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     SOBREEXPRESIÓN DEL FACTOR YY2 EN CÉLULAS DE CÁNCER.  
 
 

RESUMEN. 
 

El  factor Yin-Yang 2, es  una proteína de funcionamientos múltiples implicada en 

la trascripción, fue originalmente identificada con una inusual similitud del gen YY1 

el cual es un factor de transcripción que se expresa en todas las fases del ciclo 

celular. El YY1 tiene un papel fundamental en procesos biológicos normales tales 

como embriogénesis, diferenciación, replicación y proliferación celular (Donohoe et 

al., 1999; Oei et al., 2001). Las funciones que presenta el factor YY2 en la célula 

son similares a las de YY1, ya que es activador y represor transcripcional, así 

mismo  puede  regular algunos promotores que son  controlados por YY1 (Nang 

Nguyen et al., 2004; A. Shrivastaval y K. Calame, 1994). 

 

Debido a que la expresión y la función de YY1 esta íntimamente relacionada con  

la progresión de las fases del ciclo celular, el significado fisiológico de la actividad 

de YY1 se ha aplicado recientemente a modelos de la biología del tumor. La 

sobreexpresión de YY1 y/o su activación se asocian a la proliferación celular 

desenfrenada, a la resistencia a los estímulos apoptóticos, a la tumorigénesis y al 

potencial metastásico. Debido a que el factor YY2 se ha encontrado íntimamente 

relacionado con el factor YY1 y a que regulan promotores de genes como p53 y c-

myc, en este proyecto se decidió sobreexpresar al factor YY2 en una línea celular 

de cáncer y analizar la sensibilidad a apoptosis, la proliferación, clonogenicidad y 

el papel que pudiera desempeñar en el crecimiento de esferoides. 

 

Debido a que aún hay pocos reportes sobre la expresión de este factor, se decidió 

analizar la expresión en un panel de tejidos normales de adulto y en un panel de 

líneas celulares de cáncer. El Factor YY2 se encontró presente sin mucha 

variación en su expresión. 

 



Posteriormente, para poder sobreexpresar a este factor, se decidió utilizar al 

vector pDsRed para clonarlo y se verificó su sobreexpresión por medio de RT-

PCR.  

 

Con la línea estable que sobreexpresaba a YY2, se realizaron varios ensayos. 

Para analizar la sensibilidad a apoptosis, las líneas celulares estables se 

expusieron a Cisplatino y a UVB. Con  los 2 estímulos  se observó que las células 

morían por apoptosis y no hubo diferencia entre los controles y las células que 

sobreexpresaban a YY2. 

 

En contraste a este resultado, si se encontró diferencia en la proliferación. Las 

células que sobreexpresaban a YY2 proliferaron más que las células control. 

Aunado a ésto, también se observó que además de aumentar la capacidad de 

proliferación, el factor YY2 aumentaba la capacidad de clonogenicidad de las 

células. 

 

Finalmente, se analizó de qué manera influía la sobreexpresión de YY2 en el 

cultivo tridimensional y se pudo observar que los esferoides obtenidos eran mucho 

más grandes y más compactos. 

 

Finalmente, se puede concluir que se determinó la expresión del factor YY2 en 

tejidos normales adultos, así como en las líneas celulares de cáncer; se logró 

satisfactoriamente la clonación  y  sobreexpresión del factor YY2. 

 

A partir de los datos que se obtuvieron de los ensayos, se puede inferir que el 

factor YY2, se encuentra relacionado con los procesos de proliferación celular y 

clonogenicidad celular, aunque hacen falta estudios para determinar de que 

manera está participando. 

 



INTRODUCCIÓN. 
 
Cáncer 
 

El cáncer es un conjunto de enfermedades multifactoriales en las cuales las 

células trasformadas son el resultado de los procesos micro-evolutivos de 

reparación local del DNA dañado. Las células acumulan mutaciones puntuales y 

cambios localizados de secuencias en el DNA, se juntan múltiples alteraciones 

genéticas que las hacen más eficientes y las células somáticas mutantes 

individuales empiezan a prosperar a expensas de sus vecinas. Una célula anormal 

aislada que no prolifere más que sus vecinas normales, no produce ningún daño 

significativo, pero si su proliferación está fuera de control producirá un tumor 

(Alberts  et al., 2002). 

 

Las células cancerosas están definidas por dos propiedades hereditarias: (1) se 

reproducen a pesar de las restricciones normales e (2) invaden y colonizan 

territorios normalmente reservados para otras células (Alberts  et al., 2002). Se 

incluye, la evasión de la apoptosis, inducción de la angiogénesis, la habilidad para 

metastatizar  e invadir tejido sano (Hornberg et al, .2006).  

 
Apoptosis 
 
La apoptosis es un tipo de muerte celular. Es un proceso fundamental en la 

homeostasis de cualquier organismo, por lo que su estudio es primordial. Es un 

mecanismo desarrollado por los organismos pluricelulares, muy conservado 

evolutivamente y que se presenta, prácticamente en todos los modelos animales 

estudiados (Comella et al., 1999). 

 

La apoptosis es considerada como una muerte natural fisiológica de 

autodestrucción. Es un  mecanismo de eliminación de células no deseadas, 



dañadas o desconocidas y que desempeña un papel protector frente a posibles 

enfermedades (Jordán, 2003). 

 

Este tipo de muerte, se acompaña de un redondeamiento de la célula, con 

retracción de los seudópodos, reducción del volumen celular (picnosis), 

condensación de la cromatina,  fragmentación del núcleo (cariorexis), con escasa 

o nula modificación ultraestructural de los organelos citoplasmáticos incluídos en 

convoluciones de la membrana, las cuales son llamadas cuerpos apoptóticos. 

Estos cuerpos son fagocitados, por lo que no existe una reacción inflamatoría.  

Frecuentemente la fragmentación del ADN es utilizada como sello para definir 

apoptosis. (Jordán, 2003; De Toro, 2006).  

 

Proteínas de dedos de Zinc.  
 
Las proteínas que contienen dominios del tipo «dedo de zinc» son capaces de 

unirse a secuencias definidas del ADN, actuando como Factores de Transcripción 

(FT) (Fig.1). La secuencia de un dedo de zinc es: Cys-X2-4-Cys-X3-Phe-X5-Leu-

X2-His-X3-His (V. Janssens et al., 1999). 

 

El número de dedos de zinc oscila alrededor de 9 repeticiones, que ocupan casi 

toda la proteína, o sólo un pequeño dominio con dos dedos (Fig.2) (Goméz F, 

2003).  

 

La porción C-terminal de cada dedo forma alfa−hélices que se unen al ADN y la 

porción N-terminal forma una estructura laminar-beta. Las secuencias alfa−hélices 

se colocan sobre una vuelta del surco mayor. Se cree que los aminoácidos no 

conservados en la porción C-terminal de cada dedo son responsables del 

reconocimiento de los puntos diana específicos  (Goméz F, 2003). 

 

 



 
Figura  1. Estructura co-cristalina de YY1.  La proteína contiene 4  tipos de C2H2 motivos de 
dedos de zinc (a) y dos  dominios específicos  que caracterizan su función como activador y 

represor (b) (Houbaviy et al., 1996). 

 

 
 

Figura 2. Secuencia del tercer dominio del dedo del zinc de la proteína transcriptiva humana 
YY1 (Viles JH., et al. 1998) 

 
 

 

 

Familia Polycomb. 

a

a 
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Las proteínas del grupo Polycomb  (PcG) regulan la memoria celular epigenética 

de la expresión de genes cruciales para el desarrollo de los organismos 

multicelulares.  

 

Las PcG fueron identificadas originalmente en  Drosophila melanogaster, como 

factores necesarios para la embriogénesis reprimiendo los genes de Hox de una 

manera cuerpo-segmento-específica (Jurgens, G. 1985).  

 

Hoy en día es reconocida como una familia grande de proteínas asociadas a la 

cromatina (conservada desde las plantas hasta los seres humanos). 

 

Las PcG están implicadas en muchos procesos celulares, incluyendo el modelaje 

del cuerpo, la inactivación del cromosoma X en los mamíferos femeninos  y la 

venación en las plantas (Sarah J. et al., 2007). 

 

Algunas proteínas que pertenecen a la famila Polycomb son: Pc, Psc, dRing, en 

Drosophila, HP1, Cbx, YY1, entre otras (Sarah J. et al., 2007; Shi et al., 1991); 

remodelan factores o la maquinaria de la transcripción y facilitan la compactación 

de la cromatina (Sauvageau M. et al., 2008). 

 
Yin Yang 1. 
 
El Ying Yang 1 (YY1), es un factor  transcripcional  multifuncional de dedos de 

Zinc y es un miembro de la familia del grupo de proteínas Polycomb.  El YY1 fue 

descrito por Shi  (Shi et al., 1991). También es conocido como δ (delta) (Hariharan 

et al., 1991), NF-E1 (Park y Atchison, 1991), UCRBP (Franagan et al., 1992) y  

CF1 (Thomas y Seto, 1999). 

 



El YY1 fue clonado y caracterizado simultáneamente por dos grupos de trabajo 

independientes en el año de 1991; el grupo de  Shi y colaboradores, y el de Park y 

Atchison (Shi et al., 1991; Park y Atchison, 1991). 

 

El YY1 se encuentra en la región del telómero 14 en el segmento q32.2 (Yao et al., 

1998) (Fig. 3). El gen de YY1 consiste en cinco exones altamente conservados 

que  codifican una proteína de 414 aminoácidos  con  un peso molecular de 44 

KDa (Shi et al., 1997). YY1 se localiza subcelularmente en el núcleo  y matriz 

nuclear (McNeil et al., 1998).  

 

El gen de YY1 en humanos produce ocho diferentes transcriptos (a, b, c, d, e, f, g, 

y h),  generados por splicing alternativo. Se codifican ocho diferentes isoformas de 

proteínas, de las cuales tres de ellas están completas, tres presentan el sitio 

carboxilo completo y dos son parciales. La funcionalidad de estas isoformas aún 

no ha sido determinada (S. Gordon et al., 2006).  

 

El YY1 es una proteína de funcionamientos múltiples que se expresa en todas las 

fases del ciclo celular, está implicada en la regulación, activación y represión  

trascripcional y  ha sido progresivamente caracterizada desde 1996. YY1 es un 

factor de transcripción que tiene un papel fundamental en procesos biológicos 

normales tales como embriogénesis, diferenciación, replicación y proliferación 

celular. (Shi et al., 1997; Nang N. et al., 2004). 

 

El YY1  tiene un papel en la activación y represión de algunos genes. Los 

mecanismos de acción incluyen la activación directa o represión, la activación 

indirecta o represión vía reclutamiento del cofactor  y activación o represión por 

ruptura de sitios conformacionales de cambios de DNA (S. Gordon et al., 2006). 

Como factor de la transcripción YY1 regula la expresión de diversos genes, tales 

como C-Myc, p53 y cdc6 (Shi et al., 199; Thomas M.  et al., 1999; Wang et al., 

2004; Nguyen et al., 2004).  
 



  
Figura 3. Localización de YY1 en el  cromosoma 14q32.2 y sus ocho diferentes transcriptos 

(a-h). (PubMed) (S. Gordon et al., 2006). 

 
 
Yin Yang 2 
 
El Yin Yang 2 (YY2), fue originalmente identificado con una inusual similitud   con 

los dedos de zinc característicos de la proteína YY1.  El YY2 es una copia de la 

retroposición de YY1, la cual fue insertada en otro locus de un gen llamado 

Mbtps2. Estudios basados en la detección de YY2 en mamíferos placentados, 

estiman que la reproposición de YY2 ocurrió después de la divergencia de éstos  a 

partir de otros vertebrados (Chunqing Luo  et al., 2005).  

 

Utilizando  el análisis de datos de DNA y secuencias de aminoácidos, el grupo de 

Nang, descubrió que al menos existía una proteína con estructura y funciones 

similares a las de YY1, la cual fue designada como YY2 en humanos (Nang N et 

al., 2004). 

 

Un análisis de la secuencia del factor YY2, reveló una identidad total del 65% en la 

secuencia del DNA y del 56% en la secuencia de la proteína comparada con YY1 



en humanos (Nang N. et al., 2004). La semejanza más pronunciada entre YY1 y 

YY2 existe dentro de las regiones de dedos del zinc de las dos proteínas. 

 

El YY2 puede  regular  algunos promotores conocidos que son  controlados por 

YY1, Nang N. et al., demostarón  que YY2 interactúa conoligonucleotidos  que 

contienen sitios de unión del YY1 de promotores de colonias de macrofagos  

granulociticos estimulado por factores como; p53, cMyc, c-fos y CXR4. De forma 

similar a YY1, YY2 contiene funciones de activación y  represión  transcriptional 

(Nang N. et al., 2004). YY2 contiene una  potente activación en su dominio N-

Terminal, específicamente en los residuos 3-102  y su dominio C-terminal 

represor, en los residuos 237-372 (Nang N. et al., 2004). 

 

El gen de YY2 se encuentra en el cromosoma X  en el segmento Xp22.11 (Fig. 4) 

(Chunqing Luo et al., 2005). 

 

 

 
Fig. 4 Localización del YY2 en el cromosoma Xp22.2-p22.1.  

 

 
 
Esferoides. 
 
 
Los esferoides tumorales multicelulares son sistemas de cultivos celulares 

tridimensionales inducidos por cultivo en suspensión (Haga T. et al., 2008). 

 
Los esferoides presentan una compleja red organizada con  interacciones y 

contactos tridimensionales célula-célula y célula-matriz extracelular, por lo tanto 

cada célula esta expuesta a diferentes condiciones de espacio y de disponibilidad 

de nutrimentos (Mueller-Klieser, 1997; Santini MT et al., 1999). 

 



Morfológicamente se pueden observar tres capas celulares en los esferoides: un 

centro apoptótico/necrótico, una capa intermedia de células quiescentes y una 

capa externa de células en proliferación (Fig. 5) (Kunz-Shughart et al., 1998). 

Estas capas favorecen la formación de microambientes y la distribución diferencial  

de   nutrimentos, oxígeno, glucosa, lactato, factores de crecimiento y pH. La capa 

necrótica/apoptótica es la más escasa de nutrientes y principalmente  de oxigeno 

(hipoxia) (Walenta et al., 2002). Otro aspecto importante de la morfología celular 

de los esferoides multicelulares tumorales, es que se asemejan a tumores 

primarios in vivo, por su capacidad de desarrollar células necróticas en áreas 

lejanas a las fuentes de oxígeno y nutrimentos (Franko AJ, 1979).  

 

Los cultivos en monocapa crecen exponencialmente mientras que los esferoides al 

igual que los tumores sólidos están caracterizados por una fase exponencial 

temprana seguida por un periodo de crecimiento lento. La primera fase no 

depende de los factores externos mientras que la segunda depende del tamaño, 

así como las restricciones nutricionales impuestas a las células localizadas en el 

interior (Santini MT et al., 1999). 

 

Una de las mayores razones por las que los agentes antineoplásicos pueden ser 

inefectivos en la destrucción de tumores es que las células tumorales se vuelven 

resistentes a los fármacos utilizados. En algunos casos, ésta resistencia también 

abarca otros agentes antineoplásicos que no han sido utilizados con anterioridad 

(resistencia a multifármacos). La resistencia a multifármacos ha sido estudiada 

ampliamente  en cultivos de monocapa de células tumorales y se ha obtenido 

información muy valiosa. Sin embargo, la información obtenida con los cultivos en 

monocapa se presenta en constante contradicción con las observaciones hechas 

a nivel clínico (Santini MT et al., 1999). 

Se ha postulado que los mecanismos que son responsables de la resistencia a la 

radiación  y la adquisición de resistencia a fármacos en tumores sólidos 

tridimensionales pueden involucrar diversos tipos de interacciones intercelulares 

las cuales no están necesariamente presentes en los cultivo monocapa 



bidimensionales (Wartenberg et al., 2003; Santini MT et al., 1999). De hecho  el 

“efecto de contacto”, aunado a la hipoxia,  han sido hipotetizados como una de las 

principales causas para la gran resistencia a la radiación ionizante  que tienen los 

esferoides con respecto a las células monocapa. Este efecto fue descrito por 

primera vez por Durand y Sutherland y se ha visto implicado en la resistencia a 

fármacos (Desoize BV et al., 2000). Es evidente que la forma tridimensional de los 

esferoides tumorales multicelulares pueden ser un modelo de mucha ayuda en la 

simulación de las primeras etapas de un tumor in vivo.  Este modelo puede ser 

usado para estudiar  los efectos de la radiación, fármacos, etc., de una forma más 

real que en los cultivos monocapa (Santini MT et al., 1999). 

 

 
Fig 5. Estructura de un esferoide. Se muestran las tres principales capas: células 

proliferativas, quiescentes y necróticas (Gallardo JC et al.,  2006). 
 

 
 



OBJETIVOS. 
 

Objetivo General. 
 

Sobreexpresar el factor YY2 en células de cáncer y analizar su efecto en la 

sensibilidad a apoptosis, proliferación, clonogenicidad y en el crecimiento de 

esferoides.  

 
Objetivos Específicos. 
 

1. Analizar la expresión del factor YY2 en tejidos normales adultos y en líneas 

celulares de cáncer. 

2. Clonar en sentido al factor YY2 en el vector pDsRed-Monomer-N1. 

a. Amplificar el RNA mensajero de YY2. 

b. Clonar al factor YY2 en el vector pDsRed. 

c. Comprobar que la secuencia del factor YY2 se encuentre en sentido. 

d. Transfectar la línea celular Hela  con el vector pDsRed y con el 

vector pDsRed/YY2sense 

e. Analizar la sobreexpresión del YY2 mediante la técnica de RT-PCR. 

3. Realizar Viabilidad celular con diferentes estímulos apoptóticos (Cisplatino y 

UVB), con las líneas celulares HeLa pDsRed y  HeLa pDsRed/YY2. 

1. Analizar la proliferación celular de las líneas celulares HeLa pDsRed y HeLa 

pDsRed/YY2. 

2. Realizar ensayo de Clonogenicidad con las líneas celulares HeLa pDsRed y  

HeLa pDsRed/YY2. 

3. Analizar la cinética de crecimiento de los esferoides con las líneas celulares 

HeLa pDsRed y  HeLa pDsRed/YY2. 

 
 



METODOLOGÍA 
 
Líneas celulares. 

 

HeLa. Línea celular derivada de adenocarcinoma de cérvix (Número de la ATCC: 

CCL-2). Esta línea celular contiene el virus de papiloma humano tipo 18. 

MG63. Línea celular de osteosarcoma de hueso (número de la ATCC: CRL-1427). 

U2OS. Línea celular de osteosarcoma de hueso (número de la ATCC: HTB-96). 

HEK293. Línea celular derivada de riñón embrionario de humano. Esta línea 

celular contiene adenovirus tipo 5.  

Sw48. Línea celular derivada de adenocarcinoma colorectal. (Número  de la 

ATCC: CCL-231). 

 

cDNA de tejidos normales adultos. 

 

Tejido de pulmón humano adulto. 

Tejido de colon descendente humano adulto. 

Tejido de hígado humano adulto. 

Tejido de colon humano adulto. 

Tejido de riñón humano adulto. 

 

Cultivo celular en monocapa. 

 
Las líneas celulares fueron cultivadas en medio DMEM (medio modificado por 

Dulbeco el cual contiene cuatro veces la concentración de aminoácidos y 

vitaminas que el B.M.E).suplementado con 5% de suero fetal bovino. Se incubaron 

a 37°C en una atmósfera con 5% de CO2 (v/v). 

 

Cultivo celular en esferoides. 

 



El cultivo en esferoides multicelulares se preparó utilizando la tecnología de 

recubrimiento líquido (Liquid Overlay), modificado de Yuhas et al., 1977. Las cajas 

de cultivo de 25 cm2, fueron cubiertas con agarosa al 1%.  Después de que la 

agarosa gelificó, se sembraron 1x106 células con medio DMEM suplementado con 

el 5% de suero fetal bovino. Las células  se incubaron a 37°C en una atmósfera de 

5% de CO2 (v/v), durante dos días. Posteriormente los agregados celulares se 

cambiaron a pHEMA-plates de 25 cm (no adheribles) con medio Leibovitz L-15 

suplementado con  suero fetal bovino al  5%.  Las cajas  se colocaron en un 

agitador orbital, a una velocidad de 100 rpm, a 37°C, durante 8 días, cambiándoles 

diariamente el medio. Los esferoides se midieron con una reglilla (micrómetro)  a 

los días 2,  4, 6 y 8. 

 

Viabilidad Celular.  

 

Las células HeLa se sembraron en placas de 98 pozos, al 80% de su confluencia. 

Se expusieron a diferentes concentraciones de   cisplatino (20µM, 40µM, 50µM y  

60µM), y se incubaron durante 24 h. Pasado este tiempo, las células se 

observaron al microscopio y se procedió con la técnica de cristal violeta. El 

experimento se realizó por triplicado. 

 

Para determinar la viabilidad celular con UVB, las células HeLa se sembraron de 

la misma manera y se irradiaron a diferentes tiempos (5”, 10”, 25” y 35”). 

Posteriormente, las células se incubaron durante 24 y 48 h. Las células se 

observaron al microscopio y se procedió con la técnica de cristal violeta. El 

experimento se realizó por triplicado. 

 

Cristal Violeta. 

 
Las células se lavaron con PBS 1X, se fijaron con etanol al 70% frío y se 

incubaron a  -20°C durante 10 min. La placa se dejó secar y las células se tiñeron  



con Cristal violeta (0.1% en agua). Las células teñidas se solubilizaron  en ácido 

acético al 33%. La absorbancia se determinó en el lector de ELISA a 570nm.  

Extracción de RNA total. 

 

La extracción de RNA total se realizó con 1 millón de células. 

 

El RNA total se extrajo con trizol (Invitrogen). Brevemente, las células se 

homogenizaron con trizol, se les agregó cloroformo, se centrifugaron y la fase 

acuosa se precipitó con isopropanol. La pureza se comprobó con la relación 

260/280 D.O. y la integridad con geles de agarosa.  

 

RT-PCR. 

 

La síntesis se hizo a partir de 1 µg de RNA total usando hexámeros al azar y a la 

enzima transcriptasa reversa termoestable de la siguiente manera: 1 µg de RNA 

total se desnaturalizó a 65°C durante 5 minutos, se agregaron hexámeros 

sintetizados al azar, desoxinucleótidos y enzima transcriptasa reversa en el buffer 

adecuado. Se incubó por 50 minutos a 50°C, la reacción se paró a 85°C y se 

incubó durante 20 minutos a 37°C con RNAsa H.  

 

El ADN complementario se amplificó con deoxinucleotidos (dNTPs), buffer, enzima 

polimerasa ADN termoestable y oligos específicos para el gen de interés.  

 

Las condiciones para este ensayo fueron: 2.5 unidades de polimerasa Amplitaq, 2 

mM de deoxinucleótidos, 10 picomolar de primers y 1.5 mM de MgCl2. 

La expresión del ARN mensajero se normalizó con la expresión de Gliceraldehído-

3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).  

 

 

 

Oligos. 



 

YY2 

sentido:         5´ AACTAGAATTCAGCCATGGCCTCCAACG 3´ 

antisentido:   5´GAGGGGGATCCTCCTTTCACGGGTTGTTT 3´ 

 

Condiciones. 

94°C 30”, 68°C 2´, 3 ciclos (3x) 

94°C 30”, 60°C 2´, 40 ciclos (40x). 

72°C 5´. 

  

GAPDH. 

sentido:        5´ CCCCTTCATTGACCTCAACT 3´ 

antisentido:  5´TTGTCATGGATGACCTTGGC3´ 

Condiciones. 

95º C 10´ 

95º C 30”, 60º C 30”, 72º C 30”, 2 x 28 

72º C x 5` 

4º C 

 

Transfección.  

 

Se sembraron 250,000 células HeLa en cajas de 25mm. Se transfectaron con el  

vector vacío pDsRed y con el vector pDsRed/YY2 sense, utilizando Lipofectamina 

2000 (Invitrogen). El DNA se mezcló con la Lipofectamine 2000 en medio sin 

suero y se incubó durante 5 minutos. La mezcla se  agregó a las células por 15 

minutos y se incubaron a 37°C. El medio se cambio después de 6h. 

 Las células se seleccionaron por cuatro semanas con Geneticina. 

 

 

Clonación del factor YY2 en el vector. 

 



Se diseñaron oligos específicos para amplificar el marco completo de lectura del 

RNAm del YY2. Se realizó PCR y el producto amplificado, se purificó del gel de 

agarosa con el Kit QIAEX II de Qiagen y se clonó en el vector. 

 

Ligación. 

 

La ligación se realizó con la enzima T4DNA (Kit Rapid DNA Ligation and 

Transformation) y se utilizaron las relaciones 1:3  y 1:1 vector  y el inserto (YY2), 

tomando como referencia 100ng del vector. 

 

La reacción se incubo a 16°C, durante 24 horas. 

 

Transformación. 

 

En una caja petri con medio LB, se sembraron bacterias DH5alfa a 37°C durante 

24 h. Al siguiente día, las bacterias se incubaron en medio C, durante 4 h a 37°C 

en movimiento. Posteriormente se preparó la solución de transformación, 

utilizando el Kit TransformAid™  Bacterial Transformation Kit #K2711 de 

fermentas. Las bacterias se transformaron, con las ligaciones y  se plaquearon en 

placas de agar LB/ampicilina y se incubaron a 37°C durante toda la noche. 

 

Lisis bacteriana. 

 

Se seleccionaron algunas colonias de las bacterias transformadas para observar  

cual de las colonias tenía el inserto. 

 

Las colonias seleccionadas se cultivaron en medio LB/ampicilina. Se incubaron en 

movimiento a 37°C durante 24 h. 

 



Para realizar la lisis bacteriana se prepararon 500 µl de Buffer de lisis con las 

siguientes cantidades .05 g de agarosa, 120µl de Kcl 250mM, 5µl de NaOH 10N, 

5µl de EDTA .5M,  5µl de SDS  al 25% y 20µl de bromofenol al 1%. 

 

De las colonias que se  crecieron, se tomaron 200µl  y se centrifugaron a 

9000rpm, el botón se resuspendió en 100µl de Buffer previamente colocado a 

37°C durante 5 min, posteriormente se centrifugaron a 9500 rpm durante 10 min y 

se corrieron en  un gel de agarosa  al  2x. 

 

Midiprep.  

 

Se realizó midiprep de la colonia seleccionada. El plásmido se extrajo utilizando el 

método de lisis, desnaturalización y neutralización; y se analizó por electroforesis 

en gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio. El  tamaño del plásmido se 

verificó digiriendolo con una enzima que lo linearizara y utilizando como referencia 

el marcador de peso molecular de 1Kb. 

 

Digestión con enzimas de restricción. 

 

Una vez que se extrajo el plásmido con el YY2, se realizó la digestión del vector 

(pDsRed)  y el inserto (YY2) con las endonucleasas y en el Buffer adecuado, 

posteriormente se incubó durante 3H a 37 °C. 

 

Las enzimas empleadas se enlistan a continuación: 

• EcoRI  

• BamHI 

 

 

 

 

 



Proliferación celular. 

 

Las células HeLa pDsRed y HeLa pDsRed/YY2, se sembraron en placas de 96 

pozos, 3000 células por pozo  (Fig. 7), con las condiciones antes descritas, en 

cultivo celular, durante 8 días.  

 

A partir del segundo día, se comenzaron a fijar las células diariamente  por carril 

con etanol al 70 % frío. A concluir el octavo día, se procedió a realizar la técnica 

de cristal violeta. 
 

 
Fig. 7 Esquema del sembrado en las placas de 96 pozos para la proliferación celular. 

 
 

Clonogenicidad celular. 

 
En una placa de 96 pozos se sembraron células HeLa pDsRed y HeLa 

pDsRed/YY2, en el primer pozo se sembraron 4000 células y de ahí se realizaron 

diluciones (Fig. 8). 

 

 Las células se cultivaron en condiciones de cultivo de monocapa, en medio 

DMEM suplementado con 5% de suero fetal bovino. Se incubaron a 37°C en una 

atmósfera con 5% de CO2 (v/v), durante 20 días. Transcurrido este tiempo las 

células se lavaron con PBS al 1x y se fijaron con etanol al 70% frío y se realizó la 

técnica de cristal violeta. Las células se contaron y posteriormente se  disolvieron 



con ácido acético al 33%. La absorbancia se determinó en el lector de Elisa a 

570nm. 

 

 

 
Fig 8. Esquema representativo de las diluciones empleadas para el ensayo de 

clonogenicidad. Los números indican el N° de células por pozo, dependiendo del carril. 
 

 



RESULTADOS. 
 
Expresión del factor YY2 en tejidos normales adultos y en líneas celulares de 
cáncer. 
 
El factor YY2 se encuentra relacionado con la activación y represión de diversos 

genes, se le ha relacionado con la proliferación celular, la apoptosis, la 

tumorogenésis y la  metastasis celular, sin embargo  se conoce poco sobre los 

mecanismos en los que esta implicado, así como también no se sabe, en cuales 

tejidos y en que líneas y celulares se expresa. 

 

Se diseñaron oligos específicos que amplifican el marco completo de lectura del 

factor YY2. 

 

Se realizó una curva de saturación para estandarizar las condiciones de 

amplificación. En la Fig. 9, se muestra el producto amplificado de 1081pb. 

 

 
Fig. 9 Curva de saturación del Factor YY2 en la línea celular HeLa. 

 

 

Se analizó la expresión del factor YY2 en un panel de tejidos adultos normales. El 

factor YY2 se expresó en todo el panel de tejidos con una expresión similar (Fig. 

10). 

 



 
Fig. 10 Expresión del factor YY2 en  tejidos  normales  adultos. 

 
 

De igual manera, para determinar en que líneas celulares de cáncer se expresa el 

factor YY2, se realizó un  panel con distintas líneas celulares de cáncer (Fig. 11), 

observándose que en todas las líneas tiene una expresión similar, con excepción 

de U2OS, en donde tiene menor expresión.  

 

 
Fig. 11 Panel de líneas celulares de cáncer que expresan el factor YY2. 

 
 

Clonación en sentido del factor YY2 en el vector pDsRed. 
 
Debido a los pocos estudios que se han realizado en YY2 y a sus implicaciones en 

la proliferación y el cáncer, se decidió realizar  el diseño del plásmido 

pDsRed/YY2, para poder sobreexpresarlo en la línea celular HeLa y determinar su 

relación en algunos ensayos de proliferación y apoptosis celular. El diseño de este 

plásmido en estudios posteriores nos permitirá determinar algunas de sus 

implicaciones a nivel celular. 
 



Clonación del factor YY2 en el vector pTZ57/RT. 
 

El producto amplificado de YY2 se corrió un gel de agarosa al 2%, se purificó y se 

cuantificó. 

 
Fig. 12 Purificación del YY2. 

 
 

El inserto se ligó al plásmido abierto pTZ57R/T con las siguientes relaciones. 

Ligaciones  1:1 y 1:3 del vector  pTZ57R/T con el  YY2. 

 

Una vez que  se obtuvo el plásmido pTZ57R/T/YY2, se procedió a digerir con las 

enzimas  de restricción. 

 

Para comprobar los pesos moleculares de las digestiones se corrió un gel de 

agarosa al 2%. La digestión con EcoRI, para obtener el plásmido linearizado (Fig. 

13)  y con las enzimas EcoRI y BamHI, para extraer el fragmento completo de  

YY2. Se obtuvo un fragmento de 1120 pb (Fig.12). 

 

                 
Fig. 13 Digestión del vector  pTZ57R/T/YY2, con las enzimas de restricción EcoRI, para 

linearizar el plasmido. EcoRI y BamHI para obtener el inserto de YY2. 



Clonación del factor YY2 en el vector pDsRed. 
 
Ligación del vector pDsRed y el inserto YY2. 

 

El vector pDsRed al igual que el factor YY2, se digirió con las enzimas EcoRI y 

BamHI (Fig. 14) y se purifico del gel de agarosa al 2%.  

 
Fig.  14 Digestión con EcoRI/BamHI y purificación del vector pDsRed (4670pb) 

 y el inserto YY2 (1120pb). 
 

Una vez digeridos tanto el vector como el inserto se realizaron las ligaciones del 

pDsRed y  del  factor YY2.  

Para poder realizar la ligación se cuantificaron el vector (pDsRed) y el inserto 

(YY2). Posteriormente se realizaron las ligaciones  1:1 y 1:3 del vector  pDsRed 

con el  factor YY2. 

 

Se transformaron bacterias con las ligaciones y las colonias obtenidas se 

analizaron con enzimas de restricción para verificar que el inserto estuviera bien 

clonado. 

 

 

 

 



Una vez que se probó y se determinó que la construcción del plásmido 

pDsRed/YY2, se realizó correctamente, con la ayuda del programa PlasMapper 

(Clontech) se hizo el esquema representativo del mapa genómico del plásmido 

diseñado (Fig. 15). 
 
 

 

Fig.15 Estructura del plásmido pDsRed/YY2. 
 
 
 
 
 
 



Sobreexpresión del factor YY2. 
 
La línea celular HeLa se transfectó con los vectores pDsRed y pDsRed/YY2. Las 

células se seleccionaron por dos semanas y posteriormente se extrajo RNA total 

para analizar la expresión del Factor YY2. 

 

En la Fig. 16 se puede observar la sobreexpresión de YY2 en la línea celular 

HeLa. 

 

Fig. 16 Sobreexpresión del  factor YY2. Las células trasfectadas con el vector pDsRed y con 
el inserto pDsRed/YY2 se analizaron por  RT-PCR.  

                                                  
 

Viabilidad celular con diferentes estímulos apoptóticos (UVB y Cisplatino), 
con las líneas celulares HeLa pDsRed y  HeLa pDsRed/YY2. 
 
Para determinar si la sobreexpresión del factor YY2,  modificaba la sensibilidad a 

la apoptosis, las células con los vectores HeLa pDsRed y  HeLa pDsRed/YY2 se 

expusieron a Cisplatino y a la luz UVB (ver anexos), para determinar su viabilidad 

celular.  

 



El cisplatino es un fármaco antineoplásico que induce la muerte celular 

programada (apoptosis). De la misma manera la luz UVB induce apoptosis en 

aquellas células que presentan excesivo daño en el DNA. 

Las células se expusieron a diferentes concentraciones de cisplatino (20µM, 

40µM,  50µM y 60µM, durante 24 h. 

 

En la gráfica 1 podemos observar que las células murieron por apoptosis y no 

hubo diferencia en la viabilidad celular entre las células control y las células que 

sobreexpresan al factor YY2. 
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Gráfica 1. Viabilidad de las células HeLa pDsRed y pDsRed-Monomen-N1/YY2 expuestas 

a cisplatino. 

 

Las células se expusieron a UVB a diferentes  tiempos (5”, 10”, 15” y 25”) y se 

incubaron por 24h y por 48h. 

 

Pasado este tiempo, se pudo observar en el microscopio que se formaron los 

cuerpos apoptóticos debido a la muerte celular. 

 



En las gráficas 2 y 3, se puede apreciar que no existe diferencia en la viabilidad 

celular entre las células control y las células que sobreexprean al factor YY2. 
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Gráfica 2.Viabilidad de células HeLa pDsRed y pDsRed/YY2, expuestas a UV (5”, 10”, 15” 

y 25”), 24 h. 
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Gráfica 3. Viabilidad de células HeLa pDsRed y pDsRed /YY2, expuestas a UV (5”, 10”, 

15” y 25”), 48 h. 



