
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

IV. RESULTADOS 



 

1.- Interacción E-cadherina-β-catenina y E-cadherina-
p120ctn.  
 
1.1.- Expresión de los distintos productos recombinantes. 

 
Se procedió a expresar y purificar como proteínas de fusión unidas a GST, 

los distintos componentes del complejo cadherina-cateninas, tal y como se 

detalla en materiales y métodos. En los casos en que fue necesario, el 

fragmento correspondiente a la GST fue separado por corte con la proteasa 

PreScission, para facilitar los ensayos de afinidad. 

En la figura 13 se muestra la pureza de alguna de las preparaciones 

obtenidas: el dominio citosólico de la E-cadherina, las cateninas (β y p120) 

además de diversos mutantes puntuales de β-catenina donde residuos tirosina 

han sido sustituídos por fenilalanina o glutámico. La razón de la elaboración de 

estos mutantes se trata más adelante. 

 

 
Fig 13. Expresión de las distintas proteínas recombinantes 
utilizadas en este trabajo.    SDS-PAGE (12% poliacrilamida) teñido 
con Coomassie Brilliant Blue. 1. GST-cyto-E-cadherina, 43 kDa; 2. 
cyto-E-cadherina, 17 kDa; 3. p120ctn, 81 kDa; 4. GST-α-catenina, 127 
kDa; 5. GST-β-catenina, 118 kDa; 6. β-catenina, 92 kDa; 7. β-
catenina-Y86F, 92 kDa; ; 8. β-catenina-Y654F, 92 kDa;  9. β-catenina-
Y86,654F, 92 kDa; 10. β-catenina-Y86E, 92 kDa; 11. β-catenina-
Y654E, 92 kDa; 12. β-catenina-Y86,654F, 92 kDa.      
 



 

En alguna de las muestras puede observarse una banda débil de unos 26 

kDa que corresponde a GST que se expresa y purifica junto con el producto 

deseado, aunque en proporción despreciable. 

 

 

1.2.- La tirosina quinasa Src fosforila in vitro a β-catenina y 
p120ctn. 
 

Tal y como se detalla en la Introducción, se había correlacionado la 

fosforilación en tirosinas de β-catenina y p120ctn con la pérdida de las uniones 

adherentes y un posible candidato para llevar a cabo esta fosforilación in vivo 

era Src. Se desconocía si la fosforilación era llevada a cabo por la propia 

quinasa c-src, qué residuos concretos eran fosforilados directamente y cómo 

afectaba este fenómeno a la formación de los complejos de adhesión. Por este 

motivo procedimos a estudiar la fosforilación in vitro de la β y p120-cateninas 

con 32P. 1,5 µg de β-catenina o p120ctn recombinantes se incubaron con 3 

unidades de la proteína quinasa Src y 0.1 mM de ATP [γ-32P] (a unas 1000 

cpm/pmol) durante 4 horas a 22ºC en las condiciones detalladas en la sección 

de Materiales y métodos. Las muestras se procesaron por electroforesis, se 

fijaron, secaron y se pusieron en contacto con películas de rayos-X durante 12 

h a –80ºC. El mismo experimento se repitió cinco veces. La figura 14A es un 

autoradiograma representativo de las distintas pruebas.   Ambas cateninas 

fueron fosforiladas por Src recombinante. Esta fosforilación fue totalmente 

bloqueada por la adición de herbimicina -a 34 µM de concentración final en la 

mezcla de reacción- un inhibidor específico de Src (Uehara et al. 1989). 

Se analizó la estequiometría de estas fosforilaciones. Se tomaron diversas 

alícuotas de las reacciones a diferentes tiempos, se sometieron a electroforesis 

y la cantidad de fosfato incorporado en cada muestra se detectó sometiendo 

cada banda recortada del gel al contador de centelleo. Los datos se 

representan en la figura 14B. Se observó que una unidad de Src era capaz de 

incorporar 1,5 moles de P/ mol de β-catenina y 2,1 moles de P/ mol de p120ctn 

(figura 14B), cuando las reacciones se llevaban a cabo a 22ºC. Esto indicaba 

que, en ambos casos, más de un residuo estaba siendo modificado. 



 
Fig 14. Fosforilación de la β-catenina y p120ctn por Src. (A) 

Fosforilación de 1 nmol de proteína con 3 unidades de Src durante 4 
horas. Autorradiografía expuesta 12h a –80ºC. Hb=herbimicina; (B) 
Estequiometría de la fosforilación obtenida estudiando la incorporación 
de 32P a lo largo del tiempo. 

 

 

 

1.3.- La fosforilación in vitro de β-catenina por c-src, 
afecta negativamente a su interacción con E-cadherina. 

 

Con el fin de determinar la relevancia de la fosforilación de β-catenina, se 

analizó la capacidad de la β-catenina fosforilada para interaccionar con el 

dominio citosólico de la E-cadherina y se comparó con la de β-catenina no 

modificada. 

Había sido descrito  que un fragmento de 41 aminoácidos de la porción 

citosólica de la E-cadherina era suficiente para unir a la β-catenina tanto in vitro 

como in vivo (Pai et al. 1996). En estos ensayos se incubaron cantidades 

variables de β-catenina no modificada y β-catenina fosforilada por Src (30, 60, 

150, 300 y 500 ng) con una cantidad fija de GST-cytoEcadherina (1,2·10-12 

moles). Como control se incubaron las dos formas de β-catenina con la misma 

cantidad molar de GST sola (1,2·10-12 moles). Los complejos formados se 



aislaron por afinidad a glutathion-sepharose y la β-catenina unida se analizó 

por western blot con anti-βcatenina. En la figura 15 se muestran los resultados 

obtenidos para la interaccción de 1,2·10-12 moles de GST-cytoEcadherina con 

30 y 60 ng de β-catenina control y fosforilada por Src. 

 
 
Fig 15. Interacción de E-cadherina con β-catenina no fosforilada  y β-

catenina fosforilada por pp60c-src. Tras la fosforilación  a 22ºC durante 4 h se 
realizaron los ensayos de afinidad y se analizaron por geles SDS-PAGE al 10% 
poliacrilamida. Los geles se transfirieron y revelaron con anti-βcatenina. St, 
standard. 

 

Las fotografías obtenidas fueron densitometradas (ver materiales y 

métodos) y la concentración de β-catenina unida fue determinada comparando 

patrones internos de β-catenina de concentración conocida presentes en el 

mismo Western blot. Se llevaron a cabo análisis de Scatchard  y se determinó 

una constante de asociación, Ka, para ambas interacciones, a partir de la 

pendiente de la recta de regresión obtenida. 

 

[β-catenina] total 
x 10 -10 (mol/L) 

[β-catenina] unida
x 10 -10 (mol/L) 

[β-catenina] unida/ 

[β-catenina] libre 

16,6 6,66 0,67 

32,6 12,2 0,598 

81,5 26,2 0,473 

163 39,5 0,319 

271,7 50,5 0,228 

 

Tabla V. 
Concentraciones 
de β-catenina 
incubadas con 
6x10-9 mol/L de 
cytoEcadherina-
GST. 



El número de ensayos realizados para cada concentración fue de 5 y 

los valores que aparecen en las tablas corresponden al valor medio 

encontrado en esos cinco experimentos.  

La representación de Scatchard obtenida para la unión de E-

cadherina con β-catenina no fosforilada fue: 
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Fig 16. Análisis de Scatchard de la unión de β-catenina a E-cadherina.  La 

pendiente de esta representación, 1,0.108, es la constante de afinidad (ka). 
 

 

Para la interacción E-cadherina/β-catenina se determinó una ka de 1,0·108 

M-1 y una Ka de 1,8·107 M-1 para la unión de E-cadherina/β-catenina-P, lo que 

claramente muestra que la fosforilación en tirosinas de la β-catenina afecta a su 

afinidad por el fragmento citosólico de la E-cadherina, disminuyéndola en un 

factor de 5. 

 

 

 

1.4.- La fosforilación in vitro de p120ctn por Src, afecta 
positivamente a su interacción con E-cadherina. 

 

Se procedió de igual manera con la p120ctn para averiguar si su 

fosforilación por Src afectaba a la interacción con la E-cadherina. Se incubaron 

cantidades variables de p120ctn y p120ctn-fosforilada con una cantidad fija de 



GST-cytoEcadherina (1,2·10-12 moles) y  GST como control. La cantidad de 

p120ctn unida se aisló y analizó por western blot con anti-p120ctn (figura 17). 

 

 
 
Fig 17. Interacción de E-cadherina con p120ctn no fosforilada  y 

p120ctn fosforilada por pp60c-src. Tras la fosforilación a 22ºC durante 4 h se 
realizaron los ensayos de afinidad y se analizaron por geles SDS-PAGE al 10% 
poliacrilamida. Los geles se transfirieron y revelaron con anti-p120ctn. St, 
cantidad conocida de p120ctn. 

 
 

La cantidad de p120ctn unida fue determinada en relación a patrones 

internos de cantidad conocida de p120ctn y los datos se sometieron a análisis 

de Scatchard, de igual modo que en el apartado anterior. Se determinó una Ka 

de 0,36·107 M-1 para la interacción E-cadherina/p120-catenina y una Ka de 

1,2·107 M-1 para la unión de E-cadherina/p120-catenina-P. Estos resultados 

indican que la p120ctn presenta una afinidad por la E-cadherina menor que la β-

catenina y que la fosforilación en tirosinas de la p120ctn tiene un efecto opuesto 

al que tiene la fosforilación de la β-catenina, aumentando su afinidad por la E-

cadherina en un factor de 4 (ver tabla VI). 

 

 

1.5.- β-catenina y p120ctn (fosforiladas o no por Src) no compiten 
por unirse al dominio citosólico de E-cadherina. 

 
Se sabía que la p120ctn se unía a la E-cadherina en una zona contigua a la 

zona de unión de β-catenina. Una posibilidad a considerar era que la unión de 



la p120ctn afectase a la interacción de la β-catenina con la E-cadherina cuando 

ambas proteínas estuvieran fosforiladas en tirosinas. 

Para comprobarlo, se llevaron a cabo ensayos de unión entre GST-

cytoEcadherina y β-catenina; en presencia de cantidades variables de p120ctn 

hasta un exceso molar de 4 veces en relación a la β-catenina. Si la fosforilación 

de p120ctn de alguna manera “expulsaba” a la β-catenina del complejo, 

debíamos encontrar una disminución de la β-catenina unida a GST-

cytoEcadherina.  Se realizaron dos series de incubaciones: una con β y p120 

no modificadas y otra con β y p120 fosforiladas por Src que se analizaron en 

paralelo con anticuerpos contra β-catenina y p120ctn (figura 18).  

Los resultados mostraron que la adición de cantidades crecientes de 

p120ctn (fosforilada o no) no modificaba la unión de β-catenina (fosforilada o no) 

a E-cadherina. Así, las constantes de asociación medidas en estas condiciones 

no variaron respecto a las calculadas para la β-catenina en ausencia de p120ctn 

(ver tabla VI). Se determinó una Ka para la interacción β-catenina/ Ecadherina 

(en presencia de un exceso molar de 4 veces de p120ctn no fosforilada) de 

8,2·107 M-1 (cuando sin p120ctn era de 10·107 M-1). La unión β-catenina-P/ 

Ecadherina (en presencia del mismo exceso de p120ctn-P) mostró una ka de 

1,4·107 M-1 (cuando sin p120-P era de 1,8·107 M-1). 

Se descartó entonces un efecto de la p120ctn sobre la afinidad de la β-

catenina por el dominio citosólico de la E-cadherina. Ambas cateninas 

interaccionan con la cadherina de una forma independiente. 

 



 
Fig 18.  Interacción de β-catenina y p120ctn no fosforiladas y fosforiladas por 
pp60c-src con E-cadherina.  Se añadieron cantidades crecientes de p120ctn 

hasta un exceso molar de 4 (100 ng), fosforiladas o no, a 30 ng de β-
catenina control o fosforilada en presencia de 60 ng de GST-cytoEcad. Se 
analizaron por SDS-PAGE, se transfirieron a nitrocelulosa y se revelaron 

con anti-βcatenina y anti-p120ctn. St, standard. p120-catenina, p120ctn. 
 
 
 

1.6.- Las tirosinas 86 y 654 de β-catenina son fosforiladas por 
Src. 

 

Ya que la fosforilación en tirosinas de β-catenina presentaba una relevancia 

funcional para la actividad de la E-cadherina, se persiguió identificar las 

tirosinas concretas que eran modificadas. De los ensayos de fosforilación in 

vitro con Src sabíamos que más de un residuo estaba siendo fosforilado. 

Se procedió entonces a la construcción de distintos mutantes 

deleccionados de β-catenina, mediante digestión con endonucleasas de 

restricción sobre el cDNA de la β-catenina entera y se estudió su fosforilación 

por Src. Estos estudios revelaron que dos zonas principales de la proteína eran 

fosforiladas: una entre los residuos 1-106 y otra entre los aa 575-782. 

Estudiando las tirosinas presentes en estos fragmentos, y comparando las 

secuencias con secuencias de sustratos bien conocidos de la quinasa c-src, se 

eligieron las tirosinas 86 y 654 como mejores candidatas a ser modificadas por 

Src. 



Se generaron mutantes puntuales de β-catenina con el residuo 86, el 654 o 

ambos sustituídos por fenilalanina (mutación conservativa que impide la 

fosforilación) o por glutámico (mutación que aporta una carga negativa y simula 

los efectos de la fosforilación en el residuo o residuos sustituídos). 

En la figura 19(A y B) se muestran los experimentos de fosforilación in vitro 

llevados a cabo con la β-catenina control y los distintos mutantes con 

fenilalanina. 

 

 

 

 
Fig 19. Fosforilación de la β-catenina wild-type y de los mutantes Y86F, Y654F 

e Y86,654F por pp60c-src.  (A) Fosforilación de 1 nmol de proteína con 3 unidades 
de pp60c-src durante 4 horas. Autorradiografía expuesta 12h a –80ºC; (B) 

Estequiometría de la fosforilación obtenida estudiando la incorporación de 32P 
a lo largo del tiempo. Wt, wild type, Y86F, Tyr-86ÆPhe, Y654F, Tyr-654ÆPhe. 

 
 



Los resultados de la fosforilación de las distintas formas mutadas 

confirmaron nuestras predicciones: ambos mutantes Tyr-86ÆPhe y Tyr-

654ÆPhe fueron significativamente fosforilados en menor grado que la β-

catenina control, lo que implicaba que ambos residuos eran fosforilados por c-

src. Además, el doble mutante Tyr-86/654ÆPhe -carente de ambas tirosinas- 

no se fosforiló, implicando que estos son los dos únicos residuos fosforilados 

por Src. 

Estudiando la estequiometría de la incorporación de fosfato en cada 

mutante se comprobó que el residuo 86 era fosforilado más eficientemente por 

la quinasa que el 654. 

 

 

1.7.- Interacción del fragmento citosólico de E-cadherina con 
mutantes de β-catenina de las tirosinas 86 y 654. La 

modificación de la Tyr654 inhibe la unión E-cadherina/β-
catenina in vitro. 

