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La proteïna p27Kip1 (en endavant, p27) va ser identificada por primera 

vegada com a un agent de resposta al TGF-β que impedia la progressió 

a través del cicle cel·lular mitjançant la inhibició dels complexes CDK-

ciclina (Koff et al., 1993; K. Polyak et al., 1994; Slingerland et al., 

1994; Toyoshima & Hunter, 1994). A més d’aquest paper inicial com 

inhibidor del cicle cel·lular, es va comprovar que la translocalització al 

citosol de p27 comportava una nova funció: remodelació del citoesque-

let d’actina i promoure la migració cel·lular (Besson et al., 2004). 

Allò va mostrar la dualitat de papers de p27. Per una banda, actuava 

com a supressor de tumors (inhibició de la proliferació), però per l’altra 

com a un oncogen (activació de la mobilitat cel·lular pròpia de la me-

tàstasi). Per arrodonir aquesta dicotomia, recentment s’ha afegit la ca-

pacitat de p27 d’interaccionar amb diversos factors transcripcionals i 

modular la seva activitat (Pippa et al., 2012; Yoon et al., 2019). 

Per entendre aquestes diferents facetes de la mateixa proteïna, primer 

s’ha de conèixer la seva estructura i, segon, com la cèl·lula regula les 

diferents funcions 

1. Estructura de p27 

El gen CDKN1B, situat al cromosoma 12p13, conté tres exons que co-

difiquen els 198 aminoàcids que constitueixen la proteïna p27 (Ponce-

Castañeda et al., 1995). Degut a la seva seqüència, p27 (Fig. 1) és una 

proteïna intrínsecament desordenada, és a dir, manca d’una estructura 

secundaria estable, i las seves funcions son regulades mitjançant PTMs 

o per interaccions amb altres proteïnes (Galea et al., 2008). 
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Figura 1. Organització genòmica de CDK1B i estructura de p27. (A) Es representa 

la localització al cromosoma humà (12, en ratolins és el 6) del gen CDK1B (12p13) i 

la disposició d’exons i introns al gen. (B) La regió N-terminal de p27 conté el KID 

(28-91), compost per el subdomini D1 (28-37, coil) i el subdomini D2 (60-82, forqui-

lla β i làmina β), units pel subdomini LH (38-59, hèlix α), i l’hèlix 310 (83-91) d’unió 

al C-terminal. El NES (32-46) es troba amagat quan p27 interacciona amb el complex 

CDK-ciclina. El N-terminal sembla unir, a més, altres proteïnes, com Ngn-2 i Grb2. 

Aquest últim reconeix el PRD (89-96). El C-terminal manca d’estructura i conté la 

NLS (152-168) necessària per la importació del complex CDK-ciclina. El Scatter 

Domain (118-158) participa a la inhibició de l’estabilitat del polímers d’actina, pel 

que podria ser la zona d’unió a RhoA. La cua terminal (170-198) uneix estamina per 

estabilitzar els microtúbuls. PTMs de p27. Només es mostren les fosforilacions més 

rellevants i les quinases que hi participen. 

Com s’observa a la Fig. 1, el seu extrem N-terminal presenta certa es-

tructura secundaria (Lacy et al., 2004; Sivakolundu et al., 2005) i conté 

el domini KID (residus 28-91), d’unió als complexes ciclina-CDK 
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(Russo et al., 1996). Aquesta regió consta d’un subdomini d’unió a 

ciclina (D1), un subdomini d’unió a CDK (D2) i un subdomini d’enllaç 

entre D1 i D2 (LH). A més, conté un subdomini hèlix 310 de connexió 

amb el C-terminal. 

 
Figura 2. Estructura 3D de p27 unida al complex CDK2-CiclinaA. Es marquen 

amb diferents cors els dominis de la regió N-terminal de p27. Extret de Ou et al., 

2011. 

Per poder plegar-se i estabilitzar-se, p27 interacciona primer amb la 

ciclina mitjançant el subdomini D1, que desencadena un canvi confor-

macional a la subregió LH que permet el plegament de p27 sobre la 

CDK (Russo et al., 1996). D’aquesta manera (Fig. 2), p27 bloqueja el 

centre catalític de la CDK al impedir la unió d’ATP, a més d’evitar la 

fosforilació activadora per CAK (Ray et al., 2009). Malgrat ser, en 

principi, un inhibidor universal del complexes ciclin-CDK, p27 té pre-

ferència per la interacció amb CDK4/6-CiclinaD i CDK2-CiclinaA/E 

(Polyak et al., 1994; Toyoshima & Hunter, 1994). 

D’altra banda, el seu extrem C-terminal (residus 105-198) manca de 

estructura definida i té l’habilitat d’interactuar amb un ampli rang de 
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diferents proteïnes. Conté la seqüència de importació nuclear (NLS), 

mentre la d’exportació (NES) es troba dins del domini KID. Després de 

la traducció, p27 interacciona amb CDK/ciclina al citosol i mitjançant 

importines (α3, α5 i β) entren al nucli (Alt et al., 2002; Sekimoto et al., 

2004). 

2. Mecanismes de regulació dels nivells de p27 

Els nivells de p27 a la cèl·lula es regulen, principalment, per mecanis-

mes post-transcripcionals i, de manera residual, transcripcionals, ja que, 

generalment, els nivells de mRNA de p27 no varien entre cèl·lules qui-

escents i proliferants ni al llarg del cicle (Polyak et al., 1994). 

2.1. Regulació transcripcional 

Hi ha diferents factors de transcripció implicats en la regulació de 

l’expressió gènica de p27, tant positius (FOXO, MENIN, E2F1) com 

negatius (c-myc, Hes1). 

El regulador negatiu de la transcripció de p27 més estudiat és c-myc, un 

proto-oncogen que pot inhibir directament l’expressió de p27 per unió 

al seu promotor (Yang et al., 2001). A més, c-myc promou l’expressió 

de CUL1 i Skp2, components de l’E3 ubiquin lligasa que porten en 

última instància a la degradació de p27 (Bretones et al., 2011; O’Hagan 

et al., 2000). Un altra repressor transcripcional de p27 es Hes1, repres-

sor transcripcional diana de la via proliferativa de Notch (Murata et al., 

2005). 

En contraposició, entre els reguladors positius cal destacar la subfamí-

lia de proteïnes FOXO (FOXO4, FOXO3a, FOXO1a), que afavoreixen 

l’aturada del cicle cel·lular mitjançant l’expressió de p27 (Medema et 

al., 2000). De la mateixa forma, el supressor de tumors MENIN afavo-
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reix l’expressió de p27 regulant la metilació del seu promotor (Karnik 

et al., 2005). 

També el factor de transcripció E2F1, diana del complex CDK2-

Cyclin, promou la expressió de p27, creant una retroalimentació nega-

tiva (C. Wang et al., 2005). Per últim, l’acció de la vitamina D3 mitjan-

çant Sp1 combinat amb VDR o amb NFY afavoreix l’expressió de p27 

(Huang et al., 2004; Inoue et al., 1999). 

S’ha observat la interacció entre aquests mecanismes transcripcionals, 

ja que c-myc pot interactuar amb FOXO3a, impedint l’expressió de p27 

(Chandramohan et al., 2008). A més, la fosforilació de FOXO3a (T32, 

S253) i FOXO1a (T24, S256, S319) pel proto-oncogen PIM1s inactiva 

aquests factors transcripcionals, inhibint la expressió de p27 (Morishita 

et al., 2008). 

2.2. Regulació post-transcripcional 

2.2.1. Mecanismes traduccionals 

Malgrat nivells constants de mRNA al llarg de tot el cicle, la traducció 

proteica de p27 té un pic màxim en  quiescència i la fase G1 primerenca 

i decreix a la entrada de la fase S (Hengst & Reed, 1996; Millard et al., 

1997). El extrem 5’UTR del gen CDKN1B regula aquesta traducció 

dependent de cicle (Göpfert et al., 2003). Conté un uORF i un IRES, 

que manté la traducció durant quiescència independent del 5’cap 

(Kullmann et al., 2002; Miskimins et al., 2001). 

Entre les proteïnes que regulen la traducció de p27 mitjançant aquesta 

regió IRES es troben PTB, que l’activa (Cho et al., 2005), o membres 

de la família Elav (ELAV1, ELAV4), que l’inhibeixen (Kullmann et 

al., 2002; Millard et al., 2000). D’altra banda, s’ha vist que la inhibició 
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de Rho (Vidal et al., 2002) o CDK4 (González et al., 2003) incrementa 

la traducció de p27 pel seu extrem 3’UTR. 

Aquest 3’UTR pot ser diana de diferents miRNA que impedeixen la 

traducció del mRNA. S’ha descrit la regulació traduccional de p27 mit-

jançant miR-221 i miR-222, els quals son expressats per acció de c-

myc (le Sage et al., 2007). Això demostra com aquest proto-oncogen 

promou a tots els nivells (transcripcional, traduccional i proteolític) la 

degradació de p27 per fer avançar el cicle. 

2.2.2. Estabilitat i mecanismes proteolítics 

La degradació via protosoma és el principal mecanisme establer per la 

regulació dels nivells de p27 a la cèl·lula (Fig. 3). Al principi del cicle 

cel·lular, una sèrie de PTMs porten a la ubiquitinació de p27 pel com-

plex SCF-Skp2 (Carrano et al., 1999; Ganoth et al., 2001; Montagnoli 

et al., 1999), passant dels nivells màxims proteics a G0 a desaparèixer 

un cop a la fase S. 

Aquest procés de degradació s’inicia a la fase G1 amb la fosforilació de 

p27 al residu Y88 (addicionalment, Y74 o Y89) per part de Tyr quina-

ses lliures (c-Src, Lyn, ABL) o receptors quinasa (JAK2). Això provoca 

un canvi conformacional a la proteïna que permet deixar lliure el centre 

actiu de la CDK2 (Chu et al., 2007; Grimmler et al., 2007; Jäkel et al., 

2011; James et al., 2008), i, per tant, activar al complex CDK-ciclina. 

Una segona fosforilació al residu T187 per aquest complex actiu per-

met el reconeixement de p27 pel complex SCF-Skp2 i la seva poliubi-

quitinació i, finalment, degradació (Montagnoli et al., 1999). 
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Figura 3. Mecanismes d’exportació citoplasmàtica i degradació. La fosforilació de 

la ciclina D per GSK (1) promou la seva exportació nuclear juntament amb la 

CDK4/6 i p27 mitjançant CRM1 (2). Un cop al citosol, CRM1 es desacobla i pot 

tornar al nucli. Mentre, p27 es poliubiquitinada per KPC (3) i, finalment, degrada. La 

ciclina D queda al citosol durant la resta de la interfase. D’altra banda, senyals mito-

gènics poden activar Akt, que fosforila el residu S10 de p27 (4). CRM1 reconec 

aquesta p27 fosforilada i la transloca al citosol (5), on pot ser degradada prèvia poliu-

biquitinació de KPC (6). Al citosol, p27 pot ser novament fosforilada por Akt (T157, 

T198) i segrestada per proteïnes 14-3-3 (7). Aquest tres mecanismes durant la fase G1 

afavoreixen l’avanç del cicle. A més, al citosol p27 pot regular el citoesquelet de la 

cèl·lula (8). 

Encara que la poliubiquitinació per Skp2 es realitza al nucli, p27 també 

pot ser exportada al citosol per ser poliubiquitinada i degradada. Durant 

la fase G1 primerenca, diverses quinases (hKIS1, Akt,) fosforilen a p27 

al residu S10.  Aquesta fosforilació, a més de promoure l’estabilitat de 

p27 (Boehm et al., 2002; Nacusi & Sheaff, 2006), afavoreix la unió 

amb el complex exportador CRM1/Ran-GTP pel domini KID (Connor 

et al., 2003; Ishida et al., 2002). Altres quinases que estabilitzen a la 

p27 són la CDK5 (Kawauchi et al., 2006) i, durant la quiescència, la 

DYRK1b (Deng et al., 2004).  
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Un cop translocada al citosol, p27 pot ser fosforilada als residus T157 i 

T198 per Akt, Pim o CAMKI (Fujita et al., 2002; Liang et al., 2002; 

Mallampalli et al., 2013; Morishita et al., 2008; Shin et al., 2002; 

Viglietto et al., 2002). La fosforilació al NLS (T157) i a l’aminoàcid 

terminal (T198) afavoreix el segrest per proteïnes 14-3-3 i, per tant, 

impedeix la reentrada al nucli (Fujita et al., 2002; Morishita et al., 

2008; Sekimoto et al., 2004). Aquestes fosforilacions s’han lligat a un 

avanç del cicle, al decréixer els nivells nuclears de p27 i, en teoria, im-

pedir la inhibició de les CDKs, i també a la regulació de la motilitat 

cel·lular, al ser necessària la presència de p27 al citosol per això.  

A més d’aquesta fosforilació a la S10, p27 pot ser translocada a citosol 

mitjançant la intervenció de la ciclina D2 (Susaki et al., 2007). 

L’expressió d’aquesta ciclina es produeix al inici de G1 abans dels al-

tres subtipus de ciclina D (D1, D3) i el seu increment correlaciona amb 

el descens dels nivells proteics de p27. La fosforilació al residu T280 

de la ciclina D2 promou la translocació del complex trimèric p27-

CDK4/6-ciclinaD2 al citosol (Susaki et al., 2007). Un cop allà, p27 pot 

ser reconeguda por l’E3 ubiquitin lligasa KPC, poliubiquitinada i, fi-

nalment, degradada (Kamura et al., 2004; Susaki et al., 2007). 

A més de KPC, durant la fase G1, altre ubiquitin lligasa associada a 

l’eliminació de p27 és Pirh2, que es troba tant al nucli com al citosol 

(Hattori et al., 2007). També s’ha descrit la degradació protosomal de 

p27 per mediació de PCAF, que acetila el residu K100 de p27 i és in-

dependent de Skp2 (Pérez-Luna et al., 2012). És a dir, aquesta acetila-

ció es produeix a l’inici de la fase G1, al igual que les poliubiquitinaci-

ons de KPC i Pirh2 i a diferència de la ubiquintació nuclear de p27 per 

Skp2, que ocorre des de la fase S/G2 fins M (Malek et al., 2001; 
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Nakayama et al., 2004). Per tant, el possible mecanisme de recanvi pro-

teic durant la quiescència encara està per dilucidar (Besson et al., 

2006). 

Així diverses PTMs controlen l’estabilitat, la localització i la funció de 

p27. Cal remarcar que la fosforilació de la S10 és la modificació més 

trobada (Ishida et al., 2000), probablement per ser l’única estabilitzado-

ra en contraposició a altres degradatives (T187) o segrestadores (T157, 

T198) i trobar-se a estadis quiescents i no només proliferatius (Y78, 

Y88, Y89, T157, T187, T198).  

3. Paper de p27 en diversos processos cel·lulars 

3.1. Cicle cel·lular 

El cicle cel·lular es una sèrie d’esdeveniments per la qual la cèl·lula 

creix i replica el seu genoma per poder dividir-se. Hi ha quatre etapes 

(Fig. 3): primera fase de creixement cel·lular depenent de mitògens 

(G1), un període de síntesi de DNA (S), una segona fase de creixement 

independent de mitògens (G2) i una última en la que es divideix el 

DNA de forma equitativa i es separen els citoplasmes (M). Les 

cèl·lules que no entren en el cicle cel·lular queden en un estat de quies-

cència (G0). 

Aquest procés està regulat per una sèrie de quinases (CDKs) acoblades 

a oscil·ladors (ciclines), és a dir, a proteïnes que regulen la seva activi-

tat però només s’expressen en determinats punts del cicle i per un perí-

ode determinat. Les parelles que intervenen al cicle són (Fig. 4): 

CDK4/6-Ciclina D (G1), CDK2/Ciclina E/A (G1/S), CDK1/Ciclina A/B 

(G2/M). 
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Figura 4. Representació esquemàtica del cicle cel·lular. El cicle cel·lular, que té 

una durada diferent segons el subtipus cel·lular, consta de quatre fases. A la fase G1, 

la cèl·lula creix davant l’arribada de senyals mitogènics. Aquests senyals porten a la 

degradació dels CKI, com p27, i l’expressió del reguladors de CDK, com la Ciclina 

D. L’acció seriada del complex CDK4/6-CiclinaD durant la fase media de G1 i del 

Complex CDK2-CiclinaE a la fase tardana porta al inicia de la fase de replicació del 

DNA. En aquesta fase S intervé el complex CDK2-Ciclina A. Un cop acabada la 

duplicació del material gènic, la cèl·lula entra en la fase G2, on creix i es prepara per 

la divisió. La entrada en fase M està regulada pel complex CDK1-CiclinaB. Durant la 

fase M, es condensen els cromosomes, s’alineen i es separen als pols oposats de la 

cèl·lula. Finalment, es produeix la citocinesi (separació del citoplasma) i es generen 

dues cèl·lules filles idèntiques. Al cas de la meiosi, quatre cèl·lules filles amb la mei-

tat de dotació cromosòmica. Un cop acabada la fase M, la cèl·lula pot entrar de nou 

en cicle o sortir i quedar en una fase de quiescència (G0), on es manté en repòs (no es 

divideix). A la imatge es marquen els quatre punts de control (check-points) del cicle. 

A més, s’han descrit una sèrie de proteïnes que s’uneixen a les CDKs o 

als complexes CDK/ciclina i que els inhibeixen (CKI). Els primers son 

els inhibidors de la família INK4 (p16INK4a, p15INK4b, p18INK4c, 

p19INK4d) i impedeixen la unió de CDK4/6 amb la seva ciclina, mentre 

que p27, juntament amb p21cip1/waf1 i p57kip2, pertanyen a la família 

CIP/KIP i poden interaccionar amb diversos complexos CDK/ciclina 

(Sherr & Roberts, 1999). 

Concretament, p27 interacciona amb el complex CDK4/6-CiclinD. 

Aquest complex és termodinàmicament inestable i requereix de la unió 
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de p27 pel seu assemblatge (Lacy et al., 2004) i manteniment al nucli 

(Cheng et al., 1999). A més, la inhibició d’aquest complex només es 

produeix en quiescència, ja que en cèl·lules proliferants p27 es troba 

fosforilada als residus de l’hèlix 310 (Y88, Y89) i, per tant, la CDK4/6 

és activa (James et al., 2008). 

Això va demostrar que p27 no era un simple inhibidor de CDKs, sinó 

més bé un modulador de l’activitat d’aquestes. En part necessari perquè 

poguessin fer les seves funcions i que els complexes trimèrics (p27-

CDK-ciclina) podien ser actius. 

L’arribada de senyals mitogènics a la cèl·lula porta a l’expressió de 

ciclina D i la fosforilació de p27 al residu Y88 (Fig. 5). D’aqueta for-

ma, la ciclina D desplaça als INK4 per former dímers actius i els com-

plexes trimèrics p27-CDK4/6-ciclina D passen a ser actius. La CDK4/6 

monofosforila al supressor de tumors pRb (Narasimha et al., 2014), que 

trenca la seva associació amb el factor de transcripció E2F. Així, 

s’expressen gens dependents d’E2F necessaris per l’avanç del cicle, 

com les ciclines E i A. El complexe CDK2-CiclinaE, després de pro-

moure la degradació de la p27 fosforilada prèviament al residu Y88, 

hiperfosforilaran a pRb per mantenir l’expressió dels gens requerits per 

entrar a la fase de síntesi de DNA 

La hiperfosforilació de pRb constitueix el punt de restricció del cicle. 

Si es supera, la resta del cicle es independent de mitógens i només esta-

rà controlat per punts de control (check-point), com que el DNA estigui 

sense dany (a la fase G1), que s’hagi replicat completament i només una 

vegada (abans de finalitzar la fase S), que no estigui danyat després de 

la replicació i que estigui complerta (fase G2) i que els cromosomes 
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estiguin ben ancorats als microtúbuls i posicionats al mig de la cèl·lula 

(fase M). 

