V. DISCUSION
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1. PLAKOGLOBINA'Y B-CATENINA INTERACCIONAN EN ZONAS
ADYACENTES DE Tcf-4

La serina/treonina quinasa CKIl es un enzima constitutivamente activo que se
expresa de forma ubicua tanto en el citoplasma como en el nucleo de células
eucariotas. Su actividad se encuentra elevada en algunos tumores humanos, en
lineas celulares transformadas y en tejidos en rapida proliferacién (Blanquet, 2000;
Pinna y Meggio, 1997). Estas observaciones, junto con el hecho de que su
sobreexpresion esta asociada a la aparicion de linfomas (Landesman-Bollag et al.
1998), implican a la CKIll en el desarrollo del proceso de tumorigénesis.

Como se ha comentado en el apartado de Resultados, se habia sugerido que
dos elementos de la via de sefializacion Wnt eran fosforilados directamente por esta
quinasa: -catenina y dishevelled. Se habia descrito que tras la transfeccién de Wnt-
1 en la linea celular mamaria de raton C57MG, CKIl y B-catenina co-precipitaban con
dishevelled (Song et al. 2000). Este trabajo mostraba que, tanto en los
inmunoprecipitados de dishevelled como en inmunoprecipitados de B-catenina, f-
catenina se fosforilaba por CKII.

Nosotros hemos confirmado que CKIl y B-catenina interaccionan (tanto por
experimentos de pull-down con extractos celulares como por ensayos de
interaccion). Sin embargo, no hemos encontrado fosforilacion directa de CKIl
purificada sobre B-catenina recombinante.

Recientemente ha sido caracterizada la fosforilacion de B-catenina por CKIl, se
han identificado los residuos concretos modificados por esta quinasa y su
implicacién en la interaccion con a-catenina y en la estabilidad de la proteina (Bek y
Kemler, 2002). Estos autores, mediante ensayos de fosforilacion con las quinasas
asociadas a B-catenina en sus inmunoprecipitados, han presentado evidencias de
que CKIl fosforila e interacciona con B-catenina. Trabajando con mutantes puntuales
han localizado esta modificacion en el extremo amino terminal de B-catenina, en las
Ser-29, Thr-102 y Thr-112. El estudio muestra que CKIl regula la estabilidad
citosolica de p-catenina actuando coordinadamente con GSK3B en el complejo

multiproteico que controla la degradacion de p-catenina; por otro lado, muestra
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también que la fosforilacion de p-catenina por CKIl afecta positivamente a su
interaccion con a-catenina.

Estas discrepancias entre nuestros resultados y los obtenidos por otros autores,
pueden ser interpretadas de distintas formas; 1) podria ser que B-catenina no fuera
un sustrato directo de CKIl sino de otra quinasa asociada a este enzima; 2) que j-
catenina necesitara ser pre-fosforilada por otro enzima para que CKIl fuera capaz de
fosforilarla; 3) que la interaccion de B-catenina con otros componentes celulares
alterara su conformacién dejando accesibles los centros de fosforilacion de la B-
catenina por CKIIl. Estas interpretaciones explicarian porqué la fosforilacién de B-
catenina que se observa en los ensayos llevados a cabo con los inmunoprecipitados
no tiene lugar en nuestros ensayos de fosforilacion directos de la CKIl sobre la f3-
catenina.

Ademas de la fosforilacion de B-catenina por CKII, otros estudios muestran que
otros cofactores de la B-catenina pueden ser objeto de esta modificaciéon. Stappert y
colaboradores han mostrado como la fosforilacion de la region citosdlica de E-
cadherina por las quinasas CKIll y GSK3p afecta positivamente a la asociacion E-
cadherina-Bcatenina y aumenta la adhesion célula-célula mediada por E-cadherina
en fibroblastos NIH3T3 (Lickert et al. 2000). Otros trabajos también indican que la
fosforilacién de la region central de APC por GSK3p regula su interaccion con -
catenina (Rubinfeld et al. 1996).

En esta tesis, se muestra que la serina/treonina quinasa CKIl también fosforila
eficientemente a otro miembro de la via Wnt: el factor de transcripcién Tcf-4. Se ha
identificado que el residuo fosforilado mas eficientemente en esta proteina es la Ser-
60, un residuo localizado muy préximo al dominio de interaccion del Tcf-4 con la B-
catenina. Se ha demostrado que la modificacion de este residuo es relevante ya que,
aunque no afecta a la interaccidbn con [-catenina, disminuye la asociacién con
plakoglobina y altera la capacidad del Tcf-4 para estimular la transcripcion.

Estudios realizados en células SW480 y HT29-M6 nos han mostrado que el Tcf-
4 se encuentra fosforilado in vivo y que esta fosforilacion puede ser llevada a cabo
por CKIl. Tampoco hay que descartar la posibilidad de que la fosforilacion
observada, inhibida por apigenina, sea catalizada por MAPK o PI3K, puesto que la

apigenina también inhibe la actividad de estas dos quinasas. Sin embargo, los
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ensayos de transcripcion mediada por B-catenina llevados a cabo en células MDCK
sugieren que el Tcf-4 sobreexpresado en estas células no se fosforila. En el caso de
que Tcf-4 lo hiciera, observariamos diferencias en la activacién transcripcional de las
formas de Tcf-4 wild-type y el mutante Ser-58,59,60—Ala. De igual forma que vemos
un aumento de la actividad de la forma mutada del Tcf-4 Ser-60—Glu, en la que la
mutacion mimetiza la fosforilacién; si el Tcf-4 estuviera fosforilado in vivo por CKII
deberiamos observar una mayor actividad transcripcional de la forma wild-type
respecto al mutante Ser-58,59,60—Ala, puesto que esta forma mutada no puede
fosforilarse. Podria ser que esta modificacion no jugara un papel importante en la
regulacion de la transcripciéon mediada por el Tcf-4 en esta linea celular. Tampoco se
puede descartar que en condiciones normales el Tcf-4 no se encuentre fosforilado y
sea unicamente en determinados contextos celulares en los que tenga lugar esta
modificacion por CKIl. Podria ser que en circunstancias en las que se necesitara
activar la transcripcion mediada por el Tcf-4, se estimulara su fosforilacion por CKII;
esto disminuiria su interaccion con plakoglobina y favoreceria la actividad
transcripcional del complejo B-catenina-Tcf-4.