 
Mutantes tirosinaÆfenilalanina. Una vez identificados los residuos de tirosina 

en β-catenina fosforilados por Src, el 86 y el 654, se realizaron experimentos de 

afinidad con E-cadherina. Así, se incubó GST-cytoEcadherina con cantidades 

variables de los mutantes de β-catenina (Tyr-86ÆPhe o Tyr-654ÆPhe) no 

fosforilados y fosforilados por Src. La figura 20 muestra los resultados 

obtenidos. 

 
Fig 20. Interacción de β-catenina wt, Y86F e Y654F, fosforilada o no por pp60c-

src, con cyto-E-cadherina. Las muestras se analizaron en un gel SDS-PAGE al 
10% poliacrilamida, se transfirieron a un filtro de nitrocelulosa y se revelaron 



con un anticuerpo contra β-catenina. Wt, wild type, Y86F, Tyr-86ÆPhe, Y654F, 
Tyr-654ÆPhe. 

 
 

Tal como esperábamos, la Ka determinada para la unión de E-cadherina y 

β-catenina Y654F fue de 10,5·107 M-1 (muy similar a la de la β-catenina wild 

type). La Y654F fosforilada por Src presentó una afinidad igualmente parecida 

a la β-salvaje (ver tabla VI). La Ka determinada para la unión de E-cadherina y 

β-catenina Y86F fue de 9,5·107 M-1 (muy similar a la de la β-catenina salvaje); 

mientras que la Y86F fosforilada por Src presentó una una afinidad mucho 

menor con una Ka de 1,5·107 M-1 . 

Tal y como suponíamos, los dos mutantes no fosforilados presentaron una 

afinidad muy parecida a la de β-catenina control. Esto confirmaba que la 

conformación de la proteína no se veía alterada al sustituir los residuos 86 y 

654 por fenilalanina. 

Además, el mutante Tyr-86ÆPhe -que conserva la tirosina 654 intacta- 

presentó una afinidad débil por la E-cadherina al ser fosforilado por Src (similar 

a la de la β-catenina wild type fosforilada). Estos resultados indicaron que la 

fosforilación de la Tyr-654 de la β-catenina era importante para regular la 

interacción E-cadherina/β-catenina, mientras que la fosforilación de la Tyr-86 

no afectaba a dicha interacción. 

 
Mutantes tirosinaÆglutámico. Se procedió también a analizar la interacción 

de los mutantes Tyr-86ÆGlu y Tyr-654ÆGlu de β-catenina por el dominio 

citosólico de la E-cadherina. Estas sustituciones de tirosina por glutámico 

tenían como objeto simular la fosforilación, incorporando un residuo con una 

carga negativa, tal y como lo haría la incorporación del grupo fosfato. Se 

realizaron ensayos de afinidad con una cantidad fija de GST-cytoEcadherina 

(1,2·10-12 moles) y cantidades variables de β-catenina Y86E o Y654E. La figura 

21 corresponde a un Western blot que muestra la unión de los distintos 

mutantes de β-catenina a E-cadherina. 

 



 

Y86E   Y654E WT     WT   Y86E Y654E  WT  Y86E Y654E  WT Y86E Y654E 

 
Fig 21. Interacción de β-catenina wt, Y86E e Y654E con cyto-E-cadherina. Las 
muestras se analizaron en un gel SDS-PAGE al 10% poliacrilamida, se 

transfirieron a un filtro de nitrocelulosa y se revelaron con un anticuerpo 
contra β-catenina. WT, wild type, Y86E, Tyr-86ÆGlu, Y654E, Tyr-654ÆGlu. 

 
 

El análisis de los datos por Scatchard permitió obtener una constante de 

afinidad para la interacción β-catenina Y86E/ E-cadherina de 8,6·107 M-1 (muy 

similar a la afinidad de la β-catenina salvaje por la E-cadherina). La Ka de la 

unión de β-catenina Y654E con E-cadherina fue de 7,7.106 M-1 (más de diez 

veces inferior a la afinidad de la β-catenina wild type por la E-cadherina). 

Estos resultados mostraron claramente que la introducción de una carga 

negativa en el residuo 654 de la β-catenina, afectaba a la interacción con la E-

cadherina, pero no había efectos evidentes al modificar el residuo 86. 

El hecho de que el mutante Y654E presentase menor afinidad por la 

cadherina que la β-catenina fosforilada por Src, se explica probablemente 

porque la fosforilación in vitro no tiene una eficiencia del 100% y un porcentaje 

de la β-catenina puede quedar sin ser fosforilada en el residuo 654. 

 

 

 

 

 

 



Tabla VI.  Constantes de afinidad de la interacción del dominio citosólico de E-
cadherina con β-catenina o p120ctn. 

 

Unión de cyto-Ecadherina con Ka (M-1) (x 107) 

β-catenina 10 ± 2 

β-catenina (fosforilada por Src) 1.8 ± 0.4 

p120ctn 0.36 ± 0.05 

p120ctn (fosforilada por Src) 1.2 ± 0.3 

β-catenina (en presencia de un exceso molar de 4 
veces de      p120ctn) 

8.2 ± 0.5 

β-catenina fosforilada (en presencia de un exceso 
molar de 4 veces de p120ctn fosforilada) 

1.4 ± 0.2 

β-catenina Y86F 9.5  ± 1.6 

β-catenina Y86F (fosforilada por Src) 1.5 ± 0.2 

β-catenina Y654F 10.5 ± 2 

β-catenina Y654F (fosforilada por Src) 10.1 ± 1.8 

β-catenina Y86E 8.6 ± 0.7 

β-catenina Y654E 0.77 ± 0.14 

 
Las constantes de afinidad fueron calculadas como se indica en 

Materiales y Métodos a partir del resultado de cinco experimentos llevados a 
-cabo en duplicado. 

 
 

 
 

1.8.- La fosforilación de la Y654 in vivo también inhibe la 
interacción E-cadherina/β-catenina. 

 
Para comprobar la relevancia funcional que la fosforilación de la tirosina 

654 pudiera tener in vivo, células Caco-2 fueron transfectadas transitoriamente 

con β-catenina wild type o los dos mutantes de tirosina-654 (Tyr654ÆGlu y 

Tyr654ÆPhe), marcados con una cola de polihistidina para facilitar su 

purificación. En algunos casos, el medio de crecimiento celular se suplementó 

con ortovanadato sódico, inhibidor de tirosina-fosfatasas que impide la 

defosforilación de la tirosina 654 de β-catenina. El incremento de fosforilación 



de β-catenina se correlaciona en estudios similares con la disociación de las 

uniones adherentes (Volberg et al. 1992; Skoudy et al. 1996). 

Como se muestra en la figura 22A (panel anti-PTyr), la fosforilación de la 

β-catenina wild type aumentó por la incubación con ortovanadato. Los niveles 

de fosfotirosina presentes en los dos mutantes de la Tyr-654 no se 

incrementaron. Sin tratar con ortovanadato, el contenido en fosfotirosina de las 

tres formas era muy similar lo que sugería que la Tyr-654 no estaba siendo 

fosforilada en condiciones basales y el tratamiento indujo la fosforilación del 

residuo. 

En el panel central (anti E-cadherina) se muestra la cantidad de E-

cadherina que fue copurificada con la β-catenina en cada caso. Tras el 

tratamiento con vanadato, la cantidad de cadherina que interaccionó con β-

catenina wild type fue sustancialmente menor. Este efecto no se vió en los 

mutantes de Tyr-654ÆGlu ni Tyr-654ÆPhe, antes y después del tratamiento 

con vanadato. 
 

 
 

Fig 22. Fosforilación in vivo e interacción entre la E-cadherina y los mutantes 
puntuales de la β-catenina. Los cDNAs de la β-catenina wild type y de algunos de 
sus mutantes puntuales fueron transfectados en células Caco-2 como se 
describe en Materiales y Métodos. Después de 30 horas se prepararon los 
extractos celulares. Cuando se indica, las células fueron tratadas con 
ortovanadato sódico (250µM) durante las últimas 6 horas. Las formas de β-
catenina expresadas fueron purificadas por cromatografía con Niquel-agarosa 
y las proteínas unidas a la columna, se sometieron a SDS-PAGE y Western blot 
con un anticuerpo anti β-catenina para comprobar que se obtienen niveles de 
expresión similares en todos los casos. Las membranas fueron estripadas y 
reanalizadas con anticuerpos contra E-cadherina y fosfotirosina. WT, wild type, 
Y654F, Tyr-654ÆPhe, Y654E, Tyr-654ÆGlu, Y86E, Tyr-86ÆGlu. 



 
 

Finalmente, se analizó la asociación in vivo de los mutantes Tyr-86ÆGlu y 

Tyr-654ÆGlu a la E-cadherina. Se puede apreciar una menor interacción con 

E-cadherina, tanto para la β-catenina tratada con ortovanadato como para el 

mutante Tyr-654ÆGlu (fig. 22A). A diferencia del mutante Tyr-654ÆGlu, el 

mutante Tyr-86ÆGlu interaccionó con E-cadherina de forma muy similar a la 

β-catenina wild type (fig. 22B).  

Todos estos resultados demostraron que la fosforilación de la tirosina 654 

de β-catenina era relevante para la modulación in vivo de la interacción entre 

E-cadherina y β-catenina. 

 

1.9.- El Receptor de EGF y su homólogo erbB2 fosforilan 
activamente la tirosina 654 de β-catenina. 

 
La modificación de la tirosina 654 de β-catenina es importante para regular 

la interacción entre β-catenina y E-cadherina. La quinasa Src era capaz de 

fosforilar este residuo en las condiciones ensayadas in vitro aunque, como 

muestra la figura 19, cataliza con mayor eficiencia la fosforilación del residuo 

86. Por ello es probable que sea otra quinasa o quinasas las responsables de 

la modificación del residuo 654. 

Como se ha comentado en la Introducción, el receptor de EGF (EGFR) 

había sido descrito como tirosina quinasa capaz de interaccionar y fosforilar a 

β-catenina (Hoschuetzky et al. 1994). Además, el EGFR y su homólogo c-

erbB-2 se unen a β-catenina en una zona que engloba las últimas tres 

repeticiones armadillo –zona donde se localiza el residuo 654- (Shibata et al. 

1996). 

Para probar si el EGFR podía catalizar eficientemente la fosforilación de la 

tirosina 654 de β-catenina, 800 ng de β-catenina wild type o los mutantes Tyr-

86ÆPhe, Tyr-142ÆPhe y Tyr-654ÆPhe fueron fosforilados con unas seis 

unidades de EGFR (Sigma) o con células transfectadas con erbB2 como se 

describe en Materiales y Métodos. Los resultados del ensayo se muestran en 

la figura 23. 



 

Fig 23. EGFR y erbB2 fosforilan la tirosina 654 de β-catenina. 6,7 pmoles de 
GST-βcatenina (wild type o mutantes Y86F(Tyr-86ÆPhe), Y142F(Tyr-

142ÆPhe) o Y654F(Tyr-654ÆPhe)) fueron fosforiladas con EGFR 
recombinante (Sigma) o erbB2 como se describe en Materiales y Métodos. La 

fosforilación se analizó mediante Western blot con anti-Fosfotirosina. La 
membrana fue stripped y reanalizada con anti-βcatenina para comprobar que 

niveles similares de β-catenina estaban siendo fosforilados en todos los 
casos. 

 
 

 

Como se puede apreciar, tanto el EGFR como erbB2 catalizaron in vitro la 

fosforilación del residuo 654, ya que el mutante Tyr-654ÆPhe se fosforiló 

considerablemente menos que la forma wild type. Pero éste no es el único 

residuo de β-catenina modificado por estas quinasas, ya que el mutante Tyr-

654ÆPhe- sigue presentando algo de fosforilación. 



2.- Interacción β-catenina-α-catenina. 

 
2.1.- En la zona de β-catenina que se une a α-catenina 

únicamente hay una tirosina (Tyr142). 
 
 

Además de comprobar que la interacción de β-catenina con E-cadherina 

está modulada por fosforilación, había indicios que la unión de β-catenina a α-

catenina también pudiera estar regulada por fosforilación en tirosinas. La zona 

de β-catenina que interviene en la interacción con α-catenina comprende los 

aminoácidos del 120 al 151 (Aberle et al. 1994). 

 
 
 
 
 
 
 

Fig 24. Detalle de la secuencia aminoacídica de la zona de β-catenina 
que interacciona con α-catenina. (GenBank™, Accession M90364). Se 

destaca en negrita la Tirosina-142 de β-catenina. 
 
 
 

Como se aprecia en la figura, esta secuencia, situada entre el final del 

dominio N-terminal y la primera repetición armadillo de β-catenina, sólo 

contiene una tirosina, la 142. Estudios de mutagénesis puntual de β-catenina 

habían mostrado que la tirosina 142 era esencial para la interacción con α-

catenina (Aberle et al. 1996). 

 

 

2.2.- Las tirosina-quinasas Fer o Fyn fosforilan la Tyr142 in 
vitro. 
 

Se procedió a probar distintas tirosina-quinasas en busca de alguna que 

pudiera catalizar la fosforilación de la tirosina 142 de β-catenina.  

En primer lugar, de forma análoga a lo descrito anteriormente para las 

tirosinas 86 o 654, se generaron mutantes puntuales de β-catenina con la 

AAHPT NVQRL AEPSQ MLKHA VVNLI NYQDD AELAT RAI
    |     |     |     |     |     |     | 
     120     125     130     135     140     145     150   



tirosina 142 sustituída por fenilalanina (Tyr-142ÆPhe) para analizar su 

fosforilación en relación a la β-catenina wild type. 

Cantidades equivalentes de β-catenina wild type y mutantes puntuales de 

las tirosinas 86, 142, 654 o el doble mutante 86/654 fueron fosforiladas in vitro 

por varias tirosina-quinasas: Lck, Src, Fyn, Fer, EGFR, Yes, y Fps, en las 

condiciones que se describen en Materiales y Métodos. Fer fosforiló 

eficientemente a β-catenina wild type y la sustitución de la Tyr-142 por Phe 

anula la fosforilación de β-catenina por esta quinasa (figura 25A, carriles 2 y 

4). Además, la fosforilación de los otros mutantes por Fer no difirió de la de β-

catenina wild type (figura 25A, carriles 2, 3, 5 y 6). La quinasa Fer mostró  una 

gran especificidad por el residuo 142 de β-catenina. 

 

 
Fig 25. Fer y Fyn fosforilan específicamente la tirosina 142 de β-catenina. (A) 

6,7 pmoles de GST-βcatenina (wild type o los mutantes indicados) se 
fosforilaron con la quinasa Fer, purificada de células RWP1 transfectadas, 
como se describe en Materiales y Métodos. (B) 6,7 pmoles de GST-βcatenina 
wild type o mutada Tyr142ÆPhe fueron fosforiladas con Fer, Fyn, Yes o Src 
(pp60c-src) como se describe en Materiales y Métodos. La fosforilación se 
analizó por Western blot con anti-Fosfotirosina. Las membranas fueron 
estripadas y reanalizadas con anti-βcatenina para comprobar que niveles 
similares de proteína estaban siendo fosforilados en todos los casos. WT, wild 
type, Y86F, Tyr-86ÆPhe, Y142F, Tyr-142ÆPhe, Y654F, Tyr-654ÆPhe, 
Y86F/654F, Tyr-86/654ÆPhe. 