 
Figura 5. Regulació del cicle cel·lular per p27. La activació de diverses quinases 

mitogèniques provoca la fosforilació al residu Y88 de p27, que canvia de conforma-

ció. Els trímers p27-CDK4/6-ciclinaD queden actius i monofosforilen pRb, que 

s’allibera d’E2F i s’expressen gens necessaris per l’avanç del cicle. Als trímers p27-

CDK2-ciclina E, CDK2 pot fosforilar p27 al residu Y187 i permetre, així, la ubiquiti-

nació de p27 per part de Skp2. Un cop degradada, el complex CDK2/CiclinaE pot 

hiperfosforilar pRb perquè s’acabin d’expressar tots el gens necessaris per la fase S. 

Si no hi ha suficients senyals de creixement, la cèl·lula no podrà fosfo-

rilar a pRb i continuar el cicle. Aixó provoca una nova reentrada en 

quiescència, mitjançant la recuperació dels nivells previs de p27. 

D’altra banda, l’activació dels punts de control suposen l’aturada del 

cicle per intentar solucionar el problema o, en cas contrari, la mort de la 

cèl·lula per apoptosi. 

Els danys de doble cadena al DNA provoquen l’activació de la quinasa 

ATM, encarregada de fosforilar diverses dianes amb un únic objectiu: 

aturar el cicle perquè la cèl·lula pugui reparar el dany. Al control de G1, 

ATM fosforila p27 al seu residu S140 per augmentar la seva mida mitja 
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(Cassimere et al., 2016), mentre la fosfatasa Wip1 elimina aquest fosfat 

i el d’altres dianes d’ATM un cop s’ha reparat el dany (Choi et al., 

2020). 

3.2. Regulació metabòlica 

La relació entre cicle cel·lular i metabolisme és estreta. No s’ha 

d’oblidar que la duplicació del DNA o la separació dels cromosomes 

són dos processos amb alta demanda energètica. El paper dels diferents 

complexes CDK/Ciclina o dels CKI encara no està ben dilucidat, però 

es sap, per exemple, la participació de p27 a l’autofàgia (Nowosad et 

al., 2020). 

Aquest procés catabòlic consisteix a la degradació i el reciclatge dels 

components intracel·lulars per part dels lisosomes. El complex 

mTORC1 regula negativament l’autofàgia, al inhibir la formació i ma-

duració de l’autofagosoma (Parzych & Klionsky, 2014). 

En condicions de manca de nutrients, com glucosa o, especialment, 

aminoàcids, s’activa l’AMPK, que fosforila a p27 al residu T198 

(Nowosad et al., 2020; White et al., 2018). Aquesta fosforilació durant 

períodes prolongats sense aminoàcids (>48h) provoca la relocalització 

de p27 prop dels lisosomes, on s’uneix a la subunitat LAMTOR1 del 

complex Ragulator-Rag (Nowosad et al., 2020; Zada et al., 2015). En 

condicions normals, aquest complex de la membrana lisosomal interac-

ciona amb mTORC1 i l’activa. Per tant, en estats de deprivació, p27 

bloqueja aquesta unió entre mTORC1 i el complex Ragulator-Rag, afa-

vorint la formació de l’autofagosoma (Nowosad et al., 2020). 

Així, p27 permet a la cel·lular degradar components interns per obtenir 

la suficient energia per poder continuar el cicle. Cal remarcar que 
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l’autofàgia es un procés limitat i freqüent per el correcte funcionament 

d’una cèl·lula. 

3.3. Motilitat cel·lular 

La migració cel·lular és un procés dinàmic que juga un paper important 

en diverses funcions biològiques, com l’embriogènesi, la regeneració 

dels teixits o la vigilància immune, així com en els processos de malal-

ties, inclosa l’aterosclerosi o la metàstasi del càncer. Entre les proteïnes 

que poden regular la mobilitat cel·lular, les més rellevants són la 

GTPasa RhoA i el seu efector ROCK1 per la seva acció sobre els dife-

rents components de citoesquelet (Fig. 6) (Amano et al., 2010). 

Per efecte d’alguns tipus de factors de creixement o d’interaccions en-

tre la cèl·lula i la matriu extracel·lular, es poden activar diversos GEFs. 

GEF promou l'alliberament de GDP de RhoA per substituir-ho per 

GTP. Així, RhoA pot activar diferents dianes proteiques, inclosa 

ROCK1. Un cop activa, la quinasa ROCK1 pot fosforilar a la quinasa 

LIM, que fosforila, a la sua vegada, a la cofilina. Aquesta cofilina fos-

forilada no pot unir-se a l’actina monomèrica, per la qual cosa els fila-

ments d’actina s’estabilitzen i s’impedeix la migració cel·lular. 

D'altra banda, ROCK1 fosforila la MLC i la MLC fosfatasa, augmen-

tant l'activitat ATPasa de la miosina directa i indirectament. La miosina 

actua com a proteïna motora, ja que pot interactuar amb els filaments 

d’actina i afavorir la seva motilitat mitjançant la hidròlisi d’ATP. Així, 

les molècules de miosina poden moure filaments d’actina els uns contra 

els altres i, per tant, contraure la cèl·lula. 
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Figura 6. Regulació de la dinàmica del citoesquelet per p27. (1) Al citosol, RhoA 

activa a ROCK1, que fosforila diverses dianes: i) LMK, que fosforila a la cofilina i 

impedeix que uneixi actina, estabilitzant els filaments; ii) MLC, fomentant l’activitat 

ATPasa de la miosina i permitent la contracció dels filaments; iii) MLCP, que queda 

inactiva i s’evita que elimini el fosfat activador de la MLCK. La fosforilació per part 

d’Akt al residu terminal de p27 promou que aquesta última interaccioni amb RhoA, 

impedint tots els esdeveniments prèviament descrits. Per tant, es despolimeritzen els 

filaments d’actina i es promou la migració cel·lular. (2) D’altra banda, p27 pot in-

teraccionar al citosol pel C-terminal amb l’estatmina. Com l’estatmina es un factor 

despolimeritzador de microtúbuls, p27 promou que s’estabilitzen i impedeix la migra-

ció cel·lular. 

D'altra banda, ROCK1 fosforila la MLC i la MLC fosfatasa, augmen-

tant l'activitat ATPasa de la MLC directa i indirectament. La miosina 

actua com a proteïna motora, ja que pot interactuar amb els filaments 

d’actina i afavorir la seva motilitat mitjançant la hidròlisi d’ATP. Així, 

les molècules de miosina poden moure filaments d’actina els uns contra 

els altres i, per tant, contraure la cèl·lula. 

La inactivació de RhoA està regulada principalment per GAPs, que 

promouen la hidròlisi de GTP al estimular l’activitat GTPasa de RhoA. 

Tot i això, hi ha altres mecanismes que poden contribuir a inactivar 

RhoA, com la interacció amb p27. Després de ser fosforilada a la S10 
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per ser exportada al citosol, p27 pot interactuar directament amb RhoA 

pel seu C-terminal i evitar l’intercanvi de GDP per GTP (Besson et al., 

2004). Així, RhoA es manté inactiva i es promou la migració cel·lular. 

És a dir, s’inhibeix l’estabilització d’actina i s’afavoreix la seva despo-

limerització. 

La quinasa RSK1, que es diana de vies mitogèniques com Ras/MAPK 

o PI3K/PDK1, pot fosforilar a p27 al seu residu terminal (Fujita et al., 

2003). Encara que aquesta fosforilació, induïda per altre quinasa acti-

vada per la vía PI3K/PDK1 com l’Akt (Fujita et al., 2002), va ser des-

crita com segrestadora (Fujita et al., 2003), es va demostrar que promo-

via la unió de p27 a RhoA (Larrea et al., 2009). Per tant, afavoria la 

despolimerització d’actina i la migració cel·lular. 

D’altra banda, també s’ha descrit com al citosol p27 interacciona pel C-

terminal amb l’estatmina, una proteïna desestabilitzadora de microtú-

buls, i inhibeix la motilitat cel·lular (Baldassarre et al., 2005). En pa-

ral·lel a aquesta estabilització, p27 uneix ATAT1 per inhibir la seva 

degradació i promoure el tràfic cel·lular (Morelli et al., 2018). Entre les 

proteïnes afectades per aquesta regulació del transport vesicular al llarg 

dels microtúbuls estaria Ras-H (Fabris et al., 2015). 

Per tant, al citosol p27 presenta una dualitat de papers que, probable-

ment, l’estat fosforilatiu determina el rol predominant. L’estatmina 

interacciona pels últims residus del C-terminal de p27 (Baldassarre et 

al., 2005), mentre aquesta cua ha d’estar fosforilada (T198) per la unió 

amb RhoA/Rock al mig del C-terminal (Larrea et al., 2009). 

També s’ha descrit la interacció del extrem C-terminal de p27 amb 

PRC1 (Perchey et al., 2018), impedint que pugui polimeritzar els mi-
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crotúbuls, o el seu paper a la ciliogènesi (Yukimoto et al., 2020) o la 

generació d’invadopodia (Chen et al., 2020; Jeannot et al., 2017). 

3.4. Paper de p27 en la regulació transcripcional 

A més de controlar la migració cel·lular amb el seu C-terminal al cito-

sol i la activitat dels complexes CDK-ciclina al nucli pel ser extrem N-

terminal, diferents evidències suggereixen el possible paper de p27 com 

un coregulador transcripcional independent de CDK, sobre tot en pro-

cessos de desenvolupament. 

El factor de transcripció del tipus bHLH neurogenina-2 promou en 

col·laboració amb p27 la neurogènesi cortical i la migració radial 

(Bertrand et al., 2002). Mentre aquesta última funció es regulada per 

l’extrem C-terminal de p27 i l’eix RhoA/ROCK (Nguyen et al., 2006), 

la diferenciació neuronal requereix l’extrem N-terminal de p27 

(Nguyen et al., 2006; Vernon et al., 2003). D’una banda, p27 inhibeix 

la fosforilació per CDKs de neurogenina-2, afavorint la unió al DNA 

(Ali et al., 2011). D’altra, promou la seva estabilització independent de 

l’activitat CDK, encara que no s’ha demostrat la interacció directa 

(Nguyen et al., 2006). 

També s’ha vist que la miogènesi està regulada per p27 en 

col·laboració amb MyoD (Vernon & Philpott, 2003). Els mioblasts 

immortalitzats de ratolí C2.C12 es diferencien a miòcits en confluència, 

però l’absència de p27 impedeix aquest procés (Messina et al., 2005). 

El mecanisme exacte de regulació és desconegut, però es independent 

de CDKs. 

De forma semblat, l’extrem N-terminal de p27 independent de CDKs, 

promou la diferenciació cardíaca (Movassagh & Philpott, 2008). Altres 



Introducció 

30 

procés de desenvolupament relacionats amb p27 són la diferenciació 

eritropoiética (Acosta et al., 2008; Muñoz-Alonso et al., 2005), 

l’ossificació endocondral (Yeh et al., 2007) o l’angiogènesi (Vidal et 

al., 2005). 

 
Figura 7. Factors de transcripció que interaccionen amb p27. Es representen els 

principals TF o elements reguladors de la transcripció i les seves funcions. 

Recentment, s’ha determinat que p27 pot unir-se a diversos factors de 

transcripció (Fig. 7): E2F4/p130, Ets1 (Pippa et al., 2012); AHR, 

MyoD (Biçer et al., 2017); Pax5 (Perearnau et al., 2017); i c-jun (Yoon 

et al., 2019). La interacció tant amb c-jun com E2F4/p130 depèn de 

l’extrem C-terminal. Mentre l’activitat p27/c-jun s’ha lligat a la regula-

ció del gen TGF-β2 i l’EMT (Yoon et al., 2019), p27 col·labora amb 

E2F4/p130 a la repressió de diversos gens (Pippa et al., 2012). 

El factor de transcripció E2F4 és el principal repressor i regulador del 

cicle cel·lular (Hsu & Sage, 2016). En cèl·lules quiescents, p27 estaria 
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al nucli juntament amb E2F4/p130 i altres proteïnes repressores com 

HDACs i SIN3A impedint l’expressió de gens de cicle . La entrada en 

cicle promouria la fosforilació de p130, el trencament del complex 

E2F4/p130 i l’alliberament de E2F4 (Orlando et al., 2015). Així, p27 

colocalitzaria al nucli els complexes CDK/ciclina amb E2F4/p130 i 

regularia l’entrada en cicle i la seva progressió de forma precisa (Fig. 

8). 

Cal remarcar que E2F4/p130 també té un paper important en la diferen-

ciació cel·lular (Hsu & Sage, 2016), com al cas de l’ossificació endo-

condral abans mencionat (Yeh et al., 2007). S’ha descrit com E2F4 

col·labora amb p27 per inhibir l’expressió de Sox2, un factor de trans-

cripció necessari per mantenir la pluripotència pròpia de cèl·lules mare 

(H. Li et al., 2012). L’expressió de Sox9 també està regulada negativa-

ment per p27, però el TF que intervé és desconegut (Jeannot et al., 

2015). Altres gens inhibits per p27-E2F4/p130 són Pixt2 (Gallastegui et 

al., 2017) o l’α-sinucleïna (Gallastegui et al., 2018). 

La regulació positiva en cèl·lules proliferants de gens necessaris per 

l’EMT requereix la fosforilació de p27 al C-terminal (T157, T198) per-

què pugui interaccionar amb c-jun i és independent de CDK (Yoon et 

al., 2019). Per tant, segons l’estat proliferatiu de la cèl·lula i les PTMs a 

p27, aquesta proteïna podria pivotar entre un paper més oncogènic o 

més supressor de tumors. 
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Figura 8. Model del paper de p27 i p21 en la regulació transcripcional dels gens 

reprimits per E2F4/p130. En cèl·lules quiescents, p27 s’associa amb p130 i E2F4 

als promotors de gens diana pel seu domini C-terminal i amb el complex 

CDK4/ciclina D2/3 pel seu extrem N-terminal. A aquesta etapa, Cdk4 està inactiva, 

degut a la seva inhibició per p27 (1). Al inici de G1, p27 és fosforilada per Tyr quina-

ses als residus Y74 y Y88. Es desencadena un canvi conformacional que permet a la 

CDK ser activa i fosforilar a p130 (2). A més, Cdk4 fosforila la T187 de p27, facili-

tant la seva degradació. Aquesta degradació també és estimulada per la acetilació de 

la K100 per l’acetiltransferasa i coactivador transcripcional PCAF (3). La degradació 

de p27 porta a la eliminació del complex CDK4/CiclinaD2/3 dels promotors (4). 

Posteriorment, p21 s’associa amb E2F4/p130 reclutant el complex CDK2/CiclinaD1 

(5). Després de la fosforilació de la Y77 de p21 (6), Cdk2 s’activa i hiperfosforila 
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p130 (7). Cdk2 també fosforila la S130 de p21, la qual cosa porta a la seva degrada-

ció. La degradació de p21 i la fosforilació de p130 desorganitzen els complexos re-

pressius, permetent així la acció de factors de transcripció activadors, com E2F1, que 

inicien la transcripció de gens diana (8). 

4. Rellevància clínica 

Aquesta diversitat de rols dota a p27 d’una importància a nivell patolò-

gic, sobretot tumoral. Els ratolins p27‒/‒ mostren gigantisme i hiperplà-

sia multiorgànica, a més d’esterilitat femenina, displàsia retinal i tu-

mors pituïtaris (Fero et al., 1996; Nakayama et al., 1996). Totes aques-

tes funcions estarien lligades al paper inhibidor del cicle cel·lular que té 

p27. 

Malgrat la possible funció de p27 com supressor de tumors, les seves 

mutacions són infreqüents (Pietenpol et al., 1995; Ponce-Castañeda et 

al., 1995), encara que cada vegada es descriuen més (Bencivenga et al., 

2017). La leucèmia de cèl·lules piloses és un tipus ce leucèmia limfoide 

crònica de cèl·lules B deguda en la gran majoria de casos a mutacions 

al proto-oncogen de b-Raf, sent la segona mutació més trobada al gen 

de p27 (Dietrich et al., 2015). 

S’ha demostrat que la haploinsuficiència (p27+/‒) en ratolins és suficient 

per la generació de tumors davant radiació γ o carcinògens químics 

(Fero et al., 1998). A més, els ratolins amb una p27 deficient per la 

unió de CKDs (p27CK‒) mostren tumorogènesi espontània en diferents 

òrgans, a més dels defectes ja prèviament descrits en ratolins KO 

(Besson et al., 2007). És a dir, p27CK‒ té un paper oncogènic al pertor-

bar la homeòstasi normal de cèl·lules mare i promoure la seva expansió 

(Besson et al., 2007). 

En conseqüència, la gran majoria de tumors mostren una reducció ge-

neral dels nivells de p27 o deslocalització al citosol que correlaciona 
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amb un mal pronòstic. S’ha relacionat agressivitat histològica i mortali-

tat amb càncer pulmonars, de cap i coll, colorectals, d’ovari o de mama 

(Chu et al., 2008), a més de melanomes, gliomes, sarcomes, leucèmies, 

entre altres (Slingerland & Pagano, 2000). 

Src és una quinasa amb activitat augmentada en molts tumors (Mayer 

& Krop, 2010) i que es relaciona amb la baixada general dels nivells de 

p27 (Chu et al., 2007), al ser necessària per l’activació dels complexes 

CDK-ciclina i la posterior degradació de p27. L’increment de 

l’expressió de diferents ubiquitin lligases com Skp2 o Pirh2 en diversos 

tumors s’ha lligat al descens generalitzat de p27 (Bretones et al., 2011; 

Shimada et al., 2009). Els increments de c-myc, que redueix els nivells 

de p27 per diversos mecanismes, són habituals en diferents càncers 

(Bretones et al., 2011). De forma semblat, els miRNA-221 i miRNA-

222, desregulats en molts tumors, correlacionen amb baixos nivells de 

p27 (le Sage et al., 2007). 

D’altra banda, l’eix PI3K/AKT es troba també incrementat en molts 

càncer (Xia & Xu, 2015) i s’ha relacionat a la deslocalització nuclear 

de p27 en diferents tumors i un major potencial metastàsic degut a la 

inhibició de l’eix RhoA/ROCK (Larrea et al., 2009; Wu et al., 2006). 

Els elevats nivells de l’exportador nuclear CRM1 o de la quinasa PIM 

en diversos càncers també podrien contribuir a aquesta deslocalització 

(Morishita et al., 2008; Wang et al., 2014). 

Per tant, diferents estratègies terapèutiques, com són els inhibidors de 

quinases per Src, Akt o PIM o inhibidors d’ubiquitin lligases per Skp2 

o Pirh2, poden ser utilitzades per incrementar els nivells generals de 

p27 i revertir la translocació nuclear. 
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5. La via de Notch 

La ruta de senyalització de Notch (Fig. 9) és una via proliferativa con-

servada evolutivament i associada al desenvolupament i el manteni-

ment de cèl·lules mare. Participa en diferents processos embrionaris, 

com la neurogènesi, l’hematopoiesi o l’angiogènesi, i a l’homeòstasi 

tissular del intestí o la pell, entre altres. La desregulació de la via pro-

voca diferents malalties genètiques, com la Síndrome d’Alagille o CA-

DASIL, i tumorogènesi. 

 
Figura 9. Estructura dels components upstream de la via de Notch. (A) Estructura 

del receptors Notch1 I Notch2. Els receptors Notch3 I Notch4 tenen menys dominis 

EGF-LR i manquen del TAD (no mostrat).  Es marquen les regions que reconeixen al 

lligand (verd) i permeten la trans-activació del receptor, així com la regió del receptor 

que pot interaccionar amb altres receptors Notch de la mateixa cèl·lula i inhibir la 

senyalització (vermell). Al domini HDD es produeix el primer tall proteolític un cop 

s’activa el receptor. Els altres dos talls es situen entre el final del domini transmem-

brana (TMD) i el començament de NICD. (B) Estructura dels lligands Jag1 i Jag2. Els 

lligands tipus Dll tenen menys dominis EGF-LR i manquen del CRD (no mostrat). Els 

dominis DSL i DOS reconeixen els receptors Notch i activen la via de senyalització. 