 
Análisis de proliferación celular de las líneas celulares HeLa pDsRed y HeLa 
pDsRed/YY2. 
 

El ensayo de Proliferación nos permite observar la capacidad que presentan las 

células para dividirse, en nuestro caso para determinar esta  proliferación en las 

células, se realizó una curva de proliferaciòn. En la gráfica 4, se puede apreciar 

que las células que sobreexpresan al factor YY2 tienen una mayor proliferación a 

partir de quinto día. 

 

 

 

 
 Gráfica 4. Curva de proliferación celular en HeLa pDsRed  

y pDsRed/YY2 

 
 
 
 
 
 



Ensayo de Clonogenicidad con las líneas celulares HeLa pDsRed y  HeLa 
pDsRed/YY2. 
 

El ensayo de sobrevida clonogénico, nos permite cuantificar las células que tienen 

capacidad para formar clonas. Se utiliza para evaluar efectos de radiación, 

quimioterapia, desarrollo de drogas, farmacología, etc. En nuestro caso el ensayo  

se utilizó para determinar si la sobreexpresión del factor YY2 modificaba la 

capacidad de las células de formar colonias. 

 

Como se puede observar en la Fig.17, se ven más colonias en  las células que 

sobreexpresan al factor YY2. El número de colonias se muestra en la gráfica 5, 

mientras que en la gráfica 6 se observa la absorvancia.  Se puede observar que 

las células que sobreexpresan al factor YY2 tienen mayor capacidad de 

clonogenicidad. 

 

 
Fig. 17 Ensayo de clonogenicidad realizado durante 20 días. 

 
 
 
 
 

 



 
Gráfica 5. Promedio del número de  colonias que se formaron en el ensayo de 

clonogenicidad, después de 20 días. 
 

 
 Gráfica 6.Promedio de la absorbancia para la clonogenicidad celular de pDsRed y 

pDsRed/YY2.  
 
 
 
 
 

 
 



Cinética de crecimiento de los esferoides con las líneas celulares HeLa 
pDsRed y  HeLa pDsRed/YY2. 
 
Se realizó el cultivo en esferoides para poder determinar la capacidad que tienen 

las células que sobreexpresan al factor YY2 para formar esferoides. En la gráfica 

7, se muestra la curva de crecimiento de los esferoides a los días 2, 4, 6 y 8, 

observándose una diferencia entre el crecimiento de los esferoides que 

sobreeexpresan el  factor YY2 y los controles. En la Fig.18 se puede observar que 

los esferoides que sobreexpresan al factor YY2 son de mayor tamaño y más 

compactos  en los días 6 y 8 en comparación con los controles.  

 

 

Cinética de crecimiento de esferoides de celulas HeLa pDsRed y 
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Gráfica 7. Cinética de crecimiento de los  esferoides HeLa pDsRed y  HeLa pDsRed/YY2. La 

curva se obtuvo del promedio de la medición de 10 esferoides. 

 

 

 

 

 

 



 

         

         
Fig. 18 Fotos de la cinética de crecimiento de los esferoides. Las fotos se obtuvieron a los 4, 

6 y 8 días.  Y se midieron con el micrómetro.                                                          
 
 
 
 

 



DISCUSIÓN. 
 

El Yin Yang 2 es una copia de la retroposición del Yin Yang 1. Este factor, al igual 

que YY1, tiene la capacidad de activar o inhibir la transcripción de algunos genes 

involucrados en procesos como diferenciación, replicación y proliferación celular 

(Donohoe et al., 1999; Oei et al., 2001) . 

 

El sitio de activación potente que presenta YY2, se  encuentra en su dominio N-

terminal y su sitio de represión se localiza en su dominio C-terminal.  Algunos de 

los promotores a los cuales puede activar YY2 son: c-Myc, CXCR4, p53 y  c-Fos. 

(Nang N. et al., 2004). 

 

A la fecha los estudios realizados sobre el factor  YY2 son muy pocos. En este 

trabajo se incluyó un panel de tejidos normales adultos y de líneas celulares para 

determinar en donde se encuentra expresado dicho factor a nivel de RNAm. 

El factor YY2 se encontró expresado en todas las muestras analizadas y a 

diferencia de lo reportado por Nang et al., 2004 en este proyecto, sí se encontró 

expresión en colon normal. 

 

Se decidió sobreexpresar al factor YY2 en la línea celular HeLa y utilizar al 

plásmido pDsRed, ya que este plásmido puede ser transfectado en las células de 

mamíferos usando cualquier método estándar de transfección. 

  

Una vez clonado el factor YY2 en sentido, se comprobó que se estuviera 

sobreexpresando el factor y se realizaron los experimentos de sensibilidad a 

apoptosis, proliferación, clonogenicidad, y crecimiento de esferoides.  

 

En ambos estímulos apoptóticos (cisplatino y UVB), no se encontraron diferencias 

entre las viabilidades de las células control y las que sobreexpresaban al factor de 

YY2. Se determinó que las células murieron por apoptosis celular, debido a la 

formación de cuerpos apoptóticos observados en el  microscopio. Sin embargo, 



debido a la similitud que presenta el factor YY2 con el factor YY1 y a que se ha 

determinado que el factor YY1 sobrexpresado presenta resistencia a estímulos 

apoptóticos (Oeil  et al., 2001), en el presente trabajo se esperaba que con el 

factor YY2 pasará lo mismo o existiera una diferencia entre las células que  

sobreexpresaban el factor  y las controles, pero en general en base a nuestros 

resultados podemos decir que la sobreexpresión del factor YY2, no confiere a las 

células mayor resistencia a los estímulos empleados, así como tampoco las hace 

más susceptibles a estos. 

 

Por otro lado en los ensayos de proliferación celular, al igual que en la apoptosis 

no se han realizado estudios en base al factor YY2, por lo cual nos basamos en 

experimentos realizados en la sobreexpresión de YY1, en donde se ha encontrado 

que  existe una proliferación desenfrenada (Guo et al., 1997; Oeil  et al., 2001), 

cuestión que se relaciona  un poco con los datos obtenidos en el presente trabajo. 