 
 



 

En la figura 25B, se analiza la capacidad de otras tirosina-quinasas de la 

família de Src (Src, Fyn y Yes) para fosforilar in vitro a β-catenina. Aunque Src 

y Yes fosforilaron a β-catenina, solamente la acción de Fyn fue sensible a la 

mutación en el residuo 142, sugiriendo que Fyn se comportaría como Fer 

modificando este residuo. 

 

 

2.3.- La fosforilación de la tirosina 142 disminuye la interacción 
β-catenina/α-catenina in vitro. 

 
 

Para verificar la relevancia de la fosforilación de la tirosina 142 sobre la 

interacción β-catenina/α-catenina, se examinó in vitro la capacidad de la β-

catenina fosforilada en este residuo de unirse a α-catenina y se comparó con 

la capacidad de la β-catenina no modificada. 

GST-β-catenina fue fosforilada con Fer en iguales condiciones que las 

descritas anteriormente para conseguir la modificación específica del residuo 

142. Se procedió entonces a realizar ensayos de pull-down (ver Materiales y 

Métodos para más detalle) para analizar la capacidad de la β-catenina 

fosforilada o no por Fer de unir α-catenina (figura 26, carriles 1 y 2). 

 

 
Fig 26. La fosforilación de la tirosina 142 de β-catenina reduce su interacción 

con α-catenina. 6,7 pmoles de GST-βcatenina (wild type o mutantes 
Tyr142ÆPhe o Tyr142ÆGlu) fueron fosforilados con Fer cuando se indica en 
las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Se procedió a la realización 
de ensayos de pull-down añadiendo 40µg de extractos celulares totales de 
RWP1. La cantidad de α-catenina asociada en cada caso se determinó por 
Western blot con anti-αcatenina. La membrana se estripó y reanalizó con anti-



βcatenina para asegurar cantidades similares de β-catenina en cada muestra. 
WT, wild type, Y142F, Tyr-142ÆPhe, Y142E, Tyr-142ÆGlu. 

 
 
 

La tirosina 142 fue mutada también a glutámico (mutante denominado 

Tyr142ÆGlu o Y142E) para mimetizar el efecto que tiene la carga negativa 

introducida por la fosforilación del residuo. Experimentos de pull-down 

mostraron que este mutante no puede unirse a α-catenina (figura 26, carril 4). 

En conjunto, estos resultados sugieren que la fosforilación del residuo 142 

de β-catenina anula la interacción entre β-catenina y α-catenina y que esta 

fosforilación puede ser llevada a cabo in vitro por las quinasas solubles Fer y 

Fyn. 

 

 

2.4.- La fosforilación de la tirosina 142 disminuye la interacción 
β-catenina/α-catenina in vivo. 

 
Para verificar los resultados anteriores en un entorno celular, células 

RWP1 fueron transfectadas transitoriamente con las quinasas Fer o Fyn y se 

analizó la interacción entre β-catenina y α-catenina en estas condiciones por 

co-inmunoprecipitación de las proteínas endógenas. Como se muestra en la 

figura 27 (A y B), se detectó menos α-catenina en las inmunoprecipitaciones 

con anti-β-catenina de las células transfectadas con Fer o Fyn, respecto a las 

células no transfectadas. 



 
Fig 27. La sobreexpresión de Fer o Fyn en RWP1 provoca fosforilación de β-

catenina y reduce la interacción entre α-catenina y β-catenina. Células RWP1 
fueron transfectadas con 5 µg de pcDNA3-His-Fer (panel A), pEF-Bos-Fyn 
(panel B) o vectores vacíos como control. Tras 48 h se prepararon extractos 
celulares. (A) Panel superior, 5 µg de extractos totales de RWP1 
transfectados o no con Fer-quinasa se analizaron por SDS-PAGE y Western 
blot con anti-Xpress™ para verificar la transfección de Fer. Panel inferior, 300 
µg de extractos totales de RWP1, transfectados o no con Fer, se sometieron a 
inmunoprecipitación con anti-βcatenina y se analizaron por SDS-PAGE y 
Western blot con anti-αcatenina. La membrana se estripó y reanalizó con 
anticuerpos contra β-catenina, E-cadherina y Fosfotirosina. (B) lo mismo que 
en (A) pero transfectando con pEF-Bos-Fyn quinasa. 

 
 

Esta menor unión entre α-catenina y β-catenina detectada en las células 

transfectadas con Fer o Fyn, se correlacionó con un mayor grado de 

fosforilación de β-catenina (Fig 27A y B, panel inferior). Contrariamente, la 

transfección de Fer o Fyn, no alteró  la asociación entre β-catenina y E-

cadherina (figura 27A y B, panel inferior). 

 

 

2.5.- IEC18 K-ras: un sistema in vivo con interacciones E-
cadherina/β-catenina y β-catenina/α-catenina reducidas. 

 
 El siguiente paso fue investigar si la fosforilación de la tirosina 142 y el 

aumento de la actividad de las quinasas Fer o Fyn se producían en 

condiciones que provocaban la pérdida de los contactos intercelulares.  



Como se ha comentado en la Introducción, se había descrito que la 

expresión de formas activas del oncogén ras provocaba la disociación celular 

(Kinch et al. 1995). Pudimos disponer de una línea epitelial de intestino –

IEC18- transformada de forma estable con el oncogén (Val-12) K-ras. La 

expresión del oncogén en estas células provoca la pérdida de los contactos 

célula-célula y altera profundamente la morfología celular como puede 

apreciarse en la figura 28A. 

Se analizó la misma cantidad de extractos totales de células IEC18 

transformadas o no por K-ras para detectar los niveles endógenos de proteína. 

Mientras que se encontraron niveles similares de α-catenina, p120ctn y E-

cadherina en los extractos normales y K-ras, algo más de β-catenina fue 

detectada en las IEC18 K-ras (figura 28B). Experimentos de 

coinmunoprecipitación con anticuerpo anti-βcatenina, mostraron que la 

interacción de β-catenina con α-catenina y E-cadherina se perdía en las 

células K-ras en comparación con las de las IEC18 normales (figura 28C, 

derecha). Estos cambios se correlacionaron además con un aumento en el 

contenido de fosfotirosina de β-catenina (figura 28C, derecha panel inferior). 
 



Fig 28. IEC18 K-ras: un sistema celular in vivo con las interacciones α-
catenina-β-catenina y E-cadherina-β-catenina reducidas. (A), Morfología de las 
líneas celulares IEC18 e IEC18 K-ras. (B), 5 µg de extractos celulares totales 
de IEC18 e IEC18 K-ras fueron analizados por SDS-PAGE y Western blot con 
anticuerpos contra α-catenina, E-cadherina, β-catenina o ras para 
comprobar los niveles endógenos de proteínas en ambas líneas celulares. 
(C), 300 µg de extractos totales de IEC18 e IEC18 K-ras (derecha) o de IEC18 
K-ras tratadas (+GN) o no (-) con 100 µM de genisteína durante 20 h, son 
inmunoprecipitados con anti-βcatenina, seguida de SDS-PAGE, Western 
blot e inmunodetección con los anticuerpos indicados en cada caso.  

 
 

Al añadir al medio de cultivo de las células transformadas por K-ras, 

genisteína –un inhibidor general de tirosina-quinasas- durante las 20 horas 

previas a la obtención de extractos celulares, se consiguió recuperar 

parcialmente la asociación entre β-catenina-E-cadherina y entre β-catenina-α-

catenina (figura 28C, izquierda). Esto se correlacionaba además con un 



decremento de fosforilación en tirosina de la β-catenina (figura 28C, izquierda 

panel inferior). 

 

 

2.6.- Las tirosinas 142 y 654 de β-catenina se fosforilan en las 
IEC18 K-ras. 

 

Para examinar si el desensamblaje de los complejos cadherina-cateninas 

en las IEC18 K-ras era un efecto directo de la fosforilación de alguna de las 

tirosinas de β-catenina, se procedió a transfectar estas células con β-catenina 

wild type o los mutantes puntuales de β-catenina Tyr86ÆPhe, Tyr142ÆPhe o 

Tyr654ÆPhe, marcadas con una cola de polihistidina. Los productos 

transfectados, fueron purificados por cromatografía en níquel-agarosa (ver 

Materiales y Métodos) y se examinó su grado de fosforilación en tirosinas 

(figura 29A). 

 
Fig 29. Las tirosinas 142 y 654 de β-catenina se fosforilan en las IEC18 K-ras. 

La fosforilación de Y142 modula la interacción α-catenina-β-catenina in vivo. (A) 
Células IEC18 K-ras fueron transfectadas con 5 µg de pcDNA3.1-His-
βcatenina (wild type o los mutantes puntuales indicados) o el vector vacío 
como control. Tras 48 h se prepararon extractos celulares. Los productos 
marcados con una cola de polihistidinas fueron purificados por 
cromatografía en níquel-agarosa, y los niveles de fosforilación fueron 
examinados por Western blot con anti-Fosfotirosina. La membrana fue 
reanalizada contra β-catenina para comprobar que niveles similares de 
expresión fueran obtenidos. (B) Células IEC18 K-ras fueron transfectadas con 
5 µg de pcDNA3.1-His-βcatenina (wild type o el mutante Tyr142ÆPhe). Los 
productos transfectados fueron analizados como en (A) con los anticuerpos 
indicados. 

 



Como se aprecia en la figura 29A, la fosforilación de β-catenina Tyr-

142ÆPhe y Tyr-654ÆPhe en estas células, fue mucho menor que la de la β-

catenina wild type o el mutante Tyr-86ÆPhe. Esto nos indicaba que las 

tirosinas 142 y 654 de β-catenina estaban siendo modificadas en las IEC18 K-

ras. 

Para verificar la relevancia de la modificación de la tirosina 142 en la 

modulación de la interacción entre β-catenina y α-catenina detectada en la 

figura 28, células IEC18 K-ras fueron transfectadas con β-catenina wild type o 

el mutante Tyr142ÆPhe. Se comprobó que la cantidad de α-catenina 

copurificada con β-catenina es mayor en el mutante Tyr142ÆPhe que en β-

catenina wild type, figura 29B, indicando que el bloqueo de la fosforilación en 

el residuo 142 devuelve la unión entre α-catenina y β-catenina. No se 

apreciaron diferencias en los niveles de E-cadherina asociados con el mutante 

o la proteína wild type (figura 29B), confirmando que la fosforilación de la 

tirosina 142 no afecta a la interacción de β-catenina con la E-cadherina. 

 
 

2.7.- Las quinasas Fer y Fyn se activan en las IEC18 K-ras. 

 

Es conocido que el receptor de EGF se activa por K-ras, por tanto era 

esperable, a partir de nuestros resultados, que se fosforilara la tirosina 654 de 

β-catenina en estas células, y también que disminuyera la interacción de β-

catenina con E-cadherina. Sin embargo, se desconocía el comportamiento de 

las quinasas Fer y Fyn y es por ello que procedimos al análisis de su actividad 

en nuestro sistema celular. Para comprobar si Fer estaba siendo activada por 

K-ras, células IEC e IEC K-ras fueron transfectadas transitoriamente con Fer 

marcada con una cola de polihistidinas. Tras 48 horas, se prepararon 

extractos celulares y la quinasa Fer fue purificada por cromatografía en níquel-

agarosa. Niveles equivalentes de β-catenina wild type fueron fosforilados con 

igual cantidad de Fer purificada procedente de las distintas células. El 

contenido en fosfotirosina de las muestras fosforiladas fue analizado. Como 

puede apreciarse en la figura 30B, la actividad de Fer sobre β-catenina fue 

mayor en la Fer procedente de las IEC K-ras. El contenido en fosfotirosina de 



Fer fue también mayor (figura 30A). Todo esto apoya la conclusión que la 

quinasa se activa en estas células tras la transformación con K-ras.

 
Fig 30. Las quinasas Fer y Fyn se activan en las IEC K-ras. (A) Células 

IEC18 o IEC18 K-ras fueron transfectadas con 5 µg de pcDNA3-His-Fer o el vector 
vacío como control. Tras 48 h se prepararon extractos celulares. La quinasa, 
marcada con una cola de polihistidinas fue purificada por cromatografía en níquel-
agarosa, y los niveles de expresión del transgén fueron examinados por Western 
blot con anti-Xpress™. La membrana fue reanalizada contra Fosfotirosina para 
comprobar los niveles de fosforilación de Fer. (B), la actividad de la Fer purificada 
de las IEC o IEC K-ras fue determinada añadiendo 0,4 µg de β-catenina-GST en 
las condiciones de fosforilar descritas en Métodos durante 1 h a 30ºC. Las 
muestras se analizaron por Western contra Fosfotirosinas, Xpress™ y β-catenina 
(como control de que cantidades similares de β-catenina y Fer estaban presentes 
en las reacciones). (C) y (D) se llevaron a cabo como (A) y (B) pero transfectando 
5 µg de pEF-Bos-Fyn en lugar de Fer e inmunoprecipitando con anti-Fyn para 
purificar la quinasa. 

 
 
 

Experimentos paralelos imnumoprecipitando Fyn demostraron que la 

actividad de esta quinasa  sobre β-catenina así como su contenido en 

fosfotirosina también se incrementaban en las IEC K-ras (figura 30C y D). En 

conjunto, concluímos que ambas quinasas se activaban en las células 

transfectadas con ras. 



 

2.8.- Fer y Fyn interaccionan con p120ctn. 

 

Había sido descrito que la quinasa Fer se encuentra constitutivamente 

asociada con un componente de las uniones adherentes, la p120ctn (Kim and 

Wong, 1995; Rosato et al. 1998). Examinamos si también Fyn se unía a p120ctn 

y si esta unión estaba siendo de alguna forma afectada por K-ras. 

Se llevaron a cabo ensayos de inmunoprecipitación de las proteínas 

endógenas con anticuerpo contra p120ctn (figura 31A) o Fyn (figura 31B). Estos 

experimentos mostraron que ambas proteínas formaban parte del mismo 

complejo. 

 

 
Fig 31. La p120ctn, Fer y Fyn forman parte de un mismo complejo en las 

uniones adherentes.  Inmunoprecipitación de 300 µg de extractos totales de 
IEC18 e IEC18 K-ras con anti-p120catenina (A) o anti Fyn (B), seguida de 
SDS-PAGE, Western blot e inmunodetección con los anticuerpos indicados 
en cada caso. NI, (no-inmunoprecipitación) muestras control sin anticuerpo 
primario. 

 
 

En la figura 31A puede apreciarse como K-ras indujo un incremento en la 

fosforilación de la p120ctn sin afectar a sus niveles totales. La p120ctn 

fosforilada, interaccionó mejor con E-cadherina que la p120ctn no modificada, 

en concordancia con nuestros resultados previos (ver figura 17). Cantidades 



similares de Fyn se encontraron en los inmunoprecipitados de p120ctn 

independientemente del grado de fosforilación de p120ctn (figura 31A). De esto 

se desprendió que la fosforilación de p120ctn no tenía importancia en la 

regulación de la asociación entre Fyn y p120ctn. Estos resultados fueron 

similares al inmunoprecipitar Fyn en lugar de p120ctn. Básicamente, los mismos 

niveles de p120ctn se inmunoprecipitaron con Fyn en las IEC y las IEC K-ras 

(figura 31B, panel superior), pese a que la fosforilación en tirosinas de la 

p120ctn se estimulase en las células transfectadas con ras (figura 31B, segundo 

panel). Como consecuencia de la mejor unión de la p120ctn fosforilada a la E-

cadherina, más cadherina fue detectada en los inmunoprecipitados de Fyn en 

las IEC K-ras (figura 31B, tercer panel). Estos resultados sugirieron que K-ras 

estaba regulando la asociación entre Fyn y E-cadherina a través de la 

fosforilación de p120ctn. 