5.1. Components de la via 

La via consta de quatre isoformes de receptor (Notch 1-4) i cinc lli-

gands (Dll 1, 3 i 4; Jagged 1-2), a més d’un element d’unió a DNA 

(CSL). Tant els receptors com el lligands són proteïnes transmembrana 
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d’un únic pas tipus I (Fig. 9). Els receptors de Notch presenten una 

estructura semblant: entre 29 i 36 repeticions en tàndem similars a EGF 

i tres LNR al domini extracel·lular, mentre al intracel·lular hi ha un 

domini d’unió a CSL (RAM), una seqüencia PEST i set repeticions 

ANK. D’altra banda, els lligands tenen 6-16 repeticions EGF i un do-

mini d’unió a Notch (DSL) a la part extracel·lular i un domini intra-

cel·lular curt i molt variable. 

Després de la seva síntesi, Notch és tallat parcialment a l’aparell de 

Golgi per la proteasa Furin. Així, es forma un fragment extracel·lular 

llarg i una petita porció corresponent a la regió transmembrana i intra-

cel·lular, que s’uneixen per interaccions no covalents dependents de 

Ca2+ per conformar el heterodímer madur (Li et al., 2017). 

Durant el seu pas pel Golgi, el domini extracel·lular pot sofrir diferents 

glicosilacions a les repeticions EGF, com addicions de fucosa, glucosa i 

N-acetilglucosamina per O-fucosiltransferases (POTUF1), O-

glucosiltransferases (POGLUT 1) i GlcNac-transferases (EOGT1), res-

pectivament. La monofucosa pot ser estesa amb N-acetilglucosamines 

per proteïnes Fringe (Lunatic, Manic, Radical), mentre la O-glucosa pot 

ser allargada amb xiloses per xilotransferases (GXYLT1/2, XXYLT1). 

Aquestes PTMs afavoreixen el plegament i l’exportació de Notch a la 

membrana plasmàtica i regulen la seva interacció amb els lligands 

(Hori et al., 2013; Kovall et al., 2017). 

5.2. Senyalització 

Un cop a la membrana plasmàtica, Notch pot interaccionar amb el lli-

gand presentat per altra cèl·lula, produint-se la trans-activació (Fig. 

10). L’endocitosi del lligand a la cèl·lula presentadora provoca en el 

receptor l’extensió de la regió NRR, composat pel domini LNR i el 
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HD. Així, es permet el tall d’aquesta regió de Notch per metaloprotea-

ses (ADAM10 o ADAM17). El domini intracel·lular es tallat per un 

complex γ-secretasa dos cops i s’allibera un fragment soluble (NICD), 

que transloca al nucli. 

 
Figura 10. Via de senyalització de Notch. El reconeixement del lligand per part del 

receptor provoca la seva trans-activació (1). La endocitosi del lligand puja del domini 

extracel·lular del receptor (2), deixant al descobert el lloc de tall de les ADAMs (3). 

Un parell de talls més per la γ-secretasa al domini transmembrana del receptor provo-

quen l’alliberació de NICD (4), que transloca al nucli. La seva interacció amb CSL 

permet el canvi de HDACs pel coactivador MAML i diverses HATs (5). Així, 

s’expressen diferents gens diana, com membres de la família Hes i Hey, entre altres. 

La CDK8 fosforila la seqüència PEST de NICD (6) i afavoreix la seva degradació 

protosomal (7). A la cèl·lula presentadora, el lligand juntament al el NECD també són 

degradats (8). Tant el lligand (no mostrat) com el receptor poden ser endocitats i, 

segons la necessitats de la cèl·lula, tornar un cop més a ser presentats o ser degradats 

via lisosomes (9). Malgrat que una cèl·lula presenti receptors i lligands al mateix 

temps, la seva interacció en cis és inhibitòria (10). 

Al nucli, CSL està unit al DNA juntament amb HDACs i altres proteï-

nes repressores (NCoR/SMRT, Mint/Sharp/SPEN, FHL1, MTG8, CIR, 

PDCD4) (Siebel & Lendahl, 2017). L’arribada de NICD (Fig. 10) des-

plaça a aquests repressors i recluta el coactivador MAML, els modifi-

cadors de histones p300/CBP, PCAF i KAT2, entre altres (Yatim et al., 
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2012). Així, CSL s’activa i, en col·laboració amb altres factors de 

transcripció, permet la transcripció de diversos gens. La fosforilació de 

la seqüencia PEST de NICD per CDK8 permet la seva posterior ubiqui-

tinació per Fbwx7 i subseqüent degradació protosomal, acabant així 

amb la senyal. 

La vía de Notch també es regula mitjançant el tràfic de membrana (Fig. 

10). Tant el lligand (sol o unit al domini extracel·lular de Notch) com el 

receptor son ubiquitinats per E3 ubiquitin lligases (Mindbomb, Esque-

letrofina i Neuralized 1-2 pels lligands; Deltex 1-4, Nedd4, Itch i Cbl 

pels receptors) i endocitats en vesícules de clatrina. Segons les proteï-

nes que es reclutin, aquestes vesícules es poden reciclar o ser degrada-

des als lisosomes. Per exemple, Numb, en col·laboració amb NAK i 

ACBD3, és un regulador negatiu de Notch, ja que promou la degrada-

ció lisosomal del receptor. 

Cal remarcar que la ruta de senyalització de Notch es trans-activada i 

cis-inhibida (Fig. 10). És a dir, la colocalització d’un receptor i un lli-

gand a la mateixa cèl·lula, i en cas de que no hi hagi polaritat, impedeix 

que s’activin. Segons què predomini (lligand o receptor), la cèl·lula 

serà donadora o receptora de senyal. En qualsevol cas, es creu que el 

lligand un cop interacciona amb el receptor Notch també desencadena 

una senyalització inversa (Pelullo et al., 2019). 

A més d’aquesta via de senyalització, s’ha descrit una ruta d’activació 

de Notch independent de CSL. En aquesta via no canònica poden parti-

cipar lligands sense el domini DSL, com DNER, MAGP (1 i 2) o con-

tactines (1 i 6), o ser independent de lligant. S’ha descrit que Notch 

sencer pot interaccionar amb β-catenina i impedir la seva translocació a 

nucli malgrat la presència de Wnt (Andersen et al., 2012). 
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Entre els diversos gens regulats per Notch, els més caracteritzats són 

els factors de transcripció bHLH (familía Hes i Hey). Altres gens des-

crits són IL2RA, NRARP, Deltex-1, c-myc, ciclina D1, p21Cip1, 

NFκB2, Ifi (202, 204 i D3), ADAM19, bcl-2, TCF3, HoxA (5, 9 i 10), 

ErbB2, MMP (2 i 9) i els propis Notch1 i Notch 3 (Borggrefe & 

Oswald, 2009; Li et al., 2017). 

5.3. Paper tumoral de Notch 

Degut a les seves propietats de manteniment de cèl·lules mare i la in-

teracció amb altres vies proliferatives, s’ha vinculat la desregulació de 

la via de Notch a la tumorogènesi i el desenvolupament del càncer. Una 

major activitat de la ruta s’ha lligat a EMT i angiogènesi, creixement 

cel·lular, manteniment i renovació de CIC i resistència a la mort 

cel·lular. 

El paper oncogènic de Notch es va identificar per primer cop en T-

ALL, on es van trobar mutacions activants de NOTCH1 a més de la 

meitat dels pacients (Weng et al., 2004). Les més importants estan al 

domini HD, afavorint l’activació independent de lligand, i a la seqüèn-

cia PEST, incrementant l’estabilitat de NICD (Weng et al., 2004). 

Encara que aquest paper oncogènic també s’ha descrit en tumors sòlids, 

com mama, colorectal, gàstric, melanoma, entre altres (Brzozowa-

Zasada et al., 2017); en aquests tipus de càncers, les mutacions a la via 

de Notch son infreqüents (Ntziachristos et al., 2014). A més, les muta-

cions de NOTCH1 trobades a T-ALL són insuficients, per se, per 

desenvolupar la malaltia (Chiang et al., 2008). Per tant, la tumorogènesi 

deguda a Notch requereix la activació d’altres oncogens (Andersen et 

al., 2012). 
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D’altra banda, la via de Notch també pot actuar com a supressor de 

tumors en diferents càncers, tant sòlids com hematopoètics, incloent 

SSC, SCLC o B-ALL (Nowell & Radtke, 2017). A més, hi ha tumors 

on Notch sembla jugar papers contradictoris, com en HCC o me-

dul·loblastoma (Ntziachristos et al., 2014), dependent del receptor im-

plicat o el subtipus cel·lular, sense oblidar el paper del microambient 

tumoral.

 
Figura 11. Regulació de l’angiogènesi per la via de Notch. La arribada de VEGF-A 

es reconeguda per la cèl·lula endotelial tip mitjançant VEGF-R2, que s’activa i porta 

a l’expressió del lligand DLL4. Aquesta cèl·lula tip presenta el lligand DLL4 a 

cèl·lules adjacents que presenten els receptors Notch1 i Notch4. L’activació en aques-

tes cèl·lules de la via de Notch inhibeix l’expressió de VEGF-R2 i DLL4 i promou 

l’expressió de Jag1. Aquest lligand Jag1 es presenta a altres cèl·lules adjacents, des-

encadenant la mateixa resposta (expressió de Jag1 i inhibició de VEGF-R2 i DLL4). 

Així, la cèl·lula tip impedeix que les cèl·lules adjacents tinguin el seu fenotip (limita-

ció dels punts de ramificació als vasos sanguinis) i que adquireixen el fenotip stalk, el 

qual es potencia a la resta de cèl·lules i permet l’elongació del nou vas. A més, les 

cèl·lules stalk, mitjançant Jag1, promouen la maduració de les VSMC que les reco-

breixen. 

La ruta de Notch pot ser activada des de l’estroma cap el tumor, des de 

el tumor cap a l’estroma i entre les cèl·lules de l’estroma (Meurette, 

2020). A més de regular l’expressió de gens relacionant amb la EMT, 
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com snail-1 o E-cadherina (Sahlgren et al., 2008), la via de Notch està 

fortament relacionada amb l’angiogènesi (Fig. 11). 

Notch i VEGF col·laboren en la generació de nous vasos sanguinis tant 

en processos fisiològics com als tumors, tenint un paper fonamental els 

lligands Jag1 i Dll4. La relació entre Jag1 i Dll4 es bastant complexa. 

En principi, tenen rols contradictoris (Benedito et al., 2009). Mentre les 

cèl·lules amb Dll4 (cèl·lules tip) comencen una nova branca de vasos 

sanguinis, les cèl·lules amb Jag1 (cèl·lules stalk) proliferen per aug-

mentar la mida del nou vas. 

En resposta a VEGF-A (Fig. 11), les cèl·lules endotelials tip expressen 

Dll4, que promou a les cèl·lules adjacents (stalk) l’activació de Notch i 

la inhibició de VEGF-R. Així, s’inhibiria un excés de ramificació. En 

canvi, l’expressió de Jag1 inhibeix l’expressió de Dll4 i VEGF-R, 

augmentant els nivells de Notch i reduint la resposta a VEGF. Per tant, 

Jag1 amplifica el senyal i promou el creixement de nous vasos sangui-

nis. 

Un procés d’angiogènesi fisiològic requereix un equilibri entre Dll4 i 

Jag1, però els elevats nivells de Jag1 desemboquen en un fenotip híbrid 

de cèl·lula tip/stalk (Boareto et al., 2015). Així, es produiria una angio-

gènesi caòtica i amb vasos poc perfusats, típic de la vasculatura tumo-

ral. No ha de resultar estrany, per tant, que els nivells incrementats de 

Jag1 o Notch1 correlacionen amb un mal pronòstic en diversos tipus 

tumorals (Brzozowa-Zasada et al., 2017; Li et al., 2007). 

VEGF-A no només afavoreix l’expressió de Dll4, sinó també d’altres 

elements de la via de Notch, com Hey2 o el propi receptor Notch1 

(Williams et al., 2006). Hey2 inhibeix la transcripció de VEGF-R2, pel 

que promouria el creixement cel·lular al afavorir la generació de vasos 
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madurs i de baixa densitat (Williams et al., 2006). Sense Dll4/Hey2, 

s’inhibeix el creixement tumoral per una sobre-ramificació i la genera-

ció de vasos fins, fràgils i no funcionals (Ridgway et al., 2006). 

La regulació tant de Hey2 com Dll4 en resposta a VEGF-A implica 

l’acció de la via PI3K/Akt i depèn de FOXC2 (Fig. 12) (H. Hayashi & 

Kume, 2008). Aquest factor de transcripció col·labora amb Notch per 

expressar Hey2 (H. Hayashi & Kume, 2008). A més, FOXC2 regula 

l’expressió de altres gens relacionats amb l’angiogènesi, com EphrinB2 

o Ang-2, o la migració cel·lular, com CXCR4 i ZEB1 (Kume, 2008; 

Werden et al., 2016). 

 
Figura 12. Diferenciació dels vasos sanguinis. (A) Els nivells de VEGF marquen el 

tipus de vas sanguini que es formarà. Una gran quantitat de VEGF activa el VEGF-

R2, que activa l’expressió de DLL4, directament i indirectament mitjançant FOXC2. 

El lligand DLL4 promou l’activació dels receptors Notch1 i Notch4 a les cèl·lules 

adjacents, permetent l’expressió de Hey2 i EphrinB2. A més, FOXC2 també activa 

l’expressió de Hey2 directament. Aquestes cèl·lules sotmeses a alts nivells de VEGF 

formaren arteries, que expressen Hey2 i EphrinB2 com marcadors característics. En 

canvi, el fenotip venós es desenvolupa sota baixos nivells de VEGF. (B) 

L’estimulació de VEGF-R3 porta a l’activació de COUP-TFII, un receptor nuclear 

que inhibeix l’expressió de DLL4 i promou la d’EphB4. El receptor EphB4 pot in-

teraccionar amb el seu lligand EphrinB2, delimitant els fenotips arterial i venós. 

EphrinB2 és un lligand transmembrana dels receptors EphB4, EphA3 i 

EphA4. La trans-activació d’aquests receptors desencadena la remode-

lació d’actina per acció de GTPases Rho (Noren & Pasquale, 2004). 
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D’altra banda, a la cèl·lula presentadora del lligand s’inicia una senya-

lització inversa que provoca l’activació de Src (Palmer et al., 2002). 

L’expressió d’EphinB2, abundant en arteries, està relacionada amb 

l’angiogènesi, la remodelació del sistema limfàtic i amb l’estabilització 

de la vasculatura (Foo et al., 2006; Mäkinen et al., 2005). 

S’ha de mencionar que l’activitat de FOXC2 està regulada positivament 

per CDK5 (Liebl et al., 2015) o les vies de PI3K/Akt i MAPK. Aques-

tes dues últimes poden ser activades per c-met, un receptor Tyr quinasa 

regulat per FOXC2 en col·laboració amb Ets1 (Cui et al., 2015; 

Gambarotta et al., 1996). Cal remarcar que tant CDK5 com Ets1 son 

dues proteïnes que interaccionen amb p27 i, curiosament, els nivells de 

FOXC2 en CIC varien al llarg del cicle, sent baixos a les fases G1-S i 

alts durant G2-M (Pietila et al., 2016). 

5.4. p27 a la ruta de Notch 

La relació entre p27 i la via de Notch no es massa coneguda, encara que 

es sap que Notch promou l’avanç al cicle mitjançant la sobreexpressió 

de Skp2, l’E3 ubiquitin lligasa encarregada de degradar p27 (Dohda et 

al., 2007; Sarmento et al., 2005), i que inhibeix l’expressió directament 

de p27 per acció de Hey 2 (Havrda et al., 2006). 

Diversos assaigs ChIP-Seq en diferents tipus cel·lulars de ratolí i hu-

mans han trobat que p27 s’uneix a la regió promotora del gen que codi-

fica el coactivador MAML2 i Jag1 (Biçer et al., 2017; Yoon et al., 

2019). A més, un anàlisi de microarray fet a aquest grup (Taula 1) 

comparant MEFsWT versus MEFsp27KO va trobar l’alteració de diversos 

gens relacionats amb la via de Notch (Pippa et al., 2012). La major part 

dels gens de aquesta ruta estaven sobreexpressats en absència de p27, 

suggerint un paper de co-repressor transcripcional per part de p27 sobre 
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la via de senyalització de Notch. És a dir, p27 actuaria com a un su-

pressor de tumors, tal com fa en la seva implicació en el cicle cel·lular. 

Taula 1. Gens relacionats amb la via de Notch trobats al microarray d’expressió 

en MEF. 

 

Per aquesta tesi es va decidir treballar amb les tres dianes (Ephb2, 

Hey2, Foxc2) i amb el lligand canònic (Jag1), al ser els gens que pre-

sentaven més canvis i tenir un paper ja establert en la tumorogènesi. 

Aquest gens estan lligats, com s’ha descrit abans, a un estadi pro-

angiogènic i pro-metastàsic, és a dir, estadis més avançats de la tumo-

rogènesi. Aquests estadis avançats, a més, correlaciona amb nivells 

reduïts de p27. Per tant, el descens dels nivells nuclears de p27 incre-

mentaria l’expressió d’aquests gens, afavorint la metàstasi i un mal 

pronòstic. 
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The hardest part of research is always to find a question 

that is big enough that it is worth answering, but little 

enough that you actually can answer it. 

 Edward Witten
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1. Hipòtesi de treball 

Partint dels resultats previs obtinguts per aquest grup d’investigació, es 

planteja la següent hipòtesi de treball: 

La proteïna p27 és un regulador de la via de Notch. Aquesta regulació 

es realitzaria, principalment, controlant la transcripció de diferents 

components d’aquesta ruta de senyalització, com per exemple el lli-

gand Jag1 o el receptor Notch2. Tanmateix, es planteja que p27 podria 

regular l’expressió d’altres components d’aquesta via. 

 

2. Objectius 

L’objectiu general d’aquesta tesi és validar aquesta hipòtesi de treball 

en diferents línies cel·lulars. Per tal de fer-ho, s’han establert els se-

güents objectius concrets:   

1. Validar els resultats previs obtinguts en un microarray 

d’expressió realitzats en cèl·lules MEF deficients en p27 vs. 

cèl·lules MEF control.  En aquest microarray s’observava que 

els les cèl·lules MEFp27KO tenien nivells mes alts de mRNA de 

diferents components de la via de Notch respecte als controls. 

2. Analitzar si la pèrdua de p27 indueix també un increment dels 

nivells de proteïna dels diferents components de la via de 

Notch. 

3. Generar a partir de cèl·lules de càncer colorectal HCT116, clons 

p27KO mitjançant la tècnica CRISPR/CAS9 i analitzar en 

aquestes cèl·lules l'expressió de diferents components de la via 

de Notch, tant a nivell de mRNA com de proteïna.  
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4. Analitzar el paper de p27 en l’expressió, tant a nivell de mRNA 

com de proteïna, de diferents elements de la via de Notch en lí-

nies cel·lulars derivades de leucèmies. 

5. Estudi del paper dels complexes E2F4/p130 i CDK-Ciclina en 

la regulació de la via de Notch, seguint el model pre-establert en 

aquest grup. 

6. Identificar quins dels components d’aquesta via estan directa-

ment regulats per p27. 

7. Establir els mecanismes moleculars que participen en aquesta 

regulació. 
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It's not an experiment if you know it's going to work. 

 Jeff Bezos
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1. Biologia molecular 

1.1. Vectors utilitzats 

1.1.1. Vectors virals 

pVSV-G (Clontech): vector que expressa la glicoproteïna G del Virus 

de la Estomatitis Vesicular, una proteïna de càpsida vírica. S’utilitza 

juntament amb el vector pCMV-ΔR8.91 per a la infecció de cèl·lules 

eucariotes. 

pCMV-ΔR8.91 (cedit per Dr. Didier Trono, EPFL): vector lentiviral 

de segona generació que conté diversos gens virals necessaris per a la 

formació de les partícules virals: 

Gag (Group-specific antigen): poliproteïna que conformarà 

parts de la càpsida, la matriu y la nucleocàpsida viral. 