En la discusion sobre el estado de fosforilacion del Tcf-4 in vivo y la implicacion
de esta modificacion en su funcionalidad, debemos tener en cuenta que la capacidad
de CKIl de fosforilar al Tcf-4 es altamente inhibida por la union de B-catenina y
plakoglobina. Hemos comprobado que solamente se fosforila con alta eficiencia el
Tcf-4 no unido ni a B-catenina ni a plakoglobina.

En todo caso, la fosforilacion del Tcf-4 por CKIl nos ha permitido identificar dos
dominios de interaccidon diferentes en esta proteina para p-catenina y plakoglobina.
Los dos dominios de unién de las cateninas se han localizado en diferentes
secuencias del extremo amino terminal del Tcf-4, en los residuos 1-51 para -
catenina y en los aminoacidos 51-80 para plakoglobina (figura 34). Hemos
comprobado que ambas proteinas no interfieren en su asociacion con el factor de
transcripcion pudiéndose unir simultdneamente al Tcf-4.

Durante la realizacion de esta tesis se ha obtenido la estructura cristalizada de -
catenina unida a Tcf-3, otro factor de transcripcion de la familia Tcf/LEF (Graham et
al. 2000). De este estudio se desprende que la interaccién del extremo amino
terminal del Tcf-3 y el dominio central de B-catenina se da en una amplia zona (figura

71). Los 60 aminoacidos del extremo N-terminal del factor de transcripcion
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constituyen una elongada estructura que se extiende antiparalelamente a lo largo de
surco cargado positivamente del dominio central armadillo de B-catenina. El analisis
de los cristales obtenidos muestra que tres zonas de interaccion del Tcf-3 (aa 7-15,
aa 16-29 y aa 40-52), muy conservadas entre los miembros de la familia, se asocian
a tres regiones principales de B-catenina (repeticiones armadillo 9-10, 5-8 y 3-4,
respectivamente). Siendo los aminoacidos mas importantes para la interaccion el
Asp-16, Glu-24 y Leu-48 de Tcf-3 que se asocian con la Lys-435, Lys-312 y el
bolsillo hidrofébico creado por la Phe-253 y la Phe-293 de p-catenina,
respectivamente. El estudio de esta asociacion muestra que la region minima de
interaccién del Tcf-3 con B-catenina corresponde a la comprendida entre los

aminoacidos 16-29.

Fig.71 Estructura del complejo Tcf-3/B-catenina. (A) Estructura global del complejo visto desde
dos angulos distintos: pB-catenina se representa con cilindros azules, verdes y amarillos mientras
que el extremo N-terminal del Tcf-3 se muestra como una cinta roja con los extremos Ny C
marcados. (B) Detalle de la region minima de interaccién donde se indican en blanco los
aminoacidos de B-catenina que establecen uniones con los residuos de Tcf-3 (amarillo) Se ha
recortado la estructura de B-catenina (verde en la parte superior) para poder ver la interaccion
completa (adaptado de Graham et al. 2000).

Nuestros resultados, que localizan la interaccion de B-catenina en el extremo
mas terminal del Tcf-4, concuerdan con estos estudios cristalograficos.

Comparando la secuencia aminoacidica de plakoglobina con B-catenina, es facil
pensar que, en la interaccion de plakoglobina con el Tcf-3, se encuentren implicados

los residuos Lys-425, Lys-302 y las Phe-244 y Phe-283, homologos a los localizados
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en B-catenina para esta interaccion. Por la elevada homologia de las zonas en las
que se encuentran estos residuos, pareceria que plakoglobina tuviera que
interaccionar con el Tcf-4 de la misma forma y con la misma region que lo hace la f3-
catenina. En cambio, hemos visto que plakoglobina se asocia a una regién distinta
en el Tcf-4.

Las diferencias encontradas entre ambas cateninas en cuanto a la especificidad
de las secuencias de interaccion en el Tcf-4 (plakoglobina se une al fragmento de
51-80 aminodacidos y B-catenina a la region 1-51) parecen ser debidas a la accion de
sus extremos terminales. Tal como hemos comprobado, los dominios centrales de
repeticiones armadillo de [-catenina y plakoglobina carentes de los extremos
terminales, interaccionan con los dos fragmentos del Tcf-4, tanto con el fragmento
de 1-51 como con el de 51-110 (figuras 37 y 38). Todo parece indicar que los
extremos terminales de estas dos cateninas regulan la interaccion con el factor de
transcripcion y su actividad transcripcional. A este respecto, hemos de tener en
cuenta que en nuestro grupo se ha caracterizado que los extremos terminales de -
catenina interaccionan con su dominio armadillo y, al menos el C-terminal, compite
por la interaccibn de p-catenina con factores celulares que se unen a las
repeticiones armadillo como la E-cadherina y la TBP (Piedra et al. 2001). Otros
estudios de nuestro grupo en este mismo sentido han mostrado que, ademas,
ambos dominios terminales de B-catenina interaccionan entre ellos y modulan la
interaccion de distintos cofactores con B-catenina (Castafio et al. 2002). Es facil
pensar que la presencia de los extremos terminales, asociados al dominio central de
repeticiones armadillo, interfiere en la interaccion de -catenina con el factor Tcf-4 ya
que, tal y como muestran los resultados cristalograficos, el Tcf-3 se extiende a lo
largo de una amplia zona del dominio armadillo de la B-catenina interaccionando con
residuos localizados a lo largo de los armadillos 3-10.