Para verificar esta conclusión, se realizaron ensayos de pull-down 

utilizando la GST-cytoE-cadherina como cebo, en presencia de p120ctn 

fosforilada o no por Src. Únicamente se detectaron Fer o Fyn asociadas a E-

cadherina cuando p120ctn estaba presente (figura 32, comparar carril 1con el 2 

y 3). 

 
Fig 32. p120ctn media la asociación de Fer y Fyn con la E-cadherina. 15 

pmoles de GST-cytoEcadherina fueron incubados o no con p120ctn (pre-
fosforilada con pp60c-src cuando se indica). Se añadieron 40 µg de extractos 
totales de IEC18 K-ras, transfectados con 5 µg de pcDNA3-His-Fer. Los 
complejos formados fueron aislados por centrifugación en presencia de 
glutathione-Sepharose y analizados por SDS-PAGE y Western blot con 
anticuerpos contra Fyn, el epítopo Xpress™ de la Fer transfectada, Yes y 
p120ctn. 

 
 
 



 
En ambos casos -y especialmente en el de Fyn- la fosforilación de p120ctn 

aumentó la asociación de las quinasas con el dominio citosólico de la E-

cadherina. Estos resultados apoyaron la conclusión de que la p120ctn mediaba 

la asociación de las quinasas Fer y Fyn con E-cadherina, reclutándolas a las 

uniones adherentes. 

 

 

2.9.- p120ctn también se une a la quinasa Yes (pero sólo a la 
forma activa). 

 
El posible papel de otras tirosina-quinasas también fue examinado. Dos 

miembros de la família de Src: Yes y el propio Src también se detectaron en los 

inmunoprecipitados de p120ctn (figura 31A, paneles inferiores). Al menos en 

estas células, mayor cantidad de Yes que de Src fue detectada en los 

inmunocomplejos.  

 
Fig 33. Yes se asocia con p120ctn en las IEC K-ras. (A) 

Inmunoprecipitación de 300 µg de extractos totales de IEC18 e IEC18 K-ras 



con anti-Yes, seguida de SDS-PAGE, Western blot e inmunodetección con 
los anticuerpos indicados en cada caso. (B), 11 pmoles de GST o GST-
p120ctn fueron fosforilados con pp60c-src en las condiciones descritas en 
Métodos. Se procedió a realizar ensayos de pull-down incubando estas 
proteínas con 50 µg de extractos totales de IEC o IEC K-ras. Se analizó la 
presencia de Fyn, Yes o p120ctn en los complejos formados por 
inmunodetección con anticuerpos específicos. En los carriles denominados 
Input se cargó un 10% de los extractos usados para los pull-down. 

 
 

La asociación entre Yes y p120ctn se reveló como altamente dependiente 

de la transfección con K-ras; siendo mucho más evidente en las IEC K-ras. 

Experimentos de inmunoprecipitación con anti-Yes proporcionaron más 

evidencias sobre la asociación entre Yes y p120ctn (figura 33). 

La capacidad de Yes para interaccionar con p120ctn, que a su vez está 

constitutivamente asociada a Fyn, sugería que ambas tirosina-quinasas 

debieran ser detectadas en un mismo complejo. Como se muestra en la figura 

33A (panel central), Fyn se halló en los inmunoprecipitados de Yes, pero 

únicamente en las IEC K-ras. La interacción de Yes con E-cadherina fue 

observada mediante ensayos de pull-down; en este caso, el requerimiento de 

p120ctn fue evidente, ya que en ausencia de la catenina, no pudo detectarse 

unión entre Yes y E-cadherina (figura 32). 

Las diferencias observadas en la asociación de Yes y p120ctn entre las 

IEC y las IEC K-ras, sugerían que modificaciones en una o ambas proteínas 

debían ser imprescindibles para que se diera su interacción. Para resolver esta 

cuestión, se llevaron a cabo ensayos de pull-down con GST-p120ctn. La Yes 

endógena de las IEC, fue incapaz de unirse a la p120ctn, independientemente 

de que esta última estuviese o no prefosforilada por Src (figura 33B, panel 

central). Sin embargo, la Yes quinasa de las IEC K-ras fue eficientemente 

retenida por la GST-p120ctn (figura 33B, panel central). La fosforilación de 

p120ctn incrementó levemente la cantidad de Yes unida a p120ctn.  

Por otro lado, Fyn se comportó de forma distinta; como  se esperaba de 

los resultados descritos previamente, no hubo cambios significativos en la 

cantidad de Fyn unida a la p120ctn en las distintas condiciones ensayadas 

(figura 32B, panel superior). En conjunto, modificaciones en Yes producidas 

tras la transfección de K-ras aparecían como necesarias para interaccionar con 

la p120ctn. 



De nuestros resultados concluímos que la p120ctn actúa como atractor de 

quinasas a las uniones adherentes permitiendo las fosforilaciones en β-

catenina que provocarían su disociación de E-cadherina y α-catenina. 

 

 

2.10. Yes se activa en las IEC K-ras y activa a su vez a Fyn y Fer. 
 
 

Las quinasas Fyn, Fer y Yes se asocian a las uniones adherentes en 

condiciones en que se produce un incremento de fosforilación y la consiguiente 

disociación de los complejos de adhesión. Fer y Fyn además se activan en 

tales condiciones. Se procedió a examinar la actividad de la quinasa Yes en 

este mismo sistema. 

La actividad de Yes era mayor cuando esta quinasa se inmunoprecipitó 

de las IEC K-ras (figura 34A). Resultados similares se obtuvieron cuando 

enolasa (figura 34B), p120ctn (figura 34C) o β-catenina (no mostrado) se usaron 

como sustratos. 

 

 
Fig 34. La quinasa Yes se activa en las IEC-K-ras. Se inmunoprecipitaron 

300 µg de extractos totales de IEC o IEC K-ras con anti-Yes. Los 
inmunocomplejos fueron analizados con mAb anti PTyr (A) o sometidos a 
ensayos quinasa in vitro con 0,5 µg de enolasa (B) o p120ctn (C) como 
sustratos exógenos. Las muestras se analizaron por SDS-PAGE y Western 
blot con anticuerpos contra Fosfotirosina y Yes. Para verificar que 
cantidades equivalentes de sustratos fueron usadas en ambos casos, se 
muestra la tinción con Ponceau S (A, panel central) o la inmunodetección 
con anti-p120ctn (B, panel central).  



 
En consecuencia, la interacción entre Yes y p120ctn se daba 

preferentemente cuando Yes se encuentra en forma activada (figura 33A). 

Como Yes activa se unía a p120ctn, que está constitutivamente asociada a Fer 

y Fyn, era interesante examinar si Yes podía estar involucrada en la activación 

de estas dos quinasas. Para ello fueron transfectadas células IEC con varias 

formas de Yes; Fyn fue inmunoprecipitado y su capacidad para fosforilar a β-

catenina exógena fue examinada (figura 35A). La transfección de Yes wild type 

incrementó modestamente la actividad de Fyn respecto a la existente en 

células control. El incremento de actividad de Fyn fue mucho más evidente 

cuando se transfectó en las mismas células una forma mutada de Yes (Tyr-

535ÆPhe), constitutivamente activa, (figura 35A, carril 3), indicando que Yes 

en su forma activa provoca a su vez la activación de Fyn. 

 

 
Fig 35. La quinasa Yes activada, activa a su vez a Fyn y Fer. (A), células 

IEC18 fueron transfectadas con 5 µg de pMIK-Neo-Yes quinasa (forma wild 
type o el mutante Tyr535ÆPhe constitutivamente activo) o 5 µg de vector 
vacío como control. Tras 48 h, fueron preparados extractos celulares y 200 
µg de éstos fueron inmunoprecipitados con anticuerpo anti-Fyn. Los 
inmunocomplejos fueron analizados con mAb anti PTyr o sometidos a un 
ensayo quinasa in vitro con 0,5 µg de GST-βcatenina como sustrato exógeno 
y se analizaron por Western blot con anticuerpos contra Fosfotirosina (PTyr) 
y Fyn. Muy poca fosforilación se obtuvo cuando un ensayo similar se llevó a 
cabo usando GST-βcatenina (Y142F) como sustrato (no mostrado). (B), 
células IEC18 fueron transfectadas con 5 µg de pcDNA3-His-Fer quinasa. 



Tras 48 h, se prepararon extractos totales y la His-Fer fue purificada por 
cromatografía en níquel-agarosa y eluída con 60 µL de Lisis buffer 
suplementado con 200 mM Imidazol. En paralelo, 300 µg de extractos totales 
de IEC18 o IEC18 K-ras fueron inmunoprecipitados con anti-Yes. Los 
inmunocomplejos fueron mezclados con 20 µL de la Fer quinasa eluída e 
incubados 1 h a 30ºC en las condiciones indicadas para los ensayos quinasa. 
Los sobrenadantes –conteniendo la Fer- fueron separados de los 
inmunocomplejos por microcentrifugación y sometidos a un ensayo quinasa 
con GST-βcatenina como sustrato exógeno. El grado de fosforilación en 
tirosinas fue analizado por Western blot anti-Fosfotirosina (PTyr). Para 
verificar que cantidades similares de Yes se habían inmunoprecipitado, los 
inmunocomplejos se analizaron por Western blot con anti-Yes. El carril 
denominado No IP corresponde a la fosforilación de β-catenina con quinasa 
Fer que ha estado en contacto con el control de la inmunoprecipitación de 
Yes (extractos de IEC18 K-ras inmunoprecipitados sin anticuerpo primario). 
No se observó fosforilación de β-catenina cuando Fer quinasa fue omitida en 
la reacción (no mostrado). Los pesos moleculares de 120 y 95 kDa del panel 
superior corresponden a GST-βcatenina y Fer respectivamente. 

 
 

 
La capacidad de Yes para activar a Fer también fue analizada. Fer 

quinasa fue transfectada, sobreexpresada en células y purificada por 

cromatografía en níquel-agarosa. La Fer purificada se incubó entonces con 

inmunoprecipitados de Yes (en presencia todavía de anti-Yes y proteína A-

agarosa) procedentes de IEC o IEC K-ras durante 1h a 30ºC en condiciones de 

fosforilación. Yes fue descartada luego por centrifugación al tomar sólo el 

sobrenadante (que contiene la Fer quinasa libre). Finalmente, se normalizó la 

cantidad de las diferentes muestras de Fer y se ensayó la capacidad de esta 

Fer -que había sido preincubada con las diferentes formas de Yes- para 

fosforilar a β-catenina (en el panel superior de la figura 35B puede verse el 

grado de fosforilación de la β-catenina-GST). 

Estos ensayos mostraron como la preincubación de Fer con Yes 

procedente de IEC18 incrementó la actividad quinasa de Fer sobre la β-

catenina (figura 35B, panel superior, comparar carriles 1 y 2). El incremento de 

actividad de Fer fue aún mayor cuando Fer se preincubó con Yes activa –

procedente de las IEC18 K-ras- (figura 35B, panel superior, carriles 1 y 3). 

En conjunto, la activación de Yes conlleva la activación de Fer y Fyn. 
 

 

 

 



3.- La fosforilación de β-catenina modifica su estructura y su 
interacción con otros factores. 

 
 
 

Identificados los residuos de β-catenina (tirosinas 654 y 142) cuya 

fosforilación regula la interacción de la proteína con E-cadherina y α-catenina 

respectivamente, e identificadas las quinasas responsables, nos interesamos 

por saber si la fosforilación estaba afectando a la conformación de β-catenina y 

la unión a sus múltiples factores. 

Diversas zonas de β-catenina localizadas en los extremos N- y C-terminal 

habían sido descritas como involucradas en activación transcripcional (Hsu et 

al. 1998; Hecht et al. 1999). El extremo C-terminal de β-catenina, fusionado a 

LEF-1, es suficiente para promover transactivación de genes (Hsu et al. 1998). 

Aunque el mecanismo concreto que lleva hasta la activación génica no se 

conoce completamente, se sabe que los extremos N- y C-terminal de la 

catenina interaccionan con una lista creciente de factores nucleares que 

incluyen a la proteína de unión a la caja TATA (TBP) (Hecht et al. 1999), la 

pontina (Bauer et al. 1998), Teashirt (Gallet et al. 1999), Sox 17 y 13 (Zorn et 

al. 1999), la histona deacetilasa (Billin et al. 2000), SMAD4 (Nishita et al. 2000), 

el receptor de ácido retinoico (Easwaran et al. 1999), o la proteína de unión a 

CREB y proteínas relacionadas (Takemaru et al. 2000; Hecht et al. 2000; Sun 

et al. 2000; Miyagishi et al. 2000). Uno de los papeles esenciales del complejo 

β-catenina-Tcf-4 consiste en reclutar a la maquinaria basal de transcripción 

hacia los promotores de los genes sensibles a la activación de la ruta de 

señalización de Wnt. Un componente esencial de este complejo transcripcional 

es TBP, que interacciona con dos dominios distintos de β-catenina necesarios 

para la transactivación (Hecht et al. 1999). 

Como se ha comentado, la fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina 

disminuye la interacción E-cadherina-β-catenina. Como este residuo se 

encuentra en uno de los dominios de β-catenina que interaccionan con TBP 

(Hecht et al. 1999), se procedió a investigar el posible papel que esta 

fosforilación pudiera tener en la interacción entre β-catenina y TBP. 

 



 

3.1.- Interacción β-catenina-TBP in vitro.   

 

Se realizaron ensayos de pull-down con distintas formas de GST-β-catenina 

(wild type y mutantes puntuales) fosforiladas o no por Src. Como puede 

apreciarse en la figura 36, la fosforilación de β-catenina con Src incrementó en 

gran medida su interacción con la TBP (comparar carriles 6 y 7). De resultados 

previos sabemos que Src sólo modifica las tirosinas 86 y 654 de β-catenina (ver 

figura 19A). El estudio del comportamiento de los mutantes puntuales de ambas 

tirosinas a fenilalanina, mostró que sólo la fosforilación del residuo 654 favorecía la 

interacción con la TBP; así por ejemplo, el mutante Y86F fosforilado por Src se 

comporta de forma similar a la forma wild type fosforilada, incluso une un poco menos 

(carriles 3 y 7). 