Pol: transcriptasa inversa. 

Rev: proteïna amb un senyal de localització nuclear que permet 

exportar el mRNA víric des del nucli. 

1.1.2. Plasmidis 

pEV833 (cedit per Dr. Eric Verdin, UCSF): vector d’expressió lentivi-

ral utilitzat per la sobreexpressió proteica en cèl·lules eucariotes. Conté 

una seqüència LTR del VIH per la integració del plasmidi al genoma i 

el gen reporter GFP com a marcador de selecció. El gen de la resistèn-

cia a l’ampicil·lina permet la selecció en cultius bacterians. 

pLKO.1-puro (Sigma-Aldrich): vector de expressió lentiviral utilitzat 

com a control negatiu als assaigs de silenciament gènic (knock-down), 

degut a l’absència d’un insert de shRNA. És l’esquelet de la resta de 
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plasmidis pels shRNA usats en aquesta tesi. Conté un gen de resistència 

a l’ampicil·lina i un altre a la puromicina per la selecció en cèl·lules 

bacterianes i eucariotes, respectivament. 

pCMV-LacZ (Clontech): vector reporter que sobreexpressa la β-

galactosidasa en cèl·lules de mamífer. Utilitzat per quantificar la taxa 

de transfecció als assaigs luciferasa. 

pGL3-Promoter (Promega): vector reporter que conté el gen de la 

luciferasa. Conté una regió promotora constitutivament activa que pot 

ser regulada per enhancers. 

1.2. Cultius bacterians 

1.2.1. Soques i medis de cultiu 

S’ha utilitzat bacteris competents de la varietat Escherichia coli DH5α 

per l’expressió dels diferents vectors i posterior aïllament. El medi de 

cultiu usat tant en cultius en suspensió com sòlids ha estat el LB (Luria-

Bertani). 

Composició del medi LB: 10g/L Triptona, 5g/L extracte de lle-

vat, 5g/L NaCL. Si calgués, antibiòtic 1 mg/mL (Ampicilina, 

Kanamicina o Cloramfenicol, segons la resistència codificada a 

cada vector d’interès). En el cas de les plaques de LB, s’hi addi-

ciona 15g/L d’agar. 

1.2.2. Transformació bacteriana 

El  protocol utilitzat per la incorporació de DNA plasmídic dins de 

cèl·lules bacterianes competents (transformació) ha estat el següent: 

Descongelació de les cèl·lules competents en gel. 



Materials & Mètodes 

53 
 

Afegir de 0,5-1 µg de DNA plasmídic en 100 µL de bacteris 

competents. 

Incubació e gel 30 minuts i posterior xoc tèrmic (45 seg a 

42ºC). Es deixa el cultiu en gel durant dos minuts. 

Afegir d’1 mL de medi LB sense antibiòtics. Incubar 1h a 37ºC 

en agitació. 

Centrifugar 1 min a 1700 G per descartar 900 µL de sobrene-

dant. Amb el medi restant, es re-suspenen els bacteris i es pla-

quegen en plaques de LB amb l’antibiòtic corresponent per a la 

selecció de les colònies. Incubar tota la nit a 37ºC. 

Posteriorment, es fan amplificacions seriades a partir de la se-

lecció d’un mínim de 4 colònies. Com control negatiu de la 

transformació es fa tot el procediment anterior en paral·lel amb 

una alíquota de cèl·lules bacterianes sense DNA plasmídic. 

1.2.3. Purificació de DNA 

Per obtenir i aïllar el DNA plasmídic d’aquests cultius bacterians, s’ha 

utilitzat el kit Nucleospin® Plasmid QuickPure per minipreps i el kit 

NucleoBond® Xtra Midi Plus per midipreps (ambdós Macherey-

Nagel). 

1.3. Subclonatge 

Un cop obtinguts els vectors plasmídics d’interès, es realitzant les di-

gestions específiques amb els enzims de restricció requerits tant al vec-

tor que conté el insert com al vector de destí. Es corren les mostres en 

un gel d’agarosa i es retallen les bandes resultants. Es purifica el DNA 

mitjançant el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). 
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Seguidament, es realitza una lligació entre el insert purificat i el vector 

receptor utilitzant la lligasa T4 (Invitrogen) a 16ºC durant tota la nit. 

Posteriorment, es transforma la lligació en bacteris competents DH5α, 

es purifica el DNA plasmídic i es comprova si s’ha produït la lligació 

desitjada per digestió amb enzims de restricció i anàlisi en gel 

d’agarosa. Com a control de re-lligació, es realitza el mateix procés en 

paral·lel però sense posar l’insert. 

2. Cultius cel·lulars 

2.1. Models cel·lulars i medis de cultiu 

En aquesta tesi, s’han usat els següents models cel·lulars: 

MEF (aquest laboratori): línia cel·lular primària obtinguda de fibro-

blasts embrionaris de ratolí. Cultivada en DMEM (Biological Industri-

es), 10% sèrum fetal boví (Biological Industries), 2mM L-glutamina 

(Merk), 1mM àcid pirúvic (Sigma), 1% aminoàcids no essencials (Bio-

logical Industries) i 1% penicil·lina/estreptomicina (Gibco). 

MEFp27KO (donada per Dr. Arnaud Besson, CNRS): línia cel·lular 

primària obtinguda de fibroblasts embrionaris de ratolí deficients per a 

la proteïna p27. Cultivada en DMEM (Biological Industries), 10% sè-

rum fetal boví (Biological Industries), 2mM L-glutamina (Merk), 1mM 

àcid pirúvic (Sigma), 1% aminoàcids no essencials (Biological Indus-

tries) i 1% penicil·lina/estreptomicina (Gibco). 

MEFp130KO (donada per Dr. Anxo Vidal, USC): línia cel·lular primària 

obtinguda de fibroblasts embrionaris de ratolí que manquen de la prote-

ïna p130. Sense p130, E2F4 no pot mantenir-se unit al DNA i reprimir 

els seus gens diana. Per tant, s’utilitzen per estudiar la manca d’E2F4. 

Cultivada en DMEM (Biological Industries), 10% sèrum fetal boví 
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(Biological Industries), 2mM L-glutamina (Merk), 1mM àcid pirúvic 

(Sigma), 1% aminoàcids no essencials (Biological Industries) i 1% pe-

nicil·lina/estreptomicina (Gibco). 

C17.2 (donada per Dr. Evan Snyder, SBP Discovery Institute): línia 

de cèl·lules progenitores neurals de ratolí immortalitzades. Establerta a 

partir de la transducció retroviral de l’oncogen myc aviar en cèl·lules 

del cerebel de ratolins nounats de la soca CD1 x C57BL/6. Cultivada en 

DMEM (Biological Industries), 10% sèrum fetal boví (Biological In-

dustries), 2mM L-glutamina (Merk), 1mM àcid pirúvic (Sigma), 1% 

aminoàcids no essencials (Biological Industries) i 1% peni-

cil·lina/estreptomicina (Gibco). 

HEK-293T (ATCC): línia procedent de cèl·lules de ronyó embrionari 

humà. Deriva de la línia cel·lular HEK-293, a la qual se li ha incorporat 

l’antigen T SV40. S’han utilitzat en tots els experiments de generació 

lentiviral emprats en aquesta tesi. Cultivada en DMEM (Biological 

Industries), 10% sèrum fetal boví (Biological Industries), 2mM L-

glutamina (Merk), 1mM àcid pirúvic (Sigma), 1% aminoàcids no es-

sencials (Biological Industries) i 1% penicil·lina/estreptomicina (Gib-

co). 

HCT116 (ATCC): línia derivada d’un carcinoma de colon d’un paci-

ent home de 48 anys. Útil per fer xenògrafts, el seu creixement pot ser 

inhibit per flavopiridol. Cultivada en una barreja 1:1 DMEM/Ham’s F-

12 (Biological Industries ambdós) suplementat amb 10% sèrum fetal 

boví (Biological Industries), 2mM L-glutamina (Merk), 1mM àcid pi-

rúvic (Sigma), 1% aminoàcids no essencials (Biological Industries) i 

1% penicil·lina/estreptomicina (Gibco). 
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HCT116p27KO (aquest laboratori): línia derivada de HCT116 que ha 

sigut cotransfectada amb un plasmidi CRISPR/Cas9 control (sc-

418922) i un plasmidi CRISPR/Cas9 p27KO (sc-400074), ambdós de 

Santa Cruz, usant Lipofectamine 2000 transfection reagent (Invitrogen 

P/N 52887) i seguint el protocol del proveïdor. Per la generació estable 

de HCT116p27KO es va transfectar la línia comercial amb p27 Double 

Nickase Plasmid (sc-400074-NIC) i per la línia cel·lular control amb 

Control Double Nickase (sc-437281). Mitjançant cell sorting (FACSA-

riaII), es van aïllar individualment les colònies positives per GFP, es 

van sembrar en plaques de 96 pous i es van deixar créixer durant 2-3 

setmanes fins arribar a la confluència. Es van subcultivar en plaques de 

24, 12 i 6 pous amb la finalitat d’amplificar els cultius. Per a la valida-

ció de l’eficiencia de la transfecció (supressió de l’expressió de la pro-

teïna p27), es van realitzar western blots utilizant anticossos anti-p27. 

Els clons HCT116p27KO seleccionats es van congelar en N2(l) fins al 

moment de fer-los servir. 

HL60: línia promielocítica derivada de la sang perifèrica d’una dona de 

36 anys amb APML. Poden diferenciar-se en granulòcits amb els estí-

muls adequats. Cultivada amb RPMI (Biological Industries) suplemen-

tat amb 20% sèrum fetal boví (Biological Industries), 2mM L-

glutamina (Merk), 1mM àcid pirúvic (Sigma), 1% aminoàcids no es-

sencials (Biological Industries) i 1% penicil·lina/estreptomicina (Gib-

co). 

RS4;11: línia derivada del centre germinal de motlle ossi d’una dona 

de 32 anys amb ALL. Presenta l’anomalia cromosòmica t(4;11) i té una 

barreja de característiques de llinatge B i monocític. Cultivada amb 

RPMI (Biological Industries) suplementat amb 10% sèrum fetal boví 
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(Biological Industries), 2mM L-glutamina (Merk), 1mM àcid pirúvic 

(Sigma), 1% aminoàcids no essencials (Biological Industries) i 1% pe-

nicil·lina/estreptomicina (Gibco). 

2.2. Manipulació de cultius 

2.2.1. Manteniment de cèl·lules en cultiu 

Els cultius cel·lulars utilitzats en aquesta tesi s’han mantingut en incu-

badors (Nuaire) a 37ºC i a una pressió parcial de CO2 del 5%. Totes les 

manipulacions s’han realitzat en condicions d’esterilitat en una campa-

na de flux laminar i amb el material prèviament autoclavat o ionitzat. 

A més del material relatat en el subapartat anterior, s’ha utilitzat: 

Xeringues (ICO PLUS 3) i filtres de 0,2 µm (Millex) per filtrar 

els diferents components que suplementaran al medi.  

PBS per rentar les cèl·lules i eliminar detritus (restes de 

cèl·lules mortes) i medi amb sèrum. Composició: 7,65 g/L 

NaCl, 0,21 g/L KH2PO4 pH 7.2, 0,9 g/L Na2HPO4-2H2O. 

Tripsina-EDTA (Gibco) per disgregar les cèl·lules i desengan-

xar-les de la placa de Petri o flascó on es cultiven. 

Plaques i flascons (TPP) de diferents mides pel manteniment i 

amplificació de cèl·lules. 

2.2.2. Subcultiu de cèl·lules 

Quan les cèl·lules estan en cultius subconfluents (al voltant del 70%) en 

creixement exponencial, es realitza el següent protocol de sembra:  

Temperar prèviament el PBS, la solució de tripsina-EDTA 1x i 

el medi de cultiu. 
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Eliminar el medi del cultiu i rentar 1-3 cops amb PBS. 

Treure el PBS i afegir un volum suficient de tripsina per cobrir 

la superfície de cultiu. Incubar a 37ºC fins que les cèl·lules es 

desenganxin. 

Neutralitzar la tripsina amb un volum equivalent de medi su-

plementat. 

S’acaba de resusprendre les cèl·lules i, amb la dilució pertinent, 

es subcultiven segons els experiments requerits. 

2.2.3. Criopreservació de cèl·lules 

 Amb el objectiu d’obtenir un stock de cèl·lules per preservar a -80ºC o 

en N2(l), es realitza el següent protocol de congelació: 

Després de tripsinitzar les cèl·lules i neutralitzar-la, realitzar un 

comptatge en una càmera de Neubauer (BRAND Blaubrand) per 

determinar el número de cèl·lules/mL. 

Centrifugar 5 min a 300 G la suspensió de cèl·lules i descartar 

el sobrenedant. 

Resusprende el pèl·let de cèl·lules amb el medi necessari per fer 

alíquotes de 2·106 cèl·lules/mL. 

Afegir un 5-10% DMSO (Sigma), segons el tipus cèl·lular, i 

congelar a -80ºC i, passat 2-3 dies, emmagatzemar en N2(l). 

En cas de voler recuperar un criovial, per descongelar es segueix el 

següent protocol: 

Escalfar prèviament a 37ºC el medi suplementat. 
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Posar el criovial en neu carbònica o un cooler i afegir el medi 

escalfat, passant de tant en tant el medi que es descongeli a un 

falcon amb medi. 

Un cop tot el contingut del criovial hagi passat al falcon, centri-

fugar 5 min a 300 G. 

Descartar el sobrenedant i resuspendre amb medi suplementat. 

Plaquejar en un flascó F25 o una placa p60. 

2.3. Sincronització de cèl·lules 

Per poder estudiar cèl·lules en quiescència, es creix el cultiu fins la 

confluència (80-90%) i es manté en condicions de deprivació (medi en 

absència de FBS) durant 72h. L’èxit de la sincronització s’ha analitzat 

posteriorment a nivell proteic de marcadors específics de cicle cel·lular. 

2.4. Transfecció de cèl·lules 

Amb l’objectiu d’expressar una proteïna determinada en una línia 

cel·lular donada de forma transitòria (transfecció), s’utilitza el reactiu 

Lipofectamine 3000 (Invitrogen). La formació de liposomes que envol-

ten el DNA d’interès (el plasmidi pEV833 buit o amb el gen de la pro-

teïna concreta) permet la fusió amb la membrana plasmàtica de les 

cèl·lules i la introducció de aquest DNA plasmídic en la cèl·lula. 

Cultivar les cèl·lules per tenir un 70-90% de confluència per dia 

de transfecció i deixar-les en medi de cultiu sense antibiòtics. 

Preparar dos solucions en medi sense suplementar: 

0,3-0,6% Lipofectamine 3000 Reagent 

0,5-5 µg/µL DNA més 2 µL/µg DNA de P3000 Reagent 
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Barrejar ambdues solucions en proporció 1:1 i incubar durant 

10-15 min a temperatura ambient. 

Afegir els complexes DNA-lipídics a les cèl·lules. A les 24h 

post-transfecció, observar les plaques sota microscopi de fluo-

rescència Axiovert 200M (Zeiss) per controlar l’eficiència de la 

transfecció. 

Recollir el cultiu 48-72h després, coincidint amb la màxima ex-

pressió de la proteïna. 

2.5. Producció lentiviral i infecció cel·lular 

Per tal d’obtenir una expressió sostinguda durant el temps de un vector 

plasmídic determinat (infecció), primer s’ha de produir partícules lenti-

virals, capaces d’integrar-se al genoma cel·lular. Posteriorment, es re-

col·lecten els virus i s’incorporen a les cèl·lules d’interès. Finalment, es 

seleccionen mitjançant puromicina (Sigma). 

Preparar una barreja amb els vectors virals  i el plasmidi 

d’interés (relació 3:1:2 µg pCMV-R8.91:pVSV-G:shRNA, 

respectivament) en una solució de calci i HBS seguint el proto-

col de CalPhos™ Mammalian Transfection Kit (Takara). 

D’aquesta forma, es neutralitzen les càrregues negatives del 

DNA i de la membrana plasmàtica i s’afavoreix la entrada dels 

vectors a la cèl·lula. 

Després de 5-15 min d’incubació, afegir la barreja a les cèl·lules 

HEK-293T (confluència al 50-80%) i canviar el medi a les 8-16 

hores. 
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A les 48-72 hores, recollir el medi que conté les partícules virals 

i filtrar-lo (0,45 µm, Millex). 

Afegir el medi filtrat a les cèl·lules d’interés juntament amb 5 

µg/ml Polybrene (Sigma-Aldrich), un polímer catiònic per op-

timitzar les possibilitats d’infecció. 

A les 24h, fer la primera selecció per puromicina (10µg/ml). A 

les 48h, canviar el medi i afegir novament puromicina. Recollir 

les cèl·lules i analitzar per western blot l’èxit del silenciament. 

2.6. Processament de cèl·lules 

Per poder obtenir un pèl·let amb el que treballar: 

Després de tripsinitzar el cultiu i neutralitzar la tripsina, recollir 

el volum de la placa i centrifugar 5 minuts a 4ºC i 300 G. 

Rentar el pèl·let de cèl·lules amb PBS i centrifugar. Repetir. 

Guardar el pèl·let a -80ºC. 

2.6.1. Lisi 

Per analitzar el patró d’expressió proteica, es segueix el següent proto-

col d’extracció: 

Resusprendre els pèl·lets amb un volum adient de tampó de lisi 

i incubar 15-30 min a 95ºC en agitació. 

Centrifugar les mostres 10 minuts a 4ºC i 11000 G per sedimen-

tar les restes cel·lulars no solubilitzades així com el DNA. El 

sobrenedant es transfereix a un tub de microcentrífuga i es 

guarda a -20ºC. 

➢ Composició tampó de lisi: 80 mM Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS 



Materials & Mètodes  

62 
 

2.6.2. Quantificació proteica 

Mitjançant el kit DC Protein Assay (Bio-Rad), que utilitza un mètode 

semblant a l’assaig Lowry, es quantifica la concentració proteica. A 

diferència de l’assaig de Bradford, la reacció de Lowry no es veu afec-

tada per la presència de SDS. L’assaig de Lowry és una tècnica colori-

mètrica que es basa en la reacció de ions de coure amb enllaços peptí-

dics i l’oxidació de residus aromàtics. Seguint el protocol, es mesura en 

una placa de 96 pous a 750 nm al lector de plaques Synergy 2 (Biotek). 

Realitzar una recta patró amb concentracions de BSA creixents 

(1-8 µg/pou). Fer duplicats. 

Pipetejar 1 µL de la mostra. Fer duplicats. 

Afegir 25 µL de la barreja A/S (20 µL solució S per cada 1 mL 

solució A) i 200 µL reactiu B. 

Després de 15 min, mesurar a 750 nm. 

3. Anàlisi de proteïnes 

3.1. Electroforesi de proteïnes (SDS-PAGE) 

Per analitzar el patró d’expressió proteica, es separen las proteïnes se-

gons el seu pes molecular en un gel SDS-PAGE en condiciones desna-

turalitzants seguint el mètode de Laemmli. Les proteïnes desnaturalit-

zades i amb una càrrega neta negativa per acció del SDS es desplacen a 

través d’una matriu d’acrilamida i bis-acrilamida impulsades per la 

força d’un camp elèctric. Segons el pes molecular de les proteïnes, la 

seva mobilitat variarà. 

Com les molècules d’aquest detergent iònic s’uneixen a les proteïnes en 

proporció a la seva mida, la relació massa/càrrega es sempre igual, in-
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dependentment de la proteïna. Per tant, totes les proteïnes migren cap al 

pol positiu del camp elèctric generat amb la mateixa força, però la seva 

velocitat de migració dependrà de la facilitat per migrar a través de la 

xarxa d’acrilamida i bis-acrilamida que composa el gel. És a dir, segons 

la mida, ja que les proteïnes petites passen més rápids pels porus de la 

matriu i arribaran abans que les grans al final del gel. 

El gel consta de una secció empaquetadora de baix percentatge 

d’acrilamida (3,6%) i un pH lleugerament àcid (6.8), que permet que 

totes les mostres es compacten i les proteïnes comencen a corre a la 

vegada,  i una secció resolutiva amb pH bàsic (8.8) i de diferents per-

centatges d’acrilamida (6-15%) en funció de la mida de las proteïnes a 

separar (alt percentatge d’acrilamida per proteïnes de baix pes molecu-

lar i viceversa). 

Per preparar el gel resolutiu, barrejar els components, abocar la 

solució entre els vidres de muntatge. Per sobre, afegir aigua o 

isopropanol per evitar el contacte entre el gel i l’oxigen, un in-

hibidor de la reacció de polimerització. 

Una vegada polimeritzat, decantar l’aigua o l’isopropanol abo-

car la solució empaquetadora. Col·locar una pinta abans de que 

polimeritzi i que permetrà la formació de pous. 

Desprès de que hagi polimeritzat, treure la pinta i posar el gel en 

una cubeta Mini Protean (Bio-Rad). Afegir el tampó electròlit. 

Els lisats prèviament quantificats es dilueixen en tampó de mostra prè-

viament escalfat i s’escalfen les mostres 5 min a 95ºC. D’aquesta mane-

ra, es desnaturalitzen les proteïnes per acció del SDS, es redueixen els 

ponts de disulfur per efecte del DTT, s’incrementa la densitat de la 
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mostra perquè no difongui gràcies al glicerol i es tenyeix amb blau de 

bromofenol per indicar el front d’avanç proteic. Es carregen 50 µg de 

proteïna per pou previ spin a la microcentrífuga Minispin (Eppendorf) i 

es marca un voltatge inicial de 80-100 V per promoure 

l’empaquetament de les mostres. Quan hagin entrat al gel resolutiu, 

s’augmenta fins 120-150 V. El marcador de pes molecular utilitzat ha 

estat el Precision Plus Protein All Blue Prestained Protein Standards 

(Bio-Rad). 

3.2. Western Blot 

3.2.1. Electrotransferència 

Un cop finalitzada l’electroforesi, las proteïnes es transfereixen a una 

membrana de nitrocel·lulosa (Schleicher & Schurell) següint el mètode 

descrit per Renart (Renart et al, 1979) i Towbin (Towbin et al, 1979). 

S’hidraten les membranes de nitrocel·lulosa (Trans-Blot® Transfer 

Medium, Bio-Rad) i el gel d’acrilamida en tampó de transferència. Es 

munten les plaques de transferència (sandwich) i es col·loquen dins del 

sistema Mini Trans-Blot® Electroforesis Transfer Cell (Bio-Rad) en 

tampó de transferència i aplicant un voltatge constant de 90 V durant 

90 minuts. Com la membrana està al pol positiu del camp i el gel al pol 

negatiu, les proteïnes carregades negativament pel SDS migren cap a la 

membrana, on queden retingudes. Posteriorment, es tenyeix amb Pon-

ceau S (Sigma) les membranes per comprovar l’èxit de la transferència. 

3.2.2. Immunorevelat 

Per detectar les proteïnes d’interès transferides a la membrana de nitro-

cel·lulosa, es segueix el següent protocol: 
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Taula 2. Llistat de solucions emprades durant l’assaig electroforètic i el Western 

Blot. 

†En alguns casos, la solució d’anticòs primari ha estat un 5% BSA en TBS-T, seguint les 

indicacions del proveïdor. 

Incubar amb solució de bloqueig durant 1h en agitació a tempe-

ratura ambient per impedir la unió inespecífica dels anticossos. 

Incubar amb l’anticòs primari corresponen (reconec la proteïna 

d’interès) a 4ºC durant tota la nit en agitació o estàtic. 

Rentar amb tampó TBS-T tres cops durant 5 minuts per treure el 

excés d’anticòs. 

Incubar amb l’anticòs secundari conjugat amb peroxidasa, que 

reconec la part constant del anticòs primari, 1h a temperatura 

ambient i en agitació. Utilitzat una dilució 1:2000 en una solu-

ció de 0,5% llet en pols dissolta en TBS-T . 

Rentar amb tampó TBS-T tres cops durant 10 minuts per treure 

el excés d’anticòs secundari. 

Per a una detecció quimioluminiscent de la reacció Ag-Ab, 

s’incuba la membrana amb una barreja dels líquids del kit Cla-
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rity ECL (Bio-Rad) durant un minut. Aquest kit conté peròxid 

d’hidrogen, substrat de la peroxidasa, i una solució que potencia 

la luminescència produïda. 

Retirar l’excés de líquid i es col·loca la membrana dins d’un 

plàstic transparent. A una cambra fosca, es posa un film 

d’autoradiografia Medical X-Ray Film (Agfa) dins d’un cassette 

de revelar, protegit de la llum. Després d’un temps d’exposició 

determinat, utilitzar la màquina de revelar Curix 60 (Agfa). 

Taula 3. Llistat de anticossos utilitzats als Western Blots. 

 

3.3. Immunoprecipitació de proteïnes (IP) 

Per detectar possibles interaccions entre proteïnes en un lisat cel·lular, 

es precipita una proteïna d’interès amb un anticòs específic (immuno-

precipitació) i amb la tècnica d’immunorevelat es comprova quines 

proteïnes interaccionaven directa o indirectament amb la proteïna 

d’interès.  
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Lisar els pèl·lets cel·lulars amb tampó Co-IP durant 15 minuts a 

25ºC amb DNAsa i 45 minuts més a 4 ºC en agitació. 

Centrifugar durant 5 minuts a 600 G a 4 ºC. 

Recollir el sobrenedant i quantificar la concentració de proteïna 

com s’ha descrit prèviament. 

Incubar 1 mg de lisat proteic amb 4 µg de l’anticòs d’interès o 

IgG (control) i afegir tampó Co-IP fins els 500-600 µl per tub. 

Deixar en agitació a 4ºC durant tota la nit. D’altra banda, sepa-

rar un tub amb l’input, que contindrà 50 µg de la mostra, guar-

dar a -20 ºC amb tampó de mostra. 

Addicionar 20 µl de boles magnètiques Dynabeads (Invitrogen), 

prèviament rentades amb PBS, unides a proteïna A o G, segons 

el anticòs utilitzat. Incubar durant 1 hora en agitació a 4 ºC. 

Posar les mostres en un imant durant 2 minuts i guardar el so-

brenedant com a fracció no unida. 

Rentar les beads 5 cops amb tampò Co-IP, usant l’imant per 

succionar, per eliminar unions no específiques. 

Eluir les proteïnes unides a les beads amb 30 µl d’una solució 

de citrat 2,5 M durant 2 minuts.  

Afegir 10 µl de tampó de mostra 4X i 1-2 µl de 1M Tris per 

neutralitzar el pH àcid. 

Carregar l’input i les mostres en un gel SDS-PAGE, transferir i 

immunorevelar. 
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➢ Composició tampó Co-IP: 1 mM EDTA, 100 µM Na3VO4, 

0.5% Tritó X-100, 20 mM β-Glicerol fosfat, 0.2 mM PMSF; tot 

en PBS. 

4. Anàlisi d’expressió  

4.1. Extracció RNA 

A partir de pèl·lets cel·lulars, s’extrau el mRNA mitjançant el High 

Pure RNA Isolation kit (Roche). Es lisa el pèl·let amb el tampó de lisi 

proporcionat pel kit i es transfereix aquest lisat a una columna, on que-

den retinguts els àcids nucleics al filtre. S’incuba durant 15 min amb 

DNAsa per eliminar el DNA genòmic i mitocondrial. Desprès de rentar 

els filtres, s’elueix el RNA i es quantifica en un espectrofotòmetre Na-

nodrop 1000 (Thermo Scientific). 

4.2. Retrotranscripció 

Utilitzant el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied 

Biosystems), es retrostrancriu 1 µg del mRNA prèviament obtingut a 

cDNA mitjançant PCR. 

4.3. qPCR 

La PCR quantitativa o en temps real permet detectar els nivells 

d’expressió d’un gen donat en una mostra qualsevol a partir del cDNA 

retrotranscrit. En cada cicle de PCR, es mesura la fluorescència de la 

mostra. Degut a l’amplificació exponencial, la quantitat de DNA es 

proporcional al nombre de cicles necessaris per detectar fluorescència 

per sobre d’un llindar prèviament establert (CT). 

S’utilitza el kit Express Syber Green qPCR Supermix (Invitrogen). En 

cada pou d’una placa de 96 pous (Agilent Biosystems) es pipetegen 0,3 
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µM primers (forward i reverse) (Taula 4), 1 µg cDNA, la Supermix 2X 

i la DNA polimerasa del kit. La placa es col·loca en un termociclador 

Mx3005P (Stratagene) i es programa la PCR amb el següent perfil: 

i. 5 minuts a 95ºC 

ii. 15 segons a 95 ºC 

iii. 60 segons a 60 ºC  (punt de lectura) 

iv. Repetició des de el pas ii, 40 cicles 

v. 1 minut a 95ªC 

vi. Disminució gradual de la temperatura fins a 55 ºC (lectures 

constants per a la corba de dissociació) 

vii. Manteniment a 4ªC 

Se obtenen valors en unitats de CT, que representant de forma inversa 

la quantitat de DNA. Quant més baix és el número de CT, més quantitat 

de DNA té la mostra i viceversa. Com a control de la tècnica, s’utilitza 

un gen que estigui expressat de forma constitutiva en totes les mostres. 

4.4. Assaig luciferasa 

Per analitzar la modificació de l’expressió d’un determinat gen, es sub-

clona una regió donada en el pGL3-promoter. Mitjançant Lipofectami-

ne 3000, aquest vector pGL3 clonat es co-transfecta juntament amb el 

vector pCMV-LacZ en las cèl·lules d’interés. De forma paral·lela, es 

cotransfecta un vector pGL3 vuit amb el plasmidi pCMV-LacZ. 

D’aquesta manera, es controla la taxa de transfecció segons la expressió 

de galactosidasa i els canvis en la luminiscència degut a la regió clona-

da en comparació al vector pGL3 sense modificar.  

En una placa de 6 pous, co-transfectar les cèl·lules segons el 

protocol de Lipofectamine 3000. 
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Taula 4. Llistat de primers utilitzats en qPCR en ratolí (Gen) i en humá (GEN). 

Jag1  
F 5'-GAATTACTGTGGGACTCATC 
R 5'-GAGAACACTCACACTCAAG 

Notch2 
F 5'-AGGACAATAAGGAAGAGACAC 
R 5'-CTGGGAGTCACGTTATACTC 

Foxc2 
F 5'-ACCAGGCTATTTTGTTCTTG 
R 5'-ATTTTATCATGGTGACGTGG  

Hey2 
F 5’-AGAAAAGGAGAGAGGGATCATAC  
R 5’-CCTTTCTAACTTGGCAGATCC 

Efnb2 
F 5'-GGGTCTAGAATTTCAGAAGAAC 
R 5'-CTTGTCCAACTTTCATGAGG 

Gapdh  
F 5'-ACCCAGAAGACTGTGGATGG 
R 5'-ACACATTGGGGGTAGGAAC 

 JAG1 
F 5’-ACTACTACTATGGCTTTGGC 
R 5’-ATAGCTCTGTTACATTCGGG 

NOTCH2 
F 5’-GATGACCATGGAAAATCTGC 
R 5’-TTGGCAAAATGGTCTAACAG 

FOXC2  
F 5’-CTACGACTGCACGAAATAC 
R 5’-CTTAATTGTCTGGTTGGGTC 

HEY2 
F 5’-GGATTATAGAGAAAAGGCG 
R 5’-GTTTTTCAAAAGCAGTTGGC 

EFNB2 
F 5’-AAAGTTGGACAAGATGCAA 
R 5’-TGTACCAGCTTCTAGTTCTG 

GAPDH 
F 5'-ACAGTTGCCATGTAGACC  
R 5'-TTTTTGGTTGACCACAGG 

B2M 
F 5’-GACTTGTCTTTCAGCAAGGA 
R 5’-ACAAAGTCACATGGTTCACA 

 

Després de 48-72h, aspirar el medi i rentar amb PBS, mantenint 

la placa en gel. 

Afegir 150 µl/pou de Reporter Lysis Buffer (Promega) i resus-

prendre les cèl·lules. 

Recol·lectar la suspensió en tubs de microcentrífuga i congelar 

a -80ºC durant 30 minuts o més. 

Descongelar en gel i centrifugar 10 minuts a 11000 G i 4ºC. 
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Passar el sobrenedant a un nou tub. 

Per mesurar l’activitat β-galactosidasa en una placa de 96 pous, 

carregar per pou 20 µl de mostra i 50 µl ONPG (Sigma), subs-

trat de l’enzim i que s’hidrolitza en un compost cromogènic. In-

cubar la reacció durant 30 minuts o més i llegir absorbància a 

420 nm al lector de plaques. Fer duplicats. 

Per mesurar l’activitat luciferasa en una placa de 96 pous opaca, 

carregar 10 µL de mostra per pou. Amb un luminòmetre GLO-

MAX 96m (Promega), afegir 50 µL Luciferase Assay Reagent 

(Promega) i llegir l’absorbància. 

L’anàlisi de l’assaig luciferasa es basa en la relació luciferasa/β-

galactosidasa, obtenint unitats relatives de luciferasa (RLU). 

5. Anàlisi de promotors 

Per determinar les regions d’unió al DNA de diferents proteïnes i poder 

fer un posterior assaig luciferasa, s’han analitzat els promotors dels 

gens d’interés mitjançant eines bioinformàtiques per acotar seqüències 

de 2 kb a fragments menors. Es generen una sèrie de primers per ampli-

ficar per PCR aquestes regions més petites, que es purifiquen per as-

saigs de immunoprecipitació de cromatina. 

5.1 Eines bioinformàtiques 

Per identificar possibles llocs d’unió dels factors de transcripció E2F4 i 

Ets1 a la regió upstream i promotora de diversos gens, s’utilitzen diver-

sos programes bioinformàtics per trobar regions in silico que poguessin 

unir aquets factors. 
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Després de l’obtenció de motius consens a la base de dades JASPAR 

dels factors de transcripció d’interès, s’analitza en FIMO the Meme 

Suit les seqüències promotores per cadascú dels motius consens amb 

una significació de 0,01 o 0,001. 

D’aquestes regions de possible unió del factors, es dissenyen primers 

amb el programa Primer3 per amplificar per PCR després de realitzar 

un assaig ChIP (Taula 5). 

Taula 5. Llistat de primers utilitzats per la qPCR als assaigs ChIP. 

Hey2 
F 5’-GAGAGATCACGGCTTGCAG 
R 5’-CGGTGTGGCTTTCTATTGGT 

Maml2 
F 5’-AGCCTGGTCCTAGCACCTTT 
R 5’-AGGCCACACCTCCTAATCCT 

 

5.2. Immunoprecipitació de cromatina (ChIP) 

Per determinar si una proteïna donada pot regular la expressió d’un gen 

determinat, es realitza la tècnica de ChIP per trobar les regions d’unió 

al DNA genòmic d’aquesta proteïna donada. Els tampons utilitats es 

detallen a la Taula 6. 

Fixació dels cultius cel·lulars (Crosslink) 

Afegir la solució Crosslink (1:10) a diverses plaques p150. Dei-

xar 15 minuts en agitació a temperatura ambient. 

Afegir la solució STOP (1:10) a les plaques. Deixar 10 minuts 

en agitació a 25 ºC. 

Rentar 2 vegades amb PBS estèril (Sigma). 

Afegir 2 ml de PBS estèril amb 5mM EDTA (Sigma) i 1:50 

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche) per placa. Amb 
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l’ajuda d’un scrapper recollir les cèl·lules mentre la placa està 

sobre gel. 

Rentar 3 cops amb PBS estèril,  centrifugant a 600 G i disgre-

gant bé el pèl·let de cèl·lules cada cop. 

Descartar el sobrenedant. Congelar a -80 ºC o continuar amb el 

protocol. 

Taula 6. Llistat de solucions i tampons emprats a l’assaig de ChIP. 

 

Lisi i sonicació 

Afegir 1 ml de tampó de lisi per cada 0,1 mL de pèl·let i deixar-

ho 30 minuts a 4 ºC en agitació. 

Rentar 3 vegades amb PBS estèril, centrifugant a 600 G i dis-

gregant bé el pèl·let. 

Afegir 500 µl de tampó de sonicació amb 1% SDS i PIC per 0,1 

mL de pèl·let.  

Sonicar la mostra durant 10-20 minuts a amplitud alta, en cicles 

de 30 segons, amb 30 segons de descans entre cicles, en el Bi-

orupor Sonicator (Diagenode). Aquestes condicions són ade-

quades per tal d’obtenir fragments de DNA entre 0,5-1,5 Kb. 



Materials & Mètodes  

74 
 

Comprovar, mitjançant un gel d’agarosa al 1%, el resultat de la 

sonicació. Els fragments de DNA han de tenir al voltant de 

1000 pb. Usar el estàndard de DNA Hyperladder I (Bioline). 

Incubació 

Mesurar la concentració de DNA a l’espectrofotòmetre Nano-

drop 1000. 

De la mostra, guardar 5 µg com a input a -20ºC. Incubar 25 µg 

de cromatina amb 16 µl de Magna ChIP Protein A/G beads 

magnètiques (Millipore) i 4 µg de l’anticòs d’interès (fer una 

incubació control sense anticòs). Afegir deoxicolat sòdic (Sig-

ma), Tritó X-100 (Sigma) i NaCl (Sigma) per convertir el tampó 

de sonicació en tampó RIPA. Deixar en agitació a 4ºC durant 

tota la nit. 

Rentar 3 vegades amb Tampó RIPA durant 2 minuts a 4 ºC en 

agitació. 

Rentar 3 vegades amb Tampó RIPA 1M NaCl durant 2 minuts a 

4 ºC en agitació. 

Rentar 2 vegades amb Tampó Liti durant 2 minuts a 4 ºC en 

agitació. 

Rentar 2 vegades amb Tampó TE durant 2 minuts a 4 ºC en agi-

tació. 

De-crosslinking i elució 

Utilitzar el kit IPure (Diagenode) per obtenir i purificar el DNA 

immunoprecipitat. Guardar les mostres a -20ºC per al posterior 



Materials & Mètodes 

75 
 

anàlisi per qPCR, usant els primers pels gens Hey2 i Maml2 

descrits a la taula 5. 

6. Anàlisi estadístic 

L’anàlisi de dades s’ha realitzat mitjançant SPSS (Statistical Package 

for the Social Sciences) i GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA). Mentre el primer s’ha utilitzat als anàlisis de 

normalitat, amb el GraphPad s’han aplicat els anàlisis “T de Student” 

para determinar las diferències significatives i la realització de les grà-

fiques. Els p-valors inferiors a 0,05 s’han considerat significatius i 

s’han marcat amb un asterisc (* per p-valor < 0,05; ** per p-valor < 

0,01; *** per p-valor  < 0,001). Tots els experiments compten amb, al 

menys, tres mostres independents analitzades. 
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1. La via de Notch en MEFs 

1.1. Determinació dels nivells de mRNA de diferents compo-

nents de la via de Notch en cèl·lules MEF quiescents 

En primer lloc, es van realitzar experiments per tal de validar els resul-

tats que s’havien obtingut en el microarray d’expressió dut a terme en 

cèl·lules MEF (WT i p27KO) quiescents. En aquest experiments, s’ha 

establert com al centre d’estudi els gens que presentaven els nivells de 

mRNA més elevats en les cèl·lules MEFp27KO respecte als controls. 