 

El análisis de la proliferación celular, se realizó para observar si el factor YY2 de 

igual manera que el factor YY1 participa en este proceso. Y efectivamente al 

realizar el ensayo de proliferación celular, se determinó que las células que 

sobreexpresaban el factor de  YY2, presentaban una división mayor a partir del 

quinto día, esto nos permite suponer que el factor YY2, se encuentra implicado en 

las vías de sobrevida o proliferación celular, sin embargo se necesitarían realizar 

más experimentos que nos permitan corroborar que efectivamente el factor YY2 

aumenta la proliferación, esto lo suponemos ya que al igual que el factor de YY1, 

el factor  YY2, también participa modulando genes involucrados en este proceso. 

 

El ensayo de sobrevida clonogénico, se utilizó para determinar si  las células que 

sobreexpresaban el factor YY2, presentaban una mayor capacidad para formar 

colonias y se encontró que las células que sobreexpresaban este factor, 

presentaban mayor número de colonias  formadas a lo largo de 20 días, lo cual 

nos indica que el factor de YY2, presenta ciertos mecanismos que le confieren 

mayor capacidad de clonogenicidad en comparación con nuestras células control.  



 

El cultivo tridimensional en esferoides se eligió como una técnica más para 

comprobar si las células con sobreexpresión del factor YY2, presentaban mayor o 

menor capacidad para formar agregados celulares. 

 

 En la cinética de crecimiento, los esferoides  sobreexpresados con YY2, se 

observaron más grandes y compactos. Probablemente esto se debió a que estas 

células  proliferan más, como se pudo observar en el experimento de proliferación 

en monocapa. No se puede asegurar que este crecimiento sea debido a este 

aumento en la proliferación, se necesitarían realizar más experimentos para 

determinar que papel está desempeñando el factor YY2 en la formación de 

esferoides. Cabe mencionar que no hay reportes sobre los factores de 

transcripción YY1 y YY2, ni en los procesos de clonogenicidad, ni en la formación 

de esferoides. Por lo que, estos resultados nos proporcionan un acercamiento a la 

biología molecular de la proteína YY2 en procesos que son vitales para entender 

mejor al cáncer. 

 

 

 



CONCLUSIONES. 

 

 Se determinó la expresión del factor YY2 en tejidos normales adultos de 

colon, pulmón,  hígado y riñón,  así como en las líneas celulares de cáncer 

HeLa, MG63, U2OS, HEK293 y Sw48.  

 

 Se logró existosamente el diseño y la construcción del  plásmido 

pDsRed/YY2.  

 

 
 Se realizó la viabilidad celular con cisplatino y UVB. Los dos estímulos 

indujeron apoptosis y en las viabilidades no se observaron diferencias entre 

los controles y las células que sobreexpresaban el factor YY2.  

 

 En el ensayo de proliferación celular se observó que las células que tenían 

sobreexpresado el factor YY2, presentaban una mayor proliferación a partir 

del quinto día en comparación con las células control. 

 

 En el ensayo de clonogenicidad, la sobreexpresión del Factor YY2 les 

confirió a las células  mayor capacidad de formar colonias.  

 

 En el cultivo tridimensional, los esferoides con Yy2 sobreexpresado, fueron 

más grandes y más compactos en comparación con los controles. 
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ANEXOS. 
 
Cisplatino. 
 
El cisplatino es un fármaco antineoplásico ampliamente utilizado cuyo 

mecanismo de acción no está completamente dilucidado. Su efecto tóxico está 

relacionado con su capacidad para dañar el ADN nuclear, provocando la 

formación de puentes entre bases de esta molécula denominados aductos. La 

formación de estos aductos, de no ser reparados, induce una serie de cascadas 

de reconocimiento del ADN y de respuesta celular al estrés que finalmente 

llevan a la muerte celular por apoptosis. (Meléndez ZJ., 1998). 

 
UVB. 
 

La luz solar es energía radiante electromagnética compuesta principalmente por 

el espectro de luz ultravioleta (100 a 400 nm), luz visible (400 a 760 nm) e 

infrarroja (760 a 1.800 nm), aunque también están presentes longitudes de onda 

corta (ionizantes), y onda larga (microondas y radiofrecuencia).  

La radiación UV se divide en tres bandas: UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 

320), y la UVC (200 a 280 nm). La UVA no es filtrada por la capa de ozono en el 

mismo grado que la UVB y la UVC, y cantidades suficientes de la misma 

penetran a través de las nubes y de los vidrios. 

Una gran variedad de agentes que producen daño en el DNA inducen elevados 

niveles de p53. Permitiendo a los mecanismos de reparación celulares eliminar 

las lesiones en el DNA, o bien se induce apoptosis en aquellas células que 

presentan excesivo daño en el DNA (Cabrera M, 2006). 
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ABREVIATURAS. 
 

cDNA: DNA complementario. 

LiCl.: Cloruro de litio. 

DEMEM: Medio MEM modificado por Dulbeco 

DNA: Ácido desoxiribonucleico.   

dNTPS: Deoxinucleótidos. 

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas 

Fase  G2: Segunda fase de intervalo o GAP. 

Fase M: Fase de Mitosis. 

GAPDH: Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 

IAP: Proteínas inhibidoras de apoptosis. 

PCR: Reacción en Cadena de la DNA polimerasa 

RNAm: Ácido ribonucleico mensajero. 

RT: Reverso transcriptasa. 

RING: Anillo de dedo de zinc. 

UVB: radiación ultravioleta b. 

δ:Delta. 
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ABREVIATURAS DE UNIDADES DE MEDICIÓN. 
 

g: Gramos. 

Mg: Miligramos. 

µg: Microgramos. 

ml: Mililitros. 

µl: microlitros. 

M: Moles. 

mM: Milimoles. 

µM: Micromoles. 

nM: Nanomoles 

picoM: Picomoles. 

pb: Pares de bases. 

h: Horas. 

min: minutos(´) 

seg: segundos (“) 

1Kb = 1000 pb. 
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