 
 
 

 

 
 
Fig 36. La fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina, aumenta la 

interacción entre β-catenina y TBP. 11 pmoles de GST o GST-βcatenina se 
fosoforilaron con pp60c-src en las condiciones descritas en Métodos. Se realizaron 
ensayos de pull-down incubando las proteínas conteniendo GST con 50 µg de 
extractos totales de células SW-480. Los complejos formados fueron purificados en 
glutathione-Sepharose y se analizaron en SDS-PAGE seguida de Western blot con 
los anticuerpos indicados. Los números que aparecen bajo cada carril 
corresponden a los proporcionados por el análisis densitométrico de las películas 
fotográficas. En cada caso se toma un valor de referencia, carril 6 o 7 según el 
caso, y los demás valores se refieren a él. En el panel anti-βcatenina, sólo se tiene 
encuenta la banda superior; la banda inferior corresponde a un producto de 
degradación ocasionalmente observado en nuestras preparaciones, que no 
interfiere en el ensayo. 



 
Para confirmar estas observaciones, también se determinó la interacción 

entre la TBP y los mutantes de ambas tirosinas a glutámico (sustitución que 

imita la fosforilación). β-catenina Y654E interaccionó mucho mejor con TBP que 

la forma wild type (carriles 6 y 8). En consecuencia, la introducción de una 

carga negativa en la posición 654 favorece la unión de β-catenina a TBP. 
 
 
 
 
3.2.- Interacción β-catenina-TBP in vivo y análisis de los 

niveles  de transcripción mediada por β-catenina-Tcf-4.  
 
Se procedió a comprobar este efecto en células y se escogió para estos 

ensayos la línea celular SW-480 porque estas células contienen muy poca E-

cadherina y la mayoría de β-catenina no se encuentra asociada a membrana. 

Las células fueron transfectadas transitoriamente con β-catenina -wild type o el 

mutante Tyr654ÆGlu-, ambas en pcDNA3.1/His de forma que las proteínas se 

expresan con cola de histidinas y el epitopo Xpress™ para facilitar su 

purificación y posterior reconocimiento. La purificación de los productos 

transfectados se llevó a cabo con níquel-agarosa y los complejos proteicos 

purificados fueron analizados mediante Western blot con anticuerpos 

específicos (figura 37A). 
 

 
 

Fig 37. β-catenina Tyr654ÆGlu interacciona mejor con TBP e incrementa la 
transcripción mediada por Tcf-4 en mayor medida que la β-catenina wild type. (A) 
Asociación in vivo entre β-catenina y TBP. Se transfectaron células SW-480 con 5 µg de 
pcDNA3-His-βcatenina (wild type –wt-, o el mutante Tyr654ÆGlu) o vector vacío como 



control. Tras 48 h, se prepararon extractos celulares y la His-βcatenina fue purificada en 
níquel-agarosa. Las muestras se procesaron por SDS-PAGE y Western blot. La TBP 
asociada a β-catenina en cada caso fue detectada con anticuerpo contra TBP. La 
membrana se estripó y reanalizó con anti-Xpress™ -epítopo que contienen los 
transgenes- para verificar que niveles similares de expresión de los transgenes se daban 
en las distintas muestras. Los números que aparecen bajo cada carril corresponden a los 
proporcionados por el análisis densitométrico de las películas fotográficas. (B) Análisis de 
la transcripción mediada por Tcf-4 en células transfectadas con β-catenina (wild type o 
Tyr654ÆGlu). Fibroblastos NIH-3T3, células SW-480 y MiaPaca-2 fueron 
cotransfectadas con los plásmidos de β-catenina (150 ng), TOP-FLASH-Firefly luciferase 
(20 ng), y pTK-Renilla luciferase (20 ng).  Tras 48 h, se determinó la actividad luciferasa 
relativa de cada muestra como se describe en el apartado de Métodos. Los niveles de 
actividad se refirieron a los de las células transfectadas con pcDNA.3 sólo. Los 
segmentos indican la desviación estándar de tres o cuatro transfecciones 
independientes. 

 
 
 

Como se muestra en la figura, la TBP se asocia in vivo mejor con el mutante 

Y654E que con la β-catenina wild type. Además, esta mayor asociación se 

correlaciona con una mayor estimulación de la transcripción mediada por el 

complejo β-catenina-Tcf-4. La sobreexpresión de β-catenina wild type en 

células SW-480 indujo un incremento significativo (de un 60% respecto a las 

mismas células no transfectadas con β-catenina) en la actividad de un gen 

reporter situado bajo el control de un promotor sensible a β-catenina-Tcf-4 

(sistema TOP reporter; Korinek et al. 1997). La expresión del mutante Y654E 

de β-catenina, aumentó aún más la actividad del promotor (un 194% respecto a 

las células no transfectadas con β-catenina) (figura 37B, panel izquierdo). 

Resultados similares fueron obtenidos en otras líneas celulares (Fig 37B, 

paneles central y derecho). 
 

 
3.3.- La fosforilación regula la unión del dominio C-terminal 

con el dominio central de β-catenina y por extensión, la 
interacción de β-catenina a distintas proteínas.  

  
Como hemos visto, la fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina tiene 

efectos opuestos sobre la interacción de β-catenina con E-cadherina y con 

TBP. Se investigaron las bases estructurales de estas diferencias. 

Como ya se comentó en la Introducción, en β-catenina se distinguen tres 

regiones principales. Estos dominios tienen una distribución de cargas distinta: 

los extremos N- y C-terminal, son acídos, con un pI cercano a 4,5; mientras que 



el dominio central de repeticiones armadillo, es básico, con un pI de 8,3 (Huber 

et al. 1997b). Por ello pensamos en la posibilidad que el dominio C-terminal 

interaccionase con el dominio armadillo. 

 

Interacción de los dominios terminales con la región central de β-

catenina. Para analizar esta posible interacción, se generaron fragmentos de 

los diferentes dominios de β-catenina. Mediante ensayos de interacción con 

proteínas recom-binantes, se procedió a estudiar la interacción entre el dominio 

central armadillo (aminoácidos 138-683) y los extremos N-terminal 

(aminoácidos 1-106) y C-terminal (aminoácidos 696-782) (figura 38). 

 

 
Fig 38. La fosforilación del residuo 654 de β-catenina inhibe la 

asociación de la cola C-terminal con el dominio central de repeticiones 
armadillo. 9 pmoles de proteínas de fusión con GST conteniendo las formas de β-
catenina que se indican, fueron incubadas con 30 pmoles de dominio C-terminal 
(696-782) en las condiciones descritas en Métodos (A y B). (C) Se determinó la 
interacción del dominio armadillo con el N-terminal incubando 8 pmoles de GST-
βcatenina-Nter(1-106) con 2 pmoles de dominio armadillo (βcatenina 138-683). Las 
muestras se procesaron como se describe en los Métodos. Se utilizaron dos 
anticuerpos que reconocen distintas zonas de β-catenina (la 696-end o la 138-



683). Los números que aparecen bajo cada carril corresponden a los 
proporcionados por el análisis densitométrico de las películas fotográficas 

 

 

 

 

Tanto el dominio N- como el C-terminal interaccionaron con el dominio 

armadillo, aunque el dominio N-terminal con menor afinidad. La fosforilación del 

dominio armadillo de β-catenina por Src disminuyó la interacción entre el 

dominio C-terminal y el armadillo (figura 38A, carriles 2 y 3) pero no afectó a la 

unión del central con el N-terminal (figura 38B). La única tirosina que fosforila 

Src en el dominio armadillo es la 654 y consecuentemente, el dominio C-

terminal también interaccionó mejor con el dominio armadillo wild type que con 

el dominio armadillo con la mutación Tyr-654ÆGlu (figura 38A, carriles 2 y 4). 

Una interpretación de estos resultados es que, en su conformación nativa, 

β-catenina esté plegada con sus extremos interaccionando con la región 

central. La fosforilación de la tirosina 654, anularía esta interacción y liberaría la 

cola C-terminal.  Para validar este modelo, se llevaron a cabo experimentos de 

proteólisis limitada de β-catenina con tripsina. Se realizó un seguimiento en el 

tiempo de la desaparición del extremo C-terminal, analizando las muestras por 

Western blot utilizando un anticuerpo que sólo reconoce el extremo C-terminal 

intacto (figura 39). 

Como se muestra en la figura, el mutante Tyr-654ÆGlu presenta mayor 

susceptibilidad a la proteólisis que la β-catenina wild type. Una degradación 

más rápida se observa también cuando β-catenina es fosforilada con Src antes 

del tratamiento con tripsina (panel central). Patrones muy similares al de la β-

catenina wild type se obtuvieron digiriendo el mutante Tyr-86ÆGlu, 

descartando así posibles efectos de la fosforilación del residuo 86 en nuestro 

ensayo (no mostrado). 

 

 

 



 
 

Fig 39 Seguimiento de la estabilidad global de diferentes formas de β-
catenina por su sensibilidad a la proteólisis. 1 µg de β-catenina (wild type, 
fosforilada por pp60c-src o el mutante Tyr654ÆGlu) se incubaron con 60 ng de 
tripsina a 24ºC. Las reacciones se detuvieron a distintos tiempos con tampón de 
electroforesis y se analizaron por SDS-PAGE seguida de Wetern blot con 
anticuerpo contra el C-terminal de β-catenina. Los números que aparecen bajo 
cada carril corresponden a los proporcionados por el análisis densitométrico de las 
películas fotográficas. Sólo la banda superior (señalada por las puntas de flecha) y 
correspondiente a la proteína entera, es considerada. 



 
La interacción entre el dominio central y el C-terminal afecta a la 

asociación de β-catenina con otras proteínas. El dominio de interacción 

de β-catenina con E-cadherina, TBP o el Tcf-4 se localiza en el dominio central 

de repeticiones armadillo de β-catenina. Para comprobar si la interacción entre 

el dominio de repeticiones armadillo y el extremo C-terminal de β-catenina 

afectaba a la asociación con estas proteínas, se llevaron a cabo ensayos de 

interacción con proteínas recombinantes. 

La asociación entre el dominio citosólico de E-cadherina y el dominio 

armadillo de β-catenina, fue inhibido por la adición de un exceso de dominio C-

terminal, indicando que ambos polipéptidos compiten por la interacción a una 

misma zona del dominio armadillo (figura 40A). 
 

 
 
Fig 40. El extremo C-ter de β-catenina (pero no la N-ter) dificulta la 

interacción del dominio armadillo de β-catenina con E-cadherina. 0,7 pmoles 
de proteínas de fusión con GST (β-catenina o el dominio arnadillo 138-683) fueron 
incubadas con 3 pmoles de dominio citosólico de E-cadherina (panel A) o Tcf-4, 
residuos 1-80 (panel B). Cuando se indica, 26 y 52 pmoles de βcatenina-Cter(1-
106) o 22 y 44 pmoles de βcatenina-Nter(1-106)  fueron añadidos a las reacciones. 
La cantidad de E-cadherina o Tcf-4(1-80) asociados se determinó como en la 
figura anterior usando anticuerpos específicos contra estas dos proteínas. Los 
números que aparecen bajo cada carril corresponden a los proporcionados por el 
análisis densitométrico de las películas fotográficas en comparación con patrones 
internos de concentración conocida (carriles denominados St). 



 
 
 

 
Por el contrario, la adición de la construcción del N-terminal, no afectó a la 

asociación entre β-catenina y E-cadherina. Además, E-cadherina interaccionó 

mejor con el dominio armadillo de β-catenina que con una cantidad equimolar 

de β-catenina wild type, ahondando en la idea de que la ausencia del dominio 

C-terminal facilitaría la unión entre β-catenina y E-cadherina (figura 40A). El 

dominio central, en ausencia del C-terminal, con una carga negativa en dicha 

posición (mutante Y654E) presentó aún menos interacción -prácticamente 

indetectable- (figura 40A, carril 4). Estos resultados indicaron que la 

fosforilación de la Tyr-654 de β-catenina respecto a la unión a E-cadherina, por 

un lado favorecería la interacción por el hecho de retirar al dominio C-terminal, 

pero por otro lado -este efecto con mayor fuerza- la carga negativa que 

introduce la fosforilación anularía prácticamente la asociación entre E-

cadherina y β-catenina. 

Por otra parte, la interacción del Tcf-4 con el dominio central de β-catenina 

no fue modificada significativamente por la adición de ninguno de los extremos 

de β-catenina (figura 40B). 

Ensayos similares se realizaron con los distintos fragmentos de β-catenina y 

la TBP. Estos experimentos mostraron que la TBP interacciona únicamente con 

el dominio central (no se pudo detectar asociación con el dominio C-terminal, 

residuos 696-782) de β-catenina y la cola C-terminal dificulta la asociación 

entre β-catenina y TBP (figura 41). 
 



 
 
Fig 41. El extremo C-terminal de β-catenina, dificulta la interacción del 

dominio armadillo con la TBP. 10 pmoles de proteínas de fusión con GST 
conteniendo los dominios de βcatenina que se indican (wild type o Y654E (Tyr-
654ÆGlu)) fueron fosforilados por pp60c-src o incubados con 100 pmoles de 
βcatenina-Cter (aá. 696-782). Las proteínas unidas fueron purificadas con 
glutathione-Sepharose e incubadas con 50 µg de extracto celular total de SW-480. 
La TBP asociada fue analizada como en la figura anterior seguida de 
inmunodetección con los anticuerpos que se indican. Los números que aparecen 
bajo cada carril corresponden a los proporcionados por el análisis densitométrico 
de las películas fotográficas. 

 
 
Independientemente de la presencia del dominio C-terminal, la fosforilación 

de la tirosina 654 (o su mimetización por el mutante Y654E), no afectó a la 

interacción de la TBP con el dominio armadillo de β-catenina (figura 41, carriles 

3, 4 y 5). Estos resultados indicaron que los cambios en la interacción entre 

TBP y β-catenina tras la fosforilación de la tirosina 654, se deben básicamente 

a la liberación del dominio C-terminal del core central de β-catenina permitiendo 

un mejor acceso para TBP. La presencia de la carga negativa en la posición 

654 no afectaría a la unión. 

En conjunto, aunque TBP y E-cadherina interaccionan con un mismo 

dominio de β-catenina y la presencia o no de extremo C-terminal les afecta de 

forma similar, su comportamiento frente a la fosforilación del residuo 654 es 

bien distinto. Esto sugirió que ambas proteínas interaccionarían espacialmente 



en distintos lugares de β-catenina. Como había sido propuesto, E-cadherina 

debe interaccionar directamente en la zona de la tirosina 654, mediante el 

establecimiento de pares iónicos. La fosforilación del 654 afecta de forma fatal 

al equilibrio de cargas establecido y se produce la disociación entre ambas 

proteínas. La TBP, interaccionaría en la misma región (por eso la presencia o 

no del C-terminal le afecta) pero en una zona o superfície distinta, más alejada 

de la tirosina 654, sin establecer interacción de carga con ella, de forma que la 

fosforilación del 654 no tiene efectos directos sobre su interacción con β-

catenina. Para explorar estas posibilidades, se analizó la interacción entre β-

catenina entera (residuos 1-782) o el dominio armadillo de β-catenina (residuos 138-

683) con la TBP en presencia o no de un exceso (x10 molar) de cyto-E-cadherina.  

Como se muestra en el panel superior de la figura 42, y tal y como ya 

habíamos visto, la TBP interacciona mejor con el dominio armadillo aislado de 

β-catenina (carril 3) que con la β-catenina entera (carril 1). La adición de E-

cadherina no sólo no afectó negativamente a la unión entre TBP y β-catenina 

entera sino que facilitó esta interacción (comparar carriles 1 y 2). La adición de 

E-cadherina en las reacciones donde interaccionaban el dominio citosólico 

aislado de β-catenina y la TBP, no produjo diferencias significativas (comparar 

carriles 3 y 4).  