Concretament, gens diana de la via (Efnb2, Hey2), elements reguladors 

(Foxc2), a més d’un receptor (Notch2) i un lligand (Jag1). Així doncs, 

es va determinar els nivells de mRNA d’aquets components de la via de 

Notch emprant tècniques de qPCR. Els resultats (Fig. 13) indiquen que, 

de manera semblant als observats en el microarray, hi ha un increment 

en l’expressió d’aquests gens. 

 
Figura 13. Expressió en quiescencia. Comparativa entre MEFWT i MEFp27KO dels 

nivells d'expressió de mRNA de diferents elements de la via de Notch. Els valors 

significatius es marcan amb un asterisc (* per p-valor<0.05; ** per p-valor<0.001; 

*** per p-valor<0.0001). 

Com es pot observar a la Fig. 13, els cinc gens d’estudi presentaven 

major nivells d’expressió en les cèl·lules MEFp27KO respecte a les 

Jag1 Notch2 Foxc2 Hey2 Efnb2

0

2

4

6
100

150

200

250

Nivells de mRNA en cèl·lules MEF quiescents

C
a
n

v
i 
re

la
ti

u

WT

p27KO

✱

✱✱
✱✱

✱✱✱

✱✱✱



Resultats 
 

82 
 

cèl·lules MEFWT. A tots els casos, els increments eren significatius. 

Destacava la pujada del gen Hey2 (gairebé 160 cops més). 

1.2. Determinació dels nivells de mRNA de diferents compo-

nents de la via de Notch en cèl·lules MEF quiescents 

A continuació, es va voler determinar si aquests augments en els nivells 

de mRNA observats en les cèl·lules MEFp27KO repercutien en un 

augment dels nivells de proteïna codificada pels gens anteriorment des-

crits (Fig. 14). L’anàlisi per western blot indica que els nivells de prote-

ïna del lligand Jag1 incrementen en les cèl·lules MEFp27KO respecte a 

les cèl·lules MEFWT. En el cas de Notch2, es va analitzar la seva forma 

truncada i activa (NICD2). Tal i com es pot veure a la Fig. 14, també 

s’observa un increment de NICD2 en les cèl·lules p27KO. 

 
Figura 14. Expressió proteica en MEF quiescent. Al western blot es comparen els 

nivells dels diferents elements de la via de Notch entre MEFWT i MEFp27KO. 

Això indica que en cèl·lules quiescents, l’absència de p27 promou 

l’expressió d’elements upstream de la via de Notch (lligand Jag1 i re-

ceptor Notch2). L’increment de Jag1 seria suficient per activar la via, 
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pel que s’observa amb l’increment de la forma activa del receptor 

Notch2 (NICD2). 

De manera semblant al que s’observa amb els nivells d’expressió gèni-

ca, els nivells d’una diana d’aquesta via (Hey2) i un element regulador 

positiu (FOXC2) també es troben incrementats a les cèl·lules 

MEFp27KO. En canvi, en aquestes cèl·lules s’observa un descens dels 

nivells proteics d’EphrinB2, contràriament a l’increment observat a 

nivell de mRNA. Això suggereix l’existència d’algun mecanisme addi-

cional de regulació dels nivells d’aquesta proteïna. 

1.3. Determinació dels nivells de mRNA de diferents compo-

nents de la via de Notch en cèl·lules MEF proliferant asincròni-

cament 

Una vegada analitzada la via de Notch2 en les cèl·lules quiescents, es 

van realitzar estudis en cèl·lules proliferant asincrònicament. En aquest 

cas, també es van determinar els nivells de mRNA i de proteïna 

d’aquests components de la via de Notch en cèl·lules MEFWT i 

MEFp27KO. Cal tenir en compte que les cèl·lules que proliferen asincrò-

nicament tenen nivells més baixos de p27 que les cèl·lules quiescents. 

Així doncs, amb aquets experiments es volia comprovar si aquest as-

pecte (menors nivells de p27) podia fer modificar les diferències 

d’expressió observades entre les cèl·lules MEFWT i MEFp27KO quies-

cents. 

Tal com es pot veure a la Fig. 15A, els nivells de mRNA del lligand 

Jag1 i del receptor Notch2 incrementen lleugerament en les cèl·lules 

MEFp27KO respecte els controls. Si es comparen aquest resultats amb els 

obtinguts en cèl·lules quiescents (Fig. 13), es pot veure que els incre-

ments en les cèl·lules proliferants són clarament menors. Aquest resul-
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tat es pot interpretar pel fet que les cèl·lules MEFWT proliferants tenen 

una quantitat de p27 molt menor que les cèl·lules quiescents. Malgrat 

els increments d’expressió dels elements upstream (Jag1, Notch2) no 

són gaire elevats, si que es produeixen increments significatius dels 

nivells de mRNA dels tres elements downstream analitzats (Efrnb2, 

Hey, Foxc2).  

 
Figura 15. Estudi de la via de Notch en MEF proliferants. (A) Nivells d'expressió 

gènica comparant MEFWT i MEFp27KO. Els valors significatius es marquen amb un 

asterisc (* per p-valor<0005; ** per p-valor<0.001). (B) Western blot representatiu 

del patró d'expressió en MEFWT i MEFp27KO. 

Quan es van determinar els nivells de proteïna d’aquests components es 

va observar que els nivells de Jag1 i de NICD2 estaven clarament in-

crementats en les cèl·lules MEFp27KO (Fig. 15B). Això indica que en 

aquestes cèl·lules també es produeix una activació de la via quan els hi 

manca p27. 

A la Fig. 15B, també es pot observar que dels elements downstream, 

solament Hey2 mostra un increment dels seus nivells proteics en les 

cèl·lules MEFp27KO comparat als controls. Les altres dues proteïnes 

tenen comportaments diferents: mentre que FOXC2 manté uns nivells 
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semblants al que les cèl·lules WT, els d’EphrinB2 baixen. Així doncs, a 

nivell de proteïna, els resultats són relativament semblants als observats 

en les cèl·lules quiescents. La única diferencia és que els nivells de 

FOXC2 no incrementen, degut a la pujada de les cèl·lules MEFWT (en 

quiescència no es detectava aquesta proteïna). 

Aquests resultats semblant indicar que la manca de p27 activa la via de 

Notch, tant en cèl·lules quiescents com proliferants. La diferència és 

que que a les cèl·lules proliferants aquesta activació sembla ser menor. 

Això podria ser degut a que les cèl·lules WT, al tenir menys nivells de 

p27, tenen parcialment la via activa. Per tant, les diferències entre 

cèl·lules MEFWT i MEFp27KO no serien tan destacables com passa en 

quiescència. 

2. Estudi en altres models cel·lulars 

Deguda la rellevància de la via de Notch en l’oncogènesi colorectal i 

leucèmica, es va ampliar l’anàlisi del paper de p27 en la regulació de la 

via de Notch a altres línies cel·lulars. Concretament, es van escollir  

tres línies cel·lulars establertes: HCT116 (derivada d’un càncer colo-

rectal), RS4;11 (derivada d’un Limfoma de Hodgkin) i HL-60 (deriva-

da d’una APML). 

2.1. Determinació dels nivells de mRNA i de proteïna de dife-

rents components de la via de Notch en cèl·lules HCT16 defici-

ents en p27. 

Per tal d’analitzar l’efecte de p27 sobre la via de Notch en la línia de 

càncer colorectal HCT116, en primer lloc es van generar clons 

d’aquesta línia cel·lular que fossin deficients per p27. Per tal 

d’aconseguir-ho, es va utilitzar la tecnologia CRISPR/Cas9. De tots els 
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clons generats mitjançant aquesta tecnologia, pocs d’ells mostraven una 

deficiència total de p27. Molts dels clons generats presentaven formes 

més o menys truncades de la proteïna. A la Fig. 16 es poden veure tres 

clons d’aquesta línia que es van obtenir amb aquesta tecnologia i que 

presenten una deficiència total de p27. En endavant, es refereix en 

aquesta tesi com HCTp27KO. 

 
Figura 16. Validació de l’eficàcia de la tècnica CRISPR/Cas9. Comprovació per 

western blot de l'eliminació de p27 en tres clons (1, 2, 3) respecte a tres controls (A, 

B, C). 

Tal com es pot veure a la Fig. 17A, de manera semblant al que s’havia 

observat en les cèl·lules MEF, tant els nivells de mRNA del lligand 

JAG1 com del receptor NOTCH2 estan clarament incrementats en els 

clons HCTp27KO respecte als controls. De la mateixa forma, l’expressió 

dels tres elements downstream de la via (EPHRB2, HEY2, FOXC2) 

també es troba augmentada. 

Posteriorment, es van determinar els nivells de les proteïnes codificades 

per aquest gens. A la Fig. 17B es pot observar que tant els nivells del 

lligand Jag1 com de la forma activa del receptor Notch2 es troben in-

crementats en els clons deficients en p27. Respecte als elements 

downstream de la via, també s’observen augments de tots ells en les 

cèl·lules HCTp27KO. 

Així doncs, els resultats obtinguts indiquen clarament que en aquestes 

cèl·lules HCT116, la proteïna p27 també regula l’activitat de la via de 

Notch, actuant com un repressor d’aquesta via. Els resultats observats 
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en aquestes cèl·lules son molt similars als observats en les cèl·lules 

MEF proliferants (Fig. 15).  

 
Figura 17. Anàlisi de la via de Notch en cèl·lules HCT proliferants deficients per 

p27. (A) Expressió gènica comparada entre HCTCtrl i HCTp27KO dels diferents ele-

ments de la ruta de senyalització. Es van marcar els valors significatius amb un aste-

risc (* per p-valor<0.05). (B) Patró d’expressió proteica representatiu de HCTCtrl i 

HCTp27KO. 

A nivell de mRNA, els resultats son idèntics. A nivell proteic, els ni-

vells de Jag1 i Notch2 segueixen el mateix patró (increment a les 

cèl·lules p27KO), però hi ha algunes diferències als elements 

downstream de la via. Mentre que a les HCTp27KO el nivell de proteïna 

de tots tres augmenta, en les cèl·lules MEF proliferants els nivells de 

FOXC2 son similars en WT i p27KO i els de EphrinB2 disminueixen a 

les cèl·lules MEFp27KO. 

Les diferències dels nivells d’aquestes proteïnes observades entre amb-

dós tipus cel·lulars podrien ser degudes a diferents mecanismes de con-

trol de la síntesi, l’estabilitat o la degradació proteica que poden haver-

hi en aquests dos tipus cel·lulars. No obstant, el que és important re-

marcar és que en ambdós línies, p27 regula l’activitat de la via de 
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Notch, actuant com repressor transcripcional de gens clau d’aqueta via, 

com són el lligand Jag1 i el receptor Notch2. 

2.1.1. Inducció de l’expressió de p27 en clons HCTp27KO 

A continuació, es va voler confirmar el paper de p27 en la regulació de 

la via de Notch i validar que els canvis d’expressió dels diferents com-

ponents d’aquesta via observats en els clons HCTp27KO eren deguts a 

l’absència de p27. Amb aquest objectiu, es va induir la sobreexpressió 

de p27 en els clons HCTp27KO i es va analitzar l’efecte d’aquest incre-

ment de p27 sobre els nivells proteics dels diferents elements de la via 

de Notch. 

Com es pot observar a la Fig. 18, la sobreexpressió de p27 a les 

cèl·lules HCTp27KO provoca una disminució dels nivells de proteïna 

de tots els elements estudiats de la via de Notch. Aquests resultats con-

firmen clarament que p27 actua com un repressor d’aquesta via. 

 
Figura 18. Patró d'expressió proteica després de la reintroducció lentiviral de 

p27. Western blot dels diversos elements de la via de Notch en HCTp27KO i en 

HCTp27KO reexpressant p27 de forma exògena. 
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2.2. Determinació dels nivells de mRNA i de proteïna de dife-

rents components de la via de Notch en línies cel·lulars deriva-

des de leucèmies 

Posteriorment, es va estendre els estudis sobre el paper de p27 en la 

regulació de la via de Notch en línies cel·lulars derivades de leucèmies. 

En aquest cas, l’aproximació experimental va ser lleugerament dife-

rents. En primer lloc, es va determinar els nivells proteics de p27 en 

una sèrie de línies cel·lulars establertes de leucèmia: Nalm6, RS4;11, 

Molt4, KG-1α i HL-60. 

Com es pot observar a la Fig. 19, els nivells de p27 eren elevats a les 

línies Nalm6, Molt-4 i KG-1α, mentre que les línies RS4;11 i HL-60 

presenten nivells molt més baixos, especialment aquesta última. Així 

doncs, es van seleccionar les dues línies cel·lulars amb menors nivells 

de p27 (RS4;11, HL-60) i es va induir la sobreexpressió de p27 en 

ambdues (Fig. 20 i 21). 

 
Figura 19. Nivells proteics de p27 en diferents línies cel·lulars de leucèmia. Es 

mostren cinc línies cel·lulars de diferents subtipus de leucèmia: tipus B (Nalm6, 

RS4;11), tipus T (Molt4) i mieloide (KG-1α, HL60). 

Tal com es pot observar a la Fig. 20A, l’increment de p27 en les 

cèl·lules RS4;11 indueix una disminució significativa de l’expressió 

gènica de tots els components de la via de Notch. De manera similar, 

aquesta sobreexpressió de p27 es tradueix en una descens clar dels ni-

vells proteics dels diversos elements de la via (Fig. 20B). De forma 

anàloga, la sobreexpressió de p27 a les cèl·lules HL-60 (Fig. 21) pro-
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voca descensos dels nivells de mRNA (Fig. 21A) i de proteïna (Fig. 

21B) de tots els elements de la via de Notch estudiats. 

Així doncs, els resultats obtinguts en els clons d’HCT116 deficients per 

p27 (Fig. 18) i en les línies cel·lulars derivades de leucèmies (Fig. 20-

21) suggereixen que p27 actua com a repressor transcripcional de la via 

de senyalització de Notch.  

 
Figura 20. Inhibició de la via de Notch per sobreexpressió de p27 a les cèl·lules 

RS4;11. (A) Nivells de mRNA comparats a les cèl·lules RS4;11 després de la 

reintroducció de p27. Es van marcar els valors significatius amb un asterisc (* per p-

valor<0.05; ** per p-valor<0.001). (B) Efecte a nivel proteic de la sobreexpresió de 

p27 sobre la via de Notch a les cèl·lules RS4;11. 

3. Paper dels complexes CDK-Ciclina i E2F4/p130 en la regu-

lació de la via de Notch 

Tal com s’ha descrit a la introducció, aquest grup d’investigació ha 

elaborat un model de regulació transcripcional en el que participen p27, 

diferents complexes CDK-Ciclina i el complex repressor transcripcio-

nal E2F4/p130 (Fig. 8). 

En primer lloc, es va estudiar si aquest complex repressor E2F4/p130 

participava conjuntament amb p27 en la regulació de la via de Notch. 
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Per aquest estudi s’han utilitzat cèl·lules MEFp130KO. Es coneguda 

que la manca de p130 impedeix que el repressor transcripcional E2F4 

pugui unir-se al DNA i, per tant, aquest no pot exercir la seva funció 

repressora. Així doncs, s’esperaria que, de manera similar al que s’ha 

observat a les cèl·lules MEFp27KO, les cèl·lules MEFp130KO presen-

tarien nivells més alts d’expressió dels diferents components de la via 

de Notch.  

 

Figura 21. Inhibició de la via de Notch per sobreexpressió de p27 a les cèl·lules 

HL60. (A) Nivells de mRNA comparats a les cèl·lules HL60 després de la 

reintroducció de p27. (B) Efecte a nivel proteic de la sobreexpresió de p27 sobre la 

via de Notch a les cèl·lules RS4;11. 

Amb aquest objectiu, es van analitzar els nivells de mRNA i de proteï-

na en cèl·lules MEFp130, tant quiescents (Fig. 22A i B) com prolife-

rants (Fig. 22 C i D). Però, aquest estudi es va limitar als tres elements 

de la via que havien mostrat un comportament semblant en tots els mo-

dels analitzats: el lligand Jag1, el receptor Notch2 i el gen diana Hey2. 

Tal com es pot observar a la Fig. 22A, els nivells de mRNA d’aquest 

tres elements de la via estan incrementats en les cèl·lules MEFp130KO 

respecte a les MEFWT. De forma similar, l’anàlisi proteic mostra un 
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increment dels nivells del lligand Jag1, la forma activa del receptor 

Notch2 i de la diana Hey2 en les cèl·lules MEFp130KO. Aquest patró 

d’increments es repeteix en les cèl·lules p130KO proliferants (Fig. 22 

C i D). 

 
Figura 22. Nivells d’expressió de la via de Notch en cèl·lules MEFp130KO. (A) 

Nivells de mRNA de Jag1, Notch2 i Hey2 en cèl·lules en quiescència. (B) Nivells 

proteics en quiescència (C) Nivells d’expressió en cèl·lules en proliferació asincròni-

ca. (D) Nivells de proteïna en cèl·lules proliferants. 

Per confirmar que els canvis observats a les cèl·lules MEFp130KO son 

mediats per E2F4 i tenint en compte que els diferents models cel·lulars 

emprats es comportaven de manera semblant, es van seleccionar les 

cèl·lules HCT116, molt més senzilles de transfectar, per a estudiar 

l’efecte del silenciament d’E2F4 sobre la via de Notch. 
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Com es pot observar a la Fig. 23, en aquestes cèl·lules la disminució 

dels nivells de proteïna d’E2F4 comporta un increment proteic del lli-

gand Jag1 i la forma activa del receptor Notch2 (NICD2). És a dir, una 

activació de la via, com s’havia observat prèviament a les cèl·lules 

MEFp130KO (Fig 22) i les diferents línies deficients per p27 (Fig. 13-

15 i 17). 

 
Figura 23. Efecte del silenciament d’E2F4 sobre la via de Notch en cèl·lules 

HCT116. Western blot en el que es compara els nivells de Jag1 i NICD2 en un 

knock-down d’E2F4 respecte al control. 

Aquest resultats demostren que el complex E2F4/p130 participa en la 

regulació de la via de Notch, de manera similar a com fa p27. És a dir, 

ambdós actuen com repressors d’aquest ruta de senyalització. 

Seguint el model descrit en aquest grup (Fig. 8) i d’acord amb la hipò-

tesi generada, una inhibició dels complexos CDK-Ciclina previndria la 

hiperfosforilació de p130 u, en última instància, l’activació dels gen 

reprimits per E2F4. Així doncs, per confirmar una possible regulació a 

través de l’activació d’aquest complexes CDK-Ciclina, es van tractar 

les cèl·lules proliferants duran 16h amb roscovitina 20µM, un inhibidor 

universal de les CDKs (Fig. 24). Es van escollir les cèl·lules p27KO 

per tractar de contrarestar l’efecte activador que té la manca de p27 

sobre la via de Notch. 
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Tal com es pot observar a la Fig. 24A, el tractament amb roscovitina 

genera a nivell de mRNA una disminució generalitzada en els elements 

de la via estudiats en les cèl·lules MEFp27KO. Aquest mateix efecte es 

tradueix també a nivell proteic tant en les cèl·lules MEFp27KO (Fig. 

24B) com en les cèl·lules HCTp27KO (Fig. 24C). En ambdós casos, els 

nivells del lligand Jag1 i de la forma activa del receptor Notch2 

(NICD2) estan disminuïts després del tractament.  

 
 

 
Figura 24. Efecte de  la roscovitina sobre la via de Notch en diverses línies 

cel·lulars en proliferació. (A) Nivells de mRNA en cèl·lules MEFp27KO. (B) Nivells 

proteics en cèl·lules MEFp27KO. (C) Nivells de proteïna en cèl·lules HCTp27KO. 

Per tant, la roscovitina indueix un descens en els nivells proteics del 

lligand Jag1 i de la forma activa del receptor Notch2, indiciant un paper 

important dels complexes CDK-Ciclina com a activadors de la via de 

Notch. 

En resum, els resultats presentats en aquest capítol demostren un paper 

actiu de p27 en la regulació dels diversos elements de la via de Notch2, 
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tal com s’havia observat a partir d’anàlisi del microarray d’expressió 

comparant cèl·lules MEFp27KO vs MEFWT. És a dir, p27 actua com a un 

repressor transcripcional de la via de Notch2. Tant la seva absència 

com la d’E2F4 o la de p130 permeten la sobre activació d’aquesta ruta 

de senyalització, mentre que la inhibició dels complexos CDK-Ciclina 

mitjançant roscovitina condueix a una menor activació de la via de 

Notch. 

No obstant això, els mecanismes moleculars d’aquesta regulació en 

gens concrets han de ser estudiats més detalladament mitjançant anàlisi 

de promotors, assaigs ChIP i assajos de luciferasa que seran descrit en 

el següent capítol. 
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1. ChIP-Seq de p27 en cèl·lules de ralotí 

Per identificar potencials gens regulats per p27, es va fer un assaig 

ChIP-Seq en cèl·lules de ratolí quiescents. Es van utilitzar diverses líni-

es (MEF, C17.2, C2.C12), però els resultats obtinguts van ser molt 

semblants (Fig. 25). 

Encara que no es va trobar la presència de p27 propera a algun dels 

promotors dels gens que apareix al microarray d’expressió, si es va 

identificar un gen de la via: Maml2. A les tres línies, el pic d’unió esta-

va al voltant de la posició -2000 pb contant des del TSS (Fig. 25A). 

 

Figura 25. Resum del ChIP-Seq en cèl·lules de ratolí. (A) Taula que mostra les 

linies cel·lulars utilitzades als diferents ChIP-Seq i la posició relativa al TSS os es va 

trobar el pic. (B) Representació esquemàtica del promotor de Maml2 i la posició dels 

llocs d'unió de p27 i p21 identificats al ChIP-Seq. 

Davant la relació entre p27 i p21, es va fer un ChIP-Seq d’aquesta úl-

tima en cèl·lules C17.2 proliferants. Tampoc es va trobar que p21 

s’uneixi a algun dels gens descrits al microarray, però es va identificar 
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un cop més a Maml2. El lloc d’unió de p21 estava contingut al pic de 

p27 (Fig. 25B). 

2. Anàlisi bioinformàtic de potencials llocs d’unió 

de p27 als gens d’interès 

Utilitzant la eina JASPAR, que proporciona les matrius d’unió de dife-

rents TF, i FIMO MEME, que busca en una seqüència determinada 

correspondència amb les matrius aportades, es van estudiar si algun 

dels TF amb els que p27 interacciona s’unia a la regió identificada de 

Maml2 (Fig. 26A). A més, aquest anàlisi bioinformàtic es va estendre a 

dos elements identificats al microarray d’expressió: Hey2 (Fig. 26B) i 

Foxc2 (Fig. 26C). 

 

Figura 26. Representació esquemàtica de la cerca de TF. (A) Posicions dels TF 

trobats a la regió del promotor de Maml2 identificada per ChIP-Seq. (B) Posició dels 

TF trobats al promotor de Jag1. (C) Posició dels TF trobats al promotor de Hey2. (D) 

Posició dels TF trobats al promotor de FoxC2. En tots els casos, només es van repre-

sentar les posicions amb un p-valor<0.0001. 

Dels possibles partners descrits de p27, a la regió de Maml2 només es 

van trobar dos: E2F4 i Ets1 (Fig. 26A). Al promotor de Jag1 també es 

va identificar possibles llocs d’unió per Ets així com Pax5 (Fig. 26B). 

Encara que es van trobar regions on E2F4 podia interaccionar, no es 

representant gràficament, ja que el p-valor era superior a 0.0001. Al 

promotor de Hey2 es van identificar fins a quatre TF partners de p27 
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(Fig. 26C) mentre al promotor de Foxc2 només es van identificar dos 

TF molt significatius (Fig. 26D). 

3. Validació dels llocs d’unió de p27 als promotors 

de Maml2 i Hey2 

Per traduir aquest estudi teòric amb fets demostrables, es va procedir a 

realitzar assajos ChIP en cèl·lules MEF quiescents. Al cas de Maml2, 

es va voler validar la unió de p27 ja detectada als ChIP-Seq i, d’altra 

banda, dilucidar quin és el TF que participa en aquesta unió (Fig. 27).  

Pel que fa als altres dos gens (Hey2, Foxc2), només es va realitzar els 

assajos ChIP a la regió més propera al TSS de Hey2 (Fig. 28) i es va 

prescindir de l’estudi de Foxc2. 

 
Figura 27. Representació gràfica dels assaigs ChIP. Es representen els enriqui-

ments al promotor de Maml2 amb respecte al control (Beads). Els valors significatius 

es van marcar amb un asterisc (** per p-valor<0.001; *** per p-valor<0.0001). 

Com es pot veure a la Fig. 22, tant p27 com p21 interaccionen a la re-

gió del promotor de Maml2 identificada per ChIP-Seq. Però, dels dos 

TF trobats per anàlisis bioinformàtica, només es detectaven canvis amb 
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el ChIP d’E2F4, mentre el ChIP d’Ets1 tenia valors semblants al con-

trol negatiu. 

Per altra banda, com s’observa a la Fig. 23, p27 i E2F4 colocalitzen a la 

regió de Hey2 identificada per anàlisis bioinformàtic. 

 
Figura 28. Representació gràfica dels assaigs ChIP. Es representen els enriqui-

ments al promotor de Hey2 amb respecte al control (Beads). Els valors significatius es 

van marcar amb un asterisc (* per p-valor<0.05). 

4. Assaig funcional luciferasa amb la regió del 

promotor de Maml2 

Es va clonar la regió del promotor de Maml2 identificada per ChIP-Seq 

en un vector pgL3 amb luciferasa i es va introduir en cèl·lules C17.2 

modificades per CRISPR/Cas9 per eliminar l’expressió de p27 (Fig. 

29A). Així, es va voler valorar a nivell genètic si p27 tenia una funció 

inhibitòria o activadora. 

Com es pot observar a la Fig. 29B, la quantitat de luciferasa detectada 

va disminuir a les C17.2p27KO respecte al control. 
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Figura 29. Estudi de la regió d'unió de p27 al promotor de Maml2. (A) Generació 

de clons p27KO a partir de cèl·lules C17.2. (B) Representació gràfica de l'assaig 

luciferasa. Es compara la quantitat relativa als clons C17.2p27KO respecte a les 

C17.2WT. Els valors significatius es van marcar amb un asterisc (* per p-valor<0.05). 

5. Anàlisi dels nivells de Maml2 en cèl·lules MEF 

deficients per p27 o p130 

Per últim, es va fer l’estudi proteic en MEF de Maml2 (Fig. 30). A les 

cèl·lules MEFp27KO quiescents (Fig. 30A), Maml2 és indetectable, de la 

mateixa forma que a les cèl·lules MEFp27KO proliferants (Fig. 30B). De 

forma anàloga, tant les cèl·lules MEFp130KO quiescents (Fig. 30C) com 

les cèl·lules MEFp130KO proliferants (Fig. 30D) hi ha descens de 

l’expressió proteica de Maml2 com respecte al control. 
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Figura 30. Nivells proteics de Maml2. (A) Efecte de la absència de p27 en cèl·lules 

quiescents sobre Maml2. (B) Wester blot representatiu del nivells de Maml2 en 

cèl·lules MEFp27KO proliferants. (C) Nivells proteics de Maml2 a les MEFp130KO 

quiescent. (D) Patró d’expressió proteica de Maml2 en les MEFp130KO proliferants. 
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Després de més d’un quart de segle d’investigació sobre la proteïna 

p27, el seu paper inicial com a un simple inhibidor de l’activitat dels 

complexes CDK-ciclina ha quedat superat per una sèrie de noves fun-

cions descrites durant els darrers anys, tals com la seva implicació en el 

control de la motilitat cel·lular, en el tràfic vesicular, en la regulació 

metabòlica o en la regulació de la transcripció. El seu paper en aquestes 

funcions encara no està totalment aclarit. Aquesta tesi vol portar una 

mica de llum a aquesta mar obscura d’incertesa, concretament en el que 

fa en seu possible nou paper de p27 com a regulador transcripcional. 

Per tal d’identificar els programes transcripcionals regulats per p27, en 

el grup de recerca on s’ha realitzat aquesta tesi, es va dur a terme un 

mi-croarray d’expressió comparant MEFWT vs MEFp27KO. Els resultats 

d’aquest assaig van mostrar que p27 participa en la regulació d’un 

nombre molt elevat de processos cel·lulars (Biçer et al., 2017). Entre 

aquests processos regulats per p27 hi estava la via de senyalització de 

Notch (Taula 1). Donada la rellevància d’aquesta ruta en diversos pro-

cessos biològics de desenvolupament i homeòstasi cel·lular i la seva 

implicació en la generació tumoral, es va plantejar l’estudi del possible 

paper de p27 en la regulació d’aquesta via de senyalització. 

En aquest treball s’ha demostrat que la manca de p27 produeix incre-

ments significatius dels nivells de mRNA i de proteïna de diferents 

components d’aquesta via de senyalització: el lligand Jag1, el receptor 

Notch2, els gens diana Hey2 i EphrnB2 i el factor de transcripció 

FOXC2. Aquests increments s’observen tant en MEFs quiescents (Fig. 

13-14) com proliferants (Fig. 15). A més, aquest increments no només 

s’observen a les cèl·lules MEF, ja que es van veure en altres subtipus 

cel·lulars d’origen humà, com les cèl·lules HCT116 procedents d’un 
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càncer colorectal, les cèl·lules HL-60 derivades d’una leucèmia i les 

cèl·lules RS4;11 originades d’un limfoma (Fig. 17-21). 

1. La disminució de p27 indueix l’activació de la via 

de Notch a través de la inducció de l’expressió del 

lligand Jag1 

Son especialment rellevants els resultats dels anàlisis dels nivells del 

receptor Notch2, realitzats per western blot, en les cèl·lules p27KO vs 

WT. Aquests resultats assenyalen que la forma truncada i activa 

d’aquest receptor esta incrementada en les cèl·lules p27KO. Això indi-

ca clarament que la via de Notch esta activada en les cèl·lules defici-

ents en p27. Aquests resultats plantegen, per tant, la pregunta de com 

s’activa aquesta via quan es produeix una deficiència de la proteïna 

p27.  

Per a respondre aquesta pregunta es important destacar la observació de 

que el lligand Jag1 incrementa la seva expressió (tant a nivell de 

mRNA com de proteïna) en les cèl·lules amb nivells baixos de p27. 

Aquest increment del lligand Jag1 podria ser l’element determinant per 

tal d’induir l’activació d’aquesta via de senyalització en les cèl·lules 

deficient per a p27.  

Així doncs, es pot postular que p27 actua com a repressor transcripcio-

nal del lligand Jag1. Per tant, la pèrdua de p27 induiria un increment en 

la seva expressió i en conseqüència, aquest increment de Jag1, facilita-

ria la seva unió al receptor Notch2. Així doncs, aquest increment de la 

interacció Jag1-Notch2 induiria l’activació del receptor i en conseqüèn-

cia es produiria un increment de l’activació d’aquesta via de senyalitza-

ció.     
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A més, també val la pena comentar que els resultats també indiquen 

que a les cèl·lules p27KO es produeix un lleuger, però significatiu, in-

crement dels nivells (tant de mRNA com de proteïna) del receptor 

Notch2. Aquesta observació indica que p27 també actuaria com un re-

pressor transcripcional del receptor Notch2. Així doncs, l’increment de 

Notch2 a les cèl·lules p27KO també facilitaria l’activació d’aquesta 

via.  

Així doncs, es pot postular que p27, actuant com un repressor trans-

cripcional del lligand Jag1 així com del receptor Notch2, regula 

l’activitat de la via de Notch. Per tant, la pèrdua de p27 en les cèl·lules, 

produirà un augment tant del lligand Jag1 com del receptor Notch2 que 

conduiran a l’activació de la via. No obstant això, postulem que 

l’element clau de l’activació de la via a les cèl·lules deficients en p27, 

es l’increment de l’expressió de Jag1 ja que sense aquest augment 

(malgrat Notch2 incrementés) l’activació de la via de Notch2 no seria 

efectiva. 

Aquesta teoria queda corroborada amb els resultats presentats a les Fig. 

18, 20 i 21 de l’anterior capítol, on es pot observar com la sobreexpres-

sió de p27 en les cèl·lules HCT116 p27KO, HL-60 i RS4;11 respecti-

vament, provoca una disminució dels nivells de mRNA o de proteïna 

dels elements estudiats de la via de Notch2. 

2. La proteïna p27 regula l’expressió de Jag1 a tra-

vés del complex repressor E2F4/p130 

Aquest grup havia descrit prèviament un mecanisme a través del qual 

p27 regula la transcripció mitjançant la seva interacció amb el complex 

E2F4/p130 (Orlando et al., 2015). Tal com s’il·lustra a la Fig. 8, p27 
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interacciona pel seu extrem C-terminal amb aquest complex quan està 

unit a les regions repressores dels gens. Una vegada unida, p27 recluta 

els complexes CDK-Ciclina. Per acció de Tyr quinases de la família 

Src, p27 és fosforilada i sofreix un canvi conformacional que permet 

l’activació dels complexes CDK-Ciclina. Així, aquest complex pot fos-

forilar p130 perquè es desacobli el complex repressor E2F4/p130 u es 

produeixi l’expressió dels gens diana. 

Així doncs, es va voler analitzar si p27 està regulant l’expressió de Jag1 

a través d’aquest mecanisme. Per una banda, els resultats obtinguts a 

aquesta tesi demostren que les cèl·lules MEFp130KO presenten incre-

ments significatius de Jag1 i que els nivells de la forma activa de 

Notch2 també incrementen en aquestes cèl·lules. Es a dir la disminució 

de p130 produeix els mateixos resultats que la pèrdua de p27. Per altra 

banda, s’han observat resultats similars induint la disminució d’E2F4. 

Per tant, es pot concloure que p27 regula l’expressió de Jag1 a través 

del complex E2F4/p130. 

Seguidament, es va voler analitzar si els complexes CDK-Ciclina, tal 

com postula el model d’aquest grup, també participen en la regulació 

de l’expressió de Jag1 per part de p27. En aquesta tesi demostrem que 

el tractament de les cèl·lules amb roscovitina, un inhibidor general dels 

complexes CDK-Ciclina indueix el bloqueig de l’expressió de Jag1. En 

les cèl·lules tractades amb roscovitina, també s’observa una dis-

minució dels nivells de la forma activa de Notch2, induint, per tant, una 

disminució de l’activació de la via. 
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3. La proteïna p27 regula l’expressió de Maml2, un 

coactivador transcripcional de la via de Notch 

Resultats previs del grup emprant la tècnica de ChIP-seq (Fig. 25A) 

indicaven que en tres línies cel·lulars de ratolí, p27 s’unia a una regió 

(al voltant dels -2000 pb) del TSS del promotor de Maml2. Aquesta 

proteïna es un coactivador transcripcional de la via de Notch , impres-

cindible perquè NICD (la forma activa de Notch) pugui activar la trans-

cripció dels seus gens diana. Aquests resultats suggerien que p27 podria 

està regulant l’expressió de Maml2, malgrat en el microarray 

d’expressió comparant en MEFWT vs MEFp27KO no s’observava cap 

canvi dels nivells del mRNA de Maml2. Així doncs, es va voler estudi-

ar el paper de p27 sobre la regulació d’aquest gen.  

Mitjançant assajos ChIP (Fig. 27), s’ha confirmat que efectivament p27 

s’uneix a aquesta regió del promotor de Maml2. A més, s’ha demostrat 

que en aquesta regió també s’hi uneix E2F4. Tot feia pensar doncs que 

p27 podia regular l’expressió de Maml2. L’assaig luciferasa confirma 

aquesta possibilitat (Fig. 29). Concretament, l’absència de p27 o 

d’E2F4 reduïa l’expressió de Maml2 en aquest tipus d’assaig, confir-

mant que la unió de p27 i E2F4 al promotor de Maml2 era necessària 

per a la seva expressió. A més, es va comprovar que cèl·lules deficients 

en p27 o E2F4 els nivells proteics de Maml2 estaven significativament 

disminuïts (Fig. 30). 

Aquests resultats, sorprenentment, indicarien que, en aquest cas, p27 

actua com un activador transcripcional a diferencia del que passa en la 

regulació de l’expressió de Jag1, on p27 actua com a repressor trans-

cripcional.   
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Aquests resultats, sorprenents, suggereixen que l’activació de la via de 

senyalització de Notch observada en cèl·lules deficients en p27 no es 

produeix a través del coactivador Maml2, sinó de Maml1 o Maml3.  

4. La proteïna p27 regula directament l’expressió 

d’elements downstream de la via de Notch 

Tal com s’ha comentat anteriorment, la pèrdua de p27 provoca un in-

crement de l’expressió de Jag1 que activa la via de senyalització de 

Notch i per tant, això comportaria un augment de l’expressió de varies 

dianes d’aquesta via (Hey2, EprhinB2) identificades prèviament al mi-

croarray d’expressió realitzat en aquest grup. Per tant, la idea inicial 

era que l’increment d’expressió d’aquestes dianes seria conseqüència 

de l’activació de Notch2 produït per l’augment dels nivells proteics del 

lligand Jag1. 

Això estaria refermat pel fet que a totes les cèl·lules estudiades, tant 

d’origen murí com humanes (MEFs quiescents, MEFs proliferants, 

HCT116, RS4;11 i HL60), s’observa un increment dels nivells de 

mRNA d’aquestes dianes en les cèl·lules deficients per p27. En gene-

ral, això comporta també increments dels nivells d’aquestes proteïnes, 

encara que hi ha excepcions. Concretament, en les cèl·lules MEF proli-

ferants s’ha observat que, malgrat l’increment dels nivells de mRNA de 

tots els elements downstream de la via de Notch2 a les cèl·lules defici-

ents en p27, els nivells proteics d’alguns d’aquests elements no es cor-

responien. Mentre en el cas de Hey2 es produeix un increment dels 

nivells proteics, pel que fa a Ephrinb2 s’observa una clara disminució 

dels seus nivells de proteïna en les cèl·lules MEFp27KO, just el contrari 

del que s’esperaria. Amb respecte a FOXC2, no s’observa cap augment 

i els nivells resten similars al de les cèl·lules MEFWT proliferants. 
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Per explicar aquesta disparitat de resultats, es postulen varies possibili-

tats:  

1. Els nivells de proteïna estan relacionats amb el nivells de 

mRNA, però hi ha que l’activitat traduccional pot ser diferents 

en les diferents condicions cel·lulars. 

2. Els nivells de degradació proteica també poden ser diferents.  

3. En el cas concret de FOXC2, s’ha descrit que els seus nivells de 

proteïna estan clarament relacionats amb la fase del cicle 

cel·lular on es troben les cèl·lules (Pietila et al., 2016). Així 

doncs, s’ha descrit que els nivells proteics de FOXC2 van pu-

jant a mesura que avança el cicle fins el seu pic màxim a la fase 

G2, disminuint dràsticament durant la mitosi. Aquest efecte po-

dria ser explicat, en part, per la dinàmica de p27 durant el cicle 

(Fig. 31), que es l’oposada (alts nivells al inici de la fase G1, 

disminució progressiva a la fase G1 tardana i a la transició 

G1/S, mantenint els nivells baixos a la resta de las fases). Així, 

seria coherent que p27 sigui un repressor de l’expressió de 

FOXC2 

Així, seria coherent que p27 sigui un repressor de l’expressió de 

FOXC2. Durant la quiescència, com p27 està tota localitzada al 

nucli, els nivells proteics de FOXC2 son baixos (com passa a 

les MEFWT). Un cop la cèl·lula entra en cicle, els nivells de p27 

van baixant, a mesura que els de FOXC2 pujant. En cèl·lules en 

proliferació, encara que la població més nombrosa és la G1, no 

arriba a ser el 50% del total. Per tant, es difícil apreciar les pos-

sibles diferències en un western blot, igualant-se els nivells de-

tectats de FOXC2 en MEFWT i MEFp27KO. 
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4. Una altra explicació possible es que en les cèl·lules MEF proli-

ferants la regulació de la traducció proteica sigui diferent a la de 

les cèl·lules quiescents. Per tant, malgrat els nivells de mRNA 

de FOXC2 incrementin a les cèl·lules deficients en p27, en 

aquestes cèl·lules això no implicaria un increment en la seva 

traducció. Més aviat al contrari, probablement els mecanismes 

de degradació d’aquesta proteïna estiguessin incrementats. 