El hecho de que plakoglobina y B-catenina no compitan en su asociacion con el
factor de transcripcion indica que el efecto negativo de la plakoglobina en la
transcripcion mediada por B-catenina no es consecuencia de la competicion de
ambas cateninas por la union a Tcf-4. Es mas probable, como también sugieren

Ben-Ze’'ev y colaboradores (Zhurinsky et al. 2000b), que la asociacion de
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plakoglobina impida la interaccién del Tcf-4 con el DNA independientemente de la
interaccion con B-catenina.

Estos autores sugieren asimismo que los extremos N y C terminales de la
plakoglobina estan implicados en esta represion transcripcional ya que, el dominio
armadillo de plakoglobina sin los extremos terminales de la proteina, si es capaz de
formar complejos ternarios DNA/Tcf-4/Armadillo. Puede ser que la poca homologia
que existe entre los extremos terminales de B-catenina y plakoglobina (Cowin y
Burke, 1996) sea la responsable de este efecto opuesto sobre la interaccion Tcf-4-
DNA. En relacion a este aspecto, se han llevado a cabo estudios comparativos de la
actividad transcripcional de B-catenina, plakoglobina y construcciones quiméricas
con los extremos terminales de ambas cateninas intercambiados (Williams et al.
2000). Estos autores muestran que la construccién quimérica formada por las
repeticiones armadillo de B-catenina y los extremos carboxilo y amino terminales de
plakoglobina presenta un 75% menos de activacion transcripcional que la forma wild-
type de pB-catenina. Segun estos resultados los extremos amino y carboxilo
terminales de plakoglobina intervendrian en la inhibicidn de la transcripcion mediada
por el Tcf-4.

Nuestros estudios indican que la plakoglobina inhibe la transcripcién mediada
por B-catenina por bloqueo de la interaccion Tcf-4-DNA (figura 39). Es interesante
remarcar que, segun estos resultados, la presencia de plakoglobina convierte a los
complejos Tcf-4 en no funcionales. En estos complejos incapaces de unirse al DNA
podriamos encontrar otros elementos necesarios para la transcripcion mediada por
B-catenina; de forma que, al unirse a los complejos no funcionales, se disminuyera la
cantidad disponible de estos factores necesarios para mediar la transcripcion. Este
es el caso de la proteina de union a la caja TATA (TBP), un componente esencial del
complejo multiproteico iniciador de la transcripcion. Se habia descrito que TBP
interaccionaba con dos dominios distintos de [-catenina necesarios para la
transactivacion (Hecht et al. 1999). Nosotros hemos comprobado mediante ensayos
de pull-down (figura 72) que plakoglobina presenta mayor afinidad por TBP que -

catenina.
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Fig.72 Interacciéon de plakoglobina y B-catenina con TBP. 5 pmoles de las
distintas formas de B-catenina y plakoglobina con GST se incubaron con 100 pg
de extractos totales de células SW480. Los complejos formados se purificaron por
glutathion-sepharosa y se analizaron en SDS-PAGE seguida de Western blot con
anti-TBP.

Plakoglobina (carril 1) interacciona mejor con TBP que B-catenina (carril 3) y
esta asociacion, al igual que la interaccién con el Tcf-4, esta regulada por la
presencia de los extremos terminales de ambas cateninas. Asi, observamos que la
forma de plakoglobina que carece de sus extremos terminales (arm 111-672, carril 2)
interacciona peor con TBP que la forma de plakoglobina wild-type. En cambio, en el
caso de la B-catenina, la ausencia de los extremos terminales de la proteina tiene el
efecto opuesto: provoca un aumento de la interaccién con la TBP (carril 4).

Asi pues, los complejos que contengan Tcf-4 y plakoglobina funcionarian como
inhibidores de la via de sefalizacion Wnt, secuestrando [-catenina y TBP e
impidiendo que pudieran mediar la transcripcidon. En la siguiente figura se
esquematizan los diferentes efectos que observariamos sobre la actividad
transcripcional del Tcf-4 al interaccionar con B-catenina, plakoglobina o ambas

simultdaneamente.
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Fig.73 Esquema de los diferentes efectos de la fB-catenina y la plakoglobina en la
transcripciéon mediada por el Tcf-4. Los complejos que contienen plakoglobina son incapaces de
unirse al DNA y activar la transcripcion.

Aunque nuestros resultados indican que plakoglobina inhibe la transcripcion
mediada por Tcf-4, hay trabajos que demuestran que plakoglobina puede promover
la activacién transcripcional mediada por B-catenina en algunas lineas celulares
(Simcha et al. 1998). No obstante, esta aparente contradiccién puede explicarse
teniendo en cuenta que plakoglobina y B-catenina son reguladas por el mismo
sistema de degradacién del proteosoma (Zhurinsky et al. 2000a). La plakoglobina
parece no ser degradada tan activamente como [-catenina por el complejo de
destruccion (Williams et al. 2000). La sobreexpresion de plakoglobina puede originar
la competicion de ambas cateninas por el sistema de degradacion; plakoglobina
aumenta la vida media de B-catenina e incrementa la cantidad de esta proteina
disponible para ser transportada al nucleo y activar la transcripcion. Si este es el
unico mecanismo por el cual plakoglobina puede ejercer un papel positivo sobre la
transcripcion, esta activacion tendra lugar unicamente en aquellas células en las que
la degradacién de B-catenina por el complejo del proteosoma se encuentre activada;
por lo tanto, en las lineas celulares de colon, unicamente encontraremos este papel
activador de plakoglobina en aquellas que no presenten alteraciones en los

componentes del complejo de degradacion (APC, axina,...).
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Fig.74 Representacion esquematica del efecto activador sobre la transcripcion propuesto para
la plakoglobina. Plakoglobina bloquea la degradacion de la B-catenina citosodlica e induce su
translocacion al nucleo (adaptado de Zhurinsky et al. 2000a). PG, plakoglobina; B-CAT, B-catenina.

Por otro lado, la sobreexpresién de plakoglobina puede originar la competiciéon
de B-catenina y plakoglobina por los componentes de las uniones adherentes (E-
cadherina y a-catenina). Este mecanismo también implicaria la acumulacion de -
catenina citosdlica y la activacion de la transcripcion mediada por los factores
LEF/Tcf. Hay estudios que muestran como la expresion de elevados niveles de
plakoglobina puede desplazar eficientemente la p-catenina enddgena de los
complejos de adhesion, promoviendo su degradacion por el proteosoma y la
translocacioén, del exceso de B-catenina libre, al nucleo (Salomon et al. 1997).

Por lo tanto, dependiendo de su localizacion en la membrana, en el citosol o en
el nucleo, la plakoglobina ejerceria un papel positivo o negativo en la transcripcion
mediada por B-catenina. En la membrana, plakoglobina actuaria como activador de
la transcripcion sustituyendo a p-catenina en los complejos de adhesion,
promoviendo su acumulacion en el citosol y su translocacién al nucleo. En el citosol,
plakoglobina activaria la transcripcién impidiendo la degradacion de B-catenina por el

proteosoma. En el nucleo, debido a su incapacidad de formar complejos unidos al
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DNA: plakoglobina/Tcf-4/DNA o plakoglobina/p-catenina/Tcf-4/DNA; plakoglobina se
convertiria en inhibidor de la transcripcion.

Podemos pensar en otros puntos adicionales de control de esta via. La cantidad
de B-catenina y plakoglobina citosélicas disponibles para ser transportadas al nucleo
puede ser muy variable dependiendo de las diferentes lineas celulares, de sus
niveles totales y del grado de asociacion de estas cateninas con otras proteinas.
Como hemos visto en la seccidon de Resultados, las interacciones de B-catenina y
plakoglobina con componentes de las uniones adherentes y los desmosomas estan
reguladas por fosforilacion en tirosina de las cateninas; esto convierte al mecanismo
de fosforilacion de la pB-catenina y plakoglobina en otro posible punto de regulacion
de la activacion transcripcional. EI mecanismo de transporte al nucleo de estas dos
proteinas, todavia desconocido, podria presentar una diferente eficiencia para las
dos cateninas y, una vez en el nucleo, el grado de fosforilaciéon del Tcf-4 podria
favorecer la union de p-catenina sobre la de plakoglobina. Tampoco hay que olvidar
que la capacidad de B-catenina y plakoglobina de interaccionar con componentes de
la maquinaria basal de la transcripcion puede estar regulada. Todos estos puntos
deberian ser estudiados para poder caracterizar por completo la funcion de -
catenina y plakoglobina en la transcripcién mediada por Tcf-4.

En todo caso, nuestros resultados, en los que la unién de plakoglobina a los
complejos Tcf-4-B-catenina bloquea la interaccion con el DNA, indican una posible
explicacion de los papeles opuestos que juegan B-catenina y plakoglobina en el
crecimiento de células epiteliales. Por ejemplo, contrariamente a lo que sucede con
B-catenina, la sobreexpresion de plakoglobina disminuye la tumorigenicidad de
muchas células altamente transformadas (Simcha et al. 1996). La expresion
transgénica de B-catenina y plakoglobina actua inversamente en el crecimiento del
cabello; mientras que B-catenina induce tumores epiteliales (Gat et al. 1998),
plakoglobina suprime la proliferacion (Charpentier et al. 2000). Ademas, a diferencia
de B-catenina, se ha descrito que la expresion de plakoglobina esta regulada
negativamente en muchos tumores epiteliales (Aberle et al. 1995; Sommers et al.
1994).
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2. REGULACION DE LA FUNCIONALIDAD DE B-CATENINA POR
FOSFORILACION EN RESIDUOS TIROSINA

21 REGULACION DE LA INTERACCION B-CATENINA-E-CADHERINA POR
FOSFORILACION DE LA TIROSINA 654 DE 3-CATENINA

Varios estudios habian asociado el desensamblaje de las uniones adherentes
con el aumento de la fosforilacion en tirosinas de proteinas del complejo
cadherina/cateninas (Behrens et al. 1993; Kinch et al. 1995; Ozawa y Kemler, 1998).
Induciendo la expresion 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 desagregacion celular y un aumento de fosforilacion
en tirosinas de diversas proteinas de los complejos de union. Entre estas proteinas,
los cambios mas relevantes habian sido detectados en -catenina; se habia asumido
que el incremento en la fosforilacién en tirosinas de esta proteina era la causa de la
pérdida de funcién de la E-cadherina. Sin embargo, al inicio de esta tesis, todavia no
se habia podido establecer una relacion concluyente e incluso se habian propuesto
explicaciones alternativas (Takeda et al. 1995).

En esta tesis, se ha mostrado mediante ensayos in vitro con proteinas
recombinantes que la fosforilacidén en tirosina de p-catenina afecta negativamente a
su asociacion con la E-cadherina, evidenciando una relacién directa causa-efecto.
Se ha identificado la tirosina implicada en la regulacion de esta interaccion, la Tyr-
654, y se ha demostrado que la modificaciéon de este residuo altera la asociacion
entre E-cadherina y p-catenina.