 



Fig 42. La cyto-E-cadherina facilita la unión de la TBP a la β-catenina. 10 
pmoles de proteínas de fusión con GST conteniendo los dominios de βcatenina 
que se indican (wild type o Tyr654ÆGlu) fueron fosforilados por pp60c-src o 
incubados con 100 pmoles de cyto-Ecadherina. Las proteínas unidas fueron 
purificadas con glutathione-Sepharose e incubadas con 50 µg de extracto celular 
total de SW-480. La TBP asociada fue analizada como en la figura anterior seguida 
de inmunodetección con los anticuerpos que se indican. Los números que 
aparecen bajo cada carril corresponden a los proporcionados por el análisis 
densitométrico de las películas. 

 
 

Estos resultados confirman que, E-cadherina y TBP se asocian a una 

misma zona lineal de β-catenina. Ambas pueden hacerlo simultáneamente por 

lo que deben hacerlo espacialmente en distintas caras del dominio armadillo de 

la catenina. Más aún, la unión de E-cadherina, un cofactor de alta afinidad por 

β-catenina, separa o modifica la interacción, al menos parcialmente, del 

dominio C-terminal con el dominio armadillo permitiendo el acceso de otros 

cofactores, en este caso la TBP, cuya unión a β-catenina se veía impedida por 

la presencia del dominio C-terminal.  

Estos resultados nos permitieron plantear un modelo de regulación de la 

unión de factores a β-catenina por los extremos terminales de la proteína. Los 

dominios terminales de β-catenina restringen físicamente la unión de algunos 

factores. La unión de una proteína de alta afinidad, compite con los extremos 

en la interacción con el dominio armadillo. Una vez que estos extremos han 

sido desplazados, la unión posterior de otras proteínas al dominio armadillo 

está facilitada siempre que no se presenten impedimentos estéricos con la 

primera. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V. DISCUSIÓN



 

1. Interacción β-catenina-E-cadherina.  

 

El presente trabajo se enmarca dentro de un proyecto cuyo objetivo general 

consiste en determinar los mecanismos que regulan la formación y 

desensamblaje de las uniones adherentes en la célula. A este respecto hemos 

demostrado la importancia que tiene la fosforilación en residuos tirosina de β-

catenina en la regulación de la interacción cadherina/cateninas. 

Anteriormente, varios estudios habían asociado el desensamblaje de las 

uniones adherentes con la pérdida de los contactos célula-célula y el aumento 

de la fosforilación en tirosinas de proteínas del complejo cadherina/cateninas 

(Behrens et al. 1993; Kinch et al. 1995; Ozawa y Kemler, 1998a). Induciendo la 

expresión de oncogenes como v-src o ras o tratando las células con vanadato, 

inhibidor de tirosina-fosfatasas, estos autores observaban la pérdida de los 

contactos intercelulares, la desagregación celular y un aumento de fosforilación 

en tirosinas de diversas proteínas de los complejos de unión. Entre estas 

proteínas, los cambios más relevantes habían sido detectados en β-catenina; 

se había asumido que el incremento en la fosforilación en tirosinas de esta 

proteína era la causa de la pérdida de función de la cadherina. Sin embargo, al 

inicio de esta tesis, todavía no se había podido establecer una relación 

concluyente e incluso se habían propuesto explicaciones alternativas (Takeda 

et al. 1995).  

En esta tesis, se muestra que la fosforilación en tirosina de β-catenina 

afecta negativamente a su asociación con la E-cadherina en ensayos utilizando 

proteínas recombinantes (ver figura 15 y tabla VI), evidenciando una relación 

directa causa-efecto. Se ha identificado la tirosina implicada en la regulación de 

esta interacción (ver figuras 20 y 21) y se ha demostrado que la modificación 

de este residuo altera la asociación entre E-cadherina y β-catenina in vivo en 

células Caco-2. Asimismo, la Tyr-654 es uno de los residuos  de β-catenina que 

se fosforilan al tratar estas células con ortovanadato sódico –inhibidor de 

tirosina fosfatasas- (ver figura 22). 

En los ensayos in vitro, la fosforilación de β-catenina se ha llevado a cabo 

por la tirosina quinasa pp60c-src (ver figura 14). Su homólogo viral, pp60v-src, 



había sido implicado en la fosforilación de β-catenina en células MDCK y en el 

desensamblaje de las uniones adherentes y pérdida de función de la E-

cadherina (Behrens et al. 1993). La estequiometría de la incorporación de 

fosfato en β-catenina por parte de  

pp60c-src indica que más de un residuo de β-catenina está siendo fosforilado 

(ver figura 14B). Los  resultados expuestos en este trabajo indican que pp60c-src 

fosforila a β-catenina en dos tirosinas, identificadas como las tirosinas 86 y 654 

(ver figura 19) pudiendo ser la quinasa responsable de la fosforilación e 

inactivación de la β-catenina. Sin embargo, no se puede descartar que otra 

quinasa sea la responsable de la fosforilación de la tirosina 654. A este 

respecto, hay que recordar que las dos tirosinas modificadas in vitro por pp60c-

src -la 86 y la 654- no son fosforiladas con la misma eficiencia; es posible que 

pp60c-src esté catalizando la fosforilación directa de la Tyr-86 pero no de la Tyr-

654. Otras quinasas que se han encontrado asociadas a β-catenina, como la 

quinasa FER, el receptor de EGF o su homólogo erbB2, eran posibles 

candidatos para la fosforilación del residuo 654 (Rosato et al. 1998; Shibamoto 

et al. 1994; Shibata et al. 1996; respectivamente). En nuestras manos, en 

ensayos quinasa in vitro, tan sólo el EGFR recombinante y erbB2 fosforilan con 

alta eficiencia la tirosina 654 de β-catenina (ver figura 23). 

La tirosina 654 se encuentra en la duodécima  y última repetición armadillo 

de β-catenina (Peifer et al. 1994). La estructura de las repeticiones es muy 

rígida y consiste en una superhélice alargada formada íntegramente por hélices 

α que dejan un surco cargado positivamente (Huber et al. 1997b). Los 30 

aminoácidos del dominio citosólico de E-cadherina suficientes para unir a la β-

catenina, son ácidos (pI de 3,3) (Shapiro, 2001). Se había propuesto que la 

interacción entre β-catenina y E-cadherina estaría dominada por la formación 

de pares iónicos en una extensa región.  

Durante la realización de esta tesis ha sido determinada la estructura 

tridimensional del complejo E-cadherina-β-catenina (Huber and Weis, 2001). 

De este estudio se desprende que la interacción entre el dominio citosólico de 

la E-cadherina y el dominio central de β-catenina se da en una amplia zona. 

Los cien residuos de la fracción citoplásmica de la cadherina rodean 

prácticamente la totalidad de las doce repeticiones del dominio armadillo de la 



catenina, estableciéndose cinco subregiones puntuales de mayor acercamiento 

entre ambas proteínas y de interacción cuasi-independiente. El análisis de los 

cristales obtenidos  

 

muestra que, la tirosina 654 de β-catenina es uno de los residuos de β-catenina 

que establecen uniones directas –bien por puente de hidrógeno o salino- con 

residuos de cadherina. Esta tirosina forma un puente de hidrógeno 

directamente con el aspártico 665 de la E-cadherina. Es fácil pensar que la 

introducción de un grupo fosfato en la posición 654 de β-catenina, causaría la 

disociación de la estructura, ya que el grupo fosfato es excesivamente grande 

para ser acomodado en la interfase, y repelería electrostáticamente al aspártico 

665 de la cadherina (Huber and Weis, 2001). 

 

 

 

 
 

 
Fig 43. Estructura global del complejo cito-Ecadherina/β-catenina y 

detalle de la zona de la tirosina 654 de β-catenina. (A) Estructura global del 
complejo visto desde dos ángulos distintos: β-catenina se representa con cilindros 
azules y blancos mientras que el dominio citosólico de E-cadherina se muestra 
como una cinta coloreada donde cada color marca una subregión distinta. Los 
extremos N y C terminales de cada proteína se indican así como la posición de la 
tirosina 654 de β-catenina. (B) Detalle de la región de interacción denominada II 
donde se indican en violeta los aminoácidos de β-catenina que establecen uniones 
con residuos de E-cadherina –en amarillo-. Se destaca en rojo pálido la posición 
de la tirosina 654. Los puentes de hidrógeno y salinos se muestran como líneas 
rosadas. (Adaptado de Huber and Weis, 2001). 



2. Interacción β-catenina-α-catenina. 

 

La fosforilación de β-catenina se correlaciona con la pérdida de contactos 

celulares y con el aumento de la concentración de β-catenina libre en el citosol 

(Behrens, 1993; Ozawa and Kemler, 1998a; Müller et al. 1999). Para ser 

transportada al núcleo y actuar como coactivador transcripcional, se requiere la 

disociación de los complejos de la β-catenina; es decir, no sólo con E-

cadherina sino también con α-catenina (Orsulic et al. 1999; Giannini et al. 

2000).  

La tirosina 142 es la única tirosina de β-catenina situada en la zona de 

interacción con α-catenina. Estudios previos de mutagénesis secuencial 

mostraron que su sustitución por alanina alteraba la afinidad entre β-catenina y 

α-catenina, mientras que el cambio conservativo a fenilalanina no modificaba la 

unión entre ambas proteínas (Aberle et al. 1996). La resolución por difracción 

de rayos X de la estructura de una quimera consistente en el dominio de β-

catenina que interacciona con α-catenina fusionada al dominio N-terminal de 

esta última (Pokutta and Weis, 2000), muestra que la tirosina 142 de β-catenina 

establece interacciones de puente de hidrógeno o contactos de van der Waals 

con diversos residuos de α-catenina y también con el aspártico 144 y el 

glutámico 147 de β-catenina. La Tyr-142 se sitúa justo antes de la primera α-

hélice de la primera repetición armadillo que comienza en el residuo 145 y se 

extiende hacia el extremo C-terminal (Pokutta and Weis, 2000). 

La posición del grupo hidroxilo de la tirosina 142, muy próximo a dos 

residuos ácidos, hace muy probable que la introducción del grupo fosfato con 

su consiguiente carga negativa afecte negativamente al mantenimiento de la 

estructura y a la interacción con α-catenina (ver figura 44).  

 



 
Fig 44. Interacción entre α-catenina y β-catenina. (A) Representación 

esquemática de la quimera βα-cat. En rojo se representa la β-catenina 
(completada con la información de Huber et al. 1997b). El punto azul marca la 
tirosina 142. En amarillo se representa la región N-terminal de α-catenina. (B) 
Detalle de la zona de interacción entre α-catenina (en amarillo) y β-catenina (en 
rojo). Recuadrada en verde se destaca la tirosina 142 de β-catenina. α y β indica 
que dichos aminoácidos son respectivamente de α-catenina y β-catenina 
(adaptado de Pokutta and Weis, 2000). 

 

 

En este trabajo, se han generado mutantes de β-catenina en los que se ha 

sustituído la tirosina 142 por fenilalanina o glutámico, y se ha ensayado in vitro 

la capacidad de diversas quinasas para fosforilar la forma nativa y mutada de 

β-catenina (ver figura 25). De esta manera hemos detectado dos tirosina 

quinasas solubles que pueden modificar el residuo 142; las quinasas Fer (de 

Fps/Fes-related) y Fyn (miembro de la familia de Src). Ambas están 

ampliamente expresadas en tejido epitelial, y han sido implicadas en la 

fosforilación de β-catenina y la regulación de los contactos celulares (Rosato et 

al. 1998; Owens et al. 2000). Entre ellas, Fer presenta una mayor especificidad, 

fosforilando exclusivamente a β-catenina en la posición 142. Fyn además 

fosforila, aunque con muy baja eficiencia la tirosina 654. 

Mediante ensayos de interacción con proteínas recombinantes, fosforilando 

β-catenina con Fer o bien simulando la fosforilación de β-catenina en la 

posición 142 mediante mutación a glutámico (Tyr-142ÆGlu), se consigue 



bloquear completamente la unión entre β-catenina y α-catenina (ver figura 26). 

Estos datos confirmaban, efectivamente que la interacción entre β-catenina y α-

catenina podía ser regulada por fosforilación de la tirosina 142 de β-catenina. 

Efectos similares se detectan in vivo; células epiteliales RWP1 transfectadas 

transitoriamente con Fer o Fyn muestran un incremento en los niveles de 

fosforilación de β-catenina y un decremento en la asociación entre α-catenina y 

β-catenina, respecto a los controles de RWP1 no transfectadas (ver figura 27). 

 

3. Interacción p120ctn-E-cadherina.  

 

p120ctn fue primero caracterizada como sustrato de pp60v-src (homólogo 

viral de pp60c-src, constitutivamente activa -Takeya and Hanafusa, 1983-). 

Había sido descrita su fosforilación en tirosinas en condiciones de pérdida de 

funcionalidad de la E-cadherina y este hecho se acompañaba con una 

interacción más fuerte por el dominio citosólico de la cadherina; en células 

epiteliales de mama transformada con una forma activa del oncogen ras (Kinch 

et al. 1995) o en epiteliales tumorales que presentan una pp60c-src  activada 

(Skoudy et al. 1996). Se había sugerido para la p120ctn un papel como efector 

negativo de las uniones adherentes, disminuyendo la unión de β-catenina con 

E-cadherina (revisado en Daniel y Reynolds, 1997).  

Nuestros resultados indican que éste no es el caso. Aunque no 

descartamos un efecto negativo (véase más adelante) la interacción de p120ctn 

no altera directamente la afinidad entre β-catenina y E-cadherina. La p120ctn es 

fosforilada in vitro por pp60c-src (ver figura 14). Al fosforilarse, y al contrario de lo 

observado con β-catenina, la p120ctn incrementa su afinidad por la cadherina. A 

pesar de que β-catenina y p120ctn se unen al dominio citosólico de la cadherina 

no compiten en su unión a este dominio. La unión de la p120ctn no afecta a la 

unión entre β-catenina y E-cadherina (ver figuras 17, 18 y tabla VI).  

¿Qué relevancia tiene la fosforilación en tirosinas de la p120ctn en la 

regulación de la adhesión celular? Como se ha comentado en la Introducción, 

hay una fuerte controversia sobre el papel de la p120ctn en la regulación de las 

uniones adherentes. Por un lado, varios autores sostienen que la p120ctn tiene 

un papel positivo en el mantenimiento de las uniones: se une al dominio 



citosólico de la E-cadherina en la región más próxima a la membrana, y actua 

potenciando la asociación lateral de moléculas de cadherina e incrementar la 

fuerza de las interacciones entre células vecinas (Yap et al. 1998; Thoreson et 

al. 2000). Mientras que con resultados aparentemente opuestos, otros estudios 

sugieren que la p120ctn juega un papel crucial en el desensamblaje de las 

uniones adherentes (Ozawa and Kemler, 1998b; Okubo and Ozawa, 1999).  

A la vista de nuestros resultados in vitro, en los que la fosforilación en 

tirosina de p120ctn incrementa su asociación con la E-cadherina pero sin 

modificar la asociación entre E-cadherina y β-catenina, el papel de la p120ctn 

parecería ser positivo respecto a la adhesión celular. Nuestros estudios 

posteriores con células epiteliales intestinales, en cambio, muestran que el 

papel que juega la p120ctn en los contactos es negativo, porque, aunque al 

fosforilarse se asocie mejor a E-cadherina y por extensión a los complejos de 

adhesión, supone un lugar de anclaje para diversas tirosina quinasas cuya 

actividad comporta la pérdida de asociación entre las cadherinas y el 

citoesqueleto; tal y como se discute a continuación. 

 

 

4. Regulación de las uniones adherentes por K-ras. 

 

Para profundizar y comprobar la funcionalidad de las diferentes quinasas y 

fosforilaciones en un contexto celular, utilizamos en este estudio unas células 

epiteliales derivadas de criptas normales de intestino de rata (IEC-18) 

transfectadas de forma estable con una versión activa del oncogén humano K-

ras. La transformación mediada por el oncogen en estas células es evidente y 

afecta profundamente a la forma y tamaño celular, a la cantidad de contactos 

intercelulares y a la capacidad de duplicación, alejándolas del fenotipo que 

presentan las células no transformadas (ver figura 28A) y proporcionándoles 

una capacidad de crecimiento de tres a cinco veces mayor. A nivel molecular, 

se han llevado a cabo estudios en los últimos años con estas mismas células 

para determinar los diversos productos que pudieran ser alterados por la 

transformación inducida por ras. La activación de ras altera el control de la 

proliferación celular y confiere a estas células epiteliales resistencia a distintos 



tipos de apoptosis (Rak et al. 1995; Arber et al. 1997). Se induce la 

sobreexpresión de productos como la ciclina D1, diana crítica de las señales 

proliferativas en G1, confiriendo a las células una gran capacidad proliferativa 

(Filmus et al. 1994). Se detecta sobreexpresión de CD44, molécula de 

adhesión que participa en la progresión de diversos tipos de tumores (Jamal et 

al. 1994). Aumentan los niveles también de COX-2 (ciclooxigenasa-2) y su 

inducción es dependiente de la activación de la MAP-quinasa y de la PKB/Akt 

(Sheng et al. 2001). Productos como el transductor de señales-activador de la 

transcripción STAT3 está constitutivamente activado de una manera 

dependiente además de la activación del EGFR (Zushi et al. 1998). En las IEC-

18, ras estimula también la expresión de sindecano-1 (Wong et al. 1998) y la 

transformación es dependiente de la activación de la PI3-quinasa (Sheng et al. 

2001). La sobreexpresión de ras provoca resistencia a la inhibición del 

crecimiento promovida por el TGF-β en estas células (Filmus et al. 1992) y se 

regula a la baja Bak, miembro pro-apoptótico de la familia de Bcl-2 (Rosen et 

al. 1998).  

En nuestros ensayos, la transformación por K-ras no altera 

significativamente los niveles totales de las proteínas de los complejos 

cadherina-cateninas pero sí muestran las células transformadas una mayor 

fosforilación en tirosinas de β-catenina y la pérdida casi completa de las 

interacciones que β-catenina establece con α-catenina y con E-cadherina 

(figura 28B y C) por lo que tomamos esta línea celular transformada como 

modelo in vivo donde se produce el desensamblaje de las uniones adherentes. 

En estas condiciones, detectamos un incremento en la actividad de las 

quinasas Fer y Fyn (ver figura 30) y β-catenina es fosforilada principalmente en 

las tirosinas 142 y 654. En menor medida, se fosforila algún otro residuo (figura 

29). Como se ha comentado anteriormente, la modificación de las tirosinas 142 

y 654 afecta negativamente a las interacciones que β-catenina establece 

respectivamente con α-catenina y E-cadherina. Además, el tratamiento de las 

células transformadas con genisteína, un inhibidor general de tirosina quinasas 

se correlaciona con un decremento en la fosforilación de β-catenina y el 

restablecimiento de las interacciones E-cadherina-β-catenina y β-catenina-α-

catenina (ver figura 28). Recientes estudios con este mismo inhibidor habían 



conseguido reducir la fosforilación de β-catenina en células IEC, restablecer la 

asociación entre los complejos cadherina/cateninas y el citoesqueleto y 

bloquear la migración celular (Guo et al. 2002). 

Fer no fosforila la tirosina 654 y Fyn lo hace con muy baja eficiencia, lo que 

induce a pensar que estas quinasas no regulan la interacción entre β-catenina 

y E-cadherina, al menos actuando directamente sobre β-catenina. Como 

hemos visto, en células RWP1, la transfección de Fer o Fyn tampoco parece 

afectar de manera importante a la interacción entre β-catenina y E-cadherina 

(ver figura 27), aunque no podemos descartar que en otros sistemas celulares, 

la sobreexpresión de estas quinasas puedan estar afectando indirectamente 

esta interacción, como apuntan algunos autores (Rosato et al. 1998). 

 

5. El papel de p120ctn como sitio de anclaje de quinasas. 

 

Como se ha comentado, Fer y/o Fyn se activan en condiciones en que se 

produce la disociación de los complejos de adhesión y ambas quinasas 

fosforilan eficientemente la tirosina 142 de β-catenina, que controla la 

asociación entre β-catenina y α-catenina. Pero además, para que pueda 

producirse la liberación de β-catenina de los complejos de adhesión, otras 

quinasas tienen que actuar sobre ella y modificar también el residuo 654, que 

regula la unión β-catenina-E-cadherina.  

Como Fer y Fyn fosforilan in vitro a p120ctn y la transformación por K-ras 

induce la fosforilación en tirosinas de p120ctn incrementando su unión a E-

cadherina (ver figura 31A), no es descabellado pensar que Fer o Fyn puedan 

estar facilitando de esta forma la unión de la p120ctn con la E-cadherina. Otras 

quinasas podrían asociarse con la p120ctn, tal y como lo hacen Fer, Fyn, Src o 

Yes (figuras 31A y 33A), y fosforilar a β-catenina en la tirosina 654. De las 

quinasas ensayadas aquí, el receptor de EGF (ver figura 23) o su homólogo 

ErbB2, serían los mejores candidatos catalizar in vivo esta fosforilación, por su 

mayor capacidad de fosforilar la tirosina 654 en los ensayos llevados a cabo in 

vitro. Sabemos además que el EGFR se encuentra activo en las IEC 

transformadas con ras y la transformación mediada por ras es dependiente de 

esta activación del EGFR (Gangarosa et al.1997). 



Respecto a las interacciones que p120ctn establece con las diversas 

quinasas; Fer y Fyn se encuentran constitutivamente unidas a la p120ctn (Kim 

and Wong, 1995 y figura 31). Src  o Yes también se unen a p120ctn e 

interaccionan mejor con ella tras la transformación con K-ras (figura 31A y 

33A). Al menos en este tipo celular, la cantidad de Yes que interacciona con 

p120ctn es superior a la de Src. Como se muestra en la figura 33B, el 

incremento en la unión entre Yes y p120ctn es independiente del estado de 

fosforilación de la p120ctn y se debe fundamentalmente al estado de activación 

de la quinasa Yes. 

Fer, Fyn y Yes se activan tras la transformación con K-ras (ver figuras 30 y 

34) y Yes en forma activa es capaz de activar a su vez a Fer y a Fyn en 

ensayos in vitro (ver figura 35). Todo esto indicaría que p120ctn no sólo facilita 

la interacción de Fer y Fyn con los componentes de los complejos de adhesión, 

y la consiguiente fosforilación de la tirosina 142 de β-catenina; sino que 

además posibilita la activación de ambas quinasas, incrementando la 

concentración efectiva de Yes en su entorno. Es posible que el papel que Yes 

lleva a cabo en este tipo celular sea desarrollado en otros tipos celulares por 

otras quinasas similares como la propia Src. Tanto Src como Yes se expresan 

de forma ubicua y se localizan preferentemente en las uniones adherentes en 

varios tipos celulares (Tsukita et al. 1991). 

Para que β-catenina pueda encontrarse libre en el citosol, debe disociarse 

tanto de E-cadherina como de α-catenina. Hemos visto que la fosforilación 

específica de sus tirosinas 654 y 142 respectivamente bloquea su asociación 

con estas proteínas. No hemos podido determinar con claridad en qué orden se 

producen ambas fosforilaciones. La p120ctn se une a E-cadherina y permite el 

acercamiento de Fer y Fyn activas, que inducirán la fosforilación de la tirosina 

142 y la disociación entre α-catenina y β-catenina. Parecería pues que la 

actividad de Fer y Fyn sobre β-catenina se restringiría a las condiciones en que 

ésta aún está unida a E-cadherina, y por tanto antes de que se produzca la 

fosforilación de la tirosina 654. Datos recientes sugieren que esto puede no ser 

estrictamente necesario; ha sido descrito en Drosophila que la p120ctn puede 

interaccionar indirectamente con α-catenina mediante la asociación de ambas 

proteínas a la GTPasa Rho-1 (Magie et al. 2002). De esta forma, la p120ctn y 



sus quinasas asociadas podrían mantenerse cerca de β-catenina aún cuando 

se hubiera producido la fosforilación en el residuo 654 y β-catenina ya no 

permaneciera unida a la E-cadherina.  

 

 

Hemos podido detectar Rho y α-catenina en inmunoprecipitados de p120ctn 

en las IEC-Kras lo que sugeriría que la asociación entre p120 y α-catenina 

puede darse también en células de mamífero (no mostrado). Recientemente se 

ha descrito a la quinasa Fyn como intermediario de la función llevada a cabo 

por Rho y PRK2 en la regulación de la adhesión celular en queratinocitos, lo 

que, según nuestros resultados, involucraría también a p120ctn (Calautti et al. 

2002). Se hacen necesarios estudios más profundos para poder clarificar qué 

formas de Rho se asociarían a p120ctn y α-catenina y en qué grado esta 

asociación es dependiente del estado de fosforilación de la p120ctn.  

 

Nuestra visión global de todos estos acontecimientos, que conducirían a la 

disociación de β-catenina y α-catenina (por la fosforilación de la tirosina 142 de 

β-catenina mediada por Fer y/o Fyn) se representan en el modelo de la figura 

45. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
De cualquier forma, los resultados presentados aquí abren nuevas 

perspectivas para la funcionalidad de la p120ctn y sus quinasas asociadas en la 

regulación de las uniones adherentes.  

 

Fig 45. Modelo propuesto para la 
regulación de la interacción β-catenina-
α-catenina. En las uniones adherentes, E-
cadherina se asocia al citoesqueleto de 
actina a través de β-catenina y α-catenina. 
p120-catenina está asociada a Fer y/o Fyn 
quinasas y normalmente no se encuentra 
unida a los complejos de E-cadherina. 
Cuando se produce el estímulo del 
desensamblaje, Yes se une al complejo 
p120-Fer/Fyn y activa a estas quinasas. Es 
entonces cuando Yes, Fer/Fyn o ambas 
quinasas fosforilan a p120-catenina en 
residuos tirosina aumentando su 
interacción con E-cadherina. 
Paralelamente, el complejo Fer/Fyn/Yes-
p120-catenina se une a α-catenina a 
través de la asociación con Rho. La 
presencia de las quinasas Fer/Fyn en el 
complejo de adhesión promueven la 
fosforilación de  β-catenina en la Tyr-142 y 
la consiguiente pérdida de la asociación α-
catenina-β-catenina. No se han dibujado 
Fer, Fyn, Yes y Rho asociadas a la 
membrana, donde probablemente se 
localizan, para no añadir complejidad al 
modelo.  



Estos resultados, unidos al hecho que Fer y Fyn pueden complementarse 

mutuamente a la hora de actuar sobre β-catenina y regular la adhesión celular, 

explicarían por qué ratones deficientes únicamente en las actividades tirosina 

quinasa de Fyn (Stein et al. 1992) o de Fer (Craig et al. 2001) muestran 

fenotipos tan poco alterados y se desarrollan con normalidad. 

 

 

6. Interacción β-catenina-TBP y actividad transcripcional 
de β-catenina. 

 

A parte de su localización en membrana, formando parte de los complejos 

de adhesión celular, β-catenina puede encontrarse en el citosol y en el núcleo. 

Los niveles de β-catenina en el citosol son regulados por la vía de señalización 

de Wnt. Cuando la ruta está inactiva, la β-catenina libre en el citosol es 

degradada y no puede translocarse al núcleo. La activación de la vía Wnt se 

correlaciona con la inhibición de la degradación de β-catenina por el 

proteasoma, el aumento de la concentración de β-catenina libre en el citosol y 

la entrada de β-catenina al núcleo (revisado en Miller et al. 1999; y en 

Zhurinsky et al. 2000b). Una vez en el núcleo, β-catenina interacciona con 

factores de transcripción de la familia Lef/Tcf, actuando como coactivador de la 

transcripción génica. Durante el transcurso de esta tesis, se describió que la 

TATA-box Binding Protein (TBP), miembro clave de la maquinaria basal de 

transcripción, interaccionaba con β-catenina (Hecht et al. 1999). Una de las 

zonas de β-catenina implicadas en la interacción con TBP incluye a la tirosina 

654 y esta misma zona forma parte de la región C-terminal-transactivadora de 

β-catenina requerida para la activación de la expresión génica (Hecht et al. 

1999). Los resultados que se desprenden de los ensayos de interacción 

presentados en esta tesis indican que la fosforilación de la tirosina 654 

incrementa la unión entre β-catenina y TBP, tanto in vitro como in vivo (figuras 

36 y 37A). 

La mayor asociación entre β-catenina y TBP se correlaciona además con un 

aumento de la actividad transcripcional mediada por los complejos β-catenina-

Tcf-4. Así, en células transfectadas con el mutante de β-catenina Tyr-654ÆGlu 



(que simula la fosforilación constitutiva del residuo 654) se produce una mayor 

activación de los genes reporteros sensibles al complejo β-catenina/Tcf-4 que 

en las células transfectadas con β-catenina nativa (figura 37B). Este aumento 

de actividad transcripcional, es independiente de la capacidad del mutante de 

interaccionar con la E-cadherina en los complejos de adhesión, ya que también 

se observa en células con muy bajos niveles de expresión de E-cadherina, 

donde prácticamente toda la β-catenina celular se encuentra en el citosol apta 

para acceder al núcleo. En conjunto,  nuestros datos sugieren que la 

fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina es importante no sólo para inhibir 

la asociación entre E-cadherina y β-catenina, sino también para estimular la 

interacción de la β-catenina nuclear con la maquinaria basal de la transcripción.  
 

 

7. Implicaciones estructurales de la fosforilación de β-
catenina. 

 

El hecho de que la fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina tuviera 

efectos contrarios sobre la interacción de la proteína con E-cadherina o con 

TBP hizo que nos cuestionáramos las implicaciones que pudiera tener la 

fosforilación sobre la estructura de la β-catenina.  

