3 ���!�F�3�.���2#'K.�7�����F�����!�1!�2������9�>�

5. El�motivo�simétrico�AAC�de�LSP�
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�28 �0J����0����� ���Q�GI� 0 �2�!��  ��� ������3������ �21������ 3�� ��2� �0���J��3�2� 8 ��
���������� ��� ���� H1�!� �:�01��.� 
�!?K� �2�! �� !��0����� 2�� ������� ���� 
�!%G#I>� 	���
�04�!��.��E�2��� ��3�21��F�0������1�!����2�!�2�3 �2�8 ��2������!�����.��� ?C����� %C#.���
��2�1�!�2�3��4�2�2�����!����3�2>�	��2��!����F�� ��������0���������4�2������2�!�2�3 �2�8 ��2��
����!�����.� �������2� �42�!5�0�2� 8 �� ��� 2�� ������ �#�'’�B� 2�� ������� ���� �%?’�%G�%K>� 	��
��5�!��0�2� �2��� ;���0�� 2�� �����.� ������!�0�2� 8 �� ��� 2�� ������ �%K�%G’�%?� ����:��
1�!7����0����������#�'P�B>���!���������.��2�1�2�4���3�7���!� ��0���5����5�!��3�.���’�@%$14@
�’��.�8 ��2�� �� ���2�0��!���2�0���!������2�0��!���4���!���-�"4�E>�

�

���Q�G>�������0������3����2�!������2�%���#.�8 ��1!�2��������2�1�!J0��!�2�3��roll���twist�����!�3�2>�����F ��2��
0 �2�!�����2�� ������3������H�F ��7 �!��.���3�����[��F �������.���3�����I>����!�2��2��0 �2�!�����2�!�2�3 �2�8 ��
2�� ����!������ ��� ��� ���.�0����!�2� 8 �� ��2� ��������2� 3�� ��2� !�2�3 �2� 3�� ��3��-�"4�E� ���� ��� ���� 2�� ��� ���
�93����3�� ����!�2��1����3���� ��2�-�"4�E>���� ������0������3�� ��� �F8 ��!3���2�J�<��<�����4�2���� ��2� !�2�3 �2�
�8 �5������2��2�! �� !��0����.�0����!�2�8 �����3�!��<���2����4�2������2�!�2�3 �2�8 ��2������!��������1�!0�����
3�7�!���������1!�2������3���0���5�����>�

�

�

�

�

�

�



� � � �

�

150

F.� RESULTADOS:� ANÁLISIS� DE� LA� FLEXIBILIDAD� INTRÍNSECA� DE�
LSP22�

���0�����20��1�!���� � ��� ���1!���������3!����1 �3��!�������!� � ���2�� ������3������
���5�� �M�2� 2���3�� �2� 3��3�� �� �!�5N2� 3�� ��2� �2�! �� !�2� 3�� ���� 3�21���4��2� �� ��2�
�2�! �� !�2� 3������ ��� ��01��:�� ����1!������2>� ��� 1!�0�!�� ��� �7!���!�  ��� �E1������9�� ��
�2���1!���2��7 ������! 1��3�����<�H	��0��.���2��4�!�������>�%AKGI.�8 ����2�1�2� ��!���8 ��
��� 3�1��3������ 3�� 2�� ������ � 1�3��� 5���!�0�3��3�� 1�!� ��� !�������0������ 3��� 1��!9�� 3��
1 ����2�3��<�3!9��������!����2���3���2�����!���2�3�����1!�����������2���!���3����2�1�2�2�8 ��
���7�!0��� ��� 2 !��� 0���!� �� 0���!>� ��2��!��!0����.� � 
!�5�!2.� et� al.� 3�2� 4!��!���
0�3����������2� 3���3��� ����2�0��8 ���E�2���������3������3����� ��2�2�� �����2�3������
�� 7�!0�!� �2�! �� !�2� �9���5�2.� 0����!�2� 8 �� ��!�2� 7!�� ����0����� 7�!0��� �2�! �� !�2�
���5�E�2� H
!�5�!2� ��3� �!�R� %AAKI>��J2� ��!3��Dickerson� &� Drew� H���O�!2��� ��3� �!�R�
%AC%I� !����F�!��� ��� 1!�0�!� ��J��2�2� 3��  ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� ���� �� ���
3�1��3���������!��1�2�4��2�3�7�!0������2�3�� ���<N������� 2 � 2�� �����>����1�!��� ��!.� ��2�
1�2�2� 8 �� �01����� 1�!�0�3���@1 !���� H�@".
@�I� ����3��� �� 1!�2����!�  �� roll� 1�2���5�.� �2�
3���!.���3�4��!2��<��������2 !���0���!����!�5N2�3����:�� ��!����� long�axis>������!�2�8 ����2�
1�2�2� 1 !���@1�!�0�3���� H�@".� �@
I� 0 �2�!���  ��� ���3������ <�����  �� roll� ������5��
��01!�0�����3�� ��� 2 !��� 0���!>� �� 1�!��!� 3�� �2�� 0�0����� 2 !��9� ��� �����1��� 3�� ���
���3������ ������ ��  ��� 3�7�!0���9�� ��� 7 ���9�� 3�� ��� 2�� ������ 3�� ���.� �2� 3���!.� ���
7��E�4���3�3����!��2����3�������3�1��3������3��2 �2�� �����>���!����������2����1�!��3�.�2��
8 �2���E�0���!� ��2� ��!����!�2����2� 7�2���@8 �0�2�3�� ��2�1�!�2�3��4�2�2�8 �� ���7�!0��� ���
2�� ������3�� ��9��3���	��1�!��
���>�

������7�!0���9��3�� ��� ���9��3��3�1��3��3��2�����J�� ��2�3����!2�9��H���Q�%H�II.��2��2�
J�� ��2� 3�� ��!2�9�� 2�� ��� ���!�� 3�7���3�2� 1�!� J�� ��2� ���!�� ��� 4�2�� ���!�����3�� �� ���
�F;��!� HtI.����!������?�������! 1�� 7�27����3���� ���9��3������!��!� HcI.����!���'�������! 1��
7�27����1�2��!��!� HuI.=����3�1��3���������!�� �2�! �� !��3��������� ��� 2�� ������3�������
1 �3�� 2�!� �E1����3�� 7J���0����� �� 1�!��!� 3��� ��J��2�2� �� ��5��� 3��� 1�!� 3�� 4�2�� H4�2�@1��!�
��5��I.�3��3���2�1�2�4���3�7���!�G�1�!J0��!�2D�shift,�tilt,�slide,�roll,�rise���twist�H���Q�%�H4II>�
��2� 1�!J0��!�� 3�� roll,� twist� �� slide� : �����  �� 1�1��� �01�!������ ��� ��� 7�!0�� 7����� 3�� ���
�2�! �� !��3�����.�3��3�� � ��!� ��<�4!�2�3������0J2� ��!��2��� ��!��2.� �� ���� � !5�� !�2�
��������2� ��� 3���!0���3�2� 1 ���2>� ��3������ ��� �2� 3��� 3�� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� ���
!�2 ����2�2��<��1�3�3�����2����!�8 ��roll,��R�2����slide��E<�4��� ���2 ����3�1��3�������������
2�� ������3�����.�1�!��:�01��.����1�!�3��4�2����v"
��2����!��2���0�����0���2�!���3��8 ��
��v
".� 1�!0�����3�� �38 �!�!� 3�7�!0������2� 8 �� �7������ �� ��� 2 1!�� �2�! �� !�� <������3���
7����>�
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���Q�%>�(�� ��2�8 ��3�7���������2�! �� !��������3������>�H�I�J�� ��2�3����!2�9�������� ��3�3�� ������3���>�H4I�
(�� ��2� � 8 ��3�7����� ��2� steps� 3������� H�I� �:�01���3�� ��0�� ��2� 1�!J0��!�2�3�� roll.� twist� �� slide� �7������ ���
�2�! �� !��������3������>�

�������4�!���9��������3�!����
����2�����3����! 1��3����3�2����!�F����������� ��3������!���

��0w3����H��
I.�2��!����F9�����2� 3���3�����2�� ������3��#A�14�3�7���3��0�3��������2����
3�� footprinting�in�organello�1�!�	<�3��[�et�al>��������!����2��!����F9������J��2�2�����5���3��
1�!�3��4�2��3�� ��2�5���!�2�3�D�shift,� tilt,� slide,� roll,� rise��� twist.�0�3������ ���4�2��3��3���2�
1!�2����� ��� �2��� �! 1�� H���Q�#.� 'I>� ��3������ ��� ��J��2�2� 3�� ��2� 5���!�2� 1�!�� �2��2�
1�!J0��!�2� �2� 1�2�4��� 3�7�!�����!� 8 �� �E�2���� 3�5�!2�2� 0���0�2� ���!�N����2� ��� ���
2�� ������ 2�3��1�!�� ��� �!�2����F���9�� H2�04!��3������!�2I�8 �� ������3���1�!�� ��3�2� ��2�
1�!J0��!�2� �����F�3�2>� ��4�� 3�2����!� 8 �� ��2� !������2� ���� 0���0�2� ���!�N����2� 2���
!������2�0���2�!���3�2.��������3��������1!�2����!�3�7�!0������2����2 ��2�! �� !�.���0��
�1�!� !��3����2�4�2�2�!��������3������ ���1!�@� !5�� !�����!��2����3������>�	���������0�2�
!��������!� �2��2� 0���0�2� ���!�N����2� ���� ��2� 0���5�2� ���� 3�� ��������� ���� -�"%� H���
��!��:�I�������-�"#�H���5�!3�I>���������2��3���������!������9��3���� %C#�������0���5������
��5�!��3�� H?P@���@'PI.� ��� 1 ���� 3�� ����!������9�� ������3�� �E����0����� ���� ��� 0���0��
���!�N����.�1�!� ���8 �� ��� ����!������9��3���� %C#�2��5�!��� 7�5�!���3��1�!� ��� 7�!0�� ��������
3������>���!�������2��3�� ����!����9��3��-�"%�����������.����1 ����3�� ����!������9��1�!�
1�!��� 3�� �� ?C���� ������3�� �E����0����� ���� ���0���0�� ���!�N����>� ��!�� �2� 1�2�4��� 8 ��
�E�2��� ���1!�@� !5�� !�� ��������3������.� 2 ��!�3��1�!� ���0���0�����!�N�����1!�5��.� 8 ��
7���������������!����9��3����2�!�2�3 �2�3��-�"%�������������������1!�0 �5���������!������9��
7�����3���� ?C>���!���������.���4��3�2����!�8 ��� �8 ���E�2����2���0���5����’�@%$41@�’���
����2�0���� 3�������1��!9��3������!������9��3����2�!�2�3 �2�3��
���.����2�� ������3������
1!�2�������!����!�2�����7�2���@8 �0���2�3�7�!����2����!�����1!�0�!�0���5�����������2�� �3��
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0���5�� ��5�!��3�����>���2��������.� ���� !5�� !�� 7����� ��3 ��3��1�!� ��2�3�2�3�0����2�������
�����2�2�0���!>�

�

���Q�#>���!J0��!�2�3��shift.�slide.�rise���tilt�1�!�����2�� �������	��3��#A�14>������J��2�2�2��!����F��1������3��1�!�
3��4�2�2�2�� ������>����2�� ������2�04!��3������!�2.�<����!�7�!�����������!���9��3�������������8 ��2���!�2����F9�

���.��	�##>���2�!������2������!��:����5�!3����3��������0���5�����.������!��:��1�!�����!���9��3�����������3��
-�"%������5�!3��1�!�� ��� !���9��3�����������3��-�"#>����� 7���<�2���� ���1�!���2 1�!��!�2�� ��3������� 2�����3��
����!������9��3���� ?C�1�!��-�"%.����� %C#�1�!��-�"#>�
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���Q�'>� ��!J0��!�� 3�� roll.� twist� �� 5���!� ���4��� ���!�N����� Hvariation� fceI� 1�!�� ��� 2�� ������ �	�� 3�� #A14>� ���
��J��2�2� 2�� !����F�� 1���� ��3�� 1�!� 3�� 4�2�2� 2�� ������>� ��� 2�� ������ 2�04!��3�� ��� �!�2.� <���� !�7�!������ �� ���
!���9��3�������������8 ��2���!�2����F9�
���.��	�##>���2�!������2������!��:����5�!3����3��������0���5�����.����
��!��:��1�!�����!���9��3�����������3��-�"%������5�!3��1�!�����!���9��3�����������3��-�"#>�����7���<�2�������
1�!���2 1�!��!�2����3�������2�����3������!������9��3���� ?C�1�!��-�"%.����� %C#�1�!��-�"#>�

�

�

�

�

�

�

�

�



� � � �

�

154

�

G.� CARACTERÍSTICAS� BIOQUÍMICAS� Y� BIOFÍSICAS� DE� LOS�
DOMINIOS�HMGbox�

����2����1�!��3��3��!�2 ���3�2�2��0�2�!�!J������!����!�F���9��4��8 �0�������2�! �� !���3��
��2�3�0����2�-�"4�E�1!�2����2����
���>�

1. Análisis�estructural�dominios�HMGbox�de�TFAM�
��� 2 1�!1���!� ��2� 3�2� 3�0����2� -�"4�E� 3�� 
���� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� �04�2�
1!�2���������0�20��1����0���������7�!0��3����H!>02>3>�$>A?bI.�1�!�����2����3N�����2>���2�
�!�2� <N����2� ��5�� �!�3�2� ��� ��� 1����0������ ��� 7�!0�� 3�� �� 1!�2������ 3�7�!����� J�� ���
���!����2��:�2�<������3���2.�3��3��� ��!��� ���7�!0��0J2��2�!��<����������3��1�!��-�"#�
��01�!�3������-�"%>�

��2 ��������!�2������42�!5�!�8 �����<N����%�3��-�"#��2� ���5 �����0J2���!���8 ��-�"%.�
��!����!�2�����8 ��2��0��������3�21 N2�3����� ��9��������.���8 ��3�7�!�������2���3�0�����
3����!�2�3�0����2�-�"4�E� H���Q"%I>��2���<N�����%�0J2� ��!��� ���-�"#�2��0���������� ���
��!���3����3�2� ���2�� �����2�3��
����3��metazoos>���1�2�!�3���2��3�7�!�������2�! �� !���
���!��-�"%���-�"#.��04�2�����!������!�2�3 �2����1���!�2����������>�


�04�N���2��01�!������3�2����!����1!�2������3����2�!�2�3 �2�����!�������2�3�������H�� ?C�
���� %C#I�2����� ���!���2�� �3�2����3�7�!����2�<N����2����2 2���!!�21��3�����2�3�0����2.�
���8 ����������2��3���� ?C�2����� ���!��������F�3�����-N����%���1�!���� %C#����-N����#>�

�

���Q"%>�	 1�!�01�2���9���2�! �� !����3����2�3�0����2�-�"4�E�1�!��
���>�H�I���1!�2������9���2�! �� !���3��
��2�3�0����2�-�"4�E������01��:���������.�3��3�������!��:��2��0 �2�!��-�"%������5�!3��-�"#.� ���� ��2�
3�7�!����2�<N����2���3���3�2�����2��� ����2�����!�������2�!�1!�2����3�2����7�!0��3��4�!!�2>��

2. Análisis�de�unión�a�ADN�de�los�dominios�HMGbox�de�TFAM�
2.1. Diferente�patrón�de�reconocimiento�

�2� 3��2�!����F�3�2��������!���3��B$�M�2�<���0�2�!�3��8 ����2�3�0����2�3�� ��9���������
HVds.,�DNA�Binding�DomainsI�!������������������� ����!���5�!��3�3�3��7�!0�2>���� ��2�
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DBDs���0����2�!�1!�2�!�2�4����!����2.�2����� ���!��1�!7����0�����1����3�2�����2�3�� ��!�
�� ��2�2����2�3��!�������0�����.��E<�4���3���2�� ��� ��9���21���7����3��2�� ���������� ���
�!��� �7���3�3� �� ���01�2� 3�� !�2�3������ ��!��.� 0�2�!��3��  �� 0�����20�� ������3�� ��0��
��!!�3 !�@���5�� (lock�and�key� mechanismI>� ��� � ��!����2� ��� 2�� ���9�� �2�  �� 1���� 0J2�
��01��:�.� 7!�� ����0����� �E�2����  ��� !���:���9�� ��� ��� !�������0������ 3�� 2�� ������
�21���7����1�!��1�3�!��7!���!� ���0���!��!�3��3���3�1��4���3�3����7�!0�������>�

� �8 ����2�3�0����2�-�"4�E�0 �2�!��� ���2�0���� 3�7 ��������H��� ��3����0��7����!�2�
3���!��2�!�1��9�.�1!������2��!8 ����� !���2.����>I.� ���2������5�3�3�1�!� ���2�� ������3������
�2� ��� 1!����1��� � 3�7�!�����>� �����!�2� 8 �� ��2� 3�0����2� -�"4�E� 3��  ��9�� �21���7���� 3��
2�� ������HHMGbox�SSI����������2���� ��2�����3������!������9����3�5�!2�2���������2�������2�
4�2�2.���2�3�0����2�-�"4�E�3�� ��9�����21���7����HHMGbox�NSSI����������3�2�1 ���2�3��
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3�7�!������3���HMGbox�SS�8 ������2���1�2���9��0 �2�!��� ��!�2�3 ��8 ��7�!0��1 ����2�3��
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��3������ �2�J� ���2�7�����9�� �2� 1�2�4��� 3���!0���!� 8 �� -�"%� 3�� 
���� 1 �3�� 2�!�
��������3�� ��0�� -�"4�E� 3��  ��9�� �21���7���� 3�� 2�� ������ HHMGbox� SSI.� ��� 8 �� ��� ���
1�2���9��X��1�!���� ��!�2�3 �����1���!�H�� ?CI�8 ��2������!��������!����2�4�2�2�3������.�
1!���3�3��1�!� ��!�2�3 ���!�0J����� H
�!?KI.�0����!�2�8 ����� ���1�2���9��Y�1!�2����� ��
!�2�3 ��1���!�H
<!KKI�8 ��7�!0�� �����������1��1 �����<�3!9����������������H���Q"#I>�

	��� �04�!��.� 1�!�� ��� ��2�� 3�� -�"#.� ��� !�2�3 �� ��� ��� 1�2���9�� X� �2�  �� !�2�3 �� 1���!.�
�2�%G'.� 8 �� 7�!0�� 1 ����2� 3�� <�3!9����� ���� ��� ���.� ��� � ��!� 3�� ����!����!� ��� ���>�
�3�0J2� ��� ��� 1�2���9��Y� �E�2���  �� !�2�3 �� �1���!.� �!�%KC.� 8 �� ��� 2�� ����!����� ���!�� ���
���.�� �8 ��3���!�%KC���"� %C$��E�2�����������2�������2�4�2�2�3�������8 ��7�5�!��������
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���>��
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3�21�!����9����2��������3��������4!�����!�����$>G��0����%D�$>%��0�����������������2��3���
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4. Representación�en�forma�de�rueda�de�hélices�alpha�
��� !�1!�2������9��3�� ��� 3�2�!�4 ��9��3�� ��2� !�2�3 �2�1�!�� ��3�� <N�����3��-�"4�E� ��� ��
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H.�ANÁLISIS�ESTRUCTURAL�DE�LAS�DOS�ESTRUCTURAS�
CRISTALOGRÁFICAS�EXISTENTES�PARA�TFAM�LSP��

��� 0�20�� ���01�� 8 �� 7 �� 1 4����3�� ��� �2�! �� !�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� �	�##.� 2��
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3�2��2�! �� !�2>��������� ���9��2��!����F�� ����J��2�2���01�!���5��3���04�2��2�! �� !�2>�

1. Superposición�global�
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3�21��F�0������ ���!�� ��2�3�2� �2�! �� !�2� H3��'>CK� ��?>#G�bI>� �2� ��� �2��� <N�����3��3�� 2��
��� ���!�� ��� !�2�3 �� ����!�������.� �� � %C#.� 8 �� 0 �2�!��  �� 3�21��F�0������ 3�� '>?B� b�
H
�4��Q-%I>� �����!�2� 8 �� � ��3�� 2�� 2 1�!1����� ��2� 3�0����2� -�"#� 3�� �04�2�
�2�! �� !�2.��2�1�2�4����42�!5�!� ��3�21��F�0������3�����1�!����@��!0�����3������O�!�3��lG�
b� 8 �� 1!�2�� �� ��� -�"%� H���Q-#� H4II>� ��� ���O�!� 2�� ��� ���!�� 3�21��F�3��
�1!�E�0�3�0����� �� 1�!��!� 3��� !�2�3 �� %'C� �� ��� 3�!����9�� ��� 3�0����� -�"%>� �2���
3�21��F�0��������������2�!�0JE�0������5���3���!�2�3 ���!�%#'.�0�2�!��3�� ���3�2�������3��
G>%'�b>���!� ���8 ��2��!�7��!�����3�21��F�0���������!�� ��2�3�2�3�0����2�-�"#.��2�1�2�4���
�42�!5�!���!��5�F�8 ���E�2��� �����7�!0���9��0J2���01�����1�!��-�"#@�	�#C���8 ���2���
3�0����� 1!�2�����  �� 3�21��F�0������ ����!��� 0J2� �� 3�� 8 �� ��� ��� ��2�� ����!��!�
H
�4��Q-#I>�

��� !�1!�2������9�� 3�� ��2� 3�0����2� -�"%� 2 1�!1 �2��2� 0 �2�!��� �2�! �� !�2� ��2��
�3N�����2.�� �8 ���2�1�2�4���3�2����!� ����!���3�7�!���������� �������������7�!0���9��3���
!�2�3 ���� ?C.�3��3�����!�2�3 ���� �2����� ���!����� ����!�������9��3�7�!���������04�2�
��2�2>���2�����2���3�7�!���������������7�!0���9�.����������7������������!������9���������������
���1��!9��3��!�������0�����>��

� Residuo� Desplazamiento�en�Å�

-�"#Q-N�����%�H������I� ���%G%� #>%'�

-�"#Q-N�����%�H7����I� "� %K#� B>B%�

-�"#Q-N�����#�H������I� �!�%KC� '>CK�

-�"#Q-N�����#� �� %C#� '>?B�

-�"#Q-N�����#�H7����I� �2�%A%� ?>#G�

-�"#Q-N�����'�H������I� �21%AB� B>G$�

-�"#Q-N�����'�H7����I� ���##?� %>CC�


�4��Q-%>�����!�2�3��3�21��F�0�������1�!���-�"#�3�4�3�������2 1�!1�2���9��3��-�"%@�	�##�52�-�"%@�	�#C>�

� Residuo� Desplazamiento�en�Å�

-�"%Q-N�����%�H������I� 	�!?G� $>A'�

-�"%Q-N�����%�� �� ?C� %>%?�

-�"%Q-N�����%�H7����I� "��K%� B>#?�

-�"%Q-N�����#�H������I� 
<!KK� #>??�



� � � �

�

168

-�"%Q-N�����#�H7����I� "� A$� '>$B�

-�"%Q-N�����'�H������I� �21A'� #>?'�

-�"%Q-N�����#�H7����I� "��%#$� B>AA�

���O�!� �!�%#'� G>%'�


�4��Q-#>�����!�2�3��3�21��F�0�������1�!���-�"%�3�4�3�������2 1�!1�2���9��3��-�"#@�	�##�52�-�"#@�	�#C>�

�

���Q-#>�	 1�!�01�2���9��3��
���@�	�##���
���@�	�#C�1�!����3��3�0�����-�"4�E.�H�I�7�:��3��-�"%���H4I�
1�!��-�"#>�	����3�������2�3�2������2���3�21��F�0�����2�0JE�0�2>�

���2 1�!�01�2���9�� ������3��-�"%���-�"#�H���Q-'I�!�7��:��8 �� ��2�3�2�3�0����2�-�"%�
2�����2���3N�����2.�0����!�2�8 ����������2��3��-�"#��E�2��� ���0���!�2�0���� 3����!����2�
3�2��2�! �� !�2.�1!�2�����3���!�2�F���2�3��0���!�����:�>�����3������2�2����� ���!��������
���1� 2�� �3�� ���!��-N����%� ��-N����#� H"� %K#@�21%KG.� 2�� 3�21��F�� 3��l$>G� �� $>AG�bI[� ���
��!�� !���9�� 2�� �!���� 3��� ���1� 2�� �3�� ���!�� -N����#� �� -N����� '� H	�!%A'@"� %AC.� ����
3�21��F�0�����2� 3�� l%>G� �� %>$� bI.� 8 �� �7����� ��� ���9�� 3�� ��� �>� �����0����.� �2� 1�2�4���
�42�!5�!� 8 �� ��� <N����'� ��� 2 � ���: ���� 1!�2�����  ��� ���!��� 3�21�!�3�3� ���!�� ��2� 3�2�
�2�! �� !�2.���3�7�!������3�����8 ��2��1 �3���42�!5�!����<N�����'�3��-�"%>��



� � � �

�

169

�

���Q-'>�	 1�!1�2���9��3����2�3�0����2�-�"4�E�1�!�2�1�!�3�>�������F8 ��!3�.�2 1�!1�2���9��-�"%.������!��:��
1�!��
���@�	�##����!�2�1�!��
���@�	�#C.��������!�2�3 ���� ?C�0�2�!�3�����7�!0��3��4�!!�>������3�!��<�.��
	 1�!1�2���9��-�"#.����5�!3��1�!��
���@�	�##����!�2�1�!��
���@�	�#C.��������!�2�3 ���� %C#�0�2�!�3�����
7�!0��3��stick�����2�F���2�����0���!�3�21��F�0������2�04!��3�2�����!�2>�
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2. Análisis�estructural�del�ADN�LSP28��y�LSP22�
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���.�� �8 �����4��0����������������2�J�3�2��!����3�>�
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3. Contactos�TFAM�ADN�en�TFAM�LSP22�y�TFAM�LSP28�
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3.1. Contactos�HMG1�con�ADN�
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3.2. Contactos�HMG2�con�ADN�
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��������2� 1!������@���.� ��� �2��� ��2�� 1�!���� 2�!� ��� �2�! �� !�� 
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3.3. �Contactos�linker�con�ADN�

��2���������2����!�� ���O�!�������2���2�0���!�2�1�!���04�2��2�! �� !�2.�3�2���J�3�2�����
1�1���3�� ���! 1��3��!�2�3 �2���!��3�2�1�2���5�0�����2�� �3�2��������E�!�0���@��!0�����
3�� ���O�!>� �2��2� !�2�3 �2� 1 �3��� 2�!� ���2�7���3�2� ��� 3�2� ��1�2>� �����!�2� 8 �� �!�%B$�
1!�2��������0�20��1��!9��3������!�������2�� �8 ������3�2������2�0J2���!��2�H�!�%B$@"%?D�
'>G#�b�1�!��
���@�	�##.�'>%#�b�1�!��
���@�	�#C[��!�%B$@�#D�'>GG�b�1�!��
���@�	�##.�
#>KAb�1�!��
���@�	�#CI>���!�������2��3���!�2�3 ����2%BG���2�3�2������2����!����2%BG@�%%�
2��� 2�0���!�2.� 1�!�� ��� ��� ��2�� 3�� 
���@�	�#C� �E�2���  �� ��������� �E�!�� ���� 
K� H3�� ���
��3����!�������� �����2I>�

�3�0J2.��2�1�2�4���3�2����!���2�!�2�3 �2���2%'G�����2%B?�8 ��2����� ���!������������3��
�������2 !���0���!������2�!������2�3��0���!�� !5�� !�.�� �8 ���2��2���������2�2�����2�J��
1!�2����2�1�!������2�! �� !��
���@�	�##>�

�����0����� �E�2��� ��!�� 1�8 �M�� �! 1�� 3�� !�2�3 �2� ��2%'A.� ���%B'.� 
<%?$� 8 ��
����!����������������2 !���0���!�3�������3�����!���9��!�������� �����2.��������7�!0���9��
2�0���!���
@�������9����>�

3.4. Contactos�cola�C�terminal�con�ADN�
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4. Discusión�final�
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I.�ANÁLISIS�ESTRUCTURAL�DE�LA�ESTRUCTURA�NOVEL�
BIDOMINIO�HMGbox��
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J.�INTERACCIONES�PROTEÍNA�PROTEÍNA�

1. Empaquetamiento�cristalino�
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K.�RESULTADOS:�PERMUTACIÓN�CIRCULAR�
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2�� ������3���	�##� 2�� �3�� ���3�7�!����2�1�2������2.� ��� ����!����G� 5�!�����2�3�7�!����2�
H���Q\%.��I.���2�������F9����0�5���3�3������!�7�!N�����3����2���01��:�2>�� !��2�0����.��!�����
7!��0�����8 ��1!�2����� ���3������	�##���� ��� !���9�� ����!��.� ��� 8 ��1!�2����� �� !���!3��
0���!� ��� ��2� ����2� ��	�.� ��� 8 �� �01����4��  ��� ���7�!0���9�� 3��� ��01��:�� ����  ��
5�� 0���0���!��.�1�!�������0J2�!���!3�3�>���2��!��!0����.�2��!�1!�2����!�����2�5���!�2�
3��0�5���3�3������!�7�!N�����!�����5��HU�&U�I����7 ���9��3���� ��!�3��7��E�4���3�3�Hflexure�
displacementI���1�2���9��!�����5��3���	�##�3���!��3���7!��0�����H�&�I�H���Q\%.��I�

���� !5�� !������ ��3�����!�5N2�3���2���0N��3���2�3��lGKV.����� J�������!!�21��3���������
J�� ����42�!5�3��1�!�����2�! �� !���!�2�����!J7���>�����E1�!�0�����2��!����F9���3�7�!����2�
�������!������2�3������� H#$0����%$$0�I���3�7�!����2�1-�HG>?���K>?I.� 2���8 ���E�2���!��
����;����04���2����7�����5��H���Q\%.�
I>���4��3�2����!� ���1!�2������3��4��3�2�2 1�!��!�2�
3��!���!3�.�1�2�4��0�����3�4�3�������1!�2������3��3�7�!����2��2��3�2�3�������0�!�F���9�>�
�2��� 3������� ��04�N�� 7 �� 3�2�!���� ����!��!0����� 0�3������ ��� �1������9�� 3�� �2��� �N������
1�!��
���.�1�2����8 ������2�����2�����1 3��!����3����7���!�����!�3��3��� !5�� !��3�4�3����
8 ���3����7���!���3�2�0���0�2��1�!����2�H��2<�!.���2�R2O�������>�%AA#I>�
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���Q\%>� ��2���� 3�� 1�!0 ����9�� ��!� ��!� ���� 
���>� H�I���1!�2������9�� �28 �0J����� 3�� ��2� 2��2� 7!��0����2�
����!�3�2���1�!��!�3�����3���2��9������3�7�!����2���F�0�2�3��!�2�!����9�D�
�����.�	1���.�������.�	� ��.��21�K%C.�

�0�-�.�8 ��2�!J�����0�3�2��.�
.��=����7 ���9��3�������F�0�� 2�3�>��2�1�2�4����3����7���!����2�� ������1�!�����
�������	�##�2�� �3�����3�7�!����2�1�2������2��������!���3����2�%B'�14�������2>�H
I�"�������5����"�����CZ.�1�!��
��2���01��:�2�3��
��������3�7�!����2�7!��0����2.���3�2�1-�3�7�!����2�HK>?���G>?I>������!!�������3����0�!��3�!�
3�� ���>� ��� ��2� 1������2� 2�� �3����7����� �2��3�2� 3�� ��!�����9�.� !��������3�2� ���� ���  ��9�� 3�� 
���� ��� ����
!�2������1!�3 ����3�����3���2��9��3���1�J20�3��Hl�%>A\4I.�8 ��1�!0������!!�2�!�!������1��3�� ��9�����21���7���>�
H�I���1!�2������9�� 3�� U�&U��vs� ��� 1�2���9�� !�����5��3�� �	�##� ��� ��� 7!��0����� 1�!�� ��� ��2��3��
������� ���
���3���9��3��1-�K>?.�%$$0������>��2�1�2�4����: 2��!� ���7 ���9��1����90�����T$>KG$CE#@$>C%#CEW$>GK$K�����
 �����7��������3��!��!�2�9��!#T�$>AK>�

�3�0J2.� 2�� !����F9����0�20���E1�!�0��������� ��� 2�� ������3������0�3�7���3��1�!�� ���
F��������!��.����8 ���E�2���� ���2�21��<��3��8 �� ���!���9������!���3��2��2�� �����2�1�3!���
����!�!����7�!0���9��3��2 1!���2�! �� !�2����0�3��"@� �3! 1��E�8 ���� 3�2����� ���1!�@
� !5�� !�� ��������3������>����2�� ������0 ��3���!�D�?P@
����"
��CCAACC���
���@'P.�
���� ��2� 3�2� ����2���2� ����!���2� 0 ��3�2� 1�!� 3�2� �3�����2>� ����� ��� 3�9� � ��!� ��04��2�
5�2�4��2�������� !5�� !��3������.��42�!5J�3�2�� ��J�� ���2�0���!�H���Q\#I>�
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���Q\#>� 	�� �������	�##�����5�� ���	�##�0 ��3��1�!�� ��2� � �����2� ����!���2>� ��� ���� 3�� !���!3��0 �2�!�� ���
�1�!������� 2�0���!.� ��� !�1!�2������9�� 3�� ��2� 5���!�2� �E1�!�0������2� 1�!0���� 7�:�!� ��� 2�� ������ 7 ���9��
1����90����3��2�� �3���!�3���T�%>#$KBE#@%>$K#'EW$>AGCA'����� �����7��������3��!��!�2�9��!#T�$>AB.�3��3��
� ��!��� ��J�� ���2�0���!�8 ����������2��
���@�	�##>��

3. Ensayo�con�dominios�


�04�N��2���2� 3�9������1���3�3�3�� ��9����� !5�� !��3��-�"%���-�"#.��������!��������
��2�3�0����2�3�7���3�2���0���%�H	�!BB@"��%#?I����#��H�� %?%@��2#BGI>���������2��3���%�
1!�2����4��  ��9�� �21���7���� 1�!� ��� ���.� 1�!��  ��� � !5�� !�� ��� 2����7�����5�[� �� �#�� ���
0�2�!�4�� ��9���������3��%B'�14H���Q\'I>�

�2����2� 3���1�!0���9�����!���!�8 �������1���3�3�3����!2�9��3�������1�!�1�!���3��
�������
�2�J�2������4�!��3��1�!� ��2�3�0����2�-�"4�E.�2������04�N��1�!� �������9�����1�!���5��
3����2�3�0J2�2��0����2>�
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���Q\'>� ��!0 ����9�� ��!� ��!� 1�!�� ��2� 3�0����2� -�"4�E� 3�� 
���>� H�I� ��1!�2������9�� �28 �0J����� 3�� ��2�
���2�! ���2� 2�3�2�1�!�������2��������2�7!��0����2�3��%B'14� 2�3�2�H�3N�����2�����2���2�2�����!��!�2I>�H
I��"���
����5����"�����CZ.�1�!����2���01��:�2�3����2�3�0����2�H�%����#�I�����3�7�!����2�7!��0����2>��

4. Limitaciones�de�la�técnica�

��0�� 2�� <�� ��0����3�� 0J2� �!!�4�� ��� J�� ��� 3�� � !5�� !�� �42�!5�3�� 0�3������
1�!0 ����9�� ��!� ��!� 7 �� 3��lGKV� 1�!�� 
���>� ����� 3�7��!�� 2����7�����5�0����� 3��� J�� ���
3���!0���3��0�3������ ����2�! �� !���!�2�����!J7���>��3�0J2.�1�!�����3�0�����-�"%�H�%I�
���2���42�!59�� !5�� !��2�4!��������.�1�!��2�� ��9���21���7���.����8 ��!�2 �����01�������.�
���8 ���2�J��01���0�����3�2�!����8 ����2�3�0����2�-�"4�E�1!�5����� ���3�2��!2�9��3���
����3�21 N2�3�� 2 � ��9�>��2� ����!�2����� !�0�!��!�8 �� �2��� �N������ �2�J� 2 :���� �� 5�!��2�
��0��������2>�����2�3�� ��3����4��3�2����!�8 ���2��� �N������1�!0���� ���� ��!���� J�� ���3��
� !5�� !�.�1�!������������0�20��1!���2�9��8 ��1�!��:�01�������2�! �� !���!�2�����!J7���>��

�E�2���� 3�2� 7����!�2� 8 �� 1 �3��� <�4�!� �7����3�� ��� �2��� 5�!����9�� ��� ��� J�� ��� 3��
� !5�� !�� ���!�� ��2� 3�2� �N�����2>� �!�0�!�� 3�� ��3�.� <�� 2�3�� 3�2�!���� 8 �� ��� ������ 3� 3���
7!��0����� 3�� 1�!��3�� H�I� �2� �01�!������ H
<�012��� ��3� ���3�� %ACCI>� � �!��0����2�
3�0�2��3�2���!��2�1 �3���3�!�� ��!��� ���3�20�� ��9��3���J�� ��.�3�4�3��������E�2�������
3��  ��� 0���!� 7��E�4���3�3� 3��� ���[� 0����!�2� 8 �� 7!��0����2� 3�0�2��3�� 1�8 �M�2� 2��
��� ���!��� ������ ��0����3��3����� ��2��� ��J2�����1�!��8 �� 2��1!�3 F��� ��� � !5�� !����� �2�
�2 0�4��>��2���3�2��������2�������3����0��X������ 3�3��1�!2�2������Y�Hpersistence�lengthI.�
8 ����!!�21��3������ ��������� 3��3��?$��0>�	������ ��0�2���������� 3�3���7!��0�����3��
%B'14.� ������!�0�2� 8 �� �2��� 3�2������� �2� 3�� BC>G�0>� ��!� ��� �����.� �2� 1�2�4��� 8 �� ��2�
7!��0����2�����!�3�2�1�!�� 2�!�����N������7 �!���3�0�2��3����!��2�1�!��1�3�!2��1!�3 ��!�
 ��� � !5�� !�� �E�!�0��3�4�3�� �� ��� !���3�F� ���!��2����3������>� ���!�� 3�� ��2� 7����!�2� 8 ��
1 �3���<�4�!��7����3������J�� ���3���J�� ����2� ��1!�4��0��0J2���9!���.����2�8 �����4�2��
3���2����N���������������� ����� ��0�3����3��� !5�� !��8 ��!�� �!3���� ���!���� ��.�����
�!�2�5N!����2������J�� ���|�H5�!�0���!����2���0N��3�2.��1�!��3��1�!0 ����9����!� ��!I>�	��
�42�!5�0�2� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� �	�##.� ��� �E�2���  ��
0�3������1���!�J�� ������� ��2����J�� ���H ��� ��!�3������!������9�I.�2���� ���7�!0��3����
����3�2�J�� ��2�H����3�2�� ��!�2�3������!������9�I>��
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L.�RESULTADOS:�DISPERSIÓN�DE�RAYOS�X�A�BAJO�ÁNGULO�(SAXS)�

�2� 3��2�1!�5��2�4�2�3�2����3��!��20����!� ��!�0�2�!�!��� �����!�0������������������3��
3��<N����2�c�3��
����3�21 N2�3��2 � ��9�������������H^���.���:���1����������>�#$$AI>�
�3�0J2� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 3�� 
���@�	�##� 0 �2�!�� ��0�� ��2� 3�2� 0��N� ��2.�
1!������� �� ���.� 2�� ��� ���!��� ���!���F�3�2� 2 ��!���3�� 8 �� �E�2���  ��� !��!����F���9��
�2�! �� !���1!�5���8 ��7���������������:�����!����2�3�2�0��N� ��2>�

�2�1�!������8 ��2��3���3�9������F�!�
�����������01��:��
���@�	�##����2�� ��9��0�3������
��� 2��3�����3�21�!2�9��3��!���2�L���4�:��J�� ���H	�L	D�Samll�angle�X�ray�scatteringI.�1�!��
<����!�� �5����7�!0���9��8 ��1�!0����!�������3�!�0�:�!����0�����20��3�� ��9�>�

�2���1�!���3���1!�������2��!����F9��������4�!���9�������� �
�!��39.�Centre�de�Biochimie�
Structurale.� ����1�����!� H�!�����I.� 8 �N�� �7!���9� ��� 2�1�!��� �N�����.� 0���3��9����� �� 3��
��J��2�2�7 �3�0������1�!�����5�!�����4���2��2��E1�!�0����2>�

1. Descripción�de�la�técnica�

��� 3�21�!2�9�� 3�� !���2� L� �� 4�:�� J�� ��� H	�L	D� Samll� angle� X�ray� scatteringI� �7!����
��7�!0���9�� ��01��0����!��� 2�4!�� ��� 1����0������ �� 3�21����0�����.� ��� ��!�����9�.� � ���
1�2�4���3�3� 3�� ���7�!0���9�� �E���3�3�� �� �E�2������� 3�� ���O�!� 7��E�4��� ���!�� 3�0����2[�
� �8 ����� ��!�����3��!�2�� ��9��4�:�����!��?$�b���%$�b.�1�!��2�����0��������2�3����0�M��
��0���� !!�����������0��!���1��������!9����>�

2. Caracterización�de�TFAM�libre�en�solución�mediante�SAXS�

�����J��2�2�3������ !5��3��3�21�!2�9��0�3���������!�1!�2������9��3��" ����!���1�!��!�3�����
� !5�� �E1�!�0������ H���Q�%I� 1�!0���9� ����� �!� 8 �� 
���� ��� 2�� ��9�� �!��  ��� 1�!��� ����
���� ��1�2��0���� ��!��1�!�����3��#B�O��.���<�!������������1�2��0���� ��!�3�����1!�������

�����E1!�2�3��3��#?>G�O��>���!� ��������.�
�������2�� ��9��0�3�������E1�!�0����2�3��
	�L	�2��1!�2����4����� 7�!0��3��0��90�!�>��3�0J2��2�1�2�4������� ��!���� !�3���3����!��
HRgI�3�����1�!��� ���2 :��������2� 3��.�
����1!�2����4�� ��Rg�3��'#>$j$>'�b.�2 1�!��!����Rg�
�2��0�3��1�!�� ���1!�������3��l#B�O��.���!�3�3�!�3��%C�b�H2��;������� ���9��3��Flory���T�
'� E� �� E%$$>''I>� � ��4�� 3�2����!� 8 �� 3 !����� ��2� 1!�0�!�2� !�����3�2� 3�� 3���2� ��04�N�� 2��
!����F�!��� 0�3��3�2� 3�� ��2� ���2�! ���2� ���� ��� ����� �@��!0����� 3���������3�.� ���0�3�2�
�

P2.� ���8 ���E�2���� ���1�2�4���3�3�3��8 ��
���� 7�!0�2��3�0�!�2��� �!�5N2�3�� ��� ������@
��!0�����H<�19��2�2�1������3��1�!�\� 70��������I>������J��2�2�3���2��2�� !5�2�!�7��:9�8 �����
�E�2���� 3�7�!������ ��� ��� ��� 1�!J0��!�2� ��0�� I(0),� Rg,� Dmax� H��3�1��3�����0����� 3�� ���
�������!���9����2��3�I����!����2����2�! ���2��
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���Q�%>�H�I�� !5��3��3�21�!2�9��7 2����3��1�!��
���.�log(I)�vs�s>���!��!�2�� �����2���7�!��!�2�2�� 29����� !5��
��!!�21��3������ ��  ��� 0���!� �������!���9�� H%>?0�&0�I� 3�� 1!������.� 1�!�� �5���!� �7����2� ���!�� 1�!��� ��2.�
0����!�2� 8 �� 1�!�� !�2�� �����2� 2 1�!��!�2� H%>?� �� '� �0@%I� 2��  2�!��� �������!������2� 0���!�2� 3�� 1!�������
H'0�&0�I���1�!�����1�!���7�����H!�2�� �����2�3��'���?��0@%I��3��?>'0�&0�>��2�1�2�4����42�!5�!�8 �����1�!���7�����
3�� ��� � !5�.� ��!!�21��3�������� ���0���!�!�2�� ��9�.�1!�2����� ��0���!�! �3�>� H4I���1!�2������9��" ����!.�
log(I)� vs� s2� ������3�� ��2� 1 ���2� �E1�!�0������2� 3�� 4�:�� !�2�� ��9�>� �� 1�!��!� 3�� ��� 1��3������ 3�� ��� �� ���9��
�����!��1����3���2�1�2�4����E�!��!����5���!�3��Rg����E�!�1����3������T$.����5���!�3��I(0).�

�

�

� mg/ml� Rg� I(0)� MW�
(kDa)�

TFAM� %>'� '>%$� #'>#G%� #B�

� ?>?� '>'G� #C>$C#� #A�

� K>B� '>'A� #K>%%#� #C�

CTT2� %>%� '>#B� #'>$A$� #B>G�

� '>A� '>A� #%>BCB� ##>%?�

� B>G� '>#G� #A>GKB� '$>G�

CTT3� '� '>#B� #'>$A$� #B>G�

� ?>B� '>%'� #'>K� #B>G�

� K>%� '>#$� #?>?K'� #G>'G?�
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�01���� �� 2�0���!� �� ��� 3�2�!�4 ��9�� �4����3�� 1�!�� ��� ���: ���� �������� 3�� %$>$$$�
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7����� 3�4�3�� ��� ! �3�� 1!�2����� ��� ��� � !5�� �E1�!�0�����>� H4I� ��2�!�4 ��9�� 3��� !�3��� 3�� ��!�� HRgI� 1�!�� ���
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���� 2�� 2��������9� ��� 2 41�4����9�� 3�� ?$� ���7�!0������2� 8 �� 0�:�!� 2�� �: 2��4��� �� ���
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��2���� ��5�!2�.� �7!�����3�� 7��E�4���3�3� �� ��� !���9�� ����!��� 3��� ���O�!� �� 3�7�����3�� 3�2�
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��01!��3�!� 8 �� �E�2���  ��� !��!����F���9�� 3��� ���O�!� 3�21 N2� 3�� ���  ��9�� ��� ���� 8 ��
�01���������38 �2���9��3�� ������7�!0���9��<������3���: ���������������!����9������������>�

3. Caracterización�de�TFAM�LSP22�en�solución�mediante�SAXS�
����5�F� !�2 ����� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7����3��� ��01��:��
���@�	�##.�8 �� 2 ��!���  ��
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3.1. Características�del�sistema�TFAM�LSP22�
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���Q�?>� H�I� � !5�� 3�� 3�21�!2�9�� �E1�!�0������ 1�!�� 
���@�	�##� �� ?�0�&0�.� log(I)� vs� s>� H4I� ��1!�2������9��
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3.2. �Comparación�de�SAXS�con�modelo�cristalográfico�
��3��8 ���E�2��������2�! �� !��3��
���@�	�##�!�2 ����.�0�3���������1!��!�0����+	�����
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3.3. �Estudio�de�la�dinámica�del�complejo�TFAM�LSP22�en�solución�

��!�� ���7�!0�!�  �� 0�3���� 3��J0���� 3��  ��9�� �� � !5�� !�� 3��� ���� 2�� ���� �9� ��� Z� 3��
3�7�!����2� 1�4�������2� ���� ���7�!0������2� 3�7�!����2� 1�!�� ��� ��01��:�� 
���@�	�##� ���
2�� ��9�>� ��!�� ����� 1!�0�!�� 7 ������2�!��� ����!�!� 3�7�!����2� X�2����!��2Y.� 4�2�3�2� ��� ���
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������2 �1�!����1���9���������������3���!��2�!�1��9��3�4�3������2�
!�2 ���3�2� �4����3�2>� ��2� 3�7�!����2� �2����!��2� �01����4��� 7��E�4���3�3� ������ ��� ���
���7�!0���9�� 3�� ��� 1!������� ��0�� ��� ��� � !5�� !�� 3��� ���� H5�!� 3�7�����9�� 3�� ��2�
3�7�!����2��2����!��2����0���!����2���0N��3�2D�	�L	I>�����5�F��4����3�2���2�0�3���2�1�!��
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0�3���2��������� !5���E1�!�0������3��	�L	>�

� �� ��� ��� ��2�� 3��� �2����!��� %� H���Q�CI.� ����!���0����� %�.� 3��3�� 2�� �4� 5��  �� 0�:�!�
�: 2����������� !5���E1�!�0�����>�����2����2����!�����������!���3N����������!�2�����!J7���.�
�������� !5�� !��3��%C$V.���2��3�7���9���0��� �!1��!���3����3�����1!��������E��1���1�!�����
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M.�spFRET�PARA�EL�ESTUDIO�DE�LA�CURVATURA�DEL�ADN�EN�
SOLUCIÓN�
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3�� ��3�!� 2�� 2�� �!���� 3��  �� 2�2��0�� ���� 3�2� 1 ���2� 3�� � !5�� !�� ��0�� 3�2�!�4�� ���
�2�! �� !���!�2�����!J7����H7�!0��3���I�0������N�3�2�� �������
�2�0���!�������'$14>��� ��
2�2��0�� ����  �� 2���� 1 ���� 3�� � !5�� !�� H7�!0�� 3�� �I.� 3�7�!���3�� ��� ����
� ���!�� ��2� 3�2�
���2>�
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���Q�%>���3����3�� ���
� ��� ��� ��01��:��
���@�������4�2�� �� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���>� ��� 2�� ������ 3��
����������3�2��93���2�3������!�2D�5�!3��1�!����2�4�2�2�3���!��3���	�##����F ��1�!����2�4�2�2��E�!���M�3�3�2�
1�!����01��0����!���������� 3�7����>����5�!3��2����3�������1�2���9��1�!�����7� �!97�!�����E��BCC���!�:��1�!�����
7� �!97�!�����E��?AB>����3�2����������!����2�2��3�2��2�3��l?G�b��Hj�%$�bI.�2�����2�2��0�����2�� ��9��������3������
�����01��:���!�2�����!J7���>�H�I���01��:�����!��
�������������3��'$14>�H
I���01��:�����!��
�������������3��
?$14>�
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2. Primeros�experimentos�TFAM�30bp�
����2�3������38 �2���9��3��3���2�3�7�����5��7 ������2�!���1���!���1 �������2�2��0��1�!�����
��01�!��0������3��� �2�!��0 �2�!�>���2���2���2�21���
�2��!����F�!������������!������2�
3����!3���1��H#$@?$1�I��������� ���7 ������2�!����2��4���F�!����7�!0���9��3�����01��:����
�2��4���F�!����7� �!�2�������3����2�2��3�2�������2�� ��9��3 !�����������01��3����E1�!�0�����
H5�!�0���!������0N��3�2D����
I>�

2.1. Comportamiento�del�ADN�
����E1�!�0�����3�����
�!�8 ��!����� 2��3������!���2�������5�2.�����2�����2���E�2�����3�2�
��1�2� 3�� ����!���2� 3���0���3�2�Donor� only� �� C’D� dúplex>� ��� ����!��� ������5��Donor�
only�<����!�7�!����������<�4!��3������0�!��3���������3���3�!.�0����!�2�8 ��C’D�dúplex�
�2� ��� 3�4��� <�4!�� 3�� ����0�!��3�� 29��� ���� ��� 3���3�!� H3��3�� ‘� ��3���� ���0�!��:�� ����
7� �!97�!�������������.�C����������!�����������2���2���D����������!�������� �����2I>�

��� �����F�!� ��� <�2���!�0�� 3�� ��� 0�3�3�� 3��� ����!��� ������5�� C’D� dúplex� H3�4��� <�4!��
0�!��3�� ���� 3���3�!I� ���� C’D’� dúplex� 3�� '$14� H3�4��� <�4!�� 0���3�� ���� ��2� 3�2�
7� �!97�!2.����� ���3�2�������3��l%$$�b����!������2I�H���Q�#�I��2�1�2�4����42�!5�!�8 ���P��
3;1��E�1!�2����� ��2����1���.�0����!�2�8 ���P�P�3;1��E��2�J� 7�!0�3��1�!�3�2�1���2>��2���
2 ���!�� 8 �� ��� ���� 1!�2�����  �� ��01�!��0������ ���!��2���� ��!����!�2����.� 3��3�� 2�!���
1�2�4�������E�2�������3�� �����5��1!��� !5�� !�����!��2���>��


�04�N��2��!����F�!�������!���2�1�2���5�2.�2��3�21�����3������3��'$14�������2�7� �!97�!�2�
������3�2� �� #%� 14� �� lGC� b� H���0�3�� �P�P� #%14I� �� %$14� �� l'#� b� H���0�3�� �P�P%$14I�
H���Q�#
I>��2��2�����1!�2����4���3�7�!���������
�3�4�3�������3�7�!���������!�����3�2�������
���!�� 2��3�2� �.� 1�!� ��� �����.�  �� 5���!� 3�7�!����� 1�!�� proximity� ratio>� �2��2� 0�3�3�2�
1�!0����� ����4!�!� ��� 2�2��0��1�!�� 1�3�!� �E�!��!�  ��� 3�2������� ���!�� 2��3�2� �� 1�!��!� 3���
5���!�proximity�ratio��E1�!�0�����>�������7�� !����04�N��2��0 �2�!�����5���!�3��1!�E�0����
!����� 1�!�� �P�P'$14.�  ��� 5�F� �38 �!�3�2� ��2� 3���2� �� 5�2 ���F�3�2.� 2�!J� ����2�!���
!�1!���2�!��2� 7�:��3�� �� 5���!� 3��proximity� ratio� F�!��1�!���P�P� 3 1��E>� �2��� 1!���2�� �2�
������3����0��3���!0�����9��crosstalk�correction>�

2.2. TFAM�en�complejo�con�C’D’�30bp�
��!�� ��2� 0�3�3�2� 3�� 21���
� 7 �� ����2�!��� ���5�!� �� ��4�� ��� 7�!0���9�� 3��� ��01��:��
0�3������ 3�J��2�2� �&�>� 
�04�N�� 7 �� ����2�!��� �2��4����!�  �� !����� 1!������D���� 91��0�.�
8 ���!��1!�5��0����������F�3��0�3������ ����2���	�>���� ��� 7�� !���Q#
.� 2��0 �2�!������
�;0�!�� 3�� �5����2� 3�� ���
� 3�� ��2� ��01��:�� �%.� �#� �� �'� ���� !����2� 1!������D����
�!�������2.� �2� 3���!.� ��� �����3�3� 3�� 1!������� 7!����� ���� �2�0���!� 3�� �%� �� �'>� � ��� !�:��
�42�!5�0�2����5���!�3��proximity�ratio�1�!��������.�����3�2�1���2�0 ��1!9E�0�2>�� ��3��
2�� �M�3�� 
���� �42�!5�0�2�  �� 1!�0�!� 1���� ��� �����!3������ ���� ��� ���.� 3�4�3�� �� ���
1!�2������ 3�� ���� ��4!�.� ��  �� 2�� �3�� 1���� 3�4�3�� ��� 7��90���� ���
� ��� 1!�2������ 3��

���� 3��3�� �2� 1�2�4��� 7�:�!� ��� 5���!� 0�3��� 3�� ��� ��01���� "� 22� 2�4!�� E� T� $>B?� 1�!��
proximity� ratio>���!�� ��2� �!�2� ��01��:�2����5���!�0�3����!��2�0���!.� � �8 �������� ��2��3��
0���!� �����3�3� 3�� 
���� �E�2����  ��� 0���!� �����3�3� 3�� ���� ��4!�� �.� 1�!� ��� �����.� ���
<�2���!�0��0�2�!�4�� ��0���!��;0�!��3���5����2�1�!�� ��� 2�M���3������� ��4!�>��3�0J2�
��04�N��2����2��9�����7�����3���3���!��������B$�1�!���2��4���F�!���2���01��:�2�1!������@
���.�5���3��8 �����1!�5���4���7����2�������5�2�2�4!�����7��90�������
>�
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�04�N��2���2� 3�9�����7�����3���������!������2��!�������2�3�������������7��90�������
�
H���Q�'�I>���1�!��!�3���������!������2�3���������!�3�3�!�3��#?$0�����5���!�3��proximity�
ratio� 1�!�� ��� ��01��:�� 1!J�����0����� 3�2�1�!���� �� 2���� �2� 1�2�4��� 3�2���� �!� ��� 1����
!�7�!����� ��� ���� H��5�0����� 3�21��F�3�� 3�4�3�� �� 8 �� ��� 2��� �M�3�� ! �3�� �� ��� 0�3�3�.�
���Q�'�I>� �2��� 3�2�1�!���9�� 3��� 1���� !�7�!����� ��� 7��90���� ���
� � 2 ���!�� 8 �� 4�:��
�������!������2����5�3�2�3��������E�2��� ���3�2������9��3�����01��:�>���!���!��1�!�����4��
3�2����!�8 ��3 !����� ��2�1!�0�!�2��E1�!�0����2�3�� 21���
�2��3���!0��9�8 ������������
!�3 ���!�  2�3�� ��1���0����� 1�!�� 
���� H?� 0�� �

I� 1�3!��� 1!�5���!� 3�M�2� 2�4!�� ��2�
7� �!97�!�2D� ��� ��J��2�2� 3��� ���
�4�:�� 5�!��2� �������!������2� 3���

.� ��3��9� 8 �� ����

�
��0�2��!�4�����2�M���3���7� �!97�!��3���3�!����������1��!�H���Q�'
I>���!������2��3���3�9�
 2�!��������!������2�3���

�3��%�0�>�



� � � �

�

209

�

���Q�#>� -�2���!�0�� 21���
� 3��3�� 2�� !�1!�2����� proximity� ratio� vs� �;0�!�� 3�� �5����2>� H�I�
��01�!��0������ 3�� ��2� 3�7�!����2� ���>� ��� ��� 1����� �F8 ��!3�� ������!�0�2� ��� 7� �!�2������� 3������3��
1�!��3�7�!����2���1�2�3��3;1��E�3�����D�C’D�dúplex.�2����������������2�J�0�!��3���������3���3�!�H0 �2�!��
������3����0������!�����I[�C’D’� dúplex.� �04�2��������2�J��0�!��3�2� H������3���3�!.����������1��!I[�
mixDNA.� ��04�����9�� 3�� 3;1��E� 0�!��3�� ���� ��2� 3�2� 7� �!97�!�2� �� 3;1��E� ��� 0�!��3�>� ��� ��� 1�����
3�!��<�.� <�2���!�0�� 3�� 7� �!�2������� 1�!�� ����3�� 3�7�!����� ������ 3�0�!��3�� HC’D’� 10pb.�C’D’� 21pb.�
C’D’� 30pbI� �� ��� 3;1��E� ����!��� ������5�� ���0�3�� ����!� ����� HC’DI>� H
I� ��01�!��0������ 3��� ��01��:��

���@'$14� ���� 1!�2������ �� � 2������ 3�� 3���!������ ��B$� ��� ��� ��019�� 3�� �38 �2���9�� 3�� 3���2>� ��2�
3�7�!����2���01��:�2�1!�2������ ��!�����
���@����3�7�!����.�C1.�$>%��0���
���D$>%��0������[�C2.�$>#�
�0��� 
���D� $>%� �0��� ���[� C3.� $>B� �0��� 
���D� $>%� �0��� ���>� ��2� 7���<�2� ��3����� ��2� 1���2� 3���
<�2���!�0�.�����!�2����!����!!�21��3���������5���!�1!�E�0����!�����1�!��0�E���.�������!�2��2� !�.�5���!�3��
1!�E�0����!�����1�!�������01��:��
���W���'$14>�



� � � �

�

210

�

���Q�'>�H�I�-�2���!�0��21���
�1�!��������������������!������2��!�������2�3�������H#$.�%$$.�%?$���#?$�0��
����I>�H
I��7�����3���

�2�4!���������0�!��3��������2�7� �!97�!�2���2 �7� �!�2������>����7���<���!�2���3�������
� 0����� ��� ��� �������!���9�� 3�� �

� 3�� $� �� %$� 0�>� H�I� ��01�!��0������ 3��� ��01��:�� 
���@'$14� H���
3�7�!����2� ������3�23�2�3���F �I� 7!�����3�7�!����2��������!������2�3���������2 �3�20�� ��9�������� 7��90����
���
>�

3. FRET�para�TFAM,��HMG1�y�mutantes�puntuales�en�HMG2�para�el�
complejo�con�ADN�30pb�

����5�F��4����3�2�3���2�1�!�������01��:��
���@'$14�2�����5�!�������4���E1�!�0����2�
21���
�1�!��3�0����2���0 �����2�1 �� ���2�3��
���>�

3.1. Dominios�para�HMG1�
	����01�!9����7��90�������
�3�4�3�����3�0������%�H-�"%D�	�!BB@"��%#?I���3�0�����-%�
H-�"%W���O�!D�	�!BB@�� %?#I��������3�����1!�����������!��
����H���Q�B�I>�	��7�:�0�2���2�
1���2� �2����3�2� �� ��3��0 �2�!�.� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� ��� ��� ��2�� 3�� 
���� �E�2���  ��
0���!� 5���!� 3�� proximity� ratio� 8 �� 1�!�� �%� �� -%.� ��� 8 �.� ��� � !5�� !�� ��3 ��3�� 1�!� ���
1!������� ����!�� �2� 0 �<�� 0���!>� �3�0J2� ��� ��� ��2�� 3�� �%.� 2��� ��� ���O�!.� ��� 5���!� 3��
proximity�ratio��2�0���!�8 ��1�!��-%�H1�!���������.�����%�<��� ���0���!�3�2����������!��
7� �!97�!�2I.���3����3��8 ��������O�!����!�0��������� !5�� !��3������>�
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3.2. Mutantes�puntuales�para�la�unión�de�HMG2�
� !����� ���3�2�!�1��9��3�� ����2�! �� !�� 7 ��1�2�4���3�7���!� ��������2�1!������@����������
3�0�����-�"#�8 ��1�!�������01�!�����2�1�!����� ��9����� !5�� !��3������.�8 ������ ����

�!%G#.� �2�%G'.� ���%GG.� �!�%KC.� "��%KA� �� �� %C#>� ��� �2��� �1�!��3�� ����!���0����� 2��
�����F9� ��� �7����� 3�� 0 �����2� 1 �� ���2� 3�� ��2� !�2�3 �2D� "��%KA.� 
�!%G#� �� �2�%G'.�
2 42��� �3�2� ����� ���1�!����� H���Q�B
I>����� ���3�� ��2�0 �����2�0�2�!�4�����0�20��
5���!�3��proximity� ratio�8 ��1�!�� ���1!�����������5��
���.� ��3����3�� ���1�!����1���9��3��
��2�!�2�3 �2�������1!�0���9��3������ !5�� !�>��

�

���Q�B>�-�2���!�0��21���
�1�!���%.�-%.�0 �����2�1 �� ���2�3��-�"#���������'$14>�H�I�
����vs��%.�-%����
��01��:����������'$14>����!�:��2��0 �2�!�����1�!7���1�!��������.������!��:��1�!���%������1;!1 !��1�!��-%>�
H
I�
����vs�0 �����2�1 �� ���2�1�!����2�!�2�3 �2�3������!����9���21���7������������3��'$14>����3�7�!����2�
������3�3�2�3��5�!3��2����� ���!�����2�0 �����2�3��-�"#D��%G'.�+%G#.�)%KA>�
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4. FRET�para�TFAM,�HMG1�y�mutantes�puntuales�de�HMG2�en�complejo�
con�ADN�50pb�

4.1. TFAM�
��� �� ���8 �������� ��2��3������3��'$14.�1�!�� ��2�0�3�3�2�3�� ��2� ��01��:�� �������� �3��
?$14� 7 �� 1!�0�!�� ����2�!��� �����F�!� ��� ��01�!��0������ 3�� ��2� 3�7�!����2� 3;1��E>� ��� ���
7�� !���?H�I�2��1 �3���42�!5�!���!��5�F����3�7�!������������1�!7���3�����
�1�!�����3;1��E�
�P�@?$14�H���!�2�I������3;1��E��P�P@?$14�H���0�!�3�I.���� �� ���8 ��2 ��3���1�!������3��
'$14.�3��3���E�2���� ��3�4���1���>�����2�����2����2�7� �!97�!�2�2����� ���!�����9!���0�����
��  ��� 3�2������� 3�� l%G#� b.� ���� ��� � ��� !�2 ���� 1���� 1!�4�4��� 8 �� �2��� ���� 1!�2�����
7��90�������
�3�4�3�� �.� 1�!� �:�01��� ��� ��5�� � !5�� !�� ���!��2���>���5�!2�2� <�19��2�2�
1�3!���� �E1����!� �2��� ��01�!��0������ 3��� ���D�  ��� � !5�� !�� ���!��2���.� �7����� 3���
��;2��!� 3�� � �����2� ��� ��� 3�2�!�4 ��9�� ��� 2�� ��9�� 3�� ��2� 7� �!97�!�2� �� 2 2� 3�1���2.� �� ���
1!�2������ 3�� 2 1!��2�! �� !�2� 3�� ���� 8 �� 1�!0����2��� ��� �E������9�� 3��� ���1��!.� ���!��
��!�2>�

��2� �E1�!�0����2� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� ���� 3�� ?$14� 3�4�� � ��!� �� <�2���!�0�2�
2�0���!�2��������'$14.�����1!�2������3��'���01���2�3��"� 22���� ��0�20��<�2���!�0��
H���Q�?
I>��3�0J2�1�!�����8 �����5���!�3��proximity�ratio�1�!�����7��90�������
�3�4�3��
�����01��:��
���@?$14��!��2�0���!����3��'$14�H���Q�?�I>�������������	�.�2��3�2���� ����
��2���01��:�2���������3��'$14�������2���01��:�2�1�!������3��?$14>�� �8 �����4��3��3��
������4!��0��!��3��7�!0��3�7�!�����1�!����2�3�7�!����2������� 3�2�3�����.����0��!���9��3���
��01��:��
���@����3��� ��!��� ���4��3��1!J�����0����������0�20����� !�>���������2��3���
��01��:�� 
���@���� ?$14� 7 �� ����2�!��� �7���!� ��� !����� 1!������D� ���� 3�4�3�� �� 8 �� ���
1!�2������ 3�� 4��3�2� 2 1�!��!�2� ��0 �<�2�0J2� 3�7 2�2� �!��0J2� ��!!�����.� 1�2�4��0�����
1�!����0���!������� 3�3������2��7�5�!�������� ��9��3��7�!0��3�0N!����3��
����������>�

���<��<��8 �����5���!�3��proximity�ratio�2���2�0���!�1�!��
���@'$14���
���@?$14���3����
8 �����3�2����������!��7� �!97�!�2��2���3�1��3������3����������� 3�3������.����8 ��1�!0����
2 ��!�!� ��2�2��0��3�� ��9��1�!���3�����3������2�! �� !���!�2�����!J7���.�3��3�����1!�������
1!�0 �5�� ���7�!0��3��������������3�4�3�������1!�2������3��3�2�1 ���2�3��� !5�� !�>�
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3��?$14>�-�2���!�0��1�!��3;1��E�0�!��3��2��������3���3�!�H�P��3;1��E�?$14.����!�2�I�7!��������<�2���!�0��
����3;1��E������04�2�7� �!97�!�2�H�P�P�3;1��E�?$14.����0�!�3�I��� ���0�F����3������0�!��3�������0�!��3��
H0�E���.� ��� !�:�I>� H
I� -�2���!�0�� 3�� 
���@?$14� H��� �F �I� 7!����� �� ���� 3�� ?$14� 0�!��3�� ���� �04�2�
7� �!97�!�2� H��� !�:�I��� 2����3���3�!� H��� !�2�I>� H�I���01�!���9�����!��1�!7���2�3�� 21���
�1�!��
���@'$14�
H����!�����3���F �I�vs�
���@?$14�H������29��3���F �I>�������1�����3�!��<�.���	���������%#Z�1�!����2�0 �2�!�2�
!�1!�2����3�2�������<�2���!�0�>���2�0 �2�!�2�%$���%#�2���1�!�������01��:��
���@?$14.���%$.�'.���3.�1�!�����
��01��:��
���@'$14>�

4.2. Dominios�para�HMG1�
��������2��3�������?$14���04�N��2��!����F�!����E1�!�0����2��������3�0������%���-%>���2�
1�!7���2� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3��� 5���!� proximity� ratio� 1�!�� �%� �� -%� H���Q�G�� �� 
I� 2���
1!J�����0����� 2�0���!�2� ��� 1�!7��� ���� ��� ���� ?$14>� ��� �2��� ��2�� ��2� 1�!7���2� 2��� 0 ��
3�7�!����2������2��3�������3��'$14>�
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3�5�!2�2�0 �2�!�2�3���%�H����3�7�!����2�������3�3�2�3����!��:�I.�1�!���������!�:����1�!��
��������F �>�H
I�
-�2���!�0��1�!��3�5�!2�2�0 �2�!�2�3��-%�H����������3�3�2�3��1;!1 !�I>�

4.3. Mutante�puntual�para�L182�
��!��3����2�0�3�3�2�!����F�3�2�7 ��1�!�����0 ������1 �� ���3���!�2�3 ������!��������1�!�����
3�0�����-�"#.��� %C#>����1�!7���3��3�2�!�4 ��9��1�!���� %C#�����04�2���2�2�H����'$14.�
����?$14I�0�2�!�4�� ���1!�2������3��3�2�1���2� ���� ��� ����� �E���3�3��<�2���5���!�2�3��
proximity�ratio�0���!�2�8 ��1�!�������2��3�����0�3�3��3�������2���1!�������H���Q�K�����
I>�
��!���������.����0 ����9��3���!�2�3 ���� %C#�1�!����0�2�!�!�7��90�������
.��1�!��0���!�
8 ��1�!��
��������5�>���!���������.�1�3�0�2�2 ��!�!�8 �����1!�0���9��3������ !5�� !��1�!�
1�!��� 3�� -�"#� �2�  �� 1!���2�� ���1�!���5�� 3��3�� 2�!��� ��� �7����� ���: ���� 3�� ��3�2� ��2�
!�2�3 �2����8 ��1�!0�����4����!����� !5�� !��7����>�
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�1�!��0 �����2�1 �� ���2�3���� %C#������01��:����������'$14�
H�I�������3��?$14>���2���01��:�2�
���@����2��0 �2�!�������3�7�!����2�������3�3�2�3���F �>����
!�:���1�!�������0�3���1�!��������.�2���1!�2������3��1!������>�H
I�����3�7�!����2�������3�3�2�3���!�2�
2��0 �2�!�����2�0�3�3�2�1�!�����0 �������� %C#>�

5. Modificación�del�cálculo�crosstalk�correction�
��21 N2� 3�� ��� �4�����9�� 3�� ��2� 1�!7���2� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3�� proximity� ratio� 1�!�� ��2�
3�7�!����2� ��01��:�2� �� ���.� �2� ����2�!��� ��!0���F�!� ��2� 5���!�2� 3�� 1!�E�0���� !����� ���
7 ���9��3�������!���������5�� 2�3�������3��0�3�3�>��2�3���!.��������1!��!�0���"���2��7�:����
��!�� ��� 5���!� 3�� 1!�E�0���� !����� �2����3�2� 1�!�� ��� ���� 2��� 1!�2������ 3�� 1!������>�
��!0��0�����2�� 2�����0 �2�!��3�2�!������0��Donor�only�H�P��3;1��EI.���������1!�2������
2���� 3��� 3���3�!.� �&�� ��� ���� ���� ��2� 3�2� 7� �!97�!�2� 1�!�� 2��� 1!�2������ 3�� 1!�������
H�P�P3;1��E���0�E���I>�
�������0��2��<����0����3������!��!0�����������0 �2�!��0�E����
�� �P�P� 3;1��E� �E�2���� 3�2� 1���2� ��� ��� <�2���!�0�>� ��!�� ��� 1!���2�3�� 3�� ��2� 2�� �����2�
0 �2�!�2�2����09����1�2���9������!���3����2�3�2�1���2���0��5���!���!��H���Q�CI>��2�1�2�4���
�42�!5�!�8 ��3�21 N2�3�� �����!!����9������ ���3�� ��2�3�2�1���2�2������!����� ���1�2���9��
��!�.� 1�!� ����� 7 �� ����2�!��� !�1!���2�!� ��2� 3���2� ��0��3�� ��0�� crosstalk� correction� ���
1�2���9�� ����!��� 3��� 1���� 1�!��Donor� only.� �2� 3���!.� ��� 1!�0�!� 1���� 3��� <�2���!�0�� 1�!��
0�E���>�����5�F��4����3�����5���!�1�!��crosstalk�correction�2��3�4���!�1!���2�!���2�3���2�
0�3���������1!��!�0�����
��<�����1�2��!��!0����.�5�2 ���F�!����������F�!���0�3���������
1!��!�0���"��������"��>��

�

���Q�C>�-�2���!�0�� 3��� 1�!7��� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��2� 5���!�2� 3�� 1!�E�0���� !����� 1�!�� 3�2� ��1�2� 3�����D� �P��
3;1��E� H���� 0�!��3�� 2���� ���� ��� 3���3�!I� �� 0�E���� H0�F���� 3�� <�4!�2� 3�� ���� 0�!��3�2� ���� ��2� 3�2�
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7� �!97�!�2���2���0�!��:�I>�������F8 ��!3��2���42�!5�����<�2���!�0������2�3��crosstalk�correction������<�2���!�0��
3�21 N2�3��crosstalk�correction�������2�5���!�2�3��1!�E�0����!�����1�!����3��1�2���9��3���1���>�

6. Resultados�finales�
����5�F�!�1!���2�3�2���2�3���2�������2�5���!�2�3��crosstalk�correction�2��5�2 ���F�!�����2�
<�2���!�0�2��������1!��!�0���"���8 ��1�!0�����4����!���2�5���!�2�� 0N!���2�1�!����3��
0 �2�!�>���2��!��!0����.�0�3���������1!��!�0�����"���2��3���!0��9�1�!����3��� !5��3��
3�2�!�4 ��9�� ���posición� central� (x).�8 �� ��!!�21��3�����1����3�� ��� ��01����3��"� 22���
3���!0������� 5���!�3��proximity� ratio� 1�!�� ���1�4����9��3�� ���0 �2�!�>����área� (A)� 3�� ���
��01�����2����0�3�3��3���1�!�����:��!�1!�2������5��3���2������7�!0���9��������0 �2�!�>�
�����0����.� ��� anchura� (w)� �� ��� 0���3� 3��� 1���� 8 �� �7!���� ��7�!0���9�� 2�4!�� ���
<���!������3�3�3�����1�4����9�.��2�3���!.�2��2���!����3�� ������7�!0���9��3��J0������0J2�
4�����2�J����>�

6.1. Valores�de�proximity�ratio�obtenidos�para�los�diferentes�complejos�
��2�3�7�!����2�� !5�2�7 �!��������F�3�2�1�!�2�1�!�3�����7 ���9��3���3���3���4�����9��3��
��2�!�2 ���3�2���2 ���!!�21��3������crosstalk>�	�� �3�0�����2���4� 5��!�����2�5���!�2�3��
proximity� ratio.� 8 �� � ���� 7 �!���1!�0�3��3�2>��� ������ ���9�� H
�4��Q�%I� �1�!����� ��2�
5���!�2�3��proximity�ratio.������1�2���9������!���3�7���3��1�!����3��1���.�1�!����3����1��3��
��01��:��������2�1�!J0��!�2�crosstalk�correction�3�7���3�2�1!�5��0����>��

� Proximity�
ratio�

TFAM_30pb�

intermediate�

$.#%�

TFAM_30bp� $.BC�

TFAM_50bp� $.B?�

D1_30bp� $.#B�

D1_50bp� $.%G�

H1_30bp� $.'%�

H1_50bp� $.%G�

L182_30bp� $.#C�

L182_50bp� $.%G�

N163� $.#C�

Y162� $.#B�

Q179� $.'A�


�4��Q�%>� ����!�2� 3�� 1!�E�0���� !����� 1�!�� ��3�� ��1�� 3�� ��01��:�>� ��2� 5���!�2�0J2� 4�:�2� 3��proximity� ratio�
��3����� 0���!� 3�2������� ���!�� 7� �!97�!�2.� 0����!�2� 8 �� 5���!�2� 0J2� ����2� ��3����� 0���!� 3�2������� ���!��
7� �!97�!�2>�
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I.�3�4�3�������1!�2������
3��������4!��������0 �2�!�>����2�� �3��1����2����� ���!��3�21��F�3��!�7�!�����!�21��������
1����3�������0�!��3��������2�3�2�7� �!97�!�2����� ��5���!�E�T�$>#%�H5���!�1!�0�3��.�$>#$�
1�!����� ��2��3�� ������Q�AI>�+.� 7����0����.� �E�2��� �� ��!��!�1���� ���� ��5���!�3��proximty�
ratio�3��$>B?�H5���!�1!�0�3��.�$>BC�1�!�������2��3��������Q�AI>>���!���������.�1�!�����E�2��!�
3���!�� 3�� 
���� ��� ��01��:�� ���� ���� '$14.� 3�2� ��1�2� 3�� 1�4�������2� ���� 3�7�!�����
�7���������1�!����� 7��90�������
.�2 ��!���3��3�7�!������!�3��3��� !5�� !�����������>����
��01��:��
���@���?$14����0 �2�!���2���1�4����9������!0�3�������5���!�proximity�ratio�
2 1�!��!� ��� 1���� 3��� ���.� � �8 �� 2��0 �2�!��  �� 5���!� 2�0���!� ��  ��� 3�� ��2� 1�4�������2�
3�2�!���2� 1�!�� 
���@���'$14� HE� T� $>B?� 1�!�� 
���@���?$14.� ET$>BC� 1�!�� 
���@
���'$14I>� ��� � 2������ 3�� ��� 1�4����9�� ����!0�3��� ��� ��� ��2�� 3�� 
���@���?$14� �2�
3�4�3����8 �����3�2����������!����2�7� �!97�!�2�1�!����3�������2�3�7�!����.�1�!����8 �.� ���
� !5�� !��3��A$V�����������3��'$14��01����!��� ���3�2����������!��2��3�2�H�I�8 ��3��� ��!�
�� ��5���!�3��1!�E�0����!�����E>���!���������3��?$14.��2���� !5�� !��2���!�3 ��!������ ���
0���!�3�2����������!��2��3�2��.�1�!���������.� ��5���!�0���!�3��1!�E�0����!����>��

�

�

���Q�A>���2�!�4 ��9��3��1!�E�0����!�����1�!�������01��:��
���@���'$14�H������F8 ��!3�I�����01��:��
���@
���?$14�H�����3�!��<�I.�3��3��2����3��������������2���3�����1�!7���3�����3�2�!�4 ��9�����4�������������!�����3��
��2��: 2��2�1�!����2�3�7�!����2�1���2�8 �����7�!0������3�2�!�4 ��9�����4��>���������2��3�����01��:��
���@'$14�
�2�1�2�4����42�!5�!����1!�2������3�� ���� �5��1�4����9������5���!�E'��� ���1�4����9������!0�3�������5���!�E#.�
���!�����1�!7���3������������1�!7���1�!�������01��:�>�

G>%>#> ����!�2�3��1!�E�0����!�����1�!����2�3�0����2���2 2�0 �����2�
1 �� ���2�

��2� ��01��:�2� 3�� ��2� 3�7�!����2� 3�0����2� �� 0 �����2� ���� ���� '$14� 0 �2�!���  ���
!�3 ���9�� 3��� 7��90���� ���
� !�21����� 3�� 
���.� ��� 8 �� 2 � 5���!� 3��proximity� ratio� �2�
0���!>� ��4�� 3�2����!� 8 �� ��� 3�0����� �%� H-�"%I� 1!�2�����  �� 5���!� 3�� proximity� ratio�
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	�� ��01�!�0�2� ��2� 5���!�2�proximity� ratio� 1�!�� ��2� 3�7�!����2�0 ������ 1 �� ���2� �%G'.�
+%G#.� )%KA� �� �%C#� H
�4��Q�%I.� �2� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� ��3�2� ����� 1!�2������  ���
!�3 ���9��3���5���!�proximity�ratio���01�!�3������
��������5�.��2�3���!.� ���3�20�� ��9��
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0���!.�1�2����8 ��2���21�!�!���8 �����0 ������1�!�����!�2�3 ������!��������H�%C#I��� 2�!J�
 ���0���!�1�!: ������������ !5�� !��7����>�

��!���������3��?$14������01�!��0������3�� ��2�0 �����2��2�0 ��3�2�����.�0�2�!��3�� ��
5���!�3��1!�E�0����!�����1!J�����0������3N�����������������!�����2 ��!���3��8 ������E�2���
���
�4�:���2��2����3������2�H����� ���8 ��2 ��3���1�!�����1�4����9������!0�3���3��
���@
'$14� 8 �� 3�2�1�!����� ��� 
���@?$14I>� ����� �2� 3�4�3�� �� 8 �� ��� 1!�2������ 3��  ��0�20��
J�� ��� 3�� � !5�� !�.� ��� 3�2������� ���!�� ��2� 7� �!97�!�2� H�I� 1�!�� ��3������1�3�� !�2 ���!��
3�7�!����>���!��:�01��.� ���1�2�4���� !5�� !��3��A$V�H2�0���!������� !5�� !����3 ��3��1�!��
��3��-�"4�EI�����������3��'$14� �01����� ���3�2����������!��2��3�2�8 ��3�� � ��!��� ��
5���!�3��proximity�ratio�E>���!����������3��?$14.��2���� !5�� !��2���!�3 ��!J���� ���0���!�
3�2������� ���!�� 2��3�2� 1!�5����3�� ��� 3�20�� ��9�� 3��� 7��90���� ���
� �� 2 � � 2������
H���Q�%$I>�
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�
Proximity�

ratio�
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TFAM_30pb�

intermediate�
$.#%� $.%%�

TFAM_30bp� $.BC� $.'#�

TFAM_50bp� $.B?� $.#A�

D1_30bp� $.#B� $.%#�

D1_50bp� $.%G� $.$C�

H1_30bp� $.'%� $.%K�

H1_50bp� $.%G� $.$C�

L182_30bp� $.#C� $.%?�

L182_50bp� $.%G� $.$C�

N163� $.#C� $.%?�
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Y162� $.#B� $.%'�

Q179� $.'A� $.#B�
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TFAM_30bp� $.BC� ?.AG� ?A.G$� %K$.BB�
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D1_30bp� $.#B� C.BK� CB.K?� A$.BK�
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A. TFAM�IMPONE�UNA�CURVATURA�DE�180°�SOBRE�LSP�

1. TFAM�provoca�una�torsión�de�180°�en�LSP�
��� !�2�� ��9�� 3�� ��� �2�! �� !�� �!�2�����!J7���� 1�!0���� 5�2 ���F�!� ��� ��!2�9�� 8 �� 
����
1!�5���� 2�4!�� ��� 2�� ������ �	�>� �2��� 1�!� !4���9�� ��1��9����� 8 �3�� ��04�N�� !�7��:�3��
0�3�������2� 3��2�3�����
.�!���7��J�3�2�����0�3����3�� ��9��3��
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� !5�� !��!����F�3�2�1�!���3��3�0�����-�"4�E�1�!�2�1�!�3�>�

���7�!0��������8 ��
����� !5���������0 �2�!�� ���2�0���� 3�������2�1!������2�1!���!����2�
-��HHeat�Unstable�nucleoidI����-��HIntegration�Host�FactorI�8 ����01���������01�8 �����
�������1!���!�����0�3������ ��� ���!�3 ���9��3��� !5�� !�2���� 7�!0��3����H���Q�%I�H����.�
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2.1. Conservación�entre�mLSP�y�hLSP,�e�intercambio�funcional�

��� ��01�!�!� ��2� 2�� �����2� 8 �� ��4��!���� ��� �21���7���3�3�3�� ��� �!��2�!�1��9�� � 3�� !��9��
H0�	�I���< 0����H<�	�I��2�1�2�4���3�7�!�����!�3�2�!������2�8 �����2�!�0 ��3�2�����!������
��5���3���!��2�!�1��9��H"�21�!�.����O��4�!�������>�#$$BID�PPE�o�Proximal�Promoter�Element.�
��� !���9��1!�0���!��8 �� ��4�!��� ��2�1�2������2� @%� �� @B.� 8 �� �2� �21�����0����� 2��2�4��� ��
0 �������2[���DPE:�Distal�Promoter�Element.�8 ����01!��3�� ���!���9��3��@%K���@#$>��2���
!���9��3�2����2����� ���!������ �3��3���!��3�����!���9��3�� ��9��1�!��
���>���

���������0������3��<�	����0�	��!�5���4��8 ����2�� ���9��3�2�2�� �3�2����@%K.�@%A���@#$�2��
��� ���!��� ���2�!5�3�2����!�� ��2�3�2� !������2�1!�0���!�2.�0����!�2�8 �������� ��2��3���
� ���9��3��2�� �3��������1�2���9��@%C��2� ���
�1�!��<�	������1�!��0�	�>��2����!��2���9��3��

� �� �� 1!�5���� ��� ��<�4���3�3� 3�� <
����1�!�� ����5�!� ��� �!��2�!�1��9�� 3��0�	�� H"�21�!�.�
���O��4�!�������>�#$$BI�H���Q
BI>�

�

���Q
B>���01�!���9�����!�����2�� ������<�	����0�	�>���2��2��!�2��2�!�1!�2��������2�� ���9��3�2����2�!5�3�2�
���!����2�3�2�2�� �����2>��������!���9��3�� ��9��3��
�������	��H@%K���@'?14I�2�04!��3������!�2������!���9��3��
���������3��-�"%@
���������!��:�>������:��!�:����3�������0���5��������5�!��3�>�Gaspari,�et�al>�

"�21�!�.�et�al.���42�!5�!���8 �����2�2��0��< 0�������1 �3�����5�!�����4������!��2�!�1��9����
1�!��!�3�����2�� ������2��5�:��3��0�	�>�	����04�!��.�� ��3��2�����!�3 ������!���9��3��<�	��
3�� @B$� �� @%%� 14.� �E�2���  ��� 7 �!��� �!��2�!�1��9�>� �3�0J2.� 0�3������ ��� ���2�! ���9�� 3��
2�� �����2� 1!�0���!�2� <�4!�3�2� ���!�� !��9�� �� < 0���.� 7 �� 1�2�4��� �42�!5�!� 8 �� ���
0 ����9��3�����!���9��3��@%K���@#$��� ��4������!��2�!�1��9�>��

�2���!���9��3���!����01�!�������1�!���������5���9��3������!��2�!�1��9���H� ���9��3��3��@%K���
@#$14I�������������2�� ������?P@���@'P.���������3���������!���9��3������!������9��3��-�"%�



� � � �

�

232

3��
����������2�� �������	�##.�����!���0������������0���5��?@��P�@'�1!�1 �2�����1�!��!�
3�����!�2�� ��9��3������2�! �� !�>�

2.2. Conservación�del�motivo�AAC�entre�LSP�de�hominoides�
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3. Implicación�energética�AAC�y�pre�curvatura�inicial�

��J��2�2��2�! �� !���2���3��0 ���N��2�2�3����2���01��:�2�7�!0�3�2�1�!�3�0����2�-�"4�E�
H��� 2��� 3��  ��9�� �21���7���� ��0�� ���21���7���I� ��3����� 8 ��  ��� 1�!��� 2����7�����5�� 3���
3�4��0������ 3��� ���� �2� 0�3������ ��� ����!������9�� 3�� ��3���� ����!���2� 3�� !�2�3 �2�
�21���7���2����!����2�4�2�2�3������.��01�����3�� ��� 0�����3����2�5���!�2�3��roll�����2��2�
1 ���2>�	����04�!��.�<���8 ��3�2����!�8 ����� ��2�!��9��������!������9��3��!�2�3 �2����!��
��2� 4�2�2� �2�  �� 1!���2�� ��!0�3��J0���0����� 3�27�5�!�4��>� �������2.� ��� ��3���� ����!���
1 �3�� 2�� �!2�� ���!�� ��2� 4�2�2� 3�4�3�� �� ��� ����9�� � �� 0 ����5�� 3�� 5�!��2� ����!�������2�
1!������@���>� �2��2� ����!�������2� 1 �3��� 2�!� �����!�2�J����2� �� ��@�����!�2�J����2.�
3�1��3���3��3���������!7�F�7�!0�3���H�!����.����3������>�#$$BI>��

�3�0J2� 3��� 1�1��� 3�� ��� 1!������� ��� ��� ��!2�9�� 3��� ���.� ��4�� 3�2����!� ��� 1�1��� 3�� ���
2�� ������ � ������3���� ��� ��� ��2�� 3�� ��2� -�"4�E� ss>� �2� �01���0����� ������3�� 8 �� ��2�
1!�1��3�3�2� ��J2����2� 3��� 3;1��E� 3������ 2��� 7 �!��0����� 3�1��3�����2� 3�� ��� 2�� ������
� ������3����H\�<�.�+ �������>�%AABI>���!��:�01��.���2�2�� �����2�8 ������ ����!�1��������2�
���7�2��3��A�tracts�2���2��9��0��3�� ��3�4��0���������!��2�������4���3�������H-�!�����3�
��<�����#$$AI>���

��2��2� 3��2�3�����7��E�4���3�3����!��2����3�������0�3����������J�� ���3��2 2���!����!�2����2�
7�2���@8 �0���2� 1�!0����� 3�7�!�����!� !������2� ���� 0���0�2� ���!�N����2>� ���� 3�� �2��2�
0���0�2�2����� ���!��������0���5����5�!��3��'P@��’�@?P.��E����0�����������1 ����3��3��2��
3���������!������9��3���� %C#�1�!��-�"#>���!���� ?C.����0���0�����!�N�����2����� ���!��
3�21��F�3��3�2�1�!�2�3��4�2��1!�5��2����������������!�������!�����1!���2�0�������� ��1�2��
���!�N����0����� 7�5�!�4��� 1�!�� 2 � ��!2�9�>� ��!� ��� �����.� 2�� ����0�2� ��� � ����� 8 �� ��2�
0���0�2����!�N����2������������2�J��!��������3�2�����1 ���2�3��7��E�4���3�3���3�����!���
� !5�� !�.� 1 �3�� 2�!� 8 �� 7�5�!�F��� ���!�N����0����� ��� ����!������9�� 3�� ��2� ��3���2�
����!���2.���������E1����!���1�!8 N�2��0�����������1��!9��3��!�������0������3��
���������2�
3�2��2�! �� !�2�3�2�!���2.�
���@�	�##���
���@�	�#C>��3�0J2�������� 3�!����������3�!�
1�!8 N� �2� � ��� 1!�0�!�0���5������ � ���� �01!�2���3�4���1�!�� ��� ��9��3��
���.�0�3������
-�"%.���2 �7 ���9��3������5�3�!��!��2�!�1�������
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4.1. Conservació�cluster�de�guaninas�central�

��!�� ��!����!�2����� 2�!1!��3����� 3�� �2��� !���9�� ����!��� �2� ��� 1!�2������ 3��  �� �! 1�� 3��
� �����2�H�������!����G�� �����2I�������2�� �������	�##>�����01�!�������3���2����! 1��3��
� �����2� ��� ��� ��3���� ��@��3�7������� 8 �3�� ��� !���5������ � ��3�� 2�� !����F��� �2� 3��2�
��01�!���5�2� 3�� 2�� ������ ���!�� �	�� 3�� 1!�0���2>� �2��� �! 1�� 2�� ��� ���!�� ����0�����
���2�!5�3�� ���!�� �	�� 3�� <�0����3�2[� 2��� �04�!��.� ��� !��9�� ��� 2�� ������ ���!�� ��2� 3�2�
0���5�2� �2� ����0����� !���� ����@
� H��2<�!.���!�2�� ��� ��>� %ACAI� H��!��.�-�E2��� ��� ��>� %ACCI�
H���Q�?I>��3�0J2.���4��3�2����!�8 ����2����! 1��3��� �����2����2����� ���!�����2�!5�3��
���!����2�3�7�!����2�2�� �����2�3�� ��9���21���7����3��
�������< 0����H�	�.�-	�.�L���+I.�
2 ��!���3��  ��� 7 ��������3�3� 3�� �2��� �! 1�� 3�� � �����2� ��� ��� ����5���9�� 3�� ���
�!��2�!�1��9������	��H���Q
?I>�

��� 1!�2������ 3�� �! 1�2� 3�� � �����2� ��� ��� ���� �2�J� !��������3�� ���� ��� 1�2�4���3�3� 3��
7�!0���9�� 3�� 2;1�!� �2�! �� !�2� ���0�3�2� Gquadruplex>� 	�� �!���� 3�� �2�! �� !�2� 0 ��
�2��4��2�3�4�3������2�������2�3��<�3!9��������!����2�� �����2�8 ��2����� ���!���7�!0��3��
 ��stacking�1����!>��2�1�2�4���8 �� ����E�2�������3���2����! 1��3��� �����2�1 �3��!�� ��!�
������!���7�!0������7���3�3�3�� ��9����7 ���9��3��
����3���!��3�����01��:��3����������9��
3������!��2�!�1��9��������F����1!�0���!��3�������3��������!�>�

�

C. EL�DOGMA�DE�LA�COLA�C�TERMINAL�

1. Actividad�en�reconocimiento�específico�
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2. Cola�C�terminal�y�flexibilidad�intrínseca�
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D. IMPORTÁNCIA�DEL�LINKER�

1. La�zona�del�linker�en�la�torsión�del�ADN�
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G. TFAM�Y�BIOGÉNESIS�MITOCONDRIAL:�zoom�out�
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1�!�
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�������!������2�3��
��������2��01����!���� ��0���!��!�3��3����01������9�.���<�4���3��
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���� �01����  ��� ��!2�9�� �2�! �� !��� ��� �	�� 0�3������ ��� ���!�3 ���9�� 3�� 3�2�
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>� ��2� !�2 ���3�2� 2 ���!���  �� 2�2��0�� <���!��N���� ���� 0;���1��2�
���7�!0������2�8 ��1!�2������0�5�0�����2�0���� ��!�2�2 ����2>�

� ��2� 3�0����2� -�"4�E� 3�� 
���� 1!�2������ ��� 0�����20�� ��1���� 3��  ��9�� 3��
-�"4�E�0�3������ 2 �  ��9�� ��� 2 !���0���!� 3��� ����1!�5����3��  ��� 3�2��!2�9��
������ 3��� ���>� ��� � !5�� !�� 3��� ���� �01����� ��� ���!�3 ���9�� 3�� !�2�3 �2�
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����0 �2�!��� ��1��!9��3�� ����!����9���� �7���3�3� ��
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���: ����3����3�2���2�!�2�3 �2����8 ��1�!0�����4����!����� !5�� !��7����>�
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CLONACIÓN�
1. Clonación�estándar�
����������9��3��
���.� ��2����2�! ���2����� ���������@��!0�����3���������3��H�

P2.��

#D�
	�!BB@"��#'C.� �
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<�2��3���2��������E�!�0���@����@��!0����>��2���5����!�1!�2�����?>B�O4.�!�2�2���������
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CARACTERIZACIÓN�DE�LA�ESTABILIDAD�DE�LA�PROTEÍNA�
EN�SOLUCIÓN��
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3�21�!2�3�� 5�!2 2� ��� !�3��� <�3!�3��J0���� 3�� ��2� 1�!��� ��2� ��� 2�� ��9�>� �� 1�!��!� 3�� ���
���< !��3����2�1���2�3��3�2�!�4 ��9�.��2�3���!.� ���3�25����9���2�J�3�!.�2��1 �3���E�!��!����
5���!� 3�� ��� 1���3�21�!2�3�3� H� �8 �� 1�!� 3�7����� 2�� 1!�2����� ��� 7�!0�� 3�� 1�!�����:�.�Z�
�3I>����1�!�����:��3��1���3�21�!2�3�3�2������ ���3�5�3���3�����1���3�21�!2�3�3�1�!����!�3���
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���! 0�����Malvern�Zetasizer�Nano� H^�!��2��!2<�!�.��\I.�1�!�������2�� 2�� ���� 5����3��
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2. Thermofluor�
����N������3��
<�!0�7� �!�2�!5��1�!��3���!0���!������019��������8 �����1!��������2�0J2�
�2��4��� �N!0���0����� H�!��22��.� -���4�!�� ��� ��>� #$$GI>� ��!�� 0�����!�F�!� ��� �2��4���3�3�
�N!0����3�� ���1!������� �� ��2��!�8 N� 7����!�2� H��01���2.� �3���5�2.� �����3�2.=I��7��������
3��<�� �2��4���3�3.� �2��� ��2���� Hfluorescence�based� termal� shiftI�  ����F��  �� ����!�����
2��2�4��������<�3!�7�4���3�3�3�������!��.���0��	�1!���!�����HMolecular�probesI>�� !��������
1!���2�� 3�� 3�2��� !���F���9�.� ��2� 2 1�!7����2� <�3!�794���2� 5��� 8 �3��3�� �E1 �2��2� ���
0�3��� ���!�0����3�� �.� 1�!� ��� �����.� � 0����� ��� 7� �!�2������� 3�4�3�� ��� ����!����>� ���
3�2��� !���F���9�� �N!0����3�� ���1!��������2� ��1!���2��8 �� 2�� �� ��0�3���� ��1����3��
3�2��2��3�2����� ���0�!��3���!��2���9�����!����2��2��3�2�����5�2�����2�3�2��� !���F�3�2.�
3��3�������01�!�� !��3��7 2�9��H
0I�2��3�7������0�������01�!�� !��������1 ����0�3���3��
��� �!��2���9�� ��� ��� 3�2��� !���F���9�� 3�� ��� 1!������� 8 �� ��!!�21��3�� ��� 0JE�0�� ��� ���
1!�0�!��3�!�5�3��3������ !5��3��7 2�9�>�� �����0���!��2����
0.�0���!��2�����2��4���3�3�3��
���1!������>���!���������.��2���1�8 �M����2����1�!0����2���������!���2���01���2�91��0�2�
1�!������2��4���F���9��3�����1!������>�
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�42�!5�!� �����!�0�����3�����7� �!�2�������<�2��������F�!� ���7�2��1����� >������01�!�� !��������1 ����0�3���
3�� ��� �!��2���9�� ��� ��� 3�2��� !���F���9�� 3�� ��� 1!������� 2�� ������� ��0�� ��01�!�� !�� 3�� 7 2�9�� H
0I.� �� ��2�
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0���� ��!>�

1. Geles�nativos�de�retardo�(EMSA)�
��2� ��2���2� 3�� !���!3�� ��� ��� 0�5���3�3� �����!�7�!N����� HElectrophoretic� Mobility� Shift�
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�42�!5���9�� 3�� 8 �� ��01��:�2� �2��4��2� 1!������@���� 0��!��� 0J2� �����0����� 8 �� ��2�
7!��0����2�3��������4!���������2�3��1�����!���0�3��������3������2�����5�2�4�:���������9��
3�� ����01����N��!���>��
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1.1. Preparación�de�la�muestra,�botones�de�diálisis�
��� ��� ��2�� 3��� ��J��2�2� 3�� ��� �7���3�3� 3�� ��� 1!������� 1�!� ��� ���>� 	�� 1!�1�!�4��� ��2�
��01��:�2� ���� �������!������2� �!�������� 3�� 1!������� ��  ��� �������!���9�� ���2������ 3��
���� ���� 5�� 0��� 7����� 3�� #$� p�>� ��4�3�� �� 8 �� ��� 1!������� 2�� ��� ���!�� ��  ��� ���5�3��
�������!���9�� 3�� 2��� �!�� ����2�!��� ���  2�� 3�� 4�����2� 3�� 3�J��2�2� 3�� %?� p�� HHampton�
ResearchI� 1�!�� 3�20�� �!� ��� �������!���9�� 3�� 2��� H���%I>� ��� ��0�M�� 3�� 1�!�� 3�� ���
0�04!���� 2�3���!��3��'>?$$���>�

��2�0 �2�!�2� 2�� ��� 4�!��� #$�0��� �� BV�.� 2�� 3����F�!��� ���� �!�3������ �2������3�� 3�� 2���
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1.2. Preparación�de�los�geles�
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1.3. Observación�de�los�geles�
��2� 0 �2�!�2� 1�!�� ��!��!� ��� ��� ���� 2�� 1!�1�!��� 0�F����3�� ��� ��01��:�� ���� DNA� dye�
loading� buffer� 6x>� ��� ��� ��2�� 3�� ��2� ����0�!��3�� ���� 7� �!97�!�2� 2��  2��  �� ��019�� 3��
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������3����0��Typhon�HMolecular�dynamicsI�8 ��1�!0�����4����!� ����0�����!�2 �������
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��04�����9��3���!�2�������2D�
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CRISTALOGRAFIA�DE�PROTEÍNAS�

1. Introducción��

����!�2�����!�7���3��!���2�L��2� ���3����2��N�����2�7�2���2�0J2�1������2�1�!�����!�2�� ��9��
3��1!������2���1�!��!�3���2�! �� !�2�3��0���!���29��3���!3���3�����!�2����2>��

1.1. Cristales�y�simetría�

����2�! �� !�� �!�2������� �2�J� ��!����!�F�3��0��!�2�91���0�����1�!� ��� ��! 1���9�� �3�� 2 2�
0��N� ��2���� ��0�3����3��!�1�����9��1�!�93���� �!�3�0��2�����>�������: ����0���0��8 ��
2��!�1�����!3���3�0�������� ��2��!�2�3�!�������2�3����21�����2������������������04!��3��
celdilla�elemental��� ���unidad�asimétrica�2��!�7��!��������: ����0���0��3��0��N� ��2�� ���
!�1�����9�� H0�3������ ��� �1������9�� 3�� ���0����2� 3�� 2�0��!��I� ����!�� ��� ������3�3� 3���
�������3��3��������3��������0�����>������04�����9��3����2����0����2�3��2�0��!���1!�2����2�
�����2��!�2����2�����2�3�2�����2���1�2�3�����3�����1�2�4��2�3���� ��!�����2�3���0���3�2�grupos�
espaciales>�

2. Cristalización�
����4�����9��3���!�2����2�;����2�3�����5�3������3�3��2����4�2��3������!�2�����!�7���3��!���2�
L��.�7!�� ����0����.�2 ����2�!����1 ����3���04 3��3 !��������1!���2��3��3���!0�����9��3��
����2�! �� !���!�2�����!J7����3�� ���1!������>�

����!�2����F���9��3��0��!�0��N� ��2��2� ��1!���2��3��3����7� ����0;���1��2�1�!J0��!�2.�
���2�2�������1�!��!� ��� 2�� ��9������0����� �������!�3�� � ���1!�2������3�� ����2��3��3��
2 1�!2�� !���9�.�8 �����3 ��!J����0��!�0��N� ���<����� ���2��3��29��3�.�����!�2���>��E�2����
� 0�!�2�2�0N��3�2�1�!������!�2����F���9��3��1!������2���J��3�2�� ������2.� ���3����2�0J2�
 ����F�3�2���2����2�2��0��3��5�1�!�3��3�7 2�9�>��

�2���0N��3��2��4�2��������3�7 2�9��3���� ��H ���!���������5��J���I����!����������H2����3����
��������I� 3�� ��� 2�� ��9�� 3�� ���0��!�0��N� ��� ���� ��� ������� 1!���1������� �1!�1��3�� �� ���
2�� ��9��3�� !�2�!5�!��� ��� �� 2�2��0�� ��!!�3�>����3�7�!������3�� �������!���9��3�� 2���2� ��
1!���1������2����!���������������3�192����7 �!F�����3�7 2�9��3����2��21����2�0J2�5��J����2���
3�� � ��!� ��  ��� � �5�� 2�� ���9�� 3�� �8 ���4!��>� �2��� 3�7 2�9�� 3�� 2��5����2� 0�3�7���� ���
5�� 0���3�� �������.�0�3�7����3�� ����������!���9��3�� ���1!���������� �������>���3������ ��
3���!�0��3��7�2��H���%I��2�1�2�4�������!���!�����!�3��3��2�� !���9�����8 N��E1���0�2� ���
2�� ��9�������!�2 ���3��7�����3����8 ���4!���8 ��3��� ��!���� ������9�.�1!���1�����9���0�!7�.�
1!���1�����9�����7�!0���!�2������.=�
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���%>� H�I� ����!�0�� 3�� 7�2�2� 1�!�� ��� 1!���2�� 3�� �!�2����F���9�.� 3��3�� �2� 1�2�4��� 3�2���� �!� ��� � !5�� 3��
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H<�������3!�1I.������2��3R��<�H2��3R��<�3!�1I.������2����3��H2�������3!�1I>�
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��!�� ��� �!�2����F���9�� 3�� ��� 1!������� �� 3��� ��01��:�� 1!������@���� 2��  29� ��� 0N��3�� 3��
3�7 2�9�� 3�� 5�1�!� ������ ��� 2 � 5�!2�9�� 3�� ����� 2����3�� ��0�� ��������I� �� #$� �� BV��
�01����3�� screenings� comerciales� sparse�matrix� H� 3���.� ������ ��� ��>� %AABI>� ��� �2��2�
screenings� 2�� !����F���0;���1��2� ��04��������2�3�� ���1!������� ����0�F���2�3��3�7�!����2�
������2� 1!���1������2.� ��0�� 2���2� H7�27���2.� ���!���2.� 2 �7���� 3�� �0����.=I.� 1!���1������2�
H1���������������� H��"I.� �����!��.=I.� ����<���2� H0������1�����3���.� �2�1!�1����.=I� ��
��01���2��: 2��3�2���3�7�!����2�1-2�H-���	.�
!�2.=I>�

�2��2�screenings�2��!����F�!������1����2�3���!�2����F���9��3��AG�1������2�3�21�!2�3�2����� ��
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�����7�!0�� � ��0���F�3�� 3�� �!�2�����!�7��� H���I� ��� ��� ��!8 �� ������7���� 3�� 
�!�������
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>�



� � � �

�

270

����!�2����F���9��3����01��:�2�1!������@�����2�2�0���!�������!�2����F���9��3��� ��8 ��!���!��
0��!�0��N� ��.�3�1��3��3���1!���1������.����7 �!F���9����.����1-.����1!�2������3���3���5�2.=�
��� 7�!0�� ����!�2����� 2�� �42�!59� 8 �� ��� 1-� 91��0�� 1�!�� ��� �!�2����F���9�� 3�� ��01��:��
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����!�������2� 1���!�2� ���!�� ��2� ��!��2� ������5�2� 3��� �28 ������ 3�� ���� �� ��2� ��!��2�
1�2���5�2�3����2���3���2�����!���2�3�����1!������>���4�3�����2��2�����!�������2�3����1��1���!�
H��3�22�.�^�3�O������>�%AAAI.��2�1!�7�!�4��� 2�!�1!���1������2���0����"������.����� ��!�
3�� 2���2>� ����!�� 3�� ��2� screenings� ��0�!�����2� �E�2���� 3�2� 2�!������2� 3�� ��1�����
�01�!�������1�!����01��:�2�1!������@���.�PEG�Ion� screen���nucleic� acid� screen>��3�0J2.�
��� ��2��3���5�2� 7!�� ����2� ��� ��� �!�2����F���9��3�� ��01��:�2�1!������@���� 2��� spemine.�
����2�3�5������2.�cobalt�hexamine>���!��7����!��01�!�����������2���2���2�3���!�2����F���9��
3�� ��01��:�2� 1!������@���� �2� ��� ������ 3� 3��� ����  2�3�>� ��!0��0����� ��� ����  2�3��
1!�2����� %� �� ?� 14� �3�������2� �� ��� !���9�� ����!��.� ���� 5�!��3�3� 3�� �E�!�0�2.� !�0�2� ��
��<�2�5�2>���� 2��3���E�!�0�2���<�2�5�2�1 �3��7�5�!���!����7�!0���9��3��7�4!�2������!�2�3��
���>�

2.1. Procesos�de�optimización�
����5�F��4����3�2���2�1!�0�!�2��!�2����2�2��1!���3�9�������1��0�F���9��0�3��������� 2��3��
1����2� 3�� �!�2����F���9�� 3�� #B� 1������2.� 3��3�� ��2� ����2� 2�� 3�21�!2�4��� �� 0���� ����
5��;0���2� 3�� ����� �2�������� ���!�� %� �� G� U�� �� : ���3�� ���� ��� !����� 3�� 0�F���� ���!�� ���
2�� ��9�� 3�� 1!������� �� ��� 2�� ��9�� 1!���1������>� ��2� 1! �4�2� 3�� �1��0�F���9�� 3�� ���
���3���9�����2�2���!������<���!� ��screenings�5�!���3��1-�������������!���9��3��������2�
1!���1������2� ��� ��2� 3�2� 2����3�2� 3�� ��� 1����� H5�!������  � <�!�F�����I.� �2�� ��0�� ���  2�� 3��
�3���5�2>��
�04�N��2���1����!���0N��3�2�1!�5��2�������!�2����F���9�.��������!�����N�����2�3��
seeding.�8 �����2�2��������M�3�!��;����2�1!�7�!0�3�2��� ��������0����2��4���1�!����0���!�
����;0�!��3���;����2���7�5�!���!�����!���0������3����!�2���>��

�3�0J2.�2���1����!���0N��3�2�1�2�@�!�2����F���9��1�!��0�:�!�!� �������3�3�3����2��!�2����2�
��0�� ���deshidratación� química.� 1�!�� !�3 ��!� ��� �������3�� 3�� 2��5����� �� �� 3�!� ��  ��
0�:�!��01�8 ���0�������!�2������>��2��2�0N��3�2�3��3�2<�3!�����9��8 �0����3���!�2����2�
���2�2��������!��27�!�!���2��!�2����2���2�� ������3�2<�3!������2.�8 ��1!�2��������2�0�20�2�
��!����!�2����2� 8 �� ��� !�2�!5�!��.� 1�!�� ����  ��� 0���!� �������!���9�� 3�� �������
1!���1������������1!�2������3��������2��!��1!���������2�H��0��1�!��:�01��.���"B$$.����.�
�����!��I>�Cross�linking� del� cristal.� 8 ��1�!0����� ���!�0����!� ��� ���2�2�������3��� �!�2����
7!��������2�!N2�0��J�������!�3 ������2�� 4���3�3.�0�3��������� 2��3�����01 �2���8 �0����
�� ��!��3�<�3�>��2���1!���2���2�3�1��3������3���1-.�����;0�!�������1�2���9��3����2���2���2>�
Annealing�del�cristal.�8 �����2�2���������1!���2��!J1�3��3��3�2���������9�������������9�.�
7!�� ����0������2���1!���2��2��!����F��������������3��2���!��!9�>��

2.2. Congelación�de�cristales�
��!�� �5���!� ��� 3�M�� 1�!� !�3����9�� 3�� ��2� �!�2����2� 3�7!����3�2� 2��  2��� �N�����2� 3��
�!���!�2�����!�7��.� ��2� � ���2� 1�!0����� 1!�����!� ��� �!�2���� 3�� ��� 7�!0���9�� 3�� <����� 2���
����!�!�����2��4���3�3�3�����2�M��>�����!���!�2�����!�7������2�2������2 0�!��!���2��!�2����2����
2�� �����2.� 8 ��  ��� 5�F� �������3�2.� 7�!0���  ��� ��1�� 3�� �� �� 5��!�7���3�.� ��� � ��!� 3��
7�!0�!�<������!�2�������8 ��1�3!���1!�5���!� ���!�� !��3��� �!�2���>��2���2�� ��9��2���������
��0��2�� ��9���!��1!���������.���7!�� ����0��������2�2������ ���2�� ��9��3����01�2���9��
2�0���!������2�� ��9��3���!�2�!5�!��������� ���2���M�3�� ����������!��1!������!����������!��.�
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������������� �� ��!�2� ����<���2� 3�� 4�:�� 1�2�� 0���� ��!>� ��2��!��!0����.� ��2� �!�2����2� 2���
3�7!����3�2�����01�!�� !�2���!����2���%$$�\�H@%K'V�I>�

��2� �!�2����2�3�� ��01��:�2�1!������@���� 2 ����� 2�!�0 �� 7!J����2.� ���� ���8 ��1�!���� ���
4 ���� �3���  2�!� screenings� ���� ��!����!�2����2� �!�1!���������2� 1�!�� �5���!� 1�2��!��!�2�
0���1 �������2>�

3. Rayos�X�
��!�� ��� !�����3�� 3�� ��� 3�7!����9�� 3�� !���2� L� �2� ����2�!��� 3�21���!� 3�� !���2� L� 3�� �����
���!���>� ��� � �2�!�� ��2�� ��� !�����3�� 3�� 3���2� �!�2�����!J7���2� 2�� !����F9� ��� !�3����9�� 3��
2���!��!9�������	��HEuropean�Synchrotron�Radiation�FacilityI�3��"!���4��.��!�����>�

��!�� ��� ����!���9�� 3�� !���2� L� 2�� 1�!��� 3�� �����!���2� 8 �� 2��� �����!�3�2� �� ���5�3�2�
���!���2>� ��3������ �0���2� �����!�0���N����2� 2�� 1 �3�� 5�!��!� ��� �!������!��� 3�� ��2�
�����!���2� �� ��� ��04��!� ��� 3�!����9�� 3�� N2��2� 2�� �0���� 1�!��� 3�� 2 � ���!���� ��� 7�!0�� 3��
!���2�L.�8 ��2�����3��7�!0������������������!��3����2������!���2>���2�<���2�3��!���2�L�3���
2���!��!9��1!�2������ ������5�3�������2�3�3.�2���0����!�0J����2�H3�� ���;����������� 3�
3����3�I����2�J�����0�3��H��3�2���2���3�2�2���1�!�����2������� ���0�20��3�!����9�I>�

3.1. Difracción�de�rayos�X�
� ��3�� ��<�F�3��!���2�L�����3��2�4!�� ���!�2���.�N2��� ����!��������������2������!���2�3��
��2� J��0�2�8 �� 7�!0������ �!�2���� �� ��2�<����5�4!�!�3��0���!�����1��3���� ��2�5�!�������2�
1�!�93���2�3��2 ���01����N��!���>���2������!���2��2�������2�2�����5��!�����2����� ��focus�3��
 ��� � �5�� !�3����9�� L� 8 �� 2�� �0���� 3�� 7�!0�� �27N!���>� �2��� 7��90���� 2�� ������� ��0��
dispersión.� �� ��!0��0����� 2�� 3�� 3�� 7�!0�� ��J2����� H��� ������ 3� 3�� ��3�� 3�� ��� !�3����9��
�0���3��1�!���2������!���2�2�!J�2�0���!������!�3����9��8 ���01�������������!�2���I>��

����!�� 3�� ��� 3�21�!2�9�.� 1 �3�� 2 ��3�!� 8 �� ��2� !���2� 3�21�!2�3�2� ����!7��!���  ��2� ����
��!�2�!���2�3�21�!2�3�2>���0����2�J��0�2�3����!�2����2����� ���!����!3���3�2�3��0���!��
!�� ��!� �� 1�!�93���.� ��� ���0��!��� 3��� �!�2���� 0�!��!J� ��� ����!����9�� ���!�� ��2� !���2�
3�21�!2�3�2� �7!�����3�� ��� 1�2�4���3�3� 3�� 8 �� �2��2� 2�� ��04����� �� !�7 �!���.� 1!���2��
������3�� ��0�� ����!7�!������ ���2�! ���5�� 8 �� 3�� � ��!� �� ��� 3���0���3�� 3�21�!2�9��
���1�!���5����difracción>�

��� 7��90����3��3�7!����9��1 �3�� 2�!�3�2�!���� �90��2��3�� ��� !�7��E�9��91����� 2�� �!���!��
0�3�������������3��
!���>��2���!�7��E�9���� !!�!������ ��2�1����2�3�����!�3��!�2������.����2�.�
��� 3�7!����9�� 2�� 1!�3 ��� ���!�� 1����2�1�!�����2� 3�2������3�2� ���!�� 2�� ��� 5���!� 3.� 1�!��  ��
J�� ��� 3�� ����3������ |.� ���� 8 �� ��� 3�7�!������ 3��� ��0���� !���!!�3��1�!� ��2� 3�2� �!���2� 3��
��3��2����� ������0;���1���3����������� 3�3����3��s>���!��8 ��2��1!�3 F������3�2���2�<���2�
3�7!����3�2�1�2�4��2.�����!�2����3�4��2�!�!���3��3������0�3��8 ����3�2����1����2�5�!� ���2�2��
����8 ���������1�2���9���3�� �3��1�!��� 01��!��������3��
!���>�
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���#>� ����3��
!���>���2�<���2�1�!�����2� 8 �� ����3��� 2�4!�� ��� !�3� �!�2������� 2�!J��3�7!����3�2� 2�� ���3�� ���
J�� ���|>�	��01!��8 �����2�1�!���9�����!����2�3�2�1����2��!�2������2�2���#3�v2��|�������3������ ��0;���1���3�����
������ 3�3����3�.��s�T�#3v2��|>������3��8 �� ����3��������1����� ��7�!��!�2��3!J���� 7�2������ �����3��3���1�����
2 1�!��!>��2�.���2���3�2�����!7��!������2�! ���5�0����������2�M���2��5�!J�!�7�!F�3�>�
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J��0�2��!!�3��3�2>�

4. Recogida�de�datos�
��� !�����3�� 3�� 3���2� 2�� !����F�� ��1���0�����0�3������ ���  2�� 3�� 3������!�2� ��1�� ���>� ���
7�����3�����!�����3����2������2�3�3�2�!���2�!�3�2�2��3�������F��.���2��8 ��1�!0�����4����!����
3�7!�����!�0�� 1�!�� ��3�� J�� ��� 3�� !�����9�� 3��� �!�2���.� 8 �� !�2 ���� ���  ��� �������9�� 3��
0;���1��2�!�7��E����2���3�� ���3������2����� ���3���!0���3�������2�3�3>�	��;�����2�0��!���
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��!���4����!� ���4 ��������3�3�3��3���2��2��01�!����������!����� �����3�5�!2�2�7����!�2�
3 !��������!�����3��3���3���2D�
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�01�!�� !�� 3�� ��� !�����3�>���� ��0����� ��� !�����3�� 2�� !����F��� �� ��01�!�� !�2�
�!���N����2� H%$$� \I.� 8 �� 1�!0����� !�3 ��!� ��� 3�M�� 1�!� !�3����9�>� �2��� ��1�� 3��
!�����3�� 3�� 3���2� �E���� ��� ���������9�� 3�� ��2� �!�2����2.� 1!���2�� 8 �� 1 �3��
� 0����!����0�2����3�3�3����!�2���>�

� � �3��1�!����3�21�!2�9��3���2��5����>���!���5���!����! �3��������0�3�3����0�:�!�!����
!�����2�M���vs�! �3�.��2�����2�!���0���0�F�!�����������3��3��!�2�!5�!�����������F�>�
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��01��3���E1�2���9�������� ���9��3����������>���4���E�2��!� ����01!�0�2�����!��
�2��2� 3�2� 1�!J0��!�2>� ��� ���01�� 3�� �E1�2���9�� �E��2�5�� 1 �3�� 3�!� � ��!� ��
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� (�� ��� 3�� �2������9�.� ��� 3�4�� 2�!� 0���!� �� ��� 0�2����3�3� 1�!�� �5���!�
2�4!�E1�2���9��3��1 ���2�HoverlapI>�

� ��!�2�1�!J0��!�2�1�3!����2�!D������0�M��3���<�F�3��!���2�L.�8 ��3�4���1��0�F�!2��
������� ��0�M��3��� �!�2���>��N��3�2�3��3�2<�3!�����9�����1��3�2����3�7!���90��!�.�
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5. Procesamiento�de�datos��
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3�7!����3�.�8 ��3�1��3��3�����!�3��!�2������.�����������2�3�3�3����3��!�7��E�9�.�8 ��3�1��3��
3�����3�2�!�4 ��9��3����2�J��0�2����������3����>���!���������.���2�3�7�!����2�3�7!�����!�0�2�2��
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1!���2�������3�E��.�<��<��8 ��1�!0����3�3 ��!����2�0��!���3����!�2����������! 1���21���������
8 ��1�!������>���2�1!��!�0�2�3����3�E�3�������F������3�21�2���9��3����2�!�7��E����2�������
3�7!�����!�0�������� ��������!�������9��3����!�2���>�
�����3������ �������������� 3�3����3��
3�����!�3����9�������3�2����������!�����3������!�������!�2���.���04�N���2�1�2�4������� ��!���2�
0�3�3�2� 3�� ��� ���3�����  ��3�3� �� 1!�3���!� ��� �! 1�� �21�����>� ���� 5�F� 3���!0���3�2� �2��2�
1�!J0��!�2.�2��1 �3��� ����F�!�1�!��1!�3���!� ���2�� ���9��3����2�!�7��E����2���� ��2�3�0J2�
�0J����2>� �2��� 1�!0���� 2�4�!� 2�� ��� ��3�E�3�� <�� 2�3�� �E���2�� �� 0�3�!� ��� �����2�3�3�
!���2�!�3�� ��� ��3��  ��� 3�� ��2� 1!�3�������2� 1�!�� ��2� !�7��E����2>� �����0����.� ��2� 5���!�2�
�4����3�2�1�!����3���0�����2����2����3�2����!��2������!��3��1�!����3��!�7��E�9�.�2 2��!�2�
���!3���3�2�H��3���2�3�������!.�<.�O����I���2 ������2�3�3�H�<O�I>�

��2� 3���2� �4����3�2� 7 �!�� ��3�E�3�2� �� �����!�3�2� 0�3������ ��	���� H
�����.�
\����������2������>I��&��L�	�H\�42�<I.����2����3�2�1�2��!��!0�����0�3������	����>�

5.1. Análisis�de�la�calidad�de�datos�
��!�� �5�� �!� ��� ����3�3� 3�� ��2� 3���2�  ��� 5�F� 1!���2�3�2� �E�2���� 3�5�!2�2� ��3���3�!�2D�
Rmerge���Rsym.� ���2�M���3�� �����2�3�3� I/�(I).���01����� 3�3�� ��2�3���2�HcompletnessI��� ���
�!J7����Wilson�plot�H"� 2O�!�%AABI>�

� Rmerge���RsymD�2���1�!J0��!�2��2��3�2����2�8 ��5���!������1!���2�9���������8 ��2��
<���<��<����2�1!�3�������2�3��2�M���������1!���2�3������0����!!�����������������
�����2�3�3�2� �E1�!�0������2� �42�!5�3�2>� 	�� ���2�3�!�� 8 �� ��� 1!���2�3�� �2�
��!!������ ��3����2�5���!�2����2 1�!������%$Z>��

� I/(I)�D�0�3�3��3�����!���5������3����2�2�M���2�3�������2�3�3��42�!5�3�2�!�21�������
���3�25����9��3�4�3�����! �3������2��!!�!�2��E1�!�0������2>�� �����0J2��!��3���2����
5���!.�0J2�1!���2�2�2���� �2�!�2�3���2>�"���!��0����.�2�����1����5���!�2���1�!��!�
3��#>�

� CompletnessD� 0 �2�!�� ��� ��01����� 3� 3�� � �2�!�2� 3���2>� � J���� 0J2� ��!����� ��
%$$Z.�0J2���01����� 3�3��3���2>�

� Wilson� plotD� �2� ��� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��� 0�3��� 3�� ��2� �����2�3�3�2� ��� 7 ���9�� 3�� ���
!�2�� ��9�>��2���3�2�!�4 ��9��1�!0�������� ��!���� 7����!�3����01�!�� !������� 7����!�
����2�!���1�!��1���!���2������2�3�3�2���� ����2������42�� ��>��

6. Resolución�problema�de�la�fase�
��� �4:���5�� 3��  �� �2� 3��� �2�! �� !��� �2� ��� 3���!0�����9�� 3�� ��� 3��2�3�3� �����!9����.�
�HE�FI.� 1�!�� ��3�� 1 ���� 3�� ��� ���3����� ���0������ �!�2������>� ��!�� ����� 1�!��0�2� 3�� ���
��7�!0���9��3����21�����!���1!������1�!��!�3����2�3���2�3��3�7!����9�>�����!��27�!0���9��3��
�21����� !���1!���� ��� �21����� �!�2������� H7 ���9�� 3�� 3��2�3�3� �����!9����I� �01����� ���
!�2�� ��9�� 3�� ��� transformada� de� Fourier� H���'I>� ��� ����� ������!�0�2� ��2� 7����!�2� 3��
�2�! �� !�.� �H<O�I.� 3�7���3�2� ��� ��3�� 1 ���� 3��� �21����� !���1!���� H<O�I>� ��2� 7����!�2� 3��
�2�! �� !��2�����3�2.�����0������2�2��1 �3���3�2�!�4�!�1�!�2 2�093 ��2.���H<O�I�.���7�2�2.�
�H<O�I.�!�21�����3�� ���!�������0;��3��7�2�2>�
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���'>�� ���9��3��3��2�3�3������!9�����3�7���3�������3��1 ����3��������3��������0�������!�2�������3�����!3���3�2�
E.��.�F>��2����� ���9��!�1!�2��������transformada�de�Fourier��������21������!�2������>�

��1�!��!�3����2�0�3�3�2�3����21���!��3��3�7!����9��2���4���������2������2�3�3�2��H<O�I>��2��2�
�����2�3�3�2���2�1!�1�!���������2��01��� 3�2���H<O�I��3����2�7����!�2�3���2�! �� !��H���BI.�
1�!�� ��� 2 2� 7�2�2� �H<O�I>� ��2� 7�2�2� 2��� 1 �2� 0����� 3�2� 8 �� ��� 1 �3��� 0�3�!2��
�E1�!�0�����0����.�<��<��������3����0��problema�de�la�fase>�

�

���B>�������9�����!�����093 ���3�� ��2� 7����!�2�3���2�! �� !�� ��H<O�I���� ��� �����2�3�3� �H<O�I�3�� ��2�1 ���2�3���
�21���!��3��3�7!����9�>�K��2� ��7����!�8 �����5����2�7����!�2�3���2�! �� !���E1�!�0������2�������2������42�� ��.�
�2� 3���!.� �� ��� �2����� 3�� ��2� 7����!�2�3�� �2�! �� !�� ���� ��3�2� H��9!���2I>� �2��� 7����!� 2�� 1 �3��3���!0���!.� 3��
0�3���1!�E�0�3�.� 2��3����2�3���2��E1�!�0������2�0�3���������3���0���3��1����3��^��2��>�A��2� ��7����!�3��
�42�!��9�.�8 �� �� ��0�����1 �3���2��0�!2����������3�� �����01�2���9��3����!�2������2 2�3�0��2����2>�L��2����
3���0���3�� 7����!� 3�� ��!���F.� !�21��2�4��� 3�� ��!!���!� ��� 3�2������ 5�����3�3� ��� ��!� 1�!� ��� 8 �� 1�2��� ��2�
1 ���2�!���1!���2�3������27�!��3���R��3>�P��2����7����!�3��1���!�F���9�.�8 ����!!��������7�����3�����1���!�F���9��
3���<�F�����3�����2�4!������!�2���>�

��!�� ��� !�2�� ��9�� 3�� �2��� 1!�4��0�� 2�� �1����!��� 3�2� �N�����2D� 0N��3�� 3�� 3�21�!2�9��
��90���� H���.�Multiple� Anomalous� ScatteringI� ��0N��3�� 3�� !�01��F�0������0���� ��!�
H��.�Molecular�ReplacementI>�

6.1. Método�de�dispersión�anómala�múltiple�(MAD)�
����N����������2��4�2�����5�!��!���������� 3�3����3����!�3�3�!�3����������� 3�3����3��3��
�42�!��9��3�� ��2� J��0�2�1�2�3�2� ���!�3 ��3�2� ��� ��2� �!�2����2�3��1!������.� 1�!� �:�01��.�
0�3���������2 2��� ��9��3����2�!�2�3 �2�3��0���������������1!�������1�!�	�����@0��������>�
����� 3�� ��0�� !�2 ���3�� ��  ��� 3�21�!2�9�� ��90���� 8 �� 0�3�7���� ��� 7����!� 3�� 3�21�!2�9��
��90���2�H7I.�3������0�3��8 ��2 ��E1!�2�9��2��5��0�3�7���3������3�2��N!0���2��33��������2�
7P�H!���I���7PP�H�0�����!��I�H���?I>��

�

���?>� ��� 1!�2������ 3�� 3�21�!2�9�� ��90���.� ��� 7����!� 3�� 3�21�!2�9�� ��90���.� ƒ0� ,2�� 5�� 0�3�7���3�� 1�!� 3�2�
�N!0���2��3��������2�8 ��3���� �����3����2�1�!��2�!�������0�����!���3�����3�21�!2�9����90���>�

��� ��01������� !���� ������ ��� � ����� ��2� �01��� 3�2� 3�7!����3�2� 0�3�3�2� �� 3�7�!����2�
������ 3�2� 3�� ��3�>� ��� ��01������� �0J����!��� �� ��90���� 2�� �4������ 0�3���3�� ��2�
���0�3�2�3�7�!�����2� 3��
�:�5��� ���!�� ��2�pares� de� Friedel� H<.� O.� �� �� �<.� @O.� @�I.� 1�!�:�2� 3��
!�7��E����2� 8 �� ��� ���3������2���!0���2�3�4�!���� ����!� ���0�20�� �01��� 3��� 7�2�.� 1�!��
����2����2��1 �2��2>������04���3�������2�3�3�3������4������!��parejas�de�Friedel�!���4�����
��04!�� 3�� 3�7!����9�� ��90���>� �����F��3�� ��2� 3�7�!�����2� ��� ��� 3�7!����9�� �2� 1�2�4���
���� ��!� ���3�2�!�4 ��9��3���01��� 3�2���7�2�2�8 ������!��� ��2�3�21�!2�!�2���90���2>���2�
7�2�2� ����!�3�2� 1�!� �2��2� 3�21�!2�!�2� ��90���2.� ��0��  ��� 1!�0�!�� �1!�E�0���9�� �� ��2�
7�2�2����4���2.�1�!0�������� ��!����3��2�3�3������!9�����1�!����3�����1!������>�

���0N��3�����.�3�2�!!����3��1�!�-��3!��O2�����\�<�.��01��������0�3�3��3����2�3���2�3��
3�7!����9��3�� ���!�2����3�����1!�������H8 ����������� ��3�21�!2�!���90����7 �!��I� 2��3��
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!�3�������2�3��3�2�����2����!���2D����8 ��0�E�0�F���hhHpicoI.����8 ��0���0�F���hHinflexiónI���
 ��� ���!���� ��:���� 3�� �2��2� 3�2� HremotaI>� ��04����3�� �2��2� ���: ���2� 3�� 3���2� 3��
3�7!����9�.� �� ��� ����!���� �����F��3�� ��2� 3�7�!�����2� ���!�� ����2.� �2� 1�2�4��� ���� ��!� ���
3�2�!�4 ��9��3�� �01��� 3�2� �� 7�2�2�8 �� ����!��� ��2�3�21�!2�!�2� ��90���2>� ��� ��� ��2��3��
0N��3�� 	��.�0N��3��3��3�21�!2�9�� ��90���� ;����� 2��  2�� !�3����9��3��  ��� 2���� ���!����
1�!��3�7!����!���2��!�2����2>�

��!�����!�2�� ��9��3�����01��:��
�����������.�1!�0�!��2��3�!�59����1!�����������2�����@
0��������� �� 2�� �1�9� 1�!�  �� �E1�!�0����� 	��.� ��� � ��� �01���9� !����F�!�  �� �2������ 3��
7� �!�2������� 3��� �!�2���� �� �4����!� ��� �21���!�� 3�� �42�!��9�� 1�!�� ��� J��0�� 3�� 	�>� ���
������ 3�3����3���2����3��1�!������E1�!�0�����3��3�7!����9����90����3�������� 3�3����3��
;�����H	��I�7 ���3��3�����5���!�3�����2�� �3��3�!�5�3��H7PP.���01��������0�����!��I�3����2�
3���2�3����21���!��3���42�!��9��1!�2����4��2 �0JE�0�.� ������ 3�3����3��������3����0��
1���>�

����5�F���2�3���2�3�����3�7!����9��7 �!���!�����3�2.�2����3�E�!��.�0�F���!������2���!��>����
�3����7�����9�� 3�� ��2� 1�2������2� 3�� ��2� J��0�2� 1�2�3�2� H	�I� 2�� !����F9� 0�3������ ���
1!��!�0��	-��L��H�2�����3�	<��3!��O�%AAAI>���2��!��!0�����2��!����F9� �����!!����9��
3���2��5������� �����!!����9�����2��!91����<�2����4����!� ��0�1��3��3��2�3�3������!9�����
3��3���!��1�2�4���3�2���� �!�1!������������>�

��������2��3�����01��:�������������4!�0���3��2���1�9�1�!� ���!�����3���� ��������� 3�3��
��3�� !�0���.�  �� 5���!� 0J2� ���:�3�� 3��� �21���!�� 3�� �42�!��9�>� ��2� �01��� 3�2�
�E1�!�0������2�3���2����E1�!�0�����7 �!���1�2��!��!0����� 2�3�2�1�!�����5�!�����4�� ��
�E1�!�0����� 3�� !�01��F�0������ 0���� ��!� 0�3������ ���  2�� 3��� 0�3���� �2�! �� !���
�4����3��3�����01��:��
���@�	�##��������1!�������3�!�5�3������2������0��������>�

6.2. Método�de�remplazamiento�molecular�(MR)�
��� 0N��3�� 3�� !�01��F�0������ 0���� ��!� ���2�2��� ��� �2����!� 7�2�2� 3��  ��� �2�! �� !��
0�3���� ��0�� 7�2�2� ��������2� 1�!�� � �2�!�� �2�! �� !�>� ��!�� <���!��� 1!�0�!�� 2�� 3�4���
���� ��!� 1�!J0��!�2� 3�� !�����9�� �� �!�2����9�� ����2�!��2� 1�!�� 1�2������!� ��� 1!�������
0�3�������������3����� ��3�3�3�����1!���������!�2��5�!>�

��� ����3�3� 3�� ��2� 2�� �����2� 3�� �2��2� 7 ������2� 2�� �E1!�2��0�3������ ��2� ���7�������2� 3��
��!!�����9�� ���!�� ��2� 7 ������2�3�������!2��� �E1�!�0������ �� ��� ���� ��3�� ���� ���1!�������
������3�>� ��� ���7�������� 3�� ��!!�����9�� ����� ���!�� 3��<�2� 7 ������2� �8 �5���� ��  �� 4 ���
�� �!3�����!����2�3���2�3��3�7!����9���E1�!�0��������������� ��3���������1!�������������3�>�
���� 5�F� �!�����3�� �� �!�2��3�3�� ���5�������0����� ��� 0��N� ��� ������3�.� 2�� ���� ���  ��
0�1��3��3��2�3�3������!9����� 2��3����2�7����!�2�3���2�! �� !���E1�!�0������2>�

��� � �2�!�� ��2�� ��� 0N��3�� 3�� !��01��F�� 0���� ��!� 7 ��  2�3�� 1�!�� ��04���!� ���
��7�!0���9�� 3�� 3�7!����9�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�##
!� ���� ��� 0�3���� �� �2�! �� !��
�4����3��0�3�������E1�!�0�����	�������
���	����@�	�##.�!����F��3�� ���4;28 �3��3��
#� 0��N� ��2� 1�!�  ��3�3� �2�0N�!���� 0�3������ ��� 1!��!�0�� �����1� H������ ��3� �2 1�5�
#$$%I>�
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7. Optimización�de�la�fase��
���� 5�F� �4����3�� ���0�1�� 3�� 3��2�3�3� �����!9����� 7!�� ����0����� �2� ����2�!��� �1����!�
0N��3�� 3�� �1��0�F���9�� 3�� ��� 7�2�� 0�3������  �� 1!���2�� �������� <�2��� ���2�� �!�  ���
���5�!����������!�����0�1���E1�!�0����������2�7�2�2��E1�!�0������2>��2��2�0N��3�2��2�J��
�����!�3�2����1!��!�0�2���0�����H��R������3�f<����%AAAI.���	�H�4!�<�02���3���2����
%AAGI����������H� !2< 3�5.������������>�%AAKI>�

����!�� 3�� ��2� 0�����20�2� 1�!�� ��� �1��0�F���9�� 3�� 7�2�� ������!�0�2� 0N��3�2� 3��
corrección�de�solvente.�8 ���2������ ��5���!�3��3��2�3�3������!9��������2��5����������0�����
��� 3��2�3�3� �����!9����� ������5�[� �� �1������9�� 3�� simetría� no� cristalográfica� (NCS).� 8 ��
1�!0������!�4 �!� ��1!�0�3���3��3��2�3�3����!��0��N� ��2� �3N�����2�3���!��3�����0�20��
 ��3�3�2�0N�!���>�

8. Modelado,�refinamiento�y�validación�de�la�estructura�
���� 5�F� �1��0�F�3�� ��� 0�1�� 3�� 3��2�3�3� �����!9����� 2�� 1 �3�� �01�F�!� ��� 1!���2�� 3��
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8.1. Refinamiento�estructural�
���0�3�����2�! �� !���5�����3�7���3��1�!���2����!3���3�2���90���2�HE.��.�FI��� ��7����!�3��
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1�!J0��!�2�HE.��.�F.�
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�����1!�3����9�>����1!���2��3��!�7���0�������2� ��1!���2�����!���5��8 ����04���������2�3��
�J�� ����������2�! ���9�����: 2���3���0�3�������0�1��3��3��2�3�3������!9����>���!���������.�
��� �;0�!�� 0���0�� 3�� 3���2� 2��� � ��!�� 5���2� HE.� �.� F.� 
I.� ��� �;0�!�� 3�� J��0�2� 3�� ���
�2�! �� !�>�	�����<���2 7�������2�3���2.�<���8 ���01���!�!�2�!�������2>�������!�0�����������
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������ ��2���2�2����!�7���0������3�4������ �!�3�5�!2�2�!�2�!�������2D�

� Refinamiento�de�cuerpo�rígido�HRigid�BodyID�2��2 ���� 2�!������2�1!�0�!�2�1�!��3�2�
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� TLSD� ���  2�� 3�� 
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!�7�!��������
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� Restricciones� estereoquímicasD� 3�3�� ��� ������0������ 1!�5��� 3�� ��� �2��!��8 �0����
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J�� ��2� 3�� ������2.� 3�2������2� 3�� ������.� 8 �!���3�3.� ���>� �2��2� ��0��������2� 2��
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�
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8.2. Validación�de�la�estructura�
C>#>%> ��!J0��!�2��2��3�2����2�
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PERMUTACIÓN�CIRCULAR��

1. Descripción�de�la�técnica�

���1�!0 ����9����!� ��!��2�J�4�2�3�������� ������0������8 �� ���0��!���9�������!�7�!N�����
�������2�3��1�����!���0�3��3��7!��0����2�3���������� ���3�2��!2�9������!����2�3�7�!�����
��01�!�3�� ���� 7!��0����2� 8 �� 1!�2������ ��� 3�2��!2�9�� ��!��� 3�� ��2� �E�!�0�2� H^ � ��3�
�!��<�!2� %ACBI>� ���0�3�3�� 3�� ���0�5���3�3� !�����5�� 3��� ��01��:�� 1!������&���� H���� ���
����3�2��!2����3�.�U�I�vs� ���0�5���3�3�3������� ��4!�� HU�I.� HU�&U�I.� ��� !�����9�� ���� ���
������F���9�� !�����5�� 3�� ��� 2�� ������ 3��  ��9�� 3���!�� 3��� 7!��0����.� 1�!0���� �2��0�!� ���
3�2��!2�9�����!�3 ��3�����������.�0�3��������2�����!��0�2�����!�3�2�1�!�
<�012��.�et�al.�
H
<�012��� ��3� ���3�� %ACCI.�0J2� ��!3�� �01���3�2� 1�!� ��!!�!�.� et� al>>� 
<�012��.� et� al.�
�1����4��� ��� 2�01��7�����9�� 7����� U�&U��T� ��2�c&#.� 3��3��c�<���� !�7�!������ ��� J�� ��� 3��
3�25����9�� 8 �� 2�� 1!�3 ��� ���  �� ���� �����!� !�7�!����� �� ���0�5���3�3� !�����5�� HU�&U�I�
1�!����2�7!��0����2��������2�����3��� !5�� !������!��>��2���7�!0��3������ ��!����J�� ����!��
91��0��1�!��J�� ��2�3��3�2��!2�9�����!��$V���%B$V.��2�3���!.�|����!��%C$V���B$V>���4�3����
8 �����0N��3��3�2�!����1�!���!!�!�.�et�al>����2�3�!�4��0J2�1�!J0��!�2�2���1�9�1�!�N�>�

��� ��� ��2�� 3�� ��01��:�� 1!������&���.� ��� �N������ ���2�2��� ��� ����!�!�  ��� 4���!��� 3��
7!��0����2� 3�� ��� 0�20�� ������ 3� ���� ��� 2�� ������ 3��  ��9�� �21���7���� 2�� �3�� ���  ���
������F���9�� 3�7�!����� 1�!�� ��3�� 7!��0����>� ��2��!��!0����� 2�� �42�!5�� ��� 0�5���3�3�
�����!�7�!N����� 3�� �2��2� 7!��0����2� ��� ��01��:�� ���� ��� 1!������� ����!N2>� ��� 0�5���3�3�
�����!�7�!N�����!�����5���HU�&U�I�7 ��3�7���3��1�!���5���mf�00�H��5������3�f�00�%ACAI�
�� �2� 1!�1�!������� ��� ����!�� 3�� 5�����3�3� 3�� 0�2�� H��0I.� 3�7���3�� 1�!� ��� ������ 3� 3���
7!��0�����H�I������3�2����������!����2��E�!�0�2�H<EI.���3�5�3��1�!���������2�3�3�3�����01��
0���N������1����3��H�I�.�N2���3�7���3��1�!������!���������3������.�).����2 �7!����9�����2�����.�
uD�

UT�r��0a&��T�r<E#&�#a�)&u�

0�3������ ��� �1������9�� 3�� ���2�����2� 3�7���3�2� �E1�!�0�����0����� 1�!�� )&u� �2� 1�2�4���
������!�!����2�� �������� ���9�D�

U�&U�T�O4� �3�H<E�4� �3#&�#I�&�O7!���H<E�7!��#&�#I�T�\��H<E�4� �3#&�#I��H�� ���9��%I�

3��3�� <E� 4� �3� �2� ��� 3�2������� ���!�� ��2� 3�2� �E�!�0�2� 3��� ���� 3�4�3�� �� ��� � !5�� !�>� 	��
�!�2��3�0�2��2������9����������2�5N!����2�3�� ���!�J�� ��������J�� ���8 ����2�!��������D�
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<E�4� �3#�T��#�W�H�@�I#���#�H�@�I��2|����H�� ���9��#I�

� ��3��2��2 42��� �������� ���9��#��������� ���9��%D�

μM/μET�\y�#�W�H�@�I#���#�H�����I��2|z&��#��

μM/μET�#\H%�W���2|IHD/LI#���#\H%�W���2|IHD/LI�W�\����H�� ���9��'I�

����2����� ���9�.���2�5���!�2��E1�!�0������2�2�!����μM/μE�3�7���3��1�!����!�����9�����!��
���0�5���3�3������!�7�!N�����3�����01��:�������0�5���3�3�3���������4!�[���HD/LI���� ��!�3��
7��E�4���3�3� �2�J� 3�7���3�� 1�!� ��� 3�2������� 3��� �E�!�0�� ?P� ��� 2����� 3��3�� 2�� ��� ���!�� ���
!���9��3�� ��9�� !�21������� ���3�2������� �����>���� !�1!�2����!� �!J7���0����� ��2� 5���!�2�3��
μM/μE� ��� ��� �:�� +� �� HD/LI� ��� ��� �:�� L� 1�!�� ��2� 3�7�!����2� 7!��0����2.� 2�� �4������  ���
1�!J4���� �� ��� � ��� 2�� �1�����  �� �� ���9�� 1����90���� 3�� 2�� �3�� �!�3�� �� �� 1�!��!� 3���
���0�����3��2�� �3���!�3��#\H%�W���2|IHD/LI��2�1�2�4����4����!����5���!�3���J�� ���|>���
1�!��!�3���2���5���!��2�1�2�4���<����!����J�� ���7�����3��� !5�� !��HcT�%C$V@|I>�

2. Realización�del�ensayo�de�permutación�circular�de�TFAM�a�LSP�

��� 2�� ������ 3��� ������ �	�##�  ����F�3�� 1�!�� ��� �!�2����F���9�� 7 �� �����3�� ��� ��� 5����!�
pBend2����!�����2�����3��3���2��9��1�!�������F�0��Xba�I�y�Sal�I������� �2>����5����!�pBend2�
0�3������2 ��21������3�2�M��3���2�����3��1����������9������	�H0 ���@���������2���I�1�!0����
��� 3���2��9��3��� 1�J20�3�� �!���3�� 7!��0����2�3��%B'�14� ���� ��� 2����� �	�##� 2�� �3�� �� ���
��!��� 3�� �2��� �E���2�9�� ��� 3�7�!����2� 1�2������2� H���%I>� 	�� 1!�3 :�� ��� 3���2��9�� ���� G�
��F�0�2�3��!�2�!����9�D�Bgl�II,�Spe�I,�Eco�RV,�Stu�I,�Asp�718,�Bam�HI�HNE�BiolabsI>�

�
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��3#����� ���2�� �������	�##������3�>����3���2��9�������2���F�0�2� ��3���3�2�3��
� ��!���7!�0����2�3��%B'�14��������2� ��������	�#�2�� �3�����1 ���2�3�7�!����2�3���7!��0����>�
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� ������2�!������1!�3 ���9��3���!��3�2������3�3�2�3��1
��3#W�	�##.����8 ������2����2��
���7 �� 2�3��!�3������5�3�3�1�!��0�!��!���2�7!��0����2�3�����>�����2�3�����5�!�����4�����
�E1�!�0����.�2��!����F9� ������!���9��1�!��2�4�!����!�����1!������D�����3���>���!��?$����3��
���.�2�� 2�4��$>$?�U�&U��3��1!������>�

��2�1!�3 ���2�3�� ���3���2��9��7 �!������ 4�3�2�����
��������01�!�� !���04������������
2�� �����2����3������2�3����019�D�#$0�&%$$0������[�?$0��-�1�2�1-�K>?&#$0��
�2@

!�2� 1-G>?[� ?�0��

>� 
�04�N�� 2�� �M�3��� %$Z�����!��.� 1�!�� 7�5�!���!� ��� 7�!0���9�� 3���
��01��:����%U��
	��1�!���5���!� ��9�����21���7���>�

��2��!��!0�������2���01��:�2�7 �!�����!��3�2��������2�����5�2���"�����CZ���2���1���9� ��
5����:��3��%$$�.� �������� ��01�!�� !���04������ ��0����BV�>����0�5���3�3� !�����5��3�� ��2�
��01��:�2�3��
����������2�7!��0����2�3������7!��������������4!��HU�&U�I�2��!�1!�2�����
��� 7 ���9�� ��� 1�2���9�� !�����5�� 3�� �	�##� 3���!�� 3��� 7!��0����� 3�� %B'14>� �� ���
!�1!�2������9�� 2�� ��� �1�����  ��� 7 ���9�� 1����90���� 3�� 2�� �3�� �!�3�>� ��� 0���0�� 3�� ���
!�1!�2������9��������3���������1�2���9��3���	�##�����������!��3���7!��0�����3��%B'14.�����
1�!��!�3���2���5���!��2�1�2�4����E�!��!����J�� ���3��� !5�� !��|�H%C$V@cI�3���� �!3���������
0N��3��3�2�!����1�!���!!�!�.�et�al>�H��!!�!�.�-�!���������>�%AA#I>�

DISPERSIÓN�DE�BAJO�ÁNGULO�EN�SOLUCIÓN�(SAXS)�

1. Dispersión�de�rayos�X�a�bajo�ángulo�(SAXS)�

��� 2��3�����0���3�������3��3�21�!2�9��3��!���2�L���4�:��J�� ���H	�L	D�Small�angle�X�ray�
scatteringI� �2�J� 2���3��0�:�!�3�� ��0 �� 3�7 �3�3�� ��� 8 �� 1�!0���� ��� ��!����!�F���9�� 3��
�2�! �� !�2�������!�������2�3����01��:�2�0��!�0���� ��!�2����2�� ��9�>��

	�L	� �2�  ��� �N������ 8 �� 1�!0���� �2� 3��!� �2�! �� !�2� �� ����!�������2� ���!�� ��01��:�2�
4���9����2>� 	�L	� 1 �3�� 2�!�  2�3�� 1�!�� 0 �2�!�2� 1!������2.� J��3�2� � ������2.� �� 2 2�
��01��:�2� ���  ��� 5�!��3�3� �01���� 3�� ���3������2.� 3�23�� ��!����2� �� ��2� ���3������2�
7�2���9����2�������0�����3�2��� !���F����2>���!�����������2�����2�!����!�2����F�!����0 �2�!��
��� �E�2���� ��0��������2� 3�� ��0�M�.� �� 3�7�!������ 3�� ���>� -�2�9!���0����.� 	�L	� <�� 2�3��
 ����F�3��1�!���4����!�1�!J0��!�����5�2���0�����1�2��0���� ��!��1�!�����HMWI.����!�3���
3����!��HRgI.������3�2�������0JE�0�����!�0���� ��!�HDmaxI>�� �8 ��2���!����3�� ����N������3��
4�:��!�2�� ��9��H���������3����!�2�� �����2���7�!��!�2���l%$bI.�����E�2�������3��7 ����2�3��
2���!��!9���3��0���!�1�3�!������3�2�!!�����3������!��0�2�8 ��1�!0��������!����2�! ���9��
3��0�1�2�3��3��2�3�3������!9�����'����1�!��!�3��1�!7���2�3��3�21�!2�9��%�.�<���1�!0���3��
����!�!� 0�3���2� �4@������� 3�� 4�:�� !�2�� ��9�� �� 1�!��!� 3�� 3���2� 3�� 	�L	.� ��� 8 �� �2�J�
1�1 ��!�F��3�� ���  2��3�� �2���0���3������>��3�0J2.� 	�L	�<�� 2�3���01���0����� ����F�3��
1�!�� ��� �2� 3��� 3�� 3�21����0������ �� 1����0������ 1�!����� 3�� 2�2��0�2� ��� 7 ���9�� 3���
���01����3����2����3������2�3�����2�� ��9�>�

����� ���8 ����������2��3�� ���E1�!�0������!�2�����!J7����3��3�7!����9��3��!���2�L.����	�L	�
�2�����2�!���������!����0 �2�!�.�����2�����2�����2�� ��9�.�4�:�� ��<�F�3��!���2�L�����0�����
����0�3����1�2��!��!0�����2��!���������3�21�!2�9��3��!���2�L�H���%I>����J�� ������!�����<�F�
3��!���2�L������3�21�!2�9��2��3�7������0��#�>�
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���%>��28 �0��3��3�21�!2�9��3��!���2�L���4�:��J�� ���3�� ���2�� ��9������0 �2�!��3��1!������>�Svergun�et�al,�
2002.�

	�L	��2� ��0N��3��3������!�2���3��3�����2�M���3��3�21�!2�9��3�!�5��3�����3�7�!������0�3���
3�� 3��2�3�3� �����!9����.� ]�H!I.� ���!�� ��� 3��2�3�3� 3�� ���0��N� ��� ��� 2�� ��9�� 3�� ����!N2��
H�H!II������2��5����.��2D�

]�H!IT��H!I���2�

��� ��� 1!J�����.� ��� �E1�!�0����� 3�� 	�L	� �01����� 0�3�!� ��� 3�21�!2�9�� ��� ��� ��019�.� ��
1�2��!��!0��������3�21�!2�9���������0 �2�!�>����2 42�!����9��3����2�1�!7���2�3��3�21�!2�9��
3�� � ��!� �� ��� � 2�M��� 3�� 3�21�!2�9�� 7����� �42�!5�3�� 3�4�3�� �� ��� 1!�2������ 3�� ���
0��!�0��N� ������2�� ��9��H���#I>�

���� !5��3��3�21�!2�9���4����3����1�!��!�3�����2 2�!����9��3�����019��7!����������0 �2�!�.�
I(q).� �2� �2��!91���� 3�4�3�� �� ��� �!�������9�� ������!��� 3�� ��2� 1�!��� ��2� ��� 2�� ��9�>� �2���
7 ���9��2��!�1!�2������90������!��0��3�� ��� �����2�3�3.� ���H�I.�vs�momentum�transfer�(q).�
39�3��q=�(4�sin�)/�.�#���2����J�� ���3��3�21�!2�9����s��2� ��� ������ 3�3����3��3���<�F�3��
!���2�L�����3����>����1�!J0��!��momentum�transfer.�q.� ���04�N��2��1 �3��3�7���!���0��s.�
!��������3��1�!� ��� 2�� �������� ���9��q=� 2�s>� ��2� ��3�3�2�3��q� 2��� ��5�!2�2��� ��2�3�� ���
������ 3�3����3�.��2�3���!.�b@%����0@%>�
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���#>� ��!7��� 3�� 3�21�!2�9�� ��1���� 3��  ��� 2�� ��9�� 3�� 
	�� H��� !�:�I� �� 2��5����� H��� �F �I.� ���� ��� � !5�� 3��
2 2�!����9��7�����H������!�I�HLg(I)�vs�sI.�!�1!�2����3������2�����2�0�@����!��0���>�HSvergun,�et�al.�2003)�

���� !5���E1�!�0�������2�1�2�4���3�5�3�!�������!�2�1�!��2.����7 ���9��3�������7�!0���9��8 ��
2�� 1 �3�� �E�!��!>� ��� �:�01��� ��� ����0�2� ��� ��� ���'.� 3��3�� 2�� ��01�!��� ��2� � !5�2� 3��
3�21�!2�9�� �E1�!�0������2� 1�!�� 3�7�!����2� 1!������2>� �� 4�:�2� J�� ��2� �� q� H#@'� �0� 3��
!�2�� ��9�I.����� !5���E1�!�0������3�7��!������4��0��������!��3�7�!����2�1!������2.�����2���
1!�0�!��F����q� �1!�2����� ���!J1�3��3���3������3�1��3������3�����7�!0��3�����1�!��� ��>�
���!�2�� �����2�0�3��2�H#@$>?��0I.� ��2�3�7�!�����2�2���0 �<��0���2�1!�� ����3�2��.����
!�2�� �����2�1�!�3�4�:��3��$>?��0.���3�2���2�� !5�2�1!�2������ ���7�!0��2�0���!>�

�

���'>���!7���3��3�21�!2�9��3��	�L	�1�!��#?�1!������2�3�7�!����2�����1�2�2�0���� ��!�2����!��%$���'$$O��>����
�����2�3�3�2�3��3�21�!2�9��2��0 �2�!�������2���������!��0���.�����:��E�2 1�!��!�0 �2�!�����!�2�� ��9��(�=2�/sI�
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�������7�!��!.�s>��3�0J2�2����� ���!����3���3����2���5���2�3���!����F���9���2�! �� !����42�!5�3�2����7 ���9��3��
���!�2�� ��9�>�Svergun,�et�al.�2002�

2. Análisis�de�los�datos�

�����J��2�2�3����2�3���2�2��!���F9��������1!��!�0�������	�H	5�!� �.�et�alI>�

��2�1�!J0��!�2�0J2�7!�� ����2��E�!��3�2���1�!��!�3�� ��1�!7���3��	�L	�3��4��0��N� ��2����
2�� ��9��2������!�3���3����!��HRgI��� ��� �����2�3�3�3��3�21�!2�9�� �������� HI(0)I.��4����3�2���
1�!��!�3�����79!0 ���3��" ����!D�

�

�H8I����H$I��E1�H@8#��#&'I�

��!�� momentum� transfer� HqI� ��7�!��!�2.� ��� !�1!�2������9�� 3�� ��� H�HqII� vs� q#� � 1�!0����
�4����!� ���������3����0��!�����3��" ����!� H���BI>���1�!��!�3�� ���!�����" ����!��2�1�2�4���
�E�!��!����Rg,���0�����1��3������3�����!����.���3������E�!�1�����9����������:��y��4����0�2�
I(0)>� 	�� ��� ���3������ 3�� ��� !����� ��� �2� 3�0�2��3�� ������� ��3���!��� 1�2�4��2� �2��3�2� 3��
��!�����9�>�

�

���B>���1!�2������9��" ����!�����5���!�2�3��Rg���I(0).�3��3�� ���3�1��3��������������!� �3��" ����!���3�������
1!�2������3����!�����9�>�Putnam,�et�al.2007.�

Rg��2� ��1�!J0��!��8 ��2�!5��1�!����!����!�F�!����5�� 0�������0�M��0���� ��!.�0����!�2�
8 �� I(0)� 1!�2�����  ��� !�����9�� ���� ��� 1�2�� 0���� ��!� 3�� ��� 0 �2�!�� 0�3�3�.� ��� 8 ��
3�1��3��3���� �3!�3��3����;0�!��3�������!���2D�

I(0)�=��c�(�
)2�(MW)2�

���3�����2� ������2�����8 ��1 �3��2�!�3���!0���3����1�!��!�3�����0�3��3��3�� ��1��!9��
�2�J�3�!.� �2� 3���!.� 3��  ��� 1!������� ���� �������!���9�� �� 1�2��0���� ��!� ������3�� ��0��

	�>�c��2�����������!���9��3�����0��!�0��N� ��.��
��2��������!�2���3��3��2�3�3������!9�����
0�3��� 3�� ��� 0��N� ��.� �� MW� �2� ��� 1�2�� 0���� ��!>� �2��� MW� 1 �3�� 2�!�  2�3�� 1�!��
3���!0���!�1�2�4��2��2��3�2������0N!���2>�

���1�!7���3��3�21�!2�9��0J2���0;���2����7 ���9��3��3�2�!�4 ��9���3����2�3�2������2���90���2�
���!�0���� ��!�2�p(rI�H���?I.�3��3��Dmax��2����3�2����������!�0���� ��!�0JE�0�D�

I(q)=��Dmax�drp(r)�(sin(qr))/(qr)�
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P(r)�2���4��������1�!��!�3������!�27�!0�3��3���� !��!���3�!�����3���1�!7���3��3�21�!2�9�.�1�!�
�:�01��.�0�3���������1!��!�0��"�����!��3��1�!�	5�!� �.��>�H	�<0�3�.�\����������>�%AA?I>�
��� 7 ���9�� p(r)� �2�  �� <�2���!�0�� 3�� ��2� 3�2������2� ����!��90���2� � 3�� ��� 1�!��� ��� ���
2�� ��9��8 ��2���1!�0�3��3�2�1�!����2�3�7�!����2��!����������2>���!� ��������.���1�!��!�3��
�2���7 ���9��3��3�2�!�4 ��9���2�1�2�4����E�!��!���� ������ 3�0JE�0��������1�!��� ��.��0�E.���
�3�0J2��7!������7�!0���9��2�4!�����7�!0��3�����1!�������H���?I>��0�E�1 �3��2�!�3�7�����3��
��!����!�F�!� � ��3�� ��� ��2� �2�! �� !�2� �E�2���� F���2� �E���3�3�2� �� ���� 3�2�!3��>� 	���
�04�!��.� ��� ��2� ;���0�2� �M�2� ���  2�� 3��p(r)� 1�!�� 5�2 ���F�!� ��� 7�!0��0���� ��!� <�� 2�3��
2 42��� �3�� 1�!� ����!��0�2� 8 �� 1!�1�!�������0�1�2� 3�� 3��2�3�3� �����!9����� '�� �� 4�:��
!�2�� ��9�� �� 1�!��!� 3��� 1�!7��� 3�� 	�L	� %�>� �2��� !����2�! ���9�� '�� 1!�2����� 3�5�!2�2�
��0��������2��2����3�2��������!������3��7�2������7�!0���9��!�21�����������!�������9����� ��!�
3����2�0��N� ��2>�

�

���?>����7 ���9��1H!I.�!�2 ��5����2�3�2������2�1�!�������2�3�!�������2������2�0��N� ��2�3�21�!2�3�2>�H�I����N� ���
���2�� ��9��3�21�!2�3������3�7�!����2��!����������2>�H4I�� ���9��3��3�2�!�4 ��9�����7�!0��3��<�2���!�0������
���1!�0�3���3����2�3�2������2�����!��90���2>�H�I���!7���3�����7 ���9��3��3�2�!�4 ��9��1�!��3�7�!����2�1!������2>�
���1!������2����4 ��!�2�2 �����0�2�!�!� ��;�����1���.�0����!�2�8 ��1!������2�������3�2�0 �2�!��� ��������
���!��3��

�3�0J2.���0��2��<����0����3������!��!0�����	�L	��2� ��0N��3���3����1�!���3����7���!���
��!����!�F�!�0��N� ��2�����3�0����2�2���1����0���������2�! �� !��2�� �3�!���3�7���3�>����
!�1!�2������9��Kratky�Hq2�I(q)�vs�qI�H���GI.�8 ��1 �3��2�!����� ��3��3�!����0�������1�!��!�
3������ !5��3��3�21�!2�9�.��2� ����E��������<�!!�0������1�!���5�� �!����1����0������3����2�
1!������2>���!��:�01��.�1�!��3�0����2�1����3�2.� ���!�1!�2������9��\!��O���7!���� ��1����
4����3�7���3��2�0���!��� ���1�!J4���.�3��3�����1�2���9��3���1�����7!������� �����7�!0���9��
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2�4!����� ��0�M�����4��>������!�2�8 ��1!������2�1�!����0�����3�21����3�2�0 �2�!��� ���
��01����3���� 22������4�3�>�

�

���G>���1!�2������9��\!��O�>��2���!�1!�2������9��1�!0�����3����7���!����1!�2������3��0 �2�!��3�21����3�>�����
0��N� ������4 ��!�1!�2����!J� � ��1����1�!7�������2�0N�!���.�0����!�2� ���0��N� ����E���3�3��1!�2����!J� ��
1�!7���2���1������ ��plateau��������!���3����:��q>�Putnam,�et�al.�2007�

3. Combinación�de�datos�cristalográficos�y�SAXS�para�modelar�estructuras�

�2����0���E�2��� ����!���5�!��3�3�3��<�!!�0�����2����N�����2�8 ��1�!0�����0�3���!� ��2�
3���2�3��	�L	�����0�3���2���90���2.���4��3�2����!�8 �� ��1 �����!����������3���!�5�������
�2��� 1!���2�� �2� ��01�!�!� ��2� � !5�2� 3�� 3�21�!2�9�� �E1�!�0������2� ���� � !5�2� ��9!���2>�
�3�0J2� �E�2���� 3�7�!����2� 0N��3�2� ab� initio� 8 �� 1�!0����� ����!�!� 0����2�
�!�3�0��2������2� �� 4�:�� !�2�� ��9�.� 2�0���!�2� �� ��2� !����2�! ������2� 3�� 0��!�2��1���
�����!9����.�8 ��1 �3���2�!� 2�3�2�1�!�����1��!��2�! �� !�2���90���2>���J��2�2�0 �<��0J2�
��01����3�2�1 �3���!����F�!2��� ��3�����0��!�0��N� ���3�� ����!N2�1!�2����� 7��E�4���3�3�
���!��2�����.�1�!���������.����� !5��3��	�L	��2�1!�3 ����3�� �����04�����9��3��3�7�!����2�
���7�!0������2>� ���  2�� 3�� 	�L	� 1�!�� �2��2� 3�7�!����2� ��2�2� �2� �E�!�0�3�0����� ;���.� ���
8 ��0 �<�2�5���2���2�0�3���2�����!�2�� ��9����90�����01�������0��������2>�

3.1. Cálculo� de� curvas� de� dispersión� teóricas� a� partir� de� modelos� atómicos:�
CRYSOL�

��� � !5�� 3�� 3�21�!2�9�� �E1�!�0������ �2� 7! ��� 3�� ��� 3�7�!������ 3�� 3�21�!2�9�� ���!�� ���
0��N� ���3���������2 ���1��3��2��5�����9���!3���3�������5�� 0����E�� �3�.�8 �����������
� ��������7�����3��3�21�!2�9��3���2��5�����3�4�3�������1!�2������3���2�� ��>���!���������.����
5�� 0����E�� �3��1 �3��2�!�3���!0���3�����3�7���!2�����7�!0��3�����0��N� ��������� ���3��
���3�21�!2�9����1�!��!�3���2���5�� 0����0�����3����0�� ��5�� 0���������3��3��2�3�3>�

�2�1�2�4������� ��!�� !5�2���9!���2���1�!��!�3��0�3���2�J��0���2.���0��2�!��������2��3�� ���
�2�! �� !���!�2�����!J7���.�0�3��������� 2��3���1!��!�0����+	��>��2���1!��!�0���2���1�F�
3�� �!��!� 0����2� �� ��5��� !�2� � �� 1�!��!� 3�� spherical� harmonics� Hmultipole� expansionI.�
3�1��3������3��� �;0�!��3�� J��0�2.� 8 �� � 4!��� ���0�3���� �� ��1�!��!� 3�� �8 �� �2�1�2�4���
���� ��!� ��� �����2�3�3��2����3�����5�� 0��>��2���1!��!�0���2�91��0��1�!���: 2��!�� !5�2�
��9!���2� �� �E1�!�0������2� ��4�:�� !�2�� ��9�.�1�!����0���!� !�2�� ��9�� Hqa$>B�b@%I� �2�0J2�
1!�4��0J�����3�4�3����8 �� ���!����2�! ������2� ��1��Xspherical� reconstructionsY���� �������
���� ���������2�! �� !������!���3����2�1�!��� ��2�3�21�!2�3�2>�



� � � �

�

286

'>%>%>�����3���9��

�: 2��!� ��� � !5�� 3��� 0�3���� ��9!���� �� �!�2�����!J7���� �� ��� � !5�� �E1�!�0������ 3�� 	�L	�
!�8 ��!�� ��1�!J0��!��8 ����!!�������������!�3��3�������!3���������!����2�3�2�� !5�2.����
�� ��� 8 �� ��� �!�2�����!�7��� �E�2��� ��� 0�3�3�� Rfactor>� ���� 5�!2�9�� 3�� Rfactor� ��� 	�L	�
��04�N�� �E�2��� 3�2�!���� 1�!� Svergun,� et� al>� ��0�� 7 ���9�� t#.� <���� !�7�!������ �� ���
3�2�!�1���������!����2�3�2�0�3���2D�

t2�=�1/�(Np�1)��i�[�(�I(qi)exp�–�cI(qi)calc)/��(qi)�]�

���3��c� �2� �� 7����!�3���2��������(qi)��2���� �!!�!��E1�!�0�����>��2���0�3�3�� ���!�0�����
�01����  ��0���!� 1�2�� 2�4!�� ��2� 3���2� �� 4�:�� !�2�� ��9�� �� �2� ��0;�0�����  2�3�� 1�!��
��01�!�!� � !5�2� �E1�!�0������2� ���� ��9!���2� 0�3������ ��� 1!��!�0�� ��+	��� H	�<0�3�.�
\����������>�%AA?I>�

3.2. Modelado�Rigid�Body�combinado�con�datos�de�SAXS:�pre_BUNCH�

��� ��0�� 3�� ���7�!0������2� 3�7�!����2� 1�!�� 1!������2� 0 ���@3�0����� ���� !������2�
��������!�2� �� �E�!�0�2� �@� �� �@��!0����� 2�� 1 �3��� ����!�!� �� 1�!��!� 3��� 1!��!�0��
1!�Q
���->� �2��� 1!��!�0�� �!���� ��2� 3�0����2� ��0�� � �!1�2� !���3�2� �� ��2� ��������
0�3������ ���O�!2.� 3��3�� ��2� J�� ��2� 3�<�3!���� ���!�� �c@�c� 2��� 2���������3�2� 3�� 7�!0��
������!���1�!��� 01����3����������2��!��8 �0����3����0��<��3!������5����3��1!�4��0�2�
�2�N!���2>���!0��0�����2������!��� ����00��3�����7�!0������2���1�F�3��� 4!�!���3�����
�21�����1�2�4��.�2 ����2�!� ���;0�!���T%$>$$$����7�!0������2>���2�1�!7���2�3��3�21�!2�9���
1�!�� �2��2� ���7�!0������2� 2��� � ���� ���� ��3�2� 0�3������ ��� 1!��!�0�� ��+	��� ���  ��
!������3��$���$>?�b@%>�

3.3. Estudio�de�sistemas�flexibles,�con�múltiples�conformaciones:�EOM��

� �<�2� 1!������2� �� ��01��:�2� 0��!�0���� ��!�2� 1!�2������ !������2� 7��E�4��2� 8 �� ��2�
1�!0������3�1��!� ���!����;0�!��3�����7�!0������2>���!���2�����1��3��0 �2�!�2�H��0��
�2������2��3��
���I�2��3�4����5�3�!����1!��������3��7�:�!� ��;�����0�3����8 ��1!�2��������
0�:�!��: 2���������2�3���2��E1�!�0������2>�

Ensemble�Optimitzation�Method�H���I��2� ��0N��3��8 ��1�!0���������F�!����1!�2������3��
0;���1��2� ���7�!0������2� 3�� 1!������2� ����!�4 ���3�� �� ��� � !5�� �E1�!�0������ 3��
3�21�!2�9��H
�!��3�.�������2������>�#$$KI>�����1�!0������1�!��!�3�� ���0�F����3��1�2�4��2�
���7�!0������2�H�a%$$$I.�����!�3�2�3��7�!0�������0�����������!��2�1�!��� 4!�!���3�2���2�
1�2�4��2� ���7�!0������2� ��� ��� �21����.� 2���������!� 0�3������ ���  2�� 3��  �� ����!��0��
���N����� 2 41�4�������2� H�T?$I� 3�� ���7�!0������2� 8 �� �: 2���� ���� ��� � !5��
�E1�!�0�����>� ��2� 0�:�!�2� 2 41�4�������2� 2��� 2 ��2�5�0����� �2����3�2� 1�!��  ���
1�2��!��!��5�� ��9�>���!0��0�����2��!����F���#$$������2�3������!��0�����N����>�����;0�!��
3�� ���7�!0������2� 3���!�� 3�� ��� 2 41�4����9�� H�T?$I� �2� !�7��:�� 3�� ��� 7��E�4���3�3� 3���
2�2��0�>����� 5�F� �4����3�2� ��2� ?$�0�:�!�2� ���7�!0������2�0�3���������� 2�� �����F�� 2 �
�: 2��� ���� ��� � !5�� �E1�!�0�����.� ��� 3�2�!�4 ��9�� 3��� ��� �� ��� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��� 3�2�������
���!��3�0����2����!�����1�4����9����������3��%$>$$$������2 41�4����9��7����>�

���3������ ���  2�� 3�� 3���2� �E1�!�0������2� �� ��9!���2.� ���� �2� ��1�F� 3�� 3�2���� �!� ���!��
� �!1�2�!���3�2���!������2�7��E�4��2.����5�� �!���������2����!��3�0����2>�
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4. Estudio�de�sistema�dinámicos�en�SAXS�con�TFAM�

�� 2 � 5�F.� 	�L	� ��04�N�� 1�!0���� �2� 3��!� 2�2��0�2� 0��!�0���� ��!�2� 3��J0���2.�
����!���0����� �2� 1�2�4��� 3�7�!�����!� ��2� 1�!�����:�2� 3�� 1�4����9�� 3�� ���7�!0������2�
3�7�!����2� ��� ��� 1�4����9�� ���4��>� ��� ��� ��2�� 3��� ��01��:�� 
���@�	�##� 2�� �!��9� 3��
��04���!� 0�3���2� �!��3�2� �� 1�!��!� 3�� ��2� ���!3���3�2� �!�2�����!J7���2� �E�2�����2� ��
0�3���2� ��01 ���������2� ���� ��2�3���2��E1�!�0������2�1�!����� ��01��:�>������ �01���9� ���
3�7�����9�� 3�� 3�7�!����2� �2����!��2� �7!�����3�� 7��E�4���3�3� �� ��� 1!������� �� J�� ��2� 3��
� !5�� !��3�7�!����2�������>��������7 ���!��3����1�!��!�3���2�!5�3�!�'�@���
�H5�����:O�
��3�
��5���#$$AI>���!���!��!���2�3�7�!����2��2����!��2.�8 ����5�� �!�4���3�!�7��E�4���3�3���

���.�2�� 2�����1!��!�0�����Q
���-�����!��3��#$$$��2�! �� !�2[�2�� �3�0�����2�� 2��
���1!��!�0�����	-�1�!��7 2����!����1!�������������������5����3���01�3�0����2��2�N!���2�
���!�����1!���������������>������0����.�0�3��������+	�����averaging�curves�2��1!���3�9����
�: 2���3������ !5�2�1!�0�3��3�2���9!���2��������� !5���E1�!�0�����>�

��2��2����!��2��!��3�2�2��3�7������������� ���9�D�

� Escenario� 1D� ��� ���� 1!�2����4��  ��� � !5�� !�� ���4��� 3�� %C$V.� ��0�� ��� ���
�2�! �� !���!�2�����!J7���D�

o �2����!��� 1aD� 1!�2����4��  �� � �!1�� !���3�� 3�7���3�� 1�!� ��2�� �����0�����
��3�������01��:�.�����7��E�4���3�3�������������@��!0��������2 �������3�3�H!�2�
##?@#BGI�

o �2����!��� 1bD� 1!�2����4��  �� � �!1�� !���3�� 3�7���3�� 1�!� ��2�� �����0�����
��3�������01��:�.�1�!���7!�����3��7��E�4���3�3�������F����7�����3�����������@
��!0����� H��� ����!���� ��2� A� �0���J��3�� 8 �� 7����4��� ��� ��� �2�! �� !��
�!�2�����!J7����H!�2�#'C@#BGI�

� Escenario� 2D� 	�� 3�7����!��� �!�2� � �!1�2� !���3�2� �� 3�0����2� H3�0����%D-�"%.�
3�0����#D����\��.�3�0����'D-�"#I�0�3���������1!��!�0�����Q
���-.��� � ����
2��7�!0�4�������01��:�������������3�7�����3��2 � ��9������N2���<�2������7�����3���
3�0�����%��������1!��!�0�����	->�

o �2����!��� 2aD� 2��  ����F�4��  �� ���� ����  ��� 1!�0�!�� � !5�� !�� 3�� A$V��
3�4�3������� ��9��3��-�"%�

o �2����!���2bD�2�� ����F�4�� ���������� ���1!�0�!��� !5�� !��3��A$V��� ���
2�� �3��� !5�� !��0J2�����!��3��B$V>�

� Escenario�2�c&dD���7�!���3��#����#4.����8 ����� ��9��������������01����4��-�"%���
��� ���O�!� �� -�"#� ��� 2 � ������3�3.� �2� 3���!.� 3��� !�2�3 �� BB@##$>� ��!�� �� 2��  2�� ���
0�20������8 ������2����!���#�.���1�!��#3����0�20��8 ��#4>�

� Escenario�3D�	��3�7����!���3�2�� �!1�2�!���3�2�H-�"%���-�"#.�1�!�2�1�!�3�I.�����
 �����O�!����<������3��>��3�0J2�2���01�������� ��9�������������3��-�"%>�

o �2����!���3aD� 2�� ����F9� ������ ������� �3���>��2����2����!��� 7 �����0���3�.�
���8 ���E�2���� �01�3�0����2��2�N!���2���� �������!�0�3���F�!� ��� ��9������
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 �� 3�0����� -�"4�E>� ��4�� 3�2����!� 8 �� �2�J� �01���0����� 3�2�!���� ��
��!����!�F�3�.� 8 ��-�"4�E� 3�21 N2� 3�� 2 �  ��9�� �01�����  ��� � !5�� !��
2�4!��������>�

o �2����!��� 3bD� 2��  ����F9�  �� ���� ����  ��� 1!�0�!�� � !5�� !�� 3�4�3�� �� ���
 ��9��3��-�"%>�

� Escenario�4D���!���2����2����!������2���!�9���01��:������������.�2�� ����F�!�����2�
?$�0�:�!�2����7�!0������2�8 ��3�7�����
�������2�� ��9�>�

� Escenario�5D�
!�4�:�0�2����� ��������4!�.��3�����������!>�

� Escenario� 6D� 	�� 3�7����!��� 3�2� � �!1�2� !���3�2� H3�0����� %D� -�"%W���O�!.�
3�0����#D� -�"#I.� ���  ��9�� ���� ��� ���� ��01!��3�� <�2��� -�"%W���O�!� H!�2�3 ��
BB@%BCI>�

o �2����!��� G�D� 2��  ����F9�  �� ���� ����  ��� � !5�� !�� 3�� �1!�E�0�3�0�����
A$V>�

o �2����!���G4D� 2�� ����F9� ���������� ���1!�0�!�� � !5�� !��3��A$���� ���
2�� �3��� !5�� !��0J2�����!��3��B$�V>�

5. Recogida�de�datos�

5.1. TFAM�en�su�forma�no�unida�al�ADN�

��!�� 
���� 1!�0�!�� 2�� !����F9�  ��� 1!�0�!�� !�����3�� 3��0 �2�!�2� ��� ��� ������ ��%B>'� 3��
�	��.� �2�� ��0��1�!�� ��2� ���2�! ���2� ���� ��� ����� �@��!0����� !���!��3�� H�

#.��

'I>� ��2�
�������!������2�0�3�3�2� 7 �!��� ��2� 2�� �����2D�$>?�0�&0�.�#>%?�0�&0�.�'>?�0�&0�.�?>?B�
0�&0�.�K>A�0�&0�.�%#>C#�0�&0��������3������2�3����019��3��1 !�7�����9�D�#$$�0������.�
?$�0��-���	�1-�K>?.�?�0���

.�%$Z������!��>�����2�3�����!�����3��3��3���2��2�����2�!���
���0�3�3��3��
	��1�!������4�!�!������������1�3�!��E�!�1���!�� �������1�2��0���� ��!�3�����
0 �2�!��3������!N2>���������2��3�����!�����3������	��.�������beamline���%B@'.�7 ������2�!���
�1����!� ����2�!�������1�!���5���!����3�M��1�!�!�3����9��8 �����2�2�������<���!� ���1!�0�!��
0�3�3��3��'2&�0�������1�2��!��!0����� ���2�� �3��0�3�3��3��'$2&�0����.���3��0�3�3��
3��%$��0J����2>��3�0J2��������������!��2 7�������0������2��4��.����3������!��!��3�0�2��3��
1�8 �M�� 1�!�� ��1��!� ��3�2� ��2� J�� ��2� �� ��� �����3�3� 3�� 0 �2�!�� ������  �� 5�� 0���
!�����5�0������!��3��3��#$$�U�>���!��������2�2�� �����2�0�3�3�2�3��
����2��!����F�!������
���2���!��!9����	+�H-�04 !��I.�beamline�L''.�������0 �<��0J2��2��4��������� ���1����3�!�
3��0 �2�!�� � ��0J����� ��  �� 5�� 0��� ����2�!��� 3�� l� ?$� p�>� ��� �2��� ��2�� 2�� !����F�!���
0�3�3�2� �� 3�2� �������!������2� 3�� ����� 3�7�!����2D� #$$�0�� �� � ?$$�0�>� �����0����� 2��
 2�!�����2�� !5�2��� ����������!���9��3�������3��?$$�0�.����8 ��1!�2����4��� ���0���!�
1!�2������3����01�!��0�����2� ��1����3�� ����!�������2����!��1�!��� ��2>���2�� !5�2�1�!�2�
��2� 3�7�!����2� �������!������2� 7 �!��� 7 2����3�2� 0�3������ ��� 1!��!�0�� �����	.�
 ����F��3�� ��2� 0�3�3�2� 3�� 4�:�� �������!���9�� 1�!�� ��� 4�:�� !�2�� ��9�� �� ��2� 3�� 0���!�
�������!���9��1�!��0���!�!�2�� ��9�>�

5.2. TFAM�en�complejo�con�LSP22�
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����5�F� !�2 ����� ����2�! �� !�� �!�2�����!J7����3��
������� ��01��:�� �����	�##.� 2�� �!��9�
����!�2����������F�!������01�!��0���������2�� ��9��3�����01��:�>���!�������2��!������!���
3���2� 3�� 	�L	� ��� �	��.� ������ ��%B@'.� 3�� 0 �2�!�2� �� 3�7�!����2� �������!������2� 8 ��
�2����4��� ���!��$>?�0�&0�� ��%#� �0�&0�>���!�� �2��2� 7��<�2� ��� ������3��
��	�L	�3����	���
<�4���2�3���01���0�����!���5�3�.����� ���3���1����3�!�� ��0J�����3��0 �2�!�.� ��� �5��
3������!.�0N��3�2� 3�� �������9�� 3��0 �2�!�� ��� ������ �� 1�!�� �5���!� 3�M�� 1�!� !�3����9�.�
2�M����2��4�������������� ���9��91��0�.=������ ���8 ��1�!��
�������2 �7�!0����� ��3�.���2�
� !5�2�7 �!���7 2����3�2��������F�3�2�0�3���������1!��!�0�������	>�

�

FÖRSTER�RESONANCE�ENERGY�TRANSFER�(FRET)��

1. Introducción�a�FRET�
��� �N������ 3�� ���
� � HFörster� Resonance� Energy� TransferI� 2�� <�� 3�2�!!����3�� ��0��  ��
0�����20�� 4�2�3�� ��� 7� �!�2������.� 1������� 1�!�� ��� �2� 3��� 3�� 1!���2�2� 4���9����2��
3�4�3�� �� � 8 �� �2� 1�2�4���  2�!��� ��� �N� ��2� 5�5�2� �� 1!�2����� !�2�� ��9�� �� �2�����
����0N�!���.�1�!��:�01��.��2�1�2�4����42�!5�!�4��0��N� ��2�8 ���3�1�������7�!0������2�
�2�! �� !���2�3�5�!2�2�1�!�����5�!�����4��2 �7 ���9�>�

���
� �2�  �� 7��90���� 7�2���� ��� ��� 8 �� �E�2���  ��� �!��27�!������ 3�� ���!���� ���!��  ��
7� �!97�!��3���3�!��� ���0��N� ������1��!�����!�� ��!�����3��3�2�������3��%��0���%$��0>�
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3�� ���
.� ��� �2��3�� 4�2��� 3�� 3���3�!� �� ��� ���1��!� 2�� ��� ���!��� ���!�N����0�����
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1!�1�!������D�

����
�T��$�G�&�H�$�G�W��$I�



� � � �

�

290

3��3���$��2����!�3���3���}!2��!��� ���3�2��������!�������� ���8 ������7���������3�����
��2�3���
?$Z���5�!������7 ���9��3����2�1�!�2�3��7� �!97�!�2��2����3�2>���!��3�2������2�0���!�2���
�$.�����7���������3�����
��2�0���![�0����!�2�8 ��3�2������2�0���!�2����$�.�����7����������2�
0 �<��0���!���?$Z>�H���%�H�II>�

�$����2�� ��9���� �2���2�J�3���!0���3��1�!���2�2�� �����2�1�!J0��!�2D�

�$�T�yC>KA�L�%$@?�H~#�@B)��/HsIIz%&G�b�

���3��~#� !�1!�2�������� J�� ������!�� ��2�3�1���2�3�� ��2� 7� �!97�!�2.�)���2���� !��3�0������
� J������3���3���3�!������2������3����3��!�7!����9��3���0�3��>�/HsI��2����2���1�0������������
�21���!�����!������0�2�9��3���3���3�!�H��HsII�������42�!��9��3������1��!�Hi�HsII�H���%�H3II.�
3���!0���3��1�!����2�� �������� ���9�D�

/HsI�T�����HsI�i�HsIsB3s�&�H���HsI�3sI�0��@%��0@%��0B�

����
� 2�� ��� ���!�� ��04�N�� 3���!0���3�� 1�!� ��� �����2�3�3� 3�� ��� 7� �!�2������D� ���.�
�����2�3�3�3���3���3�!����1!�2������3������1��!�����.������2�3�3�3��3���3�!�2���>�

����
�T�����&�Hc�����W�����I�

�

���%>� H�I�������20��3�� 7 ������0������4J2����3�����
.�3��3���E�2��� ���0��N� ���3���3�!� H����F �I� �� ��
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3�� 7�!0�� 1�!������ ��� �:�� 3�� 1���!�F���9�� 2��� 1!�7�!�4��0����� �E����3�2>� ��� ���2��!�1���
!�2 �������HrI.��2� ���0�3�3��3����!�3��3���!�������9�.�3���!0���3����1�!��!�3�����0�3�3��
3����� �����2�3�3�3������0�2�9��0�3������<���2�3��� F�1���!�F�3�2�3��7�!0��5�!������HIvI���
<�!�F������HIHI>�

!�T�HIv���IH)/�(Iv�+�2IH)�

���3�1���!�F���9���� !!����0��!�2 ���3��3������0�2�9��3�23��������1��!�3 !��������
.�1�!�
�:�01��.� � ��3�� ��� 3���3�!� �!��27��!�� 2 � ���!���� 3�� �E������9�� ��� ���1��!� ����  ���
�!�������9��3�7�!��������1�����3��7����E������9���!�������H���#I>�



� � � �

�

292

�

���#>���1!�2������9�� 3�� ��� ���2��!�1��� �E�2������3���!��3�� ���0���3������� ���
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1.2. Aplicación�de�FRET�en�complejos�proteína�ADN�
���� 0�!�2�2���01��:�2� 7�!0�3�2�1�!�1!������������.��������2����� ���!��3�7�!0�3��
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2. Single�Molecule�FRET�(spFRET)�
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2.1. Diagrama�del�sistema�
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1�!��21�:�2.��J2�!.�7���!�2����01��7���3�!�2�3��2�M��>�����0�2�9��3�����0 �2�!���2��������3��
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2.2. Limitaciones�del�sistema�confocal�de�fluorescencia�para�spFRET�
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2.2.2. Burst�size�distribution�
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1�2��3�����!�5N2�3�������!��3���focus>�

#>#>'> Background���! �3��3��7��3��
�����!�2�8 ����� 7� �!97�!��1!�2����� ��� �!!�3����9���E1������������� ��1����� .����! �3��
1!�2�����  ��� �2����� ������� ���� ��� �����2�3�3>� ��� ! �3�� �2� 1!�1�!������� ��� ��0�M�� 3���
5�� 0���3���E������9�>�

#>#>B> �!�2������3���5����2�0;���1��2�
��� �E1�!�0����2� ���7�����2� �2� 3�7����� �E�� �!� ��� 1!�2������ 3��0J2�3��  ��� 1�!��� ��� ��� ���
focus>���!��!�3 ��!� ���1!�2������3���5����2�0 ���@1�!��� ���2��3�4��!�3 ��!�����;0�!��3��
1�!��� ��2��������E1�!�0�����H�I�0�3������3�� �����2.�� �8 ��������01��8 ��� 0����!����
���01��3����J��2�2>�

���1!�4�4���3�3�3��������!�!���0��N� ��2�������focus���� ��1�!��3��3�����01��3�1��3��3���
���01�� 3�� 3�7 2�9�� 3�� ��2� 1�!��� ��2>� 	�� ���2�3�!�0�2�  �� ���01�� 3�� 3�7 2�9�� 3�0�2��3��
��!��.� ��2� �5����2� ���2�� ��5�2� 1 �3��� 2�!� ���2�3�!�3�2� ��0�� �5����2� 3��  ��� 2����
1�!��� ��>� ��!�� �5���!� 1!�4��0�2� 3�� �5����2� 0 ���@1�!��� ��� 1 �3��� 2�!� 1!�5���3�2�
0�3����������J�� ���3������01��3��3�7 2�9��0�3���H
0I�3�1��3������3�D�

� 
��01��3�7 2�9��

� 
�0�M��3���5�� 0���

� �������!���9��3�����1�!��� ���
	��3�4����2����!���2����3������2��E1�!�0������2��39���2�1�!��!�3 ��!�
0>�

2.3. Cálculo�de�la�Eficiencia�de�FRET�en�spFRET�
��!���E1�!�0����2�3��single�molecule.�����7���������3�����
�2������ ������!�5N2�3����;0�!��
3��7�����2�3������3�2�������������3���3���3�!������1��!>�����;0�!��3��7�����2�4! ����2�J�
7�!0�3�� �� 1�!��!� 3�� 3�5�!2�2� ����!�4 �����2� 8 �� 3�4��� 2�!� ��!!���3�2� ��� ��� 1!���2��
������3�� ��0�� crosstalk� correction.� 3��3�� 2�� ���0����� ��2� ����!�4 �����2� 3�4�3�2� �� ���
�E������9��3�!�����3�����1��!������! �3�>������!�������������������� 3�3����3��3����21���!��
3���0�2�9��3���3���3�!�!�2 ������� ��crosstalk�3���3���3�!������� ������3��3������9��3���
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���1��!>����! �3������2��������4���4�:�����3������2�single�molecule.�3��3��29��� ���7!����9��
3����2�7�����2�3������3�2��3���� ��!���7� �!�2������>��

��!���������.�4�:�����3������2�3��2�� !���9�.� ���2�M���3��!J7����;�����Hsingle�burst�signalI�
1 �3��2�!�3�7���3������04�2�������2�0�3�����D�

�

	��2 1���0�2�8 �������
��2�7 ���9��3����2������2�3�3�2�������������3���3���3�!���������1��!>�
+����<��<��8 �����crosstalk�3������1��!�������3���3�!��2���2��$�������42�!��9���! F�3��3���
3���3�!� �2� 0���0�>� �2� 1�2�4��� 2�01��7���!� �� ������2D�

�

Proximity�ratio�vs�EFRET�

�E�2���  ��� 1�!J0��!�� 8 �� 1�!0���� 2�01��7���!� ��� �� ���9�� 8 �� �2�proximity� ratio.�P.� 8 ��
0�������� ������!�����9��0���0J������2�!��<����������
>�
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�

���?>�H�I������9��0���0J��������!��proximity�ratio�������
�H4I��01������9��3���5���!�q����!��proximity�ratio���
����
>�HDissertation_Gansen�A._2008I�

���!�����9�����!����������
.�3�1��3��3���7����!�3��3������9��3���2�2��0��HqI.�3�7���3��1�!����
�7���������3��3������9�������!��3�0������� J������3��3���3�!������1��!D�

� ��!��5���!�2�q�r�%.�5���!�2�4�:��3������
��01����������!5���2�1�8 �M�2�3���>�

� ��!��5���!�2�q�a�%.�5���!�2�4�:��3������
��01����� ������!5����0J2�2�1�!�3������>�

� ��!��5���!�2�q�T�%.�����
�T���
�

SINGLE�PARTICLE�FRET�(spFRET)�para�TFAM�en�complejo�con�LSP�

1. Diseño�del�experimento�
��!�� ���5�!� �� ��4�� ��2� �E1�!�0����2� 3�� ���
� 2�� 3�2�M�!��� 3�2� �����2� ���� 3�7�!����2�
������ 3�2.� '$� �� ?$� 14.� ��� 4�2�� �� 0�3���2� !����F�3�2� �� 1�!��!� 3�� ��� �2�! �� !��
�!�2�����!J7����8 ��0 �2�!�� ���� !5�� !��3��%C$V>����!���������.���1�!��!�3�����2�� ������3��
##�14� 2�3��1�!�� ��� �!�2����F���9�� 2�� �3�� ��� ��� F���� ����!��� 2�� 7 �!��� �M�3���3��4�2�2�
7���8 ������  2��3�� ��� 2�� ������ � ������3���� �!������� 3�� 0����>� ��� ���� 3�� '$� 14�
1�!0���!J����5�!�����4����2��E1�!�0����2�1�!��3�� ��3�!��������
.�1�!0�����3���2���4����!����
3�2����������!����2�7� �!97�!�2�������J�� ���7�����3��� !5�� !�>������!�2�8 �.��������3��?$�
14� ��2� 1�!0���!J� 3�� ��3�!� 2�� 2�� �!���� 3��  �� 2�2��0�� ���� 3�2� 1 ���2� 3�� � !5�� !�� ��0��
3�2�!�4������2�! �� !���!�2�����!J7����H7�!0��3���I�0������N�3�2�� ��5���!�3������
�2�0���!�
���!����2�3�2����2�3��3�7�!����������� 3�H'$���?$�14I��� ��2�2��0������ ��2����1 ����3��
� !5�� !��H7�!0��3���I.�����5���!�2�3�������
�3�������2�1�!����3�����>�

��0�� ����!��� 1�2���5�� 2��  2�!��� 3�2� ���� �3����2� 3�� '$� 14� ���� ��2� 7� �!97�!�2� ���E��
2�� �3�2���%$���#%�14�1�!����3�� ���H0J2���0���2�%���#�5 ����2�3��<N����I>���0������!���
������5��2�� 2�!�������3��?$���'$�14�0�!��3�2�2�����������1��!���29�������3���3�!.��2��
��0������3��B#�14�0�!��3������0��N� ������1��!����3���3�!������2�3�2��E�!�0�2>�
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��2�7� �!97�!�2��2����3�2�1�!������E1�!�0�����3�����
�7 �!��D����E��BCC.������42�!��9��
������������5�!3��3����21���!��Hs�T�B$$@??$�0I�H1�����42�!��9��BA#��0.�1�����0�2�9��?%K�
�0I������E�?AB.������42�!��9��������������!�:��Hs�T�B?$@GB$�0I�H1�����42�!��9��?CB��0.�
1�����0�2�9��G%G��0I>����2�2��3�2����E��1!�2��������!����!�2����2��1��0�F�3�2�!�21�������
��!�2� 2��3�2� 7� �!�2�����2� ��0�� 
����.� �������.� !�3�0���.=� ��2� 7� �!97�!2� ���E��
1!�2������  �� ���5�3�� !��3�0������ � J�����.� ��!��� ���01�� 3�� 5�3�� 0�3��� �� 5���!�2�
���5�3�2�3���7���������3�����
�H���GI>�

�

���G>��21���!��3���42�!��9��3����2�7� �!97�!�2���0�!�����2����E�.�3��3��2����3������2�7� �!97�!�2� 2�3�2�1�!��
�2����2� 3��D����E��BCC�H2�04!��3�����5�!3�.��;0�!��BI������E��?AB�H2�04!��3�����!�:�.��;0�!��%%I>�

��!0��0������2�0�:�!�2�� �!���2�7� �!97�!�2���������!���E��!���3������ !5�� !��3������>����
7��90�������
�1 �3��2�!�0�3�3��3��#$���%$$�b>���!��1�!0���!������01�������4�!��3�3�����
2��3�.��2�3���!.����7��E�4���3�3�������!�����9��3����2�2��3�2.���2�7� �!97�!�2�2��������3�2����
����0�3������ !������2� �������!�2� �� 1�����!4���2.� ��!0��0����� 3��� ��1�� �'� �� �G� ����
������ 3�2� 3�� G� �� %'� b>� ��� ���2�! ���9�� 3�� 0�3���2� 3�� ���� �� 1�!��!� 3�� ��� �2�! �� !��
�!�2�����!J7������������ !5�� !��3��%C$V.�1�!0�����42�!5�!�8 �����3�2����������!����2�4�2�2�
3�� ��2� �E�!�0�2.� 2�� �3�2� ��� ��� ��!�� ����!��� 3��� ���.� �2� ���!�� #$� �� '$� b>� ��!� ��� �����.�
������!� ��2� 2��3�2� ��� ��� ��!�� ����!��� 3��� ���� 1!�5���!��� 8 �� ��2� 2��3�2� �2� 5��!���
3�0�2��3�� ��!����2.� 2���3�� 1�2�4��2� 7��90���2� 91����2� 8 �� 1�!� !4�2��� ��2� 0�3�3�2>�
�����0����.�2���1�9�1�!�������!���2�2��3�2���������!���E��!���3������.�1�2�����1����!��3��
1�2�4��2���������2��������1!������>��!�5��0�����2�������F9�����7�����3���1�������0������3��
��2� !�2�3 �2� �!�0J����2� 3�� ��� 1!������� ��� ��2� 7� �!97�!�2� 3��� ���>� 	9��� ��� ��� ��2�� 3��

�!%$'���
!1%$K��E�2��� ���3�2��������!���������!����2�!�2�3 �2������2��3�����E��BCC>�

��!�� 2�01��7���!� ��� �04������ 3�� ��� 2��3�� �� 2 � ��01�!��0�����.� ��2� 7� �!97�!�2� 7 �!���
���: ��3�2�2��01!�����
�0���2.�1�!����8 ��7 ������2�!���0 ��!����2�� ������3������3������

������2��E�!�0�2�H���KI>����1������O�!�����������!� 2�3��1�!���M�3�!����2��3��7 ���G>�

�
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���K>��28 �0��3����2�����3��'$�14���?$�14� 2�3�2�1�!������2� 3��.�3��3��2����3���������������H!�����������2���2I�
�� � ���<�4!����01��0����!��.���������H!�������� �����2I>�	�04!��3������F �� 2����� ���!�� ��� !���9��3��##�14�
 2�3��1�!�� ����!�2����F���9�.��	�##>� ������������ 7 ��0�!��3��������� 7� �!97�!�����E�BCC��������E�!�0��?P������
��������0�!��3���������7� �!97�!�����E��?AB��������E�!�0��'P>��

��2� �����2� 7 �!��� �4����3�� �� 1�!��!� 3�� ��� ��2�� ��0�!����� �
�� HIBA� Naps.� "}�������.�
"�!0���I.� 1 !�7���3�2�0�3������ 3�2� 1�2�2� ���2�� ��5�2� 3��-����8 ��1�!0����� �4����!�
 ��� �!��� ����3�3� 3�� ������ ���� %$$Z� 0�!��3�� ���� ��2� 2��3�2� 7� �!������2� ��  ���
�������!���9��7�����3��$>#U�>�

2. Características�de�los�oligos�y�purificación�HPLC�del�dúplex�LSP�
��2� �����2� �� H��3���� !���� ��� ����2���2I� �� ������ �� H��3���� !���� ��� � �����2I� 7 �!���
!�2 21��3�3�2� ��� ��019��
�>� ��2��!��!0����� 2�� �<�8 �9� 2 � �21���!�� 3�� �42�!��9�� �� ���
0��!���9����� ����������5����"��%#Z>����0��!���9��3����2�3�2������2��!��0 ��3�5�!2�.����
��� ��2�� 3��� �������� �E�2���  ���0��!���9�� 3�� 4��3�2�0;���1��2� H���CI>� ���  �� 1!����1��� 2��
1�����9� ��� 1�2�4���3�3� 8 �� ��� ������ �� 1!�2����!�� �01 !�F�2.� 1�!�� ��J��2�2� 1�2��!��!�2�
3�0�2�!�!���8 �����1!�2������3��0;���1��2�4��3�2��!��3�4�3�������1!�2������3��0;���1��2�
���7�!0������2>���2�3�7�!����2����7�!0������2�1�!��������������!���3�4�3�2������1!�2������
3��  �� �! 1�� 3�� G� � �����2� 2�� �3�2� 8 �� 3��� � ��!� �� 7�!0���9�� 3�� 2 1!��2�! �� !�2� 3��
���.�������3�2���0��G�quadruplex>��

��� ��J��2�2� 3�� ��� ��1���3�3� 3��  ��9�� 3�� 
���� �� ��2� ��3���2� ;����2�  � �����2.� 1�!0���9�
�42�!5�!� 8 �� 
���� 1 �3�� 7�!0�!� ��01��:�� ���� ��2� 4��3�2� 2 1�!��!�2� 1!�2����2� ��� ���
�������.�0����!�2� 8 �� ��� ��� ��2�� 3��� ������ �.� 
������� 1!�2�����  ��9�>� ��!� ��� �����.� 7 ��
����2�!���1 !�7���!���2������2� ���5�F��1�!��3�2����7�!0��3����3����3�4��.�1�!���5���!����
1!�2������3��G�quadruplex�H���CI>�
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���C>���J��2�2�3�����0��!���9��3����2������2������.��������1���3�3�3�� ��9��3��
��������2������2�1�!�2�1�!�3��
0�3�������������!������2��!�������2�3��
���>��2�1�2�4����42�!5�!�8 ��1�!��������������E�2��� ��9��3��
���.�
0����!�2�8 ��1�!��������������E�2��� ��9��8 ��3��� ��!���4��3�2�2 1�!��!�2>���!�������2�� 2�� ����������5��3���
%#Z���"��������8 �1��
�1<����H�0�!2<�0�
����42I�8 ��1�!0���� 2�!�3�7�!����2������� 3�2�3����3��1�!�����
5�2 ���F���9�.�8 ��������3���������2������� 3�2�3����3��3���E������9�����0�2�9��1�!�������������������>�

���1 !�7�����9��2��!����F9�0�3������ ���8 �1��3��-���� 2��3�� ���!�3�������������3�������
H3�� #$� 0�� �� %$$$� 0�I>� ��2��!��!0����� ��2� 7!�������2� �!��� �����F�3�2� ��� ���
�21���!�7��90��!�� 1�!�� !���7���!� ��� 1!�2������ 3�� ��2� 7� �!97�!�2� �� 2�� ����!���4�� ���
0��!���9�� ��� ���� ����5�� 3�� ��2� 3�7�!����2� 7!�������2� H���AI>� ���� 5�F� 2���������3�2� ��2�
3�7�!����2� 7!�������2� 2�� 1 !�7���!���0�3������  ��� ��� 0��� 3��desalting.� 1�!�� !�3 ��!� ���
�������!���9��3������>�

�

���A>�H�I��21���!��3����2�3�7�!����2�7!�������2��� �3�2����-���.�3��3���2�1�2�4���5�!���2�3�2�1���2�3���0�2�9��
1�!�����E��BCC���BCC��0������E��?AB���?AB��0>�H4I�"�������5�����%#Z�������2�3�7�!����2�3;1��E�7�!0�3�2D�C’D.�
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3;1��E�������������0�!��3������������2�01��[�CD’.�3;1��E�������������2�01�������������0�!��3�[�C’D’.�3;1��E�����
������������0�!��3�2>�

3. Formación� del� complejo� y� preparación� de� la� muestra� TFAM�LSP� para�
spFRET�

��!������38 �2���9��3��3���2��2�����2�!����4����!� ����01��:�����0J2�<�0��N����1�2�4��.�
 � 1�!�� ����� ��� 1!�0�!�� �2� !����F�!� �E1�!�0����2� 3�� ���!���9�� 1�!�� �1��0�F�!� ��� !����� 3��
1!������������>��3�0J2��2�����2�!����: 2��!����2��4���F�!������01��:��1�!����2�0�3�3�2�3��
21���
>�

��!�� ��� 7�!0���9��3��� ��01��:�� 2��  29� ���0�20��0���3������� 8 �� 1�!�� ��� 7�!0���9�� 3���
��01��:��1�!������!�2����F���9��0�3������3�J��2�2�1�!��!�3������3��K?$�0���������%$$�0��
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� ������01��3�������3��3�����1 �2���9��
�!�5���������38 �2���9��3��3���2��2�����2�!����������4!���9��3���2�2��0��0�3��������� 2��3��
 ���2�� ��9��3�����E��BCC�#$��.�8 ��1�!0��������4!�!����2�2��0��<�2����4����!�5���!�2�3��
7 ���9�� 3�� � ����!!�����9�� �� count� rate� ��!!����2>� ��!�� �E1�!�0����� 3�� 21���
� � ����
���3����2�3��%p0�E�%p0.�������01��3��3�7 2�9��3�4��2�!���!�3�3�!�3��?#�2�������H�;0�!��3��
1�!��� ��2I�2�0���!���%$>���!��!����F�!�0�3�3�2�3�����01��������3��G$$�2��>�

5. Procesamiento�de�datos�
��2� 3���2� 3��  �� �E1�!�0����� 3�� 21���
� 2�� !������� ��� 7�!0�� 3�� 7��<�!�� 4���!��.� 8 ��
�����������7�!0���9��3����2�0������2�3��7�����2�0�3�3�2������3���E1�!�0����>����7�!0��
���2�� ��5�.���2�3���2��������8 ��2��!�3 ��3�2�1�!��8 ��2����2����1!���2�3�2���2�7�����2�
8 ��1�!�����������5����2�3��1�!��� ���;����.�single�molecule>����1!�0�!�1�2��3��!�3 ���9��
��1!���2�0������3��3���2�2��!����F9��������1!��!�0�����
��<��.�3�2�!!����3��1�!�����! 1��
3��� �!�7>� /}!�� ����R2O�� ��� -��3��4�!�>� ��2��!��!0����� ��2� 3���2� 7 �!��� �����F�3�2� ��
5�2 ���F�3�2����� ��2�1!��!�0�2��"�������H^�5�0��!��2.���.��	�I������"��.�3�2�!���2���
������ ���9�>�

5.1. FRETtchen�
��� 1!��!�0��3�� ��J��2�2� ���
��<��� 1�!0���� ��� !�3 ���9�� 3�� 3���2� �� ��� �3����7�����9�� 3��
single� burst� �� !J7���2�;����2>� ���!� ��� �����.�0�3��������� 2��3���2���1!��!�0���2�1�2�4���
1�2�!� 3�� 7�����2� ��3�5�3 ���2� �������3�2� ���  �� 7��<�!�� 4���!��� H{>��!I� �� 0�2�!�!�
3�2�!�4 �����2�3����;0�!��3���5����2���2 �3 !���9�����7�!0��3��burst�rate.�burst�duration�
�� ���3�2�!�4 ��9��3��1!�E�0����!��������7�!0��3��7��<�!��H{>�E�I>�����E1�!�0�����3��single�
molecule�event�2����!����!�F��1�!��!�2�1�!J0��!�2���3�7���!D�

� Burst�duration.��2����� ��3����0�����3�7�!������3�����01�����!�����1!�0�!����;���0��
7��9��3����5����>���!0���������F�!���04��2��!��3�2������2�1!�1��3�3�2�3��3�7 2�9�>�
"���!��0����� burst� duration� �2� ���2�3�!�4��0����� 0���!� 8 �� ��� ���01�� 3��
3�7 2�9��0�3���3�����0��N� ��>�

� Burst� size.� 2 0�� 3�� ��3�2� ��2� 7�����2� ���  ��� !J7���>� ��� 0���!��� 3�� ��2� �5����2�
1!�2������ ���4�:���;0�!��3��7�����2����8 ��0 �<�2�0��N� ��2��!��2��������focus�
�����2�!������2�1�!�7N!���2��0�����3��0���2�7� �!�2������>����3�2�!�4 ��9��3��burst�
size�2�� �� ���� !5���E1��������>�

� Photon� rate� per� burst� �2� 3���!0���3�� 1�!�burst� size� 3�5�3�3�� 1�!�burst� duration>�
��1��3��3����������3�3�3���0�2�9����3���������3�3�3���7� �!97�!�>�

���  �� �E1�!�0����� 3�� single� molecule,� ��2� 1�!J0��!�2� burst� duration� �� burst� site� 2��
��� ���!��� ��!!��������3�2� H���%%I>� ���  ��� !�1!�2������9�� 4�3�0��2������ � 3�� burst�
duration� !�21����� burst� size.� ��� 0���!��� 3�� 0��N� ��2� �� �5����2� 2�� 2��;��� ��! 1�3�2� ��
1�!�����2� ��� �:��+>� ��2� �5����2�0 ���@1�!��� �����!0��0�����1!�2������burst� size� ��burst�
duration�1�� ���!.���1 �3���2�!����0���3�2�0�3���������0�3�7�����9��3���1�!J0��!��burst�
rate�3���!��3���1!��!�0�����
��<��>�


������������
���0��P�Hproximity�ratioI�2������� ��3�2����!�5N2�3��burstwise�1�!�������F�!�
��� 3�2�!�4 ��9�� 3�� ��� 3�2������� ���!�� 7� �!97�!�2>� ��� �2��� 7�!0�� ��� 1!��!�0�� ���
��<���
���2�! ��� <�2���!�0�2� 8 �� 2���  ��� 7 ���9�� 3�� 3�2�!�4 ��9�� 3��� proximity� ratio� vs� ���
�;0�!�� 3�� �5����2.� �2� 3���!.� ��� �;0�!�� 3�� �5����2� 8 �� 2�� 1!�2������ ��  ��� 3�2�������
3���!0���3�� ���!�� 7� �!97�!�2>� �2��2� <�2���!�0�2� 1 �3��� !�5���!� ��� 1!�2������ 3��
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2 41�4�������2� 3���!�� 3�� ��� 0 �2�!�.� 3��3�� � ��!� �� 3�2�!�4 �����2� <���!��N���2� ����
0;���1��2�1���2���0JE�0�2�3��� !5�2��� 22����2>���1�!��!�3�����3�2�!�4 ��9������7�!0��3��
� !5���� 22������2�1�2�4����4����!�3�5�!2����7�!0���9��H���%%ID����posición�central�3�����
��01����3���� 22�<����!�7�!���������5���!�3������
�����1�!�����2 41�4����9�.��2�3���!������
3�2������� ���!�� 3���3�!� �� ���1��!>� ���área� de� la� campana� �2� ���0�3�3�� 3��� 1�!�����:��
!�1!�2������5�� 3�� �2��� ���7�!0���9�� ��� ��� 0 �2�!�>� �����0����.� ��� anchura� �7!����
��7�!0���9�� 2�4!�� ��� <���!������3�3� 3�� ��� 2 41�4����9�.� �2� 3���!.� 2�� 2�� �!���� 3��  ���
���7�!0���9��3��J0������0J2�4�����2�J����>�

�

���%%>���J��2�2�3��3���2�1�!�1�!���3���1!��!�0�����
��<��>�H�I�����!�0��#��0�2�!��3�����!�����9�����!��burst�
size� �� burst� duration>� ��!�� �21����2� ;����2� �� �5����2� 3�� 1�!��� ��� ;����� �04�2� 1�!J0��!�2� 1!�2������  ���
��!!�����9�>������!�2�8 ����2��5����2�3��0 ���@1�!��� ���2 �����0�2�!�!� ��burst�size�0 �<��0���!>�
�04�N��
2��0 �2�!�����3�2�!�4 ��9��3���2��2�1�!J0��!�2�1�!�2�1�!�3�>�H
I���2�!�4 ��9��3��burst�rate.�8 ���2����� ��3��
��0�� ��� !����� ���!�� burst� size� �� burst� duration>� H�I� 
�1���� 3�2�!�4 ��9�� 1�!�� ��� 5���!� proximity� ratio� �� ���
��7�!0���9��8 ����!����!�F���2��2�3�2�!�4 �����2>�HDissertation_Gansen�A._2008I�

���2�� �3��7�2��3�21 N2�3�������4�����9��3�����3�2�!�4 ��9��3��proximity�ratio��2�!����F�!�
3�2���!!�������2������2�3���2D� ���3��������2���!!���!����! �3��3�����3�2�!�4 ��9��3��7�!0��
4�2������ � ��0���F�3�.� �� ��� 2�� �3�� ��!!����9�� �2� ���0�3�� crosscorrelation� �� crosstalk�
correction>�Crosstalk�correction����2�2�����������F�!����0�3�3��3�����0 �2�!��2������
�1�!��
����1!�2������3����2�3�2�7� �!97�!�2.��2�3���!.����� �2�!����2�����0�3�3��3�������0�!��3��
2��� 1!�2������ 3�� 1!������>� 	�!J� ����2�!��� ��0�!� ��� 5���!� 3�� proximity� ratio� 1�!�� �2���
0�3�3�����2��4����!�����0�����4��������F�!��1�!���3���!���2�3�0J2�3���2>�

5.2. Programa�IGOR�y�ORIGIN�
��� 1!��!�0�� �"��� �� ���"��� 1�!0����� !����F�!�  �� ��J��2�2� �!J7���� �� �2��3�2����� 3�� ��2�
<�2���!�0�2>�

�

�



� � � �

�

304

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



� � � �

�

305

AGRADECIMIENTOS�

�P���2�9�3��1�3�!��!�4����!�����8 �2��7�2�������1!�:�����<���2����0�!�5����2����3��5���3�2�
0�22��3�7����>��!�0�!�3�����.�0P��!�3�!�����!��!������/�20��.���������8 ��5����0����!��04����
09��
�������0�5��3��E�!� ��0 ���3�����4!���2�������2�8 ��0P<����: 3���3 !������8 �2�2�
���2>� 	��2�� ����� ��� <�� N2� �2���� ��1��� 3P�5����!� ��� �8 �2�� 1!�:����>� ��� 2������� �����
0P��!�3�!�����!��!������0�5��3�!����!��3����2�.���!���	��6.�1�!�3���!@0�����1�22�4�������3��
1�3�!��!�4����!��04��8 �2��1!�:����>�

������7���0������04N�0P��!�3�!���3���!� ��2��!6���2��������8 ��������1�!� ���3�21���4�������
3P�21�������2��!� 1�0������2�1�����2�3P�3��2>����/�!3��
�!� N2�1���2� �2 1�!���������!�>�\����

9�<� 1�!� �P������3�� �� -��3��4�!�� �� �7�!�!@0�� ��� 1�22�4������� 3�� �!�4����!� ��� 2� � �! 1>�
�����0���.�0P��!�3�!���3���!� ��2� �!6���2� �� ��� 	�L	0��.��� �
�!��39.� 1�!� �2����!@0�� ��
�7�!�!@0�� ��� �� � ��012� 3�5���� 3�� 8 ��2�5��� 3 4��>� ����!�� ��� !���!3�� 3��2� 3��� 3�21��E�
�E1���������������� ���7����X�����01���������222Y>������/���������0�������2�4���1�!��P�: 3��
�04���2��8 �12�3��1 !�7�����9>������	o���.�+ � ����P�8 �1�3���������1�!�7�������!@��2����5�3��
�!�2���v���!67���>�

���!��5 ����� 0�!�!������2��8 ���2�8 ��3�����3���0P<� �7���!� !���� 7����>����5�2�!����2����<��
0�3 !������2��8 ��2����2���<��3�27! ����0�����04����2�5�2���!�2>����1������7�0����3��2����	>�

��2� �����2� ���%.� 8 ��� 5���� �!!�4�!� �0� 5���� �!�4�!� �04�  �� �! 1� 3�� ����� �E��1������>�
�P��!�3�!��� �� 0�!�!@5�2�  �� 1�!�  �>� ���.� la� divina� proteosomal.� �!����2� 1�!� � 2� 4����2�
����2��� � 2�2�4��2����2�:�2>���� �����3��3����2��<����04��3�� � �0�!�3�>�+ � .��!����2�1�!�
�2��!�2��01!��3�21���4���1�!����0�!��2� ��2���M�2��������.�����@�77.=1�!���2����7�2����2�
�� 1�!� � �2�!�2� 0�0����2� 3�� ��������2� ����2>� �����2.� ��� 7!����2�� 0J2� 5��:�!�� �� <�11��>�
��!8 ��5�5�!���������7 �� ����E1�!���������!��.�1�!��;����>�������.�����0�!!!!��"!����2�1�!�
� � �� 3�� ������7���� �� ��2� ��!5�F�2� 1�!�"!6���>� ��4�!�@��4�!����.� �!����2� 1�!� � 2� 4����2� ��
� �2�!�2����5�!2������2�3����3����2�4!����3�>��2�<�!.�1�!�2�!� ���������04�0N2�����2�3��
0;2���� ��� ��4�� �� ��2� ��7������2>� 
�0.� 1�!� � �2�!�2� !�2�2� �� 4;28 �3�2� 3�� ������� ����2>��
	�����.� 1�!� 2�!� ��� 1�!2���� 0N2� 3�5�!��3�� 3�21!N2� 3P ��� 4�!!�>� � �2�<�!� ��M�� 1�!� ��� ��5��
�!����.�1�!8 ����2� ����!���������7���>���������4��������!�O�@�����1��2�!� !�2�0�!����5�3��2�
7!�O�2>� �� ��� ����� 1��2� �����!�2� 3�� ��3!�� " �!!�>� �� ��� 	��5��� 1�!� �P�: 3�� ��� ��3��
2���!��!���3�>����P��4�!��1�!����2�5��3�21���4������>��������3�O���������3�1�!���2����5�!2�2�
3����0�����2���!��!9>�

�����#�1�!� �P����!���8 ���0�39���1 :�!� ��2��2����2� ��E�!!�!��04�5�2���!�2>��� �����!��� �� ���
��2�.�1�!� 2�!� ��2� X! 4��2Y�0N2�3�5�!��3�2� �� 1�!� �2��!� 2�01!��3�21���4��2�1�!� �2�����!� ��2�
0� 2�1!�4��0����2>���!��������P�4��3�2�8 ��� ����5���2�>������
�4�.����3��22��0N2�3�5�!��3������
���5���3��!�21��2�4��>�"!6���2�1��� �� ��!!92��04� ����� �� ��� ��5����01�������>��21�!��8 �����
�� ���0��1!�7�22������2�� ��7���62���>������L�5�.�1�!�2�!����1!����1�
��O���!�0N2����@<�11���
�� ��!�����.� �!6���2� 1�!� �� ����!� ��2� 0�5�2� 4!�0�2>� �� ��� ) �!�� 1�!� 2�!� ��� 1�!2���� 0N2�
1�2���5����1!�1�!�!����0����!��01���3���������>��������5�3@1!�����.�1�!�2�!����1�!2����0N2�
�!��8 ������1���7���3�!�>��������!�w.�1�!�0������!@0�����7�!0�������4���!��0�>�� O����.�0��
��������.�� ����1�3��2�7����!>�"!����2�1�!���2�4 ������!�����1�!����5��:����^�!R��O�8 ��0��
1�!0���9�������!��>�



� � � �

�

306

�����G�1��2�;���02����2���01�!���2>���5�2���!�2�0����!6���2�1�!��7�!�!@0����!��7!�2����!� !�2�
��3����1�8 ��0P<��2��������!�1�3�>�������!�2.����0�!��0N2�0�3�!�������!!�����3�.������� 4���
8 ��0N2�����!���������4�>��<�������8 ��1�!���0����!�0�3����2>������4��@� �5�.�0�������������
7�!0�����8 ����3��3����1�!���2�1�!������4�������� �2��!�2�.�2�4!���3��3�21 N2�3����0�!>���
���������� :������.�R��<�5�!����!�� �����!��������4�����3��3����!��7!�2��>������/�!3�.����8 ��
1�O�09�.��!6���2�1�!���2���5N2��4!���3�2�����2���5�2�0�!�3�2�3����01�������>��21�!��1�3�!�
���v��4!�!�  ��� 7�2��� 3�� 3�27!�22�2� 4��� �5���>� �� ��� ����� 1�!� 2�!�  ��� ����� 5������� �� 1�����
3P����!��.�1�!8 N�2�01!�����2� ��2�0!� !��1!�1�!��>��<������2��21�!�� ��5������7���62���>���
�����0�6.�2�01!���P<��<��3��=<� !���3P<�5�!��!!�4����4��2������4�!���!���"!6���2�1�!� ������
0�������4��.�1�!���2����5�!2�2��� 2��2�3P ���<�!������2��3��2�1�!�7�!�3������!��2>��21�!��8 ��
��2��� 2�1!�:����2����5������� ���3��4N�8 ���P�E1�!�w�����3��2�!�1�!�>�

��2� 8 �2�� ���P	.� ��� ������ 1�!�  ��2� 7��2��2� 3�� - �2��� ;����2� H8 N� ��� �2��!J� 1�2��3�� ���
1�4!����� ��I>������/�2�1�3�����+ � �1�!�2�!� ���!��O�3 !������������5��5��������>������!�����
��1�5.�1�!����0N2�3�5�!����3�����2��� ���!����!�OO���������1��>����P�!����1�!�2�!� ��7!�O�7�2��>�
�����
��3��1�!�� �3 �F !�>����������@����.�1��2�3�5��3!�2.�3�:� 2.�3�0��!�2=5�:��1�!����2����
3��2�8 ����2�<�2� !�4 ���04�������2�3��	�4���� �� �� 3��2>������
����.�
�4�.��;!��� ��!36� ��
	�!����1�!�2�!�������	�<w��E�0N2�0���� �2>�

��2�0� 2���01���2�3����4�>�) ���5�0���0����!��!�0� ��1������! 1�3��mitonenes.�8 ���!��
<�������� �0������>���4����!����2�1�!���2�!�2�2����!����2�1�!�� ��� 3��������7���>��2����0 ��
2�� !��8 ��5�2��������!�0 ����:�2.�5���2�0 �<�>��2O�!.�� ��2�������7 ��4!�5��1�!��� �2�!�2�
� �!!�2�3����!���2�;����2>�� 11�.�� 11��J��0����������0����8 ��8 �3����<�F����7�5�!�3���!���
��2����2�2�3��3��F����2�5��!��2>������.�1�!�2�!����0J2�3 ����3����! 1�>��!O�.��<��O2�7�!��<��
�<��������O��R��� ���3���<�1�������:���2�����0�!��:�FF������!�2�R��<��� >�	�4@� �0��1�!�
�� 3�!��2����!���!�������7���0�������3��3��>���7����0���������0�5���!�2@1�����.��!����2�1�!�
� � �� 3�� 3��� �� 3��.� 1�!� � 2� ����2� 3�� 7�������!0�� ��2� 3��2� 3�7�����2� �� ��2� 0�!�3�2� 3��
��01����3�3>�	��������2�3�2�;���0�2��M�2�< 4��!���2�3��0 ��3�7�!����2>�

�� 3��2� 3�� �P�04����� 3��� ��4�� ��� 1�3��� 3��E�!� 3P��!��!� �� ���0�5�� �!��� �0���� �� ��01����>�
��!�.� �!�4�!@���0P<�� 7����!w�E�!� ��0�3 !�!�0���>�"!6���2�1��2�O��@O��2.� ��2�2���!��!���3�2.�
��2�4���2������4������2�����2�3��� �3�!�3�����2>����1��E���2�!J� ��1!�5����������04��8 �2�2�3�2�
1�3�22��3��1�!�2>�

�� ��2� ����2� 3��-��3��4�!�� 1�!� 2�!� ������2� �� �7�!�!@0�� ��� 1�22�4������� 3�� 3�27! ��!� 3�� �!�2�
0�2�2����� �2�<���3>����P�!����1�!������5������!�2����.��!6���2�1�!���01�!��!���2��� 2��0��2�
�04� 0�.� �� 2�4!����� �!6���2� 1�!� ��2� ���!� �2� ���5�!2�2>� �<�� �� 1�!8 �� ����!�� ��2� 8 �3���
0����2�:�02�3��2R����1�!�0����!�!���2�8 ��O2>�

�����/ ��0�.�1�!�2�!����7�3����0���8 ���2���������E1��������8 w�2���>��!���8 ����2� ���3����2�
1�!2���2�8 ��0����!��0�������E>����P�!�� .�1�!8 N�0P�2�62��: 3�������!w�E�!>���������!��1�!�
2�!� ��4 3<���21�!�� ��>���2��2����3�!2�1��2���12�3��2�0����3��!� !�2����2����3�>�����������
3P�!�20 2� 1�!� ��2� 2�!���2� 3�� 5�>� ��2� �0��2� 3�� 	���� ���.� 1��2� �2�� 2� 3�� ��� ��7����2�� 0N2�
3�5�!���2�����3���2�� ��!�� �����5���5��� !�>������5���2�3��	������3!� �1�!���2����5�!2�2���
�!�5N2�3���1��������2�4�!���!2>�

����2�����2�3�������D���!���.�����.�������������>���!�2�!������3�������2.�1�!�2�!@<��2�01!��
����!��8 ����2����2�����2��E1�!�w����2���2�3�2�����������7�!0��3��2�!>��������!����1�!������5��



� � � �

�

307

����!��.��� �P�����1�!�2�!� ��� 7�3��� ���7�3���.��� ���������1�!� ��� 2�5�� ���3!�2�� ��1!������9.� �� ��
�P����� 1�!� 2�!� ���� ;����>� -��� 8 �3��� ��!!�!�� ��2� 3��2� 3�� ���o���2� �� 1�2��!��!2� 5������2[�
���0� 0�3 !���� �� �21�!�� 8 �� ��� ��5�� ���1�� ��� ��� 8 ��  2� ��3��2� � 2�� �� ��� 0N2� 7����� ��
!�3����>� ��!8 w� <� � �!�4���  �2� ��01���2� 3�� ��0�� 8 �� �2���� 2�� !��  2� � �3�!��� ��0�  2�
0�!��E� �H����.�����!.��� !�����!���I>��

�� ��2� ��4�2.��;!��� �����6����1�!� ��2�8 �3�3�2���� 2�� �����0����09�� �� ��5����������5�22��
����5�3�4��>���� ��;�1�!�7�!@0��2�01!����2���.�1�!8 ������!����2�8 �3��������2���2�2�1�!�
�1!��3!�����21�!��2�01!������!@���4����1!�1>�

��2� 3�� ������� H����.� ��3�.�����E�.���!9.� �!�2.� "�00�.��;!��.� ��!!�.���5�3.� 
��.���4�!���.�
	��3!�.�	�!�I�1�!�2�!�����! 1�0N2�3��60��.�1�!�����22���!�0���0���2� ����3���2�1�!����4�!�
�!�����F���� ��2�1�!>����2�5�����2.�2�1�!2���	��0���2�	����2���06��8 �2.���2�<�!�2����4�!�3��
7�� ����� �� 7�!!���!!��2>� ��!8 �� 2� �  ��� 1�!�� 0���� �01�!����� 3�� ��� 0�5�� 5�3�� �� 0P��!�3��
1��2�!�8 ����� �2�0�2�2����3!�0� ���1����������4�����!����2���!�2�����E��1�3!�0�3��E�!�
3��1�!��!�3�����2>��������!��.����P��3�.���!�.�����2�.���!9����!�2�1��2�O�4�42��01!�5��F��2���
��2� ��012� 8 �� 1�22�0� : ��2>� ����� �!6���2� 1�!� <�5�!@0�� 3���3��� �� �2� 3��!� 4��8 �0���� ��
!���!3�!�8 ��� E ��5��1�1�!�!�2� ��� ���!�!� �� ���22����1!6�����5�� �1�!�����2� �� !������2� ���
�2���2=��:�0��:�0>���� ���3�.�1�!������5��2����!����>�	�!62� ���0�!��4! ����>����������E��1�!�
2�!��P�!�����F�3�!��3����2�0�� 3�2>�������!�2�1�!������5����01!��22�9������3!�2�>������!����
�P��!9�1�!�2�!���2����&�����3����2���2�!�2�8 �3�3�2�3��4! �E�2>��<���������"�00����1�!�2�!����
	<�!1��0N2�0����� �� ��0N2�4! �E����3�� ���2>�"!6���2�1�!� ��2����2�2�5������2� ��1�!�2�!���1�
3P��!��7!�2����� ��0�0����3�7����>�

�����0����.��� ���0�5�� 7�0����>��� �����!�4��� ������������.�1�!� �P������3�� ��1�!�2����!@0������
�2��0�3�����!��5�2���!�2����2���2�3�22�4��2�3 !���2� �2����2>���2�<�!0�22�2220�2.�1�!�2�!�
���� �����3�!�2>� 
���.� 1�!� 2�!� ��� 0� � 2����� 1�!�.� 1�!� � �3�!@0�� :�� 3�2� 3�� 8 �� �!��  ��
���!�������1�!�7�!@0��!� !�>��!���8 ���!6���2���� �<���1!N2���7�!�4!�0�2���7 ��!�3��2���12�8 ��
3��5���3�2���2��7�!��E����5�3�>����1�1��1�!8 N�2��0����3�!!�!��2���0�����0�2�1!N���04�
���7�!���1�!�2�� �!���3�5���>���1�.��2�1�!����8 ���2���1!�7�2�9��0��7�2����>���!8 �����!�F9��
3��0�� 1�2�9�� 1�!� ��� �������� �2� ��� �2��0 ��� 3�� ������!�!� 2�� ��9�� �� ��2� 4������2� 8 �� ��2�
������!�0�2�3 !�������� ��0���� ���0�3��5�3�>��� ���0�!��1�!� 2�!@<�� 	�����>���!� ��� ��5��
5��������.�1�2�!@��� ��2�!�8 ���2� �� ��0���!�1�!� ��������3���;!������1�������5�3�.�4����!���
��2��0���!���2�62�1��E����!�4������2����2�3���� ���1��������4���9�3��	�������>���2����0����!�
1�!2����8 �������>�

�

�

�

�

�



� � � �

�

308

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�



� � � �

�

309

BIBLIOGRAFÍA�

�
�O<0���5.� ��.� �>� �>� ��1�5.� ��� ��>� ny�22��������� �7� �<�� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� H
���I� �����

1���0�!1<�20�R��<�1<�2�����1�!7�!0������7���<����2z>n���F�����<���5�O��36H#ID�%#%@?>�
��4!���.��>.�/>�"!�77��<.������>�H%AKKI>�n�22����������7���1!������2�! �� !���7�1!�4�4���0�04!����3�!�5������R��<�

-���������0����<��3!�����������!���2��!������7�!�1��������>n��!�����������3�	�����	���74HBID�%'BC@?#>�
����2�@�����2.� �>.� �>� ">� ��2�!�.� ��� ��>� H#$$CI>� n�����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!2� 
��.� 
�
%� ��3� 
�
#D� ��

2��!�<�7�!�����5�!����2&<�1����1�2���3��<��!�2O��7���!3����<�1�!�!�1<�>n���2���!O�!2�25H'ID�%'%@A>�
��5�!�F.��>.��>��>���!��.������>�H#$$CI>�n�����<��3!�����!��2�!�1�����7����!���H
���I������5�!���������3�!�2O��7�

����@��2�����F<��0�!h2�3�2��2�>n�/���F<��0�!2���2�13H'ID�#K?@C$>�
����2<��<O��.� �>� ��3� �>� �>� 
����<����� H%AA?I>� n��2������ !���2� 7�!� �R�� 1 !�7��3� 7����!2� ��� �!��2�!�1����� �7�

L���1 2�0����<��3!�������>n����������
����15H%#ID�K$'#@B#>�
����2<��<O��.� �>.��>��>�
����<����.������>� H%AAKI>�n
<��-�"@4�E�0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!�E�@0�
���

4��32������2������!�0�!��������5����4�3�!����������!��2�!�1����>n���
��/�16H%%ID�'%AC@#$G>�
�2��@��� ���.� />.� �>� -��0.� ��� ��>� H#$$BI>� n�� 0���0�!@��@�!�0�!� �!��2������ �7� �<�� < 0��� 0����<��3!����

�!��2�!�1����� ��!0�������� 7����!� H0
���I� �2��22������3�R��<��� ��22��7� ���5��!������5���>n� /�
�����<�0�
279H%?ID�%?GK$@K>�

�2��@��� ���.� />.� 
>� 	�<R��3.� ��� ��>� H#$$?I>� n
<�� < 0��� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� ��!0�������� 7����!�
H0
���I��2�7 ��������5�����5��!������<�����@1<�21<�!�����3�7�!0>n�/�
�����<�0�280H#KID�#?BAA@?$?>�

����!3�.�">���3�">�	�<��F�H%ACCI>�n
������2�2��7�0����<��3!��>n���� ���5������
����4D�#CA@'''>�
����!3�.� ">.� �>� +���3�.� ��� ��>� H%AA?I>� n��01��0��������� ��3� 2��!�������� 4�<�5��!� �7� 3�2��2�@�� 2����

0����<��3!��������0 ������2�������� ��!�0�3���2�2��02>n�
���<�0�
��1<�2������1271H%ID�#B%@C>�

�!!�����2.� �>.� �>� ���1���.� ��� ��>� H%AAGI>� n�� � ����!� 3�7���� ��� �<�� B1%G� !������ 1!�3�21�2�2� ��� 0 ���1���

0����<��3!��������3�������2����7�0����2�R��<�^��7!�0�2��3!�0�>n�/��������5�2��97HKID�%?K$@G>�

����.��>��>.�
>��>�
:�!O.������>�H#$$KI>�n�22���������2� 3���7��R����������5�!����2����0����<��3!�����!��2�!�1�����

7����!���H
���I������F<��0�!h2���3���!O��2��h2�3�2��2�>n��� !�2��������420H'ID�#?K@G#>�

����<�.��>��>.��>�
���!�0�.� ��� ��>� H%ACAI>� n	1���7��� !������������7� �! ��7�!0�����4��� ����!�1!������-�"%>n�

	�������243HBCAB����%ID�%$?G@A>�

��2�<.� �>.� �>�^�4�!@���7�.� ��� ��>� n���� !�1��!� ��� �!�������2D� ���<R��2.� �!����F�����.� !�� ������.� !���5����� ���

3�2��2����3������>n�
���<�0�
��1<�2������1813H%ID�%CG@#$$>�

����<����.��>��>.��>��� 22�� .������>�H#$$CI>�n
<������!�3�2�! �� !���7�< 0���0����<��3!��������� �����32>n�/�


�����<�0�283HGID�'GG?@K?>�

���R��F.� �>� �>.� �>� �>� �������.� ��� ��>� H#$$GI>� n����������� ��3� 4����3D� 0 ���1��� 7 ������2� �7� �<�� < 0���

0����<��3!�����!��2�!�1�����0��<���!�>n����������24HGID�C%'@#?>�

!�R�.� ^>� �>.� />� 	<���.� ��� ��>� H%AKCI>� n- 0��� 0����<��3!���� ���D� �����2�2� �7� K	� ���� 7!�0� �<�� �!����� �7�

!�1��������>n��!�����������3�	�����	���75H#ID�K'?@A>�
��0�2�0 3!�0.��>.�/>�\>�����.������>�H#$$'I>�n
!��2�!�1�������!0������������<��0� 2��0����<��3!����-@2�!��3�

1!�0���!� 3�2���� 2���� !�8 �!�2� ��� �&
� !��<� 2�8 ����� 0���7� ��3� 2�8 ����� 21���7��� ���� 4��3����
1!�����2>n�� !�/�
���<�0�270HGID�%%#C@B$>�

��� ��5�.� �>.� 	>� �����!3.� ��� ��>� n
<�� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� 7 ������2� ��� 0����<��3!���� 4�2��
�E��2����!�1��!>n�������1��!�H�02�I�9H%$ID�%$C$@A>�

������.� />� ��3� ">� 	>� 	<�3��� H#$$GI>� n�5�3����� 7�!� ��� ��!��� ����� 3 1��������� �5���� ��� �<�� �5�� ����� �7� �<��
0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!�
� 7�0������3�0������������7� !����0��<���!��27�!�2������5���� ���
< 0���0�
�
%���3�0�
�
#>n�/������5���63H?ID�K$K@%K>�

�!���� .��>��>.��>�->�	���! 0.������>�H%AAAI>�n�����<��3!��������!�1��!�1��<R��2>n�� ������2�434H'ID�%'K@BC>�
� ����.�\>�/>.�f>�+���.������>�H#$$KI>�n�����<��3!����2����!���������!�����7��<���<�0��<�!�1 ������������21���������

<��3���3����O������!>n�/�
�����!��
��0�04!�39H%ID�B'@?$>�
�<���.��>��>���3��>��>���������H%ACBI>�n�!���2���3����7���������7���3�5�3 ���1!�0���!2�7�!��!��2�!�1������7����<�

2�!��3��7�< 0���0����<��3!�������>n������36H'ID�G'?@B'>�
�<���.� �>� �>.� />� �>� -�E2��.� ��� ��>� H%ACGI>� n����!� �!��2�!�1����� ����������� �5���2� ��3������ �<��� 4��<� < 0���

0����<��3!����1!�0���!2�7 �������4�3�!����������>n����������
����6H%ID�#AB@'$%>�
�<�.� />�->.� 	>� />�-�.� ��� ��>� H%AACI>� n����5������@4��3����1!������4� �3� ��� �<��0����<��3!���� ����!�0�04!����

!�2��!�2��<��� ���0 ��������7�0����<��3!����<�2������47#1����	���<�!�0���2���!�5�2���>n����������
����
18H%$ID�?K%#@#'>�

�<��.�+>�	>.�	>�\�0.������>�H#$$%I>�n�����<��3!�����!��2�!�1�����7����!���H0�
��I���3�3��4���2>n����4���2���2������
�!����54�Suppl�2D�	'@A>�

���!��<�.��>�/>.�">�	>�	<�3��.������>�H%AA?I>�n�33�������7���#A�!�2�3 ����!4�E��@��!0�������������5�!�2���2�01���-�"�
4�E@�����������1!��������������!��2�!�1�����������5���!>n�/�����
����249H%ID�%%@#C>�

���!��<�.��>� />.�">�	>�	<�3��.������>�H%AA?I>�n- 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!�����3�1!�0���!�21������
�����!�����!��!�8 �!�3�7�!��!��2�!�1���������������>n�
���<�0�
��1<�2������1271H%ID�%#K@'B>�

��77���.�/>��>���3�
>�	����0���H%AA%I>�n�����2��!�����5���7��<��� ����!.��<!�0�2�0���<��<@0�4�������!� 1�1!������
-�"%�������2��0����<��3!��>n��!�����������3�	�����	���88H%KID�KCGB@C>�



� � � �

�

310

����!3�.� �>� �>.� �>� � 2����.� ��� ��>� H#$$'I>� n������������ ��3� ��5��� �7� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� ���
2�5�!����!���2��7��� �����3���3�!��2>n�
���<�0�
��1<�2���2���00 ��301H%ID�%CK@A%>�

�O2�!��3.� �>� �>.� �>� ���O��4�!�.� ��� ��>� H#$$BI>� n�����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� !�� ����2� 0����� ��1��
� 04�!����0�00��2>n�- 0�����"�����13HAID�A'?@BB>�

�O2�!��3.��>��>.��>�
�!F���� .������>�H#$$KI>�n�!��!�22�5��1�!O��2���20����0����R��<�!�21�!���!�@�<���@3�7�������
3�1�0������ !��2>n��!�����������3�	�����	���104HBID�%'#?@'$>�

�����.� �>.� �>� ��!��.� ��� ��>� n
<�� �<�01���2h� 0����<��3!��D� �2� ��� ������������ 3���!0���3�� �� !�5��R� ���
0����<��3!����������3���������<������1�!7�!0����>n��<�2����"���0��2�43H%'ID�KCA@AC>�

���O��4�!�.��>.��>�"�21�!�.������>�H#$$#I>�n�����<��3!�����!��2�!�1�����7����!2�
%���3�
#�����5�����!��2�!�1�����
�7�< 0���0����>n�����"�����31H'ID�#CA@AB>�

��!���3�F@	��5�.� �>.� �>� ��!����F@�F�!��.� ��� ��>� H%AAKI>� n
<�� < 0��� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� ��!0��������
7����!�H0
���I��2���0 ���F�11�!�1!������4 ��4��32���������2���0���0�!.�R��<��5�3�����1�����������
���!�0���� ��!��� �����F�11�!�����!������2>n���
��/�16H?ID�%$GG@KA>�

��2<�!.� �>� �>� ��3��>� �>� �������� H%AC?I>� n�� �!��2�!�1����� 7����!� !�8 �!�3� 7�!� 1!�0���!� !����������� 4�� < 0���
0����<��3!���� ���� 1���0�!�2�>� ��� !���� ����������� ��� �<�� <��5�@� ��3� ���<�@2�!��3� 1!�0���!2�
3�22����3���3�!����2��� ��3����5��!�>n�/�
�����<�0�260H#$ID�%%''$@C>�

��2<�!.��>��>���3��>��>���������H%ACCI>�n� !�7����������3��<�!����!�F�������7�< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����
7����!�%>n����������
����8HCID�'BAG@?$A>�

��2<�!.��>��>.�
>���2�R2O�.������>�H%AA#I>�n����R!�11������3�4��3����4����0����<��3!����<��<�0�4�������!� 1@
��O���!��2�!�1�����������5���!�1!�����>n�/�
�����<�0�267H?ID�''?C@GK>�

��2<�!.� �>� �>.� �>� �>� ��!�2�.� ��� ��>� H%ACAI>� n���E�4��� !����������� �7� !�1�3��� �5��5���� 1!�0���!� 2�8 ����2� 4��
0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!�%>n�"���2���5�3H%#
ID�##$#@%K>�

��2<�!.� �>� �>.� />� �>� 
�11�!.� ��� ��>� H%ACKI>� n�!�0���!� 2��������� ��� < 0���0����<��3!��� ��5��5�2� 4��3���� �7� ��
�!��2�!�1�����7����!�����!���������@��3�1��3���� 12�!��0�!�� ����!�����0���2>n������50H#ID�#BK@?C>�

��!��.��>��>.�/>��>�-�E2��.������>�H%ACCI>�n��01�!�2��2��7��1����3�< 0���2�8 ����2��<���!�� �����0����<��3!����
�����!��2�!�1�������3��@���1�����2���<�2�2>n�� ���������32���2�16H%'ID�?CB%@G%>�

�!�33��.��>�^>.�/>��>�\��!�.������>�H#$$BI>�n���<���20��7�������01�������4�����2��0����<��3!����1!�������47#1>n�

��1<�2�/�86H'ID�%G'#@A>�

"�!!�3�.��>.��>�"!�1�!��.������>�H#$$'I>�n��01�2��������3�3���0��2��7�< 0���0����<��3!����� �����32>n�����
����
�����14HBID�%?C'@AG>�

"�21�!�.� �>.� �>� ���O��4�!�.� ��� ��>� H#$$BI>� n
<�� 0����<��3!���� ���� 1���0�!�2�� ����!�4 ��2� �!��������� ���
1!�0���!�21���7���������0�00����������2>n���
��/�23H#'ID�BG$G@%B>�

"�R�3�@^���!��<.� \>.� \>� 	�7!���R.� ��� ��>� n�����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� 5�!����2� ��3� �<�� !�2O� �7�
��!O��2��h2�3�2��2�>n��� !�2��������469H%ID�#B@A>�

"<�5�FF���.� 	>� �>.� �>� 	>� ��32��.� ��� ��>� H%AABI>� n��� �!�������� 7���1!���� �����2�2� �7� < 0���0����<��3!���� ���D�
< 0���0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!��� ����!������2� ��� �<�� �!����� �7� !�1��������>n����� ����� 
����
14H%#ID�KK%K@'$>�

"��2�.�\>.�/>������.������>�H%AABI>�n��2���������@4��3����1!�1�!���2��7��<��<��<�0�4�������!� 1�3�0�����7�0 !����
��3�< 0���	�+�2�E@3���!0������7����!2>n��!�����������3�	�����	���91HCID�''GC@K#>�

"���2.��>��>.�->�
����.������>�H%AC$I>�n����!������<�!��������7�< 0���0����<��3!�������>n��!�����������3�	�����	�
��77H%%ID�GK%?@A>�

"��3���.� 	>� ��3�">���!��1�22�� H%AACI>� n�����2�2��7��E��������2 01�������3�0����<��3!����1�!0��4������R��<�
�������0���>n����<����������5�101H'ID�#B?@?G>�

"���.� �>.� +>� ���2 2<�0�.� ��� ��>� H#$$%I>� n�!�2�1<���� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� H3@
���I� �2�
3�21��2�4���7�!��<���!��2�!�1������7�0����<��3!�����������\�%GK�����2>n�
���<�0�/�354H���#ID�#B'@C>�

"!��.��>�^>.�">�
 !��!.������>�H%AAAI>�n�����<��3!�����5�� ����>n�	�������283H?B$KID�%BKG@C%>�
"!�22�<�3�.� �>.� \>� "��2�.� ��� ��>� H%AABI>� n-�"� 3�0���� 1!�����2D� �!�<����� !��� ���0���2� ��� �<�� �22�04��� �7�

� ����1!������2�! �� !�2>n�
!��32�"�����10H'ID�AB@%$$>�
" �.� />.� �>� f<���.� ��� ��>� n�!�8 ���� �! �������� 0 ������� �7� 
���� ��3 ��2� 0����<��3!���� ���� 3�1������� ��3�

�1�1������!�2�2���������0��!�2��������@ �2��4�������!�����������!>n������!���2�71HCID�#AKC@CK>�
" !.��>���3��>�
>�	� �!�H#$$AI>�n���!��2����1!������2 42�!���2�1!��!�0��<��21��3���3��1�!�������77���������7�

�<�����W�����1!����������0��<���>n��!�����������3�	�����	���106HBBID�%C?$'@C>�
-�.��>�\>.�
>��>�
���.� ��� ��>� H#$$#I>� n�����<��3!�����@�!���� ����!������ ���1!�0��������� ��2���2��7� �<��<��3���3�

���OD���0�!O�!�7�!�1!��!�22������3��������1!���7�!�����>n�����������!���2�8HKID�##G$@?>�
-���2<�.�+>.��>�+�2<�3�.������>�H#$$CI>�n��5�!2���7����@3�1��3����0�0�!���01��!0������3�0����<��3!��������

3�0�������0��!������4������5�!�E1!�22�����7�< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!������0���>n�/�
�� !�2���28H'BID�CG#B@'B>�

-�.� />.� �>� �>����.� ��� ��>� H#$$KI>� n
<�� ���W� 1!������ �
��'� <�2� 3�21����0���� ���1� 4��3���� 1!�1�!���2� ��3� �2�
��5��5�3����0����<��3!����� �����3��!����F�����>n�/������
����176H#ID�%B%@G>�

-�E2��.� />��>���3��>��>���������H%AC?I>�n������������7��!��2�!�1�����7!�0����<��7��<���R��< 0���0����<��3!����
1!�0���!2� !�8 �!�2� ��8 ��� ������3�2� ��� �<�� �!��2�!�1������� 2��!�� 2���2>n��!�����������3�	����� 	���
82HAID�#GG$@B>�

-�442.��>��>.��>�	!���5�2��.������>�H#$$%I>�n�00%1.���0����<��3!����� ��!�0�04!����1!�����.��2���������3����
0����<��3!��������H0����I�� �����32���3�!�8 �!�3�7�!�0�����2��4�����>n�/������
����152H#ID�B$%@%$>�



� � � �

�

311

- ���.�/>��>.��>�
>�f�04��.������>�H%AABI>�n-�"@3�0����1!�����2�21���7���������<�4����<��!�1��!��7��<��0�:�!�����
�33 ����7��<�����������!�3! ����21������4��< 0����E��2����� ����2�>n��!�����������3�	�����	���91H##ID�
%$'AB@C>�

- 11�!�.�/>��>���3�	>�
���2 4!�0������H#$$KI>�n"@8 �3! 1��E�2����1!�0���!2��<!� �<� ���<��< 0�������0�>n�
� ���������32���2�35H#ID�B$G@%'>�

�4�!!�.��>�/>.�->�\�0 !�.������>�H#$$BI>�n
<��7 ����������!����F�������7�0����<��3!��������0�2����< 0�������2>n�

���
����2D�A>�

�0.�	>�->���3�/>�����H#$$'I>�n�3����7���������7�-�"@?��2���3� 4��@2�!��3�3�����0�!������@4��3����1!����������<��
��0���3�������!<�43���2�������2>n���
	������554H'ID�B??@G%>�

/�0���F@�����3�F.��>.��>���!���3�F@������.������>�n- 0���0����<��3!����0
����R!�12��!� �3������<!� �<���
��7�@<��3�3�2 1�!<����������3�0�!�1���>n�����	�! �������
����17HKID�CA%@'>�

\�:��3�!.� �>� �>.� �>� 
>� ��5��.� ��� ��>� H#$$$I>� n- 0��� 0����� 2 4��0��2� !�2�04��� !��!!����3� 0����<��3!����
����02�7� �3����1��<���������2����2>n�- 0�����"�����9H%AID�#C#%@'?>�

\��O�.�
>.�\>��<��O�.������>�H#$$BI>�n�!�<����� !���!�����7�0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!������0������������7�
< 0���0����<��3!�������>n����������
����24H##ID�AC#'@'B>�

\�2��.�->.��>��>��!���.������>�H%ACGI>�n��!0�������7�C@<�3!�E�� ������0������������� ��!�����4�������2�1!�3 �����
�E�����!�3����2���3��5�3�����7�!���2�!�1��!>n���!��������2�2�7H%%ID�%CBA@?%>�

\� 70��.� 
>� �>.� �>� � !�2��.� ��� ��>� H#$$KI>� n
<�� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� 
���� ���!3�����2� �<��
�22�04����7�0 ���1�������0���� ��2������� �����3@��O��2�! �� !�2>n�����
���������18HAID�'##?@'G>�

\�����.��>��>.��>�\>�) �����.������>�H#$$AI>�n�����<��3!����������<�!�1��� �0���2�0����<��3!����1<�2������������
��!O��2��h2�3�2��2�������0�3��>n�- 0�"����
<�!�20HCID�CAK@A$K>�

\����.��>��>���3��>��>�	��!1 ����H#$$BI>�n
!��2�!�1�������!�� ����!����!� ��2�����!�������0����<��3!����4������2�2�
��3�7 ������>n�"���2���5�18HBID�'?K@GC>�

\�3���.��>.�->��F 0�.������>�H#$$AI>�n
<��!�3�E��#���<����2��<��3�0���3�����4��3��������5�����7�0�
����<!� �<�
3�!��������!������>n�����/�������35HGID�%B'?@B$>�

\��22.�/>.��>��>��>�� !1<�.������>�H#$$'I>�n
<��!�����7�����!���������!�2�3 �2�����<!�0�2�0���<��<@0�4�����@�!� 1�
1!����������4��3���.�4��3������3�21���7�����>n�� ���������32���2�31H%%ID�#C?#@GB>�

\�2��!.�/>��>.�
>��>���!2<���.������>�H#$$$I>�n
�!����3��5�!����5�����7�4���������\H�
�I��<�����2���3 ��2�1!�7� �3�
���������3��4���2>n������100HGID�GB?@?B>�

\! 2�.�
>.��>���!�2�0<��.� ��� ��>� H%ACAI>� n
�!0���������7� �!��2�!�1����� ���< 0���0����<��3!��D� �3����7��������
��3�1 !�7���������7�������4��3����1!������7����!��<���1!�0���2���!0�������>n������58H#ID�'A%@K>�

\ ��:.� �>� ��3� �>� �>� 
 ��R� H#$$KI>� n�5�� �����!�� ���O�!���� R��<�0����<��3!���� � �����32>n� 
!��32� ����� 
����
17H%#ID�?CG@A#>�

\ ��:.��>.�
>�\ ��:�5�.������>� H#$$CI>� n�����<��3!����� �����32� �3�!���!�0�3������ ��� !�21��2�� ���0���4�����
� �2>n�/������	���121H���%%ID�%CG%@C>�

\ <�.� �>.� �>� ����.� ��� ��>� H%AABI>� n� ��������� 3�77�!����2� 4��R���� �<�� �R�� 21����� 5�!����2� �7� �<�� � ������!�
�!��2�!�1����� 7����!� �
�D� �<�� 2����3� -�"� 4�E� 3���!0���2� 21���7������ �7� ���� 4��3���� ��3�
�!��2�!�1�����������5���>n���
��/�13H#ID�B%G@#B>�

\ O��.� �>.� �>� �>�^ !0.� ��� ��>� n	 1�!@!�2�� �����0��!�2��1�� !�5���2� �<���0�00������0����<��3!���� � �����32�
<�5�� ��  ��7�!0� 2�F�� ��3� 7!�8 ������ �������� �� 2������ ��1�� �7� 0����>n� �!��� ����� ���3� 	��� �� 	� ��
108H''ID�%'?'B@A>�

��!22��.��>�">.�/>�^���.������>�H%AACI>�n�����<��3!�����!��2�!�1�����7����!����2�����22�!��7�!�0�����0�����������
��3��04!������2�2����0���>n�����"�����18H'ID�#'%@G>�

�� 3��.��>.��>�	��<����.������>�H%AA'I>�n����2�!����3�3�5�!2�����7��<��-�"�4�E�2 1�!7�0���>n�� ���������32���2�
21H%$ID�#BA'@?$%>�

� .� 
>.� 	>� +�3�5.� ��� ��>� H#$$KI>� n����2� 7�!� �<�� < 0��� �
�@3�1��3���� ���� 1!����2�� ��� 0����<��3!���� ����
0����������>n�/�
�����<�0�282H#BID�%K'G'@KB>�

��04�.� �>.� L>� "��.� ��� ��>� H#$$'I>� n�����!�1<���� ��3� �E�3���� 3�0���� �7� 0����<��3!���� ���� ���3���� ��� !�1�3�
�5�� ������7�<�0�1��20���0 ������2>n��!�����������3�	�����	���100HBID�%C'C@B'>�

���� 2.��>��>.�	>�->�/���.������>�H%AABI>�n�����2���7��<�����2��0����<��3!��������1���0�!�2��21���7������7����!�
7!�0��!��2�!�1�������01��E�2>n�/�
�����<�0�269HB#ID�#G?GC@KB>�

��!�<����.��>.�
>�-�!2�<.������>�H%AAGI>�n�����<��3!����1�!0��4�������!��2�������!����!2���01<�������1�1��2�2>n�/�
�00 ����157H%%ID�BC'$@G>�

��!���.��>.� />� �<�.� ��� ��>� H#$$?I>� n
�!0�������� 7����!@0�3����3����� ���1�4��R���� ��!0����������3� �����������
2���2�3!�5�2�0����<��3!����!����2���<�2�2>n������123HKID�%##K@B$>�

���2 ����.��>���3�/>��>�/��<�����H#$$BI>�n���!��2���1!�0���!�!�����������4����n��!�n�����1���0�!�2�>n�/�
����
�<�0�279HB'ID�BB#'A@B#>�

���2 2�O�.� ->.� �>� �O� �<�.� ��� ��>� H#$$?I>� n	������5�� 3�2! 1����� �7� ���@#� ����� �E���!4���2� 0����!3����
��7��00��������3�3�27 ������� ���0����R��<� ����O���@��3 ��3���!3��0��1��<�>n��0� /��<�2����-��!��
��!���<�2����289H?ID�-%C?C@GB>�

���2 2<�0�.�+>.�\>����2 0 !�.������>�H#$$'I>�n� ���������3�0���2��7��<��O���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!�
��7�!��<��0������������7�0����<��3!����������1��� 04�!������01<�0�������������
B$>n�/�
�����<�0�
278H''ID�'%%BA@?C>�



� � � �

�

312

���� ���.��>�/>.�/>�f�00�!0��.������>�H#$$KI>�n-�"
�4��3����������D�2��������3�3� 4���4�E�0���72>n�/�����
����
374HBID�AA'@%$$B>�

��� ����<.��>.�
>��>�	��3��@�����.������>�H#$$#I>�n��< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!��2�!�����3��������
�3������0��<���!��27�!�2�2���3�4��32�	@�3���2��0��<������>n����������
����22HBID�%%%G@#?>�

��� ����<.� �>� ��3� ">� 	>� 	<�3��� H#$$'I>� n- 0���0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� 
%� ����!���2� R��<� �<�� �@
��!0����� ����5������ !������ �7� <@0�
��� ��3� 2��0 ����2� �!��2�!�1����� ��3�1��3������ �7� ��2� ����
0��<���!��27�!�2������5���>n����������
����23H%GID�?C%G@#B>�

���!�R.�
>��>���3��>�
>��<���H%AA'I>�n� �����������01��0����!����4��R�����<��-�"%@��O�����2��0����<��3!����
<�2�����-����3��<��4����!����<�2����@��O��1!������-�>n�/�
�����<�0�268H%KID�%#K?C@G'>�

��!��!.�
>��>.�	>���1<.������>�n
<��< 0���0����<��3!�����!��2�!�1��0�>n������146HBID�GB?@?C>�
����3��5.��>��>.��>���2O�.������>�H#$$AI>�n���<���������7�%#	�!�����2�����22�!��7�!����5�5��2��4�������7��<��20����

2 4 �����7��<��0�00������0����<��3!����!�4�2�0�>n����������4�9HBID�'CG@AK>�
����O�R�.� �>.� �>� 	��3�.� ��� ��>� H%ACKI>� n�2�������� �7�0�!1<����������� �������0����<��3!���� � �����32� 7!�0� �<��

���2�.�	���<�!�0���2���!�5�2���>n�/������	���88�(�Pt�4)D�B'%@A>�
�������.� />.�
>��<!�2����2��.� ��� ��>� H%AC#I>� n�3����7���������7� ����������� 2���2� 7�!�<��5�@2�!��3���3� ���<�@2�!��3�

�!��2�!�1��������< 0���0����<��3!�������>n��!�����������3�	�����	���79H#'ID�K%A?@A>�
��22.��>��>�H%AGAI>�n��5�!2�4�������!�������7���!� ��!�3�0�!���3�<��<�!�0 ���1���7�!02��7�0����<��3!�������>n�

��� !��223H?#%%ID�%%#B@A>�
��22.�	>���3��>��>���22�H%AG'I>�n���!�0����<��3!������4�!2�R��<������<�!����!�2���2>���>���F�0�������3���<�!�

-�3!�������
!���0���2>n�/������
����19D�G%'@#A>�
��0�:�!�5�.��>.�	>��!2��!.������>�H#$$?I>�n
<��1�2�@�!��2���������1<�21<�!����������3�������������0�3�7��������

1!�7���� �2����� �<��3���!0������ 7����!� ��� ��!���������3����� 2�2�!�22@��3 ��3�1?'� ���0����<��3!��>n�
���������<���77�!�12H#ID�%AK@#$$>�

����O.�->.�
>�
�3��!�O.������>�H#$$GI>�n
���@3�1��3������3���3�1��3����3���0��2��7�0�������5��2�����#�%#�
0��4��2�2��� 2�3�4��!�3�E�2�!�22>n�
���<�0�
��1<�2������1760H#ID�%B%@?$>�

�h��<����.�/>��>.��>��>�
!��3��.������>�H%AA%I>�n��5���10��������3���22 �@21���7���!�� ��������7��5������2 ���@
��O���!�R�<�7����!����H�"�@��I�0�����E1!�22���>n������������3��!�����78H%@#ID�CK@AG>�

�<��O�.� \>.� 
>� \��O�.� ��� ��>� H#$$KI>� n
<�� �@��!0����� ����� �7� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� 0�!O�3���
2�!����<��2���2�����!���4��3����������>n�/�
���<�0�141H#ID�#$%@%%>�

�<��.�
>.�	>��0�3�.������>�H#$$$I>�n
��3�����7�< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!��.����-�"�4�E�1!�����.�
�����7� !@R�������: ������>n�
���<�0�
��1<�2���2���00 ��271H#ID�BA#@C>�

��!�2�.� �>� �>� ��3� �>� �>� �������� H%AA%I>� n	�0���!���� �7� < 0��� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� %� ��� <��<�
0�4�������!� 1�1!�����2>n�	�������252H?$$CID�AG?@A>�

��!�2�.��>��>.�
>�L .������>�H%AA'I>�n��< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����������5���!�����7 �����������!�1�������
���2��0����<��3!����-�"@4�E�1!������4��<����5�5����3����5��!�>n����������
����13H'ID�%A?%@G%>�

��!!�.��>.�->���!3�:�.������>�n
<����01��E�����!1����4��R����0����<��3!����3���0��2���3���!3����0���4���20>n�/�

�����!��
��0�04!�43H%ID�BK@?%>�

��2� O<.� �>.� �>� 	<�O����O�.� ��� ��>� H#$$KI>� n- 0��� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� 1�22�22�2� 0 ���1���
2 4���� ��!���!�������2�����2>n���
	�/�274H#BID�GBCC@AA>�

�� ��.� 
>� 
>.� �>� />� -��O��2��.� ��� ��>� H%AA'I>� n
<�� ���21���7��� ���@4��3���� ��3� @4��3���� 1!�����2� -�"%� ��3�
-�"#�1!�0�����<���22�04����7���01��E�� ����1!������2�! �� !�2>n�"���2���5�7HCID�%?#%@'B>�

�7���2�<0�3�.� 
>.��>����22��.� ��� ��>� H%AAAI>� n��!���� �!��2�!�1������� ����!��� �7� �<�� �<��!�1��2�� ����2�124����3�
12��
��3: 2�2�1<���2���<�2�2�������<�����!���3�2�!�4 ��������1����2>n���
�
���7��48H'ID�#K%@G>�

�<�0.�L>�->.�">���!��.������>�H#$$GI>�n���2�!5�3�2�8 �����4�E����3�!���2��!��2�!�1�������!0����������3�1!�0�!�
7�!0���������0����<��3!��>n�/�
�����<�0�281H'BID�#BGBK@?#>�

����2.��>.��>���FF���.������>�H#$$#I>�n- 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!���H0�
��ID������2�! �� !����3�
�<�!����!�F�������7�!�����3�12� 3�����2>n�"����291H%@#ID�##'@'#>�

������.��>.��>�	���� 4.������>�n	�! �� !���7�< 0���0����<��3!��������1���0�!�2�>n���� !��478HK'GCID�#GA@K'>�
	��3��@�����.� 
>� �>.� �>� ��� ����<.� ��� ��>� H#$$'I>� n- 0��� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� 
%� 0��<�����2�

!�4�2�0���������������2�!5�3�2��0@���1>n�����"�����33H%ID�#'@B>�
	��3��@�����.�
>��>���3�">�	>�	<�3���H#$$#I>�n��3 ��������7�0����<��3!�����!��2�!�1��������!�21��2�����0�����

3�1���������3�!�1����������-��������2>n�� ���������32���2�30HAID�%A#A@'B>�
	<�3��.�">�	>���3��>��>���������H%AAKI>�n�����<��3!��������0��������������5�!��4!���2>n���� ���5�
���<�0�66D�

B$A@'?>�
	<� 4!�3��.��>��>�H#$$AI>�n	�0��<������3.�2�0��<������R.�2�0��<����4�!!�R�3>n����������4�9HBID�'$K@C>�
	< ��.�
>��>.��>�
�2�R��O.������>�n
<����!��< 0���0����<��3!�����!��2�!�1������������������01��ED�����������O�2�

�R����������>n�
!��2�!�1�����2H#ID�??@?A>�
	��5�.� />��>.��>�\�<��!.������>� H#$$$I>� n�01��!�3� ��2 ����2��!��������3�4���@����� ��22� ��� ��22 �@21���7���O���O� ��

0����R��<�0����<��3!����3��4���2>n�����"�����26H'ID�''G@B$>�
	���<.� ">.� �>� ���O��0���.� ��� ��>� H%ACKI>� n���7�!0�������� 0 ������2� ��� < 0��� 0����<��3!���� ���>n� ��� !��

329HG%'GID�#K$@#>�
	0���2.��>.��>��5!�!3.������>�H#$$?I>�n�!�2����2�! �� !�2��7��E�3�F�3���3�!�3 ��3�7�!02��7�< 0���0����<��3!����

�<��!�3�E���#>n��!������	���14H%$ID�#G%$@#%>�



� � � �

�

313

	���� 4.� �>.� �>� �������.� ��� ��>� H#$$AI>� n
�
#� �2� �� �!��2����� ��01������ �7� �<�� ���������� 2���� �7� �<�� < 0���
0����<��3!��������1���0�!�2�>n������139H?ID�A'B@BB>�

	��!��!.��>.�">���3���.������>�H%AKCI>�n��2�2���<�����0�3�7���������7�<��<�0�4�������!� 1�1!�����2>��5�3������<���
<��<�0�4�������!� 1�1!�����2��!�����������3>n�/�
�����<�0�253H#%ID�KG$%@B>�

	�!�2.� �>.� />� ����<.� ��� ��>� H%AABI>� n����� 0� 4��3���� ��� -�"%� 1!������ ��3 ��2� ���� ���1���� 4�� �<�� -�"@4�E�
3�0���2>n���
	������344H#@'ID�#$%@G>�

	 0�����.� �>.� \>� \�2�2<�0�.� ��� ��>� n
���<�0����� 1!�1�!���2� �7� �����!<�43���2� ������2� -�"@?.� �� !�� ����!� �7�
0����<��3!�������>n�/�
���<�0�149H?ID�?C%@A>�

	 ��52O�.� �>.� �>� �>���!���.� ��� ��>� H#$$$I>� n�4�8 �������3� 21�!0�0����<��3!��.� 2������5�� 1!������2�2.� ��3� �<��
!�� ��������7�0����<��3!������<�!����������0�00�������04!��2>n�
������1!�3�63H#ID�?C#@A$>�


<�0�2.�/>��>���3��>��>�
!�5�!2�H#$$%I>�n-�"%���3�#.���3�!�����3�h�!�<����� !��h����@4��3����1!�����2>n�
!��32�

���<�0�	���26H'ID�%GK@KB>�


�!����.� �>.� �>� 	�5���.� ��� ��>� H%AAKI>� n�3����7�������� �7� �<�� ����� ����3���� �<�� < 0��� 0����<��3!���� ����
1���0�!�2�� H<@0�����I� 4�� ��4�!2�!������� �7� �<�� �E1!�22�3� 	�8 ����� 
��2� 3���4�2�>n� - 0� ����
"�����6HBID�G%?@#?>�


�11�!.� />� �>� ��3� �>� �>� �������� H%ACAI>� n�3����7�������� �7� �!��2�!�1������� !�� ����!�� ���0���2� ��� < 0���
0����<��3!��������4�����O�!�2 42��� ����������2�2>n����������
����9H'ID�%#$$@%%>�

��<� 0�.�
>���3��>�\����n
<��!�����7�
���@�22������3�1!�����2� ���0����<��3!��������0���4���20>n�
���<�0�

��1<�2������1820H?ID�?G?@K$>�

��!���5�.��>.��>��>���2<�5�.������>�H#$$%I>�n���5�5���������������7�-�"%�1!��������<����2���2�4��3�����77���������
3�2��!��3�����2�! �� !�2>n�
���<�0�2�!��40HBCID�%BG??@G$>�

���� ��00��.� ->.� +>� �O���.� ��� ��>� H#$$'I>� n��7�@����� !�3 ������ ��� ��	��� ����5���� !�2 ��2� ��� ���!��2�3� ����
3�0������3�<��<�!�����3������7������!�4 ��3��2�����������!���������>n��<�2����"���0��2�16H%ID�#A@
'K>�

^��.� 
>.� �>� 
����.� ��� ��>� H#$$CI>� n
<�� 0����<��3!���� ���� �������� 4��������O� !�2 ��2� 7!�0� !�1��������� �7� ��
2 41�1 ��������7�����0�2>n�����"�����40H%#ID�%BCB@C>�

^������.��>��>�H#$$?I>�n�����<��3!�����3������!D�^�!4 !���33!�22�3>n����3�	1!����-�!4�	�01�) ����
����70D�
'G'@KB>�

^������.��>��>�H#$$?I>�n��0����<��3!����1�!�3��0��7�0���4�������3�3�����!���5��3�2��2�2.������.���3������!D���
3�R��7�!��5�� �����!��0�3�����>n���� ���5�"�����39D�'?A@B$K>�

^������.�\>�
>�H#$$CI>�n�����<��3!�����77���!���2��7�3! ���<�!�1�>n�
!��32��<�!0�����	���29HKID�'G%@G>�
^��!���:.� �>� ->.� />� �>� �<��!.� ��� ��>� n"@8 �3! 1��E� 2�! �� !�2� ��� ���� 2��0 ����� 0����<��3!���� �!��2�!�1�����

��!0����������3�1!�0�!�7�!0�����>n��!�����������3�	�����	���107H'KID�%G$K#@K>�
^��!.�->��>.� �>� />�\!� ��2.� ��� ��>� H%AA'I>� n	�! �� !���7� �<��-�"�4�E�0���7� ��� �<��
@3�0�����7�-�"%>n���
�� /�

12HBID�%'%%@A>�
^��O���.� �>� 	>.� �>� />� \����!.� ��� ��>� H%AC?I>� n�� 0 �����01������ 0����<��3!���� ���� 1���0�!�2�� 7!�0�

	���<�!�0���2���!�5�2���>n�/�
�����<�0�260H#GID�%B#%B@#'>�
^���.�
>�	>.�	>���:���1����.������>�H#$$AI>�n
��1<�2������<�!����!�F�����2��7�< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����

7����!�����3���2�4��3�������� 0�!�2 11!�22�!�1?'>n�� ���������32���2�37H#$ID�GKG?@C'>�
L .�
>���3��>��>���������H%AAGI>�n���@����<�4!�3�7�!0����������<��< 0���0����<��3!����<��5�@2�!��3��!�����

���2�2� ��� !�1��������� 2��!�� 2���2D� ��� �01��������� 7�!����@����<�4!�32� 2�!5���� �2� 1!�0�!2>n� ��
�� /�
15H%#ID�'%'?@B'>�

+�2<�3�.� +>.� ->� �F 0�.� ��� ��>� H#$$#I>� n- 0��� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� �� 4��32� 1!�7�!��������� ���
�E�3���5����3�0���3����>n�
���<�0�
��1<�2���2���00 ��295HBID�AB?@?%>�

f<���.�/>.��>�/>����� ���.������>�H#$$AI>�n���<���20��7�����7��E�4��������<����0����4��-�"
�1!�����2>n�� ������
���32���2�37HBID�%%$K@%B>�

f<���.�)>.� />�
>�+ .������>� n�����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!��� H
���I�1���0�!1<�202���3�!�2O��7� ����@��2���
��F<��0�!h2�3�2��2�����-����<���2�>n�
!������2�1368D�'??@G$>�

f<���.�L>.�+>�f<���.���� ��>� n��2! 1������7� �<��0����<��3!���� �<��!�3�E���2�2��0��2��������3���<�0��<���20��7�
����������!�1<����0��<���2>n��!�����3���
������3�50HKID�C%%@#$>�

�

��!��<.� �>.� �>� �1R����!.� ��� ��>� H#$$?I>� n
<�� ���5�!2��� �!������ ��2� !��� H����!��I>n� � ������ ���32� ��2�
33H����4�2���22 �ID��%?B@A>�

����.��>.��>��>��!�3�!��O.������>�H%ACKI>�n��4�7 !����3�<�3!����@4��3�3����7�!0����������<��3H�>
I�4�2��1��!2��7�
�<������3�3���0�!�3H�"����


"�"I���3���2���01��E�R��<�3�2��0����>n��!�����������3�	�����	���84H#'ID�
C'C?@A>�

��R���.�\>��>� ��3��>������ H%AAGI>� n�<�2�� ��04����������3� �!�22� 5���3������ ��� ���!���3�3��2���@0�3�7��������
���� ������2>n�������!�2������!���
�����!�2������!�52H���%ID�B'@C>�

���!��<�.��>�/>.�">�	>�	<�3��.������>�H%AA?I>�n�33�������7���#A�!�2�3 ����!4�E��@��!0�������������5�!�2���2�01���-�"�
4�E@�����������1!��������������!��2�!�1�����������5���!>n�/�����
����249H%ID�%%@#C>�



� � � �

�

314

���O�!2��.��>��>���3�->��>��!�R�H%AC%I>�n\���0�����0�3���7�!�
@���>n��!�����������3�	�����	���78H%#ID�K'%C@
##>�

�!����.��>� �>.��>��>����3.���� ��>� H#$$BI>� n����4��3������3�4��3����4��-�"�4�E�2D����!������3���!0�����2��7�
21���7�����>n�/�����
����343H#ID�'K%@A'>�

��2��4�!�.��>.��>��>�^��22.������>�H%AC#I>�n
<��<�������<�3!�1<�4���0�0���D���0��2 !���7��<���01<�1<���������7���
<���E>n���� !��299H?CC%ID�'K%@B>�

�5��2.��>�H#$$GI>�n	���������3��22�220�����7�3����8 �����>n�������!�2������!���
�����!�2������!�62H���%ID�K#@C#>�

��2<�!.��>��>.�
>���2�R2O�.������>�H%AA#I>�n����R!�11������3�4��3����4����0����<��3!����<��<�0�4�������!� 1@
��O���!��2�!�1�����������5���!�1!�����>n�/�
�����<�0�267H?ID�''?C@GK>�

��2<�!.� �>� �>.� />� �>� 
�11�!.� ��� ��>� H%ACKI>� n�!�0���!� 2��������� ��� < 0���0����<��3!��� ��5��5�2� 4��3���� �7� ��
�!��2�!�1�����7����!�����!���������@��3�1��3���� 12�!��0�!�� ����!�����0���2>n������50H#ID�#BK@?C>�

"�4�3��<�.� />.� �>� 
���5�.� ��� ��>� n�E� 
�D� �� 2���<!��!��� 4��0����� ����!��� ��5�!��0���� � 2��0�F�3� 7�!�
0��!�0���� ��!��!�2������!�1<���E1�!�0���2>n�/�	���<!��!�����3����17H?ID�K$$@K>�

"�����<�77.�
>��>.��>�	>�� ������<����.������>�H#$$AI>�n	�! �� !��������2�2���3�����4��3�����7��<��-�"�3�0���2�
�7��<��< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!��>n�� ���������32���2�37H%$ID�'%?'@GB>�

\� 70��.� 
>� �>.� �>� � !�2��.� ��� ��>� H#$$KI>� n
<�� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� 
���� ���!3�����2� �<��
�22�04����7�0 ���1�������0���� ��2������� �����3@��O��2�! �� !�2>n�����
���������18HAID�'##?@'G>�

�� 3��.��>.��>�	��<����.������>�H%AA'I>�n����2�!����3�3�5�!2�����7��<��-�"�4�E�2 1�!7�0���>n�� ���������32���2�
21H%$ID�#BA'@?$%>�

��5�.�/>�/>.�L>���.������>�H%AA?I>�n	�! �� !���4�2�2�7�!�����4��3����4���<���!�<����� !����!��2�!�1�����7����!����@%>n�
��� !��376HG?B'ID�KA%@?>�

��� ����<.� �>� ��3� ">� 	>� 	<�3��� H#$$'I>� n- 0���0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� 
%� ����!���2� R��<� �<�� �@
��!0����� ����5������ !������ �7� <@0�
��� ��3� 2��0 ����2� �!��2�!�1����� ��3�1��3������ �7� ��2� ����
0��<���!��27�!�2������5���>n����������
����23H%GID�?C%G@#B>�

��" 77��.� �>� />.� \>� 
!�2��.� ��� ��>� H#$$$I>� n
<�� �	������ 1!������ 2�! �� !�� 1!�3������� 2�!5�!>n� 
����7�!0����2�
16HBID�B$B@?>�

� !1<�.��>��>.��>�
>�f< !O��.������>�H#$$%I>�n	�! �� !���4�2�2�7�!�	�+@3�1��3����BG@L.+�2�E�!�5�!2��D�0�3 �������
�7�����4��3����4������� !�������� !!����1�����0 ������>n�/�����
����312H'ID�BC%@AA>�

� !1<�.��>��>��>.��>��>�	R���.������>�H%AAAI>�n
<��2�! �� !���7����<!�0�2�0���<��<�0�4�������!� 1�1!�����@����
��01��E�!�5���2�2�8 ����@�� �!���0��<���202��01�!�����7�!����@2�8 ����@21���7�������!����������>n���
��/�
18H#'ID�GG%$@C>�

� !2< 3�5.� ">� �>.� �>� �>� �����.� ��� ��>� H%AAKI>� n��7���0���� �7� 0��!�0���� ��!� 2�! �� !�2� 4�� �<�� 0�E�0 0@
��O���<��3�0��<�3>n�������!�2������!���
�����!�2������!�53H���'ID�#B$@??>�

���.�->�
>.�/>�
>�\��2�!.������>�n
<��0����<��3!�����!��2�!�1�������3�1��O������7����!�
7�0��01�2�2����@� !�����
0����<��3!�������>n�����	�! �������
����18H%%ID�%#A$@G>�

��!O< !2�.�\>��>.��>��>����<�!32.������>�H%AAAI>�n����!0�3�����21����2�1�22�22����4���������!��1!�2�����������<��
1��<R������7�!0�������7���7�����

�@
�
����01��E>n�/�����
����289H?ID�%'#K@B%>�

�����!���.� �>.� 	>� �����<���2.� ��� ��>� H#$$BI>� n��5���10���2� ��� �<�� ���B� 0���� ��!@�!�1<��2� 1!�:���>n� �����
�!�2������!���
�����!�2������!�60H���%#����%ID�##CC@AB>�

	<��3!��O.�">��>�H#$$CI>�n��2<�!��<�2��!���7�	-��L>n�������!�2������!���64H���%ID�%%#@##>�



� � � �

�

315

	0�!�.� �>� 	>.� 
>� �>�^�0��O.� ��� ��>� n�E1�������� 2�! �� !�� 2�0���!���� ��� !�7���0���D� � ��0���3���	� ��3� ��!���@
2�! �� !��!�2�!����2����
�	
��>n�������!�2������!���
�����!�2������!�68H���BID�'GC@C$>�

	����.�\>.�">�	>�
���.������>�H#$$GI>�n	�! �� !���7�����01��E��7����3�0�-�"�4�E�2���3����>n�/�����
����360H%ID�
A$@%$B>�


<�012��.� />� �>� ��3� �>� ���3�� H%ACCI>� n�01�!����� �2��0������ �7� 1!�����@��3 ��3� ���� 4��3���� �����2D�
�11��������2������043��2���@21���7���!���04����������01��E�2>n�� ���������32���2�16H#$ID�AGCK@K$?>�

^���.�
>�	>.�	>���:���1����.������>�H#$$AI>�n
��1<�2������<�!����!�F�����2��7�< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����
7����!�����3���2�4��3�������� 0�!�2 11!�22�!�1?'>n�� ���������32���2�37H#$ID�GKG?@C'>�

����2<��<O��.��>.��>��>�
����<����.������>�H%AAKI>�n
<��-�"@4�E�0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!�E�@0�
���
4��32������2������!�0�!��������5����4�3�!����������!��2�!�1����>n���
��/�%GH%%ID�'%AC@#$G>�

�!��O2.�">��>.�">�-��.������>�H#$$BI>�n^�4����D���2�8 ��������������!���!>n�"���0����2�%BHGID�%%CC@A$>�
���!��<�.��>�/>.�">�	>�	<�3��.������>�H%AA?I>�n�33�������7���#A�!�2�3 ����!4�E��@��!0�������������5�!�2���2�01���-�"�

4�E@�����������1!��������������!��2�!�1�����������5���!>n�/�����
����#BAH%ID�%%@#C>�
���!��<�.��>� />.�">�	>�	<�3��.������>�H%AA?I>�n- 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!�����3�1!�0���!�21������

�����!�����!��!�8 �!�3�7�!��!��2�!�1���������������>n�
���<�0�
��1<�2������%#K%H%ID�%#K@'B>�
�!����.��>� �>.��>��>����3.���� ��>� H#$$BI>� n����4��3������3�4��3����4��-�"�4�E�2D����!������3���!0�����2��7�

21���7�����>n�/�����
����'B'H#ID�'K%@A'>�
��!��.�">.��>��� !��2.������>�n�!������2��3������3�����3���� !�������!���22�������7�!������!����F������4��< 0���

0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!��>n�������00 ��'D�%$%'>�
��2<�!.� �>� �>.� �>� �>� ��!�2�.� ��� ��>� H%ACAI>� n���E�4��� !����������� �7� !�1�3��� �5��5���� 1!�0���!� 2�8 ����2� 4��

0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!�%>n�"���2���5�'H%#
ID�##$#@%K>�
��2<�!.� �>� �>.� />� �>� 
�11�!.� ��� ��>� H%ACKI>� n�!�0���!� 2��������� ��� < 0���0����<��3!��� ��5��5�2� 4��3���� �7� ��

�!��2�!�1�����7����!�����!���������@��3�1��3���� 12�!��0�!�� ����!�����0���2>n������?$H#ID�#BK@?C>�
��!��.��>��>.�/>��>�-�E2��.������>�H%ACCI>�n��01�!�2��2��7��1����3�< 0���2�8 ����2��<���!�� �����0����<��3!����

�����!��2�!�1�������3��@���1�����2���<�2�2>n�� ���������32���2�%GH%'ID�?CB%@G%>�
"�����<�77.�
>��>.��>�	>�� ������<����.������>�H#$$AI>�n	�! �� !��������2�2���3�����4��3�����7��<��-�"�3�0���2�

�7��<��< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����7����!��>n�� ���������32���2�'KH%$ID�'%?'@GB>�
"�21�!�.� �>.� �>� ���O��4�!�.� ��� ��>� H#$$BI>� n
<�� 0����<��3!���� ���� 1���0�!�2�� ����!�4 ��2� �!��������� ���

1!�0���!�21���7���������0�00����������2>n���
��/�#'H#'ID�BG$G@%B>�
-�!��.� 
>� �>� ��3� �>� ��<����� H#$$AI>� n
<��  ��8 �� 2�! �� !�� �7� �@�!���2� ��3� ���!��2��� ���� 4��3���>n� )� ��5�


��1<�2�B#H%ID�B%@C%>�
\� 70��.� 
>� �>.� �>� � !�2��.� ��� ��>� H#$$KI>� n
<�� 0����<��3!���� �!��2�!�1����� 7����!� 
���� ���!3�����2� �<��

�22�04����7�0 ���1�������0���� ��2������� �����3@��O��2�! �� !�2>n�����
���������%CHAID�'##?@'G>�
\ O��.� �>.� �>� �>�^ !0.� ��� ��>� n	 1�!@!�2�� �����0��!�2��1�� !�5���2� �<���0�00������0����<��3!���� � �����32�

<�5�� ��  ��7�!0� 2�F�� ��3� 7!�8 ������ �������� �� 2������ ��1�� �7� 0����>n� �!��� ����� ���3� 	��� �� 	� ��
%$CH''ID�%'?'B@A>�

\ F���2�5.�	>��>.�	>�	 ��0 !�.������>�H#$$GI>�n��!�����42�!5�������7�����4��3���& �4��3����O������2������01��E�
R��<����@4��3����1!�������-�>n��!�����������3�	�����	���%$'HBAID�%C?%?@#$>�

�� 3��.��>.��>�	��<����.������>�H%AA'I>�n����2�!����3�3�5�!2�����7��<��-�"�4�E�2 1�!7�0���>n�� ���������32���2�
#%H%$ID�#BA'@?$%>�

���.�->�
>.�/>�
>�\��2�!.������>�n
<��0����<��3!�����!��2�!�1�������3�1��O������7����!�
7�0��01�2�2����@� !�����
0����<��3!�������>n�����	�! �������
����%CH%%ID�%#A$@G>�

��5��O��.��>.��>�->��4!��<�.������>� H#$$BI>�n�!�0���!� �R��3������3�1!�0���!�����!�����4������1���0�!�2�D�
3���������4��2�����@0���� �����������0���1 ������>n��!�����������3�	�����	���%$%H%BID�BKKG@C$>�

����.�/>�n
!��2�!�1���������<�4������4��������!2������2�!�22>n�
!��2�!�1�����#H#ID�C#@C?>�
	��7���52O�.��>�+>.�">���������!.������>�H#$$%I>�n�������1��������<������1���0�!�2������<����2�0���2��<��!�2 ���

�7����@���1�!���5����@1<�2��4��3����4���R���
��0���� ��2>n�� ���������32���2�#AH%?ID�'#B%@K>�
	����.�\>.�">�	>�
���.������>�H#$$GI>�n	�! �� !���7�����01��E��7����3�0�-�"�4�E�2���3����>n�/�����
����'G$H%ID�

A$@%$B>�
	����.�\>.��>�^��2��.������>�n
���@0�3����3������12���7�-�"
%��2�3���0�����3���� !2�5���3�77�!�������4��3�����7�

�<�����3������������<������3�
�3�0���2>n�/�����
����B$'H?ID�K$G@##>�
� F0��.��>.��>��F��.������>�n	��!�<��������5�����n���O���
�!n�0��<���20D��<��2����7��������7�3�2�!3�!�3�����2>n�

/�����
����'AGH'ID�GKB@CB>�
� F0��.��>.��>������2O�.������>�n����������3�����2��!�<�4��0 ���3�0�����!��2�!�1�����7����!2D��!�22����O�5�����

7��E�4������O�!>n�
��1<�2�/�AAHBID�%#$#@%%>�
^���.�
>�	>.�	>���:���1����.������>�H#$$AI>�n
��1<�2������<�!����!�F�����2��7�< 0���0����<��3!�����!��2�!�1�����

7����!�����3���2�4��3�������� 0�!�2 11!�22�!�1?'>n�� ���������32���2�'KH#$ID�GKG?@C'>�
�



� � � �

�

316

Abrahams,�J.�P.�and�A.�G.�Leslie�(1996).�"Methods�used�in�the�structure�determination�of�bovine�mitochondrial�F1�
ATPase."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�52(Pt�1):�30�42.�

Albring,�M.,�J.�Griffith,�et�al.�(1977).�"Association�of�a�protein�structure�of�probable�membrane�derivation�with�HeLa�
cell�mitochondrial�DNA�near�its�origin�of�replication."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�74(4):�1348�52.�

Alonso�Montes,�C.,�M.�G.�Castro,�et�al.�(2008).�"Mitochondrial�transcription�factors�TFA,�TFB1�and�TFB2:�a�search�for�
DNA�variants/haplotypes�and�the�risk�of�cardiac�hypertrophy."�Dis�Markers�25(3):�131�9.�

Alvarez,�V.,�A.� I.�Corao,�et�al.� (2008).�"Mitochondrial�transcription�factor�A�(TFAM)�gene�variation�and�risk�of� late�
onset�Alzheimer's�disease."�J�Alzheimers�Dis�13(3):�275�80.�

Anderson,�S.,�A.�T.�Bankier,�et�al.�(1981).�"Sequence�and�organization�of�the�human�mitochondrial�genome."�Nature�
290(5806):�457�65.�

Antoshechkin,� I.�and�D.�F.�Bogenhagen� (1995).� "Distinct� roles� for� two�purified� factors� in� transcription�of�Xenopus�
mitochondrial�DNA."�Mol�Cell�Biol�15(12):�7032�42.�

Antoshechkin,�I.,�D.�F.�Bogenhagen,�et�al.�(1997).�"The�HMG�box�mitochondrial�transcription�factor�xl�mtTFA�binds�
DNA�as�a�tetramer�to�activate�bidirectional�transcription."�EMBO�J�16(11):�3198�206.�

Asin�Cayuela,�J.,�M.�Helm,�et�al.�(2004).�"A�monomer�to�trimer�transition�of�the�human�mitochondrial�transcription�
termination�factor�(mTERF)�is�associated�with�a�loss�of�in�vitro�activity."�J�Biol�Chem�279(15):�15670�7.�

Asin�Cayuela,� J.,�T.�Schwend,�et�al.� (2005).� "The�human�mitochondrial� transcription� termination� factor� (mTERF)� is�
fully�active�in�vitro�in�the�non�phosphorylated�form."�J�Biol�Chem�280(27):�25499�505.�

Attardi,�G.�and�G.�Schatz�(1988).�"Biogenesis�of�mitochondria."�Annu�Rev�Cell�Biol�4:�289�333.�
Bairoch,�A.,�R.�Apweiler,�et�al.� (2005).� "The�Universal�Protein�Resource� (UniProt)."�Nucleic�Acids�Res�33(Database�

issue):�D154�9.�
Barrientos,�A.,�V.�Volpini,�et�al.�(1996).�"A�nuclear�defect�in�the�4p16�region�predisposes�to�multiple�mitochondrial�

DNA�deletions�in�families�with�Wolfram�syndrome."�J�Clin�Invest�97(7):�1570�6.�
Battye,� T.� G.,� L.� Kontogiannis,� et� al.� "iMOSFLM:� a� new� graphical� interface� for� diffraction�image� processing� with�

MOSFLM."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�67(Pt�4):�271�81.�
Belin,�A.�C.,�B.�F.�Bjork,�et�al.�(2007).�"Association�study�of�two�genetic�variants�in�mitochondrial�transcription�factor�

A�(TFAM)�in�Alzheimer's�and�Parkinson's�disease."�Neurosci�Lett�420(3):�257�62.�
Bernado,� P.,� E.� Mylonas,� et� al.� (2007).� "Structural� characterization� of� flexible� proteins� using� small�angle� X�ray�

scattering."�J�Am�Chem�Soc�129(17):�5656�64.�
Bianchi,�M.�E.,�M.�Beltrame,�et�al.�(1989).�"Specific�recognition�of�cruciform�DNA�by�nuclear�protein�HMG1."�Science�

243(4894�Pt�1):�1056�9.�
Blanc,� E.,� P.� Roversi,� et� al.� (2004).� "Refinement� of� severely� incomplete� structures� with� maximum� likelihood� in�

BUSTER�TNT."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�60(Pt�12�Pt�1):�2210�21.�
Boesch,�P.,�F.�Weber�Lotfi,�et�al.�"DNA�repair�in�organelles:�Pathways,�organization,�regulation,�relevance�in�disease�

and�aging."�Biochim�Biophys�Acta�1813(1):�186�200.�
Bogenhagen,�D.�F.,�D.�Rousseau,�et�al.�(2008).�"The�layered�structure�of�human�mitochondrial�DNA�nucleoids."�J�Biol�

Chem�283(6):�3665�75.�
Bonawitz,�N.�D.,�D.�A.�Clayton,�et�al.�(2006).�"Initiation�and�beyond:�multiple�functions�of�the�human�mitochondrial�

transcription�machinery."�Mol�Cell�24(6):�813�25.�
Brown,�W.�M.,�J.�Shine,�et�al.�(1978).�"Human�mitochondrial�DNA:�analysis�of�7S�DNA�from�the�origin�of�replication."�

Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�75(2):�735�9.�
Camasamudram,� V.,� J.� K.� Fang,� et� al.� (2003).� "Transcription� termination� at� the� mouse� mitochondrial� H�strand�

promoter�distal�site�requires�an�A/T�rich�sequence�motif�and�sequence�specific�DNA�binding�proteins."�Eur�
J�Biochem�270(6):�1128�40.�

Canugovi,�C.,�S.�Maynard,�et�al.�"The�mitochondrial�transcription�factor�A�functions�in�mitochondrial�base�excision�
repair."�DNA�Repair�(Amst)�9(10):�1080�9.�

Coll,�M.,�C.�A.�Frederick,�et�al.�(1987).�"A�bifurcated�hydrogen�bonded�conformation�in�the�d(A.T)�base�pairs�of�the�
DNA�dodecamer�d(CGCAAATTTGCG)�and� its� complex�with�distamycin."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S� A�84(23):�
8385�9.�

Cotney,� J.� and� G.� S.� Shadel� (2006).� "Evidence� for� an� early� gene� duplication� event� in� the� evolution� of� the�
mitochondrial�transcription�factor�B�family�and�maintenance�of�rRNA�methyltransferase�activity�in�human�
mtTFB1�and�mtTFB2."�J�Mol�Evol�63(5):�707�17.�

Cowtan,� K.� D.� and� P.� Main� (1996).� "Phase� combination� and� cross� validation� in� iterated� density�modification�
calculations."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�52(Pt�1):�43�8.�

Cowtan,�K.�D.�and�K.�Y.�Zhang�(1999).�"Density�modification�for�macromolecular�phase�improvement."�Prog�Biophys�
Mol�Biol�72(3):�245�70.�

Crooks,�G.�E.,�G.�Hon,�et�al.�(2004).�"WebLogo:�a�sequence�logo�generator."�Genome�Res�14(6):�1188�90.�
Croteau,�D.�L.,�R.�H.�Stierum,�et�al.�(1999).�"Mitochondrial�DNA�repair�pathways."�Mutat�Res�434(3):�137�48.�
Cudney,�R.,�S.�Patel,�et�al.�(1994).�"Screening�and�optimization�strategies�for�macromolecular�crystal�growth."�Acta�

Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�50(Pt�4):�414�23.�
Cullen,�K.�J.,�Z.�Yang,�et�al.�(2007).�"Mitochondria�as�a�critical�target�of�the�chemotheraputic�agent�cisplatin�in�head�

and�neck�cancer."�J�Bioenerg�Biomembr�39(1):�43�50.�



� � � �

�

317

Chang,�D.�D.�and�D.�A.�Clayton�(1984).�"Precise�identification�of�individual�promoters�for�transcription�of�each�strand�
of�human�mitochondrial�DNA."�Cell�36(3):�635�43.�

Chang,� D.� D.,� J.� E.� Hixson,� et� al.� (1986).� "Minor� transcription� initiation� events� indicate� that� both� human�
mitochondrial�promoters�function�bidirectionally."�Mol�Cell�Biol�6(1):�294�301.�

Chen,� V.� B.,� W.� B.� Arendall,� 3rd,� et� al.� "MolProbity:� all�atom� structure� validation� for� macromolecular�
crystallography."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�66(Pt�1):�12�21.�

Cho,�J.�H.,�S.�J.�Ha,�et�al.�(1998).�"A�novel�DNA�binding�protein�bound�to�the�mitochondrial�inner�membrane�restores�
the� null� mutation� of� mitochondrial� histone� Abf2p� in� Saccharomyces� cerevisiae."� Mol� Cell� Biol� 18(10):�
5712�23.�

Choi,�Y.�S.,�S.�Kim,�et�al.�(2001).�"Mitochondrial�transcription�factor�A�(mtTFA)�and�diabetes."�Diabetes�Res�Clin�Pract�
54�Suppl�2:�S3�9.�

Dairaghi,�D.� J.,�G.�S.�Shadel,�et�al.� (1995).� "Addition�of�a�29� residue�carboxyl�terminal� tail� converts�a� simple�HMG�
box�containing�protein�into�a�transcriptional�activator."�J�Mol�Biol�249(1):�11�28.�

Dairaghi,� D.� J.,� G.� S.� Shadel,� et� al.� (1995).� "Human� mitochondrial� transcription� factor� A� and� promoter� spacing�
integrity�are�required�for�transcription�initiation."�Biochim�Biophys�Acta�1271(1):�127�34.�

Dickerson,�R.�E.�and�H.�R.�Drew�(1981).�"Kinematic�model�for�B�DNA."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�78(12):�7318�22.�
Diffley,�J.�F.�and�B.�Stillman�(1991).�"A�close�relative�of�the�nuclear,�chromosomal�high�mobility�group�protein�HMG1�

in�yeast�mitochondria."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�88(17):�7864�8.�
Dinardo,�M.�M.,�C.�Musicco,�et�al.� (2003).�"Acetylation�and�level�of�mitochondrial�transcription�factor�A� in�several�

organs�of�young�and�old�rats."�Biochem�Biophys�Res�Commun�301(1):�187�91.�
Dragan,� A.� I.,� C.� M.� Read,� et� al.� (2004).� "DNA� binding� and� bending� by� HMG� boxes:� energetic� determinants� of�

specificity."�J�Mol�Biol�343(2):�371�93.�
Eisenberg,�D.,�R.�M.�Weiss,�et�al.� (1982).� "The�helical�hydrophobic�moment:�a�measure�of� the�amphiphilicity�of�a�

helix."�Nature�299(5881):�371�4.�
Ekstrand,�M.�I.,�M.�Falkenberg,�et�al.�(2004).�"Mitochondrial�transcription�factor�A�regulates�mtDNA�copy�number�in�

mammals."�Hum�Mol�Genet�13(9):�935�44.�
Ekstrand,� M.� I.,� M.� Terzioglu,� et� al.� (2007).� "Progressive� parkinsonism� in� mice� with� respiratory�chain�deficient�

dopamine�neurons."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�104(4):�1325�30.�
Emsley,� P.� and� K.� Cowtan� (2004).� "Coot:� model�building� tools� for� molecular� graphics."� Acta� Crystallogr� D� Biol�

Crystallogr�60(Pt�12�Pt�1):�2126�32.�
Ericsson,�U.�B.,�B.�M.�Hallberg,�et�al.�(2006).�"Thermofluor�based�high�throughput�stability�optimization�of�proteins�

for�structural�studies."�Anal�Biochem�357(2):�289�98.�
Evans,�P.�(2006).�"Scaling�and�assessment�of�data�quality."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�62(Pt�1):�72�82.�
Falkenberg,�M.,�M.�Gaspari,�et�al.� (2002).�"Mitochondrial� transcription� factors�B1�and�B2�activate� transcription�of�

human�mtDNA."�Nat�Genet�31(3):�289�94.�
Farge,� G.,� N.� Laurens,� et� al.� "Protein� sliding� and� DNA� denaturation� are� essential� for� DNA� organization� by� human�

mitochondrial�transcription�factor�A."�Nat�Commun�3:�1013.�
Fernandez�Silva,� P.,� F.� Martinez�Azorin,� et� al.� (1997).� "The� human� mitochondrial� transcription� termination� factor�

(mTERF)� is� a� multizipper� protein� but� binds� to� DNA� as� a� monomer,� with� evidence� pointing� to�
intramolecular�leucine�zipper�interactions."�EMBO�J�16(5):�1066�79.�

Ferrari,�S.,�V.�R.�Harley,�et�al.�(1992).�"SRY,�like�HMG1,�recognizes�sharp�angles�in�DNA."�EMBO�J�11(12):�4497�506.�
Fisher,� R.� P.� and� D.� A.� Clayton� (1985).� "A� transcription� factor� required� for� promoter� recognition� by� human�

mitochondrial�RNA�polymerase.�Accurate�initiation�at�the�heavy��and�light�strand�promoters�dissected�and�
reconstituted�in�vitro."�J�Biol�Chem�260(20):�11330�8.�

Fisher,�R.�P.�and�D.�A.�Clayton�(1988).�"Purification�and�characterization�of�human�mitochondrial�transcription�factor�
1."�Mol�Cell�Biol�8(8):�3496�509.�

Fisher,� R.� P.,� T.� Lisowsky,� et� al.� (1992).� "DNA� wrapping� and� bending� by� a� mitochondrial� high� mobility� group�like�
transcriptional�activator�protein."�J�Biol�Chem�267(5):�3358�67.�

Fisher,� R.� P.,� M.� A.� Parisi,� et� al.� (1989).� "Flexible� recognition� of� rapidly� evolving� promoter� sequences� by�
mitochondrial�transcription�factor�1."�Genes�Dev�3(12B):�2202�17.�

Fisher,� R.� P.,� J.� N.� Topper,� et� al.� (1987).� "Promoter� selection� in� human� mitochondria� involves� binding� of� a�
transcription�factor�to�orientation�independent�upstream�regulatory�elements."�Cell�50(2):�247�58.�

Foran,�D.�R.,�J.�E.�Hixson,�et�al.�(1988).�"Comparisons�of�ape�and�human�sequences�that�regulate�mitochondrial�DNA�
transcription�and�D�loop�DNA�synthesis."�Nucleic�Acids�Res�16(13):�5841�61.�

Friddle,� R.� W.,� J.� E.� Klare,� et� al.� (2004).� "Mechanism� of� DNA� compaction� by� yeast� mitochondrial� protein� Abf2p."�
Biophys�J�86(3):�1632�9.�

Gabadinho,� J.,� A.� Beteva,� et� al.� "MxCuBE:� a� synchrotron� beamline� control� environment� customized� for�
macromolecular�crystallography�experiments."�J�Synchrotron�Radiat�17(5):�700�7.�

Gangelhoff,�T.�A.,�P.�S.�Mungalachetty,�et�al.� (2009).�"Structural�analysis�and�DNA�binding�of�the�HMG�domains�of�
the�human�mitochondrial�transcription�factor�A."�Nucleic�Acids�Res�37(10):�3153�64.�

Garrido,�N.,�L.�Griparic,�et�al.�(2003).�"Composition�and�dynamics�of�human�mitochondrial�nucleoids."�Mol�Biol�Cell�
14(4):�1583�96.�



� � � �

�

318

Gaspari,� M.,� M.� Falkenberg,� et� al.� (2004).� "The� mitochondrial� RNA� polymerase� contributes� critically� to� promoter�
specificity�in�mammalian�cells."�EMBO�J�23(23):�4606�14.�

Gaweda�Walerych,�K.,�K.�Safranow,�et�al.�"Mitochondrial�transcription�factor�A�variants�and�the�risk�of�Parkinson's�
disease."�Neurosci�Lett�469(1):�24�9.�

Ghivizzani,�S.�C.,�C.�S.�Madsen,�et�al.� (1994).�"In�organello�footprint�analysis�of�human�mitochondrial�DNA:�human�
mitochondrial�transcription�factor�A�interactions�at�the�origin�of�replication."�Mol�Cell�Biol�14(12):�7717�
30.�

Giese,�K.,�J.�Pagel,�et�al.�(1994).�"Distinct�DNA�binding�properties�of�the�high�mobility�group�domain�of�murine�and�
human�SRY�sex�determining�factors."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�91(8):�3368�72.�

Giles,�R.�E.,�H.�Blanc,�et�al.� (1980).�"Maternal� inheritance�of�human�mitochondrial�DNA."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�
77(11):�6715�9.�

Glusker,�J.�P.�(1994).�"X�ray�crystallography�of�proteins."�Methods�Biochem�Anal�37:�1�72.�
Goodell,�S.�and�G.�Cortopassi�(1998).�"Analysis�of�oxygen�consumption�and�mitochondrial�permeability�with�age�in�

mice."�Mech�Ageing�Dev�101(3):�245�56.�
Gray,�M.�W.,�G.�Burger,�et�al.�(1999).�"Mitochondrial�evolution."�Science�283(5407):�1476�81.�
Grosschedl,� R.,� K.� Giese,� et� al.� (1994).� "HMG� domain� proteins:� architectural� elements� in� the� assembly� of�

nucleoprotein�structures."�Trends�Genet�10(3):�94�100.�
Guo,�J.,�L.�Zheng,�et�al.�"Frequent�truncating�mutation�of�TFAM�induces�mitochondrial�DNA�depletion�and�apoptotic�

resistance�in�microsatellite�unstable�colorectal�cancer."�Cancer�Res�71(8):�2978�87.�
Gur,�E.�and�R.�T.�Sauer� (2009).� "Degrons� in�protein�substrates�program�the�speed�and�operating�efficiency�of� the�

AAA+�Lon�proteolytic�machine."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�106(44):�18503�8.�
Ha,�P.�K.,�B.�C.�Tong,�et�al.�(2002).�"Mitochondrial�C�tract�alteration�in�premalignant�lesions�of�the�head�and�neck:�a�

marker�for�progression�and�clonal�proliferation."�Clin�Cancer�Res�8(7):�2260�5.�
Haran,�T.�E.�and�U.�Mohanty�(2009).�"The�unique�structure�of�A�tracts�and�intrinsic�DNA�bending."�Q�Rev�Biophys�

42(1):�41�81.�
Hayashi,� Y.,� M.� Yoshida,� et� al.� (2008).� "Reverse� of� age�dependent� memory� impairment� and� mitochondrial� DNA�

damage� in� microglia� by� an� overexpression� of� human� mitochondrial� transcription� factor� a� in� mice."� J�
Neurosci�28(34):�8624�34.�

He,�J.,�C.�C.�Mao,�et�al.�(2007).�"The�AAA+�protein�ATAD3�has�displacement�loop�binding�properties�and�is�involved�in�
mitochondrial�nucleoid�organization."�J�Cell�Biol�176(2):�141�6.�

Hixson,� J.� E.� and� D.� A.� Clayton� (1985).� "Initiation� of� transcription� from� each� of� the� two� human� mitochondrial�
promoters�requires�unique�nucleotides�at�the�transcriptional�start�sites."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�82(9):�
2660�4.�

Hobbs,� A.� E.,� M.� Srinivasan,� et� al.� (2001).� "Mmm1p,� a� mitochondrial� outer� membrane� protein,� is� connected� to�
mitochondrial�DNA�(mtDNA)�nucleoids�and�required�for�mtDNA�stability."�J�Cell�Biol�152(2):�401�10.�

Huang,� J.� C.,� D.� B.� Zamble,� et� al.� (1994).� "HMG�domain� proteins� specifically� inhibit� the� repair� of� the� major� DNA�
adduct� of� the� anticancer� drug� cisplatin� by� human� excision� nuclease."� Proc� Natl� Acad� Sci� U� S� A�91(22):�
10394�8.�

Huppert,� J.� L.� and� S.� Balasubramanian� (2007).� "G�quadruplexes� in� promoters� throughout� the� human� genome."�
Nucleic�Acids�Res�35(2):�406�13.�

Iborra,�F.�J.,�H.�Kimura,�et�al.�(2004).�"The�functional�organization�of�mitochondrial�genomes�in�human�cells."�BMC�
Biol�2:�9.�

Im,� S.� H.� and� J.� Lee� (2003).� "Identification� of� HMG�5� as� a� double�stranded� telomeric� DNA�binding� protein� in� the�
nematode�Caenorhabditis�elegans."�FEBS�Lett�554(3):�455�61.�

Jimenez�Menendez,�N.,�P.�Fernandez�Millan,�et�al.�"Human�mitochondrial�mTERF�wraps�around�DNA�through�a�left�
handed�superhelical�tandem�repeat."�Nat�Struct�Mol�Biol�17(7):�891�3.�

Kabsch,�W.�"Xds."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�66(Pt�2):�125�32.�
Kahn,�J.�D.,�E.�Yun,�et�al.�(1994).�"Detection�of�localized�DNA�flexibility."�Nature�368(6467):�163�6.�
Kajander,�O.�A.,�A.�T.�Rovio,�et�al.� (2000).� "Human�mtDNA�sublimons�resemble�rearranged�mitochondrial�genoms�

found�in�pathological�states."�Hum�Mol�Genet�9(19):�2821�35.�
Kang,�D.,�S.�H.�Kim,�et�al.�(2007).�"Mitochondrial�transcription�factor�A�(TFAM):�roles�in�maintenance�of�mtDNA�and�

cellular�functions."�Mitochondrion�7(1�2):�39�44.�
Kanki,� T.,� K.� Ohgaki,� et� al.� (2004).� "Architectural� role� of� mitochondrial� transcription� factor� A� in� maintenance� of�

human�mitochondrial�DNA."�Mol�Cell�Biol�24(22):�9823�34.�
Kasai,� H.,� P.� F.� Crain,� et� al.� (1986).� "Formation� of� 8�hydroxyguanine� moiety� in� cellular� DNA� by� agents� producing�

oxygen�radicals�and�evidence�for�its�repair."�Carcinogenesis�7(11):�1849�51.�
Kaufman,�B.�A.,�N.�Durisic,�et�al.�(2007).�"The�mitochondrial�transcription�factor�TFAM�coordinates�the�assembly�of�

multiple�DNA�molecules�into�nucleoid�like�structures."�Mol�Biol�Cell�18(9):�3225�36.�
Keeney,� P.� M.,� C.� K.� Quigley,� et� al.� (2009).� "Mitochondrial� gene� therapy� augments� mitochondrial� physiology� in� a�

Parkinson's�disease�cell�model."�Hum�Gene�Ther�20(8):�897�907.�
Kelly,�D.�P.�and�R.�C.�Scarpulla�(2004).�"Transcriptional�regulatory�circuits�controlling�mitochondrial�biogenesis�and�

function."�Genes�Dev�18(4):�357�68.�



� � � �

�

319

Kidani,� A.,� H.� Izumi,� et� al.� (2009).� "Thioredoxin2� enhances� the� damaged� DNA� binding� activity� of� mtTFA� through�
direct�interaction."�Int�J�Oncol�35(6):�1435�40.�

Klass,� J.,� F.� V.� t.� Murphy,� et� al.� (2003).� "The� role� of� intercalating� residues� in� chromosomal� high�mobility�group�
protein�DNA�binding,�bending�and�specificity."�Nucleic�Acids�Res�31(11):�2852�64.�

Koster,� J.� C.,� B.� A.� Marshall,� et� al.� (2000).� "Targeted� overactivity� of� beta� cell� K(ATP)� channels� induces� profound�
neonatal�diabetes."�Cell�100(6):�645�54.�

Krissinel,� E.� and� K.� Henrick� (2007).� "Inference� of� macromolecular� assemblies� from� crystalline� state."� J� Mol� Biol�
372(3):�774�97.�

Kruse,� B.,� N.� Narasimhan,� et� al.� (1989).� "Termination� of� transcription� in� human� mitochondria:� identification� and�
purification�of�a�DNA�binding�protein�factor�that�promotes�termination."�Cell�58(2):�391�7.�

Kucej,� M.� and� R.� A.� Butow� (2007).� "Evolutionary� tinkering� with� mitochondrial� nucleoids."� Trends� Cell� Biol�17(12):�
586�92.�

Kucej,�M.,�B.�Kucejova,�et�al.�(2008).�"Mitochondrial�nucleoids�undergo�remodeling�in�response�to�metabolic�cues."�J�
Cell�Sci�121(Pt�11):�1861�8.�

Kuhn,�A.,�R.�Voit,�et�al.�(1994).�"Functional�differences�between�the�two�splice�variants�of�the�nucleolar�transcription�
factor� UBF:� the� second� HMG� box� determines� specificity� of� DNA� binding� and� transcriptional� activity."�
EMBO�J�13(2):�416�24.�

Kukat,�C.,�C.�A.�Wurm,�et�al.�"Super�resolution�microscopy�reveals�that�mammalian�mitochondrial�nucleoids�have�a�
uniform�size�and�frequently�contain�a�single�copy�of�mtDNA."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�108(33):�13534�9.�

Kuznetsov,�S.�V.,�S.�Sugimura,�et�al.�(2006).�"Direct�observation�of�DNA�bending/unbending�kinetics�in�complex�with�
DNA�bending�protein�IHF."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�103(49):�18515�20.�

Larsson,�N.�G.,�J.�Wang,�et�al.�(1998).�"Mitochondrial�transcription�factor�A�is�necessary�for�mtDNA�maintenance�and�
embryogenesis�in�mice."�Nat�Genet�18(3):�231�6.�

Laudet,�V.,�D.�Stehelin,�et�al.�(1993).�"Ancestry�and�diversity�of�the�HMG�box�superfamily."�Nucleic�Acids�Res�21(10):�
2493�501.�

Levene,� S.� D.� and� B.� H.� Zimm� (1989).� "Understanding� the� anomalous� electrophoresis� of� bent� DNA� molecules:� a�
reptation�model."�Science�245(4916):�396�9.�

Lobley,�A.,�M.�I.�Sadowski,�et�al.�(2009).�"pGenTHREADER�and�pDomTHREADER:�new�methods�for�improved�protein�
fold�recognition�and�superfamily�discrimination."�Bioinformatics�25(14):�1761�7.�

Love,� J.� J.,� X.� Li,� et� al.� (1995).� "Structural� basis� for� DNA� bending� by� the� architectural� transcription� factor� LEF�1."�
Nature�376(6543):�791�5.�

Lu,� B.,� S.� Yadav,� et� al.� (2007).� "Roles� for� the� human� ATP�dependent� Lon� protease� in� mitochondrial� DNA�
maintenance."�J�Biol�Chem�282(24):�17363�74.�

Malarkey,� C.� S.,� M.� Bestwick,� et� al.� "Transcriptional� activation� by� mitochondrial� transcription� factor� A� involves�
preferential�distortion�of�promoter�DNA."�Nucleic�Acids�Res�40(2):�614�24.�

Mambo,�E.,�X.�Gao,�et�al.�(2003).�"Electrophile�and�oxidant�damage�of�mitochondrial�DNA�leading�to�rapid�evolution�
of�homoplasmic�mutations."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�100(4):�1838�43.�

Mangus,�D.�A.,�S.�H.�Jang,�et�al.�(1994).�"Release�of�the�yeast�mitochondrial�RNA�polymerase�specificity�factor�from�
transcription�complexes."�J�Biol�Chem�269(42):�26568�74.�

Marchetti,� P.,� T.� Hirsch,� et� al.� (1996).� "Mitochondrial� permeability� transition� triggers� lymphocyte� apoptosis."� J�
Immunol�157(11):�4830�6.�

Martin,�M.,�J.�Cho,�et�al.� (2005).�"Termination�factor�mediated�DNA�loop�between�termination�and�initiation�sites�
drives�mitochondrial�rRNA�synthesis."�Cell�123(7):�1227�40.�

Matsusaka,�H.,�M.�Ikeuchi,�et�al.�(2005).�"Selective�disruption�of�MMP�2�gene�exacerbates�myocardial�inflammation�
and�dysfunction�in�mice�with�cytokine�induced�cardiomyopathy."�Am�J�Physiol�Heart�Circ�Physiol�289(5):�
H1858�64.�

Matsushima,�Y.,�K.�Matsumura,�et�al.�(2003).�"Functional�domains�of�chicken�mitochondrial�transcription�factor�A�for�
the�maintenance�of�mitochondrial�DNA�copy�number� in� lymphoma�cell� line�DT40."�J�Biol�Chem�278(33):�
31149�58.�

McCulloch,� V.,� B.� L.� Seidel�Rogol,� et� al.� (2002).� "A� human� mitochondrial� transcription� factor� is� related� to� RNA�
adenine�methyltransferases�and�binds�S�adenosylmethionine."�Mol�Cell�Biol�22(4):�1116�25.�

McCulloch,�V.�and�G.�S.�Shadel�(2003).�"Human�mitochondrial�transcription�factor�B1�interacts�with�the�C�terminal�
activation� region� of� h�mtTFA� and� stimulates� transcription� independently� of� its� RNA� methyltransferase�
activity."�Mol�Cell�Biol�23(16):�5816�24.�

McGuffin,�L.�J.,�K.�Bryson,�et�al.�(2000).�"The�PSIPRED�protein�structure�prediction�server."�Bioinformatics�16(4):�404�
5.�

Megraw,� T.� L.� and� C.� B.� Chae� (1993).� "Functional� complementarity� between� the� HMG1�like� yeast� mitochondrial�
histone�HM�and�the�bacterial�histone�like�protein�HU."�J�Biol�Chem�268(17):�12758�63.�

Mercer,�T.�R.,�S.�Neph,�et�al.�"The�human�mitochondrial�transcriptome."�Cell�146(4):�645�58.�
Metodiev,� M.� D.,� N.� Lesko,� et� al.� (2009).� "Methylation� of� 12S� rRNA� is� necessary� for� in� vivo� stability� of� the� small�

subunit�of�the�mammalian�mitochondrial�ribosome."�Cell�Metab�9(4):�386�97.�



� � � �

�

320

Miyakawa,� I.,�N.�Sando,�et�al.� (1987).�"Isolation�of�morphologically� intact�mitochondrial�nucleoids� from�the�yeast,�
Saccharomyces�cerevisiae."�J�Cell�Sci�88�(�Pt�4):�431�9.�

Montoya,� J.,� T.� Christianson,� et� al.� (1982).� "Identification� of� initiation� sites� for� heavy�strand� and� light�strand�
transcription�in�human�mitochondrial�DNA."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�79(23):�7195�9.�

Mouw,� K.� W.� and� P.� A.� Rice� (2007).� "Shaping� the� Borrelia� burgdorferi� genome:� crystal� structure� and� binding�
properties�of�the�DNA�bending�protein�Hbb."�Mol�Microbiol�63(5):�1319�30.�

Murphy,�E.�C.,�V.�B.�Zhurkin,�et�al.� (2001).�"Structural�basis� for�SRY�dependent�46�X,Y�sex�reversal:�modulation�of�
DNA�bending�by�a�naturally�occurring�point�mutation."�J�Mol�Biol�312(3):�481�99.�

Murphy,� F.� V.� t.,� R.� M.� Sweet,� et� al.� (1999).� "The� structure� of� a� chromosomal� high� mobility� group� protein�DNA�
complex� reveals� sequence�neutral� mechanisms� important� for� non�sequence�specific� DNA� recognition."�
EMBO�J�18(23):�6610�8.�

Murshudov,�G.�N.,�A.�A.�Vagin,�et�al.�(1997).�"Refinement�of�macromolecular�structures�by�the�maximum�likelihood�
method."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�53(Pt�3):�240�55.�

Nadassy,�K.,�S.�J.�Wodak,�et�al.� (1999).�"Structural�features�of�protein�nucleic�acid�recognition�sites."�Biochemistry�
38(7):�1999�2017.�

Nass,� M.� M.� (1969).� "Reversible� generation� of� circular� dimer� and� higher� multiple� forms� of� mitochondrial� DNA."�
Nature�223(5211):�1124�9.�

Nass,� S.� and� M.� M.� Nass� (1963).� "Intramitochondrial� Fibers� with� DNA� Characteristics.� Ii.� Enzymatic� and� Other�
Hydrolytic�Treatments."�J�Cell�Biol�19:�613�29.�

Nemajerova,�A.,�S.�Erster,�et�al.�(2005).�"The�post�translational�phosphorylation�and�acetylation�modification�profile�
is� not� the� determining� factor� in� targeting� endogenous� stress�induced� p53� to� mitochondria."� Cell� Death�
Differ�12(2):�197�200.�

Ngo,� H.� B.,� J.� T.� Kaiser,� et� al.� "The� mitochondrial� transcription� and� packaging� factor� Tfam� imposes� a� U�turn� on�
mitochondrial�DNA."�Nat�Struct�Mol�Biol�18(11):�1290�6.�

Nikolov,� D.� B.,� H.� Chen,� et� al.� (1996).� "Crystal� structure� of� a� human� TATA� box�binding� protein/TATA� element�
complex."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�93(10):�4862�7.�

Noack,� H.,� T.� Bednarek,� et� al.� (2006).� "TFAM�dependent� and� independent� dynamics� of� mtDNA� levels� in� C2C12�
myoblasts�caused�by�redox�stress."�Biochim�Biophys�Acta�1760(2):�141�50.�

O'Mahoney,� J.�V.,�M.�R.�Brandon,�et�al.� (1991).�"Developmental�and�tissue�specific� regulation�of�ovine� insulin�like�
growth�factor�II�(IGF�II)�mRNA�expression."�Mol�Cell�Endocrinol�78(1�2):�87�96.�

Ohgaki,�K.,�T.�Kanki,�et�al.�(2007).�"The�C�terminal�tail�of�mitochondrial�transcription�factor�a�markedly�strengthens�
its�general�binding�to�DNA."�J�Biochem�141(2):�201�11.�

Ohno,�T.,�S.�Umeda,�et�al.�(2000).�"Binding�of�human�mitochondrial�transcription�factor�A,�an�HMG�box�protein,�to�a�
four�way�DNA�junction."�Biochem�Biophys�Res�Commun�271(2):�492�8.�

Parisi,� M.� A.� and� D.� A.� Clayton� (1991).� "Similarity� of� human� mitochondrial� transcription� factor� 1� to� high� mobility�
group�proteins."�Science�252(5008):�965�9.�

Parisi,�M.�A.,�B.�Xu,�et�al.�(1993).�"A�human�mitochondrial�transcriptional�activator�can�functionally�replace�a�yeast�
mitochondrial�HMG�box�protein�both�in�vivo�and�in�vitro."�Mol�Cell�Biol�13(3):�1951�61.�

Parkhurst,� K.� M.,� R.� M.� Richards,� et� al.� (1999).� "Intermediate� species� possessing� bent� DNA� are� present� along� the�
pathway�to�formation�of�a�final�TBP�TATA�complex."�J�Mol�Biol�289(5):�1327�41.�

Parra,� V.,� H.� Verdejo,� et� al.� "The� complex� interplay� between� mitochondrial� dynamics� and� cardiac� metabolism."� J�
Bioenerg�Biomembr�43(1):�47�51.�

Pastukh,�V.,�I.�Shokolenko,�et�al.�(2007).�"Human�mitochondrial�transcription�factor�A�possesses�multiple�subcellular�
targeting�signals."�FEBS�J�274(24):�6488�99.�

Paull,�T.�T.,�M.� J.�Haykinson,�et�al.� (1993).�"The�nonspecific�DNA�binding�and� �bending�proteins�HMG1�and�HMG2�
promote�the�assembly�of�complex�nucleoprotein�structures."�Genes�Dev�7(8):�1521�34.�

Pfannschmidt,�T.,�A.�Nilsson,�et�al.�(1999).�"Direct�transcriptional�control�of�the�chloroplast�genes�psbA�and�psaAB�
adjusts�photosynthesis�to�light�energy�distribution�in�plants."�IUBMB�Life�48(3):�271�6.�

Pham,� X.� H.,� G.� Farge,� et� al.� (2006).� "Conserved� sequence� box� II� directs� transcription� termination� and� primer�
formation�in�mitochondria."�J�Biol�Chem�281(34):�24647�52.�

Revyakin,� A.,� R.� H.� Ebright,� et� al.� (2004).� "Promoter� unwinding� and� promoter� clearance� by� RNA� polymerase:�
detection�by�single�molecule�DNA�nanomanipulation."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�101(14):�4776�80.�

Reyes,� A.,� M.� Mezzina,� et� al.� (2002).� "Human� mitochondrial� transcription� factor� A� (mtTFA):� gene� structure� and�
characterization�of�related�pseudogenes."�Gene�291(1�2):�223�32.�

Rice,� P.� A.,� S.� Yang,� et� al.� (1996).� "Crystal� structure� of� an� IHF�DNA� complex:� a� protein�induced� DNA� U�turn."� Cell�
87(7):�1295�306.�

Ringel,�R.,�M.�Sologub,�et�al.�"Structure�of�human�mitochondrial�RNA�polymerase."�Nature�478(7368):�269�73.�
Roca,�J.�"Transcriptional�inhibition�by�DNA�torsional�stress."�Transcription�2(2):�82�85.�
Rubio�Cosials,�A.,� J.�F.�Sidow,�et�al.�"Human�mitochondrial�transcription�factor�A� induces�a�U�turn�structure� in�the�

light�strand�promoter."�Nat�Struct�Mol�Biol�18(11):�1281�9.�
Schmidt,� B.,� S.� Konig,� et� al.� (1995).� "Small�angle� X�ray� solution� scattering� study� on� the� dimerization� of� the�

FKBP25mem�from�Legionella�pneumophila."�FEBS�Lett�372(2�3):�169�72.�



� � � �

�

321

Seeman,� N.� C.,� J.� M.� Rosenberg,� et� al.� (1976).� "Sequence�specific� recognition� of� double� helical� nucleic� acids� by�
proteins."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�73(3):�804�8.�

Seidel�Rogol,�B.�L.,�V.�McCulloch,�et�al.�(2003).�"Human�mitochondrial�transcription�factor�B1�methylates�ribosomal�
RNA�at�a�conserved�stem�loop."�Nat�Genet�33(1):�23�4.�

Seidel�Rogol,� B.� L.� and� G.� S.� Shadel� (2002).� "Modulation� of� mitochondrial� transcription� in� response� to� mtDNA�
depletion�and�repletion�in�HeLa�cells."�Nucleic�Acids�Res�30(9):�1929�34.�

Shadel,� G.� S.� and� D.� A.� Clayton� (1997).� "Mitochondrial� DNA� maintenance� in� vertebrates."� Annu� Rev� Biochem�66:�
409�35.�

Sheldrick,�G.�M.�(2008).�"A�short�history�of�SHELX."�Acta�Crystallogr�A�64(Pt�1):�112�22.�
Shoubridge,�E.�A.�(2009).�"Something�old,�something�new,�something�borrowed."�Cell�Metab�9(4):�307�8.�
Shutt,�T.�E.,�M.�Bestwick,�et�al.�"The�core�human�mitochondrial�transcription�initiation�complex:�It�only�takes�two�to�

tango."�Transcription�2(2):�55�59.�
Silva,� J.�P.,�M.�Kohler,�et�al.� (2000).� "Impaired� insulin� secretion�and�beta�cell� loss� in� tissue�specific�knockout�mice�

with�mitochondrial�diabetes."�Nat�Genet�26(3):�336�40.�
Singh,� G.,� N.� Neckelmann,� et� al.� (1987).� "Conformational� mutations� in� human� mitochondrial� DNA."� Nature�

329(6136):�270�2.�
Smart,�O.�S.,�T.�O.�Womack,�et�al.�"Exploiting�structure�similarity�in�refinement:�automated�NCS�and�target�structure�

restraints�in�BUSTER."�Acta�Crystallogr�D�Biol�Crystallogr�68(Pt�4):�368�80.�
Smeets,� A.,� C.� Evrard,� et� al.� (2005).� "Crystal� structures� of� oxidized� and� reduced� forms� of� human� mitochondrial�

thioredoxin�2."�Protein�Sci�14(10):�2610�21.�
Sologub,� M.,� D.� Litonin,� et� al.� (2009).� "TFB2� is� a� transient� component� of� the� catalytic� site� of� the� human�

mitochondrial�RNA�polymerase."�Cell�139(5):�934�44.�
Stefanovsky,�V.�Y.,�G.�Pelletier,�et�al.� (2001).�"DNA� looping� in� the�RNA�polymerase� I�enhancesome� is� the�result�of�

non�cooperative�in�phase�bending�by�two�UBF�molecules."�Nucleic�Acids�Res�29(15):�3241�7.�
Sterner,�R.,�G.�Vidali,�et�al.�(1978).�"Postsynthetic�modification�of�high�mobility�group�proteins.�Evidence�that�high�

mobility�group�proteins�are�acetylated."�J�Biol�Chem�253(21):�7601�4.�
Stott,�K.,�G.�S.�Tang,�et�al.�(2006).�"Structure�of�a�complex�of�tandem�HMG�boxes�and�DNA."�J�Mol�Biol�360(1):�90�

104.�
Stott,�K.,�M.�Watson,�et�al.�"Tail�mediated�collapse�of�HMGB1�is�dynamic�and�occurs�via�differential�binding�of�the�

acidic�tail�to�the�A�and�B�domains."�J�Mol�Biol�403(5):�706�22.�
Sumitani,� M.,� K.� Kasashima,� et� al.� "Biochemical� properties� of� Caenorhabditis� elegans� HMG�5,� a� regulator� of�

mitochondrial�DNA."�J�Biochem�149(5):�581�9.�
Sutovsky,� P.,� R.� D.� Moreno,� et� al.� (2000).� "Ubiquitinated� sperm� mitochondria,� selective� proteolysis,� and� the�

regulation�of�mitochondrial�inheritance�in�mammalian�embryos."�Biol�Reprod�63(2):�582�90.�
Thomas,� J.� O.� and� A.� A.� Travers� (2001).� "HMG1� and� 2,� and� related� 'architectural'� DNA�binding� proteins."� Trends�

Biochem�Sci�26(3):�167�74.�
Thompson,�J.�F.�and�A.�Landy�(1988).�"Empirical�estimation�of�protein�induced�DNA�bending�angles:�applications�to�

lambda�site�specific�recombination�complexes."�Nucleic�Acids�Res�16(20):�9687�705.�
Tiranti,�V.,�A.�Savoia,�et�al.�(1997).�"Identification�of�the�gene�encoding�the�human�mitochondrial�RNA�polymerase�

(h�mtRPOL)�by�cyberscreening�of�the�Expressed�Sequence�Tags�database."�Hum�Mol�Genet�6(4):�615�25.�
Tominaga,� K.,� J.� Hayashi,� et� al.� (1993).� "Smaller� isoform� of� human� mitochondrial� transcription� factor� 1:� its� wide�

distribution�and�production�by�alternative�splicing."�Biochem�Biophys�Res�Commun�194(1):�544�51.�
Topper,�J.�N.�and�D.�A.�Clayton�(1989).�"Identification�of�transcriptional�regulatory�elements�in�human�mitochondrial�

DNA�by�linker�substitution�analysis."�Mol�Cell�Biol�9(3):�1200�11.�
Travers,�A.�and�H.�Drew�(1997).�"DNA�recognition�and�nucleosome�organization."�Biopolymers�44(4):�423�33.�
Uchiumi,�T.,�K.�Ohgaki,�et�al.�"ERAL1�is�associated�with�mitochondrial�ribosome�and�elimination�of�ERAL1�leads�to�

mitochondrial�dysfunction�and�growth�retardation."�Nucleic�Acids�Res�38(16):�5554�68.�
Ugrinova,� I.,� E.� A.� Pasheva,� et� al.� (2001).� "In� vivo� acetylation� of� HMG1� protein� enhances� its� binding� affinity� to�

distorted�DNA�structures."�Biochemistry�40(48):�14655�60.�
Uson,�I.�and�G.�M.�Sheldrick�(1999).�"Advances�in�direct�methods�for�protein�crystallography."�Curr�Opin�Struct�Biol�

9(5):�643�8.�
Vagin,�A.�A.�and�M.�N.� Isupov�(2001).�"Spherically�averaged�phased�translation�function�and� its�application�to�the�

search� for� molecules� and� fragments� in� electron�density� maps."� Acta� Crystallogr� D� Biol� Crystallogr�57(Pt�
10):�1451�6.�

van� Dijk,� M.� and� A.� M.� Bonvin� (2009).� "3D�DART:� a� DNA� structure� modelling� server."� Nucleic� Acids� Res�37(Web�
Server�issue):�W235�9.�

Van�Remmen,�H.,�Y.� Ikeno,�et�al.� (2003).�"Life�long�reduction� in�MnSOD�activity� results� in� increased�DNA�damage�
and�higher�incidence�of�cancer�but�does�not�accelerate�aging."�Physiol�Genomics�16(1):�29�37.�

Van�Tuyle,�G.�C.�and�M.�L.�McPherson�(1979).�"A�compact�form�of�rat�liver�mitochondrial�DNA�stabilized�by�bound�
proteins."�J�Biol�Chem�254(13):�6044�53.�

Vuzman,�D.,�A.�Azia,�et�al.�"Searching�DNA�via�a�"Monkey�Bar"�mechanism:�the�significance�of�disordered�tails."� J�
Mol�Biol�396(3):�674�84.�



� � � �

�

322

Vuzman,�D.,�M.�Polonsky,�et�al.�"Facilitated�DNA�search�by�multidomain�transcription�factors:�cross�talk�via�a�flexible�
linker."�Biophys�J�99(4):�1202�11.�

Wai,� T.,� D.� Teoli,� et� al.� (2008).� "The� mitochondrial� DNA� genetic� bottleneck� results� from� replication� of� a�
subpopulation�of�genomes."�Nat�Genet�40(12):�1484�8.�

Wallace,�D.�C.�(2005).�"Mitochondria�and�cancer:�Warburg�addressed."�Cold�Spring�Harb�Symp�Quant�Biol�70:�363�
74.�

Wallace,�D.�C.�(2005).�"A�mitochondrial�paradigm�of�metabolic�and�degenerative�diseases,�aging,�and�cancer:�a�dawn�
for�evolutionary�medicine."�Annu�Rev�Genet�39:�359�407.�

Wallace,�K.�B.�(2008).�"Mitochondrial�off�targets�of�drug�therapy."�Trends�Pharmacol�Sci�29(7):�361�6.�
Wanrooij,�P.�H.,�J.�P.�Uhler,�et�al.�"G�quadruplex�structures�in�RNA�stimulate�mitochondrial�transcription�termination�

and�primer�formation."�Proc�Natl�Acad�Sci�U�S�A�107(37):�16072�7.�
Weir,�H.�M.,�P.�J.�Kraulis,�et�al.�(1993).�"Structure�of�the�HMG�box�motif�in�the�B�domain�of�HMG1."�EMBO�J�12(4):�

1311�9.�
Winkley,�C.�S.,�M.�J.�Keller,�et�al.� (1985).�"A�multicomponent�mitochondrial�RNA�polymerase�from�Saccharomyces�

cerevisiae."�J�Biol�Chem�260(26):�14214�23.�
Wong,�T.�S.,�S.�Rajagopalan,�et�al.�(2009).�"Biophysical�characterizations�of�human�mitochondrial�transcription�factor�

A�and�its�binding�to�tumor�suppressor�p53."�Nucleic�Acids�Res�37(20):�6765�83.�
Wu,�H.�M.�and�D.�M.�Crothers�(1984).�"The�locus�of�sequence�directed�and�protein�induced�DNA�bending."�Nature�

308(5959):�509�13.�
Xu,�B.�and�D.�A.�Clayton�(1996).�"RNA�DNA�hybrid�formation�at�the�human�mitochondrial�heavy�strand�origin�ceases�

at�replication�start�sites:�an�implication�for�RNA�DNA�hybrids�serving�as�primers."�EMBO�J�15(12):�3135�43.�
Yoshida,�Y.,�H.� Izumi,�et�al.� (2002).�"Human�mitochondrial�transcription�factor�A�binds�preferentially�to�oxidatively�

damaged�DNA."�Biochem�Biophys�Res�Commun�295(4):�945�51.�
Zhang,� Q.,� J.� T.� Yu,� et� al.� "Mitochondrial� transcription� factor� A� (TFAM)� polymorphisms� and� risk� of� late�onset�

Alzheimer's�disease�in�Han�Chinese."�Brain�Res�1368:�355�60.�
Zhang,�X.,�Y.�Zheng,�et�al.�"Disruption�of�the�mitochondrial�thioredoxin�system�as�a�cell�death�mechanism�of�cationic�

triphenylmethanes."�Free�Radic�Biol�Med�50(7):�811�20.�
Zlatanova,� J.,� J.� Yaneva,� et� al.� (1998).� "Proteins� that� specifically� recognize� cisplatin�damaged� DNA:� a� clue� to�

anticancer�activity�of�cisplatin."�FASEB�J�12(10):�791�9.�
�
�

�


