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RESUMEN 

 

 
TBX15 e YY1 son dos factores de transcripción y los factores de transcripción, 

como moléculas transductoras de señales, ejercen un papel clave en la regulación de 
muchos procesos básicos del funcionamiento y fisiología de la célula, como pueden 
ser la proliferación celular, la inducción de la apoptosis o la reparación del DNA. Por lo 
tanto, la expresión y función aberrantes de los factores de transcripción son un punto 
importante en la aparición y desarrollo del cáncer. 
 

Los factores de transcripción en cáncer actúan como oncogenes o genes 
supresores de tumores y su expresión se encuentra alterada en muchos tipos de 
cáncer. En cáncer de tiroides se ha descrito la asociación de ciertos factores de 
transcripción específicos del tiroides con este tipo de cáncer, pero no existe 
información acerca de la implicación de otros factores de transcripción generales, ni 
tampoco sobre TBX15 e YY1. La implicación de YY1 en cáncer está documentada; sin 
embargo, no existen estudios relativos a la posible implicación de TBX15 en cáncer. 
En este contexto, la presente tesis aporta conocimiento sobre el papel del factor de 
transcripción TBX15 en el desarrollo del cáncer, y se analiza la expresión de YY1 en 
cáncer de tiroides. 
 

Nuestro estudio describe una nueva función del factor de transcripción TBX15 
como inhibidor de la apoptosis celular, lo que puede contribuir al potencial proliferativo 
de las células cancerígenas y sugiere a TBX15 como una diana terapéutica potencial 
en el tratamiento del cáncer. También, hemos demostrado que NFkB regula 
positivamente la transcripción de TBX15 mediante su unión a una región reguladora en 
la zona 5’-distal del gen TBX15. La relación entre TBX15 y NFkB puede ser importante 
para entender el papel de TBX15 en el cáncer. 
 

Con referencia al factor de transcripción YY1, nuestros resultados representan 
el primer estudio sobre la implicación de YY1 en el cáncer de tiroides sin tener 
información previa sobre la expresión de este factor en este tipo cáncer. Mostramos 
como YY1 se encuentra sobreexpresado en cáncer diferenciado de tiroides, siendo 
más frecuente su expresión positiva en el tipo papilar que en el folicular, poniendo en 
evidencia la posible implicación de YY1 en el cáncer de tiroides. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 
 
 

El punto de partida de este trabajo se corresponde con la asunción de que los 
factores de transcripción juegan un papel crucial en la carcinogénesis. En este 
contexto, partimos de la hipótesis genérica de que los factores de transcripción TBX15 
e YY1 están implicados en procesos celulares relacionados con el cáncer. Si esta 
hipótesis es correcta, probablemente la expresión de estos factores estará alterada en 
muestras de cáncer (o/y en líneas celulares tumorales), y estudios funcionales nos 
permitirán concretar a qué nivel del control de su expresión se da la alteración. 
Asimismo, será necesario conocer la regulación de la expresión de dichos factores y 
descubrir su función relacionada con los procesos malignos que llevan al desarrollo 
tumoral. 
 

El fundamento de nuestra hipótesis reside en estudios previos de asociación 
genética con el cáncer de tiroides en nuestro laboratorio. Uno de esos trabajos mostró 
que dos polimorfismos (rs4658973 y rs2145418) de la región 1p12 del cromosoma 1 
son marcadores de susceptibilidad al cáncer de tiroides (Baida et al, 2008). El SNP 
rs2145418 se encuentra en una región muy conservada pero vacía de genes, hecho 
que hace pensar que se trata de una secuencia reguladora y, donde, mediante análisis 
in silico, se determinó la unión potencial del factor de transcripción YY1. El gen más 
cercano a este marcador, ubicado a 460kb, codifica para otro factor de transcripción, el 
TBX15. 
 

En esta introducción se presentan las evidencias fundamentales que, 
combinadas, sustentan la hipótesis general del trabajo de tesis, junto con otros 
aspectos que nos permitirán discutir posteriormente los resultados experimentales 
obtenidos. 
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1. El cáncer como una alteración del proceso de 
diferenciación celular y de la apoptosis. 
 

Los procesos de desarrollo se basan en la existencia de células progenitoras 
indiferenciadas que, de manera gradual, irán originando células con un potencial de 
diferenciación más limitado y que, a su vez, acabarán generando los distintos tipos 
celulares que constituyen un tejido, un órgano, o un organismo. Esta progresión está 
estrictamente controlada por factores de transcripción y reguladores epigenéticos que 
determinan los patrones finales de expresión génica de cada estadio de diferenciación 
y linaje celular, basado en el equilibrio de la acción de todos estos factores (Feinberg 
et al, 2007; Abollo-Jiménez et al, 2010). Así, la alteración del equilibrio establecido por 
los factores de transcripción, y/o de la memoria epigenética celular, pueden producir 
serios defectos en el desarrollo del organismo, y llevar a la aparición de 
enfermedades. Las patologías más relevantes que resultan de la alteración del control 
genético y/o epigenético de la identidad celular comprenden alteraciones del desarrollo 
y el cáncer. La estricta regulación génica que tiene lugar en condiciones fisiológicas 
normales permite mantener la homeostasis celular adecuada a los distintos niveles de 
diferenciación durante el desarrollo y el estado adulto. Así, las células mantienen su 
propia capacidad de crecimiento, estableciendo su equilibrio celular mediante la 
contraposición de dos procesos: 
 

- La formación de nuevas células por mitosis que determina la tasa de 
proliferación. Este proceso se asocia al proceso simultáneo de diferenciación 
celular que es particular de cada tejido o estado del desarrollo. 
 

- La apoptosis, muerte celular programada o suicidio celular, es el mecanismo 
fisiológico de eliminación de células al final de su vida activa. Forma parte del 
recambio celular necesario para contrarrestar la formación continuada por 
división celular. Igualmente, interviene en la formación de tejidos, en la 
morfogénesis y en la eliminación de células con daño genético. 

 
De esta forma, las células de un organismo, en general, crecen, se dividen y 

mueren. Durante los primeros años de vida de un individuo las células se dividen con 
mayor rapidez permitiendo el crecimiento normal del organismo; en cambio, en la fase 
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adulta, la mayoría de células únicamente se dividen para reemplazar células dañadas 
o muertas. Un tumor aparece cuando las células adquieren la capacidad de dividirse 
indefinidamente y evitar la muerte, causando, por lo tanto, un crecimiento incontrolado. 
Estas células, además de crecer en su localización de origen, pueden llegar a invadir 
tejidos adyacentes o distales y es entonces cuando hablamos de cáncer. En la Figura 
1 se resumen de forma esquemática las alteraciones más relevantes que conllevan al 
desarrollo tumoral, como es la alteración y/o desregulación de oncogenes y genes 
supresores de tumores, lo cual produce un aumento de las divisiones celulares, 
disminución de la apoptosis y descontrol de la proliferación. Sin embargo, en 
condiciones normales de función de estos genes, el equilibrio de estos procesos 
mantiene un estado de proliferación celular adecuado. 

 

 
Figura 1. El cáncer es un proceso secuencial que implica la acumulación de mutaciones 
sucesivas en uno o varios genes de distintos tipos, seguidamente se produce una selección 
clonal de las células portadoras de las alteraciones que permiten el incremento de su 
capacidad proliferativa. 

 
 

Para que una célula normal se transforme en cancerosa ha de cumplir una 
serie de requisitos descritos por Hanahan y Weinberg en el año 2000. Estos son: 
autosuficiencia para proliferar en ausencia de señales de crecimiento, insensibilidad a 
las señales inhibitorias de proliferación, evasión de la muerte celular programada o 
apoptosis, adquisición de potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, e 
invasión de tejidos y metástasis (Hanahan y Weinberg, 2000). Recientemente, el 
avance en el conocimiento de los procesos cancerígenos permite añadir otros dos 
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factores: la reprogramación del metabolismo energético y la evasión de la destrucción 
provocada por la respuesta inmune (Figura 2, Hanahan y Weinberg, 2011). La 
adquisición de todas estas propiedades es posible gracias a dos características. Una 
de ellas es la respuesta inflamatoria que se da en lesiones crónicas, en la cual 
participan células del sistema inmunitario que, en algunos casos, liberan moléculas 
bioactivas y/o sustancias químicas que actúan sobre las células vecinas induciendo el 
desarrollo tumoral. Otra de las características que permite la transformación celular es 
la inestabilidad genómica, que da lugar a mutaciones aleatorias, deleciones, 
translocaciones, amplificaciones y ganancia o pérdida de un cromosoma completo, y 
que, generalmente, conllevan a la activación de oncogenes o la inactivación de genes 
supresores de tumores. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Principales requisitos y adquisición de las funciones necesarias para la 
transformación celular. En letra negra se describen los requisitos para la progresión tumoral 
descritos inicialmente por Hanahan y Weinberg en el año 2000; en letra azul, los dos requisitos 
incorporados recientemente; y en letra verde, se especifican las características que permiten la 
transformación celular. Adaptado de Hanahan y Weinberg, 2011 (Hanahan y Weinberg, 2011). 

 
 
Así, el cáncer se puede definir como una enfermedad genética donde las 

células tumorales se caracterizan por una proliferación incontrolada con una velocidad 
de división mayor que la de las células normales de las que proceden. Esta es una 
característica propia de células poco diferenciadas, estando significativamente 



INTRODUCCIÓN 

- 5 - 
 

anulados o reducidos los procesos diferenciativos, además de presentar defectos en el 
control del ciclo celular y la apoptosis. 

 
Las proteínas implicadas en el desarrollo del cáncer tienen funciones celulares 

distintas y se localizan en diferentes compartimentos subcelulares, ésto indica que 
pueden participar en el control del crecimiento celular a través de distintos niveles en 
las rutas de señalización. Así, muchas de las oncoproteínas son versiones mutadas de 
factores de crecimiento o receptores, actuando en los primeros pasos de las vías de 
señalización, pero también existe un gran número de oncoproteínas nucleares, 
participando en eventos más tardíos de la regulación génica, como factores de 
transcripción. 
 
 

2. Los factores de transcripción en la genética del 
cáncer 
 

Los factores de transcripción son proteínas que coordinan y regulan la 
expresión de un gen o de un grupo de genes. Interaccionan con regiones específicas 
del DNA, con elementos de la maquinaria de transcripción como la RNA polimerasa, 
con otros factores de transcripción o con moléculas que activan o inhiben su actividad. 
De esta manera, conectan los estímulos externos e internos con las respuestas 
biológicas, actuando como transductores de señales y ejerciendo un papel clave en la 
regulación de procesos de proliferación celular, inducción de apoptosis y/o reparación 
del DNA. 

  
La activación oncogénica de factores de transcripción determina que puedan 

actuar constitutivamente sin necesidad de señales externas, estimulando de manera 
continuada la síntesis de proteínas implicadas en la promoción del ciclo celular, la 
evasión de la apoptosis, la angiogénesis, la capacidad de invadir los tejidos o de 
generar metástasis, hechos característicos del cáncer (Hanahan y Weinberg, 2011). 

 
Así, la expresión y función aberrantes de los factores de transcripción son un 

punto importante en la transformación oncogénica de las células de los diferentes 
tejidos (Figura 3). De hecho, se ha descrito un papel clave en el desarrollo y 
progresión de varios tipos de cáncer de factores de transcripción como c-MYC, Fos, 
Jun, NFkB y P53, entre otros. 
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Figura 3. La expresión de diferentes factores de transcripción puede verse alterada durante la 
progresión tumoral y la metástasis. Algunos pueden sobreexpresarse (en rojo), disminuir su 
expresión (en verde) o sufrir mutaciones de falta de funcionalidad (en naranja). La combinación 
de estas alteraciones conllevará a la formación y evolución del cáncer, afectando a diferentes 
niveles: regulación del estado celular, inflamación, respuesta a la hipoxia, transición 
epitelio/mesénquima, y metástasis. Adaptado de Ell y Kang, 2013. EMT: transición 
epitelio/mesénquima.  

 
 

c-MYC es un factor de transcripción de la familia MYC/MAX/MAD que puede 
activar o reprimir la expresión de gran variedad de genes. Es capaz de activar la 
transcripción gracias a la formación de un heterodiméro con MAX y su unión directa a 
la secuencia de DNA 5’-CACGTG-3’, llamada E-box (Kretzner et al., 1992). La 
dimerización con MAX y su unión a las secuencias E-box del DNA son esenciales para 
la función de MYC en promover la progresión del ciclo celular, la apoptosis y la 
transformación celular (Amati et al., 1998). La desregulación de la expresión de MYC 
es uno de los eventos más frecuentes en cánceres humanos, estando implicado en la 
mitad de los casos. Los genes diana de MYC están relacionados con muchos 
aspectos de la fisiología celular, pero sobretodo son importantes aquellos que 
intervienen en el crecimiento y proliferación celular. Los efectos proliferativos de MYC 
afectan varios puntos de la regulación del ciclo celular; por ejemplo, MYC activa la 
transcripción de las ciclinas D y las quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) para 
promover la progresión del ciclo celular, a la vez que reprime la expresión de las 
ciclinas de la familia CIP/KIP e inhibidores de las CDKs. Para preparar la célula para 
su división, MYC aumenta la biogénesis ribosomal y la traducción permitiendo a la 
célula la fabricación de proteínas y la acumulación de biomasa. MYC también modula 
varias vías metabólicas de la célula, como la regulación de la utilización de glucosa o 
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la homeostasis del hierro. Así, el descontrol de la actividad de MYC es un estímulo 
oncogénico muy potente. MYC también presenta propiedades proapoptóticas pero 
este efecto en la muerte celular queda amortiguado en el proceso de transformación 
(Revisado en Shortt y Johnstone, 2012).  
 

El factor de transcripción AP-1 consiste en un conjunto de dímeros compuestos 
por miembros de las familias Fos, Jun y ATF. Mientras que las proteínas Fos (c-Fos, 
FosB, Fra-1, Fra-2) pueden únicamente formar heterodímeros con miembros de la 
familia Jun, las proteínas Jun (c-Jun, JunB, JunD) pueden formar homodímeros o 
heterodimerizar con los miembros Fos dando lugar a complejos transcripcionalmente 
activos. AP-1 es capaz de transmitir señales extracelulares provocando cambios en la 
expresión de sus genes diana, implicados en gran variedad de procesos biológicos, 
incluidos la diferenciación celular, proliferación, apoptosis y la transformación 
oncogénica (Revisado por Jochum et al., 2001). La unión de AP-1 al DNA y, así, su 
actividad transcripcional se induce rápidamente por factores de crecimiento, citoquinas 
y oncoproteínas. De esta forma, los factores AP-1 pueden transformar fácilmente 
células en cultivo y, en ratón, la sobreexpresión de c-Fos y c-Jun induce osteosarcoma 
y tumores de piel e hígado, respectivamente (Wang et al., 1991; Eferl et al., 2003). AP-
1 también regula genes que se requieren en la metástasis tumoral que están 
asociados con la pérdida de la polaridad celular, involucrados en la transición 
epitelio/mesénquima (Revisado por Libermann y Zerbini, 2006). 

 
Otro ejemplo de factores de transcripción implicados en cáncer es la familia 

NFkB. Se trata de un grupo de proteínas que después de ser activadas en el 
citoplasma ejercen su función reguladora en el núcleo. Se ha demostrado que las 
proteínas NFkB presentan un papel esencial en la regulación de múltiples funciones 
como la inflamación, proliferación, supervivencia o la apoptosis, en diferentes tipos de 
células o incluso dentro de un mismo tejido o tipo celular, dependiendo del contexto 
microambiental en el que se encuentren. Así, la activación o la sobreexpresión del 
factor NFkB se han asociado con cáncer y metástasis por su papel en la regulación de 
la progresión del ciclo celular y la apoptosis. De hecho, muchos tumores expresan de 
forma constitutiva NFkB (Revisado por Xiao y Fu, 2011). 

 
Como ejemplo de factor de transcripción que actúa como supresor de tumores 

tenemos a p53. P53 (llamado “el guardián del genoma”) es un factor de transcripción 
que está directamente implicado en detener la formación y desarrollo de tumores, de 



INTRODUCCIÓN 

- 8 - 
 

hecho, es el gen más frecuentemente mutado en el cáncer humano. P53 se activa 
cuando la célula sufre daño en el DNA o cuando es sometida a estrés celular. Bajo 
estas condiciones, P53 sufre un proceso de activación post-traduccional modulando la 
expresión de genes que conllevan a la parada del ciclo celular, la reparación del DNA 
o la entrada en apoptosis (Revisado por Sigal y Rotter, 2000). 

 
Existen evidencias de que otros muchos factores de transcripción pueden 

actuar en los procesos tumorales, de los cuales se tiene más o menos información de 
los procesos celulares en los que intervienen. En todo caso, los factores de 
transcripción cuyas funciones en condiciones celulares normales están asociadas con 
la apoptosis, la proliferación o la regulación del ciclo celular, tienen un papel en la 
oncogénesis. En nuestro trabajo estudiamos dos factores de transcripción: YY1, del 
cual ya se ha descrito alguna implicación en ciertos tipos de cáncer; y TBX15, un 
factor esencial durante el desarrollo.  
 
 

3. Los factores de transcripción T-box 
 

Los factores de transcripción T-box están codificados por los genes T-box que 
forman una familia génica muy conservada a lo largo de la evolución en todo el grupo 
de los metazoos, desde hydra hasta humanos.  

 
La característica que unifica a los miembros de esta familia es la posesión del 

dominio T-box, una región altamente conservada de unos 180-200 aminoácidos que 
permite la unión específica a las regiones de reconocimiento del DNA. Las secuencias 
reconocidas en el DNA están, asimismo, muy conservadas a lo largo de la evolución y 
se definen por la secuencia consenso 5’-AGGTGTGA-3’, también denominada sitio 
T/2, que inicialmente fue identificada in vitro como el sitio de unión del factor Brachyury 
(T), primer miembro de la familia identificado (Kispert y Herrmann, 1993). Se ha 
demostrado que todas las proteínas de la familia T-box pueden unirse al sitio T/2 
(Wilson y Conlon, 2002) pero la habilidad para hacerlo difiere entre ellos y depende de 
varios factores. Primeramente, la interacción proteína-DNA está determinada por la 
secuencia y estructura completa de la proteína. Por ejemplo, TBX2 interacciona con el 
sitio T/2 más eficientemente que TBX1, ya que a pesar de que éste puede unirse a 
sitios T/2 individuales, su eficiencia reside en la interacción con los sitios palindrómicos 
(Sinha et al., 2000). Además, un residuo arginina dentro del dominio T-box parece ser 
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necesario para la unión al sitio consenso. Así, Müller y Herrmann (1997) mostraron 
que el aminoácido 67 (arginina) interaccionaba directamente con una guanina en el 
surco mayor del DNA. Modificaciones químicas en la secuencia T/2 también alteran la 
capacidad de unión al DNA; por ejemplo, Carreira y colaboradores (1998) demostraron 
que la metilación de la guanina central de la secuencia interfiere en la capacidad de 
unión del factor TBX2. 
 

Los miembros de la familia T-box comparten también un dominio de 
localización nuclear (NTS) para poder entrar en el núcleo, pero fuera del dominio T-
box, los factores muestran numerosas diferencias de estructura, reflejando 
propiedades moleculares diversas. Así, dependiendo de la presencia de un dominio 
activador o represor, las proteínas T-box pueden modular de manera diferente la 
expresión génica. En algunos casos, la función reguladora de los factores T-box 
depende del entorno celular y del contexto en el que se encuentra el promotor (Paxton 
et al., 2002). Hasta el momento, el número de genes identificados que son regulados 
directamente por factores de la familia T-box es limitado. Estos genes, generalmente 
muestran más de una secuencia de reconocimiento T-box, lo que podría indicar la 
necesidad de cooperación entre varios factores T-box u otros factores para regular sus 
genes diana. Por ejemplo, TBX6 regula la expresión de genes en el desarrollo de los 
somitas con la cooperación de la vía de señalización Notch (Yasuhiko et al., 2006). 

 
Como se ha indicado, la familia T-box incluye tanto a activadores como a 

represores transcripcionales. Brachyury actúa como activador (Kispert et al., 1995), al 
igual que muchos otros integrantes de la familia. TBX5, por ejemplo, puede activar la 
expresión de ANF en combinación sinérgica con otro factor de transcripción, Nkx2.5 o 
GATA4 (Fan et al., 2003); y TBX1 activa el factor de crecimiento de fibroblastos 10 
(FGF10) (Xu et al., 2004). La función represora de los factores T-box es menos 
frecuente, como TBX2, TBX3 o TBX20. Plageman y Yutzey. (2004) mostraron que, 
mientras TBX5 activaba la expresión de ANF, TBX20 la reprimía mediante su dominio 
de represión en el extremo C-terminal (Stennard et al., 2003). Otro ejemplo de 
interacción entre factores T-box es la que se presenta entre TBX15 y TBX18, ambos 
pueden actuar como represores de la transcripción formando homodímeros o 
heterodímeros entre ellos y conjuntamente con co-represores de la familia Groucho 
(Farin et al., 2007). Resulta interesante el hecho de que TBX2 y TBX20 presenten 
tanto un dominio de activación como de represión (Paxton et al., 2002; Stennard et al., 
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2003), función dual demostrada para TBX2, inicialmente caracterizado como potente 
represor transcripcional. 

 
Por lo tanto, los factores T-box forman una amplia familia de factores de 

transcripción que regulan genes implicados en funciones diversas. El mecanismo de 
regulación por estos factores es diverso y complejo, actuando como reguladores 
inhibidores o activadores que en muchos casos requiere de la acción conjunta de otros 
factores de transcripción. 

 
El papel de los factores T-box durante el desarrollo está ampliamente 

reconocido. La gran mayoría de genes T-box estudiados hasta el momento presentan 
patrones de expresión muy específicos durante el desarrollo. Destacar que estudios de 
pérdida de función en ratón y en otros organismos modelos han revelado funciones 
relevantes en diferentes procesos y estadios del desarrollo, incluidos la formación y el 
establecimiento de patrones del mesodermo y organogénesis (Naiche et al., 2005). En 
los mamíferos se conocen 18 miembros de la familia que, basándose en la secuencia 
T-box, se clasifican en cinco subfamilias como se indica en la Tabla 1, dónde se 
muestra además los síndromes producidos por las deficiencias conocidas en cada uno 
de los genes T-box en humanos y el fenotipo que manifiesta el modelo de ratón 
mutante homocigoto. 

 
Las enfermedades humanas provocadas por mutaciones en ciertos genes T-

box son diversas y en muchos casos son desconocidas, pero la construcción de 
ratones con inactivación de genes T-box demuestra que muchas de estas mutaciones 
son letales en homocigosis (Tabla 1). Así, personas con mutaciones en el gen 
brachyury presentan agenesia del sacro con anormalidades vertebrales, además de 
defectos en el tubo neural (Postma et al., 2014). Mutaciones en TBX19 provocan 
deficiencias en la hormona adrenocorticotropina (Lamolet et al., 2001). Los síndromes 
de DiGeorge y el velocardiofacial, caracterizados por defectos cardíacos y faciales, 
hipoplasia del timo, paladar hendido e hipoparatiroidismo, son causados por 
microdeleciones en la región cromosómica 22q11.2 que afectan al gen TBX1 (Yagi et 
al., 2003). La deficiencia del gen TBX15, causada por mutaciones que truncan la 
proteína, genera el síndrome de Cousin (o displasia pelviescapular), enfermedad que 
se caracteriza por una hipoplasia escapular y una anormalidad en la morfología 
cráneo-facio-cervical, entre otras deformaciones complejas (Lausch et al., 2008). 
Mutaciones en TBX20 se asocian a defectos congénitos del corazón (Kirk et al., 2007) 
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y mutaciones en el gen TBX22 provocan el síndrome del paladar hendido con 
anquiloglosia (Braybrook et al., 2001). El síndrome ulnar-mammary, enfermedad que 
afecta al desarrollo de las extremidades, glándulas apocrinas, dientes y genitales, es 
causado por mutaciones en TBX3 (Bamshad et al., 1997). También se han identificado 
mutaciones en el gen TBX4 en familias con el síndrome de la rótula pequeña, 
caracterizado por anormalidades en las extremidades inferiores (Bongers et al., 2004). 
Las mutaciones en TBX5 provocan el síndrome de Holt-Oram, donde los heterocigotos 
presentan defectos en el corazón y en las extremidades superiores (Li et al., 1997). 
Otra enfermedad, caracterizada por un desarrollo anormal de la columna y vértebras, 
la disostosis espondilocostal, está causada por mutaciones en el gen TBX6 (Sparrow 
et al., 2013). 
 
 
Tabla 1. Efectos de las mutaciones en los genes T-box en humanos y ratones (modificada de 
Naiche et al., 2005). 
 

 

KO (knock out): mutante con el gen inactivado. 

Subfamilia Gen Síndrome humano Fenotipo en ratones mutantes KO

Brachyury 
(T)

Agenesia del sacro con anormalidades 
vertebrales.

Letal; fallo en el mesodermo posterior.

TBX19 Deficiencia recesiva de ACTH. Deficiencia de ACTH, defectos en la pigmentación.

TBX1 Di George.
Letal; anormalidades cranofaciales, glandulares, 
vasculares y cardiacas.

TBX10 desconocido Labio leporino y paladar hendido.

TBX15 Cousin.
Malformaciones viables a nivel cranofacial, defectos 
esqueléticos, alteración de la pigmentación.

TBX18 desconocido Letal; malformaciones vertebrales.

TBX20 Defecto en el septo atrial 4. Letal; anormalidades cardiacas.

TBX22
Abruzzo-Erickson (ABERS); paladar 
hendido con anquiloglosia (CPX).

Paladar hendido con anquiloglosia.

TBX2 desconocido Letal; anormalidades cardiacas y en las extremidades.

TBX3 Ulnar-mammary . Letal; defectos en extremidades y glándulas mamarias.

TBX4 Rótula pequeña. Letal; defectos en alantoides y extremidades posteriores.

TBX5 Holt-Oram. Letal; anormalidades cardíacas severas.

Tbx6 TBX6
SCDO5 (desarrollo anormal de la 
columna y costillas).

Letal; anormalidades en los somitas.

TBR1 desconocido Defectos corticales y en el bulbo olfatorio.

EOMES desconocido Letal; fallo del trofoblasto.

TBX21 desconocido Hipersensibilidad respiratoria, falta de células Th1.

T

Tbx1

Tbr1

Tbx2
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3.1. Los factores de transcripción T-box en el cáncer. 
 

Procesos celulares que se adquieren durante la desdiferenciación celular en 
los diferentes estadios del cáncer, como la plasticidad fenotípica, la capacidad de 
invasión o de proliferación celular, son rasgos que poseen las células durante el 
desarrollo embrionario; por lo tanto, resulta lógico pensar que factores de transcripción 
importantes en el desarrollo, como los miembros de la familia T-box, tengan un papel 
importante en la carcinogénesis (Briegel, 2006). De hecho, estudios recientes 
muestran niveles anormales de algunos factores T-box en diferentes tipos de cáncer 
(como Brachyury, Eomes, TBX1, TBX2, TBX3, TBX4, TBX5 y TBX21), relacionando su 
expresión alterada directamente con la oncogénesis, y además muestran funciones 
oncogénicas o supresoras de tumores (Wansleben et al., 2014). En la Tabla 2 se 
resume la información que existe en la bibliografía sobre la expresión y función de los 
genes T-box en cáncer. 

 
 
Tabla 2. Expresión e implicaciones conocidas de los genes T-box en cáncer. 
 

 
EMT: transición epitelio-mesénquima; ER: receptores de estrógenos. 

 

Gen Expresión en cáncer Función en cáncer Referencias

T Sobreexpresado en varios cánceres. Induce EMT en las células tumorales.
Palena et al., 2007; 
Fernando et al., 2010.

TBX1
La expresión se pierde con el desarrollo 
del tumor.

Regulador negativo del crecimiento del tumor, 
mantiene la inhibición de crecimiento por contacto 
celular.

Trempus et al., 2012.

TBX2
Sobreexpresado en cáncer de mama, de 
páncreas y algunos melanomas.

Promueve la proliferación y la transformación celular, 
inhibiendo genes supresores de tumor.

Vance et al., 2005; 
Jacobs et al., 2000; 
Prince et al., 2004.

TBX3
Sobreexpresado en cáncer de hígado, 
de mama, de ovario y algunos 
melanomas.

Necesario para la formación del tumor y la migración 
celular. Promueve la proliferación celular y es un 
regulador negativo de la apoptosis.

Rodriguez et al., 2008; 
Brummelkamp et al, 
2002.

TBX4
Bajos niveles en adenocarcinomas de 
páncreas. Marcador de pronóstico.

Supresor de tumores.
Qi et al., 2008;         
Zong et al., 2011.

TBX5
Silenciado en cáncer de colon por 
metilación de su promotor.

Supresor de tumores. Induce apoptosis, inhibe la 
proliferación y metástasis.

Yu et al., 2010.

EOMES
Relación inversa entre su expresión y la 
presencia de metástasis en colon.

Supresor de tumores. Activa el sistema inmunitario, 
reduciendo la metástasis.

Atreya et al., 2007.

TBX15
Marcador diferentemente metilado en 
cáncer de próstata.

Desconocida. Objeto de estudio en este trabajo. Kron et al., 2012.

TBX21
Sobreexpresado en cáncer de mama 
ERα positivos.

Promueve tumorigénesis y resistencia a terapias 
hormonales y con tamoxifen.

McCune et al., 2010.
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Dos genes T-box muy relacionados, TBX2 y TBX3, están sobreexpresados en 

varios cánceres humanos: mama, páncreas, ovarios y cérvix, y melanomas (Vance et 
al., 2005; Rodriguez et al., 2008). Estos dos factores se comportan como represores 
transcripcionales (Rowley et al., 2004), y se ha demostrado que facilitan la 
tumorigenesis mediante la inhibición de p14ARF y p21 evitando, así, la senescencia y 
facilitando la transformación celular (Jacobs et al., 2000; Brummelkamp et al., 2002; 
Prince et al., 2004). TBX2 y TBX3 también afectan a diferentes aspectos en la 
transformación, crecimiento y migración celular. Se ha demostrado que en células de 
melanomas y cáncer de mama TBX2 regula la transformación y proliferación pero no 
la migración celular, mientras que TBX3 promueve la formación del tumor y la 
metástasis (Peres et al., 2010). 
 

Por otro lado, TBX1 actúa como regulador negativo en el crecimiento tumoral, 
reestableciendo la inhibición por contacto. De hecho, la expresión ectópica de TBX1 
en células tumorales de piel evita la transformación y la proliferación celular, 
revirtiendo el fenotipo de las células a uno menos permisivo hacia el crecimiento 
descontrolado y libre de contacto y, de esta forma, mitigando los efectos del oncogen 
ras. (Trempus et al., 2012) 
 

Otro miembro de la familia T-box, el gen brachyury, se encuentra 
sobreexpresado en varios tumores, incluyendo en el cáncer de esófago, vesícula y 
ovario (Palena et al., 2007). Se ha demostrado que la expresión ectópica de brachyury 
en células de carcinoma concluye en la transición epitelio/mesénquima, con evidencias 
de un incremento en la migración e invasión, pero con un efecto muy limitado en el 
crecimiento del tumor primario. Además, se ha indicado que brachyury es capaz de 
detener la progresión del ciclo celular mediante la represión transcripcional de la 
ciclina D1 y la inhibición de la formación del complejo ciclina/CDK, demostrándose su 
papel en la regulación del ciclo celular en el punto de control G1/S (Fernando et al., 
2010). 
 

TBX21 se encuentra sobreexpresado en cánceres con carácter hormonal, por 
ejemplo, en varios cánceres de mama ERα positivos, donde actuaría promoviendo la 
tumorigénesis. La alta expresión de TBX21 resulta en la ruptura de la vía de 
señalización del receptor de estrógenos, promoviendo la resistencia a la terapia 
hormonal y un pronóstico desfavorable; parece que esta resistencia se lleva a cabo 



INTRODUCCIÓN 

- 14 - 
 

por la vía los factores Gata3 y FoxA1. Además, la sobreexpresión de TBX21 genera 
mayor resistencia de las células cancerosas al tratamiento con tamoxifen en presencia 
de insulina, sobreactivando a ERK y AKT (McCune et al., 2010). 
 

De manera similar a TBX1, el gen TBX5, es capaz de suprimir el crecimiento 
de células cancerosas (Hatcher et al., 2001; He et al., 2002), de reducir la formación 
de colonias in vitro (He et al., 2002) y promover la apoptosis (Yu et al., 2010). El 
promotor de este gen se encuentra metilado en cáncer de colon, estando disminuida la 
expresión de TBX5 en este tipo de cáncer (Yu et al., 2010). Todo ello conlleva a 
considerar a TBX5 un gen supresor de tumores. Igualmente, TBX4 podría actuar como 
supresor de tumor en adenocarcinomas de células del conducto pancreático (PDAC) y 
algunos tipos de carcinomas hepáticos (Qi et al., 2008; Zong et al., 2011), identificando 
a TBX4 como biomarcador de PDAC dónde bajos niveles de expresión de este factor 
se correlacionan con el estadio del tumor, la metástasis y el peor pronóstico del 
paciente. Otro miembro de la familia, Eomes, también parece estar implicado en la 
supresión de tumores, con un papel importante en la lucha del propio sistema 
inmunitario ante el cáncer colorectal (Atreya et al., 2007). En este caso, de manera 
diferente al resto de los factores T-box, Eomes reduciría la metástasis en cáncer de 
colon, activando las células inmunitarias T CD8+ mediante la inducción de la vía de la 
perforina. 
  