Como ya se ha comentado, la estructura primaria de β-catenina consta de 

un extremo amino terminal de unos 145 aminoácidos, un dominio central de 

525 aminoácidos con 12 repeticiones armadillo y un extremo carboxilo terminal 

de unos 110 aminoácidos. Estas tres regiones tienen una distribución de 

cargas diferente: los extremos N- y C-terminal son ácidos con un pI cercano a 

4,5 mientras que el dominio armadillo es básico, con un pI de 8,3 (Huber et 

al.1997b).  

La β-catenina interacciona con proteínas muy diversas en sus diferentes 

localizaciones celulares: con E-cadherina y α-catenina en los complejos de 

adhesión de la membrana, con APC, axina y GSK3 en el citoplasma, con 

factores de transcripción de la familia LEF/Tcf o TBP en el núcleo, entre 

muchas otras (Shapiro, 2001). Con la mayoría, lo hace a través de la región 

central de repeticiones armadillo (ver figura 5). Los diferentes cofactores 



reconocen porciones solapadas de la β-catenina a lo largo de sus repeticiones 

armadillo. Las secuencias de unión de estos cofactores no presentan mucha 

homología, pero tienen en común que son ácidas (pI 3.3-4.1) (Huber et 

al.1997b).  

Por difracción de rayos X sólo ha sido posible visualizar el dominio central 

de la β-catenina -aminoácidos 149 al 666- (Huber et al. 1997b), que forma una 

estructura muy rígida. De momento no ha sido posible cristalizar la molécula 

entera, o incluyendo alguno de los dominios terminales.   La formación de 

complejos de Tcf o E-cadherina unidos a β-catenina permitió obtener cristales 

en los que se visualizaban los residuos 134-149, previamente desordenados en 

los cristales que sólo contenían β-catenina (Huber and Weis, 2001). Sólo se ha 

podido visualizar una pequeña porción aislada del fragmento N-terminal –

aminoácidos 118 al 149- (Pokutta and Weis, 2000). Nos planteamos la 

posibilidad de que los extremos terminales de β-catenina (ácidos) pudieran 

estar interaccionando con el dominio armadillo (básico) y, en el caso que estas 

interacciones intramoleculares se produjeran, si estaban afectando de alguna 

forma a las interacciones que establece β-catenina con los diversos cofactores 

y si tales interacciones eran modulables por la fosforilación de la molécula. 

Para empezar a resolver estas cuestiones, procedimos a realizar ensayos 

de interacción utilizando diferentes fragmentos de β-catenina consistentes en el 

dominio central de repeticiones armadillo y los extremos N- y C-terminal de β-

catenina. De estos ensayos in vitro se desprende que ambos extremos 

terminales interaccionan con el dominio armadillo (ver figura 38) y que la 

modificación de la tirosina 654 – ya sea por mutación a glutámico o por la 

fosforilación del dominio armadillo con la Src - inhibe la asociación del extremo 

C-terminal con el dominio central.  

Además, la β-catenina fosforilada por Src y el mutante Tyr-654ÆGlu son 

degradadas más rápidamente por tripsina que la β-catenina no modificada en 

ensayos de proteólisis limitada (ver figura 39). Todo esto permite postular que, 

en condiciones nativas, la β-catenina presenta una mayor compactación y está 

plegada con los extremos interaccionando con el dominio armadillo. La 

fosforilación de la tirosina 654 induce un cambio conformacional del extremo C-

terminal permitiendo una estructura más abierta. 



Por nuestros resultados sabíamos que la interacción de β-catenina con E-

cadherina o TBP también es sensible a la fosforilación de la tirosina 654. Para 

comprobar el efecto que el dominio C-terminal pudiera tener sobre la 

interacción de ambos cofactores con β-catenina, se procedió a determinar la 

unión de E-cadherina y TBP con la construcción del dominio armadillo de β-

catenina, carente de los extremos terminales.  Tanto TBP como E-cadherina, 

interaccionan mejor con el dominio armadillo desprovisto de los extremos que 

con la proteína entera. La adición posterior del dominio C-terminal inhibe estas 

interacciones, sugiriendo una competición entre el dominio C-terminal y ambos 

cofactores por unirse al dominio armadillo de β-catenina (figuras 40 y 41).  

El dominio armadillo aislado, incluyendo la mutación Tyr-654ÆGlu, que 

simula la fosforilación de dicho residuo, retiene la misma TBP que el dominio 

armadillo nativo, sin fosforilar. Sin embargo, en el caso de la E-cadherina, 

prácticamente no se detecta E-cadherina unida al dominio armadillo (Tyr-

654ÆGlu) (figuras 40 y 41).  

Un modelo que explica estos resultados consiste en que la fosforilación de 

la tirosina 654, afecta positivamente a la interacción entre β-catenina y TBP 

porque anula la asociación entre el extremo C-terminal y el dominio armadillo, 

evitando así la restricción causada por el extremo C-terminal sobre la 

interacción entre β-catenina y TBP. En el caso de la E-cadherina, la ausencia 

de extremo C-terminal facilita su acceso al dominio armadillo de β-catenina (la 

fosforilación de la tirosina 654 sería beneficiosa para la unión E-cadherina-β-

catenina en este aspecto) pero como se ha comentado ya en detalle, la 

introducción de una carga negativa en la posición 654 provoca la disociación 

entre ambas proteínas. Por esto, no se detecta E-cadherina asociada al 

dominio armadillo aislado cuando éste tiene la tirosina 654 sustituída por un 

glutámico . 

Aunque E-cadherina y TBP interaccionan con un mismo subdominio del 

cuerpo central de β-catenina no compiten directamente por unirse a β-catenina. 

Más aún, en ensayos de interacción con proteínas recombinantes, la presencia 

de E-cadherina facilita el acceso de la TBP a la β-catenina wild type (figura 42). 

Todo esto sugiere que aunque E-cadherina y TBP interaccionan con una 



misma secuencia de β-catenina, lo hacen por caras o superficies distintas, de 

forma que se puede dar su unión simultánea a β-catenina.  

El efecto inhibidor que el extremo C-terminal tiene sobre la interacción de 

ambos factores con β-catenina, indica que el extremo C-terminal puede 

interaccionar, y posiblemente ocultar, ambas zonas de unión. A partir de los 

datos de cristalización, conocemos la secuencia de la E-cadherina que 

interacciona con el dominio de β-catenina alrededor de la tirosina 654. Como se 

muestra en la tabla VII, hemos observado que existía una analogía entre una 

parte de la secuencia de E-cadherina que interacciona con el dominio armadillo 

y los últimos aminoácidos de la propia β-catenina. Pensamos que la interacción 

entre los últimos 20 aminoácidos del dominio C-terminal y el dominio armadillo 

de β-catenina podía darse de forma análoga a como se da la unión entre el 

dominio citosólico de E-cadherina y el dominio armadillo de β-catenina. Esta 

hipótesis ha sido verificada recientemente en otros trabajos de nuestro grupo 

(Castaño et al. 2002). 

 
 

 
 
 
Tabla VII. Analogía entre el extremo más C-terminal de β-catenina y la zona de 

E-cadherina que interacciona con el dominio armadillo de β-catenina. Comparación 
entre los últimos aminoácidos de β-catenina (βcat (760-end)) y la región II de E-
cadherina que interacciona con el dominio armadillo de β-catenina (E-cadh (655-677)). 
Los residuos de E-cadherina que interaccionan con aminoácidos del dominio armadillo 
(mostrados abajo) se indican en negrita (según Huber and Weis, 2001). Aminoácidos del 
C-terminal de β-catenina equivalentes a éstos de E-cadherina se muestran en negrita en 
la fila superior. Otros aminoácidos similares en ambas secuencias se indican mediante 
subrayado (según Castaño et al. 2002). 

 
 
 
 
 

Ensayos de interacción similares se han llevado a cabo con el dominio de 

unión del factor de transcripción Tcf-4 (aminoácidos 1-80) y β-catenina. El Tcf-4 



interacciona con β-catenina en las repeticiones de la 3 a la 10 del dominio 

armadillo (Graham et al. 2000). En el caso del Tcf-4, la ausencia de los 

extremos terminales o la fosforilación de la tirosina 654 no afectó a su 

interacción con β-catenina. Un modelo en el que se representa la unión de β-

catenina (nativa o fosforilada en la posición 654) con E-cadherina, TBP o el Tcf-

4 se muestra a continuación: 

 
 

Fig 46. Modelo propuesto de la regulación de la interacción entre β-catenina y TBP, 
E-cadherina y Tcf-4 por fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina. Modelo que ilustra la 
asociación con β-catenina de TBP (representada por la media luna azul), el dominio citosólico 
de E-cadherina (cinta azul), y el dominio N-terminal del Tcf-4 (cilindro rosa). β-catenina se 
representa en amarillo; las hélices α que constituyen el dominio armadillo se representan con 
cilindros y los dominios terminales (N y C) como cintas. El punto rojo marca la posición del 
grupo fosfato cuando la tirosina 654 es fosforilada. En ausencia de fosforilación (izquierda) β-
catenina adopta una conformación compacta con el extremo C-terminal interaccionando con el 
dominio armadillo (panel central de la izquierda). E-cadherina interacciona con gran afinidad 
con el dominio armadillo estableciendo pares iónicos entre sus residuos ácidos y residuos que 



conforman el gran surco positivo del dominio armadillo, entre ellos la tirosina 654 (ver Huber 
and Weis, 2001) y puede desplazar al extremo C-terminal (panel inferior de la izquierda). Por 
otro lado, la TBP, que interacciona en la misma zona lineal de β-catenina que la E-cadherina 
pero en diferente localización espacial, no es capaz de superar la restricción que supone el 
dominio C-terminal de β-catenina (panel superior de la izquierda). La fosforilación de la tirosina 
654 (derecha), rompe la interacción entre el C-terminal y el dominio armadillo, abriendo a β-
catenina (panel central de la derecha). En estas condiciones la TBP puede acceder e 
interaccionar con β-catenina (panel superior de la derecha). En el caso de la E-cadherina, 
aunque la fosforilación hace más accesible el dominio armadillo, la introducción del grupo 
fosfato en la posición 654 impide la interacción entre E-cadherina y β-catenina (panel inferior 
de la derecha). La interacción entre β-catenina y Tcf-4 (paneles superiores) no se ve afectada 
por la fosforilación de la tirosina 654. 

 

Globalmente, los extremos terminales de β-catenina interaccionan con su 

dominio armadillo y, al menos el C-terminal, compite por la interacción de β-

catenina con los factores celulares que se unen a las repeticiones armadillo 

más C-terminales, permitiendo que sólo los que tengan una elevada afinidad 

por β-catenina (como la E-cadherina)  puedan acceder a su dominio central e 

impidiendo que interacciones más débiles (como en el caso de la TBP) puedan 

establecerse. La interacción de proteínas con elevada afinidad por β-catenina 

puede desplazar el dominio C-terminal y facilitar el acceso posterior de otras 

proteínas que no pueden unirse a β-catenina por sí solas. Esto se ha 

comprobado en el caso de la formación de complejos E-cadherina-β-catenina-

TBP, donde la presencia de E-cadherina facilitó la unión de la TBP a la β-

catenina nativa (figura 42). Aunque la localización celular de E-cadherina y 

TBP aleja la posibilidad de un complejo con las tres proteínas en condiciones 

fisiológicas, es posible que una función similar a E-cadherina sea desarrollada 

por otros factores. 

Otros estudios de nuestro grupo en este mismo sentido, han mostrado 

además que ambos dominios terminales de β-catenina interaccionan entre 

ellos y modulan la interacción de distintos cofactores a β-catenina (Castaño et 

al. 2002). La posición de la tirosina 142 (ver figura 44), justo al  final del 

extremo N-terminal y al inicio de la primera repetición armadillo, donde 

establece contactos iónicos con diversos aminoácidos colindantes de la propia 

β-catenina, la hacen un buen candidato para el mantenimiento de la estructura 

global formada por el dominio central armadillo y el extremo N-terminal y la 

regulación de dicha estructura mediante su fosforilación y defosforilación. 



La fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina abre otra vía de regulación 

de las interacciones entre β-catenina y los diversas cofactores. Así, la tirosina 

654 actúa como clave para abrir o cerrar la β-catenina, desplazando al extremo 

C-terminal, y afectando de este modo a las interacciones que β-catenina 

establece con factores que se unan a las últimas repeticiones armadillo o al 

propio extremo C-terminal.  

Este modelo propone un esquema general sobre el modo en que distintos 

factores interaccionan de manera coordinada con β-catenina. 

De todas formas una validación definitiva de este modelo requerirá la 

determinación de la estructura tridimensional completa (incluyendo los 

extremos terminales) de β-catenina y la caracterización del efecto que dichos 

extremos tengan en la interacción entre β-catenina y sus diversos cofactores.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. CONCLUSIONES



 

1.- Se han identificado los residuos de β-catenina fosforilados por pp60c-src 

como las tirosinas 86 y 654. Estudios de interacción con mutantes puntuales 

indican que la introducción de una carga negativa en la posición 654 de β-

catenina -pero no en la 86- provoca la disminución de afinidad por la E-

cadherina tanto in vitro como in vivo. 

 

2.- pp60c-src fosforila la tirosina 654 de β-catenina con poca eficiencia. En 

cambio se ha determinado que el receptor de EGF y su homólogo erbB2 

fosforilan activamente esta tirosina. 

 

3.- La interacción entre β-catenina y α-catenina también es sensible a la 

fosforilación en tirosinas. La introducción de una carga negativa en la tirosina 

142 de β-catenina inhibe la interacción entre β-catenina y α-catenina tanto in 

vitro como in vivo. Las tirosina quinasas Fer o Fyn fosforilan eficientemente 

esta tirosina in vitro.  

 

4.- En condiciones in vivo en que se produce el desensamblaje de las 

uniones adherentes y la pérdida de interacción entre E-cadherina-β-catenina y 

entre β-catenina-α-catenina, la β-catenina está fosforilada en las tirosinas 654 y 

142 y las quinasas Fer y Fyn están activadas. 

 

5.- La p120ctn también se fosforila en tirosinas por la quinasa pp60c-src e 

incrementa su asociación a la E-cadherina. En condiciones en que se disocian 

las uniones adherentes, las quinasas Yes, Fyn y Fer se unen a la p120ctn que 

se asocia mejor a la E-cadherina, acercando las quinasas a las uniones 

adherentes. Yes es capaz de activar a Fyn y Fer en estas condiciones. 

 

6.- β-catenina interacciona también con la TBP -componente de la 

maquinaria basal de la transcripción- y la introducción de una carga negativa en 

la posición 654 favorece la interacción β-catenina-TBP tanto in vitro como in 

vivo. Esta mejor asociación se correlaciona con un aumento de la transcripción 

mediada por β-catenina. 



  

7.- Intramolecularmente, hemos visto que los dominios N- y C-terminal de 

β-catenina interaccionan con el dominio central rígido de repeticiones armadillo 

de la proteína. La fosforilación de la tirosina 654 de β-catenina, disminuye la 

interacción del extremo C-terminal y el dominio armadillo. La presencia del 

extremo C-terminal, dificulta el establecimiento de interacciones entre el 

dominio armadillo de β-catenina y cofactores como E-cadherina o TBP. La 

fosforilación de la tirosina 654, por su efecto sobre el C-terminal, es un 

mecanismo de regulación de la accesibilidad de diversos cofactores a β-

catenina. 
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