En los ensayos in vitro, la fosforilacién de B-catenina se ha llevado a cabo por la
tirosina quinasa Src. Esta proteina quinasa y su homdéloga viral, v-Src, habian sido
implicadas en la fosforilacion de B-catenina en células MDCK y en el desensamblaje
de las uniones adherentes y pérdida de funcion de la E-cadherina (Behrens et al.
1993). Los resultados de nuestro trabajo indican que Src fosforila a B-catenina en
dos residuos tirosina, identificados como las tirosinas 86 y 654. Puesto que estas

0°° no son fosforiladas con la misma

dos tirosinas modificadas in vitro por pp6
eficiencia, es posible que Src esté catalizando unicamente la fosforilacion directa de
la Tyr-86, residuo que modifica mas eficientemente. Pensamos que otra quinasa

podria ser la responsable de la fosforilacion de la tirosina 654 y estudiamos esta

127



Discusion

posibilidad. Otras quinasas que se han encontrado asociadas a j-catenina, como la
quinasa FER, el receptor de EGF o su homdlogo erbB2 (Rosato et al. 1998;
Shibamoto et al. 1994; Shibata et al. 1996; respectivamente), eran posibles
candidatos para la fosforilacion del residuo 654. Los ensayos quinasa in vitro
llevados a cabo en nuestro grupo nos han indicado que el EGFR y erbB2 fosforilan
de manera especifica y con alta eficiencia la tirosina 654 de p-catenina.

Durante la realizacion de esta tesis ha sido determinada la estructura
tridimensional del complejo E-cadherina-B-catenina. El analisis de los cristales
obtenidos muestra que, la tirosina 654 de p-catenina es uno de los residuos de -
catenina que establecen uniones directas (bien por puente de hidrégeno o salino)
con residuos de E-cadherina. Esta tirosina forma un puente de hidrogeno
directamente con el aspartico 665 de la E-cadherina. Es facil pensar que la
introduccion de un grupo fosfato en la posicion 654 de B-catenina, causaria la
disociacion de la estructura, ya que el grupo fosfato es excesivamente grande para
ser acomodado en la interfase, y repeleria electrostaticamente al aspartico 665 de la
cadherina (Huber y Weis, 2001).
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Fig.75 Estructura del complejo cito-Ecadherina/p-catenina. (A) Estructura global del complejo
visto desde dos angulos distintos: -catenina se representa con cilindros azules y blancos mientras
que el dominio citosodlico de E-cadherina se muestra como una cinta coloreada donde cada color
marca una region de interaccion. Los extremos N y C terminales de cada proteina se indican asi
como la posicion de la tirosina 654 de B-catenina. (B) Detalle de la region de interaccion
denominada Il donde se indican en violeta los aminoacidos de B-catenina que establecen uniones
con los residuos de E-cadherina (amarillo). Se destacan la tirosina 654 de B-catenina y el aspartico
665 de E-cadherina (adaptado de Huber y Weis, 2001).
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2.2 REGULACION DE LA INTERACCION B-CATENINA-a-CATENINA POR
FOSFORILACION DE LA TIROSINA 142 DE 3-CATENINA

Al igual que la asociacion E-cadherina-B-catenina, la interaccion de p-catenina
con o-catenina también parece estar regulada por fosforilacion en residuos tirosina
(Hu et al. 2001; Ozawa y Kemler, 1998). Estudios llevados a cabo por estos ultimos
autores habian mostrado que la adicion de pervanadato, inhibidor de tirosina-
fosfatasas, en varias lineas celulares provocaba la disociacién de la a-catenina de
los complejos de adhesion celular.

Nuestro trabajo, ha permitido identificar la tirosina 142 de p-catenina como
responsable del mantenimiento de la asociacion p-catenina-a-catenina. El estado de
fosforilacion de este residuo regula esta interaccidon. Nuestros estudios han
identificado asimismo las quinasas implicadas en su fosforilacién.

Durante la realizacibn de esta tesis ha sido determinada la estructura
tridimensional del complejo a-catenina-pB-catenina (Pokutta y Weis, 2000) y el
analisis de los cristales obtenidos muestra que, la tirosina 142 de [-catenina
establece interacciones por puente de hidrégeno y contactos de van der Waals con
diversos residuos de a-catenina y también con el aspartico 144 y el glutamico 147 de
B-catenina. Puesto que el grupo hidroxilo de la tirosina 142 se localiza muy préximo
a dos residuos acidos, es muy probable que, como consecuencia de la fosforilacion
de esta tirosina, la introduccion de un grupo fosfato con su consiguiente carga
negativa afecte negativamente al mantenimiento de la estructura y a la interaccion

con a-catenina.
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Fig.76 Estructura del complejo a-catenina/p-catenina. (A) Representacién esquematica
de la interaccion p-catenina/a-catenina. En rojo se representa la B-catenina y el punto azul
marca la tirosina 142. En amarillo se representa la region N-terminal de a-catenina. (B)
Detalle de la zona de interaccion entre a-catenina (en amarillo) y B-catenina (en rojo). Se
muestran en color rojo los aminoacidos de B-catenina implicados en la interaccion, y en
amairillo los de a-catenina (adaptado de Pokutta y Weis, 2000).

En nuestro trabajo, se han generado mutantes de p-catenina en los que se ha
sustituido la tirosina 142 por fenilalanina o glutamico, y se ha ensayado in vitro la
capacidad de diversas quinasas para fosforilar la forma nativa y mutada de -
catenina. 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 estdn ampliamente expresadas en tejido
epitelial, y han sido implicadas en la fosforilacién de B-catenina y la regulacion de los
contactos celulares (Rosato et al. 1998; Owens et al. 2000).

Mediante ensayos de interaccidn con proteinas recombinantes, fosforilando B-
catenina con la quinasa Fer o bien simulando la fosforilacion de B-catenina en la
posicidon 142 mediante la mutacion a glutamico (Tyr-142->Glu), hemos conseguido
bloquear completamente la unién entre B-catenina y a-catenina. Estos datos han
confirmado que la interaccion entre B-catenina y a-catenina puede ser regulada por
fosforilacion de la tirosina 142 de B-catenina. Efectos similares se han detectado in
vivo al transfectar transitoriamente células epiteliales RWP1 con las quinasas Fer o

Fyn.

3. REGULACIQN DE LA FUNCIONALIDAD DE PLAKOGLOBINA POR
FOSFORILACION EN RESIDUOS TIROSINA

Como se ha indicado anteriormente, la plakoglobina es un componente de las
uniones adherentes y los desmosomas cuya fosforilacion en tirosinas también se ha
postulado en la regulacion de los contactos intercelulares. Al igual que B-catenina,
plakoglobina se asocia con tirosina quinasas (tales como EGFR o erbB-2) y tirosina
fosfatasas (como PTP p y LAR) sugiriendo que su fosforilacion y defosforilacion
puede modular la adhesién celular (Hoschuetzki et al. 1994; Kanai et al. 1995; Fuchs

et al. 1996; Muller et al. 1999). Aunque la fosforilacion en tirosinas de p-catenina se
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habia correlacionado con la pérdida de la adhesion celular mediada por E-cadherina
en algunos tipos celulares (Behrens et al. 1993; Hamaguchi et al. 1993), menos se
conocia sobre los efectos de la fosforilacion en tirosinas de plakoglobina. Se ha
descrito que, en células A431, plakoglobina se fosforila en residuos tirosina tras la
estimulaciéon con EGF y esta modificacion regula su asociacion con desmoplakina
(Gaudry et al. 2001).

La plakoglobina, como componente especifico de los desmosomas, media la
interaccion de las cadherinas desmosomicas, desmogleina y desmocolina, con
desmoplakina y los filamentos intermedios del citoesqueleto. Otras proteinas , como
plakofilina, también participan en estos complejos de adhesién (Bornslaeger et al.
2001). Aunque plakoglobina se incorpora preferentemente en los desmosomas,
puede desempefar el mismo papel que B-catenina en las uniones adherentes
interaccionando simultaneamente con E-cadherina y a-catenina.

En nuestro trabajo hemos descrito como las mismas tirosina quinasas fosforilan
de forma diferente residuos equivalentes en B-catenina y plakoglobina. Por ejemplo,
EGFR no fosforila el residuo homdélogo a la Tyr-654 de B-catenina, Tyr-643 en
plakoglobina, pero modifica su extremo carboxilo terminal. Src cataliza con mayor
eficiencia la fosforilacion de la Tyr-643 de plakoglobina que la de la Tyr-654 de -
catenina. Por ultimo, Fer o Fyn no fosforilan con alta eficiencia la Tyr-133 de
plakoglobina, el residuo equivalente a la tirosina 142 de B-catenina. Hemos visto que
Fer no puede modificar este residuo y Fyn lo hace con baja estequiometria. Estas
dos quinasas actuan sobre otro residuo diferente, la Tyr-549, equivalente a la Phe-
561 en B-catenina.

En la figura 77 se muestra un resumen de los residuos tirosina diana de las
diferentes quinasas. Hasta el momento, no conocemos cual es la quinasa
responsable de la modificacion de la Tyr-133 in vivo, ni si este residuo se encuentra

realmente modificado.
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Fig.77 Diagrama de los residuos tirosina de p-catenina y plakoglobina fosforilados
por las quinasas Src, EGFR, Fer y Fyn y sus efectos. Se muestran las quinasas
implicadas en la fosforilacion de los residuos relevantes en p-catenina y plakoglobina y los
efectos causados por estas quinasas en la interaccién de estas proteinas con sus
cofactores celulares. Las cuestiones marcadas (?) indican que el efecto de la fosforilacion
no ha sido demostrado (en el caso de la Tyr-86 de B-catenina) o que la quinasa responsable

no ha sido identificada (en el caso de la Tyr-133 de plakoglobina).

Aunque algunos de los efectos de estas modificaciones tienen lugar tanto en la
plakoglobina como en la B-catenina, también se han detectado algunas diferencias
significativas. Respecto a la interaccion de estas dos cateninas con componentes de
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las uniones adherentes, aunque las quinasas implicadas no son las mismas, la
introduccion de cargas negativas en las tirosinas 643 y 133 de plakoglobina y 654 y
142 de pB-catenina afecta negativamente a la interaccion con E-cadherina y a-
catenina respectivamente. Sin embargo, la fosforilacion de la Tyr-133 de
plakoglobina ejerce un efecto adicional: bloquea la interaccién con el Tcf-4; una
inhibicién que no se ha detectado al fosforilar B-catenina en el residuo 142 o cuando
se mutagenizdé a glutamico. Esta diferencia observada es probablemente
consecuencia de los diferentes sitios de interaccion del Tcf-4 en plakoglobina y B-
catenina. La tirosina 133 se localiza en el extremo amino terminal de la plakoglobina
justo al inicio de la primera repeticion armadillo. Tal y como hemos descrito en la
seccidon de Resultados, el Tcf-4 se asocia principalmente a las repeticiones armadillo
1-6 de plakoglobina mientras que requiere las repeticiones armadillo 3-10 de B-
catenina (Graham et al. 2000).

La fosforilacion de plakoglobina también modula la interaccién de esta proteina
con los componentes de los desmosomas. La fosforilacién de la Tyr-133 y Tyr-643
aumenta su asociaciéon con desmoplakina, una proteina que se ha mostrado que
interacciona con el dominio central de repeticiones armadillo (Kowalcyk et al. 1997;
Green y Gaudry, 2000).

Estos resultados, en los que observamos que la fosforilacion de las tirosinas 133
y 643 de plakoglobina regula de forma contraria la interaccion con cofactores de las
uniones adherentes o los desmosomas, sugieren que estas tirosinas podrian regular
el intercambio de plakoglobina de un tipo de unién celular a otro: la fosforilacion de la
Tyr-643 (por Src) o la Tyr-133 (por un mecanismo todavia desconocido) provocaria
la disociacion de la interaccién de plakoglobina con componentes de las uniones
adherentes (E-cadherina y a-catenina, en el caso de la Tyr-643; o solo a-catenina
para la Tyr-133) y favoreceria en ambos casos la asociacion a la proteina
desmosomica, desmoplakina. Para comprobar si estas modificaciones tenian lugar in
vivo hemos transfectado Src en células RWP1 y hemos confirmado que este cambio
de la plakoglobina por las afinidades de los componentes de ambos tipos de uniones
celulares se producia cuando Src se sobreexpresaba en estas células epiteliales.