 
Figura 31. Cinètica al llarg del cicle de p27 i FOXC2. A la fase G0, els nivells de 

p27 són màxims i els de FOXC2 mínims. A mesura que avança el cicle, la quantitat 

de p27 disminueix, sent indetectable des del començament de la fase S. En canvi, els 

nivells de FOXC2 augmentant exponencialment durant aquesta fase, sent màxims a la 

fase G2. 

3.1. L’expressió de Hey2 està regulada per p27/E2F4 

Al capítol 1 de Resultats es va observar que la pèrdua de p27 o la de 

p130 provocava un increment de l’expressió de Hey2, una de les dianes 

de la via de Notch.  L’anàlisi bioinformàtic sobre possibles llocs d’unió 

de factors de transcripció que interaccionen amb p27 en regions promo-

tores d’elements de la via de Notch va mostrar que, curiosament, a la 
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regió promotora de Hey2 hi havia diferents llocs d’unió per a E2F4. Per 

assaigos ChIP es va confirmar aquesta unió. Tant p27 com E2F4 co-

localitzen a la mateixa regió promotora de Hey2. Malgrat no haver po-

gut continuar aquest estudi, aquests experiments suggereixen clarament 

la possibilitat de que Hey2 pogués estar addicionalment regulat direc-

tament per p27, a través del complexE2F4/p130. No obstant, això resta 

per confirmar-se.   

5. La proteïna p27 regula l’angiogènesi a través de 

la via de Notch 

Tant FOXC2 com Hey2, així com EphrinB2, son marcadors arterials 

(Fig. 11). Mentre l’expressió d’EphrinB2 depèn indirectament de 

FOXC2 (mitjançant l’expressió de Dll4, que activa la via de Notch i 

porta a l’expressió d’EphrinB2), la regulació de Hey2 és, a més, directa 

(H. Hayashi & Kume, 2008). Si a això sumen que p27 s’uneix al pro-

motor Hey2 i inhibeix la seva expressió, p27 sembla tenir un paper an-

ti-angiogènic. A més, cal recordar que Hey2 inhibeix l’expressió de 

p27 (Havrda et al., 2006). Per tant, un cop els nivells de p27 baixen i 

s’expressa Hey2, aquesta última manté baixa la quantitat de p27 per 

poder mantenir les seves funcions. 

Totes aquestes dades indiquen un alt nivell de complexitat en la regula-

ció de la via de Notch2 i, per tant, resta molta feina a fer per tal 

d’esbrinar amb detall el paper que juga p27 en la regulació d’aquesta 

via de senyalització. 

Prèviament, s’havia relacionat la angiogènesi amb p27 (Vidal et al., 

2005), però els mecanismes exactes eren desconeguts. A aquesta tesi es 

demostra que un marcador angiogènic (Hey2) està regulat directament 
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per p27 i una altra proteïna necessària per aquest procés (FOXC2) mos-

tra dependència pels nivells de p27. Que l’activitat de FOXC2 depengui 

de Cdk5 (Liebl et al., 2015), la qual està regulada per p27 (Zhang et al., 

2010), i que FOXC2 actuï conjuntament amb Ets1 (Gambarotta et al., 

1996), TF al que s’uneix p27 (Pippa et al., 2012), pot donar una idea 

dels múltiples punts d’interconnexió entre FOXC2 i p27.  

Per tant, per ser un inhibidor de FOXC2 i la via de Notch, p27 actuaria 

com a un factor anti-angiogènic. Aquest paper de supressor de tumors 

quadraria amb els baixos nivells nuclears de p27 vist als tumors i la 

desregulació de l’angiogènesi característica d’aquests. La mala progno-

si associada a poca quantitat de p27 podria ser deguda a un augment 

desregulat de l’angiogènesi mitjançant l’activació de la via de Notch. 

Això està en consonància amb els alts nivells de la via de Notch trobats 

en diverses línies tumorals KO per p27 (Fig. 17). 

Així, l’increment dels nivells de Hey2, degut a la deficiència de p27, al 

seu torn promouria el manteniment de baixos nivells de p27 i, en con-

seqüència, l’expressió constant de proteïnes angiogèniques, com 

FOXC2 o la mateixa Hey2. Per tant, es generarien de forma persistent i 

desordenada vasos sanguinis, una característica típica dels tumors 

malignes. 

6. La proteïna p27 en la via de Notch i el càncer 

La via de Notch és una ruta de senyalització molt complexa, amb múl-

tiples rols, molts dels quals a vegades entren en contradicció. Tal com 

es pot apreciar a la Taula 7, Notch pot tenir efectes oncogènics així 

com anti-oncogènics. 
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Per exemple, Notch1 i Notch2 tenen efectes oposats en el pronòstic del 

càncer colorectal (D. Chu et al., 2011), sent de pitjor pronòstic Notch1. 

En canvi, en els tumors de bufeta, Notch2 té un paper oncogènic en 

comparació al rol de supressor tumoral de Notch1 (T. Hayashi et al., 

2016). 

Taula 7. El paper de la via de Notch en diferents tumors. La taula representa amb 

cors les funcions de diferents receptors i lligands de la via de Notch: oncogènic (ver-

mell), principalment oncogènic (groc), tant oncogènic com supressor de tumor (verd) 

i només supressor de tumor (blau). 

 

També, en el cas del mateix subtipus de receptor, segons sigui el lli-

gand de la cèl·lula presentadora, es desencadena un fenotip o un altre. 

Aquest  és el cas dels lligands Jag1/Dll4 amb Notch1en el procés de 

l’angiogènesi (Fig. 10). Mentre que Jag1 inhibeix la ramificació i afa-

voreix la proliferació cel·lular, Dll4 té l’efecte contrari (Benedito et al., 
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2009). Per tant, en un loop retroalimentat, Jag1 y Dll4 es van alternant 

per dur a terme una correcta formació dels vasos sanguinis. 

En el cas dels coactivadors de la via, la família Maml presenta tres sub-

tipus. La bibliografia es escassa, sobre tot pel que fa referència a 

Maml2. S’ha descrit que Maml2 es troba sobre-expressat en limfomes 

de cèl·lules B (Köchert et al., 2011). A més, s’ha observat que en un 

tipus de càncer de cap i coll molt concret, el carcinoma mucoepider-

moide salivari es produeix una translocació t(11:19)(q14-21;912-13), 

que porta a la fusió del exons 1 i 2 del coactivador transcripcional 

CRTC1 situat en el cromosoma 19p13 amb el gen de MAML2 en el 

cromosoma 11q21 (Coca-Pelaz et al., 2015). Aquesta translocació es 

clarament oncogènica. 

S’ha descrit que Maml2 no pot compensar els efectes suprimits dels 

altres membres de la familiar Maml i, per tant, es suposa que la seva 

participació en el desenvolupament és limitada. A més, també s’ha ob-

servat que els seus nivells són baixos en cèl·lules embrionàries, en 

comparació amb diferents tipus cel·lulars adults (Oyama et al., 2011). 

Aquesta mínima participació en el desenvolupament embrionari, pot ser 

degut a que Maml2 té preferència per l’activació de Notch3 i Notch4 

(Lin et al., 2002), els dos receptors de la via de Notch amb una expres-

sió limitada a uns teixits molt concrets (Bellavia et al., 2018). 

Concretament, els nivells de Notch3 disminueixen en el MEFp27KO res-

pecte als controls, segons es va observar en el microarray d’expressió 

realitzat a aquest grup. (Taula 1). S’ha descrit que Notch3 també parti-

cipa a la angiogènesi, però el seu rol està limitat a les cèl·lules de la 

musculatura llisa (VSMC) (Hosseini-Alghaderi & Baron, 2020). Men-

tre que Notch2 inhibeix la proliferació d’aquestes cèl·lules, Notch3 té 
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un paper anti-apoptótic i estimulant de la proliferació (Baeten & Lilly, 

2015). 

Aquests fets suggereixen que p27 podria tenir diferents papers en els 

mecanismes angiogènics (Fig. 32). D’una banda, p27 podria ser un 

activador de la diferenciació de la musculatura llisa vascular, al afavorir 

l’expressió de Notch3 i Maml2. D’altra banda, podria actuar com a 

inhibidor del fenotip arterial, al bloquejar Hey2 i FOXC2. 

Figura 32. Possible paper de p27 al procés angiogènic. La diferenciació arterial 

està regulada per FOXC2, directament mitjançant l’expressió de Hey2, com indirec-

tament, al promoure l’expressió del lligand DLL4. La regulació negativa sobre aquest 

procés per part de p27 es produeix a nivell de Hey2 i, molt probablement, FOXC2. 

Sobre EphrinB2, el paper de p27 sembla contradictori. La proliferació dels vasos 

sanguines està mediada per Jag1, que també promou la maduració a les VSMC. En 

aquest procés intervé Notch3, probablement mitjançant el coactivador Maml2, el qual 

està regulat positivament per p27. 
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Cal remarcar que en el microarray d’expressió comparant MEFWT vs 

MEFp27KO, es van trobar altres elements relacionats amb el procés de 

diferenciació dels vasos sanguinis (Taula 8). Es va observar que la 

Neuropilina 2 (Nrp2), un receptor transmembrana associat a VEGF-R, 

es trobava incrementat 4,8 vegades en les cèl·lules p27KO, mentre 

l’expressió de COUP-TFII (Nrf2), un receptor nuclear orfe implicat en 

la diferenciació dels vasos sanguinis a venes, estava disminuïda 1,67 

vegades en aquestes mateixes cèl·lules. És a dir, els marcadors angio-

gènics arterials es troben incrementats, però els venosos redueixen la 

seva expressió. 

Taula 8. Gens relacionats amb l’angiogènesi trobats al microarray d’expressió en 

MEFWT vs MEFp27KO. 

 

7. Perspectives futures 

Encara que aquesta tesi ha trobat diferents gens de la via de Notch que 

es veuen afectats pels nivells de p27, alguns temes han quedat per re-

soldre  

Respecte a l’angiogènesi, el mecanisme exacte pel qual p27 regula 

l’expressió de FOXC2 o altres elements de la via, és a dir, els factors de 

transcripció que participen conjuntament amb p27 en aquest procés, 

encara estan per dilucidar. 

A més d’aquest apartat purament mecanístic, l’estudi in vivo de 

l’angiogènesi en embrions de ratolí KO per p27 seria una nova aproxi-

mació per intentar aclarir el paper de p27 sobre l’angiogènesi i si es 
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troben majors nivells tissulars de Hey2 o FOXC2 en aquests embrions 

o si presenten una formació arterial anòmala. Per últim, comprovar el 

procés angiogènic amb cèl·lules tumorals, on els alts nivells de Hey2 i 

FOXC2 són habituals (Liu et al., 2017; T. Wang et al., 2018). 

També en relació amb l’angiogènesi, queda per establir un possible eix 

p27-MamL2-YAP al desenvolupament i, més concretament, el paper de 

p27-MamL2 a la diferenciació de les VSMC. 

Finalment, queda pendent estudiar si la inhibició de Jag1 i Notch2 són 

per acció directa de p27 sobre els seus promotors gènics o si és un efec-

te colateral per la regulació d’altres elements, com per exemple Hey2. 
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Science never solves a problem without creating ten more. 

 George Bernard Shaw
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1. La manca de p27 porta a la desregulació de diferents elements 

de la via de Notch en cèl·lules MEF. En general, l’absència de 

p27 provoca un augment a nivell gènic i proteic del lligand 

(Jag1), el receptor (Notch2), gens diana (Hey2) i elements 

col·laboratius (FOXC2). 

2. L’eliminació o la sobreexpressió de p27 en cèl·lules tumorals 

afecta al patró gènic i proteic d’aquesta via segons s’ha descrit 

al punt anterior. 

3. Tant l’eliminació de p130 com la d’E2F4 té efectes semblants a 

la manca de p27 (sobreexpressió dels diferents elements de la 

via de Notch). 

4. El tractament amb roscovitina, un inhibidor universal de CDKs, 

suprimeix la sobre activació de la via de Notch en cèl·lules de-

ficients en p27. 

5. La proteïna p27 colocalitza amb E2F4 però no Ets1 al promotor 

de Maml2, un coactivador de la vía de Notch. Tant en quiescèn-

cia com a cèl·lules proliferants, p27 i E2F4 són necessàris per 

l’expressió de Maml2. 

6. La proteïna p27 colocalitza amb E2F4 al promotor de Hey2, un 

gen diana de la vía de Notch. 

7. La proteïna p27 podria regular l’expressió de FOXC2, degut a 

la relació inversa durant el cicle i la sobreexpressió de FOXC2 

en cèl·lules quiescents KO per p27. 
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Acrònim Significat 

ACBD3 Acyl-CoA Binding Domain Containing 3 

ADAM A Disintegrin And Metalloprotease 

AHR Aryl Hidrocarbon Receptor 

AMPK Adenosine MonoPhosphate activated Protein Ki-

nase 

Ang-2 Angiogenin-2 

ANK ANKyrin 

APML Acute ProMyelocytic Leukemia 

ATM Ataxia Telangiectasia Mutated S/T kinase 

B-ALL B-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 

bHLH basic Helix-Loop-Helix 

Blc-2 B-Cell CLL/Lymphoma 2 

CADASIL Cerebral Autosomal Dominant Arteriophaty with 

Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy 

CAMKI CAlcium/calModulin dependent protein Kinase I 

Cbl Casitas B-Lineage Lymphoma proto-oncogene 

CDK Cyclin-Dependent Kinase 

CIC Cancer-Iniciating Cells 

CIP/KIP CDK Interacting Protein / Kinase Inhibitory Pro-

tein 

CIR Corepressor Interacting with RBPJ-κ 

CKI Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 

CRISPR/Cas9 Clustered Regularly Interspaced Short Palindrom-

ic Repeats / CRISPR Associated protein 9) 

CRM1 ChRomosomal Maintenance 1 

CRTC1 CREB (cAMP Responsive Element Binding pro-

tein) Regulated Transcription Coactivator 1 

CSL CBF-1/RBPJ-κ (Homo sapiens/Mus musculus) 

Suppressor of Hairless (Drosophila melano-

gaster) Lag-1 (Caenorhabditis elegans) 

CXCR4 C-X-C Chemokine Receptor 4 

Dll 1-4 Delta-like Drosphila 1-4 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DNA DeoxyriboNucleic Acid 

DNER Delta/Notch Like EGF Repeat containing 

DSL Delta/Serrate/Lag-2 
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Acrònim Significat 

EGF Epidermal Growth Factor 

ELAV Embryonic Lethal, Abnormal Visual, Drosophila 

ErbB2 Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2 

Fbwx7 F-Box and WD repeat domain Containing 7 

FHL1/KyoT2 Four and a Half LIM domains protein 1 

FOXC FOrkhead boX C 

FOXO FOrkhead boX O 

GAP GTPase-Activating Protein 

GDP Guanosine DiPhosphate 

GEF Guanin nucleotide Exchange Factor 

GFP Green Fluorescent Protein 

GSK3β Glycogen Synthase Kinase 3 beta 

GTP Guanosine TriPhosphate 

HAT Histone AcetylTransferase 

HCC HepatoCellular Carcinoma 

HD Heterodimerization Domain 

HDAC Histone DeACetylase 

hKIS1 human S/T-protein Kinase Interacting with 

Stathmin 1 

HOXA Homeobox A 

Ifi Interferon-activable protein 

IL2RA Interleukin 2 Receptor subunit Alpha 

INK4 INhibitors of cdK4 

IRES Internal Ribosome Entry Site 

Itch Itchy E3 ubiquitin protein ligase 

K Lysine 

KAT2/GCN5 Lysine (K) AcetylTransferase 2 / General Control 

of amiNo-acid synthesis 5-like 2 (Yeast) 

KID Kinase Inhibitory Domain 

KO Knock-Out 

KPC Kip1 ubiquitination-Promoting Complex protein 

1 

LH Linker Helix 

LIMK LIM Domain Kinase 

LNR Lin-12/Notch Repeat 
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Acrònim Significat 

LTR Long-Terminal Repeats 

MAGP Microfibril-Associated Glycoprotein 

MAML MAsterMind Like transcriptional coactivator 

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase 

MENIN Multiple Endocrine Neoplasia proteIN 

Mint/Sharp/SPEN Msx2-INTeracting protein / SMART/HDAC1-

Associated Repressor Protein / protein SPlit ENds 

homolog 

miRNA micro RiboNucleic Acid 

MLC Myosin Light Chain 

MMP Matrix Metalloprotease 

mRNA messenger RiboNucleic Acid 

MTG8/ETO Myeloid Translocational Gene 8 protein / translo-

cation Eight-Twenty-One 

mTORC1 mammalian Target Of Rapamycin Complex 1 

MyoD Myoblast Determination 

NAK Numb-Associated Kinase 

NcoR/SMRT Nuclear receptor co-Repressor / Silencing Media-

tor for Retinoid or Thyroid-hormone receptor 

NECD Notch ExtraCellular Domain 

Nedd4 Neural Precursor Cell Expressed, Developmental-

ly Down-Regulated 4, E3 ubiquitin protein ligase 

NES Nuclear Export Signal 

NFY Nuclear Transcription Factor Y 

NFκB2 Nuclear Factor Kappa B Subunit 2 

NICD Notch IntraCellular Domain 

NLS Nuclear Location Signal 

NRARP Notch Regulated Ankyrin Repeat Protein 

NRR Negative Regulatory Region 

p300/CBP Histone acetyltransferase p300/CREB-Binding 

protein 

PAK1 p21-Activated Kinase 1 

Pax5 Paired Box 5 

PCAF P300/CBP-Associated Factor 

PDCD4 ProgrammeD Cell Death 4 

PDK1 3-Phosphoinositide-Dependent protein Kinase 1 
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Acrònim Significat 

PEST Proline-Glutamat-Serine-Threonine 

PI3K Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase 

PIM1s S/T-protein kinase PIM1 Short form 

Pirh2/RCHY1 p53-Induced RING-H2 protein / RING finger and 

CHY zinc finger domain-containing protein 1 

PRC1 Protein Regulator if Cytokinesis 1 

PTB Polypyrimidine Tract-Binding protein 

PTM Post-Translational Modification 

R Arginin 

RAM RBPJ-κ-Associated-Molecule 

pRb Proteína del Retinoblastoma 

RhoA Ras Homolog family member A 

ROCK1 RhO-associated Coiled-coil-containing protein 

Kinase 1 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

S Serine 

SCC Squamous Cell Carcinoma 

SCF Skp, Cullin, F-box containing Complex 

SCLC Small Cell Lung Carcinoma 

Skp2 S-phase Kinase-associated Protein 2 

Sp1 Specific Protein 1 transcription factor 

T Threonin 

T-ALL T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia 

TCF3/E2A Transcription factor 3 / E2A immunoglobulin 

enhancer-binding factors E12/E47 

TF Transcription Factor 

TGF-β Transforming Growth Factor beta 

Tyr Tyrosin 

uORF upstream Open-Reading Frame 

UTR UnTranslated Region 

VDR Vitamin D Receptor 

VEGF Vascular Epidermal Growth Factor 

VEGF-R2 Vascular Epidermal Growth Factor Receptor 2 

VSMC Vascular Smooth Muscle Cell 

Wnt Wingless-Type 
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Acrònim Significat 

Y Tyrosin 

YAP Yes-Associated Protein 

ZEB1 Zinc finger E-box-Binding homeobox 1 
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