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Caracteristicas generales
Procesos bioldgicos que ocurren en el nucleo
Estructura del nucleo

Trafico de moléculas desde/hacia en nucleo
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Macromoléculas:
- Proteinas

- Acidos nucleicos DNA
RNA



Residencia del material genético
DNA estructurado en Cromosomas

cromosomas -

- .
Gie msa—stﬁwp &b -

metaphase chromosomes

Alberts et al, Molecular Biology of the Cell, Garland Publishing, 1994,
pages 352 and 353



Ndcleo interfasico

Interphase
Nucleus

NuUcleo metafasico

Metaphase chromosomes
labeled with DMNA probe (arrows) for
centromere of chromosome 1.

Boehringer Mannheim Biochemicals "Non Radioactive In Situ
Hybridization Application Manual”, Figure 14.
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Modlficado de Bloom and Fawcett, A Textbook of Histology,
Chapman and Hall, 12th edition,
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Procesos bioldgicos relativos al material genético

. Replicacion del DNA (preservacion de la
informacion genética)

. Reparacion del DNA (dafno/errores)

. Expresion de los genes y su regulacion

- Proceso de tramscripcion de genes
(sintesis de mMRNA)
- Procesamiento de transcritos primarios

- Transporte de transcritos maduros
hacia el citoplasma

. Sintesis de RNA (ribosomal y de transferencia)

Ensamblaje de la maquinaria para la sintesis de
proteinas (subunidades ribosomales y rRNA)
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Proteinas
con diversas funciones celulares




ESTRUCTURAS NUCLEARES
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Conformada por filamentos intermedios de
30-100 nm de grosor, que son polimeros lamininas

e Las lamininas de tipo A se localizan préximas al nucleoplasma

e Las lamininas de tipo B estan proximas a la envoltura nuclear

Participan en el ensamblaje y desensamblaje de la
envoltura nuclear durante.la Mmitosis:

e La de las lamininas gatilla el desensamblaje de la
lamina y la fragmentacion de la envoltura nuclear en vesiculas

e La de las lamininas revierte el proceso,
permitiendo la reorganizacion del nucleo

e Anticuerpos contra las lamininas evitan el ensamblaje del ndcleo
después de la mitosis






Sintesis de RNA y ensamblaje de subunidades
ribosomales

Cromosomas que tienen genes rRNA

Asa de un cromosoma gue tiene una
agrupacion de genes para rRNA

(organizador nucleolar)



Nucléolo

rRNA recién sintetizado

| Convergencia del
= organizador nucleolar de
distintos cromosomas

Ribonucleoproteinas




Sintesis de rRNA
[ |

Los nucléolos aumentan en tamafno y nimero cuando
la célula es estimulada a sintetizar proteinas

Los nucléolos se desorganizan durante la mitosis y se
Vuelven a ensamblar luego de la division celular



Organizacion y desorganizacion del
nucleolo durante el ciclo celular
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Nucleoplasma (lumen nuclear)
Cromatina (condensada o laxa)
“Maquinaria” replicacion del DNA
Sistemas de reparacion del DNA
“Maquinaria” de transcripcion génica
“Maquinaria” de procesamiento de RNA

Lamina nuclear (esqueleto nuclear)

Nucleolo “Maquinaga” de sintesis de rRNA 'y
ensamblaje de ribosomas

Envoltura nuclear Membrana interna
Membrana externa (continuidad RE)
Espacio prinuclear (cont. lumen RE)

Poro nuclear ~ Complejo multiproteico (100 proteinas)
Masa molecular 125.000.000

Estructuras nucleares

Ensamblaje % Desorganizacion




ESTRUCTURAS NUCLEARES

3000-4000 poros

Envoltura nuclear

Reticulo endoplasmico



Envoltura nuclear

Reticulo endoplasmico LUmen nuclear
(nucleoplasma)

Lumen del RE

LAmina
nuclear
Membrana RE
Membrana
nuclear
Membrana nuclear interna

externa Espacio perinuclear



Yenv elop g

Heterochromatin lies against the nuclear
ehvelope in patches and.is broken up at
the site of the nuclear pore:




Tincién negativa
S o Nuclear

. ‘Eb' Pore

. S Complexes

i &

£

Criofractura

Barrido



Presunto tapon o

ﬂ_lame,nto_ diafragma
citoplasmico
anillo
envoltura citoplasmico
nuclear > Jumen
pared «— |
filamento de la
canasta o canasta o jaula
jaula
nuclear anillo nuclear

anclado a lamina
nuclear

proteina luminal (anclaje a
la envoltura)

columna (pared del poro)

componente
anular

15 nm

citoplasma

|

9 nm

nucleo



b - Ff?'u-
‘.'- - _-!'. "
o p .
; _-+ L]
® by
L ,.‘_‘-l
Vi Nuclear — J
e .r.«' membrane

*f

Alberts et al., Molecular Biology of the Cell,
Garland Pub., N.Y. 1994, Fig 12-15.



Poro Nuclear

Poro acuoso

15 nm

9 nm
26 nm

Difusion libre de solutos

pequeios <5.000 daltons
proteinas < 60.000 daltons

Transporte de macromoléculas

e Proteinas 100.000 a 200.000 Da

e mMRNA

e tRNA

e Subunidades ribosomales (¢ = 30 nm)



Las macromoléculas son “escoltadas
a traves del poro nuclear

Proteina a ser

transportada ) .
P Proteina citosodlica

f citoplasma ‘
e

nucleoplasma .
1 2

v 3

Interaccion de la Asociacion con Paso a través del
proteina blanco el complejo 0Or0 €N Proceso
con proteinas poro nuclear dependiente de la
citosélicas _ .
(filamentos) hidrolisis de ATP

especializadas



¢ Qué proteinas son transportadas
al nucleo?




Aproximacion experimental
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Sefal para transporte hacia el nucleo

(&) LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING (B} LOCALIZATION OF T-ANTIGEN CONTAINING
WILD-TYPE NUCLEAR IMPORT SIGNAL A MUTATED MUCLEAR IMPORT SIGMAL
RALFSE
Pro—Pro —Lys—Lys—Lys—Arg—Lys— Val—  Pro —Pro—Lys {Thr—Lys —Arg—ys— val —

sefnales de localizacion nuclear

4 a 8 Lys o0 Arg + Pro dispuestos en uno o dos bloques

Ej. Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys



Proteinas destinadas ~ _ 5
al ntcleo: senal de localizacion

nuclear

Proteinas que transitan
entre nucleo y citoplasma: sefnal de localizacion

nuclear
[ |

sefal de exportacion
nuclear

NLS Proteinas de localizacién nuclear permanente

NLS +NES Proteinas que transitan entre el nucleo y el
citoplasma




¢, CoOmo se controla la importacion
de proteinas al nucleo?

A.- Fosforilacion de NLS impide transporte hacia
el nucleo

nucleo orinzﬁ
; g _______ >

B.- Interaccidon con proteinas citosolicas inhibitorias

v K




Importacion de proteinas al nucleo

proteinas con NLS
nucleoplasma / q|LS
GTP

citoplasma

Importina ab

Importina B
GTP

/
Ran GAP*
(30

Protel'na con NLS Ran

*RCC1: Ran nucleotide exchange factor

*Ran-GAP: Ran GTPase activating protein



Nucleoplasma
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Exportacion de proteinas que tienen
secuencias de exportacion nuclear (NES)

RCC1: Ran nucleotide exchange factor

Ran-GAP: Ran GTPase activating protein



IMPORTACION EXPORTACION
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Experimento de importacion de una proteina (SRP19)

- Se marca la proteina con un fluoréforo

- Se aisla nucleos celulares

- Se incuba los nucleos con agrega la proteina
- Se analiza los resultados mediante fotografias

Adicion Adicién
Nada
_ Importina 5
Importina o
+
Importina 3
Importina 7
Importina (3
sola
Importina 8
Transportina

Dean, K. et al., J. Cell Sci. 114: 3479, 2001. ©
The Company of Biologists, Ltd.



Transporte de mRNA desde el nucleo al citoplasma
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	Las macromoléculas son “escoltadas” a través del poro nuclear