No existe información del posible papel de TBX15 en el desarrollo del cáncer. 
Kron y colaboradores (2012) observaron que este gen se encuentra diferencialmente 
metilado en cáncer de próstata, mostrándose como un buen marcador del estadio de 
la enfermedad, ya que su grado de metilación presenta una relación directa con la 
malignidad del tumor. 
 

Así, en este momento queda reconocido que los factores de transcripción T-
box participan en el desarrollo tumoral ejerciendo diferentes funciones reguladoras que 
afectan a la proliferación celular, la invasión y la metástasis. 
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3.2. El factor de transcripción TBX15 

 
El gen humano que codifica para el factor de transcripción TBX15 se ubica en 

el cromosoma 1 en la posición 118,883,046-118,989,556 (Genome Reference 
Consortium GRCh38.p2) (Agulnik et al., 1998). Se han definido 3 tránscritos para este 
gen que se representan en la Figura 4 (www.ensembl.org) y dos isoformas para la 
proteína TBX15 (Q96SF7, UniProtKB), que difieren en 106 aminoácidos de la región 
N-terminal. La isoforma proteica tomada como canónica está compuesta por 602 
aminoácidos y tiene un peso molecular de unos 65 kDa.  

 
TBX15 pertenece a la subfamilia Tbx1 de los factores de transcripción T-box 

(ver Tabla 1). En este grupo se encuentra también TBX18 que está estrechamente 
relacionado con TBX15, mostrando más de un 87% de similitud (84% identidad) en los 
aminoácidos que componen el dominio T-box, y hasta un 67% de similitud (55% de 
identidad) tomando el total de la proteína. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Esquema de los diferentes transcritos del gen TBX15. Cada uno de los bloques 
azules representa un exón que se encuentra en el RNA mensajero, en azul oscuro se indican 
las secuencias que se traducirán a proteína. 

 
Como ya mencionamos anteriormente y se muestra en la Tabla 2, TBX15 juega 

un papel importante durante el desarrollo, de tal forma que mutaciones de este gen 
tanto en humanos como en ratones produce graves alteraciones (síndrome de Cousin 
en humanos y ratón droopy ear), y la eliminación de TBX15 en ratón resulta en 
malformaciones craneales, cervicales, escapulares y de los elementos de la parte 
superior de la columna vertebral (Lausch et al., 2008). También se ha descrito la 
importancia de TBX15 en la regulación de la proliferación de células mesenquimáticas 
y del desarrollo de los condrocitos (Singh et al., 2005). 
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TBX15 se expresa en cerebro, huesos, intestino, hígado, testículos, timo y 

músculo y se ha sugerido como marcador de tejido adiposo subcutáneo frente a otros 
tipos de tejido adiposo (Gesta et al., 2007; Lausch et al., 2008). Gburcik y 
colaboradores (2012) lo describieron como marcador de adipocitos marrones y beige. 
De hecho, en roedores, TBX15 presenta un patrón de distribución dorso-ventral que 
mimetiza la distribución de la proteína agouti, regulador de la ingesta alimentaria y del 
proceso metabólico (Candille et al., 2004). De aquí se desprende su importancia en la 
acumulación y distribución del tejido corporal graso, expresándose en el tejido adiposo 
visceral, lo cual se relaciona negativamente con el sobrepeso (Gesta et al., 2006). Por 
lo tanto, la disminución de la expresión de TBX15 podría relacionarse con la 
patogénesis de la obesidad y, de hecho, se ha descrito que TBX15 actúa a nivel 
celular en la diferenciación de los adipocitos y en la respiración mitocondrial (Gesta et 
al., 2011). Además, un reciente análisis del genoma, basado en estudios de 
asociación, ha revelado una variante genética de TBX15 asociada fuertemente con la 
ratio de la medida cintura/cadera, tanto en hombres como en mujeres con obesidad 
(Heid et al., 2010). 

 
La información acerca de la función reguladora de TBX15 es muy escasa, y no 

existe información de los genes regulados por TBX15. TBX15 podría actuar como 
represor ya que se ha demostrado que en combinación con correpresores de la familia 
Groucho disminuye la transcripción de algunos genes. También se ha indicado que 
puede formar homo y heterodímeros al interaccionar con TBX18 (Farin et al., 2007). 
 

Respecto a la regulación transcripcional del gen TBX15, sólo existe un trabajo 
que indica que la metilación de las islas CpG situadas en su región distal reguladora 
modula la expresión de TBX15. Este trabajo, realizado en placentas humanas, sugiere 
que tanto factores genéticos como epigenéticos intervienen en la regulación de TBX15 
(Chelbi et al., 2011). Además, tal y como se comentó en el apartado anterior, la 
metilación diferencial de TBX15 en el cáncer de próstata sugiere una posible 
implicación de TBX15 en cáncer (Kron et al., 2012). 
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4. El factor de transcripción YY1 
 

El factor de transcripción Yin Yang 1 (YY1) es una proteína nuclear 
multifuncional que puede actuar como represora o activadora. Fue identificada en 
1991 como una proteína que reprimía la actividad de promotor adenoviral P5 en 
ausencia de la oncoproteína E1A, mientras que era capaz de activar al promotor en 
presencia de E1A (Shi et al., 1991). Inspirándose en esta actividad dual a nivel 
transcripcional, Shi y colaboradores (1997) denominaron a este factor “Ying Yang 1”, 
del chino “Yin” por represión y “Yang” por activación.  

 
El gen que transcribe para este factor de transcripción es un miembro de la 

familia Policomb, un grupo de genes homeobox que juegan un papel importante en la 
hematopoyesis y en el control del ciclo celular. El gen YY1 se encuentra altamente 
conservado entre las diferentes especies, localizándose en humanos en la región del 
cromosoma 14 q32.2 (Yao et al., 1998). Formado por 5 exones, la estructura de YY1 
fue revisada en 2006 por Gordon y colaboradores que describieron ocho transcritos de 
YY1 generados por splicing alternativo que codificaban para un supuesto de ocho 
isoformas proteicas. A día de hoy, fruto de actualizaciones continuas que se recogen 
en las bases de datos se definen seis transcritos de YY1 y cuatro productos proteicos 
(www.ensembl.org), tal y como se muestra en la Figura 5, 

 
 

 
 
Figura 5. Esquema de los diferentes transcritos del gen YY1. Cada uno de los bloques azules 
representa un exón que se encuentra en el RNA mensajero, en azul oscuro se indican las 
secuencias que se traducirán a proteína. 

 
 

El factor de transcripción YY1 humano se compone de 414 aminoácidos con un 
peso molecular de 44 kDa, donde quedan claramente diferenciados los dominios 
funcionales de activación y represión. Tal y como muestra la Figura 6, YY1 presenta 
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cuatro dedos de zinc de tipo C2H2 en su extremo C-terminal (aminoácidos 295-414) 
responsables de la unión específica a la secuencia de DNA consenso de 
reconocimiento 5’-(C/g/a)(G/t)(C/t/a)CATN(T/a)(T/g/c)-3’, presente en los promotores 
de los genes que regula (Hyde-DeRuyscher et al., 1995). La región N-terminal 
contiene una zona rica en histidinas flanqueada por aminoácidos de carácter ácido que 
funciona como dominio de activación transcripcional. En el centro de la molécula se 
encuentra una región rica en lisinas y glicinas (aminoácidos 170-200) que corresponde 
al dominio de interacción con la histona desacetilasa (HDAC) y que, junto al extremo 
C-terminal, forma el dominio de represión transcripcional (Yao et al., 2001). Además, 
se identifica una región central adicional PHR (aminoácidos 205-226) que es la 
responsable del reclutamiento de proteínas homeobox (Luke et al., 2006).  

 

 
Figura 6.- Diagrama esquemático de los dominios funcionales de la proteína humana YY1 y los 
sitios de unión de alguno de sus ligandos conocidos. Se indican sus dominios de activación y 
represión transcripcional, además del de unión al DNA. La proteína/complejo asociado a YY1 
se indica debajo de cada región de interacción, entre paréntesis aparecen los residuos 
involucrados en cada interacción. (His, dominio rico en histidinas; GK, dominio rico en glicinas y 
lisinas; PHR, región homóloga a la proteína PcG de Drosophila PHO) (Tomada de He et al., 
2008). 

 
La proteína YY1 muestra gran similitud entre las especies, la identidad en la 

secuencia aminoacídica es del 98,8% entre humanos y ratones, y del 90,3% entre 
humanos y Xenopus. Se expresa de manera ubicua en diferentes tejidos humanos 
incluyendo cerebro, corazón, pulmón y sistema inmune. Como se ha indicado 
anteriormente, YY1 actúa como activador o represor y juega un papel importante en la 
regulación de muchos genes y vías de señalización fundamentales. La acción de YY1, 
activadora o represora, en los genes que regula depende del entorno celular y de su 
concentración relativa a otros componentes celulares. La predicción del número de 
genes regulados por YY1 es numerosa; así, en bases de datos de promotores 
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eucariotas se detectan hasta 1664 sitios potenciales de unión de YY1 (Hyde-
Deruyscher et al., 1995). Además, se ha descrito que YY1 actúa como una proteína 
iniciadora de la transcripción ya que, en ausencia de la proteína de unión a la caja 
TATA (TBP), el factor TFIIB y la RNA polimerasa II junto con YY1 puede iniciar de 
manera correcta la transcripción de un DNA superenrollado in vitro (Uscheva et al., 
1994). 
 

Respecto al modo de acción de YY1 en la regulación génica, la interacción de 
YY1 con la secuencia consenso que reconoce en el DNA indica su acción directa 
sobre los genes que regula. Además, se ha indicado que YY1 puede actuar como 
cofactor, independiente de la unión al DNA, mediante la interacción con otros factores 
(ver Figura 7). Por ejemplo, en células de cáncer de próstata, la expresión del antígeno 
específico de próstata (PSA) depende de la expresión de YY1; sin embargo, al mutar 
la secuencia consenso reconocida por YY1 en el promotor de PSA, la transcripción no 
se ve alterada porque la expresión de PSA dependiente de YY1 se debe a que YY1 
interacciona directamente con el receptor de andrógenos (AR) permitiendo, así, la 
unión de dicho receptor al promotor de PSA. (Deng et al., 2009). Asimismo, se han 
descrito otras posibilidades de acción de YY1 como activador (directamente sobre la 
maquinaria basal de la transcripción, inhibiendo acciones represoras de otros factores, 
reclutando coactivadores,…) o como represor (directamente, desplazando factores 
activadores, interfiriendo en la función de los activadores, reclutando 
correpresores,…). 
 
 

 
Figura 7. Esquema de los modelos de la regulación de YY1 sobre la transcripción génica. YY1 
puede actuar como activador (A), represor (B) o coactivador (C, con el promotor de PSA como 
ejemplo). (Tomada de Deng et al., 2009)     
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Los genes regulados por YY1 intervienen en importantes procesos celulares, 
como la citocinesis, la apoptosis, el desarrollo y diferenciación celular, muchos de ellos 
son genes constitutivos y reguladores del ciclo celular (Gordon et al., 2006).  

 
En ratón la deleción de YY1 en homocigosis YY1-/- produce letalidad 

embrionaria y los ratones heterocigotos presentan retraso en el crecimiento y defectos 
en la formación y cierre del tubo neural (Donohoe et al., 1999), lo cual indica el papel 
fundamental de YY1. En humanos no se conocen alteraciones del gen YY1 ni 
síndromes asociados con la deficiencia de YY1, lo que sugiere que su función es 
imprescindible para la viabilidad. A nivel celular, niveles bajos de YY1 reducen el 
crecimiento y su eliminación lleva al fallo de la citocinesis (Affar et al., 2006) pero, a 
pesar de esta fuerte relación entre YY1 y la proliferación celular, el efecto de la dosis 
aún está por aclarar. Se han identificado muchos reguladores del ciclo celular que se 
encuentran modulados por YY1, como c-Myc, RB o p53 (Figura 8). Además, se ha 
sugerido que YY1 puede tener una función esencial en la diferenciación celular 
estimulada por TGF-b1 y otros factores nucleares, ya que es capaz de interaccionar y 
reprimir la actividad transcripcional específica de Smad (Kurisaki et al., 2003). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Interacción de YY1 con varios reguladores del ciclo celular. (Modificada de Zaravinos 
et al., 2010) 

 
 
YY1 también puede activar la reparación del DNA. Células HeLa transformadas 

para sobreexpresar YY1 y tratadas con un agente que provoca la parada del ciclo 
celular, muestran mayor estimulación de la polimerasa poli-ADP-ribosa 1 (PARP-1) 
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(Oei y Shi, 2001). La inactivación de YY1 en ratón resulta en poliploidía y aberraciones 
de la cromatina, resultado de defectos en la recombinación homóloga debido a que 
YY1 forma parte del complejo remodelador de la cromatina INO80; de hecho, estudios 
funcionales muestran que YY1 e INO80 son esenciales para la reparación del DNA 
basada en la recombinación homóloga (Wu et al., 2007). 
 
 

4.1 El factor de transcripción YY1 en cáncer 
 

Como se ha indicado, YY1 interviene en procesos celulares fundamentales y 
muchos de estos procesos están relacionados con el cáncer; además, la expresión de 
YY1 se muestra alterada en muchos tipos de cáncer. Todo ello refuerza la hipótesis de 
su implicación e importancia en el desarrollo y progresión tumoral (revisión de 
Castellano et al., 2009). También se ha demostrado que YY1 regula directamente 
genes implicados en cáncer como c-Myc, c-Fos, E1A, p53 o ERB-b2; y actúa como 
cofactor interaccionando con otras proteínas que intervienen en la proliferación y la 
apoptosis, como p53, Mdm2, Ezh2, caspasas o HDACs (revisión de Zhang et al., 
2011). 

 
Un ejemplo de la función múltiple de YY1 interviniendo en diferentes vías que 

conllevan a procesos cancerígenos es su efecto antagónico sobre p53 mediante: la 
promoción de su ubiquitinación y degradación, bloqueando la acetilación de la proteína 
p53, atenuando la estabilidad de p53 mediada por p14ARF e inhibiendo la transcripción 
activada por p53 (Sui, 2004 y Figura 9). Estos múltiples y negativos efectos de YY1 
sobre la estabilidad y función de p53, en los casos en los que YY1 se encuentra 
sobreexpresado en cáncer, hace pensar en la posibilidad de que p53 sea una de las 
primeras dianas de YY1 y sugiere un papel oncogénico o proliferativo de YY1 en el 
desarrollo oncogénico. 



INTRODUCCIÓN 

- 22 - 
 

 
Figure 9. Modelo esquemático de los múltiples mecanismos por los que YY1 antagoniza a p53. 
YY1 inhibe la acetilación de la proteína p53 mediada por p300, lo cual inestabiliza la unión de 
p53 al DNA. YY1 también promueve la ubiquitinación mediada por Mdm2, la poliubiquitinación 
de p53, así como la estabilización de p53 mediada por p14ARF. Además, YY1 inhibe la 
transcripción de los genes diana de p53, como p21. (Tomada de Sui, 2004) 

 
 
La importancia de YY1 en procesos cancerígenos es evidente, aunque sus 

efectos presentan algunas contradicciones. Los estudios en tumores óseos llevados a 
cabo por de Nigris y colaboradores (2008) muestran que, en general, la 
sobreexpresión de YY1 tiende a activar la tumorigenesis y que está asociada con la 
malignidad del tumor. Por otro lado, la eliminación de YY1 reduce la invasión celular y 
la metástasis de manera significativa. En este caso, YY1 inhibe genes supresores de 
tumores y promueve la expresión de oncogenes. Sin embargo, existen ejemplos en los 
que la expresión de YY1 se relaciona positivamente con la expresión de genes 
supresores de tumores, dificultando el proceso oncogénico. Así, Wang et al. (2007) 
describen cómo la sobreexpresión de YY1, junto con AP-1, promueve y aumenta la 
transcripción del supresor de tumores HLJ-1. 
 

La función dual de YY1 se refleja asimismo cuando se estudia su expresión en 
diferentes tipos de cáncer.  La mayoría de estudios muestran que YY1 se 
sobreexpresa y afecta al comportamiento clínico en varios tipos de tumores, como 
queda reflejado en la recopilación bibliográfica recogida en la Tabla 3. Así, se 
muestran unos niveles de mRNA o proteína YY1 aumentados en cánceres de próstata, 
colon, ovario, mama, hueso, hígado, pulmón, vesícula, cérvix, piel y de tipo 
hematopoiético. Además, en muchos casos, los niveles de YY1 se encuentran más 
elevados en los procesos metastáticos que en el tumor primario, revelando la 
importancia de YY1 en el desarrollo del tumor. Los niveles de YY1 mucho más altos en 
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algunas células cancerígenas podrían ser debidos a la desregulación de la 
transcripción de YY1. Por otro lado, en algunos tipos de tumores, cómo en melanomas 
y adenocarcinomas, las tasas de transcripción de YY1 se ven significativamente 
disminuidas al compararlas con los tejidos normales (Revisado por Zaravinos et al, 
2010 y Zhang et al., 2011). Estos resultados apoyan el papel dual de YY1 en el 
desarrollo del cáncer, estando infra o sobreexpresado dependiendo del tipo de tumor. 
 
 
Tabla 3. Significado clínico de la sobreexpresión de YY1 en algunos tipos de cáncer. 

IHC: inmunohistoquímica; qPCR: PCR cuantitativa; WB: Western Blot 
 

En resumen, YY1 es un regulador clave de múltiples vías de señalización 
relacionadas en el desarrollo del cáncer. A pesar de que en melanomas hay una 
disminución de YY1, la idea general es que YY1 actúa como un oncogén en la 
mayoría de los tipos de cáncer. Esta afirmación se basa en las siguientes premisas: (i) 
YY1 es capaz de activar a oncogenes bien caracterizados como c-Myc, c-Fos, B23 y 

Tipo de tumor                          
(nº de casos)

Método de 
análisis

Relevancia clínica de la 
sobreexpresión de YY1

Referencias

Cáncer de próstata        
(190)

IHC Relación con metástasis. Seligson et al. 2005

Cáncer de ovario                   
(65)

Microarray Relación con supervivencia. Berchuck et al. 2005

Cáncer de ovario             
(88)

Microarray, qPCR, 
IHC

Relación con supervivencia y 
respuesta a taxano.

Matsumura et al. 
2009

Cáncer de mama                    
(55)

IHC
Relación con sobreexpresión de 
ERBB2.

Allouche et al. 2008

Neoplasma cervical                
(22)

qPCR
Relación con la progresión del 
cáncer.

Baritaki et al. 2007

Osteosarcoma                       
(19)

qPCR, IHC, WB
Relación con fenotipos 
histológicos malignos.

de Nigris et al. 2006

Leucemia mieloide              
(126)

qPCR
Relación con la traslocación 
t(8;21).

Grubach et al. 2008

Linfoma de Hodgkin             
(54)

IHC - Dukers et al. 2004

Linfoma no Hodgkin              
(96)

qPCR Relación con mal pronóstico. Sakhinia et al. 2007

Linfoma no Hodgkin             
(796)

Análisis 
computacional

Relación con fenotipo maligno y 
mal pronóstico.

Libra et al. 2008

Linfoma no Hodgkin              
(104)

WB, IHC
Relación con fenotipo maligno y 
mal pronóstico.

Libra et al. 2008
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ERBB2; (ii) YY1 recluta y proporciona la plataforma para la actuación de ciertas 
proteínas que provocan alteraciones epigenéticas en el cáncer, tales como Ezh2, 
PRMT1, p300, HDACs y DNMTs; (iii) YY1 antagoniza las funciones de importantes 
genes supresores de tumor, como p53 y p14ARF; (iv) la expresión y función de YY1 son 
estimuladas por señales proliferativas u oncogénicas, como factores de crecimiento y 
AKT; (v) YY1 es antagonizado por varios supresores de tumores (como PTEN, Rb y 
algunos miRs) y estímulos apoptóticos; y (vi) YY1 se encuentra sobreexpresado en 
muchos tipos de cáncer, su promotor presenta estructuras de tipo G4 que típicamente 
están presentes en los promotores de oncogenes. 
 
 

5. Factores de transcripción en la genética del cáncer 
de tiroides 
 
 En apartados anteriores se ha indicado la relevancia de ciertos factores de 
transcripción en la genética del cáncer, incluyendo los genes de la familia T-box e 
YY1. Los factores de transcripción en cáncer actúan como oncogenes o genes 
supresores de tumores y su expresión se encuentra alterada en muchos tipos de 
cáncer, indicando que muchos de estos factores de transcripción intervienen en 
procesos celulares comunes en distintos tejidos. 
 
 En este apartado trataremos de abordar los principales factores de 
transcripción que se ven alterados de forma específica en el cáncer de tiroides, 
enfermedad que fue el punto de origen para este trabajo de tesis, ya que la 
información acerca de la implicación de los factores de transcripción de procesos 
celulares comunes, en cáncer de tiroides es muy escasa o inexistente. 
 

Para el correcto desarrollo y el mantenimiento del estado diferenciado funcional 
de la glándula tiroides en adultos es necesaria la expresión simultánea de cuatro 
factores de transcripción: NKX2-1 (o TTF1), FOXE1 (o TTF2), PAX8 y HHEX. Estos 
factores se expresan en las células foliculares del tiroides e intervienen en la 
diferenciación, proliferación y apoptosis de la glándula tiroides. En adultos, la 
expresión conjunta de estos factores mantiene el fenotipo diferenciado del tiroides 
(Revisado por Fernández et al., 2015). También se expresan en otros tejidos en 
humanos, pero de forma independiente. 
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Niveles de 
expresión

Alteraciones genéticas Predisposición

NKX2-1

Expresión 
correlacionada con 
nivel de 
desdiferenciación. 
(PTC>FTC>ATC)

rs944289                                                   
Mutación germinal sin sentido

PTC y FTC                                                  
PTC

Expresión 
aumentada en 
adenocarcinomas de 
pulmón.

FOXE1

Expresión 
correlacionada con 
nivel de 
desdiferenciación. 
(PTC>FTC>ATC)

rs95513                                                     
rs1867277

PTC

Pérdida de 
heterozigosidad, 
metilación de su 
promotor en SCC.

PAX8
Datos 
contradictorios

PAX8 -PPAR γ                                                     
Epistasis con STK17B

FTC

Expresión elevada 
en neoplasias 
renales, ováricas, 
tumor de Wilms.

HHEX
En tipo anaplásico 
deslocalizado en el 
citoplasma.

- -

Pérdida de 
localización nuclear 
y/o pérdida de 
funcionalidad en 
AML y CML.

Factor de 
transcripción

Cáncer de tiroides
Alteraciones en 
otros cánceres

Mutaciones en los genes NKX2-1, FOXE1 y PAX8 se han asociado con ciertas 
patologías del tiroides en humanos (Nettore et al., 2013) y existen estudios que indican 
también su asociación con el cáncer de tiroides. En la Tabla 4 se indican las 
alteraciones genéticas y expresión de los factores de transcripción específicos del 
tiroides en el cáncer de tiroides. 
 
Tabla 4. Patrones de expresión y alteraciones genéticas de factores de transcripción 
específicos del tiroides en el cáncer de tiroides. 

 
 

 

 
 

 

AML: leucemia mieloide aguda; ATC: cáncer de tiroides tipo anaplásico; CML: leucemia 
mieloide crónica; FTC: cáncer de tiroides tipo folicular; PTC: cáncer de tiroides tipo papilar; 
SCC: carcinoma de células escamosas. (Tabla modificada de Fernández et al., 2015) 

 
 
En cáncer de tiroides la expresión del factor de transcripción NKX2-1 disminuye 

a medida que aumenta el estado de desdiferenciación, siendo los tumores anaplásicos 
los que presentan la expresión menor. Además, se ha definido la asociación de un 
polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) situado en la región 14q13.3 (zona muy 
cercana al gen NKX2-1) con cáncer de tiroides de tipo papilar y folicular 
(Gudmundsson et al., 2009); y una mutación germinal, que provoca un cambio de 
aminoácido en el dominio de transactivación de NKX2-1, se ha encontrado en el 
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cáncer de tiroides de tipo papilar y en pacientes con gota de tipo multinodular (Ngan et 
al., 2009). NKX2-1 se utiliza como un marcador de diagnóstico y pronóstico en cáncer 
de pulmón (Yang et al., 2012) y manifiesta función opuesta, oncogénica o supresora 
de tumores, en diferentes tipos de cáncer (Mu, 2013). 

 
El factor de transcripción FOXE1 ha sido ampliamente caracterizado como un 

gen de susceptibilidad para el cáncer de tiroides (Gudmundsson et al., 2009; Landa et 
al., 2009). Asimismo, la expresión de FOXE1 sigue un patrón similar al de NKX2-1, 
mostrando una correlación inversa con el grado de desdiferenciación del tumor, siendo 
el cáncer de tiroides anaplásico el que presenta menor nivel de FOXE1 (Bychkov et 
al., 2013). Alteraciones de FOXE1 se han relacionado con el desarrollo del cáncer de 
células escamosas (Venza et al., 2010), y la metilación del promotor de FOXE1 se ha 
asociado con el cáncer de páncreas y el de células escamosas (Brune K et al., 2008; 
Venza et al., 2010). 

 
La translocación que conlleva a la fusión génica PAX8-PPARγ se encuentra en 

el 36% de los cánceres de tiroides de tipo folicular, alteración que se considera 
oncogénica y específica de etapas tempranas de este tipo de cáncer (Kroll et al., 
2000). La proteína de fusión resultante, que presenta el dominio de unión al DNA de 
PAX8, hipotéticamente es capaz de reducir la apoptosis y promover la proliferación 
celular (Placzkowski et al., 2008). Además, se ha descrito una interacción epistásica 
entre PAX8 y STK17B (gen regulador de la apoptosis) (Landa et al., 2013). Los niveles 
de PAX8 en cáncer de riñón y ovario se encuentran aumentados, pero en cáncer de 
tiroides, el patrón de expresión no está claro, siendo los resultados contradictorios 
(Zang et al., 2006; Nonaka et al., 2008).  

 
El factor HHEX se expresa en carcinomas de tiroides de tipo anaplásico 

encontrándose deslocalizado en el citoplasma (D’Elia et al., 2002). Esta localización 
aberrante se atribuye al mecanismo que controla la funcionalidad de HHEX. De hecho, 
en otros tipos de cáncer, como en algunas leucemias, también se ha observado la 
ausencia de HHEX en el núcleo, con la consiguiente pérdida de función (Puppin et al., 
2006; Jankovic et al., 2008) 
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OBJETIVOS 

 

 

 

Tal y como se introdujo en el apartado anterior, estudios de asociación en 
cáncer de tiroides realizados en nuestro laboratorio nos situó ante la hipótesis de que 
dos factores de transcripción, el TBX15 y el YY1, contribuyen al desarrollo de 
características celulares asociadas al cáncer. 

 
Así, el objetivo principal de esta tesis doctoral consiste en caracterizar el papel 

de los factores de transcripción TBX15 e YY1 en el cáncer. Para ello, nos planteamos 
una serie de objetivos específicos: 

 
- Determinar la expresión de TBX15 en líneas celulares. 
- Estudiar la función de TBX15 en procesos celulares relacionados con el 

desarrollo del cáncer. 
- Analizar los factores que regulan la expresión del gen TBX15.  
- Caracterizar la expresión de YY1 en líneas celulares y muestras de tejidos 

normales y tumorales de tiroides. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

En este apartado se hace una descripción extensa y detallada de los materiales y 
métodos utilizados durante todo el trabajo de tesis, que en los artículos se presentan 
de manera resumida. 
 
 

1. Material biológico 
 

1.1. Líneas de celulares y medios de cultivo 
 

Para la realización de este trabajo se utilizaron nueve líneas celulares de 
cáncer de tiroides (dos derivadas de tipo papilar: TPC-1 y B-CPAP; tres de tipo 
folicular: ML1, WRO y CGTH; y cuatro de tipo anaplásico: FRO, 8305C, 8505C y CAL). 
Como referencia de células normales se utilizaron dos líneas celulares primarias de 
tiroides: S11N y S63N. También se utilizó la línea celular HeLa de cáncer de cérvix. 

 
En los experimentos de transfección se utilizó como aceptora la línea celular 

HEK293, derivada de cáncer embrionario de riñón. 
 
Además de las líneas celulares de origen humano anteriormente citadas, se 

utilizaron dos líneas de fibroblastos embrionarios de ratón, una de ellas con el gen p65 
inactivo (MEF p65-/-) y su correspondiente control (MEF p65+/+). 

 
Los cultivos se mantuvieron a 37ºC en una atmósfera 5% CO2. El origen y 

condiciones de cultivo de cada línea celular se describen en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Líneas celulares utilizadas en este trabajo y condiciones de cultivo. 
 

 
WT: tipo salvaje; DSMZ: Leibniz Institute, (Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos 
Celulares); CNIO: Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas, Madrid; FCS: suero fetal 
bovino; neAA: aminoácidos no esenciales; NaPyr: piruvato sódico. 

 
 
 
 

Línea celular Tipo de cáncer Fuente
Condiciones de 
cultivo

Primera referencia

S11N Normal Dr. L. Hieber RPMI 1640, 20%FCS, 
2.5ug Plasmocin™

S63N Normal Dr. L. Hieber RPMI 1640, 20%FCS, 
2.5ug Plasmocin™

TPC-1 Tiroideo Papilar Dr. Melillo y Santoro DMEM 10%FCS, 2.5ug 
Plasmocin™

Tanaka et al., 1987

B-CPAP Tiroideo Papilar DSMZ RPMI 1640, 10%FCS, 
2.5ug Plasmocin™

Fabien et al., 1994

ML1 Tiroideo Folicular DSMZ DMEM 10%FCS, 2.5ug 
Plasmocin™

Schönberger et al., 2000

WRO82-1 Tiroideo Folicular Dr. Ciampi RPMI 1640, 10%FCS, 
1%neAA, 1%NaPyr, 
2.5ug Plasmocin™

Estour et al., 1989

CGTH W-1 Tiroideo Folicular DSMZ RPMI 1640, 10%FCS, 
2.5ug Plasmocin™

Lin et al., 1995

FRO81-2 Tiroideo Anaplásico Dr. Ciampi RPMI 1640, 10%FCS, 
1%neAA, 1%NaPyr, 
2.5ug Plasmocin™

Nishihara et al., 1997

8305C Tiroideo Anaplásico DSMZ RPMI 1640, 10%FCS, 
2.5ug Plasmocin™

Ito et al., 1992

8505C Tiroideo Anaplásico DSMZ RPMI 1640, 10%FCS, 
2.5ug Plasmocin™

Ito et al., 1992

CAL-62 Tiroideo Anaplásico Dr. Melillo y Santoro DMEM 10%FCS, 2.5ug 
Plasmocin™

Gioanni et al., 1991

HEK293T Riñón Dr. F. Rosselli DMEM 10%FCS, 2.5ug 
Plasmocin™

Graham et al., 1977

HeLa Cérvix CNIO DMEM 10%FCS, 2.5ug 
Plasmocin™

Gey et al., 1952

MEF WT Fibroblasto 
embrionario de ratón

Dr. Leonardi DMEM 10%FCS, 2.5ug 
Plasmocin™

MEF p65 -/- Fibroblasto 
embrionario de ratón

Dr. Leonardi DMEM 10%FCS, 2.5ug 
Plasmocin™
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1.2. Muestras de tejido tiroideo humano 
 

Se utilizaron muestras de tejido tiroideo humano que, sin previo procesamiento, 
se congelaron para el posterior análisis en estudios de expresión a nivel de RNA 
mensajero. También se utilizaron muestras de tejido humano conservadas en parafina 
para la construcción de microarrays de tejido (TMAs, tissue microarrays), analizando la 
expresión a nivel de proteína.  
 

1.2.1. Muestras congeladas 
 

Para los estudios de expresión a nivel de mRNA se analizaron muestras 
pareadas normal/tumor de cáncer de tiroides que se obtuvieron de la Red de 
Bancos de Tumores de Cataluña (Xarxa de Bancs de Tumors de Catalunya, 
XBTC). Ocho de los 15 tumores se clasificaron como carcinoma papilar de 
tiroides (PTC), tres como carcinoma folicular de tiroides (FTC) y los cuatro 
restantes como adenomas foliculares (FA). Las muestras congeladas se 
conservaron a −80°C hasta su procesamiento y análisis posterior. 

 

  1.2.2. Microarrays de tejidos (TMAs) 
 

Los TMAs fueron construidos a partir de biopsias conservadas en 
parafina de muestras quirúrgicas del Departamento de Patología del Hospital 
de la Vall d’Hebrón. Se incluyeron un total de 86 pacientes de cáncer de 
tiroides (26 hombres y 60 mujeres) sometidos a tratamiento para este tipo de 
cáncer entre los años 1978 y 1998, con una media de edad de 41.2 ± 18.4 
años. A todos estos pacientes se les hizo un seguimiento médico con 
revisiones periódicas durante 19 ± 8 años desde el inicio de su tratamiento. Los 
tumores tiroideos de los pacientes fueron clasificados en función de su 
histología, en folicular (FTC, 21 pacientes) o papilar (PTC, 65 pacientes). Los 
TMAs se montaron siguiendo el método estándar que, en resumen, consistió 
en seleccionar áreas representativas del tumor después de la tinción con 
hematoxilina-eosina de los bloques individuales de parafina. Como mínimo, 3 
secciones de 1.5 mm de diámetro fueron obtenidas de cada una de las 
muestras de los pacientes y organizadas en un nuevo bloque de parafina. En 
total, se obtuvieron 10 TMAs con 10 casos por cada TMA. Finalmente, se 
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realizaron secciones de 3μm de los bloques y se fijaron en portaobjetos aptos 
para el análisis por inmunohistoquímica. 

 

1.3. Anticuerpos 

 
Los anticuerpos utilizados en este trabajo y sus condiciones de uso se 

describen en la tabla presentada a continuación (Tabla 6). 
 
Tabla 6. Anticuerpos utilizados en este trabajo y sus características. 

 

 
 
1.4. Cebadores 

 
Las secuencias de los cebadores utilizados en este trabajo y sus temperaturas 

de hibridación se especifican en la Tabla 7. 
 
 
 
 
 
 

 

Concentración Origen Tipo Referencia Casa comercial
Western blot
α-TBX15 1:100 conejo IgG T-24 policlonal sc134059 Santa Cruz Biotech
α-YY1 1:5000 conejo IgG C-20 policlonal sc-281 Santa Cruz Biotech
α-NFKB P65 1:1000 cabra IgG C-20 policlonal sc-372-G Santa Cruz Biotech
α-PARP 1:1000 ratón IgG 6D640 monoclonal sc71849 Santa Cruz Biotech
α-Caspase3 1:1000 conejo IgG policlonal ab47131 Abcam
α-Caspase9 1:1000 conejo IgG monoclonal ab185719 Abcam
α-Cytochrome 1:1000 ratón IgG monoclonal ab110325 Abcam
α-Bax 1:1000 ratón IgG monoclonal ab77566 Abcam
α-BcL2 1:1000 ratón IgG monoclonal ab77567 Abcam
α-BcL XL 1:1000 conejo IgG monoclonal ab32370 Abcam
α-Vinculin 1:2500 conejo IgG N-terminal policlonal ab82418 Abcam
Inmunohistoquímica
α-YY1 1:40 ratón IgG 2C4 monoclonal WH0007528M1 Sigma
Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP)
α-NFKB P65 4µg cabra IgG C-20 policlonal sc-372-G Santa Cruz Biotech
α-IgG1 4µg ratón IgG clon MOPC21 M5284 Sigma
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Tabla 7. Cebadores utilizados en los distintos ensayos realizados en este trabajo. 
 

 
 

En negrita se indican las dianas de reconocimiento de las enzimas de restricción para la 
generación de los constructos de luciferasa y, también los nucleótidos cambiados en la 
generación de mutaciones puntuales. FW: cebador sentido (forward); RV: cebador antisentido 
(revers); Ta: temperatura de hibridación. 

 

Secuencia (5' a 3') Ta (ºC)
PCR cuantitativa
TBX15 FW:    AAAGCAGGCAGGAGGATGTT 58

RV:     GCACAGGGGAATCAGCATTG
YY1 FW:    GACCTCTCAGATCCCAAA 58

RV:     TTGTTTTTGGCCTTAGCA
CXCL1 FW:    AACCGAAGTCATAGCCACAC 58

RV:     CCTCCCTTCTGGTCAGTTG
RPL27 FW:    ATCGCCAAGAGATCAAAGATAA 58

RV:     TCTGAAGACATCCTTATTGACG
mCXCL1 (ratón) FW:    AACCGAAGTCATAGCCACAC 58

RV:     TTGGGGACACCTTTTAGCAT
mRPL27 (ratón) FW:    ATCGCCAAGCGATCCAAGATCA 58

RV:     CCTGAACACATCCTTGTTGACA
Generación de las construcciones para los ensayos de luciferasa
P1       FW:     ATTCCTCTGAGCTCTCCCAAGTTACGCCACC 68

RV:      GCTTTGGTACCGTCACAAATATAAAATCGGGGCTTC
P2        FW:     TCGAAGGTACCGGGAATGTGAGGTCAACGAT 65

RV:      GCTTTAGATCTGTCACAAATATAAAATCGGGGCTTC
P2rev  FW:     TCGAAAGATCTGGGAATGTGAGGTCAACGAT 65

RV:      GCTTTGGTACCGTCACAAATATAAAATCGGGGCTTC
P4       FW:     TCGAAGGTACCGGGAATGTGAGGTCAACGAT 65

RV:      CCTCTAGATCTAATGCCGATAGAACGCAGAT
P5        FW:     GCAGCGGTACCATCCCTTGGTCCTTCCAGAT 65

RV:      GCTCCAGATCTGACCGAAGTCAGCGAACAAT

Generación de mutaciones puntuales en construcciones analizados por luciferasa
kBS1 FW:     CAAGAGGAGAGCGAAAAGGGGGGTACCGCCCCGATTTTATATTTGTGACT 60

RV:      AGTCACAAATATAAAATCGGGGCGGTACCCCCCTTTTCGCTCTCCTCTTG
kBS2 FW:     ACCAGCAGCGTGCCCATCCCTTGTGAATTCCAGATGTTTGCAATAAAATCG 60

RV:      CGATTTTATTGCAAACATCTGGAATTCACAAGGGATGGGCACGCTGCTGGT
kBS3 FW:     GGGAGAGGGAGTGGATTTCTGGAAAGCTTCGCCCAAGGCCAG 60

RV:      CTGGCCTTGGGCGAAGCTTTCCAGAAATCCACTCCCTCTCCC

Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP)
región kBS1 FW:     TATCGGCATTGGGGCAAGAG 58

RV:      CAGACCGAAGTCAGCGAACA
región kBS2 FW:     ATTCAAGCACCCCCTCACAC 58

RV:      CTGGAAGGACCAAGGGATGG
región kBS3 FW:     GTGAGATGGGGAGAGGGAGT 58

RV:      GTGTGAGGGGGTGCTTGAAT
Promotor Ciclina D1 FW:     TCCCATTCTCTGCCGGGCTTTGATC 58

RV:      GCTGGTGTTCCATGGCTGGGGC
Amplificación de las muestras de DNA modificadas con bisulfito
C1 FW:     TTTTATAAAGGGAGTTTTGTGTGGT 59

RV:      TAAAACAAACTCCTCCCTCATACTC
C2 FW:     TTTAGTTTGTTTTTTATAAATTTATTTG 53

RV:      AACAAAATTTCCTCACCTCTTAAAC
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2. Métodos experimentales 
 

2.1. Extracción y purificación de DNA 
 

El DNA se extrajo siguiendo el protocolo estándar que se basa en la 
separación por fenol-cloroformo y su precipitación en acetato de amonio-etanol. El 
DNA se cuantificó mediante el espectofotómetro NanoDrop (Thermo Scientific) y se 
guardó a -20ºC hasta su posterior análisis o manipulación. Los fragmentos de DNA 
que se separaron por electroforesis y el DNA amplificado por PCR, se purificaron 
utilizando el kit NucleoSpin Extract II (Masherey Nagel). 

 

2.2. Extracción de RNA 
 

La extracción del RNA total de las células en cultivo se realizó siguiendo el 
protocolo que indica el reactivo TRIzol® (Ambion, Life Technologies™). Para la 
obtención del RNA a partir de las muestras de tejidos, se utilizó el kit AllPrep® 
DNA/RNA/Protein (Qiagen). El RNA se cuantificó mediante el espectofotómetro 
NanoDrop (Thermo Scientific) y se guardó a -80ºC hasta su posterior análisis. 
 

2.3. Retrotranscripción 
 

La síntesis de cDNA se realizó utilizando el kit Transcriptor First Strand cDNA 
Synthesis (Roche), partiendo de un microgramo de RNA total y siguiendo las 
directrices del fabricante. El cDNA obtenido se guardó a -20ºC hasta su posterior 
análisis.  
 

2.4. PCR cuantitativa 
 

La expresión génica fue analizada por PCR a tiempo real utilizando el reactivo 
LightCycler® 480 SYBRGreen I Master (Roche), siguiendo el protocolo del  fabricante. 
Cada PCR cuantitativa se realizó de la siguiente manera: 5 min a 95ºC, 45 ciclos a 
95°C durante 10s, 58°C durante 15s, 72°C durante 25s, y 78°C durante 5s. La 
especificidad de la reacción se verificó mediante el análisis de la curva de disociación 
de cada fragmento amplificado con un ciclo de 5s a 95ºC seguido por un incremento 
constante de temperatura entre 65 y 95ºC. Las reacciones se llevaron a cabo en el 
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sistema LightCycler® 480 (Roche). La expresión relativa de los genes de interés se 
normalizó utilizando el gen constitutivo RPL27 y se calculó siguiendo el método de la 
segunda derivada (2nd Derivative Max Method). 
 

2.5. Modificación del DNA con bisulfito y secuenciación de los 
fragmentos de DNA amplificados 
 

El DNA fue modificado con bisulfito sódico mediante el kit EZ DNA Methylation-
Startup™ (Zymo Research, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Seguidamente, se amplificaron por PCR las regiones de interés para su posterior 
secuenciación. La reacción se realizó en un volumen total de 25µL con 50-100ng de 
DNA tratado con bisulfito, 1X ZymoTaq™ PreMix (Zymo Research, USA) y 1mM de 
cada cebador. Como control, se realizó una reacción con un DNA metilado estándar. 
En la amplificación se siguieron las siguientes condiciones: 95ºC durante 10min; 40 
ciclos a 95ºC durante 35s, temperatura de hibridación durante 30s, y 72ºC durante 
1min; y como extensión final, 7min a 72ºC. Los cebadores utilizados y sus 
temperaturas hibridación (Ta) se especifican en la Tabla 7. Los productos amplificados 
se separaron con un gel de agarosa, fueron purificados y, posteriormente, 
secuenciados utilizando el servicio de secuenciación de Macrogen. El análisis del 
estado de metilación se realizó y semicuantificó siguiendo la fórmula: %metilación = 
100xnºC/(nºC+nºT) tal y como describió Jiang y colaboradores en 2010. Los 
porcentajes se redondearon a 0%, 25%, 50%, 75% y 100%. 

 

2.6. Extracción de proteínas y western blot 
 

Los lisados celulares se prepararon en tampón RIPA (Millipore) suplementado 
con inhibidores de proteases y fosfatasas (Roche). Para la eliminación de otros 
componentes celulares, las muestras se fragmentaron y sonicaron en 3 ciclos de 15s 
al 20% de amplitud. Después de su cuantificación, mediante el reactivo de Bradford, 
las proteínas se almacenaron a -80ºC hasta su posterior análisis mediante western 
blot. 

 
Para el análisis por western blot se separaron 30μg de proteína en un gel 

desnaturalizante al 9% de poliacrilamida, electrotransfiriéndose a membranas de 
nitrocelulosa (Trans-Blot® Transfer Medium, Bio-Rad). Las membranas se bloquearon 



MATERIALES Y MÉTODOS 

- 36 - 
 

de manera rutinaria y se hibridaron con el anticuerpo correspondiente (mirar Tabla 6). 
Seguidamente, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario asociado 
conjugado con peroxidasa (1:5000) durante 1h. El anticuerpo contra vinculina se utilizó 
como control de carga. Las señales de proteína se detectaron mediante 
quimioluminiscencia (Pierce® ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific) en la 
máquina GeneGnome© y fueron analizadas con la ayuda del programa ImageJ. 
 

2.7. Inmunohistoquímica 
 

La tinción inmunohistoquímica de los TMAs se realizó utilizando el sistema 
indirecto sin biotina con el kit de detección ultraView Universal DAB (Ventana Medical 
Systems), automatizado por el módulo de tinción Benchmark XT. Brevemente, la 
desparafinación se hizo con la solución EZ prepTM 10x y el desenmascaramiento con 
la solución, previamente diluida, Cell Conditioning 1 a pH 8 durante 1h. Seguidamente, 
el TMA se incubó durante 2h a 37ºC con el anticuerpo para YY1. Las muestras fueron 
tratadas con un anticuerpo secundario y el revelado se realizó utilizando H2O2 como 
substrato y diaminobenzidina (DAB) como cromógeno. La contratinción se realizó con 
hematoxilina durante 8min. 

 
Para evaluar la tinción inmunohistoquímica de YY1 se tuvo en cuenta la 

intensidad de señal en los casos en los que se observaba tinción homogénea a nivel 
celular. Todas las muestras inmunohistoquímicas se analizaron y clasificaron en 
función de la intensidad de tinción a nivel nuclear en: 0, negativa o ausencia de células 
positivas; 1, suave; 2, moderada y 3, tinción fuerte. Para los estudios estadísticos, los 
casos con ausencia o tinción suave se consideraron como expresión negativa de YY1 
y los casos con tinción moderada o fuerte se trataron como expresión positiva de YY1. 

 
Esta técnica se desarrolló en el Departamento de Anatomía Patológica del 

hospital de la Vall d’Hebrón. 

 

2.8. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 
 

La inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se realizó, con algunas 
modificaciones, tal y como describen Nowak y colaboradores en 2005. El día anterior 
del experimento, 5x106 células se sembraron en placas de 100mm de diámetro con 
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medio suplementado con 0.5% de albúmina (BSA). Las células se estimularon con 
2000U/mL TNFα durante 30min, lavadas primeramente con PBS y, después, con PBS 
1mM MgCl2 a pH 8.0 (PBS/Mg). El entrecruzamiento del DNA a las proteínas se 
realizó en primer lugar con 2mM de disuccinimidil glutarato (DSG, Fisher Scientific) 
durante 45min. Al final de la fijación, las células se lavaron con PBS. Seguidamente, 
se realizó un segundo entrecruzamiento con una solución 1% (v/v) de formaldehído en 
PBS/Mg, incubando a temperatura ambiente durante 15min. Después de lavarlas, las 
células fueron recogidas y lisadas 15min en hielo con 100μL de tampón L1 (50mM Tris 
pH 8.0, 10mM EDTA, 0.1% IGEPAL 630, 10% glicerol, 1mM DTT con inhibidores de 
proteasas cOmplete, Roche). Para eliminar las proteínas citoplasmáticas se 
precipitaron los núcleos mediante centrifugación, resuspendiéndose en 500μL de 
tampón de lisis con SDS (1% SDS, 50mM Tris pH 8.0, 10mM EDTA). Las muestras 
fueron sonicadas en el sonicador Digital Branson Sonifier® (Branson Ultrasonics 
Danbury, USA) con ciclos de 30s de sonicación, 30s en hielo. El tamaño de los 
fragmentos de DNA (300-500bp) se verificó a partir de una alícuota de 20μL, de la cual 
se revertió el entrecruzamiento incubando a 65°C durante 2h en 200mM NaCl, 0.5% 
SDS y 200μg/mL proteinasa K. La extracción del DNA se realizó mediante el protocolo 
usual fenol-cloroformo y precipitación en acetato de amonio/etanol. 
 

La cromatina soluble se cuantificó midiendo la absorbancia a 260nm, sin añadir 
más de 100μL de muestra en cada tubo, y tomando una cantidad de cromatina 
equivalente como input, se procedió a realizar la inmunoprecipitación. En primer lugar, 
se añadió tampón de baja carga iónica (50mM NaCl, 10mM HEPES pH 7.4, 1% 
IGEPAL 630, 10% glicerol, 1mM DTT con inhibidores de proteasa) hasta un volumen 
final de 900μL con 20μL de bolas magnéticas (Protein G Mag Sepharose Xtra, GE 
Healthcare Life Sciences), previamente lavadas y preequilibradas en presencia de 
tampón con 5% BSA. Cuatro microgramos de cada anticuerpo (NFKB p65 sc-372-G de 
Santa Cruz Biotechnology, y IgG1 Isotipo Control clon MOPC21 de Sigma) se 
prepararon en un volumen final de 500μL con tampón de baja carga iónica y 20μL de 
bolas magnéticas. Después de la incubación durante toda la noche a 4°C y en 
rotación, las muestras de bolas+anticuerpo se lavaron con el tampón de baja carga 
iónica y se les añadió la cromatina (reservando 10μL como input). Las hibridaciones se 
realizaron durante toda la noche a 4ºC con rotación. Los complejos unidos a las bolas 
se seleccionaron con un rack magnético (MagRack 6, GE Healthcare Life Sciences), 
lavándose con 500μL de tampón de baja carga iónica. Seguidamente, las bolas se 
lavaron de manera secuencial tal como sigue: lavado con tampón de alta salinidad 
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(500mM NaCl, 0.1% SDS, 1% IGEPAL 630, 2mM EDTA, 20mM Tris pH 8.0), lavado 
con tampón con LiCl (0.25M LiCl, 1% IGEPAL 630, 1% deoxycholate, 1mM EDTA, 
10mM Tris pH 8.0), y lavados con TE (10mM Tris pH 8.0, 1mM EDTA). Durante 30min 
y en rotación, se procedió a la elución de los complejos formados con 400μL de 
tampón de elución (1% SDS, 0.1M NaHCO3).  
 

Finalmente, se revirtió el entrecruzamiento de las muestras gracias a una 
solución de 200mM NaCl, 50mM Tris pH 6.8, 10mM EDTA y 200μg/mL proteinasa K a 
65 °C, durante 2h30min, y, se extrajo el DNA para su posterior análisis por PCR 
cuantitativa. 
 