A parte de las tirosinas 133 y 643, cuyos residuos homodlogos en B-catenina
también son modificados, otros centros de fosforilacion adicionales son modificados

en la plakoglobina. Asi, el receptor de EGF modifica residuos tirosina del extremo
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carboxilo terminal de la plakoglobina; segun Gaudry y colaboradores las Tyr-693,
Tyr-724 o Tyr-729 son las implicadas en esta fosforilacion. Como consecuencia de
esta modificacion, la interaccion plakoglobina-desmoplakina se encuentra
disminuida. Por otro lado, las quinasas Fer y Fyn actuan sobre la tirosina 549 de
plakoglobina. La introduccion de una carga negativa en este residuo aumenta su
asociacidon con a-catenina al mismo tiempo que inhibe la interaccibn con
desmoplakina. Asi, estas dos quinasas actuan de forma opuesta a Src:
desestabilizan las uniones entre plakoglobina y la proteina asociada a los
desmosomas (desmoplakina) y favorecen la asociacion con proteinas de las uniones
adherentes (a-catenina). La expresidon ectopica de Fer en células RWP1 confirmé
esta conclusidon puesto que la sobreexpresion de la quinasa provoco el intercambio
de las proteinas unidas a plakoglobina.

Por lo tanto, nuestros resultados indican que la fosforilacién en tirosinas puede
modular la localizacién especifica de plakoglobina en las uniones adherentes y los
desmosomas, desplazando a esta proteina desde un tipo de complejo de adhesién a

otro (figura 78).
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Fig. 78 Modelo propuesto para el intercambio de la plakoglobina entre las uniones
adherentes y los desmosomas. Las quinasas Src y Fer promueven el paso de la
plakoglobina de un tipo de unién a otro. PG, plakoglobina.

Estos resultados obtenidos pueden explicar porqué algunos autores han

asociado la fosforilacion en tirosinas de las cateninas con un aumento de la

134



Discusion

adhesion célula-célula en algunos sistemas celulares como los queratinocitos
(Calautti et al. 1998 y 2002). Estas células presentan una elevada cantidad de
plakoglobina debido principalmente a que contienen un gran numero de
desmosomas, uniones celulares caracteristicas de tejidos sometidos a un importante
estrées mecanico (Green y Gaudry, 2000). Un incremento en la cantidad de
plakoglobina conlleva la elevada presencia de esta catenina en las uniones
adherentes, pudiendo compensar incluso la ausencia de p-catenina en
queratinocitos deficientes (Posthaus et al. 2002). Estas observaciones junto con el
hecho de que tanto actividad como niveles elevados de la quinasa Fyn se detectan
en este tipo celular podrian explicar porqué los resultados obtenidos en estas células
no se hayan reproducido en otros sistemas celulares.

Ademas, el paso de plakoglobina de un tipo de complejo de adhesién a otro
puede tener otro significado funcional, como sugieren nuestros resultados. Como ya
comentamos en otro apartado de la Discusion la transfeccion de plakoglobina
aumenta la actividad transcripcional de los complejos p-catenina-Tcf-4. Esta
activacion es llevada a cabo por plakoglobina de forma indirecta puesto que la
presencia de plakoglobina previene la union del Tcf-4 al DNA. Esta activacion
deberia de tener lugar en condiciones que prevengan a la plakoglobina de su
translocacién al nucleo, por ejemplo por su incremento de uniéon a o-catenina.
Nuestros resultados son consistentes con esta conclusion: el aumento de interaccion
de plakoglobina con a-catenina se detecta en las células IEC-18 transfectadas de
forma estable con el oncogen Kras, un sistema celular en el que la sobreexpresion
de Kras conlleva un incremento en la actividad transcripcional. Ademas, el efecto
positivo de la plakoglobina en la activacién transcripcional mediada por Tcf-4 no se
observa con las formas mutadas de plakoglobina incapaces de interaccionar con las
uniones adherentes e incapaces de competir por el desplazamiento de B-catenina de
los complejos de adhesion, como son los mutantes Tyr-133—Glu y Tyr-643—Glu.

Finalmente, nuestros resultados sugieren que plakoglobina y -catenina aunque
comparten una estructura muy similar presentan diferencias importantes para su
funcionalidad. Al igual que sucede con B-catenina, hay evidencias que indican que
los extremos amino y carboxilo terminales de la plakoglobina regulan la interaccion
de diferentes factores con su dominio central de repeticiones armadillo. Se han

realizado estudios de interaccion entre la desmogleina y construcciones quiméricas
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del dominio armadillo de plakoglobina con los extremos terminales de p-catenina
(Wahl et al. 2000). Estos ensayos indican que, de forma coordinada, los extremos
terminales de B-catenina impiden la asociacion de esta catenina con componentes
de los desmosomas. Estos trabajos junto con resultados que hemos observado
respecto a la interaccién de las cateninas con el Tcf-4 (mostrados en el primer
apartado de esta tesis), indican que los extremos terminales de ambas cateninas
modulan la interaccion del dominio armadillo con sus cofactores celulares.

Andlogamente a lo observado para B-catenina (Piedra et al. 2001), podemos
pensar que la fosforilacion en residuos tirosina del dominio de repeticiones armadillo
de plakoglobina puede prevenir la interaccién entre los extremos terminales y el
dominio central armadillo facilitando la asociacion de diferentes cofactores de
plakoglobina. Este efecto explicaria por qué la fosforilacion del residuo 549 facilita la
asociaciéon de a-catenina con plakoglobina, unién que tiene lugar en los aminoacidos
109-137 de plakoglobina (Aberle et al. 1996).

Por otro lado, como ya se ha comentado, nuestro grupo habia mostrado una
interaccion coordinada de E-cadherina y a-catenina en la union a -catenina. Este
efecto era dependiente de la presencia de los dos extremos terminales y era debido
a la modulacion de a-catenina sobre el extremo amino terminal que inducia una
disminucién de la unién del extremo carboxilo terminal al dominio armadillo (Castafio
et al. 2002). En la plakoglobina, una asociacion coordinada de los dos cofactores
también ha sido detectada pero de forma contraria: la previa asociacion de E-
cadherina disminuye notablemente la interaccién con a-catenina, siendo el efecto
incluso mas evidente que en el caso de la B-catenina. Estos resultados sugieren que
ambos extremos terminales de plakoglobina también interaccionan con el dominio
central de repeticiones armadillo y la unién de E-cadherina, a través de cambios
conformacionales que afectan al extremo carboxilo terminal, aumenta la asociacién
plakoglobina-a-catenina.

La verificacidon de este modelo para la plakoglobina es actualmente tema de
estudio en nuestro laboratorio. EI hecho de que los dominios terminales de
plakoglobina y B-catenina estén implicados en la regulacién de las interacciones con
otras proteinas y la poca homologia que presentan los extremos de ambas cateninas
podria explicar las diferencias funcionales observadas entre estas dos proteinas.

Para profundizar mas en esta hipdtesis hemos realizado recientemente
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construcciones quiméricas de plakoglobina y p-catenina con los extremos terminales
de ambas cateninas intercambiados (figura 79, panel A). Con estas formas
quiméricas de las cateninas hemos realizado ensayos de interaccién por pull-down
para comprobar si la presencia de los extremos de plakoglobina con el dominio
armadillo de B-catenina se comportaba de forma similar a la plakoglobina wild-type y

viceversa. En la figura 79 se muestran los resultados preliminares que hemos

obtenido.
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Fig.79 Los extremos terminales de B-catenina y plakoglobina modulan su interacciéon con a-
catenina y E-cadherina. (A) Esquema de las distintas formas quiméricas de p-catenina y
plakoglobina. (B) 5 pmoles de las distintas formas quiméricas con GST se incubaron con 100 pg de
extractos totales de células SW480. Los complejos formados se purificaron por glutation-sepharosa y
se analizaron en SDS-PAGE seguida de Western blot con los anticuerpos indicados. Se indican los
pesos moleculares estimados de las bandas detectadas por cada anticuerpo.

Los ensayos preliminares llevados a cabo indican que los extremos terminales
de ambas proteinas modulan de forma distinta la interaccion con E-cadherina y a-
catenina; aquellas construcciones que tienen presente el extremo amino terminal de
la plakoglobina (p-p-p y p-B-p, carriles 2 y 4, panel B) presentan disminuida
drasticamente su afinidad por a-catenina y las formas que contienen el extremo
carboxilo terminal de plakoglobina (p-p-p, p-B-p y B-B-p, carriles 2, 4 y 5, panel B)
presentan una reduccion en su interaccion con E-cadherina. Estos resultados
podrian indicar que los extremos terminales de plakoglobina interaccionan con los
dominios armadillo de ambas cateninas y lo hacen con mayor afinidad que los
extremos terminales de B-catenina. Esta mayor interaccion implicaria una menor
asociaciéon de otros cofactores, como a-catenina y E-cadherina, con el dominio

central armadillo.
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En conjunto, nuestros resultados indican que plakoglobina y p-catenina, aunque
estructural y funcionalmente similares, estan reguladas de forma diferente por
tirosina quinasas y aportan nuevas evidencias para la regulacion de las uniones

celulares presentes en las células epiteliales.
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Conclusiones

1.- Se ha determinado que el factor de transcripcion Tcf-4 presenta dos zonas de
interaccion diferentes para B-catenina y plakoglobina y que la union de esta ultima
proteina al Tcf-4 impide la activacion transcripcional del complejo. Asimismo, se ha
caracterizado la fosforilacién del Tcf-4 por la caseina quinasa CKIl y la regulacion de la

interaccion del Tcf-4 con B-catenina y plakoglobina por esta modificacion.

2.- Se han identificado los residuos de B-catenina fosforilados por Src como las
tirosinas 86 y 654. Estudios de interaccion con mutantes puntuales indican que la
introduccion de una carga negativa en la posicion 654 de B-catenina provoca la
disminucion de afinidad por la E-cadherina tanto in vitro como in vivo. Se ha
determinado que el receptor de EGF y su homologo erbB2 fosforilan especificamente la

tirosina 654 de p-catenina.

3.- La interaccion entre [B-catenina y a-catenina también es sensible a la
fosforilacion en tirosinas. La introduccidén de una carga negativa en la tirosina 142 de j3-
catenina inhibe la interaccién entre B-catenina y a-catenina tanto in vitro como in vivo.

Las tirosina quinasas Fer o Fyn fosforilan eficientemente esta tirosina in vitro.

4.- Al contrario de lo que ocurre en la B-catenina, en la plakoglobina las mismas
tirosina quinasas no fosforilan los residuos equivalentes. Asi por ejemplo, el receptor de

EGFR no fosforila la Tyr-643 sino el extremo carboxi terminal de la plakoglobina.

5.- Se ha caracterizado que Src fosforila in vitro la tirosina 643 de plakoglobina
provocando una disminucién de afinidad por E-cadherina y a-catenina y un aumento en
su asociacion con la proteina equivalente a a-catenina en los desmosomas, la

desmoplakina.
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6.- La fosforilacion de la tirosina 549 de plakoglobina por las quinasas Fer o Fyn
regula positivamente la interaccion entre plakoglobina y a-catenina y de forma negativa

su asociacion a desmoplakina.

7.- Src induce una translocacion de la plakoglobina de las uniones adherentes a los

desmosomas. Por el contrario Fer causa el efecto opuesto.
8.- La asociacion de plakoglobina con a-catenina se incrementa en condiciones

celulares en las que la actividad transcripcional mediada por B-catenina/Tcf-4 se

encuentra activada.
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