 

3. Tratamientos y ensayos celulares 
 

3.1. Tratamientos celulares 
 

3.1.1. Tratamiento con camptotecina 
 

Como agente inductor de apoptosis se utilizó la camptotecina (CPT), un 
fármaco citotóxico que inhibe la enzima topoisomerasa I generando daño en el 
DNA. La CPT se adquirió de la casa comercial Sigma y se preparó una 
solución stock a 10mM en DMSO. Después de 24h de la transfección celular 
con el vector de expresión correspondiente, el medio de cultivo se substituyó 
por uno con una concentración final de 10μM de CPT, o con medio fresco 
como control. A las 0, 24, 48 y 72h de tratamiento, se recolectaron las células 
para ser analizadas. 

 

3.1.2. Estimulación con TNFα 
 

Con el objetivo de activar la vía de señalización de los factores NFkB se 
utilizó la citoquina TNFα. El compuesto fue adquirido de Prepotech, diluido y 
alicuotado con medio de cultivo hasta obtener una solución stock de 106U/mL. 
Las líneas celulares TPC-1, FRO, CGTH, HeLa, MEF p65+/+ y MEF p65-/- se 
sembraron en placas de 6 pocillos (105 células/pozo) con 2mL de su propio 
medio de cultivo. Cuando las células se adhirieron a las placas, el medio de 
cultivo se cambió por uno nuevo que contenía TNFα a una concentración final 
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de 2000U/mL, o medio fresco como control del tratamiento. A las 24h de 
estimulación, se extrajo el RNA de las células y fue analizado mediante PCR 
cuantitativa. 

 

3.1.3. Tratamiento con 5-aza-2′-deoxicitidina 
 

Con el objetivo de cuantificar el efecto de la metilación en la expresión 
de TBX15 se realizó una desmetilación del DNA total celular, utilizándose el 
compuesto 5-aza-2′-deoxicitidina (5-aza-dC, Sigma-Aldrich). Se sembraron 
células TPC-1 en placas de 6 pocillos a una concentración de 105 células/pozo 
(alrededor del 20% de confluencia). Después de 24h, se añadió el agente 
desmetilante 5-aza-dC a unas concentraciones finales de 2μM y 5μM. Las 
células se dejaron crecer durante 96h, renovando el reactivo 5-aza-dC cada 
24h. Al quinto día de tratamiento con 5-aza-dC, las células se recolectaron para 
extraer su RNA y su posterior análisis mediante PCR cuantitativa. 

 

3.2. Transfección celular 
 

3.2.1. Transfección de plásmidos 
 

Con el objetivo de estudiar la función de TBX15 a nivel celular, se 
sobreexpresó este factor en diferentes líneas celulares. Células FRO y TPC-1 
se sembraron en placas de 6 pocillos (2x105 células/pozo) en 2mL de su propio 
medio de cultivo y fueron transfectadas, al día siguiente, con el reactivo X-
tremeGene 9 (Roche) siguiendo el protocolo estándar del fabricante. Los 
plásmidos transfectados fueron: el vector de expresión pcDNA3.1-TBX15 y, 
como control, el vector vacío pcDNA3.1. 

 
- el vector de expresión TBX15.V (pcDNA3.1-TBX15), que codifica para la 

totalidad del gen TBX15, fue transfectado a una concentración de 1μg 
DNA/pozo. Generosamente proporcionado por el Dr. Kispert, Hannover, 
Alemania. 

- el vector vacío pcDNA3.1 (EV), utilizado como control negativo en los 
ensayos de transfección, fue transfectado a una concentración de 1μg 
DNA/pozo. 
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Con el objetivo de estudiar la región reguladora de TBX15, se diseñaron 
una serie de constructos utilizando el plásmido pGL4.26 (Promega) como base 
en la clonación de los diferentes fragmentos de la región reguladora del gen 
TBX15 (los diferentes constructos están especificados en el apartado 1.2 de 
Resultados). Este vector codifica para el gen reportero luciferasa luc2 (Photinus 
pyralis) y contiene una región de policlonaje donde se insertaron los diferentes 
fragmentos de DNA, por delante de un promotor mínimo y del gen luc2. 

 

 
 
Figura 10. Representación esquemática del plásmido comercial pGL4.26, utilizado como 
aceptor de los fragmentos reguladores de TBX15 testados por ensayos de luciferasa. 

 
En los casos de estudio del papel regulador del factor NFkB P65 en la 

región reguladora de TBX15 seleccionada, se cotransfectaron los plásmidos 
reporteros de luciferasa con el vector de expresión P65 (pcDNA3-p65), que 
codifica para la totalidad del gen P65. Fue utilizado a una concentración de 
0.8μg DNA/pozo. Obtenido del laboratorio del Dr. Leonardi, Nápoles, Italia. 

 
La línea celular HEK.293 se utilizó para la transfección en todos los 

ensayos de luciferasa. Las células HEK.293 se plaquearon (105 células/pozo) 
con 2mL de su propio medio, y fueron transfectadas utilizando el reactivo 
Lipofectamine® 2000 (Life Technologies) siguiendo el protocolo estándar del 
fabricante. Los constructos con el gen reportero de luciferasa  (0.5µg/pozo) se 
cotransfectaron junto con el plásmido que expresa la proteína renila (Promega) 
(0.25µg/pozo), tomado como control de transfección. En los casos en los que 
se utilizaba el plásmido P65, la cotransfección se realizó con 0.15µg/pozo de 
los constructos reporteros con luciferasa, 0.05µg/pozo de los plásmidos 
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reporteros con renila y 0.8μg del plásmido P65 (o un vector vacío pcDNA3.1 
como control negativo). 

 

3.2.2. Transfección de siRNA 
 

Las células FRO y TPC-1 se sembraron en placas de 6 pocillos (2x105 
células/pozo) con 2mL de su propio medio, y fueron transfectadas doblemente 
(24 y 48h después de su siembra) utilizando Lipofectamine® RNAiMAX 
Transfection Reagent (Invitrogen), tal y como se detalla en el protocolo de la 
casa comercial, llegándose a una concentración final de 20nM siRNA/pozo. 
 

Se utilizaron dos siRNA diferentes de manera independiente para 
silenciar la expresión de TBX15, y un siRNA como control negativo de esta 
inhibición. Los tres siRNA utilizados fueron obtenidos en la casa comercial 
Ambion, Life Technologies™: 
TBX15:  Silencer® Select s13838 (TBX15-siRNAa) 

Silencer® Select s13840 (TBX15-siRNAb) 
Silencer® Negative Control # 4 siRNA (control siRNA) 

 
 

3.3. Ensayos celulares 
 

3.3.1. Contaje celular 
 

Células FRO se sembraron en placas de 6 pozos (2x105 células/pozo) y 
se transfectaron con los plásmidos TBX15.V o EV. Después de 24h de la 
transfección, las células se trataron con CPT 10mM. A las 0, 24, 48 y 72h de 
tratamiento, las células fueron lavadas, tripsinizadas y recolectadas para su 
posterior contaje, utilizando un contador celular (Beckman Coulter Z2, GMI). 
Cada uno de los tres experimentos se realizó por triplicado. 

 

3.3.2. Ensayo de apoptosis 
 

La apoptosis se evaluó mediante una doble tinción con anexina-V-
fluoresceína (FITC) y ioduro de propidio (PI). Células FRO y TPC-1 (2x105 
células/pozo) fueron transfectadas con los plásmidos TBX15.V o EV y fueron 
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tratadas (o no) con CPT 10mM. Después de 48h de tratamiento, las células se 
lavaron con PBS y se resuspendieron en 100μL de un tampón que incorporaba 
la anexina-V-FITC y el PI (Annexin-V-FLUOS Staining Kit, Roche). Después de 
15min de incubación en oscuridad, las células se analizaron con el citómetro de 
flujo FACSCanto (BD Biosciences). El ensayo se realizó por triplicado al menos 
en 3 ocasiones. Los resultados se analizaron y se presentan como porcentajes 
del total de células apoptóticas, utilizando el programa FlowJo (Tree Star, 
Ashland, OR).  

 

3.3.3. Ensayo de formación de colonias en soft agar 
 

Células FRO y TPC-1 se sembraron en placas de 6 pocillos (2x105 
células/pozo) y fueron transfectadas con el plásmido de expresión de TBX15 
(TBX15.V) o con el vector vacío como control (EV). Después de 24h de 
transfección, las células FRO y TPC-1 fueron resuspendidas en DMEM con 
0.6% de agarosa (Pronadisa) y sembradas en una capa de medio 0.7% de 
agarosa. Se hizo un seguimiento de las colonias y se contaron después de 14-
21 días de incubación. 

 

3.3.4. Ensayo de luciferasa 
 
Células HEK.293 se sembraron en placas de 6 pocillos (105 

células/pozo) con 2mL de su propio medio y fueron transfectadas utilizando el 
reactivo Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent (Life Technologies). 
Brevemente, la cotransfección fue realizada con los diferentes constructos 
reporteros de luciferasa (0.5µg/pozo) y el plásmido de expresión de renilla 
(Promega) como control de transfección (0.25µg/pozo). En los casos en los que 
se requería el plásmido P65, la cotransfección se realizaba en las siguientes 
proporciones: 0.15µg/pozo de los constructos de luciferasa, 0.05µg/pozo del 
control de transfección renilla (Promega) y 0.8μg del plásmido P65 (o el vector 
vacío pcDNA3.1 como control negativo). Las células se recolectaron a las 24h 
después de la transfección, o a las 24h de la estimulación con TNFα, y se 
lisaron con el tampón PLB. La actividad de la luciferasa se analizó utilizando el 
kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega). Las transfecciones se 
realizaron por duplicado y todos los experimentos se repitieron, como mínimo, 
tres veces. 
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3.3.5. Ensayo de migración celular 
 

La capacidad de migración de las células se llevó a cabo mediante el 
ensayo de “herida” (wound healing assay). Brevemente, después de transfectar 
las células FRO y TPC-1 con el plásmido TBX15.V (o EV), se dejaron crecer 
hasta el 90% de confluencia y se practicaron 3 surcos en la monocapa de 
células utilizando una punta de pipeta P-200. A las 0, 48 y 72h de incubación, y 
mediante un microscopio de contraste de fase, se visualizaron y midieron las 
áreas de separación. 

 

3.3.6. Ensayo de viabilidad celular 
 

El ensayo XTT, basado en la capacidad celular de reducir sales de 
tetrazol, fue utilizado para analizar la actividad mitocondrial en células viables. 
Células FRO fueron sembradas en placas de 6 pocillos a una densidad de 
2x105 células por pozo y se incubaron toda la noche para ser transfectadas con 
los vectores TBX15.V o EV a la mañana siguiente. Después de 24h de la 
transfección, las células se trataron o no con CPT 10mM. A las 0, 24, 48 y 72h 
de tratamiento, 800μL de la solución XTT (Cell Proliferation Kit II, Roche) se 
añadió a cada pocillo y después de 2h de incubación, se midió la absorbancia 
en un espectofotómetro (Sunrise Microplate Reader, Tecan) a 492nm con una 
longitud de onda de 690nm como referencia. Se realizaron 3 experimentos 
independientes, con triplicados en cada uno de ellos.  

 

 
4. Análisis bioinformático 
 

Aproximadamente 1kb de la región 5’ del gen TBX15, obtenida de la base de 
datos genómica humana Ensembl GRCh38.p2 (cromosoma1: 118992365-118993457) 
(www.ensembl.org), fue analizada para detectar posibles secuencias de unión de 
factores de transcripción. 

 
La predicción de los potenciales sitios de unión de los factores de transcripción 

se realizó comparando varias bases de datos con un valor de corte > 85%: 
MatInspector (www.genomatix.de), rVista 2.0 (http://rvista.dcode.org), TFBS 
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(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) y la base de datos CONSITE 
(http://consite.genereg.net/). 
 
 

5. Análisis estadístico 
 

Todos los resultados numéricos han sido calculados y expresados como la 
media  ±desviación estándar (SD). Las diferencias entre grupos se han comparado 
mediante el test estadístico t-Student, tomando un p-valor (P)  menor de  0.05 como 
estadísticamente significativo. 
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1. Artículo I: Función de TBX15. 

Arribas J, Giménez E, Marcos R, Velázquez A. Novel antiapoptotic 

effect of TBX15: overexpression of TBX15 reduces apoptosis in 

cancer cells. Apoptosis 2015; 20: 1338-1346. 
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1.1. Resumen 

TBX15 es un factor de transcripción de la familia T-box, cuyos miembros son 
importantes en la regulación de muchos procesos del desarrollo, además de tener un 
papel importante en la proliferación y la supervivencia celular. La función de TBX15 se 
relaciona con procesos en el desarrollo, así, la alteración de TBX15 en humanos 
causa el síndrome de Cousin, caracterizado por anormalidades en el esqueleto. 
TBX15 también está implicado en la diferenciación de adipocitos y, recientemente, la 
metilación de TBX15 se ha propuesto como marcador en cáncer de próstata. Estudios 
preliminares en nuestro laboratorio indican la expresión alterada de TBX15 en líneas 
celulares de cáncer de tiroides. 

 
En este trabajo estudiamos la función celular de TBX15 relacionada con el 

desarrollo del cáncer. Primeramente, confirmamos que TBX15 muestra 
sobreexpresión en líneas celulares de cáncer de tiroides, analizando por western blot 
nueve líneas celulares de este tipo de cáncer y comparándolas con la línea normal. 
Para determinar el posible papel de TBX15 en carcinogénesis se realizaron estudios 
funcionales a nivel celular en dos líneas celulares transfectadas con un plásmido de 
expresión de TBX15 (simulando condiciones de sobreexpresión de TBX15). Los 
ensayos celulares realizados comprendieron: análisis de proliferación, de viabilidad 
celular, de formación de colonias, de migración celular y de apoptosis. Como control 
positivo en los ensayos de viabilidad, proliferación y apoptosis se utilizó el agente 
citotóxico camptotecina. Los resultados indicaron que la transfección de TBX15 no 
afectaba a la viabilidad celular, sin embargo, sí que se observaba un incremento en la 
proliferación celular. De acuerdo con estos resultados, la apoptosis disminuye 
significativamente en las células transfectadas con TBX15, tanto en presencia o no del 
agente citotóxico. El papel antiapoptótico de TBX15 fue comprobado mediante 
silenciamiento con RNA de interferencia del gen TBX15 endógeno, con el consiguiente 
aumento de la apoptosis celular. 

 
Seguidamente, el análisis de la expresión de proteínas implicadas en las 

principales vías de la apoptosis mostró que TBX15 interviene en la vía intrínseca 
mitocondrial de apoptosis. De manera que, después de la transfección celular con 
TBX15, se observó la disminución de la proteína proapotótica Bax y el incremento de 
las proteínas antiapoptóticas Bcl-2 y Bcl-XL, además de la disminución de dos factores 
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adicionales indicadores de la vía intrínseca mitocondrial: la liberación del citocromo c y 
la activación de la caspasa 9. 

 
Como conclusión, estos resultados demuestran por primera vez que TBX15 

tiene un papel antiapoptótico a nivel celular, lo cual puede contribuir al aumento de la 
proliferación de las células cancerosas. Esto, junto con la sobreexpresión de TBX15 
que muestran las líneas celulares de cáncer de tiroides, sugiere un papel de TBX15 en 
la carcinogénesis, mostrándose como una posible diana terapéutica. 
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2. Artículo II: Regulación de la expresión de TBX15 

Arribas J, Cajuso T, Marcos R, Leonardi A, Velázquez A. NF-kB 

mediated transcriptional regulation of TBX15. (En vías de 

publicación) 
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2.1. Resumen 

El papel antiapoptótico de TBX15, ilustrado en el apartado 1 de Resultados, 
sugiere un papel de TBX15 en la carcinogénesis, lo cual requiere resolver otras 
muchas cuestiones para poder entender su contribución en el desarrollo tumoral. Un 
aspecto clave es entender el patrón de expresión de TBX15 y, por lo tanto, su 
regulación. En este trabajo estudiamos la regulación de TBX15 en líneas celulares de 
cáncer. 

 
La regulación de TBX15 no se conoce. Solamente existe un estudio en la 

bibliografía, llevado a cabo en placentas humanas, donde se identificó en el promotor 
distal de TBX15 una región conservada que contiene una isla CpG relacionada con la 
expresión de TBX15. Nuestro análisis de metilación de dicha isla CpG mostró un nivel 
alto de metilación en las siete líneas celulares de cáncer estudiadas pero no 
observamos relación entre el grado de metilación y la expresión del mRNA de TBX15 
en dichas células. A pesar de ello, la desmetilación global de las células (mediante 
tratamiento con 5-aza-dC) incrementó el nivel de TBX15 mRNA. Todos estos 
resultados indican que tanto factores epigenéticos como genéticos controlan la 
expresión de TBX15. Posteriores análisis in silico de secuencias reguladoras en la 
región 5’ distal de TBX15, mostró tres secuencias posibles reconocidas por NFkB; 
además, la activación de la vía de señalización de NFkB, por estimulación con TNFα, 
incrementó de forma significativa la expresión de TBX15 en cuatro líneas celulares de 
cáncer. Por lo tanto, nuestra hipótesis es que esta región tiene una función reguladora 
de TBX15.  

 
Seguidamente, ensayos con luciferasa mostraron la función reguladora de la 

región distal de TBX15 con respuesta positiva a TNFα y el factor p65-NFkB. 
Mutagénesis dirigida de dicha región reguladora permitió identificar dos sitios 
funcionales de unión de NFkB, en -3302 y -3059 del gen TBX15 (kBS2 y kBS3, 
respectivamente), en los que la unión de la subunidad p65-NFkB era importante. Por 
ensayos de ChIP se confirmó la interacción directa de p65-NFkB con el sitio de unión 
kBS2. 

 
En resumen, estos resultados muestran por primera vez que la vía de 

señalización de NFkB regula de forma positiva la expresión de TBX15 en células de 
cáncer, identificando dos sitios funcionales de unión de NFkB en la región 5’ distal de 
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TBX15. Conocida la activación de NFkB en muchos tipos de cáncer, la relación entre 
NFkB y TBX15 mostrada en este estudio puede ser relevante para entender el papel 
de TBX15 en carcinogénesis. 
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Abstract 

 

TBX15 is a T-box transcription factor essential for skeleton development, being also 

proposed as a marker in prostate cancer; and, more recently, its antapoptotic function 

indicates a role in carcinogenesis. At present, the regulation of TBX15 is uncovered. In 

this study, we investigated the regulation of TBX15 expression in human cancer cells, 

by analysing the regulatory function of a conservative region in the distal promoter of 

TBX15. Bisulfite sequencing showed high methylation of the CpG island contained in 

this region that was no correlated with TBX15 mRNA levels, in seven cancer cell lines 

analyzed; however, after 5-aza-dC treatment of TPC-1 cells an increased expression of 

TBX15 was observed. We also found a significant response of TBX15 to TNF-α 

activation of the NF-κB pathway using four cancer cell lines (P<0.01). Next, by 

luciferase reporter assays, we identified the TBX15 regulatory region containing two 

functional NF-κB binding sites, on -3302 and -3059 of the TBX15 gene (kBS2 and 

kBS3, respectively) with response to NF-κBp65. Moreover, a direct interaction of NF-

κBp65 with the kBS2 binding site was indicated by ChIP assays. In summary, we 

provide novel data showing that NF-κB signaling pathway up-regulates TBX15 

expression in cancer cells. Furthermore, the link between TBX15 and NF-κB found in 

the present study may be important to understand cancer and development processes.   

 

Keywords: NF-kB, TBX15, cancer, TBX15 regulation 
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3. Artículo III: Expresión de YY1 en cáncer de tiroides. 

Arribas J, Castellví J, Marcos R, Zafón C, Velázquez A. Expression 

of YY1 in differentiated thyroid cancer. Endocrine Pathology 2015; 

26:111-118. 
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3.1. Resumen  

El factor de transcripción YY1 juega un papel esencial en la diferenciación y 
proliferación celular regulando gran cantidad de genes, muchos de ellos relacionados 
con el cáncer. Así, YY1 está implicado en el desarrollo del cáncer con una función dual 
de activación de oncogenes y represión de genes represores de tumores. La 
información acerca de la expresión alterada de YY1 en diferentes tipos de tumores es 
muy extensa y su función depende del incremento o disminución de su expresión en 
cada tipo de tumor. Así mismo, la asociación de la expresión de YY1 con el pronóstico 
de la enfermedad también varía entre los diferentes tipos de cáncer, de forma que, 
dependiendo del tipo de cáncer, niveles altos de expresión de YY1 muestran 
correlación positiva con un buen pronóstico (cáncer de próstata, mama, colon y ovario) 
o con la progresión tumoral (hepatoblastoma y algunos linfomas). En cáncer de 
tiroides no existe información de la posible implicación de YY1 en este tipo de cáncer. 

 
En este estudio analizamos la expresión de YY1 en cáncer de tiroides y su 

asociación con características clínicas de los pacientes. La expresión de YY1 se 
evaluó a nivel de mRNA (mediante qPCR) y de proteína (por western blot o 
inmunohistoquímica), en líneas celulares, muestras pareadas de tejido de tiroides 
normal y tumoral, y en microarrays de tejidos pertenecientes a pacientes con cáncer 
de tiroides. 

 
Nuestros resultados mostraron una sobreexpresión de YY1 en las líneas 

celulares de cáncer de tiroides comparado con las líneas celulares normales, tanto a 
nivel transcripcional como a nivel de proteína. En las muestras de tejido de tiroides 
normal y tumoral también se observó un aumento significativo de la expresión de YY1 
a nivel de mRNA en los tejidos tumorales comparado con los normales, siendo el 
incremento evidente en el tipo papilar que mostró un aumento de nivel de YY1 en el 
50% de las muestras (cuatro de ocho casos del tipo papilar; p<0,01). En el análisis de 
microarrays de tejidos de pacientes con cáncer diferenciado de tiroides por 
inmunohistoquímica se observó expresión de la proteína YY1 a nivel nuclear, tanto en 
el tipo papilar como en el tipo folicular de cáncer de tiroides (48 y 19%, 
respectivamente). 
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Seguidamente, la estratificación de las muestras de acuerdo con los niveles de 
expresión positivos o negativos de la proteína YY1, indicó que la mayoría de las 
muestras con expresión positiva de YY1 correspondía a pacientes de cáncer de 
tiroides del tipo papilar, siendo el 88% de los pacientes con expresión positiva de YY1 
pacientes de ese tipo de cáncer. Finalmente, el análisis de asociación de las 
características clínicas de los pacientes con la expresión de YY1 mostró una relación 
con la edad de diagnosis de los pacientes. 

 
En resumen, nuestros datos indican por primera vez que el factor de 

transcripción YY1 se encuentra sobreexpresado en cáncer diferenciado de tiroides, 
siendo el cáncer de tiroides papilar el que muestra mayor frecuencia de 
sobreexpresión de YY1. 
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DISCUSIÓN 

 

 

 

En este trabajo de tesis se parte de la premisa de que la región 1p12 del 
cromosoma 1 en humanos está asociada con el cáncer de tiroides (Baida et al, 2008). 
Uno de los polimorfismos de asociación es el SNP rs2145418, que se encuentra en 
una región muy conservada pero vacía de genes. Análisis in silico de esta región 
predijeron una secuencia de unión para el factor de transcripción YY1, y el gen más 
cercano al SNP rs2145418 se encuentra a 460kb y codifica para otro factor de 
transcripción, el TBX15. Así, estos estudios de nuestro laboratorio permitieron plantear 
los estudios que se presentan en esta tesis. Además, el hecho de que la región 1p12 
del cromosoma 1 humano se encuentra alterada en muchos y distintos tipos de 
cáncer, como leucemias limfocíticas, mielomonocíticas y limfoblásticas, 
adenocarcinomas de mama, intestino, riñón y ovario, neuroblastomas, mielomas de 
diferentes tipos,… (Mitelman Database, 2015), añade relevancia a nuestros estudios. 

 
Hay que destacar que TBX15 e YY1 son dos factores de transcripción y los 

factores de transcripción, como moléculas transductoras de señales, ejercen un papel 
clave en la regulación de muchos procesos básicos del funcionamiento y fisiología de 
la célula, como pueden ser la proliferación celular, la inducción de la apoptosis o la 
reparación del DNA. Así, la activación oncogénica de ciertos factores de transcripción 
permite que actúen de manera constitutiva sin necesidad de señales externas, de la 
misma forma, la inactivación de otro tipo de factores de transcripción que ejercen 
como supresores de tumores genera también alteración en sus actividades. Como 
resultado, se inician una serie de procesos descontrolados que son característicos del 
cáncer, como: la síntesis continuada de proteínas implicadas en la promoción del ciclo 
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celular, la evasión de la apoptosis, la angiogénesis, la capacidad de invadir los tejidos 
o de generar metástasis (Hanahan y Weinberg, 2011). Por lo tanto, la expresión y 
función aberrantes de los factores de transcripción son un punto importante en la 
aparición y desarrollo del cáncer. En cáncer de tiroides se ha descrito la asociación de 
ciertos factores de transcripción específicos del tiroides con este tipo de cáncer 
(Fernández et al., 2015), pero no existe información acerca de la implicación de otros 
factores de transcripción generales, ni tampoco sobre TBX15 e YY1. Si nos referimos 
al cáncer en general, la implicación de YY1 está bien documentada (Castellano et al., 
2009); sin embargo, no existen estudios relativos a la posible implicación de TBX15 en 
cáncer. 

 
En este contexto, la presente tesis aporta conocimiento sobre el papel del 

factor de transcripción TBX15 en el desarrollo del cáncer, y se analiza la expresión de 
YY1 en cáncer de tiroides. 

 
 

1. TBX15 y cáncer. 
 

TBX15 es un factor de transcripción cuya función se ha relacionado con 
procesos importantes en el desarrollo, sobre todo del esqueleto (Singh et al., 2005). 
Esto y el hecho de que pertenezca a la familia de factores T-box, con muchos 
miembros con efectos en la proliferación celular, la invasión y la metástasis 
(Wansleben et al., 2014), permite plantear la hipótesis de que TBX15 también está 
implicado en el cáncer. Además, como se ha indicado anteriormente, en nuestro 
laboratorio se definió la asociación de la región cromosómica 1p12, donde se sitúa 
TBX15, con el cáncer de tiroides (Baida et al., 2008). 

 
Todo ello nos condujo a estudiar la función de TBX15 en la biología de la célula 

y su relación con el desarrollo del cáncer. Primeramente, confirmamos la 
sobreexpresión de TBX15 en líneas celulares de cáncer de tiroides, y después se 
realizaron una serie de estudios funcionales. Estos estudios indicaron el papel 
antiapoptótico de TBX15, lo cual puede contribuir al desarrollo del cáncer permitiendo 
el aumento de la proliferación. 

 
A partir de estos resultados y dado que nuestro análisis indicó que la expresión 

de TBX15 está alterada en líneas celulares de cáncer de tiroides, seguidamente nos 
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propusimos estudiar la regulación de la expresión de TBX15. Así, en este trabajo se 
demuestra que la activación de la vía de señalización de NFkB regula positivamente a 
TBX15, y se identificaron dos sitios funcionales de unión de NFkB en la región 5’-distal 
de TBX15.  

 

1.1. Función de TBX15 relacionada con el cáncer. 
 

La función de TBX15 a nivel celular se analizó en condiciones de expresión 
ectópica de TBX15 mediante la transfección con un plásmido de expresión para 
TBX15. Observamos cómo esta sobreexpresión aumentaba la proliferación celular y 
disminuía la apoptosis en las células transfectadas. Estos resultados se confirmaron 
posteriormente mediante la utilización de RNA de interferencia para TBX15, que 
mostró un efecto inverso a la sobreexpresión de TBX15, es decir, la inhibición de 
TBX15 mostró un incremento de la apoptosis comparado con la actividad constitutiva 
de TBX15 en la célula. 

 
Estos resultados son novedosos al definir el papel antiapoptótico de TBX15, 

aportando información a las evidencias que existen de que ciertos genes T-box están 
implicados en el desarrollo tumoral. Entre ellos encontramos algunos con carácter 
oncogénico, mostrándose sobreexpresados en cáncer, y otros que actúan como 
supresores de tumores, encontrándose en bajos niveles en diferentes tipos de cáncer 
(Wansleben et al., 2014). 

 
Entre los miembros de la familia T-box que presentan niveles bajos de 

expresión en cáncer y una función supresora de tumores reconocida se encuentra 
TBX1, capaz de restablecer la inhibición por contacto del crecimiento celular, además 
de suprimir la transformación y proliferación celular en células tumorales de piel 
(Trempus et al., 2012). De manera similar, TBX5 suprime el crecimiento de células 
cancerosas y promueve la apoptosis (He et al., 2002), en cáncer de colon TBX5 se 
inactiva debido a la metilación de su promotor (Yu et al., 2010). La expresión baja de 
TBX4 en adenocarcinomas del conducto pancreático se relaciona con un mal 
pronóstico del paciente, y se considera que este factor también actúa como supresor 
de tumores (Zong et al., 2011). 

 
Otros miembros de la familia T-box como TBX2 y TBX3, se encuentran 

sobreexpresados en varios cánceres humanos: mama, páncreas, ovario y cérvix 
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(Vance et al., 2005; Rodriguez et al., 2008), y promueven la tumorigénesis al inhibir la 
senescencia celular, facilitando la transformación, el crecimiento y la migración celular 
(Rowley et al., 2004). El gen brachyury se sobreexpresa en cáncer de esófago, 
vesícula y ovario (Palena et al., 2007); con evidencias de participar en la transición 
epitelio-mesénquima, paso importante en la evolución de los tumores secundarios 
(Fernando et al., 2010). Otro miembro de la familia T-box que también se encuentra 
sobreexpresado en cáncer es TBX21, pero muestra un carácter diferente a los 
anteriormente citados. TBX21 está relacionado con cánceres de tipo hormonal y 
confiere resistencia a las células cancerosas al tratamiento con tamoxifen (McCune et 
al., 2010). 

 
En nuestro estudio observamos niveles altos de TBX15 en líneas celulares de 

cáncer de tiroides con respecto a las células normales de tiroides que, junto con la 
reducción de la apoptosis producida por TBX15, tendría un efecto proliferativo 
favoreciendo la tumorigénesis. Como hemos indicado anteriormente, TBX2, TBX3 y 
Brachyury también promueven el crecimiento celular. Asimismo, la función 
antiapoptótica de TBX15 concuerda con el papel que juega TBX15 durante el 
desarrollo. TBX15 es un factor de transcripción necesario durante el desarrollo del 
esqueleto, mostrando expresión dinámica en el desarrollo de las extremidades y 
durante la formación endocondrial temprana del hueso. Así, el número de células 
precursoras mesenquimáticas y condrocitos tiene una relación directa con la expresión 
de TBX15, por lo que la tasa de proliferación de estas células en ratones Tbx15-/- está 
disminuida afectando al desarrollo del esqueleto en los embriones mutantes (Singh et 
al., 2005). 
 

Los genes diana del factor de transcripción TBX15 aún son desconocidos pero, 
dada la función antiapoptótica de TBX15 demostrada en este trabajo, cabría esperar 
que TBX15 regulase alguna de las proteínas relacionadas con las diferentes vías de la 
apoptosis celular. Así, las células con sobreexpresión de TBX15 y que mostraban una  
disminución de la apoptosis, también presentaban alteración en la expresión de 
proteínas marcadoras de apoptosis. En concreto, observamos disminución de la 
proteína pro-apoptótica Bax y un aumento de las proteínas anti-apoptóticas Bcl2 y Bcl-
XL. Por lo tanto, en las células con sobreexpresión de TBX15, la supresión de la 
apoptosis por TBX15 se produce por alteración de la relación entre las proteínas 
proapoptóticas y antiapoptóticas características de la vía de apoptosis intrínseca 
mitocondrial (Wong, 2011), provocando reducción de la vía, que queda reflejado por la 
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disminución de la liberación de citocromo c y reducción de la activación de las 
caspasas 9 y 3. 

 
 

1.2. Regulación de la expresión de TBX15. 
 

Una vez establecida la función antiapoptótica de TBX15, el incremento de la 
proteína TBX15 en líneas celulares de cáncer de tiroides sugiere que, durante el 
desarrollo tumoral, la alteración de la expresión de TBX15 podría contribuir a la 
proliferación celular. Por lo tanto, es importante estudiar la regulación de TBX15 para 
entender su papel en cáncer. Hasta el momento, los mecanismos que controlan la 
expresión de TBX15 son desconocidos. Solamente existe un trabajo en la bibliografía 
que sugiere la regulación compleja de TBX15. En dicho trabajo Chelbi y colaboradores 
(2011) observaron que en patologías de placenta con fallo en el crecimiento del feto, 
los niveles de mRNA de TBX15 eran menores que en las placentas normales. 
Asimismo, identificaron una zona situada en la región 5’-distal de TBX15 
diferencialmente metilada en placentas patológicas. Además, el grado de metilación de 
esta región modula la interacción del factor de transcripción PDX1 controlando la 
expresión de TBX15. Estos resultados sugieren una cooperación de factores genéticos 
y epigenéticos en la regulación de TBX15 cuya contribución relativa establece la 
función de TBX15 en cada tipo celular y durante el desarrollo. 

 
La región reguladora de TBX15 descrita por Chelbi y colaboradores (2011) está 

altamente conservada y presenta una isla CpG, por lo que centramos nuestros 
estudios en analizar el papel de esta región en la regulación de TBX15 en células de 
cáncer. El análisis de la metilación de esta isla CpG en líneas celulares de cáncer 
muestra una falta de relación entre el estado de metilación de la isla CpG y los niveles 
de TBX15 mRNA en dichas líneas celulares. Sin embargo, sí que la desmetilación 
global de la célula provoca un incremento en la expresión de TBX15 mRNA, lo que 
indica que el estado de metilación de otras regiones del gen TBX15 son importantes 
para modular su expresión. De hecho, el estado de metilación del promotor de TBX15 
se ha relacionado con características clinicopatológicas en cáncer de próstata, aunque 
el estudio no indica cómo afecta la metilación en la expresión de TBX15 (Kron et al., 
2012). 
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Además de la isla CpG indicada, la región conservada del extremo 5’ del gen 
TBX15 posee tres sitios de unión de NFkB. Por otro lado, la estimulación con TNFα 
(activador de la vía de señalización de NFkB) de HeLa y tres líneas celulares de 
cáncer de tiroides, produce un incremento de la expresión de TBX15. Sin embargo, el 
estímulo con TNFα es incapaz de aumentar la expresión de TBX15 en las células MEF 
p65-/- comparado con la expresión de TBX15 en las células MEF p65+/+. Todo ello 
indica que NFkB regula la expresión de TBX15 y que la subunidad p65-NFkB es 
importante en esta regulación. 

 
Ensayos de luciferasa nos permitieron limitar la región reguladora a un 

fragmento de unas 600bp en la región 5’-distal de TBX15 y que contiene los tres sitios 
de unión para NFkB predichos por las bases de datos. Este fragmento responde 
positivamente a la activación con TNFα y a niveles altos de p65-NFkB. Ensayos de 
luciferasa con plásmidos reporteros que contenían las secuencias diana de NFkB 
mutadas indicaron que dos de los sitios predichos son funcionales estando localizados 
en las posiciones -3302 y -3059 del gen TBX15. La técnica de ChIP permitió 
establecer la unión directa de p65-NFkB en el sitio -3302, y posiblemente se necesita 
la acción cooperativa de los dos sitios de unión de NFkB para integrar las señales de 
NFkB que se requieren en la regulación positiva de TBX15 mediada por NFkB. 
Además, es posible que la regulación de TBX15 requiere de otros factores que pueden 
actuar de forma específica en distintos tipos celulares. Así, en patologías de placentas, 
TBX15 es regulado negativamente por PDX1 dependiendo del estado de metilación de 
TBX15 (Chelbi et al., 2011). 

 
Es interesante destacar la relación entre TBX15 y NFkB encontrada en nuestro 

trabajo ya que puede ayudar a entender el papel de TBX15 durante el desarrollo y en 
los procesos cancerígenos. El papel central de NFkB en muchos procesos celulares 
importantes, como en el ciclo celular, la proliferación o la diferenciación, a través de la 
regulación de sus genes diana, está muy documentado (Joyce et al., 2001; Hayden y 
Ghosh, 2008). Además, se ha descrito la activación constitutiva de NFkB en muchos 
tipos de cáncer, incluyendo el cáncer de tiroides (Escárcega et al., 2007; Pacifico y 
Leonardi, 2006), y actúa como un oncogén activando la proliferación celular e 
inhibiendo la apoptosis (Karin y Lin, 2002; Pacifico et al., 2004). La actividad 
antiapoptótica de TBX15 junto con la regulación por NFkB de TBX15, sugiere que 
NFkB puede promover la inhibición de la apoptosis atribuida a TBX15, situando a 
TBX15 como un gen diana de la actividad antiapoptótica de NFkB. Así, a pesar de que 
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la expresión de TBX15 en cáncer es desconocida, la modulación de la expresión de 
TBX15 por NFkB hace pensar que la expresión estaría alterada en diferentes tipos de 
cáncer. De hecho, nosotros indicamos en este trabajo que la expresión de TBX15 está 
alterada en células de cáncer de tiroides; y la activación de NFkB en cáncer de tiroides 
está bien establecida (Pacifico y Leonardi, 2010; Xing, 2013); por lo que, en otros tipos 
de cáncer, cabe esperar una relación entre la activación de NFkB y la expresión de 
TBX15. 

 
Durante el desarrollo también existen indicios que apoyan que TBX15 puede 

ser un gen diana de NFkB. Así, en el embrión, durante la formación de las 
extremidades, NFkB actúa como transmisor de señales de crecimiento entre el 
ectodermo y el mesénquima (Bushdid et al., 1998), lugar dónde TBX15 regula el 
número de células precursoras mediante el control de su proliferación (Singh et al., 
2005).  
 

En resumen, nuestro estudio describe una nueva función del factor de 
transcripción TBX15 como inhibidor de la apoptosis celular, lo que puede contribuir al 
potencial proliferativo de las células cancerígenas y sugiere a TBX15 como una diana 
terapéutica potencial en el tratamiento del cáncer. También, hemos demostrado que 
NFkB regula positivamente la transcripción de TBX15 mediante su unión a una región 
reguladora en la zona 5’-distal del gen TBX15. La relación entre TBX15 y NFkB puede 
ser importante para entender el papel de TBX15 en el cáncer. 
 
 

2. Expresión de YY1 en cáncer de tiroides 
 

YY1 es un factor de transcripción que se expresa de manera ubicua, pero su 
expresión se encuentra alterada en muchos tipos de cánceres humanos (Zaravinos et 
al., 2010). YY1 tiene un papel esencial en la diferenciación y proliferación celular 
regulando gran cantidad de genes, muchos de ellos relacionados con el cáncer 
(Castellano et al., 2009). Su papel en la tumorigénesis es complejo, presenta actividad 
oncogénica pero tiene una función dual, por lo que produce activación de oncogenes y 
represión de genes supresores de tumores (Zhang et al., 2011). Su función 
dependería de si presenta un incremento o una disminución de su expresión en cada 
tipo de tumor; de hecho, la extensa información acerca de la alteración de la expresión 
de YY1 muestra que es dependiente del tipo de cáncer (Zaravinos et al., 2010; Zhang 
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et al., 2011). Así mismo, la asociación de la expresión de YY1 con el pronóstico del 
cáncer también difiere entre los diversos tipos de tumor. En cáncer de ovario, próstata, 
mama y colon su expresión se relaciona con un buen pronóstico para el paciente 
(Berchuck et al., 2005; Matsumura et al., 2009); en cambio, niveles altos de expresión 
de YY1 en hepatoblastoma y algunos linfomas se correlacionan directamente con la 
progresión del tumor y, por lo tanto, con un mal pronóstico de la enfermedad (de Nigris 
et al., 2006; Libra et al., 2008). En cáncer de tiroides, sin embargo, no existe 
información al respeto. 

 
En este estudio describimos por primera vez que YY1 se encuentra 

sobreexpresado en cáncer diferenciado de tiroides, lo que sugiere su implicación en 
este tipo de cáncer. El análisis de la expresión de YY1 en líneas celulares de cáncer 
de tiroides mostraba niveles superiores de mRNA y proteína YY1 en estas células y no 
en células normales de tiroides, con una correlación positiva entre los niveles de 
tránscrito y proteína. Estudios previos de expresión de YY1 en células de cáncer de 
mama y de linfoma también muestran incremento de mRNA y proteína YY1 (Begon et 
al., 2005; Castellano et al., 2010). 

 
In vivo, los estudios de la expresión de YY1 se basan principalmente en 

análisis transcripcionales (Zaravinos et al., 2010) donde los niveles de expresión de 
YY1 alterados, incremento o disminución, depende del tipo de cáncer. Nuestro análisis 
de muestras apareadas, normal/tumor, de pacientes con cáncer diferenciado de 
tiroides indica un incremento de YY1 mRNA en las muestras tumorales comparado 
con el tejido normal. Aunque el número de muestras disponible para el análisis fue 
limitado, estos resultados apoyan la sobreexpresión de YY1 observada previamente 
en líneas celulares de cáncer de tiroides y son una evidencia adicional de la 
implicación de YY1 en este tipo de cáncer. La sobreexpresión de YY1 también se ha 
descrito en otros tipos de cáncer como en mama, próstata, cerebro, colon, 
osteosarcomas y linfomas de células B gigantes (Castellano et al., 2010; Wan et al., 
2012; Seligson et al., 2005; Baritaki et al., 2009; de Nigris et al., 2006; Chinnapan et 
al., 2009). 

 
El análisis por inmunohistoquímica de microarrays de tejidos de cáncer de 

tiroides también indica una expresión alta de YY1 en las muestras de tejido tumoral de 
los pacientes con cáncer diferenciado de tiroides, lo que está de acuerdo con lo 
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observado en líneas celulares y en las muestras pareadas de pacientes de cáncer de 
tiroides analizadas. 

 
En el análisis de microarrays, el número de muestras fue mayor y nos permitió 

clasificar los tumores de acuerdo a la expresión de YY1 positiva o negativa, 
observando que la mayoría de tumores con expresión positiva para YY1 corresponden 
a pacientes con cáncer de tiroides del tipo papilar. En concreto, la expresión positiva 
de YY1 identifica al 88% de los pacientes de cáncer papilar de tiroides. Estos 
resultados sugieren que en cáncer diferenciado de tiroides, YY1 podría intervenir en la 
regulación de vías específicas del desarrollo del cáncer papilar de tiroides. Así, 
estudios de las alteraciones genéticas en cáncer diferenciado de tiroides han permitido 
establecer vías del desarrollo tumoral bien diferenciadas entre los subtipos papilar y 
folicular. Por ejemplo, en el tipo papilar las alteraciones más frecuentes corresponden 
a mutaciones puntuales en los genes BRAF o RAS, o reordenamientos RET/PTC, que 
llevan a la activación constitutiva de la vía de señalización de las MAP quinasas. En 
cambio, en el tipo folicular, la proteína RAS alterada puede actuar tanto activando la 
vía de las MAP quinasas como la vía de señalización de la PI3K; además, una 
alteración frecuente en el subtipo folicular de cáncer de tiroides es la reordenación 
PAX8-PPARγ que da lugar a la correspondiente proteína de fusión que inhibe a PTEN 
afectando a la vía PI3K (Romitti et al., 2013). Estudios genómicos más recientes, 
también indican la existencia de diferentes subgrupos moleculares en el subtipo 
papilar de cáncer de tiroides, así como la importancia de moduladores de la cromatina 
en el desarrollo del cáncer de tiroides (Xing, 2013; Cancer Genome Atlas Research 
Network, 2014). Es interesante señalar que YY1 actúa en la regulación epigenética de 
muchos genes relacionados con el cáncer, lo que podría explicar la expresión alterada 
de YY1 en cáncer (Jeon y Lee, 2011; Zhang et al., 2011). En nuestro caso de estudio, 
el cáncer diferenciado de tiroides, la expresión alterada de YY1 podría contribuir a los 
cambios epigenéticos que se producen en el cáncer de tiroides (Xing, 2007; Hou et al., 
2011; Mancikova et al., 2014). Dado el desconocimiento acerca de la regulación de 
YY1, estos estudios son necesarios para entender la función de YY1 en el cáncer de 
tiroides y explorar la posible utilización de la expresión de YY1 en el diagnóstico de 
este tipo de cáncer.  

 
La expresión de YY1 relacionada con las características clínicas de los 

pacientes depende del tipo de cáncer; mientras que la sobreexpresión de YY1 está 
asociada con mal pronóstico en osteosarcomas y hepatosarcomas (de Nigris et al., 
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2006; Libra et al., 2008), en cáncer de ovario, colon y mama se relaciona con tasas de 
supervivencia mayores (Berchuck et al., 2005; Matsumura et al., 2009). En cáncer de 
tiroides, nosotros observamos relación entre la expresión de YY1 y la edad de 
diagnóstico del cáncer, pero esta relación es diferente para los tipos papilar y folicular. 
En el tipo papilar, la asociación de YY1 con la edad es estadísticamente significativa, 
donde en el grupo con expresión positiva de YY1, el 70% de los pacientes de tipo 
papilar son menores de 45 años. En cambio, para el subtipo folicular, los pacientes 
que expresan YY1 tienden a ser mayores de 45 años. A pesar de que la edad de 
diagnóstico es un factor bien establecido para el pronóstico del cáncer de tiroides 
(Tran et al., 2012), no es fácil explicar el significado clínico de la relación opuesta entre 
los subtipos papilar y folicular encontrada en este estudio. Es posible que la asociación 
de YY1 con la edad, que se observa en nuestro estudio, sea una consecuencia de la 
diferente edad de aparición del tumor que se da en los subtipos papilar y folicular de 
cáncer de tiroides, ya que está descrito que los pacientes con cáncer diferenciado de 
tiroides de tipo papilar son más jóvenes que los de tipo folicular (Lang et al., 2007). 
Así, en nuestro estudio, la asociación de YY1 con la edad tan sólo reflejaría la 
diferente edad de diagnóstico entre el cáncer papilar y folicular, aunque los resultados 
indican que la expresión positiva de YY1 es importante en el desarrollo tumoral del 
cáncer diferenciado de tiroides. Además, observamos que los pacientes del subtipo 
papilar con expresión positiva de YY1 presentan una tendencia a poseer metástasis en 
los nódulos linfáticos. La afectación de los nódulos linfáticos se ha descrito como una 
señal de mal pronóstico (Nixon y Shaha, 2013), por lo que nuestros resultados podrían 
indicar una relación entre el nivel de expresión de YY1 y la evolución del cáncer de 
tiroides.  

 
En cualquier caso, nuestros resultados representan el primer estudio de la 

implicación de YY1 en el cáncer de tiroides sin tener información previa sobre la 
expresión de este factor en este tipo cáncer. Mostramos como YY1 se encuentra 
sobreexpresado en cáncer diferenciado de tiroides, pero la validación de este estudio 
analizando un número mayor de muestras permitirá determinar la importancia de YY1 
en cáncer de tiroides. De todas formas, la asociación significativa de la expresión 
positiva de YY1 con el cáncer de tiroides papilar resulta relevante debido a que la 
incidencia de este subtipo de cáncer tiroideo se encuentra actualmente en aumento 
(Morris et al., 2013). 
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En conclusión, nuestro estudio muestra por primera vez como el factor de 
transcripción YY1 se encuentra sobreexpresado en cáncer diferenciado de tiroides, 
siendo más frecuente su expresión positiva en el tipo papilar que en el folicular, 
poniendo en evidencia la posible implicación de YY1 en el cáncer de tiroides. 
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CONCLUSIONES 

 

 

Partiendo de los objetivos iniciales y después de discutir los resultados expuestos, de 
esta tesis obtenemos las siguientes conclusiones: 

1. El factor de transcripción TBX15 se encuentra sobreexpresado en las nueve 
líneas celulares de cáncer de tiroides analizadas por western blot, al 
compararlas con las líneas celulares de tiroides normales, S11N y S63N. 
 

2. TBX15 tiene una función antiapoptótica, lo que indica su implicación en 
procesos proliferativos celulares. 
 

3. TBX15 actúa en la vía intrínseca mitocondrial de la apoptosis. Así, la 
sobreexpresión de TBX15 disminuye la apoptosis al alterar la relación de 
proteínas proapoptóticas/antiapoptóticas que, a su vez, reduce la liberación 
mitocondrial de citocromo c y produce menor activación de las caspasas 9 y 3. 
 

4. El nivel mayor de la proteína TBX15 en líneas celulares de cáncer de tiroides 
puede explicarse por la función antiapoptótica de TBX15. 
 

5. El mRNA de TBX15 aumenta tras la desmetilación global del DNA celular. Por 
lo tanto, la metilación del DNA es un factor regulador de la transcripción de 
TBX15. 
 

6. La activación de la vía NFkB mediante TNFα incrementa el nivel de mRNA de 
TBX15 en líneas celulares de cáncer. Por lo tanto, además de la metilación, el 
factor NFkB regula de forma positiva a TBX15. 
 

7. La región 5’ del gen TBX15 contiene dos sitios de regulación positiva con 
respuesta a la activación de NFkB, situados en las posiciones -3302 y -3059 
del gen TBX15, y denominados kBS2 y kBS3, respectivamente. 
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8. En la regulación positiva de TBX15 por NFkB es importante la subunidad p65-
NFkB que interacciona directamente con el sitio kBS2. 
 

9. El factor de transcripción YY1 se encuentra sobreexpresado en cáncer 
diferenciado de tiroides, lo que sugiere su implicación en cáncer de tiroides. 
 

10. La expresión positiva de YY1 en cáncer diferenciado de tiroides es más 
frecuente en el subtipo papilar que en el folicular. 
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“It feels good to be lost in the right direction” 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

Watch the early morning sun  
Drip like blood from the day  

See the busy people run  
So many games to play  

See the blue suburban dream  
Under the jet plane sky  

Sleep away and dream a dream  
Life is just a lullaby  

Oh and everything will flow  
Oh you know everything will flow  

Oh...  
 

Watch the day begin again  
Whispering into the night  

See the pretty people play  
Hurrying under the light  

A million cars, a million trains,  
Under the jet plane sky  

Nothing lost and nothing gained  
Life is just a lullaby  

 
Oh, and everything will flow  

Oh, i said everything will flow  
Oh, you know everything will flow  

Oh...  
 

Oh, and everything will flow  
Oh, you know everything will flow  

Oh...  
 

The neon lights in the night tonight  
Will say "everything will flow"  

The stars that shine in the open sky  
Will say "everything will flow"  

The lovers kissed with an openness  
Will say "everything will flow"  

The cars parked in the hypermarket  
Know "everything will flow" 

 
(Everything will flow. 

Suede, 1999) 
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